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 چکیده
زایی که بر مقدار  هر عامل تنش. رود ها در گیاهان به شمار می اهی مؤثر در فتوسنتز و سنتز کربوهیدراتترین رنگیزه گی مهم کلروفیل

هاي  گیري مقدار کلروفیل بافت اندازه. تواند کمیت و کیفیت محصول گیاه را تحت تأثیر قرار دهد کلروفیل گیاهان اثر بگذارد می
با . گیرد جویان فیزیولوژي گیاهی و علوم کشاورزي مورد استفاده قرار می وسط دانشترین آنالیزهایی است که ت گیاهی که از متداول

تواند کمک  تر می هاي ساده گیري با حلال استون در هاون چینی، یافتن روش توجه به دشواري هاي استخراج کلروفیل به روش عصاره
گیري کلروفیل براي سه نوع سبزي اسفناج،  خراج و اندازهروش مختلف است 5در این پژوهش . مؤثري به محققین در این زمینه نماید

نتایج بدست آمده نشان داد که با قرار دادن نمونه گیاهی درون ظرف دربسته محتوي اتانول . شوید و جعفري مورد مقایسه قرار گرفت
مونه گیاهی کاملاً سفید و حلال درجه و در محیطی سرد و تاریک، کلروفیل نمونه به تدریج وارد حلال شده و پس از یک هفته ن 96

گیري کلروفیل برخوردار بودند و  هایی از مقدار کلروفیل بیشتري نسبت به روش متداول استخراج و اندازه چنین نمونه. شود کاملاً سبز می
  . توان این روش را به عنوان روش جایگزینی آسان و مؤثر بدین منظور پیشنهاد نمود می

  گیري، سبزي روش استخراج، اندازه، کلروفیل: کلیدي کلمات
 

  مقدمه
این  .است برخوردار زیادي اهمیتبراي رشد و تولید در گیاهان از  دارد، فتوسنتز در که نقشی دلیل به که است سبز اي رنگیزه کلروفیل

 در را نور عمدتاً کلروفیل نور، رنگی طیف نظر از. شود می قندي مواد تولید و هوا کربن تثبیت خورشید سبب نور انرژي جذبرنگیزه با 
 تیلاکوئید غشاي در نوري هاي فتوسیستم قالب در کلروفیل هاي رنگیزه .کند می جذب قرمز رنگ سپس و آبی رنگ محدوده

 وجود یاهانگ در b و a در دو نوع کلروفیل کهاست  هداد نشان ی گیاهانبرگ عصاره تفکیک و جداسازي که دارند قرار ها کلروپلاست
 مولکول هاي زنجیره از یکی a کلروفیل در( هستند شبیه هم به بسیار ساختاري نظر از گیاهان در موجود کلروفیل مولکول نوع دو. دارد

 آنها جذب طیفکه  هستند قوي بسیار نوري هاي گیرنده ،b و a کلروفیل نوع دو هر). است متصل CHO– به b کلروفیل در و CH3– به
 غلظت گیري اندازه دارد، گیاهان در کلروفیل که نقشی دلیل به. کنند می عمل هم مکمل عنوان به فتگ توان می ولی است متفاوت کمی

 تأثیر تحت را ها برگ کلروفیل غلظت تواند می باشد زا تنش ،گیاهان براي که عاملی هر. است برخوردار زیادي اهمیت از نیز کلروفیل
 و استون با نمونه عصاره استخراج آنها ترین متداول که است شده گزارش کلروفیل غلظت گیري اندازه براي مختلفی هاي روش. دهد قرار

 از یکی معمولا گیاهی هاي نمونه در کلروفیل غلظت گیري اندازه. باشد می دور قرمز و قرمز نور ناحیه در نور جذب میزان قرائت
تعیین غلظت کلروفیل به روش . گیرد می قرار استفاده وردم و فیزیولوژي گیاهی کشاورزي رشته دانشجویان توسط که است پارامترهایی

 ،ها نمونه همزمان آنالیز براي زمانی محدودیت دیده شده است که به دلیل زیادي موارددر . هایی همراه است شیمیایی معمولاً با دشواري
 به توجه با همچنین. دریج آنها را آنالیز نمایدتا در روزهاي بعد بت داده قرار فریزر یا یخچال در را آن عصاره یا گیاهی نمونه ،محقق

 روز چند مدت بهگیاهی را  نمونهبرخی محققین  که است شده دیده گیاهی، هاي نمونه از گیري عصاره براي چینی هاون با کار دشواري
این آزمایش بر . شود حلال دوار نمونه کلروفیلدهند تا طی چند روز به مرور  می قرار و در جاي تاریک استونلوله دربسته حاوي  در
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هاي گیاهی طراحی  گیري غلظت کلروفیل نمونه اساس نیاز محققین کشاورزي و در جهت یافتن روشی مطمئن و قابل توصیه براي اندازه
  .، بررسی گردیدگیرد می قرار استفاده مورد کلروفیل گیري اندازه و استخراج براي که مختلفی هاي روشو انجام گردید و طی آن 

 
  ها روش و مواد
از مزرعه علوم باغبانی دانشگاه شهید چمران ) شامل سه نوع سبزي اسفناج، جعفري و شوید(هاي گیاهی مورد نیاز  مونهن: یاهیگ مواد

 خیسانده ظرفشویی مایع قطره یکو  آب محتوي ظرف در دقیقه 5 مدت به نمونه هر. تهیه و به آزمایشگاه فیزیولوژي منتقل گردیداهواز 
هاي یکدست و سالم را براي  ها حذف و برگ هاي خشبی شاخه ها و قسمت ساقه. خشک گردید اتاقاز شستشو، در دماي  پس و

گیري و  و روش عصاره) در سه سطح(این آزمایش به صورت طرح آماري فاکتوریل با دو فاکتور نوع سبزي . آزمایش انتخاب شد
هر در نظر گرفته شد و براي تکرار  4براي هر روش . رح کاملاً تصادفی انجام گردیدبر پایه ط) در پنج سطح(گیري کلروفیل  اندازه
گیري کلروفیل  گیري و اندازه پنج روش مورد استفاده براي عصاره. گرم جدا گردید 20برگ هاي یکدست با وزن تقریبی  ،تکرار

  :عبارت بودند از
گرم از  1/0 مخلوط شد و مربوط به هر واحد آزمایشی با استفاده از میکسر نمونه: گیري از نمونه تازه و قرائت میزان جذب عصاره) 1

درجه  4، دماي دور در دقیقه 4000در  هعصاره حاصل. گیري گردید سرد در هاون چینی عصاره% 80بافت گیاهی همگن شده با استون 
  .نانومتر قرائت گردید 6450و  663هاي  موج  جذب روشناور در طولو میزان  دقیقه سانتریفیوژ شد 20به مدت  گراد و سانتی

ها  نمونهپس از تهیه عصاره نمونه گیاهی به روش اول، روشناور : جذب میزان قرائت و عصاره کردن فریز تازه، نمونه از گیري عصاره) 2
هفته،  1پس از گذشت ). ندز نمونه استونی در این دما یخ نمی(منتقل گردید ) گراد درجه سانتی -18دماي (جدا و بلافاصله به فریزر 

  .نانومتر قرائت شد 645و  663هاي  موج  در طولآن نمونه از فریزر خارج و میزان جذب 
نمونه مربوط به هر واحد آزمایشی با : جذب میزان قرائت سپس و گیري عصاره جهت% 80 استون در نمونه مدت طولانی دادن قرار) 3

 پس از اضافه نمودن .گردید منتقل لیتري میلی 15 فالکون لوله بهبافت گیاهی همگن شده  گرم از 1/0استفاده از میکسر مخلوط شد و 
 روز هر( ندقرار گرفت) گراد سانتی درجه 4 دردماي وشده  پوشانده سیاه پلاستیک با ها فالکون ،نمونه حاوي فالکون لوله به% 80 استون

گیري کلروفیل  رنگی حاصل از نمونه براي اندازه یهفته از عصاره استون پس از یک ).داده شد تکان ثانیه 30 مدت به را ها فالکون
  .نانومتر قرائت شد 645و  663هاي  موج  در طولآنها میزان جذب  و استفاده شد

نمونه مربوط به هر واحد آزمایشی : جذب میزان قرائت سپس و گیري عصاره جهت درجه 96اتانول  در نمونه مدت طولانی دادن قرار) 4
 پس از اضافه نمودن .گردید منتقل لیتري میلی 15 فالکون لوله بهگرم از بافت گیاهی همگن شده  1/0ا استفاده از میکسر مخلوط شد و ب

 هر( قرار گرفتند) گراد سانتی درجه 4 دردماي وشده  پوشانده سیاه پلاستیک با ها فالکون، نمونه حاوي فالکون لوله به درجه 96 اتانول
گیري کلروفیل استفاده  ی حاصل از نمونه براي اندازهاتانولپس از یک هفته از عصاره  ).داده شد تکان ثانیه 30 مدت به را ها فالکون روز

  .نانومتر قرائت شد 645و  663هاي  موج  شد و میزان جذب آنها در طول
نمونه مربوط به هر واحد آزمایشی با استفاده از  :جذب میزان قرائت سپس و گیري از نمونه فریز شده تازه، عصاره نمونه فریز کردن) 5

 گراد سانتی درجه -18ومنیومی قرار گرفت و به فریزر بلافاصله درون فویل آلْ گرم از بافت گیاهی همگن شده 1/0میکسر مخلوط شد و 
د، همچون روش اول میزان سر% 80گیري با استون  پس از گذشت یک هفته نمونه گیاهی از فریزر خارج شد و پس از عصاره. شد منتقل

  .نانومتر قرائت شد 645و  663هاي  موج  جذب آنها در طول
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  نتایج
هاي آ، ب و کل با هم اختلاف  الف، ب و ج نشان داد که سه نوع سبزي مورد بررسی از نظر مقدار کلروفیل-1مندرج در شکل نتایج 
 5مقایسه . هاي شوید و اسفناج قرار داشتند ار بود و پس از آن سبزيجعفري از بیشترین مقدار کلروفیل کل برخورد. داري دارند معنی

 درجه 96اتانول  در نمونه مدت طولانی دادن قرار: گیري کلروفیل نشان داد که براي کلروفیل آ، روش  روش مختلف استخراج و اندازه
مقدار ). الف-1شکل ( سبزي را داشت بیشترین مقادیر کلروفیل براي هر سه نوع جذب میزان قرائت سپس و گیري عصاره جهت

هاي دیگر بود  اندکی بیشتر از روش) E2( جذب میزان قرائت و عصاره کردن فریز تازه، نمونه از گیري عصارهدر روش  کلروفیل ب،
 نشان داد که بیشترین مقادیر) ج-1شکل (گیري کلروفیل کل  هاي مختلف استخراج و اندازه همچنین مقایسه روش). ب-1شکل (

گیري  توان گفت که روش متداول اندازه بر اساس نتایج بدست آمده در این پژوهش می. بدست آمد E2و  E4هاي  کلروفیل در روش
گیري  در روش دوم اندازه. تر شود اي که کار براي محقق ساده توان با تغییراتی مورد استفاده قرار داد به گونه کلروفیل را می

هاي استونی  ها را انجام داد و عصاره گیري نمونه توان عصاره می) جذب میزان قرائت و عصاره کردن فریز تازه، نمونه از گیري عصاره(
. گیري کرد ها را اندازه آنها را در فریزر قرار داد تا در زمان مناسب همه را به پاي دستگاه اسپکتروفتومتر منتقل نمود و مقدار جذب نمونه

 قرائت سپس و گیري عصاره جهت درجه 96 اتانول در نمونه مدت طولانی دادن قرار(گیري  م اندازههمچنین نتایج مربوط به روش چهار
درجه و در محیطی تاریک، کلروفیل نمونه به  96نشان داد که با قرار دادن نمونه گیاهی درون ظرف دربسته محتوي اتانول ) جذب میزان

هاي اتانولی  قرائت مقدار جذب عصاره. شود املاً سفید و حلال کاملاً سبز میتدریج وارد حلال شده و پس از یک هفته نمونه گیاهی ک
آنچه که دور از انتظار بود نتایج مربوط به روش . شود حاکی از این بود که در این روش کلروفیل نمونه به نحو مؤثرتري وارد حلال می

زیرا بر اساس نتایج بدست آمده، بود ) جذب میزان قرائت پسس و گیري عصاره جهت% 80 استون در نمونه مدت طولانی دادن قرار(سوم 
در محیطی تاریک و سرد، مقدار جذب بسیار کمتر از روش متداول % 80علیرغم قرار گرفتن نمونه به مدت یک هفته در استون 

گراد به مدت یک  سانتیدرجه  -18، فریز کردن نمونه در دماي 1همچنین بر اساس نتایج مندرج در شکل . بود) روش اول(استخراج 
هاي  توان گفت در مواردي که محقق ناچار به تجمع نمونه اي که می هفته سبب کاهشی اندك در مقدار جذب آنها گردید به گونه

تر است، بهتر است آن را فریز نماید هر چند به مقدار کمی، جذب  گیري کلروفیل آنها در فرصت زمانی مناسب گیاهی براي اندازه
  . آورد اي آنها بدست میکمتري بر

درجه را به عنوان روشی آسان و مؤثر براي استخراج و  96توان نگهداري در اتانول  به طور کلی و با مقایسه نتایج بدست آمده، می
ند گیري در هاون چینی و استفاده از حلال فراري مان گیري کلروفیل معرفی نمود که به دلیل حذف دردسرهاي مربوط به عصاره اندازه

هاي زیاد گیاهی خود را توزین نموده و پس از قرار دادن وزن مشخصی از  تواند به کمک این روش به سادگی نمونه استون، محقق می
درجه، در زمانی که حجم کارهاي دیگر مربوط به پژوهش کمتر شده است، عصاره  96نمونه گیاهی در لوله فالکون محتوي اتانول 

  .گیري کلروفیل اقدام نماید ال خارج نموده و نسبت به قرائت میزان جذب آنها و اندازهاتانولی کلروفیل را از یخچ
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  گیري گیري و اندازه هاي مختلف عصاره در روش) ج(و کلروفیل کل ) ب( b، کلروفیل )الف( aغلظت کلروفیل  -1شکل 
E1 :گیري از نمونه تازه و قرائت میزان جذب عصاره  
E2: جذب میزان قرائت و عصاره کردن فریز تازه، نمونه از يگیر عصاره  
E3 :جذب میزان قرائت سپس و گیري عصاره جهت% 80 استون در نمونه مدت طولانی دادن قرار  
E4 :جذب میزان قرائت سپس و گیري عصاره جهت درجه 96اتانول  در نمونه مدت طولانی دادن قرار  
E5 :جذب میزان قرائت سپس و ز نمونه فریز شدهگیري ا تازه، عصاره نمونه فریز کردن  
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Abstract 
Chlrophyll is considered as the most important plant pigments in photosynthesis and carbohydrates synthesis of 
plants. Any stressful factor that affects the chlorophyll content of plants can affect the quantity and quality of plant 
products. Determination of chlorophyll content in plant tissues is a routine analyze, which is commonly used by plant 
physiologist and agricultural sciences students. According to the difficulties for chlrophyll extraction with acetone 
solvent in mortar finding simpler methods could provide researchers a great help in this field. In this research, five 
different extraction and determination of chlrophylls for three vegetable types i.e. dill, parsley and spinach were 
evaluted. The results showed that with inserting the plant sample in a tight tube containing ethalol 96° in a cold and 

dark place, the sample chlrophyll will extract gradually and after a week the plant sample become completely white 
and the solvent will become green. Such extracts had more chlrophyll in compare with extract obtained by routine 
method and can be supposed as an alternative, easy and effective method in this line. 
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