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چکیده
با نام ایزوفلاونوئیدها است. ایزوفلاونوئیدها داراي ساختار و  سویا با نام علمی Glycine max از غنی ترین منابع فیتو استروژن 
عملکرد مشابه استروژن ها هستند که تأثیر مثبـت آن ها در کاهش علائم یائسگی به اثبات رسیده است. در طرح حاضر استخراج 
ایزوفلاونوئیدها از پروتئین سویا (کنجاله روغن گیري شده دانه سویا) توسط اتانول 96% و به چهار روش شامل سوکسله، استخراج 
چند مرحله اي با حلال، استخراج چند مرحله اي با حلال از نمونه هاي پیش فرایند شده با امواج فراصوت  و استخراج چند مرحله اي 
با حلال از نمونه هاي پیش فرایند شده با امواج مایکروویو انجام شد و در هر روش پارامترهاي مؤثر در استخراج بررسی و بهینه 
سازي شد. نتایج نشان داد که در روش سوکسله و استخراج g 50 نمونه با ml 150 اتانول 96% طى مدت زمان  h 6 می توان به 
حداکثر بازدهی در استخراج ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي  به ترتیب 68/62% و 62/02% رسید.  در استخراج چند مرحله اي با 
حلال طی سه بار فرایند استخراج با نسبت مواد جامد به حلال g/ml 3/10، دماي C˚ 45 و مدت زمان  min 60 (در هر بار از 
استخراج) می توان به بازدهی حاصل با روش سوکسله رسید. در استخراج چند مرحله اي با حلال طی سه بار استخراج در دماي 
C˚ 40،  زمان min  15 و نسبت مواد جامد به حلال g/ml 3/10 از نمونه هاي پیش فرایند شده با امواج فراصوت به مدت زمان 
 120 min  40 در سیکل 1 و دامنه امواج 80% و  نمونه هاي پیش فرایند شده با امواج مایکروویو در مدت زمان خیساندن min

و در مدت تابش دهی min 5 می توان به بازدهی حاصل با روش سوکسله دست یافت. آنالیز کمی و کیفی ترکیبات فلاونوئیدي 
جنیستئین و دایدزئین موجود در عصاره خشک الکلی نیز با دستگاه HPLC اندازه گیري و تعیین شد.        
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1- مقدمه
گیاهی)  (استروژن هاي  فیتواستروژن ها  یا  فیتواسترول ها 
مواد فعال بیولوژي می باشند. این ترکیبات از نظر ساختمان و 
عملکرد، شبیه 17-بتا- استرول (استرادیول) می باشند و اثراتی 
شبیه استروژن را ایجاد می نمایند. فیتواستروژن ها در بسیاري 
حیوانات  در  آن ها  بیولوژیکی  فعالیت  و  دارند  وجود  غذاها  از 
به  با توجه  اثبات رسیده است[1-3].  به  در مطالعات متعددي 
عوارض هورمون درمانی با داروهاي شیمیایی در جلوگیري از 
ترکیبات  از  به استفاده  یائسگی تمایل  دهنده  علائم آزار  بروز 
طبیعی گیاهی با فعالیت بیولوژیکی مناسب و مؤثر بسیار مورد 
از   Glycine max علمی  نام  با  سویا  است.  گرفته  قرار  توجه 
است.  ایزوفلاونوئیدها  نام  با  فیتواستروژن ها  منابع  غنی ترین 
این مواد داراي ساختار و عملکرد مشابه استروژن ها می باشند 
سویا  دانه  کنند.  اثر  استروژن  گیرنده هاي  روي  می توانند  و 
غیراشباع  چرب  اسیدهاي  فیبر،  حاوي  که  است  غذایی  ماده 
 %52 حاوي  سویا  در  موجود  روغن  می باشد.  ایزوفلاون ها  و 
لینولئیک اسید، 22% اولئیک اسید، 10% پالمیتیک اسید و %8 

لینولنیک اسید است[4، 5]. 
 6/4-81/7  mgGAL/g در هر گرم از دانه سویا  در حدود
ترکیبات فنولی و mgQE/g  44/6-3/5 ایزوفلاون وجود دارد[6].
ایزوفلاون ها در دانه سویا اغلب به صورت گلیکوزید ایزوفلاون 
در  ایزوفلاون ها  دارند.  وجود  β-گلیکوزید)  شده  باند  (فرم 
دانه سویا شامل دو بخش گلیکوزیدي1  و آگلیکون2  هستند 
شکل(1). سه فرم آگلیکون از ایزوفلاون موجود در سویا عبارت 
سه  این  گلیسیتئین5.   و  دایدزئین4  جنیستئین3،  از:  است 
گلوکز6   مالونیل  به صورت  گلوکز  با  کانژوگه  فرم  در  ایزوفلاون 
گلیسین9)  مالونیل  و  دایدزین8  مالونیل  جنیستین7،  (مالونیل 
و هم چنین در فرم کانژوگه به صورت آستیل گلوکز10 (آستیل 
وجود  گلیسین13)  آستیل  و  دایدزین12  آستیل  جنیستین11، 

1. Glycoside
2. Aglycone
3. Genistein
4. Daidzein
5. Glycitein
6. Malonyl Glucose
7. Malonyl Genistein
8. Malonyl Daidzein
9. Malonyl Glycitein
10. Acetyl Glucose
11. Acetyl Genistein
12. Acetyl Daidzein 
13. Acetyl Glysitin

دارد.  وجود  گلیکوزید  به صورت  ایزوفلاون ها  از   %93 دارند. 
یک گرم دانه سویا حاوي حدود µg 800 دایدزئین و بیش از

µg 500 جنیستئین است[7].

با  دارویی  گیاهان  فعال  ترکیبات  استخراج  صنعتی  فرایند 
این  استخراج  می شوند.  انجام  مختلف  تکنیک هاي  از  استفاده 
ترکیبات با استفاده از حلال هاي مناسب و گزینش پذیر توسط 

فرایندهاي استاندارد صورت می گیرد. 
انحلال  قابل  گیاهی  ترکیبات  واقع  در  حلال هایی  چنین 
باقی  را  انحلال  غیرقابل  ترکیبات  باقی  و  می کند  استخراج  را 
شامل  دارویی  گیاهان  استخراج  روش هاي  انواع  می گذارد. 
خیساندن1، دم کردن2، تراوش3، جوشاندن4،  استخراج با حلال 
داغ5، استخراج با جریان متقابل6، استخراج به کمک مایکروویو، 
با کمک اولتراسوند7، استخراج با سیال فوق بحرانی   استخراج 
هیدروفلوئوروکربن  حلال هاي  با  فیتونیکس8  استخراج  و 

می باشند.
براي  را  مختلفی  حلال هاي  و  روش ها  محققان  تاکنون 
این  داده اند.  قرار  بررسی  مورد  سویا  از  ایزوفلاون ها  استخراج 
روش ها شامل روش هم زدن، اولتراسوند، آب فوق گرم [8، 9]، 
سیال فوق بحرانی[10]، حلال هاي متانول، اتانول. استونیتریل 
همراه با آب با pH اسیدي و غیر اسیدي [11] و سونوسوکسله 

[12] در منابع ذکرشده است.
بسیار  استخراج  جدید  تکنیک هاي  در  استخراج  بازدهی 
استخراج است. در تکنیک هاي  قدیمی  از تکنیک هاي  بیش تر 
تراوش در شرایط  قدیمی استخراج مانند رفلاکس، سوکسله، 
سرد و تراوش در شرایط داغ استخراج بر اساس پدیده انتشار 
براي  جدید  تکنیک هاي  در  و  می افتد  اتفاق  سلولی  دیواره  از 
استخراج آسان، سریع در دماي کم و در مدت زمان کوتاه با 
بازدهی بالا و کیفیت بالا از شکستن دیواره سلولی مانند روش 

فراصوت و مایکروویو استفاده می شود. 
استخراج  فوق بحرانی و هم چنین در  با سیال  در استخراج 
و  آب  مانند  غیرسمی  سیال هاي  از  بحرانی  سیال  توسط 
دي اکسید کربن براي استخراج استفاده می شود. این دو روش 
1. Maceration
2. Infusion
3. Percolation
4. Decoction
5. Soxhlet
6. Counter-current
7. Sonication
8. Phytonics
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مناسب  بنابراین  می شود.  انجام  بالا  فشار  و  دما  در  استخراج 
ترکیباتی است که در دماي بالا آسیب نمی بینند. در این دو 
روش با توجه به فشار بالا در طی فرایند استخراج نفوذ حلال 
به درون سلول هاي گیاهی سریع تر و مؤثرتر صورت می گیرد. 
نتایج نشان می دهد بالاترین میزان بازدهی با استفاده از تکنیک 
سیال بحرانی و بعد از آن با روش فراصوت به دست آمده است. 
استخراج  تکنیک،  کارایی  علاوه بر  استخراج  روش  انتخاب 
بودن  صرفه  به  مقرون  مناسب،  کمیت  و  کیفیت  با  عصاره 
روش، به  مسائلی چون سهولت کار کردن و در دسترس بودن 

تجهیزات نیز بستگی دارد[13-16].
سویا  پروتئین  از  ایزوفلاونوئیدها  استخراج  حاضر  طرح  در 
روش هاي  از  تلفیقی  با  سویا)  دانه  شده  روغن گیري  (کنجاله 
چند  استخراج  سوکسله،  شامل  استخراج  مدرن  و  متداول 
مرحله اي با حلال، استخراج چند مرحله اي با حلال از نمونه هاي 
پیش فرایند شده با امواج فراصوت  و استخراج چند مرحله اي 
با حلال از نمونه هاي پیش فرایند شده با امواج مایکروویو مورد 

بررسی قرار گرفته است. 

2- مواد و روش ها
2-1- مواد

منبع اصلی مورد استفاده پروتئین سویا (کنجاله روغن گیري 
شده سویا) می باشد که از بازار محلى  تهیه شده است. سایر مواد 
شیمیایی و استاندارد هاي مورد نیاز نیز با خلوص دلخواه شامل 
اتانول 96%، اتانول مطلق، اسید گالیک، معرف فولین سیوکالتو، 

نیترات سدیم، کلرید آلومینیوم و سود همگی با مارك مرك، 
 جنیستئین و دایدزئین با مارك Sigma Aldirich، کوئرستین 
از برند سیگما و کربنات کلسیم با مارك LOBA Chemie از 

شرکت هاي مربوط تهیه شده اند.

2-2-تجهیزات 
دستگاه سوکسله  یک  از  به روش سوکسله  استخراج  جهت 
کلاسیک با حجم ml 100 استفاده شد. استخراج چند مرحله اي 

توسط حلال در 3 ارلن با حجم ml 50  انجام شد.
از یک دستگاه  با استفاده  فراصوت  امواج  با روش  استخراج 
 dr.Hielscher GmbH شرکت  از   UP 200H اولتراسوند مدل
ثابت  فرکانس  و   200  W ثابت  توان  با  آلمان  کشور  ساخت 
انجام شد. بزرگی دامنه    50 ml 24 و در ارلن با حجم kHz

قابل  دستگاه  این  در  فراصوت  امواج  انتشار  سیکل  و  امواج1 
تنظیم است. در استخراج با امواج مایکروویو از یک دستگاه آون 
مایکروویو خانگی ال جى مدل MOD 8084WR ساخت کشور 
کره جنوبی با توان W 900 استفاده شد.  در تمامی روش ها 
جداسازي حلال عصاره بعد از فرایند استخراج با کمک  دستگاه 
روتاري مدل BUCHI Rotavapor R-114 ساخت کشور آلمان 

تحت خلاء در C˚ 40 انجام شد.
آمریکا  کشور  ساخت   Waters مدل   HPLC دستگاه  از   
C18 براي آنالیز کیفی و کمی  مجهز به ستون فاز معکوس 
الکلی  ازعصاره خشک  شده  استخراج  ایزوفلاونوئیدها  اجزاء 

استفاده شد. 
1. Ampilitude

شکل (1) نمایش آگلیکون ها و گلیکوزید هاي موجود در سویا [14]
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استخراج  روش  و  شد  رسانده   25  ml دلخواه  مقدار  به   %96
متوالی با حلال در مورد آن ها انجام شد. 

2-3-5- استخراج متوالی با حلال از نمونه پیش فرایند شده 
با امواج مایکروویو

 10 ml 3، به همراه g در این روش ابتدا نمونه ها به میزان
امواج  s 30 تحت تابش  زمانی  فواصل  با  ارلن  96% در  اتانول 
مایکروویو قرار گرفتند، سپس حجم حلال در هر ارلن با افزایش 
اتانول 96% به مقدار دلخواه ml 25 رسانده شد و روش استخراج 

متوالی با حلال بر روي آن ها انجام شد. 

2-4- آنالیزها
2-4-1- اندازه گیري ترکیبات فنولی به روش فولین سیو کالتو

براي انجام این آزمایش پنج محلول استاندارد از اسید گالیک 
تهیه شد و جذب آن ها در طول موج nm 760 اندازه گیري شد 
و سپس نمودار کالیبراسیون جذب بر هر حسب غلظت اسید 

گالیک رسم شد.
از   0/5  ml به  فنولی،  ترکیبات  غلظت  گیري  اندازه  براي 
اضافه  فولین  معرف   2/5  ml   ،%96 اتانول  در  محلول عصاره 
شد. بعد از گذشت ml ،5 min 2 محلول کربنات سدیم (%7/5 
درون  نمونه  زدن  هم  از  بعد  شد  اضافه  آن  به  وزنی/حجمی) 
حمام با دماي C˚40 و پس از گذشت min 30 جذب نمونه ها 
با دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج nm 760 خوانده شد. 
جذب  مقدار  از  استفاده  با  نمونه ها  در  فنولی  ترکیبات  مقدار 
کالیبراسیون رسم  از معادله نمودار  با استفاده  و  خوانده شده 

شده با گالیک اسید معادله (1) به دست آمد.
Y= 0/005x + 0/ 039                                          (1)          

2-4-2- اندازه گیري فلاونوئیدها 
از کوئرستین  استاندارد  انجام این تست چهار محلول  براي 
با غلظت هاي مشخص ساخته شد و جذب آن ها در طول موج 
nm 510 گرفته شد و سپس نمودار کالیبراسیون جذب بر هر 

حسب غلظت کوئرستین رسم شد.
 1 ml ،براي اندازه گیري غلظت ایزوفلاونوئیدها در این روش
از محلول عصاره به درون بشر حاوي ml 4 آب مقطر ریخته شد، 

2-3-روش ها
2-3-1- روش آماده سازي نمونه 

از غنی ترین  از پروتئین سویا  به عنوان یکی  در طرح حاضر 
کنجاله  سویا،  پروتئین  شد.  استفاده  فیتواستروژن  منابع 
روغن گیري شده دانه سویا است. پروتئین سویا به مدت دو روز 
در نور غیرمستقیم آفتاب  قرار داده شد تا خشک شود. مقدار 
رطوبت دانه سویا به روش وزن سنجی (اندازه گیري وزن مقدار 
 %0±0/5 از خشک شدن)  بعد  و  قبل  از پودر سویا  مشخصی 
تعیین شد. پروتئین سویا با یک دستگاه آسیاب خانگی پودر (با 
اندازه ذرات mm 1-0/5) شد و تا زمان مصرف در کیسه پلی 

اتیلنی در دسیکاتور نگه  داشته شد. 

2-3-2- روش استخراج با سوکسله
جهت استخراج به روش سوکسله، g 50 از نمونه در یک کاغذ 
صافی (واتمن شماره 1) در سوکسله قرار گرفت و استخراج با 
ml 150 اتانول 96% انجام شد. کاغذ صافی (واتمن شماره 1) در 

سوکسله قرار گرفت و استخراج با ml 150 اتانول 96% انجام شد.

2-3-3- استخراج متوالی با حلال
استخراج در این روش توسط سه ارلن با حجم ml 50 انجام 
شد. g 3 نمونه پودر شده همراه با ml 10 حلال اتانول 96%  با 
استفاده از همزن در دور rpm 500 همزده شده سپس حلال 
حاوي مواد استخراج شده از ارلن 1 به ارلن 2 و سپس به ارلن 
اضافه شد و  تازه  اتانول   ،1 ارلن  در  به نمونه  3 منتقل شد و 
این پروسه از ارلن 1 به ارلن 3 سه دفعه با افزایش حلال تازه 
به ارلن 1 تکرار شد. عصاره حاصل از استخراج از ارلن 3 طی 
سه بار استخراج در یک ظرف واحد جمع آوري شد و بعد از 
فیلتراسیون حجم آن توسط روتاري به ml 10 رسانده شد و 
براي انجام آنالیز در دماي صفر درجه سانتی گراد نگه داري شد.  

2-3-4- استخراج متوالی با حلال از نمونه پیش فرایند شده 
با امواج فراصوت

 10 ml به همراه  3 g ابتدا نمونه ها به میزان  در این روش 
اتانول 96% در ارلن در دماي محیط تحت انتشار امواج فراصوت 
اتانول  افزایش  با  ارلن  هر  در  حلال  حجم  سپس  گرفت،  قرار 
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5 min از  بعد  آن اضافه شد و  به   %5 نیترات سدیم   0/3 ml

شد.  اضافه  آن  به    %10  (AlCl3) آلومینیوم  کلرید   0/3  ml

بعد از ml  ،3 min 2 محلول M NaOH 1 به آن اضافه شد و 
به  ml 10 رسانده شد.   افزایش آب مقطر  حجم کل نمونه با 
 510 nm جذب نمونه ها با دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج
با  نمونه ها  در  ایزوفلاونوئیدي  ترکیبات  مقدار  شد.  خوانده 
استفاده از مقدار جذب خوانده شده و با استفاده از معادله نمودار 
کالیبراسیون رسم شده با کوئرستین معادله (2) به دست آمد.
Y= 0/1063x + 0/ 0205                                      (2)

2-4-3-آنالیز کیفی و کمی
با  سویا  شده  خشک  الکلی  عصاره  کمی  و  کیفی  آنالیز 
،10  µm)  C18 معکو  فاز  ستون  به  مجهز   HPLC دستگاه 
و   %0/01 فسفریک  اسید  متحرك  فاز  با   ،(M Bondapak

20، سرعت   µl 40، حجم تزریق  ˚C متانول در دماي ستون 
موج طول  با   UVدتکتور و   1  ml/min متحرك  فاز  جریان 
دایدزئین  و  جنیستئین  ترکیب  دو  از  شد.  انجام   255  nm

ماند زمان  در  نمونه ها  طیف  و  استفاده  استاندارد   به عنوان 
 (2-5) شکل هاي  در  که  همان طور  شد.  گرفته   0-40  min

نشان داده شده است پیک دایدزئین در نمونه ها در زمان ماند
min 30 و پیک جنیستئین در زمان ماند  min 40 قابل رویت 

می باشد. زمان بازداري ترکیبات فلاونوئیدي با استفاده از روش 

نشان  مطابقت  استاندارد  نمونه هاى  با   HPLC کروماتوگرافی 
در  شده  داده  نشان  طیف هاي  پیک  زیر  سطح  اساس  بر  داد. 
شکل هاي (5-4) مقادیر نمونه هاي جنیستئین و دایدزئین در 
عصاره خشک الکلی نیز اندازه  گیري و به ترتیب 0/07 و %0/12 

تعیین شد [14]. 

2-3-5-تعیین بازدهی عصاره خشک
وزنی  روش  به   (٪OEY) خشک  عصاره  استخراج  بازدهی 
(گرم عصاره خشک استخراج شده در g  100 از نمونه خشک) 
از طریق فرمول(3) به دست آمد. در این معادله OEY٪ درصد 
 C0 و  C1 وزن عصاره خشک استخراج شده  عصاره،  استخراج 

وزن نمونه خشک اولیه است. 

(3)

3-نتایج و بحث
3-1- نتایج استخراج با روش سوکسله

نتایج استخراج توسط سوکسله،  نشان داد که در این روش، 
6  h استخراج مؤثر ترکیبات فنولی از پروتئین سویا در مدت زمان
حاصل می شود شکل (6). نتایج نشان داد از هر گرم پروتئین 
سویا mg 116 عصاره خشک به دست می آید که mg 68/62 آن 
ترکیبات فنولی و mg 62/02 آن ترکیبات فلاونوئیدي است. 

شکل (2) نمونه استاندارد جنیستئین
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شکل(3) نمونه استاندارد دایدزئین

شکل (4) ایزوفلاونوئید ها در نمونه عصاره خشک سویا براي اندازه گیري دایدزئین

3-2- نتایج استخراج چند مرحله اي با حلال
پارامتر شامل دما،  در استخراج چند مرحله اي با حلال سه 
مورد  متغیر  تک  روش  به  حلال  به  جامد  مواد  نسبت  زمان، 
بررسی قرار گرفت. تعداد دفعات استخراج در این روش سه بار 

در نظر گرفته شد.

3-2-1- نتایج بررسی دما در استخراج چند مرحله اي با حلال
کلیه آزمایش ها در این بخش با نسبت حلال به مواد جامد

g/ml 3/10 و زمان هر مرحله استخراج min 15 انجام شد.

ترکیبات  بازدهی  میزان  تغییرات  روند  نتایج  که  همان طور 
فنولی و فلاونوئیدي نسبت به تغییرات دماي استخراج در شکل 
(7) آورده شده است می توان دید که در استخراج چند مرحله اي 

با حلال، با افزایش دما میزان بازدهی افزایش می یابد. 
استخراج  در  بازدهی  میزان  بر  دما  افزایش  مثبت  تأثیر 
ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي از پروتئین سویا به علت کاهش 
ویسکوزیته حلال و تأمین آنتالپی انحلال است. در این روش 
انتشار  و  نفوذ  بر پایه  مانند سایر روش هاي متداول، استخراج 
حلال از طریق منافذ سلول صورت می گیرد. به این معنی که 
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شکل (5) ایزوفلاونوئید ها در نمونه عصاره خشک سویا براي اندازه گیري جنیستئین 

شکل(6) بازدهی استخراج ترکیبات فنولی (TPC) و فلاونوئیدي (TFC) در روش سوکسله با زمان 

شکل(7) بازدهی استخراج ترکیبات فنولی (TPC) و فلاونوئیدي (TFC) در روش استخراج متوالی با حلال با دما 
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حلال از طریق منافذ سلول گیاهی وارد آن می شود و پس از 
حل کردن ترکیبات قابل انحلال در سلول دوباره در اثر پدیده 
بنابراین  می شود.  وارد  حلال  داخل  به  سلول  منافذ  از  اسمز 
هرچه ویسکوزیته حلال کم تر باشد نفوذ و انتشار آن از طریق 
انجام می شود و  با سهولت بیش تري  منافذ سلول هاي گیاهی 
هم چنین با افزایش دما با تأمین آنتالپی انحلال میزان بیش تري 
از ترکیبات در حلال حل می شوند و به این ترتیب افزایش دما 

سبب افزایش بازدهی استخراج می شود. 
  با توجه به این که انجام فرایند استخراج در دماي بالا هزینه 
را  کار  ایمنی  مقیاس صنعتی  در  و  می دهد  افزایش  را  فرایند 
پایین می آورد و هم چنین استفاده از دستگاه هاي تهویه بزرگ 
فرایندها در  انجام  نتیجه در مقیاس صنعتی،  نیاز دارد، در  را 
دماهاي پایین تر ترجیح داده می شود. در این  بررسی نیز براي 

ادامه بررسی ها دماي C˚ 45 انتخاب شد.

3-2-2- نتایج بررسی نسبت مواد جامد به حلال در استخراج 
چند مرحله اي با حلال

  کلیه آزمایش ها در این بخش در تعداد استخراج 3 نوبت، دما 
C˚ 45، زمان min 15 انجام شد.

ترکیبات  بازدهی  میزان  تغییرات  روند  نتایج  که  همان طور 
جامد  مواد  نسبت  تغییرات  به  نسبت  فلاونوئیدي  و  فنولی 
در  که  دید  می توان  است  شده  رسم   (8) شکل  در  حلال  به 
استخراج چند مرحله اي با حلال، با کاهش نسبت مواد جامد به 

حلال میزان بازدهی افزایش می یابد. 

تأثیر مثبت کاهش نسبت مواد جامد به حلال در افزایش بازدهی 
به علت ظرفیت بیش تر براي انحلال است. در مواردي که میزان 
مواد قابل انحلال در حلال در نمونه زیاد باشد براي استخراج 
مؤثر، مناسب بودن نسبت حلال به مواد جامد داراي اهمیت 
انجام  مؤثر  استخراج  باشد  کم  نسبت  این  اگر  است.  بسیاري 
نمی شود و اگر هم این نسبت بیش تر از مقدار لازم باشد، هزینه 
این بررسی نشان داد که میزان  نتایج  افزایش می یابد.  فرایند 
بازدهی استخراج با کاهش نسبت مواد جامد به حلال از 3 به 5 
تا 3 به 20 با شیب زیاد و از نسبت 3 به 20 تا نسبت 3 به 25 با 
شیب کم تر سبب افزایش میزان بازدهی می شود. همان طور که 
نتایج در این آزمایش ها نشان داد با کاهش نسبت مواد جامد به 
حلال میزان بازدهی در استخراج ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي 
این که  به  توجه  با  ولی  می کند،  پیدا  افزایش  زیادي  مقدار  به 
به لحاظ مصرف بیش تر  را  فرایند  افزایش مقدار حلال هزینه 
می دهد،  افزایش  را  از عصاره  و هزینه جداسازي حلال  حلال 
انتخاب شد.   10 به  ادامه آزمایش ها نسبت 3  براي  نتیجه  در 

3-2-3- نتایج بررسی زمان در استخراج چند مرحله اي با حلال
  کلیه آزمایش ها با نسبت مواد جامد به حلال g/ml 3/10 و 

دماي C˚ 45 انجام شد.
استخراج  بازدهی  میزان  تغییرات  روند  نتایج  که  همان طور    
ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي نسبت به تغییرات زمان استخراج 
استخراج  در  دید که  می توان  است  شده  آورده   (9) در شکل 
چند مرحله اي با حلال، با افزایش زمان استخراج میزان بازدهی 

شکل(8)  بازدهی استخراج ترکیبات فنولی (TPC) و فلاونوئیدي (TFC) در روش استخراج متوالی با حلال با نسبت مواد جامد به حلال
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افزایش می یابد.
روش  این  در  بازدهی  میزان  بر  زمان  افزایش  مثبت  تأثیر 
به طور کامل قابل توجیه است. همان طور که بیان شد در این 
روش استخراج بر پایه نفوذ و انتشار حلال از طریق منافذ سلول 
صورت می گیرد که فرایندي بسیار زمان بر است. نتایج نشان 
 10 ml 3 به g داد در این روش با نسبت حلال به مواد جامد
 60 min 45 می توان در مدت زمان 45 تا ˚C و در دماي متوسط

در هر نوبت از استخراج به استخراج حداکثري رسید. 
از  مؤثره  مواد  استخراج  مکانیسم  شد  بیان  که  همان طور    
بافت هاي گیاهی در روش سوکسله و استخراج متوالی با حلال 
بر اساس پدیده نفوذ حلال به داخل بافت هاي گیاهی و انتشار 
حلال به همراه مواد حل شده در آن از بافت گیاهی به داخل 
حلال صورت می گیرد. بنابراین اگرچه این روش هاي استخراج 
از روش هاي متداول و قدیمی استخراج می باشند، ولی با توجه 
به مکانیسم استخراج در این روش ها انتظار می رود که براي 
رسیدن به یک بازدهی خوب به زمان طولانی و دماي بالا نیاز 
این  کننده  تأیید  نیز  آزمایش ها  حاصل  نتایج  البته  که  باشد 

مطلب بود.
دماي  بودن  بالا  و  استخراج  بودن زمان  توجه به طولانی  با 
بهینه به دست آمده براي استخراج ایزوفلاون ها از سویا به روش 
متداول استخراج با سوکسله و استخراج چند مرحله اي با حلال، 
پیش فرایند نمودن نمونه ها با دو روش مایکروویو و اولتراسوند 
قبل از استخراج چند مرحله اي با حلال بررسی شد. قابل ذکر 
و  مایکروویو  روش  به  سویا  از  ایزوفلاون ها  استخراج  که  است 

اولتراسوند قبلاً صورت گرفته است، ولی در طرح حاضر این دو 
روش مدرن استخراج،  به عنوان مرحله پیش فرایند نمونه قبل 

از استخراج متوالی با حلال استفاده شدند.

فرایند  پیش  نمونه  از  با حلال  استخراج متوالی    -3-3
شده با امواج فراصوت 

حدود فرکانس  با  مکانیکی  امواج  از  فراصوت  امواج   
فرایند  در  امواج  این  مثبت  تأثیر  می باشند.   20-25  kHz

از طریق پدیده  از سلول هاي گیاهی  استخراج ترکیبات مؤثره 
حباب زایی  در محلول اتفاق می افتد. 

  در این بخش پیش فرایند کردن نمونه ها در ml 10 اتانول 
96% توسط امواج فراصوت مورد بررسی قرار گرفت. هر نمونه 
با حلال  متوالی  استخراج  با روش  فرایند سازي،  از پیش  بعد 
در دماي C˚40، نسبت مواد جامد به حلال g/ml 3/10 مدت 
زمان min 15 مورد استخراج قرار گرفت. در این بخش تأثیر 
سه پارامتر بر بهبود فرایند استخراج شامل مدت زمان، سیکل 

و دامنه امواج فراصوت مورد بررسی قرار گرفت.

3-3-1-بررسی زمان 
  کلیه آزمایش ها در این بخش در سیکل 0/7 و دامنه امواج 
50 انجام شد. مشاهده گردید که با پیش فرایند کردن نمونه ها 
با امواج فراصوت به مدت  min 50 می توان در استخراج متوالی 
 10  g/ml 40، نسبت مواد جامد به حلال˚C با حلال در دماي
بالایی در استخراج  بازدهی  /3 مدت زمان min 15 به میزان 

شکل(9)  بازدهی استخراج ترکیبات فنولی (TPC) و فلاونوئیدي (TFC) در روش استخراج متوالی با حلال با زمان
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ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي از پروتئین سویا رسید. در حالی 
با  فرایند شده  پیش  بدون  نمونه  از  بازدهی حاصل  میزان  که 
امواج فراصوت در زمان min 15 بسیار کم است. همان طور که 
تغییرات میزان بازدهی ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي نسبت به 
تغییرات زمان تابش دهی با امواج فراصوت در شکل (10) آورده 
شده است، مشخص شد که با افزایش زمان پیش فرایند کردن 
با امواج فراصوت از min 10 تا 40 میزان بازدهی با شیب زیاد 
و از  40 تا min 50 با شیب کم تري افزایش می یابد. با توجه به 
نتایج کسب شده در این بخش مدت زمان min 40 براي پیش 
فرایند نمودن با امواج فراصوت براي ادامه بررسی انتخاب شد.

3-3-2- بررسی سیکل امواج فراصوت 
کلیه آزمایش ها در این بخش زمان min 40، دامنه امواج 50 
انجام شد. نتایج  نشان داد که با افزایش سیکل 1 انتشار امواج 
 ،40˚C فراصوت می توان در استخراج متوالی با حلال در دماي
 15 min 10 /3 و مدت زمان g/ml نسبت مواد جامد به حلال
و  فنولی  ترکیبات  استخراج  در  بالاتري  بازدهی  میزان  به 
فلاونوئیدي از پروتئین سویا نسبت به انجام فرایند پیش فرایند 
از سیکل تعداد پالس  در سیکل هاي کم تر از 1 رسید. منظور 
صوتی فرستاده شده از دستگاه مولد در دقیقه است. در سیکل 
1، انتشار امواج از دستگاه مولد به طور پیوسته صورت می گیرد 
و در سیکل 0/5 تعداد پالس ها از دستگاه مولد در واحد واحد 

زمان (دقیقه) نصف می شود. 
نسبت  استخراج  بازدهی  میزان  تغییرات  روند  به  توجه  با 

 (11) شکل  در  که  فراصوت  امواج  انتشار  سیکل  تغییرات  به 
آورده شده است، می توان دید که پیش فرایند نمودن نمونه با 
امواج فراصوت در سیکل 0/3 تأثیري چندانی بر افزایش میزان 
بازدهی ندارد. زیرا طبق مشاهدات تجربی در این سیکل به علت 
کاهش بسیار زیاد پیوستگی انتشار امواج فراصوت در محلول،  
حباب ها فرصت رشد پیدا نمی کنند و در نتیجه ضربه حاصل 
از ترکیدن حباب هاي بر سطح سلول کم است ولی با افزایش 

سیکل از 0/3 تا 1 بهبود میزان بازدهی مشاهده می شود. 

3-3-3- بررسی دامنه امواج فراصوت 
  کلیه آزمایش ها در این بخش زمان min 40، سیکل 1 انجام 
امواج  دامنه  به  نسبت  استخراج  بازدهی  تغییرات  روند  و  شد 
فراصوت در شکل (12) آورده شده است  و بر این اساس میزان 
بازدهی استخراج از نمونه ها در فرایند استخراج چند مرحله اي 
با حلال با افزایش دامنه امواج فراصوت از 20 تا 60% با شیب 

بیش تر و از 60 تا 80% با شیب کم تر افزایش می یابد.
امواج فراصوت با چهار مشخصه توان منبع انتشار، فرکانس، 
توصیف می شوند.  امواج  انتشار  فراصوت و سیکل  امواج  دامنه 
دستگاهی که در این طرح مورد استفاده قرار گرفت داراي توان 
ثابت  W 200 و فرکانس ثابت kHz 20 است ولی دامنه امواج 
فراصوت در آن از 0 تا 100 قابل تنظیم است.   نتایج در این 
مطالعه نشان داد، در دامنه امواج فراصوت پایین پیش فرایند 
کردن نمونه ها با امواج فراصوت تأثیر چندانی بر میزان افزایش 

بازدهی استخراج ندارد. 

شکل(10) بازدهی استخراج ترکیبات فنولی (TPC) و فلاونوئیدي (TFC) در استخراج متوالی با حلال با مدت زمان پیش فرایند کردن با امواج فراصوت 
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شکل(11) بازدهی استخراج ترکیبات فنولی (TPC) و فلاونوئیدي (TFC) در استخراج متوالی با حلال با سیکل انتشار امواج فراصوت

شکل(12) بازدهی استخراج ترکیبات فنولی (TPC) و فلاونوئیدي (TFC) در استخراج متوالی با حلال با دامنه امواج فراصوت
هم چنین نتایج نشان داد در دامنه امواج فراصوت بسیار بالا 
(بالاتر از 80%) تأثیر پیش فرایند با امواج فراصوت در افزایش 
میزان بازدهی استخراج کمی کاهش یافته است. در توجیه این 
مسئله می توان این طور بیان کرد که در دامنه امواج فراصوت 
بسیار بالا شدت امواج فراصوت در محلول بسیار زیاد می شود به 
این ترتیب حباب ها فرصت کم تري براي رشد خواهند داشت و 
به همین علت حداکثر اندازه حباب ها کمی کاهش پیدا می کند 
و بنابراین ضربه ناشی از ترکیدن آن ها در سطح کاهش و در 
کمی  استخراج  بازدهی  میزان  افزایش  در  آن ها  تأثیر  نتیجه 
کاهش می یابد. به عبارت دیگر در دامنه امواج فراصوت بسیار 
بالا انتشار امواج فراصوت در محلول بیش تر از حباب زایی ایجاد 

آشفتگی و تلاطم می کند. 

  نتایج پیش فرایند نمونه پروتئین سویا با امواج فراصوت قبل 
فرایند  پیش  با  داد  نشان  حلال  با  متوالی  استخراج  انجام  از 
نمونه با امواج فراصوت در شرایط بهینه شامل سیکل 1، دامنه 
کامل  بازدهی  به  رسیدن   ،40  min زمان  مدت  و   %80 امواج 
نسبت  کم تري  زمان  و  دما  در  حلال  با  متوالی  استخراج  در 
می شود.  حاصل  است  نشده  فرایند  پیش  نمونه  که  زمانی  به 
براي رسیدن به حداکثر بازدهی  در حالت پیش فرایند نشده 
انجام فرایند استخراج در دماي  در استخراج متوالی با حلال، 
مدت  در  و   3/10  g/ml-1 حلال  به  جامد  مواد  نسبت   ،45˚C

زمان min  45 براي هر دفعه از استخراج لازم است در حالی 
که در در حالت پیش فرایند شده با امواج فراصوت می توان در 
و در   3/10  g/ml-1 C˚ 40، نسبت مواد جامد به حلال  دماي 
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بازدهی  به  استخراج  از  دفعه  هر  براي   15  min زمان  مدت 
کامل در استخراج ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي رسید و این 
به معناي C˚ 5 کاهش دما و min 50 کاهش در زمان لازم در 

فرایند استخراج چند مرحله اي است.  
  همان طور که بیان شد استخراج ایزوفلاون ها از دانه سویا با 
و  روستانگو  بود  گرفته  صورت  قبلاٌ  فراصوت  امواج  از  استفاده 
همکارانش از روش اولتراسوند براي استخراج ایزوفلاون ها از دانه 
استفاده کردند و شرایط بهینه براي استخراج را دماي C˚ 60 و 
زمان min 20 به دست آوردند[9]. ولی در این طرح، تلفیقی از 
روش متداول و معمول استخراج متوالی با حلال و روش مدرن 
امواج فراصوت  به عنوان یک مرحله پیش فرایند کردن قبل از 
فرایند استخراج چند مرحله اي با حلال استفاده شد. همان طور 
می توان  تلفیقی،  روش  این  با  داد  نشان  آزمایشات  نتایج  که 
فرایند را در دمایی بسیار پایین تر از دمایی روش سایر محققان 
 40  min با  نتایج در این طرح نشان داد  انجام داد. هم چنین 
پیش فرایند نمودن نمونه در دماي محیط با امواج فراصوت در 
سیکل 1 و دامنه امواج فراصوت 80% می توان در طی فرایند 
استخراج سه مرحله اي با حلال در نسبت مواد جامد به حلال  
g/ml 3/10 در دماي C˚40 و در مدت زمان min 15 در هر 

بار استخراج به حداکثر بازدهی در استخراج ترکیبات فنولی و 
فلاونوئیدي از پروتئین سویا رسید. 

فرایند  پیش  نمونه  از  حلال  با  متوالی  استخراج   -4-3
شده با امواج مایکروویو 

توسط   %96 اتانول   10  ml در  نمونه ها  کردن  فرایند  پیش    
از  بازدهی استخراج  امواج مایکروویو مورد بررسی قرار گرفت. 
هر نمونه بعد از پیش فرایند سازي با امواج  مایکروویو، با روش 
استخراج متوالی با حلال در دماي C˚40، نسبت مواد جامد به 
انجام شد. هم چنین   15 min 10 /3 مدت زمان  g/ml حلال 
مدت  شامل  استخراج  فرایند  بهبود  بر  پارامتر ها  برخی  تأثیر 
خیساندن در حلال و مدت زمان تابش دهی با امواج مایکروویو 

بررسی شد.

3-4-1- بررسی مدت زمان  خیساندن در حلال 
  کلیه آزمایش ها در این بخش در مدت زمان min 5 تابش دهی 
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با امواج مایکروویو انجام شد. نتایج در این بخش  نشان داد که 
روند تغییرات بازدهی استخراج نسبت به مدت زمان خیساندن 
در حلال در شکل (13) آورده شده است با افزایش مدت زمان 
خیساندن در حلال (لیچینگ ) از 2 تا min 120 میزان بازدهی 
استخراج ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي از پروتئین سویا افزایش 

می یابد. 
ایجاد  قطبی  مولکول هاي  با  مایکروویو  امواج  برهمکنش 
یا  بازدهی استخراج در فرایند لیچینگ  افزایش  گرما می کند، 
علت  به  حلال  اتانول  در  سویا  پروتئین  خیساندن  عبارتی  به 
نفوذ اتانول به داخل سلول هاي گیاهی اتفاق می افتد. با تابش 
ایجاد شده ناشی  دهی نمونه بعد از فراییند لیچینگ، حرارت 
سبب  مایکروویو  امواج  و  اتانول  مولکول هاي  برهمکنش  از 
در  و  سلول  داخلی  فشار  رفتن  بالا  و  سلول  در  اتانول  تبخیر 
نهایت موجب ترکیدن و تخریب دیواره سلول می شود که در 
وارد  سرعت  با  و  راحتی  به  سلول  داخل  مواد  پدیده  این  اثر 
حلال می شوند. بنابراین همان طور که نتایج در این بخش نشان 
می دهد با افزایش مدت زمان خیساندن نمونه در اتانول به علت 
افزایش نفوذ حلال در سلول ها میزان بازدهی استخراج افزایش 

پیدا می کند.

3-4-2- بررسی مدت زمان  تابش دهی با امواج مایکروویو 
 60  min زمان  مدت  در  بخش  این  در  آزمایش ها  کلیه    
تابش  زمان  مدت  بررسی  نتایج  و  انجام  اتانول  در  خیساندن 
دهی با امواج مایکروویو بررسی شد. تغییرات بازدهی استخراج 
امواج مایکروویو در شکل  با  نسبت به مدت زمان تابش دهی 
(14) آورده شده است.  مشخص گردید با افزایش مدت زمان 
تابش دهی از 2 تا min 10 میزان بازدهی استخراج ترکیبات 
فنولی و فلاونوئیدي از پروتئین سویا افزایش می یابد. همان طور 
که بیان شد در روش  مایکروویو ، انتقال گرما از طریق هدایت 
امواج   عبور  طریق  از  بلکه  نمی گیرد،  صورت  همرفت  یا  و 
بنابراین  می شود.  داده  انتقال  آن  به  ماده  از  الکترومغناطیس 
همان طور  و  است  بالا  بسیار  این شیوه  در  گرم شدن  سرعت 
زمان  مدت  افزایش  با  می دهد  نشان  بخش  این  در  نتایج  که 
استخراج  در  بازدهی  میزان  مایکروویو  امواج  با  دهی  تابش 
میزان  اگرچه  می یابد.  افزایش  فلاونوئیدي  و  فنولی  ترکیبات 
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شکل(13) بازدهی استخراج ترکیبات فنولی (TPC) و فلاونوئیدي (TFC) در استخراج متوالی با حلال با مدت زمان خیساندن در حلال قبل از تابش دهی 

با امواج مایکروویو

شکل(14) بازدهی استخراج ترکیبات فنولی (TPC) و فلاونوئیدي (TFC) در استخراج متوالی با حلال با مدت زمان تابش دهی با امواج مایکروویو

مایکروویو  امواج  با  دهی  تابش  زمان  مدت  افزایش  با  بازدهی 
زمانی  در  حاصل  بازدهی  میزان  به  ولی  است،  یافته  افزایش 
زمان   مدت  در   120  min نمونه ها  خیساندن  زمان  مدت  که 
گفت  می توان  دیگر  عبارت  به  نمی رسد.  شد  حاصل   5  min

امواج مایکروویو در سرعت بخشیدن  به مکانیسم  با توجه  که 
به فرایند استخراج در این روش هر چه مدت زمان خیساندن 
گیاهی  سلول هاي  از  بیش تري  تعداد  باشد،  بیش تر  حلال  در 
حداکثر مقدار ممکن آب را در خود جذب کرده اند و در ضمن 
فرایند تابش دهی با امواج مایکروویو تعداد بیش تري از سلول ها 
امواج مایکروویو و تبخیر حلال موجود در آن ها  در اثر جذب 
دچار شکستگی دیواره سلولی می شوند. در حالی که اگر در اثر 
مدت زمان ناکافی مرحله خیساندن، حلال در همه سلول ها به 

میزان کافی نفوذ نکرده باشد در نتیجه حتی با افزایش مدت 
سلول هاي  تمامی  مایکروویو  امواج  با  نمونه  تابش دهی  زمان 
میزان  نتیجه  در  و  نمی شوند  دیواره  شکستگی  دچار  گیاهی 

بازدهی استخراج کاهش می یابد.
امواج  از  استفاده  با  سویا  دانه  از  ایزوفلاون ها  استخراج 
مایکروویو قبلاٌ صورت گرفته بود موریسیو و همکارانش از روش 
از دانه استفاده کردند و  میکروویو براي استخراج ایزوفلاون ها 
براي  را   20  min زمان  و   60  ˚C دماي  شامل  بهینه  شرایط 
از  تلفیقی  طرح،  این  ولی در   .[17] آوردند  استخراج به دست 
روش متداول و معمول استخراج متوالی با حلال و روش نوین 
امواج مایکروویو  به عنوان یک مرحله پیش فرایند کردن قبل از 
فرایند استخراج چند مرحله اي با حلال استفاده شد. همان طور 
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که نتایج در این طرح نشان داد با این روش تلفیقی می توان 
فرایند را در مدت زمان بسیار کم تر از زمانی که دیگر محققان 
براي تابش دهی نمونه با امواج مایکروویو استفاده کرده اند انجام 
داد. نتایج در این طرح نشان داد با min 5 پیش فرایند نمودن 
نمونه در دماي محیط با امواج مایکروویو در توان w 900 در 
طی  در  می توان  حلال،  در  خیساندن   120  min زمان  مدت 
فرایند استخراج سه مرحله اي با حلال در نسبت مواد جامد به 
 15 min 40 و در مدت زمان ˚C 3/10 در دماي g/ml  حلال
استخراج در هر بار استخراج، به حداکثر بازدهی در استخراج 

ترکیبات فلاونوئیدي از پروتئین سویا رسید. 

4-نتیجه گیرى
در طرح حاضر روش تلفیقی شامل استخراج متوالی با حلال از 
نمونه هاي پیش فرایند شده با امواج فراصوت و استخراج متوالی 
با حلال از نمونه هاي پیش فرایند شده با امواج مایکروویو مورد

از  نتایج حاصل،  مقایسه  ارزیابی و  براي  قرار گرفت و  بررسی 
روش استخراج سوکسله  به عنوان یک روش مرجع استفاده شد. 
امواج  روش  از  استفاده  داد  نشان  طرح  این  در  حاصل  نتایج 
فراصوت و مایکروویو  به عنوان یک مرحله پیش فرایند قبل از 
استخراج متوالی با حلال می تواند زمان و دماي مورد نیاز در 
استخراج متوالی با حلال را براي رسیدن به حداکثر بازدهی تا 
حد بسیار قابل توجهی کاهش دهد که این کاهش منجر به صرفه 
اقتصادي در انجام فرایند و سهولت و سرعت انجام آن در مقیاس 
صنعتی در مقایسه با روش استخراج متوالی با حلال می شود. 

قدردانی و تشکر
بدین وسیله از حمایت مالى صندوق حمایت از پژوهشگران 
(INSF) در اجراى پروژه تحقیقاتى " تهیه قرص سوي منوپوز 
از عصاره غنی از فیتو استروژن  استخراج شده از دانه سویا " 

سپاسگزارى مى شود.
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