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  چکیده
سازي شرایط بهینه عهمطالشود. هدف از این فنولی و کاروتنوئیدي هستند که در میوه درخت عناب یافت میترکیبات فنولی، پلی اصولاًهاي طبیعی اکسیدانآنتی

اکسید جهت یافتن نقاط بهینه استخراج و کاهش میزان حلال استخراج ترکیبات فنولیک از میوه عناب به دو روش حلالی و روش سیال فوق بحرانی کربن دي
هاي استخراجی می باشد. در روش استخراج با حلال از طرح باکس بنکن با سه متغیر دما، زمان و نسبت حلال و در اکسیدانی عصارهو ارزیابی فعالیت آنتیمصرفی 

ش استخراج با حلال براي ها در روسازي استفاده شده است. دما، زمان و نسبت حلالروش فوق بحرانی از طرح مرکب مرکزي با دو متغیر دما و فشار جهت بهینه
دست آمد و نسبت حلال و دما بیشترین تاثیر را بر میزان فنول کل دارا درصد به 92/44و  oC54/43 ، hr46/3ترتیب برابر رسیدن به حداکثر میزان فنول کل به

حاصل شد. میزان فنول کل استخراجی در  bar 323 و oC19/34بودند. همچنین دما و فشار در روش فوق بحرانی براي رسیدن به حداکثر میزان فنول کل برابر 
گرم گالیک اسید به گرم عصاره خشک بود. در خصوص خاصیت میلی 74/22و در روش فوق بحرانی برابر  21/26نقطه بهینه در روش استخراج با حلال برابر 

بود. در هر دو روش میزان فنول کل رابطه  8/532ر روش فوق بحرانی برابر و د 6/581در نقطه بهینه در روش استخراج با حلال برابر  IC50اکسیدانی نیز آنتی
  اکسیدانی بیشتري بود. اکسیدانی داشت و روش فوق بحرانی با وجود برخورداري از میزان فنول کمتر داراي قدرت آنتیمستقیم با فعالیت آنتی
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  123مقدمه

ها ضور آنشود که در حاکسیدان به ترکیباتی گفته میآنتیاصطلاح 
شود که افتد و یا از آن جلوگیري میاکسید شدن یک ماده به تأخیر می

 .)Collins, 2005( شوداین امر باعث تثبیت کیفیت غذا می
ترکیبات فنولی هستند که در همه  اغلب هاي طبیعیاکسیدانآنتی

ه هاي ثانویهاي یک گیاه وجود دارند. این ترکیبات متابولیتبخش
توانند هستند که به دلیل دارا بودن خصوصیات اکسایش و کاهشی می

ها به هاي فعال اکسیژن را با دادن اتم هیدروژن و تبدیل آنگونه
لاته کردن ی شین توانایترکیبات غیررادیکالی پایدارتر مهار کنند. همچن

 et alErasto., و  et. alWijngaard., 2009( فلزات را نیز دارند
 هاي طبیعی تحقیقاتاکسیدانبا توجه به اثرات مثبت آنتی). 2007

ها از منابع گیاهی بسیاري در جهت استخراج، شناسایی و کاربرد آن
یک عضو از خانواده  4عنابمیوه خوراکی مختلف صورت گرفته است. 

شود. گیاهان شناخته می عنابنام  باشد که در ایران بامی 5آرامناسه
                                                        

آموخته کارشناسی ارشد و استاد، گروه مهندسی شیمی، دانشکده ترتیب دانشبه -2و 1
 دانشگاه فردوسی مشهد.مهندسی، 

استادیار گروه پژوهشی افزودنی هاي غذایی، پژوهشکده علوم و فناوري مواد  -3
 غذایی، سازمان جهاد دانشگاهی خراسان رضوي.

که همگی دیپلوئید بوده و باشند سانان میسرخاز گل عنابخانواده 
کروموزوم هستند. درخت عناب از هزاران سال پیش در چین  24داراي 

ود، شاستفاده می غذایی دهندهعنوان دارو، غذا و طعمشده و بهکشت می
این درخت همچنین در نواحی گرمسیري و نیمه گرمسیري اروپا، استرالیا 

  et alYan ,.و  et alSu (2005 ,.است شدهو آسیاي جنوبی نیز توزیع
  ).et al Preeti.2014 , و2002 

کسیدانی اطور عمده داراي پتانسیل بالاي آنتیترکیبات فنولی به
فیت آیند. ظرحساب میاکسیدان بهآنتیهستند و یک منبع طبیعی 

آن نظیر  اکسیدانی موجود دراکسیدانی عناب ناشی از ترکیبات آنتیآنتی
 باشدهاي کل، آنتوسیانین و آسکوربیک اسید میفلاونوئیدهاي، فنولیک

)., 2010et al., 2014, Zhang al etZhao ( . پوسته، پالپ و دانه میوه
هاي ذشتهباشند و از گترکیبات فنولیک می داراي گستره وسیعی از عناب

 etMahajan د (شودهنده استفاده میعنوان دارو و عامل طعمدور به
., 2010al et., 2009, Zhang al(طالعات بسیاري اثرات درمانی . م
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در جلوگیري و  عناباند و تأثیر بررسی قرار داده را مورد عنابمیوه 
هایی نظیر اختلالات گوارشی، ضعف، چاقی، مشکلات درمان بیماري

مؤثر  خونی و آلرژياشتهایی، کمهاي پوستی، بیکبدي، دیابت، عفونت
 ,.Kim et al و (Gao et al., 2015 and 2013 اندگزارش کرده

اي که . در مطالعه Li et al., 2012)و  Verma, 2016 و 2011
Wang   ترکیب  22بر روي میوه عناب انجام دادند  )2014( همکارانو

طی ) 2010(و همکاران   Zhang.در عصاره اتانولی عناب شناسایی شد
اکسیدانی عناب را ناشی از اي که انجام دادند، فعالیت آنتیمطالعه

هاي فلاونوئیدها، فنولیک اکسیدانی موجود در آن نظیرآنتی ترکیبات
تالیایی دانشمندان ای .دانندها و آسکوربیک اسید میکل، آنتوسیانیدین

ینه را هاي سرطانی ستأثیر ترکیبات فنولی عصاره میوه عناب بر سلول
. طی مطالعه انجام شده در )Plastina et al., 2012( بررسی کردند

 کشور مصر تأثیر میوه عناب بر چاقی، چربی خون و عملکرد کبد مورد
ه کدر مطالعه دیگري . )Mostafa et al., 2013( بررسی قرار گرفت

روي ترکیبات فنولی میوه عناب انجام شد، تأثیر عناب در درمان تشنج 
بررسی شد. نتایج نشان داد که عناب داراي خواص محافظتی در برابر 

 Pahuja et) دباشهاي اکسیداتیو و سایر اختلالات میتشنج، استرس
al., 2011). هاي هاي معمول استخراج، روشبا توجه به معایب روش
فوق بحرانی به دلیل مزایا و همچنین به دلیل سیال  مدرن نظیر
هاي قانونی موجود در صنایع غذایی و دارویی در استفاده از محدودیت

 اندهاي اخیر مورد توجه بسیاري قرارگرفتههاي آلی در سالحلال
اس ترمودینامیک در حالت فوق بحرانی بر اس .)1393(غلامی آوارشک، 

سیال فشار و دماي سیال بالاتر از فشار و دماي بحرانی آن است و بر 
، فرد دانسیته به اساس آن سیالات فوق بحرانی داراي خواص منحصر

. دانسیته این (Ameer et al., 2017) ویسکوزیته و حلالیت باشند
همین عامل قدرت باشد که سیالات بسیار شبیه به مایعات می

 علاوهکند. بهکنندگی این سیالات را به مایعات نزدیک میءاحیا
ه این باشد کویسکوزیته سیالات فوق بحرانی همانند گازها پایین می

امر قدرت جابجایی و نفوذ این سیالات را در مقایسه با مایعات افزایش 
).  Valle et al., 2006و (Brglez Mojzer et al., 2016 دهدمی

 پذیري در حالت فوق بحرانیقدرت حلالیت یا به عبارتی قدرت انتخاب
سته به شدت واب به دانسیته وابسته است و چگالی نیز در این حالت به

طورکلی بسیاري از خواص سیالات فوق بحرانی باشد. بهدما و فشار می
ناسب مباشد بنابراین با استفاده از پارامترهاي با دانسیته در ارتباط می

 Woźniak et al., 2017( توان این خواص را بهبود بخشیدفرآیند می
Ameer et al., 2017, Brglez Mojzer et al., 2016,ما و فشار ). د

باشند. می 1سیال فوق بحرانی ترین پارامترهاي تأثیرگذار در فرآیندمهم
فرآیند استخراج بیشتر سیالات فوق بحرانی در دماي پایین انجام 

باشد. نتیجه این فرآیند براي مواد حساس به دما مناسب می شود درمی
                                                        

1 Supercritical Fluid Extraction (SFE) 

باشد و روشی دوستدار محیط زیست می استخراج با سیال فوق بحرانی
کند. همچنین حلال هاي آلی سمی را محدود میاستفاده از آلاینده

 با توجه بهدر این روش طور کامل از محصول قابل بازیابی است.  به
اده از م استخراج موردانتخاب پذیري ترکیبات  ،دما و فشار ،نوع حلال

لال یابد. عدم حضور حسرعت استخراج تسریع مییافته و گیاهی بهبود 
 شودباعث بالا رفتن کیفیت محصول نهایی می نیزدر محصول 

)Hauthal, 2001 و De Melo et al., 2014وWoźniak et al., 
ارتند عباستخراج سیال فوق بحرانی فاکتورهاي مؤثر بر بازده ). 2017

  از:
آب  ،هابا توجه به ماهیت حرارتی فنولیک انتخاب صحیح حلال: -1

ن به اکسید کربباشد. ديجوش بالا حلال مناسبی نمیبه دلیل نقطه
، قابلیت اشتعال کم، در دسترس بودنیت و سمعدم دلیل قیمت پایین، 

نداشتن خطرات زیست محیطی و دارا بودن شرایط بحرانی مطلوب ( 
کلوین) در استخراج ترکیبات فنولیک  304مگا پاسکال، دما  3/7فشار 

رفی باشد. از طکه ترکیباتی حساس به دما هستند، حلالی مناسب می
 شدت کاهش به نیفوق بحراها در روش تخریب و تجزیه حرارتی فنول

یابد زیرا استخراج در دماي کم و در غیاب اکسیژن و نور صورت می
  De Melo et al. 2014 و (Moraes et al., 2013 گیردمی

اکسید حلالی مناسب در کربن دي .Brglez Mojzer et al., 2016)و
رکیباتی ها تباشد. در صورتی که فنولاستخراج ترکیبات غیرقطبی می

 باشند به همین خاطر داراي درجه حلالیت پایینی دربی مینیمه قط
ر فرآیند تنهایی دبهآن باشند. بنابراین استفاده از می اکسیدکربن دي

. براي غلبه به این )King, 2014(باشد ها نامطلوب میاستخراج فنول
اکسید منظور افزایش قطبیت کربن ديکننده بهها از تعدیلمحدودیت

 ودشارایی در استخراج ترکیبات فنولی استفاده میجهت بهبود ک
)Ameer et al., 2017و.(Moraes et al., 2013   

هینه ب اندازهکه دهد مینشان تحقیقات نتایج  :جامد ذرات اندازه -2
ذرات مساحت بالاي  که کندفراهم می 20-30ذرات در محدوده مش 

بهبود بازده ایزوفلاون که منجر به افزایش انتقال جرم و را ایجاد کرده 
شود که ناشی از افزایش نفوذ حلال به درون ماتریکس استخراجی می

  . )Zuo et al., 2008( باشدگیاه می
مواد جامد قبل از استخراج باید  محتواي رطوبت ماده گیاهی: -3

تقریباً خشک شوند زیرا آب موجود در گیاه به شکل یخ درآمده و سدي 
ممکن  از طرفی .کندسیال فوق بحرانی ایجاد می فیزیکی در برابر عبور

در حل ترکیبات رقابت کند و در میزان  اکسیدبا کربن دي است آب
  .)Moraes et al., 2013 و Zuo et al., 2008( گذاردانتقال جرم اثر 

 اي باشد تا سیال فرصت کافیگونهزمان باید به زمان استخراج: -4
اي هگیاه را داشته باشد. از طرفی زمانجهت نفوذ به درون ماتریکس 

تواند باشد. همچنین فشار بالا میصرفه نمی نظر اقتصادي به طولانی از
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 Cavalcantiو  Ameer et al., 2017( باعث صدمه به بافت گیاه شود
et al., 2012(.  

در این تحقیق استخراج ترکیبات فنولی عصاره عناب به کمک 
ي سازاکسید انجام شده و بهینهدي روش سیال فوق بحرانی کربن
یاه اکسیدانی میوه گگیري قدرت آنتیترکیبات استخراج شده و اندازه

  عناب نیز مورد بررسی قرار می گیرد.
  

  هامواد و روش
مواد  تهیه شد.میوه عناب در اواخر مرداد ماه از شهرستان بیرجند 

دیم و سیکالتو، کربنات س -شیمیایی نظیر اتانول خالص، معرف فولین
هاي مرك آلمان و سیگما آلدریچ آمریکا از شرکت رادیکال آزادمولکول 

و شیشه آلات و وسایل آزمایشگاهی نظیر بالون حجمی، یخچال و 
فریزر، اسپاتول، ورتکس، بورت، پیپیت، استوانه مدرج، کاغذ صافی، 

هاي میوه، قیف و ارلن خریداري شدند. 30دماسنج، مش  فالکون، بشر
شده بودند. پس  شده تازه و قبل از خشک شدن از درخت جدا خریداري

گراد در آون فن درجه سانتی 40ر دماي از جداسازي دانه عناب، میوه د
یاب آسکاملاً خشک و به کمک آلمان)  ،بایندر، لیتر 5دار دیجیتال (حجم 

در پو رات داراي اندازه یکنواخت باشندخانگی خرد شد. براي اینکه ذ
 -20غربال و تا زمان استخراج در دماي  30حاصل با استفاده از مش 

  نگهداري شد.در یخچال معمولی گراد درجه سانتی
  

  روش استخراج
  استخراج به روش حلال

آب با  -از روش انحلال در حلال اتانولابتدا در این تحقیق 
امد جشده است. نسبت  منظور استخراج استفادههاي مختلف بهنسبت

شد. سایر  (جرمی/ حجمی) در نظر گرفته 40به  1به حلال ثابت و  

عوامل نظیر نسبت حلال به حلال، دما و زمان که در فرآیند استخراج 
سازي در نظر عنوان متغیر مستقل در فرآیند بهینهباشند بهتأثیرگذار می

 با )2014( و همکاران Wangاند. براي این منظور از روششده گرفته
گرم پودر عناب در یک بشر  3مقدار  .شده است کمی اصلاحات استفاده

دما شده آب که با دماي مورد نظر هم -لیتر حلال اتانولمیلی 120با 
در آلمان)  ،ایکا ،RH-Basic(سپس هیتر مگنت  .مخلوط گردید ،است

دور بر دقیقه همزده شد.  250با سرعت و شد  دماي مورد نظر تنظیم
-2(دقیقه در سانتریفوژ  10پس از اتمام زمان همزدن عصاره به مدت 

16p ،با دورآلمان)  ،سیگماg 4000 مخلوط نهایی با کاغذ و  قرار گرفت
لاء تبخیر در خشده با دستگاه  صافی واتمن صاف گردید. عصاره صاف

گراد تغلیظ و درجه سانتی 45در دماي ) آلمانایکا، ،  RV8(چرخشی 
 کنخشکمانده حلال به کمک دستگاه باقی .حلال اتانول خارج شد

درجه  -50در دماي آلمان)  ،کریس، alpha-1 2 LD plusانجمادي (
زمان آنالیز در یخچال نگهداري  گراد خارج و پودر حاصله تاسانتی
  .گردید
  

  استخراج به روش فوق بحرانی
فنولیک پودر عناب توسط دستگاه استخراج با استخراج ترکیبات 

سیال فوق بحرانی که در آزمایشگاه دانشکده مهندسی دانشگاه فردوسی 
که طرحواره آن در  شده، صورت گرفته استو ساخته  مشهد طراحی

اکسید بود که در درون حلال استخراج کربن دي. شکل یک آمده است
 در هرکیلوگرمی (خوراکیان، جاده قوچان، ایران) قرار داشت.  45سیلندر 

توسط ترازوي  30مش  بامرحله از آزمایش حدود سه گرم از پودر عناب 
داخل کاغذ آلمان) توزین و  ،کرنل، 0001/0آزمایشگاهی دقیق (دقت 

رار ق گردیده،ه جهت استخراج تعبیه صافی پیچیده و درون مخزنی ک
  . داده شد

  

  
  دستگاه استخراج به کمک سیال فوق بحرانی طرحواره -1شکل 
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 10اکسید کربن فوق بحرانی حدود جهت افزایش قطبیت دي
عنوان اصلاحگر به لیتر آب مقطر بهمیلی 5لیتر حلال اتانول و میلی

ت اکسید کربن بتواند ترکیبادرون مخزن استخراج تزریق گردید تا دي
  فنولیک را بهتر در خود حل کند. 

  
  سیکالتو -گیري میزان ترکیبات فنولیک به روش فولیناندازه
  همراههب mg/ml 10 با غلظتاز محلول عصاره  lµ 200ابتدا 

 ml 7 و آب مقطر lµ 500 درون لوله آزمایش  سیکالتو -معرف فولین
به  %20لیتر سدیم کربنات دقیقه یک میلی 3-4بعد از گذشت ریخته و 

 رسانده شد. درml 10آن اضافه و حجم کل مخلوط با آب مقطر به
در مقابل  nm760  موججذب محلول در طول قیقهد 90پس از  نهایت

 .)Kozłowska et al., 2014( شاهد خوانده شد
  

-Diphenyl-2-11,1 اکسیدانی با رادیکالارزیابی قدرت آنتی
picryl-hydrazyl (DPPH)  

-Diphenyl-2-picryl-1,1رادیکال آزاد  ppm 35محلول 
hydrazyl 100هاي آزمایش حاوي در اتانول تهیه شد. سپس به لوله 

لیتر میلی 9/3هاي استخراجی با سه غلطت مختلف میکرولیتر از عصاره
دقیقه در  30و به مدت  گردیدشده اضافه  تهیهرادیکال آزاد از محلول 

دماي اتاق و تاریکی قرار داده شد تا تثبیت رنگ حاصل شود. سپس 
نانومتر قرائت  515موج ولوفتومتر جذب در طتوسط دستگاه اسپکتر

  اندازي رادیکال آزاد طبق رابطه زیر محاسبه شد:و درصد به دامگردید 

)1                                                   (  

شود که بیان می IC50بر پایه رادیکال آزاد معمولاً نتایج آزمون 
از  %50ه ظرفیت مهار ک ها استبیانگر غلظت مؤثري از نمونه

دست آمده از هرا دارد و از طریق رگرسیون خطی بهاي آزاد رادیکال
م آید. براي ترسیدست میهکنندگی و غلظت بمنحنی درصد ممانعت

ارزیابی قدرت منحنی سه غلظت مختلف از عصاره تهیه شد و آزمون 
  ها انجام شد.روي آناکسیدانی آنتی

  
  هادادهآماري تجزیه و تحلیل 

روش سطح پاسخ ماتریس آزمایش را بر مبناي تعداد متغیرها و 
ند. بدین کشده براي هر متغیر طراحی می حدود بیشینه و کمینه تعیین

ها مشخص ترتیب سطوح متغیر در هر آزمون و همچنین تعداد آزمون
اي است که حتی در گونهها، چیدمان بهشود. در طراحی آزمایشمی

اعتمادي دست  توان به نتایج آماري قابلکرار آزمون، میصورت عدم ت
زمان و  ، کاهشتحقیقیافت؛ بنابراین این روش سبب تسهیل رویکرد 

نش ک شود. از طرفی توانایی ارزیابی برهمهاي جانبی میسایر هزینه
متغیرهاي  .)Gunst, 1996( باشدپارامترها بر یکدیگر را نیز دارا می

ز آنالی هاي اولیه انتخاب شدند. جدول آماريآزمایشس فرآیند بر اسا
 Design  افزارهاي تجربی با استفاده از نرمبر روي داده متغیرها

Expert 7.0  .انجام شد 
دست آوردن مدل ریاضی، در روش همنظور ببه تحقیقدر این 

استخراج با حلال، طرح باکس بنکن، با سه متغیر و سه تکرار در نقطه 
آب،  -طرح، جهت یافتن اثر متغیرها شامل نسبت حلال اتانولمرکزي 

گیري میزان ترکیبات هاي موردنظر شامل اندازهبر پاسخ دما و زمان
گرفت  استخراج مورداستفاده قرار اکسیدانی و بازدهفنولیک، فعالیت آنتی

 آمده است. 1که در جدول 
  

  ها در روش استفاده از حلالي مستقل فرآیند و مقادیر آنمتغیرها -1جدول 
  سطوح متغیر  نماد ریاضی  متغیر مستقل

    1+  0  1-  
  B 5  3  1  زمان(ساعت)
  C  90  65  40  حجمی)-آب (حجمی -نسبت اتانول

  A  70  50  30  گراد)دما (درجه سانتی
  

اکسید کربن طرح ديدر روش استخراج با سیال فوق بحرانی 
مرکب مرکزي با دو متغیر و دو تکرار در نقطه مرکزي طرح، جهت 

نظر شامل  هاي موردیافتن اثر متغیرها شامل دما و فشار بر پاسخ

رادیکال آزاد  اکسیدانیگیري میزان ترکیبات فنولیک، فعالیت آنتیاندازه
ر تغییز سطوح ماستفاده قرار گرفت. در این حالت ن و بازده استخراج مورد

  آورده شده است.  2شامل دو سطح بودند که در جدول 
  
  
 

                                                        
1 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl 
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  ها در روش فوق بحرانیمتغیرهاي مستقل فرآیند و مقادیر آن -2جدول 
  سطوح متغیر  نماد ریاضی  متغیر مستقل

    1+  0  1-  
  B 400  250  100  فشار (بار)

  C  60  45  30  گراد)دما (درجه سانتی
  

 نتایج و بحث
سازي استخراج ترکیبات فنولیک از میوه عناب به کمک بهینه

  )RSMحلال با استفاده از روش سطح پاسخ (
باشد استخراج اولین مرحله براي دستیابی به ترکیبات گیاهی می

 ,Chen( کننده استبنابراین روش و شرایط استخراج بسیار تعیین
سازي کلاسیک تنها به بررسی یک فاکتور مطالعات بهینهدر . )2017

 شد. از معایب اینداشته میپرداختند و سایر فاکتورها ثابت نگهمی
بر بودن آنالیز، تعداد زیاد مراحل آزمایش و توان به زمانسازي میبهینه

یز ن کنش پارامترها بر یکدیگرهزینه بالا اشاره کرد. علاوه بر این برهم

 2سازي با استفاده از روش پاسخ سطحشد. بهینهنادیده گرفته می
 ,Gunstو  Haaland, 1989( تواند بر این مشکلات غلبه کندمی

سازي استخراج از این روش براي بهینهحاضر در تحقیق  .)1996
  ترکیبات استفاده شده است.

جدول شده در  هاي ذکربا داشتن پارامترها و محدودهطوري که به
هاي فهرست آزمایشطراحی شد.  افزارآزمایش توسط نرم 15 تعداد ،1

داده نشان  3در جدول شده در هر آزمایش طراحی شده و نقاط تعیین
شده  هاي محاسبه، پاسخ3. همچنین سه ستون آخر جدول شده است

  دهد.هر آزمایش را پس از انجام نشان می
  

  سازي استخراج ترکیبات فنولیک از میوه عناب با روش حلالنتایج طرح آزمایشی مورد استفاده در بهینه -3جدول 
 آزمون متغیرهاي مستقل متغیرهاي وابسته (پاسخ)

TPC (mg/gr)             IC50 (mg/l) (oC) دما         (hr) زمان                )%1نسبت حلال (  

619736/26                   25/522  50                      5                           40 1 
543586/12                   8/2283  70                      3                           90 2 
84321/16                     3/1124  70                      3                           40 3 
875666/26                    7/401  50                      1                           40 4 
303884/17                   1/982  50                      1                           90 5 
51623/13                    1983 30                      1                          65 6 
489898/27                  5/297  50                      3                          65 7 
79577/14                    8/1517  50                      5                          90 8 
285154/27                  75/356  50                      3                          65 9 
047954/17                 5/1046  70                      1                          65 10 

216496/9                   9/2583  70                      5                          65 11 
232724/14                 7/1732  30                      3                          90 12 

466178/26                  5/570  50                      3                         65 13 
174046/18                  8/833  30                      5                         65 14 
343832/23                  7/614  30                      3                          40 15 

  
  در روش استخراج با حلال گزینش مدل مناسب

آزمون ضعف برازش آن که نظر آماري مدلی مناسب است  از
باشد.  R2Predو  R2Adjدار نبوده و داراي بیشترین مقدار معنی

، لبا حلا روش استخراج در تحقیقبهترین مدل برازش یافته در این 

                                                        
2 Response surface methodology (RSM) 

باشد که نتایج آنالیز آماري آن در مدل درجه دوم می براي هر دو پاسخ
هاي ریاضی براي پاسخ با استفاده از روش مدل .ادامه آورده شده است

رگرسیون چندگانه مورد ارزیابی قرار گرفت. تابع واکنش یک معادله 
  شود: داده میزیر باشد که با معادله اي میچندجمله
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)2                (y = b +∑ b x + ∑b x + ∑b x x  
  

ضرایب رگرسیونی براي به ترتیب عرض  bو  bو  bو  bکه 
متغیرهاي مستقل  xو  xکنش و از مبدأ، خطی، درجه دوم و برهم

  .کدبندي شده هستند
با حذف پسخور  هامدل برازش داده شده بر پاسخ هاي معادله

  صورت زیر می باشد:به
Total phenol = 27.08 - 1.70 A - 4.35 C – 3.12 AB – 8.62 
A2 – 3.97 B2                                                             )3(  
 
IC50= 0.41 + 0.23 A + 0.48 C + 0.66 AB + 0.89 A2 +0.30 
B2                                                                            )4(  

اثر درجه  IC50با توجه به نتایج حاصله در مورد میزان فنول کل و 
اول نسبت حلال، اثر درجه دوم دما و زمان و همچنین عبارات تاثیر 

دار بودند. همچنین نتایج معنی 99/0متقابل دما و زمان همه در سطوح 
ل میزان فنول کها و دما بیشترین تاثیر را بر نشان داد نسبت حلال

  دارند.
  

  در روش استخراج با حلال آنالیز پاسخ سطح
نمودار هاي سه بعدي اثر متغییرهاي مستقل و اثر متقابل هر متغیر 

 دهد. در این نمودارها متغیر وابسته رويمستقلی را بر سیستم نشان می
-3( توجه به شکلدر مقابل دو متغیر مستقل ترسیم شد. با  Zمحور 

 %65گراد در نسبت حلال درجه سانتی 50با افزایش دما تا دماي  الف)
میزان فنول کل افزایش یافته است، پس از آن افزایش دما سبب کاهش 

دهد افزایش دما تا یک مقداري که نشان میمیزان فنول کل شده است 
کشش سطحی و ویسکوزیته حلال را کاهش داده و باعث افزایش بهبود 

شود و پس از آن موجب از هم پاشیده ت انتشار میانتقال جرم و سرع
فنولی، به علت تجزیه آنزیمی یا تجزیه شدن ساختار ترکیبات پلی

نتایج . )Sutivisedsak et al., 2010و  1394(رضایی،  شودحرارتی می
Xu  و  فنولی از چاياستخراج ترکیبات پلیدر ) 2012(و همکاران

Zuorro )2015 ( یز ن فنولی از قهوه اسپرسوترکیبات پلیدر استخراج
افزایش زمان در دماهاي پایین میزان فنول کل  که با دهدنشان می
شود که این امر به دلیل و در دماهاي بالا موجب کاهش میافزایش 

اندازه این  از بیشیري قرارگ وباشد حساسیت ترکیبات فنولی به دما می
ا هتخریب ساختار و تجزیه آن ترکیبات در معرض دماهاي بالا باعث

  .شودمی
 3تغییرات میزان فنول کل با دما و نسبت حلال در زمان ثابت 

) نشان داده شده است. با توجه به شکل با ب -3ساعت در شکل (

یابد، که میزان فنول کل افزایش می 35به % 10افزایش نسبت آبّ از 
وسط آب موجود در هاي گیاهی تاین امر احتمالاً به دلیل تورم سلول

باشد که با افزایش نسبت آب، سطح تماس بین ماتریکس حلال می
یابد همچنین افزایش آب سبب افزایش گیاه و حلال اتانول افزایش می

قطبیت حلال می شود و درنتیجه راندمان استخراج ترکیبات فنولی نیز 
 ).Xiao et al., 2008و  Jovanović et al., 2017( یافته استافزایش

یابد که علت میزان فنول کل کاهش می %60با افزایش میزان آب به 
اي در مطالعهتواند افزایش بیش از حد قطبیت حلال باشد. این امر می

هاي مختلف اکسیدانی بلوط با حلالترکیبات فنولیک و فعالیت آنتی
موردمطالعه قرار گرفت که با ) 2008(و همکاران  Vázquezتوسط 

ت حلال میزان استخراج ترکیبات فنولی نیز افزایش یافت افزایش قطبی
بت آب با نس -و بیشترین میزان استخراج، در ترکیب دو حلال اتانول

در نتایج مشابه دیگري که توسط  .شده استزارشگ 50%
Jovanovićet  در استخراج ترکیبات فنولی از ) 2017(و همکاران

استخراج ترکیبات فنولی در ) 2016(و همکاران   Ćujićو گیاهی بومی
نیز گزارش شده افزایش قطبیت تا حدي سبب  از لوبیاي خشک شده،

. افزایش دما نیز ابتدا سبب افزایش و افزایش میزان فنول شده است
سپس سبب کاهش شده است. تغییرات میزان فنول کل با زمان و نسبت 

اده ج) نشان د -3گراد در شکل (درجه سانتی 50حلال در دماي ثابت 
ساعت سبب افزایش  3شده است. با توجه به شکل افزایش زمان تا 

شود همچنین نسبت میزان فنول کل و پس از آن سبب کاهش می
  حلال تاثیر بیشتري بر میزان فنول کل داشت.

 IC50توجه داشت که هرچه اکسیدانی نیز در خصوص فعالیت آنتی
کمتر  تر و قدرت رادیکال گیرندگی آناکسیدان ضعیفبیشتر باشد آنتی

هاي حاوي میزان فنول بیشتر از غلظت مؤثر بنابراین عصاره است.
هاي آزاد برخوردار هستند. با کمتري براي غیرفعال کردن رادیکال

ال کمقایسه نتایج حاصل از مقدار ترکیبات فنولی کل و قدرت رادی
شود، مشاهده میي)  -3د) تا ( -3( لاشکاطور که در گیرندگی و همان

ی را هایی که مقدار بیشتر ترکیبات فنولتوان نتیجه گرفت که عصارهمی
در برگیرند، از قدرت رادیکال گیرندگی بالاتري نیز برخوردار هستند. 

 kinnowنتایج مشابه در استخراج ترکیبات فنولی از پوست گیاه 
)Safdar et al., 2017( استخراج ترکیبات فنولی از چاي در 
)Sutivisedsak et al., 2010 (وHan  و همکاران )در  )2015

تایج دهنده صحت ننشان سازي استخراج ترکیبات فنولی از عناببهینه
درت دهد که قزیرا در تمام این مطالعات نتایج نشان می باشدحاصله می

  یم دارد.رادیکال گیرندگی با میزان فنول کل رابطه مستق
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  د                                                 الف                        

  
  ه                                                            ب                          

  
  ي                                               ج                          

 هابر پاسخ ،روش حلال در نمودارهاي سطح پاسخ پارامترهاي استخراج -3 شکل
 

وه عناب نولیک از میفتعیین شرایط بهینه استخراج ترکیبات 
  در روش حلالی

ي عددي سازسازي میزان فنول کل از تکنیک بهینهبهینهمنظور به
براي هر یک از متغیرها و  سازيها و اهداف بهینهاستفاده شد. شاخص

  آورده شده است. 6هاي فرآیند در جدول پاسخ
درجه  54/43هاي موردنظر دما شرایط بهینه با توجه به شاخص

دست آمد. با به ساعت 46/3و زمان  92/44 گراد، نسبت حلالسانتی

شده توسط مدل و مقادیر واقعی بینیتوجه به اینکه مقادیر پیش
توان نتیجه گرفت که دار بودند میآمده فاقد اختلاف معنیدستبه

باشند. مقادیر واقعی قبول و مناسب میآمده قابلدستهاي بهمدل
در  IC50باشند. همچنین میانگین دو تکرار می 7شده در جدول گزارش

  میلی گرم به لیتر بدست آمد. 6/581نقطه بهینه برابر 
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  سازي استخراج ترکیبات فنولیکها و اهداف بهینهشاخص –6جدول 
  درجه اهمیت  حد بالا  حد پایین  هدف  پاسخ -متغیرها

  3  70  30  داخل محدوده  دما
  3  5  1  داخل محدوده  زمان

  3  90  40  محدودهداخل   نسبت حلال
  3     بیشترین  میزان فنول کل

  
  شده میزان فنول کل استخراجی در شرایط بهینهبینیمقادیر واقعی و پیش -7جدول

  مقدار واقعی  دهشبینیمقدار پیش  پاسخ
mg/gr(  139/28  21/26میزان فنول کل (  

  
ه میوه عناب بسازي استخراج ترکیبات فنولیک از بهینه

  )RSMروش فوق بحرانی با استفاده از روش سطح پاسخ (
هاي ذکرشده در جدول در این روش با داشتن پارامترها و محدوده

هاي افزار طراحی شد. فهرست آزمایشآزمایش توسط نرم 10 تعداد ،2

ش شده در هر آزمایو نقاط تعیینبا روش سیال فوق بحرانی طراحی شده 
. دو ستون آخر جدول، پاسخ هاي داده شده استنشان  8در جدول 

  دهد.شده هر آزمایش را پس از انجام نشان می محاسبه

  
  نتایج طرح آزمایشی مورد استفاده در بهینه سازي استخراج ترکیبات فنولیک از میوه عناب با روش فوق بحرانی -8جدول 

  آزمون  متغیرهاي مستقل  خ)متغیرهاي وابسته (پاس
TPC (mg/gr)               IC50 (mg/l)   (oC) دما        (bar) فشار 

6622/17                             2/522 250                        60  1  
8045/23                             5/170 400                        30  2  
4612/15                             9/787 100                       30  3  
827/11                              2/866 400                        60  4  

7845/20                            4/498 400                        45  5  
0642/22                            3/399 250                        45  6  
9581/23                           17/127 250                        30  7  
8282/24                            3/113  250                        45  8  
9456/16                            2/574 100                        45  9  
4137/13                           4/836 100                        60  10  

  
  در استخراج فوق بحرانی گزینش مدل مناسب

بهترین مدل  R2Predو  R2Adjدر این تحقیق طبق مقادیر 
برازش یافته در روش استخراج با حلال، براي هر دو پاسخ مدل درجه 

 .باشد که نتایج آنالیز آماري آن در ادامه آورده شده استمیدوم 
با حذف پسخور  هامدل برازش داده شده بر پاسخ هايمعادله

  باشد:صورت زیر میبه
)5 (                                     Total phenol = 23.48 – 

3.39 A + 1.77 B – 2.48 AB – 2.69 A2 – 4.64 B2     
  
)6 (                                                                IC50= 

0.44 + 0.28 A + 0.26 AB + 0.27 A2 +0.43 B2 

  
اثر درجه  IC50با توجه به نتایج حاصله در مورد میزان فنول کل و 

اول دما، اثر درجه دوم فشار و همچنین عبارات تاثیر متقابل دما و فشار 
دار بودند. همچنین نتایج نشان داد دما و فشار نیمع 99/0همه در سطوح 

  داراي تاثیر تقریباً یکسانی در میزان فنول کل دارند.
 
  نالیز پاسخ سطح در روش استخراج با سیال فوق بحرانیآ

افزایش فشار تا  شود بامشاهده می الف) -4( همانطور که در شکل
بار میزان فنول کل افزایش و پس از آن افزایش فشار سبب کاهش  250

زیرا افزایش فشار باعث افزایش دانسیته میزان فنول کل شده است 
د از شوپذیري میاکسید و در نتیجه افزایش قدرت انحلالکربن دي
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طرفی افزایش فشار سبب کاهش قدرت نفوذ سیال به درون ماتریکس 
یابد که شود زیرا با افزایش فشار ویسکوزیته نیز افزایش مینیز می گیاه

راین شود. بنابولیک میناین روند سبب کاهش استخراج ترکیبات ف
شود افزایش فشار تا حدي سبب افزایش میزان فنول کل استخراجی می

  T=40شرایط بهینه (. )Paes et al., 2014(و پس از آن اثر منفی دارد 
ه ک در استخراج ترکیبات بایو اکتیو از ساقه یک نوع گیاه) بار P=250و 

ترکیبات و استخراج گزارش شده  )2011( و همکاران  Wangتوسط
 )پاسکالمگا P=20 و  T=40( و آنتوسیانین از بقایاي زغال لخته فنولی

دهنده نشانانجام شده است،  )2014( کارانمو ه  Paesکه توسط
  باشد. صحت نتایج می

در فشارهاي پایین افزایش دما تا حدي  الف) -4( با توجه به شکل
شود. ولی سبب افزایش میزان فنول و پس از آن موجب کاهش آن می

افزایش دما سبب کاهش میزان فنول کل شده است در فشارهاي بالا 
تواند به دلیل قرار گرفتن طولانی ترکیبات فنولی که علت این امر می

ت یابد و سرعلا باشد زیرا ویسکوزیته افزایش میدر معرض دماهاي با
. در خصوص )Talmaciu et al., 2015( یابدانتقال جرم کاهش می

 ود باشهمانطور که در شکل مشاهده میاکسیدانی نیز فعالیت آنتی
کاهش و پس از آن افزایش فشار سبب  IC50 250افزایش فشار تا 

است. با مقایسه نتایج حاصل از مقدار ترکیبات  شدهIC50 افزایش 
توان نتیجه گرفت که فنولی کل و قدرت رادیکال گیرندگی می

هایی که مقدار بیشتر ترکیبات فنولی را در برگیرند، از قدرت عصاره
 IC50که با توجه به اینرادیکال گیرندگی بالاتري نیز برخوردار هستند و 

کمتري  IC50ارد در نتیجه مقدار با میزان فنول کل رابطه عکس د
در استخراج ترکیبات  )2017( و همکاران  Woźniakنتایج مشابه  دارند.

میزان  دهنده ارتباط مستقیم بینفنولیک از لوبیاي خشک شده نیز نشان
ان توطور کلی میبه .باشدهاي آزاد میفنول کل و قدرت مهار رادیکال

 رباشد و متناسب با آن تغییوابسته به میزان فنول کل می IC50گفت 
  کند.می

  
  ب                                                     الف        

هانمودارهاي سطح پاسخ پارامترهاي استخراج در روش فوق بحرانی بر پاسخ 4- شکل  
  

تعیین شرایط بهینه استخراج ترکیبات فنولیک از میوه عناب 
  در روش فوق بحرانی

ي عددي سازسازي میزان فنول کل از تکنیک بهینهمنظور بهینهبه
براي هر یک از متغیرها و  سازيها و اهداف بهینهاستفاده شد. شاخص

  آورده شده است. 11هاي فرآیند در جدول پاسخ
درجه  19/34هاي موردنظر دما شرایط بهینه با توجه به شاخص

شده مقادیر واقعی گزارش دست آمد.به بار 35/323گراد و فشار سانتی

باشند. با توجه به اینکه مقادیر در جدول میانگین دو تکرار می
 آمده فاقد اختلافدستشده توسط مدل و مقادیر واقعی بهبینیپیش
قبول آمده قابلدستهاي بهتوان نتیجه گرفت که مدلدار بودند میمعنی

 8/532در نقطه بهینه برابر  IC50باشند. همچنین و مناسب می
  دست آمد.هیتر بگرم به لمیلی

  
  سازي استخراج ترکیبات فنولیکها و اهداف بهینهشاخص -11جدول 

  درجه اهمیت  حد بالا  حد پایین  هدف  پاسخ -متغیرها
  3  400  100  داخل محدوده  فشار
  3  60  30  داخل محدوده  دما

  3     بیشترین  میزان فنول کل
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  شده میزان فنول کل استخراجی در شرایط بهینهبینیو پیشمقادیر واقعی  -12جدول
  مقدار واقعی  دهشبینیمقدار پیش  پاسخ

74/22  32/27  میزان فنول کل  
  

  گیرينتیجه
زان ، میروش استخراجطورکلی با توجه به نتایج حاصل از هر دو به

استخراج با حلال برابر فنول کل استخراجی در نقطه بهینه درروش 
روش فوق  گرم گالیک اسید به گرم عصاره خشک و درمیلی 21/26

گرم گالیک اسید به گرم عصاره خشک میلی 74/22بحرانی برابر 
دست آمد. با مقایسه مقادیر حاصله در نقطه بهینه هر دو روش، روش به

ده رتر عمل کحلال از میزان فنول کل بیشتري برخوردار بوده و موفق
اما با توجه به اختلاف ناچیز در مقادیر فنول کل استخراجی بین  است.

توان روش فوق بحرانی را روشی بهتر در استخراج ترکیبات دو روش می
وجود برخورداري از میزان  فنولی معرفی کرد زیرا روش فوق بحرانی با

چرا ود ها برخوردار بتري در تستاکسیدانی بالافنول کمتر از قدرت آنتی

ري را پذیتوان انتخابدر روش فوق بحرانی با تنظیم دما و فشار میکه 
افزایش داد و ترکیبات هدف را جداسازي نمود که این امر سبب افزایش 

اکسیدانی می شود و هدف از استخراج خلوص و افزایش خاصیت آنتی
رفی با از ط ها بود.اکسیدانی آنترکیبات فنولیک عناب خاصیت آنتی

به کم بودن میزان حلال آلی مصرفی در این روش و کاهش  توجه
توان روش فوق بحرانی را محیطی، می خطرات سلامتی و زیست

عنوان روشی مؤثر در استخراج ترکیبات فنولیک از میوه عناب معرفی به
شود و از راندمان تقریباً کرد که باعث کاهش حلال آلی مصرفی می

مجموع با توجه به میزان فنول  است. در برابري با روش حلال برخوردار
توان گفت عناب در مقایسه با سایر کل استخراجی در هر دو روش می

ک عنوان یتواند بهگیاهان از میزان فنول بالاتري برخوردار بوده و می
  اکسیدان طبیعی در سطح تجاري معرفی گردد. آنتی
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3Introduction: The term antioxidant is said to be compounds that are delaying or preventing oxidization of a 

substance at their own presence, which leads to reach a stabilized food quality (Collins, 2005). Natural antioxidants are 
often phenolic compounds that exist in all parts of a plant. These compounds are secondary metabolites that can inhibit 
active oxygen species by giving hydrogen atoms and converting them into more stable non-radical compounds due to 
oxidation and reduction properties. They also have the ability to chelate the metals (Wijngaard et al., 2009 and Erasto et 
al., 2007). Regarding the positive effects of natural antioxidants, many studies have been conducted to extract, identify 
and apply them from various herbal sources. Edible fruit jujube is a member of the Ramanaceae family, known in Iran as 
the jujube. The plants of the family are jujube flowers, which are all diploid and have 24 chromosomes. The jujube tree 
has been cultivated in China for thousands of years ago and is used as a medicine, food and food flavoring, also distributed 
in tropical and subtropical regions of Europe, Australia and South Asia. (Su et. al., 2005, Yan et. al., 2002, Preeti et al. 
2014). Phenolic compounds have a high potential for antioxidants and a natural source of antioxidants. The antioxidant 
capacity of the Jujube is due to its antioxidant compounds such as flavonoids, total phenolic, anthocyanins and ascorbic 
acid. Zhao et al., 2014) and Zhang et al., 2010). Shell, pulp and fruit jujube seeds have a wide range of phenolic compounds 
and have long been used as a drug and flavor agent (Zhang et. al., 2010, Mahajan et al., 2009). Many studies have 
investigated the effects of Jujube fruit and its juice on the prevention and treatment of diseases such as digestive disorders, 
weakness, obesity, liver problems, diabetes, skin infections, Infections, Anemia, and Allergies have been reported (Gao 
et al., 2015 and 2013, Kim et al., 2011, Verma, 2016, Li et al., 2012). In a study by Wang et al. on Jujube fruit, 22 
compounds were identified in ethanol jujube extracts (Wang et al., 2014). Zhang et al. The study that they carried out 
showed that the antioxidant activity of the jujube is due to its antioxidant compounds, such as flavonoids, total phenolic, 
anthocyanidins and ascorbic acid (Zhang et al., 2010). Italian scientists influence the phenolic compounds of jujube fruit 
extract on breast cancer cells (Plastina et al., 2012). During a study conducted in Egypt, the effect of jujube fruit on 
obesity, lipid profile and liver function were examined. (Mostafa et al., 2013). In another study on juvenile fruit phenolic 
compounds, the effect of jujube on seizure treatment was evaluated and the results showed that jujube has protective 
properties against seizure, oxidative stress and other disorders. Pahuja et al., 2011).  

In this research, extraction of phenolic compounds of Ziziphus Jujuba extracts has been performed using the 
supercritical carbon dioxide fluid method and optimization of the extracted compounds and the measurement of the 
antioxidant activity of Jujube fruit. 

 
Materials and methods: Jujube fruit was prepared from Birjand in late August. Chemical materials such as pure 

ethanol, reagent Folin-Cictalto, sodium carbonate and free radical molecules from German-German corporations and 
Sigma Aldrich, and laboratory glassware and instruments such as volumetric balloons, refrigerators and freezers, spatula, 
vertex, buret, pipettes, calibrated cylinders, Filter paper, Falcon, Human Dimension, Mesh 30, Funnel and Arlene were 
provided. The freshly purchased fruits were separated from the tree before drying. After separating the jujube grain, the 
fruit was dried at 40°C in a digital-powered oven (volume 5 liters made by Binder Company in Germany), and dried with 
the aid of a home-made mill. For particles of uniform size, the resulting powder was sown using a mesh 30 and kept in a 
refrigerator at -20°C until it was extracted. 

 
Results & discussion: Generally, according to the results of both solvent extraction and supercritical fluid extraction 

(SFE) methods, the total amount of phenolic extraction at the optimal point in terms of mg Gallic acid to gram of dry 
extract in the solvent extraction and in the supercritical method were 26.21 and 2.24, respectively. Comparison of the 
obtained values at the optimal point of both methods indicated that the solvent method shows higher values of the total 
phenol content and it has been more successful. However, due to the insignificant differences in total extraction phenol 
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content between the two methods, the supercritical method can be described as a better way to extract phenolic 
compounds, since the supercritical method was less effective than antioxidant power despite the presence of phenol,  
because in the supercritical method, the selectivity can be increased and the target compounds can be isolated by adjusting 
the temperature and pressure which increases the purity and increase the antioxidant property, and the purpose of the 
extraction of phenolic compounds. On the other hand, due to the low amount of organic solvent used in this method and 
the reduction of health and environmental risks, the supercritical method can be introduced as an effective method for 
extraction of phenolic compounds from Ziziphus Jujube fruit, which reduces the consumption of organic solvent and 
causes in an efficiency equal with solvent method approximately. In general, according to the amount of total phenolic 
extraction in both methods, it can be said that Jujube has higher phenol content than other herbs and it can be introduced 
as a natural antioxidant at the commercial level. 
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