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   بیاناستخراج ترکیبات فنولیک از ریشه شیرین سازيسازي و بهینهمدل
 امواج مایکروویو به کمک

  

  ،2ماهونک صادقی علیرضا*، 3، زهرا امام جمعه2اله میرزائی ، حبیب1زهره کرمی
  5عماد آیدانی و 4مرتضی خمیري 

علوم و  گروهاستادیار 2 ،علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان گروهکارشناسی ارشد  آموختهدانش1
صنایع  گروهدانشیار 4 ،صنایع غذایی، دانشگاه تهران گروهدانشیار 3، صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان

  صنایع غذایی، دانشگاه سبزوارگروه آموخته کارشناسی ارشد دانش5 ،غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان
    28/2/91؛ تاریخ پذیرش:  11/12/90تاریخ دریافت:

  

  1چکیده
یک و بازدهی سازي شرایط استخراج ترکیبات فنولدر این پژوهش از روش سطح پاسخ جهت بهینه

بیان با استفاده از امواج مایکروویو استفاده شد. فاکتورهاي مورد بررسی در ایـن  عصاره از ریشه شیرین
دقیقه) و نسـبت حـلال بـه     6و  4، 2و آب)، زمان ( درصد 80، اتانول درصد 80روش، حلال (متانول 

پوزیـت مرکـزي انجـام شـد.     ها بـر اسـاس طـرح کام    آزمایش) بودند. 25: 1و  5/17: 1، 10: 1نمونه (
داري بر استخراج ترکیبات فنولیـک و بـازدهی عصـاره     ینشان داد شرایط استخراج تاثیر معن هاي هیجنت

دقیقه و نسبت حـلال بـه    5-6، زمان درصد 80داشته است. شرایط بهینه در این روش با حلال اتانول 
 43/47 ترتیب به ی عصاره در این شرایطدست آمد و مقادیر ترکیبات فنولیک و بازدهبه 5/16: 1نمونه 
همچنـین در ایـن پـژوهش    تعیین شـد.   درصد 38/16 بیان وگرم بر گرم ماده خشک ریشه شیرینمیلی

کننـدگی و ظرفیـت   ، قدرت احیـا DPPHهاي دست آمده با روشاکسیدانی عصاره بهینه به فعایت آنتی
  مقایسه شد.  BHT اکسیدان سنتزياکسیدانی کل محاسبه شد و با آنتیآنتی

  

 RSMبیان، سازي، استخراج به کمک مایکروویو، شیرینسازي، بهینهمدل :کلیدي هايواژه

  
                                                             

  sadeghiaz@yahoo.comاتبه: مسئول مک*
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  مقدمه
صورت گسترده مورد ترین گیاهان دارویی از لحاظ اقتصادي است که بهبیان یکی از مهمشیرین

و از  2وارانه فرعی پروانهو تیر 1این گیاه متعلق به تیره اصلی بقولات. ]3[ پژوهش قرار گرفته است
بیان جداسازي شده است. هاي شیرینفلاونوئید تاکنون از گونه 300بیش از . است 3سرخیانراسته گل

 7ها ، ایزوفلاوان6ها ، کلکون5ها یا فلاوانونول 4هاها انواع مختلف دارند که شامل: فلاوانوناین فلاونوئید
 هاي روش. ها از انواع اصلی هستندها و کلکون ها فلاوانون نباشند. از میان آمی 8ها و ایزوفلاوانون

 بررسیمورد  ارزشبا طبیعی هاي ترکیب چنین آوردن دست به منظوربه وسیع طور به استخراج مختلف
 طولانی زمان صرف به نیاز سوکسله و غرقابی روش مانند استخراج سنتی هايروش. اندقرار گرفته

 ترکیبات از تعدادي تجزیه باعث وبوده ن ایمن دمایی ازلحاظ همچنین دارند، زیادي ومقدارحلال
 حلال مصرف تر،کوتاه استخراج زمان با جدید استخراج هايروش به نیاز بنابراین گردندمی موجود

 کمک به استخراج مانند جدید استخراج هايروش. است یافته افزایش تر، کم آلودگی ایجاد و تر کم آلی
 هايازبافت موثره هايترکیب استخراج برايي مؤثر و سریع هايروش مایکروویو و اولتراسونیک

  ].24[ دنباشمی گیاهی
اي را ارائه داده است. ارزنده هاي هیجر استخراج نتهاي اخیر استفاده از امواج مایکروویو ددر سال

تر، افزایش مقدار  متر و با استفاده از حلال ک این روش باعث افزایش بازده استخراج در زمان کم
اصول استخراج با  ].1 ،17، 5[گردد به محیط زیست می يتر ترکیبات استخراج شده و آسیب کم

ها) در یک ظرف گونه است که یک نمونه و حلال مناسب آن (یا مخلوطی از حلال ینا همایکروویو ب
دقیقه استخراج به  20تا  5 شوند. بعد از حدودوسیله امواج مایکروویو گرم میهسپس ب .دشقرار داده 
سرد گردد. سپس مخلوط نمونه و حلال برداشته شده و مخلوط شود تا رسد و اجازه داده میاتمام می
شدن نیز بستگی به خصوصیات حلال در جذب امواج مایکرویو دارد. گردد. ظرفیت گرمفیلتر می

                                                             
1- Leguminoseae 
2- Fabaceae 
3- Rosales 
4- Flavanones 
5- Flavanonols 
6- Chalcones  
7- Isoflavones 
8- Isoflavanones 
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 هایی با دوقطبی ثابت دارندها ملکول کنند زیرا آنهاي قطبی انرژي مایکروویو را بهتر جذب میحلال
شوند اما گیرند گرم نمیقطبی مانند هگزان وقتی در معرض مایکروویو قرار می هاي غیراما حلال

ها بهبود یابد. مخلوطی از  کار روند تا ویژگی گرم شدن آنههاي قطبی بتوانند در ترکیب با حلال می
 متانول، هگزان/ گردند شامل استونیتریل/استفاده می MAE(1ها که در استخراج با مایکروویو (حلال

 ].21[باشند سیکلوهگزان و ایزواکتان/ استن می استن، اتیل استات/

است که این نیز بستگی به بسیاري اهمیت  دارايمان استخراج یابی به حداکثر رانددست
ف بر استخراج ترکیبات عوامل مختل هدف از این پژوهش بررسیسازي شرایط استخراج دارد.  بهینه

با شرایط استخراج سازي بهینهو در ادامه  با استفاده از امواج مایکروویوبیان فنولیک ریشه شیرین
  باشد. می RSMاستفاده از روش 

  
  ها مواد و روش

مهر) از ایستگاه  20( 1389بیان در فصل پاییز  ریشه شیرین :پژوهشمورد استفاده در این مواد  
کربنات سدیم، متانول،  پژوهشمواد شیمیایی مورد استفاده در این رزي گرگان تهیه شد. تحقیقات کشاو

فري سیانید، تري کلرواستیک، فسفات  ولین سیوکالته، اسیدسولفوریک، پتاسیم، فDPPHاتانول، اسید گالیک، 
راي خلوص بالایی . تمامی مواد مورد استفاده داندبود BHTاکسیدان سنتزي سدیم، آمونیوم مولیبدات و آنتی

  . هاي معتبر (مرك و سیگما) خریداري شدندبوده و از شرکت
بیان پس از تمیز شدن و گرفتن گل و لاي آن، هاي مرطوب شیرینریشه: بیان سازي ریشه شیرین آماده

 40 بـا دمـاي   آلمان)-100-800مدل  2(ممرتتري بریده و در آون با قیچی باغبانی به قطعات کوچک
شـده بـا آسـیاب چکشـی پـودر و در       هاي خشکهفته خشک شدند. ریشه 1مدت  بهگراد درجه سانتی

  ) نگهداري شدند.گراددرجه سانتی -18اتیلن در فریزر (دماي   هاي پلیکیسه

طبـق  ) CE3260F CE3260FS(در این روش از مایکروویو خانگی  : استخراج به کمک مایکروویو
هاي مختلف نمونه گرم نمونه با نسبت 5اده گردید. در این روش استف ].8[ پور و همکاران  روش میرزا

) مخلوط گردیـد.  درصد 80، اتانول درصد 80و حلال (آب، متانول  )25:1و  5/17: 1، 10:1(به حلال 
دهـی  وات اشـعه  150دقیقه) و تـوان   6، 4، 2هاي مختلف (مخلوط سپس با امواج مایکروویو در زمان

                                                             
1- Microwave assisted extraction 
2- Memert 100-800 
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 امـواج  تابش دقیقه هر از بعد که ترتیب این به شد؛ اعمال متناوب صورتبه نزما دما، کنترل براي(شد 
 روش این در ).شد قرارداده دریخچالگراد درجه سانتی 30 از تر کم دماي به رسیدن تا نمونه مایکرویو

 زدنهـم  بـدون  درحـلال مربوطـه   دقیقه 90 مدت به نمونه مایکروویو امواج توسط بهتر استخراج براي
 .]10[ گیاهی جدا گردیدند صافی از مواد با استفاده از کاغذ دست آمده بههاي عصاره .شد هخیساند

هاي مختلف استخراج توسط دستگاه حلال موجود در عصاره حاصل از روش : خراجتمحاسبه بازده اس
(هریـوس،  تبخیـر و در آون تحـت خـلا    ) 14000هایـدولف، مـدل لابوراتـا    (تبخیر در خلا چرخشی 

3001M-،  (خشک گردید. با محاسبه وزن اولیه بالن و وزن نهایی آن که حاوي ماده خشـک بـر   آلمان
صـورت  جاي مانده است، مقدار کل ماده خشک استخراج شده در مرحله استخراج محاسبه شـد و بـه  

   درصد (گرم به صد گرم نمونه خشک) بیان گردید.
بیان توسـط  ی موجود در عصاره ریشه شیرینمقدار کل ترکیبات فنول :گیري ترکیبات فنولی کل اندازه
مورد بررسی قرار گرفـت. در ایـن روش مقـدار کـل ترکیبـات       2سیوکالته -سنجی به روش فولینرنگ

ایـن ترکیـب اسـید     گردد و در اغلـب مواقـع   فنولی بر اساس یک ترکیب فنولی انتخاب شده، بیان می
 100گردد. پس از تهیه عصـاره،   گالیک بیان میوالانت اسید  صورت اکیآن به هاي هیجگالیک بوده و نت

لیتر آب مقطر به عصاره اضافه کـرده و بـا    میلی 8/2میکرولیتر از عصاره در لوله آزمایش ریخته، سپس 
لیتـر   میلـی  2و  با آب مقطر رقیق شـده بـود)  1:10نسبت سیوکالته (که به -میکرولیتر معرف فولین 100

مدت نیم ساعت در دماي اتـاق قـرار   ها بهمخلوط شد. نمونه درصد به خوبی 2محلول کربنات سدیم 
در طول موج   (CE 2502)3سسیل(گرفتند. سپس مقدار جذب محلول توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر 

نانومتر خوانده شد. مقدار کل ترکیبات فنولی با استفاده از معادلـه خـط رسـم شـده بـراي اسـید        750
معادله خـط   .]6[ گرم در گرم نمونه خشک بیان گردید صورت میلیبر مبناي اسید گالیک و به 4گالیک

دهـد  نـانومتر نشـان مـی    750هـا در  گالیک را با میزان جذب محلـول رگرسیونی که رابطه غلظت اسید
مقدار ترکیبات فنـولی بـر اسـاس اکـی      Xمقدار جذب و  Y. در این معادله دست آمدبهصورت زیر  به

  دهد. می والانت اسید گالیک را نشان
  

Y= 0008/0 x+ 0649/0                        R2= 9976/0  

                                                             
1- Heidolph LABOROTA 4000 
2  - Folin-Ciocalteu 
3- Cecil  
4  - Gallic acid 
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روش ، با )DPPHاچ ( پی دي پی هايرادیکالمیزان مهار : 1ي آزادها رادیکال مهارارزیابی میزان 
 50-500هاي هائی با غلظتمورد ارزیابی قرار گرفت. براي این منظور، محلول ]16[ شیمادا و همکاران

در حلال متانول آماده  BHTاکسیدان سنتزي ها و نیز آنتیاز تمامی عصاره لیتریگرم در میلمیکرو
 1/0(با غلظت  DPPHلیتر از محلول متانولی این صورت بود که یک میلی شدند. روش آزمایش به

هاي شدت هم زده شد. لولهبه دست آمده بهلیتر از عصاره افزوده و مخلوط میلی 3مولار) به  میلی
قرار گرفتند. بعد از این مدت میزان جذب در طول موج  دقیقه در محل تاریک 30مدت بهآزمایش 

. جایگزین شدلیتر متانول  میلی 3 با، عصاره کنترلنمونه لازم به ذکر است در شد. قرائت نانومتر  517
  توسط عصاره با فرمول زیر محاسبه گردید: DPPHهاي در نهایت درصد مهار رادیکال

  

 
100

_


A
AA

c

scهاي آزاد = مهار رادیکالDPPH )درصد( 

  باشند. ترتیب جذب کنترل و جذب نمونه می بهAs و  Acکه در این رابطه 
  

با روش یلدریم و سه ظرفیتی هن آهاي ها براي احیاء یونی عصارهیتوانا: 2کنندگیقدرت احیا
گرم در میکرو 100-2000 با غلظتی یهابراي این منظور، محلولگیري شد. اندازه ]26[ همکاران

لیتر از محلول میلی 1تهیه گردید.  BHTنیز  هاي مربوطه وهاي پودر شده در حلالاز عصاره لیتر میلی
لیتر پتاسیم میلی 5/2) و pH=6/6لیتر بافر فسفات (میلی 5/2اکسیدان سنتزي با عصاره یا آنتی

درجه  50ت نیم ساعت در حمام آب با دماي مد گرم در لیتر) مخلوط شد و به 10سیانید ( فري
حجمی)  :(وزنی درصد 10استیک اسید کلرولیتر تريمیلی 5/2قرار گرفت. پس از افزودن گراد  سانتی
شدند پس از سانتریفوژ از  )20423سانتریفوژ (سنتوریون مدل کا  g×1650 دقیقه با دور  10ها نمونه

ها در لیتر آب مقطر، جذب نمونهمیلی 5/2رداشته و پس از افزودن دقت ب لیتر بهمیلی 5/2محلول بالائی 
  نانومتر قرائت گردید.  700طول موج 

                                                             
1- Free Radical scavenging activity 
2- Reducing power 
3- Centurion K2042 
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ها از روش پرایتو و اکسیدانی کل عصارهگیري ظرفیت آنتیبراي اندازه :1اکسیدانی کل ظرفیت آنتی
هاي با غلظت BHTتزي اکسیدان سنلیتر از محلول عصاره و آنتی میلی 1/0استفاده شد.  ]14[ همکاران
مولار،  6/0لیتر از معرف (اسید سولفوریک میلی 1با لیتر) گرم در میلیمیکرو 100-2000(مختلف 

مدت  لوله آزمایش مخلوط شد و به مولار) در میلی 4مولار و آمونیوم مولیبدات  میلی 28فسفات سدیم 
ها . پس از سرد کردن، جذب نمونهقرار گرفتگراد درجه سانتی 90با دماي آب ساعت در حمام  5/1

استفاده لیتر متانول  میلی 1/0جاي عصاره از به شاهدنانومتر قرائت گردید. در نمونه  695در طول موج 
 6/0سازي محلول اسید سولفوریک  این صورت بود که پس از آماده سازي معرف بهنحوه آماده شد.

نظر در  یوم مولیبدات براي رسیدن به غلظت موردمولار، مقادیر محاسبه شده از فسفات سدیم و آمون
صورت جداگانه در اسید سولفوریک حل شدند. سپس این دو محلول با هم ادغام و  یک لیتر معرف، به

  شد. دهمانده اسید سولفوریک به حجم یک لیتر رسان با باقی دست آمده بهمخلوط 
 که است هاي آماريتکنیک از ايپاسخ مجموعه سطح روش :آماري تحلیل و تجزیه و آزمایش طرح

 تاثیر قرار تحت متغیرها از تعدادي توسط نظرمورد پاسخ رود کهمی کارهب هاییفرآیند سازيبهینه در

 این کمک است. با شده پاسخ سطح روش يتعریف واژه سبب ریاضی مدل گرافیکی شماي گیرد. می

 متقابل اثر و دوم درجه مدل رگرسیون بضرای کلیه و یافته کاهش هاآزمایش تعداد طرح آماري،

 از بود، هافاکتور و متقابل اصلی آثار بررسی پژوهش این مسئله ترینمهم برآورد هستند. قابل ها،فاکتور

 ،)X1( شامل: زمان مستقل هاي اثر متغیر مطالعه این در ].9[ شد پاسخ انتخاب سطح آماري طرح رواین
  گرفت.  قرار ارزیابی مورد سطح سه در) X3( و حلال )X2( نسبت حلال به نمونه

پاسخ  سطح در روش باشد.دوم می درجه يپاسخ عموما رابطه سطح در روش استفاده مورد مدل
 هر متغیر روي بر را فاکتورها متقابل و اصلی آثار که شودتعریف می مدلی وابسته متغیر هر براي

 پیش پاسخY ، شده یاد معادله باشد. درمی معادله سه صورت به متغیره چند مدل نماید،می بیان جداگانه

 اثراتβ23 ،β13 ،  β12اثرات مربعی و  β33 ،β22 ،β11ضرایب خطی، β1  ،β2 ،β3ثابت، ضریب β0 شده،  بینی

  .باشندمی متقابل
Y= β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β1X12 + β2X22 + β3X32 + β12X1X2 + β13X1X3 + 
β23X2X3       

  

                                                             
1- Total antioxidant capacity 
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مستقل شامل زمان، نسبت حلال به نمونه و  متغیر سه با مرکزي مرکب طرح از پژوهش این در
فرآیند)  پذیري تکرار (براي محاسبه طرح مرکزي نقطه در تکرار شش و یک بلوك حلال، در سه سطح،

 شده یاد فرآیند سازيبهینه و شرایط استخراج ترکیبات فنولیک، بازدهی عصاره تاثیر بررسی جهت

  انجام گرفت. Excelافزار و رسم نمودارها با نرم SASافزار ها با نرمشد. آنالیز سایر داده استفاده
  

 نتیجه و بحث
: بیان بـا روش مـایکروویو  سازي استخراج ترکیبات فنولیک و بازدهی عصاره از ریشه شیرین بهینه

هـاي   ، آزمـون RSMبا توجه به نقاط تعریف شده در طـرح   :ها توسط روش سطح پاسخ بررسی داده 
هـاي تعیـین میـزان ترکیبـات فنولیـک و       نتایج انجام آزمون 3و  2، 1 هاي لومربوطه انجام شد. در جد

دسـت آمـده از    هـاي بـه   ي بعـدي داده  بیـان ارائـه شـده اسـت. در مرحلـه     بازدهی عصاره ریشه شیرین
زده شـده و   . ضرایب رگرسـیونی تخمـین  ندهاي مختلف توسط روش سطح پاسخ آنالیز گردید آزمون
  بود. 6و  5، 4 هاي ها مطابق جدولي واریانس براي هر یک از پاسخ تجزیه  جدول

  
  .ها در نقاط مشخص شده با طرح کامپوزیت مرکزي با حلال متانول آزمون هاي هیجنت -1جدول 

 تیمار 1xزمان (دقیقه)   )2Xنسبت حلال به نمونه (  )گرم میلی( ترکیبات فنولی کل (درصد)عصاره بازدهی  
50/14 55/43 5/17 6 1 
52/12 6/37 10 4 2 
81/12 8/32 10 2 3 
31/14 99/42 5/17 4 4 
96/12 19/33 25 2 5 
98/13 42 5/17 4 6 
10/14 43/42 5/17 4 7 
30/14 15/43 5/17 4 8 
35/14 43 5/17 4 9 
61/14 41/37 25 6 10 
85/13 88/36 25 4 11 
86/12 64/38 5/17 2 12 
36/16 89/41 10 6 13 
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 .شده با طرح کامپوزیت مرکزي با حلال اتانول ها در نقاط مشخص آزمون هاي هیجنت -2جدول 

 تیمار 1xزمان (دقیقه)  نسبت حلال به نمونه  )گرم بر گرم میلیترکیبات فنولی کل ( (درصد)بازدهی عصاره

50/16 43/47 5/17 6 1 

35/14 73/41 10 4 2 

83/11 48/36 10 2 3 

3/15 15/46 5/17 4 4 

7/13 95/35 25 2 5 

78/15 17/46 5/17 4 6 

5/15 46 5/17 4 7 

81/15 95/45 5/17 4 8 

58/15 18/46 5/17 4 9 

15 83/40 25 6 10 

98/14 88/39 25 4 11 

87/13 07/41 5/17 2 12 

50/15 53/43 10 6 13 
  

 .ده با طرح کامپوزیت مرکزي با حلال آبشها در نقاط مشخص آزمون هاي هیجنت -3جدول 
 تیمار 1xزمان (دقیقه)  نسبت حلال به نمونه  )گرم بر گرم میلیترکیبات فنولی کل ( )درصد( عصاره بازدهی

3/8 68/19 5/17 6 1 
52/7 88/17 10 4 2 
83/6 5/16 10 2 3 
96/7 5/18 5/17 4 4 
5/6 61/16 25 2 5 
9/7 52/18 5/17 4 6 
88/7 54/18 5/17 4 7 
87/7 55/18 5/17 4 8 
93/7 3/18 5/17 4 9 
8 19 25 6 10 
12/7 2/18 25 4 11 
09/7 84/16 5/17 2 12 
85/7 85/18 10 6 13 
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 6و  5، 4 هـاي  هـا در جـدول   آنالیز سـطح پاسـخ داده  : )TPCآنالیز سطح پاسخ ترکیبات فنولی کل (
ستخراج از نوع درجه دوم با ضـریب رگرسـیون مناسـب    و پارامترهاي ا TPCنشان داد که روابط بین 

)R2(مربوط به حلال  3(مربوط به حلال اتانول) و  2(مربوط به حلال متانول)،  1هاي رابطهباشد.  ) می
   دهد. و پارامترهاي استخراج را نشان می TPCآب)روابط بین 

 
Y1= 61/42 + 03/3 X1- 801/0 X2- 28/1 X1

2- 13/5 X2
2- 21/1 X1X2                                              1 رابطه   

Y1= 05/46 + 04/3 X1- 8/0 X2- 72/1 X1
2- 17/5 X2

2- 54/0 X1X2                                                 2 رابطه  

Y1= 79/12 + 18/1 X1- 22/0 X2- 006/0 X2
3 رابطه                                                                          2  

 
  .بیان با حلال متانولجدول تجزیه واریانس براي ترکیبات فنولی کل و بازدهی عصاره ریشه شیرین -4 جدول

    بازدهی    ترکیبات فنولی کل  درجه آزادي  
 pعدد   ضریب رگرسیون Pعدد   ضریب رگرسیون    

  000/0  19/14  000/0  61/42  5  مدل
X1 1  06/3  000/0  01/1  000/0  
X2 1  80/0-  018/0  266/0-  02/0  
X1

2 1  28/1-  013/0  431/0-  013/0  
X2

2 1  13/5-  000/0  71/1-  000/0  
X1X2 1  21/1-  007/0  405/0-  008/0  

Lack of fitness 5    176/0    186/0  
R2   984/0    983/0    

Adj-R2   972/0    971/0    
CV   641/0    218/0    
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  .بیان با حلال اتانولل و بازدهی عصاره ریشه شیرینجدول تجزیه واریانس براي ترکیبات فنولی ک  - 5 جدول
    بازدهی    ترکیبات فنولی کل  درجه آزادي  
 pعدد   ضریب رگرسیون Pعدد   ضریب رگرسیون    

  000/0  62/15  000/0  05/46  5  مدل
X1 1  04/3  000/0  266/1  000/0  
X2 1  80/0-  000/0  333/0  003/0  
X1

2 1  72/1-  000/0  529/0-  002/0  
X2

2 1  17/5-  000/0  71/1-  000/0  
X1X2 1  54/0-  000/0  405/0-  008/0  

Lack of fitness 5    149/0    772/0  

R2   999/0    987/0    
Adj-R2   999/0    978/0    

CV   1481/0    184/0    
  

  .لال آببیان در روش مایکروویو با حجدول تجزیه واریانس براي ترکیبات فنولی کل و بازدهی عصاره ریشه شیرین - 6 جدول
    بازدهی    ترکیبات فنولی کل  درجه آزادي  
 pعدد   ضریب رگرسیون Pعدد   ضریب رگرسیون    

  000/0  22/4  000/0  79/12  5  مدل
X1 1  184/1  006/0  415/0  014/0  
X2 1  222/0  041/0  264/0  000/0  
X1

2 1  065/0-  089/0  03/0-  06/0  
X2

2 1  006/0-  037/0  008/0-  000/0  
X1X2 1  001/0-  896/0  008/0  039/0  

Lack of fitness 5    598/0    014/0  
R2   969/0    98/0    

Adj-R2   947/0    94/0    
CV   2215/0    014/0    
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نمودار فضایی و سطحی اثر زمان استخراج و نسبت حلال به نمونه، بر روي  2و  1هاي شکل
در هر دو حلال نسبت حلال به دهد. نشان می را میزان ترکیبات فنولی کل با حلال متانول و اتانول

درجه اول  داریصورت نزولی در حالی که زمان استخراج اثر معندرجه اول و دوم به دارینمونه، اثر معن
صورت نزولی بر روي میزان استخراج ترکیبات فنولی کل صورت صعودي ولی اثر درجه دوم را بهرا به

)TPC .خراج، مقدار ترکیبات استخراجی افزایش یافت. البته طور کلی با افزایش زمان استبه) نشان داد
میزان استخراج شود. تر در معرض امواج منجر به تجزیه حرارتی ترکیبات موثره می قرار گرفتن بیش

ترکیبات فنولی با افزایش نسبت مایع به جامد ابتدا افزایش و سپس کاهش یافت. نسبت حلال به نمونه 
بیان ، نسبت مناسبی براي استخراج ترکیبات فنولیک از ریشه شیرین)5:1/17در حدود مقدار متوسط (

یابد. بود. در مقادیر پایین حلال به نمونه جامد، حلالیت ترکیبات فنولیک با افزایش نسبت بهبود می
. ]22[ یابدگزارش شده است که میزان شکستن غشاي سلولی مواد جامد با افزایش حلال افزایش می

دهد. افزایش نسبت وسیله تاثیر بر شیب غلظت، سرعت استخراج را تغییر مید بهنسبت حلال به جام
حلال به مواد جامد، شیب غلظت و به تبع آن سرعت نفوذ ترکیبات از فاز جامد به مایع را افزایش 

تر حلال، بازدهی ترکیبات موثره را  هاي استخراج سنتی میزان بیشطور معمول در روش به .]12[ دهدمی
تري را تر، بازدهی پایین دهد اما در روش استخراج به کمک مایکروویو میزان حلال بیشایش میافز

طور   که حجم حلال باید تا حدي باشد که بافت گیاهی به دادها نشان . یافته]2، 4، 15[دهد نتیجه می
نمونه انتخاب ور باشد. حجم حلال با توجه به مقدار دهی غوطهکامل در حلال تا اتمام زمان اشعه

هاي استخراج هاي بالاي حجم حلال به ماده جامد ممکن است در روشطور کلی، نسبت شود. به می
هاي بالاتر ممکن است ثر باشد اما در روش استخراج به کمک مایکروویو، نسبتؤمعمولی م

  .]7[ باشددلیل همزنی نامناسب و ناکافی حلال توسط مایکروویو داشته  تري را به هاي کم بازیابی
نمودار فضایی و سطحی اثر زمان اسـتخراج و نسـبت حـلال بـه نمونـه، بـر روي میـزان         3شکل 

داري درجه اول و دوم یدهد. نسبت حلال به نمونه، اثر معننشان می را ترکیبات فنولی کل با حلال آب
ترکیبات فنـولی  صورت نزولی در حالی که زمان استخراج اثر خطی مثبت را بر روي میزان استخراج به

کلی با افزایش زمان استخراج، مقدار ترکیبات استخراجی افزایش یافت و  طوربه) نشان داد. TPCکل (
   افزایش نسبت حلال تا حدودي منجر به افزایش استخراج ترکیبات فنولیک شد.
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  .و نسبت حلال به نمونه (حلال متانول) ) در برابر زمان (دقیقه)mg/gو سطحی  میزان ترکیبات فنولی کل ( نمودار فضایی - 1شکل 

  

  
  .نمونه (حلال اتانول) ) در برابر زمان (دقیقه) و نسبت حلال بهmg/gو سطحی  میزان ترکیبات فنولی کل ( نمودار فضایی - 2 شکل

  
  

  
  .)آب حلال( نمونه به حلال ونسبت) دقیقه( دربرابرزمان) mg/g( کل فنولی ترکیبات میزان وسطحی نمودارفضایی - 3 شکل
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ضرایب  6و  5، 4 هاي آنالیز سطح پاسخ در جدول :بیانآنالیز سطح پاسخ بازدهی عصاره ریشه شیرین
روابـط بـین بـازدهی اسـتخراج عصـاره ریشـه        6و  5، 4هـاي   دهد و معادله رگرسیون بالا را نشان می

  دهد.  حلال را نشان می بیان و پارامترهاي استخراج شامل نسبت حلال به نمونه، زمان استخراج و شیرین
  

Y2= 19/14 + 01/1 X1- 266/0 X2- 431/0 X1
2- 71/1 X2

2- 4/0 X1X2                                                     4 رابطه  
Y2= 62/15 + 26/11 X1+ 33/0 X2- 52/0 X1

2- 04/1 X2
2- 59/0 X1X2                                                    5 رابطه  

Y2= 22/4 + 415/0 X1+ 26/0 X2- 008/0 X2
2+ 008/0 X1X2                                                             6 رابطه  

 
هاي بیان با حلالاثر زمان استخراج و نسبت حلال به نمونه بر روي بازدهی عصاره ریشه شیرین

صورت درجه دوم و بهاثر نسبت حلال را  هاي هیجارائه شده است. نت 5و 4هاي متانول، اتانول در شکل
صورت نزولی بر روي صورت خطی و مثبت و درجه دوم را بهنزولی در حالی که اثر زمان را به

بیان در هاي پایین، بازدهی عصاره ریشه شیرینبیان نشان داد. در نسبتبازدهی عصاره ریشه شیرین
 هاي هیجافتد. نتتر نسبت، کاهش اتفاق می آغاز افزایش سریعی را نشان داد اما سپس با افزایش بیش

بیان با براي استخراج اسید گلیسیریزیک از عصاره ریشه شیرین .]10[ و همکاران یکسان توسط پن
  استفاده از مایکروویو گزارش شده است. 

ا بیان ب اثر زمان استخراج و نسبت حلال به نمونه بر روي بازدهی عصاره ریشه شیرین 6در شکل 
صورت خطی و صعودي و اثر نسبت حلال به نمونه را به هاي هیجنشان داده شده است. نت حلال آب

بیان نشان داد ولی زمان اثر صورت نزولی بر روي بازدهی عصاره ریشه شیریندرجه دوم را به
  بیان نشان داد. صورت خطی مثبت بر روي بازدهی عصاره ریشه شیرینمعناداري را به

بیان به  هاي مختلف استخراج اسید گلیسیریزیک از ریشه شیریندر بررسی زمان ]10[ پن و همکاران
دهی امواج  دقیقه اشعه 5-4دقیقه گزارش کردند که زمان  10تا  1کمک امواج مایکروویو، در بازه زمانی 

ترین میزان استخراج را داشت که در مقایسه با روش سنتی  بیش درصد 50مایکروویو با حلال اتانول 
دهی هاي مختلف اشعهتر بود. همچنین در بررسی زمان ساعت در دماي اتاق، بیش 20-24مدت  خراج بهاست

دقیقه  4هاي چاي سبز، زمان ها و کافئین از برگدقیقه) براي استخراج پلی فنل 10تا  1امواج مایکروویو (
دقیقه میزان استخراج  10تا  4ترین میزان استخراج را براي هر دو ترکیب داشت. با افزایش زمان از  بیش
جهت  پژوهش. در یک ]11[ ها تقریبا ثابت بود ولی میزان استخراج کافئین چاي کاهش یافته بودفنلپلی
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) s30 ،s90،s150دهی ()، زمان اشعهدرصد 90، درصد 50، درصد 10سازي توان مایکروویو متغیرهاي ( بهینه
زمینی به کمک  استخراج ترکیبات فنولیک از پوست بادام) بر گرم 5/3، گرم 5/2، گرم 5/1و وزن نمونه (

زمان  s 30توان مایکروویو،  درصد 90تحت شرایط بهینه ( TPCامواج مایکروویو، گزارش شد که ماکزیمم 
. ]20[ دست آمد گرم معادل اسید گالیک به گرم پوست بهمیلی6/143میزان  گرم پوست) به 5/1دهی و اشعه

هاي سازي استخراج ترکیبات فنولی به کمک مایکروویو از برگمنظور بهینه به ]19و همکاران [ سانگ
Ipomoea batatas افزار آماري از نرم  RSM  با متغیرهاي زمان استخراج، توان مایکروویو و نسبت اتانول

نولی دست آوردن ماکزیمم ترکیبات ف نشان داد که شرایط بهینه جهت به RSMاستفاده نمودند. آنالیز آماري 
). همچنین بعد v/v( درصد 53، نسبت اتانول S 123، زمان W 302باشد: توان مایکروویو این صورت می به

در افزایش کارایی  MAEاکسیدانی عصاره بهینه، برتري روش سازي، طی بررسی فعالیت آنتی از بهینه
   اکسیدانی عصاره را در زمان کوتاه آشکار کرد.استخراج و فعالیت آنتی

  

  
  

  ) دقیقه( زمان برابر در بیانبازدهی عصاره ریشه شیرین سطحی و فضایی نمودار -4 شکل
  .)متانول حلال( نمونه به حلال نسبت و
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  .)اتانول حلال(نمونه به حلال نسبت و) دقیقه( زمان برابر در بیانبازدهی عصاره ریشه شیرین وسطحی فضایی نمودار - 5شکل

 
  .(حلال آب) و نمونه به حلال نسبت و) دقیقه( زمان برابر در بیانبازدهی عصاره ریشه شیرین یسطح و فضایی نمودار - 6 شکل

  
 6و  5،  4هاي  سازي متغیرهاي وابسته با استفاده از جدول بهینه :استخراج با مایکروویو سازي بهینه

: 1بت حلال به نمونه دقیقه و نس 6دست آمدند. این مقادیر بهینه در زمان انجام شد و نقاط اُپتیمم به
 80با حلال اتانول  5/16: 1دقیقه و نسبت حلال به نمونه  6، زمان درصد 80با حلال متانول  7/12

ها  که با بررسی آن دست آمد بهبا حلال آب  15/18: 1دقیقه و نسبت حلال به نمونه  2و زمان  درصد
دست آمده در ههاي پیشین ب بی با دانستهدست آمده طی آزمایشات تجررسیم که مقادیر به این نکته می به

ثر بر میزان ترکیبات فنولی کل هماهنگی دارد. عمل استخراج در شرایط بهینه ارائه شده ؤمورد عوامل م
بینی شده توسط آن مقایسه گردید. میزان توسط مدل در سه تکرار انجام گردید و نتیجه با مقدار پیش
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گرم معادل اسید  میلی 4/19و  43/47، 5/43ي ترکیبات فنولیک بینی شده مدل برا راندمان تولید پیش
ترتیب با به درصد 36/8و  درصد 38/16، درصد 5/14گالک به گرم وزن خشک و بازدهی عصاره 

هاي از آزمایش دست آمده به هاي  هیجو آب بود که نت درصد 80، اتانول درصد 80هاي متانول  حلال
گرم میلی 3/19±26/0و  1/47 ±15/0، 06/43 ±15/0کیبات فنولیک انجام شده در این شرایط براي تر

 27/8 ±11/0و  24/16 ±06/0، 23/14±22/0معادل اسید گالیک به گرم وزن خشک و بازدهی عصاره 
دهد که نشان می هاي هیجو آب بود. این نت درصد 80، اتانول درصد 80هاي متانول ترتیب با حلالبه

متغیر حلال، زمان و نسبت حلال به نمونه را در استخراج ترکیبات  3دي اثر مدل توانسته تا حدود زیا
   فنولیک و بازدهی عصاره را نشان دهد.

دهـی  زمان اشـعه : هاي متفاوت در استخراج ترکیبات فنولیک به کمک مایکروویومقایسه بین حلال
هایی مانند در حلال الکتریک حلال است.در استخراج به کمک مایکروویو تحت تاثیر خصوصیات دي

دهی، حرارت بالا رود از ایـن رو بـراي اجـزاي    آب، اتانول و متانول ممکن است با افزایش زمان اشعه
تـري از ترکیبـات   . در این روش، استخراج بـا آب مقـدار پـایین   ]1[ حساس به حرارت خطرناك است

(شـکل   به همراه داشـت  رصدد 80و متانول  درصد 80فنولیک قابل استخراج را نسبت به حلال اتانول
هاي معمول دارد اگرچـه فـاکتور اتـلاف آب از    الکتریک را نسبت به حلال ترین ثابت دي ). آب بیش7

هاي متانول و تر از حلال تر است. بنابراین میزان جذب مایکروویو براي آب بیشهاي دیگر پایینحلال
باشـد بنـابراین میـزان    تر از آب می ل بیشدهی کلی براي هر دو حلاباشد اما ضریب حرارتاتانول می

نشـان داد کـه    هـاي  هیج ـمچنـین نت . ه]15[ باشـد  تر می استخراج ترکیبات فنولیک توسط حلال آب کم
دهی با مایکروویو، باشد. اصول حرارتمی درصد 80ماکزیمم استخراج ترکیبات فنولی با حلال اتانول

وسیله دو پدیده انتقال یونی و چرخش باشد و بهطبی میبر اساس تاثیر مستقیم امواج با حلال و مواد ق
ها) و فنلهاي قطبی (مثل پلیافتد. مولکولزمان اتفاق میتر موارد هم گذارد که در بیشدو قطبی اثر می

هـا داراي چـرخش    علت این که آن کنند و بههاي یونی انرژي مایکروویو را به شدت جذب میمحلول
  .]23[ شود این موضوع سبب افزایش سریع دما و تکمیل سریع واکنش می باشنددوقطبی دائمی می

  



 و همکاران کرمی زهره
 

 
49 

  
  هاي متفاوتبیان با حلالمقایسه بین استخراج ترکیبات فنولیک و بازدهی عصاره ریشه شیرین -7شکل 

  .است درصد 5دار در سطح احتمال اختلاف معنی گر بیانمشابه  حروف غیر 
  

گیري توانایی ، که در واقع اندازهDPPHهاي ارزیابی مهار رادیکال: هاي آزاد ارزیابی مهار رادیکال
ترین روش براي باشد، معمولها جهت انتقال اتم هیدروژن به رادیکال میفنولمانند کننده  ترکیبات احیا

بر حسب درصد کاهش در میزان  هاي هیجباشد. در این روش نتاکسیدانی میمحاسبه فعالیت آنتی
 .گرددفاقد عصاره بیان می DPPHدر حضور عصاره نسبت به محلول  DPPHهاي جذب محلول

اکسیدان سنتزي و آنتیبیان بهینه ریشه شیرینهاي عصاره آنالیز واریانس نشان داد غلظت هاي هیجنت
آن بود که توانایی  گر بیان هاي هیجهاي آزاد دارد. همچنین نتداري بر میزان مهار رادیکالتاثیر معنی

هاي آزاد وابسته به غلظت بوده و با افزایش غلظت فعالیت ضد رادیکالی ها در مهار رادیکالعصاره
هاي ) در غلظت رادیکالP>05/0داري (دهد که کاهش معنینشان می 8یابد. شکل ها افزایش می آن

DPPH باشد. بیان و استاندارد میهاي ریشه شیرینها توسط عصارهعلت توانایی در مهار رادیکال به
دست این ترتیب به بیان و استاندارد به هاي ریشه شیرینتوسط عصاره DPPHاثر مهار رادیکال آزاد 

میکروگرم  100-400در محدوده غلظت  هاي هبا توجه به نتیج .<BHTبیان عصاره ریشه شیرین آمد:
بالاتر تفاوت  هايوجود داشت ولی در غلظت BHTها و داري بین عصارهیلیتر تفاوت معن در میلی

که دهد  نشان می ها هیجاین نتوجود نداشت.  BHTها و هاي آزاد بین عصارهمعناداري در مهار رادیکال
هاي آزاد متعلق به ترین میزان مهار رادیکال لیتر بیشمیکروگرم در میلی 100-300در محدوده غلظت 

BHT بیان در مهار ره ریشه شیرینلیتر) عصا میلی میکروگرم/ 400هاي بالا (بود اما در غلظت
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را  هایی در بررسی سایر گیاهان، محققان نتیجهکند. اکسیدان سنتزي رقابت میهاي آزاد با آنتی رادیکال
گزارش  ]25[ ٢و مارینوا ١خوانی داشت. یانیش لیوا ها هم با آن این پژوهش هاي هیجد که نتگزارش کردن

کند. این عصاره در گردان روند اکسیداسیون را کند می کردند که افزودن عصاره مرزه به روغن آفتاب
اي توسط بود. در مطالعه ppm 200در غلظت  BHTداراي اثر بهتري نسبت به  ppm 5000غلظت 

اکسیدانی اسانس و عصاره شبت با استفاده از آزمون آون در روغن فعالیت آنتی ]17[ سینگ و همکاران 
به روغن افزوده شد و تغییرات عدد پراکسید و  ppm 200غلظت کلزا بررسی شد. اسانس و عصاره با 

روز بررسی شد. ترتیب قدرت فعالیت  28مدت  گراد به درجه سانتی 80تیوباربیتوریک اسید در دماي 
اسانس. حضور ترکیبات فنولیکی مانند >عصاره>BHT<BHAاین صورت بود:  اکسیدانی بهآنتی
   کسیدانی ذکر گردید.ا آپیول و آنتول سبب اثرات آنتی دیل

 
و ریشه شیرین بیان هاي هاي مختلف عصارهغلظت DPPHهاي آزاد درصد مهار رادیکال مقایسه میانگین -8 شکل

  .است درصد 5دار در سطح احتمال اختلاف معنی گر بیانمشابه در هر غلظت  حروف غیر. BHTاکسیدان سنتزي  آنتی
  

بیان بر اساس احیا  ریشه شیرین بهینه  رت احیاکنندگی عصارهمطالعه ، قداین در : قدرت احیاکنندگی
کننده عنوان عامل احیابه BHTظرفیتی سنجیده شد و با استاندارد  2ظرفیتی و تبدیل آن به آهن  3آهن 

هاي فري سیانید ها) منجر به احیاء کمپلکسحضور عوامل احیاء کننده (آنتی اکسیدانقوي مقایسه شد. 
هاي مورد بررسی با کنندگی عصاره گردد که بسته به ظرفیت احیاءفروس می شکلبه ها  و تبدیل آن

                                                             
1- Yanishlieva 
2- Marianova 
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که این  ییجا آبی همراه است. از آن هاي سبز وتغییر رنگ محلول از زرد به درجات مختلفی از رنگ
توان غلظت می بنابراینباشد، نانومتر داراي حداکثر میزان جذب می 700کمپلکس در طول موج 

آنالیز  هاي هیجنت. ]18[ گیري میزان جذب محلول تعیین نمودآهن دو ظرفیتی را با اندازههاي  یون
  يدارکنندگی اختلاف معنیهاي مختلف از نظر قدرت احیاءآن بود که عصاره گر بیانواریانس 

)05/0P< (ا بBHT طور هاي حاوي عصاره بهچنین با افزایش غلظت میزان جذب محلول دارند. هم
   اي افزایش یافت.ملاحظهقابل 

را  BHTوبیان ریشه شیرینهاي هاي مختلف عصارهمقایسه میانگین میزان جذب غلظت 9 شکل
گرم در میکرو 100-2000( هاي مورد بررسینشان داد در تمامی غلظت هاي هیجدهد. نتنشان می

هاي . البته در غلظتتترین قدرت احیاءکنندگی اس داراي بیش BHTاکسیدان سنتزي  ) آنتیلیتر میلی
هاي بالاتر (حدود وجود داشت ولی در غلظت BHTها وتري بین عصاره داري بیشیپایین تفاوت معن

mg/ml 2کند.  ها وابسته به غلظت افزایش پیدا می کنندگی عصاره قدرت احیاء تر بود. )، این تفاوت کم  

  
  . BHTبیان و هاي ریشه شیرینلف عصارههاي مختکنندگی غلظتمقایسه میانگین قدرت احیاء -9شکل 

  است. درصد 5دار در سطح احتمال گر اختلاف معنی مشابه در هر غلظت بیان حروف غیر
  

ظرفیتی در  5ظرفیتی به مولیبدن  6اساس کار در این روش احیاء مولیبدن  :اکسیدانی کلظرفیت آنتی
هاي سبز رنگ فسـفو مولیبـدن همـراه    سمحیط اسیدي و دماي بالا است. این واکنش با تشکیل کمپلک

هائی که شـدت جـذب   باشند. عصارهنانومتر داراي حداکثر میزان جذب می 695بوده که در طول موج 
 هاي هیج. نت]14[ دهندتري از خود نشان می دانی بیشاکسی بالاتري در این طول موج دارند، ظرفیت آنتی
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و آنتـی اکسـیدان   هـا اکسیدانی کل عصاره ین ظرفیت آنتیداري بآنالیز واریانس نشان داد، اختلاف معنی
و آنتـی   هـا اکسـیدانی کـل عصـاره   وجود دارد. ظرفیت آنتـی  درصد 5در سطح احتمال  BHTسنتزي 

هـا ظرفیـت   نشـان داده شـده اسـت. بـا افـزایش غلظـت عصـاره        10شکل  در BHTاکسیدان سنتزي 
   .ایش یافت) افز>05/0Pداري (طور معنی ها به اکسیدانی آن آنتی

  
  .  BHTبیان و هاي ریشه شیرینهاي مختلف عصارهاکسیدانی غلظتمقایسه میانگین ظرفیت آنتی -10شکل 

  .است درصد 5دار در سطح احتمال گر اختلاف معنی حروف غیر مشابه در هر غلظت بیان
  

 هاي بالاي اتانولی در غلظتهاشود، میزان جذب عصارهنیز دیده می 10طور که در شکل همان
هاي پایین مشاهده شد غلظت.تري نسبت به لیتر) تفاوت کمگرم در میلیمیکرو 2000(حدود 

  را به خود اختصاص داد. اکسیدانیترین میزان ظرفیت آنتی بیش BHT اکسیدان سنتزي وآنتی
  

  گیري کلینتیجه
یبات فنولیک و سازي استخراج ترکسازي و بهینهدر این پژوهش از روش سطح پاسخ براي مدل 

نشان  هاي  هیجتهاي متفاوت حلال، زمان و نسبت حلال به نمونه استفاده شد. نبازدهی عصاره در روش
متغیر حلال، زمان و نسبت حلال به نمونه را در استخراج  3دهد که مدل توانسته تا حدود زیادي اثر  می

بیان  اکسیدانی عصاره ریشه شیریننتیترکیبات فنولیک و بازدهی عصاره را نشان دهد. بررسی فعالیت آ
  ابت است. اکسیدان سنتزي قابل رقهاي بالا با آنتیبیان در غلظتنشان داد که عصاره ریشه شیرین
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Abstract1 

In present study, response surface methodology was used to optimize extraction 
condition of phenolic compounds from licorice root by microwave application. 
Investigated factors were solvent (ethanol 80%, methanol 80% and water), 
liquid/solid ratio (10:1, 17.5:1, 25:1) and time (2, 4 and 6min). Experiments were 
designed according to the central composite rotatable design. The results showed 
that extraction conditions had significant effect on the extraction yield of phenolic 
compounds and antioxidant capacities. Optimal condition in microwave assisted 
method were ethanol80% as solvent, extraction time of 5-6 min and liquid/solid 
ratio of 16.5/1. Amount of phenolic compounds and extraction yield of licorice root 
in microwave assisted (MAE), were 47.43 mg/g and 16.38%, respectively. The 
antioxidant activity of optimal extract was assessed by DPPH, reducing power and 
total antioxidant capacity assay and results were compared with synthetic 
antioxidant BHT.  
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