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  دهیچک

کننـده مـورد اسـتفاده قـرار     به منظور ایجاد ظاهر مطلوب و مورد پسـند مصـرف  اي از محصولات غذایی هاي رنگی در طیف گستردهامروزه افزودنی
همچنین عصـاره  . هاي سنتزي بکار رودعنوان جایگزین رنگ تواند بهعصاره آناتو یک رنگ طبیعی ایمن براي کاربردهاي خوراکی است که می. گیرند می

. دهـد هاي سنتزي را کاهش مـی کاربرد آن در محصولات غذایی، لزوم استفاده از نگهدارندههاي ضدمیکروبی و آنتی اکسیدانی است و آناتو داراي ویژگی
و ) درصـد  4 -20(، نسبت دانه به حـلال  )ساعت 2 -10(، زمان )گراددرجه سانتی 5 -60(تأثیر دما  بررسی منظورب مرکزي مرکب طرح از این پژوهش در

 سـطح  رویه از .شد استفاده رنگ، استخراج فرایند سازي بهینه و دانه آناتو از رنگ استخراج بر میزان )درصد 0 -100(هاي کلروفرم و استون مخلوط حلال
دما و نسبت دانه به  فاکتورهاي داد، نشان واریانس آنالیز نتایج .گردید استفاده آزمون میزان کمترین با فرایند شرایط بهترین برآورد یافتن جهت پاسخ نیز

 يدرجـه  48دمـاي   فرآینداستخراج شامل ي مقدار رنگ آناتو دربیشینه حصول جهت بهینه عملیاتی شرایط. بیشترین اثر را دارنداستخراج رنگ  بر حلال
درصـد و   95/3گردید که در این شرایط راندمان استخراج رنگ آنـاتو   درصد کلروفرم تعیین 100و  9/12ساعت، نسبت دانه به حلال  2گراد، زمان سانتی

  .درصد بود 100یافت شد که میزان مطلوبیت براي هر دو پاسخ  597/0نوري میزان جذب 
  

  سازي، رنگ، روش سطح پاسخاستخراج، آناتو، بهینه :ديیهاي کلواژه
  

  12مقدمه
 ایجـاد  ایمنـی،  منظـور بـه  غـذایی  سـنتزي  و طبیعی هايفزودنیا

شـوند  مـی  اسـتفاده  خوراکی مواد طعم و بهبود عطر مطلوب و ظاهري
کنندگان مواد غذایی نسـبت بـه غـذاهایی کـه عـاري از مـواد       مصرف

مواد طبیعی به کار رفته است تمایل بیشتري  ها آنشیمیایی بوده و در 
دهند و به همـین دلیلمطالعـات زیـادي روي امکـان      یماز خود نشان 

ي غـذاها شیمیایی با ترکیبات طبیعی در  هايافزودنیجایگزین کردن 
 Nakamura et؛1387رزگر و همکاران، ب(مختلف صورت گرفته است 

al, 1991( . رنگ آناتو به چند قـرن پـیش کـه    تاریخشناختواستخراج
پوستان آمریکاي جنوبی و مردمان مکزیک از آن به عنوان ادویـه  سرخ

-Galindo(گـردد  کردنـد، برمـی  و رنگ در مواد غذایی اسـتفاده مـی  

                                                             
، گروه علوم و صنایع غذاییو استادان  آموخته کارشناسی ارشد  دانش -3و 2،  1

 مشهددانشگاه فردوسی  دانشکده کشاورزي،
غذایی پژوهشکده علوم و فناوري مواد غذایی  هايافزودنی گروه پژوهشی، مربی - 4

  .جهاد دانشگاهی مشهد
  )Email: habibi@um.ac.ir: نویسنده مسئول -(* 
  

Cuspinera, 2003 .( کاروتنوئیدي  طبیعی رنگدانه یک آناتو دانهرنگ
ــتخراج ــده اس ــرياز  ش ــارپ پ ــه ک ــايدان ــت ه ــااورلانا  درخ بیکس

(BixaorellanaL.) ء رنگی مهم در عصاره استخراج شـده  جز. است
 در اصلی ء رنگیبیکسین و جز-سیس-9'که محلول در روغن است، 

نوربیکسـین،  -سـیس -9 'قلیـایی  عصاره استخراج شـده بـا محلـول   
ه کاروتنوئیدهاي پریکارپ دانه آناتو را بخش عمد. محلول در آب است
کل کاروتنوئیدهاي موجود در % 80دهد که حدود بیکسین تشکیل می

ي آنـاتو عـلاوه   عصاره). Preston & Rickard,1980( آناتو می باشد
میکروبی اسـت کـه   اکسیدانی و ضدبر داشتن رنگ، داراي ویژگی آنتی

ایـن کاروتنوئیـد مربـوط     به وجود باندهاي دوگانه کونژوگه در سـاختار 
اخیرا مشخص شده است کـه  ). Ramamoorthyet al, 2011(است 

باشـد و  داراي ویژگی ضدسرطانی نیز مـی ) سیس بیکسین(رنگ آناتو 
 ,Tibodeauet al(هـاي سـرطانی را دارد   توانایی از بین بردن سلول

کند عصاره آناتو رنگ نارنجی تا قرمز در مواد غذایی ایجاد می). 2010
مختلـف   غـذایی  هاي درفرآورده سالم، و طبیعی یک رنگدانه عنوانوبه

 هـاي نوشیدنیهاي قنادي، نانوایی، فرآوردهمانند پنیر، کره، مارگارین، 
 ).Henry, 1996(مرباها کاربرد دارد  انواع ها ومختلف،اسنک

 pHبیکسین حساس بـه نـور و حـرارت اسـت و در      -رنگ سیس
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حداقل اثـر   pH. شودنجی به صورتی تبدیل مینار -پائین از رنگ زرد
نوربیکسین پایداري کمتـري  . را روي حلالیت و پایداري بیکسین دارد

هاي بالا فرم ایزومري کند در حرارترسوب می pHداشته و با کاهش 
سیس که فرم غالب و حساس به حرارت است، بـه شـکل تـرانس در    

موجود در دانه هـا بـه    ياگر چه کل رنگدانه). Lauro, 1991(آید می
هـاي بـا   کند امـا دانـه  طور گسترده از درختی به درخت دیگر فرق می

  ).FAO, 1995(باشنددرصد بیکسین می 3کیفیت عالی حاوي بیش از 
 گیـاهی  طبیعـی  منـابع  از رنـگ  استحصـال  دنیا در حاضر درحال

دارد اما اطلاعـات تکمیلـی پیرامـون     وجود رایج فناوري یک عنوان به
هـاي  ها با روشسازي شرایط استخراج این رنگدانهفنی و بهینه دانش

 از هدف. رسدنوین جهت حصول بیشترین راندمان ضروري به نظر می
اسـتخراج رنـگ از دانـه     بهینـه  شرایط دستیابی به پژوهش، انجام این

 يبهینـه  مقـادیر  تعیـین  بـراي  پاسـخ  سـطح  روش از اسـتفاده  باآناتو 
  .باشدمی بررسی مورد فاکتورهاي

  
  هامواد و روش

 مواد
ي آناتو تهیه شده از دانه شامل، پژوهش این در استفاده مورد مواد

 ازشرکتهاي هگزان، استون، کلروفرم و اتیل استات کشور هند، حلال
تجهیزات مورد اسـتفاده  . بوده است 1و کاغذ صافی واتمن آلمان مرك

ساخت ژاپن،  UV-160Aمدل  شیمادزو شامل دستگاه اسپکتروفتومتر
  .ساخت آمریکا بود 1410D-2Eمدل  آون تحت خلا شل لب

  
 هاروش

 ,.Castello et al(به منظور استخراج رنگ آناتو از روش کاستلو 
 50گرم دانه آناتو را در  20مطابق این روش ابتدا . استفاده شد) 2004
 4زدایـی منظـور روغـن  سـاعت، بـه   6لیتر حلال هگزان به مـدت  میلی

هـاي  پس از انجام فیلتراسیون و جدا نمودن هگزان، دانه. خیسانده شد
 .زدایی شده براي استخراج رنگ مورد استفاده قرار گرفتندروغن
  

  ي رنگی آناتواستخراج عصاره
هاي آلی مورد آزمون شامل کلروفرم، اتانول، اتیل اسـتات و  حلال

ده کلروفـرم و  تیمارهـاي انجـام ش ـ  از آنجا که در پـیش . استون بودند
ها رنگ بیشتري جذب کردنـد، در فراینـد   استون نسبت به سایر حلال

استخراج نهایی از این دو حلال و مخلوط آنها با نسبت هاي مشخص 
هــاي رنگــی استحصــال شــده پــس از فراینــد عصــاره. اســتفاده شــد

فیلتراسیون، بوسیله آون تحت خلا خشک شده و به صـورت پـودر در   
هاي دوگانه کنژوگه، طـی  ري از آسیب حرارتی باندجهت جلوگی. آمدند

  .استفاده شد) گراددرجه سانتی 40(خشک کردن از دماي پائین 

  
  گیري مقدار رنگاندازه

لیتـر  میلـی  10گرم از پودر رنگ آناتو بدسـت آمـده را در   میلی 20
مرتبـه شـدت    100سازي تـا  حلال کلروفرم حل نموده و پس از رقیق

کـه   )maxλ(نـانومتر   502پکتروفتومتر در طول مـوج  رنگ را بوسیله اس
 Vasuet(بیکسین بیشـترین جـذب را در کلروفـرم دارد، انجـام شـد      

al.,2004; Yolmehet al., 2014.(  
  

  اندمان استحصال رنگر
به منظور تعیین راندمان استحصال رنگ مقدار نهایی پـودر رنگـی   

نسبت وزنی رنـگ  توزین شده و  001/0بدست آمده با ترازوي با دقت 
بدست آمده در برابر مقدار دانه اولیه به عنوان راندمان استحصال رنگ 

  .محاسبه گردید
  
  ها داده آماري وتحلیل ه وتجزي آزمایش طرح
 هـاي آمـاري  تکنیـک  از ايمجموعـه  (RSM)پاسخ  سطح شور
 نظـر  مـورد  پاسـخ  رود کهمی بکار فرایندهایی سازي بهینه در که است

 گرافیکـی  شـماي . گیـرد می تاثیر قرار تحت متغیرها از تعدادي توسط
 کمک با. است شده پاسخ سطح روش يتعریف واژه سبب ریاضی مدل
مـدل   ضـرایب  کلیـه  و یافته کاهش هاآزمایش تعداد طرح آماري، این

-مهـم . برآورد هستند قابل ها،فاکتور متقابل اثر و دوم درجه رگرسیون
 از بـود،  فاکتورهـا  و متقابل اصلی آثار بررسی تحقیق این مسئله ترین
. )Zhang et al., 2010(شـد   پاسخ انتخاب سطح آماري طرح رو این
نسبت  X3زمان،X2، دما X1مستقل شامل  اثر متغیرهاي مطالعه این در

 پـنج  هر کدام در کلروفرم به استون، نسبت حلال X4و  دانه به حلال
  .گرفت قرار ارزیابی مورد سطح

 نشـان  آنهـا  و مقادیر سـطوح  فرایند مستقل متغیرهاي1 در جدول
  .آزمایش در دو تکرار انجام شد .است داده شده
. باشـد  مـی  دوم درجهي رابطه عموما RSMدر  استفاده مورد مدل

 آثـار  کـه  شـده  تعریـف  وابسته، مدلی متغیر هر براي RSMروش  در
 نمایـد،  مـی  بیـان  جداگانه متغیر ابرروي هر ر فاکتورها متقابل و اصلی
 پاسـخ  Yشده  ذکر معادله در .باشد می صورت زیر به متغیره چند مدل
، β11خطـی و   ثـرات  اβ1 ،β2 ،β3 ،β4ثابت و  ضریبβ0شده،  بینی پیش
β22 ،β33،β44 مربعات واثرβ12 ،β13 ،β14،β23 ،β24 ،β34  متقابـل  اثـرات 
 اطلاعـات  تحلیـل  و تجزیه جهت Minitab16نرم افزار  از .باشند می

صـورت   پاسـخ  سـطح  بـه روش  مربوط نمودارهاي و رسم استفاده شد
  .گرفت
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  .اآنه مقادیر و فرایند مستقل متغیرهاي نمایش - 1جدول 
      سطوح متغیر      نمادریاضی  متغیرمستقل

  X1  5  75/18  5/32  25/46  60  )گراددرجه سانتی(دما 
  X2  2  4  6  8  10  )ساعت(زمان 

  X3  4  8  12  16  20  (%)نسبت دانه به حلال 
  X 4  0  25  50  75  100  (%)استون نسبت کلروفرم به 

 
Y= β0+ β1 X1+ β2 X2 + β3 X3+ β4 X4+ β11 X1

2+ β22 
X2

2+ β33 X3
2+ β 44 X4

2+ β12 X1 X2+ β13 X1 X3+ β14 X1 
X4+ β23 X2 X3+ β24 X2 X4+ β34 X3 X4. 

راندمان با توجه به اهمیت کیفیت رنگ، در روش آماري علاوه بر 
)Y1 (   که به کمیت رنگ توجه دارد، میزان مقدار جـذب نـوري)Y2( در

و بـراي هـر   ) 2جـدول  (در نظر گرفته شد  )maxλ(طول موج ماکزیمم 
  .یک مدل مناسب انتخاب شد

 
  ج و بحثینتا

  یافته برازش مدل تجزیه و مناسب مدل گزینش
 انجـام  نهـایی  استخراج 25 شده در مدل، تعیین شرایط به توجه با
 .دهد می نشان هاراآزمایش از آمده بدست نتایج 2 جدول.گرفت
 متغیرهاي روي بر استخراج شرایط اثر رگرسیون ضرایب کمک به
 را آمـاري  تجزیـه  از حاصـل  نتـایج  4 و 3 جداول. شد محاسبه وابسته
 اطلاعـات  برازش براي خوبی توانایی مدل اینکه براي. دهند می نشان
 این از اطمینان منظور به(تصحیح شده،  R2که  است باشد لازم داشته
بینـی  پیش R2و ) بزند تخمین را اعداد بخوبی تواند می مدل که مسئله

 تعیـین  ضـریب  ؛)Badwaik,2012( باشـد  مقدار بالاترین شده، داراي
)R2 (تغییـرات  بـه  مـدل  توسط شده توصیف تغییرات نسبت عنوان به 

مـی باشـد،    بـرازش  تناسـب ي درجـه  از معیاري که شودمی بیان کل
 بـرازش  مـدل  قـدرت  تر شود،نزدیک یک به R2 مقدار هرچه بنابراین

 مسـتقل  متغیرهـاي  از عنوان تـابعی  به پاسخ تغییرات توصیف در یافته
بینـی  پـیش  R2، مدل تعیین ضریب است ذکر بهلازم  .باشد می بیشتر
به ترتیـب   تحقیق این رد Y1 براي آمده بدست تصحیح شده R2شده، 

. باشـد که از اعتبار بالایی برخـوردار مـی   بود 12/97و  68/95، 78/97
با توجه به نتایج آنالیز واریانس اندیس عدم برازش براي علاوه بر این 

 امـر  ایـن  کـه  نبودند دارمعنی هادرصد پاسخ 95هر دو پاسخ در سطح 
-مـی  نشـان  را هاتغییر داد روند بخوبی مدل که است این دهندهنشان
  دهند

که ) گرم پودر رنگی بدست آمدهمیلی(Y1مدل مناسب براي پاسخ 
  :به شکل درجه دوم کامل بود به صورت زیر است

  
  

Y1 = 4826/0  + 0291/0  X1 +  0155/0 X2+  3605/0 X3 + 
009/0  X4 – 0001/0  X1

2 –0009/0  X2
2 -0116/0  X3

2 + 0000/0  
X4

2 + 0002/0  X1X2 – 001/0  X1X3 – 0000/0  X1X4 – 
0011/0  X2X3 – 0001/0  X2X4 – 0002/0  X3X4. 

 آمده بدست عدیل شدهت R2بینی شده، پیش R2، مدل تعیین ضریب
و  96/86، 95/89بـه ترتیـب   ) maxλمقـدار جـذب نـوري در    (Y2براي 

  .بود دارمعنی رصدد 95ن اطمینا با ضرایب هاپاسخو . بود 97/79
  

  رنگ آناتواستخراج  به مربوط تیمارهاي - 2جدول 
Y2 Y1 X4 X3 X2 X1 تیمار  
568/0 80/3 50 12 6 5/32  1 
514/0 26/3 25 8 8 75/18 2 
536/0 59/3 25 16 4 75/18 3 
557/0 63/3 0 12 6 5/32 4 
528/0 43/3 75 8 4 75/18 5 
542/0 63/3 75 16 8 75/18 6 
530/0 34/3 50 20 6 5/32 7 
531/0 96/3 50 12 6 60 8 
569/0 73/3 50 12 2 5/32 9 
526/0 62/3 25 16 8 75/18 10 
549/0 70/3 25 16 8 25/46 11 
579/0 86/3 100 12 6 5/32 12 
559/0 69/3 75 8 4 25/46 13 
558/0 69/3 25 16 4 25/46 14 
521/0 45/3 75 8 8 75/18 15 
442/0 73/2 50 4 6 5/32 16 
566/0 82/3 75 16 8 25/46 17 
537/0 59/3 25 8 4 25/46 18 
569/0 75/3 75 16 4 25/46 19 
554/0 87/3 50 12 10 5/32 20 
545/0 47/3 50 12 6 5 21 
485/0 16/3 25 8 4 75/18 22 
555/0 69/3 75 16 4 75/18 23 
525/0 61/3 25 8 8 25/46 24 
73/3 534/0 75 8 8 25/46 25 

  



  15...وي رنگی دانه آناتاستخراج عصاره سازيپاسخ در بهینه سطح روش بررسی کارایی

  Y1مدل  واریانس آنالیز نتایج -3جدول
P مقدار F  منبع آزادي درجه مجموع مربعات میانگین مربعات مقدار 

  رگرسیون 14 6760/3 2625/0 71/147 0
  خطی  4  8354/1  4588/0  14/258  0
0 03/82 1458/0 1458/0 1 (X1)دما 
509/0 44/0 0008/0 0008/0 1 (X2) زمان 
0 34/950 6893/1 6893/1 1 (X3) نسبت دانه به حلال  
 (X4)نسبت حلال کلروفرم به استون  1 0486/0 0486/0 36/27 0
 نماي دوم  4  0222/2  5055/0  41/284  0
0 08/19 0339/0 0339/0 1 X1

2 
502/0 46/0 0008/0 0008/0 1 X2

2 
0 80/1115 9834/1 9834/1 1 X3

2 
080/0 20/3 0057/0 0057/0 1 X4

2 
 برهمکنش  6  1256/0  0209/0  78/11  0
48/0 51/0 0009/0 0009/0 1 X1 X2 
0 84/53 0957/0 0957/0 1 X1 X3 
23/0 48/1 0026/0 0026/0 1 X1 X4 
23/0 48/1 0026/0 0026/0 1 X2 X3 
26/0 28/1 0022/0 0022/0 1 X2 X4 
001/0 11/12 0215/0 0215/0 1 X3 X4 
 خطاي باقیمانده 47 0835/0 0017/0  
  عدم برازش  10  0025/0  001/0 43/0 710/0
 خطاي خالص 37 0143/0 0004/0  

 

  
  بر راندمان استخراج رنگ آناتو دماي استخراج متقابل درصد کلروفرم و اثر -1شکل

 
  متقابل نسبت دانه به حلال و درصد کلروفرم بر راندمان استخراج رنگ آناتو اثر -2شکل
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  Y2ل مد واریانس آنالیز نتایج - 4جدول 

P احتمال F  منبع آزادي درجه مجموع مربعات میانگین مربعات احتمال 
  رگرسیون 14 0442/0 0031/0  05/30 0
  خطی  4  0047/0  0047/0  17/45  0
0 38/30 0032/0  0032/0  1 (X1) دما 
045/0 23/4 0004/0 0004/0 1 (X2) زمان 
0 37/169 0178/0 0178/0 1 (X3) نسبت دانه به حلال  
 (X4)کلروفرم به استون  نسبت حلال 1 0005/0 0005/0 09/5 029/0
 نماي دوم  4  0265/0  0066/0  95/62  0
0 72/31 0033/0 0033/0 1 X1

2 
216/0 58/1 0001/0 0001/0 1 X2

2 
0 47/231 0243/0 0243/0 1 X3

2 
918/0 01/0 0000/0 0000/0 1 X4

2 
 برهمکنش  6  0007/0  0007/0  23/1  31/0
082/0 15/3 0003/0 0003/0 1 X1 X2 
483/0 50/0 0000/0 0000/0 1 X1 X3 
442/0 60/0 0000/0 0000/0 1 X1 X4 
549/0 36/0 0000/0 0000/0 1 X2 X3 
141/0 25/2 0002/0 0002/0 1 X2 X4 
483/0 50/0 0000/0 0000/0 1 X3 X4 
 خطاي باقیمانده 47 0050/0 0001/0  
  عدم برازش  10  0125/0  0018/0 24/0 360/0
 خطاي خالص 37 0048/0 0004/0  

  
که به  )maxλمقدار جذب بیکسین در (Y2مدل مناسب براي پاسخ 

 ـ R2و مـدل  تعیین ضریببود و  مربعی -خطیشکل  بینـی شـده   یشپ
  :به صورت زیر است بیشتري نسبت به مدل درجه دوم کامل داشت،

Y2= 1828/0  + 0043/0  X1 +  0117/0 X2+  0370/0 X3 + 
0009/0  X4 – 00004/0  X1

2 –0004/0  X2
2 -0013/0  X3

2 + 
0000/0  X4

2 + 0001/0  X1X2 – 0000/0  X1X3 – 0000/0  X1X4 
– 0001/0  X2X3 – 00005/0  X2X4 – 0000/0  X3X4. 

 مدل يگرافیکی رابطه ارائه شامل آماري، مدل آخرین مرحله این
 پاسـخ  رویـه  ي نموداروسیله به که بود بهینه عملیاتی شرایط تعیین و

 از اسـتخراج رنـگ   براي بهینه عملیاتی شرایط. انجام پذیرفت 1وکنتور
 &2002(شد  جستجو2سازي عدديبهینه ازروش استفاده با دانه آناتو،

Myers,Montgomery .(سازي شرایط استخراج رنـگ  هدف از بهینه
 .مقدار هر دو پاسخ بابالاترین میزان مطلوبیت بودآناتو، بیشینه کردن 

 
  Y1خ برپاس مستقل تأثیرمتغیرهاي

کـه   مـدل  هايعبارت شود، می مشاهده 3 جدول در که طورهمان
خطـی بجـز    هايعبارت شامل تمام اند بوده داردرصد معنی5ح سط در

                                                             
1 Contour 
2  Numerical optimization 

ــارت ــان، در عب ــهزم ــاي درج X1ي دوم ه
X3و  2

ــرات  2 ــین اث و در ب
  .ستا X3X4و X1X3متقابل

اثر متغیرهاي درصد کلروفرم و دمـا، در مقـادیر ثابـت     1در شکل 
دلیـل   .اسـت  مشخص شـده  Y1نسبت دانه به حلال و زمان، بر روي 

 بهبـود  توان ناشـی از  را میا دم افزایش بامتناسب  نگر شدت افزایش
 ویسـکوزیته  کـاهش  و رنگدانـه  حلالیت افزایش نتیجه در جرم انتقال
 70البته در دماهاي حـدود  . )1389و همکاران،  میلانی(دانست  حلال

هـاي آنـاتو تخریـب شـده و از     گراد و بالاتر از آن رنگدانهدرجه سانتی
بـا افـزایش    نگر افزایش). Smith,2006(شود شدت رنگ کاسته می

قطبیت کلروفـرم  . میزان کلروفرم، به دلیل کاهش قطبیت حلال است
آنجا که رنگدانـه بیکسـین غیرقطبـی    کمتر است و از نسبت به استون 

-باشد، با کاهش قطبیت حلال میزان استحصال رنگ افزایش مـی می
  .یابد

اثر متقابل درصد کلروفرم و نسبت دانه بـه حـلال، در    2در شکل 
همانگونـه  . مشخص شـده اسـت   Y1مقادیر ثابت دما و زمان، بر روي 

حـلال تـا حـدود    در ابتدا با افزایش نسبت دانه به شود که مشاهده می
یابد ولی پـس از آن بـه   درصد، میزان استحصال رنگ افزایش می 15

  .شودعلت اشباع شدن حلال، رنگ بیشتري جذب حلال نمی
  



  17...وي رنگی دانه آناتاستخراج عصاره سازيپاسخ در بهینه سطح روش بررسی کارایی

  Y2برپاسخ  مستقل متغیرهاي تأثیر
خطی  هايي عبارتهمه شود،مشاهدهمی4درجدول طورکههمان

X1ي دوم هـاي درجـه  در بین عبـارت  و
X3و  2

درصـد   5ح سـط  رد 2
  .بودند معنیا بیه برهمکنش اثرات يهمهاما  باشندمی دارمعنی

افزایش،  با افزایش دما در ابتدا میزان جذب نوري ،3مطابق شکل 
علـت تخریـب حرارتـی بانـدهاي دوگانـه      اما با افزایش بیشتر دما بـه 

میـزان  . )Smith, 2006(یابـد  کنژوگه، میزان جذب نوري کاهش می
بردن میزان نسبت دانه بـه حـلال ابتـدا افـزایش و      جذب نوري با بالا

  .یابدعلت اشباع شدن حلال کاهش میسپس به
  

 
متقابل نسبت دانه به حلال و دماي استخراج بر میزان  اثر -3شکل

  جذب نوري
  

اثرات متقابل دما و زمان اسـتخراج بـر میـزان جـذب      4در شکل 
استخراج بر رنگ  اثر تخریبی دماي بالاي. نوري نشان داده شده است

هـاي کوتـاه   آناتو، طی مدت زمان استخراج طولانی نسـبت بـه زمـان   
مطابق شکل بیشترین میزان جذب نـوري در  . باشداستخراج بیشتر می

درجـه   40سـاعت و دمـاي اسـتخراج حـدود      2مدت زمان اسـتخراج  
  .شودگراد حاصل میسانتی
  سازيبهینه

برابـر در نظـر گرفتـه     سازي اهمیت دو پاسخ با یکدیگرطی بهینه
شرایط دمایی . انجام شد سازي عدديبهینه سازي به روششد و بهینه

سـاعت، نسـبت دانـه بـه      2گراد، مدت زمان استخراج درجه سانتی 48
عنوان شرایط بهینه درصد حلال کلروفرم به 100درصد و  9/12حلال 

نـگ  در این شرایط راندمان اسـتخراج ر . استخراج رنگ آناتو یافت شد
بینی شـد  پیش 597/0درصد دانه آناتو و میزان جذب نوري  95/3آناتو 

بینـی مـدل،   جهت تایید پیش. درصد بود 100و مطلوبیت هر دو پاسخ 
استخراج رنگ آناتو در شرایط بهینه نیـز انجـام شـد و نتـایج تجربـی      

دقـت مـدل را تاییـد    ) 580/0و جذب نـوري   87/3راندمان استخراج (
  .نمودند

  
  متقابل دما و زمان استخراج بر میزان جذب نوري اثر -4شکل

  
  

  گیري نتیجه
پاسـخ   رویه متدولوژي مفید کارایی گربیان تحقیق از حاصل نتایج

. ي آنـاتو بـود  دانـه  از رنـگ  اسـتخراج  فراینـد  شـرایط  سازيبهینه در
متغیرهاي دماي استخراج و نسبت دانه به حلال نسـبت بـه دو متغیـر    
درصد کلروفرم و مدت زمان استخراج اثر بیشتري را بر استخراج رنگ 

 2زمـان  مـدت  گـراد،  درجـه سـانتی   48شرایط دمایی در . آناتو داشتند
درصـد،   9/12درصد کلروفرم و نسـبت دانـه بـه حـلال      100ساعت، 

  .استخراج شد آناتو یزان رنگبیشترین م
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Introduction 

Food consumers tend to use natural products without any synthetic additives. Therefore, many studies have 
been conducted to investigate the possibility of replacing synthetic additives with natural substances in various 
food products. 

Annatto dye is a natural carotenoid pigment extracted from the pericarp of BixaorellanaL. seeds. The major 
fraction of the annatto extract is 9´-cis-bixin that is soluble in oil and 9´-cis-norbixin is the major dye fraction of 
the alkaline extract that is soluble in water. Annatto dye creates orange to red color in food and to be used as a 
natural pigment in a variety of food materials including cheese, butter, margarine, confectionary and bakery 
products, different kinds of drinks, snacks and jams. In addition, annatto dye has antioxidant and antimicrobial 
activity. 

Nowadays, the extraction of natural dye from plant resources has become a common technology. However, 
complementary information using new methods and optimization of the extraction conditions seems to be 
necessary in order to accomplish the highest yield of extraction. Response surface method (RSM) is effective 
and efficient in optimizing color extraction conditions. 

In this study, the different conditions of extraction process were optimized through RSM in order to obtain 
maximum yield and best quality of annatto dye. 

 
Materials and methods 
Materials 

Annatto seeds were purchased from Hyderabad, India. All solvents were analytical grade, Merck, Germany. 
Extraction of annatto dye 

A certain amount of annatto seeds was soaked in n-hexane for 6 hours in order to remove oils. After 
filtration, the defatted seeds were used for dye extraction. Since chloroform and acetone showed the highest 
yields of extraction during preliminary experiments, these two solvents and their mixtures were exploited for the 
final experiments assigning 0 for pure acetone and 100 for pure chloroform. The extracts were filtered through 
Whatman filter paper NO.1 and then vacuum-dried in the 1410D-2E vacuum oven (Shel Lab, USA) to produce 
dye powder. Low temperatures (40°C) were applied to prevent thermal dissociation of conjugated double bonds 
during drying.  

Dye measurement 
The coloring strength was measured according to Vasu et al. method; model UV-160A spectrophotometer 

Shimadzu, Japan, at 502 nm in which bixin has the maximum absorbance value when it is dissolved in 
chloroform. 

Determination of extraction efficiency 
The obtained powder was weighed and the mass ratio of the powder to the weight of the seeds was taken into 

account as the extraction yield. 
Experimental design 
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In this study, Minitab® software version 16.1.1 (Minitab Inc. USA. 2010), was used and a five level four 
factor central composition design was created to investigate the effect of the independent variables such as 
temperature, extraction time, seed to solvent ratio and chloroform concentration on the dependent variables 
namely the extraction efficiency and absorbance values. 

 
Results and Discussion 

The values of R2, R2-adj and R2-pred revealed that the full quadratic models were the most adequate for the 
extraction efficiency and absorbance values. 

The all of the linear terms show a significant effect except the extraction time (P< 0.05). The quadric term of 
extraction time and the seed to solvent ratio also had a significant effect (P< 0.05) on the extraction efficiency, 
however, the effect of other two quadric terms was insignificant (P> 0.05). The interactive terms of extraction 
temperature* seed to solvent ratio(X1X3) and the seed to solvent ratio*Chloroform concentration (X3X4) had a 
significant effect on the extraction efficiency (P< 0.05); however, the other two interactive terms was 
insignificant (P> 0.05).For the absorbance values, the all of the linear terms show a significant effect (P < 0.05); 
the quadric term of extraction temperature (X1

2) and the seed to solvent ratio (X3
2) also had a significant effect 

(P< 0.05) on absorbance values, but, the effect of other two quadric terms (X2
2  and X4

2) did not show a 
significant effect (P> 0.05). The all of interactive terms was insignificant (P> 0.05). 

An increase in the extraction efficiency was observed with the increasing temperature. Banik and Pandey 
while extracting oleanolic acid from Lantana camararoots demonstrated that as temperature increases extraction 
efficiency improves too. However, at temperatures higher than 70 °C, the annatto seed pigments were degraded 
and the response was reduced so the quadratic effect of temperature was negative.  

The absorbance value was increased by increasing the temperature; however, the absorbance value decreased 
at higher temperature by thermal decomposition and damage of the conjugate double bond.The absorbance value 
increased by increasing the chloroform concentration and seed to solvent ratio initially, however, subsequently 
decreased due to the damage of the conjugate double bond in higher chloroform concentration and saturation of 
solvent in higher seed to solvent ratio. 

Temperature of 48.33 ˚C, extraction time of 2 hr, the ratio of seed to the solvent of 12.88 and chloroform 
concentration of 100% were found to be as the optimum conditions of the process. The extraction efficiency of 
3.95 percent of annatto seed and absorbance value of 0.597 were acquired as the predicted results. 
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