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چکیده
این  از تکنیک هاى آمارى و ریاضیات کاربردى براى ساخت مدل هاى تجربى است. در  روش شناسى سطح پاسخ یک مجموعه 
پژوهش از روش شناسى سطح پاسخ بر اساس طرح باکس-بنکن به منظور بررسى، بهینه سازى و مدل سازى متغیرهاى مستقل فرایند 
 (60 ºC 30، 45 و) استخراج توسط حلال به کمک امواج فراصوت شامل شدت امواج فراصوت (25، 50 و 75%)، دماى استخراج
و مدت  زمان اعمال امواج فراصوت (20 ، 40 و min 60) جهت دستیابى به حداکثر میزان فعالیت ضد رادیکالى از برگ گیاه 
زولنگ (Eryngium caucasicum Trautv) استفاده  شده است. میزان فعالیت ضد رادیکالى به دو روش دى فنیل پیکریل هیدرازیل 
(DPPH) و هیدروژن پراکسید (H2O2) اندازه گیرى شد. نتایج به دست  آمده نشان داد که تأثیرات خطى، درجه دوم و متقابل هر 
سه متغیر مستقل بر قدرت جذب رادیکال هاى آزاد DPPH  و H2O2 معنى دار بود. براى هر پاسخ با استفاده از تجزیه  و تحلیل 
رگرسیون خطى چندگانه، مدل چندجمله اى درجه دوم به دست آمد. بر اساس بهینه سازى به روش عددى شرایط بهینه به صورت 
50% شدت امواج فراصوت، دما ºC 42 و زمان اعمال امواج فراصوت معادل min 51 به دست آمد. در این شرایط مقدار فعالیت 
ضد رادیکالى عصاره 50/20% مهار رادیکال هاى آزاد DPPH و 26/55% مهار رادیکال هاى آزاد H2O2 پیش بینى گردید. مدل هاى 
ارائه  شده براى پیش  بینى مقادیر متغیرهاى وابسته نتایج بسیار نزدیکى با داده هاى تجربى داشت. درنهایت نتایج به دست  آمده با 
نتایج حاصل از استخراج به روش سنتى (سوکسله) مقایسه گردید. نتایج حاکى از آن است که با استفاده از امواج فراصوت امکان 

دستیابى به ترکیبات ضد رادیکال بیش تر در مدت  زمان کوتاه ترى وجود دارد.
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1- مقدمه
رادیکال هاى  نقش  علم،  توسعه  با  جهان  سراسر  در  امروزه 
آزاد در ایجاد بیمارى هایى نظیر تصلب شرایین، سرطان، پیري 
زودرس مشخص  شده است و ازآن جایى که ممکن است در طول 
دوره  تولید، فروش و توزیع مواد غذایى این رادیکال ها به وجود 
آیند، لذا استفاده از نگه دارنده ها در مواد غذایى ضرورى است. 
در بررسى هاى انجام شده توسط محققان مشخص شده است که 
سیستم دفاعى ضد اکسایشى بدن انسان، اغلب براي مقابله با 
رادیکال هاى آزاد تولید شده در بدن، به خصوص در مواقعی که 
تحت تأثیر استرس اکسیداتیو قرار مى  گیرند، عملکرد کافى را 
ندارد. لذا ورود ترکیبات ضد رادیکال به بدن ضرورى است ولى 
از آن جایى که مطالعات صورت گرفته در سال هاى اخیر، عوارض 
نامطلوبی را از مصرف ترکیبات ضد رادیکال مصنوعى گزارش 
رادیکال طبیعى  ترکیبات ضد  تا  است  لازم  بنابراین  کرده اند، 
توسط مواد غذایى وارد بدن گردند [1، 2]. از طرفى، با افزایش 
افزودنى هاى غذایى  به  سلامت  نسبت  آگاهى مصرف کنندگان 
سعى بر این است که از افزودنى هاى طبیعى که داراى توانایى 
مصنوعى  افزودنى هاى  به جاى  هستند،  آزاد  رادیکال هاى  مهار 
استفاده شود. بنابراین امروزه استفاده از ترکیبات به دست آمده 
از گیاهانى که سرشار از ترکیبات زیست فعال با توانایى مهار 
براى  مناسبى  جایگزین  مى تواند  مى باشند،  آزاد  رادیکال هاى 
مولکول هاى  به  آزاد  رادیکال هاى   .[3] باشد  مصنوعى  مواد 
لایه   خارجى ترین  در  که  مى شود  اطلاق  واکنش پذیرى  بسیار 
رادیکال هاى  است.  (منفرد)  نشده  جفت  الکترون  داراى  خود 
ناپایدارى  وضعیت  نشده،  جفت  الکترون  داشتن  به دلیل  آزاد 
داشته بنابراین با دیگر اتم ها و مولکول هاى مجاور خود واکنش 
مى دهند تا به حالت پایدار درآیند. در نهایت افزایش این مواد 
در بدن سبب بروز بیمارى هایى از قبیل آب  مروارید و انحطاط 
و  اسپرم ها  تخریب  آسم،  مفصلى،  رماتیسم  چشم ها،  عضلانى 
و  عفونت ها  برابر  در  مقاومت  کاهش  و  کبد  تخریب  عقیمى، 

بیمارى ها مى شود [4].
 ،Eryngium caucasicum Trautv گیاه زولنگ با نام علمى
از جنس .Eryngium L  و از خانواده  چتریان1 است [5]. این 
جنس شامل 317 گونه است که در قاره هاى اروپا، آسیا، آمریکا 
و شمال آفریقا پراکنده  شده است [6]. از این جنس در ایران
1. Apiaceae

9 گونه  علفى خاردار وجود دارد که در سراسر ایران پراکنده شده 
 E. caucasicum    ،E. billardieri است. از رایج ترین آن ها مى توان به
و E. bungei اشاره کرد [7]. این جنس، گیاهانى دو یا چندساله 
کار  و  کشت  به صورت خودرو،  آن ها  رشد  به دلیل  که  هستند 
جمله سبزى هاى  از  زولنگ  گیاه  است.  فراموشى  به  رو  آن ها 
برگى محلى شمال کشور ایران محسوب مى شود که از عطرمایه 
مختلفى  نام هاى  با  زولنگ  گیاه   .[8] است  برخوردار  معطرى 
یا  و چوچاق  رامسر  شوشاخ در  در شهسوار،  از جمله ششاك 
انارچوقاق در گیلان شناخته مى شود [9]. استخراج، یک مرحله  
مهم در جداسازى ترکیبات زیست فعال از منابع گیاهى است 
[10]. از آن جایى که گیاهان حاوى ترکیبات زیست فعال متنوعى 
مى باشند، لذا از عصاره هاى گیاهى به طور گسترده اى مى توان 
نمود.  استفاده  آرایشى-بهداشتى  و  دارویى  غذایى،  مواد  در 
بنابراین باید فنون استخراج به منظور به دست آوردن ترکیبات 
.[11] گیرند  قرار  بررسى  مورد  جامعى  به طور  فعال،  زیست 

به طورمعمول روش هاى متداول استخراج به زمان هاى طولانى، 
مقدار زیاد نمونه، حلال هاى آلى و دماى بالا نیاز دارند. علاوه بر 
این، بسیارى از ترکیبات طبیعى در برابر حرارت، ناپایدار بوده 
[12]. شایان  مى یابد  آن ها کاهش  استخراج میزان  در طى  و 
از  استفاده  به دلیل  استخراج  متداول  روش هاى  که  است   ذکر 
حلال هاى آلى تأثیرات مخربى بر محیط  زیست و سلامت انسان 
استخراج  نوین  روش هاى  اخیر  سال هاى  در   .[13] دارند  نیز 
استخراج توسط حلال  این روش ها  از  مطرح  شده اند که یکى 
به کمک امواج فراصوت است. مکانیسم استخراج توسط حلال 
به کمک امواج فراصوت، عمدتاً به دلیل وقوع پدیده حفره سازى 
امواج  هم چنین  مى شود.  جرم  انتقال  افزایش  سبب  که  است 
و  گیاه  بافت  به  حلال  نفوذ  قدرت  افزایش  سبب  فراصوت 
افزایش سطح تماس فاز مایع و جامد مى شود. در میان دیگر 
روش هاى نوین استخراج نظیر استخراج با سیال فوق بحرانى و 
یا استخراج به کمک مایکروویو، استفاده از امواج فراصوت براى 
نظیر  از جهاتى  گیاهى  منابع  از  ارزشمند  ترکیبات  جداسازى 
سهولت کار با دستگاه و هزینه پایین داراى مزیت است [14].

است  آمارى  فنون  از  مجموعه اى  پاسخ  سطح  روش شناسى 
که در بهینه سازى فرایندهایى به کار مى رود که در آن ها پاسخ

 موردنظر تحت تأثیر تعداد زیادى متغیر مستقل است. در حالى که 
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کلیه  مى یابد  کاهش   آزمایش ها  تعداد  طرح  این  از  استفاده  با 
اثرات متقابل متغیرهاى مستقل نیز قابل برآورد مى باشند [15]. 
در  مطالعه اى  تاکنون  دسترس  در  اطلاعات  به  توجه  با 
شده  استخراج   ترکیبات  رادیکالى  ضد  فعالیت  بررسى  زمینه 
توسط حلال به کمک امواج فراصوت از برگ هاى گیاه زولنگ 
بررسى  پژوهش  این  انجام  از  هدف  لذا  است.  نگرفته  صورت 
اثر متغیرهاى مستقل فرایند استخراج توسط حلال به کمک 
امواج فراصوت شامل شدت امواج فراصوت، دما و زمان اعمال 
و  مدل سازى  عصاره،  رادیکالى  ضد  فعالیت  بر  فراصوت  امواج 
با استفاده از روش شناسى  این متغیرهاى مستقل  بهینه سازى 
سطح - پاسخ است. به علاوه نتایج به دست  آمده با نتایج حاصل 

از روش سوکسله مورد مقایسه قرار مى گیرند.

2- مواد و روش ها
2-1- مواد موردنیاز

برگ هاى گیاه زولنگ قبل از مرحله  گل دهى از مناطق جنگلى 
جمع آورى   1395 سال  بهار  فصل  اوایل  در  رامسر  شهرستان 
مرکز  توسط   (E.caucasicum) زولنگ  گونه   شناسایى  شدند. 
تحقیقات کشاورزى و منابع طبیعى استان گلستان انجام گردید. 
بالا  در این پژوهش تمامى موارد مورد استفاده داراى خلوص 
از شرکت هاى معتبر(مرك و سیگما) خریدارى شدند. و  بوده 

2-2- آماده سازى برگ ها
برگ هاى تهیه  شده پس از پاك شدن و شستشو، در دستگاه 
تا   40  ºC دماى  با  ایران)  کشور  (ساخت   K.M.85 مدل  آون 
برگ هاى  و سپس  0/5±8% خشک شدند  به رطوبت  رسیدن 
 GSC-911 خشک  شده توسط دستگاه خردکن آزمایشگاهى مدل
(ساخت کشور چین)، خرد و از صافى با مش 18 عبور داده شد 
به  و تا زمان استفاده در دماى ºC 18- در بسته بندى مقاوم 
هوا و رطوبت نگه دارى شدند. براى انجام فرایند استخراج از دو 
روش استخراج توسط حلال به کمک امواج فراصوت و استخراج 

به  روش سوکسله استفاده شد.

2-3- استخراج به روش سوکسله 
براى انجام فرایند استخراج مقدار g 1/0 از نمونه خشک  شده 

استخراج  بخش  در  کارتوش  و  داده  انتقال  کارتوش  به  را 
 70 mL کننده دستگاه سوکسله قرار داده شد و سپس مقدار 
و  ریخته  بالن  درون  در  آزمایشگاهى  درجه  با  اتانول  حلال 
جوش  نقطه   استخراج  فرایند  دماى  استخراج،  عمل  به منظور 
اتانول و زمان استخراج h 6 در نظر گرفته شد. انتخاب شرایط 
اولیه صورت  بر اساس بررسى هاى  با روش سوکسله  استخراج 
به دست   نمونه  استفاده،  مورد  حلال  حذف  به منظور  گرفت. 
مدل خلاء  تحت  چرخشى  کننده  تبخیر  دستگاه  در  آمده 
 40 ºC(ساخت کشور سوئیس) در دماى Buchi Rotavapor R-205

آزمون هاى  انجام  زمان  تا  آمده  به دست   عصاره  گرفت.  قرار 
موردنظر در محل تاریک و در دماى  ºC 18- نگه دارى گردید.

2-4- استخراج توسط حلال به کمک امواج فراصوت
با  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال  توسط  استخراج  فرایند 
  UP 200 H, Hielscherمدل فراصوت  دستگاه  از  استفاده 
 ،24  KHz فرکانس   ،200 W توان  با  آلمان)  کشور  (ساخت 
انتشار  به صورت   3  mm قطر  با  تیتانیوم  جنس  از  سونوترود 
 1/0 g پیوسته امواج انجام شد. براى انجام فرایند استخراج مقدار
درجه  با  اتانول   حلال  از   40  mL مقدار  با  را  برگ  نمونه   از 
شدت هاى  با  فراصوت  امواج  از  و  کرده  مخلوط  آزمایشگاهى 
25، 50 و 75%، دامنه دمایى 30، 45 و ºC 60 و مدت زمان 
ترکیبات  استخراج  براى   60  min و   -40  ،20 صوت دهى 
به دست  عصاره  از  حذف حلال  گردید.  استفاده  رادیکالى  ضد 
تبخیر کننده چرخشى تحت خلاء مدل توسط دستگاه  آمده 
صورت  سوئیس)  کشور  (ساخت   Buchi Rotavapor R-205

انجام آزمون هاى موردنظر  گرفت. عصاره به دست آمده تا زمان 
در محل تاریک و در دماى ºC 18- نگه دارى گردید.

2-5- اندازه گیرى میزان مهار رادیکال هاى آزاد به روش 
(DPPH)2و2-دى فنیل 1- پیکریل هیدرازیل

فعالیت مهار رادیکال هاى 2و2-دى فنیل 1- پیکریل هیدرازیل 
گیاه  برگ هاى  از  استخراج  شده  ترکیبات  توسط   (DPPH)
 .[16] شد  اندازه گیرى  هووانگ  و  شایوو  روش  طبق  زولنگ 
به منظور انجام آزمایش mL 2/0 از محلول DPPH (با غلظت
 (0/5  mg/mL غلظت  با   ) عصاره  از   2/0 mL به   (0/1  mM
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مدت  زمان  و   (X2) استخراج  دماى   ،(X1) امواج  شامل شدت 
ترکیبات  رادیکالى  فعالیت ضد  بر   (X3) فراصوت  امواج  اعمال 
استخراج  شده از برگ هاى گیاه زولنگ و بهینه سازى فرایند از 
باکس - بنکن1 استفاده شد.  روش-شناسى سطح پاسخ طرح 
به  حلال  توسط  استخراج  مستقل  متغیرهاى   (1) جدول  در 
داده  شده  نشان  آن ها  سطوح  مقادیر  و  فراصوت  امواج  کمک 
تیمارهاى  پیش  اساس  بر  متغیرها  پایین  و  بالا  سطوح  است. 

اولیه انتخاب گردید. 
در جدول (2) تیمارهاى مورد مطالعه به صورت کاملاً تصادفى 
(شامل 17 آزمون با 5 تکرار در نقطه مرکزى جهت تعیین خطا) 
ارائه  شده است. در روش شناسى سطح پاسخ به طور معمول از 
این  در  مى شود.  استفاده  مدل سازى  براى  دوم  درجه  معادله 
اثرات  آن  در  که  مى شود  تعریف  مدلى  پاسخ  هر  براى  روش 
بر روى هر پاسخ به صورت  اصلى و متقابل متغیرهاى مستقل 

جداگانه بیان مى شود.
مدل درجه دوم را می توان به صورت زیر نوشت:

(3)

که β0 و βi و βii و βij ضرایب رگرسیونی براي به ترتیب عرض 
از مبدا، اثرات خطى، درجه دوم و متقابل و Xi و Xj متغیرهاي 

مستقل هستند.
ضریب  برازش،  فقدان  آزمون  طریق  از  مدل  صحت 
تغییرات، مقادیر ضریب همبستگى R2 (adj) ،R2 و عدد p در 
براى  بعد،  مرحله  در  شد.  بررسى  درصد   95 اطمینان  سطح 
هدف  با  عددى2  بهینه سازى  تکنیک  از  بهینه  شرایط  تعیین 
استخراج   ترکیبات  رادیکالى  ضد  فعالیت  رساندن  حداکثر  به 
نرم افزار از  شد.  استفاده  زولنگ  گیاه  برگ هاى  از  شده 

1. Box-Behnken design
2. Numerical optimization

افزوده و مخلوط به دست آمده به مدت 30 دقیقه در تاریکى قرار 
 517 nm گرفت. بعد از این مدت میزان جذب در طول  موج
DPPH˙ نهایت درصد مهار رادیکال هاى آزاد قرائت شد و در 

توسط عصاره با استفاده از رابطه (1) محاسبه گردید:
   (1)

                          = مهار رادیکال هاى آزاد ˙DPPH (درصد)

که در این رابطه Ac و As به ترتیب میزان جذب کنترل و جذب 
نمونه مى باشند.

2-6- اندازه گیرى میزان مهار رادیکال هاى آزاد به روش 
H2O2

توانایى به  دام انداختن رادیکال هاى آزاد پراکسید هیدروژن 
توسط ترکیبات ضد رادیکالى استخراج  شده از برگ هاى گیاه 
مورد  همکاران  و  باچى-مخلوف  بولیک  روش  طبق  زولنگ 
از   1/5 mL براى این منظور مقدار   .[17] قرار گرفت  بررسى 
 0/02 mL را با (2/0 mg/mL با غلظت) عصاره  استخراج  شده
هیدروژن پراکسید30% مخلوط کرده و میزان جذب در طول 
 موج nm 530 طى زمان min 60-5 قرائت شد. کاهش جذب 
درصد  است.  مهارکنندگى  فعالیت  افزایش  نشان دهنده  نمونه 
مهارکنندگى رادیکال هاى H2O2 توسط رابطه (2) محاسبه شد:

(2)
                             = مهار رادیکال هاى آزاد H2O2 (درصد)

که در این رابطه Ac و As به ترتیب میزان جذب کنترل و جذب 
نمونه مى باشند.

2-7- طرح آزمایشى و تجزیه وتحلیل آماري
مستقل  متغیر  سه  تأثیر  بررسى  به منظور  پژوهش  این  در 

جدول (1) متغیرهاي مستقل فرآیند استخراج توسط حلال به کمک امواج فراصوت و سطوح آن ها

متغیرهاى مستقل
متغیرهاى مستقل و سطوح مختلف آن ها

+10-1
 (% ،X1) 755025شدت امواج

( ºC ،X2 ) 604530دماى استخراج
(min ،X3) 604020مدت زمان اعمال امواج فراصوت
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جدول (2) آزمون هاى تصادفى آزمایش در طرح باکس-بنکن و داده هاى تجربى مرتبط با آن ها

آزمون
متغیرهاى وابستهمتغیرهاى مستقل

شدت امواج 
(%)

دماى استخراج
(ºC) 

زمان اعمال امواج فراصوت 
(min)

قدرت مهار رادیکال هاى آزاد 
DPPH (درصد)

قدرت مهار رادیکال هاى آزاد
 H2O2 (درصد)

175304042/1124/08
250306042/7124/50
325304033/4215/16
450602034/0616/10
575604027/5111/04
650454048/1426/05
775456044/5421/11
850454049/2026/10
950454049/8826/07
1050454051/0026/12
1125604035/1113/12
1250606032/7010/21
1350454049/2625/88
1425456047/2022/28
1575452048/1225/15
1650302035/0516/66
1725452037/1516/14

Design Expert 7.0.3 (Minneapolis, USA) جهت تجزیه  و 

تحلیل داده ها و رسم نمودارهاي سه  بعدى استفاده گردید.

3- نتایج و بحث
ضد  فعالیت  بر  مستقل  متغیرهاى  تأثیر  بررسى   -1-3
امواج  کمک  به  شده  استخراج   ترکیبات  رادیکالى 

فراصوت
در  باکس-بنکن  طرح  تصادفى  آزمون هاى  تجربى  داده هاى 
جدول (2) قابل  مشاهده است. به علاوه نتایج به دست  آمده از 
تجزیه  و تحلیل واریانس مدل هاى به دست  آمده براى پیش بینى 
توسط حلال  استخراج  شده  رادیکالى عصاره هاى  فعالیت ضد 
جدول  در  زولنگ  گیاه  برگ هاى  از  فراصوت  امواج  کمک  به 
تمام  است  قابل  مشاهده  که  همان طور  است.  شده  ارائه    (3)
فعالیت  بر  معنا دارى  اثر  ارزیابى  مورد  مستقل  متغیرهاى 

ضد رادیکالى عصاره هاى استخراج  شده داشتند. با توجه به مقادیر 
عدد p به دست  آمده (p < 0/05) مشخص مى شود که معادلات چند 
جمله اى درجه دوم مورد استفاده براى پیش بینى اثر متغیرهاى 
مستقل بر متغیرهاى وابسته از نظر آمارى معنى دار مى باشند. 
 (p > 0/05) از طرفى آزمون فقدان برازش1 آن ها معنى دار نبود
براى  استفاده  مورد  مدل هاى  بودن  مناسب  نشان دهنده  که 
پیش بینى فعالیت ضد رادیکالى ترکیبات استخراج  شده است. 
تطابق بسیار خوب مدل هاى به دست  آمده با نقاط مورد ارزیابى و 
دقت بالاى آن ها در پیش بینى مقادیر متغیرهاى وابسته با توجه 
مدل ها  براى ضرایب همبستگى  به مقادیر بالاى به دست  آمده 
(بیش تر از 95 درصد) قابل  مشاهده است. روابط 4 و5 به ترتیب 
آزاد  رادیکال هاى  مهار  قدرت  براى  به دست  آمده  مدل هاى 
˙DPPH و قدرت مهار رادیکال هاى آزاد H2O2 را نشان مى دهند.

1. Lack of Fit
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جدول (3) نتایج تجزیه و تحلیل واریانس مدل هاى سطح پاسخ به دست آمده براى فعالیت ضدرادیکالى ترکیبات استخراج شده توسط حلال به کمک 
امواج فراصوت از برگ گیاه زولنگ

قدرت مهار رادیکال هاى آزاد H2O2قدرت مهار رادیکال هاى آزاد  ˙DPPHمنبع
عدد pضریب رگرسیونمجموع مربعاتدرجه آزادىعدد pضریب رگرسیونمجموع مربعاتدرجه آزادى

9895/0949/500/00019538/2226/040/0001مدل
33خطى

X1111/051/180/0350126/941/840/0001
X2171/46-2/990/00031111/98-3/740/0001
X3120/381/600/009412/050/510/0001

33درجه دوم
X12149/19-3/420/0009136/46-2/940/0001
X221560/77-11/540/00011221/03-7/250/0001
X32114/03-1/830/0217115/61-1/930/0001

33برهمکنش
X1 X2166/34-4/070/0004130/25-2/750/0001
X1 X3146/44-3/410/0011125/91-2/550/0001
X2 X3120/34-2/260/0095147/13-3/430/0001

711/3770/17مانده ها
36/980/240730/130/0707فقدان برازش
44/3940/034خطاى خالص

16906/4616538/38کل
41/6020/34میانگین

1/270/16انحراف معیار
٪.C.V3/3060/76

R20/9870/999
Adj R20/9710/999
Pred R20/8700/995

(4)
=   درصد مهار رادیکال هاى آزاد دى فنیل پیکریل هیدرازیل
49.50 + 1.18 X1 – 2.99 X2 + 1.60 – 3.42 X12 – 11.54 

X22 – 1.83 X32 – 4.07 X1X2 –3.41 X1X3 – 2.26 X2X3

(5)
= درصد مهار رادیکال هاى آزاد هیدروژن پراکسید
 26.04 + 1.84 X1 – 3.74 X2 + 0.51 X3 – 2.94 X12 – 7.25 

X22 – 1.93 X32 – 2.75 X1X2 – 2.55 X1X3 – 3.43 X2X3

که در معادلات X2 ، X1 و X3 به ترتیب شدت امواج فراصوت، 
تأثیر  مى باشند.  فراصوت  امواج  اعمال  زمان  مدت   و  دما 
متغیرهاى مستقل بر روى مقدار فعالیت ضد رادیکالى ترکیبات 
برگ  از  فراصوت  امواج  کمک  به  توسط حلال  استخراج  شده 
 1 شکل هاى  در  بعدى  سه   نمودارهاى  به صورت  زولنگ  گیاه 
نتایج  بررسى  است.  شده  داده   نشان  (الف-ج)   2 و  (الف-ج) 
داراى  آمده  به دست   عصاره هاى  تمام  که  است  آن  از  حاکى 
فعالیت ضد رادیکالى بودند که دامنه قدرت مهار رادیکال هاى 
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بر قدرت مهار رادیکال هاى آزاد  شکل (1) نمودارهاى سه بعدى تاثیر متقابل متغیرهاى مستقل فرایند استخراج توسط حلال به کمک امواج فراصوت 
˙DPPH (درصد) عصاره برگ گیاه زولنگ الف) تاثیر متقابل شدت امواج (درصد) و دما (درجه سلسیوس) ب) تاثیر متقابل شدت امواج (درصد) و مدت 

زمان اعمال امواج فراصوت (دقیقه) و ج) تاثیر متقابل دما (درجه سلسیوس) و مدت زمان اعمال امواج فراصوت (دقیقه)
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شکل (2) شکل (2) نمودارهاى سه بعدى تاثیر متغیرهاى مستقل فرایند استخراج توسط حلال به کمک امواج فراصوت بر قدرت مهار رادیکال هاى آزاد 
H2O2 (درصد) عصاره برگ گیاه زولنگ الف) تاثیر متقابل شدت امواج (درصد) و دما (درجه سلسیوس) ب) تاثیر متقابل شدت امواج (درصد) و مدت زمان 

اعمال امواج فراصوت (دقیقه) و ج) تاثیر متقابل دما (درجه سلسیوس) و مدت زمان اعمال امواج فراصوت (دقیقه)
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آزادDPPH در محدوده 27/51-49/88% و دامنه قدرت مهار 
قرار   %26/12-10/21 محدوده  در   H2O2 آزاد  رادیکال هاى 
داشت. این نتایج نشانگر نقش کلیدى امواج فراصوت در توانایى 
مهار رادیکال هاى آزاد ترکیبات استخراج شده دارد. شکل هاى 
1-الف و 2-الف تأثیر دما و شدت امواج فراصوت را بر قدرت مهار 
رادیکال هاى آزاد نشان مى دهند. همان گونه که مشخص است 
مقدار فعالیت ضد رادیکالى ترکیبات استخراج  شده با افزایش 
افزایش   (%55 (حدود  معینى  سطح  تا  فراصوت  امواج  شدت 
مى یابد و پس  از آن افزایش شدت امواج فراصوت تأثیر به سزایى 
امواج  انتشار  هنگام  به  ندارد.  عصاره  رادیکالى  فعالیت ضد  بر 
فراصوت سیکل هاى انبساط و انقباض در محیط ایجاد مى شوند. 
در صورتى که شدت امواج فراصوت به  اندازه کافى باشد، انبساط 
و انقباض ایجاد شده مى تواند حباب ها و حفره هایى را در درون 
پدیده  حفره زایى1 شناخته  شده  نام  به  آورد که  به وجود  مایع 
در  ترکیدن حباب ها  از  ناشى  موضعى  و حرارت  فشار  است.  
سطح سلول ها سبب شکستن دیواره سلولى و تسهیل خروج 
محیط حلال مى شود  به  درون  سلولى  محتویات  آزادسازى  و 
[18]. با به کارگیرى امواج فراصوت با مقدار معین شدت امواج 
فراصوت قابل  انتظار است که پس از گذشت مدت  زمان معینى 
از اعمال امواج به دلیل حضور دیواره هاى سخت سلولى در بافت 
گیاهى تغییر معنادارى در جداسازى ترکیبات موردنظر مشاهده 
نشود. دیگر محققین نتایج مشابهى در بررسى اثر امواج فراصوت 
بر جداسازى ترکیبات زیست فعال از گیاه استویا و میوه نیلوفر 
آبى زیزیپوس2 به دست آوردند [19، 20]. با توجه به شکل هاى 
1 (الف و ج) و 2 (الف و ج) در رابطه با تأثیر دما مى توان بیان 
نمود که میزان فعالیت ضد رادیکالى ترکیبات استخراج  شده با 
افزایش دما تا مقدار مشخصى (حدود  ºC 45) افزایش یافت و 
افزایش دماى بیش تر از این مقدار سبب کاهش مقدار فعالیت 
پژوهش  این  در  شد.  آمده  به دست   عصاره هاى  رادیکالى  ضد 
رادیکال هاى آزاد نشان داده  بر فعالیت مهار  تأثیر دوگانه دما 
سبب  دما  افزایش  شده  انجام   مطالعات  اساس  بر  است.   شده 
جرم  انتقال  بهبود  و  حلال  گرانروى  کاهش  حلالیت،  افزایش 
ترکیبات موردنظر از نمونه به محیط مى شود. اما از طرف دیگر 
در دماى بالا (ºC 60) مقدار فشار بخار بیش تر است که خود 
1. Cavitation
2. Zizyphus lotus

سبب کاهش کارایى پدیده  حفره زایى مى شود. از طرفى به دلیل 
ناپایدارى حرارتى ترکیبات ضد رادیکال استفاده از دماى بالا 
سبب کاهش فعالیت مهار رادیکال هاى آزاد ترکیبات استخراج 
 شده مى شود. بى  مکر و همکاران در مطالعه اى به بررسى تأثیر 
هندوانه  دانه هاى  از  فعال  زیست  ترکیبات  جداسازى  بر  دما 
زمستانى توسط حلال به کمک امواج فراصوت پرداختند. آن ها 
نیز دریافتند که با افزایش دما بر مقدار فعالیت ضد رادیکالى 
ترکیبات استخراج  شده افزوده مى شود، اما استفاده از دماهاى 
رادیکالى  فعالیت ضد  به کاهش مقدار  منجر   52 ºC از  بالاتر 
و  خان  کامران   .[21] شد  خواهد  آمده  به دست   عصاره هاى 
بالاترین  به  دستیابى  براى  بهترین دما  دریافتند که  همکاران 
 40 ºC میزان ترکیبات ضد اکسایش (69%) از پوست پرتقال
است و با اعمال دماهاى بالاتر از میزان فعالیت ضد اکسایشى 
کاسته مى شود [22]. نتایج مشابهى توسط رامیک و همکاران 
گلوگیر   انگورك  میوه   از  فنولى  پلى  ترکیبات  استخراج  براى 

1توسط امواج فراصوت به دست آمد است [23].
با  که  نمود  بیان  مى توان  به دست  آمده  نتایج  اساس  بر 
فعالیت  فراصوت  امواج  پایین ترى از شدت  از سطوح  استفاده 
ضد رادیکالى ترکیبات استخراج  شده با طولانى تر شدن زمان 
اعمال امواج فراصوت تا 60 دقیقه افزایش مى یابد. استفاده از 
امواج فراصوت با شدت بالاتر سبب کوتاه تر شدن زمان اعمال 
امواج فراصوت مى شود. یانگ و همکاران تأثیر امواج فراصوت 
جهت جداسازى ترکیبات ضد رادیکال از میوه ى لنگان را مورد 
رادیکالى  فعالیت ضد  مقدار  که  دریافتند  و  قراردادند  مطالعه 
با افزایش زمان اعمال امواج فراصوت در شدت کم تر به صورت 
مشابهى  نتایج  راستا  همین  در   .[24] دارد  افزایش  مداوم 
توسط بونکیرد و همکاران و توسیک و همکاران در جداسازى 
خوراکى2   و سیر وحشى  قرمز  فلفل  از  فعال  زیست  ترکیبات 

یافت شده است.

ترکیبات  رادیکالى  ضد  فعالیت  بهینه سازى   -2-3
استخراج  شده توسط حلال به کمک امواج فراصوت 

در این پژوهش به منظور دستیابى به شرایط بهینه براى به 
حداکثر رساندن فعالیت ضد رادیکالى ترکیبات استخراج  شده 
1. Aronia melanocarpa
2. Wild garlic (Allium ursinum L.)
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جدول (4) نتایج اعتبارسنجى مدل هاى سطح پاسخ به دست آمده براى فعالیت ضد رادیکالى ترکیبات استخراج شده توسط حلال به کمک امواج فراصوت 
از برگ گیاه زولنگ

قدرت مهار رادیکال هاى آزاد H2O2 (درصد)قدرت مهار رادیکال هاى آزاد ˙DPPH (درصد)

داده هاى آزمون
تجربى 

داده هاى 
پیش بینى شده

اختلاف میان مقادیر 
داده هاى تجربى و 

پیش بینى شده

داده هاى 
تجربى 

داده هاى 
پیش بینى شده

اختلاف میان مقادیر 
داده هاى تجربى و 

پیش بینى شده
142/1141/77-0/6624/0824/18-0/10
242/7142/97-0/2624/5024/55-0/05
333/4232/281/1415/1615/010/15
434/0633/800/2616/1016/050/05
527/5128/65-1/1411/0411/19-0/15
648/1449/50-1/3626/0526/040/01
744/5443/620/9221/1120/970/14
849/2049/500/3026/0726/040/03
949/8849/500/3826/0726/040/03
1051/0049/501/5026/1226/040/08

 1135/1134/450/6613/1213/020/10
1232/7032/480/2210/2010/210/01
1349/2649/50-0/2425/8826/04-0/16
1447/2048/08-0/8822/2822/39-0/11
1548/1247/240/8825/1525/040/11
1635/0535/27-0/2216/6616/67-0/01
1737/1538/07-0/9216/1416/28-0/14

زولنگ  گیاه  برگ  از  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال  توسط 
امواج  شدت  شد.  استفاده  عددى  بهینه سازى  تکنیک  از 
امواج  اعمال  زمان   51  min و   42  ºC دما   ،%50 فراصوت 
فراصوت به عنوان شرایط بهینه استخراج یافت شد که در این 
شامل  پیش بینى  شده  رادیکالى  ضد  فعالیت  مقدار  شرایط  
رادیکال  و 26/55% مهار   DPPH˙ آزاد  رادیکال  50/20%مهار 
ارائه   اعتبارسنجى مدل هاى  به منظور  به علاوه  بود.   H2O2 آزاد 
به دست  آمده  تجربى  مقادیر  با  پیش بینى  شده  مقادیر  شده 
تحت شرایط بهینه مقایسه گردید و تطابق نزدیک این اعداد 
بیانگر همبستگى بالاى بین نتایج به دست  آمده با روش تجربى 

و مقادیر پیش بینى  شده است (جدول 4).

3-3- مقایسه توانایى مهار رادیکال هاى آزاد ترکیبات 
با  فراصوت  امواج  به کمک  استخراج شده توسط حلال 

سوکسله 
سوکسله  روش  از  استفاده  با  شده  استخراج   ترکیبات 
مهار   %28/12±0/25) آزاد  رادیکال هاى  مهار  توانایى  داراى 
DPPH و 0/21±14/15% مهار رادیکال هاى  رادیکال هاى آزاد ̇ 
آزاد H2O2) بودند. فرایند استخراج در روش سوکسله براساس 
انتشار  و  از طریق منافذ سلول هاى گیاهى  نفوذ حلال  پدیده 
به  سلول  منافذ  از  اسمز  پدیده  اثر  در  انحلال  قابل  ترکیبات 
شدن  طولانى  به  منجر  که  مى باشد  موردنظر  حلال  داخل 
به دست  آمده  اطلاعات  مى شود.  استخراج  فرایند  زمان  مدت 
نشان مى دهد که به کمک امواج فراصوت تحت شرایط بهینه 
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  51 min 42 و ºC تعیین  شده (شدت امواج فراصوت 50%، دما
با  ترکیباتى  به  دستیابى  امکان  فراصوت)  امواج  اعمال  زمان 
آزاد  رادیکال هاى  مهار   %50/20) بالاتر  رادیکالى  ضد  فعالیت 
˙DPPH و 26/55% مهار رادیکال هاى آزاد H2O2) در دما و مدت 

زمان بسیار کم ترى در مقایسه با روش سوکسله (نقطه  جوش 
اتانول به مدت 6 ساعت) وجود دارد. مکانیسم امواج فراصوت 
سبب سرعت بخشیدن به فرایند استخراج مى شوند. به گونه اى 
ترکیدن  از  ناشى  ضربه  ایجاد  به  منجر  حفره زایى  پدیده  که 
امواج  به علاوه برخورد  بر روى سطح سلول مى شوند.  حباب ها 
ضربتى که در اثر انتشار امواج فراصوت در حلال ایجاد مى شوند 
سبب تسریع و تسهیل در نشر محتویات داخل سلول به محیط 
به  بخشیدن  سرعت  سبب  که  دیگرى  عامل  مى شوند.  حلال 
این فرایند مى شود، تشکیل میکرو پمپ ها است به این صورت 
که ترکیدن حباب بر سطح سلول گیاهى سبب خروج جریان 
پر فشار فاز بخار از داخل حباب به سمت محلول مى شود که 
یک  به صورت  عبارتى  به  یا  فشار  موج  یک  مانند  رخداد  این 
انتشار  و  حرکت  باعث  نهایت  در  و  مى کند  عمل  میکروپمپ 
پر سرعت حلال به سطح نمونه گیاهى مى شود. این اتفاق نیز 
مى تواند سبب تخریب دیواره سلولى و هم چنین منجر به بهبود 
سوکسله  روش   .[28-27] شود  سلول  داخل  به  حلال  نفوذ 
سبب  مى تواند  طولانى  زمان  و  بالا  دماى  از  استفاده  به دلیل 

آسیب حرارتى به ترکیبات داراى فعالیت ضد رادیکالى شود.

4- نتیجه گیرى
به کمک حلال  توسط  استخراج  فرایند  از  پژوهش  این  در 

امواج فراصوت که یک روش دوستدار محیط  زیست1 است براى 
جداسازى ترکیبات داراى فعالیت ضد رادیکال از برگ هاى گیاه 
زولنگ استفاده گردید. جهت بررسى، مدل سازى و بهینه سازى 
روش شناسى  از  فعال  زیست  ترکیبات  رادیکالى  ضد  فعالیت 
سطح پاسخ بر پایه طرح باکس - بنکن استفاده گردید. تمام 
توانایى  بر  معنى دارى  اثرات  مطالعه  مورد  مستقل  متغیرهاى 
ترکیبات  توسط   H2O2 و   DPPH˙ آزاد  رادیکال هاى  مهار 
استخراج  شده داشتند. به علاوه، مدل هاى به دست  آمده در این 
پژوهش، داراى مقادیر R2 (adj) ،R2 بالایى بودند که به همراه 
آزمون فقدان برازش بى معنى و نیز ضریب تغییرات پایین آن ها 
نشان دهنده کارایى مدل هاى ارائه  شده در پیش بینى پاسخ هاى 
مورد ارزیابى بود. با استفاده از بهینه سازى عددى شرایط بهینه 
امواج  اعمال  زمان  مدت   و  دما  فراصوت،  امواج  شدت  شامل 
آمد.  به دست   51  min و   42  ºC  ،%50 به ترتیب  فراصوت 
استخراج  شده  ترکیبات  گردید  پیش  بینى  این شرایط  تحت 
داراى فعالیت ضد رادیکالى معادل50/20% مهار رادیکال هاى 
باشند.   H2O2 آزاد  رادیکال هاى  مهار   %26/55 و   DPPH˙آزاد
که  داد  نشان  سوکسله  روش  با  آمده  به دست   نتایج  مقایسه 
بسیار  و مدت زمان  دما  در  فراصوت  امواج  به کمک  مى توان 
برگ هاى  از  بالاتر  رادیکالى  ضد  فعالیت  با  ترکیباتى  کم ترى 
که  مى دهند  نشان  نتایج  به علاوه  آورد.  به دست  زولنگ  گیاه 
مهار  توانایى  با  ترکیبات  از  غنى  منبع  زولنگ  گیاه  برگ هاى 
رادیکال هاى آزاد هستند که مى توان از آن به صورت گسترده اى 

در صنایع غذایى و دارویى- بهداشتى استفاده نمود. 
1. Environmental friendly technique
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