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  چکیده

هاي آماري براي طراحی آزمایشات،  از تکنیکاي  روش سطح پاسخ، مجموعه
باشد.  سازي فرایند می در نهایت بهینه سازي و بررسی اثر فاکتورها بر نتایج نهایی و مدل
آبی ترکیبات زیست فعال موجود در  استخراج فرایند سازي بهینه هدف با تحقیق این

اي این شد. بر ) به روش سطح پاسخ انجامBerberis vulgarisدانه ( میوه زرشک بی
تکرار در نقاط مرکزي استفاده  5تیمار و  13منظور از طرح مرکب مرکزي با تعداد 

-120گراد) و زمان استخراج ( درجه سانتی 50- 70گردید. اثرات فاکتورهاي متغیر دما (
دقیقه) بر روي مقدار آنتوسیانین، ویتامین ث، ترکیبات فنلی و فعالیت  40

 نتایج حاصل شباهت زیاديخراج شده زرشک بررسی شد. اکسیدانی عصاره است آنتی
بینی شده توسط مدل، نشان داد. زمان و  بین مقادیر حاصل از آزمایشات و مقادیر پیش

ترکیبات بهینه استخراج آبی شرایط  ها داشت. داري روي پاسخ دماي استخراج اثر معنی
دقیقه بود که  120گراد و زمان  درجه سانتی 50دانه دماي  میوه زرشک بیزیست فعال 

گرم اسید گالیک در  میلی 725/585در این شرایط بیشترین میزان ترکیبات فنلی (
)، فعالیت گرم در لیتر میلی 392/208)، آنتوسیانین (لیتر عصاره میلی 100
) مشاهده گرم در لیتر میلی 56/1292و ویتامین ث (  )درصد 260/84( اکسیدانی آنتی

در صنعت ترکیبات زیست فعال تواند براي استخراج  ان داد این روش میشد. نتایج نش
  کار گرفته شود.ه هاي طبیعی ب تولید فراورده

  
   26/04/92 تاریخ دریافت:
  11/12/92 تاریخ پذیرش:

  
  هاي کلیدي واژه

  آنتوسیانین
  ترکیبات فنلی

  پاسخ روش سطح
  زرشک
اکسیدانی آنتی فعالیت

  مقدمه
گونه است که  660جنس زرشک داراي بیش از 

به عنوان محصول باغی و اقتصادي دانه آن  فقط نوع بی
یابد و آنچه به نام زرشک در ایران وجود  پرورش می

) واریته Berberis vulgaris(دانه  دارد از نوع زرشک بی
Asperma باشد که در منطقه جنوب خراسان و  می

گردد،       ً                                     عمدتا  در دو شهرستان قاین و بیرجند تولید می
دانه بومی ایران بوده و  لذا دانش و پرورش زرشک بی

درصد تولید آن به خراسان جنوبی مربوط  98تقریبا 
دار که مصارف دارویی داشته  شود، البته زرشک دانه می

گردد در  استفاده نمی اي از آن و براي مصارف تغذیه
اغلب نقاط ایران و دنیا به صورت خودرو مشاهده 
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). دیدگاه کلی محققان، 1353شود (حمیدي،  می
متخصصان و کارشناسان به زرشک فراتر از میوه آن 
بوده و به آن به عنوان یک گیاه استراتژیک و انحصاري 

نگرند. میوه زرشک داراي ترکیبات با ارزشی از  می
ها، اسید سیتریک،  ها، آنتوسیانین فنول جمله پلی

باشد که بعضا  ها ترکیب دیگر می ویتامین ث و ده
هاي استخراج، فرمولاسیون و  شناسایی نشده و روش

ها بایستی ه اشکال مختلف خوراکی و دارویی آنتهی
؛ 1380،مرتضوي مورد پژوهش قرار گیرد (مسکوکی و

ن تری). از مهم1372همتی کاخکی و حسین پور ،
توان به ترکیبات  زرشک می ترکیبات موجود در میوه
 فنلی ها اشاره کرد. ترکیبات فنلی از جمله آنتوسیانین

جزء ترکیبات  و داشته اکسیدانی آنتی خواص
 بروز مانع که باشند می غذایی رژیم فراسودمند در

 زیستی گردند. فعالیت شرایین می تصلب و سرطان
 فلزات توانایی به وابسته است ممکن ها ترکیبات فنولی

آوري کننده  جمع و لیپوکسیژناز شلاتی، ممانعت
   .)Chung et al., 2002باشد ( آزاد هاي رادیکال

هاي اصلی زرشک  هاي مختلف رنگدانه آنتوسیانین
دهندگی،  در کنار خصوصیت رنگ دهند. را تشکیل می

ها به  ها اثر درمانی نیز دارند. آنتوسیانین آنتوسیانین
اکسیدان، ضدعفونت، مقاوم به اشعه، مقاوم  عنوان آنتی

به مواد شیمیایی، جلوگیري از اکسیداسیون کلسترول 
LDL هاي قلبی و  و همچنین کاهش ریسک بیماري

ها  اند. علاوه بر این از آنتوسیانین عروقی شناخته شده
توان به عنوان یک رنگ سلامت بخش و طبیعی به  می

یمیایی در مواد غذایی استفاده هاي زیانبار ش جاي رنگ
؛ شریفی و همکاران، 1367، (خورشیدزاده .کرد

میوه زرشک از لحاظ کربوهیدرات، املاح و . )1387
باشد. ویتامین ث موجود در  ویتامین نیز غنی می

زرشک بالاتر از ویتامین ث موجود در پرتقال است. 
سرعت  خود، به ویژه ساختار دلیل به ث ویتامین
 کاهش طی دوره استخراج و یا نگهداري و اکسیده

هایی براي استخراج این ترکیبات  یابد. کاربرد روش می
با ارزش که بتوان بیشترین ماده عملگر را با کمترین 

دست آورد از اهمیت ه ناخالصی و حداقل تخریب ب
  .)1381بسزایی برخوردار است (کافی و بالندري، 

آماري هاي  اي از روش روش سطح پاسخ، مجموعه
سازي و بررسی اثر  براي طراحی آزمایشات، مدل

سازي فرایند  فاکتورها بر نتایج نهایی و در نهایت بهینه
هاي روش فوق، کم کردن تعداد  باشد. یکی از مزیت می

ها جهت  دست آوردن دادهه آزمایشات مورد نیاز براي ب
طور ه باشد. این روش ب تجزیه و تحلیل آماري می

سازي چند متغیره در  طالعات بهینهاي در م گسترده
فرآیندهاي مهندسی، تحقیقات صنعتی و بیولوژیکی 

  ).Chang et al., 2006( گیرد مورد استفاده قرار می
اي از منابع موجود و قابل دسترس در حال  گزیده

حاضر، در ارتباط با استخراج ترکیبات زیست فعال و 
فرایند به سازي  کاربرد روش سطح پاسخ براي بهینه

  باشند: شرح ذیل می
Kukula- Koch ) توسعه، 2013و همکاران (

هاي مختلف استخراج را  سازي و استفاده از روش بهینه
 Berberis(به منظور به دست آوردن عصاره زرشک 

cretica( اکسیدان بالا، مورد بررسی  با ظرفیت آنتی
ه ب SFE2و  ASE1هاي  قرار دادند. بدین منظور روش

اکسیدانی با استفاده  رده شد و ارزیابی قدرت آنتیکار ب
انجام گرفت. بهترین نتایج در نسبت  DPPHاز روش 

  ASEو  SFEو روش ترکیبی 50- 50اتانول و آب 
حاصل شد. نتایج به دست آمده زرشک را به عنوان 

 Zovkoاکسیدان قوي معرفی کرد. یک عامل آنتی

Koncic  ) کسیدانی و ا ) فعالیت آنتی2010و همکاران
  Berberis vulgarisترکیبات فنولی دو گونه زرشک (

) را تعیین کردند. این محققان  Berberis croaticaو 
کمک  فراصوتبراي استخراج عصاره از پیش تیمار 

هاي استخراج شده  نتایج نشان داد تمام عصاره گرفتند.
اکسیدانی بالایی داشتند و از این نظر  فعالیت آنتی

داري در رابطه با دو گونه زرشک مورد  معنیتفاوت 
) 2011و همکاران (  Jimenezبررسی مشاهده نشد.

را با  Berberis bolivianaهاي زرشک گونه  آنتوسیانین
هاي استن و آب و فیلتراسیون تحت  استفاده از حلال

 3افتراقی pHخلا استخراج کردند و سپس با روش 
عصاره استخراج  تعیین مقدار نمودند. در مرحله بعد،

سازي و سپس  خالص C18شده با استفاده از یک ستون 
شناسایی شدند. نتیجه  HPLCوسیله ه ها ب آنتوسیانین

  آنتوسیانین بود. 10آگلیکون و  5این تحقیق شناسایی 

                                                
1- Accelerated Solvent Extraction 
2- Supercritical Solvent Extraction 
3- pH differential method 
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Ghafoor ) استخراج ترکیبات 2010و همکاران (
شامل آنتوسیانین، زیست فعال پوست انگور 

وسیله سیال فوق ه ب ترکیبات فنلیاکسیدان و  آنتی
نتایج . سازي کردند بحرانی را با روش سطح پاسخ بهینه

در فرایند استخراج روي همه  نشان داد دما و فشار
دار داشته و شرایط بهینه استخراج  ها تأثیر معنی پاسخ

-165و فشار  گراد درجه سانتی 45-46دماي 
ین شرایط بود که در ا متر مربع کیلوگرم بر سانتی160

اکسیدانی  درصد و قدرت آنتی31/12بازده استخراج 
گزارش  DPPH درصد به روش 93عصاره پوست انگور 

) استخراج ترکیبات 2013و همکاران ( Wangشد. 
سازي  هاي انار را به روش سطح پاسخ بهینه فنولی برگ

هاي آب، اتانول،  کردند. این محققین ابتدا اثر حلال
ي بازده استخراج مورد بررسی متانول و استن را رو

دست آمده اتانول را ه قرار دادند و با توجه به نتایج ب
سازي فرایند استخراج ترکیبات فنولی برگ  براي بهینه

انار با متغیرهاي دما و زمان استخراج و همچنین 
غلظت حلال انتخاب کردند. شرایط بهینه با حداکثر 

و زمان اد گر درجه سانتی 80ترکیبات فنولی در دماي
درصد تعیین شد.  80دقیقه و غلظت اتانول  60

 2، جنی پوساید1سازي فرایند استخراج کروسین بهینه
و همکاران  Yangو ترکیبات فنلی میوه یاسمن توسط 

) انجام شد. در این پژوهش اثر متغیرهاي 2009(
مستقل مثل غلظت اتانول، دما و زمان روي بازده 
استخراج ترکیبات زیست فعال ذکر شده مورد بررسی 

ها برازش خوبی با سه مدل چند  قرار گرفت. داده
اي مرتبه دوم داشتند. شرایط بهینه در این  جمله

درجه  4/70رصد، دما د 3/51تحقیق غلظت اتانول 
که  دقیقه تعیین شد 6/28 و زمان استخراج گراد سانتی

در این شرایط بیشترین مقدار ترکیبات زیست فعال 
  حاصل شد.

 استخراج فرایند سازي بهینه هدف با تحقیق حاضر
آبی ترکیبات زیست فعال موجود در میوه زرشک 

به روش سطح پاسخ ) Berberis vulgarisدانه ( بی
 شد. انجام

  
  ها مواد و روش

                                                
1- Crocin 
2- Geniposide 

  ها سازي نمونه آماده
از  Berberis vulgarisدانه گونه  زرشک بی

خریداري شد.  1390ماه  شهرستان بیرجند در مهر
ها تا  پس از جدا نمودن شاخ و برگ و ضایعات، زرشک

درجه  -18زمان شروع آزمایشات در سردخانه 
نگهداري گردید. کلیه آزمایشات این گراد  سانتی

تحقیق با استفاده از مواد شیمیایی ساخت شرکت 
  انجام گرفت. 3آلمانی مرك

  
  4استخراج با سیستم برگشت حلال
ه گرم زرشک ب 200براي هر بار آزمایش مقدار 
هاي خرد شده همراه  وسیله آسیاب خرد شد. زرشک

لیتر حلال آب درون بالن قرار گرفت و  میلی 500با 
بن ماري در دماهاي بالن همراه با کندانسور درون 

دقیقه در  40-120گراد به مدت  درجه سانتی 70-50
معرض حرارت بود، سپس بالن از سیستم جدا و در 

وسیله ه ساعت ساکن ماند و ب 2محلی تاریک به مدت 
دست آمد ه صاف کردن تحت خلا عصاره زرشک ب

اثرات ). در نهایت 1387(شریفی و همکاران، 
گراد) و  درجه سانتی 50-70فاکتورهاي متغیر دما (

دقیقه) بر روي مقدار  40-120زمان استخراج (
آنتوسیانین، ویتامین ث، ترکیبات فنلی و فعالیت 

اکسیدانی عصاره استخراج شده زرشک بررسی  آنتی
 گردید.

  
گیري مقدار کل ترکیبات فنلی عصاره استخراج  اندازه
  شده

 5مقدار کل ترکیبات فنلی به روش فولین سیوکالتو
) Naczk)2004 و   Shahidiشرح داده شده توسط

 5/2 لیتر عصاره با میلی 5/0 تعیین شد. مقدار 
 مخلوط سیوکالتو فولین درصد 10 لیتر محلول میلی

درصد  5/7لیتر محلول  میلی 2دقیقه  3شد و بعد از 
گرم در لیتر) به آن اضافه شد و  75کربنات سدیم (

ئت گردید. نتایج نانومتر قرا 765سپس جذب نمونه در 
 100گرم اسید گالیک موجود در  بر حسب میلی

لیتر عصاره استخراجی گزارش گردید. جهت رسم  میلی

                                                
3- Merck  
4- Reflux  
5- Folin–Ciocalteau method 
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گرم بر  میلی 100-700 هاي منحنی استاندارد از رقت
اي  اسید گالیک استاندارد به صورت هفت نقطه لیتر

  استفاده شد.
  

اکسیدانی عصاره استخراج شده  فعالیت آنتی ارزیابی
  DPPHبه روش 

عصاره استخراج شده بر  رادیکالی خاصیت آنتی
 در یا الکترون هیدروژن اتم دادن اساس توانایی

 محلول کردن رنگ یا میزان بی هاي اتانولی عصاره
) DPPH( 1پیکریل هیدرازیل1-فنیل دي 2- 2بنفش 

ابتدا . )Galvez et al., 2007قرارگرفت ( سنجش مورد
لیتر عصاره  میلی 10 عصاره اتانولی با مخلوط کردن

 4درصد و  80لیتر اتانول  میلی 40استخراجی با 
سپس  .بار صاف کردن تولید شد ساعت هم زدن و دو

لیتر محلول  میلی 5/3از این عصاره به  لیتر میلی 5/0
در اتانول اضافه گردید. بعد از  DPPHدرصد  004/0
ها  گذاري در دماي اتاق، جذب نمونه دقیقه تاریک 30

 مهار نانومتر قرائت شد. درصد 517در طول موج 
محاسبه  1با استفاده از رابطه  DPPHآزاد  هاي رادیکال
 گردید:
 )1(رابطه 

DPPH % = (Ablank- Asample / Ablank) × 100  
 Ablankي شاهد : میزان جذب نمونه  

Asampleاتانولی ي حاوي عصاره : میزان جذب نمونه  
  

 افتراقی pHگیري آنتوسیانین به روش  اندازه
  Fulekiها از روش گیري آنتوسیانین براي اندازه

در این روش جذب ) استفاده شد. Fransis  )1968و
 pH = 5/4و  = pH 1 هاي تهیه شده توسط بافر نمونه

 510وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج ه ب
 2گلایکوزید -3-سیانیدیننانومتر بر حسب رنگدانه 

موجود در زرشک که بیشترین جذب را در طول موج 
گیري شد و در نهایت  دهد اندازه نانومتر نشان می 510

  دست آمد:ه ها از رابطه زیر ب غلظت آنتوسیانین
  )2رابطه (

C mg/l = A/€L× M ×D 
D: فاکتور رقیق کردن  

                                                
1- 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
2- Cyanidin-3-glycoside  

A 1: اختلاف بین دو جذب در pH =  5/4و = pH  
M:  گلایکوزید -3-جرم مولکولی سیانیدین  
  : جذب مولی€
Lطول مسیر :  
  

  تعیین مقدار ویتامین ث در عصاره استخراج شده
 HPLCوسیله دستگاه ه گیري ویتامین ث ب اندازه

)KNAUER سازي با ستون  ساخت آلمان) و جدا
) انجام 18Eurospher, C، 5×6/4×250یوروسفر (

و دماي ستون در  میکرولیتر 20گرفت. حجم تزریق 
با  3گراد ثابت بود. از بافر فسفات  درجه سانتی 25
8/2pH=  به عنوان حلال استفاده شد و جذب نمونه

نانومتر  200و  210 ،214 ،230هاي  در طول موج
وسیله نرم افزار ه ها ب بررسی و کروماتوگرام

)Ezchromeliteوسیله مقایسه سطح زیر ه ) ثبت شد. ب
دست آمده از ه با معادلات ب 4زداريها و زمان با پیک

هاي  نمودار استاندارد اسید آسکوربیک که با رقت
تهیه شد مقدار ویتامین ث  گرم در لیتر میلی 400-5

  ).Melendez et al., 2004تعیین شد (
  

  طراحی آزمایشات
پارامترهاي فرآیند استخراج با استفاده از روش 

منظور از طرح سازي شد. براي این  سطح پاسخ بهینه
تکرار در نقاط  5تیمار و  13با تعداد  5مرکب مرکزي

مرکزي استفاده گردید. فاکتورهاي متغیر شامل دما 
دقیقه)  40 - 120گراد) و زمان ( درجه سانتی 70-50(

بود. مقادیر کد شده و واقعی متغیرهاي مستقل مورد 
نشان داده شده است. تجزیه و  1استفاده در جدول 

انجام .Design expert 7.5.1نرم افزار  باها  تحلیل داده
اي  هاي تجربی با کمک مدل چند جمله شد. داده

 زیر برازش داده شدند: ي دوم درجه
  )3رابطه (

Y = b0 + b1 A + b2 B + b11 A2 + b22 B2 + b12 AB  
هاي مورد نظر  بیانگر پاسخ Yدر معادله فوق، 

اسید گالیک گرم  میلیشامل محتواي ترکیبات فنولی (
گرم در  میلی) ، میزان آنتوسیانین (لیتر میلی 100در 

                                                
3- Monopotassium phosphate (KH2PO4) 
4- Retention times 
5- Central composite 
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اکسیدانی، مقدار ویتامین ث  )، درصد فعالیت آنتیلیتر
ي ضرایب  نشان دهنده bnو ) گرم در لیتر میلی(

باشد. این ضرایب اثرات خطی، دو  رگرسیون می
اي و نیز اثرات متقابل فاکتورهاي متغیر فرایند را  جمله

نیز به ترتیب  Bو  Aکنند. مقادیر  بیان می
ي فاکتورهاي مستقل فرایند شامل دما  دهنده نشان

گراد) و زمان (دقیقه) هستند  ي سانتی (درجه
)Noshad et al., 2011.(  

  مقادیر کد شده و سطوح متغیرهاي مستقل فرایند استخراج عصاره زرشک - 1جدول 

 متغیرهاي مستقل
 کد و سطوح مربوطه

1 - 0 1+ 

 70 60 50 گراد ) سانتی، درجه A(دما 

 120 80 40 دقیقه) ،Bزمان (

 
  بحث نتایج و

نتایج آزمایشات در مورد پارامترهاي وابسته 
ترکیبات فنولی، میزان  فرایند، شامل محتواي
اکسیدانی و ویتامین ث در  آنتوسیانین، فعالیت آنتی

هاي  که شامل پاسخ نشان داده شده است 2جدول 

بینی شده توسط مدل  مشاهده شده و مقادیر پیش
توان دریافت که  باشد. با توجه به نتایج فوق، می می

بینی  بین مقادیر حاصل از آزمایشات و مقادیر پیش
  ط مدل، شباهت زیادي وجود دارد.شده توس

رم اسید گالیک موجود در گ بینی شده توسط مدل براي ترکیبات فنولی (میلی هاي مشاهده شده و مقادیر پیش پاسخ -2جدول 
و ویتامین ث  )DPPH(بر حسب درصد و به روش اکسیدانی  گرم در لیتر)، فعالیت آنتی لیتر)، میزان آنتوسیانین (میلی میلی 100

 )گرم در لیتر میلی(

A  
  دما

B  
  زمان

 مقادیر پیش بینی شده توسط مدل مقادیر مشاهده شده

قدرت آنتی 
 اکسیدانی

ترکیبات 
 فنلی

 ویتامین ث آنتوسیانین
قدرت آنتی 

 اکسیدانی
ترکیبات 

 فنلی
 ویتامین ث آنتوسیانین

60  80  60/51 25 /118  84/105   1567  89/45  45/115  82/97  56/1557  
50  40  92/85  08/304  17/141  1231  21/82  75/279  84/140  89/1319  
70  120  47/84  25/593  57/209  1343  26/84  73/585  39/208  56/1292  
60  120  28/88  42/762  01/181  945  06/90  37/733  52/187  89/992  
50  80  14/58  92/284  74/149  1432  06/64  24/295  93/158  89/1419  
70  80  18/83  83/397  20/176  1360  12/85  21/451  01/170  22/1223  
60  80  66/52  92/164  51/113  1501  09/62  05/192  85/121  55/1421  
50  120  76/86  42/617  81/205  1123  20/85  99/653  48/200  55/1125  
60  80  95/82  08/429  48/167  1308  63/72  68/367  99/166  38/1340  
60  40  46/71  42/392  94/150  1322   63/72  68/367  99/166  38/1340  
60  80  89/74  25/373  19/173  1299   63/72  68/367  99/166  38/1340  
70  40  17/70  08/304  19/173  1352  63/72  68/367  99/166  38/1340  
60  80  54/71  25/403  19/173  1344  63/72  68/367  99/166  38/1340  

 
  برازش مدل

 Fدار بودن آزمون  مدل مناسب با توجه به معنی
)05/0≤Pدار نبودن فقدان برازش در مورد آن و ) و معنی 

تعدیل شده و ضریب تغییرات  R2و  R2همچنین مقادیر 
توان  انتخاب شد. با توجه به جداول تجزیه واریانس می

دریافت که مدل برازش داده شده براي تمام پارامترهاي 

). جهت p≥01/0دار است ( معنی                ًمورد بررسی کاملا 
بررسی پارامترهاي اثر گذار در مطالعه با توجه به جدول 

از مدل دار  معنی  Fتجزیه واریانس، جملات فاقد آزمون
دار بودند،  حذف و سایر جملات که داراي اختلاف معنی

  ).Noshad et al., 2011مدل حفظ شدند (در 
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  محتواي ترکیبات فنولی
میزان  الف اثر فاکتورهاي مستقل بر - 1شکل 

دهد که افزایش دما و زمان  ترکیبات فنولی را نشان می
منجر به افزایش بازده استخراج ترکیبات فنولی شده 

) نشان داد که 3جدول تجزیه واریانس (جدول است. 
تاثیر  )A) و دماي استخراج (Bجملات خطی زمان (

داري بر میزان ترکیبات فنولی داشتند. اما جملات  معنی
ي اثر  ) و نیز جملهB2و A2مربوط به اثرات درجه دوم (

داري بر میزان  ) تاثیر معنیA-Bمتقابل دما و زمان (
اثرات از مدل حذف  استخراج نداشتند. بنابراین این

زمان  وشدند. با بررسی مقادیر عددي ضرایب براي دما 
توان دریافت که زمان تأثیر مثبت بیشتري بر میزان  می

اثر . ب)- 1استخراج ترکیبات فنولی داشته است (شکل 
توان به افزایش مدت  مشاهده شده توسط زمان را می

اثر  ).Gan & Latiff, 2011(زمان انتقال جرم نسبت داد 
مثبت دما در افزایش میزان استخراج ترکیبات فنولی نیز 

 ,.Shi et alبه اثبات رسیده است (سط محققین زیادي تو

2003; Escribano-Bailon & Santos-Buelga, 2003( 

تواند منجر به نرم  در واقع دماهاي بالاتر استخراج می
شدن بافت گیاهی، تخریب اتصالات ترکیبات فنولی با 

ساکاریدها و افزایش قابلیت انحلال  ها و پلی پروتئین
تواند انتقال جرم را  ترکیبات فنولی شده که این اثرات، می

بهبود بخشد. این امر نیز افزایش میزان استخراج ترکیبات 
 & Gan(فوق در دماهاي بالاتر استخراج را به دنبال دارد 

Latiff, 2011.( داراي اثر  بنابراین با توجه به پارامترهاي
ه دار، معادله برازش داده شده در مورد این پاسخ ب معنی

 :باشد صورت زیر می
  )4رابطه (

Y = + 367/68 + 77/99A +230/97 B 
بینی شده در مورد  ) مدل پیشR2ضریب تبیین (

براي آزمون فقدان برازش   pو مقدار9576/0 پاسخ فوق
ارائه شده دهد که مدل  بود. این مقادیر نشان می 4467/0

بینی نماید  خوبی پاسخ مورد نظر را پیشه تواند ب می
  .)3(جدول 

  

      
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
نمایش اثر متغیرهاي مستقل  (ب) ن استخراج ترکیبات فنولی،نمایش سه بعدي اثر زمان و دماي استخراج بر میزا(الف)  - 1شکل 

    میزان استخراج ترکیبات فنولی روي

 الف
  الف ب
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 100گرم اسید گالیک در  میلی(پارامتر میزان ترکیبات فنولی  - ي دوم اي درجه تجزیه واریانس مدل جند جمله -3جدول 
  )لیتر میلی

Prob > F Fمنابع تغییر ضریب مجموع مربعات درجه آزادي میانگین مربعات مقدار 

0/001* 31/65 73480/32 5 3/674×105 - Model 

- - - - - 367/68 Intercept 

0/0054 15/72 36491/00 1 36491/00 77/99 A 

<0/001 137/85 201/3 ×105 1 201/3 ×105 230/97 B 

0/8536 0/037 85/17 1 17/85  5/55 A2 
0/0979 3/64 8459/85 1 8459/85 55/34 B2 

0/8676 0/030 69/44 1 69/44 - 4/17 AB 

0/4467ns 1/10 2447/39 3 7342/16 - Lack of Fit 

- - - - 0/9576 - R-Squared 

- - - - 0/9274 - Adj R-Squared 

  میزان آنتوسیانین
الف و ب اثر فاکتورهاي مستقل دما و  -2در شکل 

زمان استخراج بر میزان استخراج آنتوسانین نشان داده 
شده است. افزایش زمان استخراج منجر به افزایش 
بازده استخراج آنتوسانین شد. اما دما تاثیر کمتري بر 

جدول تجزیه پاسخ مورد نظر داشت. با توجه به 
بیشترین  )B(زمان ی )، جمله خط4واریانس (جدول 

) بیشترین تاثیر A-Bتأثیر مثبت و جمله اثر متقابل (
را داشتند. اما جملات خطی  بازده آنتوسانینمنفی بر 

A( دمادرجه دوم زمان و نیز جملات و ) A(دما 
2

 و 
B

آنتوسانین استخراج داري بر میزان  تاثیر معنی) 2
دار شدن جمله اثر  با توجه به معنی نداشتند. شده

) در Aجمله خطی دما ( )،A-B(زمان -متقابل دما
مدل حفظ و سایر جملات فاقد اثر متقابل از مدل 

). با در 1391و همکاران  مجد حیدريحذف شدند (
-2اثرات یاد شده و نیز مراجعه به شکل نظر گرفتن 

توان دریافت که بازده استخراج آنتوسیانین در  الف می
دماهاي کمتر، از مقدار بیشتري نسبت به دماهاي 
بالاتر برخوردار بوده است. مشاهده فوق با نتایج حاصل 

) در مورد چاي 2008همکاران ( و Chumsriاز تحقیق 
        ً                                   ترش کاملا  همخوانی دارد. این محققین نیز کاهش 

هاي  ه در دما و زمانمیزان آنتوسیانین استخراج شد
طولانی استخراج را گزارش کردند. تخریب 

، دما pHها به فاکتورهاي متعددي نظیر  آنتوسانین
حضور ویتامین ث و اکسیژن بستگی دارد. نتایج 

) نیز نشان داد Timberlake )1997 و Bridleمطالعه 
تواند ساختار  که حرارت دادن در محیط اسیدي می

رنگ  هاي بی سمت ایجاد چالکونها را به  آنتوسیانین
مورد مطالعه در تغییر دهد. با توجه به محیط اسیدي 

هاي بالا در کاهش  توان اثر حرارت این تحقیق نیز می
هاي زرشک را توجیه نمود. علاوه بر  بازده آنتوسانین

این، با توجه به حضور مقادیر زیادي ویتامین ث در 
ها  وسیانینتواند با آنت زرشک، این ترکیب نیز می

منجر به کاهش رنگ آن شود.  واکنش داده و
هاي ایجاد شده در اثر این واکنش تخریبی،  کمپلکس

). Francis, 1985( به احتمال زیاد پایدار هستند
صورت ه معادله برازش داده شده در مورد این پاسخ ب

  باشد: زیر می
  )5رابطه (

Y= +  166 / 99 + 5/54A + 39/31 B -15/97 AB  
بینی شده در مورد  ) مدل پیشR2تبیین (ضریب 
براي آزمون فقدان   pو مقدار 9381/0پاسخ فوق 
بود. بنابراین مدل ارائه شده در  4198/0برازش نیز 

ي فوق برازش مناسبی براي پاسخ مورد نظر  معادله
  ).4دهد (جدول  ارائه می
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قل نمایش اثر متغیرهاي مست (ب)، نمایش سه بعدي اثر زمان و دماي استخراج بر میزان استخراج آنتوسیانین (الف) -2 شکل
  روي میزان استخراج آنتوسیانین

  )گرم در لیتر میلیپارامتر میزان آنتوسیانین ( -اي درجه ي دوم تجزیه واریانس مدل جند جمله -4جدول 

  
 اکسیدانی فعالیت آنتی

-A(دما و زمان ه اثر متقابل ، جمل5مطابق جدول 

B خطی زمان  بیشینه تاثیر منفی و جملات) داراي
)B) و دماي استخراج (A(  بیشترین تاثیر مثبت بر

هاي استخراج شده  اکسیدانی عصاره میزان فعالیت آنتی
Aاثرات درجه دوم (اند. اما جملات  داشتهرا 

Bو 2
2( 

در  داري در مدل برازش داده شده نداشتند. تاثیر معنی
مستقل بر میزان  اثر افزایشی فاکتورهاي ب-3شکل 

با توجه اکسیدانی نشان داده شده است.  فعالیت آنتی
توان دریافت که تاثیر فاکتورهاي  نیز می 2به شکل 

اکسیدانی مشابه با اثر این  دما و زمان بر فعالیت آنتی
فاکتورها بر میزان ترکیبات فنولی بوده است. علاوه بر 

بازده استخراج ) میان =80/0r2این، همبستگی بالا (
اکسیدانی نیز این  و فعالیت آنتیترکیبات فنولی 

محققین بسیاري گزارش  .کند مشاهده را تایید می
اند که میزان ترکیبات فنولی تاثیر بسزایی بر  کرده

دلیل قابلیت ه اکسیدانی دارد که این امر ب فعالیت آنتی
نیز توانایی دادن  احیا کنندگی بالاي این ترکیبات و

باشد  می DPPHهاي فعالی نظیر  وژن به رادیکالهیدر
)Bucic-Kojic et al., 2011; Kumaran & 

Prob > F Fمنابع تغییر ضریب مجموع مربعات درجه آزادي میانگین مربعات مقدار 

0/004* 21/22 2128/87 5 10644/34 - Model 

- - - - - 166/99 Intercept 

0/2178 1/83 183/98 1 183/98 5/54 A 

<0/001 92/42 9273/23 1 9273/23 39/31 B 

0/6882 0/18 17/57 1 17/57 - 2/52 A2 

0/3657 0/94 93/86 1 93/86 83/5-  B2 
0/0153 10/17 1020/60 1 1020/60 -15/97 AB 

0/4198 ns 1/19 110/35 3 331/04 - Lack of Fit 

- - - - 0/9381 - R-Squared 

- - - - 0/8939 - Adj R-Squared 

 ب الف
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Karunakaran, 2006; Cai et al., 2004( توان  پس می
هاي طولانی استخراج (در دماي بالاتر) را در  اثر زمان

راحتی توجیه نمود. ه اکسیدانی ب افزایش فعالیت آنتی
شود،  مشاهده میالف -3طور که در شکل  همان

و زمان  70اکسیدانی در دماي  فعالیت آنتیبیشترین 
 Ruslawatiو  Azizahنتایج تحقیق  درجه بود. 120

هاي  نیز نشان داد که ترکیبات فنولی عصاره )1999(
درجه  90 جز بالايه استخراج شده در دماهاي بالا (ب

ي هاتاثیر مثبت دمابنابراین  .دگراد) پایدار بودن سانتی
هاي  اکسیدانی عصاره بالا در افزایش فعالیت آنتی

باشد. با توجه به  استخراجی نیز قابل توجیه می
پارامترهاي داراي اثر معنی دار، معادله برازش داده 

  باشد: صورت زیر میه شده در مورد این پاسخ ب
 )6رابطه (

Y= + 63/72  + 53/10  A + 56/11  B – 63/7  AB  

بینی شده در مورد  ) مدل پیشR2ضریب تبیین (
براي آزمون فقدان   pو مقدار8515/0 پاسخ فوق

بود. این مقادیر نیز بیانگر برازش  2114/0برازش
ي فوق براي پاسخ  مناسب مدل ارائه شده در معادله

  باشد. مورد نظر می
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

نمایش اثر  (ب)، اکسیدانی عصاره استخراج شده و دماي استخراج بر فعالیت آنتی نمایش سه بعدي اثر زمان (الف) - 3 شکل
 اکسیدانی عصاره استخراج شده متغیرهاي مستقل روي فعالیت آنتی

  )%DPPH( پارامتر فعالیت آنتی اکسیدانی -تجزیه واریانس مدل چند جمله اي درجه ي دوم -  5جدول 
Prob > F Fمنابع تغییر ضریب مجموع مربعات آزاديدرجه  میانگین مربعات مقدار 

0/0081* 8/03 343/92 5 1719/58 - Model 
- - - - - 72/63 Intercept 
0/0056 15/52 664/99 1 664/99 10/53 A 
0/0035 18/70 801/11 1 801/11 11/56 B 
0/6335 0/25 10/64 1 10/64 1/96 A2 
0/8047 0/066 2/83 1 2/83 1/01 B2 
0/0525 5/43 232/83 1 232/83 - 7/63 AB 
0/2114ns 2/37 63/99 3 191/96 - Lack of Fit 
- - - - 0/8515 - R-Squared 

- - - - 0/7454 - Adj R-
Squared 

  ب الف
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  ویتامین ث
ب اثر فاکتورهاي مستقل دما و زمان را - 4شکل 
دهد که افزایش دما و زمان منجر به کاهش  نشان می

با توجه به جدول میزان ویتامین ث گردیده است. 
)، تنها جملات خطی زمان و 6تجزیه واریانس (جدول 

اند و بنابراین سایر  دار داشته دماي استخراج تاثیر معنی
دار از مدل حذف شدند. با  جملات فاقد تاثیر معنی

یافت که کمترین توان در الف می-4توجه به شکل 
گراد و  درجه ي سانتی 70میزان ویتامین ث در دماي 

دقیقه مشاهده شده است. حساسیت  120زمان 
ویتامین ث نسبت به دماهاي بالا امري بدیهی 

باشد. اما علاوه بر این، با توجه به یکسان بودن روند  می
کاهش ویتامین ث و میزان آنتوسیانین استخراج شده، 

شود  یتامین ث با آنتوسیانین تأیید میفرضیه واکنش و
)Francis, 1985 مدل برازش داده شده براي پاسخ .(

  صورت زیر است:ه فوق نیز ب
 )7رابطه (

Y = +  1340 /38 – 134/33A – 148/00 B 

  

ویتامین ث (الف)،  نمایش اثر متغیرهاي مستقل روي میزان نمایش سه بعدي اثر زمان و دماي استخراج بر میزان  -4شکل 
 ویتامین ث (ب)

 پارامتر ویتامین ث –ي دوم  اي درجه تجزیه واریانس مدل چند جمله – 6جدول 

Prob > F Fمنابع تغییر ضریب مجموع مربعات درجه آزادي میانگین مربعات مقدار 

0/0084* 7/93 50642/79 5 201/3 ×105 - Model 

- - - - - 1340/38 Intercept 

0/0045 16/96 1/083×105 1 1/083×105 -134/33 A 

0/0027 20/59 1/314×105 1 1/314×105 -148/00 B 

0/7315 0/13 814/46 1 814/46 +17/17 A2 

0/2071 1/93 12334/4 1 12334/46 -66/83 B2 
0/7096 0/15 961/00 1 961/00 -15/50 AB 

0/0039* 27/54 14208/43 3 42625/30 - Lack of Fit 

- - - - 1/8500 - R-Squared 

- - - - 0/7428 - Adj R-
Squared 

 الف ب
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  سازي شرایط استخراج هینهب
در فرایند استخراج ترکیبات زیست فعال میوه 

ترکیبات دانه، دستیابی به بیشترین میزان  زرشک بی
فنولی، آنتوسیانین، ویتامین ث و نیز حداکثر فعالیت 

اکسیدانی به عنوان اهداف مورد نظر آزمایشات در  آنتی
هاي آماري مورد نظر قرار گرفت.  تجزیه و تحلیل

 تکنیک از استفاده با بهینه، عملیاتی شرایط
1سازي عددي بهینه

 در ابتدا منظور، بدین .شد انجام 
 متغیرهاي مستقل و پاسخ سطوح سازي، بهینه اهداف

 2مطلوبیتتابع تنظیم گردید. با استفاده از تکنیک 
 دست آمد. نتایج شرایط بهینهه ها ب بهترین پاسخ

ترکیبات زیست فعال میوه زرشک شامل  استخراج
دقیقه بود که  120و زمان  گراد درجه سانتی 50 دماي

گرم  میلی 392/208آنتوسیانین در این شرایط مقدار 
گرم اسید  میلی 725/585 ، ترکیبات فنلیدر لیتر

 56/1292ویتامین ث ، لیتر میلی 100گالیک در 
اکسیدانی عصاره  فعالیت آنتیو گرم در لیتر  میلی

ه مطلوبیت ب درصد بود. 260/84استخراج شده نیز 
ي ها دست آمده در شرایط بهینه براي متغیرها و پاسخ

  بود. 776/0مورد بررسی، 
  

  گیري نتیجه
 استخراج فرایند سازي بهینه تحقیق هدف از این

آبی ترکیبات زیست فعال موجود در میوه زرشک 
بینی رفتار  جهت پیشدانه به روش سطح پاسخ بود.  بی

                                                
1- Numerical optimization 
2- Desirability function method 

ي دوم استفاده  اي درجه ها، مدل چند جمله نمونه
. نتایج بیانگر استخراج مقدار قابل توجهی گردید

)، ترکیبات گرم در لیتر میلی 392/208(آنتوسیانین 
 100گرم اسید گالیک در  میلی  725/585فنلی (

) گرم در لیتر میلی 56/1292ویتامین ث ( لیتر) و میلی
اکسیدانی عصاره استخراج  همچنین فعالیت آنتی .بود

در شرایط  DPPHبر اساس روش  درصد 260/84شده 
 به دقیقه 120گراد و زمان  درجه سانتی 50دما بهینه 

ثبت رسید. در این تحقیق وجود مقادیر قابل توجه 
ها، ترکیبات  ترکیبات فراسودمند نظیر آنتوسیانین

اکسیدان و ویتامین ث مورد تأیید قرار گرفت.  آنتی
توان از عصاره زرشک استخراج شده به این روش  می

به عنوان یک افزودنی طبیعی و عملگر در مواد غذایی 
سخ نیز ابزاري سودمند استفاده کرد و روش سطح پا

سازي متغیرهاي فرایند استخراج ترکیبات  براي بهینه
ن باشد تا بتوان از ای زیست فعال میوه زرشک می

  شرایط بهینه در صنعت بهره جست.
  

  سپاسگزاري
در پایان نویسندگان این مقاله بر خود واجب 

 و علوم پژوهشکدهدانند تا از مسئولان محترم  می
در اختیار گذاشتن امکانات و غذایی جهت  صنایع

وسایل لازم براي انجام این تحقیق، سپاسگزاري 
  نمایند.
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Abstract 

Response surface methodology is a series of statistical techniques that can be used to design 
experiment, modeling and evaluating the effect of variables on the final obtained results and 
optimization of process conditions. In this research, optimization of the solvent extraction 
method of bioactive compounds from seedless barberry (Berberis vulgaris) was carried out 
using response surface methodology. Central composite design was employed with 13 
treatments and 5 replications in central points and the effect of variable factors of temperature 
(50-70ºC) and extraction time (40-120 minutes). The amount of anthocyanin content, vitamin C, 
phenolic contents and antioxidant activities of extracted barberry were measured. Close 
agreement was found between experimental and predicted values of model. Effects of 
extraction temperature and time were found to be significant on all responses. According to 
these results, optimal extraction conditions were identified at 50 °C temperature for120 
minutes. In this condition the maximum of phenolic compounds, anthocyanin, antioxidant 
activities and vitamin C contents were 585.725 mg GAE/100ml, 208.392 mg/l, 84.2603% and 
1292.56 ppm respectively. The results showed that this methodology could be applied in the 
extraction of bioactive compounds in the natural product industry. 
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