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در این پژوهش، تاثیر متغیرهاي نوع حلال، نسبت دانه به حلال، دما و زمان استخراج بر بازده 

طرح مرکب مرکزي با چهار . نوربیکسین دانه آناتو بود/ رنگی، خلوص رنگ و بازده بیکسین

 میلی لیتر 1:5 تا 1:1(، نسبت حلال به ماده جامد )استون-استون، سود، سود(فاکتور نوع حلال 

 ، -1(در سه سطح )  درجه سانتیگراد65-25(و دماي استخراج )  ساعت6-2(و زمان ) بر گرم

نتایج حاکی از آن بود که مدل درجه دوم براي بازده رنگ آناتو معنی دار . بررسی شد) 1 و 0

% 5/91 بود که بیانگر آن است که 915/0محاسبه شده براي آن  (R2) می باشد و ضریب تببین

همچنین دما و زمان استخراج تاثیر . تغییر در پاسخ ها توسط مدل برازش شده قابل تبیین است

بازده بیشینه تحت شرایط حلال هیدروکسید سدیم، . معنی داري بر بازده استخراج نشان نداد

پیش % 31/13، معادل 1 به 5 نسبت حلال به ماده جامد  ساعت و05/2، زمان Cº 41/46 دماي

 (R2) مدل درجه دوم براي خلوص رنگ آناتو معنی دار بود و ضریب تبیین. بینی گردید

با تغییر نوع حلال از استون به سود و افزایش نسبت حلال به .  بود848/0محاسبه شده براي آن 

نوربیکسین نیز که در واقع وزن / نشاخص بازده بیکسی. ماده جامد، خلوص افزایش یافت

نوربیکسین نسبت به دانه آناتو می باشد، به عنوان یک شاخص جامع تر تعیین و / بیکسین

 همچنین موثرترین عامل در تغییرات رنگ پودر آناتو، عامل نور تشخیص داده شد .محاسبه شد

ت پودر رنگ هاي که درصورت حذف آن با استفاده از بسته بندي هاي مناسب می توان کیفی

 در خصوص پایداري پودر رنگ آناتو نتایج مشابهی. حفظ نموداستخراجی را تا حدود زیادي 

  .در سیستم مدل غذایی پودر آب پنیر مشاهده شد
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  مقدمه -1

هاي رنگی براي ایجاد ظاهر مطلوب و موردپسند امروزه افزودنی

طور گسترده در محصولات غذایی مورد مصرف کنندگان، به

هاي محققان مختلف، اثرات در پژوهش. گیرنداستفاده قرار می

هاي سنتزي بر سلامتی انسان به اثبات رسیده و نقش ی رنگمنف

فعالی در کودکان، هوشی، بیشآنها در بروز اختلالاتی نظیر کم

   ].2 و 1[ مورد تاکید قرار گرفته است .…قراري و بی

ترین کاروتنوئیدهاي طبیعی یکی از قدیمی) E160b(رنگ آناتو 

رخت گرمسیري هاي دشناخته شده است که از پریکارپ دانه

هاي آناتو هرچند در دانه. آید به دست می1بیکسا اورلانا

هاي اصلی اند، اما رنگدانهکاروتنوئیدهاي مختلفی شناسایی شده

 درصد کل 80باشند که بیش از آناتو بیکسین و نوربیکسین می

ها این رنگدانه. دهندمحتوي کاروتنوئیدهاي آناتو را تشکیل می

هاي محلول در شوند تا عصارهراج میبه طرق مختلف استخ

هاي محلول در آب هاي روغنی یا عصارهروغن، سوسپانسیون

  ].4 و 3[ام کاربردهاي ویژه خود را دارند حاصل شود که هر کد

امروزه . رنگ آناتو داراي طیف رنگ نارنجی تا قرمز می باشد

هاي سالم، در فرآورده و طبیعی یک رنگ عنوانرنگ آناتو به

هاي قنادي، نانوایی، مختلف مثل مارگارین، کره، فرآورده ییغذا

پنیر، بستنی، فراورده هاي گوشتی داروسازي، تولید مواد آرایشی 

از نقطه نظر اقتصادي، رنگ ]. 5[کاربرد گسترده اي دارد ... و 

آناتو دومین افزودنی رنگی طبیعی مورد استفاده در صنعت در 

براي آن روز به روز ند تقاضا دنیاست که پیش بینی می شود رو

   ].6[افزایش یابد 

هاي به علت استفاده زیاد از رنگ آناتو در صنعت غذا، بررسی

زیادي جهت ایمن بودن رنگ آناتو انجام شده است که نتایج این 

تحقیقات هیچ گونه اثر منفی ناشی از مصرف رنگ آناتو نشان 

             هايهمچنین در مقالات مختلف ویژگی. ]7 و4 [ندادند

 آن ذکر شده سرطانی و ضدمیکروبی نیز براياکسیدانی، ضدآنتی

) دهیعلاوه بر رنگ(هاي دیگر آناتو از ویژگی. ]9 و 8[است 

- هاي مختلف، ویژگی ضدتوان به کاربرد آن در معالجه بیماريمی

  ].5[میکروبی و خواص آنتی اکسیدانی اشاره کرد 

م از طریق کشورهایی نظیر هند در دانه آناتو با هزینه اي ک

                                                           
1 Bixa orellana.L 

دسترس بوده و می تواند براي استخراج رنگ مورد استفاده قرار 

در این پژوهش با توجه به عدم وجود اطلاعات و مستندات . گیرد

کافی در خصوص فرایند استخراج رنگ از دانه آناتو در شرایط 

نیمه صنعتی، در مرحله نخست، تاثیر تیمارهاي متفاوت شامل 

غیرهاي نوع حلال، نسبت دانه به حلال، دماي استخراج و زمان مت

استخراج بر میزان استخراج رنگ از دانه آناتو مورد بررسی قرار 

ي   همچنین از روش سطح پاسخ براي تعیین مقادیر بهینه. گرفت

هاي مورد بررسی استفاده شد، زیرا در این روش به منظور  فاکتور

 ضریب اطمینان صحت آزمون، حصول حداکثر بازده و حداکثر

به لازم . تیمارهاي کمتر و همچنین زمان کوتاهتري موردنیاز است

، به حداکثر رساندن مقدار بازده سازي ذکر است که هدف از بهینه

میزان خلوص رنگ (استخراج هم از لحاظ کمی و هم کیفی 

در مرحله بعد پایداري رنگ در شرایط . بوده است) استحصالی

تلف مورد بررسی قرار گرفته و در نهایت کارایی آن نگهداري مخ

. ارزیابی شده است) پودر آب پنیر(براي سیستم مدل غذایی 

ارتقاء سطح سلامت عمومی جامعه به ویژه کودکان و نوجوانان و 

هاي  کمک به تولید غذاهاي سالم  و پیشگیري از شیوع بیماري

ش بوده  عروقی و سرطان از جمله اهداف انجام پژوه- قلبی

  .است

 

  مواد و روش ها - 2

  مواد -1- 2

ها شامل اتانول، اتیل حلال. دانه آناتو از کشور هند خریداري شد

استات، استون با برند مرك براي انجام آزمایشات و با برند کیان 

سود . شیمی براي تیمارهاي مرحله تولید نیمه صنعتی تهیه شدند

  .از شرکت آراکس شیمی تهیه شد

سازي شرایط استخراج رنگ آناتو با  بهینه-2- 2

  RSMاستفاده از روش 

در این مطالعه به منظور بررسی تاثیر شرایط استخراج آناتو و 

سازي فرآیند مذکور از طراحی سطح پاسخ با چهار متغیر  بهینه

هاي به دست آمده و متغیرهاي  براي بررسی ارتباط بین پاسخ

اثر متغیرهاي . شود ه میها استفاد سازي این پاسخ فرآیند و بهینه

 3x نسبت حلال به ماده جامد، 2x نوع حلال، 1xمستقل شامل 
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نشان داده ) 1( دماي استخراج، در سه سطح در جدول 4xزمان و 

  .است

براي )  پذیري فرآیند براي محاسبه تکرار(سه تکرار نقطه مرکزي 

متغیرها مطابق جدول زیر کد . تخمین خطاي آزمایش استفاده شد

 :ري شدندگذا

Table 1. Independent variables and their levels used in the CCD design  
Coded Level  

Independent Variables  Symbol  
+1  0  -1  

Solvent type  X1 Acetone  50% Acetone + 50% NaOH  NaOH  
Solvent/Solid ratio (ml/g) X2  5  3  1  

Time (min) X3  2  4  6  
Temperature (°C) X4 25  45  65  

  

، براي 1 به 5 تا 1به 1دامنه تغییرات نسبت حلال به ماده جامد از 

گراد می   درجه سانتی65 تا 25 ساعت و براي دما 6-2زمان 

  .باشد

به دلیل آن که مهمترین مسئله در این پژوهش بررسی آثار اصلی 

ها،  و متقابل فاکتورهاي نسبت حلال به ماده جامد، نوع حلال

باشد، بنابراین  زمان و دماي استخراج بر درصد بازده استخراج می

  . انتخاب گردیدRSMطرح آماري 

هاي آناتو با استفاده از سیستم  ابتدا دانه به منظور استخراج رنگ،

سپس دانه ها . الک بوجاري شدند و مواد زائد آنها حذف گردید

اندازه به . با آب شستشو شده و در مجاورت هوا خشک گردیدند

برابر وزنی دانه، هگزان به آن افزوده شد و به مدت یک شبانه پنج 

. روز تحت همزدن ملایم قرار گرفت تا چربی زدایی انجام شود

  .سپس دانه ها سانتریفوژ شده و حلال از دانه ها جدا شد

سپس دانه هاي چربی گیري شده به مخزن پرکولاتور منتقل شده 

، حلال با نسبت مشخص به آن و مطابق تیمارهاي تعیین شده

  زمان لازم در دماهاي تعیین شده،پس از طی. افزوده گردید

عصاره رنگی حاصل با استفاده از بگ فیلترها، صاف شده و به 

با توجه به حجم عصاره، تغلیظ تا رسیدن . اواپراتور منتقل گردید

سپس عصاره تغلیظ . به یک پنجم حجم اولیه عصاره انجام شد

پودر به .  روز خشک گردید2جاورت هوا به مدت شده در م

دست آمده براي یکنواخت سازي اندازه ذرات، آسیاب شده والک 

 .گردید

  تعیین بازده وزنی استخراج رنگ-3- 2

دست بازده استخراج رنگ آناتو از تقسیم وزن رنگدانه پودري به

  . آمده بر وزن دانه آناتو اولیه و برحسب درصد محاسبه شد

  ین خلوص تعی-4- 2

 FDAمیزان خلوص رنگ استخراج شده مطابق روش استاندارد 

 UV-Visلامبرت و با استفاده از دستگاه -بر اساس قانون بیر

 ساخت انگلستان CAMSPEC M550اسپکتروفوتومتر مدل 

 میلی گرم از رنگ استخراج شده با 80به این منظور . تعیین شد

  میلی لیتري100 توزین شده و داخل بالن حجمی 001/0دقت 

(V1)میلی 5سپس .  ریخته شد و با استون به حجم رسانده شد 

) V2( میلی لیتري 100حجمی   از این محلول در بالن(v1) لیتر

 از  .دیگري ریخته شده و مجددا با استون به حجم رسانده شد

 100برداشته شده به بالن حجمی ) v2( میلی لیتر5 این محلول

منتقل شده و مجددا با استون به حجم دیگري ) V3(میلی لیتري 

استون به عنوان بلانک دستگاه انتخاب شده و جذب . رسانده شد

  .  نانومتر اندازه گیري شد487نمونه ها در طول موج 

 :]10[ میزان خلوص رنگ از رابطه زیر محاسبه گردید

خلوص رنگ= %   

  :در این رابطه

Ab ،3090 میزان جذب محلول رنگی  E 1% 1cmحداکثر   برابر

شدت جذب نمونه خالص یک درصد در یک سل یک 

  .می باشد  نانومتر487سانتیمتري در طول موج 

  نوربیکسین /بازده  بیکسین-5- 2

در فرایند استخراج، هم بازده وزنی رنگ حائز اهمیت است و هم 

خلوص رنگ به دست آمده و لزوما نمونه اي که بالاترین بازده 

شته است بیشترین خلوص را به خود اختصاص نمی وزنی را دا

لذا براي رسیدن به مطلوبترین نمونه، شاخص به نام بازده . دهد
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  :نوربیکسین مطابق رابطه زیر تعریف گردید/بیکسین

  

  نوربیکسین/بازده بیکسین= بازده رنگ ×  خلوص

  

  نوربیکسین/بازده بیکسین  = 

  )وزن رنگ/وزن دانه آناتو( ×)) نوربیکسین/ سینوزن بیک/ ( وزن رنگ ( × 100 

  

  نوربیکسین/بازده بیکسین= 

  ))نوربیکسین/ وزن بیکسین/ (وزن دانه آناتو (  × 100

  

هاي شناسایی و تایید ساختار رنگ آزمون-6- 2

  استخراج شده

   )NMR(سنجی رزونانس مغناطیسی هسته طیف*

ناي بیکسین با استفاده از تعیین ساختار و خلوص نمونه بر مب

واقع در گروه ) ساخت امریکا(، Bruker مارك NMRدستگاه 

گرم از بدین منظور چند میلی. شیمی دانشگاه کاشان انجام شد

نمونه در حلال کلروفرم حل شده و در لوله مخصوص دستگاه 

NMRقرار گرفت .  

  )IR(طیف سنجی مادون قرمز *

 در آون تحت خلا قرار h  24نمونه رنگ استخراج شده به مدت

سپس از مخلوط . گرفت تا کاملا عاري از هرگونه رطوبت شود

قرص تهیه شده و در ) KBr(نمونه رنگ به همراه برمید پتاسیم 

-Double beamداخل دستگاه طیف سنجی مادون قرمز

Shimadzu-4300) به منظور . قرار گرفت) ساخت ژاپن

دست آمده از طیف بهاطمینان از خلوص ترکیب استخراج شده، 

  . نمونه با طیف استاندارد بیکسین مقایسه شد

مطالعه پایداري رنگ آناتو به صورت -7- 2

Invitroتحت شرایط نگهداري   

بدین منظور پودر رنگ آناتو به دست آمده در پاکت هاي پلی 

هواي بسته بندي تا حد امکان تخلیه شده . اتیلنی بسته بندي شد

 وتاریکی، دماي)یخچال (C° 4دماي: و تحت شرایط

C°25)محیط(و تاریکی و دماي C°25)و نور نگهداري و )محیط

طی مدت زمان معین رنگ نمونه ها با استفاده از دستگاه هانترلب 

هاي  صورت ارزش ساخت امریکا و بهcolorflexمدل 

CIELABشامل L)  روشنی( ،a) سبزي- قرمزي ( وb) زردي -

  .گیري شد-اندازه) آبی

هاي کالریمتریک و دیداري، بستگی بهتر بین تفاوتبراي هم

براي هر نمونه نسبت به نمونه )  ΔE(سنجی کلتفاوت  رنگ

نمونه روز صفر به عنوان شاهد (شاهد از فرمول زیر محاسبه شد

  ):انتخاب شد

  
 یا کروما که تعیین کننده میزان خلوص و اشباعیت رنگ Cپارامتر 

به مختصات ) a, b(کارتزین می باشد از طریق تبدیل مختصات 

  :بی بر اساس فرمول زیر به دست آمدقط

  

ارزیابی پایداري رنگ آناتو در سیستم مدل -8- 2

  غذایی 

دانه استحصالی، پودر آب پنیر به  به منظور ارزیابی پایداري رنگ

پودر آب . عنوان یک سیستم مدل غذایی مورد بررسی قرار گرفت

. نایع غذایی گلشاد مشهد تهیه شدپنیر بدون رنگ از شرکت ص

 درصد به پودر آب 42/0 و 28/0، 14/0رنگ آناتو  در سه سطح 

پودر آب پنیر تهیه شده در فرمولاسیون دراژه به .  شد پنیر افزوده

 مواد پودري به کار گرفته 40% کل دراژه روغن نباتی و 60%میزان 

 50% دراژه و 50%شد و محصول نهایی به صورت اسنک شامل

هاي  در پاکتنمونه ها. تهیه گردید) ذرت اکسترود شده(پایه 

بندي شده و در دو محیط نور و تاریکی و طی دو اتیلنی بستهپلی

 درجه و دماي محیط به مدت زمان مشخص نگهداري 37دماي 

کیفیت پایداري رنگ نمونه ها طی این مدت از طریق اندازه . شد

  . ارزیابی شد)  L, a,b(گیري تغییرات شاخص هاي رنگی

 طراحی آزمایش و تجزیه و تحلیل آماري-9- 2

 )RSM (روش سطح پاسخبراي بهینه سازي استخراج رنگ 

ها کاهش با کمک این طرح آماري، تعداد آزمایش. استفاده شد

یافته و کلیه ضرایب مدل رگرسیون درجه دوم و اثر متقابل 
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) CCD(کزي  طرح مرکب مر.]11[ فاکتورها، قابل برآورد هستند

 و جهت ارزیابی ضرایب مدل ریاضی درجه دوم بکار گرفته شد

 Design با استفاده از نرم افزار ) ANOVA(آنالیز واریانس 

Expert 7در مرحله ارزیابی پایداري رنگ، تغییرات . انجام شد

شاخص ها طی زمان نگهداري، با مقایسه میانگین ها در آزمون 

  .دچند دامنه اي دانکن سنجیده ش

 

   و بحثنتایج - 3

 استخراج رنگ آناتو دربررسی اثر متغیرها -1- 3

  با روش ماسراسیون براساس میزان بازده رنگی 

/ بازده رنگی، خلوص رنگ و بازده بیکسین(ها  مقادیر پاسخ

 2تحت شرایط مختلف آزمون در جدول ) نوربیکسین دانه آناتو

  . مشاهده می گردد

Table 2 Experimental conditions from the CCD and the experimental results for color extraction from 
Annatto seeds and their responses (Yield, Color purity and yield of bixin/norbixin) 

No solvent 
Solvent/Solid 

ratio 
Time 
(h) 

Tempeature(°
C) 

Yield 
(%) 

Purity 
(%) 

Bixin/norbixin 
Yeild 

1 -1 1 2 25 0.78 7.45 0.06 

2 1 1 2 25 3.54 2.37 0.08 

3 -1 5 2 25 1.93 18.66 0.36 

4 1 5 2 25 9.49 2.36 0.19 

5 -1 1 6 25 0.76 7.61 0.06 

6 1 1 6 25 1.56 1.57 0.02 

7 -1 5 6 25 1.79 17.57 0.31 

8 1 5 6 25 12.12 2.88 0.34 

9 -1 1 2 65 0.99 12.23 0.12 

10 1 1 2 65 1.33 2.33 0.03 

11 -1 5 2 65 1.92 12.22 0.23 

12 1 5 2 65 17.88 2.04 0.36 

13 -1 1 6 65 0.68 11.31 0.08 

14 1 1 6 65 3.18 0.03 0.00 

15 -1 5 6 65 2.34 26.5 0.62 

16 1 5 6 65 11.84 0.28 0.03 

17 -1 3 4 45 0.8 7.04 0.06 

18 1 3 4 45 6.97 3.36 0.23 

19 0 1 4 45 1.12 5.73 0.06 

20 0 5 4 45 11.93 4.98 0.59 

21 0 3 2 45 4.91 9.03 0.44 

22 0 3 6 45 1.55 6.13 0.09 

23 0 3 4 25 5.18 9.07 0.47 

24 0 3 4 65 5.71 2.9 0.17 

25 0 3 4 45 6.105 5.69 0.54 

26 0 3 4 45 4.745 7.54 0.47 

27 0 3 4 45 6.135 7.79 0.58 

* In solvent type, -1: Acetone, +1: NaOH and 0: 50% Acetone and 50% NaOH 

چند مدل رگرسیونی براي ) ANOVA(نتایج آنالیز واریانس 

. ، نشان داده شده است3بازده رنگی دانه آناتو در جدول شماره 

نتایج حاکی از آن بود که مدل درجه دوم براي بازده رنگی کل 

 915/0محاسبه شده براي آن ) R2( تببین معنی دار بود و ضریب

ها توسط مدل  تغییر در پاسخ% 5/91بود که بیانگر آن است که 

تغییرات % 5/8به عبارت دیگر، تنها . برازش شده قابل تبیین است

ضریب . کل توسط مدل، قابل پیش بینی و توضیح نمی باشد

به ضریب تبیین نزدیک است ) R2 adj. =0.82(تبیین اصلاحی 
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ه بیانگر وجود همبستگی بالا بین مقادیر آزمون و مقادیر پیش ک

بیانگر عدم ) Lack- of- fit(آزمون عدم برازش . بینی شده است

موفقیت مدل جهت نشان دادن داده ها در نقاطی که در دامنه مدل 

، عدم 4مطابق جدول ]. 12[رگرسیونی وجود ندارند، می باشد 

همه نتایج حاکی از این بودند که بنابراین . برازش معنی دار نبود

مدل رگرسیونی درجه دوم تحت شرایط مختلف دما، زمان و 

نسبت حلال به ماده جامد به خوبی بازده رنگ را پیش بینی می 

  .کند

Table 3. Analysis of variance of different models for yield of Annatto 

Source Std. Dev R-Squared 
Adjusted R-

Squared 
Predicted  R-

Squared 
press  

Linear 2.66 0.7001 0.6456 0.4905 264.17  
2FI 1.93 0.8852 0.8135 0.5134   

Quadratic 1.91 0.9154 0.8166 0.4190  Suggested 
Cubic 1.84 0.9739 0.8302 -4.7358   

  

 نمونه اي از عصاره تغلیظ شده و رنگ پودري 1در شکل

  .ن داده شده استاستخراج شده نشا

  

  

 
Fig 1 Left to right: annatto seeds, annatto extract, annatto natural color 

  

Table 4 Analysis of variance and significance of regression coefficient for yield of Annatto 
 (Quadratic model) 

Prob >F F Value Mean Square DF Sum of Squares Source 
0.0002 33.90 9.27 14 474.63 Model 

< 0.0001 47.51 173.72 1 173.72 X1-solvent 
< 0.0001 49.88 182.40 1 182.40 X2-solvent/solid ratio 

0.4084 0.73 2.68 1 2.68 X3-Time 
0.3036 1.16 4.22 1 4.22 X4-Temperature 
0.3902 0.79 2.91 1 2.91 X1

2 
0.2107 1.75 6.39 1 6.39 X2

2 
0.1752 2.08 7.59 1 7.59 X3

2 

0.6843 0.17 0.63 1 0.63 X4
2 

0.0004 23.33 85.33 1 85.33 X1X
 2 

0.6564 0.21 0.76 1 0.76 X1X
 3 

0.3881 0.80 2.93 1 2.93 X1X
 4 

0.7331 0.12 0.45 1 0.45 X2X3 
0.2567 1.42 5.19 1 5.19 X2X4 

0.5613 0.36 1.31 1 1.31 X3X4 
- - 3.66 12 43.88 Residual 

0.1356 6.76 4.26 10 42.62 Lack of Fit 
- - 0.63 2 1.26 Pure Error 
- -  -  26  518.52  Cor Total 

  

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
03

4/
FS

C
T

.1
9.

13
2.

13
5 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
00

88
78

7.
14

01
.1

9.
13

2.
10

.3
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 f
sc

t.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
10

 ]
 

                             6 / 14

http://dx.doi.org/10.22034/FSCT.19.132.135
https://dorl.net/dor/20.1001.1.20088787.1401.19.132.10.3
https://fsct.modares.ac.ir/article-7-64356-fa.html


 1401 بهمن ،19 دوره ،213 شماره                                                                                         رانیایی غذا عیصنا و علوم مجله

 141

براي پاسخ هاي پیش بینی شده بازده وزنی استخراج ) 1(معادله 

  :ورت کدگذاري شده بدست آمدرنگ آناتو به ص

Yield (%) = 5.19+ 3.11 X1 +3.18 X2- 0.39 X3 +0.48 X4 -
1.06 X1

2 +1.58 X2
2 – 1.72 X3

2 +0.50 X4
2 + 2.31 X1X2 – 

0.22 X1X3 + 0.43 X1X4 -0.17 X2X3 + 0.57 X2X4 – 0.29 
X3X4             

)1(  

وع به ترتیب کدهاي ن  X4  و X1 ، X2 ، X3 در این رابطه

  .ماده جامد، زمان و دماي استخراج می باشند/حلال، نسبت حلال

همانطور که . مشخص گردید P معنی داري هر پارامتر با شاخص

و   X1  ،X2 اثر خطی متغیرهاي.  مشاهده می شود4در جدول 

به طور قابل توجهی بازده وزنی استخراج رنگ  X1X2اثر متقابل 

به طوري که با تغییر .   (p < 0.05) آناتو را تحت تاثیر قرار داد

نوع حلال از استون به سود و افزایش نسبت حلال به ماده جامد، 

نیز قابل  2بازده افزایش یافته است که این مساله در شکل 

  .مشاهده است

  
Fig 2 Response surface plot of the interactional effect 

of solvent type and S/S on the yield during Annatto 
extraction 

مشاهده می شود، بزرگترین ضریب ) 1(همانطور که در معادله 

و ) 18/3(خطی مربوط به نسبت حلال به ماده جامد می باشد 

درنتیجه افزایش نسبت حلال به ماده جامد، بیشترین اثر مستقیم را 

در این پژوهش دما و زمان . بر بازده استخراج داشته است

  . ی داري بر بازده استخراج نشان نداداستخراج تاثیر معن

هاي طبیعی دیگر نیز شرایط پژوهش ها در مورد استخراج رنگدانه

مشابهی را گزارش نموده است از جمله واسموند و همکاران 

مشاهده کردند که زمان استخراج در تاثیري بر بازده ) 2006(

  همچنین صابریان و].13 [استخراج  رنگ طبیعی کلروفیل ندارد

بیان کردند که نسبت حلال به ماده جامد ) 1395(همکاران 

مهمترین عامل معنی دار و اثرگذار بر بازده کلروفیل استخراجی 

با روش متداول بود؛ اگرچه زمان استخراج، تاثیر معنی داري بر 

  .]14[بازده نداشت

 استخراج رنگ آناتو دربررسی اثر متغیرها -2- 3

  ص رنگبا روش ماسراسیون براساس خلو

تحت شرایط مختلف آزمون در ) خلوص رنگ(مقادیر پاسخ 

 (ANOVA) نتایج آنالیز واریانس.  مشاهده می گردد2جدول 

 نشان 5چند مدل رگرسیونی براي خلوص رنگ در جدول شماره 

  . داده شده است

 
Table 5 Analysis of variance of different models for color purity of Annatto 

Source Std. Dev 
R-

Squared 
Adjusted R-

Squared 
Predicted  R-

Squared 
press  

Linear 3.73 0.6867 0.6297 0.4854 502.58  

2FI 3.27 0.8253 0.7161 0.2714 711.57  

Quadratic 3.51 0.8484 0.6716 0.0563 921.64 Suggested 

Cubic 2.54 0.9735 0.8279 -4.5428 5413.26  

  

 بـراي   )درجـه دوم   (حاکی از آن بود کـه مـدل کوادراتیـک         نتایج  

محاسـبه   (R2) خلوص رنگ آناتو معنی دار بود و ضریب تبیـین 

تغییـر در   % 8/84 بود که بیانگر آن است کـه         848/0شده براي آن    

آزمـون عـدم    . پاسخ ها توسط مدل برازش شده قابل تبیین اسـت         

 جهت نشان بیانگر عدم موفقیت مدل  (Lack- of- fit)  برازش

دادن داده ها در نقاطی که در دامنه مدل رگرسیونی وجود ندارند،            

 ].12[می باشد 
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Table 6 Analysis of variance and significance of regression coefficient for color purity of Annatto 
(Quadratic model) 

Prob >F F Value Mean Square DF Sum of Squares Source 
0.0049 4.80 59.19 14 828.61 Model 

< 0.0001 48.12 593.63 1 593.63 X1-solvent 
0.0293 6.12 75.48 1 75.48 X2-solvent/solid ratio 

0.7336 0.12 1.50 1 1.50 X3-Time 
0.9843 4.053E-004 5.000E-003 1 5.000E-003 X4-Temperature 
0.8702 0.028 0.34 1 0.34 X1

2 
0.9249 9.258E-003 0.11 1 0.11 X2

2 
0.3759 0.85 10.43 1 10.43 X3

2 

0.8514 0.037 0.45 1 0.45 X4
2 

0.0280 6.24 76.96 1 76.96 X1X
 2 

0.2557 1.42 17.58 1 17.58 X1X
 3 

0.2924 1.21 14.96 1 14.96 X1X
 4 

0.2824 1.27 15.62 1 15.62 X2X3 
0.6113 0.27 3.36 1 3.36 X2X4 

0.4688 0.27 6.90 1 6.90 X3X4 
- 0.56 12.34 12 148.02 Residual 

0.0858 - 14.54 10 145.39 Lack of Fit 
- 11.05 1.32 2 2.63 Pure Error 
- - - 26 976.63 Cor Total 

  

بنابراین همه نتایج . ، عدم برازش معنی دار نبود6مطابق جدول 

تحت شرایط درجه دوم یونی حاکی از این بودند که مدل رگرس

مختلف حلال و نسبت حلال به ماده جامد به خوبی خلوص 

  .رنگ آناتو را پیش بینی می کند

براي پاسخ هاي پیش بینی شده خلوص رنگ آناتو به ) 2(معادله 

  :صورت کدگذاري شده بدست آمد

Purity (%) = 6.05- 5.74 X1 +2.05 X2- 0.29 X3 +0.017 
X4 -0.37 X1

2 -0.21 X2
2 + 2.01 X3

2 +0.42 X4
2 - 2.19 

X1X2 – 1.05 X1X3 - 0.97 X1X4 +0.99 X2X3 - 0.46 
X2X4 + 0.66 X3X4                                                                                        

             ) 2(  

به ترتیب کدهاي نوع   X4  و X1 ، X2 ، X3 در این رابطه

  .ماده جامد، زمان و دماي استخراج می باشند/ل، نسبت حلالحلا

همانطور که . مشخص گردید P معنی داري هر پارامتر با شاخص

و   X1  ،X2 اثر خطی متغیرهاي.  مشاهده می شود6در جدول 

به طور قابل توجهی خلوص رنگ آناتو را  X1X2اثر متقابل 

ري که با تغییر به طو.  (p< 0.05) تحت تاثیر قرار داده است 

نوع حلال از استون به سود و افزایش نسبت حلال به ماده جامد، 

نیز قابل  3خلوص افزایش یافته است که این مساله در شکل 

  .مشاهده است

مشاهده می شود، بزرگترین ضریب ) 2(همانطور که در معادله 

و درنتیجه نوع حلال ) 74/5(خطی مربوط به نوع حلال می باشد 

در این . اثر مستقیم را بر بازده استخراج داشته استبیشترین 

پژوهش دما و زمان استخراج تاثیر معنی داري بر خلوص نشان 

  . نداد

  
Fig 3 Response surface plot of the interactional effect 

of solvent type and S/S on the color purity during 
Annatto extraction 

  

براي استخراج رنگ آناتو حلال هاي ) 2010(چودري و همکاران 

% 95، اتانول )به روش استخراج سرد% (95مختلف شامل اتانول 

و % 10، اسید استیک %1، اسید استیک )به روش استخراج داغ(

 درصد را مورد 25/0 و 5/0و محلول سود % 100اسید استیک 
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 حلال هاي نتایج این تحقیق نشان داد که بین. استفاده قرار دادند

 درصد بهترین راندمان خلوص 25/0مورد استفاده محلول سود 

  . ]15 [رنگ را نشان داده است که با نتایج تحقیق ما مطابقت دارد

دانه آناتو را با استفاده از حلال استون ) 2012(چوین و همکاران 

 ماده جامد به حلال تحت شرایط نور 4 : 1 و 1 : 1با نسبت هاي 

این محققان گزارش کردند که با . راج کردندو تاریکی استخ

کاهش نسبت دانه به حلال بازده استخراج به طور معنی دار 

همچنین حذف نور تاثیر کمی بر افزایش راندمان . کاهش می یابد

استخراج داشته اما به طور معنی دار میزان ترکیبات فرار موجود 

  .]16[در عصاره استونی آناتو را کاهش می دهد

 بر روي استخراج رنگ) 1390(وهش بلوریان و همکاران در پژ

ها  طبیعی کورکومین نیز، نسبت حلال به ماده جامد، نسبت حلال

به یکدیگر و زمان به ترتیب موثرترین فاکتورها بر استخراج رنگ 

  .]17[طبیعی کورکومین گزارش شدند

بررسی اثر متغیرها در استخراج رنگ آناتو  -3- 3

براساس بازده با روش ماسراسیون 

  نوربیکسین/بیکسین

مدل درجه دوم  (ANOVA) نتایج تجزیه و تحلیل واریانس

نوربیکسین نشان داد که این مدل معنی / شاخص بازده بیکسین

 =R2(دار نبوده و کیفیت مدل براي پیش بینی پایین می باشد 

  ).7جدول ) (63.8%

Table 7 Analysis of variance of different models for the yield of bixin/norbixin ratio 

Source Std. Dev 
R-

Squared 
Adjusted R-

Squared 
Predicted  R-

Squared 
press  

Linear 0.18 0.3565 0.2395 0.1074 0.97  

2FI 0.20 0.4032 0.0302 -0.8690 2.02  

Quadratic 0.18 0.6376 0.2148 -0.9027 2.06  

Cubic 0.20 0.8456 -0.0033 -28.5141 31.95  

 

نوربیکسین حاصل از ضرب / از آنجایی که شاخص بازده بیکسین

می باشد و از ) بازده وزنی و خلوص رنگ(دو شاخص قبلی 

طرفی روند تغییر هرکدام از این شاخص ها با همدیگر کاملا 

متفاوت است، بنابراین حاصلضرب نیز عددي متفاوت بوده که از 

، بیشترین 2مطابق جدول . ی کندروند مشخصی تبعیت نم

 % 62/0(نوربیکسین / و بیشترین بازده بیکسین %) 5/26(خلوص 

 15مربوط به نمونه )  گرم دانه آناتو100 گرم به ازاي 62/0یا 

یعنی حلال استون و بیشترین نسبت حلال به ماده جامد، دما و (

در . شدمی باپایین  بسیار وزنی این نمونهمی باشد اما بازده ) زمان

واقع این شاخص  با هدف برطرف کردن نقص شاخص بازده 

وزنی و خلوص مطرح شد زیرا در شاخص بازده وزنی، همه 

ترکیبات استخراج شده، بیکسین و نوربیکسین نمی باشند بلکه 

در . اندترکیبات دیگري نیز طی فرآیند استخراج، جداسازي شده

 به رنگ نوربیکسین نسبت/ شاخص خلوص نیز وزن بیکسین

بنابراین . استخراج شده مشخص می شود و نه نسبت به دانه آناتو

/ نوربیکسین، وزن بیکسین/ از آنجا که در شاخص بازده بیکسین

نوربیکسین نسبت به دانه آناتو بیان می شود، این شاخص جامع 

   .تر می باشد

شرایط بهینه استخراج جهت بیشینه سازي -4- 3

  بازده وزنی رنگ آناتو

اس نتایج مذکور، شرایط بهینه متغیرهاي آزمون براي براس

 Designاستخراج رنگ از دانه آناتو با استفاده از نرم افزار 

Expert 7راندمان بیشینه تحت شرایط حلال .  پیش بینی شد

 ساعت و 05/2 ، زمان Cº 41/46هیدروکسید سدیم، دماي 

  .ید پیش بینی گرد31/13، معادل 5نسبت حلال به ماده جامد 
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هاي تایید ساختار رنگ نتایج  آزمون-5- 3

  استخراج شده 

 ترسیم شده براي نمونه استخراج شده از HNMR طیف 4شکل 

  شامل کاربرد رزونانس  HNMR .دانه آناتو را نشان می دهد

مغناطیسی هسته با درنظر گرفتن اتم هیدروژن در مولکول براي 

که در شکل مشاهده تعیین ساختار مولکول می باشد که همانگونه 

 IRمقایسه طیف  .ین مطابقت داردسمی شود با ساختار بیک

 استاندارد، وجود IRبدست آمده از نمونه استخراج شده با طیف 

  ).5شکل (بیکسین را در ساختار نمونه تایید نمود 

  
  

  
Fig 4 HNMR spectogram of extracted color 

  
)a(  

  
)b(  

Fig 5  IR of  standard sample (a),  IR of  extracted 
sample (b) 

 

 نتایج ارزیابی پایداري رنگ آناتو به -6- 3

 invitroصورت 

 3نتایج اندازه گیري تغییرات رنگی پودر آناتو طی نگهداري در 

دماي -  دماي محیط و تاریکی– دماي محیط، تاریکی-تیمار نور

  .یخچال در جدول  ذیل آمده است
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Table 8 Effects of preservation conditions on color changes of annatto 
  

  

  

  

  

  

  

  

دماي محیط بر -بر اساس آنالیز واریانس انجام شده تنها تاثیر نور

 دماي -تغییرات رنگی نمونه ها معنی دار بود و دو تیمار تاریکی

دماي یخچال تاثیر معنی داري بر تغییرات -محیط و تاریکی

بنابراین می توان نتیجه گرفت که . ویژگی هاي رنگی نداشتند

 عامل در تغییرات رنگ پودر آناتو عامل نور می باشد موثرترین

که درصورت حذف آن با استفاده از بسته بندي هاي مناسب می 

توان کیفیت پودر رنگ هاي استخراجی را تا حدود زیادي حفظ 

طالعات مختلفی نشان داده تاثیر نور بر تجزیه بیکسین در م. نمود

شان دادند که نور ن) 1988( نجار و همکاران شده است از جمله

مهمترین عامل مخرب در بین عوامل مختلف همچون هوا، آنتی 

اکسیدان ها و پراکسیدان ها بر پایداري بیکسین در محلول 

بالاس واي  همچنین .]18 [کلروفرم طی دوره نگهداري می باشد

گزارش کردند که کاهش معنی دار میزان ) 2006(و همکاران 

 پودر آناتو و دانه آناتو نگهداري شده بیکسین در اولئورزین آناتو،

در شرایط نور اتاق در مقایسه با تیمارهاي نگهداري شده در 

  .]19 [تاریکی مشاهده می شود

نتایج ارزیابی پایداري رنگ آناتو در سیستم -7- 3

 مدل غذایی

 ارزیابی پایداري رنگ آناتو در سیستم مدل غذایی آب پنیر نتایج

  . آمده است9جدول در 

Table 9 Mean of CIE parameter changes in different condition during 2 months. 
25°C 37°C  Time 

)week(  
Storage 

condition L a b L a b 

light  52.11±0.24 16.85±0.11 29.25±0.05 52.11±0.24 16.85±0.11 29.25±0.05 
0  

Dark 52.11±0.24 16.85±0.11 29.25±0.05 52.11±0.24 16.85±0.11 29.25±0.05 

light  48.30±0.08 18.74±0.47 29.86±0.09 49.37±0.41 19.04±0.04 30.28±0.08 
4 

Dark 47.76±0.24 19.04±0.24 28.48±0.08 51.16±0.24 16.75±0.17 29.69±0.16 

light  52.32±0.45 15.15±0.38 30.57±0.22 49.31±0.53 18.80±0.14 29.06±0.17 
8 

Dark 47.46±0.58 19.15±0.26 28.93±0.20 48.38±0.3 14.92±0.255 28.80±0.138 

 
، اثرات مستقل و متقابل همه متغیرهاي 13-4مطابق جدول 

محیطی شامل شرایط نور و تاریکی، دماي نگهداري و زمان 

و تغییرات میزان ) Lپارامتر (نگهداري بر تغییرات میزان روشنی 

  .p) ≥05/0(مونه ها معنی دار بود ن) aپارامتر (قرمزي نمونه ها 

 معنی دار نبوده bتنها اثر مستقل دماي نگهداري بر فاکتور 

)05/0> (p و نمونه هاي نگهداري شده در دماي محیط و دماي 

  .   درجه میزان زردي مشابهی داشتند37

 مشاهده شد که حضور و عدم حضور نور در محیط همچنین

ن روشنی، قرمزي و زردي نگهداري سبب تفاوت معنی دار میزا

نور از طریق تسریع اکسیداسیون باندهاي . نمونه ها می شود

دوگانه کونژوگه کاروتنوئیدها میزان رنگ را کاهش می دهد 

  . ]21 و 20 [)2010 و زانگ و همکاران، 2009غفور و چوئی، (

رنگ (از میزان روشنی نمونه ها کاسته شده  نیز با گذشت زمان 

، میزان قرمزي افزایش و میزان زردي )ر شدندنمونه ها تیره ت

Color charachteristics  

b a  L  
Storage condition 

Time 

Week)( 

4±0.05 9.91±0.05 15.96±0.035 Light- 25°C 
4±0.05 9.91±0.05 15.96±0.035 Dark- 25°C 
4±0.05 9.91±0.05 15.96±0.035 Dark- 4°C 

0 

5.99±0.11 11.6±0.3 16.12±0.23 Light- 25°C 
5.94±0.06 11.31±0.08 15.65±0.1 Dark- 25°C 
6.139±0.3 11.84±0.31 14.85±0.3 Dark- 4°C 

2 

6.86±0.22 12.18±0.37 16.53±0.41 Light- 25°C 
6.32±0.16 11.59±0.29 16.14±0.37 Dark- 25°C 
5.85±0.08 11.43±0.13 14.65±0.19 Dark- 4°C 

4 
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  . کاهش نشان داد

در مجموع می توان نتیجه گرفت در نمونه هاي نگهداري شده در 

می ) روشنی بیشتر و زردتر(تاریکی رنگ نمونه ها درخشانتر 

باشد که لزوم نگهداري رنگ استخراج شده در شرایط بسته بندي 

همچنین مطالعات بیشتر به . دغیرقابل نفوذ به نور را نشان می ده

  .منظور تعیین عمر ماندگاري این رنگ ها ضروري می باشد

در پژوهش هاي دیگري نیز پایداري رنگ آناتو مورد مطالعه قرار 

از جمله پایداري رنگ محلول هاي آناتو تجاري با . گرفته است

 140 و 120، 90،100در معرض قرار دادن آنها در برابر دماهاي 

 دقیقه توسط فرایر و همکاران 450نتیگراد به مدت درجه سا

در این مطالعه میزان . مورد بررسی قرار گرفته است) 1999(

بر طبق گزارش . روشنی، قرمزي و غلظت نوربیکسین تعیین شد

این محققان طی حرارت دیدن میزان زردي افزایش و میزان 

. قرمزي کاهش می یابد که ناشی از تخریب بیکسین می باشد

بررسی سینتیک واکنش نشان داده است که تخریب ویژگی هاي 

رنگی از واکنش درجه اول تبعیت کرده و تخریب نوربیکسین با 

  ].22 [واکنش هاي درجه دوم برازش می شود

نیز پایداري رنگ آناتو را در سیستم مدل ) 2004(رائو و همکاران 

نها آ. غذایی تحت شرایط پخت متفاوت مورد بررسی قرار دادند

نیز گزارش کردند که بیکسین در دماهاي پایین پایداري مناسبی 

 .داشته اما دماهاي بالا سبب تخریب ساختار آن می شود

 

  نتیجه گیري کلی - 4

در آینده نزدیک کاربرد رنگ هاي طبیعی در محصولات غذایی با 

آگاهی بیشتر مصرف کنندگان و افزایش محدودیت هاي قانونی 

 لذا تولید، تعیین .یابدگ هاي سنتزي افزایش میبراي استفاده از رن

شرایط کاربرد و بررسی پایداري رنگ هاي طبیعی در سیستم 

با توجه به اهمیت سلامت . هاي مدل غذایی مختلف ضروریست

بخشی رنگ هاي طبیعی  و وجود منابع طبیعی بالقوه فراوان براي 

طبیعی استخراج این نوع رنگ ها، استخراج و کاربرد رنگ هاي 

در محصولات غذایی مختلف قدمی ارزشمند در ارتقاء سطح 

بر اساس یافته هاي این . سلامت عمومی جامعه خواهد بود

پژوهش، رنگ آناتو را می توان تحت شرایط بهینه حلال 

 ساعت و 05/2، زمان Cº  41/46هیدروکسید سدیم، دماي 

حلال افزایش نسبت .  استخراج نمود5نسبت حلال به ماده جامد 

به ماده جامد، بیشترین اثر مستقیم را بر بازده استخراج داشته  و 

دما و زمان استخراج تاثیر معنی داري بر بازده استخراج نشان 

مدل رگرسیونی درجه دوم تحت شرایط مختلف حلال و . ندادند

نسبت حلال به ماده جامد به خوبی خلوص رنگ آناتو را طی 

چنین موثرترین عامل در تغییرات هم. استخراج پیش بینی می کند

رنگ پودر آناتو، عامل نور تشخیص داده شد که درصورت حذف 

آن با استفاده از بسته بندي هاي مناسب می توان کیفیت پودر 

نتایج . رنگ هاي استخراجی را تا حدود زیادي حفظ نمود

مشابهی  در خصوص پایداري پودر رنگ آناتو در سیستم مدل 

 .نیر مشاهده شدغذایی پودر آب پ
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In this research, the effects of solvent type, solvent to seed ratio, temperature 
and time of extraction on the yield, the color purity and the yield of bixin/ 
norbixin of annatto were studied. Central Composite Design with 4 parameters 
including of solvent type (acetone, NaOH and acetone-NaOH), solvent to seed 
ratio (1:1 to 5:1 ml/g), time (2-6 h) and temperature of extraction (25-65 ºC) in 
three levels (-1, 0 and +1) was employed. The results indicated that the 
quadratic model was significant for the yield of annatto and R2 = 0.915, 
indicating that 91.5 % of the change in the responses could be predicted by the 
fitted model. In addition, the temperature and time of extraction had no any 
significant effect on the extraction yield. The maximum yield was predicted by 
NaOH under the 46.41 ºC, 2.05 h and solvent to seed ratio of 5:1, which was 
13.31 %. The quadratic model was significant for the color purity of annatto and 
R2 = 0.848. By changing the solvent from acetone to NaOH and increasing the 
solvent to seed ratio, the color purity increased. Furthermore, bixin/ norbixin 
yield, which is the weight ratio of bixin or norbixin to annatto seed, was 
determined and calculates as a comprehensive response. The most effective 
factor in the color change of annatto powder was determined as light and if it 
removed, using suitable packaging, it would be possible to maintain the best 
quality of the powder .Similar results were obtained regarding the stability of 
annatto dye in the whey powder . 
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