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  چکیده

 جایگزینی داروهاي گیاهی به جاي داروهاي سنتزي وباتوجه به روند روبه رشد 
ضرر  و بی  هاي سالم استخراج مواد موثره گیاهان دارویی با استفاده از روش شیمیایی،

رسد. هدف از این پژوهش،  براي سلامت انسان و محیط زیست ضروري به نظر می
سید کربن فوق دانه توسط دي اک سازي شرایط استخراج بربرین از ریشه زرشک بی بهینه

بحرانی بود. میزان وابستگی بازده بربرین استخراج شده به دو متغیر مورد مطالعه، فشار 
کفایت مدل  پاسخ تعیین و میزان تأثیر این متغیرها وسطح و زمان، توسط تکنیک 

ست که محدوده ا پیشنهادي بررسی گردید. ضریب همبستگی ارائه شده مبین این
باشد. فشار  دست آمده قابل توضیح میه استفاده از مدل تجربی بوسیعی از تغییرات، با 

فشار بر  - بیشترین تأثیر را بر غلظت بربرین استخراج شده داشت و تأثیر متقابل زمان
تا  300دار بود. همچنین محدوده فشار میزان بربرین استخراج شده از نظر آماري معنی

ین بازده استخراج (بیشتر از دقیقه منجر به بیشتر 75تا  40بار و زمان  400
µg/gr400 با تکنیک دي اکسید کربن فوق بحرانی گردید. در ادامه، راندمان استخراج (

بربرین توسط دي اکسید کربن فوق بحرانی با روش سنتی استخراج سوکسله مقایسه و 
  نقاط قوت و ضعف این روش نوین بررسی شد.

  
   13/07/92 تاریخ دریافت:
   25/12/92 تاریخ پذیرش:

  
  هاي کلیدي واژه

  استخراج
  بربرین

  اکسید کربن فوق بحرانیدي
  پاسخسطح تکنیک 

دانه زرشک بی

  مقدمه
ه و ب2خانواده بربریداسهمتعلق به ، 1دانه زرشک بی

 باشد و در عنوان گیاه مورد استفاده در طب سنتی می
عنوان گیاه ه هاي مختلف جهان ب تمام فارماکوپه

 ,.Javadzadeh & Fallahدارویی موثر درج شده است (

هاي  عصاره. )1378صفائی خرم و همکاران،  ؛2012
                                                
1- Berberis Vulgaris 
2- Berberidacea 

جمله  هاي مختلف خانواده بربریداسه از حاصل از گونه
Berberis Aquifolium،Berberis Vulgaris  و 

Berberis Aristata  هاي  انواع بیماريبراي درمان
هاي مزمن کاربرد دارند. برخی  رماتیسمی و التهاب

ها فعالیت قابل  محققین معتقدند که این نوع عصاره
ها، پروتوزواها و  ها، ویروس اي علیه باکتري ملاحظه

ها دارند. مطالعات انجام شده روي خواص و  قارچ
 ها مبین این این نوع عصاره يساختار شیمیایی اجزا
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حضور آلکالوئیدهاي داراي هسته  ست کها
ها، دلیل اصلی این خاصیت  عصاره ایزوکوئینولین در
. آلکالوئید )Meliania et al., 2011( ضدمیکروبی است

از موضوعات مورد توجه محققین از نظر علمی و 
             ً                  باشد و مخصوصا  در طب سنتی به آن  فرهنگی می

درصد از  15آلکالوئیدها در  توجه زیادي شده است.
ها و تعدادي از حیوانات یافت  ها، قارچ گیاهان، باکتري

هاي گیاهی نیز این ترکیبات، هم  شوند. در سلسله می
تر از  در گیاهان بسیار قدیمی و هم در گیاهان عالی

ترین مهماند.  دانگان و بازدانگان یافت شده جمله نهان
ن، اکسیاکانتین، بربامین آلکالوئیدها در این گروه بربری

ه باشد که در میان این گروه بربرین ب و پالماتین می
علت دارا بودن خواصی از قبیل ضدآریتمی، ضدالتهاب 

اي در طب سنتی و  وخواص ضدمیکروبی جایگاه ویژه
دهد (صفائی خرم و  خود اختصاص میه مدرن ب

هاي  از جمله خانواده ). بربریداسه1378همکاران، 
آلکالوئید بیشتري دارد.          ًکه نسبتا  گان استنهاندان

آلکالوئیدهاي تیره بربریداسه داراي هسته ایزوکینولین 
و 2ها ، پروتوبربرین1ها هستند و به سه گروه آپورفین

(صفائی شوند  تقسیم می 3بیس بنزیل ایزوکینولین
  ).1377؛ میري، 1378، خرم و همکاران

تا سال  جدا شد و 1826بربرین اولین بار در سال 
فرمول صحیحی از آن گزارش نشد. فرمول  1862

ساختمانی کلاسیک آن توسط پرکین شناسایی شد. 
باشد و داراي وزن  می C20H18 NO4+ فرمول ملکولی آن

صورت بلورهاي ه ب نیبربراست.  4/336ملکولی 
درجه  145سوزنی شکل زرد رنگ با نقطه ذوب 

مقدار زیاد در باشد و به مقدار کم در آب سرد و به  می
راحتی ه شود؛ در کلروفرم ب آب گرم و الکل حل می

شود اما در اتردوپترول نامحلول است. براي  حل می
توان کمک  هاي رنگی می شناسایی بربرین از تست

گرفت. علاوه بر این، بربرین آلکالوئیدي ضدآنمی، 
هاي  ست و داراي برخی فعالیتا ضدباکتري و ضدقارچ

هاي کلرا  شد. این ماده در اسهالبا سیتوتوکسیک می
 رود و اختلالات گاسترواینتستینال ناشی از به کار می

کند. داراي خواص ضد پروتوزوئري  کلرا را معالجه می

                                                
1- Aporphine 
2- Protoberberines 
3- Bisbenzylisoqinolones 

باشد. این آلکالوئید بسیار تلخ مزه است  می
)Javadzadeh & Fallah., 2012 .( تقریبا  تمام      ً      

 هاي جنس بربریس حاوي آلکالوئیدهاي داراي گونه
فعالیت زیستی بوده و در پزشکی مورد استفاده قرار 

صورت سنتی ه ریشه و پوست ساقه زرشک بگیرند.  می
جمله  هاي گوارشی و اختلالات کبدي از براي ناراحتی

 Pfoze( التهاب کبد و درمان زردي پیشنهاد شده است

et al., 2008; Javadzadeh & Fallah, 2012.(  
دارویی و فعال استخراج شامل جداسازي مواد 

ست که با ا اثرهاي گیاهی از مواد غیرفعال و بی بافت
طور کلی ه گیرد. ب استفاده از حلال انتخابی صورت می

روش استخراج مواد موثره موجود در گیاهان به نوع 
 وابسته استهاي گیاهی و ترکیبات گیاه  بافت

)Handa, 2008 .( انتخاب حلال به اندام همچنین
طور کلی  مورد نظر بستگی دارد. بهگیاهی و مواد 

دست آوردن عصاره خام گیاه ه بهترین حلال براي ب
هاي  درصد است. در میان روش 80اتانل یا متانل 
هاي کلاسیک استخراج با حلال، در  سنتی، تکنیک

هاي گیاهی، بر  بافت استخراج مواد دارویی و غذایی از
 یا اساس انتخاب حلال مناسب و عملیات همزدن و

 ;1377 میري،باشد ( اعمال حرارت همراه آن می
Handa, 2008عنوان یک  ). روش استخراج سوکسله به

تکنیک استاندارد و مرجع به منظور ارزیابی کارایی 
. در کاربرد داردهاي استخراج مایع/جامد  سایر تکنیک

هاي رایج  واقع این روش، در مقایسه با سایر روش
موجب ارجحیت آن  ست کها (سنتی) داراي مزایایی

شود. البته این روش براي  ها می برکاربرد سایر روش
شود.  توصیه نمی استخراج ترکیبات حساس به حرارت،

 این روش نیز معایب متعددي دارد که شامل نیاز به
استفاده از مقادیر زیاد حلال شیمیایی، نیاز به فرایند 
تبخیر/ تغلیظ عصاره نهایی بعد از استخراج و امکان 

که براي مدت  تخریب حرارتی ترکیب مورد نظر زمانی
طولانی نمونه در تماس با حلال و در نقطه جوش 
حلال است، باقی ماندن مقداري حلال در محصول 

         ً                          بري نسبتا  زیاد این روش، اشاره نمود  نهایی و زمان
)Handa, 2008; Wang & Waller, 2006(در . 

کنترل  هاي رایج استخراج، پارامترهاي قابل روش
پذیري فرایند محدودي وجود دارد که بر انتخاب

کند. همین امر دلیلی بر توسعه  استخراج تأثیر می
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هاي  تواند جایگزین تکنیک هایی است که می تکنیک
 ,Wang Weller, 2006 Pereira(سنتی استخراج باشد 

et al., 2004;.(  
هاي  طورکلی اهداف اصلی جایگزینی روش به

هاي نوین، شامل کاهش  تکنیک سنتی استخراج با
زمان لازم براي استخراج، کاهش میزان حلال 
شیمیایی مورد استفاده در استخراج، افزایش بازده 
استخراج، امکان حذف کامل حلال از محصول و بهبود 

هاي نوین  باشد. تکنیک کیفیت عصاره نهایی می
استخراج شامل استخراج به کمک امواج فراصوت، 

) ، استخراج به 1SFEال فوق بحرانی (استخراج با سی
، 2کمک مایکروویو و استخراج با حلال پرفشار

هایی سریع و کافی در استخراج مواد شیمیایی  تکنیک
باشد. در میان  از بخش جامد بافت گیاهی می

هاي گوناگون استخراج، استفاده از سیالات فوق  روش
 بحرانی، روش مناسبی براي استخراج و یا جزء به جزء

                                         ً کردن ترکیبات موجود در منابع طبیعی، مخصوصا  
اجزاء مختلف دارویی و غذایی است. امکان حذف 

و استفاده از  انتخاب پذیري بالا حلال از عصاره نهایی،
ترین  دماهاي متوسط تا پایین در فراوري، از مهم

مزایاي استفاده از سیال فوق بحرانی در استخراج 
 د استفاده درترین سیال مور عمومی .باشد می

تکنولوژي استخراج با سیال فوق بحرانی، دي 
اکسیدکربن است. خواص منحصر بفرد این سیال 
شامل اشتعال ناپذیري، عدم سمیت، قیمت مناسب و 

پذیري بالا  دسترس بودن این سیال، قدرت انتخاب در
 )Tc=31.1 OC, P c =73.8bar(و شرایط بحرانی پایین 

طی نیز، از سایر مزایاي و نداشتن مشکلات زیست محی
 باشد اکسیدکربن فوق بحرانی می استفاده از دي

)Pereira et al.; 2004; Verma et al., 2007; 

Ahangari & Sargolzaei, 2012( . دي  ازاستفاده
منظور استخراج انواع مواد  بحرانی به اکسید کربن فوق

چاي  زیست فعال از قبیل کافئین از دانه قهوه و
 ;De Melo et al., 2014( گزارش شده استتاکنون 

Pereira et al., 2004( .کنند  مطالعات متعدد بیان می
 توان از اجزاء گیاهی را می SFEکه توسط تکنیک 
فشار (کنترل دانسیته سیال) و با  طریق کنترل دما و

                                                
1- Supercritical Fluid Extraction 
2- Pressurized Liquid Extraction 

 ,.Azmir et al(انتخاب پذیري بالا استخراج کرد 
2014; Ahangari & Sargolzaei 2012; Choi et al., 

1997(.  
هدف ما در این پژوهش بررسی شرایط استخراج 
بربرین (آلکالوئید اصلی ریشه زرشک) توسط 

کربن فوق بحرانی، در محدوده زمان و فشار اکسید دي
اي از این دو متغیر براي  معین و ارائه شرایط بهینه

باشد. از طرح  رسیدن به حداکثر بازده استخراج می
آزمایش و تکنیک پاسخ سطح براي این هدف استفاده 
گردید. همچنین بازده این روش با روش کلاسیک 

  سوکسله مقایسه شده است.
  

  ها مواد و روش
  سازي پودر ریشه زرشک آماده

ریشه زرشک در پایان فصل برداشت، از باغات 
آوري  دانه در اطراف شهرستان بیرجند جمع زرشک بی

داراي  روز در اطاقی تاریک و سهشد. حدود دو الی 
طوبت سطحی آن                 ً               تهویه مناسب کاملا  پهن گردید تا ر

به حداقل برسد و پس از انتقال به آزمایشگاه، در آون 
ساعت قرار  72گراد به مدت  درجه سانتی 45خلاء 

درصد رطوبت)  2گرفت و تا حد مطلوبی (حداکثر 
ها، ابتدا در آسیاب  خشک شد. در مرحله بعد ریشه

                                       ً چکشی خرد و سپس در آسیاب آزمایشگاهی کاملا  
بندي دقیق نمونه پودري، با  وهپودر گردید و براي گر

هدف جلوگیري از بروز خطاي اندازه ذره بین تیمارها، 
هاي آسیاب شده توسط سه نوع الک (الک با  نمونه

و الک با  35، الک با شماره مش 24شماره مش 
) به سه گروه تقسیم شد. گروه اول: 45شماره مش 

 35و  24هاي  ذراتی که بین دو الک با شماره مش
 35کوچکترند اما از مش  24ماندند (از مش باقی 

عبور نکردند). گروه دوم: ذراتی که بین دو الک با 
با  35باقی ماندند (از مش  45و 35هاي  شماره مش
با  45کوچکترند اما از مش  متر میلی 5/0اندازه ذره 
متر عبور نکردند). گروه سوم:  میلی 354/0اندازه ذره 

کنند  عبور می 45هاي  شذراتی که از الک با شماره م
متر است.  میلی 354/0ها کمتر از  یعنی اندازه ذرات آن
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)cO45نمودار تغییرات وزن ریشه زرشک بر حسب ساعت در آون خلاء ( - 1 شکل

  مواد شیمیایی مورد نیاز
الف) گاز دي اکسید کربن مورد استفاده از مخازن 

 99مایع با درجه خلوص حاوي دي اکسید کربن 
  بار تأمین گردید. 70تا 50درصد و فشار 

ب) حلال آلی مورد استفاده در آزمون کروماتوگرافی از 
(متانول) و کمک حلال اتانول در  HPLC-gradeنوع 

از شرکت  و 1دستگاه استخراج، از نوع آزمایشگاهی
  مرك تهیه شدند.

 95 بربرین استاندارد: داراي درجه خلوص بیش از ج)
/ gr/mol86 ) با وزن ملکولی purity>95%درصد (

  خریداري گردید. Fluka  از شرکت و 407
د) آب مقطر مورد استفاده در تمامی مراحل از نوع 

  آزمایشگاهی بود.
  

  روش سنتی سوکسله گیري به عصاره
به منظور استخراج بربرین توسط روش سوکسله، 

که  ل ایندلیه هاي انجام شده و ب با توجه به بررسی
حلالیت بالایی دارد، از متانول به  بربرین در متانول

عنوان حلال در این روش سنتی استفاده شد 
)Beijing, 1997; Chung et al., 1996(. با توجه  البته

به سمیت بالاي متانول و بدست آوردن ترکیبی از 
حلال هایی با ایمنی بیشتر، از ترکیبات مختلف 
آب/اتانول نیز در تکنیک سوکسله براي استخراج 

  استفاده شد. 

                                                
1- Analytical grade 

طور دقیق وزن   هگرم از نمونه پودري ب 5در این روش 
 300کارتوش سوکسله قرار گرفت. حدود  در شد و
سوکسله ریخته  لیتر میلی 500ل در بالن حلا لیتر میلی

ساعت  18شد. عملیات استخراج با این روش به مدت 
لیتر  میلی 300طول کشید و در پایان عمل دستگاه، 

عصاره، در روتاري اواپراتور تا حجم معین تغلیظ شده 
و پس از عبور از کاغذ صافی در دماي یخچال، تا زمان 

  .قرار گرفت HPLCهاي  انجام آزمون
  

  اکسید کربن فوق بحرانی استخراج توسط دستگاه دي
وسیله دستگاه  هفرایند استخراج فوق بحرانی ب

استخراج فوق بحرانی گازکربنیک طراحی و ساخته 
هاي نوین پژوهشکده علوم  آوري شده در آزمایشگاه فن

، دیاگرام 2 و صنایع غذایی صورت گرفت. شکل
دي اکسیدکربن دهد.  شماتیک این فرایند را نشان می

وسیله مخازن دي اکسیدکربن مایع  هدر این دستگاه ب
شود. این دستگاه مجهز  بار) تأمین می 70تا  50(فشار

باشدکه طی دو مرحله  هاي فشار بالایی می به پمپ
را به مخزن استخراج منتقل  CO2افزایش فشار، سیال 

 بار 90کرد. اولین پمپ، فشار این سیال را به  می
بار به فشار مورد  90و پمپ دوم فشار را از رساند  می

دهد. در  مرحله استخراج افزایش می نظر براي هر
صورت چرخش آب   مراحل مختلف استخراج، دما به

تا  40در جداره بیرونی مخزن اکستراکتور، در حدود 
رسید و با توجه به دماي  گراد می درجه سانتی 45

ماند.  ت میاکسیدکربن در این محدوده ثاب بحرانی دي
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هاي الکتریکی و در مخزن گرمایش آب توسط المنت
وسیله  هدما ب کنترلشد.  اي انجام می جداگانه

گرفت. در هر  انجام می volt craft K204 ترموکنترلر
میزان مساوي   مرتبه استخراج یک گرم از پودر (که به

شامل هر سه گروه اندازه ذره بود) توزین شده و در 
نمونه (توري از جنس استیل ضد جایگاه مخصوص 

گرفت. در مخزن  )، قرار می1000زنگ با مش 
اکستراکتور، که از قبل بدین منظور آماده و تمیز شده 

اتانول (کمک حلال)  لیتر میلی 20بود، ابتدا حدود 
اکسید کربن فوق بحرانی قبل از عبور از  ریخته تا دي

دف از بستر نمونه پودري، از روي اتانول عبور کند. ه
اکسید کربن فوق  این کار افزایش قدرت حلالیت دي

بحرانی و افزایش بازده استخراج بود. براي هر تیمار، 
بعد از اتمام زمان استخراج و به منظور افزایش بازده، 

 معرض فشار دقیقه در 30حدود  نمونه مورد نظر
اکسیدکربن فوق بحرانی قرار گرفت و بعد  دینامیک دي

           ً                     ان، تدریجا  فشار مخزن اکستراکتورازاتمام این زم

رسید. براي  کاهش یافته تا به فشار محیط می
آوري ماده استخراج شده نیز، در مسیر خروج  جمع
 40شوري حاوي  اکسیدکربن پرفشار، گاز دي

اي که  اتانول قرار داشت، به گونه لیتر میلی
اکسیدکربن پرفشار، به محض خروج از اکستراکتور  دي

مواد استخراج شده همراه با  عبور کرده واز این بخش 
شد. در انتهاي کار نیز  آن، تدریجا به اتانول منتقل می

 در تمام مسیرهاي عبوري گاز با اتانول شسته شده تا
مسیر، با عبور اتانول مواد  اي در صورت باقیماندن ماده

باقیمانده نیز شسته و به عصاره نهایی افزوده شود. 
لیتر)  میلی 80حجم یکسان (هاي حاصل به  عصاره

رسیدند و بعد از صاف شدن باکاغذ صافی، تا زمان 
در درجه حرارت یخچال نگهداري  HPLCآزمون 

 شدند. دراین مطالعه متغیرهاي مورد بررسی در
دقیقه و  30استخراج، شامل زمان استخراج (حداقل

بار و  300دقیقه) و فشار استخراج (حداقل 90 حداکثر
  .بودبار)  500 حداکثر

  
) 4هاي فشار دستی، () پمپ3) حمام آب، (2) مخزن دي اکسیدکربن مایع، (SCF) :1دیاگرام شماتیکی از سیستم  - 2 شکل

  .CO2) بخش کاهنده فشار 6) مخزن اصلی استخراج ،(5پرفشار، ( CO2مخزن اولیه تجمع 
 V1  وV2 ،شیرهاي کنترل دستی :H1 ،گرمکن الکتریکی :PC:  ،گیج فشارTC1: دیجیتالی،  ترمومترP1پمپ سیرکولاسیون آب :

  HPLCآزمون 
  الف) منحنی استاندارد بربرین

منظور رسم منحنی استاندارد بربرین، یکسري   هب
ها با غلظت مشخصی از بربرین توسط حلال  از محلول

، 50، 10هاي  ها با غلظت این محلول .متانول تهیه شد
بودند. براي این مجموعه  µg/ml 500و  250، 100

که داراي  ها، منحنی استانداردي رسم شد محلول
بود. بدین ترتیب، براي  = R2 99/0ضریب همبستگی 

هر تیمار، از معادله خط این  تعیین غلظت بربرین در
  شد. منحنی استفاده می

  
  در عصاره تعیین غلظت بربرین ب)

و  Knauerمورد استفاده مدل  HPLCدستگاه 
ساخت کشور آلمان بود. ستون مورد استفاده در این 

 15و  6/4ترتیب  ه، قطر و ارتفاع آن بC18دستگاه 
ست. پمپ ا نانومتر 10متر و اندازه ذرات آن سانتی

چنین مجهز به  ، همk-1001مخصوص آن از نوع 
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 330طول موج دتکتور ماوراء بنفشی بود که در 
کرد. حجم هر تزریق به دستگاه  نانومتر اندازگیري می

میکرولیتر بود. شرایط حلال ( متانول + آب) مورد  20
استفاده براي انجام آزمون تعیین مقدار بدین ترتیب 

درصد متانول  20بود که در ابتداي کار حلال شامل 
                 ً              درصد آب) و تدریجا  این ترکیب در  80همراه   هبود (ب

درصد متانول رسید و با این  100ض ده دقیقه به عر
دقیقه کار کرد. سپس، دوباره ترکیب  5ترکیب مدت 

 20حالت اول ( دقیقه به 5حلال، در فاصله زمانی 
همین  دقیقه دیگر با 5 درصد متانول) نزدیک شد و

ترکیب کار کرد. در واقع براي تعیین مقدار بربرین در 
 ست. با تزریق هرا مدقیقه زمان لاز 25هر تیمار، 

تیمار، مقدار بربرین در هر نوع عصاره، بر مبناي 
لیتر عصاره و با توجه به  میکروگرم بربرین در هر میلی

  نمونه، محاسبه گردید. کروماتوگرام هر
  

  مدلسازي و تحلیل آماري با رویکرد پاسخ سطح
هاي آماري  ، ترکیبی از تکنیک1رویکرد پاسخ سطح

هاي طرح آزمایش  تکنیکباشد و در زمره  می
قرار دارد که در آنها تاثیر چندین متغیر بر  2چندتایی

کاربردهاي  گردد و پاسخ به طور همزمان مطالعه می
بندي محصولات و مهمی در طراحی، توسعه و فرمول

هاي محصول  فرایندهاي جدید و نیز بهبود طرح
در این پژوهش تیمارهاي مورد  موجود و فرایندها دارد.

با توجه به دو متغیر زمان و فشار و سطوح این  نظر
 دقیقه و 90دقیقه تا  30 متغیرها (زمان در محدوده

بار) و با استفاده از  400بار تا  200فشار در محدوده 
معین  طرح مرکب مرکزي توسط روش پاسخ سطح

  شدند.
منظور گردآوري نتایج تجربی بر اساس طرح  هب

دست  هعصاره هاي بدر  مرکب مرکزي، بربرین موجود
سپس با توجه به  و گردیدتعیین مقدار  HPLCآمده با 

(غلظت بربرین در هر تیمار)، ضرایب  هاي تجربی داده
) 1رگرسیون مدل پاسخ سطح دو متغیره ذیل (معادله 

درجه اول، درجه دوم و  متغیرهاي که شامل
کنش است به روش حداقل مربعات خطا تخمین  برهم

  .ندزده شد
                                                
1-Response Surface Methodology (RSM) 
2-Multivariate 

 )1( معادله

215
2
24

2
1322110 XXaXaXaXaXaaY   

Xپاسخ (بازده بربرین) و Yدر رابطه فوق
فاکتورها در شکل کدبندي شده (در اینجا زمان و 

ضرایب رگرسیون  iaفشار استخراج فوق بحرانی) و 
باشند. براي بررسی صلاحیت و کفایت مدل،  می

رگرسیون تعیین گردیده  Fضرایب همبستگی و آماره 
  ).Sharif et al., 2014است (

براي بررسی اهمیت آماري ضرایب مدل از آزمون 
t-student  استفاده شد. آمارهt  از تقسیم مقدار ضریب

ضریب بدست  (SE)محاسبه شده به خطاي استاندارد 
ح آزمایش، تخمین ضرایب رگرسیون، آید. طر می

هاي  منحنی ترسیم، هاي آماري توسعه مدل، تحلیل
سازي توسط نرم افزار  و بهینه پاسخ سطح و کانتور

Minitab 16 .انجام شده است  
  

  نتایج و بحث
  مطالعه تأثیر فشار و زمان بر میزان استخراج بربرین

نحوه وابستگی بازده بربرین استخراج شده (بر 
میکروگرم بربرین موجود در واحد وزن خشک  مبناي

نمونه) به دو متغیر فشار و زمان توسط تکنیک پاسخ 
سطح بررسی شد. ضریب همبستگی ارائه شده 

%)71/92 (R2 =  براي مدل پاسخ سطح مبین این
درصد تغییرات کل، با  93موضوع است که حدود 

دست آمده قابل توضیح  هاستفاده از مدل تجربی ب
. همچنین مقدار ضریب همبستگی تنظیم باشد می

دست آمده است. مقدار آماره  هدرصد ب 5/87شده برابر 
F_ regression دست آمده از تحلیل واریانس مدل  هب

محاسبه شده براي آن کمتر از  P_valueو  80/17برابر 
بوده که نشان از صلاحیت مدل براي به تصویر 05/0

متغیر فشار و  کشیدن وابستگی بازده بربرین به دو
باشد. ضرایب مدل،  محدوده مورد مطالعه می زمان در

انحراف استاندارد محاسبه شده براي هر ضریب، آماره 
T  وP-value ارائه  1ضریب در جدول  مربوط به هر

 05/0از  کمتر P-valueشده است. فاکتورهایی که 
  باشند. دارند از لحاظ آماري حائز اهمیت می

کنش  ، فشار و برهم1ایج جدول لذا با توجه به نت
دار بر میزان بربرین دارند.  زمان تأثیر معنی -فشار
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ضریب رگرسیون محاسبه شده براي ترم درجه اول 
 فشار عددي بزرگ با علامت مثبت است که مبین این

ست، با افزایش فشار میزان بربرین استخراج شده ا
یابد. از طرف دیگر فاکتور درجه  افزایش چشمگیر می

براي زمان و فشار از لحاظ آماري حائز اهمیت  1دوم
باشد و با توجه به علامت منفی ضریب محاسبه  می

توان گفت افزایش بیشتر فشار و زمان تأثیر  شده می
  مثبتی بر میزان بربرین استخراج شده ندارد.

بیان شماتیک مدل پاسخ سطح در قالب 
تواند مشاهده  هاي پاسخ سطح و کانتور می منحنی

تغییرات زمان  بهتري از نحوه وابستگی بازده بربرین به
نحنی پاسخ سطح ارائه شده در م و فشار ارائه دهد.

میزان  ثیر افزایش فشار برأبه وضوح ت 3شکل 
دهد. با این حال سرعت  می استخراج بربرین را نشان

بیشتر بار  300تا 200محدوده فشارهايافزایش، در 
 طور  بار). همان 400تا  300مقایسه با فشار  (در است

ي فشار که اشاره شد تحلیل آماري ترم درجه دوم برا
را حائز اهمیت دانسته است که به خوبی در منحنی 

 3پاسخ سطح منعکس شده است. با توجه به شکل 
ین با گذشت زمان از یک نقطه بازده استخراج بربر

حداکثر بازده به مقدار فشار و این  گذرد حداکثر می
نیز فاکتور ) 1(جدول  . تحلیل آماريداردبستگی 

از لحاظ آماري مهم دانسته  فشار را -کنش زمان برهم
بازده بربرین بر پاسخ سطح تغیرات  مدل آماري است.

بندي حسب زمان و فشار زمانی که از متغیرهاي کد
  نشده استفاده گردد به شرح زیر خواهد بود:

essureTimeessure
essureTimeTime

essureTimeY

Pr**014533.0Pr
*Pr*00698483.0**107387.0

Pr*83890.5*1042.1848.1141






 

(ضرایب مدل و تحلیل  1دول طور که در ج همان
شود با توجه به ضریب مثبت  آماري) نیز دیده می

فشار، افزایش فشار منجر به افزایش بازده خواهد شد 
شود. در  این رفتار دیده می 4و شکل  3که در شکل 

واقع افزایش فشار با اعمال نیروي بیشتر به بافت در 
ن ماتریکس موثر است که ای –تخریب اتصالات بربرین

اثر، تنها در زمان مشخصی از آغاز فرایند بر بازده 
 70شود. در واقع اگر زمان از حدود  استخراج دیده می

دقیقه بیشتر شود، در این شرایط فشار بالاي استخراج 

                                                
1 Quadratic 

منجر به تغییر ساختار بربرین استخراج شده نیز 
 70تا  65هایی بیشتر از            ً        گردد و عملا  در زمان می

یابد (شکل  استخراج به تدریج کاهش میدقیقه بازده 
و همکاران  Liu). پژوهشی که توسط 4و شکل  3
زمینه استخراج بربرین با دي اکسیدکربن  ) در2006(

انجام شد به  Coptis chinensisریشه  فوق بحرانی از
ها گزارش کردند بازده  نتیجه مشابهی رسید. آن

بار  500تا  200استخراج بربرین با تغییرات فشار از 
کمک  افزایش دارد. این گروه براي تعیین اثر

بازده  ) مختلف، بر3ها (اصلاح کننده 2هاي حلال
کمک حلال قطبی اتانول  استخراج، میزان تاثیر حضور

دي ال را در مقایسه با عدم  پروپان 2و1، درصد 95
به این  شان، بر بازده استخراج بررسی کردند وحضور

حلال در مقایسه با  نتیجه رسیدند که حضور کمک
عدم حضور آن به میزان قابل توجهی بر افزایش بازده 

  .ثیر مثبتی داردأاستخراج بربرین ت
 قطبی است و بهکه بربرین ترکیبی  با توجه به این
کم دي اکسیدکربن فوق بحرانی  ییمنظور جبران توانا

شکستن اتصالات  در انحلال ترکیبات قطبی آلی و
منظور افزایش ه بگردد  ماتریکس، پیشنهاد می –ماده

 ،اکسیدکربن فوق بحرانی ر روش ديبازده استخراج د
 2 و1، متانول و هایی قطبی مانند اتانول ز کمک حلالا

 4ال یا انواع مواد داراي فعالیت سطحیپروپان دي
ن پژوهشی با هدف ارزیابی همچنیاستفاده گردد. 

 یدکربن فوق بحرانی بهاکس استفاده از دي ثیرمیزان تأ
مراه اتانول، بر استخراج آلکالوئیدهاي ایندولی انجام ه 

مک حلال اتانول بر افزایش بازده تاثیر وجود ک شد و
که  شدنتیجه این مطالعه نیز گزارش در .بررسی شد

، سرعت کمک حلال علاوه بر افزایش بازده حضور
 ,.Pereira et al(دهد  فزایش میا استخراج را نیز

ست که یکی از ا مطالعات مبین این. )2004
کسید کربن فوق هاي اصلی استفاده از دي ا محدودیت

هاي  ، میزان قطبیت محدود ملکولبحرانی در استخراج
این ماده است که بایستی این محدودیت را توسط 

با دي اکسید  م اصلاح کننده (کمک حلال)أاستفاده تو
یت محدود ع قطبدر واق .فوق بحرانی جبران کرد کربن

                                                
2 - Co-solvent 
3 - Modifier 
4 - Surfactant 
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ترکیبات ، در استخراج دي اکسیدکربن فوق بحرانی
شود  می هایی به کاستی منجر قطبی،         ًیا نسبتا  وقطبی 

)Pereira et al., 2004; Bertucco & Franceschin; 

با میزان  ییها استفاده از کمک حلال     ًقطعا . )2008

، منجر منظور جبران این محدودیت متفاوت بهقطبیت 
 & Bertuccoگردد ( بازده استخراج میبه بهبود 

Franceschin; 2008.(  

  

  مطالعه اثرات متغیرهاي دما و فشار بر  میزان استخراج بربرین به کمک تحلیل آماري و توسعه مدل پاسخ سطح - 1جدول 
Term Coef SE Coef T P 
Constant 61/419 62/14 706/28 00/0 
Time 73/25 37/14 791/1 116/0 
Pressure 60/77  37/14  399/5  001/0  
Time*Time 65/96 -  18/21  563/4-  003/0  
Pressure*Pressure 85/69-  18/21  297/3 -  013/0  
Time*Pressure 60/43-  60/17 477/2 -  042/0  
F-regression = 80/17 , PRESS = 5/83296 , R-Sq = 71/92 %, R-Sq adj = 50/87 % 

  بررسی شرایط بهینه استخراج فوق بحرانی بربرین
شرایط بهینه استخراج بربرین به دو روش مطالعه 

) 2) استفاده از منحنی کانتور و (1شده است: (
 RSMبا استفاده از  ماکزیمم کردن مدل پاسخ سطح

optimizer نرم افزارهاي آماري ، که این قابلیت در
گنجانده شده   Design Expertو MINITAB مانند

منحنی کانتور تغییرات بازده بربرین بر  3است. شکل 
دهد. با توجه به  حسب فشار و زمان را نشان می

وده منحنی کانتور ارائه شده مشخص است که محد
دقیقه منجر  75تا  40بار و زمان  400تا  300فشار 

میکروگرم  400بیشتر از ( به بیشترین بازده استخراج
فوق  دي اکسید کربن) با تکنیک در هر گرم از نمونه

چنین در منحنی کانتور دیده  هم شود. می بحرانی
حد قابل  بار تا 300شود که افزایش فشار تا  می

شود و  توجهی منجر به افزایش بازده استخراج می
بار، بیشترین بازده استخراج حاصل  300      ً        نهایتا  در فشار

دقیقه  75تا  50در فاصله زمانی گردد. همچنین  می
بیشترین بازده استخراج حاصل شده که افزایش زمان، 

گردد  در این شرایط منجر به کاهش بازده استخراج می
کند). در پایان،  را تأیید می1(نتایج موجود در جدول 

 64/363فشار  حداکثر میزان بربرین استخراج شده، در
در این شرایط  کهباشد  دقیقه می 69/59بار و زمان 

  خواهد بود. µg/gr280 /430بازده استخراج 

  

  

  

  

  

  

  

  Sc-CO2توسط روش استخراج با زمان بر بازده بربرین استخراج شده -منحنی پاسخ سطح اثر متقابل فشار - 3 شکل
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-شده در تکنیک استخرا ج توسط استخراج توسط دي بازده بربرین استخراج زمان بر -منحنی کانتور اثر متقابل فشار - 4 شکل

  اکسیدکربن فوق بحرانی

  استخراج توسط روش سوکسله
شرایط بهینه استخراج بربرین توسط 

اکسیدکربن فوق بحرانی با روش استخراج سوکسله  دي
 طور  هاي مختلف مقایسه گردید. همان توسط حلال

هاي استخراج با  در تمامی روششود  که ملاحظه می
روش سوکسله میزان بازده بربرین در مقایسه با روش 

 5اکسیدکربن فوق بحرانی بیشتر بود. در شکل  دي
شود، به  روش سوکسله دیده می بازده در استخراج به

: حلال اتانول  SoX Etترتیب از راست به چپ: در
: حلال اتانول/آب با نسبت  SoX Et1خالص مرك در

25:75 ،SoX Et2 /50:50آب با نسبت : حلال اتانول ،
SoX Et3 75: 25: حلال اتانول/آب با نسبت ،SoX 

Et4 در : حلال آب و SoX Me  حلال متانول است. با
 که متانول الکلی است قابل اشتعال و توجه به این

مختلف انسان) و  هاي اندامبراي             ًسمی (مخصوصا 
ر و هم سلامتی استفاده از آن هم از نظر ایمنی کا

 ;Liu et al.,1999( هایی است همراه با محدودیت

Hashimoto et al. 2006(،  استفاده از آن براي
اي با هدف کاربري دارویی و غذایی،  استخراج ماده

شود. میان شرایط مختلف استخراج بربرین  توصیه نمی
که استفاده از حلال  شود توسط سوکسله، ملاحظه می

بالاترین بازده منجر به  25:75اتانول/آب با نسبت 
هاي استخراج  شود در تمامی روش گردید. ملاحظه می

با سوکسله میزان بازده بربرین در مقایسه با روش 
باشد. بنابراین  اکسید کربن فوق بحرانی بیشتر می دي

لازم است براي افزایش راندمان استخراج به روش فوق 
انجام شود. استفاده از پیش  بحرانی مطالعه بیشتري

روي نمونه  امواج فراصوتتیمارهاي مناسب مانند 
اصلی یا استفاده از کمک حلال و یا ترکیباتی مختلف 

منظور افزایش و بهینه ه هاي مناسب ب از کمک حلال
سازي حلالیت جزء مورد نظر در سیال فوق بحرانی و 

ب یا استفاده توام از روش خیساندن توسط حلال مناس
و تکنیک استخراج با دي اکسید کربن فوق بحرانی 

هاي پیشنهادي براي افزایش بازده استخراج به  روش
روش فوق بحرانی باشند. با این حال باید توجه داشت 
که با استفاده از روش فوق بحرانی در مقایسه با روش 

یابد.  سوکسله، زمان استخراج کاهش چشمگیري می
(حتی همراه با  ردن حلالعلاوه بر این مرحله جدا ک

کمک حلال) به هنگام استفاده از روش 
منجر                                       ًاکسیدکربن فوق بحرانی حذف شده و نهایتا  دي

  گردد. به تولید محصولی عاري از حلال می
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هاي متفاوت توسط حلالمقایسه بازده بربرین استخراج شده با روش سوکسله  – 5شکل 

  نتیجه گیري
ه بیک استخراج توسط سیال فوق بحرانی، تکن

هاي نوین استخراج در مباحث  عنوان یکی از تکنیک
ارویی و غذایی، از منابع د استخراج ترکیبات موثر

این میان گوناگون، کاربرد فراوانی دارد که در
علت ایمنی و سهولت ه اکسیدکربن فوق بحرانی ب دي

                            ًترین سیال فوق بحرانی مخصوصا  عنوان رایجه ب در کار
در  .تسا اي مناسب گزینه ییو دارو ییدر صنایع غذا
زده ثیر دو فاکتور مهم فشار و زمان بر باأاین مطالعه ت

استخراج بربرین از ریشه زرشک توسط تکنیک 
کربن فوق بحرانی مورد مطالعه استخراج با دي اکسید
رسیدن به حداکثر ه شد براي قرار گرفت و مشاهد

تا حد  خراج بربرین، افزایش زمان و فشاراست بازده

ثیر مثبت دارد. با این حال مقایسه مقدار أمشخصی ت
حداکثر بربرین استخراج شده از این روش با مقدار 

(سوکسله)  هاي کلاسیک بربرین استخراج شده از روش
 ز آنکه در این مطالعه مورد بررسی قرار گرفته حاکی ا

که افزایش کارایی استخراج بربرین توسط روش ست ا
کربن فوق بحرانی از ریشه زرشک نیاز به اکسید دي

  مطالعه بیشتري دارد.
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Abstract 

Extraction of bioactive materials from herbal plants may be interesting due to the growing 
trend of using herbal remedies instead of chemical ones. The aim of present study is to optimize 
the conditions of Berberine extraction from roots of Berberis Vulgaris by supercritical CO2. The 
dependency of Berberine extraction yield on extraction parameters, time and pressure, was 
studied by Response surface Methodology. The effective factors on the extraction yield and 
adequacy of proposed model was investigated according to the experimental data and statistical 
analysis. The correlation coefficient (R2 = 92.71 %) showed that about 93% of all alternatives 
can be explained by this experimental model. Pressure has the most influence on yield of 
extracted berberine and the interaction term of Time –Pressure is statistically significant on the 
berberine yield. Using supercritical CO2 method with pressure in the range of 300-400 bars and 
the time in the range of 40-75 minutes would lead to the maximum of berberine extraction 
(more than 400 µg/gr). Finally, yield of berberine extraction by SFE has been compared with 
traditional method (Soxhlet) and the strengths and weaknesses of this novel method have been 
considered. 

 
Keywords: Berberine, Berberis Vulgaris, Extraction, Response Surface Methodology, 
Supercritical CO2  


