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 چکیده

مروسرین یکری از چنرد    . اسرت  C44H64O24زعفران ترمینی به نام مروسین به فرمول شیمیایی  ترین عامل ایجاد قدرت رنگی دراصلی

عنوان رن  دهنده  این حلالیت یکی از دلایل ماربرد وسیع آن به. شوددر آب حل می یآسان ماروتنویید محدود موجود در طنیعت است مه به

قدرت رنگی زعفران یکی از پارامترهای عمده تعیین مننرده میفیرت زعفرران    . شدبادر مواد اذایی و دارویی نسنت به سایر ماروتنوییدها می

روش میکرو استخرا  مرورد اسرتفاده در ایرن تحقیرق از      .گیردمیزان مروسین موجود در آن مورد ارزیابی قرار می یریگ باشد مه با اندازهمی

در نمونه زعفران بکرار   مروسینموفقیت برای پیش تغلیظ و جداسازی تواند با است مه می استخرا  ی میکروها روش نیتر سادهو  نیدتریجد

گیرری، از  های انردازه نسنت به سایر روش مروسینگیری مورد استفاده در اندازه UV-Visسرعت، ارزانی و آنالیز آسان در طیف سنجی . رود

در ایرن  . ا  در برازده اسرتخرا  ترأثیر بسرزایی دارد    و حلال اسرتخر  مه نوع و حجم حلال پخشی داد نشانها بررسی. مزایای این روش است

تحت شرای  بهینه، منحنی مالینراسریون در  . متان به عنوان حلال استخرا  استفاده شدملروپژوهش از استون به عنوان حلال پخشی و دی

روش پیشرنهادی  . لیترر اسرت  یمیکروگرم بر میل 000008/0لیتر خطی بوده و حد تشخیص روش بر میلی کروگرمیم 51/0-00005/0دامنه 

های زعفران مناطق مختلف مورد استفاده قرار گرفته است و درصد بازیابی بسیار خوبی با گیری مروسین نمونهتحت شرای  بهینه برای اندازه

 .خطای مم محاسنه شده است

 

 .مروسین ،اسوکتروفتومتری ،پیش تغلیظ، میکرواستخرا  :کلمات کلیدی

 

    2 1مقدمه

ان گیاهی دائمری، علفری و زینتری اسرت مره بره گرل        زعفر

آور معروف است و به آن القرابی  بخش و شادیسلامتی و آرامش

ایرن   .اندسرخ نسنت داده یها و طلانظیر سلطان و پادشاه ادویه
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 انتیوبیوزیداستردی یک ترمیب این. است( C44H64O24)مولکولی 

 هرای گرروه . اسرت ( C20H24O4) مولکرولی  فرمول با مروستین از

 .(5شکل )اند شده استری گلوموز گروه سه یا دو، یک با انتهایی

 

 
 کروسین ساختار -  شکل

Figure 1- Structure of Crocin. 
 

 طنیعرت  در موجرود  محردود  ماروتنویید چند از یکی مروسین

 از یکری  حلالیرت  ایرن . شرود مری  حل آب در آسانی به مه است

 و ارذایی  مرواد  در دهنرده رن  عنوان به آن وسیع ماربرد دلایل

-آب ماروتنوئید این. باشدمی اماروتنوییده سایر به نسنت دارویی

 و بروده  بیشرتر  ماروتنوئیردها  دیگرر  بره  نسنت زعفران در دوست

 ,Abdullaev)دهرد  سرطانی وسیعی از خود نشان میفعالیت ضد

2002; Hosseinzadeh et al., 2009) .یکی زعفران رنگی قدرت 

 برا  مره  باشرد می زعفران میفیتّ منندهتعیین عمده پارامترهای از

-مری  قرار ارزیابی مورد آن در موجود مروسین میزان گیریهانداز

 گیرری انردازه  بررای  سرریع  و ساده روش یک ارائه بنابراین. گیرد

 .است برخوردار زیادی اهمیت از مروسین

 یرک  ترأمین ، ایتجزیره  تجهیزات زمینه در پیشرفت وجود با

 لازم دسرتگاهی  مقردار  تعیرین  برای مناسب شده استخرا  نمونه

 بافرت  نیسرتند  قرادر  دسرتگاهی  تجهیرزات  بیشرتر  زیرا. شدبامی

-آماده مرحله باید و مرده تحمل مستقیم طور به را نمونه پیچیده

 انجرام  هرا دسرتگاه  این وسیله به گیریاندازه از قنل نمونه سازی

 بره  توجره  نیازمنرد  مناسرب  اسرتخرا   روش یرک  انتخراب . شود

در دسرترس  ، را اسرتخ  زمران ، اسرتخرا   بازده نظیر پارامترهایی

 و مصرفی حلال مقدار، روش پیچیدگی، تجهیزات قیمت و بودن

 دانشرمندان  بنرابراین . باشرد می روش آن پذیری ماربرد محدوده

-آماده هایروش آوردن دست به برای تحقیق دننال به همچنان

 ممتر اجرایی هزینه، بیشتر سهولت، بیشتر سرعت با نمونه سازی

 قنرول  قابرل  تشرخیص  حرد  یک با لازم دقت و صحت تأمین و

 یرک  در مهرم  مرحلره  اولین مه نمونه سازیآماده مرحله .هستند

 پیچیرده  بافرت  از آنالیت یساز خالص شامل است شیمیایی آنالیز

-وقرت  و قیمرت گرران  معمرولاً مره   باشد یم تغلیظپیش و نمونه

 .رودمری  شرمار  بره  آنرالیز  فراینرد  یرک  طری  در مرحله گیرترین

 و سرازی انری ، اسرتخرا   ماننرد  نمونره  سرازی هآمراد  فرایندهای

 شردت  به را هاآنالیز صحت و اطمینان قابلیت هاآنالیت جداسازی

مرایع  مرایع  استخرا  (.Ahmed, 2001) دهدمی قرار تأثیر تحت
5
 

(LLE )یرک  بره  آبری  ینمونره  یک از هاآنالیت انتقال یپایه بر 

 سرازی آماده برای ایگستردهطور  به آب با امتزا قابل ایر حلال

 هرا ماسرتی  از برخری  وجرود  این با .است شدهگرفته  ماربه نمونه

                                                                                           
1- Liquid-Liquid extraction  
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 هرای حلال و نمونه حجم زیاد از استفاده، امولسیون تشکیل مثل

 برا  ناسرازگار  و، گرران  برر زمران  روشری  را LLE روش، سمی آلی

-روش یتوسرعه  بررای  هرا تلاش امروزه .سازدمی زیست محی 

. منندمی جوییصرفه مار نیروی و مواد و وقت در مه است هایی

، خودمار سازیموچک، سازیساده سوی به فعلی روند نظر این از

 داردوسرت ، حرلال  بردون  هایروش از استفاده همچنین وشدن 

. رودمری  پریش  اسرتخرا   قنول قابل بازده دارای و زیست محی 

-سرازی  موچک جدید هایروش از بعضی گذشته هایسال طی

 مورد معمول هایروش برای جایگزین عنوان به استخرا  یشده

 میکرواسرتخرا   به میان این از توانمی مه اندگرفته قرار بررسی

5مایع فاز
 (LPME )روش مرایع  فراز  میکرواسرتخرا   .مررد  اشاره 

 استخرا  روش به نسنت حلال حجم ماهش با نمونه سازیآماده

 بررای  حرلال  از یترمیکرول چند فق  آن در مه است مایع - مایع

 &)اسرت   نیراز  مرورد  مختلرف  هرای نمونره  از آنالیت تغلیظپیش

Cantwell, 1999; Kocurova et al., 2013; Zgota et al., 

2011 Ma) .قردیمی  مایع - مایع استخرا  روش در مه حالی در 

 . بود نیاز مورد حلال میلی لیتر صد از بیش

4مایع پخشی-روش میکرو استخرا  مایع
 هرای از روشیکی  

 Rezaee et) معرفی شرد  4001میکرواستخرا  بوده مه در سال 

al., 2006). ایرر  آلری  حلال یک از میکرولیتر چند روش این در 

 آلری  حرلال  یرک  در( مننرده اسرتخرا   حلال) آب با امتزا  قابل

 باشرد مری  آلی و آبی فاز دو هر با امتزا  قابل مه( پخشی حلال)

 بره  سررعت  برا  سررن  میکررو  یرک  توس  سوس و شودمی حل

 تشکیل ابری محلول بلافاصله. شودمی تزریق نمونه آبی محلول

 اسرتخراجی  حلال ریز بسیار ذرات از ناشی حالت این مه شودمی

 پخرش  نمونره  محلول سرتاسر در ملوئیدی حالت به مه باشدمی

-تره  آلی فاز شکل ابری محلول سانتریفیوا عمل بعد از. شوندمی

نشرین مره   فاز ته پس از آن. شودمی جدا آبی فاز از و شده نشین

                                                                                           
1- Liquid Phase Microextraction(LPME)  
2- Dispersive Liquid-Liquid Microextraction  

 دگررد ای منتقرل مری  هرای تجزیره  حاوی آنالیت است به دستگاه

(Ghaedi et al., 2009; Dadfarnia et al., 2008; Dadfarnia et 

al., 2009; Khalili Zanjani et al., 2007; Xiaodong et al., 

بره دلیرل   پخشری  مرایع  -روش میکرو استخرا  مایعدر  (.(2011

تشکیل حالت ابری، مساحت سطح تماس بین حلال اسرتخرا  و  

باشد، بنابراین بلافاصله تعادل برین دو فراز   فازآبی بسیار زیاد می

مورد نظرر از فراز    یهاشود و موجب انتقال سریع گونهبرقرار می

شرود، مره در حقیقرت مزیرت     آبی به درون حلال استخراجی می

توان بره  از دیگر مزایایی این روش می .باشداصلی این روش می

برودن روش و اسرتفاده از حجرم مرم     هزینره سادگی، سرعت، مم

از آنجا مه در این روش از مقادیر مم حلال آلی . نمونه اشاره مرد

گونره   استفاده شده و( بسته به قابلیت انحلال حلال آلی در آب)

ت شود، پس حساسری مورد نظر بدرون این حجم مم استخرا  می

روش بالا بوده و به عنوان یک روش با پیش تغلیظ بالا شرناخته  

در روش  یحرلال اسرتخراج   (.Biparva et al., 2012)شده است 

نقرش   مره  اسرت  عرواملی از مایع پخشری  -میکرواستخرا  مایع

خروب   رسیدن بره بازیرابی، فرامتور تغلریظ و گرزینش      در مهمی

پرذیری   امترزا  باید این حلال  .مندایفا میهای مورد آنالیز نمونه

داشرته باشرد و تشرکیل یرک     ( محلرول نمونره  )ممی با فاز آبی 

پایردار در  ( محلول ملوئیدی با قطرات بسیار ریز)فازی سیستم دو

 .حضور حلال پخشی، در هنگام تزریق به محلرول آبری را بدهرد   

، امتزا  پذیری بودهآنالیت را دارا  پتانسیل استخرا همچنین باید 

در ناحیه طول مو  جرذب آنالیرت   و  داشته باشد با حلال پخشی

باید برا هرر    در این روش حلال پخشی. هی  جذبی نداشته باشد

( محلرول نمونره  )و فراز آبری   ( حلال استخرا  مننده)دو فاز آلی 

همچنین بایرد بتوانرد مشرش سرطحی حرلال      . امتزا  پذیر باشد

آبری  استخرا  مننده را مم و آن را به صورت قطرات ریز در فراز  

پرامنده مند تا سطح بیشتری برای تماس حلال استخرا  مننرده  

و محلول نمونه فراهم مند و بدین ترتیب انتقال ترمینات هردف  

سرمیت و قیمرت نیرز از     .از فاز آبی بره فراز آلری افرزایش یابرد     
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 .باشدمیمناسب  پخشی فامتورهای مورد نظر در انتخاب حلال

 روش از اسرتفاده  گیرری مروسرین برا   در حال حاضرر انردازه  

شرود  انجام می 414-4استاندارد ملی  با مطابق اسوکتروفتومتری

متأسرفانه  (. 5981مؤسسه استاندارد و تحقیقات صرنعتی ایرران،   )

ی مرورد نظرر برا    این روش ویژه ننوده و قادر به تشخیص نمونه

تروان از ایرن روش   باشرد و نمری  حساسیت بالا و خطای مم نمی

های بیولوایکی استفاده مررد  وسین در نمونهگیری مربرای اندازه

(Lozano et al., 1999; Zougagh et al., 2005a .)هرای  روش

های زعفران استفاده شده مختلفی برای تعیین مروسین در نمونه

 Sampathu et)توان به مروماتوگرافی لایره نرازک   است مه می

al., 1984)  مرومراتوگرافی مرایع ،(Caballero-Ortega et al., 

2007; Mounira Lage et al., 2009) ،    مرومراتوگرافی گرازی

(Narasimhan et al., 1992; Tarantilis & Polissiou, 1997) ،

، طیرف سرنجی    (Tarantilis et al., 1995)طیف سنجی جرمری 

 Zougagh et)، الکتروفرورز al., 2005) (Zalacain et مادون قرمز

al., 2005b)  ته پروتون و رزونانس مغناطیسی هس(Assimiadis 

et al., 1998; Tarantilis & Polissiou., 2004) اشاره مرد . 

 پخشری  مرایع  -مایع استخرا  میکرو روش از بررسی این در

 ,.Dadfarnia et al)است  نمونه سازیآماده برای نوین روشی مه

 سرازی جردا  در برالا  برازدهی  بره  یرافتن  دسرت  منظور به (2010

-انردازه  و نمونه بیولوایکی شیر و زعفران ایهنمونه در مروسین

مرئری   -مراورابنفش  سنجی طیف با مم هایالظت در آن گیری

 به نسنت ممتر هزینه و زمان صرف با نانومتر 220در طول مو  

  .شودمی استفاده موجود هایروش سایر

 

 هاروش و مواد

 هاواکنشگر و هااستاندارد

 ایرن  در رفتره  مرار  بره  شریمیایی  هایمعرف و هاحلال ملیه

 بعردی  سرازی آماده بدون و آلمان مرک شرمت فرآورده، پژوهش

 آب در مروسرین  مقدار مناسرب  مردن حل با. شدند گرفته مار به

 گررم  میلی 5000 الظت با استاندارد محلول، تقطیر بار دو مقطر

 بره  سرانتیگراد  درجه 2 دمای یخچال در در و تهیه گردید لیتر بر

 هایمحلول، مادر محلول مردن رقیق از. شد هدارینگ نور از دور

هرای  حرلال . شردند  گرم بر لیتر تهیره میلی 5/0روزانه با الظت 

و  دی ملرومترران زایلررن،-، ارتررودی ملرواترران، تتراملریرردمربن

های اترانول، مترانول،   ملروفرم به عنوان حلال استخرا  و حلال

 مررک  تشررم  استونیتریل و استون به عنوان حرلال پخشری از  

هرای  هرا ویژگری  این حلال .گرفتند قرار استفاده مورد و خریداری

مورد نیاز برای حلال استخرا  و حرلال پخشری مره در بخرش     

 برای HClو  NaOH هایمحلول. مقدمه گفته شد را دارا هستند

 بار دو آب مناسب این دو ماده در مقادیر مردن حل با pHتنظیم 

 حیدریه، تربت به مربوط خشک زعفران ملاله .شدند تهیه تقطیر

 .شدند خریداری خراسان استان در باخرز و قائنات

 

 ابزار و هادستگاه

 یرک  از هرا محلرول  جرذب  میرزان  گیرری انردازه  بررای 

میکروسرل   بره  مجهرز  ( JENWAY 6300مدل) اسوکتروفتومتر

 نمونه برداشتن برای .شد استفاده دارد، را جذب حداقل مه موارتز

 از اسوکتروفتومتر، دستگاه میکروسل به تزریق و شده تغلیظپیش

 .گردیرد  اسرتفاده  هرامیلتون  میکرولیترری  50 میکروسرن  یک

-انردازه  NANO Technic) مدل) متر pHبا استفاده از pH مقادیر

 سرارتوریوس  ایتجزیره  تررازوی  یرک  از توزین برای .شد گیری

 برا  اسرتخرا   فراز  جداسرازی  .گردید استفاده آلمان مشور ساخت

 .شد انجام سانتریفیوا از استفاده

 

 -مرای   میکرواسرتخراج  رو  به کروسین اصول استخراج

 پخشی مای 

مه در بخش بعد بره آن پرداختره    از تعیین شرای  بهینهپس 

میکرواستخرا  توس  روش  مروسیناستخرا   شود به منظورمی

به عنوان فاز  دی ملرومتانمیکرولیتر از  400 مایع پخشی،-مایع
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به عنوان فراز پخشری بطرور     استنمیکرولیتر از  200و  را استخ

ترمیرب برا    دومجمروع  . شرود مامل در بشر موچکی بهم زده می

پرس از   .گرردد به نمونه حاوی آنالیت تزریق مری  سرنگی، سریعاً

هرم زمران   . شرود استخرا  انجام میمحلول ابری شکل تشکیل 

  مرورد  شررای  بهینره اسرتخرا    بررسری چهار لوله آزمایش برای 

هرا حراوی نمونره و لولره     تا از لولره  گیرد مه سهاستفاده قرار می

ملیره عملیرات روی محتروای هرر      .چهارم حاوی آب مقطر است

محتروای اسرتخراجی لولره    . گیررد صورت میچهار لوله آزمایش 

عنوان شراهد در تعیرین جرذب آنالیرت مردنظر       آزمایش چهارم به

دقیقه برا   ششها به مدت نمونه ،بعد از تشکیل حالت ابری. است

از  بعرد  و دور برر دقیقره سرانتریفیوا شرده     9100-2000سرعت 

-دو فاز مشاهده مری آزمایشی  انجام سانتریفیوا، درهر چهار لوله

جدا مرده و فاز ته نشین شده آزمایش را  هایفاز بالای لوله. شود

با استفاد از میکروسرن  وارد سرل مروارتز    با دقت و تماماًپایین 

سرن   گیری جرذب آنالیرت، دسرتگاه طیرف    قنل از اندازه. شودیم

و در حضور محتوای استخرا  لوله آزمرایش چهرارم    شدهمالینره 

-انردازه  نرانومتر  220طول مو  به عنوان شاهد، جذب آنالیت در 

گیری برای هر سه لوله آزمایشی انجرام  این اندازه .شودگیری می

 .گرددنتای  گزارش می شده و

بره صرورت    Enrichment Factor (EF)تغلریظ  پریش  فرامتور 

بره الظرت اولیره     Csed نشین شرده ته نسب الظت آنالیت در فاز

 .شودآبی تعریف می یآنالیت در نمونه

(5) EF=
 

 .آیداز منحنی مالینراسیون بدست می Csedمه مقدار 

بصررورت  Extraction Recovery (ER)بازیررابی اسررتخرا   

نشرین شرده اسرتخرا     مه در فاز تره  (no) مل آنالیت ازدی درص

 .شودتعریف می( nsed)شود می

(4) ER= ×100 

(9)  ER=  

نشین و حجم محلرول   به ترتیب حجم فاز ته Vaqو  Vsedمه 

 .آبی هستند

 

 بحث و نتایج

سه جزء حلال  مایع پخشی -در روش میکرو استخرا  مایع 

-ای با هرم مخلروط مری   ، حلال آلی و حلال پاشنده به گونهآبی

مننده بصورت قطرات ریرز در برین   شوند مه حلال آلی استخرا 

عوامل تجربی متعددی با هردف  . های حلال آبی پخش شودلایه

روش مرورد  ایرن   و برازده  بهنود سرعت، حساسریت، انتخرابگری  

 .گیردمطالعه قرار می

 

 و حلال پخشی هاثر نوع حلال استخراج کنند

-ملررو زایلن، دی-تان، ارتومملرودر این پژوهش ملرفرم، دی

و اترانول،  مننرده  عنوان حلال اسرتخرا   به مربنملریدتتراتان و ا

مورد بررسی  پخشیبه عنوان حلال متانول، استونیتریل و استون 

هرای آزمرایش   در بین حرلال  دهد مهنتای  نشان می .گرفتندقرار

 پخشی استون و حلال استخرا  استخرا  را حلالشده بیشترین 

. (5جردول  ) دهرد نشران مری  درصد  81/84با بازده متان ملرودی

بیانگر اثر نوع حلال استخرا  بر بازده استخرا  مروسین  4شکل 

شردن در   اسرتون قابلیرت حرل   . باشد یمبا حلال پخشی استون 

خرا  و یک حلال پخشی مناسب برای است هردو فاز را دارا است

-ملررو ابراین با توجه به بالاترین بازده اسرتخرا ، دی بن؛ باشدمی

نسنت به دیگر و استون های استخرا  متان نسنت به دیگر حلال

مایع –برای انجام آزمایش میکرواستخرا  مایع پخشیهای حلال

در تمرام مراحرل آزمرایش     .دنر گیرپخشی مورد استفاده قرار مری 

توجه به نسنت جذب خوانده شده بعرد  با  (EF)فامتور پیش تغلیظ 

جذب خوانده شرده قنرل از عمرل اسرتخرا       از عمل استخرا  به

 .شودتعیین شده و بازده استخرا  به روش زیر تعیین می

(2) ER= = 

0.1/10  87.86  100 = 87.86 
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 (تعداد تکرار=   )بازده استخراج کروسین بر  ی و حلال استخراجاثر نوع حلال پخش - جدول 
Table 1- Effect of type of the disperser solvent and extraction solvent on the extraction recovery of crocin (n=3) 

 اتانول 
Ethanol 

 استونیتریل
Acetonitrile 

 استون
Acetone 

 متانول
Mthanol 

 حلال
Solvent 

1.12±14.12 1.11±9.69 1.31±10.00 1.51±13.05 
 ملروفرم

Chloroform 

0.95±43.00 1.10±14.28 1.12±87.86 1.41±65.71 
 متانملرودی

Dichloromethane 

0.98±6.22 0.98±10.71 0.95±2.86 0.60±5.65 
 زایلن -اورتو

Ortho-xylene 

1.11±20.92 1.22±21.93 1.51±14.29 1.01±37.91 
 اتانملرودی

Dichloroethane 

1.98±49.12 2.10±20.09 0.52±61.00 1.60±51.81 
 مربنملریدتترا

Tetrachloridcarbon 

 

 
 (حلال پخشی استون) ینکروسبازده استخراج بر  حلال استخراجاثر نوع  - شکل 

 Figure 2- Effect of type of extraction solvent on the extraction recovery of crocin (Acetone disperser solvent). 

           5:ملروفرم              4:ملرومتاندی            9:زایلن -اورتو                  2:ملرواتاندی            1:تتراملریدمربن
1: Chloroform           2: Dichloromethane        3: Ortho-xylene       4: Dichloroethane    5: Tetrachloridcarbon 

 

 حلال پخشی استوناثر حجم 

-ملررو به منظور بررسی اثر حجم حلال پخشی استون از دی

میکرولیتر به عنوان حلال اسرتخرا  اسرتفاده    400متان با حجم 

از استون جهت  میکرولیتر 200انتخاب حجم (. 4جدول )شود می

برا مقردار    از نمونه بیشرترین برازده اسرتخرا     مروسیناستخرا  

توجه به اینکره هردف   . (9شکل ) دهدرا نشان می درصد 81/84

استفاده از حلال پخشی ایجاد سرطح تمراس بره منظرور انتقرال      

در ایرن حجرم    باشد وآنالیت از محلول نمونه به فاز استخرا  می

 برازده و برا ادامره افرزایش حجرم اسرتون      شده این سطح فراهم 

 حجرم  افزیش مهزیرا با ادا .گیرداستخرا  روند نزولی به خود می

 فرآینرد  و یافتره  افرزایش  آب در مروسین انحلال قابلیت استون،

 .گیردانجام می به طور ناقص استخرا 
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  (تعداد تکرار=   )بازده استخراج کروسین بر  حجم استوناثر  - جدول 

Table 2-Effect of volume of aceton on the extraction recovery of crocin (n=3) 

1 0.8 0.5 0.4 0.3 0.2 
 (میلی لیتر) حجم استون

Volume of acetone (ml) 

1.09±65.02 1.30±78.84 1.30±80.01 1.35±87.86 1.32±81.43 1.20±78.86 
 بازده استخرا 

Extraction recovery (℅) 
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 بهینه سازی حجم حلال پخشی استون - شکل 

Figure 3- Optimization of volume of disperser solvent, aceton. 
 

 متانکلروحلال استخراجی دی اثر حجم

برر روی اسرتخرا     متران ملررو حرلال اسرتخراجی دی  حجم 

این اثر در شرایطی مطالعه شرده مره    .تأثیر زیادی دارد مروسین

. باشدمیکرولیتر می 200حجم حلال پخشی استون مورد استفاده 

 400ترا   متران ملررو دی با افزایش حجرم مه  دهدنشان مینتای  

 40/11یافتره و بره   افرزایش   مروسرین میکرولیتر بازده استخرا  

 متانملرودیپس از آن افزایش حجم . (9جدول )رسد درصد می

های برالاتر، ذرات فراز   در حجمزیرا گردد؛ میبازده باع  ماهش 

-دی نسرنت برین  و در نتیجره   یافتهافزایش ( متانملرودی)آلی 

 مروسین در فاز آلی ماهش زیاد شده و الظت اتانولو  متانملرو

 .(2شکل )شود مم میاستخرا   بازده یافته و

 

 

 استخراجبازده بر  pHاثر 

هر روش استخرا  دیگری به منظرور فرراهم مرردن     همانند

نمونه را در روش میکرو استخرا   pHتوان گری بهتر میانتخاب

محلرول   pHبرای ایرن مطالعره    .مرد مایع پخشی تنظیم -مایع 

بررا افررزایش مقرردار مناسررب     54تررا  5ی اسررتاندارد از بررازه 

این اثر در . شود هیدرومسید تنظیم میاسید یا سدیمهیدروملریک

 200شرایطی مطالعره شرده مره حجرم حرلال پخشری اسرتون        

میکرولیترر   400متران  ملرومیکرولیتر و حجم حلال استخرا  دی

 3برابرر برا    pH دهرد مره در  نتای  نشان می (.2جدول )باشد می

درصرد   40/13بازده استخرا  بیشترین مقدار خود را داشته و بره  

 (.1شکل )رسد می

 (تعداد تکرار=   )بازده استخراج کروسین بر  حجم دی کلرومتاناثر  - جدول 
Table 3- Effect of volume of dichloromethan on the extraction recovery of crocin (n=3) 

500 400 300 200 100 
 (میکرولیتر)حجم دی کلرومتان 

Volume of dichloromethane 

(µ) 

1.3±15.5 1.2±27.5 1.22±34.29 1.32±65.20 1.20±28.57 
 بازده استخرا 

Extraction recovery (%) 
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 ومتانبهینه سازی حجم حلال استخراج دی کلر -4شکل 

Figure 4- Optimization of volume of extraction solvent, dichloromethane. 
 

 (تعداد تکرار=   )بازده استخراج کروسین بر  PHاثر  -4 جدول
Table 4- Effect of pH on the extraction recovery of crocin (n=3) 

7 6 5 4 3 
 شاخص واکنش

pH 

1.05±38.34 1.22±27.18 1.34±19.29 1.25±12.21 1.30±10.10 
 بازده استخرا 

Extraction recovery (%) 
      

12 11 10 9 8 
 شاخص واکنش

pH 

1.25±38.56 1.17±42.86 1.07±57.14 1.50±59.20 41/5±45.60 
 بازده استخرا 

 Extraction recovery (%) 

  
 کروسینبازده استخراج بر  pHاثر  -5 شکل

Figure 5- Effect of pH on the extraction recovery of crocin. 
 

 بر استخراج( قدرت یونی مویط )%اثر غلظت نمک 

اسرتخرا    برازده تواند یکی از عوامل مؤثر بر قدرت یونی می

-میکرواستخرا  مرایع آنالیت در تکنیک  نوعباشد مه با توجه به 

-تی مه قدرت یونی محی  میاثرا .اثر یکسانی نداردمایع پخشی 
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استخرا  را بهنود  :عنارتند از تواند بر استخرا  آنالیت داشته باشد

بازدهی استخرا  را مرم   تأثیری بر استخرا  نداشته باشد، بخشد،

به منظور بررسی اثر قدرت یرونی برر برازده اسرتخرا ، اثرر      . مند

ر برابر  pHحجمی در /درصد وزنی 50تا  5در دامنه  NaClالظت 

 میکرولیترر  400میکرولیتر حرلال پخشری اسرتون و     200و  3با 

نترای   . بررسری قررار گرفرت   متان مرورد  ملروحلال استخرا  دی

. منرد دهد مه افزایش نمک بازده استخرا  را مرم مری  نشان می

 افزایش با .گیردبنابراین استخرا  بدون افزایش نمک صورت می

 گیررد، ک صورت مری نم افزایش دلیل به مه محلول یونی قدرت

یافتره و برازده    حلال آلری مراهش   در مروسین شدن حل قابلیت

 . شوداستخرا  مم می

 

 استخراجبازده اثر زمان بر 

یابی به دقت، صحت و سرعت خوب، انتخاب به منظور دست

یابی به تعادل مامل بین فاز آلری و  یک زمان استخرا  مه دست

در  .مین منرد لازم اسرت  ها را تضر آبی و حدامثر استخرا  آنالیت

میکرو استخرا  زمان استخرا  به فاصرله برین تزریرق مخلروط     

نتای  . شودمننده به محلول نمونه و سانتریفیوا گفته میاستخرا 

دهد مره در زمران   بدست آمده از تعداد زیادی پژوهش نشان می

از تشکیل حالت ابری استخرا  سریعا بره حالرت    بسیار موتاه بعد

-میکرواسرتخرا  مرایع  با توجه به اینکه در روش . درستعادل می

 pHدر دقیقره   هشرت  با افزایش زمان سانتریفیوا تامایع پخشی 

 400میکرولیتررر حررلال پخشرری اسررتون و    200و  3برابررر بررا  

افرزایش  اسرتخرا    متان بازدهملروحلال استخرا  دی میکرولیتر

وش مرورد  راین ، این پارامتر در رسددرصد می 10/19یافته و به 

دهرد مره برا    نتای  نشان می (.1جدول )است  بررسی قرار گرفته

بره بعرد بره دلیرل حرل       دقیقه از هشتسانتریفیوا  افزایش زمان

-مشاهده می استخرا  شدن مروسین در استون ماهش در بازده

 (.1شکل )شود 

 

 (تعداد تکرار=   )استخراج کروسین  بازدهاثر زمان سانتریفیوژ بر  -5 جدول
Table 5- Effect of centrifuge time on the extraction recovery of crocin (n=3) 

10 8 6 4 2 
 ( دقیقه)زمان 

Time (min) 

0.95±50.22 1.11±63.50 0.94±42.86 1.15±28.57 1.04±20.13 
 استخرا  بازده

Extraction recovery (%) 
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 بازده استخراج کروسینبر تریفیوژ ساناثر زمان  -6 شکل

Figure 6- Effect of centrifuge time on the extraction recovery of crocin. 
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 منونی کالیبراسیون

سازی فامتورهای مؤثر برر اسرتخرا  مروسرین،    پس از بهینه

در هرای اسرتاندارد مروسرین    منحنی مالینراسیون بررای محلرول  

میکرولیتر حرلال پخشری    200و  3 برابر با pHشرای  بهینه در 

زمران  متران و  ملررو حلال استخرا  دی میکرولیتر 400استون و 

همرانطور مره   . مورد مطالعه قرار گرفرت دقیقه  هشتسانتریفیوا 

-00005/0دهد منحنری مالینراسریون در دامنره    نتای  نشان می

معادلره منحنرری  . میکروگررم بررر میلری لیتررر خطری اسررت    51/0

برروده و ضررریب    = 9051/0x + 4888/0yمالینراسرریون 

الظرت   xبرابرر برا جرذب و     yاست مه  3345/0همنستگی آن 

حد تشخیص روش مه سره  (. 1جدول )باشد محلول مروسین می

برابر انحراف استاندارد محلول شاهد تقسریم برر شریب منحنری     

لیترر  میکروگررم برر میلری    000008/0مالینراسیون است برابر با 

هنرده حساسریت برالای روش در انردازه     بدست آمد مه نشران د 

 . باشدگیری مروسین می

 

 شاخص های تجزیه ای روش -6جدول 
Table 6- Figures of merit of the proposed method 

 محدوده خطی  0.00001-0.15
Linear range (μg.mL−1) 

0.9921 
 ضریب همنستگی

Correlation of coefficient 

0.000008 
 حد تشخیص 

Detection limit (μ .mL−1) 

88 
 فامتور پیش تغلیظ

Preconcentration factor 

 

 های زعفرانگیری کروسین در نمونهاندازه

از تکنیرک مرذبور جهرت     ،به منظرور بررسری مرارآیی روش   

های زعفران استفاده شرده  گیری مروسین نمونهاستخرا  و اندازه

ی هرا قردرت رنگری ملالره    مروسین عامرل اصرلی ایجراد   . است

قدرت رنگی زعفرران یکری از پارامترهرای عمرده      .استزعفران 

گیرری میرزان   باشد مه با انردازه  تعیین مننده میفیتّ زعفران می

-بنابراین اندازه .گیردموجود در آن مورد ارزیابی قرار می مروسین

. گیری مقدار مروسین زعفران از اهمیت ویژه ای برخوردار اسرت 

زعفران ماملاً ساییده شده در یک گرم از نمونه خشک شده 01/0

میلی لیتر آب مخلوط و به مدت یک ساعت به شدت  40ارلن با 

. شرود میلی لیتر رسانده می 500سوس به حجم . شودهم زده می

میلری لیترر    500میلی لیتر از این محلول برداشته و به حجم  50

های سوس الظت مشخصی از مروسین به نمونه. شودرسانده می

 pH تربت حیدریه، قائنات و براخرز آمراده شرده اضرافه و     زعفران

 50داخل هرلوله آزمایش. رسانده شده است 3محلول زعفران به 

-های زعفران ریخته شده و استخرا  و انردازه میلی لیتر از نمونه

-همین روش بررای انردازه  . شودگیری در شرای  بهینه انجام می

اضافه مردن الظرت  های زعفران بدون گیری مروسین در نمونه

دهرد مره   نتای  نشران مری  . شودمشخصی از مروسین انجام می

بازده استخرا  بالا بوده و روش از مارآیی خوبی برای استخرا  و 

جدول )های زعفران برخوردار است گیری مروسین در نمونهاندازه

4.) 

 

 ی حقیقی شیرگیری کروسین در نمونهاندازه

 در شرای  بهینه مایع پخشی -میکرواستخرا  مایعاز تکنیک 

در نمونه بیولوایکی شریر  گیری مروسین جهت استخرا  و اندازه

 48بدین ترتیب مه به یرک خرانم شریرده    . استفاده گردیده است

ی سراعت نمونره   1گرم زعفران داده شد و بعد از میلی 1/0ساله 

 میلری لیترر از نمونره    9برای تهیه نمونره،  . آوری گردیدشیر جمع

با الظت مشرخص   مروسین استانداردبه آن  و هبرداشته شد شیر

سروس   .ه اسرت تزریق و سوس برا ممری آب رقیرق سرازی شرد     

ه دقیقره سرانتریفیوا شرد    40متانول به آن اضافه وحدود  یمقدار

برا برافر    پس از آن .منندمیها رسوب بدین ترتیب پروتئین. است

 10سروس ترا    .شرود مری تنظیم  3محلول روی  pH هیدرومسید

میلی لیترر   50ه و داخل هرلوله آزمایشمیلی لیتر رقیق سازی شد
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برا اسرتفاده از   گیری از نمونه شیر ریخته شده و استخرا  و اندازه

و  در شررای  بهینره   مرایع پخشری   -میکرواستخرا  مایعتکنیک 

 .شودانجام می روش افزایش استاندارد

 

 در نمونه های زعفراننتایج تجزیه ای برای اندازه گیری کروسین  -7جدول 
Table 7- Analytical results for determination of crocin in saffron samples 

 بازدهی
Recovery 

(%) 

 درصد خطا
RSD (%) 

  به دست آمده کروسینغلظت 
Found (μg.mL−1) 

 در زعفران تزریق شده کروسینغلظت 
Spiked (μg.mL−1) 

 نمونه زعفران
Saffron samples 

- 3 0.05±0.25 - 
 زعفران تربت حیدریه

Saffron of Torbat-e- 
Heydarieh 

98 3.2 0.07±0.31 5×10-2 
 زعفران تربت حیدریه

Saffron of Torbat-e- 
Heydarieh 

- 2.2 0.04±0.21 - 
 زعفران قائنات

Saffron of Ghaen 

97 2.3 0.05±0.25 5×10-2 
 زعفران قائنات

Saffron of Ghaen 

 زعفران باخرز - 0.04±0.19 2.1 -
Saffron of Bakharz 

97 3.1 0.06±0.25 5×10-2 
 زعفران باخرز

Saffron of Bakharz 

 

گیری مروسین در نمونه شریر بردون   همین روش برای اندازه

نترای   . گیررد اضافه مردن الظت مشخصی از مروسین انجام می

باشرد  های حقیقی میدهنده مارآیی بالای روش در محی نشان 

 اسروکتروفتومتری  روش تروان از در صورتی مه نمری (. 8جدول )

گیرری مروسرین در   برای انردازه  414-4استاندارد ملی  با مطابق

زیرا روش ویژه ننوده و . های حقیقی مثل شیر استفاده مردمحی 

قادر به تشخیص گونه مورد نظر با حساسیت بالا و خطای مم در 

 .باشدهای پیچیده نمیمحی 

 

 نتایج تجزیه ای برای اندازه گیری کروسین در نمونه شیر -8جدول 
Table 8- Analytical results for determination of crocin in milk sample 

 بازدهی
Recovery(%) 

 درصد خطا
RSD (%) 

  به دست آمده کروسینغلظت 
Found (μg.mL−1) 

 در شیر تزریق شده کروسینغلظت 
Spiked (μg.mL−1) 

 قیقینمونه ح
Biological sample 

- 3 0.04a± 4.02 - 
 شیر

Milk 

96 4.6 0.005± 0.057 5×10-2 
 شیر

Milk 
a (ng.mL−1)    

 

 

 گیرینتیجه

تغلیظ دهد مه جداسازی و پیشحاضر نشان می نتای  مطالعه

 تواند با استفاده از روش می زعفران های آبیدر نمونه مروسین

 

و بوسریله   دهپخشری انجرام شر   مرایع  -میکرواستخرا  مایع 

مایع -روش میکرواستخرا  مایع . گرددآنالیز  UV-Visسن  طیف

پرایین   حد تشخیصپخشی آسان و ارزان بوده و حساسیت بالا و 
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باید عوامرل مرؤثر برر     ،منظور بدست آوردن بهترین بازدهبه .دارد

تحت شرای  بهینه، منحنری مالینراسریون در   . بهینه گردند روش

میکروگرم بر میلی لیتر خطی بروده و حرد   51/0-00005/0دامنه 

روش . میکروگرم بر میلی لیتر اسرت  000008/0تشخیص روش 

-گیری مروسین نمونره پیشنهادی تحت شرای  بهینه برای اندازه

های زعفران منراطق مختلرف و نمونره بیولروایکی شریر مرورد       

ی استفاده قرار گرفته است و درصد بازیابی بسیار خوبی برا خطرا  

 بررای  برالایی ابلیرت  ق نتیجره روش  در. مم محاسنه شده اسرت 
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 منابع 
Abdullaev, F. 2002. Cancer Chemopreventive and 

Tumoricidal Properties of Saffron (Crocus 

sativus L.). Experimental Biology Medicine 

227: 20-25. 

Ahmed, F.E. 2001. Analyses of pesticides and their 

metabolites in foods and drinks. TrAC, Trends 

Analytical Chemistry 20: 649-661. 

Assimiadis, M.K., Tarantilis, P.A., and Polissiou, 

M.G., 1998. UV-vis FT-Raman and 1H NMR 

spectroscopies of cis–trans carotenoids from 

saffron (Crocus sativus L.). Journal of Applied 

Spectroscopy 52: 519–522. 

Biparva, P., Ehsani, M., and Hadjmohammadi, 

M.R. 2012. Dispersive liquid–liquid 

microextraction using extraction solvents 

lighter than water combined with high 

performance liquid chromatography for 

determination of synthetic antioxidants in fruit 

juice samples. Food Composition and Analysis 

27: 87–94. 

Caballero-Ortega, H., Pereda-Miranda, R., and 

Abdullaev, F.I. 2007. HPLC quantification of 

major active components from 11 different 

saffron (Crocus sativus L.) sources. Food 

Chemistry 100: 1126–1131.    

Dadfarnia, S., Haji Shabani, A.M., and 

Kamranzadeh, E. 2009. 

Separation/preconcentration and determination 

of cadmium ions by solidification of floating 

organic drop microextraction and FI-AAS, 

Talanta 79: 1061-1065. 

Dadfarnia, S., and Haji Shabani, A.M. 2010. 

Recent development in liquid phase 

microextraction for determination of trace level 

concentration of metals, A review. Analytica 

Chimica Acta 658: 107-119. 

Dadfarnia, S., Salmanzadeh, A.M., and 

Hajishabani, A.M. 2008. A novel 

separation/preconcentration system based on 

solidification of floating organic drop 

microextraction for determination of lead by 

graphite furnace atomic absorption 

spectrometry. Analytica Chimica Acta 623: 

163-167.  

Ghaedi, M.,
 

Shokrollahi, A., Kianfar, A.H., 

Pourfarokhi, A., Khanjari, N., Mirsadeghi, A.S., 

and Soylak, M. 2009. Preconcentration and 

separation of trace amount of heavy metal ions 

on bis(2-hydroxy acetophenone) ethylendiimine 

loaded on activated carbon. Hazardous 

Materials 162: 1408–1414. 

Hosseinzadeh, H., Modaghegh, M.H., and Saffari, 

Z. 2009. Crocus sativus L. (saffron) extract and 

its active constituents (crocin and safranal) on 

ischemia-reperfusion in rat skeletal muscle. 

Evidence Based Complement Alternative 

Medicine 6: 343-50. 

Khalili Zanjani, M.R., Yamini, Y., Shariati, S., and 

Jonsson J.A. 2007. A new liquid-phase 

microextraction method basedon solidification 

of floating organic drop. Analytica Chimica 

Acta 585 (2): 286-293.  

Kocurova, L., Balogh, I.S., Sandrejova, J., and 

Andruch, V. 2013. Solvent microextraction: A 

review of recent efforts at automation. 

Microchemical Journal 110: 599-607.  

Lozano, P., Castellar, M.R., Simancas, M.J., and 

Iborra, J.L. 1999. Quantitative highperformance 

Archive of SID

www.SID.ir

http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=00032670&issue=v658i0002&article=107_rdilpmtlcomr
http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=00032670&issue=v658i0002&article=107_rdilpmtlcomr
http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=00032670&issue=v658i0002&article=107_rdilpmtlcomr
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389408009126##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389408009126##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389408009126##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389408009126##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389408009126##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389408009126##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389408009126##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389408009126##
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03043894
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03043894
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03043894/162/2
http://www.sid.ir


 217     ...مایع پخشی-های زعفران با استفاده از میکرواستخراج مایعکروسین در نمونه استخراج و تعیین

liquid chromatographic method to analyse 

commercial saffron (Crocus sativus L.) 

products. Journal of Chromatography A 830: 

477–483. 

Ma, M., and Cantwell, F.F. 1999. Solvent 

microextraction with simultaneous back-

extraction for sample cleanup and 

preconcentration: Preconcentration into a single 

microdrop. Analytical Chemistry 71: 388-393.  

Mounira Lage, M., Charles, L., and Cantrell, C.L., 

2007. Quantification of saffron (Crocus sativus 

L.) metabolites crocins, picrocrocin and 

safranal for quality determination of the spice 

grown under different environmental Moroccan 

conditions. Scientia Horticulturae 121: 366–

373. 

Narasimhan, S., Chand, N., and Rajalakshmi, D. 

1992. Saffron: quality evaluation by sensory 

profile and gas chromatography. Journal of 

Food Quality 15: 303–314. 

Rezaei, M., Assadi, Y., Milani Hosseini, M.R., 

Aghaee, E., Ahmadi, F., and Berijani. S. 2006. 

Determination of organic compounds in water 

using dispersive liquid-liquid microextraction. 

Journal of Chromatography A 1116: 1-9. 

Sampathu, S.R., Shivashankar, S., and Lewis, Y.S., 

1984. Saffron (Crocus sativus L.): cultivation, 

processing, chemistry and standardization. 

Critical Reviews in Food Science and Nutrition 

20 (2): 123–157. 

Tarantilis, P.A., Tsoupras, G., and Polissiou, M., 

1995. Determination of saffron (Crocus sativus 

L.) components in crude plant extracts using 

high-performance liquid chromatography–UV–

Vis photodiode-array detection-mass 

spectrometry. Journal of Chromatography A 

699: 107–117. 

Tarantilis, P.A., and Polissiou, M.G. 1997. 

Isolation and identification of the aroma 

components from Saffron (Crocus sativus). 

Journal of Agricultural and Food Chemistry 45: 

459–462. 

Tarantilis, P.A., and Polissiou, M.G. 2004. 

Chemical analysis and antitumor activity of 

natural and semi-natural carotenoids of saffron. 

Proceedings of the 1st International Symposium 

on Saffron Biology and Biotechnology 2003. 

Acta Horticulturae 650: 447–461. 

Xiaodong, W., Qiuling , Y., Zhidong, Y., and 

Qingwen,  D. 2011. Ultra-sensitive 

determination of cadmium in rice and water by 

UV-vis spectrophotometry after single drop 

microextraction. Spectrochimica Acta 97: 249–

254. 

Zalacain, A., Ordoudi, S.A., Blazquez, I., Diaz-

Plaza, E.M., Carmona, M., Blazquez, M.Z.I.,  

Zgota- Grzeskowiak, A., and Grzeskowiak, T. 

2011. Dispersive liquid-liquid 

microextraction. Trends Analytical Chemistry 

30: 1382-1399. 

Zougagh, M., Rios, A., and Valcarcel, M., 2005. 

An automated screening method for the fast, 

simple discrimination between natural and 

artificial colorants in commercial saffron 

products. Analytica Chimica Acta 535: 133–

138. 

 

 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.tandfonline.com/toc/bfsn20/current
http://pubs.acs.org/journal/jafcau
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X10001992##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X10001992##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X10001992##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X10001992##
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0026265X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0026265X/97/2
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00032670/48
http://www.sid.ir


5     Saffron Agronomy & Technology  

 

 

Extraction and Determination of Crocin in Saffron Samples by 

Dispersive Liquid-Liquid Microextraction 

 
Somayeh Heydari1* and Maryam Khalili2 

 

Received: 1 June, 2015                                    Accepted: 11 February, 2016 

 

 
 10.22048/jsat.2016.38674:DOI 

 

Abstract 
The main component responsible for color in saffron is crocin with the chemical formula of 

C44H64O24. Crocin is one of several carotenoids in nature that is soluble in water. This solubility is one 

of the reasons for its widespread usage as a colorant in food and medicine compared to other 

carotenoids. The coloring strength of saffron is one of the major factors that determine the quality of 

the saffron stigma. It will be evaluated with measuring of crocin. Microextraction is the newest and 

easiest method that can be successfully applied for the preconcentration and separation of crocin in 

saffron samples. The advantages of this method are faster, cheaper and easier analysis by UV-Vis 

spectrophotometry in measurement of crocin compared to the chromatographic analysis methods. The 

studies showed that the type and volume of disperser and extractant solvent have a significant effect 

on the efficiency of crocin extraction. In this work, acetone as the disperser solvent and 

dichlorometane as the extractant solvent were found to be suitable combinations. Under the optimal 

conditions, the calibration curve was linear in the range of 0.15-0.00001 μg mL
-1

 and the limit of 

detection (LOD) was calculated based on 3 Sb/m (where, Sb and m are the standard deviation of the 

blank and slop ratio of the calibration curve respectively) was 0.000008 μg mL
-1

. The procedure was 

applied to saffron samples and the good recovery percent for the saffron samples was obtained. 

 

Keywords: preconcentration, microextraction, spectrophotometry, crocin 
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