
 

 

 

زعفران عصاره خام موجود در  كروستينو  شناسايی ايزومرهاي آپوكاروتنوئيد كروسين

(Crocus sativus )یجرمسنجی طيفمجهز به  مايع یكروماتوگراف يقاز طر  
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حاتور   یفیتو ک یزانر   زعفران بتور عمد  به م. دنباشیم ینو کروس ینکروست یدهایها در زعفران آپوکاروتنوتیتمتابو  یناز مهمتر

بته   در ایتن متا  ته  . باشدیترا سفراز م یکوزیللگ ی توسط آ ز ینشد  ماد  کروست یکوزیلهگل یدارد که خود سرم استر یبستگ ینماد  کروس

 ی متا  یبتا دستتگا  کرومتاتوگراس    یزعفران در مرحله گرد  اسشتا  کلا ه  یو کلرسرم یها در عصار  متا و یتمتابو  ینا ییو شناسا یجداساز

و  کروستین  یتدهای تنوتوو تترا س آپوکار  ستیس  ایزومرهتای  ییشناسا. د  استپرداخته ش( LC-APCI-MS) جرمی سنجی ویفبه  مجهز

 یتن اتغییتر  . پتذیرست  صتور   آ هتا  جتذبی  دامنته  و بازداری زمان منفیل یون ساز در ترکیبا  این جرمی ویفاسا  سه مؤ فه  بر کروستین

 هت   و کروستین آپوکاروتنوتید به جنتیوبیوزیل و گلوگز-UDP واحدهای اتصال یتبر اسا  موق  ینکروس یزومرهایا ییپارامترها در شناسا

ترکیتب   0از ت تداد   .هتای مختلتف کروستین را میستر متی ستازد      این ترکیب امکان شناسایی سرم به یاسته اتصال واحدهای این ت داد چنین

های پیکروکروسین و کروستین و بقیته بته عنتوان ایزومرهتای ستیس و تترا س کروستین هتا         شناسایی شد  دو ترکیب مربوط به متابو یت

یتدی در کلا ته   کاروتنوت یهتا یتت گترو  متابو   یقتبت مه   یبا از جمله ترککه ها ینکروسشناسایی شد  ختلف م یهاسرم. شناسایی شد د

شناستایی  ( گلتوکز  ید یرا وزیتل گلوکوپ یبتتا د ) یوبیتوز و جنت( یرا وزیلگلوکوپ یبتا د)گلوکز - تینکروس یبه سرم استرها باشندزعفران می

 دستتگا   .گردیتد  مشتاهد   3-ینتترا س کروست  ایزومر  برای تنها مو کو ی بایی تقارن به جهتو با مااعف شارژ همچنین یو های. گردید د

استفاد  از ه  چون زعفران بود  که  یاهیموجود در مناب  گ یبا ترک یبررس یقدرتمند برا یابزاری استفاد  شد  در این تحقی  کروماتوگراس

 یته عمتدتاً بتر پا  ین را کروست  ایزومرهای های استریا واع مختلف سرم قی امکان تفکیک و شناسایی د یمنف یون سازدر  APCI-MS روش

هتای  یوبیوزیتل و هت  چنتین قت تا  حاصتل از شکستت      جنت یتا  یلگلوکوز یقت ا  حاصل از کاهش واحدها با مرتبط هاییون یصتشخ

 .مو کو یل امکا پذیر می سازد

 

 .تابو یتم ینلکروسجرمیل کروستینل  سنجی ویفل زعفران: یدیکل کلمات
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  مقدمه

و چنتد   ی  تر عقت   یا گ یک (.Crocus sativus L)زعفران 

 یبود  کته کشتت زراعت    (Iridaceae)یریدیاسه سا ه از خا واد  ا

 ییآن درکمربنتد آ  و هتوا    (2n = 3x = 24)یپلوتیتد   توع تر 

محتل   لهرچنتد . استت  یاستهگسترش  یرتا کشم یام تدل از اسپا 

یباشد امتا بررست  یلاً مشخص  مکام یا گ ینشدن ا یاهل ی دق

آن را بته   Minoan یتواری د هتای ی قاشت  یشناست باستتان  های

کلا ته خشتک   . دهنتد یربط مت  یلادسال قبل از م 2700-2600

-7000 یلوهر ک یمتبا ق یهادو ینترشد  زعفران به عنوان گران

گیردل قیمتت بتایی آن   می دیر در د یا مورد استفاد  قرار 1000

 1ه برداشت آن بود  بتوریکه با در  ظر داشتن وزن به د یل هزین

ازکلا ته   یلتوگرم ک یتک کلا ه هر بوته زعفترانل   یگرم برا یلیم

بوتته را شتامل خواهتد شتد      270000تا  220000زعفران حدودا 

(Fernandez et al., 2004 .)  وتر   از شتد   اراتته  آمتار  وبت 

هتا ی  درصد بتازار ج  06ه  اکنون بیش از  ایران زعفران ا جمن

تو ید زعفران در جهان در حتدود  . شودزعفران از ایران تأمین می

تن تو ید در  140تا  110تن است که ایران با حدود  130تا  170

رتبه اول جها ی قرار دارد و پس از آن یو ان با هفت تنل مراکش 

های با سه تنل اسپا یا با یک تن و ایتا یا کمتر از یک تن در رتبه

مواد سرار و خوشتبو   260از  یشب یزعفران حاو. ر دب دی قرار دا

س تتال از یرمتتواد س تتال و غ یت تتداد یدارا ینچنتتهم. باشتتدیمتت

و ا واع مختلف آ فا  یکوپن  ینلشامل زآگزا ت یدیکارتنوت یبا ترک

 یا از محتو یمنب  غن یا گ ینها بود  و ثابت شد  او بتا کاروتن

 ,.Goli et al) اشتد ب یمت  یدا یاکست  یآ تت  یتت بتا س ا   یکیسنو 

درصتد   3 یبای) یادیز یرمقاد حاویزعفران  یهاکلا ه. (2012

 یهتا سرم)ها ینو کروس ینکروست تیداز آپوکارتنو( از وزن خشک

ها مسئول ر ت  قرمتز   ینکروس. است( ینشد  کروست یکوزیلهگل

مسئول و   تلخ و ساسرا ال مسئول عتتر   یکروکروسینپ لکلا ه

(. Caballero et al., 2007)د باشتتتنیتنتتتد زعفتتتران متتت

مشتتت  شتتد  از شکستتت    یکیبتتتور متتتابو   یتتدهاآپوکارتنوت

 یرمست  یتل به چنتد د  . باشندیم C40 یدهایکارتنوت یداتیویاکس

. استت  یتت ها مورد توجته مهندستان متابو   یدکاروتنوت یوسنتزیب

ها هال غذادر گل یمهم یر گ یبا ها ترکیدکه کاروتنوت ینا یکی

. دار تد  یدا یاکست یآ تت  یتخاصت  ینکته ا یگرستند و دها هیو و م

در در  یه زعفتتران بتتو یهتتادر گتتل یتتدهاآپوکارتنوت یستت متابو 

 یاهتانل گ یگتر در د و تی . استد یکلا ه اتفاق م یهاکروموپلاست

 لکلا ته زعفتران   در. دهتد یهتا رخ مت  عمل در کلروپلاستت  این

 یاش عمتد  سرار که  ق یرسرار و غ یبا از ترک یایچید مخلوط پ

(. Gomez et al., 2010)عتر و و   دار د وجود دارد  ییندر ت 

و تترا س   یسست  یتدهای زعفران شتامل آپوکارتنوت  یبا اکثر ترک

 -یرا وزیتتدگلتتو کوپ یبتتتا د) یکروکروستتینهتتال پینکروستت

آن هت    یبیتخر یو سراوردها( یکلوسیترالس -بتا -یدروکسیله

 درچند  هر(. Kanakis et al., 2004) ندباش یچون ساسرا ال م

کلا ته   یهتا از مواد سرار در باست یمختلف یبا ترک یرمتا  ا  اخ

احتمتال داد    یو ت (. Rubio et al., 2008)شد  است  ییشناسا

 یدهاآپوکارتنوت یرو برصور  گرسته  یبیتخر یندهایسرا لشودیم

 Dauria) باشدمیزعفران ( عتر و بو) یحس هاییهگیمسئول و

et al., 2006 .)چتتون هتت  یکرومتتاتوگراس یهتتاروش یتترالاخ

 یو کرومتاتوگراس ( Jin et al., 1986) تازک   یهی یکروماتوگراس

بته   (Casas et al., 2005; Carmona et al., 2006) یگتاز 

زعفتران   ترکیبا  یلو تحل یهتجز یروش برا ینترعنوان کارآمد

 یریگها و ا داز ینکروس یسنج یتاما جهت کم. شودیم یهتوص

در  یدگلوستتیو کتتامفرول د HTCCستتاسرا ال  یکروکروستتینلپ

بتای   ییبا کتارا  ی ما یکروماتوگراس ازمختلف زعفران  یها مو ه

(HPLC
( UV)و سلورسا س ( Vis)مجهز به آشکار ساز  وری ( 2

 Lozano et al., 1999 Caballero et) شتود متی  گرسته بکار

al., 2007; .)مربوط بته شتبه    هاینیوعلاو  بر  ی تحق ینا در
                                                                                           
1- High performance liquid chromatography 
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 ییشناستا  یتز   یگتری د یقت تا  مو کتو    هتای یون لهامو کول

مترتبط بتا    هاییون ی در شناخت دق یکه کمک مؤثر ید دگرد

تاکنون متا  اتی مبنتی   .با  موجود در عصار  زعفران  مودیترک

بر شناسایی آپوکاروتنوتیدهای موجود در کلا ه زعفران با استفاد  

ا جتتام  (APCI)یو یزاستتیون شتتیمیایی  هتتای مختتتصاز پتترو 

کیفی سترم  تحقی  شناسایی یناا جام هد  از  پدیرسته است  ذا 

آپوکاروتنوتیتتد  ستتیس و تتترا س هتتای مختلتتف از ایزومرهتتای 

بتا  زعفتران   کروستین و کروسین موجود در عصتار  ختام کلا ته   

ی جرمت  ستنجی  ویتف مجهتز بته    مای  یکروماتوگراساستفاد  از 

(2LC-APCI-MS )در ساز یو ی منفی بود. 

 

  مواد و روش ها

دا شکد  داروستازی   ازهای کلا ه خشک شد  زعفران  مو ه

دا شگا  کاستلا یما چا اسپا یا تهیه شتد  و آزمتایش حایتر در    

 یتا یتا ا هتای یتکنو توژ  یآژا تس ملت   یاهیگ بخش بیوتکنو وژی

(ENEA )از کلا ته خشتک    گترم  میلی 60 مقدار. پذیرست ا جام

 یهتا یتو سپس جهت استخراج متابو  ید عفران پودر گردشد  ز

متتا ول   یتتر   یلیم 2مقدار  ینلکروس یزومرهایچون اه  یقتب

. ید تد گرد یکها ایاسه شد  و سو از  مو ه یکدرصد به هر  60

 یقتبت  یرغ یهایتحاصله جهت استخراج متابو  یونبه سوسپا س

 یداز ورتکس شتد کلروسرم ایاسه شد  و پس  یتر یلیم یکمقدار 

ستاز  . یتد گرد یفیوژدر حتداکثر سترعت ستا تر    یقهدق 10به مد  

 یقتبت  یهتا یتت متابو  یبود  که حتاو  یهمان ساز متا و  ییبای

 قتبیغیر هایمتابو یت حاوی کلروسرمی ساز یا پایینی ساز و بود 

هر کتدام   یلقتبیرو غ یقتب هایساز جداسازی ازپس . باشندمی

خشتک شتد     یقتبت یرغ ساز. خشک شد د خل  شرایط دراز آ ها 

 یحاو یلاستا  ات یتر یلیم 1 در( قتبیغیر هایمتابو یت یحاو)

 گترم میلی 60استا  با غلتت  یآ فا توکفرول د یاستا دارد داخل

                                                                                           
1- Liquid chromatography atmospheric pressure chemical ionization 

mass spectrometry 

 یحتاو )خشک شتد    یقتب ساز ینچنهم. گردید حل  یترمیلی در

درصتد کته    60محلول متا ول  یتر یلیم 1 در( یقتب یتهایمتابو 

از متاد    یتتر  یلتی در م یکروگترم م یتک  یاستتا دارد داخلت   یحاو

 جداگا ته  یفیوژپس از سا تر .شدبود بتور کامل حل  ینسورما و ت

 متای   ستاز  از قتبیلغیر و قتبی هایمتابو یت حاوی هایمحلول

جهتت ارزیتابی و آ تا یز    در سه تکرار  میکرو یتر 20مقدار  به آ ها

وتیتتدی و آپوکاروتنوتیتتدی در دستتتگا    هتتای کارتنمتابو یتتت

-LTQ) جرمتتی ستتنجویتتفمجهتتز بتته  ی متتا کرومتتاتوگراسی

Orbitrap MassSpectrometry )یشتتتر سشتتترکت  ترمتتتو

(Thermo Fisher Scientific)تمامی محلتول  شد دل ی تزر ل-

 LC-MSهتتتتای استتتتتفاد  شتتتتد  بتتتتا درجتتتته کیفتتتتی   

(CHROMASOLV® Sigma-Aldrich ) بود  که از شرکت

مرتبط بتا هتر    1جهت ت یین زمان بازداری .تهیه گردید د سیگما

تنوتیتدها در عصتار  ختام    وکارپوآجداستازی  هتال  یک از متابو یت

 C30 (x 3.0 mmزعفران با استتفاد  از ستتون ستاز م کتو      

100(  )YMCEurope GmbH) هتای متحترک متای    ل در ستاز 

بته   30:10ل متتا ول و آ  بته  ستبت    (A)متا ول ختا ص   شامل

بتا  ( C)متیل بوتیل اتر  -و تر ( B)استا  آمو یوم % 0.2را  هم

بته   ودقیقته   4/2به مد   A:5%B%95های ترکیبی گرادیا ت

دقیقه و در  هایت بتا   1بمد   A:5%B:15%C%80د بال آن 

متد   به  A:5%B:65%C%30گرادیا ت ختی در ساز ترکیبی 

-UVشناسایی ویف های جتذبی      ودقیقهل ا جام گردید 1/24

Vis  دیتود   تا ومتر بتا آشکارستاز آرایته ستتو      700-110در دامنه

(PDA, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) 

در ستاز یتو ی    APCI-MSیو یزاستیون   همچنین .ا جام پذیرست

در گتاز  یتتروژن   بکارگیری با ( دقیقه 23-5) در باز  زما ی منفی

تنظی  جریتان بتا   درجه سا تیگراد و  160و  400گرادیا ت دمایی 

کتاپیلاری و  بترای ستتون   و ت به ترتیتب   06و  صفر و تاژ ثابت

                                                                                           
2- Retention time 
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یو های  شناسایی جرم دقی محفظه یو یزاسیون صور  گرسته و 

و ( 2m/z) جرم به بار  سبت پایهبر  مرتبط با هر یک از آ ا یت ها

 (1024)بکار گرسته شد  توسط ستا تینی و همکتاران    روشوب  

هتر   در  هایت جهت آ تا یز  (.Fantini et al., 2013)ا جام شد 

 یهتا کرومتاتوگرام هتا در  متابو یتت مترتبط بتا    یهایکاز پ یک

   ™Thermo Scientific™ Xcalibur از  ترم استزار   لحاصله

 .استفاد  گردید
 

 و بحث یجنتا

در عصار  ختام   ی تحق یندر ا شد  شناسایی ترکیبا  عمد 

ها بود  کته از جملته   نیمختلف کروس یهازعفران مربوط به سرم

توا ند یبود  و م یدیکاروتنوت یهایتگرو  متابو  یقتب یبا ترک

و ( یرا وزیتل گلوکوپ یبتتا د )گلتوکز  - ینکروس یبه سرم استرها

 وجود داشته باشند ( گلوکز ید یرا وزیلگلوکوپ یبتا د) یوبیوزجنت

2 

 1bدر شکل  کروستین و کروسین مرهایومرتبط با ایز فیمن یونی فاز در APCI-MSروش  شده با جداسازیهای پیک -1جدول

Table1- Compounds separated as peaks related to Crocin and Crocetin isomers that shown in Figure 1 b by APCI –MS 

detection in negative ion mode 

یونهای مرتبط با 

 قطعات مولکولی
Molecular 

fragments ion’s 

کولی مونو جرم مول

 ایزوتوپیک
Mono isotopic 

molecular mass 

 طول موج جذبی

Absorption 

wavelength 

زمان 

 بازداری
Retention 

time 

فرم گلیکوزیله شده 

 کروستین

Crocetin glycosylated 

form 

ایزومرهای 

کروسین و 

 کروستین

Crocin and 

Crocetin 

isomers 

 شماره پیک

Pick 

Number 

 پیکروکروسین - 8.25 249 - -
Picro crocin 

1 

651.2 [M-H-Gnt]− 
975.4 [M-H]−, 

487.2 [M-2H]2− 
442 10.43 

(جنتیوبیوزیل-دی-بتا)دی   

D- (β-D- 

Gentiobiosyl) 

3-ترا س کروسین  

Trans crocin-4 
2 

651.2 [M-H-Glc]−, 

489.2 [M-H-Gnt]− 
813.3 [M- H]− 441 11.3 

-بتا-جنتیوبیوزیل-دی-بتا
یلگلوکوز-دی  

β-D-Glucopyranosyl- 

β-D- Glucosyl 

4-ترا س کروسین  

Trans crocin-3 
3 

489.2 [M-H-Glc]− 
  ام لوم

Unknown 
435 12.58 

(گلوکوزیل -دی-بتا)دی   

D- (β-D-Glucosyl) 
1ˈ-ترا س کروسین  

Trans crocin-2’ 
4 

  ام لوم
Unknown 

651.2 [M-H]− 435 14 
جنتیوبیوزیل-دی-بتا  

β-D-Gentiobiosyl 
1 -ترا س کروسین  

Trans crocin-2 
5 

651.2 [M-H-Gnt]− 975.4 [M-H]− 435 13.81 - 
3 -سیس کروسین  

Cis crocin-4 
6 

651.2 [M-H-Glc]− 813.3 [M-H]− 435 14.81 - 4-سیس کروسین  

Cis crocin-4 
7 

327.2 [M-H-Glc]− 489.2 [M-H]− 435 15.56 
گلوکوزیل-دی-بتا  

β-D-Glucosyl) 
2 -کروسین ترا س  

Trans crocin-1 
8 

- 328.41[M-H]− 443 19.8 - کروستین 
Crocetin 

9 

                                                                                                                                                                                                 
1- Mass-to-charge ratio 
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1a 

 
1b 

 4-ینکروس)در عصاره زعفران  کروستینها و کروسینمختلف  هایایزوفرممرتبط با  هایایزوتوپمونو  مولکولیو جرم  ساختارها -آ 1شکل 

(R1=R2=X) ،3-کروسین (R1=X, R2=Y) ،2ˈ-کروسین (R1=R2=Y) ،2-کروسین (R1=Y, R2=H) ،1-کروسین (R1=Y, R2=H) ،کروستین 

(R1=R2=H .) )b1 :در عصاره زعفران با روش  ینو کروست ینکروس یدهایمختلف آپوکارتنوئ یزومرهایا یحاصل از جداساز کروماتوگرام

 (.است شده وردهها آیکپ یاسام 1در جدول )  منفی یونی فاز در PDA یصتشخ
Figure 1a- Sturucters and mono isotopic molecular mass correspond to different isoformes of Crocines and Crocetines in 

Saffron crude extracte; Crocin-4 (R1=R2=X), Crocin-3 (R1=X, R2=Y), Crocin- 2ˈ(R1=R2=Y), Crocin- 2 (R1=Y, R2=H), 

Crocin- 1 (R1=Y, R2=H), Crocetin (R1=R2=H). 1b: PDA obtained chromatograms in negative ion’s mode related to different 

isomers of Crocetin and Crocin in saffron crude extract. (The name of each picks has shown in table1). 

 

 یتف و و یحاصله با روش استپکتروستومتر  یهاکروماتوگرام

در  LC-APCI-MSبا دستتگا    یمنف و ییدر ساز  یجرم یسنج

هتا  ینمرتبط بتا کروست   یزومرهایعصار  خام زعفران که عمدتاً ا

 .ا دشد  آورد  2و جدول  2شکلباشند در یم

از آ تتا یز  شتتودمشتتاهد  متتی  2همتتا تور کتته در جتتدول 

 توع   0های حاصله از عصتار  ختام زعفتران ت تداد     کروماتوگرام

ترکیتتتب کروستتتتین و  ترکیتتتب آپوکاروتنوتیتتتدی شتتتامل دو 

های مختلف سیس و  وع ترکیب از سرم 7پیکروکروسین و ت داد 

 .ترا س آپوکاروتنوتید کروسین جداسازی و شناسایی گردید

 هتای متابو یت جمله از که 3-کروسینساختمان مو کو ی در 

 بتا  ا تهتایی  کربوکستیلیک  گترو   دو هتر کته   بود شد  شناسایی

 ستاختار  تتوان متی  4-کروستین  رد. ا تد شتد   استتریفه  جنتیوبیوز

 بتتته شتتتد  ا حتتتاق (Glc-Gnt)2یوبیوزیتتتلجنت -یتتتلگلوکوز

و  1ˈ-ینکروستت.  متتود مشتتاهد  را کروستتتین آپوکاروتنوتیتتد

ستاختار   یکستان  یل بتا وجتود داشتتن جترم مو کتو      1-ینکروس
                                                                                           
1- Gentiobiosyl- Glucose  
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 یبیوزیتل از مشتتقا  جنت  1ˈ-ینکروس. دهندیرا  شان م یمتفاوت

در ستاختار   یلکول گلوکوزدو مو  یحاو 1-ینو کروس ینکروست

-یگلوکز م یکشد  با  یفهمو کول استر 2-ینخود بود  و کروس

 (. 2شکل)باشد 

 APCI-MS یجرمت  یسنج یفاستفاد  از و ی لتحق ینا در

هتا را  ینهتا و کروستت  ینکروست  یزومرهایاکثر ا ییامکان شناسا

 یبتا  ترک یت تداد  منفتی  یتو ی در ستاز   ینچنهم. سراه  ساخت

حاصله از عصار  خام مشخص بود تد   یها کتروگرام ام لوم در ا

 ی لچتون ستد  هت   یایاس یبا مرتبط با ترک هاییونکه احتمایً 

 یحاصتل از واحتدها   یو یقت ا   ینو ه  چن یومو آمو  ی پتاس

 یتت هتا بتر استا  موق    ینکروس ایزومرهای .باشندیم یکوزیدگل

و  ینروستت ک یدبه آپوکارتنوت یوبیوزیلگلوگز و جنت-UDPاتصال 

 یبا توجه به جرم مو کتو   یاستهاتصال  یت داد واحدها ینه  چن

 -ید -بتتا ) یل د3- ینکروست . شتد د  ییمرتبط با ختود شناستا  

و تترا س در   یسست  یهتا به شکل یناستر کروست( یوبیوزیلجنت

-یتف و(. 2جتدول   5 یتک پ)شد داد  یصعصار  تشخ یا محتو

 یشبه مو کو  یهایونو ترا سل  یسهر دو شکل س یبرا یجرم

[M -H]
در  یتتدثبتتت گرد 06753 یدر محتتدود  جتترم مو کتتو  -

[M-2H] ماتاعف   یو یترا س شارژ شد   یزومرا یکهصورت
 در-2

 حتذ   ینچنت  هت  . یدمشاهد  گرد 33751 یمحدود جرم مو کو 

[M-H-Gnt]  یوبیوزیلواحد جنت یک
 یگنا یست  یجتاد به ا منجر-

 هتای یگنالبتر ست   عتلاو  . شد 56251 یدر محدود  جرم مو کو 

حاصتله از   یج تام لوم در  تتا   یگنالس یادیشد  ت داد ز ییشناسا

بدستت   یهتا داد  یت  دق یزقابل مشاهد  بود د آ تا   یسنج یفو

بتای   یبتا جترم مو کتو     هتایی یگنالدهد وجود سیآمد   شان م

 ییتر تغ یهاحاصله از مو کول یایاس یبا ترک هاییوندی ت بر 

هتا  یتت متابو  یرستا  یبترا . حترک دار تد  دهند  حایر در ستاز مت 

 یلها بر اسا  زمتان بتازدار  یتمتابو  یمو کو  یتماه یصتشخ

 یتف و ینو هت  چنت   (UV-Vis) استپکتروسوتومتری  جذ  دامنه

ثبتت   جتذبی  بتور کلی محتدود   .حاصله صور  پذیرست یجرم

 یکمه  بتور عمد  دو پ یدهایکاروتنوت یپروژ  برا ینشد  در ا

 یایتاس  یک ا ومتر و دو پ 600تا  300 ی ور یفو ینمااعف ب

 تترا س  بترای  شتد   ثبتت  ویتف . باشتد می ابنفشدر محدود  سر

 و 314 ل426ل 165 هتای موج وول در را جذ  حداکثر کروستین

 یاستتر د ) 3-ینتترا س کروست   درو  دهدمی  شان  ا ومتر 330

ل 146 هتای متوج  وتول  در ترتیتب  بته  جذبی ویف( یوبیوزیلجنت

 (.1شکل) گردید مترثبت ا و 367 و 341ل 413

 

 
ترانس  اسپکتروفتومتری یجذب یفمرتبط با ط یهایکپ -2شکل 

 (ممتد یرخط غ) کروسینو ترانس ( خط ممتد) کروستین

Figure 2- UV–Vis spectra correspond to trans-crocetin 

(continuous line) and trans-crocin (dotted line). 

 

جرمتتی تتترا س کروستتتین و ستتیس بررستتی ویتتف ستتنجی 

ل HPLC-APCI-MSکروستین در ساز یو ی منفی با استتفاد  از  

 ییو شناستا  یتک روش در تفک ایتن  حساستیت و  دقتت از   شتان 

 ینکته بتا ا  داشتت ( تترا س  -ستیس ) کروستتین مختلف  یسرمها

 یکستان  مو کو یجرم  دارای کروستین سیسو  کروستین ترا س

 کروستین استری یهاسرم سیونیو یزا ازباشند قت ا  حاصله یم

 4 شتکل  در کته  هما تور. دهندمی  شان یکاملاً متفاوت یسراوا 

قابل مشاهد  است یو یزاسیون حاصل از قت ا  مرتبط بتا سترم   

سترم   ین که سراوا تی بیشتتری  ستبت بته     ترا س کروست استری

دهد که  شان می 563 (m/z)در محدود  استری سیس کروستین

[M-2H]هتای شتارز ماتاعف    ون شان از وجود ی
بترای سترم    2
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کارمو تتا و همکتتاران (. 4شتتکل)باشتتد تتترا س کروستتتین متتی 

(Carmona et al., 2006 )     در تحقیقتی مشتابه بتا استتفاد  از

HPLC-ESI-MS  بتتتته بررستتتتی استتتتترهای کروستتتتتین و

- وع از سترم  26پیکروکروستین در گیا  زعفران پرداخته و ت داد 

را شناسایی  مود د که تفاو  هتر   های مختلف استری کروستین

های ا حاق های استری در  وع و موق یت مو کولیک از این سرم

دی -بتتا )چون سرم استری تترا س و ستیس کروستتین    شد  ه 

ل ستترم استتتری (جنتیوبیوزیتتل -دی -بتتتا) –( تتتری گلوکوزیتتد

 –( دی  ئاپو یتتا وز –بتتا  )ایزومرهای سیس و ترا س کروستتین  

–بتا )و سرم استری ایزومر سیس کروستین ( زیلدی گلوکو -بتا)

بته ترکیتب اصتلی    ( دی جنتیوبیوزیتل  -بتتا ) –( دی  ئاپو یتتا وز 

.  هتای متنتوع استتری شتد    کروستین بود که منجر به ایجاد سترم 

های استری حاصله از  تایج حاصل از این تحقی   در داشتن سرم

کوزیتل و  هتای دارای گلو ترکیب  ئاپو یتتا وز متفتاو  و در سترم   

 Carmona et)جنتیوبیوزیل مشابه با  تایج کارمو ا و همکتاران  

al., 2006 )    هتا و  بود که د یتل آن احتمتایً استتفاد  از پروتکتل

 .باشدهای متفاو  در شناسایی ترکیبا  مورد  ظر میپرو 

 

 
 آن مولکولی ساختار همراه به منفی یونی فاز رد ینتکروس ترانس و سیس ایزومرهای ییو شناسا یجداساز از حاصل کروماتوگرام -3شکل 

Figure 3- Molecular structures and chromatograms peaks corresponds to separated and identified isomers of Crocin and 

Crocetin in negative ion’s mod. 
 

استتفاد  از   لهای  وری و سلورستا س در مقایسه با تشخیص

ESI-MS)متتتی ویتتتف ستتتنجی جر 
1)و ( 2

APCI-MS ) در

همترا    یشتریب یتو اختصاص یتها با حساسیتمتابو  ییشناسا

شتتد  بتتا  یتتزتجه HPLCاز دستتتگا   یقتتیدر تحق .باشتتدیمتت

در  (ESI-MS)ی ستنج جرمت   یتف و و UV-Vis یهاآشکارساز

عصار  زعفتران ختام بکتار     ی دق یبررس یمثبت برا یونحا ت 

 یبا عمد  ترک لاین تحقی اصله از ح یجمتاب  با  تا و شدگرسته

                                                                                          
1 - Electrospray ionization mass spectrometry 

2 - Atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometry 

گترو    یتدهای آپوکاروتنوت یشد  در مرحله گرد  اسشا  ییشناسا

پتروژ  در   یتن ا یج تتا  یبرا یکنند  خوب ییدبود  که تا ینکروس

 ,.Tarantilis et al) باشتد متی  APCI-MS استفاد  از روش 

 ,.Caballero-Ortegaet al) و همکتتاران اورتگتتا (.1995

 مو ه از زعفران  یازد س ال در  یتیمواد متابو  یابیزار به (2007

سرا ستهل   یو تانل  ینلچت  یجتانل شتد  از منتاو  آذربا   یآورجم 

 مقایسته  در را یهو ترک یااسپا  یوزیلندل  یتا یالرانل ایهندوستانل ا

را با استتفاد    یگماشرکت س از تهیه خا ص متابو یتی ترکیبا  با

 یبترک 20ت داد  پرداخته و ودمجهز به ستودی HPLCاز دستگا  
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کتامپفرول و   -جنتیوبیوزیتل  -4جملته پیکروکروستینل   از  مه 

را در محدو  سه وول موج مختلتف شناستایی    هاا واع کروسین

 هتای  مو ته  که داد  شان آ ان تحقیقا حاصل از  یج مود د  تا

 مقتادیر  یدارا یاچتون استپا   هماز مناو   یشد  برخ یآورجم 

محلتول در آ    یکوزیتدی گل یتدهای از کارتنوت درصد 3از  یشب

 یت  حاصتله از تحق  یجبتا  تتا   کته باشند یها مینچون کروسه 

 هتای گو ته  از شتد   استتفاد   های مو ه اینکه به توجه باحایر 

 محتویتا   شتان داد کته    بتودل  استپا یا  در زعفران یاسته رویش

-تیت جتز  متابو   عمدتاًموجود در عصار  خام زعفران  یتیمتابو 

 هاکروسین یزومرهایمختلف از ا هایسرمچون  ه  یقتب یها

 باشتد متی  تحقیت   ایتن  ازحاصتله    تایجکنند   ییدأهستند که ت

(Caballero et al., 2007 .)استماعیلیان و   دیگتر  در تحقیقی

ترکیبا  مختلتف در محتویتا  کلا ته     1021همکاران در سال 

رد بررسی قترار  های مختلف برداشت موزعفران را در وی زمان

 یمهمترین ترکیبا  شناسایی شد  در مرحله گرد  اسشتا  . داد د

بود تد امتا بتر     ینو کروستت  ینکروست  ینلوکروسیکرساسرا الل پ

 ایزومرهای تفکیک به قادر حایر تحقی  از لحاص یجخلا   تا

 روش بهتتر  کتارایی  دهنتد    شتان  کته   بود تد  هامتابو یت این

 یگتر د یبتا  ترک همچنتین  باشدیم تحقی  این در شد  استفاد 

آ فتا   ینئوللست  -8و  1ل شتامل آ تان   یت  شد  در تحق ییشناسا

 یوبیوزیتتلجنت -3کاتمتتپ ستترولل  یدلاستت یتتکاو ئوآ و  یتتننلپ

بود د کته در مجموعته    یداس ینوسیتیکو اک ینئولکامپفرولل س

 ینا یلشد  در پروژ  ما وجود  داشتند د  ییشناسا هاییتمتابو 

 یهتا زمتان  کته باشتد   یریگتفاو  در مرحله  مو هامر احتمایً 

 هتای متابو یتو  وع  یزاندر م یداریمختلف برداشت تأثیر م ن

 از حاصتل   تایج از (.Esmaeilian et al., 2012)زعفران دارد 

 یکرومتاتوگراس  که کرد گیری تیجه توانمی یاسته ا جام تحقی 

-LC-APCI)بتا ویتون بتای     یسنج جرم یفمجهز به و مای 

MS) موجتود در منتاب     یبتا  ترک یبررست  یقدرتمند برا یابزار

 یون سازدر  APCI-MS چون زعفران بود  که روشهم یاهیگ

قت ا  حاصتل   با مرتبط هاییون یصتشخ یهعمدتاً بر پا یمنف

شتبه   ینچنت همو  یوبیوزیلجنت یا یلگلوکوز یاز کاهش واحدها

 ایزومرهتای  اکثتر  ییها منجر بته شناستا  ینکروس یهامو کول

از . گتردد یمت  ستاز  این در( و ترا س یسس یزومرهایا) ینکروس

روش بکار گرسته شتد  در   ییاثبا  کنند  کارا یگرجمله موارد د

بتود کته بتا     های شارژ ماتاعف امکان شناسایی یونپروژ   ینا

تترا س   یزومتر ا یبترا  یستاختار مو کتو    یتوجه به تقارن بتای 

جه به اینکه شناسایی سرم های با تو .یدمشاهد  گرد 3-ینکروس

های بیوسنتزیل از جمله موارد او یه و مختلف مو کو ی متابو یت

هتای  اساسی در شناخت دقی  مستیرهای بیوستنتزی متابو یتت   

باشتند  متی ( ر   اصتلی زعفتران  )ها گیاهی ه  چون کروسین

عنوان  قشه راهی دقی  در توا د به تایج حاصل از این پروژ  می

 هادی در بهبود صفا  کیفی زراعی و بهراتهی های بهت یین است

علاو  بتر ایتن   . و کمی ما ند ر   و عتر در گیا  زعفران باشد

هتای بتا ارزش   های حاصل از این پتروژ  بته عنتوان داد    یاسته

توا ند به عنوان ابزار بیوشتیمیایی  شیموتاکسنومیکی بود  که می

گیا  زعفتران کمتک    ها و ارقام مختلف ازمؤثر در شناخت گو ه

چنین آگاهی از پروسیتل ایزومرهتای مختلتف    ه . مؤثری  ماید

مو کو ی متواد بیوستنتزیل در بحتث مهندستی ژ تیتک کمتک       

مؤثری به شناخت آ زیمتی مستیرهای بیوستنتزی متواد متؤثر       

گیاهی  مود  که شناخت هر یک از ایزومرهای ژ ی کتد کننتد    

ان  شتا گر ژ تی متؤثر در    توا د بته عنتو  ها  ه تنها میاین آ زی 

هتتای بتتا ارزش در ستتتون تحقیقتتا  اصتتلان و گتتزینش ییتتن

ای باشد بلکه امکان بیان هترو وگ و تو ید هریک از این مزرعه

-های با ارزش را بتور مجزا و خا ص در میکروارگا یزممتابو یت

 .    مایدهای پروکاریوتی و یوکاریوتی سراه  می
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Abstract 

The main metabolites in saffron are the Apo- carotenoids’ Crocin and Crocetin. Color intensity and 

quality of saffron mostly depend on the presence of Crocins that are glycosylated steric form of 

Crocetin by glycosyltransferase enzyme. The aim of this study is the characterization of these 

metabolites in methanolic and chloroformic extracts of saffron stigmas during anthesis stage by LC-

APCI-MS. Identification of cis and trans isomers of Crocin and Crocetin was done by three parameters 

such as mass spectra registered in the negative ion mode, retention time and absorption ratio related to 

each metabolites. The variability of these parameters made it possible to detect the Crocins isomer 

with regard to the attached position and the number of UDP- glucose and Gentiobiosyl molecules to 

Crocetin structure. Crocins was the mainly detected components as there are polar components that are 

classified in the carotenoeids groups and the strified form of Crocetin Glucose (β-D-Glucopyranosyl) 

and Gentiobiose (β-D-Glucopyranosyl-D-Glucose). Also doubly charged ions were found for trans-

isomers of Crocin-4, due to the high symmetry of their molecules. Based on the data gathered, the 

applied chromatograph Machin in this project is accurate and it is most sensitive tools to investigate 

about plants’ natural components like saffron, also the used APCI-MS in negative ions mode is the 

most efficient method to distinguish different steric forms of Crocin based on the ion’s fragments 

related to united reduction of glycosyl and gentiobiosyl as well as molecular fractions. 
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