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 هقبلِ پصٍّطی

از  گلیسیريسيک اسیذاى ثب جريبى هتقبثل ثراى استخراج  هرحلِ يٌذ چٌذآفر

 ضیريي ثیبىگیبُ 
 4هْذی ارجوٌذ ، 13یعظین اکجرزادُ خیبٍ ، 2علی اکجر سیف کردی ، 1زيٌت عسيسی حیقت

 

 هیلاداًطجَی دکتری هٌْذسی ضیوی ، ٍاحذ علَم ٍ تحقیقبت، داًطگبُ آزاد اس -1

 تْراى دکترای هٌْذسی ضیوی، عضَ ّیئت علوی داًطگبُ صٌعتی ضريف -2

 تْراى راى،يپبستَر ا تَیاًستاستبد، ثخص ًبًَ ثیَ تکٌَلَشی پبيلَت،  -3

 ةهی تْراى جٌَلاآزاد اسداًطیبر، گرٍُ هٌْذسی ضیوی، داًطگبُ  -4

 چکیذُ

اؾترطاج ٍ  ،چٌث بؼیاى ثب خطیبى هتمبثل زض هم اؾترطاج چٌس هطحلِثِ ضٍـ  بىیث يیطیق كِیػصبضُ ض ك،یتحم يیزض ا

هرتلف اظ خولِ زهب، ظهبى، تؼساز  یپبضاهتطّب طیلطاض گطفت. تبث ثطضؾیهَخَز زض آى هَضز  هیعیطیؿیگل سیاؾ عاىیه

ضٍـ  كیاؾترطاج اظ طط ٌِیثْ طیقطا .قس یبثیظاضثِ خبهس  ) اتبًَل ٍ آهًَیبن غلیع ( هطاحل اؾترطاج ٍ ًؿجت حلال

 طیزهب، ظهبى ٍ تؼساز هطاحل اؾترطاج تأث طیؾِ هتغ ًكبى زاز وِ یآهبض لیتحل ًتبیح. تؼییي گطزیسؾطح پبؾد  یآهبض

 98/5ظهبى هؼٌی زاضی ثط ثبزُ اؾترطاج زاضًس. ثطاؾبؼ ثْیٌِ ؾبظی ثب هؼیبض ثیكیٌِ ؾبظی پبؾد، قطایط ثْیٌِ ثِ صَضت 

ثِ زؾت آهس. زض ایي قطایط  4، تؼساز هطاحل cc/gr70/7خبهس  حلال ثِ ًؿجت َؼ،یزضخِ ؾلؿ 17/46 یؾبػت، زهب

 ثَز. 7/78س یاؾگلیؿیطیعیه ثبظزُ اؾترطاج 

 ، ضیريي ثیبى، اسیذ گلیسیريسيک، سطح پبسخچٌذ هرحلِ ای کلیذی: استخراج ّبیُ ٍاش

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

                                                           

 azimakbarzadeh@pasteur.ac.ir: ًَيسٌذُ هسئَل*



Journal Pre-proofs 
 

 هقذهِ -1

ایطاى اظ لحبظ آة ٍ َّایی ٍ  .قًَس وِ اهىبى صبزضات آًْب ًیع ٍخَز زاضز گیبّبى زاضٍیی یىی اظ هٌبثغ غٌی وكَض هحؿَة هی

گطزز ٍ زض گصقتِ ّن هٌجغ تَلیس ٍ  هَلؼیت خغطافیبیی زض ظهیٌِ ضقس گیبّبى زاضٍیی یىی اظ ثْتطیي هٌبطك خْبى هحؿَة هی

ّبی  تَلیسات آى ثِ قىل زاضٍیی ٍ صٌؼتی اؾت وِ اظثیبى یىی اظهْوتطیي گیبّبى هصطف گیبّبى زاضٍیی ثَزُ اؾت. قیطیي 

 قَز. اؾتفبزُ هیصٌبیغ غصایی  ٍ صٌبیغ زاضٍؾبظی خولِاظ ضثطزّبی هتٌَعٍ وب هرتلف
ذَال  لیثِ زل بىیث يیطیق كِیضس. وٌ یضقس ه بیزض خٌَة اضٍپب ٍ آؾ ػوستب وِ اؾت fabaceae هتؼلك ثِ ذبًَاز1ُ بىیث يیطیق

هحبفظت وٌٌسُ زؾتگبُ گَاضـ ٍ ضس ؾططبى ثِ طَض  ،یساًیاوؿ یآًت ت،یضس حؿبؾ ،یطٍؾیضس ٍ ،یضس التْبث ،یًطم وٌٌسگ

ّب  یسًیّب، ًَق ؾطفِ، آزاهؽ یهبًٌس قطثت ّب یهحصَلات هرتلف زض بىیث يیطیق ػصبضُ .قَز یاؾتفبزُ ه یبّیگؿتطزُ زض طت گ

ٍ اظ  3ٍاضاى پطٍاًـِ فطػـی ٍ تیـطُ 2ایي گیبُ هتؼلك ثِ تیطُ اصـلی ثمـَلات .[1] قَز یاؾتفبزُ ه یٌیطیق فیافعا یٍ تٌجبوَ ثطا

 اضظـ ثبلایی زاضز ٍاظ لحبظ التصبزی  اؾت وِ ىی اظ هْوتطیي گیبّبى زاضٍییی 5قـیطیي ثیبى [2,3]تاؾ 4ؾطذیبى ضاؾـتِ گـل

 60-30ایي گیبُ ثِ اضتفبع  تِثَ .[4] تؾاهــــَضز پــــػٍّف لطاضگطفتــــِ  ثطای وبضثطزّبی هرتلف گؿــــتطزُطَضثـِ 

ّـبی آى  وِ گلْبی آثـی یـب ثـٌفف ضًگـی زاضز. ضیكـِزاضز  ًَع گیبُ ٍ قطایط اللیوی هحل ضٍیف ثؿتگی ٍ ثِ اؾتؾبًتیوتـط 

  .[7,6,5]ؾبًتیوتط زاضًس 2/5-0/5ای ثـب لطـط  ای اؾـتَاًِ قـىل هیلـِّؿـتٌس ٍ ؾـبًتیوتـط  15-20

ّب،  صوغ ٌِ،یآه یسّبیّب، اؾ اؾتطٍل سّب،یزضصس(، فلاًٍَئ 18اظ خولِ لٌسّب )تب  یهتؼسز جبتیتطو یحبٍ بىیث يیطیق كِیض

 (GA, C42H62O16) هیعیطیؿیگل سیاؾ بىیث يیطیق كِیهَخَز زض ض يیؾبپًَ يیهْوتط اؾت. سّبیّب ٍ ؾبپًََظ ّب، اؾبًؽ ًكبؾتِ

اؾیس گلیؿیطیعیه زاضای  .[8-16] اؾتآگلیىَى تكىیل قسُ  وِ اظزٍ ٍاحس اؾیس گلَوَضًٍیه ٍ یه هَلىَل اؾیس گلیؿطتٌیه

 205زضخِ ؾبًتیگطاز ًطم ثَزُ ٍ زض  170 زهبی ضًگ زض ّبی ثی گطم هی ثبقس. ایي هبزُ ثِ قىل وطیؿتبل 91/822ٍظى هَلىَلی 

آة، الىل ٍ  ثب افعایف زهب ًیع حلالیت آى زض وِزض الىل ٍ اتط تمطثیب ًبهحلَل اؾت  زهبّبی پبییيگطزز. زض  زضخِ ؾبًتیگطاز شٍة هی

 اؾترطاج یفٌبٍضذَزاض اؾت ٍ اذیطا گلیؿیطیعیه اؾیس اظ لحبظ وبضثطزی اظ اّویت ثبلایی ثط .[17]سیبث اؾیس اؾتیه افعایف هی
GA ؾَوؿلِ، ّبی هؼوَل اؾترطاج قبهل ضٍقْبی  ضٍـ  .[18-20] اؾتهحممیي لطاض گطفتِ ثؿیبض هَضز تَخِ  بىیث يیطیاظ ق

ّب ثب هصطف ظیبز حلال، ظهبى اؾترطاج طَلاًی، افعایف احتوبل  ثبقس وِ ایي ضٍـ هبیغ هی -هبیغ ٍ اؾترطاج هبیغ -اؾترطاج خبهس

ثِ ػلاٍُ ضٍقْبی غیطهتساٍل ٍ خسیس وِ ثطای اؾترطاج هَضز اؾتفبزُ لطاض  .[21]ثبقٌس ترطیت تطویجبت ًبپبیساض گطهبیی ّوطاُ هی

 هبیغ فكبض ثبلا -ٍ اؾترطاج خبهس [22] اؾترطاج ثب حلال فَق ثحطاًی .[22]ت فطاصَ رطاج ثب ضٍقْبی اهَاجگیطز هثل اؾت هی

ثطای اؾترطاج هحصَل زاضای  ّبی صٌؼتی ّب زض همیبؼ ثِ اثعاضّبی پیكطفتِ ٍ اًطغی ظیبز ًیبظ زاضًس. ثٌبثطایي ایي ضٍـ [22]

MSCE)هتمبثل اؾترطاج چٌس هطحلِ ای ثب خطیبى فٌبٍضیایي پطٍغُ اظزض  .ثبقٌس  هحسٍزیت ّؿتٌس ٍ گبّی غیط هوىي هی
6

ثِ  (

ای ثب اؾترطاج ثب خطیبى هتمبثل پیَؾتِ تطویت  اؾترطاج پَیبی چطذِ فٌبٍضیػٌَاى تىٌیه خبیگعیي اؾتفبزُ قسُ اؾت. زض ایي 

زض وٌبض وبّف هصطف حلال ثبػث افعایف ثْطُ اؾترطاج قسُ اؾت.  وِ قَز هیثْجَز اًتمبل حطاضت ٍ خطم  هَختٍ  [22] قسُ

وطزُ  هؼطفیثطای اؾتفبزُ زض همیبؼ صٌؼتی  ای ثب خطیبى هتمبثل ضا ثِ تىٌَلَغی زلرَاُ ّب ضٍـ اؾترطاج چٌس هطحلِ ایي زؾتبٍضز

ّبی فطآیٌس هثل اًساظُ شضات ًوًَِ، غلظت حلال، ًؿجت حلال ثِ هبزُ  پبضاهتط تبثغ حصَلههَثط ٍ هطلَة اؾترطاج  .[26] اؾت

ثبقس. ثْیٌِ وطزى ایي پبضاهتطّب ٍ ثْجَز ویفیت هحصَل ًْبیی هْوتطیي چبلكی اؾت وِ ثطای  ذكه، زهب ٍ ظهبى اؾترطاج هی

ّبی هْن زض  ثِ ثْیٌِ ؾبظی پبضاهتطوبضثطزی وطزى ّط تىٌَلَغی زض همیبؼ صٌؼتی ثبیس زض ًظط گطفتِ قَز. زض ایي ضاؾتب هحممبى 
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اؾترطاج لئًََضیي اظ لئًََضٍؼ ثب ایي ضٍـ  2000ؾبل  زض .[28,27] اًس ثبظیبثی تطویجبت ثب اضظـ اظ ضبیؼبت صٌؼتی ضٍی آٍضزُ

ًٍگ  2004 زض ؾبل .[29] ؾتفبزُ قسُ اؾتا MSCE اظ ضٍـ ّبی چبی ؾجع ّوچٌیي ثطای اؾترطاج پلی فٌَل .اًدبم قسُ اؾت

ای،  ضا ثطای اؾترطاج گلیؿیطیعیه اؾیس ثىبض گطفتٌس وِ ػجبضت ثَزًس اظ: اؾترطاج ته هطحلِ هتٌَػی ّبی فٌبٍضیٍ ّوىبضاى 

بت ًتبیح تحمیم ،هتمبثلای ثب خطیبى  ای، اؾترطاج ضیعهَج، اؾترطاج ثب اهَاج فطاصَت ٍ اؾترطاج چٌس هطحلِ اؾترطاج زٍ هطحلِ

تبثیط آیس. تؼساز هطاحل اؾترطاج  ثسؾت هی ثیكتطیي ثبظزُ اؾترطاج تمبثلای ثب خطیبى ه طاج چٌس هطحلًِكبى زاز وِ زض اؾتر ّب آى

ٍ ثب  %3/93 ثِ . ّوبًطَض وِ ًتبیح ًكبى زاز ثبظزُ تئَضی اؾترطاج ثب ؾِ هطحلِ ایًساقتِ اؾتاؾترطاج  ضٍی ثبظزُ ای لبثل هلاحظِ

   .[30] ضؾیس% 4/98هطحلِ ای ثِ  5

زض طی فطآیٌس اًدبم قس ٍ  MSCE ای ثب ضٍـ ٌس هطحلِچای ٍ  ؾترطاج گلَوَضافبضیي اظ وبضزاضیب ثصَضت ته هطحلِا 2005زض ؾبل 

 .[31]زضصس ضؾیس  90ؾِ هطحلِ ای اؾترطاج هحصَل ثبلای 
ػصبضُ پلی فٌَلی ثب غلظت  ثطای تَلیس (MSCE) ى هتمبثلبیخط ثب یا اؾترطاج چٌس هطحلِاظ  2018صفبضظازُ ٍ ّوىبضاى زض ؾبل 

هیعاى  ثب وبّف MSCE ،ای یه هطحلِثطای همبصس تدبضی اؾتفبزُ وطزًس وِ زض همبیؿِ ثب اؾترطاج  اظ تفبلِ ّبی اًبض ٍ اًگَضثبلا 

زضخِ  65گطاز زض همبثل  یزضخِ ؾبًت 40اؾترطاج ) یثط گطم( ٍ زهب تطیل یلیه 30زض گطم زض همبثل  تطیل یلیه 8)  هصطفی حلال

ٍ  یهَخت وبّف هصطف اًطغ یضٍـ خساؾبظ يیوِ ا سیػٌَاى گطز يیّوچٌ ؛ػولىطز ٍ وبضایی ثْتطی زاقتِ اؾت گطاز( یؾبًت

   .[32] قَز یفؼبل ه ؿتیهَاز ظ تیاظ ترط یطیخلَگ

ٍ ّوىبضاى گعاضـ وطزًس وِ ثبلاتطیي ضاًسهبى اؾترطاج اؾیس گلیؿیطیعیه اظ ضیكِ قیطیي ثیبى ذبى احوسی  2018زض ؾبل 

زضخِ ؾبًتیگطاز  60ٍ زضخِ حطاضت pH  10، ثط گطم تطیل یلیه 10ؾبػت، ًؿجت حلال ثِ خبهس 17زض قطایط ظهبى اؾترطاج 9/54%

 .  [33] ؾبظی ؾطح پبؾد ثَز ثِ ضٍـ ثْیٌِ

ٍ ّوىبضاى اؾترطاج اؾیس گلیؿیطیعیه ضا اظ قیطیي ثیبى تحت فكبض ثطضؾی وطزًس. ثیكتطیي ثبظزُ قت ذیع  2015زض ؾبل 

زضخِ ؾبًتیگطاز ثَز. آًْب حساوثط اؾترطاج  90ثبض ٍ زضخِ حطاضت  15اؾترطاج اؾیس گلیؿیطیعیه اظ ضیكِ قیطیي ثیبى زض فكبض 

   .[34] زؾت آٍضزًس هیلی گطم ثط گطم ًوًَِ ذكه ثِ 570/51اؾیس گلیؿیطیعیه ضا 

تبثیط اًساظُ شضُ ٍ لطط ضیكِ قیطیي ثیبى ثط هیعاى اؾترطاج اؾیس گلیؿیطیعیه ثب اؾتفبزُ اظ ًصطی ٍ ّوىبضاى  2020زض ؾبل 

ثطای تؼییي ؾطَح پبضاهتطّب ٍ هسل  1. اظ ضٍـ ططاحی تدطثی فبوتَضیل وبهل ٍ ضٍـ ؾطح پبؾدوطزًس ثطضؾی ضا التطاؾًَیه

ٍ  هف( 35-60، 60-120،≤120) ؾطح وطزى پبؾد اؾتفبزُ قس. هتغیطّبی هؿتمل قبهل اًساظُ شضُ ضیكِ قیطیي ثیبى زض ؾِ

زاضی ثط  ثَز. ًتبیح ًكبى زاز وِ لطط ضیكِ قیطیي ثیبى تبثیط هؼٌی (cm 3≥ ،3-2،2-1)لطط ضیكِ قیطیي ثیبى زض ؾِ ؾطح 

 .  .[35] زاضی ثط اًساظُ شضُ هكبّسُ ًكس اؾیس گلیؿیطیعیه زاقت، زض حبلی وِ تبثیط هؼٌیثبظزّی 

 اهىبى ثب ّوطاُ قًَس هی ؾیؿتن ٍاضز هربلف ّبی خْت اظ وِزض ضٍـ اؾترطاج ثب خطیبى هتمبثل، توبؼ هؤثط ثیي ذَضان ٍ حلال 

قَز وِ همساض هبزُ  حساوثط ثبظزُ اؾترطاج ٌّگبهی حبصل هیگطزز.  هی خطم اًتمبل فطایٌس ثْجَز هَخت حلال، چٌسخْتی خبثدبیی

زضخِ  40تب  30یٌس زض زهبّبی ًعزیه ثِ زهبی هحیط )حسٍز آزض اغلت هطبلؼبت، ایي فط حلال ثِ حبلت ثْیٌِ تٌظین قًَس.ثِ  ذبم

 ت ًیع خلَگیطی قَزخَیی زض هصطف اًطغی، اظ ترطیت تطویجبت حؿبؼ ثِ حطاض گطاز( اًدبم قسُ اؾت تب ضوي صطفِ ؾبًتی

ًكسُ، وَتبُ ثَزى ظهبى ػولیبت ٍ ثبظزّی هطلَة،  ػلاٍُ ثط ایي، ایي ضٍـ ثِ زلیل وبّف احتوبل افعایف زهبی وٌتطل .[30,32]

ّبیی اؾت. ثط اؾبؼ هطبلؼبت پیكیي، ثب هصطف حدوی هكبثِ اظ حلال، ثبظزُ اؾترطاج  ّبی هطؾَم زاضای هعیت ًؿجت ثِ ضٍـ

 .[30,32] ّبیی چَى ؾَوؿلِ ٍ اٍلتطاؾًَیه گعاضـ قسُ اؾت زض ضٍـ خطیبى هتمبثل ثیكتط اظ ضٍـگلیؿیطیعیه اؾیس 

 ٍ چٌثزض همیبؼ  (MCE) ای ثب خطیبى هتمبثل ثیبى ثِ ضٍـ چٌسهطحلِ زض ایي پػٍّف، اؾترطاج اؾیس گلیؿیطیعیه اظ ضیكِ قیطیي

اًدبم قس. زض ایي ضاؾتب، اثط هتغیطّبی فطایٌسی قبهل زهب، ظهبى، تؼساز هطاحل  گیطی اظ ططاحی آظهبیف ثِ ضٍـ ؾطح پبؾد ثب ثْطُ

                                                           
1
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هٌظَض حساوثطؾبظی ثبظزُ  ثط ثبظزُ ولی ػصبضُ هَضز ثطضؾی آهبضی لطاض گطفت. قطایط ثْیٌِ ثِ خبهساؾترطاج ٍ ًؿجت حلال ثِ 

تَاًس ثب وبّف هصطف حلال، ظهبى  هی MCE یٌستؼییي گطزیس. ًتبیح ًكبى زاز وِ فطآ ،وبهلثط اؾبؼ هسل زضخِ زٍم اؾترطاج، 

 .ای هؤثط ثطای اؾترطاج تطویجبت حؿبؼ هبًٌس اؾیس گلیؿیطیعیه ثبقس ػولیبت ٍ زهبی فطآیٌس، گعیٌِ

ٍ اؾتفبزُ اظ ضٍـ  چٌثزض همیبؼ  ای ثب خطیبى هتمبثل وبضگیطی ّوعهبى فطایٌس اؾترطاج چٌسهطحلِ ًَآٍضی پػٍّف حبضط زض ثِ

ثیبى اؾت. زض  ؾبظی اؾترطاج اؾیس گلیؿیطیعیه اظ ضیكِ قیطیي ثطای ثْیٌِ وبهلهجتٌی ثط هسل زضخِ زٍم  پبؾدآهبضی ؾطح 

اًس، زض ایي تحمیك ثطای  ّبی هحسٍز ثطضؾی قسُ صَضت هؿتمل یب زض همیبؼ  ّب ػوستبً ثِ وِ زض هطبلؼبت پیكیي ایي ضٍـ حبلی

اًدبم قسُ ٍ قطایط ػولیبتی ثْیٌِ ثب لبثلیت تَؾؼِ صٌؼتی اضائِ گطزیسُ  یٌسیفطآؾبظی اثط هتمبثل هتغیطّبی  ثبض هسل  ًرؿتیي

 .اؾت

 ّب رٍش ٍ هَاد -2

 یهَاد ضیویبي -2-1

 یّب صبلت گًَِا اظ اؾتبى فبضؼ قْطؾتبى هطٍزقت تْیِ گطزیس (papilionaceae گلیؿطیعا گلاثطا گًَِ ) زض قیطیي ثیبى ضیكِ

ثِ ػٌَاى 9/99 ثب زضخِ ذلَل هًََآهًَیَم گلیؿطیعیه اؾـیس .قسُ اؾت سییتأ (PMP/A) زاًكىسُ زاضٍؾبظیتَؾط  یبّیگ

قطوت ثبلا اظ  ذلـَل ثباؾتفبزُ زض ایـي تحمیـك  ؾـبیط هـَاز قـیویبیی هـَضزذطیساضی قس.   1قطوت ؾیگوب اظ HPLC اؾـتبًساضز

  .گطزیسآلوـبى تْیِ  2هـطن

 ضیريي ثیبى پَدر تْیِ -2-2

قٌبؾی، تطجیك ثب هٌبثغ فلَض هؼتجط، ٍ تَؾط هترصصبى گطٍُ فبضهبوَگٌَظی  ّبی زلیك گیبُ ثب ثطضؾی قیطیي ثیبى ی گیبّی گًَِ

ثیبى پؽ اظ تویع قسى ٍ   ّبی قیطیي تأییس گطزیس. ضیكِ PMP/A ی گیبّی زاًكىسُ زاضٍؾبظی قٌبؾبیی ٍ اصبلت آى ثب وس ًوًَِ

ثِ هست یه ّفتِ ذكه  ًتیگطاززضخِ ؾب 25چه ثطیسُ قسًس ٍ زض زهبی حصف گل ٍ لای، ثب لیچی ثبغجبًی ثِ لطؼبت وَ

اتیلٌی ٍ زض فطیعض ثب  ّبی پلی ، زض ویؿِ(35)هف  mm 5/0 ّب ثب آؾیبة چىكی پَزض قسُ ٍ ثب اًساظُ شضات گطزیسًس. ؾپؽ ضیكِ

 .گطاز ًگْساضی قسًس زضخِ ؾبًتی -4زهبی 
 

 MSCE فرآيٌذ -3-2

ّبی ظیطیي ٍ  زّس. خطیبى ًكبى هیًبپیَؾتِ ٍ پیَؾتِ ثِ تطتیت  خطیبى هتمبثل ضا ثِ صَضت ای هطحلِّبى چٌس  نؾیؿت 1  قىل

یبثٌس. زض ایي ؾیؿتن گیبُ زض یه خْت ٍ حلال زض خْت زیگط حطوت  ثبلایی ثِ صَضت خطیبى هتمبثل هساٍم ثب یىسیگط خطیبى هی

لال ٍ هَاز ٍ ًطخ خطیبى ثْیٌِ ثبقٌس، اؾترطاج هَاز هَثطُ اظ گیبُ ثِ طَض گیطًس. اگط همبزیط ح یوطزُ ٍ زض توبؼ ثب یىسیگط لطاض ه

. ػصبضُ وبهلا تغلیع قسُ اظ یه قَز هیاؾترطاج زض ظهبى ووتطی اًدبم  پصیط اؾت. ایي فطایٌس ثؿیبض وبضآهس ثَزُ ٍ وبهل اهىبى

ّب ثب همساض حلال  ثب ؾبیط ضٍـ ضٍـ زض همبیؿِ گطزز. ثب ایي هَاز هَثطُ اظ ططف زیگط ٍاحس ذبضج هى ثسٍىططف ؾیؿتن ٍ گیبُ 

تَاى همساض هكرصى اظ هَاز هَثطُ ضا اظ گیبُ اؾترطاج وطز ظیطا هحلَل تغلیع قسُ ثؼس اظ توبؼ ثب خبهس تبظُ ؾیؿتن ضا  یووتطى ه

 .وٌس تطن هى

  صَضت پیَؾتِ ٍ چٌس هطحلِ ای ثب خطیبى هتمبثل ثِؾیؿتن a)  هبیغ ثط حؿت خْت خطیبى-ضٍـ ّبی ػولیبت زض ؾیؿتن ّبی اؾترطاج خبهس (.1ضکل )
(bِ[36] ؾیؿتن چٌس هطحلِ ای ثب خطیبى هتمبثل ثِ صَضت ًبپیَؾت. 

Fig 1. Unit operations in solid-liquid extraction processes a) continuous multistage countercurrent, b) batch multistage counter-current 
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 7اؾت ایي زؾتگبُ قبهل  ًكبى زازُ قسُ 2زض زؾتگبُ اؾترطاج ثب خطیبى هتمبثل اًدبم قس وِ زض قىل زض ایي تحمیك فطایٌس 

اًس. ّط ٍاحس  لَلِ ثْن ٍصل قسُ ّب ثب یه ٍاحس آى اؾتفبزُ قسُ اؾت( ایي ٍاحس 5الجتِ زض ایي وبض اظ )  ثبقس. ٍاحس اؾترطاخی هی

ًكبى زازُ قسُ  3ایي زؾتگبُ زض قىل  وٌس. قوبتیه ثبقس وِ ثطَض هؿتمل ػول هی پوپ هی قبهل یه هرعى اؾترطاج ٍ یه

زض هطحلِ پیف  .پیف اؾترطاج ٍ اؾترطاج تمؿین قَزتَاًس ثِ زٍ ثرف  ای ثب خطیبى هتمبثل هی . اؾترطاج چٌس هطحلِ[32] اؾت

 تطیل یلیه 98حلال یؼٌی  ثبهیلی هتط  5/0ثب اثؼبز حسٍز قسُ  آؾیبة قسُ ٍ هف ثٌسی پَزضاظ  گطم 10س اؾترطاج زض ّط ٍاح

گیطز. ایي ظهبى اؾترطاج  هرلَط قسُ ٍ ثطای ظهبى هكرصی تحت اؾترطاج لطاض هی عیغل بنیآهًَ تطیل یلیه 2زضصس ٍ  60اتبًَل 

ططاحی قسُ اؾت. ثطای هثبل زض ایدبز گطازیبى غلظتی یه  هتفبٍت ثَزُ ٍ ثطای ایدبز گطازیبى غلظتی فهرتل ّبی هرعى ثطای

زلیمِ  T/6 ،2T/6 ،3T/6، 4T/6ٍ 0 ثِ تطتیت EU5تب EU1 ّبی  هطحلِ ای تطتیت ظهبًی غَطِ ٍضؾبظی زض ٍاحس 5اؾترطاج 

ثدب خب EU2 ٍ EU4 ّبی اؾترطاخی قسُ ٍ هحلَلهٌتمل  EU5ثEU1ِ  ثبقس. زض پبیبى هطحلِ پیف اؾترطاج، هحلَل اؾترطاخی هی

وٌس. ثؼس اظ تىویل ثرف پیف اؾترطاج ثرف  ّیچ تغییطی ًوی EU3 قَز ٍ ٍاحس حلال تبظُ تعضیك هی EU1 ثِ ٍاحس ٍ قَز هی

ّبی ططاحی قسُ زض ًطم افعاض زض  قَز وِ قطایط ایي اؾترطاج ثٌب ثطآظهبیف ای ثب خطیبى هتمبثل قطٍع هی زٍم اؾترطاج چٌس هطحلِ

 ًكبى زازُ قسُ اؾت 4یه اؾترطاج ؾِ هطحلِ ای زض قىل  ثطای MSCE قوبیی اظ هطاحل اؾترطاجس. ثبق ّط آظهبیف هتفبٍت هی

[32].    

 
  ای ثب خطیبى هتمبثل زؾتگبُ اؾترطاج چٌس هطحلِ .(2) ضکل

Fig. 2. Multistage counterflow extraction device  

  

 
 MSCE [22] زؾتگبُ قوبتیه .(3) ضکل 

Fig 3. Extraction flow and equipment schematic diagram 

 
 [32] ؾِ هطحلِ ای لثخطیبى هتمب ثطای اؾترطاجج هطاحل اؾترطا .( 4) ضکل

Fig 4. Flow diagram of the three-stage MSCE process 

  
  HPLC آًبلیس -2-4

 Waters 510 پوپاًدبم قس. زؾتگبُ قبهل زٍ  (Waters Company،آهطیىبHPLC ( گلیؿیطیعیه ثب اؾتفبزُ اظ زؾتگبُ آًبلیع اؾیس

HPLC، آقىبضوٌٌسُ خصة لبثل تٌظین Waters 486، ُآقىبضوٌٌس  UVطَل هَج ثب nm 254 ،ؾتَى  C18ٍ تعضیك قیط  Waters 

U6K زلیمِ ثَز 6زلیمِ ٍ ظهبى البهت اؾیس گلیؿیطیعیه تمطیجب 15ظهبى اخطا ثطای خساؾبظی وطٍهبتَگطافیه  َز.ث . 

همبیؿِ ظهبى البهت ثب اؾتبًساضزّب قٌبؾبیی  اظ ططیكهیىطٍلیتط ثَز. پیه اؾیس گلیؿیطیعیه 10 ّب ثطای ّوِ آظهبیف حدن تعضیك

 .  [32]گطزیس زض ایي پػٍّف اؾتفبزُ British Pharmacopoeia گطزیس. ضٍـ اؾتبًساضز
  آهبرى رٍش -2-5

 ثبقس. ّبی هتساٍل یه ثْیٌِ ؾبظی هی تط اظ ضٍـ سٌظهبى ٍ ّعیٌِ ؾَزهضٍـ ثْیٌِ ؾبظی ؾطح پبؾد ثِ زلیل صطفِ خَیی زض 

 Design-Expertثىبضگیطی ًطم افعاض  ثب  1هطوعی ططاحی آظهبیف هطوت اظMSCE  ضٍـثب  ػصبضُ قیطیي ثیبى ثطای اؾترطاج

قبهل تؼساز هطاحل، ًؿجت حلال ثِ زض ایي همبلِ ثِ هٌظَض ثطضؾی قطایط ثْیٌِ اؾترطاج، تبثیط پبضاهتطّبی هؿتمل ). اؾتفبزُ قس
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 ضٍـاظ ثط ضٍی فطآیٌس اؾترطاج گلیؿیطیعیه اؾیس اظ قیطیي ثیبى ثب ضٍـ خطیبى هتمبثل  (اؾترطاج ٍ ظهبى اؾترطاج هبیخبهس، ز

 آظهبیف ثط اؾبؼ ضٍـ ططاحی هطوت هطوعی اًدبم قس. 30تؼساز  ٍؾطح پبؾد اؾتفبزُ قس 

 ًتبيج ٍ ثحث -3

 ضرايط فرايٌذی ثب رٍش سطح پبسخ -3-1

هطوت  ٍ ضٍـ ططاحی آظهبیف Design-Expert افعاض  ؾبظی فطآیٌس اؾترطاج زض ایي پػٍّف ثب اؾتفبزُ اظ ًطم تحلیل آهبضی ٍ ثْیٌِ

تؼییي ؾبظی زلیك، اضظیبثی اثطات هتغیطّبی هؿتمل ٍ  اًدبم قس. ایي ضٍیىطز اهىبى هسل زض لبلت هتسٍلَغی ؾطح پبؾدهطوعی 

ضٍز وِ  ؾبظی فطآیٌسّبیی ثِ وبض هی ّبی آهبضی اؾت وِ ثطای ثْیٌِ ای اظ تىٌیه هدوَػِ RSM .قطایط ثْیٌِ فطآیٌس ضا فطاّن ًوَز

ػٌَاى  گصاضی ایي ضٍـ ثِ پبؾد هَضز ًظط تحت تأثیط چٌسیي هتغیط لطاض زاضز. ًوَزاضّبی گطافیىی حبصل اظ هسل ضیبضی، هجٌبی ًبم

ّب، اهىبى ثطآٍضز ولیِ ضطایت هسل ضگطؾیَى زضخِ زٍم اظ خولِ  اًس. ایي ططح آهبضی ثب وبّف تؼساز آظهبیف ثَزُ« ؾطح پبؾد»

ثب تَخِ ثِ ّسف ایي پػٍّف وِ ثطضؾی تأثیطات اصلی ٍ هتمبثل هتغیطّب ثط  .وٌس اثطات اصلی ٍ اثطات هتمبثل ثیي ػَاهل ضا فطاّن هی

طح آهبضی هٌبؾت اًتربة گطزیس. زض ایي هطبلؼِ، اثط هتغیطّبی هؿتمل قبهل زهب، ظهبى، ػٌَاى ط ثِ  RSM ثبظزُ اؾترطاج ثَز، ضٍـ

 1 پبضاهتطّب ٍ ؾطَح هَضز اؾتفبزُ زض خسٍل [. هحسٍز38ُ] تؼساز هطاحل اؾترطاج ٍ ًؿجت حلال ثِ خبهس هَضز اضظیبثی لطاض گطفت

ب یه ثCentral Composite ی اطلاػبت ثِ زؾت آهسُ اظ ططاحزض ایي ضٍـ . آٍضزُ قسُ اؾت 2آظهبیكبت ططاحی قسُ زض خسٍل  ٍ

هسل هَضز اؾتفبزُ زض ضٍـ ؾطح پبؾد ثِ طَض هؼوَل ضاثطِ زضخِ زٍم . قَز ظیط ثطاظـ هی اى هطتجِ زٍم ثِ قطح چٌس خولِ

  .ثبقس هی

 

     ∑     
 
    ∑      

   
   ∑ ∑      

 
        

1هؼبزلِ                            

 

، زضخِ زٍم ضطیت ، βii ،ضطیت ذطی،  βi،ثبثت ،  β0،)فَق قبهل چْبض هتغیط ٍاثؿتِ) پبضاهتط پبؾد ،Y ،زض ایي ضاثطِ

βij، ضطیت تمبثل ٍ Xi ٍ  Xjپبضاهتطّبی هؿتمل ّؿتٌس. 

 هحسٍزُ پبضاهتطّب ٍ ؾطَح هَضز اؾتفبزُ هتغیط ّبی آظهبیف (.1جذٍل )
Table 1. The range of designed independent variables 

 

 پبؾد ططاحى تدطثى هتغیطّب ٍ ًتبیح تدطثى هتغیط (.2جذٍل )
Table 2. Experimental design of variables and the test results of responses 

 
 استخراج ضذُ  گلیسیريسيک اسیذارزيبثى پبراهتر پبسخ  -3-2

Design-Expertی آهبضثط اؾبؼ خسٍل آظهبیكبت ططاحی قسُ تَؾط ًطم افعاض 
  .هَضز اؾترطاج ًْبیی اًدبم قس 30 ،1 

اؾیس گلیؿیطیعیه  ثبظزّی پبؾد تطتیت زض هَضز ثب آثبض هتمبثل ثِوبهل ًتبیح آًبلیع ٍاضیبًؽ ضا ثطای هسل زضخِ زٍم  4ٍ 3خسٍل 

 tٍ  تؼساز هطاحل  N، زهبT ) زاضی ثط اؾیس گلیؿیطیعیه ًساقت. زض حبلی وِ هؼٌی تبثیطS/M  وِ زّس. ًتبیح ًكبى زاز ًكبى هی
  .زاضی ثط پبؾد ثبظزّی اؾیس گلیؿیطیعیه زاقت تبثیط هؼٌی( ظهبى

وِ اظ تمؿین اؾت وِ ثیبًگط ایي اؾت هسل هؼٌبزاض اؾت.  18/40 هسل زضخِ زٍم ثطاثط ثب F-Value گطزز وِ هكبّسُ هى چٌبى

. ایي پبضاهتط آظهًَى ثطاى همبیؿِ ٍاضیبًؽ هسل ثب ٍاضیبًؽ قًَس هیبًگیي هطثؼبت ضگطؾیَى ثِ هیبًگیي هطثؼبت ذطب هحبؾجِ هی

ّب ثِ یىسیگط ًعزیه ثبقٌس، ایي ًؿجت ثِ یه ًعزیه ذَاّس ثَز. همساض ثبلاى ایي پبضاهتط ثطاى هسل  ثبلى هبًسُ اؾت. اگط ٍاضیبًؽ

 .ثیبًگط وبضایى هسل اؾت
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ٍ  (0.0001) اؾت 05/0ون تط اظ p-value  همساض زاضاىA2  ( تؼساز هطاحل تَاى زٍم پبضاهتط) C2 زض هَضز خولات زضخِ زٍم، خولِ

  .تَاًٌس اظ هسل حصف گطزًس ؾبیط خولات زضخِ زٍم تبثیط هؼٌبزاضى ثط هسل ًساضًس ٍ هى .تبثیط هؼٌبزاضى ثط هسل زاضز
 اؾت. ثیبًگط آى اؾت وِ ػسم ثطاظـ هؼٌبزاض ًیؿت. ثِ ػجبضت 17/4 زض ایي هسل ثطاثط ثبLack of Fit  ثِ هطثَط F-value همساض

       p-value>0.05 .ىٌسیّبى تدطثى ضا ثطاظـ ه زیگط هسل زازُ

 سییثبقس، ٍ تب یه 9740/0 همساض گلیؿیطیعیه اؾیس یثطا R-Squared تیضط، فیآظهب یططاح حیاظ ًتب یآهبض عیثط طجك آًبل

 .ززاض یكگبّیآظهب یّب ثب زازُ یٍ پَقف ذَث ی، ّن ذَاًفیآظهب یاظ ططاح یكٌْبزیوِ هسل پ سیًوب یه
 زض هَضز هسل زضخِ زٍم ثب آثبض هتمبثلثبظزُ گلیؿیطیعیه اؾیس اضظیبثى پبضاهتط پبؾد ثطای  ANOVA ًتبیح (.3)جذٍل 

Table 3. ANOVA for response surface full quadratic model including interactions for response of Glycyrrhizic acid yield 
 

 پبؾد ثبظزّی اؾیس گلیؿیطیعیه آًبلیع ٍاضیبًؽ .(4)جذٍل 
Table 4  . The analysis of variance for reduced quadratic model with interactions on glycyrrhizic acid yield response 

 

زضخِ زٍم ثطاظـ  یا هؼبزلِ چٌسخولِ هی، تبثغ پبؾد تَؾط هطوت هطوعیططاحی ثب اؾتفبزُ اظ ضٍـ  2هؼبزلِ  یتدطث حیطجك ًتب

 اضائِ قسُ اؾت: طیقسُ  ثِ صَضت ظ یهؼبزلِ ثط حؿت ػَاهل وسگصاض يیزازُ قس. ا
  R1= +67.24 +3.10* A +4.03* B+12.81 * C-0.97 * D -1.51 * A * B-1.14* A * C-0.21 * A * D+1.78 * B * 

C+0.14 * B * D-0.99* C * D-13.03 * A2+6.22 * B2-20.53 * C2+1.22 * D2 

 2هؼبزلِ 
 

قَز ًمبط زض ثیي زٍ ذط لطاض  زّس. چٌبًىِ هكبّسُ هی ثیٌی قسُ ضا ًكبى هی ّب ثطحؿت همبزیط پیف ًوَزاض ثبلیوبًسُ 5قىل 

 .وٌس ّبی تدطثی ضا ثطاظـ هی ذَثی زازُ زاضًس ٍ ثٌبثطایي هسل ثِ

قَز ًمبط ثط ضٍی ذط  زّس. چٌبًىِ هكبّسُ هی ثبظزّی اؾیس گلیؿیطیعیه ًكبى هی ّب ضا ثطای پبؾد ًوَزاض ًطهبل ثبلیوبًسُ 6 قىل

 .وٌٌس ضاؾت لطاض زاضًس ٍ اظ تَظیغ ًطهبل تجؼیت هی

 

 گلیؿیطیعیه اؾیس هَضز پبؾدض ز ط پیف ثیٌى قسُ یثط حؿت همبزّب  وبًسُیبلثًوَزاض  (.5ضکل )

Fig 5. The residuals against the predicted Glycyrrhizic acid yield response 

 گلیؿیطیعیه اؾیس زض هَضز پبؾد ُ ّبیوباًسثبلًطهبل وَزاض ً (.6ضکل )
Fig 6. The normalized residuals plot for Glycyrrhizic acid yield response 

 ًوَدار سطح پبسخ سِ ثعذی  -3-3

ّب ثط زاهٌِ پبؾد            اهىبى ثطضؾی تبثیطات هتمبثل فبوتَض ٍ ثْیٌِ ؾبظی تَؾط ًطم افعاض ،یىی اظ هعایبی اؾتفبزُ اظ ططاحی آظهبیف

ضؾن قسُ ٍ هَضز تدعیِ ٍ تحلیل لطاض ّبی ؾِ ثؼسی فبوتَضّب زٍ ثِ زٍ  ثِ هٌظَض ثطضؾی ایي تبثیطات هتمبثل قىل ،ثبقس هی

 .اًس گطفتِ

تب  25قَز، ثب افعایف زهب اظ  طَض وِ هكبّسُ هی زٌّس. ّوبى اثط فبوتَضّب ثط فطآیٌس اؾترطاج ضا ًكبى هیa ٍ(7-b )) -7ّبی ) ىلق

فعایف ًفَشپصیطی حلال، یبثس. ایي ثِ زلیل ا گطاز، همساض اؾیس گلیؿیطیعیه اؾترطاج قسُ افعایف هی زضخِ ؾبًتی 17/46حسٍز 

زضخِ، افعایف زهب  17/46[. ثب ایي حبل، زض زهبّبی ثبلاتط اظ 39وبّف ٍیؿىَظیتِ ٍ وكف ؾطحی ٍ تؿطیغ اًتمبل خطم اؾت ]

اؾترطاج زض زهبی  حساوثطگطزز.  قَز وِ هٌدط ثِ تثجیت یب حتی وبّف ثبظزُ اؾترطاج هی ثبػث وبّف پبیساضی تطویجبت فؼبل هی

تط ثِ زلیل حفع  زضخِ ثِ هؼٌی افعایف اؾترطاج ًیؿت. ػلاٍُ ثط ایي، زهبّبی پبییي 55ٍ افعایف زهب تب  گیطز هیصَضت  17/46

 .قًَس خَیی زض هصطف اًطغی تطخیح زازُ هی پبیساضی تطویجبت ٍ صطفِ
ضٍی پبؾد ثبظزّی اؾیس حلال ًؿجت ذَضان ثِ  ٍ اؾترطاج، تؼساز هطاحل ظهبى ،  ًوَزاضّبی ؾِ ثؼسی ؾطح پبؾد تبثیط زهب .ة-7الف ٍ -7 ّبی ضکل 

 گلیؿیطیعیه
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Figures 7a and 7b. 3D response surface effects of solvent to solid ratio and temperature and time and stage number on Glycyrrhizic acid yield 

response 

زاضز ٍ همساض اؾترطاج   وِ زض حبلت ولی ظهبى اثط هؿتمین ثب افعایف پبؾد تبثیط هتمبثل ظهبى ثب فبوتَضّبی زیگط ثِ ایي صَضت اؾت

زٌّس. زض ٍالغ ٍلتی خبهسات ظهبى ثیكتطی زض توبؼ ثب حلال  ؾبػت ًتبیح ثْتطی ًكبى هی4ّبی ثبلای  زض ظهبىگلیؿیطیعیه اؾیس 

  .[40] قَز هی اؾترطاج ثیكتطییطًس ثبػث ًفَش ثیكتط حلال ثِ آًْب قسُ ٍ تطویجبت گ لطاض هی
 ثرای دستیبثی ثِ هقذار ثیطیٌِ پبسخ ّب گلیسیريسيک اسیذ MSCE بهینه استخراج ضرايط -3-4

  پبؾد ؾبظی همساض اؾیس گلیؿیطیعیه  ثیبى ثب ّسف ثیكیٌِ ای ضیكِ قیطیي هطحلِ ؾبظی فطآیٌس اؾترطاج چٌس زض ایي هطبلؼِ، ثْیٌِ

ط اؾبؼ ثیكیٌِ وطزى ایي پبؾد تؼییي گطزیس. قطایط ثْیٌِ ث Design-Expert افعاض  ؾبظی زض ًطم  ًدبم قس. هؼیبض ثْیٌِا

 70/7ٍ ًؿجت حلال ثِ خبهس  4ؾبػت، تؼساز هطاحل  98/5گطاز، ظهبى  زضخِ ؾبًتی 17/46قبهل زهبی  5اؾترطاج هطبثك خسٍل 

ّبی تأییسی  ثبقس. آظهبیف زضصس هی 7/78ثط ثب ثیٌی قسُ ثبظزُ اؾترطاج اؾیس گلیؿیطیعیه زض ایي قطایط ثطا اؾت. همساض پیف

 .وٌس ؾبظی ضا تأییس هی  اًدبم قسُ همساض تدطثی ًعزیه ثِ ایي همساض ضا ًكبى زاز وِ اػتجبض هسل ٍ ضًٍس ثْیٌِ
 ثیٌی قسُ ثطای پبؾد ثبظزّی اؾیس گلیؿیطیعیه پیف ِقطایط ثْیٌ .(5)جذٍل 

Table 5. The predicted optimal conditions for glycyrrhizic acid yield response 

 

 ًتیجِ گیرى-4

ثیبى زض همیبؼ   ای ثب خطیبى هتمبثل زض اؾترطاج اؾیس گلیؿیطیعیه اظ ضیكِ قیطیي زض ایي هطبلؼِ، اثط فٌبٍضی اؾترطاج چٌسهطحلِ

ؾبظی آهبضی  ٍ هسل (RSM) گیطی اظ ضٍـ ؾطح پبؾد ب ثْطُثؾبظی قطایط فطآیٌس اؾترطاج   هَضز ثطضؾی لطاض گطفت. ثْیٌِ ٌحپ

ؾبظی زضصس اؾترطاج اؾیس گلیؿیطیعیه اًدبم قس. پبضاهتطّبی ظهبى اؾترطاج، زهب، ًؿجت حلال ثِ   زضخِ زٍم ثِ هٌظَض ثیكیٌِ

ثی قسًس. ًتبیح ًكبى زاز وِ هسل آهبضی ثِ ذَثی لبزض ثِ خبهس ٍ تؼساز هطاحل اؾترطاج ثِ ػٌَاى هتغیطّبی هؤثط اًتربة ٍ اضظیب

ّب حبوی اظ آى اؾت وِ فٌبٍضی  ّبی آظهبیكگبّی تأییس گطزیس. یبفتِ ّبی تدطثی ثَزُ ٍ صحت آى تَؾط زازُ ثیٌی پبؾد  پیف

تَلیس هحصَلی ثب ویفیت ثبلاتط، ای ثب خطیبى هتمبثل، ثِ ػٌَاى ضٍقی وبضآهس ثب هصطف ثْیٌِ اًطغی ٍ حلال، ٍ  هطحلِ اؾترطاج چٌس

 .ثبقس لبثلیت وبضثطز زض همیبؼ صٌؼتی ثطای اؾترطاج تطویجبت فؼبل گیبّبى زاضٍیی ضا زاضا هی

 عبرض هٌبفعت

 .ّیچ گًَِ تؼبضض هٌبفغ تَؾط ًَیؿٌسگبى ثیبى ًكسُ اؾت

 تطکر ٍ قذرداًی

اظ پػٍّكگبُ ػلوی صٌؼتی ایطاى وِ زض اًدبم پػٍّف یبضی زازًس،  ضاهطاتت تكىط صویوبًِ ذَزًَیؿٌسگبى ثطذَز لاظم هیساًٌس 

  .اػلام وٌٌس
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Factor Name Low Level Mean Level High Level 

A Temperature(ºC) 25  40 55 

B Time(hr) 2 4 6 

C N 1 3 5 

D S/M(ml/g) 7 8 9  
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Run A(ºC) B(hr) C D(ml/g) Glycyrrhizic 

acid(%) 

1 40 4 5 8 63 

2 55 6 5 7 63.2 

3 40 4 3 8 71 

4 40 4 3 8 67.7 

5 25 2 5 7 46.1 

6 55 6 1 9 34.9 

7 25 2 5 9 42.1 

8 25 2 1 7 23.9 

9 40 4 3 8 70.5 

10 25 6 5 9 56 

11 25 2 1 9 20.6 

12 55 6 1 7 33.5 

13 55 6 5 9 54 

14 55 4 3 8 58 

15 25 6 1 7 25.4 

16 40 4 3 8 68.5 

17 40 4 3 9 69 

18 40 2 3 8 66 

19 40 4 3 8 69.5 

20 40 4 1 8 27.5 

21 55 2 1 7 35 

22 40 4 3 8 65 

23 55 2 1 9 28.9 

24 40 4 3 7 65 

25 55 2 5 9 52.5 

26 25 6 5 7 63 

27 55 2 5 7 51 

28 40 6 3 8 78 

29 25 4 3 8 47.5 

30 25 6 1 9 30.6 
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Source Sum of 

Squares 

Df Mean 

Square 

F 

Value 

 

p-value 

Prob > F 

 

Model 8374.58 14 598.18 40.18 <0.0001 Significant 

 

A-T 172.98 1 172.98 11.62 0.00039  

B-t 292.01 1 292.01 19.62 0.0005  

C-N 2954.24 1 2954.24 198.44 <0.0001  

D-S/M 17.01 1 17.01 1.14 0.3019  

AB 36.30 1 36.30 2.44 0.1392  

AC 20.93 1 20.93 1.41 0.2542  

AD 0.68 1 0.68 0.046 0.8336  

BC 50.77 1 50.77 3.41 0.0846  

BD 0.33 1 0.33 0.022 0.8835  

CD 15.80 1 15.80 1.06 0.3192  

A2 440.05 1 440.05 29.56 <0.0001  

B2 100.16 1 100.16 6.73 0.0203  

C2 1092.26 1 1092.26 73.37 <0.0001  

D2 3.84 1 3.84 0.26 0.6189  

Residual 

 

223.30 1 14.89    

Lack of Fit 199.4 1 19.94 4.17 
 

0.0642 not significant 
 

Pure Error 23.90 5 4.78    

Cor Total 8597.89 29     

 

 

 

 

 
Source Std. Dev Adjusted R-Squared Predicted 

R-Squared 

R-Squared PRESS 

Quadratic 

 

3.86 0.9498 0.8647 0.9740 Suggested 
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Number Temp Time N S/M R1y Desirability 

1 46.17 5.98 3.75 7.70 78.6921 1.000 

2 40.95 5.96 3.55 8.49 79.3763 1.000 

3 39.67 5.58 3.85 7.15 78.5213 1.000 

4 43.74 5.98 3.46 8.69 78.9507 1.000 

5 38.29 5.98 3.32 7.06 80.7859 1.000 

6 36.35 5.98 3.55 7.62 79.2925 1.000 

7 42.75 5.76 3.96 7.66 78.1229 1.000 

8 43.42 5.97 3.56 8.11 79.1995 1.000 

9 38.11 5.91 4.00 8.39 78.1917 1.000 

10 42.71 5.98 3.71 7.88 79.8615 1.000 
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A multi-stage counter-current process for extracting glycyrrhizic acid from the licorice plant. 
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Abstract 

 

In this study, licorice root extract was obtained using a multi-stage countercurrent extraction method at bench scale, 

and the content of glycyrrhizic acid was investigated. The effects of various parameters including temperature, 

extraction time, number of extraction stages, and solvent-to-solid ratio were evaluated. The optimal extraction 

conditions were determined using response surface methodology (RSM). Statistical analysis revealed that 

temperature, time, and number of extraction stages had significant effects on the extraction yield. Under the 

optimized conditions temperature of 46.17 °C, extraction time of 5.98 hours, solvent-to-solid ratio of 7.70 cc/g, and 

4 stages the maximum glycyrrhizic acid extraction yield was 78.7%. 

 
Keywords: multi-stage countercurrent extraction, licorice, glycyrrhizic acid, response surface methodology. 
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Introduction 

Licorice (Glycyrrhiza glabra) belongs to the Fabaceae family and is mainly grown in southern Europe and Asia. 

Licorice root is widely used in herbal medicine due to its emollient, anti-inflammatory, antiviral, antiallergic, 

antioxidant, gastrointestinal protective, and anticancer properties. Licorice root contains numerous compounds 

including sugars (up to 18%), flavonoids, sterols, amino acids, gums, starches, essential oils, and saponosides. The 

most important saponin found in licorice root is glycyrrhizic acid (GA, C42H62O16), which, has been composed of 

two glucuronic acid units and one glycyrrhetinic acid aglycone molecule. Glycyrrhizic acid has a molecular weight 

of 822.91 g. It is a colorless crystalline substance that softens at 170 °C and melts at 205 °C. Common methods for 

extracting GA from licorice include Soxhlet, solid-liquid extraction, and liquid-liquid extraction, which are 

associated with high solvent consumption, long extraction times, and increased risk of thermally unstable 

compounds. In addition, unconventional and new methods used for extraction, such as ultrasonic extraction, 

supercritical solvent extraction, and high-pressure solid-liquid extraction, require advanced equipment and high 

energy. Therefore, these methods are not useful and sometimes impossible on an industrial scale. Due to these 

disadvantages, in this project, multi-stage countercurrent extraction technology (MSCE) has been used as an 

alternative technique. In this technology, dynamic cyclic extraction is combined with continuous countercurrent 

extraction, which improves heat and mass transfer and increases extraction yield along with reducing solvent 

consumption. 

Materials and methods: Dried licorice root samples (Glycyrrhiza glabra, papilionaceae variety) were collected 

from Fars province. The authenticity of the plant species was verified by the Faculty of Pharmacy (PMP/A). After 

cleaning and removing dirt, the licorice roots were cut into smaller pieces using gardening scissors and dried at 25°C 

for one week. The roots were then ground into powder with a hammer mill and stored in a polyethylene bag in a 

freezer at -4°C. Multi-stage countercurrent extraction was carried out using a countercurrent extraction device 

composed of seven extraction units, each connected by pipe. Each unit includes an extraction tank and a pump that 

operates independently. This extraction process is divided into two parts: pre-extraction and extraction. In the pre-

extraction stage, 10 grams of ground and meshed powder with dimensions of about 0.5 mm per unit is mixed with 

98 ml of ethanol 60 % and 2 ml of concentrated ammonia as solvent , and then  is subjected to extraction for a 

determined time. For example, in a five-stage extraction aimed at creating this gradient, the immersion time in units 

EU1 to EU5 is set at T/6, 2T/6, 3T/6, 4T/6, and 0 minutes, respectively. At the end of the pre-extraction stage, the 

extraction solution from EU1 is transferred to EU5, while the solutions from EU2 and EU4 are moved as well. Fresh 

solvent is then injected into unit EU1, and no changes are made to unit EU3. Following the pre-extraction phase, the 

second stage of the multi-stage extraction with countercurrent flow begins, with conditions differing for each 

experiment based on the designs specified in the software. 

Results and discussion: Based on the results, S/M had no significant effect on glycyrrhizic acid, while the 

temperature (T), number of stages (N), and time (t) had a significant effect on the response of glycyrrhizic acid 

yield. The value of R-squared (0.974) shows that the model applied fits the experimental date as well. 

One of the advantages of using experimental design and optimization by the software is the possibility of examining 

the mutual effects of factors on the response range. In order to examine these mutual effects, the three-dimensional 

shapes of the factors have been plotted. Maximum extraction occurs at a temperature of 46.17. This is due to 

enhanced solvent permeability, reduced viscosity and surface tension, and improved mass transfer at elevated 

temperatures. However, above 46.17 °C, thermal degradation of glycyrrhizic acid may occur, limiting further 

increases in extraction yield. Therefore, the optimal extraction temperature balances maximizing yield and 

maintaining compound stability. Additionally, lower temperatures are preferred to reduce energy consumption and 

preserve compound integrity. 

Conclusions: In this study, the effect of multi-stage countercurrent extraction technology on glycyrrhizic acid 

extraction from licorice root at bench scale was investigated. Optimization of the extraction process conditions was 

carried out using response surface methodology (RSM) and second-order statistical modeling to maximize the 

glycyrrhizic acid extraction percentage. Extraction time, temperature, solvent-to-solid ratio, and number of 

extraction stages were selected and evaluated as effective variables. The results showed that the statistical model 

was able to accurately predict the experimental responses, and its validity was confirmed by laboratory data. The 

findings indicate that the multi-stage countercurrent extraction technology, as an efficient method with optimized 

energy and solvent consumption and producing a higher-quality product, has the potential for industrial-scale 

application in the extraction of active compounds from medicinal plants. 


