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  چکیده

ي  هاي گلبرگ زعفران بوسیله در این پژوهش، شرایط بهینه استخراج آنتوسیانین
تا  20حلال اتانول اسیدي تعیین شد. متغیرهاي مستقل شامل نسبت حلال به نمونه (

 45تا  25درصد)، دما ( 25تا  75لیتر حلال بر گرم نمونه)، درصد اتانول ( میلی 80
ساعت) بودند. روش سطح پاسخ جهت  24تا  8گراد) و زمان استخراج ( ي سانتی درجه

تعیین شرایط بهینه استخراج با هدف بالاترین میزان آنتوسیانین (بر مبناي سیانیدین 
ها بر مبناي طرح باکس بنکن و چهار  آزمون گلیکوزید) مورد استفاده قرار گرفت. تري

دست آمده نشان داد که اثر دما بر  متغیر مستقل طراحی شدند. ضرایب واریانس به
درصد  95میزان آنتوسیانین استخراج شده نسبت به دیگر عوامل در سطح اطمینان 

ماي درصد، د 02/25گرم بر لیترحلال به نمونه، اتانول  میلی 20تر بود. نسبت  شاخص
ساعت به عنوان شرایط بهینه استخراج 24گراد و زمان استخراج  درجه سانتی 8/25

گرم آنتوسیانین به ازاي هر لیتر  میلی 11/1609تعیین شدند. در شرایط بهینه، مقدار 
ي درجه دوم کاسته شده بیانگر اثر مستقل  عصاره گلبرگ زعفران استحصال شد. معادله

  ي گلبرگ زعفران بود. آنتوسیانین از عصاره متغیرهاي فرآیند در استخراج

  
  04/05/92 تاریخ دریافت:
  13/03/93 تاریخ پذیرش:

  
  هاي کلیدي واژه

  آنتوسیانین
  استخراج

  روش سطح پاسخ
گلبرگ زعفران

  مقدمه
هاي طبیعی در صنعت غذا  امروزه استفاده از رنگ

سنتزي  يها رنگاغلب  انباریاثرات زآگاهی از  لیبه دل
 يبرا مناسبی نیگزیجا نیانیآنتوسافزایش یافته است. 

رنگ علاوه بر دارا بودن  رایز ي استسنتز يها رنگ
ی روسیو ضدو یخواص ضدسرطان، درخشان جذاب و

این  .)Andersen et al., 2010آن نیز ثابت شده است (
ي طبیعی متعلق به دستۀ بزرگی از ترکیبات  رنگدانه

ي  شیمیایی به نام فلاوونوئیدها بوده که طی چرخه

-Castaovedaشود ( ساخته می 1فنیل پروپانوئید

Ovado et al., 2009(.  
) که از مادگی گل Crocus sativus( عفرانگیاه ز

 ,Kafi( شود جهان استحصال می ادویهگرانبهاترین آن، 

هاي بنفش رنگی است که  گل )، داراي2006
کردن مادگی، به عنوان  هاي آن پس از جدا گلبرگ

شوند. گلبرگ زعفران به طور  ضایعات دور ریخته می
درصد وزن  36/96درصد وزن تر یا  4/86متوسط 

دهد (همتی و همکاران،  خشک گل را تشکیل می
با توجه به بالا بودن میزان تولید سالانۀ  ).1373

                                                
1- Phenylpropanoid pathway 
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عفران در ایران حجم بالایی از این مادة ارزشمند، ز
پس از جدا کردن مادگی، بدون استفاده در طبیعت 

 شود. این گلبرگ زعفران حاوي رنگدانۀ رها می
مشتقات  و يدیفلاونوئ، دیگر ترکیبات نیانیآنتوس

هاي انجام  پژوهشبر اساس  .باشد یآنها م يدیکوزیگل
جمله  ازی ی فراوانخواص درمانبر گلبرگ زعفران  شده

، )Fatehi et al., 2003فشار خون ( دهندة کاهش
 Hosseinzadeh & yonesi, 2002ه (تسکین دهند

Kubo & Kinst-Hori, 1999; ضدافسردگی)، خاصیت 
)Akhondzadeh et al., 2007 ؛Moshiri et al., 2006 ،

Hadizadeh et al., 2003( علائم قبل  دهندة و کاهش
براي  )et al., 2008 Agha-hoseini( 1از قائدگی زنان

آن معرفی شده است. این پژوهشگران خواص درمانی 
گوناگون گلبرگ زعفران را مربوط به حضور 

ها و  هاي فلاوونوئیدي از جمله آنتوسیانین ترکیب
بر اساس  اند. اکسیدانی آنها دانسته هاي آنتی ویژگی
 ۀگون زیر 43گونه و  70انجام شده بر گل  هاي بررسی

موجود در گلبرگ اصلی هاي  آنتوسیانین، گیاه زعفران
بیش از ( 2بتا گلیکوزید دلفینیدین-    ُدي ا  5، 3شامل 

روتینوزید  بتا- ُا  3، )از کل آنتوسیانین موجود درصد 30
هر (4بتا گکیکوزید پتونیدین-    ُدي ا  5، 3و  3دلفینیدین

کل آنتوسیانین  درصد 10یک به میزان بیش از 
اع دیگر دلفینیدین، پتونیدین و مالویدین و انوموجود) 

درصد)، شناسایی  10از  هر یک به مقادیر کمتر(
هاي  ). دیگر بررسیNorbark et al., 2002کردند (

گرفته بر روي ترکیبات فلاوونوئیدي گلبرگ  صورت
را دلفینیدین نوع آنتوسیانین بودن  غالبزعفران، 

 Williams et al., 1986 & Garido( کرده است تأیید

et al., 1987.(  
ها پس از جدا شدن از ساختار  آنتوسیانین اغلب

مادة غذایی نسبت به تخریب بسیار حساس هستند 
)Giusti & Wrolstad, 2001 و عوامل مختلفی چون (

، دماي نگهداري، رطوبت، pHساختار شیمیایی، 
ها،  ها و حضور آنزیم غلظت، نور، اکسیژن، حلال

                                                
1- Premenstrual syndrome 
2- 3-5-o-β- glycoside delphinidin 
3- 3-5-o-β- rotinoside delphinidin 
4- 3-5-o-β- glycoside petonidin 

هاي فلزي بر پایداري  ها و یون ئینفلاوونوئیدها، پروت
  .Stintzing & Carle, 2004)آن موثرند (

استخراج یکی از پرکاربردترین فرایندهاي صنایع 
غذایی است که به کمک آن ترکیبات مطلوب و مورد 

 Barzana, Rubio(شوند   نظر بافت مواد غذایی جدا می

et al., 2002(هاي  ها حلال . در استخراج آنتوسیانین
از جمله اتانول و متانول مورد استفاده  5الکلی - آبی

        ً    ها عموما  در  رند. فرایند استخراج آنتوسیانینگی قرار می
             ً    گراد)، ترجیحا  در  درجۀ سانتی 30دماي پایین (زیر 

شرایط خلأ (جهت به حداقل رساندن تخریب 
گیرد  ها) و در محیط اسیدي صورت می آنتوسیانین

)Gould et al., 2008(.  در پژوهش صورت گرفته بر
روي استخراج آنتوسیانین موجود در عصارة هویج 

موجب  6تا  3/4از  pHسیاه، مشاهده شد که افزایش 
هاي بالاتر از  pHکلی در  طور  تخریب رنگدانه شده و به

اي در میزان آنتوسیانین  کاهش قابل ملاحظه 5
)؛ Kirca et al., 2007منومري مشاهده شد (

تواند موجب تغییر شکل  اسیدکلریدریک همچنین می
ها شود از جمله هیدرولیز آن در شرایط  آنتوسیانین

اسیدي در طی تبخیر آن در تبخیرکنندة چرخان (با 
 ,.Van Sumere et alگراد) ( سانتیي  درجه 40دماي 

) و یا از دآسیله شدن آنها با اسیدهاي آلیفاتیک 1985
 ,.Harbourn et al(در دماي اتاق) جلوگیري نماید (

هاي آسیله شده داراي پایداري  ). آنتوسیانین1986
 ي خود هاي غیرآسیله بالاتري نسبت به آنالوگ

 & Yoshida et al., 1991; Bridleباشند ( می

Timberlake, 1997 اعمال دما یکی دیگر از عوامل .(
اساس معادلۀ  هاست. بر مؤثر در استخراج آنتوسیانین

ي تناسب بین ضریب انتشار، با  کننده انیشتین که بیان
باشد افزایش دما (به  دما و ویسکوزیتۀ دینامیکی می

تواند موجب  دلیل کاهش ویسکوزیتۀ دینامیکی) می
افزایش قابل توجهی در ضریب انتشار و بنابراین 

 & Cacace(افزایش سرعت استخراج آنتوسیانین شود 

Mazza, 2003 ( همچنین دماهاي بالا موجب دناتوره
هاي گیاهی شده و خروج  شدن پروتئین دیوارة سلول

شود  تر می آنتوسیانین از بافت گیاهی آسان
)Schwartzberg & Chao, 1982 اما از طرف دیگر ،(

                                                
5- Hydro-alcholic 
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پذیري آسان این رنگدانه در برابر  توان آسیب نمی
هاي پلیمري  حرارت و تخریب و تبدیل آن به رنگدانه

رفتن رنگ مطلوب  بین رنگ و از اي و یا بی قهوه
 Patrasنادیده گرفت (ها در اثر فرایند حرارتی را  عصاره

et al., 2010; Pala & Toklucu, 2012; Stintzing & 
Carle, 2004 علاوه بر نقش افزایش دما بر استخراج .(

و پایداري آنتوسیانین، افزایش غلظت مواد جامد 
محلول نیز پایداري این رنگدانه را طی استخراج تحت 

و همکاران  Kircaکه   طوري  دهد به تأثیر قرار می
) نیمه عمر آنتوسیانین منومري موجود در 2007(

هویج سیاه را در عصارة استخراج شده با درجۀ بریکس 
هایی با درجۀ  عصاره ساعت و در 5تا  7/16را  11

اند. این محققین  بیان کرده 3/2تا  4/14را  64بریکس 
ها با  تر آنتوسیانین در عصاره علت تخریب سریع

را به دلیل واکنش بیشتر بین  هاي بالاتر غلظت
اند  تر با یکدیگر دانسته ها در اثر تماس نزدیک مولکول

اختلاف غلظت مادة مؤثرة موجود در بافت گیاهی و 
شود و هر چه این  حلال باعث استخراج مواد مؤثره می

تر و به اختلاف غلظت بیشتر باشد، خروج مواد سریع
خراج تا هنگام شود. فرایند است مقدار بیشتر انجام می

ایجاد تعادل بین غلظت هر یک از ترکیبات، در بافت 
شده، انجام  گیاهی با غلظت آنها که در حلال حل

تابعی  1شود و تعادل ایجاد شده ثابت تعادلی انتشار می
از خصوصیات حلال و نوع حلال، حجم و غلظت 
حلال، خصوصیات حل شونده و دما است 

)Gertenbach, 2001.( 
پژوهش از بین پارامترهاي مؤثر بر راندمان در این 

استخراج با حلال اثر متغیرهاي نسبت حلال به حل 
لیتر)، زمان  گرم بر میلی شونده (بر حسب میلی

استخراج (بر حسب ساعت)، درصد اتانول در حلال و 
گراد) بر میزان  دماي استخراج (بر حسب درجه سانتی

رگ زعفران آنتوسیانین منومري استخراج شده از گلب
مورد بررسی قرار گرفته و شرایط بهینه با هدف 
بیشترین میزان استخراج آنتوسیانین منومري بر 
مبناي سیانیدین تري گلیکوزید و به کمک روش 

  ) تعیین شد.RSM2سطح پاسخ (
  

                                                
1- Equilibrium distribution constant 
2- Respond Surface Methodology 

  ها مواد و روش
  مواد اولیه

اي مشخص در شرق تربت  گل زعفران، از مزرعه
ها پس  آوري شد. گل حیدریه، در خراسان رضوي جمع

از جدا کردن پرچم و مادگی، در اتاقی تاریک و گرم 
گراد، در مقابل دمنده  درجه سانتی 35با دماي حدود 

شدن و حفظ هر چه بیشتر  (جهت تسریع روند خشک
شدن  شدن) تا خشک ها در طی خشک آنتوسیانین

کامل قرار گرفته و طی این مدت، زیر و رو شدند. 
ا آسیاب خانگی، آسیاب و الک هاي خشک شده ب گل

                                 ً       ) شدند و در ظروف تیره با درب کاملا  بسته، 16(مش
  هاي بعدي در یخچال نگهداري شدند. تا انجام آزمون

مواد شیمیایی مورد استفاده در این پژوهش 
 37درصد، اسید کلریدریک  96عبارت بودند از: اتانول 

 ) و بافر5/4درصد، بافر استات سدیم سه آبه (بافر 
). تمامی مواد شیمیایی و 1کلرید کلسیم (بافر 

هاي  هاي مورد استفاده در این پژوهش از شرکت حلال
هاي  معتبر و با درجه خلوص بالا تهیه شدند. از حلال

درصد  75و  50، 25اتانول اسیدي با درصد اتانول 
درصد و 96ها، اتانول  استفاده شد. جهت تهیه حلال

و  1به  1، 3به  1تیب تر آب مقطر با نسبت حجمی به
حلال با اسید  pHبا یکدیگر مخلوط شدند و  1به  3

 کاهش یافت. بافر 2برابر  pHنرمال تا  5/1کلریدریک 
 Wrolstadو Giusti به ترتیب بر اساس روش  5/4و  1
  ) تهیه شدند.2001(
  

  هاي فیزیکوشیمیایی گلبرگ زعفران بررسی ویژگی
گلبرگ گل هاي فیزیکوشیمیایی  برخی ویژگی

کل،  زعفران مانند میزان رطوبت، پروتئین، خاکستر
 ,AOAC)، چربی (AOAC, 2006کل ( کل، فیبر قند

 pHروش  ) و نیز آنتوسیانین کل منومري به1959
گیري قرار  ) مورد اندازهLee et al., 2006افتراقی (

  گرفتند.
  

  استخراج
استخراج عصارة گلبرگ زعفران پس از انجام 

آوردن سطوح هر  دست اولیۀ لازم جهت بههاي  آزمون
یک از متغیرها، با کمک روش خیساندن طبق 

) و با اندکی Francis )1968و  Fulekiپیشنهاد 
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اصلاحات صورت گرفت. شرایط هر آزمون از قبیل دما، 
نسبت حلال، درصد اتانول در حلال و زمان بر اساس 

شده در طرح مطابق  بینی سطوح متغیرهاي پیش
در نظر گرفته شد. آنتوسیانین موجود در  2 جدول

کردن نمونه با کاغذ  بار صاف عصارة حاصل از یک
 pHروش  کمک خلأ، به و به 1 صافی واتمن شمارة

  گیري و محاسبه شد. افتراقی اندازه
  

 pHگیري آنتوسیانین گلبرگ زعفران به روش  اندازه
  افتراقی

به کمک میزان آنتوسیانین عصارة صاف شده، 
جذب  و قرائت 5/4 و1سازي نمونه در بافرهاي  رقیق

بر اساس نانومتر  520و  700هاي  آن در طول موج
کتروفتومتر (دو پرتویی افتراقی به کمک اسپ pHروش 

ژاپن)  UV-160Aمدل  Shimatzuمرئی -فرا بنفش
  ).Lee et al., 2008گرفت (ورت ص

) و 1) به کمک معادله (Aمقدار جذب نمونه (
گرم در لیتر  آنتوسیانین منومري بر حسب میلیمیزان 

  شوند: ) محاسبه می2عصاره به کمک معادله (
  )1معادله (

A= (Aλvis-max-Aλ700nm) pH1.0 - (Aλvis-max- Aλ700nm) 
pH4.5 

  
  )2معادله (

منومري میزان آنتوسیانین  = 
(A×MW×DF×1000)/(ɛ×L) 

Aمقدار جذب نمونه : ،:Aλvis-max  بیشترین جذب
: وزن مولکولی MW، دست آمده به

: DF، گلیکوزید (بر اساس گرم بر مول) تري سیانیدین
که برابر جذب مولی  ɛ :26900، فاکتور رقت

: قطر سل اسپکتروفتومتر Lگلیکوزي،  تري  سیانیدین
جهت تبدیل گرم به  1000و  متر) حسب سانتی (بر

  می باشد. گرم میلی
  

  تجزیه و تحلیل آماري
اثر چهار متغیر مستقل بر میزان  به منظور تخمین

آنتوسیانین استخراج شده از روش سطح پاسخ و طرح 
تیمار با  29ها شامل  استفاده شد. آزمون 1باکس بنکن

ي مرکزي و دو تکرار در هر آزمون  پنج تکرار در نقطه
                                                
1- Box-benken design 

ي  ها در معادله بودن آماري عبارت بود. معنادار
 >P)05/0( درصد 95رگرسیونی در سطح اطمینان 

ها و ترسیم  مورد بررسی قرار گرفت. جهت برازش داده
ي  نسخه 2از نرم افزار دیزاین اکسپرتنیز نمودارها 

Statease Inc.), Minnapolis, USA.استفاده شد (  
  

  نتایج و بحث
  هاي فیزیکوشیمیایی ویژگی

شیمیایی  -هاي فیزیکی برخی ویژگی 1در جدول 
و مقادیر به گیري  گلبرگ گل زعفران، روش اندازه

  دست آمده ارائه شده است.
میزان آنتوسیانین منومري کل موجود در نمونه 

گرم بر لیتر عصاره بر  میلی 19/1712گلبرگ برابر 
). 1دست آمد (جدول  گلیکوزید به تري مبناي سیانیدین

Lee ) در پژوهشی مقدار کل 2008و همکاران (
 آنتوسیانین منومري موجود در دیگر منابع طبیعی

افتراقی و بر  pHگیري شده به روش  آنتوسیانین اندازه
گلیکوزید را گزارش کردند. این  تري مبناي سیانیدین

را برابر  3قات محققان مقدار آنتوسیانین عصارة قره
 5هاي طبیعی ، رنگدانه6/201  4، شراب قرمز6/13
 6، عصارة تمشک6/63فرنگی  ، عصارة توت8/640
 گرم بر میلی 8/3006برابر  7و نوعی توت سیاه 7/336

و همکاران  Kircaاست.  لیتر عصاره گزارش شده
) نیز مقدار آنتوسیانین موجود در هویج سیاه را 2007(

گرم بر کیلوگرم وزن هویج تازه  میلی 1750برابر 
گزارش کردند. در مقایسۀ آنتوسیانین کل گلبرگ 

 توان زعفران با آنتوسیانین موجود در منابع مذکور، می
گفت گلبرگ زعفران منبع بسیار غنی از انواع 

) نیز در 1373هاست. همتی و همکاران ( آنتوسیانین
تحقیقی مشابه که بر روي آنتوسیانین گلبرگ زعفران 

اند به مقایسۀ میزان آنتوسیانین موجود در  انجام داده
گرم بر کیلوگرم) با  گلبرگ زعفران (برحسب میلی

عنوان کردند که  اخته ودیگر منابع آنتوسیانینی پرد

                                                
2- Design Expert Software 
3- Cranberry juice cocktail 
4- Red wine 
5- Natural colorant 
6- Raspberry juice 
7- Elderberry 
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میزان این رنگدانه در گلبرگ زعفران بالاتر از بسیاري 
  هاي طبیعی است. دهنده از رنگ

  
تاثیر دما، نسبت حلال، درصد اتانول در حلال و زمان 

  بر میزان استخراج آنتوسیانین
با  1آمده از استخراج دست میزان آنتوسیانین به
گلیکوزید  تري نگرم سیانیدی حلال برحسب میزان میلی

داده شده است. نشان  2 در هر لیتر عصاره، در جدول
  Pو F اساس مقادیر ها و بر پس از تحلیل واریانس داده

اي، مدل مناسب جهت  مدل درجۀ دو چند جمله
 و X1،X2  ،X3). 3دست آمد (جدول  ها به برازش داده

X4  ترتیب زمان، دما، درصد  متغیرهاي مستقل و به
همچنین، باشند.  نسبت حلال به نمونه میاتانول و 

هاي حاصل از تحلیل واریانس نشان داد چهار  داده
داراي اثر  )X(، )01/0≤Pمتغیر در حالت خطی (

 معنی دار در مدل بودند. عبارات درجه دو نسبت حلال
)01/0≤P , x( و زمان )01/0≤p (x  و اثر متقابل ,

Xدما ( -ي متغیرها به جز درصد اتانول همه X , 

01/0≤P (درصد اتانول-، و نسبت حلال )01/0≤P , 

	X X( دار بودند  درصد معنی95، با ضریب اطمینان
  ).3(جدول 

) عبارت از معادلۀ درجۀ 3مدل ارائه شده (معادلۀ
اي (رگرسیونی) است که پس از حذف  جمله دو چند

درصد ارائه  95معنی و در سطح اطمینان  ضرایب بی
ثابت داده شده، ضریب ثابت مدل  شده است. عدد

نشانگر میزان آنتوسیانین استخراج شده بر  yباشد.  می
گلیکوزید در هر لیتر  تري گرم سیانیدین حسب میلی

عصاره است. بزرگی ضرایب متغیرها در این 
نظر از مثبت یا منفی بودنشان  اي صرف چندجمله

بیانگر اهمیت ضرایب مربوطه در تغییرات پاسخ 
طور که در معادلۀ  باشند. همان آنتوسیانین) می(میزان 

 طور  شود، از بین چهار متغیر مستقل، به دیده می 3
رفته داراي اثر مثبت و  کار کلی تنها نسبت حلال به

دیگر متغیرهاي مستقل داراي اثر عکس بر میزان 
آنتوسیانین استخراج شده در شرایط آزمون بودند. 

ر، دما و زمان همچنین در بین فاکتورهاي مذکو

                                                
1- Total Anthocyanins (TAcys) 

ترین اثر بر  ترتیب داراي بالاترین و پایین استخراج به
  راندمان استخراج بودند.

  )3(معادله
퐴푛푡ℎ표푐푦푎푛푖푛 = 1181.0− 61.44x

− 120.19x − 73.11x
+ 77.31푥 	 	− 172. 13	x x
− 142.61x x 			 − 75.7x x
+ 91.18x x + 92.47푥
− 50.28	x  

  
ضریب تبیین تنظیم و  948/0ضریب تبیین برابر 

 که نزدیک  جایی  به دست آمد. از آن 92/0شده برابر 
ضریب تبیین به مقدار واحد به معنی برازش  شدن

هاي واقعی است و نیز  مناسب مدل تجربی با داده
معناي  به 90/0ضریب تبیین تنظیم شده بالاتر از 

 ,.Koocheki et alباشد ( درستی و صحت مدل می

شده بر مبناي  بینی بنابراین صحت مدل پیش )؛2009
میزان  1 شود. در شکل این دو فاکتور تأیید می

شده در مدل و مقادیر واقعی  بینی آنتوسیانین پیش
  دست آمده طی استخراج مقایسه شده است. به
  

سطح پاسخ در روش استخراج با  ينمودارها یبررس
  حلال

 يدما-اثر زمان ، در بررسی2 شکل مطابق
درصد و  50استخراج بر راندمان، در درصد اتانول 

بر گرم نمونه، در تمام  لیتر میلی 50 نسبت حلال
موجب  طور خطی  دما به یشافزا ی،زمان هاي بازه

که  جایی  شد. از آن يکل منومر یانینکاهش آنتوس
 یلو تبد شدن یمريموجب پل تواند یدما م یشافزا

 یا اي قهوه هاي به رنگدانه يمنومر هاي یانینآنتوس
 ییراتدر مقابل تغ یمريپل هاي شود و رنگدانه رنگ یب

pH قابل  ینو بنابرا دهند یرنگ نشان نم ییرتغ
 & Giusti( یستندن یافتراق pHبه روش  گیري اندازه

Wrolstad, 2001زمان استخراج  یش). در هر دما، افزا
همراه با کاهش کل  اعتس 20تا  18تا حدود 

 یبیغالب بودن اثر تخر یل(به دل يمرمنو یانینآنتوس
 ةاستخراج شده در آن باز يمنومر یانیندما بر آنتوس

 یزانساعت م 24) و پس از آن تا زمان استخراج یزمان
نشان  یشافزا یکم یحت یاثابت و  يمنومر یانینآنتوس

  داد.
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  هاي فیزیکوشیمیایی گلبرگ گل زعفران ویژگی -1 جدول                              
  

  
  
  
  
  
  
  

  نتایج استخراج آنتوسیانین گلبرگ زعفران با استفاده از طرح باکس بنکن -2 جدول          

 شماره آزمون
مقادیرآنتوسیانین             فاکتورها    

X1 (ساعت)   X2 گراد) (درجه سانتی   X3  (درصد)  X4  لیتر بر گرم) (میلی لیتر گرم درمیلی   نسبت حلال به نمونه درصد اتانول دما زمان 
1 a )1- (8  )1 (45  )0(50  )0 (50  24/1248  
2 )1- (8  )0 (35  )0(50  )1- (20  01/1050  

3 )1- (8  )1- (25  )0(50  )0(50  25/1511  
4 )1- (8  )0 (35  )1- (25  )0(50  46/1214  
5 )1- (8  )0 (35  )1 (75  )0(50  4/1419  
6 )1- (8  )0 (35  )0(50  )0(80  56/1495  
7 )0 (16  )0 (35  )0(50  )0 (50  54/1190  
8 )0 (16  )1 (45  )0(50  )1- (20  95/1011  
9 )0 (16  )0 (35  )0(50  )0 (50  03/1202  
10 )0 (16  )1 (45  )1 (75  )0 (50  67/993  
11 )0 (16  )1- (25  )0 (50  )1- (20  24/1110  
12 )0 (16  )0 (35  )0 (50  )0 (50  95/1200  
13 )0 (16  )1- (25  )1 (75  )0 (50  29/1287  
14 )0 (16  )1 (45  )1- (25  )0 (50  47/1178  
15 )0 (16  )0 (35  )0 (50  )0 (50  04/1196  
16 )0 (16  )1 (45  )0 (50  )1 (80  02/1035  
17 )0 (16  )0 (35  )1 (75  )1 (80  94/1163  
18 )0 (16  )1- (25  )0 (50  )1 (80  1/1436  
19 )0 (16  )0 (35  )0 (50  )0 (50  36/1201  
20 )0 (16  )0 (35  )1 (75  )1- (20  54/852  
21 )0 (16  )0 (35  )1- (25  )1- (20  54/1210  
22 )0 (16  )1- (25  )1- (25  )0 (50  92/1340  
23 )0 (16  )0 (35  )1- (25  )1 (80  2/1157  
24 )1 (24  )1- (25  )0 (50  )0 (50  09/1275  
25 )1 (24  )0 (35  )1 (75  )0 (50  65/962  
26 )1 (24  )1 (45  )0 (50  )0 (50  23/1042  
27 )1 (24  )0 (35  )1- (25  )0 (50  23/1446  
28 )1 (24  )0 (35  )0 (50  )1 (80  27/1175  
29 )1 (24  )0 (35  )0 (50  )1- (20  14/1300  

a                 باشند. دار میهاي مستقل به صورت کدانگر پارامتربیعداد داخل پرانتز ا  

 ها ویژگی نتایج گیري واحد اندازه
 پروتئین 73/8±09/0 درصد در ماده خشک

 چربی 52/10±09/0 درصد در ماده خشک

 فیبر 39/11±11/0 درصد در ماده خشک

 قند کل 05/13±12/0 درصد در ماده خشک

 خاکستر تام  76/5±003/0 درصد در ماده خشک

  رطوبت  11/87±04/0  درصد در ماده خشک
  آنتوسیانین کل منومري  60/1712±24/19  عصاره گرم در لیتر میلی
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 دان برازشقجدول ف -3 جدول

انحراف   
 معیار

مربع ضریب 
  تبیین

  تبیینضریبمربع
  تنظیم شده

  ضریب تبیینمربع
 پیش بینی شده

احتمال ففدان 
 برازش با مدل

  >0001/0  1893/0  3963/0  4825/0  86/125  خطی
  >0001/0  4577/0  7456/0  8364/0  71/81  اثر متقابل دو فاکتور

  0002/0  7795/0  9232/0  9616/0  88/44  درجه دو
  0001/0  -5120/0  9504/0  9894/0  08/36  درجه سه

  
روش  بهي دو  زعفران در مدل درجه لیتر) گلبرگ گرم در صد میلی آنتوسیانین (میلیضرایب رگرسیونی براي میزان  - 4 جدول

  استخراج سنتی
 P ارزش  F ارزش انحراف از استاندارد ضرایب ضرایب  هاي مدل تعبار

  >0001/0  05/25  07/20  18/1198  مقدار ثابت
- X10003/0  49/22  96/12  -44/61  زمان  
X2- 0001/0  07/86  96/12  -19/120  دما<  

X3- 0001/0  85/31  96/12  - 44/73  درصد اتانول<  
X4- 0001/0  61/35  96/12  31/77  نسبت حلال<  

x  46/25  62/17  45/8  0002/0  
x  03/4 62/17  052/0  8223/0  
x  36/26 -  62/17  24/2  1568/0  
x  84/53 -  62/17  33/0  0086/0  

X X  54/7  44/22  11/0  7419/0  
X X  13/172-  44/22  84/58  0001/0<  
X X  61/142 -  44/22  39/40  0001/0<  
X X  54/30 - 44/22  85/1  1959/0  
X X  7/75-  44/22  38/11  0045/0  
X X  18/91  44/22  51/16  0012/0<  

 

 
  دست آمده در روش استخراج سنتی با حلال بینی شده در مدل و مقادیر واقعی به مقایسۀ میزان آنتوسیانین پیش - 1 شکل
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 در بررسی اثر نسبت حجم حلال و دما در زمان
)، حداکثر 3درصد (شکل  50ساعت و اتانول  16

 گراد درجه سانتی 25 رنگدانۀ استخراج شده در دماي
دست آمد.  گرم به بر لیتر میلی 80و در حجم حلال 

نسبت بالاتر حلال موجب ایجاد اختلاف غلظت بیشتر، 
تر  ضریب انتشار و در نتیجه خروج سریع افزایش

آنتوسیانین از بافت گلبرگ و افزایش میزان استخراج 
  بر لیتر میلی 50شد. در نسبت حلال بیش از حدود 

  دلیل کم  شونده، به رم با افزایش نسبت حلال به حلگ
شدن نسبت وزن گلبرگ در حجم حلال و کاهش 

آنتوسیانین  غلظت آنتوسیانین استخراج شده، از میزان
عصاره کاسته شد و با افزایش دما کاهش آنتوسیانین 

درجه  45 که در دماي سرعت گرفته تا جایی
تأثیري بر میزان استخراج  ،افزایش نسبت گراد سانتی

نداشت. از طرف دیگر افزایش دما بدون در نظر گرفتن 
نسبت حلال، موجب کم شدن میزان آنتوسیانین 

نسبت حلال بر راندمان عصاره شد. در بررسی اثر 
 pHتوان اثر تغییرات  استخراج گلبرگ گل زعفران نمی

دست آمده را نادیده گرفت؛ اکثر منابع  عصارة به

باشند که  پایین می pHآنتوسیانینی طبیعی داراي 
موجب ثبات آنتوسیانین موجود در بافت گیاهی و نیز 

آمده  دست عصارة به pHشود.  ها میآنرنگ قرمز 
 20گراد) در نسبت حلال  درجه سانتی 25(دماي 

 80و در نسبت حلال 20/5تا  02/4برگرم از  لیتر میلی
 (جدول ، تغییر کرد28/3تا  07/2گرم از  بر لیتر میلی

2 .(pH  عصاره همچنین در نسبت یکسان حلال با
افزایش درجه حرارت، زمان و درصد اتانول افزایش 

بالا از پایداري کمتري  pHها در  یافت. آنتوسیانین
بنابراین . )Giusti & Wrolstad, 2001برخوردارند (

 pHرفتن  هاي کمتر حلال و بالا استفاده از نسبت
عنوان یکی از فاکتورهاي مؤثر در   تواند به عصاره می

تخریب آنتوسیانین و کاهش کل آنتوسیانین استخراج 
این از   طور که پیش  مطرح باشد. علاوه بر این همان

ذکر شد افزایش غلظت ترکیبات مؤثر عصاره در 
واسطۀ احتمال برخورد و  تر حلال به هاي پایین نسبت

هاي منومري  در نتیجه واکنش بیشتر بین آنتوسیانین
با یکدیگر و نیز با دیگر ترکیبات موجب کاهش 

  .شود تر می عمر کوتاه پایداري و نیمه

  
درصد اتانول 50ساعت و  16 نسبت حلال پس از زمان -پاسخ میزان آنتوسیانین در مقابل دو متغیر دما نمودار سطح - 3 شکل

اثر متقابل متغیرهاي دما و درصد اتانول بر میزان 
درصد  95استخراج (هر چند با ضریب اطمینان 

 شده است. همان نشان داده 4 معنادار نبود)، در شکل
کلی  طور  شود به که در نمودار مشاهده می طور 

افزایش درصد اتانول و دما، میزان آنتوسیانین عصاره را 
طور پیوسته کاهش داد. در ساعت ب 16ة زمانی در باز

  Mazzaو Cacace پژوهش مشابهی که توسط

)a2003 بر روي استخراج آنتوسیانین موجود در (
گرفت؛ به بررسی اثر درصد کشمش سیاه صورت 

اتانول موجود در حلال در دماي استخراج (زمان 
دقیقه) پرداخته و مشاهده کردند که با  150استخراج 

درصد) دماي  85به  20افزایش درصد اتانول حلال (از 
بحرانی آنتوسیانین که در آن آنتوسیانین شروع به 

درجۀ  35گراد به  درجۀ سانتی 25کند؛ از  تخریب می
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یابد و در هر دما با افزایش  گراد افزایش می سانتی
درصد راندمان ابتدا افزایش و  60درصد اتانول تا 

که تغییرات درصد   صورتی سپس کاهش نشان داد. در
اکسیدانی ترکیبات فنولی  اتانول بر روي خواص آنتی

عصاره تأثیري نداشت و در کار دیگري که از این دو 
استخراج ترکیبات فنولی از سازي  محقق بر روي بهینه

 150صورت گرفت در زمان استخراج  1هاي توت دانه
گرفتن  نظر دقیقه بیشترین ترکیبات فنولی بدون در

درصد اتانول استخراج شد و در  60دما در غلظت 
تر، میزان استخراج کاهش  هاي بالاتر یا پایین غلظت

دست آمده در این پژوهش با  یافت اختلاف نتایج به
تواند مربوط به اختلاف زمان  هاي مذکور می شپژوه

ساعت) و اثر تخریبی دما در بازة زمانی  16استخراج (
 ,Cacace & Mazza( ها باشد مذکور بر آنتوسیانین

2003b(.  
نسبت حلال  -در بررسی اثر دو متغیر زمان

) بر آنتوسیانین منومري استخراج شده 5(شکل
استخراج در حداقل ملاحظه شد که بالاترین راندمان 
دست آمده است که  زمان، با حداکثر نسبت حلال به

ي اثر مستقیم حلال در طی زمان، بر روي  واسطه به
استخراج ترکیبات مؤثره در فرایند استخراج سنتی با 

طور کلی بیشترین تغییرات  بهو باشد  حلال می
آنتوسیانین استخراج شده نسبت به تغییر نسبت حلال 

ساعت استخراج دیده شد. به این  12تا  هاي در زمان
تر استخراج، با کمرنگ شدن اثر  معنا که در زمان کوتاه

استخراج، اثر مستقیم نسبت حلال بر  متغیر زمان بر
 تر بود شده نمایان میزان آنتوسیانین استخراج

)(Cacace & Mazza, 2003b.  پیش از این در
ترکیبات سازي استخراج آنتوسیانین و دیگر  بهینه

، مشاهده کردند که 2ي کشمش سیاه فنولی از عصاره
با افزایش نسبت حلال اتانول، به مادة حل شونده، 
میزان استخراج افزایش یافته و زمان رسیدن به غلظت 
تعادلی کاهش یافته است. این پژوهشگران نتایج 
مشابهی نیز در استخراج ترکیبات فنولی از توت 

  .(Cacace & Mazza, 2003a)اند  دست آورده به
 –نمودار سطح پاسخ اثر تغییرات زمان 6 شکل

درصد اتانول را بر میزان آنتوسیانین کل استخراج شده 
                                                
1- Milled berries 
2- Black currant 

گراد و در نسبت ثابت  درجۀ سانتی 35در دماي 
دهد. مطابق  لیتر بر گرم را نشان می میلی 50حلال

شکل میزان آنتوسیانین استخراج شده تابعی از هر دو 
اتانول و زمان استخراج بوده است. در متغیر درصد 

ساعت جهت استخراج، همزمان  12هاي کمتر از  زمان
با افزایش درصد اتانول حلال، میزان استخراج افزایش 

عکس  ساعت در روندي بر 12هاي بیش از  و در زمان
با افزایش میزان اتانول حلال، آنتوسیانین منومري 

در استخراج که   استخراج شده کاهش یافت. به طوري
درصد اتانول بیشترین  25ساعته، حلال با  24

آنتوسیانین منومري استخراج شده را نشان داد. در این 
کلی در دماي  طور  شود که به نمودار نیز مشاهده می

درصد  50هاي بیش از گراد، در غلظت درجۀ سانتی 35
اتانول، روند کاهشی آنتوسیانین کل نسبت به زمان، از 

هاي  ري نسبت به همین روند در غلظتسرعت بالات
  تر اتانول، برخوردار بوده است. پایین

  
  بهینه سازي شرایط استخراج

شرایط بهینه جهت استخراج آنتوسیانین از عصارة 
گلبرگ زعفران به منظور دستیابی به بیشترین میزان 

). جهت 4آنتوسیانین، مورد ارزیابی قرار گرفت (جدول 
مصرف کمتر حلال و نیز درصد تعیین حدود متغیرها، 

پایین اتانول مد نظر قرار گرفتند. حد پایین 
لیتر در نظر گرفته  گرم بر میلی 1200آنتوسیانین برابر

درصد  60شد و برابر میزان آنتوسیانینی بود که حدود 
هاي حاصل از استخراج در این پژوهش،  میانگین داده

گرم  میلی 1680بالاتر از آن بودند و حد بالاي آن برابر 
لیتر تعیین شد و برابر میزان آنتوسیانین حاصل از  بر

متغیرها  3ي مرکزي دو بار استخراج نمونه در نقطه
 50 گراد، اتانول درجۀ سانتی 35ساعت،  16 (زمان

گرم) بود. از بین  بر لیتر میلی 50درصد و نسبت حلال 
افزار با در نظرگرفتن  شده توسط نرم هاي ارائه حل راه
ي استخراج، انتخاب شد  بالا، شرایط بهینه 4لوبیتمط

 ساعت، دماي 24 که عبارت بودند از: زمان استخراج
 بر لیتر میلی 20 گراد، نسبت حلال درجۀ سانتی 8/25

)؛ که در این 4درصد (جدول  02/25 گرم و اتانول
بینی  شرایط مقدار آنتوسیانین استحصالی مورد پیش

                                                
3- Central point 
4- Desirability 
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دست  لیتر عصاره به بر گرم میلی 11/1609 مدل برابر
  آمد.

در ادامه جهت بررسی میزان انطباق شرایط 
ها در شرایط  ي استخراج در مدل با آزمون بهینه

آزمایشگاه، شرایط استخراج با حلال مطابق شرایط 
 ساعت، دماي 24بهینه استخراج (زمان استخراج 

 لیتر میلی 20گراد، نسبت حلال  درجۀ سانتی 5/0±26

درصد) صورت گرفت. میانگین  25ول گرم و اتان بر
تکرار، برابر  3دست آمده از  میزان آنتوسیانین به

دست آمد که با در  لیتر به گرم بر میلی 67±14/1542
شده در   بینی مقدار پیش  نظرگرفتن انحراف معیار به

مدل نزدیک بوده و بیانگر برازش مناسب مدل 
  باشد. بینی شده می پیش

  
 50 نسبت حلالساعت و  16 دما در زمان –درصد اتانول  نمودار سطح پاسخ میزان آنتوسیانین در مقابل دو متغیر -4 شکل
  لیتر بر گرم نمونه میلی

 

  
سانتیگراد و درصد  ي درجه 35نسبت حلال در دماي  -نمودار سطح پاسخ میزان آنتوسیانین در مقابل دو متغیر زمان -5شکل 
  درصد 50اتانول 
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نسبت  گرادو درجۀ سانتی 35درصد اتانول در دماي -نمودار سطح پاسخ میزان آنتوسیانین در مقابل دو متغیر زمان -6 شکل
  لیتر بر گرم نمونه میلی 55حلال 

 استخراج آنتوسیانین گلبرگ زعفرانیابی به بالاترین راندمان  بینی شرایط بهینه دست پیش -4جدول                      
  بهینه  حد بالا  حد پایین  ملاك هاي بهینه سازي

  20  50  20  گرم) بر لیترنسبت حلال به نمونه (میلی
  02/25  75  25  اتانول (درصد)

  8/25  45  25  دما (درجه سانتیگراد)
  24  24  8  زمان (ساعت)

  11/1609  1680  1200  لیتر) برگرممیزان آنتوسیانین (میلی
  

  گیري نتیجه
متغیرهاي فرایند شامل دما، زمان، نسبت حلال و 
درصد اتانول به لحاظ آماري داراي اثر مستقل معنادار 

استخراج آنتوسیانین گلبرگ زعفران بودند. از مدل  بر
بینی میزان  درجۀ دوم کاسته شده جهت پیش

استخراج آنتوسیانین استفاده شد. افزایش دما بدون در 
نظر گرفتن اثر متغیرهاي دیگر، همواره موجب کاهش 

مقابل افزایش  میزان آنتوسیانین استخراج شده شد در
نسبت حلال از طرفی موجب افزایش اختلاف غلظت 
آنتوسیانین و افزایش استخراج آنتوسیانین و از طرف 

صارة حاصل، موجب افزایش ع pHدلیل کاهش  دیگر به
میزان  پایداري آنتوسیانین استخراج شده گردید.

ساعت زمان  12تا حدود  آنتوسیانین استخراج شده
استخراج، همزمان با افزایش درصد اتانول حلال، 

ساعت در روندي  12هاي بیش از  افزایش و در زمان
برعکس با افزایش میزان اتانول حلال، کاهش یافت. 

آنتوسیانین منومري طی استخراج با مصرف بیشینۀ 
 حداقل حلال و کمترین درصد اتانول در حلال در

درجۀ  8/25 ساعت، دماي 24 زمان استخراج
 گرم و اتانول بر لیتر میلی 20 گراد ، نسبت حلال سانتی

درصد و مقدار آنتوسیانین منومري استخراج  02/25
  ست آمد.د  لیتر به گرم بر میلی 1609/ 11 شده برابر 
آنتوسیانین استخراج شده از گلبرك زعفران  مقدار

توان گلبرگ زعفران را به عنوان  بالا بوده و می
جایگزینی بالقوه جهت تولید رنگ طبیعی آنتوسیانین 
در صنایع غذایی و دارویی معرفی کرد که در این 

هش و بررسی بیشتر وجود زمینه همچنان جاي پژو
  دارد.
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Abstract 

In this study, optimum conditions of anthocyanins (Acys) extraction from petals of saffron 
flower (Crocus sativus) were determined by acidified ethanol solvent. The independent factors 
were solvent to sample ratio (20- 80 ml/g), percent of ethanol (25 -75%), temperature (25- 
45˚C) and extraction time (8-24h). Response surface methodology (RSM) was used to 
determine optimum conditions of extraction of anthocyanins with the highest extraction rate of 
cyanindin-3-glucoside. The experiments were designed according to Box Behnken Design with 
four independent factors. Obtained coefficients of variance showed that the effect of 
temperature was more markedly than others (p< 0.05).  Optimum extraction conditions were a 
ratio of 20 ml solvent/g sample, ethanol percent 25.02 %, temperature 25.8˚  and extraction 
time 24h. Under these optimum conditions, 1609 11mg/l Acys was produced. A quadratic 
reduced second-order regression equation described the effects of independent process variables 
on extraction Acys from Saffron flower.  
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