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Abstract 
Background and Objective: Glycyrrhiza glabra L. (licorice) is a widely recognized 

medicinal plant known for its diverse biological properties and rich content of bioactive 

compounds, including glycyrrhizic acid, phenolics, and flavonoids, which contribute 

significantly to its antioxidant activity. Efficient extraction of these compounds is essential to 

fully utilize the plant’s potential. This study aimed to optimize the extraction conditions for 

these bioactive constituents from licorice leaves using ultrasound-assisted extraction (UAE). 

The primary objective was to determine the optimal conditions for maximizing the yield of 

bioactive compounds. 

Methodology: Licorice leaves were collected, dried, and ground into a fine powder. 

Extraction was carried out using ultrasound-assisted extraction (UAE) based on a central 

composite design (CCD) and response surface methodology (RSM). The effects of three 

independent variables, temperature (X₁: 22.77–75.22 °C), extraction time (X₂: 1.59–18.40 min), 

and solvent concentration (X₃: 22.77–75.22%), were evaluated at five levels within predefined 

ranges to determine their impact on the extraction efficiency of selected phytochemicals. The 

extraction experiments were performed in 20 runs using an ultrasonic device operating at 

120 Hz. The resulting extracts were analyzed for glycyrrhizic acid (GA) content using vanillin 

reagent with absorbance measured at 535 nm, total phenolic content (TPC) using Folin–

Ciocalteu reagent at 760 nm, total flavonoid content (TFC) using aluminum chloride solution at 

415 nm, and antioxidant activity via the DPPH radical scavenging assay at 517 nm. All 

spectrophotometric analyses were performed using a UV-2100 PC spectrophotometer. 

Statistical analysis, model fitting, and optimization of the extraction parameters were conducted 

using Design Expert version 10 software. 

Results: Statistical analysis showed that a second-order regression model provided the best 

fit for glycyrrhizic acid (GA), total phenolic content (TPC), and DPPH radical scavenging 

activity, while an interaction model best described total flavonoid content (TFC). All models 

were statistically significant (P < 0.05), and non-significant lack-of-fit tests indicated good 

model adequacy. The R² values ranged from 0.745 to 0.798, demonstrating strong explanatory 
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power. Among the factors evaluated, extraction time (B) had the most significant effect on GA 

(P < 0.05). For TPC, the temperature–time interaction (AB) showed the greatest positive effect 

(coefficient: 28.41), while solvent concentration (C²) had a highly significant negative effect 

(coefficient: –25.77). In TFC, the temperature–time interaction (AB) exerted the strongest 

positive influence (coefficient: 18.13), whereas extraction time (B) had a negative effect. For 

DPPH radical scavenging activity, solvent concentration (C²) was the most influential variable 

(coefficient: –16.51), with the temperature–time interaction (AB) also highly significant 

(coefficient: 17.15). Three-dimensional response surface plots confirmed the complex 

interactions among variables and highlighted optimal extraction points for each response. 

Overall, higher temperatures and longer extraction times enhanced TPC and flavonoid yields, 

although excessive conditions could cause degradation. Solvent concentration critically affected 

extraction efficiency, with moderate concentrations generally outperforming both very low and 

very high levels. Based on these results, the optimal extraction conditions were estimated to be a 

temperature of 57–70 °C, an extraction time of 35–45 minutes, and a solvent concentration of 

50–60%. 

Conclusion: This study demonstrated that the simultaneous optimization of key extraction 

variables, including solvent concentration, extraction time, and temperature, using response 

surface methodology (RSM) significantly improves the efficiency of extracting glycyrrhizic 

acid, phenolic compounds, flavonoids, and antioxidant activity from licorice leaves. The results 

emphasized the critical roles of temperature and extraction time in determining yield. The use of 

RSM, as a robust statistical tool, allowed the identification of optimal conditions with a minimal 

number of experimental runs. These findings can be applied to optimize industrial extraction 

processes for licorice secondary metabolites. 
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 دهیچک
 حاوی گسترده، بيولوژيکي خواص با مهم دارويي گياهان از يکي عنوان به (.Glycyrrhiza glabra L) بيان شيرين :هدف و سابقه

 کنند. مي ايفا ياکسيدان آنتي فعاليت در مهمي نقش که فلاونوئيدهاست و ها فنول گليسيريزيک، اسيد ازجمله متعددی فعال های ترکيب
 طيشرا یساز نهيبه هدف با پژوهش نيا .ستيضرور اهيگ ظرفيت از یحداکثر یبردار بهره یبرا ها ترکيب نيا کارآمد استخراج
 هدف .شد انجام (UAE) التراسونيک امواج کمک به استخراج روش از استفاده با انيب نيريش یها برگ از ها ترکيب اين استخراج

 .بود فعال ستيز های ترکيب بازده حداکثر یبرا طيشرا نيبهتر به يابيدست
 یآمار طرح براساس و UAE روش با یريگ عصاره نديافر .شدند پودر و خشک ،یآور جمع انيب نيريش یها برگ :ها روش و مواد

 ،گراد( سانتي درجه X1: 22/75-77/24) دما شامل مستقل یرهايمتغ تأثير .شد انجام پاسخ سطح روش و (CCD) یمرکز مرکب
 پنج در شده نييتع شيپ از یها دامنه در ،درصد( X3: 22/75-77/24) حلال غلظت و دقيقه( X2: 40/18-59/1) استخراج زمان
 دستگاه از استفاده با مختلف شيآزما 20 در استخراج شدند. يبررس نظر، مورد فيتوشيميايي یها ترکيب استخراج ميزان بر سطح

 با شواکن طريق از (GA) کيزيريسيگل دياس زانيم یريگ اندازه یبرا حاصل یها عصاره .شد انجام هرتز 120 فرکانس با کيالتراسون
  موج طول در جذب سنجش و ويوکالتيس-نيفول معرف با (TPC) کل فنول ،رنانومت 535 موج طول در جذب سنجش و نيليوان

 يا ياکسيدان آنتي تيفعال و نانومتر 415 موج طول در جذب سنجش و ديکلر ومينيآلوم محلول با (TFC) کل ديفلاونوئ نانومتر، 7۶0
 مدل اسپکتروفتومتر دستگاه از استفاده با نانومتر 517 موج طول در جذب سنجش و DPPH وشر با آزاد یها کاليراد مهار قدرت

UV 2100 PC افزار نرم با استخراج، ميزان حداکثر برای بهينه شرايط تعيين و یساز مدل ،ها داده یآمار ليوتحل هيتجز شدند. شيآزما 
Design Expert 10 شد انجام. 

 یبرا کنش برهم مدل و DPPH و GA، TPC یبرا دو درجه رگرسيوني  مدل که داد نشان یآمار ليوتحل هيتجز جينتا :ها یافته
TFC بودند دار يمعن یآمار نظر از ها مدل يتمام .داشتند يتجرب یها داده با را برازش نيبهتر (P < 0.05) یبرا برازش عدم آزمون و 

 هایاثر يبررس .داد نشان را راتييتغ نييتب در ها مدل خوب ييتوانا ،798/0 تا 745/0 بازه در R² ريادمق .بود دار يمعن ريغ آنها
 بيضر با (AB) زمان-دما متقابل اثر ،TPC یبرا .(P < 0.05) تاس داشته GA بر را تأثير نيشتريب (B) زمان که داد نشان عوامل

 و دما تعاملي اثر ،TFC مورد در .(-77/25) بود دار يمعن اريبس (C2) حلال عامل تأثير و داد نشان را مثبت اثر نيشتريب +41/28
 ياکسيدان آنتي تيفعال یابر بود. کاهنده (B) زمان اثر که يحال در (،13/18 بي)ضر داشت را مثبت تأثير نيشتريب (AB) زمان

(DPPH)، حلال غلظت (C2) زمان-دما يتعامل اثر و (-51/1۶ بي)ضر داد نشان را تأثير نيشتريب (AB) بي)ضر بود دار يمعن اريبس 
 يطورکل به .کردند دييتأ پاسخ هر یبرارا  نهيبه نقاط وجود و عوامل دهيچيپ کنش برهم زين یبعد سه ینمودارها جينتا .(+15/17

 به منجر توانست يم آنها حد از شيب شيافزا اما ؛شدند ديفلاونوئ و TPC استخراج بهبود باعث تر ينطولا یها زمان و بالاتر دماهای
 به نسبت یبهتر عملکرد معمولاً متوسط یها غلظت که طوری هب داشت، استخراج يندافر بر يمهم تأثير زين حلال غلظت .شود بيتخر
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 و قهيدق 45-35 زمان ،دگرا يسانت درجه 70-57 یدما شامل نهيبه طيشرا ج،ينتا براساس .داشتند بالا اي نييپا اريبس یها غلظت
 .شد شنهادپي درصد ۶0-50 حلال غلظت

 گيری بهره با استخراج دمای و زمان حلال، غلظت شامل کليدی متغيرهای همزمان سازی بهينه که داد نشان مطالعه اين :گیری نتیجه 
 فعاليت ارتقاء و فلاونوئيدی و فنولي های ترکيب گليسيريزيک، اسيد استخراج کارايي افزايش موجب داری يمعن طور به ،RSM روش از

 در کننده تعيين نقش زمان و دما شده ارزيابي فاکتورهای بين در که دارد آن از حکايت نتايج گردد. مي بيان شيرين برگ ياکسيدان آنتي
 تعداد حداقل با را بهينه شرايط شناسايي امکان قدرتمند، آماری ابزار يک عنوان به RSM از استفاده کنند. مي ايفا استخراج يندافر

 مورد بيان شيرين گياه مؤثره مواد صنعتي استخراج فرايندهای سازی بهينه در تواند مي پژوهش اين های يافته د.کن مي فراهم آزمايش
 .گيرد قرار توجه
  .دارويي گياهان ي،اکسيدان آنتي فعاليت مرکزی، مرکب طرح ،گليسيريزيک اسيد کلیدی: های واژه

 

 مقدمه
 ترين قديمي از يکي (Glycyrrhiza glabra) بيان شيرين

 در که است جهان در دارويي گياهان پرکاربردترين و
 متنوع درماني خواص با دارويي عنوان به کشورها از بسياری
 طول در گياه اين .(Ding et al., 2022) است شده شناخته

 مشکلات مانند مختلفي های بيماری درمان برای ها قرن
 در حتي و پوستي مشکلات تنفسي، اختلالات گوارشي،

 .است گرفته قرار استفاده مورد هورموني اختلالات درمان
 خواص دليل به بيان شيرين دارويي، های استفاده بر علاوه
 گرفته قرار توجه مورد نيز خود التهابي ضد و ياکسيدان آنتي

 بيان شيرين در موجود فعال های ترکيب ميان، اين در است.
 فلاونوئيدها، ترپنوئيدی، تری های ساپونين شامل که

 در ای عمده نقش هستند، فنولي های ترکيب و ساکاريدها پلي
 .(Murray, 2020) کنند مي ايفا گياه اين درماني خواص

 عنوان به فلاونوئيدها، و ترپنوئيدی تری های ساپونين
-Güçlü) شوند مي شناخته گياه اين مؤثر اجزای ترين اصلي

Üstündağ & Mazza, 2007.) های ترکيب مهمترين از يکي 
 اين است. گليسيريزيک اسيد ،بيان شيرين گياه در موجود
 اسيد .است بيان شيرين در شيرين طعم اصلي منبع ترکيب

 نوع از پنتاسيکليک ترپنوئيد تری يک گليسيريزيک
 يا پتاسيم های نمک صورت به بيشتر که است اولئانولان

 & Asl) شود مي يافت آب در محلول کلسيم

Hosseinzadeh, 2008.) دارويي خواص از ترکيب اين 
 ضد التهابي، ضد های فعاليت شامل که است برخوردار زيادی

 بهبود به و شود مي ياکسيدان آنتي و توموری ضد ويروسي،

 قلبي و ريز درون غدد عصبي، تنفسي، گوارشي، های سيستم
 (.Ceccuzzi et al., 2023) کند مي کمک عروقي

 فعال های ترکيب از ديگر يکي عنوان به نيز فلاونوئيدها
 گياه اين نياکسيدا آنتي خواص در مهمي نقش بيان، شيرين
 با مقابله در خود توانايي دليل به ها ترکيب اين دارند.

 هایاثر بدن، در اکسيداتيو تنش کاهش و آزاد های راديکال
 اکسيداسيون با مرتبط های بيماری از پيشگيری در مثبتي
 و آلزايمر عروقي،-قلبي های بيماری سرطان، مانند

 نشان مطالعات (.Zhang et al., 2021) دارند پارکينسون
 توانند مي بيان شيرين در موجود فلاونوئيدهای که اند داده

 از يا داده کاهش را بنيادين های مولکول اکسيداسيون سرعت
 و ها سلول از محافظت در مؤثری نقش و کنند جلوگيری آن

 در ها ترکيب اين (.Goodarzi et al., 2018) دارند ها بافت
 های بيماری از پيشگيرانه عوامل عنوان به پزشکي دنيای
 . شوند مي شناخته نيز التهابي ضد و مزمن

 های ترکيب ديگر از گليسيريزين ساکاريدهای پلي
 دارای ي،اکسيدان آنتي خواص بر علاوه که هستند بيان شيرين

 و باکتريايي ضد التهابي، ضد توموری، ضد هایاثر
 ,.Shang et al) باشند مي نيز ايمني سيستم کننده تعديل

 های روغن آلکالوئيدها، ازجمله ديگری های ترکيب (.2022
 وجود گياه اين در نيز آمينه اسيدهای و ها کومارين فرار،
 فراهم را ای ويژه درماني خواص نوعي به يکهر که دارند

 منبع يک بيان شيرين از فعال، های ترکيب اين .کنند مي
 سازند مي سنتي طب و داروسازی زمينه در باارزش

(Sharma et al., 2023). 
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 از يکي دارويي گياهان از فعال های ترکيب استخراج
 گياهيست. داروهای توليديند افر در حياتي مراحل
 گياهان از ها ترکيب اين استخراج برای مختلفي های روش
 شرايط و هدف ،ها ترکيب نوع به با توجه که دارد وجود

 استخراج متداول های روش باشند. متفاوت توانند مييند افر
 امواج کمک به استخراج مختلف، های حلال از استفاده شامل

 های روش و دما و فشار از استفاده با استخراج ،التراسونيک
 هستند ها آنزيم کمک به استخراج مانند بيولوژيکي

(Shabkhiz et al., 2016 ؛Colvin et al., 2018). 
 از استفاده استخراج، رايج و مؤثر های روش از يکي

 است. گياهان از فعال های ترکيب جداسازی برای ها حلال
 متانول( اتانول، آب، )مانند قطبي دسته دو به معمولاً ها حلال

 تقسيم استات( اتيا هگزان، استون، )مانند غيرقطبي و
 های ويژگي به بستگي حلال نوع انتخاب شوند. مي

 مانند نياکسيدا آنتي های ترکيب دارد. هدف های ترکيب
 های حلال در معمول طور به فنوليک اسيدهای و فلاونوئيدها

 اين استخراج برای معمولاً ها حلال اين و شوند مي حل قطبي
 های حلال ديگر، سوی از هستند. تر مناسب ها ترکيب

 و ها ترپن مانند هايي ترکيب استخراج برای غيرقطبي
 شدت به استخراج بازده شوند. مي استفاده فرار های روغن
 و گيرد مي قرار استفاده مورد شرايط و حلال نوع تأثير تحت

 های ترکيب نهايي غلظت در توجهي قابل های تفاوت تواند مي
 (.Morya et al., 2022) کند ايجاد فعال

 پيشرفته روش يک عنوان به التراسونيک امواج از استفاده
 اين است. گرفته قرار توجه مورد اخير های سال در استخراج

 حاوی محلول در بالا فرکانس با صوتي امواج ايجاد با روش
 بازده افزايش و گياه سلولي ساختار شکستن باعث گياه،

 در ها ريزحباب ايجاد با التراسونيک امواج شود. مي استخراج
 ديواره در ميکروسکوپي های شوک ايجاد باعث مايع،
 ها سلول درون های ترکيب آزادسازی موجب و شده ها سلول

 افزايش و استخراج زمان کاهش دليل به روش اين .دشون مي
 غذايي و دارويي صنايع در ای گسترده طور به وری، بهره

 .(al et Bhadange,. 2024) شود مي استفاده
 گياهان از فعال های ترکيب استخراج شرايط سازی بهينه

 است. دارويي صنايع در بزرگ های چالش از يکي دارويي
 طراحي منظور به آماری های روش از استفاده راستا، اين در

 کمک پژوهشگران به تواند مي ها داده تحليل و ها آزمايش
 شناسايي را ها ترکيب استخراج برای شرايط بهترين تا کند

 Response) پاسخ سطح روش ها، روش اين از يکي کنند.

Surface Methodology - RSM) طور به که است 
 صنايع در استخراجيندهای افر سازی بهينه برای ای گسترده
 .(Abu Bakar et al., 2020) شود مي استفاده مختلف

 از استفاده با که است آماری يتکنيک پاسخ سطح روش
 رايند افر يک بر مختلف عامل چندين تأثير توان مي آن

 طور به تواند مي روش اين کرد. وتحليل تجزيه و بررسي
 استخراج زمان حلال، نوع مانند عامل چندين تأثير همزمان

 انجام برای را شرايط ترين بهينه و کرده بررسي را دما و
 ،روش اين مزايای از يکي نمايد. مشخص استخراجيند افر

 آزمايش، محدودی تعداد از استفاده با توان مي که است اين
 نظر مورد های ترکيب استخراج برای را شرايط ترين بهينه
 زمان و ها هزينه کاهش بر علاوه روش اين کرد. سازی شبيه

 فراهم نيز را تری دقيق نتايج به دستيابي امکان ها، آزمايش
 .(Weremfo et al., 2023) نمايد مي

 استخراج شرايط بهترين به دستيابي هدف با پژوهش اين
 امواج از استفاده با بيان شيرين برگ عصاره از مؤثره مواد

 مختلفي عوامل تأثير منظور بدين شد. اجرا التراسونيک
 بر ،دما و استخراج زمان حلال، متفاوت های نسبت شامل
 و گليسيريزيک اسيد ،فلاونوئيدی فنولي، های ترکيب ميزان

 پاسخ سطح آماری روش از استفاده با نياکسيدا آنتي ظرفيت
 .شدند تحليل و بررسي

 
 ها روش و مواد
 گیاه آوری جمع

 از 1403 سال تيرماه اواخر در بيان شيرين گياه های برگ
 و طول با غربي، آذربايجان استان در واقع شيرآباد، منطقه
 صورت هب ،º45 08' 54" و º37 44' 5۶" جغرافيايي عرض

 در ها برگ آوری، جمع از پس شدند. آوری جمع بوته تک
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 مسير در خورشيد، نور از دور شرايط در و اتاق دمای
 های برگ سپس، گرديدند. خشک طبيعي هوای جريان
 برای و شده پودر چيني هاون توسط کامل طور به شده خشک

 .شدند آماده بعدی های آزمايش و گيری عصاره يندافر

 

 مرکزی مرکب طرح براساس گیری عصاره

 ميزان بر مؤثر متغيرهای مقادير تأثير ارزيابي منظور هب
 فلاونوئيدی فنولي، های ترکيب گليسيريزيک، اسيد استخراج

 سطح روش از ،بيان شيرين برگ از ياکسيدان آنتي ظرفيت و
 مقادير ترکيب با ها آزمايش طراحي شد. استفاده پاسخ

 مرکب طرح مبنای بر مستقل متغيرهای از هريک مختلف
 دماهای شامل موردنظر متغيرهای دامنه شد. انجام مرکزی

 مختلف های نسبت و (X2) مختلف های زمان ،(X1) متفاوت
 ،ɑ، 1،+ 0+) شده کد و واقعي مقادير براساس (X3) حلال

1-، ɑ-) است. شده ارائه 1 جدول در 
 از گرم ميلي 200 فعال، های ترکيب استخراج برای

 طور به بيان شيرين گياه شده پودر و خشک های برگ
 انهگ  20 های آزمايش به مربوط های ويال در جداگانه
 سپس .شد داده قرار پاسخ سطح روش با شده طراحي
 120 فرکانس با التراسونيک دستگاه توسط گيری عصاره

 صافي کاغذ از ها عصاره استخراج، از پس شد. انجام هرتز
 شدند. ريخته دربسته ای شيشه های ويال در و شده گذرانده
 درجه 4 دمای در ها آزمايش انجام زمان تا ها عصاره
 .شدند نگهداری تاريکي شرايط در و گراد سانتي

 
 دامنه مقادیر متغیرهای مورد مطالعه در روش سطح پاسخ -1جدول 

Table 1. Range of studied variables amounts in RSM 
Independent variable Coded amount 

of variable 
Range and amounts 

-1.68 -1 0 +1 +1.68 
Temperature (◦C) X1 24.77 35 50 65 75.22 

Time (min) X2 1.59 5 10 15 18.40 
Solvent (%) X3 24.77 35 50 65 75.22 

 

 کیزیریسیگل اسید زانیم یریگ اندازه

 از شده استخراج کيزيريسيگل دياس زانيم نييتع یبرا
 گرم 1/0 )شامل نيليوان معرف از تريکروليم 300 ها، عصاره

 (کيسولفور دياس تريل يليم 1 و متانول تريل يليم 28 ن،يليوان
 مقطر آب تريکروليم 1000 و عصاره از تريکروليم 500 به

 رد قهيدق 30 مدت به حاصل محلول سپس .ديگرد اضافه
 در گرفت. قرار گراد يسانت درجه 40 یدما با یمار بن حمام

 استفاده با نانومتر 535 موج طول در ها نمونه جذب ت،ينها
 یريگ اندازه UV 2100 PC مدل اسپکتروفتومتر دستگاه از

 .(Fu et al., 2005) شد
 

 کل فنول میزان گیری اندازه

-نيفول معرف از ،يفنول یها بيترک یريگ اندازه یبرا

 5 ابتدا، در شد. استفاده Folin-Ciocalteu)) ويوکالتيس
 مقطر آب تريکروليم 180 با عصاره هر از تريکروليم

 به نيفول معرف از تريکروليم 1200 سپس، .ديگرد مخلوط
 درصد 5/7 قه،يدق 5 از بعد و شده اضافه مخلوط نيا

 مراحل، نيا انجام از پس شد. افزوده آن به ميسد کربنات
 در و اتاق یدما در قهيدق 45 تا 30 مدت به ها نمونه
 ها نمونه جذب ت،ينها در شدند. ینگهدار يکيتار طيشرا
 دستگاه از استفاده با نانومتر 7۶0 موج طول در

 آب شد. یريگ اندازه (UV 2100 PC) مدل اسپکتروفتومتر
 در استاندارد عنوان به کيگال دياس و شاهد عنوان به مقطر

 براساس استاندارد يمنحن .ديگرد استفاده شيآزما نيا
 دياس گرم يليم صورت به جينتا و شده ميترس کيگال دياس
شد  گزارش اهيگ خشک وزن گرم بر کيگال

(Ebrahimzadeh et al., 2008.)  
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 فلاونوئید مقدار ارزیابی

 تريکروليم 10 کل، یدهايفلاونوئ زانيم سنجش یبرا
 درصد، 80 متانول تريل يليم 5/1 همراه به عصاره هر از

 100 درصد(، 10) ديکلر ومينيآلوم محلول تريکروليم 100
 تريل يليم 8/2 و مولار 1 سود استات محلول تريکروليم

 آمده بدست مخلوط جذب ميزان شد. بيترک مقطر آب
 موج طول در اتاق، یدما در ونيانکوباس قهيدق 40 از بعد

 رسم یبرا .ديگرد یريگ اندازه شاهد به نسبت نانومتر 415
 زانيم شد. استفاده نيکوئرست از استاندارد، يمنحن

 بر نيکوئرست گرم يليم براساس ها عصاره کل ديفلاونوئ
 ,.Razavi et al) ديگرد گزارش اهيگ خشک وزن گرم

2009.)  
 

  یاکسیدان آنتی فعالیت میزان تعیین

 روش از ها عصاره ياکسيدان آنتي تيفعال یريگ اندازه یبرا
DPPH هر از تريکروليم 2 ابتدا روش، نيا در شد. استفاده 

 از تريکروليم 2000 بعد و شد ختهير شيآزما لوله در عصاره
 20 در DPPH گرم 008/0 )حاوی DPPH محلول

 از پس .ديگرد اضافه نآ به (درصد 80 متانول تريل يليم
 در و اتاق یدما در قهيدق 30 مدت به ها نمونه کردن، مخلوط

 ها محلول جذب ،انيپا در شدند. ینگهدار يکيتار طيشرا
 دستگاه از استفاده با نانومتر 517 موج طول در

 زانيم شد. یريگ اندازه (UV 2100 PC )مدل اسپکتروفتومتر
 آزاد یها کاليراد مهار قدرت اي ياکسيدان آنتي تيفعال

DPPH استاندارد فرمول از استفاده با ها عصاره توسط 
 ,.Nakajima et al) ديگرد محاسبه (1 )معادله مربوط

2004.)  

 

 ها وتحلیل آماری داده تجزیه

نيز  و ها منظور طراحي آزمايشپژوهش به اين در 
های مربوط به طرح مرکب مرکزی از  تجزيه و تحليل

 استفاده شد. Design Expert 10افزار  نرم

 

(1) DPPH free radical scavenging (%) =
(𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘 − 𝐴𝑏𝑠 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒)

𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘
 × 100 

Abs blank و شاهد نمونه در جذب ميزان Abs sample دهد. مي نشان را نمونه در جذب ميزان 

 

  نتایج
 اتتأثير بررسي به مربوط نتايج و آزمايشي طرح
 ميزان بر دما و زمان آب، به متانول نسبت متغيرهای
 فلاونوئيدی فنولي، های ترکيب گليسيريزيک، اسيد استخراج

 .است شده داده نشان 2 جدول در ياکسيدان آنتي ظرفيت و
 درجه دو  ها نشان داد که مدل داده تجزيهحاصل از  جينتا

 تيو فعال (TPC)، فنول کل (GA) کيزيريسيگل دياس یبرا
 ديفلاونوئ یبرا کنش برهمو مدل  (DPPH) ياکسيدان آنتي
ها از نظر  مدل يرا داشتند. تمام تطبيق نيبهتر (TFC)کل 
که آزمون عدم  يدر حال (.P ≤0.05ند )دار بود يمعن یآمار

 745/0در بازه  R2 ريبود. مقاد دار يرمعنيآنها غ یبرازش برا
 نييها در تب مدل یبالا ييدهنده توانا نشان، 798/0تا 

 .(3)جدول  ها بودند داده راتييتغ
 دياس یعوامل نشان داد که برا هایاثر يبررس

ترتيب  ( بهCو حلال ) (B)، عامل زمان (GA) کيزيريسيگل
 0009/0 و يخط مدلدر  002/0 برابر با p-valueبا مقدار 

را داشته است. در مورد  تأثير نيشتريب مدل درجه دودر 
با  (AB) کنش دما و زمان برهم، (TPC)ي فنول های بيترک
 تأثيراثر مثبت را نشان داد و  نيشتري+ ب41/28 بيضر

 اريبس یاز نظر آمار -77/25 بيبا ضر (C2) عامل حلال
اثر تعاملي دما و ، (TFC) دهايفلاونوئ یدار بود. برا يمعن

مثبت را  تأثير نيشتري+ ب13/18 بيبا ضر (AB) زمان
کاهنده  -03/30 بيبا ضر (B) زمانکه اثر  يداشت، در حال

کنش  برهم نيز (DPPH)ي اکسيدان آنتي تي. در مورد فعالبود
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را  تأثير نيشتري+ ب15/17 بيبا ضر (AB)دما و زمان 
 بيبا ضر (C2) عامل توان دوم حلالو اثر  گذاشت

 .دار بود يمعن اريبس -51/1۶

 

 
 مرکزی مرکب طرح روش سازی مدل در شده کد متغیرهای مقادیر ماتریس -2جدول 

Table 2. Matrix of coded variables amounts in central composite design model 

Experiment 

number 

Coded amounts 
Glycyrrhizic 

acid 
Total phenols 

content 
Total flavonoids 

content 
Antioxidant 

activity 

Temperature 
Ultrasonic 

time 
Solvent (mg.g-1 DW) 

(mg gallic 

acid.g-1 DW) 
(mg quercetin.g-1 

DW) 
(%) 

1 0 0 0 18.48 84.05 69.23 54.29 

2 0 0 -1.68 6.11 58.84 54.31 31.00 

3 +1.68 0 0 18.25 79.60 75.69 49.17 

4 0 0 0 18.23 82.87 70.31 52.62 

5 -1 -1 -1 5.66 62.52 50.15 56.55 

6 -1 +1 +1 11.11 65.30 49.92 31.88 

7 0 0 0 13.54 79.33 67.46 48.25 

8 +1 -1 +1 15.29 63.22 58.77 44.61 

9 +1 +1 -1 9.29 74.33 56.15 51.89 

10 +1 -1 -1 7.67 63.70 57.15 56.26 

11 0 +1.68 0 18.48 79.12 50.38 52.04 

12 0 -1.68 0 14.50 60.23 57.38 45.27 

13 -1.68 0 0 18.45 82.17 72.77 58.15 

14 +1 +1 +1 17.88 75.81 73.46 52.77 

15 0 0 0 14.62 69.34 68.54 49.78 

16 0 0 0 16.48 81.83 71.23 54.88 

17 -1 -1 +1 16.07 87.24 72.38 49.49 

18 0 0 0 16.22 79.40 69.00 49.85 

19 0 0 +1.68 10.57 56.90 55.23 40.68 

20 -1 0 -1 9.28 68.63 61.38 54.37 
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 بیان شیرین در برگ گیاهشده  گیری های اندازه تجزیه واریانس تأثیر متغیرهای مستقل بر شاخص -3جدول 

Table 3. ANOVA of independent variables effects on measured indicators in Licorice leaves 

Part of model Model parameter d.f. M.S. 
GA TPC TPF DPPH 

Model - 9 31.95* 154.7** 
121.22* 

60.19* 

Linear 
A (Temperature) 1 8.81ns 80.46ns 129.99ns 70.82ns 

B (Time) 1 0.1159** 
17.36ns 343.73** 

0.0107ns 

C (Solvent) 1 5.43ns 84.23ns 3.29ns 29.59ns 

Interaction 
AB 1 3.85ns 190.67* 

77.64* 
69.51* 

AC 1 1.98ns 51.96ns 8.31ns 44.07ns 

BC 1 7.26ns 85.04ns 40.5ns 1.06ns 

Second order 

A2 
1 0.3572ns 8.34ns 38.41ns 35.55ns 

B2 
1 3.58ns 148ns 445.64** 

0.5763ns 

C2 
1 164.67*** 

784.59*** 
396.92** 

322.25* 

Lack of fit - 5 11.59ns 45.65ns 73ns 94.43ns 

Pure error - 5 3.79ns 28.14ns 1.76ns 7.32ns 

R2 - - 0.789 0.791 0.745 0.798 
R2

adj - - 0.599 0.602 0.515 0.515 
ns, *, **, and ***: non-significant, significant at 5, 1, and 0.1% probability levels, respectively. 

GA: Glycyrrhizic acid; TPC: Total phenols content; TPF: Total flavonoids content; DPPH: Antioxidant activity. 
 ،يشيآزما یها داده و شده پردازش یها مدل براساس

 آمد بدست ريز شرح به ها پاسخ از کيهر یبرا يکل معادله
 :(5-2 )معادلات

 
(2) GA = 17.08 – 0.5514B − 11.8C

2 

(3) TPC = 79.94 + 28.41AB - 25.77C² 

(4) TFC = 64.42 - 30.03B − 40.26B
2
 − 18.33C² 

(5) DPPH = 51.66 + 17.15AB − 16.51C
2 

 

 و زمان ،دما) ینديافر عوامل نيب رابطه معادلات نيا
 مثبت بيضرا .دهند يم نشان را مختلف یها پاسخ و (حلال

 با پاسخ شيافزا یمعنا به +(AB41/28 )مانند 3 معادله در
 معادله در يمنف بيضرا که يحال در است، عامل آن شيافزا

 آن شيافزا با پاسخ کاهش دهنده نشان (B551/0 مانند) 2
 هایاثر انگرينما بيترت به C2 و AB عبارات .باشد مي عامل
 درجه يا ی)سهمو يرخطيغ هایاثر و عامل دو نيب يتعامل

 را پاسخ هيپا سطح (08/17 ازجمله) ثابت اعداد هستند. (دو
 نشان يخارج عوامل تأثير بدون و مرجع طيشرا در

 دار يرمعنيغ عوامل حذف از پس معادلات نيا .دهند يم
 ينيب شيپ تا اند شده یساز ساده یآمار یها آزمون براساس

 دهند. ارائه جينتا از یتر قيدق

 دياس به مربوط یبعد سه ینمودارها ليتحل جينتا
 نيب دار يمعن تعامل وجود دهنده نشان (GA) کيزيريسيگل

 .(1 )شکل است (C) حلال و (B) زمان ،(A) دما عوامل
 واحدGA (0۶/20 ) مقدار نيبالاتر نمودارها، نيا براساس

 قهيدق 40 تا 35 زمان گراد، يسانت درجه ۶0 تا 57 یدما در
  شد. مشاهده درصد ۶5 تا 55 حلال غلظت و
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 بیان شیرین برگ از گلیسیریزیک اسید استخراج بر مستقل متغیرهای متقابل اثر بعدی سه نمایش -1 شکل

Figure 1. Three-dimensional representation of independent variables interaction on glycyrrhizic acid extraction 

from licorice leaves 
 

 فنول یمحتوا به مربوط یبعد سه ینمودارها ليتحل جينتا
 زمان ،(A) دما عوامل کنش برهم که داد نشان (TPC) کل

(B) حلال و (C) يفنول های بيترک زانيم بر یدار يمعن تأثير 
 در دما شيافزا (،%55) حلال غلظت ثابت طيشرا در دارد.

 40-35 زمان با همراه گراد يسانت درجه ۶5-۶0 محدوده
 دياس گرم يليم 24/87 حدود) TPC مقدار نيشتريب قه،يدق
 در .(2 )شکل نمود جاديا را (خشک وزن گرم بر کيگال

 زمان داشتن نگه ثابت )با حلال غلظت و دما تأثير يبررس
 گرم يليم 78) باًيتقر TPC مقدار نيشتريب (،قهيدق 40 باًيتقر
 %۶5-۶0 حلال غلظت در (خشک وزن گرم بر کيگال دياس
 نييپا یها غلظت شد. مشاهده گراد يسانت درجه ۶0 یدما و

 يشوندگ حل توان کاهش ليدل به (درصد 50 از )کمتر حلال
 (درصد 75 از شتري)ب لابا یها غلظت و يقطب های بيترک
 استخراج بازده کاهش موجب ها، يناخالص استخراج ليدل به

 یدما در حلال غلظت و زمان تعامل يبررس ن،يهمچن شدند.
 زمان که داد نشان (گراد يسانت درجه 495/57 باًي)تقر ثابت

 گرم يليم 30/۶5 باًيتقر) TPC حداکثر استخراج یبرا نهيبه
 قهيدق 40-35 محدوده در (خشک وزن گرم بر کيگال دياس
 از شتريب زمان شيافزا دارد. قرار %۶5-۶0 حلال غلظت و
 به منجر حلال، نهيبه غلظت از استفاده با يحت محدوده، نيا

 شد. يفنول های بيترک بيتخر
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 بیان شیرین برگ از کل فنول استخراج بر مستقل متغیرهای متقابل اثر بعدی سه نمایش -2 شکل

Figure 2. Three-dimensional representation of independent variables interaction on total phenols extraction 

from licorice leaves 
 

 کل ديفلاونوئ یمحتوا بر استخراج طيشرا اثر يبررس در
(TFC)، متقابل تأثير دهنده نشان یبعد سه ینمودارها ليتحل 
 (B) زمان ،(A) دما شامل نديافر یپارامترها نيب دار يمعن و
 با برابر بيترت به فاکتورها نيا نهيبه ريمقاد .بود (C) حلال و

 995/54 و دقيقه 995/39 گراد، سانتي درجه 495/57
 نيشتريب به منجر گريکدي با بيترک در که ندشد نييتع درصد
 گرم يليم ۶9/75 )حدود دهايفلاونوئ استخراج بازده

 .(3 )شکل گرديدند (اهيگ خشک وزن گرم بر نيکوئرست

 تا 92/49 نيب TFC یبرا شده مشاهده ريمقاد فيط
 ريمتغ گياه خشک وزن گرم بر کوئرستين گرم ميلي ۶9/75
 های بيترک یبالا تيحساس انگريب تنوع نيا که ،بود

 دما و زمان که يهنگام است. استخراج طيشرا به یديفلاونوئ
 حداقل در TFC یمحتوا ،شدند ميتنظ یتر نييپا ريمقاد در

 مقابل، در گرفت. قرار (حدوا 92/49 )حدود خود مقدار
 متوسط سطوح در حلال غلظت با استخراج زمان که  هنگامي

 شيافزا واحد 73/۶2 حدود به TFC مقدار شد، بيترک
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 نهيبه یها بازه در فاکتور سه هر که يطيشرا در تنها يافت.
 اين .آمد دست به TFC مقدار حداکثر ،داشتند قرار خود

 مورد متغيرهای بين ييافزا هم وجود دهنده نشان موضوع
 ینمودارها ليتحل .است استخراج بازدهي شيافزا در مطالعه

 نهيبه مقدار تا دما شيافزا که داد نشان پاسخ سطح یبعد سه
 بهبود موجب (گراد يسانت درجه 495/57 )حدود

 ديگر، سوی از .شد دهايفلاونوئ استخراج در يتوجه قابل
 شيافزا ؛داشت نديافر در یا دوگانه نقش استخراج زمان
 يکاف فرصت (قهيقد 995/39 )حدود نهيبه سطح تا زمان

 گرم ميلي ۶9/75) نمود فراهم ها بيترک استخراج یبرا
 دماهای و  زمان اما ،گياه( خشک وزن گرم بر کوئرستين

 زيدروليه اي ونيداسياکس طريق از احتمالاً استخراج، یبالا
 .گرديد ها ترکيب اين %(11) کاهش به منجر دهايفلاونوئ

 گراد(، سانتي درجه 25 حدود) پايين دماهای در همچنين
 افزايش در داری معني تأثير طولاني استخراج های زمان

 بر يميمستق تأثير زين حلال نوع .داشت هافلاونوئيد استخراج
 باعث درصد، 99/54 نهيبه مقدار با و داشت استخراج بازده

 شد. فلاونوئيدها از بالايي مقادير استخراج
 

 
 بیان شیرین برگ از کل فلاونوئید استخراج بر مستقل متغیرهای متقابل اثر بعدی سه نمایش -3 شکل

Figure 3. Three-dimensional representation of independent variables interaction on total flavonoids extraction 

from licorice leaves 
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 اب ياکسيدان آنتي تيفعال بر استخراج طيشرا اثر ليتحل
 راتييتغ که داد نشان یبعد سه ینمودارها از استفاده

 حلال و (B) زمان ،(A) دما غلظت شامل مستقل متغيرهای
(C )دارند ياکسيدان آنتي های بيترک بازده بر یدار يمعن تأثير 

( DPPH) آزاد یها کاليراد مهار تيفعال ريمقاد .(4 )شکل
 بازه نيا که دارد قرار درصد 15/58 تا 31 دامنه در

 عوامل نيا بيترک از ناشي توجه قابل راتييتغ دهنده نشان

 .است
 پارامترها یبرا ريمقاد نيتر نهيبه نمودارها، به توجه با

 995/39) زمان گراد(، سانتي درجه 495/57) دما بيترت به
 طيشرا نيا بودند. درصد( 995/54) حلال غلظت و دقيقه(

 15/58) ياکسيدان آنتي تيفعال نيشتريب خاص، طور به
 داشتند. دنبال به را (درصد

 
 بیان شیرین برگ از DPPH روش به ها اکسیدان آنتی استخراج بر مستقل متغیرهای متقابل اثر بعدی سه نمایش -4 شکل

Figure 4. Three-dimensional representation of independent variables interaction on antioxidants extraction 

using DPPH method from licorice leaves 
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 بحث

 استخراج شرايط سازی بهينه منظور به ،پژوهش اين
 سطح روش به مطالعه مورد گياه از فعال زيست های ترکيب
 شد. انجام مرکزی مرکب طرح از استفاده با پاسخ

 پارامترهای تأثير تحت ها پاسخ از يکهر تغييرات روند
 پيچيده های تعامل و غيرخطي روابط وجود گويای مختلف،

 طولاني زمان و بالا دمای مشخص، طور به بود. متغيرها بين
 بازده بهبود به منجر مشخصي محدوده در استخراج،
 دليل به هدف های ترکيب آزادسازی افزايش و استخراج
 آستانه از عبور حال، اين با شدند. سلولي ساختار تخريب

 )بيش زمان يا گراد( سانتي درجه 70 از بيش) دما برای بهينه
 و GA، TPC مقادير دار معني کاهش به منجر دقيقه( 45 از

TFC و حرارتي تخريب از ناشي احتمالاً که گرديد 
؛ Oke et al., 2020) است حساس های ترکيب اکسيداسيون

Plawgo et al., 2024 ؛Singh et al., 2025). ها يافته اين 
 رزماری، مانند مشابه دارويي گياهان روی پيشين مطالعات با

 ,.Spigno et al) دباش مي راستا هم بيان شيرين و زردچوبه

  (.Maroun et al., 2018؛ Nayak et al., 2015؛ 2007

 در که داد نشان حلال غلظت و دما بين کنش برهم تحليل
 تأثير دما افزايش %(،50 )زير حلال پايين سطوح

 است ممکن حتي و ندارد استخراج بهبود در توجهي قابل
 بالای های غلظت مقابل، در شود. ها ترکيب تخريب به منجر
 های ترکيب استخراج دليل به نيز %(70 از )بيش حلال

 های حلال و نبوده مناسب عصاره، کيفيت کاهش و نامطلوب
 خود از را عملکرد بهترين %(۶0 متانول) متوسط قطبيت با

 صحيح انتخاب که کند مي تأکيد موضوع اين دادند. نشان
 های ترکيب شوندگي حل بين تعادل در کليدی نقش حلال،

 (.Rajha et al., 2014) دارد ها ناخالصي کاهش و مفيد

 که داد نشان نتايج فلاونوئيدها، استخراج بررسي در
 افزايش و گراد سانتي درجه 495/57 حدود تا دما افزايش

 TFC مقدار بيشترين به منجر دقيقه 995/39 حدود تا زمان
 استخراج افت به منجر مقادير اين از رفتن فراتر اما گردد، مي
 مشاهده نيز DPPH برای دما و زمان دوگانه اثر اين شود. مي

 دمای در ياکسيدان آنتي فعاليت بهينه نقطه که ای گونه به شد،
 دقيقه 995/39 حدود زمان و گراد سانتي درجه 5/57 حدود

 تماس زمان مدت که دهند مي نشان نتايج اين گرديد. حاصل
 که شود تنظيم ای گونه به بايد گياهي ماتريکس و حلال بين
 ديگر سوی از و شود فراهم کامل استخراج امکان يکسو از
 Drăghici-Popa et) شود جلوگيری ها ترکيب تخريب از

al., 2023 ؛Abdallah et al., 2024.)  

 پرت نقاط وجود مانند ها محدوديت برخي حال، عين در
 در شده بيني پيش R² منفي مقادير و DPPH های داده در

 ناشي است ممکن موارد اين گرديد. شناسايي ها مدل برخي
 نويز يا استخراج سيستم در شديد غيرخطي های ويژگي از
 رياضي های تبديل از استفاده باشند. تجربي های داده در

 در تواند مي مرزی نقاط در تر دقيق برداری داده يا مناسب
 .کند کمک مدل برازش بهبود به آينده مطالعات
 ای بهينه ناحيه شناسايي نتايج، تحليل در توجه قابل نکته

 حلال غلظت و زمان دما، عامل سه بين تعادل آن، در که بود
 و GA، TPC، TFC ميزان بيشترين که شده برقرار ای گونه به

DPPH درجه 57-70 دمای با ناحيه اين گرديد. حاصل 
 50-۶0 حلال غلظت و دقيقه 35-45 زمان ،گراد سانتي
 اهميت دهنده نشان تعاملي چنين دارد. انطباق درصد

 در عاملي تک سازی بهينه مقابل در چندمتغيره رويکردهای
 .است استخراج يندهایافر طراحي
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 نظر مقادیر پارامترهای مورد کسب بیشینه برای طرح مرکب مرکزیمدل  ورودی پارامترهای مقادیر سازی بهینه -5 شکل

Figure 5. Optimization of input parameters of the central composite design model for obtaining maximum 

amounts of considered parameters 

 
 کلي گيری نتيجه عنوان هب مطالعه، اين نتايج براساس

 استخراج دمای و زمان حلال، غلظت که گفت توان مي
 گليسيريزيک، اسيد استخراج ميزان بر داری معني اتتأثير

 فعاليت و کل فلاونوئيدهای کل، فنولي های ترکيب
 حاصل، آماری های مدل براساس دارند. ياکسيدان آنتي

 زمان گراد، سانتي درجه 70-57 دمای شامل بهينه شرايط
 که شد پيشنهاد درصد ۶0-50 حلال غلظت و دقيقه 35-45

 گليسيريزيک اسيد ميزان بيشترين استخراج به منجر
 گرم بر کوئرستين گرم ميلي 23/91) کل فنول (،0۶9/20)

 اسيد گرم ميلي 14/80) کل فلاونوئيد (،گياه خشک وزن
 ياکسيدان آنتي فعاليت و (گياه خشک وزن گرم بر گاليک

 مطالعه اين همچنين .(5 )شکل شود مي (درصد 42/۶4)
 ابزار CCD طرح با RSM روش از استفاده که داد نشان

 يندافر در پاسخ چند همزمان سازی بهينه برای قدرتمندی
 تعداد کاهش امکان روش اين گياهيست. استخراج
 به دستيابي و هزينه و زمان در جويي صرفه ها، آزمايش

 عنوان به .کند مي فراهم را مناسب کننده بيني پيش های مدل
 بهينه شرايط در تأييدی های آزمايش انجام پيشنهاد،
 تر دقيق بررسي و ها مدل اعتبارسنجي برای شده شناسايي
 در تواند مي حساس های ترکيب تخريبهای سازوکار
 .گيرد قرار مدنظر آينده تحقيقات
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