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  چکیده
 طب سنتی و مصارف خوراکی در دیرباز از که است گیاهانی از جمله زعفران گیاه

 اما همچنان .رود یمبه شمار  اکسیدانیآنتی ارزشمند منابع و یکی از شده یماستفاده 
ي مختلف این ها بخش اکسیدانی ازاستخراج ترکیبات آنتی نحوه مورد در کمی اطلاعات

 نیتر مهم از یکی حلال آلی کمک به است. استخراج گلبرگ آن موجود خصوصاً گیاه،
و  صنعتی مقیاس و در است گیاهی منابع از ارزشمند ترکیبات استحصال يها روش

 بنکنباکس طرح-روش سطح پاسخاز  پژوهش این . درباشد یماجرا  آزمایشگاهی قابل 
درجه  85-25دقیقه)، دماي استخراج ( 200- 60زمان استخراج ( تأثیر بررسی منظور  به

استخراج ترکیبات  درصد) بر راندمان 60- 20) و درصد اتانول حلال (گراد سانتی
 يساز نهیبه اکسیدانی و نیزفنولی، فلاونوئیدي، آنتوسیانینی، میزان فعالیت آنتی پلی

 29/104در صورتی که زمان استخراج  ،نتایج نشان دادگردید.  استخراج استفاده فرایند
باشد، بیشترین  96/58و درصد اتانول  گراد سانتیدرجه  31/66دقیقه، دماي استخراج 

. تحت این شرایط میزان گردد یماکسیدانی حاصل بازده استخراج ترکیبات آنتی
 44/85گرم در صد گرم گلبرگ خشک)؛ فلاونوئید، (میلی 1134فنولی، ترکیبات پلی

گرم در صد گرم (میلی 13/3584آنتوسیانین،  گرم در صد گرم گلبرگ خشک)؛(میلی
درصد و توان  DPPH ،60/60 گلبرگ خشک)؛ درصد به دام اندازي رادیکال آزاد

  .آمد به دستمولار میلی 24/3اکسیدانی احیاي آهن،  آنتی

  06/06/1394 تاریخ دریافت:
  24/08/1394 تاریخ پذیرش:

  
  هاي کلیدي واژه

  آنتوسیانین
  اکسیدانآنتی

  پلی فنول
  روش سطح پاسخ

  گلبرگ زعفران
  
  
  

  
  

  

  مقدمه
ي اخیر توجه به یافتن ترکیبات ها سالطی 

اکسیدانی طبیعی که بتواند جایگزین  آنتی
هاي سنتزي مورد استفاده در غذاها  اکسیدان آنتی

. )Kaur et al., 2006(شود، معطوف شده است 
ترکیبات فنولیک موجود در برخی گیاهان داراي فواید 

، ضد 1و خصوصیات فیزیولوژیکی از جمله ضدالتهاب
و غیره  4اکسیدانی ، آنتی3، ضد میکروبی2آلرژي

. افزودن )Rodrigues et al., 2008( باشند یم
                                                
1 Anti-inflammatory 
2 Anti-allergic 
3 Anti-microbial 
4 Anti-oxidant 
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هاي مصنوعی مانند بوتیل هیدروکسی اکسیدان آنتی
، BHT2)، بوتیل هیدروکسی تولوئن BHA(1)آنیوزول (

 تواند یم TBHQ(3ترسیو بوتیل هیدروکینون (
و  اکسیداسیون لیپیدها را در مواد غذایی کنترل کند،

 لیبه دلهاي مصنوعی اکسیدانلیکن استفاده از آنتی
سمیت و خطراتی که براي سلامتی دارند، محدود شده 

هاي اکسیدانرو تلاش جهت یافتن آنتی است. از این 
یافته است. در   گیاهی افزایش منشأبا  خصوصاًطبیعی 

ي اخیر استفاده از محصولات جانبی صنایع ها سال
غذایی مانند پوست و دانه انگور، پوست و پالپ 
مرکبات، تفاله سیب و انار، ضایعات پوست 

زمینی، ضایعات پیاز و گلبرگ زعفران مورد توجه  سیب
  .)Weisburger, 1999(قرار گرفته است 

، متعلق به .Crocus sativus Lزعفران با نام علمی 
) گیاهی علفی و چند (Iridaceae ها یزنبقخانواده 

وسیعی در مناطق مختلفی از  به طورساله است که 
ي این ها گل. از شود یمایران کشت  خصوصاًجهان 
عنوان  که به  دیآ یمي خشک به دست ها کلالهگیاه، 
 Esmaeili( شود یمبهاترین ادویه جهان شناخته  گران

et al., 2011( تولید کننده زعفران  نیتر بزرگ. ایران
درصد زعفران دنیا در ایران تولید  90است و بالغ بر 

 . استان خراسان بزرگ به ویژه خراسان جنوبیشود یم
مناطق عمده کشت زعفران را و خراسان رضوي 

. بر اساس آمار، در سال زراعی دهند یمتشکیل 
 بر اساس وزن خشک تن زعفران 300، 1389- 1390

گل به طور  گرم کیلو 78از هر  تولید شده است.
(کلاله همراه با خامه)  يا دستهکیلو زعفران  1معمول 
 3846، سالانه حدود رو  این از .شود یمحاصل 
بر زعفران  برگگلکیلوگرم  296154کلاله و کیلوگرم 

تولید شده  محصول جانبی عنوان  به اساس وزن خشک
قابل استفاده بودن آن تاکنون، دور  یل غیرکه به دل
 زعفران .)Kazuma et al., 2003( است  شده یریخته م

شمار است که بی دارویی خواص رايسنتی دا طب در
عمده تحقیقات دارویی روي کلاله زعفران انجام شده 

 وجود بر مبنی است. علاوه بر این شواهد گوناگونی
 زعفران گلبرگ در دارویی مختلف اثرات با ترکیباتی

                                                
1 Butylated Hydroxyanisole 
2 Butylated Hydroxytoluene 
3 tert -Butylhydroquinone  

 

 خواص گوناگون مطالعات وجود دارد. در
 & Hosseinzadeh(التهابی ضد اکسیدانی، اثرات آنتی

Younesi, 2002(، افسردگی اثر ضد)Basti et al., 

 )Fatehi et al., 2003(فشارخون  بر و اثر )2007
. است قرار گرفته مورد بررسی زعفران گلبرگ عصاره

 دهایفلاونوئقوي  اکسیدانآنتی حاوي زعفران گلبرگ
 سرم در آلبومین، به متصل صورت که به  باشد یم

 متقابل اثرات پروتئین این با و گردد یم خون حمل
 در فلاونوئیدها متفاوت راتیتأث طرف دیگر از. دارد

 خواص و )Nijveldt et al., 2001(کلسترول  کاهش
 اثبات به بارها آن )Catoni et al., 2008(ضد رادیکالی 

  است. رسیده
در رابطه با ترکیبات فنولی و خواص 

ي اندکی ها پژوهشاکسیدانی گلبرگ زعفران  آنتی
اکسیدانی صورت گرفته است. در پژوهشی خواص آنتی

ي زعفران مورد بررسی قرار ها برگپیاز، گلبرگ و 
 ها گلبرگاز پژوهش نشان داد، ي حاصل ها دادهگرفت. 

عنوان منابع  به  توانند یمي گیاه زعفران ها برگو 
اکسیدانی قابل استخراج، مورد استفاده قرار گیرند آنتی

)Sánchez-Vioque et al., 2012( در پژوهش دیگري .
اکسیدانی و ترکیبات عصاره گلبرگ  ظرفیت آنتی

 LC-DAD-MS (ESI+)4زعفران با استفاده از روش 
این پژوهش نشان داد ارزیابی گردید. نتایج حاصل از 

ي گیاه زعفران نیز ها گلبرگعلاوه بر کلاله زعفران، از 
جهت استخراج ترکیبات فلاونوئیدي و  توان یم

اکسیدانی مورد استفاده در صنایع غذایی و  آنتی
 ,Termentzi & Kokkalou(دارویی استفاده نمود. 

ي زعفران ها گلي ریکارگ به. مطالعات پیشین، )2008
صنایع غذایی، دارویی و آرایشی به سبب داشتن  را در

ی توصیه نمودند پزشکاکسیدانی و خواص آنتی
)Ulbricht et al., 2011; Zheng et al., 2011(.  

ها از جنبه سلامتی و صنایع اکسیداناهمیت آنتی
یی براي استخراج ها روشغذایی باعث شده تا 

ها در نظر گرفته شود که بیشترین بازده اکسیدان آنتی
اکسیدانی) را داشته ستخراج و کیفیت (فعالیت آنتیا

ها، اکسیدانبازیافت آنتی ي رایجها روشباشند. یکی از 
روش استخراج با حلال است که بازده استخراج و 

                                                
4 liquid chromatography-diode-array detection-mass 

spectrometry (electron-spray ionization) 
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اکسیدانی عصاره استخراج شده به میزان فعالیت آنتی
زیادي به حلال مورد استفاده، دما، زمان، نسبت حلال 

  به نمونه بستگی دارد. 
استخراج ترکیبات از آنجا که مطالعات اندکی روي 

صورت گرفته است، این  فنولی از گلبرگ زعفران
شرایط استخراج عصاره یابی هدف بهینه پژوهش با

عنوان یک منبع  لبرگ زعفران به اکسیدانی از گآنتی
، طراحی پاسخ سطح روش از استفاده قیمت با ارزان 
 گردید.

 
  ها مواد و روش

  مواد
ي در منطقه ا مزرعهي زعفران از ها گلبرگ

گردید.  نیتأمحیدریه استان خراسان رضوي  تربت
منظور خشک شدن در سالنی تاریک در  به  ها گلبرگ

دماي محیط قرار داده شده و تا خشک شدن کامل 
ي خشک ها ، گلبرگچند مرحله زیر و رو شدند. سپس

درصد) توسط آسیاب خانگی پودر و  5/3شده (رطوبت 
 میکرومتر 50اندازه ذرات آن با استفاده از الک با مش 

 -18زر با دماي در فری ها آزمونتنظیم و تا زمان انجام 
مورد  سایر موادگراد نگهداري گردید.  سانتیدرجه 
%، معرف 96شامل اتانول  پژوهش این در استفاده

سدیم، گالیک، کربنات، اسید1کالچوسیو- فولین
-سدیم، کلریدپتاسم، نیتریتسدیم، کلرید استات

آلمان و  مرك شرکت سدیم ازآلومینیوم، هیدروکسید
 4و2) و DPPH( 2هیدرازیللپیکری- 2- دي فنیل 1و1
از  (TPTZ) 3تریازین- اس-پیریدیل)-2( تریس -  6و

 خریداري گردید. شرکت سیگما
 

  ها روش
  الکلی-استخراج با حلال آبی

استخراج عصاره گلبرگ زعفران توسط خیساندن در 
اتانولی صورت گرفت. بدین منظور مقدار -حلال آبی

مشخصی از پودر گلبرگ با حلال مخلوط (نسبت 
وزنی/حجمی) و جهت  30به  1گلبرگ به حلال: 

استخراج بهتر بر روي همزن مغناطیسی قرار داده شد. 

                                                
1 Folin–Ciocalteu reagent 
2 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
3 2,4,6-tripyridyltriazine 

ه درج 85و  55، 25شرایط هر آزمون شامل دما (
دقیقه) و درصد  200و  130، 60)، زمان (گراد سانتی

درصد) بر اساس  60و  40، 20اتانول در حلال (
 4بنکندر طرح باکس شده ی نیب شیپسطوح متغیرهاي 

در نظر گرفته شد. در نهایت پس از  1مطابق جدول 
گذشت زمان استخراج، عصاره از صاف کردن نمونه با 

به دست  خلأ) و به کمک 1کاغذ صافی واتمن (شماره 
ي در ا شهیشي ها يبطردر  آمده بدستي ها عصارهآمد. 

تا زمان انجام آزمون  گراد یسانتدرجه  -20دماي 
 نگهداري گردید.

 
  ري میزان ترکیبات فنولییگ اندازه

سیوکالچو - محتواي فنولی کل بر اساس روش فولین
 40. ابتدا )McDonald et al., 2001(تعیین گردید 

و لیتر از آب دیونیزه میلی 16/3از عصاره با  تریل کرویم
سیوکالچو مخلوط و -از معرف فولین تریل کرویم 200

دقیقه در دماي اتاق نگهداري گردید. سپس  5به مدت 
درصد به مخلوط  25میکرو لیتر کربنات سدیم  600

دقیقه ماندن در دماي  90اضافه و در نهایت پس از 
اسپکتروفتومتر  دستگاه از استفاده اتاق، جذب آن با

-UV، مدل Shimatzo مرئی-(دو پرتویی فرابنفش

160A نانومتر اندازه 765، ساخت ژاپن) در طول موج
-ppm 950اسید گالیک ( از روش این گیري شد. در

 منحنی. شد استفاده عنوان استاندارد  به )100
 ترکیبات فنولی کل میزان و شده رسم استاندارد

شد.  تعیین استاندارد منحنی روي از نمونه در موجود
گالیک / صد گرم گرم اسیداساس میلینتایج نیز بر 

 گلبرگ خشک گزارش گردید.
  

  اندازه گیري محتواي فلاونوئیدي
سنجی سنجش فلاونوئیدها بر اساس آزمون رنگ

. بدین ترتیب )Zhishen et al., 1999(صورت گرفت 
لیتر آب و میلی 5/2لیتر از عصاره با میلی 5/0دا که ابت
% نیتریت سدیم 5میکرو لیتر از محلول  150

)NaNO2 دقیقه در دماي اتاق  6) مخلوط و به مدت
میکرو لیتر از محلول  300نگهداري گردید. سپس 

) به مخلوط AlCl3.6H2O% کلرید آلومینیوم (10
از محلول  لیترمیلی 1دقیقه ماندن،  5اضافه و پس از 

                                                
4 Box-Behnken 
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میکرو لیتر آب به مخلوط اضافه  550مولار و  1سود 
دقیقه ماندن، جذب  5 حدودگردید. در نهایت پس از 

 این گیري شد. درنانومتر اندازه 430آن در طول موج 
 عنوان استاندارد به  )ppm 80-10کوئرستین ( از روش

منحنی استاندارد رسم و نتایج بر اساس  .شد استفاده
کوارستین / صد گرم گلبرگ خشک بیان  گرممیلی

 گردید.
  

  اندازه گیري آنتوسیانین
میزان آنتوسیانین گلبرگ زعفران با استفاده از روش 

pH  افتراقی سنجش گردید)Lee et al., 2005( بدین .
 5/4و  pH 1در بافرهاي با  ها عصارهسازي منظور رقیق

 700و  517ي ها موجو قرائت جذب آن در طول 
  نانومتر به کمک اسپکتروفتومتر صورت گرفت.

و میزان  1 رابطهطبق  )A( مقدار جذب عصاره
محاسبه  3و  2 رابطهآنتوسیانین مونومري طبق 

   گردید:
  )1رابطه (

A= (Aλvis-max-Aλ700nm)pH1.0– 
(Aλvis-max- Aλ700nm)pH4.5 

   )2رابطه (
  =گرم/لیتر)(میلی آنتوسیانین محتواي

(A×MW×DF×1000)/(ɛ×L) 
  )3رابطه (

خشک)  گلبرگ گرم 100گرم/(میلی بازده = 
(v × آنتوسیانین  محتواي )×100/(m)                   

  
 Aλvis-maxمقدار جذب نمونه،  Aبالا  هايرابطهدر 

وزن مولکولی  MW، آمده بدستبیشترین جذب 
   DFگلیکوزید (گرم بر مول)، تريسیانیدین

برابر جذب مولی  ɛ 26900فاکتور رقت، 
قطر سل اسپکتروفتومتر  Lگلیکوزید،  تري سیانیدین
منظور تبدیل گرم به   به 1000متر و  سانتی برحسب

 m(لیتر) حجم عصاره استخراج شده و  vگرم، میلی
 .باشد یم(گرم) وزن گلبرگ خشک 

  
  DPPHاندازه گیري قدرت مهار رادیکال آزاد 

 ها نمونه DPPHی رادیکال آزاد مهارکنندگفعالیت 
تعیین  )1997(و همکاران  von Gadowطبق روش 

 1/0شد. بدین ترتیب که ابتدا محلول اتانولی 

میکرو  200تهیه گردید. سپس  DPPH مولار میلی
 3گرم/لیتر فنول) با میلی 90لیتر از عصاره (غلظت 

دقیقه  30مخلوط و پس از  DPPHلیتر از محلول میلی
نانومتر  517ماندن در تاریکی، جذب آن در طول موج 

مهار شده  DPPHتعیین گردید. درصد رادیکال آزاد 
)%DPPHsc سبه گردید:) محا4( رابطه) با استفاده از  

  )4(رابطه 
%DPPHsc = (Acont _ Asample) × 100 / Acont           

  
Acont  مقدار جذب نمونه کنترل وAsample  مقدار

 .شود یمجذب عصاره تعریف 
  

  FRAP1 آزمون
اکسیدانی/کاهندگی آهن طبق روش آزمون قدرت آنتی

Benzie  وStrain )1996(  با اندکی تغییرات انجام
 10لیتر محلول میلی 5/2از  FRAPگر  شد. واکنش

 20لیتر از محلول میلی TPTZ ،5/2مولار میلی
 300لیتر از محلول میلی 25مولارکلرید آهن و  میلی
 37) تهیه و در دماي  6/3pHمولار استات بافر (میلی

دقیقه نگهداري گردید.  30به مدت  گراد سانتیدرجه 
 150با  FRAPلیتر از محلول تازه تهیه شده میلی 3

دقیقه ماندن  30میکرو لیتر از عصاره مخلوط و پس از 
نانومتر  593در تاریکی، جذب آن در طول موج 

) II( گیري شد. از محلول آبی سولفات آهن اندازه
)FeSO4.7H2O(  جهت تهیه نمودار کالیبراسیون

 استفاده گردید.
  

  و روش آنالیز نتایج ماريطرح آ
فرآیند استخراج  ریمنظور مطالعه تأث  در این پژوهش به

استخراج شده از گلبرگ  بر میزان ترکیبات فنولی
 پارامترهاي استخراجبراي  بنکنباکس، از طرح زعفران
درصد اتانول در دما و زمان استخراج و نیز شامل 
ین استفاده شد. این یبا حدود مشخص بالا و پا حلال
سطح و سه تکرار  سه در متغیر مستقل سه شامل طرح

بود. سطوح متغیرهاي مستقل و کدهاي مربوطه در 
  اند. ذکر شده 2و تیمارهاي حاصل در جدول  1جدول 

افزار دیزاین براي طراحی آزمایش و آنالیز نتایج از نرم

                                                
1 Ferric Reducing Power 
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  .گردید) استفاده 7(نسخه  1اکسپرت 
  

  سطوح متغیرهاي مستقل و کدهاي مربوطه. - 1جدول 

 متغیر مستقل
  کد و سطح مربوطه نماد

1+ 0  1 -  
  A 200  130  60  زمان (دقیقه)

  B 85  55  25  )گراد سانتیدما (درجه 
  C 60  40  20   درصد اتانول در حلال

 
  

  باکس بنکن تیمارهاي تصادفی آزمایش در طرح - 2جدول 
 درصد اتانول

  
  دما

 گراد) سانتیدرجه (
 زمان

 )دقیقه(
  تیمار

60 85 130 1  
20 85 130 2 
60 55 60  3 
20 25 130 4 
60 25 130 5 
40 55 130 6 
40 55 130 7 
40 85 60 8 
40 25 60 9 
40 55 130 10 
40 55 130 11 
20 55 200 12 
40 85 200 13 
40 25 200 14 
20 55 60 15 
40 55 130 16 
60 55 200 17 

  
بدین منظور معادلات ریاضی درجه دوم کامل با 

بر  2استفاده از آنالیز رگرسیون گام به گام پس رونده
روي متغیرهاي وابسته برازش شدند. براي نشان دادن 
رابطه هر یک از متغیرهاي وابسته در مدل رگرسیون 

وسیله این  به آنها 3با متغیرهاي مستقل، نمودار سطوح
منظور ارزیابی صحت  افزار ترسیم شدند. به نرم

، 4ي برازش داده شده، آزمون ضعف برازشها مدل
 P8مدل و  R26، (adj) R27، مقادیر 5ضریب تغییرات

                                                
1 Design Expert 
2 Backward multiple stepwise regression  
3 Surface Plot 
4 Lack of fit 
5 Coefficient of Variation (CV) 

  ارائهکارایی بهترین فرمول  دیتائضرایب تعیین شدند. 
توسط مدل نیز از طریق مقایسه نتایج حاصل از  شده

تولید آن با نتایج پیشگویی شده توسط مدل مورد 
  بررسی قرار گرفت.

  
  نتایج و بحث

پارامترهاي استخراج بر میزان استخراج  ریتأث
  فنولی ترکیبات پلی

 عصارهترکیبات واریانس  نتایج تجزیه، 3در جدول 
. گردد یمملاحظه استخراج شده از گلبرگ زعفران 

دار شامل زمان، دما، درصد اتانول ي معنیها عبارت
منظور به   حلال و نیز مجذور دما و زمان بودند. به

بینی پاسخ، دست آوردن مدل تجربی براي پیش
ي درجه دوم بر ا جمله چندي خطی و ها رابطه
از آزمایش برازش شدند. لذا  آمده بدستي ها داده

 درپیشگو حذف شدند و  بطهرامعنی از عبارات بی
با  ترکیبات فنولی استخراج شدهروند تغییر ، جهینت

صورت نمودار رویه   و به ي استخراجها مؤلفهبه توجه 
مشاهده ، 3حاصل در جدول  رابطهو  1پاسخ در شکل 

براي ترکیبات  آمده بدست رابطه بررسی. گردد یم
 از حاصل، رابطه که دهد یم نشان استخراج شده فنولی

R2 و )R2 (adj ،يدار یمعن بسیار و بالا متناسب 
)001/0≤P (آزمون. است برخوردار آن پیشگویی براي 

 ضریب و) P<05/0( معنیبی آن برازش ضعف
دهنده  نشان که باشد یم )39/1( نییپا نیز آن تغییرات
  .استشده   ارائه مدل بودن مناسب

نشان ) 3(جدول واریانس  تجزیه جدولبررسی 
زمان استخراج در مقایسه با سایر که  دهد یم

بر مقدار استخراج بیشتري  ریتأث پارامترهاي استخراج،
کلی، نتایج این پژوهش نشان  طور  به دارد.فنول پلی

زمان، دماي استخراج و نیز درصد اتانول حلال داد که 
تیمارها راندمان استخراج دار معنی موجب افزایش

داري عبارت فتن معنینظر گرر همچنین با د اند. شده
که با افزایش  گردد یمدرجه دوم پارامتر زمان مشخص 

، میزان استخراج 110زمان استخراج تا دقیقه 
هاي گلبرگ زعفران افزایش و پس از آن، فنول پلی

                                                                
6 R square 
7 R square (adj) 
8 P Value 
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که بر روي استخراج ز . در پژوهشی نیابدی یمکاهش 
ترکیبات زیست فعال از غلاف حبوبات صورت گرفت، 

دقیقه بالاترین بازده  150الی  100محققان در زمان 
، کاهش ترکیبات تر یطولاني ها زماناستخراج و در 

فنولی را گزارش نمودند و آن را به تخریب ساختار پلی
با افزایش زمان نسبت داده و زمان کوتاه را براي 

  .)Gan & Latiff, 2011( راج، پیشنهاد نمودنداستخ
 به احتمالاً  دما افزایش با بازده استخراج افزایش

 حلالیت افزایش در نتیجه انتقال جرم بهبود دلیل
ضریب  کاهش و ترکیبات فنولی، افزایش ضریب نفوذ

 استخراج دماي افزایش علاوههب است؛ ویسکوزیته حلال
منافذ گیاهی  سبب کاهش کشش سطحی در تواند یم

 ;Liyana-Pathirana & Shahidi, 2005( گردد
Pompeu et al., 2009; Wettasinghe & Shahidi, 

داري عبارت درجه دوم پارامتر دما نشان . معنی)1999
ها پس از رسیدن فنولکه روند استخراج پلی دهد یم

  ، گراد سانتیدرجه  60به حداکثر، در دماي حدود 
  با افزایش بیشتر دما کاهش خواهد یافت. این پدیده 

  ي متعددي گزارش گردیده ها پژوهشکه در 
تخریب و اکسیداسیون برخی  اثر در احتمالاًاست، 

هاي حساس به حرارت در دماهاي بالاتر  فنولپلی
. )Silva et al., 2007; Wissam et al., 2012( باشد یم

نوعی نخل صورت گرفت،  وهیمدر پژوهشی که بر روي 

 55بالاترین بازده استخراج ترکیبات فنولی در دماي 
 ,.Pompeu et al(گزارش گردید  گراد سانتیدرجه 

2009( .  
ب مشخص است با -1که در شکل  طور همان

تانول حلال، افزایش خطی میزان بازده افزایش درصد ا
درصد  ریتأثها مشاهده گردید. فنولاستخراج پلی

ها توسط سایر فنولاتانول حلال بر استخراج پلی
 ,.Wissam et al(محققان نیز گزارش گردیده است 

2012(.  
همچنین در پژوهشی که روي استخراج 

ها از توت سیاه صورت گرفت، محققین نتیجه  فنول پلی
مشابهی گزارش نمودند بدین ترتیب که با افزایش 

درصد، بازده استخراج این ترکیبات  60درصد اتانول تا 
  .)Cacace & Mazza, 2003(افزایش یافت 

این رفتار به این علت است که افزایش میزان 
الکتریک محلول اتانول منجر به کاهش ثابت دي

براي  ازین موردکه باعث کاهش انرژي  گردد یم
. بدین ترتیب، شود یمي حلال ها مولکولجداسازي 

 تر راحتتا  ابندی یمي ماده حل شونده اجازه ها مولکول
 ,.Pompeu et al(قرار گرفته و حل شوند  آنهابین 

2009(. 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 فنول عصاره استخراج شده از گلبرگ زعفران، الف: اثر دما و زمان، ب: اثر درصداثر شرایط استخراج بر میزان پلی –1 لشک
  زمان.اتانول و 
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پارامترهاي استخراج بر میزان استخراج  ریتأث
  فلاونوئید 

نشان ) 3(جدول واریانس  تجزیهبررسی جدول 
بر مقدار  را ریتأثن بیشتریدماي استخراج که  دهد یم

با توجه به نمودار رویه پاسخ  دارد.استخراج فلاونوئید 
نشان داده  ، الف2مربوط به فلاونوئید که در شکل 

دار معنی استخراج موجب افزایشپارامتر دماي ، است
)001/0≤P ( که آنجا از. شداستخراج فلاونوئیدها 

کوئرستین، کامپفرول و میرستین از جمله ترکیبات 
فلاونوئیدي غالب در گلبرگ زعفران هستند که 
مقاومت حرارتی بالایی دارند لذا افزایش دما به دلیل 

ي، منجر به بالا رفتن بازده ریپذ انحلالافزایش 
 ,.da Costa et al(ستخراج این ترکیبات گردیده است ا

. سایر محققین نیز در پژوهشی که بر روي )2002
انجام دادند، افزایش میزان  Inga edulis ي گیاهها برگ

 گراد سانتیدرجه  70این ترکیبات را با افزایش دما تا 
ر . همچنین با د)Silva et al., 2007(گزارش نمودند 

داري عبارت درجه دوم پارامتر زمان نظر گرفتن معنی
که با افزایش زمان استخراج تا  گردد یممشخص 

، میزان استخراج فلاونوئیدهاي 135حدود دقیقه 
، کاهش یافت آن از  پسگلبرگ زعفران افزایش و 

به طولانی شدن اثر  توان یماین رفتار را  ، ب).2(شکل 
دما و در نتیجه تخریب حرارتی این ترکیبات نسبت 

  داد.
 پارامتر،این  براي شده  ارائهمدل  با توجه به ارزیابی

 R2 (adj(و  R2از  ،حاصل رابطهکه  گردد یممشخص 
) براي پیشگویی P≥01/0داري (متناسب، بالا و معنی

. آزمون ضعف برازش آن )3(جدول  برخوردار است
 ینی) و ضریب تغییرات آن نیز پاP<05/0معنی (بی

  مدل است. اینده قدرت که تائید کنن باشد یم )72/2(
  

  
و  زمان دما، ب: اثراثر شرایط استخراج بر میزان فلاونوئید عصاره استخراج شده از گلبرگ زعفران، الف: اثر زمان و  –2 شکل

   .درصد اتانول
 

پارامترهاي استخراج بر میزان استخراج  ریتأث
  آنتوسیانین
متغیرهاي وابسته در واریانس  تجزیه، 3در جدول 

مناسب براي  رابطهو ضرایب  استخراج آنتوسیانین
. روند گردد یمپیشگویی این خصوصیات ملاحظه 

شرایط با توجه به  آنتوسیانین بازده استخراجتغییر 
 3نمودار رویه پاسخ در شکل  صورت  بهو  استخراج
. بررسی جدول آنالیز واریانس نشان گردد یممشاهده 

زمان استخراج در مقایسه با سایر که  دهد یم

بر راندمان بیشتري  ریتأث پارامترهاي استخراج،
نتایج این  یکل طور  به دارد.استخراج آنتوسیانین 
زمان و دماي استخراج موجب پژوهش نشان داد که 

درصد  که ی حال در ،)P≥001/0دار (معنی افزایش
بازده ) P≥001/0(دار ول موجب کاهش معنیاتان

بازده بررسی تغییرات  شد. آنتوسیانین استخراج
 ،حاصل رابطهکه  دهد یمنشان  استخراج آنتوسیانین،

داري متناسب، بالا و بسیار معنی R2 (adj(و  R2از 
)001/0≤P(جدول ) براي پیشگویی برخوردار است
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) و  <05/0Pمعنی (. آزمون ضعف برازش آن بی)3 
که  باشد یم )99/0( نییپاضریب تغییرات آن نیز 

بر است.  شده  ارائهمناسب بودن مدل  دهنده نشان
طبق نمودار رویه پاسخ مربوط به آنتوسیانین (شکل 

)، با افزایش دما، کاهش خطی در میزان این ، الف3
افزایش دما سبب  واقع درترکیبات مشاهده گردید. 

هاي مونومري به پلیمري شدن و تبدیل آنتوسیانین
-لذا در اندازه شود یمرنگ یا بی يا قهوههاي رنگدانه

پلیمري در  يها دانه  رنگافتراقی،  pHگیري به روش 
 دهند ینمتغییر رنگ نشان  pHمقابل تغییرات 

)Giusti & Wrolstad, 2003( با افزایش زمان نیز به .

 شدن اثر تخریبی دما و حساسیت تر یطولاندلیل 
ها در مقایسه با ترکیبات حرارتی بیشتر آنتوسیانین

فنولی، کاهش خطی در میزان استخراج پلی
آنتوسیانین از گلبرگ زعفران مشاهده گردید (شکل 

نمودار سطح پاسخ در شکل مشاهده همچنین ). ، ب3
افزایش درصد اتانول در حلال  که دهد یمنشان  ب ،3

درصد، منجر به افزایش خطی بازده  60تا غلظت 
استخراج آنتوسیانین گردید. سایر محققین نیز در 
استخراج آنتوسیانین از توت سیاه، بیشترین بازده 

درصد اتانول  50را در غلظت  استخراج این ترکیبات
 مودند. گزارش ن

 
  

اثر  اثر شرایط استخراج بر میزان آنتوسیانین عصاره استخراج شده از گلبرگ زعفران، الف: اثر درصد اتانول و زمان، ب: –3 شکل
  دما و درصد اتانول.

مختلف اتانول در حلال  يها غلظت رسد یمبه نظر 
 از جملهفیزیکی حلال  يها یژگیوباعث تغییر در 

الکتریک آن دانسیته، ویسکوزیته دینامیک و ثابت دي
. لذا حلالیت این ترکیبات با تغییر در غلظت گردد یم

دستخوش تغییر شده و منجر به  تواند یماتانول 
 ,Cacace & Mazza(افزایش بازده استخراج گردد 

2003( .  
  

استخراج بر میزان فعالیت ي پارامترها ریتأث
  اکسیدانی آنتی

  DPPH لهیبه وساکسیدانی ارزیابی فعالیت آنتی
یکی  DPPHبررسی فعالیت به دام اندازي رادیکال آزاد 

اکسیدانی تعیین میزان خواص آنتی يها روشاز 
آزاد  يها کالیراد. در این روش رنگ ارغوانی باشد یم

DPPH  هاي موجود در عصاره اکسیدان آنتیدر اثر
رنگ شدن . لذا درجه بیگردد یم رنگ یبو  شده یخنث

این ترکیب بیانگر قدرت به دام اندازي رادیکال آزاد 
بررسی . باشد یمهاي موجود اکسیدان آنتیتوسط 
عبارت درجه که  دهد یمواریانس نشان  تجزیهجدول 

 ریتأث دوم پارامتر دما در مقایسه با سایر پارامترها،
 DPPHبر درصد بازدارندگی رادیکال آزاد شتري بی

دار بودن نتایج تجزیه واریانس معنی .)3(جدول  دارد
دما، زمان استخراج و درصد اتانول حلال و همچنین 

. دهد یمعبارت درجه دوم این پارامترها را نشان 
براي درصد بازدارندگی  آمده بدست رابطه بررسی

 و R2 از حاصل، رابطه که دهد یم رادیکال آزاد نشان
)R2 (adj ،يدار یمعن و بالا متناسب )001/0≤P (براي 

 آن برازش ضعف آزمون. است برخوردار آن پیشگویی
 نییپا نیز آن تغییرات ضریب و) <05/0P( یمعن یب
 مدل بودن مناسب دهنده نشان که باشد یم )21/2(

  . است شده  ارائه
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اثر شرایط استخراج بر درصد مهار رادیکال آزاد عصاره استخراج شده از گلبرگ زعفران، الف: اثر دما و زمان، ب: اثر  –4 شکل 
  زمان و درصد اتانول.

  
به درصد با توجه به نمودار رویه پاسخ مربوط 

پارامتر ، نشان داده شده، ب 4بازدارندگی که در شکل 
دار معنی دماي استخراج ابتدا موجب افزایش

)05/0≤P ( درجه  58درصد بازدارندگی تا حدود دماي
و سپس کاهش آن با افزایش بیشتر دما  گراد سانتی

، گراد سانتیدرجه  60است. با افزایش دما تا  شده
افزایش میزان استخراج ترکیبات پلی فنولی و 

افزایش درصد  رو از اینفلاونوئیدي نیز مشاهده گردید، 
به استخراج بالاتر این ترکیبات  توان یمبازدارندگی را 

  در این دما نسبت داد. 
 ب ،4همچنین بر طبق نمودار رویه پاسخ در شکل 

ایش دقیقه، افز 105با افزایش زمان استخراج تا حدود 
 آن از  پسدرصد بازدارندگی و ) P≥001/0(دار معنی

کاهش مقدار آن مشاهده گردید. طبق نتایج 
 110ها تا زمان ، میزان استخراج پلی فنولآمده بدست

دقیقه افزایش نشان داد، همچنین عبارت درجه دوم 
 130نیز تا دقیقه  دهایفلاونوئزمان در استخراج 

را نشان داد. لذا افزایش دار این ترکیبات  افزایش معنی
به استخراج بیشتر این  توان یمدرصد بازدارندگی را 

 ،4ترکیبات با افزایش زمان نسبت داد. بر طبق شکل 
درصد، بالاترین میزان درصد  50در درصد اتانول  الف

بازدارندگی، اما در درصدهاي بالاتر اتانول، کاهش 
امر اندکی در میزان این شاخص مشاهده گردید. این 

فنولی و به علت استخراج بالاتر ترکیبات پلی احتمالاً
  .باشد یمآنتوسیانینی در این درصد اتانول 

  
 (FRAP)اکسیدانی احیاي آهن یاندازه گیري توان آنت

عبارت که  دهد یمجدول آنالیز واریانس نشان  بررسی
درجه دوم پارامتر دما در مقایسه با سایر پارامترهاي 

اکسیدانی احیاي  توان آنتیبر بیشتري  ریتأث استخراج،
نتایج این پژوهش نشان داد که  یکل طور  به دارد.آهن 

زمان، دماي استخراج و درصد اتانول حلال و همچنین 
بر  يدار یمعن ریتأثعبارات درجه دوم این پارامترها 

توان بررسی تغییرات  .میزان این شاخص داشت
 رابطهکه  دهد یمنشان  ی احیاي آهن،اکسیدان آنتی

متناسب، بالا و بسیار  R2(adj(و  R2از  ،حاصل
 ) براي پیشگویی برخوردار استP≥001/0داري ( معنی

معنی . آزمون ضعف برازش آن بی)3(جدول 
)05/0P>(  نییپاو ضریب تغییرات آن نیز )32/3( 
 شده  ارائهمناسب بودن مدل  دهنده نشانکه  باشد یم

   است.
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عصاره استخراج شده از گلبرگ زعفران، الف: اثر درصد  آهن يایاح یدانیاکسیآنت تواناثر شرایط استخراج بر میزان  –5 شکل

  اتانول و زمان، ب: اثر دما و درصد اتانول.
  

 بالاترین توان (الف و ب) 5بر طبق شکل 
درجه  55اکسیدانی احیاي آهن در دماي حدود  آنتی

دقیقه و در درصد اتانول  97، زمان حدود گراد سانتی
درصد مشاهده گردید. در این تحقیق  47حلال 

از  آمده بدستداري بین نتایج همبستگی بالا و معنی
وجود داشت (ضریب  FRAPو DPPHدو روش 

  ).>R2،0001/0P=972/0همبستگی برابر با 
  
  سازي ینهبه
 منظور  به استخراج عصاره گلبرگ زعفران يساز نهیبه

اکسیدانی استخراج ترکیبات آنتی حصول حداکثر بازده
در صورتی که زمان  ،نتایج نشان دادشد. انجام 

 31/66دقیقه، دماي استخراج  29/104استخراج 
، باشد 96/58و درصد اتانول حلال  گراد سانتیدرجه 

در این . گردد یمبیشترین بازده استخراج حاصل 
گرم در میلی( 1134فنولی، میزان ترکیبات پلیشرایط 

گرم میلی( 44/85صد گرم گلبرگ خشک)؛ فلاونوئید، 
 13/3584آنتوسیانین،  در صد گرم گلبرگ خشک)؛

گرم در صد گرم گلبرگ خشک)؛ درصد به دام میلی(
درصد و توان  DPPH ،60/60اندازي رادیکال آزاد 

خواهد مولار میلی 24/3اکسیدانی احیاي آهن، آنتی

شده،  سازي بهینهبررسی صحت فرآیند  منظور  به بود.
تیمار پیشنهادي با شرایط یکسان همانند بقیه تیمارها 

فنولی، ده ترکیبات پلیتولید و نتایج حاصل از باز
و آزمون  DPPHها، آزمون ، آنتوسیانیندهایفلاونوئ

FRAP  با نتایج پیشگویی شده توسط مدل مقایسه
) بین P<05/0دار (گردید. عدم وجود تفاوت معنی

ی خوب  بهرا  ها مدلو مشاهدات تجربی کارایی  ها مدل
 ها آناز  توان یمکه در تولید صنعتی  کند یماثبات 

  ).6شکل ( کرداستفاده 
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اکسیدانی استخراج شده از گلبرگ زعفران و درصد مهار ترکیبات آنتی شده ی نیب شیپدیر واقعی و مقایسه مقا - 6شکل 

  ي آزاد آن.ها کالیراد
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 يریگ جهینت
 سهبا  بنکناکسبپاسخ مربوط به طرح  سطحآنالیز 

  درصد دماي استخراج و زمان، متغیر مستقل شامل 
ترکیبات بر استخراج  مؤثرپارامترهاي  عنوان  به اتانول
به انجام رسید. نتایج  اکسیدانی از گلبرگ زعفرانآنتی

رویه پاسخ  يمتدلوژحاکی از آن بودند که  آمده بدست
 بازده فرآیند استخراج، یابیدر ارز یخوب  به توان یمرا 
دماي استخراج و نیز هر سه پارامتر زمان، . کاربردبه 

فعالیت  موجب افزایشدرصد اتانول حلال، 
همچنین، مشخص  .اند تیمارها شده اکسیدانی آنتی

گردید که از میان این پارامترها، عبارت درجه دوم و 
بوده  رگذاریتأثدر برخی موارد  آنها کنش برهمنیز 

 که از میان این پارامترها، زمانمشخص گردید  است.
داشته  اکسیدانیمیزان فعالیت آنتیبیشتري بر  ریتأث

نسبت به و درصد اتانول حلال استخراج  دمايو  است
 يها مدل. اند داشتهکمتري  ریتأثشدت زمان، 

 R2،(adj)  R2 مقادیرپیشنهادي در این پژوهش، داراي 
معنی و نیز ضریب بی  بالایی هستند که ضعف برازش

 ارائه يها مدلکارایی  دهندهنشان آنهاتغییرات پایین 
با  پارامترهاي مورد ارزیابی است. ینیب شیپدر  شده 

شرایط  توان یماز سویی  ها مدلاستفاده از این 
با توجه به  توان یماستخراج را تنظیم نمود و از طرفی 

 مورددر استخراج، خصوصیات  مورد استفادهشرایط 
  و اصلاح نمود. ینیب شیپرا  نظر
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Abstract 

Saffron which has traditionally been used in different industries as well as in folk medicine, is 
considered one of the valuable resources of antioxidant. However, there is little information 
about extraction of antioxidant compound from different parts of this plant especially its petal. 
Solvent-assisted extraction is considered one of the most important methods for extraction of 
the most valuable compounds from plant sources and is applicable in both laboratory and 
industrial scales. In this study, box-behnken design was used in order to investigate the effect of 
time (60-200 min), temperature (25-85º C) and ethanol percentage (20–60 %) on the yield of 
polyphenol, flavonoid and anthocyanin, and also the antioxidant activity and optimization of 
extraction process. Results showed that maximum yield of antioxidant compounds is achieved 
with extraction time of 104.29 min, extraction temperature of 66.31º C and ethanol percentage 
of 58.96%. Under these conditions, the values were 1134 (mg gallic acid/100 g) for polyphenol, 
85.44(mg quercetin/100 g) for flavonoid, 3584.13(mg/100 g) for anthocyanin, 60.60% for 
DPPH free radical scavenging activity and 3.24 (mM) for ferric ion reducing antioxidant power. 
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