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  هاي هاي رنگ شده به عنوان يكي از تقلب تشخيص خامه
  زعفران توسط روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا

  
  2عباس همتي كاخكي ،1جوادفيضي ،1بهزاد حقيقي

  
  
  
  

 چكيده
هـاي  افـزودن خامـه  ي ناشي از تقلب هاي براي تشخيص زعفران مرئي -فرابنفشيك روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا با آشكار سازي 

. رنگ شده با رنگهاي طبيعي استخراج شـده از گلبـرگ زعفـران، رونـاس، گلرنـگ و چغنـدر قرمـز بـه زعفـران خـالص ارايـه شـده اسـت             
 ،18Cسـتون فـاز معكـوس     هاي تقلبي با استفاده از زعفران خالص و زعفران) حجمي -حجمي %50(متانولي  -كروماتوگرامهاي عصاره آبي

تسـت  . ثبت گرديد C  30°در دقيقه در دماي  ليتر ميلي 1متانول در آب به مدت يك ساعت با سرعت جريان  % 80تا  20گراديان خطي از 
هـاي تقلبـي بـه ترتيـب در طـول      م هاي زعفران خالص و زعفرانكروماتوگرا هاي حاصل از آناليزآماري آناليز واريانس دو بعدي برروي داده

هاي رنگي استخراج شده محلولهاي رنگ شده با نانومتر اعمال و حضور خامه) 440يا ( 535و  260، )254يا ( 402، )254يا ( 520هاي  موج
هـاي رنـگ    ، خامـه )< %6/14وزني ( گلرنگهاي رنگي استخراج شده از  محلولهاي رنگ شده با  ، خامه)< %1/9وزني ( از گلبرگ زعفران

 چغندر قرمـز هاي رنگي استخراج شده از  محلولهاي رنگ شده با و خامه) < %1/9ي وزن( روناسهاي رنگي استخراج شده از  محلولشده با 
  .به وضوح شناسايي شدند) < %3/14وزني (
  

  هاي رنگ شدهخامه تقلب، زعفران، كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا، : كلمات كليدي
  
  

 3 2 1 مقدمه

هاي خشك و قرمز رنگ گياه كروكـوس  كلاله ،زعفران
امـروزه بجـز ايـران     .)17 و1(از خانواده زنبـق اسـت   وسيسات

                                                           
 :عضو هيات علمي مركز تحصيلات تكميلي در علوم پايه دانشگاه زنجان، -١

haghighi@iasbs.ac.ir  
 .ه زنجانكارشناس ارشد شيمي تجزيه ،مركز تحصيلات تكميلي در علوم پاي-2

عضـو هيـات علمـي پـارك علـم وفنـاوري        كارشناس ارشد صـنايع غـذايي،  -3
 .خراسان، مشهد

مهمترين كشورهاي توليد كننده زعفران، اسپانيا، يونان، هنـد  
تن زعفران در جهـان   250ساليانه حدود . باشندو مراكش مي

. )10 و2( تن آن مربوط به ايران اسـت  200شود كه توليد مي
در طــي دهــه گذشــته مطالعــات زيــادي در زمينــه تركيبــات  

ميايي زعفران توسط گروههاي تحقيقـاتي مختلـف انجـام    يش
كيفيـت   .)26و 22و 20و 19-18و 16و 9-8و 6( گرفته است

كروسـين و مشـتقات آن   : زعفران توسط سه متابوليت ثانويـه 
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سـافرانال عامـل   و  پيكروكروسين عامـل طعـم  ،  مسئول رنگ
علاوه بر اين زعفـران  . )7( شود مي عطر و بوي زعفران تعيين

هـا، فلاونوئيـدها،   ها، ويتـامين ها، كربوهيدراتل پروتئينشام
آمينواسيدها، مواد معدني، صمغ و تركيبـات شـيميايي ديگـر    

زعفران گرانبهاترين گياه زراعـي   .)24و 15 و1( نيز مي باشد
هـاي دور بـه   موجود در روي كره زمين است كـه از گذشـته  

غـذايي  دليل رنگ زيبا و عطر و طعـم اسـتثنايي آن در مـواد    
در سالهاي اخير با توجه به  .)17( مختلف كاربرد داشته است

ــادي در      ــات زي ــران، تحقيق ــات زعف ــق تركيب ــايي دقي شناس
خصوص اثرات درماني آنها صورت گرفته و توجه به اثـرات  

در . بيولوژيكي و كاربردهاي دارويي آن افزايش يافتـه اسـت  
در  مورد اثرات ضدسرطاني زعفران نيز گزارشـهاي متعـددي  

  .)15و 5-4و 2( سالهاي اخير منتشر شده است
از آنجايي كـه زعفـران محصـولي گرانقيمـت اسـت، بـه       

هاي گوناگون توسط افـراد سـودجو مـورد تقلـب قـرار       شيوه
ها يا فروشـندگان كـه بـه    متاسفانه بسياري از واسطه. گيرد مي

فكر استفاده از بازار پرفروش و پررونق زعفـران بـا توجـه بـه     
اند، گاهي ممكن است براي كم كردن ي آن افتادهقيمت بالا

هاي توليـد بـا اسـتفاده از مـواد آلـي و معـدني مختلـف        هزينه
هاي رنگ شـده تقلبـي ويـا بـه     دست به تقلب بزنند و زعفران

صــورت مخلــوط بــا زعفــران خــالص را اغلــب بــا كيفيــت و 
بندي و به بـازار عرضـه نماينـد و از ايـن     كميت نامناسبي بسته

زعفران معمـولاً توسـط   . لامت مردم را به خطر بيندازندراه س
هـايي كـه توسـط     افزودن مواد با منشا گيـاهي از جملـه خامـه   

مثـل  (چوب برزيلي، چوب صـندل و يـا رنگهـاي مصـنوعي     
گـاهي  . گيـرد اند، مورد تقلب قرار مـي رنگ شده) تارترازين

هـاي مرطـوب و يـا    اوقات بـا انبـار نمـودن زعفـران در محـل     
كردن ذرات ريز آب به داخل زعفران، باعث افزايش اسپري 

ن روش اسـپكتروفتومتري  يچند. )25و 17( شوند وزن آن مي
ي داري ـفي و بررسي پايري كيگمرئي جهت اندازه -فرابنفش

امـا ايـن روشـها بـراي      ،)23و 14( استزعفران گزارش شده 

روشـهاي  . گيري كمي تركيبات زعفران مناسب نيستنداندازه
بسياري براي تعيين تركيبـات زعفـران وجـود     رافيكروماتوگ

 )8( و همكـاران  ١روشي كه توسط لوزانـو  ، اما )22و 3( دارد
رابطــه بــين  تنهــا گــزارش تحقيقــاتي اســت كــه  ارائــه شــد،

تركيبات تشكيل دهنده زعفران و كيفيت گونه تجاري آن را 
هـاي   گيـري كمـي متابوليـت    ن روش اندازهآدر . كند بيان مي
و بعضي تقلبات شيميايي موجود در زعفران به صورت ثانويه 

  .همزمان انجام شده بود
ــاليز  هــدف اصــلي ايــن تحقيــق اعمــال تســت  آمــاري آن

ــانس ــ روي داده واري ــاليز  ه ــاتوگرافي حاصــل از آن اي كروم
  خـــالص و تقلبـــي و شناســـايي چهـــار نـــوع هـــاي زعفـــران

  تقلب زعفران است، لـذا رنگهـاي طبيعـي گلبـرگ زعفـران،     
  رونـــــاس ، (.Carthamus tinctorius L)گلرنـــــگ 

(Rubia Tinctorum)  زـرمــــــق درـنــــــغـه چـو ريشـــــ  
(Beta vulgaris L.)     ــزي ــگ آمي ــت رن ــتخراج و جه اس

هـاي رنـگ    سـپس خامـه  . هاي زعفران بكار برده شـدند  خامه
هـاي عصـاره    شده، با زعفران خالص مخلوط و كروماتوگرام

ــران   ــالص و زعف ــران خ ــول  زعف ــي در ط ــاي تقلب ــوج و  ه م
هـاي   سـپس داده . هاي بازداري مشـخص مقايسـه شـدند    زمان

 كروماتوگرامها در پارامترهـاي انتخـاب شـده بـا اسـتفاده از     

دوبعدي براي تمايز بين زعفران خالص  آناليز واريانستست 
  .و تقلبي آناليز شدند

  
  شگاهييط آزمايشرا

  مواد شيميايي
ــزارع     ــران از م ــه زعف ــرگ و خام ــالص، گلب ــران خ زعف

ه و در يخچـال و در  ي ـحيدريـه ته  آبـاد تربـت  وستاي صـفي ر
به منظور حفظ پايداري نگهـداري   گراد درجه سانتي 4دماي 
هـاي شـهر   گلرنگ، روناس و چغندر قرمز از عطـاري  .ندشد

) به عنوان استاندارد دروني( آنيلين نيترو -4. ندزنجان تهيه شد

                                                           
1 Lozano 
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ــوص   يدو  ــا درجــة خل ــتفاده ب ــورد اس ــيميايي م ــواد ش  گــر م
  .شدندتهيه  فلوكاو  مركهاي  اي از شركت تجزيه
  

  تجهيزات
 Pharmaciaدر ايـــــن تحقيـــــق از اســـــپكتروفتومتر   

 هــاي جــذبي بــراي ثبــت طيــف    Biotech 4000مــدل
همچنــين از دســتگاه  .مرئــي اســتفاده گرديــد -بــنفش مــاوراء

مجهـز   Knauerاز شركت  روماتوگرافي مايع با كارايي بالاك
و دتكتـــور  Wellchrom K-1001بـــه پمـــپ دو پيســـتوني 

و ســتون  Wellchrom K-2600مرئــي مــدل  -بــنفش مــاوراء
 5/12بــــه طــــول   Nucleosil-100 C18كرومــــاتوگرافي 

ــر و قطــر داخلــي   ســانتي ــر شــدة  ميلــي 4مت ــواد پ ــا م ــر ب  5مت
 .ميكرومتري استفاده شد

مــدل  Metrohmمتــر  pHتوســط  pHهــاي  گيــري انــدازه
به منظور  Biofuge primo R ل، و دستگاه سانتريفوژ مد713

  .هاي استخراج شده استفاده گرديدترسيب مواد معلق نمونه
  

هـاي رنگـي گلبـرگ زعفـران،      استخراج محلـول 
  گلرنگ، روناس و چغندر قرمز

در هـاون چينـي    گرم از گلبرگ خشك شـده زعفـران   5
و متـانول  ليتـر  ميلـي  85شامل (ليتر حلال ميلي 100ساييده، با 

مخلوط و به مـدت  ) مولار 5/1ر اسيد كلريدريك ليتميلي 15
درجه  25دقيقه توسط همزن مغناطيسي در درجه حرارت  30

در هـاون   خشـك  گـرم رونـاس   10 .گراد همـزده شـد  سانتي
ــا   ــاييده، بـ ــي سـ ــي 75چينـ ــوص  ميلـ ــر خلـ ــر آب مقطـ ليتـ

 100مخلوط و در دماي متانول ليتر ميلي 25و  يكروماتوگراف
گـرم   5. دسـاعت رفلاكـس ش ـ   3ت مـد گراد بـه درجه سانتي

ليتـر آب مقطـر   ميلـي  25گلرنگ در هاون چينـي سـاييده، بـا    
 مـولار  5/0كه توسـط محلـول سـود     يخلوص كروماتوگراف

pH  مخلـوط و بـه   متانول ليتر ميلي 25رسيده بود و  5/9آن به
گـراد رفلاكـس   درجـه سـانتي   100ساعت در دمـاي   3مدت 
چغنـدر قرمـز از روش   براي استخراج محلـول رنگـي از   . شد

هـاي  گرم از خلال 20در اين روش . پرس كردن استفاده شد
چغنـدر داخـل ســرنگ ريختـه و بــا اعمـال فشــار بـه پيســتون      

ليتر از محلول رنگي چغندر قرمـز اسـتخراج   ميلي 10سرنگ، 
ك بـوخنر خـلأ بـا    هاي رنگي بدست آمده به كممحلول. شد

درجـه   4اي صـاف گرديـد و در دم ـ   7/0 كاغذ واتمن شماره
اسـتخراج   مـادر غلظت محلولهـاي  . شدگراد نگهداري سانتي

شده از گلبرگ زعفران، گلرنگ، روناس و چغندر قرمـز بـه   
ــترت . تـــر اســـتيل لـــيمي گـــرم بـــر 2و  1/0، 1/0، 05/0ب يـ

توسـط   مـادر هاي  ق كردن محلوليهاي كار توسط رق محلول
  .ه شدنديته) حجمي/حجمي% 50(آب  -متانول
  

  هاي تقلبي هاي رنگ شده و زعفران ه خامهيته
هـاي رنگـي اسـتخراج شـده كـه       از محلـول تر يل لييك مي

روناس و چغندر قرمز به  گلرنگ ، نسبت به گلبرگ زعفران،
ــترت ــاي ي ــر   2و 01/0، 025/0، 017/0ب داراي غلظته ــرم ب گ
خامـه كـه روي    گرم كي وسيله افشانه به به، باشدتر مييللييم

بـار اسـپري و سـريعاً     6الـي   5، شيشه ساعت پهن شـده اسـت  
هاي تقلبي با اضافه كـردن   زعفران. شد توسط سشوار خشك

ــا  هــاي رنــگ شــده بــه كلالــه خامــه هــاي زعفــران خــالص ب
بـه   2/0(، )3بـه   3/0(، )3بـه   5/0(، )3بـه   1(هاي وزني  نسبت

 .، سـاخته شـدند  )هاي رنگ شده به زعفران خالصخامه(، )3
داراي  ،ترتيب نسـبت وزنـي   ه بههاي تقلبي ساخته شدزعفران

درصد ناخالصـي از نـوع خامـه رنـگ      3/6 و 1/9 ،3/14، 25
هاي تقلبـي سـاخته شـده از نظـر ظـاهري      زعفران. شده بودند

مشابه با زعفران خـالص بـوده بـه طـوري كـه توسـط        "كاملا
  .چشم قابل تشخيص نبودند

  
اســتخراج محلــول رنگــي زعفــران خــالص و     

  هاي تقلبي زعفران
هاي قرمز زعفران در هاون چينـي   گرم از كلاله يليم 400

ــا  ــانول ميلــي 10وليتــر آب مقطــر  ميلــي 10ســاييده، ب  ليتــر مت
سـاعت در   مخلـوط و بـه مـدت يـك     يكروماتوگراف خلوص
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  مجله پژوهشهاي عاوم و صنايع غذايي ايران       36

درجـه   25تاريكي توسط همزن مغناطيسي در درجه حرارت 
هاي گيـاهي   براي جدا كردن باقيمانده. گراد همزده شد سانتي

 7/0، از بـوخنر خـلأ بـا كاغـذ واتمـن شـماره       مخلوط حاصل
 rpmي حاصل با سرعت هامحلول ). 23-22و 8( استفاده شد

زها يدر همه آنال. ديفوژ گرديقه سانتريدق 20به مدت   10000
ز يقبـل از آنـال  . تـر بـود  يللييگرم بر ملييم 1/2غلظت زعفران 
 18/0(  نيليتـروآن ين -4تر از محلول يللييم 2، يكروماتوگراف

 1/2(تـر محلـول زعفـران    يللـي يم 2بـا  ) تـر يللـي يگرم بر ملييم
مخلــوط و بــا اســتفاده از غشــاهاي ) تــريللــييگــرم بــر ملــييم

ــلولزي ــاف )(Minisart 0.45 µmسـ ــي گ صـ ــردمـ . ديـ
ب بصـورت هفتگـي و   يو كار زعفران به ترت مادرهاي  محلول

-گـراد نگهـداري مـي   درجه سـانتي  4ه و در دماي يروزانه ته
  .دنشد

  
  روش كروماتوگرافي

ــو و همكــاران، از  ــه شــده توســط لوزان  مطــابق روش ارائ
بـه عنـوان فـاز     )B(متـانول  و )A(حـلال آب  گراديان  سيستم

ــد  ــتفاده ش ــاز متحــرك   .متحــرك اس ــه  ف ــه اولي ــا برنام -Aب

B,)20:80متانول به  شروع و با برنامه افزايش )حجمي/حجمي
دت يـك  صورت تغييرات خطي يك در صد در دقيقه بـه م ـ 

مـي   )حجمـي /حجمـي A-B,)80:20 ساعت بـه برنامـه نهـايي   
 1بـه ميـزان   جريـان  طول مدت آزمـايش سـرعت   در   .رسيد
گـراد  درجـه سـانتي   30دمـاي سـتون در   در دقيقـه و   ليترميلي

 50قـي بـه دسـتگاه    يمقدار نمونـه تزر . شدمي داشته ثابت نگه
  .ر مي شدمرتبه تكرا 4ها همه آناليز و بود تريلكرويم

  
 رييجه گيبحث و نت

 مرئي -فرابنفش نگاري فيط

متــانولي زعفــران خــالص و  -ف جــذبي عصــاره آبــيي ـط
هاي رنگ شده بـا رنگهـاي اسـتخراج شـده از گلبـرگ      خامه

نشـان   1گلرنگ، روناس و چغنـدر قرمـز در شـكل     زعفران،
بـر اسـاس اسـتاندارد تـدوين شـده از سـوي       . داده شده است

ــة بــين  ــتاندار مؤسس   جــذب مــاكزيمم در    ISOد المللــي اس
  ، در)تركيبــات رنگــي(هــا نــانومتر مربــوط بــه كروســين 440
 254و در ) عامـل عطـر و بـو   (نانومتر مربوط به سافرانال  330

  و13( دباش ـمـي ) عامل طعم(نانومتر مربوط به پيكروكروسين 
21-22(.  

ف جـذبي عصـاره   يدهد، طنشان مي 1همانطور كه شكل 
زعفران داراي چهـار طـول مـوج    خامه رنگ شده با گلبرگ 

ــاكز ــي 520و  345، 292، 265 مميم ــانومتر م ــا  ن ــه ب باشــد ك
هـاي   ف جذبي زعفران خالص، در طول موجيسه آن با طيمقا

 ــ 520و  440 ــانومتر تفــاوت ب ــن دو طين  ف جــذبي مشــاهدهي
ف جـذبي عصـاره خامـه رنـگ شـده بـا رنـگ        ي ـط. شـود  مي

و  335در اســتخراج شــده از گلرنــگ داراي دو بانــد جــذبي 
نانومتر، عصاره خامه رنگ شده با رنگ اسـتخراج شـده    402

نـانومتر   410و  330، 260از روناس داراي سه باند جـذبي در  
و عصاره خامه رنگ شده با رنگ اسـتخراج شـده از چغنـدر    

ــذبي در    ــد ج ــه بان ــز داراي س ــانومتر  535و  483، 262قرم ن
اهده شـده،  باشد، لذا با توجه به تفاوت طول موجهاي مش ـ مي

نـانومتر بعـلاوه طـول     535و  260و  402، 520طول موجهاي 
 مميطول موجهـاي مـاكز  (نانومتر  440و  330، 254موجهاي 
ز  عصـاره  يب بـراي آنـال  ي ـبـه ترت ) زعفـران خـالص   جذب در

 يرنگ ـمحلـول  استخراج شده از خامـه رنـگ شـده بـا      رنگي
استخراج شده از گلبرگ زعفران، گلرنگ، روناس و چغندر 

  .قرمز انتخاب شدند
  
 فيكروماتوگرا زيآنال

متانولي زعفران خالص و  -كروماتوگرامهاي عصاره آبي
ناشـي از افـزودن   ) حجمـي  /حجمـي % 50(زعفرانهـاي تقلبـي  

هاي رنگ شده بـا محلولهـاي رنگـي اسـتخراج شـده از      خامه
گلبرگ زعفران، گلرنگ، روناس و چغندر قرمز با نسـبتهاي  

ب در سه يبه ترت)  وزني/وزني% (25و  3/14، 1/9، 3/6وزني 
ــومي   ــوج عم ــانومتر 440و  330، 254طــول م ــه ( ن ــوط ب مرب

ــران خــالص  535و  260، 402، 520و طــول موجهــاي  )زعف
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  37        ... هاي رنگ شده به عنوان يكي از  تشخيص خامه

ب مربــوط بــه گلبــرگ زعفــران، گلرنــگ، يــبــه ترت(نــانومتر 
كروماتوگرامهـاي   2شـكل . ثبت شـد ) روناس و چغندر قرمز

نانومتر را  440و  330، 254عصاره زعفران در طول موجهاي 
  .دهدنشان مي
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هـاي  و خامـه ) ,a تريللييگرم بر مميلي  01/0(  زعفران خالص) حجمي/ حجمي% 50(متانولي  -مرئي حلول آبي -هاي فرابنفشفيط: 1شكل 

 ـ),c تـر يللـي يگرم بـر م ميلي  15/0( ، گلرنگ ),b تريللييگرم بر مميلي  25/0( رنگ شده با رنگهاي استخراج شده از گلبرگ زعفران  اس، رون

  .),e تريللييگرم بر ميلي م 2(و چغندر قرمز   ),d تريللييگرم بر مميلي  17/0(

 
ف ي ـبا توجه بـه تعـداد بانـدهاي جـذبي و شـكل كلـي ط      

ن، يكروكروس ـيپ :هي ـت ثانويمتابول 9مرئي زعفران،  -فرابنفش
-1-ديكربوكسـالده -1-يدروكس ـيه-4-لي ـتري مت -2،6،6

كـــامفرول، آلفـــا  ليســـويوبيتجن-HTCC(،3(كلوهگزن يســـ
و  5ني، كروس ـ 4ني، كروس ـ3ني، كروس ـ2نين، كروسيكروس
ز بـراي  يكـي در طـول آنـال   يچ پيه. شدند مشخص 6نيكروس

ــاهده   ــافرانال مش ــدس ــام  .)22-21و 8( نش ــا از يآنالدر تم زه
ستفاده شد ن به عنوان استاندارد دروني ايليتروآنين -4ب يترك

ك ي ـن پيدي بيكه در زمان بازداري مورد نظر همپوشاني شد
بـراي بررسـي   . ن مشـاهده شـد  يكروكروسين و پيليتروآنين-4

ز، غلظـت  يبـات زعفـران در طـول آنـال    يرات غلظـت ترك ييتغ
ثابـت   هاش ـيزعفران خالص و استاندارد درونـي در همـه آزما  

 09/0تـر بـراي زعفـران خـالص و     يللـي يگرم بـر م لييم05/1(
و ســپس ) تــر بــراي اســتاندارد درونــييللــييگــرم بــر ملــييم

ب و اسـتاندارد  ي ـك هـر ترك ي ـر پي ـز مسـاحت ن يهاي ب نسبت
ك اسـتاندارد درونـي   ي ـر پيز مساحتا ي) .Acomp/AI.S(دروني 
ــا  .محاســبه شــد) .Apic.+Acomp/AI.S(ن يكروكروســيبعــلاوه پ ب
 ومتري ور كروماتوگرافي، اسـپكتروفت ييچ تغيج هينتاتوجه به 

 ) .Apic.+Acomp/AI.S اي .Acomp/AI.S( هاكير پيز مساحتنسبت 
هـاي  ن اسـت كـه نمونـه   ي ـدهنـده ا  ن نشـان ي ـمشاهده نشد و ا

 b 

d

 a

 c

 e
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  مجله پژوهشهاي عاوم و صنايع غذايي ايران       38

انحـراف اسـتاندارد    .دارنديپا oC 4زعفران نگهداري شده در
كشـان  ير پي ـز مساحتز كه با استفاده از يبار آنال 4نسبي براي 

 10و  3ب بهتـر از  ي ـترتك و هفت روز انجام شد به ي طيدر 
  .درصد بود

  
  

 
، )a( 254هاي در طول موج) تريللييگرم بر ملييم 05/1(زعفران خالص ) حجمي-حجمي% 50(متانولي  -هاي محلول آبيكروماتوگرام: 2شكل 

330  )b ( نانومتر  440و)c(.  ن يليتروآنين -4استاندارد دروني)ان خطي از آب و متانول يفاز متحرك شامل گراد). تريللييگرم بر ملييم 09/0
  50قـي  ينـه تزر ومقـدار نم  ، oC 30، دمـا   در دقيقـه  تـر يللـي يم 1 اني، سرعت جر RP C18فاز ثابت . بود) قهيدق 60مدت زمان  در%  80تا  20(
، )7( 4ن ي، كروس ـ)6( 3ن ي، كروس ـ)5( 2ن يكروس، )4(ن آلفا ي، كروس)3(، كامفرول )2( HTCC،  )1(ن يكروكروسيپ: بات شامليتر و تركيكرليم

  .باشدمي ).I.S(و استاندارد دروني ) 9( 6ن ي، كروس)8( 5ن يكروس
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  39        ... هاي رنگ شده به عنوان يكي از  تشخيص خامه

ز محلــول يهــاي حاصــل از آنــالســه كرومــاتوگراميبــا مقا
استخراج شده از زعفران خالص و كروماتوگرامهاي حاصـل  

ده بـا محلـول   شز محلول استخراج شده از خامه رنگ ياز آنال
گي استخراج شده از گلبرگ زعفـران، در زمـان بـازداري    رن
بـه كـامفرول    شـود كـه مربـوط   مي كي مشاهدهيقه پيدق 3/21

در زعفـران خـالص و هـم در گلبـرگ زعفـران       بوده كه هم
ســه كروماتوگرامهــاي بدســت يبــا مقا. )12-11( وجــود دارد

هـاي  هـاي رنگـي اسـتخراج شـده از خامـه     آمده براي محلول
سه آنهـا بـا   يعي استخراج شده و مقايگهاي طبده با رنشرنگ 

هاي بدست آمده براي محلول زعفران  خـالص  كروماتوگرام
 و330 ،254(هاي تقلبي در سه طـول مـوج عمـومي   و زعفران

و طول موجهاي انتخابي، چهار زمـان بـازداري   ) نانومتر  440
ب بــراي يــقــه بــه ترت يدق 8/0و ) 3/29و  8/27(، 1/1، 3/21

ناشي از افزودن خامه رنگ شده با رنگهـاي   لباتقص تيتشخ
استخراج شده از گلبرگ زعفران، گلرنگ، روناس و چغندر 

كهـا در زمانهـاي بـازداري    ير پي ـسطوح ز .رمز انتخاب شدندق
رنـگ شـده اضـافه    انتخاب شده رابطه  خطي با غلظت خامـه  

ص تقلـب ناشـي از افـزودن خامـه     يتشخ ).3شكل (شده دارد 
تخراج شده از گلبرگ زعفران با روش رنگ شده با رنگ اس

پيك ظـاهر   رايست، زير نيپذكروماتوگرافي ارائه شده امكان
ب ي ـقـه كـه مربـوط بـه ترك    يدق 3/21در زمـان بـازداري    شده

باشد، هم در كروماتوگرام زعفران خالص و هم كامفرول مي
تنهــا در . در كرومــاتوگرام گلبــرگ زعفــران وجــود دارد   

زعفران خالص بـراي مـا مشـخص    صورتي كه كروماتوگرام 
توان تقلب ناشي از افزودن خامه رنگ شـده توسـط   باشد مي

ص يمحلول رنگي استخراج شده از گلبرگ زعفـران را تشـخ  
ز يك در آنـال ي ـر پي ـن حد آستانه بـراي مسـاحت ز  ييبا تع. داد

 1/1، در زمانهاي بـازداري  )1000در حدود (في كروماتوگرا
محلول استخراج شده از خامه  كروماتوگرام مربوط به(قه يدق

قـه  يدق 3/29و  8/27، )رنگ شده بـا محلـول رنگـي گلرنـگ    

كروماتوگرام مربوط به محلول استخراج شده از خامه رنگ (
كرومـاتوگرام  (قـه  يدق 8/0و ) شده با محلـول رنگـي رونـاس   

مربوط به محلول استخراج شده از خامه رنگ شده با محلول 
كـه در   ردصـي وجـود دا  كهـاي مشخ يپ) رنگي چغنـدر قرمـز  

هاي بازداري در كروماتوگرام مربوط بـه زعفـران   همان زمان
ص تقلب ناشي از افـزودن  ين تشخيبنابرا. ردخالص وجود ندا

خامــه رنــگ شــده بــا رنگهــاي اســتخراج شــده از گلرنــگ،  
روناس و چغندر قرمـز در طـول موجهـا و زمانهـاي بـازداري      

  .باشدر مييامكان پذبراحتي انتخاب شده 
  
  ها زدادهيآنال

همانطور كه ذكر شد در طول موجها و زمانهاي بـازداري  
در كروماتوگرام زعفـران   ،داده ها آماري زيانتخابي براي آنال

ك مشخصـي وجـود نداشـت، لـذا بـراي مشـاهده       ي ـخالص پ
ه كرومـاتوگرام زعفـران   ي ـروي خـط پا  )نـويز ( نوفه مساحت

دا ي ـاهش پاش ك ـهي ـمقدار اولك سوم يخالص، حد آستانه به 
 مربـوط بـه نوفـه    كـي يكرد تا در زمان بـازداري مـورد نظـر پ   

ك مشـاهده شـده بعـلاوه    ير پيز مساحتسپس  .مشاهده شود
ري مـورد  يرات تحـت تكـرار پـذ   يي ـمم تغيبعنوان ماكز% (10

ــازداري و طــول  نوفــه مســاحتبعنــوان ) مشــاهده در زمــان ب
در  نوفــه مســاحتســپس  .موجهــاي مــور نظــر انتخــاب شــد 

ــاتو ــالص و كرومـ ــران خـ ــاحتگرام زعفـ ــز مسـ ــر پيـ   كيـ
، 3/14، 1/9، 3/6بـا  (هاي تقلبي هاي زعفراندر كروماتوگرام

ــي% 25 ــي   /وزن ــوان ناخالص ــي بعن ــاي ) وزن ــول موجه   در ط
  )نـــــــــــــانومتر 535و 260، 402، 520، 440و  330، 254(

ــازداري  ــاي بـــ   8/0و ) 3/29و 8/27(، 1/1، 3/21(و زمانهـــ
دو بعـدي   آنـاليز واريـانس   ريبا استفاده از تسـت آمـا  ) قهيدق
  .ز شديآنال

  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  مجله پژوهشهاي عاوم و صنايع غذايي ايران       40

  

  
زعفران تقلبي ناشي از افزودن مقدارهاي متفاوت خامه رنگ شـده بـا   ) حجمي -حجمي% 50(متانولي  -هاي محلول آبيكروماتوگرام: 3شكل 

طول ). تريللييگرم بر ملييم 05/1( به زعفران خالص  )d(و چغندر قرمز ) c(، روناس )b(، گلرنگ )a(رنگهاي استخراج شده از گلبرگ زعفران 
% 25و  3/14و  1/9و صـفر،   cو  aوزني بـراي  % 3/14و  1/9، 3/6صفر، : نانومتر، نسبتهاي تقلب ) d( 535و ) a( ،402 )b( ،260 )c( 520موجها 

  .باشدمي 2ه شكل يشب آزمايش طيشرا. در جهت نشان داده شده است dو  bوزني براي  
  

 
دهد تقلب ناشي از نشان مي 1ج جدول همان طور كه نتاي

افزودن خامه رنگ شده با رنـگ اسـتخراج شـده از گلبـرگ     
،     )با فرض آگاهي از كروماتوگرام زعفـران خـالص  ( زعفران

گلرنگ، روناس و چغندر قرمـز در طـول موجهـاي انتخـابي     
درصـد وزنـي    1/9وجـود بـيش از   . قابل تشخيص مـي باشـد  

ج شده از گلبـرگ زعفـران،   خامه رنگ شده با رنگ استخرا
درصد وزني خامه رنگ شده با رنگ استخراج شده از  3/14

درصد وزني خامه رنگ شده با رنگ استخراج  1/9گلرنگ، 
درصد وزني خامه رنگ شده با رنگ  3/14شده از روناس و 

استخراج شده از چغندر قرمز با زعفران خالص، به ترتيب در 

 قابـل تشـخيص  نانومتر  535و 260، 402، 520طول موجهاي 
 254علاوه بر طول موجهاي انتخابي در طـول مـوج   . باشدمي

هاي رنگ شده با رنگ استخراج شـده از  نانومتر وجود خامه
ــران    ــرگ زعفـ ــي(گلبـ ــي/وزنـ ــاس  )< %1/9 وزنـ ، رونـ

و ) < %3/14 وزنـي /وزنـي (و گلرنگ ) < %1/9 وزني/وزني(
 نــيوز/وزنــي(نــانومتر خامــه رنــگ شــده بــا رنــگ  440در 

نـانومتر نيـز وجـود     330در . قابل تشخيص اسـت ) < 3/141%
گ اسـتخراج شـده   نوزني خامه رنگ شده با ر%  1/9بيش از 

  .باشد ل تشخيص مياز گلرنگ در زعفران خالص، قاب

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  41        ... هاي رنگ شده به عنوان يكي از  تشخيص خامه

  

ول 
جد

1  :
ست

ل ت
عما

ز ا
ده ا

 آم
ست

 بد
ايج

نت
 

س
ريان

 وا
ليز

آنا
 

اده
ر د

ب
ي 
ها

في
گرا

اتو
وم
كر

 
 آم

ست
بد

ران
زعف

 و 
ص

خال
ان 

عفر
ز ز

نالي
ز آ

ده ا
 و 

ري
زدا

ن با
زما

در 
ف 

ختل
ي م

تها
سب

با ن
بي 

 تقل
اي

ه
ظر

د ن
ور
ي م

جها
مو

ول 
ط

) .
w :

ن، 
وز

R
T

 :
ي، 

دار
باز

ان 
زم

A
s

 :
ت 

ساح
م

ر ز
ه د

نوف
ص، 

خال
ان 

عفر
A

as
 

 :
ي، 

تقلب
ان 

عفر
ك ز

ر پي
 زي

حت
سا

م
λ :

متر
انو

ب ن
حس

بر 
وج 

ل م
طو

 ) 3/1 
= 

V 1
/V

2
 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  مجله پژوهشهاي عاوم و صنايع غذايي ايران       42

  مراجع
1- Abdullaev F.I.1993. Biological effects of saffron, Biofactors 4 83–6. 
2- Abdullaev F.I. 2002. Cancer chemopreventive and tumoricidal properties of saffron (Crocus sativus L.), 

Experimental Biology and Medicine 227 20–5.    
3- Corti P., Mazzei E., Ferri S., Franchi G.C., Dreassi E.1996.High-performance thin layer 

chromatographic quantitative analysis of picrocrocin and crocetin, active principles of saffron (Crocus 
sativus L.): a new method, Phytochemical Analysis 7 201-203.  

4- Hosseinzadeh H., Younesi H. 2002. Petal and stigma extracts of Crocus sativus L. have antinociceptive 
and anti-inflammatory effects in mice, BMC Pharmacology 2 7-14. 

5- Karimi G., Hosseinzadeh H., Khaleghpanah P. 2001. Study of antidepressant effect of aqueous and 
ethanolic of Crocus sativus in mice, Iranian Journal of Basic Medical Sciences 4 11–15. 

6- Li N., Lin G., Kwan Y.W., Min D. 1999. Simultaneous quantification of five major biologically active 
ingredients of saffron by high-performance liquid chromatography, Journal of Chromatography A 849 
349–355. 

7- Loskutov A.V., Beninger C.W., Hosfield G.L., Sink K.C. 2000. Development of an improved procedure 
for extraction and quantification of safranal in stigmas of Crocus sativus L. using high performance 
liquid chromatography, Food Chemistry 69 87-95. 

8- Lozano P., Castellar M.J., Simancas M.J., Iborra J.L. 1999. Quantitative high performance liquid 
chromatographic method to analyze commercial saffron (Crocus sativus L.) products, Journal of 
Chromatography A 830 477–483. 

9- Lozano P., Delgado D., Gomez D., Rubio M., Iborra J.L. 2000. A non-destructive method to determine 

the safranal content of saffron (Crocus sativus L.) by supercritical carbon dioxide extraction combined 
with high-performance liquid chromatography and gas chromatography, Journal of Biochemical and 
Biophysical Methods 4328513-N 367–378. 

10- Negbi M. 1999. Saffron cultivation: past, present and future prospects, Harwood Academic Publishers, 
Amsterdam, pp. 1–19. 

11- Norbaek R., Kondo T. 1999. Flavonol glycosides from Flowers of Crocus specious and C. antalyensis, 
Phytochemistry 51 1113-1119. 

12- Norbaek R., Kondo T. 1999. Further anthocyanins from Flowers of Crocus antalyensis (Iridaceae), 
Phytochemistry 50 325-328. 

13- O'Neil C.A., Schwartz S.J. 1992. Chromatographic analysis of cis/trans carotenoid isomers, Journal of 
Chromatography A 624 235-252. 

14- Orfanou O., Tsimidou M. 1996. Evaluation of the colouring strength of saffron spice by UV-Vis 
spectrometry, Food Chemistry 57 463-469. 

15- Rios J.L., Recio M.C., M.Giner R., Manez S. 1996. An update review of saffron and its active 
constituents, Phytotherapy Research 10 189-193. 

16- Rödel W., Petrzika M. 1991. Analysis of the volatile components of saffron, HRC-Journal of High 
Resolution Chromatography 14 771–774. 

17- Sampathu S.R., Shivashanker S., Lewis Y.S. 1984. Saffron (Crocus sativus L.)  cultivation, processing, 
chemistry and standardization, CRC Critical Reviews in Food Science and Nutrition 20 123-157. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  43        ... هاي رنگ شده به عنوان يكي از  تشخيص خامه

18- Straubinger M., Bau B., Eckstein S., Fink M., Winterhalter P. 1998. Identification of novel glycosidic 
aroma precursors in saffron (Crocus sativus L.), Journal of Agricultural and Food Chemistry 46 3238–
3243. 

19- Sujata V., Ravishankar G.A., Venkataraman L.V. 1992. Methods for the analysis of the saffron 
metabolites crocin, crocetin, picrocrocin and safranal for the determination of the quality of spice using 
thin-layer chromatography, HPLC and GC, Journal of Chromatography A 624 497–502. 

20- Tarantilis P.A., Polissiou M. 1997. Isolation and identification of the aroma components from saffron 
(Crocus sativus L.), Journal of Agricultural and Food Chemistry 45 459–462. 

21- Tarantilis P.A., Polissiou M., Manfait M. 1994. Separation of picrocrocin, cis-trans-crocins and safranal 
of saffron using high-performance liquid chromatography with photodiode array detection, Journal of 
Chromatography A 664 55-61. 

22- Tarantilis P.A., Tsoupras G., Polissiou M. 1995. Determination of saffron (Crocus sativus L.) 
components in crude plant extract using high performance liquid chromatography-UV-visible 
photodiode-array detection-mass spectrometry, Journal of Chromatography A 699 107–118. 

23- Tsimidou M., Tsatsaroni E. 1993. Stability of saffron pigments in aqueous extracts, Journal of Food 
Science 58 1073-1075. 

24- Winterhalter P., Straubinger M.S. 2000. Saffron-renewed interest in an ancient spice, Food Reviews 
International 16 39–59. 

25- Zalacain A., Ordoudi S.A., Blazquez I., Diaz-plaza E.M., Carmona M., Tsimidou M.Z., Alonso G.L. 
2005. Screening method for the detection of artificial colours in saffron using derivative UV-Vis 
spectrometry after precipitation of crocetin, Food Additives and Contaminants 22 607–615. 

26- Zarghami N.S., Heinz D.E. 1971. The volatile constituents of saffron, Lebensmittel-Wissenschaft und-
Technologie-Food Science and Technology 4 43–45. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  مجله پژوهشهاي عاوم و صنايع غذايي ايران       44

 

Identification of colored styles as one of the saffron 
adulterations with HPLC 

 
B. Haghighi1, J. Feyzi2 and A. Hemmati Kakhki3 

 
 
 
 
 
Abstract 
 

High performance liquid chromatography (HPLC) with UV-visible detection was applied to identify 
adulterated saffron prepared by adding styles colored with the natural colorants extracted from saffron 
petals, safflower, madder and red beet to the pure saffron. The chromatograms of the methanol-water 
(50%, v/v) extracts of pure and adulterated saffron was obtained using a Nucleosil RP C18 column 
(5 µm) and a linear gradient from 20 to 80% methanol in water in 60 min with the flow rate of 1 ml 
min-1 at temperature 30°C. Two-way analysis of variance (ANOVA) was then applied to the HPLC 
data of the extracts of pure and adulterated saffron at the assayed wavelengths, 520 (or 254), 402 
(or 254), 260 and 535 (or 440) nm and the presence of styles colored with the colorants of saffron 
petals (>9.1%, w/w), styles colored with the colorants of safflower (>14.3%), styles colored with the 
colorants of madder (>9.1%) and  styles colored with the colorants of red beet (>14.3%) in saffron 
were significantly identified, respectively. 
 
Keywords: Saffron, HPLC, adulterant, colored styles 
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