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Abstract
Research subject: Saponin compounds have been considered as 
anti-cancer, antimicrobial, antifungal, anti-inflammatory, and antiviral 
activity agents. In addition, they are also used as foaming agents in 
some food industries. There are few studies for assessing the extraction 
of this substance, yet. The main purpose of this study is to assess and 
compare the extraction yield of Saponin by conventional extracting 
using solvent and super-critical fluid method.
Research approach: In the extraction with solvent, the effect of three 
operative parameters including mass of solid material, percentage of 
ethanol solvent, and time of extraction on process performance were 
investigated. Yield of extraction and Saponin concentration were 
considered as indexes for evaluating the process performance. In the 
super critical fluid extraction, the effects of extraction time, pressure, 
and temperature were investigated. In this method, carbon dioxide was 
used as super critical fluid and %80 ethanol was used as co-solvent. 
In order to design of experiment and process optimization, response 
surface methodology and central composite design were used. 
Main results: In optimum condition of extraction with solvent, the 
mass of solid material, ethanol solvent percentage, and extraction 
time were 5.4 g, %77.5, and 7 h, respectively. In this condition, the 
maximum efficiency of extraction yield of 1.12 mg of Saponin per a 
gram of dry primary substance was obtained. The results indicated 
that time and solvent percentage were significant parameters.  Further, 
interaction between two factors of time and solvent percentage were 
significant. For supercritical fluid extraction, in optimum condition, 
extraction time, pressure, and temperature were 10 h, 400 bar, and 50 
°C, respectively. Extraction yield in this condition was %20 more than 
the yield of conventional method. It is concluded that the supercritical 
fluid extraction method has higher performance than conventional 
method.
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چکیــده
ترکیبــات ســاپونین به‌عنــوان عوامــل ضدســرطان، ضدقــارچ، ضدالتهابــی و ضدویــروس 
ــی  ــع غذای ــوان عامــل کــف‌زا در بعضــی از صنای شــناخته می‌شــوند. همچنیــن، به‌عن
اســتفاده ‌می‌شــوند. تاکنــون مطالعــات اندکــی پیرامــون اســتخراج ایــن مــاده صــورت 
ــتخراج  ــازده اس ــه ب ــی و مقایس ــق، بررس ــن تحقی ــی ای ــدف اصل ــت. ه ــه اس گرفت
ســاپونین بــه روش رایــج بــا اســتفاده از حــال و روش ســیال فــوق بحرانــی اســت. در 
روش اســتخراج بــا حــال اثــر ســه متغیــر مقــدار مــاده جامــد، درصــد حــال اتانــول 
ــازده  ــد. ب ــرار گرفتن ــه ق ــورد مطالع ــد م ــرد فراین ــر عملک ــان اســتخراج ب ــدت زم و م
ــوان معیارهــای ســنجش عملکــرد فراینــد مــورد  اســتخراج و غلظــت ســاپونین به‌عن
ــر متغیرهــای  ــی اث ــوق بحران ــا ســیال ف ــد. در روش اســتخراج ب ــرار گرفتن بررســی ق
عملیاتــی مــدت زمــان اســتخراج، فشــار و دمــا مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. در ایــن 
ــوان  ــول %80 به‌عن ــی و از اتان ــوق بحران ــیال ف ــوان س ــیدکربن به‌عن روش از دی‌اکس
ــرای طراحــی آزمایــش و بهینه‌ســازی فراینــد در هــر  کمــک حــال اســتفاده شــد. ب
دو روش از ســطح پاســخ و طــرح مرکــب مرکــزی اســتفاده شــد. در روش اســتخراج 
ــرم، درصــد  ــا 5/4 میلی‌گ ــر ب ــد براب ــاده جام ــدار م ــه، مق ــا حــال در شــرایط بهین ب
ــا 7 ســاعت اســت. در  ــر ب ــش براب ــان انجــام آزمای ــدت زم ــول %77/5 و م حــال اتان
ایــن شــرایط بــازده اســتخراج برابــر بــا 1/12 میلی‌گــرم ســاپونین بــه ازای هــر گــرم 
مــاده جامــد خشــک اســت. تحلیــل آمــاری نتایــج نشــان داد کــه متغیرهــای عملیاتــی 
تأثیرگــذار بــر عملکــرد فراینــد، درصــد حــال اتانــول و مــدت زمــان اســتخراج اســت. 
همچنیــن اثــر متقابــل بیــن متغیرهــای درصــد حــال و مــدت زمــان اســتخراج دارای 
ــه مــدت  ــی، در شــرایط بهین ــوق بحران ــا ســیال ف ــرای اســتخراج ب اهمیــت اســت. ب
زمــان اســتخراج، فشــار و دمــا به‌ترتیــب برابــر بــا 10 ســاعت، 400 بــار و 50 درجــه 
ســانتی‌گراد اســت. در ایــن شــرایط بــازده اســتخراج %20 بیش‌تــر از بــازده اســتخراج 
ــوق  ــیال ف ــا س ــتخراج ب ــازده اس ــه ب ــت ک ــه گرف ــوان نتیج ــت. می‌ت ــال اس ــا ح ب

ــا حــال اســت. ــر از اســتخراج ب ــه همــراه کمک‌حــال بالات ــی ب بحران
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۱ مقدمه
در بیــن ترکیبــات فعــال زیســتی، ســاپونین‌ها ترکیبــات 
ثانویــه  سوخت‌وســاز  از  حاصــل  زیســت‌فعال  قطبــی 
بــا جــرم مولکولــی بــالا هســتند. اهمیــت بــالای ایــن 
ــی  ــا ناش ــمند آن‌ه ــی ارزش ــواص داروی ــل خ ــات به‌دلی ترکیب
ــر  ــاوه ب ــات ع ــن ترکیب ــت. ای ــی اس ــال داروی ــواد فع از م
فعالیت‌هــای زيســتی ماننــد خاصیــت ضدباکتــری، ضدقــارچ، 
خــواص‌  دارای  آن‌هــا  آنتی‌اکســیدانی  و  ضدحساســیت 
ــی  ــیون-کنندگی و کف‌زای ــد امولس ــیمیایی مانن ــی ش فیزیک
ــی  ــع غذای ــا در صنای ــرد آن‌ه ــه موجــب کارب ــز هســتند ک نی
می‌شــود. آن‌هــا فعالیــت ســطحی و غیرســطحی بالایــی 
ــد  ــل می‌کنن ــیون‌کننده عم ــل امولس ــوان عام ــد و به‌عن دارن
ــش  ــت افزای ــد. جه ــکیل می‌دهن ــدار تش ــف پای و در آب ک
ــه  ــطحی ک ــش س ــد کش ــیونی، بای ــامانه امولس ــداری س پای
ــش  ــود دارد را کاه ــال وج ــل انح ــع غیرقاب ــن دو مای مابی
به‌عنــوان  امولســیون‌کننده‌ها  از  غذایــی  صنایــع  در  داد. 
ــوان  ــه می‌ت ــوند ک ــتفاده می‌ش ــطحی اس ــال س ــل فع عوام
بــه امولســیون‌کننده‌های ســنتزی سدیم‌دودسیل‌ســولفات، 
توئیــن ۸۰ و بنزالکونیوم‌کلریــد اشــاره کــرد ]1-‌6[. نتایــج کار 
کاراژیــان و کیهانــی ]‌3[  بــر روی عصــاره ســاپونینی چوبــک 
ــه  ــر س ــا ه ــه ب ــک در مقایس ــاره چوب ــه عص ــان داد ک نش
 ۸۰ توئیــن  سدیم‌دودسیل‌ســولفات،  ســنتزی  ســطح‌فعال 
کم‌تــری  امولســیون‌کنندگی  توانایــی  بنزالکونیوم‌کلریــد  و 
دارد؛ امــا در ارتبــاط بــا ویژگــی کف‌زایــی، ایــن عصــاره نســبت 
ــاً یکســان، نســبت  ــی تقریب ــه سدیم‌دودسیل‌ســولفات توانای ب
ــی  ــد )Benzalkonium chloride( توانای ــه بنزالکونیوم‌کلری ب
کم‌تــر و نســبت بــه توئیــن۸۰ توانایــی بیش‌تــری دارد. آن‌هــا 
ــن  ــی ای ــت کف‌زای ــر خاصی ــر اث ــن در پژوهشــی دیگ همچنی
عصــاره را بــرای جایگزیــن کــردن ســفیده تخم‌مــرغ در کیــک 
بررســی کردنــد ]‌7[.  بــا توجــه بــه خــواص متنوع ســاپونین‌ها 
تحقیقــات بســیاری در جهــت اســتخراج، شناســایی و کاربــرد 
آن‌هــا از منابــع گیاهــی مختلــف انجــام شــده اســت. درخــت 
ــوت  ــواده ت ــه خان ــق ب ــه‌ای درخــت گل‌دار متعلّ شــاه‌توت گون
ــی اســت  ــوب غرب ــی آســیای جن ــانان )Moraceae( و بوم س
ــواد  ــی از م ــاه‌توت یک ــرگ ش ــودر ب ــی، پ ــره جنوب ]‌8[. در ک
تشــکیل‌دهنده بســتنی اســت، بــه آن‌ طعــم شــیرین و 
دلپذیــری می‌دهــد در حالــی کــه کاهــش ســطح قنــد خــون 
ــی دارد.  ــتنی را در پ ــالای بس ــد ب ــش قن ــه کاه و در نتیج
ــبز  ــای س ــیدنی چ ــوان نوش ــده آن به‌عن ــای خشک‌ش برگ‌ه
ــد  ــان در هن ــود. محقق ــرف می‌ش ــی مص ــای غذای و مکمل‌ه
ــه روش خشــک‌کردن  ــه ب ــه ســفید را ک ــاه‌توت گون ــرگ ش ب
انجمــادی خشــک شــده بــا آرد مخلــوط کردنــد و از آن بــرای 
تهیــه نــان ســنتی هنــدی )Paratha( اســتفاده کردنــد. ایــن 
ــر  ــد و دیگ ــاره هن ــبه ق ــر ش ــدی در سراس ــت هن ــان تخ ن
کشــورهای آســیایی محبــوب اســت. برگ‌هــای شــاه‌توت 
گونــه ســفید باعــث افزایــش محتــوای پروتئیــن کل محصــول 
شــده و دوام آن را افزایــش می‌دهــد ]‌8[. بنابــر مطالعــات آیولا 

ــفید  ــاه‌توت س ــرگ ش ــیمیایی ب ــی فیتوش ــکاران بررس و هم
ــا،  )Morus alba( نشــان‌دهنده حضــور ســاپونین، آلکالوئیده
ــوع  ــارده ن ــت ]‌8[. چه ــا اس ــزالات و فلاونوئیده ــا، اگ تانن‌ه
ترکیــب فنولــی در بــرگ شــاه تــوت طبــق تحقیقــات 
ســانچز ســالکدو و همــکاران شناســایی ‌شده‌اســت کــه 
چهــار مــورد ترکیبــات عمــده فنولیــک شــامل فنولیک‌اســید 
کافئویلیکینیک‌هــای نئــو- کلروژنیــک اســید، کلروژنیــک 
اســید، کریپتــو- کلروژنیــک اســید و ایزومرکلروژنیــک اســید 
ــده ترکیبــات فلاونول‌هــا ماننــد  اســت ]‌9[. ده مــورد باقی‌مان
ــز در  ــکاران نی ــی و هم ــتند. تالین ــتین هس ــتقات کوئرس مش
تحقیقــات خــود دو ترکیــب اصلــی فلاونوئیــدی ماننــد 
ــی در  ــات فنول ــوان ترکیب ــه عن ــرول را ب ــتین و کامف کوئرس
ــاه‌توت  ــرگ ش ــد ]‌10[. در ب ــی کردن ــاه‌توت بررس ــرگ ش ب
طبــق مشــخصه‌یابی انجــام شــده توســط رادوجکویــک و 
ــده  ــش عم ــت و بخ ــد شناسایی‌شده‌اس ــکاران، کاروتدوئی هم
محتــوی کاراتنوئیــدی )حــدود ۶۴٪( آن را بتا-کاروتــن و 
لوتئیــن بــه خــود اختصــاص داده انــد [‌11[. نتیجــه مشــابه از 
ــاوت  ــن تف ــا ای ــده اســت؛ ب ــز به‌دســت آم ــل نی ــه ایزاب مطالع
کــه لوتئیــن درصــد بیش‌تــری را نســبت بــه بتا-کاروتــن بــه 
خــود اختصــاص داده اســت ]‌12[. طبــق تحقیقــات تبتــی و 
همــکاران کل محتــوی کاروتنوئیــدی بــرگ شــاه‌توت ۷۰/۸۶ 

میلی‌گــرم در هــر صــد گــرم گزارش‌شده‌اســت ]‌13[.
ــرب  ــیدهای چ ــکاران اس ــک و هم ــای رادوجکوی ــاس ‌ه براس
ــده  ــت ش ــوت یاف ــاه ت ــرگ ش ــز در ب ــباع نی ــباع و غیراش اش
ــاه‌توت  ــرگ ش ــاپونین از ب ــتخراج س ــون اس ــت]‌11[. تاکن اس
مطالعــه نشــده اســت. به‌طورکلــی روش‌هــای اســتخراج 
ــی  ــواد گیاه ــر م ــات موث ــتخراج ترکیب ــرای اس ــی ب متنوع
ــات  ــتخراج ترکیب ــا اس ــه آن‌ه ــدف هم ــه ه ــود دارد ک وج
افزایــش  گیاهــی،  نمونه‌هــای  از  هــدف  زیســت‌فعال 
انتخاب‌پذیــری روش‌هــای تحلیلــی، افزایــش حساســیت 
ــل  ــدف، تبدی ــات ه ــت ترکیب ــش غلظ ــا افزای ــری ب اندازه‌گی
ــن و  ــرای تعیی ــر ب ــت پایدارت ــه حال ــت‌فعال ب ــات زیس ترکیب
ــر  ــل تجدیدپذی ــوی و قاب ــه روشــی ق ــا و ارائ جداســازی آن‌ه
مســتقل از تغییــرات در ماتریــس نمونــه اســت ]14و‌15[. در 
ایــن پژوهــش روش اســتخراج ســیال فــوق بحرانــی انتخــاب 

ــت. ــده اس ش
به‌عنــوان  ســاپونین‌ها  اســتخراج  پژوهــش  ایــن  هــدف 
بــرگ  از  طبیعــی  کــف‌زای  و  امولســیون‌کننده  ترکیــب 
ــتخراج  ــه اس ــن مطالع ــور در ای ــن منظ ــت. بدی ــاه‌توت اس ش
ســاپونین‌ها از بــرگ شــاه‌توت بــه روش ســیال فــوق بحرانــی 
مــورد بررســی قــرار گرفــت و بهینه‌ســازی شــرایط عملیاتــی 
بــرای رســیدن بــه حداکثــر بــازده و غلظــت ســاپونین انجــام 
شــد. در پایــان، ایــن روش بــا روش سوکســله در حالــت بهینــه 

ــرار گرفــت. مــورد مقایســه ق
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۲ تجربی
2-1 مواد و دستگاه‌ها

اواخــر  در  شــده  جمــع‌آوری  شــاه‌توت  بــرگ  نمونــه 
ــهد در آون  ــی مش ــگاه فردوس ــاغ دانش ــاه از ب ــت م اردیبهش
فــن‌دار )پارســیان طــب ســاخت ایــران( در دمــای ۶۰ درجــه 
ــه  ــه وزن ثابــت خشــک شــد. نمون ــا رســیدن ب ســانتی‌گراد ت
پــودر شــده توســط خردکــن )AE-100 ســاخت کشــور 
ــر  ــن ۴۲۵-۲۵۰ میکرومت ــدازه ذرات بی ــرد و در ان ــان( خ آلم
ــزان  ــال هگ ــا ح ــی ب ــت چربی‌زدای ــد. در نهای ــری ش غربالگ
)مجللــی تولیــد ایــران( بــرای نمونه‌هــای اســتخراج بــا حــال 

انجــام شــد.

2-2 روش‌ها
2-2-1 روش استخراج و طراحی آماری آزمایش‌ها

در روش اســتخراج بــا حــال، روش سوکســله بــرای اســتخراج 
ســاپونین‌ انتخــاب شــد و همان‌گونــه کــه پیــش از ایــن 
ــاده  ــدار م ــتقل مق ــای مس ــر متغیره ــد، اث ــاره ش ــه آن اش ب
ــازده  ــر غلظــت و ب ــان ب ــول و زم خشــک، درصــد حــال اتان
اســتخراج ســاپونین بررســی شــد. روش ســیال فوق-بحرانــی 
ــای  ــر متغیره ــد و اث ــاب ش ــن انتخ ــوان روش نوی ــز به‌عن نی
ــازده اســتخراج  ــر غلظــت و ب ــا ب ــان، فشــار و دم مســتقل زم
ــطح  ــه روش س ــش ب ــی آزمای ــد. طراح ــی ش ــاپونین بررس س
پاســخ )RSM( و طــرح مرکــب مرکــزی )CCD(  انجــام شــد. 

براســاس طراحــی آزمایــش روش CCD تعــداد کل آزمایش‌هــا 
۲۰ اســت کــه ۴ آزمایــش در نقــاط فاکتوریــل، ۶ آزمایــش در 
نقــاط مرکــزی و ۴ آزمایــش در نقــاط محــوری انجــام شــد. بــا 
ــی و مطالعــات گذشــته در  ــه محدودیت‌هــای عملیات توجــه ب
طراحــی ایــن آزمایــش مقــدار آلفــا بــرای پیــدا کــردن نقــاط 
ــر دو  ــی ه ــطوح عملیات ــد. س ــه ش ــر گرفت ــوری ۲ در نظ مح
روش به‌ترتیــب در جــدول ۱ و ۲ آمــده اســت. همچنیــن 
بــرای شناســایی کمــی ســاپونین در عصاره‌هــای اســتخراجی 

از منحنــی اســتاندارد ســاپونین اســتفاده شــد. 

2-2-1-1 استخراج با حلال
ــال  ــده ح ــای طراحی‌ش ــدول آزمایش‌ه ــه ج ــا توج ــدا ب ابت
اتانــول بــا درصــد مشــخص تهیــه و نمونــه چربی‌زدایــی 
ــد.  ــن ش ــر توزی ــدازه ذرات ۴۲۵-۲۵۰  میکرومت ــا ان ــده ب ش
ــه محــض چکیــدن  پــس از ســوارکردن دســتگاه سوکســله ب
اولیــن قطــره حــال بــر روی نمونــه زمــان اســتخراج در نظــر 
گرفتــه شــد و پــس از پایــان زمــان اســتخراج، عصــاره ســرد 
ــد  ــور داده ش ــان( عب ــرک آلم ــن۴۲ م ــی )واتم ــذ صاف از کاغ
)هیدولــف  روتــاری  دســتگاه  در  به‌دســت‌آمده  عصــاره  و 
ــن‌دار  ــال در آون ‌ف ــده ح ــظ و باقی‌مان ــان( تغلی ــور آلم کش
ــر  ــر آب مقط ــک در ۵۰ میلی‌لیت ــاره خش ــد. عص ــر ش تبخی
حــل شــد و عصــاره آبــی در قیــف دکانتــور بــا ۲/۵ میلی‌لیتــر 
ــرم  ــر  ۶ گ ــه ازای ه ــر ب ــا آب مقط ــده ب ــباع ش ــول اش بوتان
بافــت اولیــه نمونــه بعــد از ۲۰ دقیقــه بــه دو فــاز آبــی و آلــی 

جدول ۱ متغیرهای عملیاتی فرایند استخراج با حلال
Table 1 operative parameters of extraction process with solvent

 جدول ۲ متغیرهای عملیاتی فرایند استخراج فوق‌بحرانی
Table 2 Operative parameters of supercritical extraction process 

variables symbols levels

α +1 0 -1 α-

Amount of solid material (g) A 7 6 5 4 3

Ethanol solvent percent 
(%volume/volume) B 100 90 80 70 60

time (h) C 10 8 6 4 2

variables symbols levels

α +1 0 -1 α-

time (h) A 10 8 6 4 2

pressure (bar) B 450 400 350 300 250

temperature (ºC) C 60 55 50 45 40
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جداســازی شــد. ایــن عملیــات دو مرتبــه دیگــر بــر روی فــاز 
آبــی باقــی مانــده تکــرار شــد ولایــه بالایــی فــاز آلــی حاصــل 
ــص  ــی ســاپونین خال ــوان عصــاره بوتانول ــه به‌عن از ســه مرحل

جمــع‌آوری شــد. 

2-2-1-2 استخراج سیال فوق‌بحرانی
ــا  ــه ب ــرم نمون ــدا ۵ گ ــی ابت ــوق بحران ــیال ف ــتخراج س در اس
تــرازوی رقمــی )ســاخت شــرکت کرنــل کشــور آلمــان( وزن و 
ــر کمک‌حــال  ــه ۵ میلی‌لیت ــده و ب ــی پیچی درون کاغــذ صاف
ــوق  ــیدکربن ف ــت دی‌اکس ــش قطبی ــرای افزای ــول ٪۸۰ ب اتان
ــت.  ــتخراج قرارگرف ــزن اس ــد و درون مخ ــته ش ــی آغش بحران
از حــال ‌دی‌اکســیدکربن درون اســتوانه ۴۵ کیلوگرمــی 
ــی  ــیال فوق‌بحران ــوان س ــران( به‌عن ــان، ای ــرکت خوراکی )ش
اســتفاده شــد. پــس از تنظیــم دمــا و فشــار عملیاتــی طبــق 
ــد و  ــه ش ــتخراج در نظرگرفت ــان اس ــا، زم ــی آزمایش‌ه طراح
ــاز  ــد اســتخراج، شــیر خروجــی ب ــان فراین ــان زم ــس از پای پ
ــش  ــا کاه ــت ب ــای ثاب ــتخراجی در دم ــاپونین اس ــد و س ش
فشــار از دی‌اکســیدکربن جــدا و در مقــداری اتانــول ۸۰٪ 

ــع‌آوری شــد. جم

2-2-2 اندازه‌گیری میزان ساپونین
ــنجی  ــاپونین از روش طیف‌س ــی س ــایی کم ــور شناس به‌منظ
نــوری اســتفاده شــد و برایــن اســاس نیــاز بــه رســم منحنــی 
ســاپونین  غلظــت  محاســبه  بــرای  ســاپونین  اســتاندارد 
براســاس جــذب خوانــده شــده نمونه‌هــای مجهــول در 
ــی  ــش- مرئ ــی فرابنف ــوری دو پرتوی ــنج ن ــتگاه طیف‌س دس
کشــور  ســاخت   Biochrom شــرکت   BC47358 )مــدل 

ــت. ــس( اس انگلی

2-2-2-1 نحوه رسم منحنی استاندارد
ــادر  ــول م ــاپونین از محل ــتاندارد س ــی اس ــم منحن ــرای رس ب
ــای ۱۰۰، ۱۵۰، ۲۰۰ ،  ــان(  رقت‌ه ــرک آلم ــاپونین )م ــا س ب
ــه شــد. ســپس۱۰  ــر تهی ــر میلی‌لیت ــر ب ۳۰۰، ۴۰۰ میکرولیت
میکرولیتــر از آن در لولــه آزمایــش ریختــه شــد و تــا تبخیــر 
ــانتی‌گراد  ــه س ــای ۱۰۰ درج ــا دم ــل حــال درون آون ب کام
قــرار گرفــت و بعــد از ســرد شــدن لوله‌هــا بــه هریــک از آن‌هــا 
۵ میلی‌لیتــر از معــرف وانیلیــن ٪۰/۷ در اسیدســولفوریک 
٪۶۵ اضافــه شــد و نمونه‌هــا پــس از ورتکــس، به‌مــدت 

یــک ســاعت در حمــام آب گــرم بــا دمــای )C±۱° ۶۰(  قــرار 
ــدت ده  ــه م ــش ب ــف واکن ــرای توق ــس از آن ب ــت و پ گرف
دقیقــه در حمــام آب یــخ گذاشــته شــد. جــذب محلول‌هــای 
ــوج ۴۷۳  ــول م ــک در ط ــا ی ــر ت ــتاندارد در محــدوده صف اس
ــت  ــودار غلظ ــم نم ــا رس ــد ]‌16[. ب ــری ش ــر اندازه‌گی نانومت
برحســب جــذب منحنــی اســتاندارد ســاپونین  به‌دســت آمــد 

و بــا جاگــذاری مقــدار جــذب نمونه‌هــای مجهــول در معادلــه 
ــود. ــبه می‌ش ــاپونین محاس ــت س ۱ غلظ

Y=(451.7X+28.653)×3                                      )1(
 

2-2-2-2 نحوه محاسبه بازده
بــرای دســت‌یابی بــه بــازده وزنــی ســاپونین برحســب 
ــک  ــاده خش ــرم م ــه گ ــتخراجی ب ــاپونین اس ــرم، س میلی‌گ

ــد. ــتفاده ش ــه‌ ۲ اس ــه از رابط اولی

)2( 

2-3 طرح آماری و تجزیه‌وتحلیل داده‌ها
ــب  ــدل از ضری ــت م ــی صح ــت بررس ــداول جه ــور مت به‌ط
ــرازش )Lack of fit( اســتفاده  ــدم ب ــون ع ــن )R2( و آزم تبیی
می‌شــود. معنــی‌دار نبــودن آزمــون عــدم بــرازش بدیــن 
ــر  ــی ب ــه خوب ــت ب ــته اس ــدل توانس ــه م ــت ک ــی اس معن
ــرای این‌کــه مــدل  ــرازش شــود. ب داده‌هــای مــورد بررســی ب
ــد لازم  ــته باش ــات داش ــرازش اطلاع ــرای ب ــی ب ــی خوب توانای
بالاتریــن مقــدار  R2  دارای 

predicted و   R2
adjusted اســت کــه 

ــدار R2 بایســتی  ــرازش خــوب، مق ــا ب ــی ب ــرای مدل باشــند. ب
حداقــل 0/8 باشــد ]‌17[. 

روش  از  اســتفاده  بــا  پاســخ  بــرای  ریاضــی  مدل‌هــای 
ــه‌ای  ــع معادل ــد و تاب ــت می‌آین ــه به‌دس ــیون چندگان رگرس
ــماره 3،  ــویونی ش ــه رگرس ــتند. در معادل ــه‌ای هس چندجمل
b0  عرض‌ازمبــدا، bi، bii و bij ضرایــب خطــی، درجــه دوم 
ــتند  ــده xi  وxj  هس ــتقل کدش ــای مس ــش متغیره و برهم‌کن

.]‌17[

                                                                                                         y=b0+Σbixi+Σbiixi
2+Σbijxixj                              )3( 

2-3-1 گزینش مدل مناسب روش استخراج با حلال
مــدل کدشــده ســطح پاســخ اصــاح شــده درجــه دوم بــرای 
ــاس  ــر اس ــتخراج ب ــازده اس ــت و ب ــرات غلظ ــی تغیی پیش‌بین
ــه روش  ــای بررســی شــده در اســتخراج ساپونســن ب متغیره
سوکســله به‌ترتیــب در معادلــه‌ 4 بــا ضریــب تبییــن ۰/۹۲۲۶و 

در معادلــه 5 بــا ضریــب تبییــن ۰/۹۴۴۲ بــرازش شــد.
-29.742×B2-25.61×C2y=206.25×A-
12.88×B+30.62×C-23.74×A

y=1.10-0.026×A+0.054×B+0.13×C-
0.20×(B×C)-0.13×A2-.095×B2-0.16×C2

)4(

)5(
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2-3-2 گزینش مدل مناسب روش استخراج با حلال
مــدل کــد شــده ســطح پاســخ اصــاح شــده درجــه دوم بــرای 
ــاس  ــر اس ــتخراج ب ــازده اس ــت و ب ــرات غلظ ــی تغیی پیش‌بین
ــه روش  ــای بررســی شــده در اســتخراج ساپونســن ب متغیره
سوکســله به‌ترتیــب در معادلــه‌ 6 بــا ضریــب تبییــن ۰/۹۲۲۶و 

در معادلــه 7 بــا ضریــب تبییــن ۰/۹۹۵۸ بــرازش شــد.
)6(

y=106.87+18.02×A+8.21×B+0.97×C+3.50×
AB-1.95×BC-6.27×B2-7.62×C2

)7(
y=0.74-0.25×A+0.074×B+0.000555×C-
0.065×(A×C)+0.053×(B×C)+0.018×A2 

-0.097×C2

3 نتایج و بحث
ــرای شــهودی کــردن رابطــه متغیرهــای مســتقل و پاســخ،  ب
ــامانه،  ــر س ــتقلی ب ــر مس ــر متغی ــل ه ــر متقاب ــن اث همچنی

ــتقل  ــر مس ــا دو متغی ــخ ب ــطح پاس ــه‌بعدی س ــای س نموداره
در مقابــل پاســخ بــا ثابــت در نظــر گرفتــن متغیر ســوم، رســم 
ــا  ــوان ب ــتقل را می‌ت ــای مس ــه متغیره ــر بهین ــدند. مقادی ش
اســتفاده از همیــن نمودارهــا اســتنباط کــرد. مقادیــر منفــی 
ــا  ــازده در نموداره ــت و ب ــخ‌های غلظ ــده پاس ــی ش پیش‌بین
ــی  ــه توانای ــی نامناســب اســت ک ــای شــرایط عملیات ــه معن ب

ــدارد.  ــتخراجی ن ــاپونین اس ــتخراج س اس

بــرگ  از  ســاپونین  اســتخراج  بهینه‌ســازی   1-3
شــاه‌توت بــه روش حــال بــا اســتفاده از روش 

ــخ ــطح پاس س
طبــق نتایــج آزمایــش )جــدول3( و جــدول تحلیــل واریانــس، 
متغیرهــای مقــدار مــاده جامــد و زمــان در مــدل پیش‌بینــی 
غلظــت، معنــادار شــدند و متغیرهــای درصــد حــال، زمــان، 
اثرمتقابــل درصــد حــال و زمــان در مــدل پیش‌بینــی بــازده 
ــر  ــش تأثی ــن بخ ــد. در ای ــادار بودن ــاپونین معن ــتخراج س اس
ــازده اســتخراج  متغیرهــای مســتقل بــر غلظــت ســاپونین و ب

جدول 3 چینش  طراحی آزمایش ها در استخراج ساپونین توسط حلال
Table 3 Experimental design layout of Saponin extraction by solvent

row

independent variables responses

solid amount  ethanol solvent time saponin concentration* efficiency 

(g) (%) (h) (mg/L) (%)
1 7 80 6 145 0.59
2 4 90 8 120 0.74
3 4 90 4 65 0.84
4 5 80 6 200 1.1
5 3 80 6 73 0.61
6 6 90 8 186 0.59
7 6 90 4 110 0.75
8 5 80 6 181 1.02
9 5 80 6 195 1.08

10 5 60 6 117 0.6
11 5 80 10 161 0.72
12 4 70 4 88 0.35
13 5 80 6 230 1.27
14 6 70 8 191 0.95
15 6 70 4 131 0.3
16 4 70 8 149 1.03
17 5 80 6 240 1.34
18 5 80 2 42 0.25
19 5 80 6 188 1.04
20 5 100 6 53 0.89

* concentration in 10 microliters of sample
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ــه روش ســطح در  ــرگ شــاه‌توت در روش سوکســله ب آن از ب
ــت. ــان داده‌شده‌اس ــکل‌های ۵-۱ نش ش

در شــکل 1 در نمودارهــای a1 و a2 و نمودارهــای b1 و 
b2 رونــد مشــابهی در اثــر تغییــرات متغیرهــای مســتقل بــر 
ــاهده  ــاپونین مش ــتخراج س ــازده اس ــت و ب ــخ‌های غلظ پاس
ــخ‌ها  ــش پاس ــد افزای ــای a1 و a2 رون ــود. در نموداره می‌ش
ــس  ــش ماتری ــل افزای ــد به‌دلی ــاده جام ــدار م ــش مق ــا افزای ب
ــرای اســتخراج ســاپونین اســت  ــه در دســترس حــال ب نمون
ــاده  ــر م ــر بیش‌ت ــه ازای مقادی ــخ‌ها ب ــی پاس ــد کاهش و رون
جامــد پاســخ بــه ایــن دلیــل اســت کــه بــا توجــه بــه ثابــت 
بــودن مقــدار حــال در روش سوکســله، میــزان حــال بــرای 
ــوده و  ــی نب ــی کاف ــد مصرف ــاده جام ــت از م ــتخراج آنالی اس
ــتخراجی  ــاپونین اس ــازده س ــت و ب ــش غلظ ــه کاه ــر ب منج

شــده اســت. 
ــت  ــال اس ــبی ح ــت نس ــاری از قطبی ــال، معی ــد ح درص
ــش  ــا کاه ــول ب ــال اتان ــد ح ــر درص ــی اث ــن در بررس بنابرای

ــودن  ــی ب ــه قطب ــا توجــه ب ــی‌رود ب ــول انتظــار م درصــد اتان
ــازده ســاپونین  ــد افزایشــی غلظــت و ب ســاپونین‌ها، تنهــا رون
ــت نســبی  ــش قطبی ــا افزای ــن حــال ب ــا ای مشــاهده شــود؛ ب

ــای  ــول ٪۸۰ نموداره ــدود اتان ــا ح ــول ٪۱۰۰ ت ــال از اتان ح
ــر  ــس از آن بیانگ ــی و پ ــد افزایش ــر رون ــخ بیانگ ــطح پاس س
رونــد کاهشــی در غلظــت و بــازده اســتخراج ســاپونین 
ــه  ــاپونین‌ ب ــتخراج س ــازده اس ــت و ب ــش غلظ ــتند. کاه هس
ایــن دلیــل اســت کــه در روش سوکســله، فــاز آلــی به‌عنــوان 
عصــاره خالــص ســاپونین از فــاز آبــی جــدا و افزایــش قطبیــت 
ــم  ــش اعظ ــال بخ ــث انتق ــا ٪۶۰ باع ــال از٪۸۰ ت ــبی ح نس

ــود. ــی می‌ش ــاز آب ــه ف ــاپونین‌ها ب س
ــان  ــد و زم ــاده جام ــدار م ــر مق ــای b1 و b2 اث در نموداره
ــد  ــان می‌ده ــله نش ــه روش سوکس ــازده را ب ــت و ب ــر غلظ ب
ــی  ــپس کاهش ــی و س ــر افزایش ــدا اث ــان ابت ــش زم ــه افزای ک
ــر افزایشــی  ــازده اســتخراج ســاپونین دارد.  اث ــر غلظــت و ب ب
ــع  ــد- مای ــازوکار اســتخراج جام ــل س ــد به‌دلی ــان، می‌توان زم
و دو عامــل نفــوذ و شــيو )Gradient( غلظــت در انتقــال 
باشــد. جــذب‌ و‌ دفــع، فرایندهــای زمان‌بــر هســتند؛ بنابرایــن 
براســاس اختــاف پتانســیل شــیمیایی )غلظــت( بــا گذشــت 

ــه دارد و  ــوذ در نمون ــرای نف ــی ب ــت کاف ــال فرص ــان ح زم
پــس از حــل کــردن مــاده هــدف در خــود فرصــت برگشــت 
بــه ســطح ماتریــس نمونــه )دفــع( را پیــدا می‌کنــد؛ بنابرایــن 
افزایــش زمــان باعــث افزایــش غلظــت مــاده هــدف در عصــاره 

شکل ۱  اثر متغیرهای عملیاتی بر غلظت ساپونین و بازده استخراج در روش استفاده از حلال
Fig.-1Effects of operative parameters on Saponin concentration and extraction yield in extraction by solvent

a1

b1

c1c2

b2

a2
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اســتخراجی می‌شــود. از طرفــی در روش سوکســله بــا ســرریز 
ــازه  ــال ت ــرض ح ــه در مع ــن، نمون ــال درون بال ــردن ح ک
قرار‌می‌گیــرد و مانــع از تجمــع غلظــت و کاهــش شــيو 
غلظــت می‌شــود؛ در نتیجــه مانــع کاهــش انتقــال جــرم و بــه 
ــس  ــود. پ ــتخراج می‌ش ــازده اس ــت و ب ــش غلظ ــع آن کاه تب
ــرای اســتخراج  ــت حــال ب ــدرت حلالی ــر ق از اعمــال حداکث
ــدون  ــتخراجی ب ــاره اس ــان عص ــت زم ــا گذش ــدف ب ــاده ه م
افزایــش در غلظــت در معــرض دمــای جــوش محلــول اســت و 
ایــن امــر منجــر بــه از بیــن رفتــن  بخشــی از ترکیبــات در اثــر 
تجزیــه حرارتــی می‌شــود. کاهــش غلظــت بــا افزایــش زمــان 

پــس از نقطــه عطــف دارای شــیب کمــی اســت.
ــرده و همچنیــن نمــودار  ــام ب در نمودارهــای ســطح پاســخ ن
مشــاهده  پاســخ  ســطح  نمــودار  در  پیچ‌خوردگــی   c1
نمی‌شــود امــا ایــن پیچ‌خوردگــی در شــکل پ-۲ بــرای تأثیــر 
ــده  ــاپونین دی ــتخراج س ــازده اس ــر ب ــان ب ــال و زم درصدح
ــتقل  ــر مس ــن دو متغی ــل بی ــانگر اثرمتقاب ــه نش ــود ک می‌ش

ــت. ــان اس ــال و زم ــد ح درص
ــا  ــازده ت ــا افزایــش هــم زمــان دو فاکتــور حــال و زمــان ب ب
ــش دارد.  ــس از آن کاه ــش و پ ــزی، افزای ــاط مرک ــدود نق ح

نتایــج، این‌گونــه تحلیــل می‌شــود کــه حداکثــر زمــان 
رســیدن بــه حالتــی کــه دیگــر زمــان اثــر زیــادی بــر افزایــش 
بــازده نــدارد، بســتگی بــه قــدرت حــال دارد و این‌گونــه اثــر 
متقابــل بیــن زمــان و درصــد حــال قابــل تشــخیص اســت.

بــرگ  از  اســتخراج ســاپونین  بهینه‌ســازی   2-3
ــتفاده  ــا اس ــی ب ــیال فوق‌بحران ــه روش س ــاه‌توت ب ش

ــخ ــطح پاس از روش س
طبــق نتایــج آزمایش‌هــا )جــدول 4( و بررســی آمــاری 
داده‌هــا، متغیرهــای زمــان، فشــار، اثــر متقابــل زمــان 
ــی  ــدل پیش‌بین ــا در م ــار و دم ــل فش ــر متقاب ــار و اث و فش
غلظــت معنــادار شــدند و متغیرهــای زمــان، فشــار، اثــر 
ــدل  ــا در م ــار و دم ــل فش ــر متقاب ــا و اث ــار و دم ــل فش متقاب
ــد. در  ــادار بودن ــاپونین معن ــتخراج س ــازده اس ــی ب پیش‌بین
ایــن بخــش تأثیــر متغیرهــای مســتقل بــر غلظــت ســاپونین 
ــتخراج  ــاه‌توت در روش اس ــرگ ش ــتخراج آن از ب ــازده اس و ب
ــطح  ــه روش س ــول٪۸۰ ب ــا اتان ــیدکربن‌فوق‌بحرانی ب دی‌اکس

پاســخ در شــکل‌های 2 نشــان داده‌شده‌اســت.
جدول 4 چینش  طراحی آزمایشات در استخراج ساپونین به روش فوق بحرانی

Table 4 Experimental design layout of Saponin extraction by super critical method

row

independent variables responses

time pressure temperature concentration efficiency

(h) (bar) (°C) (ppm) (mg/g D.M)
1 2 350 50 70.32 0.33
2 4 400 55 80 0.60
3 8 300 55 101.3 0.71
4 6 350 50 110 0.77
5 4 300 55 73 0.34
6 8 400 55 120.5 0.96
7 6 350 40 75 0.35
8 4 400 45 81 0.38
9 8 300 45 94.2 0.96

10 10 350 50 146 1.31
11 6 350 50 105.7 0.74
12 6 250 50 66.3 0.59
13 6 350 50 104 0.73
14 8 400 45 123 0.98
15 4 300 45 68 0.32
16 6 350 50 106.9 0.75
17 6 350 50 108.3 0.78
18 6 350 60 78.5 0.37
19 6 450 50 98 0.88
20 6 350 50 105.2 0.74
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اثــر زمــان و فشــار در نمودارهــای d1 و d2 بــه ترتیــب بــرای 
غلظــت و بــازده اســتخراج ســاپونین بررســی شــده اســت کــه 
ــی  ــی را در پ ــد افزایش ــخ، رون ــر دو پاس ــرای ه ــان ب ــر زم اث
داشــته اســت در واقــع ســیال فــوق بحرانــی زمــان بیش‌تــری 
ــد.  ــتخراج کن ــه اس ــس نمون ــدف را از ماتری ــاده ه ــا م دارد ت
ــه  ــالای فشــار شــیب افزایــش غلظــت نســبت ب در ســطوح ب
ــر  ــار ب ــر فش ــل اث ــه به‌دلی ــت ک ــر اس ــن بیش‌ت ــار پایی فش
اســاس افزایــش چگالــی ســیال فــوق بحرانــی و همچنیــن اثــر 

متقابــل بیــن فشــار و زمــان اســت.
اثــر فشــار برغلظــت ســاپونین در ایــن روش در زمــان بیــن ۲ 
تــا ۴ ســاعت ابتــدا رونــد افزایشــی و ســپس کاهشــی پاســخ 
را نشــان می‌دهــد کــه رونــد افزایشــی به‌دلیــل افزایــش 
چگالــی ســیال فوق‌بحرانــی اســت کــه موجــب افزایــش 
افزایــش  فشــار،  افزایــش  طرفــی  از  می‌شــود.  حلالیــت 
ــال دارد.  ــه دنب ــت را ب ــر حلالی ــی ب ــر منف ــا اث ــکوزیته ب ویس
ــب شــدن  ــد کاهشــی غلظــت ســاپونین نشــان‌دهنده غال رون
افزایــش گرانــروی بــر افزایــش چگالــی ســیال اســت. امــا پــس 
ــا افزایــش فشــار فقــط افزایــش غلظــت  از زمــان ۴ ســاعت ب

به‌دلیــل افزایــش چگالــی ســیال مشــاهده شــده اســت. ایــن 
ــن  ــل بی ــه اثرمتقاب ــان و فشــار ب ــر زم ــا تغیی ــار ب ــاوت رفت تف
ایــن دو پارامتــر برمی‌گــردد. نتایــج مشــابهی بــرای اثــر زمــان 
و فشــار در تحقیــق ســان و همــکارن ]‌18[ و بــرای اثــر فشــار 
ــده اســت. ــچ و همــکاران ]‌19[ به‌دســت آم ــق گوین در تحقی

ــت  ــور رعای ــی به‌منظ ــای دمای ــودن بازه‌ه ــک ب ــل نزدی به‌دلی
ــظ  ــرای حف ــانتی‌گراد ب ــه س ــی ۶۰-۴۰ درج ــدوده دمای مح
همچنیــن  و  ســاپونین‌ها  امولســیون‌کنندگی  خاصیــت 
ــرای  ــا ب ــر دم ــتگاه، متغی ــی مناســب دس ــرل دمای ــدم کنت ع
ــج  ــی طبــق نتای ــوق بحران ــازده در روش ســیال ف غلظــت و ب
ــا ایــن وجــود در  تحلیــل واریانــس معنــی‌دار نشــده اســت؛ ب
ــه غلظــت  ــوط ب ــه مرب ــای ســطح پاســخ e1 و e2 ک نموداره
ــرات  ــد تغیی ــوند رون ــتخراج آن می‌ش ــازده اس ــاپونین و ب س
ــا  ــایر پژوهش‌ه ــج س ــابه نتای ــا مش ــش دم ــا افزای ــخ‌ها ب پاس
ــی  ــت، کاهــش چگال ــا در فشــار ثاب ــش دم اســت ]‌18[. افزای
ســیال فــوق بحرانــی و افزایــش فشــار بخــار جــز حــل شــونده 
را درپــی‌دارد کــه در فشــارهای بــالا اثــر افزایــش فشــار بخــار 
جــز حــل شــونده بــر کاهــش چگالــی ســیال غالــب اســت و 

d2

e2

f2

d1

e1

f1
شکل 2  اثر متغیرهای عملیاتی بر غلظت ساپونین و بازده استخراج در روش فوق بحرانی

Fig.-1 Effects of operative parameters on Saponin concentration and extraction yield in extraction by super critical 
method
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ــه افزایــش حلالیــت و در نتیجــه افزایــش غلظــت و  منجــر ب
بــازده می‌شــود. بعــد از دمــای حــدود ۵۰ درجــه ســانتی‌گراد 
کاهــش غلظــت و بــازده، طبــق مطالعــات به‌دلیــل جداســازی 
ترکیبــات فعــال در دماهــای بالاتــر اســت ]‌2[. پیچ‌خوردگــی 
نمــودار ســطح پاســخ بــازده )e2( بیانگــر اثــر متقابــل زمــان 
ــج  ــا نتای ــه ب ــت ک ــاپونین اس ــتخراج س ــازده اس ــر ب ــا ب و دم

تحلیــل واریانــس مطابقــت دارد.
ــازده)f1 و  ــت و ب ــخ غلظ ــطح پاس ــودار س ــی نم پیچ‌خوردگ
ــر  ــر اث ــار بیانگ ــا و فش ــرات دم ــاس تغیی ــاپونین براس f2( س
ــر در  ــن اث ــه ای ــت. ک ــی اس ــر عملیات ــن دو پارامت ــل ای متقاب
تحلیــل واریانــس نیــز معنی‌دار‌شده‌اســت. بــا توجــه بــه 
ــا  ــر دم ــج ســایر مطالعــات در صــورت مهــم شــدن متغی نتای
ــی  ــر باشــد یعن انتظــار مــی‌رود پیــچ خوردگــی مــدل بیش‌ت
اثــر متقابــل بیش‌تــری از دمــا و فشــار انتظــار مــی‌رود. زیــرا 
بــا افزایــش هم‌زمــان دمــا و فشــار، میــزان برهم‌کنــش 
ــب  ــن ترتی ــد. بدی ــش می‌یاب ــول افزای ــار محل ــال و فش ح
مشخص‌شده‌اســت کــه تأثیــر دمــا و فشــار بــر حلالیــت 

ــت]‌20[. ــده اس ــری پیچی ام

3-3 تعیین شرایط بهینه روش حلال
شــرایط بهینــه روش اســتخراج حــال بــرای غلظــت و بــازده 
ــرگ شــاه‌توت براســاس بهینه‌ســازی  اســتخراج ســاپونین از ب
 α و -α ــطوح ــن س ــش بی ــرح آزمای ــزار ط ــا نرم‌اف ــددی ب ع
ــر  ــه حداکث ــتیابی ب ــرای دس ــتقل ب ــای مس ــی متغیره تمام
پاســخ انجــام شــد. تحــت شــرایط بهینــه مقــدار مــاده جامــد 
ــر  ــاعت حداکث ــان ۷ س ــال ٪۷۷/۵ و زم ــرم، درصدح ۵/۴ گ

ترتیــب ۴۲۰  بــه  ســاپونین  اســتخراج  بــازده  و  غلظــت 
ــر لیتــر و ۱/۱۲ میلی‌گــرم ســاپونین اســتخراجی  میلی‌گــرم ب

ــد. ــت آم ــه به‌دس ــک اولی ــاده خش ــرم م ــر گ ب

3-4 تعیین شرایط بهینه روش سیال فوق‌بحرانی
ــوق  ــیال ف ــتخراج س ــه اس ــرایط بهین ــال ش ــابه روش ح مش
بحرانــی تعییــن شــد. تحــت شــرایط زمــان ۱۰ ســاعت، فشــار 
ــت  ــر غلظ ــانتی‌گراد حداکث ــه س ــای ۵۰ درج ــار و دم ۴۰۰ ب
ــر  ــرم ب ــب ۱۴۷ میلی‌گ ــاپونین به‌ترتی ــتخراج س ــازده اس و ب
لیتــر و ۱/۳۴ میلی‌گــرم ســاپونین اســتخراجی بــر گــرم مــاده 

ــد. ــه به‌دســت آم خشــک اولی

4 نتیجه گیری
اســتخراج ســاپونین از بــرگ شــاتوت بــا اســتفاده از دو روش 
اســتخراج بــا حــال و اســتخراج ســیال فــوق بحرانــی مــورد 
ــرایط  ــال در ش ــا ح ــتخراج ب ــت. در اس ــرار گرف ــی ق بررس
ــه  ــاپونین ب ــتخراج س ــازده اس ــت و ب ــينه غلظ ــه، بيش بهین
ترتیــب ۴۲۰ میلی‌گــرم بــر لیتــر و ۱/۱۲ میلی‌گــرم ســاپونین 
ــد.  ــت آم ــه به‌دس ــک اولی ــاده خش ــرم م ــر گ ــتخراجی ب اس
ــت  ــينه غلظ ــی، بيش ــوق بحران ــیال ف ــا س ــتخراج ب ــرای اس ب
ــر  ــرم ب ــب ۱۴۷ میلی‌گ ــاپونین به‌ترتی ــتخراج س ــازده اس و ب
لیتــر و ۱/۳۴ میلی‌گــرم ســاپونین اســتخراجی بــر گــرم مــاده 

ــد. ــت آم ــه به‌دس ــک اولی خش
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