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   پوست انار در عصاره آنتوسيانين هاشناسايي كمي و كيفي
  

                    ،3محمد شاهدي باغ خندان ،2زهرا امام جمعه ، ∗1زاده مهريزي رحمت اله زارع
   6جواد بياباني ،5اخوان حميدرضا ،4الهه لوني

  
  تي اصفهاندانشگاه صنع ،صنايع غذايي  مهندسيعلوم و آموخته كارشناسي ارشددانش -1

   دانشگاه تهران دانشكده كشاورزي،، صنايع غذايي مهندسي، گروه علوم واستاد -2
   دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان،صنايع غذاييمهندسي استاد، گروه علوم و -3
  دانشگاه تهران  دانشكده كشاورزي، غذايي گروه علوم و صنايعآموخته كارشناسيدانش -4

   دانشكده كشاورزي، دانشگاه شهيد باهنر كرمان، كرمانصنايع غذايي،مهندسي  علوم و استاديار بخش -5
   دانشگاه پيام نور، شيمي تجزيهآموخته كارشناسي ارشددانش -6

)8/4/92: رشيپذ خيتار  23/10/91: افتيدر خيتار(  
  
  

  چكيده
 توسـط  ،نتوسيانين آها پنجاز عصاره. گيري شد عصاره چهار حلال آلي و به روش سوكسلهتوسطاز پوست خشك سه رقم انار ايراني در تحقيق حاضر 

از طريق مقايسه زمان بازداري اسـتانداردهاي متناظرشـان و بـه روش              ،فرابنفش- مرئي آشكارسازجفت شده با     دستگاه كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا     
 با سطح اطمينان سياه اردستان پوست ،ار و در بين ارقام ان اتانول هانتايج نشان داد در ميان حلال      .گيري شدند شناسايي و اندازه   ،تزريق استاندارد خارجي  

-هـاي منـو  آنتوسـيانين ، پوسـت انـار  بيانگر اين اسـت كـه    كروماتوگرافينتايج آزمايشات . اندبيشترين ميانگين راندمان استخراج را داشته    ٪95بالاتر از   

 3دلفينيـدين   شـامل   كوزيـد   وهاي منوگل ها به ويژه آنتوسيانين    بيشترين ميزان آنتوسيانين    و كوزيد دارد ولگهاي دي  آنتوسيانين  به كوزيد بيشتري نسبت  وگل
 رقـم    پوست خـشك    عصاره اتانولي  در) mg/kg 105(كوزيد  و گل 3و پلارگونيدين   ) mg/kg 229(كوزيد  و گل 3، سيانيدين   )mg/kg 208 (كوزيدوگل

  .ندشناسايي شدپوست سياه اردستان 
  
  .، سوكسلهاستون، گلوكوزيدهاي دي آنتوسيانين كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا،:كليد واژگان 

  
  
  
  
  
  

                                                 
 rzarezadeh61@yahoo.com :مسئول مكاتبات ∗
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  مقدمه -1
ــسيري    ــسيري و نيمــه گرم ــواحي گرم ــار در ن و در درخــت ان

كشورهاي مختلفي از جمله ايران، مصر، هند، تركيـه، كاليفرنيـا،           
  در دنيا اين ميوه توليد سالانه   .  اسپانيا و چين كشت ميشود     ايتاليا،
 درصد از   47د هزار تن است كه ايران        يك ميليون و پانص    تقريبا

از  انار   صادرات. اين ميزان توليد را به خود اختصاص داده است        
 تـن در  27439 مـيلادي بـه   2003 تن در سـال     14075ايران از   

هاي اخير بـازار    در سال .  ميلادي افزايش داشته است    2007سال  
 به دليل افـزايش آگـاهي       خوداين    كه انار رو به رشد بوده است     

باشـد   ميوه انار مي   ايزسلامتيو  مصرف كننده از خواص بالقوه      
  از ضـايعات   زيـادي بخش  هاي فرايند ميوه انار     در كارخانه . ]1[

پوست   متغير است را٪60 تا 30 بسته به رقم آن ازكه كارخانه 
 اين نكته لزوم استفاده صنعتي و بهينـه    .]2[دهد  ميوه تشكيل مي  

در واقـع    .كنـد ت را روشن مـي    از چنين حجم وسيعي از ضايعا     
هاي آب  پوست انار يكي از مهمترين محصولات جانبي كارخانه       

فنـوليكي و   انارگيري است و به دليل اثبات وجود تركيبات پلـي         
زاي عصاره آن در چنـد      دارويي فراوان در آن و خواص سلامتي      

تحقيقات زيـادي،    .سال اخير بسيار مورد توجه قرار گرفته است       
فنـوليكي از جملـه پونيكـالجين و مـشتقات          ات پلي وجود تركيب 

اكـسيداني  ها در پوست انار را اثبات و خـواص آنتـي          تاننالاجي
امــروزه . ]6-3[عــصاره پوســت انــار را بررســي نمــوده اســت 

 در  هاي بـسيار جديـدي     روش مينتأبه سمت ابداع و     مطالعات  
 به منظور حفظ هر چه بيشتر فعاليت بيولوژيكي و          گيري،عصاره

  انـار  هاي استخراج شده از پوست    فنولزاي پلي خواص سلامتي 
در يكي از اين روش هـا بـا اسـتفاده از امـواج              . رفته است پيش

و در روش ديگري با اسـتفاده از آب تحـت            ]7[ 1ماوراء صوت 
. گيري شـده اسـت    از پوست انار عصاره     ]8[ 2فشار كنترل شده  

ــشرفت در   ــر پي ــلاوه ب ــرقع ــصارهط ــري ع ــصو،گي ص  در خ
 فراوانـي صـورت     مطالعـات جداسازي و شناسايي تركيبات نيز      

به عنوان مثال در پژوهشي به منظـور جداسـازي و           . گرفته است 
 و تعيـين دقيـق مقـدار        فنولي پوست انار  تصفيه اجزاء اصلي پلي   

. ]9[ ه اسـت   روشي بسيار سريع و آسان معرفي شـد        ،اين اجزاء 

                                                 
1  . ultrasonic 
2  . Pressurized Water 

ي و شناسايي،   هاي  استخراج، جداساز   گسترش روش همزمان با   
فنـولي اسـتخراج    دامنه مطالعات در خصوص نوع تركيبات پلـي       

شده از پوست انار و نيز بررسي خواص بالقوه آنها نيز گسترش            
- و همكـارانش خـواص ضـد       3 زهـين  در اين راسـتا    ه است يافت

اكسيداني تك تك اجزائي را كه      زايي و آنتي  جهشسرطاني، ضد 
 10[مورد بررسي قرار دادند كرده بودند از پوست انار استخراج 

 محتواي فنوليك كل، فلاونوئيد كل، تانن،       ،يا در تحقيق جامعي   ]
 تفاله و پوست انار تعيـين و بـا          هاياسيدهاي آلي و قند عصاره    

اكسيداني تركيبات  همچنين اثر آنتي   ].11[يكديگر مقايسه شدند  
فنولي پوست انار بر روغن سويا و موثر بودن آن در جلـوگيري             

اكسيداسيون روغن سويا توسط يعثوبي و همكـاران در سـال           از  
بررسي منـابع نـشان داد   ].  12[ مورد بررسي قرار گرفت 2007

علي رغم گستردگي مطالعات در  زمينـه اسـتخراج و شناسـايي             
 بـراي تركيبات دارويي از پوست انار تا به امروز تحقيق جامعي           

-ل جـانبي پـر    ها از اين محـصو    استخراج و شناسايي آنتوسيانين   

هـا در   آنتوسيانين. ارزش صنعت آب انارگيري انجام نشده است      
 تتراهيدروكـسي فلاويليـوم     3و7و5و3واقع مشتقات گليكوزيله    

هـاي موجـود در    هستند كه به عنـوان گـروه مهمـي از رنگدانـه           
فنوليكي و مـسئول    ها تركيبات پلي  آن. آيندطبيعت به حساب مي   

هـا بـوده و در      ها و ميوه  ي اكثر گل   آبي و ارغوان   ،هاي قرمز رنگ
ايـن تركيبـات بـه        ].13[شوند  بندي مي دسته فلاونوئيدها طبقه  

شـيميايي عمـل كـرده و خـواص         هـاي فيتـو   اكسيدانعنوان آنتي 
اغلب اثرات درماني مثبت آنهـا      . زاي بالقوه فراوان دارند   سلامتي

مولترين مع. شوداكسيداني آنها مربوط مي   هاي آنتي نيز به مكانيزم  
ــيانين ــود در بخــش آنتوس ــاي موج ــان  ه ــوراكي گياه ــاي خ ه

،  دلفينيـدين  ، پئونيـدين  ، پلارگونيـدين  ،گليكوزيدهاي سيانيدين 
 آب انار   يهاالبته آنتوسيانين  ].14[ و مالويدين هستند     پتونيدين

ها بررسي شده    شناسايي و خواص آن    ،هاي متعددي در پژوهش 
دو  2011 در سـال     ر   حتـي در تحقيقـي بـراي اولـين بـا           .است

اكسيداني آنها  هاي انار استخراج و فعاليت آنتي     آنتوسيانين از گل  
هـاي  مهمترين آنتوسـيانين   ]15[ گيري و با هم مقايسه شد     اندازه

انـد  موجود در آب انار كه در چند كار تحقيقاتي شناسايي شـده           

                                                 
3  . zahin 
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ــيانيدين   ــد از سـ ــد دي5و3عبارتنـ ــيانيدين 1گلوكوزيـ  3، سـ
 3، دلفينيـــدين 3گلوكوزيـــد دي5و3فينيـــدين  دل،2گلوكوزيـــد
 3 و پلارگونيـدين     5گلوكوزيد دي 5و3، پلارگونيدين   4گلوكوزيد
- ظرفيـت آنتـي   هـا پـژوهش در اكثر اين    .  ]21-16[ 6گلوكوزيد

فنوليـك  ها و تركيبات پلـي اكسيداني وابسته به وجود آنتوسيانين 
در . مورد بررسي قرار گرفته اسـت     ديگر موجود در آب انار نيز       

-تحقيق حاضر نحوه استخراج و شناسايي سـه آنتوسـيانين منـو           

ــد ــيانين دي7گلوكوزي ــد و دو آنتوس ــصاره8گلوكوزي ــاي  از ع ه
در اين كار سه رقم انار معروف       . مختلف پوست انار مطالعه شد    

ايراني كه از لحاظ رنگ، ضخامت و خصوصيات فيزيكي ديگـر           
هاي آلـي از    ل انتخاب شده و توسط حلا     ،پوست تفاوت داشتند  

اسـتات، اسـتون و مخلـوط مـساوي از چهـار           اتيـل  ،قبيل اتانول 
-استات به روش سوكـسله عـصاره      اتيل:استون:اتانول:حلال آب 

هــا از طريــق دســتگاه   در نهايــت عــصاره . گيــري شــدند 
- جفت شده با شناساگر مرئي     9كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا    

در . بررســي شــدند آنتوســيانين 5 از نظــر محتــواي 10فــرابنفش
 قطبيـت و خـواص      ،هاها سعي بر آن شد تا حلال      انتخاب حلال 

 متناســب بــا نــوع تركيبــات مــورد ،شــيميايي متفــاوتيفيزيكــو
هـايي بـا    ها حلال ضمن آنكه در بين آن    .  داشته باشند  ،استخراج

در اين تحقيـق سـعي    . درجه خوراكي مثل آب نيز وجود داشت      
 استخراج عصاره پوست    )1:شد تا اهداف كلي ذيل محقق شوند      

و مقايسه رانـدمان     هاي آلي توسط دستگاه سوكسله    انار با حلال  
 توســعه روشــي مناســب بــراي جداســازي و )2؛ هــااســتخراج
 پوسـت انـار توسـط دسـتگاه         ها از عـصاره   آنتوسيانينشناسايي  

؛ فـرابنفش - مرئـي  آشكارسازكروماتوگرافي مايع با كارايي بالا و       
ــرين  ) 3و  ــين بهت ــتخراج    تعي ــت اس ــار جه ــم ان ــلال و رق ح

  . ها از پوستآنتوسيانين
  

                                                 
1  . Cyanidin 3,5-di Glucoside (Cy3,5)  
2  . Cyanidin 3 Glucoside(Cy3) 
3. Delphinidin 3,5-di Glucoside(Del3,5) 
4. Delphinidin 3 Glucoside(Del3) 
5  . Pelargonidin 3,5 di Glucoside(Pla3,5) 
6. Pelargonidin 3 Glucoside(Pla3) 
7. Mono Glucoside Anthocyanin (MGA) 
8  . Di Glucoside Anthocyanin (DGA) 
9  . High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
10  . Ultra Violet-Visible (UV-Vis) 

  هامواد و روش -2
   مواد شيميايي -2-1

ــتاندارد ــيانين هاياس ــنج آنتوس ــيانيدين  شــامل پ - دي5 و 3س

كوزيــد، و گل3كوزيــد، دلفينيــدين و گل3كوزيــد، ســيانيدين وگل
كوزيـد از   و گل 3كوزيد و پلارگونيدين    وگل دي 5و3پلارگونيدين  

و با درجه كروماتوگرافي مايع با كارايي        11پين انگلستان شركت آ 
هاي آلي استفاده شـده در ايـن تحقيـق از           حلال. بالا تهيه شدند  

 و آب يـون     15 اسـتون  ، 14اسـتات  اتيـل  ، 13 اتانول ، 12قبيل متانول 
 سفارش  17ماتوگرافي از شركت مرك آلمان     با درجه كرو   16زدوده

زمايـشگاهي از شـركت     بقيه مواد شيميايي با درجه آ     . داده شدند 
  . در ايران تهيه شد18مرك و گاز نيتروژن از شركت داگا

  هاي پوست انارسازي نمونهآماده -2-2
تر و پوسـت   ها متداول سه رقم انار معروف ايراني كه مصرف آن       

ها از لحاظ ظاهري بيشترين تفاوت را داشت از مجموعه انار           آن
انـار شـيرين    (مركز تحقيقات كشاورزي ساوه، انتخـاب شـدند         

پوست سياه و ضخيم اردستان، انار ملس پوسـت گلـي سـاوه و        
گـرم   كيلو 20از هر رقم به ميزان      ). انار پوست سفيد راور كرمان    

هـا در همـان روز بـه        انـار . هاي رسيده و سالم چيده شد     از ميوه 
 ترك خورده و آفت     ،هاي آفتاب سوخته  آزمايشگاه منتقل و ميوه   
. به يكنواختي قابل قبـول، حـذف شـدند        زده به منظور دستيابي     

 در   شـسته و   ،پوست انار از بخش خـوراكي و داخلـي آن جـدا           
 روزه  10هـا در يـك دوره       سايه خشك شد به نحوي كه نمونـه       

 توسـط   خـشك شـده    پوست   .توزين به وزن ثابت رسيده بودند     
آسياب شـد    ثانيه   10 سه بار و در هر بار به مدت          ،آسياب برقي 

 كاملا مخلوط   ،ي خرد شده مربوط به هر رقم      هادر نهايت نمونه  
و يكنواخت شده و تا زمان اسـتخراج بـا دسـتگاه سوكـسله در               

  . هاي در بسته نگهداري شدندشيشه
   

                                                 
11  . APIN chemical LTD, England 
12  . Methanol 
13  . Ethanol 
14  . Ethyl Acetate 
15  . Acetone 
16  . De Ionized Water 
17  . Merck Chemical Company 
18  . Daga 
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  استخراج با دستگاه سوكسله -2-3
 در دسـتگاه    پوست انار پـودر شـده      گرم   10استخراج عصاره از    

اسـتات و   استخراج كننده سوكسله توسط اتـانول، اسـتون، اتيـل         
مخلوط مـساوي از چهـار حـلال آب، اتـانول، اسـتون و اتيـل                

هـا در سـه     تمامي استخراج . انجام شد   ساعت 6استات به مدت    
هاي بدست آمده در آون تحـت خـلأ   عصاره. تكرار انجام شدند  

 درجه سانتيگراد تغليظ شده و به منظـور حـذف           40و در دماي    
 4500 صاف و در     41 شماره   1منذرات ريز با كاغذ صافي وات     

سپس نيمي از   . دور در دقيقه به مدت سه دقيقه سانتريفوژ شدند        
هـا تـا زمـان اسـتفاده بـراي اسـتخراج و شناسـايي               اين عـصاره  

اي تركيبات مورد نظر با دستگاه كروماتوگرافي در ظروف شيشه        
 و نيم ديگر بـه      هاي رنگ و داخل فريزر ذخيره شد      كوچك قهوه 

اي مناسـب  تخراج درون ظـرف شيـشه     منظور تعيين راندمان اس ـ   
ها در سه تكـرار و از طريـق         راندمان استخراج . نگه داشته شدند  

 90حذف حلال آلي از عصاره در آون تحت خـلا و در دمـاي               
  . شدانجامها درجه سانتيگراد تا دستيابي به وزن ثابت نمونه

 هاها از عصارهاستخراج آنتوسيانين -2-4

هاي بدست آمده    از عصاره  هايانينآنتوسجهت استخراج حداكثر    
ها براي تزريق بـه     سازي آن از دستگاه سوكسله و به منظور آماده      

دستگاه كروماتوگرافي مايع بـا كـارايي بـالا از روش اسـتخراج             
 دور در   3000هـا در    در اين روش نمونه   . مايع استفاده شد  -مايع

از هـا    دقيقه سانتريفوژ شدند و حـلال آلـي آن         4دقيقه به مدت    
طريق دميدن گاز نيتروژن به داخل ظرف به طور كامـل حـذف             

هـاي خـشك    ليتر آب يـون زدوده بـه نمونـه         دو ميلي  سپسشد  
ليتر تركيبات مورد نظر در مرحله بعد توسط نيم ميلي        . اضافه شد 

 به مدت چنـد دقيقـه و بـا          ،استات از فاز آبي در دماي اتاق      اتيل
در .  فاز آلي منتقل شـدند     ها استخراج شده و به    تكان دادن نمونه  

هاي آماده شـده بـراي تزريـق بـه          نهايت فاز آبي حذف و نمونه     
  با اسـتفاده از متـانول بـه حجـم اوليـه خـود                HPLCدستگاه  

  .   بازگردانده شدند
  دستگاه كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا -2-5

براي انجام اين تحقيق از يك دسـتگاه كرومـاتوگرافي مـايع بـا              
ــاراي ــارد آمريكــا ك ــالا ســاخت شــركت هولــت پاك ــدل 2ي ب  م

                                                 
1  . Whatman No.41 
2  . Hewlett Packard 1100 Series HPLC system 

بـردار   نمونـه  ، آ   1310 مدل جي    3مجهز به يك ايزو پمپ    1100
فـرابنفش  - مرئـي  آشكارسـاز  آ و يك     1313 مدل جي    4خودكار

  .، استفاده شد5هولت پاكارد

  هاشناسايي آنتوسيانين -2-6
فيلتـر بـا مـش     ها از يـك ميكـرو      نمونه ،قبل از تزريق به دستگاه    

 عبور داده شدند    6 ميكرون ساخت شركت كرومافيل آلمان     45/0
ليتـر و در دمـاي اتـاق بـه           ميكـرو  20ها در حجـم     تمامي نمونه 

ــدند  ــق ش ــتگاه تزري ــازي  . دس ــتخراج و جداس ــراي اس ــنج ب پ
تـر كيـب متنـوعي از فازهـاي متحـرك            ،، از يكديگر  آنتوسيانين

يل مورد بررسي قرار گرفت و در نهايت مخلوط آب و استونيتر          
 از يـك سـتون فـاز        هـا آنتوسيانين جداسازي   براي .انتخاب شد 

 آمريكـا بـا مشخـصات       7 ساخت شركت واترز   18معكوس سي   
 ميكرون  10متر طول با قطر ذرات       ميلي 200متر قطر و     ميلي 4,6

در اين تحقيـق    ها  آنتوسيانين.  استفاده شد  8از نوع ميكرو بنداپك   
توسـط  دقيقـه    10دت   به م  9كراتيكدر يك تزريق به روش ايزو     

نيتريـل همـراه بـا       استو ٪17 آب و    ٪83فاز متحركي متشكل از     
و با شدت جريان يك         5/2بافر فسفات در يك پ هاش معادل        

- مرئـي  آشكارسـاز   جدا شده و از طريق يـك       ليتر بر دقيقه  ميلي
در . [17] شناسايي شدند  نانومتر   510 طول موج     در فرابنفش و 

مـؤثري در وضـوح و جداسـازي        اسيد فسفريك نقـش     اين كار   
هاي شناسايي   آنتوسيانين كروماتوگرامبراي نمونه   . ها داشت پيك

) 1شـكل    (عصاره اتانولي رقم پوسـت سـياه اردسـتان         شده در 
بــراي شناســايي و تعيــين مقــدار همچنــين . آورده شــده اســت

 بنديدرجه منحني   استانداد خارجي ، ابتدا به روش     هاآنتوسيانين
س پيك نمونه بر اساس مقايسه زمان بازداري        رسم گرديد و سپ   

 شناسايي شده و در نهايت بـر اسـاس          استاندارد متناظرش آن با   
بنـدي اسـتاندارد مربوطـه      معادله خطي حاصل از منحني درجـه      

 زمـان بـازداري پيـك    1در جـدول شـماره     . تعيين مقدار گرديد  
ها، محـدوده خطـي     تركيبات، معادله خط منحني كاليبراسيون آن     

 و انحـراف    10، حد تشخيص دسـتگاه    ضريب همبستگي  ،يكهر
  . نشان داده شده است11معيار وابسته

                                                 
3  . HP-1200 Iso Pump G1310A 
4  . HP Auto Sampler G1313A 
5  . HP UV–Vis Detector 
6  . Chromafil CA-45/25 S, Duren, Germany 
7  . Waters 
8  . µBondapack™ C18 
9  . Isocratic 
10   . Limit of Detection 
11   . Relative Standard Deviation 
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  ها استاندارد آنتوسيانينهاي كروماتوگرام معادلات كاليبراسيون و برخي فاكتور1جدول 

  تركيبات
زمان بازداري 

  )دقيقه(
  محدوده خطي 

  )گرم بر ليترميلي(
  معادله خط

ضريب 
  )r(همبستگي 

LOD 
(mg/lit) RSD% 

  C66/19  999/0  10/0  7/2*  – 47/0  0/1-0/10  745/4  دي گلوكوزيد-5و3سيانيدين 
  C00/19  999/0  10/0  8/1  + 70/0  5/0-0/10  110/5  دي گلوكوزيد-5و3پلارگونيدين 

  C26/58  999/0  02/0  5/1  + 79/0  0/1-0/10  546/5  گلوكوزيد-3دلفينيدين 
  C 45/60  000/1  02/0  7/1 + 10/0  0/1-0/10  491/6  گلوكوزيد-3سيانيدين 

  C 36/54  999/0  02/0  5/2 + 30/0  0/1-0/10  816/7  گلوكوزيد-3پلارگونيدين 
  .باشدگرم در ليتر مي معادل غلظت بر حسب ميلي Cدر جدول فوق حرف لاتين *

  

  
-3نيدينيدلف. 2 ;دي گلوكوزيد-5و3نيديانيس. 1: هاپيك. عصاره اتانولي رقم پوست سياه اردستان هاي شناسايي شده در آنتوسيانينكروماتوگرام 1شكل

  )گلوكوزيد-3نيديپلارگون. 4 و گلوكوزيد-3نيديانيس. 3 ;گلوكوزيد
  

  تجزيه و تحليل آماري -7 -2
هاي مربوط به رانـدمان اسـتخراج در ايـن تحقيـق در سـه               داده

 روش آناليز واريانس    به 9,1 1سط نرم افزار آماري سس    تكرار تو 
)ANOVA (      تجزيه و تحليل شد و بـراي نـشان دادن حـداقل

ــي ــاوت معن ــالاتر از  تف ــان ب ــطح اطمين ــد 95داري در س  درص
)Pvalue≤0.05 (  ها در قالب   ارزش.  استفاده شد  2از روش دانكن

  .ميانگين با دامنه خطاي استاندارد نشان داده شدند
  

                                                 
1  . SAS 9.1 
2. Duncan Test 

  نتايج وبحث  -3
  راندمان استخراج -3-1

ها از پوست سه رقم انار بوسـيله چهـار حـلال         استخراج عصاره 
در سه تكرار انجام شد و در نهايت بعد از مراحل صاف كـردن              

 در  ها در آون تحت خـلأ      با حذف حلال از عصاره     ،و سانتريفوژ 
 درجه سـانتيگراد و رسـيدن بـه وزن ثابـت، رانـدمان              90دماي  

نتايج راندمان استخراج از پوسـت سـه        . ها محاسبه شد  استخراج
-همراه با تفاوت  ) 3جدول  (و چهار حلال    ) 2جدول  ( رقم انار   

 درصـد جهـت     95داري در سطح اطمينـان بـالاتر از         هاي معني 
دهد بين ارقـام انـار در       نتايج نشان مي  . مقايسه آورده شده است   
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خـلاف  ميزان استخراج عصاره تفاوت چشمگيري نبـوده و بـر           
انتظار از رقم پوست ضخيم اردستان عصاره كمتري استحـصال          

هـا تفـاوت فـوق العـاده        شده است حـال آنكـه در بـين حـلال          
-و اتيـل ) 55/18  ± 77/0 (اتـانول چشمگيري مخـصوصا بـين   

كنـد در  نتايج روشن مـي . شودديده مي) 98/0  ± 01/0(استات 
 تفـاوت   ،هر چهار حـلال    درصد بين    95سطح اطمينان بالاتر از     

با نگاهي به جـدول نقـش و        ). 3جدول  (داري وجود دارد    معني
 ها در راندمان استخراج از پوست     اهميت قطبيت و تركيب حلال    

به نحـوي كـه اتـانول بـه عنـوان           . شود انار مشخص مي   خشك
ــدمان اســتخراجتــرين حــلال قطبــي ــالاترين ران ــه خــود ب  را ب

 در مقـام    بيـت استات با كمتـرين قط    اتيلاختصاص داده است و     
 در ايـن بـين مخلـوط مـساوي از چهـار             .گرفته است  قرار   آخر

هـاي مختلـف در رتبـه دوم و از نظـر ميـزان              حلال بـا قطبيـت    
بــراي  . بعـد از اتــانول قــرار دارد ،اسـتخراج عــصاره از پوســت 

تـوان بـه تحقيقـي اشـاره كـرد كـه در آن رانـدمان                مقايسه مـي  
هاي مختلـف تعيـين     لاستخراج از پوست انار با استفاده از حلا       

اسـتات،  دهـد در بـين متـانول، اتيـل     و نتايج آن نـشان مـي       شده
العاده استخراج فوق ) متانول(تر  كلروفورم و هگزان، حلال قطبي    

از )  گرم پوست خـشك انـار     500 گرم عصاره در     248(بيشتري  
   ].22[پوست انار داشته است

  
  ها آنتوسيانين-3-2

هــاي شناســايي شــده در نمونــههــاي آنتوســيانين 4در جــدول 
 گـرم  100گـرم در هـر      بـر حـسب ميلـي     (مختلف و مقدار آنها     

همـانطور كـه    . آورده شـده اسـت     براي مقايسه    )پوست خشك 
-گلوكوزيدها بويژه منو  بالاترين ميزان آنتوسيانين   مشخص است 

ــا ــدين ه ــد 3ي دلفيني ــيانيدين )mg/kg 208( گلوكوزي  3، س
ــد  ــدين و ) mg/kg 229(گلوكوزيـ ــد 3پلارگونيـ  گلوكوزيـ

)mg/kg 105 (  رقم پوسـت سـياه اردسـتان       در عصاره اتانولي 
 از پوست خشك    ،ترين حلال به عبارتي قطبي  . اندشناسايي شده 

هـا را    بيـشترين ميـزان آنتوسـيانين      ،ترين رنگ رقم اناري با تيره   
 البته آب نيز به تنهايي مي توانست بـراي          .استخراج نموده است  

از پوست انار و استخراج آنتوسيانين هـا اسـتفاده          عصاره گيري   
به دليل اينكه استخراج به روش سوكسله انجام شـده و            اماشود  

دماي جوش آب نسبت به حلال هاي آلي ديگر بالا بود ترجيح            
 در. داده شد از آب در تركيب با سه حلال ديگر اسـتفاده شـود             

 همـانطور   ،گلوكوزيـد هاي منو و دي   مقايسه محتواي آنتوسيانين  

 هـاي  در تمام عصاره   دهدنشان مي  HPLCكه نتايج آزمايشات    
گلوكوزيـد  هـاي منـو    آنتوسـيانين  ، پوست سه رقم انار    حاصل از 

در ). 4جـدول   ( گلوكوزيـد وجـود دارد    بيشتري نـسبت بـه دي     
 تحقيقـي وجـود دارد كـه در آن  توسـط             ،ثير حلال أخصوص ت 

اسـتات  ن و اتيل  هاي مختلف همچون متانول، اتانول، استو     حلال
اكسيداني از پوست انـار اسـتخراج شـده         فنولي و آنتي  اجزاء پلي 

 ،هـا اكسيداني عصاره  ميزان فعاليت آنتي    با معيار قرار دادن    .ستا
 مهمتــرين نقــش را در ،هــا قطبيــت حــلالشــودمــيمــشخص 

اكـسيداني از پوسـت بـه عهـده دارد و           استخراج تركيبات آنتـي   
اكسيداني بيشترين ميـزان     فعاليت آنتي  عصاره متانولي با بالاترين   

فنـوليكي از پوسـت را اسـتخراج        ها و تركيبات پلي   اكسيدانآنتي
 اتـانول،   ،قطبيـت ميـزان   نموده است و به دنبـال آن بـه ترتيـب            

 پـژوهش در بررسي نتايج   . [10]استات قرار دارند    استون و اتيل  
ها را سيانيننتو آها را با نتايج تحقيقاتي كه    توان آن حاضر تنها مي  

بـه  . انـد مقايـسه كـرد     گيري نموده در آب انار شناسايي و اندازه     
عـلاوه  از آب انـار     تحقيقي  در   2011 سال     در فيشر   عنوان مثال 

اي كـه در بـسياري تحقيقـات قبلـي      بر شش آنتوسـيانين عمـده     
ايم، سـه   ها نام برده   آن  از اند و در مقدمه اين مقاله     شناسايي شده 

 -، سـيانيدين 1 روتينوزيـد 3 از جمله سـيانيدين      آنتوسيانين ديگر 
اسـتخراج و    نيـز     را 3هگزوسـيد -پنتوزيـد - و سيانيدين  2پنتوزيد

 ميـزان   2008  در سال  قورچي و همكاران   علي ].1[شناسايي كرد 
 تـا  15اي از  رقم انار ايراني را دامنه     15كل شش آنتوسيانين آب     

 در سـال    رانكم و همكا  ،]19[ گرم در هر ليتر آب انار      ميلي 252
 رقـم انـار     8هاي موجـود در آب      نينا محتواي كل آنتوسي   2009

 3گـرم سـيانيدين      معـادل ميلـي    369 تـا    81اي از   تركيه را دامنه  
در سـال    وارسته و همكاران     و ]7[گلوكوزيد در هر ليتر آب انار     

 آنتوسيانين كل را در زمان برداشت محصول در انار رباب           2012
. گـزارش كردنـد  ] 21[ر هر ليتر آب انارگرم د ميلي 935 4نيريز

ــق ــيدر تحقي ــاي عل ــارانه ــورچي و همك ــته و ].19[ق و وارس
گلوكوزيـد بخـش عمـده و       هـاي دي  آنتوسـيانين  ]21[همكاران

شـدند در   اصلي محتواي آنتوسيانين كل را در آب انار شامل مي         
هـاي  آيـد آنتوسـيانين   صورتيكه در تحقيق حاضـر بـه نظـر مـي          

هـاي عـصاره    عمـده محتـواي آنتوسـيانين     منوگلوكوزيد بخـش    
    . دهندپوست انار را تشكيل مي

                                                 
1  . Cyanidin 3-rutinoside 
2  . Cyanidin-pentoside 
3  . Cyanidin–pentoside-hexoside 
4  . Rabbab-e-Neyriz 
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    ميانگين راندمان استخراج عصاره از پوست سه رقم انار ايراني2جدول 
  *ميانگين راندمان استخراج  تعداد داده  رقم

  a 18/2 ±  87/12  12  ملس پوست گلي ساوه
  b 89/1 ±  59/11  12  شيرين پوست سياه اردستان

  b 14/2 ±  48/11  12   پوست سفيد راورترش
  

   آناليز هستند 12حاصل از ) means ± standard error(ها با دامنه خطاي استاندارد هاي ذكر شده، ميانگينارزش*
  .اند درصد در هر ستون از جدول با حروف لاتين مختلف نشان داده شده95داري در سطح اطمينان بالاتر از هاي معنيضمن اينكه تفاوت

  
   ميانگين راندمان استخراج عصاره توسط چهار حلال آلي از پوست انار3جدول 

  ميانگين راندمان استخراج تعداد داده   حلال آلي
  a 77/0 ±  55/18  9  اتانول

  b 39/0 ±  21/16  9  مخلوط مساوي از چهار حلال
  c65/0 ±  19/12     9  استون

  d 01/0 ±  98/0  9  اتيل استات
  . آناليز هستند9حاصل از ) means ± standard error(ها با دامنه خطاي استاندارد ي ذكر شده، ميانگينهاارزش*

  
هاي استخراجي توسط چهار در عصاره)  گرم پوست خشك100گرم در بر حسب ميلي(ها  تركيبات شناسايي شده و مقدار آن4جدول 

  حلال آلي از پوست خشك سه رقم انار 
  ترش پوست سفيد راور  ملس پوست گلي ساوه  سياه اردستانشيرين پوست   رقم

  4  3  2  1  4  3  2  1  4  3  2  1  *حلال

  -  56/0  08/2  -  40/2  67/0  07/2  -  -  -  60/3  82/0  گلوكوزيددي -5و3سيانيدين 
  13/0  24/1  -  -  49/0  -  55/0  13/0  -  -  -  24/0  گلوكوزيددي -5و3پلارگونيدين 

  05/0  -  03/0  -  -  05/0  -  30/0  -  -  9/20  03/2  گلوكوزيد-3دلفينيدين 
  27/0  01/0  34/0  09/0  -  27/0  98/2  74/1  36/1  -  9/22  60/2  گلوكوزيد-3سيانيدين 

  -  -  06/0  -  -  -  74/2  45/2  39/0  -  6/10  09/2  گلوكوزيد-3پلارگونيدين 
  .استات است استون و اتيل،نول مخلوط مساوي از چهار حلال آب، اتا.4اتيل استات و  .3 اتانول، .2استون،  .1 :هاحلال* 

  

  گيري كلينتيجه -4
دستگاه سوكسله و چهار حلال آلـي از        توسط   مطالعه حاضر در  

ها از  گيري شد و نمونه    سه رقم انار ايراني عصاره      خشك پوست
عصاره هاي   همچنين   . با هم مقايسه شدند    نظر راندمان استخراج  

توسـيانين بـه    پوست انار جهت شناسايي و تعيين مقـدار پـنج آن          
نتـايج آزمايـشات ثابـت كردنـد         . تزريق شدند  HPLCدستگاه  

ترين حلال مورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق          اتانول به عنوان قطبي   
 ± 77/0 (علاوه بـر اينكـه سـبب بيـشترين رانـدمان اسـتخراج            

ها را از پوسـت خـشك        بوده بالاترين ميزان آنتوسيانين    )55/18
يج بدست آمده و مقايـسه تـاثير        با نتا  .انار استخراج نموده است   

قطبيت حلال هـا در رانـدمان اسـتخراج و بـالاخص اسـتخراج              
آنتوسيانين ها مي تـوان گفـت بهتـر بـود آب نيـز بـه صـورت                  

ــه  ــايج جداگان ــد نت ــشان دادن ــتخراج ن ــيانيناس ــاي  آنتوس ه
 در بوده بــه طوريكــههــا بيــشترگلوكوزيــدمنوگلوكوزيــد از دي

-هـاي منـو   سـهم آنتوسـيانين    عصاره رقم پوست سياه اردسـتان     

گـرم در هـر      ميلـي  544گلوكوزيد استخراج شده بـا اتـانول بـه          
 mg/kg( گلوكوزيـد    3دلفينيـدين   (كيلوگرم پوست خشك انار     

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-1
1-

28
 ]

 

                             7 / 10

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-11083-fa.html


  ...شناسايي كمي و كيفي آنتوسيانين ها در عصاره پوست انار و همكاران                              يزيرحمت اله زارع زاده مهر
 

 38

 3و پلارگونيدين   ) mg/kg 229( گلوكوزيد   3، سيانيدين   )208
ــد  ــي)) mg/kg 105(گلوكوزي ــن . رســدم ــايجاي ــا تنت ــد أ ب يي

هـا در اسـتخراج      قطبيت حـلال   تحقيقات ديگر نقش پر اهميت    
 كـه البتـه     دهـد نشان مـي  را  فنوليكي از پوست انار     تركيبات پلي 
همچنـين    .ها نيـز جزئـي از همـين تركيبـات اسـت           آنتوسيانين

ــل داده ــشان داد  تحلي ــتخراج ن ــدمان اس ــاي ران ــصاره وزنه  ع
بـا تفـاوتي معنـي      ،   از پوست ضخيم انار اردستان     استخراج شده 

كمتر از دو رقـم ديگـر        درصد   95ن بيش از    دار در سطح اطمينا   
   .بوده است

  

  سپاسگزاري -5
از مديريت مركز تحقيقات انار جهـاد كـشاورزي سـاوه جهـت             

  .گرددتقدير و تشكر ميمين انار مورد نياز تحقيق أت
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Identification and quantification of anthocyanins in pomegranate 

peel extract. 
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In present study, dried pomegranate peel of three dominant Iranian varieties was extracted by soxhlet 
extraction (SE) method via four solvents. In this study Five anthocyanins were identified and 
quantified in the extracts by high performance liquid chromatography (HPLC) coupled with 
ultraviolet-visible (UV-Vis) spectrometric detector at wavelength of 517 nm according to their 
retention times and external standard method. According to the results extraction yield of Poost Siyahe 
Shirine Ardestan (PSSA) variety is more than other two varieties and extraction yield of ethanolic 
extracts is more than other solvents in p≤0.05. HPLC analysis was indicated pomegranate peel include 
of more mono glucoside anthocyanins than di glucoside anthocyanins also the most of anthocyanins 
particularly mono glucoside anthocyanins were detected in ethanolic extract obtained from dried peel 
of PSSA variety.  
 
Keywords: HPLC, Diglucoside Anthocyanin, Acetone, Soxhelt.  
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