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چکیده
در این پژوهش به منظور بررسى، مدل سازى و بهینه سازى اثر متغیرهاى مستقل فرایند استخراج با حلال به کمک امواج فراصوت 
شامل شدت امواج فراصوت به میزان  W/cm2 714/00، 1428/50 و 2143/00 ، چرخه کارى  به میزان 50، 75 و100% و دماى 
استخراج به میزان 30، 45 و oC 60، بر محتواى فنولى ترکیبات زیست فعال استخراج شده از برگ گیاه فیجوا از روش شناسى 
سطح پاسخ بر اساس طرح باکس-بنکن استفاده شد. میزان کل ترکیبات فنولى توسط روش فولین-سیوکالتیو اندازه گیرى شد. با 
استفاده از تجزیه  و تحلیل رگرسیون خطى چندگانه، مدل چندجمله اى درجه دوم کامل براى میزان کل ترکیبات فنولى به دست 
آمد. با استفاده از تکنیک بهینه سازى عددى شرایط بهینه به صورت W/cm2 1749/34، 86/39% و oC 32/49 تعیین شد. فعالیت 
ضد رادیکالى ترکیبات فنولى به دست آمده تحت شرایط بهینه با روش هاى DPPH و ABTS اندازه گیرى شد. عصاره ترکیبات 
مهار   %81/43  ±  0/10 رادیکالى  فعالیت ضد  و   381/20±0/12  mg GAE/g فنولى  ترکیبات  میزان کل  داراى  زیست فعال 
رادیکال هاى آزاد DPPH و 0/26 ± 86/63% مهار رادیکال هاى آزاد ABTS بود. مدل ارائه شده براى پیش بینى مقدار پاسخ نتیجه 
بسیار نزدیکى با داده هاى تجربى داشت. تکنیک استخراج با حلال متلاطم جهت بررسى مقایسه اى مورد مطالعه قرار گرفت که در 
این تکنیک تأثیر متغیر شدت دور در دامنه rpm 50-300 بر میزان کل ترکیبات فنولى مطالعه شد. بر اساس نتایج به دست آمده، 
 200 rpm در شدت دور (0/12 ± 352/95  mg GAE/g) با استفاده از تکنیک حلال متلاطم بالاترین میزان کل ترکیبات فنولى
به دست آمد. ترکیبات به دست آمده داراى فعالیت ضد رادیکالى 0/16± 73/33% مهار رادیکال هاى آزاد DPPH و %82/20±0/12 
مهار رادیکال هاى آزاد ABTS بودند. با توجه به نتایج بررسى مقایسه اى مى توان بیان نمود که با استفاده از امواج فراصوت امکان 

دستیابى به ترکیبات زیست فعال فنولى بیش تر و فعالیت ضد رادیکالى بالاتر در مدت زمان کوتاه ترى وجود دارد. 
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1- مقدمه
استرس ناشى از گونه هاى فعال اکسیژن نقش مهمى در بروز 
بسیارى از بیمارى هاى مزمن و تحلیل برنده مانند بیمارى هاى 
عصبى  بیمارى هاى  و  پیرى  دیابت،  سرطان،  عروقى،  و  قلبى 
ایفا مى کند [1]. انواع رایج فعال اکسیژن شامل رادیکال سوپر 
اکسید، هیدروژن پراکسید، رادیکال آزاد هیدروکسیل، اکسیژن 
تک و نیتریک اکسید، مولکول هاى بسیار واکنش پذیر و سمى 
ایجاد  سلول ها  در  متابولیسم  طى  معمول  به طور  که  هستند 
منجر  مستقیم  به طور  مى توانند  رادیکال ها  این   .[2] مى شوند 
و  چربى  پراکسیداسیون  ژن،  بیان  تغییر   ،DNA جهش  به 
براى  مؤثر  اقدام  یک  ترکیبات  این گونه  مهار  شوند.  پروتئین 
کاهش استرس اکسیداتیو ایجادشده در سلول ها مى باشد [1]. 
ترکیبات  درباره  پژوهش  به  علاقه مندى  اخیر  سال هاى  در 
گیاهى  منشأ  با  فنولى  پلى  ترکیبات  به خصوص  فعال  زیست 
(میوه ها، سبزى ها، غلات و گیاهان) به دلیل محدودیت استفاده 
آنیزول  هیدروکسیل  مانند  مصنوعى  ترکیبات ضداکسایش  از 
بوتیلات  و هیدروکسى تولوئن بوتیلات  در مواد غذایى با توجه 
به امکان اثرات سوء آن ها بر سلامتى انسان به طور چشمگیرى 
[3]. طبق گزارش هاى در دسترس مصرف  افزایش یافته است 
از  بسیارى  بروز  خطر  با  معکوس  به طور  سبزى ها  و  میوه ها 
بیمارى ها مانند بیمارى هاى قلبى و عروقى و سرطان در ارتباط 
ترکیبات ضداکسایش طبیعى موجود در سبزى ها و  مى باشد. 
میوه ها نظیر ویتامین ها و پلى فنول ها مسئول این جنبه سلامت 

بخشى مى باشند [1].
زیست فعال   ترکیبات  از  مهم  گروه  یک  فنولى  ترکیبات 
در  که  مى باشند  ثانویه  متابولیک هاى  جمله  از  و  هستند 
ترکیبات  این   .[4  ،1] دارند  وجود  مختلف گیاهان  بخش هاى 
یا چند گروه هیدروکسیل  یک  با  آروماتیک  داراى یک حلقه 
بیولوژیکى  ویژگى هاى  فنولى  ترکیبات  از  بسیارى  مى باشند. 
ضد  میکروبى،  ضد  اکسایشى،  ضد  فعالیت هاى  مانند  مفیدى 
در   .[6  ،5] مى دهند  نشان  خود  از  ضدالتهابى  و  سرطانى 
فنولى  ترکیبات  از  مى توان  است که  شده  آورده  منابع  برخى 
گیاهان به عنوان نگه دارنده مواد غذایى استفاده نمود [7-10]. 
این دسته از ترکیبات در ویژگى هاى حسى و رنگى میوه ها و 
را  آن ها  ویژگى ها  این  مجموع  که  دارند  شرکت  نیز  سبزى ها 

و  رنگ ها  در  استفاده  نظیر  مختلف  صنعتى  کاربردهاى  براى 
نگه دارنده هاى طبیعى مواد غذایى، کاغذ و مواد آرایشى مناسب 
مى سازد [4]. از این رو طى سال هاى گذشته تا به امروز توجه 

زیادى به بررسى محتواى فنولى منابع گیاهى شده است.
خانواده  به  متعلق   Acca sellowiana علمى  بانام  فیجوا  
 (Psidium guajava L.) موردیان  است و ارتباط نزدیکى با گوآوا
دارد [11، 12]. فیجوا بومى آمریکاى جنوبى است و در مناطق 
مرتفع پاراگوئه، برزیل، اروگوئه و آرژانتین رشد مى کند [13]. 
این درختچه در سال 1351 از طریق جمهورى آذربایجان وارد 
ایران شد و در موسسه تحقیقات مرکبات کشور (رامسر) کشت 
گردید. تنها ناحیه پرورش این درختچه در شمال کشور است 
[14، 15]. فیجوا گیاهى همیشه سبز با ارتفاع  2- 4 متر، داراى 
شاخه هاى خاکسترى، جوانه هاى بیضوى و گل هاى سفید و قرمز 
مى باشد. میوه هاى آن گرد یا تخم مرغى با طول 8-3 سانتى متر 
هستند[16، 17]. در سال هاى اخیر علاقه جهانى به این میوه 
بخشى،  سلامت  قابلیت  و  منحصربه فرد  طعم  و  عطر  به دلیل 
مطالعات  طبق  اما  است؛  افزایش یافته  چشمگیرى  به طور 
برگ هاى  فنولى  ترکیبات  تحقیقى پیرامون  تاکنون  انجام شده 
گرفته مى شود صورت  نظر  در  ضایعات  به عنوان  گیاه که  این 

نگرفته است.
شناسایى  جداسازى،  در  مهم  بسیار  مرحله  یک  استخراج 
 .[18] است  مختلف  گیاهان  ارزشمند  ترکیبات  از  استفاده  و 
روش هاى سنتى استخراج نظیر خیساندن  و سوکسله  به طور 
حلال هاى  نمونه،  زیادى  مقدار  به  و  هستند  زمان بر  معمول 
از  استفاده  به دلیل  هم چنین  و  دارند  نیاز  بالا  دماى  و  آلى 
سلامت  و  محیط زیست  بر  مخربى  تأثیرات  آلى  حلال هاى 
خطرات  به دلیل  اخیر  سال هاى  در   .[20  ،19] دارند  انسان 
ایمنى، سمیت برخى حلال ها بر سلامتى انسان و محیط زیست 
بهبود کیفیت محصول نهایى علاقه مندى محققان  به  و توجه 
افزایش یافته  طبیعت1  دوستدار  استخراج  روش هاى  توسعه  به 
حلال  با  استخراج  مانند  استخراج  نوین  روش  چندین  است. 
امواج  کمک  به  حلال  با  استخراج  فراصوت2،  امواج  کمک  به 
ماکروویو3، استخراج با سیال فوق بحرانى4 و استخراج با حلال

1. Environmental friendly techniques
2. Ultrasound assisted extraction (UAE)
3. Microwave assisted extraction (MAE)
4. Supercritical fluid extraction (SFE)
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از  فعال  زیست  ترکیبات  استخراج  به منظور  شده1  تسریع 
دوستدار  روش هاى  به عنوان  که  توسعه یافته اند  گیاهى  منابع 
با  استخراج  این روش ها  بین  نیز شناخته شده اند. در  طبیعت 
مؤثرترین  از ساده ترین،  یکى  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال 
متعددى  مطالعات  در   .[21  ،20] است  روش ها  ارزان ترین  و 
جهت  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال  با  استخراج  روش  از 
گیاهى  منابع  از  فنولى  زیست فعال  ترکیبات  جداسازى 

استفاده شده است [22-26].
رسیدن به بهترین تلفیق بین عوامل مؤثر بر فرایند استخراج، 
از  یکی  و  است  بوده  پژوهشگران  از چالش هاى  یکى  همواره 
روش هاى رسیدن به این هدف، استفاده از طرح و روش هاى 
بهینه سازى مانند روش سطح پاسخ است. این روش، مجموعه اى 
از روش هاى ریاضى و آمارى است که براى مدل سازى و تجزیه  
و تحلیل مسائلى مورد استفاده قرار مى گیرد که در آن ها پاسخ 
موردنظر تحت تأثیر چندین متغیر مختلف قرار دارد. هدف از 
اعمال این روش، یافتن بهترین مجموعه از سطوح متغیرهاى 
است مطالعه  مورد  پاسخ  به  رسیدن  به منظور  موردمطالعه 

.[27-29]
مطالعه اى  تاکنون  دسترس  در  اطلاعات  به  توجه  با 
ترکیبات  فنولى  محتواى  بهینه سازى  و  بررسى  درزمینه 
استفاده  با  فیجوا  گیاه  برگ  از  استخراج شده  زیست فعال 
نگرفته  صورت  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال  روش  از 
مدل سازى  بررسى،  پژوهش  این  انجام  از  هدف  لذا  است. 
استخراج  فرایند  مستقل  متغیرهاى  اثر  بهینه سازى  و 
امواج  شدت  شامل  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال  با 
کل  میزان  بر  استخراج  دماى  و  کارى  چرخه  فراصوت، 
روش شناسى  از  استفاده  با  استخراج شده  فنولى  ترکیبات 
فعالیت  است.  باکس-بنکن  طرح  اساس  بر  پاسخ  سطح 
تحت  به دست آمده  زیست فعال  ترکیبات  رادیکالى  ضد 
به منظور  ادامه  در  گرفت.  قرار  ارزیابى  مورد  بهینه  شرایط 
کل  میزان  بر  متلاطم  تکنیک حلال  اثر  مقایسه اى،  بررسى 
حاصل  ترکیبات  رادیکالى  ضد  فعالیت  و  فنولى  ترکیبات 
دور  شدت  متغیر  تأثیر  پذیرفت.  انجام  فیجوا  گیاه  برگ  از 
از  استفاده  با  استخراج شده  فنولى  ترکیبات  کل  میزان  بر 
گرفت. قرار  بررسى  و  موردمطالعه  متلاطم  حلال  تکنیک 
1. Accelerated solvent extraction (ASE)

2- مواد و روش ها
2-1- آماده سازى برگ ها

برگ هاى گیاه فیجوا در فصل بهار 1395 از شهرستان رامسر، 
تمیز  آب  با  تهیه شده  برگ هاى  تهیه  شدند.  مازندران  استان 
 ،.25K.J شسته شدند و پس از حذف آب اضافى در آون مدل
رسیدن  تا   40  oC دماى  در  ایران  کشور  ساخت  آزما،  پارس 
برگ هاى  شدند،  خشک   (%6/8  ±  0/15) رطوبت  میزان  به 
انجام  از  oC 18- نگه دارى شدند و قبل  خشک شده در فریزر 
آزمایش توسط دستگاه خرد کن مدل GSC-911، ساخت کشور 
چین خرد شدند و پس از عبور از الک با مش 18 براى آزمایش 
مورد استفاده قرار گرفتند. در این پژوهش تمامى موارد مورد 
استفاده داراى خلوص بالا بوده و از شرکت هاى معتبر مرك و 

سیگما خریدارى شدند.

2-2- استخراج با استفاده از روش حلال متلاطم
جهت استخراج ترکیبات زیست فعال فنولى از برگ گیاه فیجوا با 
استفاده از تکنیک حلال متلاطم ابتدا مقدار g 2/0 از نمونه هاى 
آماده شده را با  mL 40 اتانول 99% با رعایت نسبت 1 به 20 
شیکردار  انکوباتور  دستگاه  در  و  نموده  مخلوط  وزنى/حجمى 
قرار گرفت.  ایران  مدل 1Sher-600، نورصنعت، ساخت کشور 
دما و زمان فرایند بر اساس مطالعات اولیه انجام شده به ترتیب 
oC 40 و h 5 در نظر گرفته شد. تأثیر شدت دور در سطوح  

50، 100، 150، 200، 250 و rpm 300 بر میزان کل ترکیبات 
فنولى استخراج  شده مورد مطالعه قرار گرفت. پس از به پایان 
توسط  را  به دست آمده  نمونه  استخراج  فرایند  زمان  رسیدن 
کاغذ صافى واتمن، شماره 4، صاف نموده و در ادامه به منظور 
تبخیرکننده  دستگاه  در  نمونه  استفاده،  مورد  حلال  حذف 
Buchi Rotavapor R -205 مدل  خلاء  تحت  چرخشى 
oC 45 قرار داده شد. عصاره  ساخت کشور سوئیس در دماى 
به دست آمده تا زمان انجام آزمون هاى مورد نظر در تاریکى و در 
دماى oC 18- نگه دارى گردید. به منظور افزایش دقت در نتایج 
حاصله در این پژوهش براى هر آزمون سه تکرار در نظر گرفته شد.

2-3- استخراج با حلال به کمک امواج فراصوت
با  از برگ گیاه فیجوا  فنولى  استخراج ترکیبات زیست فعال 
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به ترتیب به عنوان زمان هاى روشن و خاموش دستگاه فراصوت 
در نظر گرفته شد. جهت ترکیدن حباب هاى تشکیل شده توسط 
امواج فراصوت، زمان استراحت در نظر گرفته شد. دوره زمانى 
به عنوان یک چرخه  به علاوه زمان استراحت  اعمال یک پالس 
درصد  برحسب  که  کارى  چرخه  یک  مى شود.  تعریف  کارى1 

بیان مى شود به صورت معادله (2) بیان مى شود  [30].

(2)                                            =چرخه کارى (درصد)

                                                          ×100

                   
2-4- اندازه گیرى میزان مهار رادیکال هاى آزاد به روش 

(˙DPPH)  2و2- دى فنیل 1- پیکریل هیدرازیل
روش  یک   DPPH آزاد  رادیکال هاى  مهار  فعالیت  بررسى 
به منظور تعیین میزان فعالیت ضد  رایج، سریع و ارزن قیمت 
آزاد رادیکال هاى  احیاى  با  روش  این  در  که  است  رادیکالى 

DPPH  رنگ محلول از رنگ بنفش به زرد تغییر مى کند [31]. 

طول موج  در  اسپکتروفوتومتر  دستگاه  توسط  رنگ برى  میزان 
nm 517 اندازه گیرى مى شود. درجه بى رنگ شدن بیانگر قدرت 

مربوطه  رادیکال  ضد  ترکیبات  توسط  رادیکال هاى  آزاد  مهار 
 DPPH آزاد  رادیکال هاى  انداختن  دام  به  توانایى  مى باشد. 
از برگ  گیاه فیجوا طبق روش  توسط نمونه هاى به دست آمده 
بى مکر و همکاران، با اندکى اصلاحات مورد برسى قرار گرفت. 
براى انجام این آزمایش mL 2 از نمونه مورد نظر رقیق شده با 
 DPPH 2 محلول mL با (0/5 mg/mL غلظت نهایى) متانول
(mM 0/1) مخلوط شد. پس از min 30 قرار گرفتن مخلوط در 
محیط تاریک میزان جذب توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر مدل 
 517 nm ساخت کشور آلمان در طول موج SPECORD 250

اندازه گیرى گردید. قدرت مهار رادیکال هاى DPPH (درصد) با 
استفاده از معادله (3) محاسبه شد [31].

(3)                           = مهار رادیکال آزادDPPH  (درصد)

در این رابطه Ai و At به ترتیب میزان جذب نمونه و میزان 
جذب محلول DPPH مى باشند.

1. Duty cycle

فراصوت  از دستگاه  با استفاده  امواج فراصوت  به کمک  حلال 
 ،200  W توان  داراى  آلمان  کشور  ساخت   Hielscher مدل 
از   3  mm قطر  با  پروبى  به  مجهز  و   24  KHz فرکانس 
جهت  شد.  انجام  فراصوت  امواج  انتشار  براى  تیتانیوم  جنس 
با مقدار را  از نمونه    2/0 g مقدار  ابتدا  این روش  با  استخراج 
 20 به   1 نسبت  رعایت  با   (%99) اتانول  حلال  از   40  mL

شدت هاى با  فراصوت  امواج  از  و  نموده  مخلوط  وزنى/حجمى 
 ،50 2142/85، چرخه کارى   W/cm2 و   1428/57  ،714/28
استخراج  براى   60  oC و   45  ،30 دمایى  دامنه   و  75و%100 
سطوح  انتخاب  گردید.  استفاده  فنولى  فعال  زیست  ترکیبات 
بالا و پایین متغیرهاى مستقل مورد مطالعه بر اساس مطالعات 
 30 min  اولیه انجام پذیرفت. زمان فرایند استخراج به مدت
فرایند  دما طى  کنترل  به منظور  و  بود  ثابت  تیمارها  در همه 
صافى  کاغذ  از  تیمار  از  بعد  نمونه  شد.  استفاده  دماسنج  از 
واتمن، شماره 4، عبور داده شد و سپس حذف حلال از نمونه 
به دست آمده توسط دستگاه تبخیرکننده چرخشى تحت خلاء 
مدل Buchi Rotavapor R -205  ساخت کشور سوئیس در دماى
انجام  زمان  تا  به دست آمده  عصاره  گرفت.  صورت   45  oC

آزمون هاى موردنظر در تاریکى و در دماى oC 18- نگه دارى 
گردید.

2-3-1- محاسبه شدت امواج فراصوت
شدت امواج فراصوت پراکنده شده از پروب دستگاه در محیط 

حلال با استفاده از معادله (1) محاسبه گردید [30].
(1)

                                                                              
 (W) توان ورودى دستگاه P و (cm) قطر پروب r به صورتى که
مى باشد. در این پژوهش، سطوح توان ورودى  25، 50 و %75 
کل توان ورودى دستگاه (W 200)  تنظیم گردید که به ترتیب 
معادل مقدار  50/00، 100/00 و W 150/00 مى باشد. شدت 
امواج فراصوت مربوطه به ترتیب معادل 714/00، 1428/50 و 

W/cm2 2143/00 مى باشد. 

2-3-2- محاسبه چرخه کارى
مدت زمان اعمال پالس و فواصل استراحت میان اعمال پالس ها 

مدت زمان روشن (ثانیه)
مدت زمان خاموش (ثانیه)+مدت زمان روشن (ثانیه)
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به  آزاد  رادیکال هاى  مهار  میزان  اندازه گیرى   -5-2
روش 2و ´2 آزینوبیس (3 - متیل بنزو تیازولین - 6 - 

(+˙ABTS)   (سولفونیک اسید
ترکیبات  توسط   +˙ABTS رادیکال هاى  مهار  توانایى 
زیست فعال به دست آمده از برگ  گیاه فیجوا طبق روش بى مکر 
و همکاران، با اندکى اصلاحات مورد برسى قرار گرفت. در این 
بى رنگ  محلولى   +˙ABTS آبى  سبز  رادیکال  ربایش  با  روش 
توسط  شده  اندازه  گیرى  رنگ  کاهش  شدت  مى شود.  ایجاد 
توسط  شده  مهار  رادیکال  مقدار  اسپکتروفوتومتر  دستگاه 
ترکیبات ضد رادیکال موجود در نمونه را نشان مى دهد[32]. 
جهت تهیه رادیکال ABTS˙+، محلول ABTS 7 mM با پتاسیم 
پرسولفات mM 2/45 مخلوط شده و به مدت h 24 در تاریکى 
و در دماى اتاق قرار گرفت. سپس محلول ABTS˙+ تا رسیدن 
به میزان جذب 0/02 ± 0/700 در طول موج nm 734 با اتانول 
 0/1 mL  با +˙ABTS 2 از محلول mL رقیق مى شود. مقدار
 6 min  نمونه حاصل از برگ گیاه فیجوا مخلوط شد. بعد از مدت
مدل اسپکتروفوتومتر  دستگاه  توسط  آن  جذب  میزان 
 734 nm  ساخت کشور آلمان در طول  موج SPECORD 250

از  استفاده  با   +˙ABTS رادیکال هاى  مهار  خوانده شد. قدرت 
معادله (4) اندازه  گیرى شد:

(4)                         =مهار رادیکال آزاد ABTS˙+ (درصد)

نمونه  جذب  و  نمونه  جذب  به ترتیب   Ab و   As رابطه  این  در 
شاهد مى باشند.

(TPC) 12-6- اندازه گیرى میزان کل ترکیبات فنولى
از  به دست آمده  نمونه هاى  فنولى  ترکیبات  کل  میزان 
مورد  فولین- سیکالتیو   از روش  استفاده  با  فیجوا  گیاه  برگ 
سنجى  رنگ  مبناى  بر  روش  این  گرفت.  قرار  اندازه گیرى 
عمل مى کند و اساس کار در این روش، احیاى معرف فولین 
ایجاد  و  قلیایى  محیط  در  فنولى  ترکیبات  توسط  سیکالتو 
طول  موج  در  را  جذب  حداکثر  که  است  آبى رنگ  کمپلکس 
بى  روش  طبق  کل  فنولى  ترکیبات  مى دهد.  نشان   765 nm

مکر و همکاران، با اندکى اصلاحات اندازه گیرى گردید [18]. از 
1. Total Phenolic Content

گالیک اسید به عنوان استاندارد این آزمون استفاده شد. نتیجه 
وزن  گرم  بر  اسید  گالیک  میلى گرم  معادل  به صورت  نهایى 
عصاره (mg GAE/g) بیان شد. در این روش mL 0/5 عصاره 
 2/5 mL  با غلظت مشخص به لوله  آزمایش منتقل شده، سپس
از شناساگر فولین- سیکالتیو، که قبلاً با نسبت 1 به 10 با آب 
دیونیزه شده رقیق شده است، اضافه و مخلوط گردید. مخلوط 
از   2 mL اتاق قرار گرفت. سپس به مدت 5 دقیقه در دماى 
به مخلوط اضافه  شده و  سدیم کربنات 7/5 %(وزنى- حجمى) 
به  آرامى  هم زده شد. پس از نگه دارى مخلوط نهایى به مدت 
 765  nm اتاق میزان جذب در طول موج min 90 در دماى 

 SPECORD 250 مدل  اسپکتروفتومتر  دستگاه  از  استفاده  با 
ساخت کشور آلمان ثبت گردید.

2-6-1- رسم منحنى استاندارد گالیک اسید
بیان  جهت  اسید  گالیک  استاندارد  منحنى  رسم  به منظور 
گالیک  میلى گرم  معادل  به صورت  فنولى  ترکیبات  کل  میزان 
گالیک  از   80-20  ppm غلظت هاى  ابتدا  عصاره،  برگرم  اسید 
اسید تهیه شد و مطابق با روش ذکرشده محلول ها اضافه شده 
معادله  گردید.  ثبت   765  nm طول موج  در  جذب  میزان  و 
بالا (0/999) به صورت خط به دست آمده با ضریب همبستگى 

Y =0/007 X + 0/255 بود. 

2-7- طرح آزمایشات و تجزیه  و تحلیل آمارى 
بهینه سازى سه  در این مطالعه جهت بررسى، مدل سازى و 
متغیر مستقل استخراج با حلال به کمک امواج فراصوت شامل 
شدت امواج فراصوت (X1)، چرخه کارى (X2) و دماى فرایند 
(X3) بر میزان کل ترکیبات فنولى استخراج شده از برگ  گیاه 
فیجوا از روش شناسى سطح پاسخ  بر اساس طرح باکس - بنکن  
استفاده شد. مقادیر کد شده متغیرهاى مستقل 1، 0 و 1- بود. 
با حلال به کمک  (1) متغیرهاى مستقل استخراج  در جدول 
امواج فراصوت و مقادیر سطوح آن ها آورده  شده است. سطوح 
انتخاب گردید.  اولیه  مطالعات  اساس  بر  متغیرها  پایین  بالا و 
در جدول (2) آزمون هاى موردمطالعه به صورت کاملاً تصادفى 
سطح  سه بعدى  نمودارهاى  از  مطالعه  این  در  است.  ارائه شده 
مستقل  متغیر  دو  هم زمان  تأثیر  دادن  نشان  به منظور  پاسخ 
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جدول (1) متغیرهاي مستقل فرایند استخراج با حلال به کمک امواج فراصوت و سطوح آن ها
متغیرهاى مستقل و سطوح مختلف آن هامتغیرهاى مستقل

+10-1
 (W/cm2 ،X1) 2143/001428/50714/00شدت امواج فرصوت

(% ،X2) 100/0075/0050/00چرخه کارى
(ºC ،X3) 60/0045/0030/00دماى استخراج

جدول (2) آزمون هاى تصادفى آزمایش در طرح باکس- بنکن و داده هاى تجربى مرتبط با آن ها
محتواى کل ترکیبات فنولى (mg GAE/g)دماى استخراج (ºC)چرخه کارى (%)شدت امواج فراصوت (W/cm2)آزمون

1714/0050/0045/00300/10
21428/5075/0045/00380/05
31428/50100/0060/00340/80
4714/0075/0060/00353/34
51428/5075/0045/00381/20
62143/00100/0045/00323/35
72143/0075/0030/00380/12
8714/0075/0030/00310/28
91428/5075/0045/00380/00
101428/5050/0030/00340/50
112143/0050/0045/00361/79
121428/5050/0060/00368/33
131428/5075/0045/00380/00
14714/00100/0045/00341/20
151428/5075/0045/00379/88
162143/0075/0060/00330/36
171428/50100/0030/00370/90

نظر  در  ثابت  دیگر  مستقل  متغیر  درحالى که  پاسخ  یک  روى 
گرفته شده است استفاده گردید.  

مدل  یک  پاسخ  هر  براى  پاسخ  سطح  روش شناسى  در 
از مدل  با استفاده  تعریف مى شود که مقدار پاسخ را مى توان 

چندجمله اى درجه دوم (رابطه 5) به دست آورد. 

    (5)
                                                    

βii ضریب  βi ضریب خطى،  ثابت،  β0 ضریب  رابطه  این  در 

متغیرهاى   Xj و   Xi و  متقابل  اثرات  ضریب   βij و  دوم  درجه 
مستقل موردمطالعه و k تعداد متغیرهاى مستقل مى باشد.

براى تعیین میزان تطابق داده ها با مدل به دست آمده از آزمون 
 ،R 2 فقدان برازش ، ضریب تغییرات، مقادیر ضریب همبستگى
R 2 اصلاح  شده استفاده شد و عدد p در سطح اطمینان %95 

از  بهینه  شرایط  تعیین  براى  سپس،  گرفت.  قرار  موردبررسى 
تکنیک بهینه سازى عددى  باهدف به حداکثر رساندن میزان 
کل ترکیبات فنولى استخراج شده از برگ  گیاه فیجوا استفاده 
Design Expert 7.0.3 (Minneapolis, USA)از نرم افزار شد. 
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سه بعدى  نمودارهاى  رسم  و  داده ها  تحلیل  تجزیه  و  جهت 
در سطح  دانکن  آزمون  با  میانگین ها  مقایسه  گردید.  استفاده 

اطمینان 95 درصد انجام شد. 

3- نتایج و بحث
با  فنولى  ترکیبات  استخراج  فرایند  مدل سازى   -1-3

حلال به کمک امواج فراصوت
آزمون هاى تصادفى آزمایش در طرح باکس-بنکن و داده هاى 
در  فنولى استخراج شده  ترکیبات  میزان کل  با  تجربى مرتبط 

جدول (3) نتایج تجزیه و تحلیل واریانس مدل سطح پاسخ به دست آمده براى میزان کل ترکیبات فنولى استخراج شده از برگ گیاه فیجوا با حلال به 
کمک امواج فراصوت

مقادیر pمقادیر  Fضریب رگرسیونمجموع مربعاتدرجه آزادىمنبع
0/0001<911503/96380/231863/99مدل
3خطى

X111028/3111/341499/56>0/0001
X213/820/695/570/0490
X3110/06-1/1214/670/0065

3درجه دوم
X1213817/76-30/115567/34>0/0001
X2211441/71-18/502102/42>0/0001
X321182/81-6/59266/59>0/0001

3برهمکنش
XX1211581/65-19/892306/48>0/0001
XX1312153/89-23/213140/96>0/0001
XX231838/97-14/481223/45>0/0001

74/80مانده ها
33/603/990/1072فقدان برازش
41/20خطاى خالص

1611508/76کل
354/25میانگین

0/83انحراف معیار
C.V.%0/23
R 2 0/9996
Adj R20/9990

 Pred R20/9948

تحلیل  و  تجزیه   نتایج  است. هم چنین،  ارائه  شده   (2) جدول 
کل  میزان  براى  پیش بینى شده  پاسخ  سطح  مدل  واریانس 
به  با حلال  فیجوا  از برگ گیاه  استخراج شده  فنولى  ترکیبات 
کمک امواج فراصوت در جدول (3) نشان داده شده است. میزان 
کل ترکیبات فنولى استخراج شده از برگ گیاه فیجوا در دامنه 
mg GAE/g 300/10 - 381/20 مى باشد. مدل چندجمله اى 

درجه دوم کامل پیشنهادى داراى مقدار معنى دار آزمون فقدان 
 R 2 (0/9996) و R 2 و هم چنین مقادیر بالاى (p> 0/05) برازش
اصلاح  شده (0/9990) مى باشد که نشان دهنده مناسب بودن 
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فنولى  ترکیبات  کل  میزان  پیش  بینى  براى  پیشنهادى  مدل 
امواج  کمک  به  حلال  با  فیجوا  گیاه  برگ  از  استخراج شده 
فراصوت مى باشد [33]. ضرایب رگرسیونى مدل چندجمله اى 
درجه دوم پیشنهادى در جدول (3) نشان داده  شده است. در 
به دست آمده  کامل  دوم  درجه  چندجمله اى  مدل   (6) معادله 
استخراج شده  فنولى  ترکیبات  کل  میزان  پیش بینى  به منظور 

ارائه  شده است. 
(6)

 =میزان کل ترکیبات فنولى (میلى گرم گالیک اسید بر گرم)  

امواج فراصوت،  در رابطه فوق X2 ،X1 و X3 به ترتیب شدت 
چرخه کارى و دما استخراج مى باشند. 

کل  میزان  بر  مستقل  متغیرهاى  تأثیر  بررسى   -2-3
امواج  کمک  به  باحلال  استخراج شده  فنولى  ترکیبات 

فراصوت
تأثیر متغیرهاى مستقل مورد مطالعه بر میزان کل ترکیبات 
فنولى استخراج شده از برگ گیاه فیجوا با حلال به کمک امواج 
فراصوت به صورت نمودارهاى سه بعدى در شکل (2) (الف – ج)

که  است  آن  از  حاکى  نتایج  بررسى  است.  داده شده  نشان 
زیست فعال  ترکیبات  داراى  به دست آمده  نمونه هاى  تمام 
فراصوت  امواج  توانایى  بیانگر  امر  این  که  مى باشند  فنولى 
مى باشد.  فیجوا  گیاه  برگ  از  فنولى  ترکیبات  استخراج  در 
نشان دهنده  به ترتیب  که  2-ب  و  2-الف  شکل  به  توجه  با 
نمودار سه بعدى تأثیر هم زمان شدت امواج فراصوت و چرخه 
کارى در مقدار ثابت دما استخراج ( ºC 45) و تأثیر هم زمان 
چرخه  ثابت  مقدار  در  استخراج  دما  و  فراصوت  امواج  شدت 
افزایش  با  که  نمود  مشاهده  مى توان  مى باشد   (%75) کارى 
بر   1785/75  W/cm2 تا    714/00 از  فراصوت  امواج  شدت 
مى شود.  افزوده  استخراج شده  فنولى  ترکیبات  کل  میزان 
قابل مشاهده  2-ب  و  2-الف  شکل هاى  در  که  همان طور 
تا از  بالاتر  سطوح  در  فراصوت  امواج  شدت  افزایش  با  است 

استخراج شده  فنولى  ترکیبات  کل  میزان   1785/75  W/cm2

فرایند  در  مهم  پدیده هاى  از  یکى  مى یابد.  کاهش  به تدریج 
امواج فراصوت پدیده حفره زایى1   استخراج با حلال به کمک 
انبساط  سیکل هاى  فراصوت  امواج  انتشار  به هنگام  مى باشد. 
و انقباض در محیط حلال ایجاد مى شوند که اگر شدت امواج 
مى تواند  ایجادشده  انقباض  و  انبساط  باشد  کافى  فراصوت 
پدیده  نام  به  که  آورد  به وجود  مایع  درون  در  را  حباب هایى 

1. Cavitation

شکل (1) طرح شماتیک دستگاه مورد استفاده براى روش استخراج با حلال به کمک امواج فراصوت
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 (TPC) شکل (2) نمودارهاى سه بعدى تاثیر متقابل متغیرهاى مستقل فرایند استخراج با حلال به کمک امواج فراصوت بر میزان کل ترکیبات فنولى
زیست فعال استخراج شده از برگ گیاه فیجوا الف) تاثیر متقابل شدت امواج فراصوت و چرخه کارى، ب) تاثیر متقابل شدت امواج فراصوت و دما استخراج 

و ج) تاثیر متقابل چرخه کارى و دماى استخراج

سطح  در  حباب ها  فروپاشى  است.  شناخته شده  حفره زایى 
امر  این  ایجاد مى کند که  را  موضعى  سلول ها فشار و حرارت 
سبب تخریب دیواره سلولى و خروج محتویات سلولى مى شود 
ایجادشده، جریان  فروپاشى حباب هاى  هنگام  به علاوه،   .[34]
به عنوان  مى تواند  مى شود که  تولید  فراصوت  امواج  از  سریعى 
به  حلال  اجبارى  انتقال  سبب  و  کرده  عمل  میکروپمپ  یک 
درون سلول گیاهى و حل کردن ترکیبات موردنظر شود. بررسى 
منابع موجود نشان مى دهد که تنش هاى برشى حاصل از امواج 
درنتیجه  و  بزرگ  مولکول هاى  شدن  شکسته  باعث  فراصوت 
تشدید  هم چنین  مى شود.  فنولى  ترکیبات  بهتر  استخراج 
انتقال جرم ناشى از فروپاشی حباب هاى حفره زایى در نزدیکى 
و  گیاهى  مواد  بین  بهتر  تماس  سبب  که  سلولى  دیواره هاى 

ترکیبات زیست  میزان استخراج  افزایش  باعث  مى شود  حلال 
فعال فنولى مى شود [35]. دلیل کاهش میزان ترکیبات فنولى 
(1785/75 W/cm2 بالاتر از) درشدت هاى بالاى امواج فراصوت
امواج  بالاى  شدت  توسط  ترکیبات  این  تخریب  مى توان  را 
تولیدى بیان نمود. از طرف دیگر با به کارگیرى امواج فراصوت 
با شدت هاى بالاتر حباب هاى کوچک تر براى ایجاد حباب هاى 
بزرگ تر به یکدیگر مى پیوندند که این امر سبب فروپاشى آن ها 
باقدرت کم ترى مى شود [34]. دى و همکاران، در مطالعه اى 
به بررسى تأثیر شدت امواج فراصوت بر جداسازى کاروتنوئیدها 
از گیاه Spirulina platensis با حلال به کمک امواج فراصوت 
پرداختند. آن ها نیز دریافتند که با افزایش میزان شدت امواج 
فراصوت مقدار انرژى بیش ترى به محیط حلال منتقل مى شود 
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مى شود  بیش ترى  شدت  با  حفره زایى  پدیده  وقوع  سبب  که 
[30]. آن ها گزارش نمودند که با افزایش هر چه بیش تر شدت 
بیش ترى  حباب هاى  تعداد  مشخص،  مقدار  تا  فراصوت  امواج 
تولید مى شود که منجر به تولید جریان هاى سریع ترى از امواج 
فراصوت مى شود. در مطالعه دیگرى قربانى و همکاران، به بررسى 
تأثیر شرایط عصاره گیرى با امواج فراصوت بر عملکرد و خواص 
(Foeniculum vulgare) رازیانه  گیاه  عصاره  اکسایشى  ضد 
پرداختند. آن ها دریافتند که به منظور استخراج بیش تر عصاره 
گیاه رازیانه، استفاده از امواج فراصوت با شدت W 300 سبب 
در  و  مى شود  فنولى  ترکیبات  مقدار  بیش ترین  به  دستیابى 
مقدار  بالاتر  شدت هاى  با  فراصوت  امواج  از  استفاده  صورت 

ترکیبات زیست فعال فنولى کاهش مى یابد [35].
با توجه به شکل هاى 2-الف و 2-ج در رابطه با تأثیر چرخه 
کارى مى توان بیان نمود که میزان کل ترکیبات فنولى استخراج  
شده با افزایش چرخه کارى تا مقدار مشخصى (حدود%87/50) 
افزایش یافت ولى با افزایش چرخه کارى به مقادیر بالاتر تغییر 
محسوسى در میزان کل ترکیبات فنولى استخراج شده مشاهده 
بر جداسازى  نشد. هررا و همکاران، تأثیر متغیر چرخه کارى 
به  حلال  توسط  توت  فرنگى  از  فنولى  فعال  زیست  ترکیبات 
کمک امواج فراصوت را مطالعه نمودند. آن ها بیان نمودند که 
ترکیبات فنولى  افزایش میزان جداسازى کل  بر  چرخه کارى 
به دست  آمده در  نتایج  اساس  بر   .[36] تأثیر معنى دار داشت 
انتخاب مقدار صحیح  با  بیان نمود که  مى توان  مطالعه حاضر 
ترکیبات  مقدار  بالاترین  به  مى توان  کارى  چرخه  مناسب  و 
فنولى با استفاده از مقدار مصرف کم تر انرژى به علت استفاده 
از زمان خاموشى دست  یافت. دى و همکاران، مقدار 61/50 % 
چرخه کارى را براى به دست آوردن بالاترین مقدار بتا کاروتن
(mg/g 1/00) از گیاه Spirulina platensis را گزارش نمودند 
[30]. در مطالعه دیگرى یلمه و همکاران، بهینه  سازى شرایط 
استخراج رنگ از دانه آناتو توسط حلال به کمک امواج فراصوت 
را مطالعه نمودند و مقدار بهینه چرخه کارى را به منظور حصول 
بیشینه مقدار رنگ از دانه آناتو (6/35%) 80% گزارش نمودند 

.[37 ]
با توجه به شکل 2-الف و 2-ج در رابطه با تأثیر دما استخراج 
مى توان بیان نمود که در مراحل اولیه افزایش دما مقدار کل 

به  ادامه  در  و  داشت  افزایش  استخراج  شده  فنولى  ترکیبات 
 تدریج از شدت افزایش کاسته شد. در روش استخراج با حلال به 
کمک امواج فراصوت یکى از پدیده هایى که نقش مهم و کلیدى 
دارد اثر دمایى مى باشد. این اثر سبب باد کردگى و شل شدن 
ساختار سلولى و در نتیجه خروج بیش تر ترکیبات مورد نظر از 
به محیط حلال مى شود [38]. همان طور که در شکل  سلول 
2-الف و 2-ج مشاهده مى شود، با افزایش دما تا مقدار معلوم 
مى توان مقدار استخراج ترکیبات زیست فعال فنولى را افزایش 
داد. افزایش زیاد دما به دلیل ناپایدارى حرارتى ترکیبات زیست 
نتیجه  ترکیبات و در  این  تخریب  مى تواند سبب  فنولى  فعال 
کاهش مقدار کل ترکیبات فنولى شود. در مطالعه اى بى مکر و 
همکاران، بهینه سازى فرایند استخراج ترکیبات زیست فعال از 
دانه هاى هندوانه زمستانى توسط حلال به کمک امواج فراصوت 
را مطالعه نمودند. آن ها دریافتند که با افزایش دما بر محتواى 
استفاده  اما  افزوده مى شود  استخراج شده  فنولى  ترکیبات  کل 
از دماهاى بالاتر از  ºC 52 سبب کاهش ترکیبات زیست فعال 

فنولى مى شود [18].
سازى  بهینه  هدف  با  یلماز،  و  تانسل  مطالعه  اساس  بر   
استخراج ترکیبات فنولى از میوه فیجوا با استفاده از روش سنتى 
مقدار ترکیبات فنولى معادل .mg GAE/g d.w 1856 به دست 
آمد. سیرینژیک، فرولیک، کوماریک و ترانس-سینامیک اسید 
به عنوان ترکیبات پلى فنولى عمده در میوه فیجوآ گزارش شده 
است که میزان پلى فنولى گزارش  [39]. این در حالى  است 
فیجوآ  میوه  در  همکاران،  و  استراتیل  و  وستون،  توسط  شده 
 .[41 مى باشد[40،    59  mg GAE/g d.w. و   303 به ترتیب  
گرفته  به کار  استخراج  روش  از  ناشى  مى تواند  اختلاف  این 
شده، اختلاف در رقم و میزان رطوبت ماده اولیه باشد. براساس 
میزان  مورد  در  گزارشى  کنون  تا  شده  انجام  منابع  بررسى 
ندارد  وجود  فیجوآ  در برگ گیاه  موجود  فنولى  پلى  ترکیبات 
برگ  روى  بر  حاضر  مطالعه  از  آمده  به دست  نتایج  نتیجه  در 
گیاه فیجوا حاکى از آن است که برگ این گیاه نیز منبع غنى 
از ترکیبات زیست فعال فنولى مى باشد. اختلاف مشاهده شده 
ممکن  میوه  و  برگ  در  موجود  فنولى  ترکیبات  مقادیر  بین 
در  موجود  فنولى  پلى  ترکیبات  ماهیت  تفاوت  به علت  است 
در  استفاده  مورد  آن ها در حلال  بودن حلالیت  بالاتر  و  برگ 
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ادامه بررسى منابع مشخص گردید تنها  این مطالعه باشد. در 
بودند  فنولى  بالاى  گیاهى داراى مقادیر  منابع  از  تعداد کمى 
فنولى  ترکیبات  بالاى  مقدار  همکاران،  و  بولیگون  به طورى که 
را   Scutia buxifolia گیاه  برگ  در   (322/69  mgGAE/g)
به علاوه جانویک و همکاران، در بررسى  گزارش کردند [42]. 
مقدار  به   Cariniana domestica گیاه  برگ  فنولى  ترکیبات 

بالایى معادل  mgGAE/g 510/00 دست یافتند [43].

با  فنولى  ترکیبات  استخراج  بهینه سازى شرایط   -3-3
حلال به کمک امواج فراصوت

به  براى  بهینه  به شرایط  دستیابى  به منظور  در این مطالعه 
از  استخراج  شده  فنولى  ترکیبات  میزان کل  حداکثر رساندن 
تکنیک  از  فراصوت  امواج  به کمک  با حلال  فیجوا  گیاه  برگ 

بهینه سازى عددى استفاده شد. شدت امواج فراصوت
استخراج دما  و   %86/39 کارى  چرخه   ،1749/34  W/cm  2

گردید  تعیین  استخراج  بهینه  شرایط  به عنوان   32/49  ºC
معادل فنولى  ترکیبات  کل  میزان  شرایط  این  تحت  که 
ترکیبات  عصاره  گردید.  پیش بینى   382/19  mg GAE/g

زیست فعال به دست آمده تحت شرایط بهینه تعیین شده داراى 
 381/20±0/12  mg GAE/g میزان کل ترکیبات فنولى معادل
بود که تفاوت معنى دارى (p < 0/05) با مقدار پیش بینى شده 
استفاده  با  بهینه سازى  در  نداشت.  پیشنهادى  مدل  توسط 
با  پیشنهادى  مدل  خوب  بسیار  تطابق  پاسخ  سطح  روش  از 
بعدى  نتایج ضعیف  از  جلوگیرى  به منظور  ارزیابى  مورد  نقاط 
ضرورى مى باشد [33]. به منظور اعتبارسنجى مدل سطح پاسخ 
داده هاى  و  مدل  از  حاصل  نتایج  تطابق  نمودار  به دست آمده 
تجربى در شکل (3) ارائه  شده است. تطابق نزدیک این مقادیر 

نشان دهنده مطلوبیت بالاى مدل پیشنهادى مى باشد.  

فنولى  ترکیبات  کل  میزان  بر  دور  شدت  تأثیر   -4-3
استخراج شده با روش حلال متلاطم

تأثیر شدت دور ( rpm 300 - 50) بر میزان کل ترکیبات 
فنولى استخراج شده از برگ گیاه فیجوا با روش حلال متلاطم در 
شکل (4) ارائه شده است. همان طور که مشاهده مى شود شدت 
میزان  بر  معنى دارى  تأثیر  (اتانول)  استفاده  مورد  حلال  دور 

کل ترکیبات فنولى استخراج شده دارد. به صورتى که با افزایش 
شدت دور از  50 به rpm 200 میزان کل ترکیبات فنولى از 
 352/95±3/75 mg GAE/g 1/88 ± 260/74 به mg GAE/g

افزایش داشت. در ادامه با افزایش بیش تر شدت دور از میزان 
به کارگیرى  با  که  به گونه اى  شد.  کاسته  فنولى  ترکیبات  کل 
شدت دور rpm 300 میزان کل ترکیبات فنولى استخراج شده 
تا مقدار mg GAE/g 4/20 ± 309/17 کاهش داشت. با توجه 
با  نتایج به دست آمده در مطالعه حاضر مى توان بیان نمود که 
به کارگیرى شدت دور rpm 200 مى توان به حداکثر میزان کل 
ترکیبات فنولى استخراج شده دست یافت. همان طور که انتظار 
پارگى  ایجاد  سبب  حلال  متلاطم  جریان  از  استفاده  مى رود 
سلولى و در نهایت تسریع خروج مواد حل شونده از ساختار 
انتقال  باعث  تلاطم  عمل  مى شود.  حلال  محیط  به  سلولى 
بهتر حلال به ساختار سلول گیاهى و شویش بهتر و سریع تر 
ترکیبات موردنظر به درون حلال مى شود. هم چنین استفاده 
هم زمان از دما و جریان متلاطم حلال مى تواند از طریق ایجاد 
پارگى بیش تر در ساختار غشاى سلولى منجر به تسریع خروج 
ترکیبات موردنظر شود [24]. در مطالعه حاضر تکنیک حلال 
 40 ºC متلاطم بر اساس مطالعات اولیه انجام شده در دماى ثابت
سبب  تکنیک  این  در  بالاتر  دماهاى  کاربرد  پذیرفت.  انجام 
استخراج شده  فنولى  ترکیبات  کل  میزان  معنى دار  کاهش 
حرارتى  ناپایدار  ماهیت  به دلیل  مى تواند  امر  این  که  گردید 
ترکیبات زیست فعال فنولى باشد. کاهش میزان کل ترکیبات 
 rpm فنولى استخراج شده با استفاده از شدت دورهاى بالاتر از
200 را مى توان به کاهش نفوذ حلال به ساختار سلول گیاهى 
مکر  بى  دیگرى  مطالعه  در  داد.  نسبت  زیاد  تلاطم  درنتیجه 
برگ  از  زیست فعال  ارزش  با  ترکیبات  استخراج  همکاران،  و 
را بررسى نمودند. آن ها به نتایج مشابهى دست  گیاه شاتوت 
 235 rpmیافتند و گزارش نمودند که با استفاده از شدت دور
 (%20/05) زیست فعال  ترکیبات  استخراج  میزان  حداکثر 
ضد  فعالیت  و  فنولى  ترکیبات  کل  میزان  مى باشد.  میسر 
پیکریل  دى فنیل  روش هاى  با  شده  اندازه گیرى  اکسایشى 
هیدرازین و هیدروژن پراکسید عصاره به دست آمده تحت این 
 %66/54±0/12، 38/12±0/15 mg GAE/g شرایط به ترتیب

و 0/16±4/87% تعیین گردید [44].
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شکل (3) نمودار تطابق نتایج  حاصل از مدل و داده هاى تجربى

شکل (4) تاثیر شدت دور (rpm) بر میزان کل ترکیبات فنولى (mg GAE/g) زیست فعال استخراج شده از برگ گیاه فیجوا با روش حلال متلاطم
3-5- بررسى مقایسه اى میزان کل ترکیبات فنولى و قدرت 
مهار رادیکال هاى آزاد ترکیبات زیست فعال استخراج  
متلاطم حلال  و  فراصوت  امواج  به کمک  با حلال  شده 
فنولى  پلى  ترکیبات  استخراج  کارایى  بررسى  به منظور 
نتایج  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال  با  فیجوا  گیاه  برگ  از 
به دست آمده از این روش با نتایج حاصل از کاربرد روش حلال 
براى دو روش  متلاطم مقایسه گردیدند. نتایج به دست  آمده 
استخراج با حلال متلاطم و حلال به کمک امواج فراصوت در 
مى باشد که  آن  از  حاکى  نتایج  و  است  ارائه شده   (4) جدول 
از  تولید عصاره هاى سرشار  در  بالایى  توانایى  فراصوت  امواج 
روش  در  کلى،  به صورت  دارند.  فنولى  زیست فعال  ترکیبات 

حلال متلاطم ضربات مکانیکى واردشده به دیواره سلولى در 
آسیب  سبب  دما  از  هم زمان  استفاده  و  حلال  تلاطم  نتیجه 
سلول  به  استفاده  مورد  حلال  بهتر  انتقال  سلولى،  دیواره  به 
گیاهى و در نهایت شویش سریع تر و بهتر ترکیبات موردنظر 
امواج  از  استفاده  با  مى شود.  گیاهى  سلول  از  حلال  توسط 
فراصوت به هم خوردن هاى موضعى که درنتیجه پدیده حفره 
ایجاد ضربات مکانیکى به دیواره  ایجاد مى شوند باعث  سازى 
و اثر دمایى  اثر ترکیبى پدیده حفره سازى  سلولى مى شوند. 
تأثیر  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال  با  استخراج  تکنیک  در 
حلال متلاطم ضربات مکانیکى واردشده به دیواره سلولى در 
آسیب  سبب  دما  از  هم زمان  استفاده  و  حلال  تلاطم  نتیجه 
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از روش حلال به کمک امواج فراصوت باشد.  

4- نتیجه گیرى
میزان  به  فنولى  زیست فعال  ترکیبات  استخراج  میزان 
استخراج  فرایند  مستقل  متغیرهاى  تأثیر  تحت  قابل توجهى 
فرایند  مستقل  متغیرهاى  تأثیر  مطالعه  این  در  مى باشند. 
شدت  شامل  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال  توسط  استخراج 
کل  محتواى  بر  فرایند  دماى  و  کارى  چرخه  فراصوت،  امواج 
تکنیک  هم چنین  گرفتند.  قرار  مطالعه  مورد  فنولى  ترکیبات 
توسط حلال متلاطم جهت بررسى مقایسه اى مورد  استخراج 
استخراج  میزان  مى دهند که  نشان  نتایج  گرفت.  قرار  مطالعه 
ترکیبات فنولى به میزان قابل توجهى تحت تأثیر روش استخراج 
و متغیرهاى مستقل فرایند استخراج مى باشند. امواج فراصوت 
از طریق ایجاد نوسان هاى مکانیکى در محیط حلال و در نتیجه 
تسهیل و تسریع نفوذ حلال به درون سلول گیاهى سبب بهبود 
انتقال جرم و تسریع فرایند استخراج مى شود. با توجه به نتایج 
به  توسط حلال  استخراج  روش  پژوهش  این  در  به دست آمده 
قادر  متلاطم  روش حلال  با  مقایسه  فراصوت در  امواج  کمک 
به استخراج میزان بالاترى از ترکیبات کل فنولى در مدت زمان 
براى  پژوهش  این  در  به دست آمده  مدل   مى باشد.  کوتاه ترى 
توسط  استخراج شده  فنولى  ترکیبات  کل  محتواى  پیش بینى 
حلال به کمک امواج فراصوت، داراى مقادیر R 2 و R 2 اصلاح 
 شده بالایى بودند که در کنار آزمون فقدان برازش بى معنى و 
در  ارائه شده  مدل   کارایى  نشان دهنده  پایین  تغییرات  ضریب 
بهینه سازى  از  استفاده  با  بود.  موردبررسى  پاسخ   پیش بینى 
کمک  به  حلال  توسط  استخراج  فرایند  بهینه  شرایط  عددى 
امواج،  شدت   1749/34  W/cm  2 به صورت  فراصوت  امواج 
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سلول  به  استفاده  مورد  حلال  بهتر  انتقال  سلولى،  دیواره  به 
گیاهى و در نهایت شویش سریع تر و بهتر ترکیبات موردنظر 
امواج  از  استفاده  با  مى شود.  گیاهى  سلول  از  حلال  توسط 
فراصوت به هم خوردن هاى موضعى که درنتیجه پدیده حفره 
ایجاد ضربات مکانیکى به دیواره  ایجاد مى شوند باعث  سازى 
و اثر دمایى  اثر ترکیبى پدیده حفره سازى  سلولى مى شوند. 
تأثیر  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال  با  استخراج  تکنیک  در 
چشمگیرى در بهبود کارایى فرایند دارد. در این مطالعه با توجه 
ترکیبات  کل  میزان  که  گرفت  نتیجه  مى توان   (4) به جدول 
فنولى به دست آمده از برگ گیاه فیجوا با حلال به کمک امواج 
 1749/34  W/cm  2) تعیین شده  بهینه  فراصوت تحت شرایط 
شدت امواج، 86/39%  چرخه کارى و ºC 32/49 دما استخراج) 
با استفاده از روش حلال متلاطم  از مقدار به دست آمده  بالاتر 
فرایند  مدت  زمان  که  مى باشد  ذکر  به  لازم  هم چنین،  است. 
درروش   30  min به  درروش حلال متلاطم   5 h از  استخراج 
فراصوت کاهش یافته است.  امواج  به کمک  با حلال  استخراج 
به منظور  فراصوت  امواج  بالاتر  کارایى  پیرامون  مشابهى  نتایج 
جداسازى ترکیبات زیست فعال مختلف از منابع گیاهى متفاوت 
در بررسى منابع موجود مى باشد. هرومادکوا و همکاران، دریافتند 
که مى توان زمان مورد نیاز براى استخراج پلى فنول هاى جوانه 
گندم را از min  80 درروش کلاسیک به min 5 با استفاده از 
امواج فراصوت کاهش دهند [45]. با توجه به نتایج ارائه  شده 
رادیکال هاى  مهار  قدرت  که  مى شود  مشاهده   (4) جدول  در 
آزاد DPPH  و ABTS توسط نمونه به دست  آمده با استفاده 
روش حلال  از  بالاتر  فراصوت  امواج  کمک  به  روش حلال  از 
متلاطم مى باشد که این امر مى تواند ناشى از بالاتر بودن میزان 
کل ترکیبات فنولى استخراج شده از برگ گیاه فیجوا با استفاده 

جدول (4) مقایسه دو روش استخراج با حلال متلاطم و استخراج با حلال به کمک امواج فراصوت در استخراج ترکیبات زیست فعال فنولى از برگ گیاه فیجوا

میزان کل ترکیبات فنولىروش استخراج
(mg GAE/g) 

توانایى مهار رادیکال هاى آزاد
آزاد  رادیکال هاى  مهار  قدرت 

(٪) DPPH
آزاد  رادیکال هاى  مهار  قدرت 

(٪) ABTS

b73/33  ± 0/ 16 b82/20  ± 0/12 b 3/75 ± 352/95 حلال متلاطم1
2 فراصوت  امواج  کمک  به   a20 ± 0/12 a   81/a43   ± 0/10 a 86/63 ± 0/26 a/381  حلال 

 200  rpm1 با استفاده از شدت
2 با استفاده از  شرایط بهینه تعیین شده به صورت W/cm 2 1749/34 شدت امواج ، 86/39٪ چرخه کارى  و C ° 32/49 دما استخراج حروف غیرمشابه 

در هر ستون بیانگر اختلاف معنى دار در سطح اطمینان 95٪ است.
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86/39% چرخه کارى و ºC 32/49 دما استخراج به دست آمد. 
براى پیش بینى مقادیر متغیر وابسته  هم چنین مدل ارائه شده 
با  تجربى داشت. در مقایسه  یافته هاى  با  نتایج بسیار نزدیکى 
شرایط  از  استفاده  با  متلاطم  حلال  توسط  استخراج  تکنیک 
امکان  فراصوت  امواج  کمک  به  حلال  توسط  استخراج  بهینه 
ارزش زیست فعال  با  ترکیبات  از  بالاترى  به مقادیر  دست یابى 
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 فنولى وجود دارد. از این رو مى توان ادعا نمود که امواج فراصوت 
توانایى بالایى بر جداسازى ترکیبات زیست فعال فنولى از برگ 
گیاه فیجوا دارند و هم چنین برگ هاى این گیاه منبع غنى از 
که  مى باشند  مطلوب  ضداکسایش  فعالیت  با  فنولى  ترکیبات 
مى تواند جهت کاربردهاى بیش تر در صنایع غذایى و دارویى-

بهداشتى موردمطالعه و بررسى قرار بگیرد. 
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