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 بازدهبتاسيانين از گياه آمارانتوس پس از آماده سازي با دو روش مختلف بررسي شد و خلوص و           در اين تحقيق استخراج ماده رنگزاي غذايي        
فازهـاي جامـد سـلولز     براي دستيابي به خلـوص بـالاتر، از  .  بنفش مورد مطالعه قرار گرفتفراـ تومتر مرئي  واستخراج با استفاده از اسپكتروف
تايج نشان داد كه استخراج در محيط متانولي بازده بيـشتري نـسبت بـه اسـتخراج در                  ن. استفاده شد ) LH-20(ميكروكريستالين و سفادكس    

گيري سـتون سـفادكس خلـوص       كاره  ب. باشد مي درصد بيشتر    0,18 محيط اسيدي دارد، اما خلوص ماده رنگزاي حاصل از استخراج اسيدي          
شناسايي وآناليز رنگزاي تخليص شده نهايي بـا  .  افزايش دادرصد د8 و در استخراج متانولي تا  درصد3,6 در استخراج اسيدي تا ماده رنگزا را  
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In this work, betacyanin food colorant were extracted from amaranthus by two different methods and purified with 

sephedex(LH20) and cellulose microcrystaline as solid phases. After extraction of colorant, spectrophotometric method was 

used for determination of extraction yield and quantification of colorant. Two extraction method was compared regarding to 

their content of the colorant and purity. High level colorant  was observed in the methanolic extraction. But more colorant 

purity observed in acidic extracts. Applying the Sephadex column rised the purity to 3.6% for acidic and 8% for methanolic 

extraction. Final pure colorant was characterized by various spectroscopic techniques and high performance liquid 

chromatography. J. Color Sci. Tech. 5(2011), 145-151© Institute for Color Science and Technology. 
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  ـ مقدمه1

 ي سنتزباتي  تركي به جا  يعي طب باتي استفاده از ترك   ري اخ يها در سال 
 مـورد توجـه بـوده و        اري، رنگ و دارو بس    يي غذا يها يعنوان افزودن و به   
 گرفته  ي مختلف از فرآوري و نگهدار     يها نهي در زم  يا  گسترده قاتيتحق

 جهـان در حـال    مناطق مختلـف     در   يژولويزي اثرات مختلف ف   يتا بررس 
 ثبات و قدرت رنگي   رغم  عليهاي طبيعي     رنگ استفاده از . باشد ي م مانجا

داشـتن   و   تـر بـودن     دليل مطمئن  بههاي مصنوعي    كمتر نسبت به رنگ   
و هـاي مختلـف       ويتـامين  مثـل كي فعـال    يمـواد بيولـوژ    ارزش غذايي و  

  آنهازايي  اثرات مسموميت عدم كي و يبيوت خاصيت آنتي  داشتنهمچنين  
اثـرات نـامطلوب برخـي از        و نيز تحقيقات اخيـر،       شوند يترجيح داده م  

 انيدهاثبـات رس ـ را به زايي آنها    جمله سرطان از   مصنوعي مجاز هاي   رنگ
براي مثال مادة رنگزاي زرد كره كه زماني براي رنگ كـردن كـره    .است

گرفت، امروزه ديگر به دليل عوارض جانبي و مضر         مورد استفاده قرار مي   
 رنگـزاي زرد اريتـروزين و مـواد         ه مـاد   مـصرف  د يا شو  بودن مصرف نمي  

با توجه به  .]1-4 [اند ممنوع شده و كارموزين اخيراً رنگزاي قرمز آمارانت
حفـظ سـلامتي نـسل       هاي خـوراكي و درنتيجـه      مصرف روزافزون رنگ  

هاي آينده سازمان بهداشت جهاني اعلام نمود كه به دلايل  حاضر و نسل
در تهيـه مـواد   هـاي مـصنوعي    ف رنـگ محيطي و بهداشتي، مصر   زيست

هاي   ميلادي متوقف و به جاي آنها رنگ2000 تا سال غذايي و آرايشي   
 مؤسسه اسـتاندارد   خورشيدي1350 درسال .كار گرفته شوده طبيعي ب

خـوراكي،   مـواد  داره نظـارت بـر    ك ا م ـتحقيقات صـنعتي ايـران بـا ك        و
 .]5[ منتـشر كـرد  مواد خـوراكي را   هاي مجاز مصرفي در  استاندارد رنگ 

مؤسـسه   مـواد خـوراكي و    اداره كل نظارت برخورشيدي 1358درسال  
مـواد خـوراكي     هاي مصنوعي در   كه مصرف رنگ   استاندارد اعلام كردند  

 .تـدوين كردنـد   را  استاندارد جديدي     و باشد ميكلا در كشور غير مجاز      
وزارت  متخصـصين  تصميم مذبور از طـرف كارخانجـات مـواد غـذايي و        

و ده هـاي حـذف ش ـ    به علت نبودن جانشين مناسب براي رنگ تشبهدا
ميـزان   افزايش فروش و ،  آمدن مشكلات در امر توليد     وجودعلت   به   نيز

 مت مصرف كننـده   لا به س  همواد غذايي ك   هاي مصرفي در   تقلب در رنگ  
  خورشـيدي 1360درسـال   .  مورد اعتراض قرار گرفـت     رساند، آسيب مي 

هاي مصنوعي   آن مصرف برخي از رنگ     طبق استاندارد جديدي تدوين و   
، براي آنها  غذايي موقتاً تا پيدا شدن جانشين طبيعي       مواد خوراكي و   در

 بـسياري از كـشورهاي پيـشرفته       حـال حاضـر در     در. مجاز اعـلام شـد    
بسياري از محـصولات غـذايي    هاي طبيعي را در  جايگزيني رنگ  صنعتي
هـا،   رگـارين، بيـسكويت   هـا، كـره ما     فرآيندهاي لبني، بستني   در به ويژه 

 ،مرباجـات كنـسرو   ، مـواد غـذايي خـشك،        هاي غير الكلي   ، نوشابه ها ژله
   .]5 [كنند مي جات توصيه ميوه سبزيجات و
 متعلق به خـانواده     نجديدي در گياها  رنگزاي    ميلادي 1870از سال   

 توسط مابري    ميلادي 1968 در سال     قبلاً كاريوفيلالس شناخته شدند كه   
توجيهات بيولوژيكي بتـالاين   ، با توجه به ساختار آنها و]1-5 [و دريدينگ
 داراي اهميـت    ،بنـدي گيـاهي    ها از نظر طبقـه     بتالاين. شده بود نامگذاري  

زيادي در گياهان هستند زيرا حضور آنها در يك گياه، تعلق آن گياه را بـه       
 هـا بـه    دهد تاكنون وجود همزمان بتـالاين      خانواده كاريوفيلالس نشان مي   

  .ها در يك گياه گزارش نشده است ه آنتوسيانينمراه
دار محلـول در آب هـستند كـه بـه دو             هاي نيتروژن رنگزاها   بتالاين
هـاي زرد رنـگ تقـسيم     بتازانين و هاي قرمز رنگ بتاسيانين گروه عمده

 يرنگـزا  نـوع    20 بتاسـيانين و     يرنگزا نوع   50تاكنون تقريباً    .شوند مي
هم  ها و غندر معمولي هم حاوي بتاسيانينچ .اند بتازانتين شناسايي شده

 درصد بتاسيانين آن از نوع بتانين و        95 تا   75ست كه   ها  داراي بتازانتين 
هـا در گياهـان    بتـالاين  .درصد بتازانتين آن از نوع ولگازانتين اسـت       95

تيره كاريوفيلاس از قبيل آمارانتاسيا كه شـامل چنـد گونـه مهـم مثـل            
  .]6 ،7[شوند   يافت مي،است ايرزين  وگومفرنا، سلوزيا

هاي آسـيا و      امروزه آمارانتوس در مركز جنوب آمريكا و بعضي قسمت        
اي خـوب و     دليل كيفيت تغذيـه   ه  گياه آمارانتوس، ب  . شود آفريقا كشت مي  

مثـل خـشكي و كـم آبـي،         (مقاومت مناسب گياه نسبت به شرايط سخت        
 طي بيـست    ،)شوري، اسيدي و قليايي بودن خاك و يا ضعيف بودن خاك          

در چـين   .سال گذشته به عنوان يك نوع غلهّ جديد اهميـت يافتـه اسـت   
توليد آمارانتوس براي استفاده به عنـوان خـوراك دام رايـج اسـت و ايـن                 

 ـ  . باشـد  ترين توليد كنندگان آمارانتوس مـي      كشور يكي از مهم    ه رنگـزاي ب
اسـبي،  تواند به عنوان منبع جايگزين من      دست آمده از گياه آمارانتوس مي     

هـاي آمـارانتوس    به جاي چغندر مورد توجه قرار گيرد زيرا بعضي از گونـه         
توليـد تجـاري رنگـزاي     .تر بوده و ميـزان رنگزايـي بيـشتري دارنـد     فراوان

از قبيـل كنتـرل آنزيمـي،     (ثر  ؤهـاي فـرآوري م ـ     بتالاين نه تنها به تكنيك    
بـع  بلكه به يـك من    ) سازي سازي، تغليظ، عمليات خشك    استخراج، خالص 

امـروزه،  . با قدرت رنگي بالا كه به راحتي در دسترس باشد، وابـسته اسـت       
 و پـودر    تغلـيظ شـده   ها به صورت     ترين منبع توليد بتاسيانين    چغندر مهم 

روند تحقيقات جاري در دنيا، يافتن جايگزين مناسـب   . شناخته شده است  
گونـه   بعـضي از گياهـان    . باشـد  ها مـي   براي چغندر، به عنوان منبع بتالاين     

آمارانتاسيا به ويژه سلوزيا و آمـارانتوس توجـه زيـادي را بـه خـود جلـب                  
، ]8-11[ باشـند  ها در صنايع غذايي بسيار مورد توجه مـي     بتالاين. اند كرده
هاي غذايي بسيار    عنوان افزودني براي بعضي سيستم    ه  ها ب   بتاسيانين نچو

ه چغنـدر بـراي   دست آمده از ريشه ب رو، بتاسيانين مناسب هستند، از اين 
بعـضي از   . شـود  رنگ كردن بستني، مربا و كنسرو ميوجـات اسـتفاده مـي           

اكسيدانتي تا حـدود سـه تـا چهـار برابـر           هاي اين رنگزا، خواص آنتي     گونه
  .]12[ دارندرا تر از آسكوربيك اسيد  قوي

 هــاي زرد رنــگ و هــا بــه دو گــروه ســاختاري بتــا زانتــين بتــالاين
كوزيـدها   ها، گلي بتاسيانين .شوند ميي تقسيم صورتهاي قرمزِ  بتاسيانين

كوزيدهاي آگليكون، بتانيدين هستند كه محـصول تـراكم          يا آسيل گلي  
توان   را مي  ها  ساز در بتالاين   رنگ. باشند ميسيلكودوپا با بتالاميك اسيد     

 1،2،4،7،7هاي   دي آزا هپتامين كه در موقعيت      -1،7 صورت سيستم ه  ب
ساختار سيلكودوپا و بتالاميك اسيد در      . رح داد ش،  دار شده باشد   پروتون
 . نشان داده شده است1شكل 
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 . ساختار سيلكودوپا و بتالاميك اسيد:1 شكل

  

هـاي   گـروه .  داراي ساختار پايه بتانيدين هستند     ها  بيشتر بتاسيانين 
كوزيـد هـستند كـه       در به تشكيل پيوند گلـي     اهيدروكسيل سيلكودوپا ق  
ي هـا   ساختار بعـضي گونـه    . شود ميج تشكيل   بيشتر در كربن شماره پن    

  . آورده شده است2بتاسيانين در شكل 
 

 
 . آمارانتين-ها ساختار بتا سيانين :2شكل 

 

 هـاي آسـيل و    از نظـر داشـتن بعـضي گـروه        هـا   ساختار بتاسـيانين  
هاي آسيل كـه بـه    بعضي از گروه .هاي قندي با هم متفاوت است   قسمت

 نـشان داده شـده   2در شـكل     شود ميد  پيونرنگزا  قسمت قندي ملكول    
تاكنون بيش از پنجـاه نـوع سـاختار بتاسـيانين شناسـايي شـده                .است
  . ]7[است

ي كـاريو فـيلاس محـدود    ها  به گونهآلي در گياهان ها  وجود بتالاين 
  در بعـضي از قارچهـا ماننـد آمانيتـا، هيگروسـايب،            هـا   بتالاين .شود مي

 هاي مختلف گياه   ها در قسمت   نبتالاي .شوند ميهيگروسپروس هم يافت    
در  ايزوكاسـياويا  و گـل مثـل پرچولاسـا    ،از قبيـل ريـشه مثـل چغنـدر    

يافت  ي مختلف آمارانتوسها يا در برگ و دانه گونه و ي كاكتوسها ميوه
 بطور كلي براساس گونه گياهي كـه از آن          ها  گذاري بتالاين  نام .شوند مي
 آمارانتين از گياه    مثال رنگزاي ه عنوان   ب .شود مياند انجام    دست آمده ه  ب

 و) چغنـدر (  بتـانين از گيـاه بتـا ولگـاريس    رنگزاو  آمارانتوس تري كلر،
 .]6[ دست آمده استه ب گومفرنين از گياه گومفرنا گلوبوسا

گوناگون داراي  ميسرزمين ايران به دلايل شرايط آب و هوايي و اقلي
گزاي بـا ارزشـي     رن هاي گياهي   گنجينهبوده و پوشش گياهي بسيار غني     

توانـد در      اسـتفاده و مـصرف آنهـا مـي          شناسايي،  جهت فعاليتلذا  دارد  
  .اقتصاد كشور بسيار مؤثر واقع گردد

در تحقيق حاضر ميزان و درصد ماده رنگزاي بتاسيانين موجـود در            

دو روش  . گرفتـه اسـت   مورد مطالعه قـرار       ايران بومي ١تاج خروس  گياه
و روش مناسـب   و خلـوص بررسـي     ازدهبجامد از لحاظ     -استخراج مايع 

 زاي رنگ ـ ييشناسـا . براي دست يابي به خلوص بالاتر ارائـه شـده اسـت           
  و NMR نظير اسپكتروسكوپي مختلفهاي تخليص شده نهايي با روش

Mass شدانجام  .  
  

   بخش تجربي ـ2

   موادـ1ـ2

ي مورد نظر از شركت مـرك تهيـه و بـه همـان صـورت مـورد                  ها  حلال
از آب دو بار تقطير براي انجـام اسـتخراج اسـتفاده            . رفتاستفاده قرار گ  

  . شده است
  

   روش كار ـ2 ـ2

 شـركت   UV-Vis2100هاي اسـپكتروفوتومتري بـا دسـتگاه          گيري اندازه
Sincoجرمي در اين تحقيق با دستگاه جرمي با هاي آزمون.  انجام شدند 

 با آشـكار سـاز   Daltonik Brukerترپ يوني چهار قطبي ساخت شركت 
  در1H NMRهاي  طيف  .گزينش جرمي منبع الكترو اسپري انجام شد

 قـدرت  بـا   Bruker DRX-500 اسـپكترومتر  يـك  از استفاده با كار، اين

 با HPLCاز دستگاه . تسلا در حلال آب سنگين ثبت شدند 11,7 ميدان
 آلماني بـا آشـكار سـاز     Knawer واترز، پمپ دستگاه     C18شرايط، ستون   

PDAها استفاده گرديد روماتوگرام براي ثبت ك.  
  

  سازي نمونه خام  آمادهـ1ـ2ـ2

و در ، شــسته را چيــده) 3شــكل ( تــاج خــروس نمونــه بــرگ از گيــاه 
براي . شدند نگهداري  -ºC  18در مشمع در دماي  مي گر200ي ها بسته

 تـا  خـرد كـن  توسط دستگاه   را    گرمي 200يك بسته    آزمايش   انجام هر 
   . ديل و براي انجام عمليات استخراج آماده شدد امكان به ذرات ريز تبح
  

  
  .)تاج خروس( گياه آمارانتوس كادوس :3شكل 

                                                                 
1- Amaranthus caudatus 
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  رانتوسهاي تازه گياه آما  ميزان آب برگ تعيينـ2ـ2ـ2

هاي تازه گياه مورد مطالعه انتخـاب و روي           گرمي از برگ   200دو بسته   
انـده  م بعد از خشك شدن وزن باقي. گرديدخشك  پارچه و در غياب نور    

 80-83 كه حـدود     مشخص شد بنابراين  .  گرم شد  41,35  و 35,14 آنها
  .دهد مي گياه تازه آمارانتوس را آب تشكيل درصد

  

  اج متانولي رنگزا از بافت گياهاستخر ـ3ـ2ـ2

 رنگـزا  مـاده  سـازي  هايي كه بـراي اسـتخراج و خـالص    با توجه به روش
 بـراي  مـايع    ـ اسـتخراج جامـد  روشاسـت  بتاسيانين در مراجع آمـده  

 گـرم   200 .]8[  مورد استفاده قرار گرفت    رنگزاسازي   استخراج و خالص  
  مخلـوط حـلال      ليتـر   ميلـي  1000نمونه گياه تازه كاملا ًخرد شـده در         

با استفاده از همزن مغناطيسي در دماي اتاق        ) آب  % 20 -متانول% 80(
سپس محتويات صاف شد و طي چند       . زده شد  دقيقه هم   120 به مدت 

 رنگ شدن  بي تا   رنگزااستخراج  . تكرار شد  رنگزاحله متوالي استخراج    مر
  .ادامه يافتمايع استخراجي 

  مـايع اسـتخراج   جهت خالص سازي رنگزا با استفاده از فـاز جامـد،          
 تـا بعـضي     داده شـد   حاصل از مرحله قبل از صافي معمولي عبـور           شده
 در اين   ارنگزحجم محلول   . شودهاي درشت گياهي از محلول جدا        بافت

 در ايـن مرحلـه بـراي رسـوب دادن ذرات            اسـت مرحله حدود يك ليتر     
 rpm 14000 هاي گياهي از سانتريفوژ با سرعت  كلوئيدي و بعضي بافت

 از  بـالايي  سـپس مـايع      .شد دقيقه استفاده    20مدت  ه   ب ºC 4در دماي   
ميكروكريـستالين   حـاوي     cm1 × cm3اي بـا ابعـاد       يك ستون شيـشه   

 در اين مرحله بسياري .ه شد، عبور داد mµ 20 د ذرات زيرسلولز با ابعا
، مـايع  كنـد  مـي سلولز مانده و از ستون عبـور ن هاي گياهي روي    از بافت 

 ºC 40صاف شده با استفاده از دستگاه روتاري و پمپ خـلاء در دمـاي               
برسد، سپس اين محلول با استفاده       ليتر ميلي 50 تغليظ شد تا به حجم    

كن تصعيدي    و با استفاده از دستگاه خشك      شدمنجمد  از نيتروژن مايع    
ماده خشك  . آمددست  ه   ب  به صورت فيلم    ناخالص و ماده  گرديدخشك  

ي سبز  ها  نول قرار گرفت تا بخش     مقداري متا   با دست آمده در تماس   ه  ب
بعد از ايـن مرحلـه مـاده خـشك در معـرض             . شوندكلروفيل جدا   رنگ  

 انتهـا در  .  دوست خـارج شـوند     هاي چربي   تا بخش  ه شد هگزان قرار داد  
  . آمد دسته بيك پودر خشك پس از تبخير حلال 

  

  اج اسيدي رنگزا از بافت گياه استخر ـ4ـ2ـ2

ريختـه و بـا    cm 3 گرم گياه خشك شده درون يك ستون بـا قطـر   50
. خـارج نـشود   تا  مـاده سـبز رنگـي از سـتون             داده شد   اتانول شستشو   

. شـد  استيك اسيد استخراج را انجـام        %1بلافاصله با استفاده از محلول      
 بـا   ºC 4 دقيقه در دمـاي      20بعد از اتمام كار استخراج محلول به مدت         

از سـپس  . شوند تا مواد نامحلول از آن جدا      شد سانتريفيوژ   14000دور  
 آن گرفتـه  ذرات معلق  تا شد داده عبور)cm)1cm× 10  ستون سلولزي

 ميلي  50-70 محلول به حدود      تا حجم  محلول حاصله روتاري شد   . شود
و با استفاده از نيتروژن مـايع منجمـد         سپس محلول حاصله    . ديرسليتر  

 گرم 11,8029 در نهايت. گرديد  خشك، دستگاه خشك كن تصعيديبا
  .دمماده خشك بدست آ

  

 ـخالص سـازي    ـ5ـ2ـ2 هـاي مختلـف    حاصـل از روش  زايرنگ

    با ستون ژل سفادكساستخراجي

هـاي مختلـف    ي بيـشتر رنگـزاي حاصـل از روش   سـاز  منظور خـالص  ه  ب
 بـراي   .اسـتفاده گرديـد    سـفادكس    از يك ستون حاوي ژل     استخراجي،

 ژل تهيـه شـده در يـك         . شـد  اسـتفاده تهيه ژل سفادكس از حلال آب       
، سپس در يك مرحلـه سـتون بـا آن پـر             گرديدظرف مناسب گاززدايي    

. بـود  cm2 1× cm 150 در ايـن تحقيـق  ابعاد ستون مورد اسـتفاده      . شد
  حجم با حجم حدود دوبرابر با حلال مناسبستون ، شدنفشردهپس از 
 تا ميـزان    داده شد گذاري اجازه    هنگام نمونه . داده شد  ي شستشو ستون

 برسـد   mm1 حـدود    ممكـن،  رزين به كمترين مقـدار        سطح حلال روي 
گـذاري    و با توجه به حجم نمونـه شدسپس در حداقل مقدار حلال حل    

پت، نمونـه روي   باشد با استفاده از پي ميحجم بستر ژل    درصد   1-2 كه
 و  تا محلـول نمونـه وارد ژل شـود   داده شد و اجازه شدستون بارگذاري   

 و از پايين توسط پمـپ بـا سـرعت مناسـب             گرديدكم كم حلال اضافه     
در هنگـام  . از آب به عنوان فاز متحـرك اسـتفاده شـد   . شدمكش ايجاد   

اي رنـگ   يك قسمت قهوه.  جزء جدا شدبور نمونه از ژل سفادكس سه    ع
 كه حـاوي رنگـزاي   قسمت اصلي كه در ابتدا از ستون خارج شد، سپس       

رنگ كه آخر از همه از سـتون بيـرون          زرد  سوم و قسمت  بود   قرمزرنگ  
 كارهـاي   اصلي رنگزا بـراي   جهت انجام مراحل شناسايي فقط جزء       . آمد

  .شدخشك آوري و  جمعبعدي 
  

   زارنگسازي  خالصستخراج وميزان تعيين بازده اـ 6ـ2ـ2

هاي مختلف اسـتخراجي در حجـم    مقدار مشخصي از پودر حاصل از روش    
 جذب UV-Visمشخصي از آب دوبار تقطير حل شده و پس از ثبت طيف      

براساس ضريب جـذب مـولي      . گيري شد   اندازه nm 536آن در طول موج     
cm-1M-1 56600        ي اسـخراج    كه در مراجع گزارش شده است ميزان رنگزا
  .هاي مختلف با يكديگر مقايسه گرديد سازي شده در روش و خالص

  

   نتايج و بحثـ3

هـاي مختلـف      در روش   آمـارانتوس  زايميزان رنگ  تعيين   ـ1ـ3

  استخراج

هـاي    آمارانتوس در برگ   رنگزايدست آوردن ميزان    ه   ب ـ1ـ1ـ3

  :گياه با استفاده از استخراج متانولي

 گـرم بافـت     10 از   (  شده متانولي  ستخراج ا ليتر محلول  حدود يك ميلي  
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ليتر آب مخلوط و با اسـتفاده از اسـپكتروفوتومتر     ميلي 9 با   )تازه گياهي 
UV-Vis جذب آن در  nm 536ـ  جذب.  قرائت شد  دسـت آمـده از   ه ب

  مـولي  براساس عدد ضريب جذب   .  واحد جذبي بود   0,6497 اين محلول 
cm-1M-1  56600  72,6  برابـر  ه اوليه تازه    ماد گرم   100  در زا ميزان رنگ 

-2-2(رنگـزا  استخراج متانولي  طور كه در همان. دست آمد ه  گرم ب  ميلي
سازي بيشتر در روش متانولي و آمـاده         توضيح داده شد، براي خالص    ) 3

 از  سازي با فـاز جامـد، از محلـول اسـتخراجي  پـس              شدن براي خالص  
ودر جامـدي   پ هگزان و  يبا فاز متانول   و شستشو   تصعيدي ردنخشك ك 

نمونه گرم  0,01072 سازي تا اين مرحله      براي تعيين ميزان خالص   . آمد
ــودر  ــدپ ــه حجــم  جام ــا آب ب ــانده و جــذب آن  ml 25 ب  0,4360رس
سازي رنگزا با روش استخراج متانولي قبل   درصد خالص  .گيري شد  اندازه

  .دست آمده  درصد ب1,38 از عبور از ستون سفادكس برابر
  

هـاي    آمارانتوس در برگ  رنگزايوردن ميزان   آه دست   ب ـ2ـ1ـ3

  گياه با استفاده از استخراج اسيدي

 گرم از پودر خشك شده حاصل از استخراج اسيدي بـا         0,01765 مقدار
  جـذب محلـول در طـول مـوج        . رسانده شد  ميلي ليتر    50آب به حجم    

nm 536سازي معادل   بنابراين درصد خالص.دست آمده ب 0,429  برابر
 آمارانتوس با اسـتفاده از اسـتخراج        يرنگزاميزان  . باشد  مي درصد 1,56

 .دست آمده گرم ب  ميلي368 ،گياه خشكهاي  برگ گرم از 100 اسيدي
 80-83هاي گياه تازه حـدود    موجود در برگ  باتوجه به اينكه ميزان آب      

 يميزان رنگزا درصد، 81,5درصد تعيين شده با احتساب مقدار متوسط 
مقايسه . باشد گرم مي   ميلي 68,3 گرم برگ تازه گياه    100در  آمارانتوس  

سازي بـا    دار رنگزاي استخراج شده متانولي بدون خالص      اين مقدار با مق   
متانولي بازده استخراجي بيـشتري     استخراج  دهد كه    فاز جامد نشان مي   

نتايج درصـد خلـوص پـودر خـشك پـس از اسـتخراج متـانولي و              . دارد
درصد  0,18نگزا در استخراج اسيدي دهد كه خلوص ر  اسيدي نشان مي  

  .بيشتر از استخراج متانولي است
  

استفاده از فاز جامد سفادكس بـر درصـد خلـوص             اثر ـ3ـ1ـ3

  رنگزا

حاصـل از   يك گرم از پودر خشك شده       سازي بيشتر رنگزا     جهت خالص 
تزريـق و   تهيـه شـده      سفادكس    ستون به هاي مختلف استخراجي   روش

گرم از محصول خـشك بدسـت         ميلي 2ود   حد بعد از عمليات جداسازي   
ليتـر آب    ميلـي 25گـرم وزن و در        ميلـي  0,01آمده با ترازويي با دقـت       

ــوج    ــول در طــول م ــار تقطيــر حــل شــد و جــذب محل  nm 536 دوب
گيري نشان داد كه درصد خلوص رنگـزا در          نتايج اندازه . گيري شد  انداره

 درصـد و    3,6روش استخراج اسيدي پس از عبور از ستون سفادكس به           
  .يابد  درصد افزايش مي8براي روش استخراج متانولي به 

 

  ماده رنگزا  و شناسايي آناليز ـ2ـ3

استخراج متانولي خالص   حاصل از   رنگزاي HPLCآناليز  ـ  1ـ2ـ3

  سشده با ستون سفادك

 و روش گراديـان   HPLC با استفاده از دستگاه  رنگزااي اين    هآناليز تجزي 
حلال % 55 دقيقه به  30 كه در مدت     Aر حلال    د B حلال% 10 (حلال  

B    در حلال A   حـلال   . انجام گرفت ) دوش مي تبديلA   1,5  از محلـول %
فـسفريك اسـيد و     % 1,5  مخلـوطي از   B فسفريك اسيد در آب و حلال     

 طـول مـوج    و در  تهيه شـد  استونتريل در آب    % 25استيك اسيد و    % 20
nm  536 ــد ــال ش ــان دو.  دنب ــلي در زم ــك اص ــاي   پي  و min 9,16ه
min10,38 در  گـزارش شـده      كه با توجه به كرومـاتوگرام      دست آمد ه   ب

. باشــد مــي آمــارانتين و ايزوآمــارانتين رنگــزايمتعلــق بــه ] 9[مرجــع 
  .ستا  نشان داده شده4 كروماتوگرام در شكل

  

  HPLC-preparative با استفاده از رنگزايخالص سازي ـ 2ـ2ـ3

 رنگزاي اسـتخراج شـده بـه روش          ماده سازي بيشتر  خالص بررسي   براي
  دقيقــه60 زمــان در متــانولي و عبــور داده شــده از ســتون ســفادكس

رافي بـا كـارايي بـالا بـا يـك برنامـه         گجداسازي توسط دستگاه كروماتو   
 در  Bحـلال   % 40بـه   كـه    %)B) MeOH 80حلال% 20( گراديان حلال 

A+B  حلال  . انجام گرفت ) شود  تبديل ميA    و حـلال   %1 اسـيدفرميك   
B   كـن تـصعيدي     خـشك  با دسـتگاه  نمونه خالص شده    . بود% 80متانل

براي به دست آوردن درصد خلوص،  .آمد و به صورت پودر درشدخشك  
گرم از پودر در حجم مشخصي از آب حل شد و جـذب              حدود يك ميلي  
با اين روش خلوص رنگزا      .گيري گرديد   اندازه nm 536آن در طول موج     

 كه با چهار بار استخراج در       داد نتايج نشان    . درصد افزايش يافت   15,3به
  .رسيد% 99,9 درجه خلوصبه توان  شرايط بالا مي

  

  پي  واسپكتروسكآناليز ـ 3ـ2ـ3

 را كه با    1:1اتانول  :  آناليز جرمي رنگزاي حل شده در حلال آب        5شكل  
  . دهــد ثبــت شــده نــشان مــي اســتفاده از دســتگاه جرمــي كوادروپــل

  

  
  .ايزوآمارانتين) b(آمارانتين و ) a(تعلق به  مكروماتوگرام :4شكل
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. باشـد    گرم بر مول مشخـصه آمـارانتين مـي         727,2پيك يون مولكولي    
 389پيك با جرم . اند  نشان داده شده5هاي   در شكل MS/MS اطلاعات

 گـرم بـر مـول    551و پيـك بـا جـرم       بتا آنيدين   گرم بر مول مربوط به      
يج طيـف جرمـي بـا مراجـع كـاملاَ           نتا. باشد  مي  ايزوآمارانتين مربوط به 

  ].13، 14[ خواني دارند هم
طـور   همـان .  آورده شده است6رنگزا در شكل  1H NMRي ها طيف

لكول داراي سـه    وشود، م  مشاهده مي  ) 2شكل  (لكول  وكه در ساختار م   
كـه در   باشـد    مـي بتالاميك، سيلكودوپا و قـسمت قنـدي        قسمت اصلي   

توجه بـه جابجـايي شـيميايي و        با. شوند نواحي مختلف طيفي ظاهر مي    
تـوان    مـي ]15 ،16 [هاي گزارش شده در مراجع علمـي  شكافتگي پيك

صـورت يكتـايي پهـن    ه  بδ= 8,17: صورت زير تفسير نمود  ه  ها را ب   پيك
   H4  6,94 =δ,صـورت يكتـايي مربـوط بـه    ه  بH11 7,02 =δ,مربوط به 

 ـه  بH7  6,15 =δ,صورت يكتاييه ب   H18,هصورت يكتايي پهن مربوط ب
5,77 =δصورت دوتايي پهن ه  ب,H12  4,34 =δ صورت دوتاييه ب,H14 

 4,23 =δصورت سه تايي ه  ب,H15  4,13 =δصـورت دوتـايي   ه  بH2 و 
3,59 =δصورت دوتايي مربوط به ه  ب H3 جابجـايي قـسمت   . باشـد  مـي

هـا بـه    شود بقيه هيـدروژن     ظاهرمي δ=5-5,5 كه در    H1قندي به غير از     
 ـ     ي با هيدروژن  شدگ علت جفت  صـورت پيچيـده در     ه  هاي مجاور و دور ب

  ). ب6شكل ( شوند  ظاهر مي  δ <3≥4ناحيه 

  
  . طيف جرمي آمارانتين:5شكل

  

  
  .شده آمارانتين  واجفت1H NMRطيف )  معمولي آمارانتين، ب1H NMR طيف)  الف:6شكل 
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  طيف جذبي آماراتين : 7شكل 

  

اده شـده   نـشان د 7در شـكل  % 85 رنگزا در متانول   UV-Visطيف  
شودتركيب داراي يك قله جذبي در ناحيـه   طور كه ديده مي    همان. است
ــي350-300 ــانومتر م ــالات    ن ــه انتق ــوط ب ــدكه مرب  در π       π*باش
 و دو قله جذبي نزديك بـه هـم در ناحيـه             باشد ي آروماتيك مي  ها  حلقه
سيانيني است  ي بتا ها  مربوط به حلقه   نانومتر كه مربوط كه      550 و   510

  .شوند كه به رنگ ارغواني ديده مي
  

  گيري  نتيجهـ4

 مواد رنگزاي گياهي تركيبات خانواده بتاسيانين و آنتوسيانين،         استخراج
ي اسـيدي انجـام     ها  يا درمحيط  هاي آلي قطبي و    به طور عمده درحلال   

اده رنگـزا از محـيط متـانولي،        م ـاستخراج  لذا در اين كار براي      . شود مي
براي دستيابي به خلوص بالاتر و      .  مايع استفاده شد   -و فاز جامد  اسيدي  

 بـه كـار گرفتـه    بلـوري جداسازي پلي ساكاريدها، سفادكس و فاز جامد   
نتايج استخراج در شرايط متفاوت نشان داد كـه اسـتفاده از حـلال         . شد

متانول بازده بيـشتري نـسبت بـه حـلال اسـيدي دارد، زيـرا بـه دليـل          
 بـا   و بالا در محيط غير آبـي         با جرم ملكولي نسبتاً    حلاليت بهتر تركيب  

 امكان داشتن پيوندهاي هيدروژني را همزمـان بـا          ، كمتر از آب     قطبيت
حاصـل از   خلـوص مـاده رنگـزاي    .حلاليت بهتر ملكول فـراهم ميـسازد     

خلـوص بـالاتر را     . باشـد  بـالاترمي درصـد    0,18استخراج اسيدي حدود    
 موجود در گياه و محلـول در    آلي يباتاي از ترك   توان به حضور دسته    مي

  .شـوند   مـي  اسـتخراج رنگـزا    مـاده    محيط الكلي دانست كـه همـراه بـا          
كارگيري ستون سفادكس خلوص ماده رنگزا را در استخراج اسـيدي           ه  ب
 با اسـتفاده  .  افزايش داد   درصد 8و در استخراج متانولي تا       درصد   3,6 تا

دسـت  ه  ب ـ15,3 با خلـوص  ماده رنگزا  HPLC-preparative از سيستم  
تـوان بـه درجـه      آمد، محاسبات نشان داد كه با تكرار آن تا چهار بار مي           

  . درصد دست يافت99,9خلوص حدود 
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