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 چکیده 

و استخراج ترکیبات    رتقالپ های تولید آبکشاورزی و کارخانه  عنوان پسماندبه  پرتقال   ۀتفالبهینه از    ۀاستفاد  پژوهش حاضر با هدف

راندمان  بهینه  منظور به  .اجرا گردیدفعال )ضداکسایشی و ضدمیکروبی(  زیست میزان ترکیبات فسازی  آنتیاستخراج،  فعالیت  و  -نلی 

با آب  کسیدانی عصاره استخراجا مای استخراج  د. دشاستفاده    Face-Centered CCD محورمرکزی وجهبحرانی از طرح    تحتشده 

فعال در نظر  زیستراج ترکیبات  متغیرهای استخ  عنوانبهدقیقه(    40و    30،  20)سلسیوس( و زمان استخراج    درجه  160و    140،  120)

دقیقه تعیین شد.    97/39سلسیوس و زمان    ۀدرج 142/ 87استخراج شامل دمای    ۀشرایط بهین های حاصل،  . بر اساس مدلگرفته شدند

و قدرت مهار رادیکال   در صد گرم  گرم گالیک اسیدمیلی  454/ 80درصد، میزان ترکیبات فنلی کل  94/13در این شرایط، بازده استخراج  

شده دارای خراجاست  ۀعلاوه بر این، عصار.  کرد  دییأدست آمده را تهب  جینتا  نهی به   ۀدر نقطاستخراج  درصد به دست آمد.   51/ 78 آزاد

 10به ترتیب    نایجرآسپرژیلوس  و    سیلیوم سیترینیومپنیعصاره علیه قارچ   که حداقل غلظت بازدارندگیطوریثر بود، بهؤخواص ضدمیکروبی م

بحرانی    تحت. این مطالعه کارایی بالای فرآیند آب  ه استدرصد گزارش شد  1که این مقدار برای داروی فلوکنازول  بود، درحالیدرصد    5و  

برای  ثر  ؤ زیست و مان روشی سازگار با محیطعنو فعال از ضایعات کشاورزی به اثبات رساند و آن را بهرا در استخراج ترکیبات زیست

 .تولید ترکیبات ارزشمند معرفی کرد

 ضدمیکروبی ،  فنلیپرتقال، آب تحت بحرانی، ترکیبات  ۀتفال:  کلیدیهای واژه

 

 مقدمه 

افز از  استفاده  مختلفدنیو اهمیت   هایهدف  با  های 

 که  است حدی مختلف به غذایی هایفرآورده  تهیۀ در گوناگون

 هایفرآورده  از  بسیاری مصرف و  تولید  ها آن  از  گیریبهره بدون

 هایافزودنی ترینمهم از یکی .شودمی ناممکن باًتقری غذایی

 که  است  سنتزی  و ضدمیکروبی ضداکسایشی ترکیبات غذایی،

  و غذایی مواد نگهداری عمر شدن طولانی  در مهمی نقش

 سوی  از  سنتزی افزودنی ترکیب صدها.  دارد ضایعات کاهش

 در استفادهقابل  و  مجاز  ترکیبات عنوانبه مسئول، های سازمان

ه  ب غذایی  مواد در هاآن  کاربرد اما،  اندشده معرفی خوراکی  مواد

،  رو ازاین  .(Gokoglu, N. 2019)   استمحدود   نبودن ایمن دلیل

سال افزودنیطی  یافتن  به  توجه  اخیر  طبیعی  های  های 
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محصولات  از    اًاکسیدانی و ضدمیکروبی( مخصوصآنتی  )ترکیبات

انگور، پوست و پالپ  دانۀ  بی صنایع غذایی مانند پوست و  جان

زمینی، ضایعات  سیب و انار، ضایعات پوست سیب  ۀ تفال  مرکبات، 

توانایی جایگزینی  ها  دانه  ۀپیاز و پوست انواع سنتزی در  با  که 

 است.  مواد غذایی را داشته باشند معطوف شده

تعلق دارد    2ساپیندالس  راستۀو    1روتاسه خانوادۀ  پرتقال به  

نواحو   ا  یدر  و    لانی گ  یهااستان  ازجمله  ران،یمعتدل شمال 

همچن  مازندران گرمس  نیو  مناطق  ن  ی ریدر    ی ر یگرمسمهیو 

کشت   هرمزگان  و  بوشهر  خوزستان،  مانند  کشور  جنوب 

  تفاله مانند  جانبی    ی. صنعت فرآوری پرتقال محصولات.شودیم

درصد از    ۶0تا    55تقریباً بین    هاآنکند که وزن  تولید می  را

ها،  فنولمنبع خوبی از پلی  و   شود ها را شامل میکل وزن میوه

روغن و  هستندپکتین  اساسی   Varmie, and Thakur)  های 

همچنین   تفالۀ  .(2021 قندهای    پرتقال  و  رطوبت  دارای 

  شدن   تخمیر و تجزیهبالایی است و بسیار مستعد    پذیرانحلال

این    بنابراین، ؛ ها استتوسط میکروارگانیسم مدیریت نادرست 

برای سلامت انسان،    باشد  تواند تهدیدیمحصولات جانبی می

محیط و  اخیر،  زیست.  اقتصاد  سال  چند  قانونی    های گامطی 

این مناسب  مدیریت  برای  شده    برداشته محصولات   متعددی 

 .(FAO 2017؛Panwar, et al. 2021) است

زیست ترکیبات  حاوی  پرتقال،  جانبی  فعال  محصولات 

ها، مواد معدنی و  مختلفی مانند پکتین، فیبر غذایی، ویتامین

های مختلف مانند صنایع غذایی،  ها هستند که در حوزهاسانس

داروسازی، آرایشی و نساجی کاربرد دارند. این ترکیبات علاوه  

اثر   دارای  کاربردی،  خواص  چونبر    خاصیت  درمانی 

ضدالتهابیضدسرطان آنتیی،  ضدتوموری    یاکسیدان،  نیز  و 

های ضدتجمع پلاکت،  فعالیت  . این ترکیبات همچنینهستند

 ؛ Majerska, et al. 2019)دارند  نیز    ضدویروسیضدالتهابی و  

Papoutsis, et al. 2018  ؛Putnik, et al. 2017)  . ترکیبات فنلی  

زیستی  دسته ترکیبات  از  که ای  در  به  هستند  طبیعی  طور 

 
1 Rutaceae  

دارند  وجود  آنتی  و   گیاهان  خواص  دلیل  و  به  اکسیدانی 

یافته   اند ضدالتهابی در صنایع غذایی و دارویی اهمیت زیادی 

(Huang, et al. 2020  .)فن ترکیبات  بر    پرتقال  لۀتفا  لیاثر 

سلولی و    ۀدیوارها از طریق تغییر در  رشد میکروبجلوگیری از  

  مشخص شده است ها از درون سلول،  آزادسازی ماکرومولکول

(Maran, et al. 2017). 

، بازیابی  فعالترکیبات زیست  ۀ نهفتبا وجود شناخت مزایای  

  های استخراج مناسب و کارآمد است. وابسته به روش  هاآنمؤثر  

فناوریبرای   آلودگی ها یافتن  ایجاد  بدون  و  جدید  ی 

شده  تلاش  محیطیزیست زیادی   .Zema, et al)است  های 

امواج فراصوت و آب  ر این زمینه سه روش غرقابی،  . د(2018

به بحرانی  شده  مؤثر  هایروشعنوان  تحت  که  شناخته  اند 

توانند کارایی استخراج را افزایش و زمان فرآیند را کاهش  می

افزایش    (.Chemat, et al. 2019؛  Lv, et al. 2015)  دهند با 

بهبود   برای  تحقیقات  انرژی،  در  های  روشقیمت  استخراج 

 .  صنایع غذایی، دارویی و شیمیایی نیز رو به افزایش است

آب   با  استروش بحرانی  تحتاستخراج    دوستدار   ی 

به  زیستمحیط  آب  از  استفاده زیرا  استخراج  محیط  عنوان 

حلالمی که  غیر  یکند  با  غیرسمی،  سازگار  و  اشتعال  قابل 

کند.  ای یا زباله تولید نمیت است و گازهای گلخانهسزیمحیط 

  فشارهای  و دماها  در )بحرانی  تحت، آب در حالت این روش در

مگاپاسکال و    22/ 1به ترتیب کمتر از    بحرانی   نقاط   از   ترپایین

که  هنگامی.  شودسلسیوس( استفاده می  هدرج  374/ 15  کمتر از

می تغییر  فشار  و  آب  ویژگی  کنند،دما  فیزیکوشیمیایی  های 

کند که این امر امکان  الکتریک( نیز تغییر میثابت دی  ویژه )به

انتخابی   نیمهاستخراج  و  قطبی، ضعیفترکیبات قطبی،  قطبی 

می فراهم  را  بحرانی  غیرقطبی  زیر  آب  این،  بر  علاوه  آورد. 

تر باشد  پذیرتر و خورندهتواند نسبت به آب محیطی واکنشمی

می تخریب  و  مسیرهای  دیگر  و  اکسیداسیون  هیدرولیز،  تواند 

  (.Zhang, et al. 2020) برخی اجزا را کاتالیز کند 

2 Sapindales 
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کارگیری این روش وجود دارد  هایی در بهحال، چالشبااین

فشار،  ازجمله زمان،  )دما،  عملیاتی  شرایط  به  بالا  ، حساسیت 

و احتمال    جریان آب(، نیاز به تجهیزات خاص با مقاومت بالا

همچنین،   بالا.  دماهای  در  حساس  ترکیبات  برخی  تخریب 

مادویژگی انداز  ۀهای  مانند  نگهداری    ۀاولیه  شرایط  و  ذرات 

بنابراین،  زیادی بر کارایی استخراج داشته باشد.    تأثیرتواند  می

  استخراج   بازده  و  اجرایی   قابلیت  بردن  سازی با هدف بالابهینه

 ،1پاسخ   سطح   روش  است.  اهمیتبا  بسیار  هاهزینه  افزایش   بدون

  منظور به  که   است   آماری   و  ریاضی   هایروش  از   ای مجموعه 

  پاسخ   رود کهمی  کار  به  فرآیندهایی کردن  بهینه  و   دادن  توسعه

  گیرد می  قرار  تأثیر  تحت  متغیرها  از  تعدادی  واسطۀبه  موردنظر

تحقیقات  در  استخراج    فرآیند   سازی بهینه  برای   متعددی   و 

زیست شده  فعال ترکیبات  استفاده  مختلف  منابع    است   از 

(Munir, et al. 2018  ؛Zhao, et al. 2019  ؛Ibrahim, et al. 

2019).  

درباره بسیار کمی  مواد مطالعات  روش    مؤثر   استخراج  به 

بحرانی   تحت  آب  با  دارد.  استخراج  وجود  پرتقال  پوست  از 

  تأثیر  (Lachos-Perez, et al. 2018)پرس و همکاران -لاچوس

جریان آب    میزان)دما و    آب تحت بحرانی  پارامترهای عملیاتی

ونوئیدها از پوست پرتقال بدون  و فلا  مداوم( را بردر یک فرآیند 

بررسی   دادند  چربی  نشان  و  بازدکردند  هسپریدین    هحداکثر 

  ± 1/ 39)  ناریوتین  و (  عصاره  گرم  در  گرممیلی  188/ 74  ±  0/ 51)

  150  جریانشدت  و   دما   در(  عصاره   گرم   در  گرممیلی  21/ 98

  این .  آیدمی  دست به  دقیقه   در لیترمیلی  10  و لسیوسس  درجه

  در   را  هافلاوانون  این   میزان  کل   از  درصد  21  تقریباً   هابازده

  ها عصاره  ترینخالص  تولید  سبب   و   دادند  تشکیل   هاعصاره

با روش   آب تحت بحرانی  از روشنتایج حاصل    ۀمقایس   .شدند

  ی است روش  تحت بحرانیآب  روش    استخراج سنتی نشان داد

زیست ترکیبات  بازیابی  برای  کارآمد  فعالیت    فعال بسیار  با 

 
1 RSM:Response surface method 

 ,´Švarc-Gaji) گاجی و همکاران  - اسوارک. اکسیدانی بالاآنتی

et al. 2017)  استخراج برای    دو مرحلهآب تحت بحرانی در    از  

دمای  فلاوانون در  سلسیوس 150ها  مرحل درجه  و    ۀدر  اول 

بالای  تودۀزیستهیدرولیز   دماهای  در   ۀدرج  200 باقیمانده 

دوم  سلسیوس   مرحله  آوردن  به  منظوربهدر  دست 

دی و  برای    مطمئناً  .کردنداستفاده  ساکاریدها  مونوساکاریدها 

از   استفاده  و  بهترین شرایط عملیاتی  به  فرآیند آب  دستیابی 

  پرتقال   تفالهفعال از  بحرانی برای استخراج ترکیبات زیست   تحت

 . خواهد بود ترهای مناسبنیاز به مطالعه بیشتر و توسعه مدل

به   توجه  با  ازبنابراین  بهینه  استفادۀ  پسماند   اهمیت 

کارخانه و  کشاورزی  )محصولات  غذایی  صنایع  مانند  های 

فعال  ترکیبات زیست  و استخراج(  پرتقال تولید آب    هایکارخانه

سازی استخراج ترکیبات  ، پژوهش حاضر با هدف بهینههاآناز  

فرآیند آب  زیست با  فناوری  به)بحرانی    تحتفعال  عنوان یک 

کارآمد و  و    و  دما  تأثیر تحت  (  سبز  فعالیت  بررسی  زمان 

بهینه  ه  استخراج شده در نقط  ۀعصار  ضدمیکروبی )ضدقارچی(

 .اجرا درآمدبه تنی در شرایط برون

 

 ها مواد و روش

 مواد 

واقع در    تفاله تنکابن  افشره شهرستان  از کارخانه  پرتقال 

  ۀ درج  45با دمای    آونو بلافاصله در  استان مازندران خریداری  

خشک شد.    رصدد  14کمتر از  سلسیوس تا رسیدن به رطوبت  

خشک نمونه اندازه  با  شده    های  و  پودر  آزمایشگاهی  آسیاب 

با مش   الک  از  با استفاده  تا    40ذرات آن  و  میکرومتر تنظیم 

دمای  آزمونآغاز  زمان   با  فریزر  در  سلسیوس    درجه  -18ها 

در این پژوهش شامل   مورداستفادهمواد دیگر نگهداری گردید. 

)  کلرید سدیم ،  درصد(  37)  درصد، اسیدکلریدریک  9۶اتانول  

رادیکال  ، نیترات منیزیم، محیط کشت میکروبی، درصد(  99/ 5

فنیل    -2و    2 ،  درصد(  95)  2پیکرو دی هیدرازیل   - 1-1دی 

2 2,2- Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
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  ، درصد(  99)  کلریدپتاسیم ،  1سیوکالچو فولینمعرف  

هیدروکسیدسدیمدرصد(  99)  کلریدآلومنییم   ، درصد(  98)  ، 

 خریداری مرک و  سیگما هایشرکت از  درصد( 99/ 8)  متانول

 . شدند

سیترنیومشامل    موردمطالعههای  رچقا   پنیسیلیوم 

(M20355)   نایجر  و به(PTCC5009  آسپرژیلوس   صورت( 

پژو  از لیوفیلیزه  تهیه ایران صنعتى  - علمى هاى هشسازمان 

 .گردید
 

استخراج به   پرتقال   ۀتفالفعال از  استخراج ترکیبات زیست

 روش ماسراسیون 

  - حلال آبیشده و  پرتقال خشک  ۀتفالمخلوط پودر  

( اتانول  70الکلی  نسبت    30  -درصد  آب،    10 به  1درصد 

ساعت در    24)وزنی/حجمی( ماده خشک به حلال( به مدت  

 RCT  مکانی تاریک و در دمای اتاق با همزن مغناطیسی )مدل

Basic,IKA،  )آلمان خل   هم   ساخت  تحت  محلول  شد.    زده 

صاف گردید و عملیات استخراج روی مواد باقیمانده روی صافی  

محلول  24به مدت   یافت.  ادامه  دیگر  های صاف شده  ساعت 

حاصل از مرحله اول و دوم استخراج با هم مخلوط و با تبخیر  

ساخت    ،Laborota 4000 efficient)مدل    دوار تحت خل   هکنند

 سلسیوس تا حد آبگیری کامل  ۀدرج  45آلمان( تحت دمای  

جلوگیری    برای کن انجمادی خشک گردید.  تغلیظ و با خشک

رسیدن به دمای مناسب برای ورود    منظورنیز بهاز کف کردن و  

ساعت   19کن انجمادی، محلول تغلیظ شده به مدت به خشک

سلسیوس نگهداری و سپس به    هدرج  -70در فریزر با دمای  

)مدل  خشک انجمادی  ساخت  Operon FDB- 550کن   ،

شد.   منتقل  )حدود  نمونهکشورکره(  در  میلی  200ها  لیتر( 

دمای  خشک در  انجمادی  فشار    ۀدرج  -55کن  با  سلسیوس 

های  ساعت خشک شدند. نمونه  20متر جیوه طی  میلی  0/ 15

 
1 Folin Ciocalhteu reagent 
2 Face-Centered CCD 

  بعدی در تاریکی و دمای   های آزمایش آغاز  خشک شده تا زمان  

 .سلسیوس نگهداری شدند ۀدرج -18

 بحرانی   تحتاستخراج با آب  

توسط   شده  ساخته  و  طراحی  دستگاه  از  استخراج  برای 

موسسهای  ورینا فآزمایشگاه   صنایع    ۀنوین  و  علوم  پژوهشی 

غذایی مشهد استفاده گردید. دستگاه شامل تانک آب دیونیزه،  

( فشار،  أت  برای (  Comet type: MTP AX 2.70mپمپ  مین 

با ظرفیت    ۀمحفظ   ۀ کنندلیتر، کویل گرممیلی  140استخراج 

فشار بود. شرایط هر  محفظه،  و کنترل کننده دیجیتالی  سنج 

تحت آب فوق  قرار گرفتن    و فرکانس  زمان،  آزمون شامل دما

پیش  بحرانی، متغیرهای  سطوح  اساس  طرح  بینیبر  در  شده 

𝛼  با    2محورمرکزی وجه = مطابق  مرکزی    ۀدر نقط  تکرار   3با    1

از آب    ، هااستخراج نمونه  منظوربهدر نظر گرفته شد.    1جدول  

  های جدول. دما و فشار مناسب با استفاده از  شددیونیزه استفاده  

دمای   رسیدن  برای  لازم  زمان  گردید.  تعیین  ترمودینامیکی 

درجۀ سلسیوس، به ترتیب حدود    170و    140،  110محفظه به  

، استخراج  موردنظر  ی دقیقه بود. پس از رسیدن به دما  8و    7،  ۶

. پس از  دنبال شددقیقه(    40و    30،  20های مختلف )در زمان

عصار دمای  استخراج،  خنک    ۀاتمام  سیستم  توسط  -حاصل 

با یافت.    کننده  کاهش  سرد،  آب  از جریان  ،  ازآنپساستفاده 

  ( تحت خل 4عصاره با استفاده از کاغذ واتمن )واتمن شماره  

سلسیوس    ۀدرج  - 55کن انجمادی در دمای  در خشکصاف و  

-ساعت خشک شد. نمونه  20متر جیوه طی  میلی0/ 15ر  با فشا

های بعدی، در تاریکی و  آزمایش  آغازتا زمان    شده ای خشکه

شدند  هدرج  -18دمای  در   نگهداری  عصار  .سلسیوس    ۀ روی 

گیری  اندازه  ،های تعیین راندمان استخراجاستخراج شده آزمون

 شد.  اجرا میزان ترکیبات فنی و قدرت گیرندگی رادیکال آزاد 
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 به روش آب تحت بحرانی  از تفاله پرتقال فعالدر استخراج ترکیبات زیست  مقادیر اختلافو  شدهبینیهای تجربی، مقادیر پیشداده ،تیمارهای تصادفی آزمایش )واقعی و پیش بینی شده(  -1جدول 

Table 1 — Randomized experimental treatments (actual and predicted)و Experimental data, predicted values, and residuals for the extraction of bioactive compounds 

from orange pomace using subcritical water extraction 
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مقادیر 

 اختلاف 

1 110(1) 30(0) 10.76 11.15 -0.3894 91.43 93.85 -2.42 28.22 30.22 -1.99 

2 170(+1) 40(+1) 11.39 11.53 -0.1481 368.25 369.59 -1.34 38.41 38.41 0.0000 

3 140(0) 40(+1) 14.60 14.84 -0.2422 457.19 457.17 0.0153 52.44 53.39 -0.9539 

4 110(1) 20(1) 12.22 12.22 -0.0008 174.13 173.04 1.09 17.00 16.00 0.9961 

5 140(0) 30(0) 13.93 13.29 0.6388 192.78 200.57 -7.79 38.89 39.18 -0.2883 

6 170(+1) 30(0) 10.26 9.98 0.2772 73.56 70.64 2.92 24.20 24.20 0.0000 

7 140(0) 30(0) 12.85 13.29 -0.4433 198.19 200.57 -2.38 41.21 39.18 2.03 

8 110(1) 40(+1) 13.09 12.70 0.3903 309.44 308.11 1.33 45.42 44.43 0.9961 

9 170(+1) 20(1) 10.92 11.05 -0.1291 63.57 65.15 -1.58 9.99 9.99 0.0000 

10 140(0) 20(1) 14.49 14.36 0.1299 237.90 237.41 0.4853 24.01 24.97 -0.9539 

11 140(0) 30(0) 13.21 13.29 -0.0833 210.23 200.57 9.66 39.34 39.18 0.1617 
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 بازده استخراج 

مقدار   ،اولیه ۀبر وزن ماد تغلیظ شدهاز تقسیم وزن عصاره 

  درصد صورت  شده محاسبه و بهاستخراج  ۀخشک عصار  ۀکل ماد

 (.Saberian, et al. 2017)  بیان شد

بازده استخراج                     (1) =
وزن عصاره  تغلیظ شده 

وزن اولیه
× 100 

 تعیین ترکیبات فنلی 

کالچو   سیو  فولین  روش  اساس  بر  کل  فنلی  ترکیبات 

)اندازه شد  بUsenik, et al. 2008گیری  میکرولیتر    100ه  (. 

( شده  عصاره  متانرقیق  /    1:10ل  وبا    ۶حجمی(  حجمی 

و    لیترمیلی تقطیر  بار  دو  فنل    500آب  معرف  میکرولیتر 

گردید،   اضافه  ازسیوکالچو  لیتر  میلی  1/ 5  ،دقیقه   8  پس 

)کربنات /حجمی(    درصد  20سدیم  و  وزنی  به  افزوده  مخلوط 

تکمیل  منظور  بهدرجۀ سلسیوس    40دقیقه در دمای    30مدت  

نانومتر با استفاده از    7۶5جذب آن در    . واکنش نگهداری شد

)طیف شد.  A UV-1600سنج  خوانده   فنلى ترکیبات میزان( 

)اسیدگالیک در    استاندارد منحنی روی از در نمونه موجود کل

بر اساس  و   تعیین گرم در لیتر(میلی  950تا    100های  غلظت

 . گالیک در صد گرم نمونه گزارش گردیدگرم اسیدمیلی

  DPPHمهارکنندگی رادیكال آزادگیري قدرت  اندازه

  هیدر متانول ته  DPPHآزاد    کال یدرصد راد  0.00۶محلول  

عصار  تریلیلیم  0.1شد.   با    ۀاز  پرتقال  از    تریلیلیم  1تفاله 

و پس از    د یمتانول مخلوط گرد  تریلیلیم  2.9و    DPPHمحلول  

تار  ی نگهدار  قهیدق  30 در    ،یکیدر  آن    512  موجطولجذب 

اندازه برا  یریگنانومتر  متانول  و    ر صف  م یتنظ  ی شد.  دستگاه 

به-DPPHمحلول   درصد  متانول  شد.  استفاده  شاهد  عنوان 

 . دی ( محاسبه گرد2) ۀ آزاد بر اساس رابط کالیراد یمهارکنندگ

(2)                                                       A%=
Ac-As

Ac

×100 

 
1 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

، DPPHدرصد مهارکنندگی رادیکال آزاد    A%  رابطه: در این  

CA   و    جذب شاهدSA  ( جذب نمونه استWilliams, -Brand

et al. 1995.)  

  1حداقل غلظت مهارکنندگیارزیابی  

مهارکنندگی غلظت  حداقل  تعیین   عصاره  (MIC) برای 

سری  استخراج یک  از  بهینه،  شرایط  در  لوله    20شده  تایی 

( هجده  شد.  استفاده  استریل  بررسی  18آزمایش  برای  لوله   )

گرم میلی  10و    5،  2،  1،  0.5،  0.25های مختلف عصاره )رقت

و  میلی  100بر   سالین  نرمال  کشت،  محیط  همراه  به  لیتر( 

.  شد  گرفته  نظر  در(  10⁶×1.5سوسپانسیون میکروبی )با غلظت  

  به   فلوکنازول   حاوی   دارویی   مثبت   کنترل  عنوانبه  لوله  یک

 بیستم  لوله.  بود  کشت  محیط  و   میکروبی  سوسپانسیون  همراه

رشد   عنوانبه سوسپانسیون    کنترل  و  کشت  محیط  شامل 

شد.   گرفته  نظر  در  دارو  یا  عصاره  افزودن  بدون  میکروبی 

قارچآزمایش برای  انجام  به  موردمطالعههای  ها  جداگانه  طور 

لوله از کشت،  قارچگرفت. پس   Aspergillusهای  های حاوی 

niger   وPenicillium citrinum   روز در دمای   5تا  3به مدت

کوباسیون،  آن  از   پسگذاری شدند.  درجه سلسیوس گرمخانه  25

ها از نظر کدورت ناشی از رشد بررسی شدند. برای تعیین  لوله

از   کدورت  اسپکتروفتومترمیزان  در   (UV-1600A) دستگاه 

 .(Vanden, et al. 1991) نانومتر استفاده شد ۶00 موجطول

 تحلیل آماري وتجزیه

بررسی اثر متغیرهای فرایند در استخراج با کمک    منظوربه

  ۀ تفالبحرانی بر میزان ترکیبات فنلی استخراج شده از    تحت آب  

  دود. این طرح شامل  شاستفاده    مرکب مرکزی پرتقال، از طرح  

متغیر در سه سطح و سه تکرار بود. تیمارهای حاصل در جدول  

نتایج از    حلیل تو اند. برای طراحی آزمایش و تجزیهذکر شده  1

دیزایننرم )افزار  شرکت،  Design Expert 11اکسپرت   تولید 
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Stat-Ease Inc.  برای نشان    د. شاستفاده    ( آمریکا  متحده ایالات

هر یک از متغیرهای وابسته در مدل رگرسیون با    ۀدادن رابط

سطوح   نمودار  مستقل،  دیزاین  انرمبا    هاآنمتغیرهای  فزار 

به شد.  رسم  مدلاکسپرت  صحت  ارزیابی  برازش  منظور  های 

داده شده، آزمون ضعف برازش، ضریب تغییرات، مقادیر ضریب  

تعیین شدند.  تبیین، ضریب تبیین تعدیل شده و مدل احتمال 

ها بر خصوصیات  دست آمده از بررسی رفتار متغیرهای بهمدل

استخراجعصاره  مورداستفادهسازی  بهینه  منظوربهشده،  های 

بهینه گرفت.  با  قرار  عصاره  آوردن  دست  به  هدف  با  سازی 

  گیری و با بهره  و ترکیبات فنلی  اکسیدانیبیشترین فعالیت آنتی

مطلوبیت   از تابع  در  1روش  دیزایننرم موجود  اکسپرت  افزار 

اجرا  گیری تحت شرایط بهینه پیشنهادی عصاره .صورت گرفت

اندازهو خصوصیات عصاره  گردید یید  أمنظور تبه  .دش گیری  ها 

شاهد با    هنتایج پیشگویی شده و تجربی با نمونها،  صحت مدل

 درصد  5و بر اساس آزمون دانکن در سطح    MStatCافزار  نرم

(05 /0>p)  .مقایسه شدند 

 نتایج 

 تعیین مدل مناسب

  ها، پاسخ  بینیپیش  برای  تجربی  مدل   تعیین  منظوربه

  و  فاکتوری   دو  خطی،   های مدل  شامل   ای چندجمله  معادلات

  روش   از   آمده  دستبه  های داده   بر  ، 3  درجه  و  2  درجه  تعاملی،

  تحلیل   مورد  هامدل  این  ،ازآنپس.  شدند  برازش   پاسخ  سطح

شود   است   لازم(.  2  جدول )  گرفتند   قرار   آماری   نظر   از   گفته 

  برازش   عدم  آزمون  که   آیدمی  حساب   به   مناسب  مدلی  آماری

  تبیین   ضریب  و  تبیین   ضریب  بالاترین   و   باشد  دارغیرمعنی   آن

  های مدل  همخوانی  بررسی   برای  . باشد  داشته   را   شده اصلاح

  از   مدل،   متغیرهای  داریمعنی  آماری  ارزیابی  و   پیشنهادی

  اساس   بر.  شد  استفاده  رگرسیون  و  واریانس   تحلیلو تجزیه

  تحلیل،   این   در .  گردیدند  بررسی  معادلات  و  ها مدل  P  شاخص

  کل   فنولی  ترکیبات  میزان  استخراج،  راندمان  برای  تبیین  ضریب

  به   بحرانی  تحت  آب   فرایند   در  آزاد  رادیکال   گیرندگی   قدرت  و 

  نشان   نتایج  طورکلی،به.  شد  گزارش  0/ 99  و   0/ 99  ،0/ 95  ترتیب

  تخمین   برای  توانند می  مورداستفاده  هایمدل  که   دهدمی

 . روند کار به پرتقال  ۀتفال از عصاره استخراج ۀ بهین شرایط

 مدل  ارزیابى نمودارهاى

.  دهدمی  نمایش  را  هاباقیمانده  نرمال  نمودار  الف  -1  شکل

  قرار   راست   خط  یک  روی  نقاط  شود،می  مشاهده  که  طورهمان

را برای    هامدل  صحت  که  کنندمی  پیروی  نرمال  توزیع  از  و   دارند

  های داده  مقادیر  نمودار  اساس  بر  .کندمی  تأیید  مجدداً  هاپاسخ

  - 1ها )شکل  مدل  توسط  شده  بینی پیش  مقادیر   برابر   در  تجربی

  که  دارند  قرار  خط  یک  روی  نیز  نقاط   که  شودمی  مشاهده  ب(،

.  است  تجربی   های داده  با   هامدل   خوب   برازش   ۀدهندنشان

  ج( -1شده )شکل    بینیپیش  مقادیر  برحسب  هاباقیمانده  نمودار

  نیز   این  که دارند  قرار  خط  دو   بین  در  نقاط   که   دهدمی  نشان

  های لایه  نمودار  .هاستداده  با هامدل  مناسب  برازش  بر  تأییدی

 خط  با   ها لایه  که  است  این  ۀدهند نشان  د( نیز  -1)شکل    2داده 

  1 با  برابر یا ،شوندمی نزدیک 1 به  که هاییلایه.  دارند فاصله  1

  خواهد   تأثیر  مدل  بر  نقطه  آن  که   دهندمی  نشان  هستند،

  1  به  نزدیک  هایلایه  از  باید  مناسب  طراحی  ،رو ازاین.  گذاشت

 . کند اجتناب 

 
1 Desirability Function 2 Leverage 
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پرتقال تفالهبر متغیرهای پاسخ عصارة شده  ینی بشی پ هایمدل یبرا  انسیوار وتحلیلتجزیه -2جدول   

Table 2 - Analysis of Variance (ANOVA) for the Predicted Models on the Response Variables of Orange Pomace Extract 

 منبع
درجه 

 آزادی 

 ( TPCترکیبات فنلی کل )میزان  (Yield) بازده استخراج

قدرت گیرندگی رادیکال آزاد  

(DPPH) 

 Pارزش  مجموع مربعات  Pارزش  مجموع مربعات  Pارزش  مجموع مربعات   

 درجه دوم  درجه دوم  درجه دوم   مدل انتخابی 

 0.00 1656.84 0.0001 > 152000 0.00 22.19 5 مدل

 1 2.05 0.03 807.82 0.0053 54.28 0.01 ( Aدمای استخراج )

 1 0.04 0.26 7241.69 < 0.0001 1211.83 0.00 ( Bزمان استخراج )

AB 1 0.04 0.68 7171.55 < 0.0001 0.00 1.00 

2A 1 18.82 0.00 35466.97 < 0.0001 363.48 0.00 

2B 1 4.35 0.01 54540.32 < 0.0001 0.00 0.97 

  12.2  181.5  1.06 5 باقیمانده

 0.35 8.98 0.958 21.92 0.72 0.46 3 ضعف برازش 

  3.03  159.58  0.61 2 خطای خالص 

  1668.86  152000  23.25 10 مجموع 

        پارامترهای ارزیابی مدل

  0.99  0.99  0.95  ضریب تبیین 

ضریب تبیین تعدیل شده 

(Adjusted R²) 
 0.91  0.99  0.98  

ضریب تبیین پیشگویی شده  

(Predicted R²) 
 0.75  0.99  0.95  

  14.27  88.10  37.91  (Adeq Precisionدقت کافی)

  1.55  6.02  0.46  انحراف معیار 

  32.65  216.06  12.52  میانگین

  4.75  2.79  3.68  ضریب تغییرات )درصد( 
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  DPPH؛ قدرت گیرندگی رادیکال آزاد TPC؛ ترکیبات فنلی کل، Yeildبازده استخراج،  هایپاسخمدل برای  نمودارهای ارزیابى -1شکل 

(DPPH) )مقادیر برحسب هانمودار باقیمانده شده ج( بینیپیش مقادیر برابر در تجربی هاینمودار داده، الف(توزیع نرمال باقیمانده، ب  

 داده  هایلایه شده، د( نمودار بینیپیش

Figure 1 - Model Evaluation Charts for the Response Variables: Extraction Yield (Yield), Total Phenolic Compounds 

(TPC), and Free Radical Scavenging Capacity (DPPH) 
(a) Normal distribution of residuals; (b) Plot of experimental data versus predicted values; (c) Residuals plot against predicted 

values; (d) Data leverage plot 
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اثر پارامترهاي استخراج بر بازده استخراج ترکیبات 

 فعال زیست

ترکیبات زیست  استخراج  بازده  تغییر  در روش  روند  فعال 

مولفه  تحتآب   به  توجه  با  و  بحرانی  استخراج    صورت بههای 

  بازده  برای  نهایی  بینیپیش  و مدل  2نمودار رویه پاسخ در شکل  

  جملات   حذف  و   ها ضریب  از  استفاده  با%(    ،Yield)  استخراج

 است.   شده  ارائه 3 رابطۀ  در غیرمعتبر تعامل

 Yield (%)  =+13.29-0.5850 3  ۀرابط

A+0.2403 B -2.73 A²+1.31  B² 
آمده  بهنتایج   معنیاین  از  دست  اثر  دمای  پژوهش  دار 

مجذور   استخراج  و   استخراج  یدمااثرهای  استخراج،  را  زمان 

های  واریانس داده  ۀ (. بررسی نتایج تجزی2)جدول  دهد  نشان می

روش  فعال استخراج شده با  کیبات زیستراندمان استخراج تر

می نشان  بحرانی  تحت  ضریب  آب  از  حاصل  معادلۀ  که  دهد 

( )0/ 95تبیین  شده  تعدیل  تبیین  و ضریب  با  0/ 91(  و  بالا   )

  گیری برای پیشگویی برخوردار است. اندازه  0/ 2اختلاف کمتر از  

  نسبت .  دهدمی  نشان   را  نویز  به  سیگنال   نسبت  ،1کافی   دقت

  یک   دهنده نشان  14/ 2۶5  برابر با  نسبت .  است  مطلوب   4  بالای 

 انتخاب شده است.    ی است کهو مناسب بودن مدل  کافی  سیگنال

پاسخ   سطح  بحران  تأثیرنمودار  تحت  زمان  آب  و  )دما  ی 

  ۀ تفال  ۀفعال عصاربازده استخراج ترکیبات زیست  بر  استخراج(

مشاهده  شکل    در ایننشان داده شده است.    2پرتقال در شکل  

زیست می ترکیبات  استخراج  راندمان  افزایش  با  شود  فعال 

و در دماهای بالاتر    افزایش   درجه سلسیوس  140افزایش دما تا  

. دما یکی از پارامترهای مهم و  یابدمیراندمان استخراج کاهش  

کار  تأثیرگذار و  ا بر  آب  گزینشیی  روش  در  استخراج  پذیری 

. افزایش دما از سویی باعث شکسته شدن  استبحرانی    تحت

 
1 Adeq Precision 

  ی روهای ، نیدروژنی ه  وندیپ)مانند    شودمی  نیروهای منسجمی

پیوندهای  وندروالس درون  دوقطبی  - دوقطبی،  را  ذرات  که   )

و از سویی دیگر افزایش    دهندپیوند می   پرتقال  تفاله ماتریکس  

ذرات   درون  به  حلال  نفوذ  حلال،  گرانروی  کاهش  با  دما 

سبب بهتر شدن فرآیند    درنتیجهو  دهد  میماتریکس را افزایش  

؛  Cheng, et al. 2021؛  Shitu, et al. 2015) گردداستخراج می

Pinto, et al. 2021)  .  به    25از    دما گزارش شده است افزایش

ثابت دی   200 از  درجه سلسیوس  را    35به    75الکتریک آب 

الکتریک متانول و اتانول  دهد که نزدیک به ثابت دیکاهش می

تواند باعث تخریب برخی ترکیبات حساس  دماهای بالا می  .است

، تخریب اجزای استخراج شده تنها به  حالبااینبه حرارت شود.  

دما وابسته نیست، بلکه به زمان قرارگیری نیز بستگی دارد که  

استخراج  می کارایی  بر   .Cheng, et al)  بگذارد   تأثیرتواند 

2020 .) 

راندمان استخراج  شود،  مشاهده می  2که از شکل    طورهمان

  30به    20فعال با بیشتر شدن زمان استخراج از  ترکیبات زیست

  40با افزایش دما تا    بعدازآنو    کاهش  جزئیدقیقه به میزان  

دلیل  به    احتمالاً. این پدیده  یابدمیدقیقه با شیب تندی افزایش  

سبب خروج تدریجی  فرآیند وابسته به زمان استخراج است که  

 پرتقال شده است.    ۀتفالفعال از ترکیبات زیست

 اثر پارامترهاي استخراج بر میزان ترکیبات فنلی

شود دمای استخراج،  مشاهده می  2جدول  در  که    طورهمان

و مجذور اثر دمای استخراج و زمان استخراج و    زمان استخراج

.  دارندداری بر میزان ترکیبات فنلی  اثر متقابل متغیرها اثر معنی

کل  برای   نهایی   بینیپیش  مدل فنلی   TPC, Mg)  ترکیبات 

GAE/g )است.  شده ارائه  4 رابطۀ در  هاضریب از  استفاده با 
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  تأثیرپرتقال تحت  ۀتفالعصارة  ، درصد(Yieldفعال )بازده استخراج ترکیبات زیستمرکزی  ۀحول نقط  و تغییرات بعدیسهنمودار  -2شکل 

 زمان )دقیقه(  دما )درجه سلسیوس( و

Figure 2 - 3D Plot and Variations Around the Central Point for the Extraction Yield of Bioactive Compounds (Yield, %) 

from Orange Pomace Extract Under the Influence of Temperature (°C) and Time (Minutes) 

 

 TPC  (Mg GAE/g)=+200.57-11.60 A+109.88 B+42.34 AB-118.32 A²+146.73 B² 4 رابطۀ

  باتیترک  زانیم  ینیبشیپ   یآمده برادستمدل به  یبررس

(  0.99)  نیی تب  بیضر  یکه مدل حاصل دارا   دهدینشان م  یفنل

معنادار    ی( بالا و از نظر آمار0.99)  شدهلیتعد  ن ییتب  ب یو ضر

)جدول   ضر2است  محدوده    راتییتغ  بی(.  در    قبول قابلآن 

ن2.79) معنادار  آن  برازش  عدم  آزمون  و  دارد  قرار    ست ی( 

(<P0.05) شده است. دهنده مناسب بودن مدل ارائهکه نشان 

دار بودن اثر درجه دوم دمای استخراج )جدول  با توجه به معنی

که    شودمی، مشاهده  (3و تحلیل نمودار سطح پاسخ )شکل  (  2

درجه سلسیوس، میزان استخراج    135با افزایش دما تا حدود  

اما در دماهای  دارد،  ترکیبات فنلی از تفاله پرتقال روند افزایشی  

به این مقدار  اولیه را  یابدمیتدریج کاهش  بالاتر  افزایش  این   .

توان به کاهش قطبیت آب در شرایط تحت بحرانی نسبت  می

قطبی مانند  داد که موجب افزایش قابلیت انحلال ترکیبات نیمه

. کاهش گرانروی و تنش سطحی آب در دماهای  شودمیها  فنول

بالا باعث تسهیل نفوذ حلال به درون ماتریس گیاهی، تسریع  

 ,Ibrahim)شود  و آزادسازی ترکیبات فنلی می  در انتقال جرم

et al. 2019.)  تواند به نرم شدن  علاوه بر این، افزایش دما می

و   فنلی  ترکیبات  میان  پیوند  و شکستن  گیاه  سلولی  ساختار 

ها کمک کند  ساکاریدها و پروتئینهایی مانند پلیماکرومولکول

گردد   ترکیبات  این  آزادسازی  افزایش  به  منجر   گرددمیو 

(Shitu, et al. 2015  ؛Cheng, et al. 2021  ؛Pinto, et al. 

درجه سلسیوس،    135، در دماهای بالاتر از  حال بااین  .(2021

شده ممکن است ناشی از  کاهش میزان ترکیبات فنلی استخراج

یا   پلیمریزاسیون،  حساس،  ترکیبات  این  حرارتی  تخریب 

باشد که  واکنش اکسایشی  مقدار    سببهای  و  کاهش خلوص 

شود. این روند کاهشی  گیری در عصاره میترکیبات قابل اندازه

  که   نیز گزارش شده است در دماهای بالا، در مطالعات متعددی  

از آب تحت    فنلی از منابع گیاهی ترکیبات پلی  استخراج برای  

کردهبحرانی   ؛  Kumar, et al. 2011) گرددمی  اند استفاده 

Ahmadian-Kouchaksaraie, et al. 2016)  .  میزان کاهش 
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از   بالاتر  دماهای  در  فنلی  ترکیبات    ه درج  145استخراج 

می نیز  حاضر  پژوهش  در  به  سلسیوس  و  دلیل  تواند  تجزیه 

 (. Cheng, et al. 2020)تخریب حرارتی ترکیبات فنلی باشد 

  35افزایش پارامتر زمان )تا حدود    دهدنشان می  3شکل  

میزان استخراج ترکیبات    جزئیدقیقه( در ابتدا منجر به کاهش  

به دلیل فرآیند وابسته به زمان   احتمالاًکه شود میفعال زیست

  تفاله استخراج است که سبب خروج تدریجی ترکیبات فنلی از 

که از شکل نیز    طور هماناما    ؛شده است  30  ۀ تا دقیق  پرتقال 

می با  مشاهده  استخراج  راندمان  زمان،  بیشتر  افزایش  با  شود 

دمای    تأثیرتوان به  . این پدیده را مییابدمیشیب تندی افزایش  

استخراج نسبت داد که سبب افزایش تخریب این ترکیبات در  

 (. Pintu, et al. 2021)شود های استخراج بالاتر میزمان

 

  
  

 

دما   تأثیرتحت  پرتقال ۀتفالعصارة  گرم بر صد گرم(، میلیTPCمیزان ترکیبات فنلی )مرکزی  ۀحول نقط  و تغییرات بعدیسهنمودار  -3شکل 

 زمان )دقیقه(  )درجه سلسیوس( و

Figure 3 - 3D Plot and Variations Around the Central Point for Total Phenolic Compounds (TPC, mg/100 g) in Orange 

Pomace Extract Under the Influence of Temperature (°C) and Time (Minutes) 

 

آزاد   رادیكال  مهار  قدرت  بر  استخراج  پارامترهاي  اثر 

DPPH 

معادلۀ   بازدارندگی    آمدهدستبهبررسی  درصد  برای 

می نشان  آزاد  حاصل  رادیکال  معادلۀ  که  ضریب  دارای  دهد 

( ضریب  ( 0/ 99تبیین  )و  شده  تعدیل  و  0/ 98تبیین  بالا   )

آن معنی  برازش  ضعف  آزمون  است.  آن  پیشگویی  برای    دار 

پایین    ضریبو  نیست  (  P>0/ 05)  دارمعنی نیز  آن  تغییرات 

مناسب بودن مدل ارائه شده است.    دهندهنشانکه  است    (4/ 75)

بسیار    نسبت   (   نویز   به   سیگنال )نسبت  کافی  دقت  مقدار عددی

از   نشان    4بالاتر  نشان37/ 91)   دهدمیرا  که    یک   ۀدهند( 

)جدول    مناسب بودن مدل انتخاب شده است  و   کافی   سیگنال

، DPPH)اکسیدانیفعالیت آنتی برای   نهایی   بینی پیش  مدل (.  2

و نمودار سطح پاسخ    5  ۀرابط  در  هاضریب  از  استفاده  با  درصد(

 است.  شده  ارائه 4در شکل 

 DPPH =+39.16-3.01 A+14.21 B -11.98 A²  5 ۀرابط

)شکل   پاسخ  نمودار سطح  به  توجه  افزا4با    ی دما   شی(، 

حدود   تا  سلس  145استخراج  افزا  وسیدرجه  به    ش ی منجر 

بازدارندگ  داری معن فعال  ی درصد    ی بالا   ی دانی اکسیآنت  تیشد. 

در  استخراج  یهاعصاره سلس  145شده    احتمالاً   وسیدرجه 

واکنش  یناش وقوع    ی بحرانزیر  آب    طیمختلف در شرا  یهااز 

م که  تول  تواند یاست  به    ا ی   یدانی اکسیآنت  باتیترک  دی منجر 

م  بات یترک  ازجمله  اکننده، یاح واکنش  از  شود    لارد، یحاصل 
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(Plaza, et al. 2013کاهش قدرت آنت .)عصاره در    یدانیاکسی

تخر  احتمالاًبالاتر    ی دماها به    ی ها فنولیپل  بی به  حساس 

   .شودینسبت داده م مدتیطولان یدهحرارت در اثر حرارت

می  4شکل  در  که    طورهمان زمان  مشاهده  اثر  شود، 

خطی   صورت بهنیز استخراج بر درصد بازدارندگی رادیکال آزاد 

استخراج    ؛است زمان  پارامتر  سبب    طور بهبنابراین،  خطی 

شد    تر گفتهپیش.  شده استدار درصد بازدارندگی  افزایش معنی

پدیده   آنتی  احتمال بهاین  ترکیبات  تخریب  دلیل  به  -زیاد 

های طولانی  که در زماناست  های حساس به حرارت  اکسیدان

 اند.  در معرض حرارت قرار گرفته

 

  
  

 

دما   تأثیرپرتقال تحت  ۀتفالعصارة  ، درصد(DPPH) درصد بازدارندگی رادیکال آزادمرکزی  ۀحول نقط  و تغییرات بعدیسهنمودار  -4شکل 

 زمان )دقیقه(  )درجه سلسیوس( و

Figure 4 - 3D Plot and Variations Around the Central Point for Free Radical Scavenging Inhibition Percentage (DPPH, %) 

in Orange Pomace Extract Under the Influence of Temperature (°C) and Time (Minutes) 

 

 بحرانی   تحتسازي روش استخراج با آب  بهینه 

آب    ندیاستخراج عصاره تفاله پرتقال در فرآ  نهیبه  طیشرا

افزار  در نرم  ی و نمودار  ی عدد  یاب ی نهیبا استفاده از به  ی بحرانزیر  

ا  نییتع در  استخراج،    یسازنهیشی ب  ند،یفرآ  ن یشد.  راندمان 

  ی قدرت مهارکنندگ  تیکل و تقو  ی فنل  باتیترک  زان یم  شی افزا

  ی آمار  یها وتحلیلتجزیه  در  یعنوان اهداف اصل آزاد به  کالیراد

شدند گرفته  نظر  بد  در  شرانی و  کردن  یبرا  طیگونه    دنبال 

  ت یاز روش سطح پاسخ با استفاده از تابع مطلوب  نهیبه  ندیفرآ

نشان داد که در دمای استخراج  ها  بررسینتایج    .آمد  دستبه

استخراج  142/ 87 زمان  و  سلسیوس  دقیقه،    39/ 97درجۀ 

درج بالاترین  با  و    ه عصاره  بازده  بالاترین  بیشترین  مطلوبیت، 

حصول    یبرا (.  5شود )شکل  اکسیدانی حاصل میفعالیت آنتی

  تکرار   نه یبه  طیدر شرا  شیآزما  ط،یشرا  درست بودناز    نانیاطم

.  شده است  داده  نشان   3  جدول  در  آمده   دستبه  های و پاسخ  شد

  ى کارای  تجربى،  مشاهدات  و   ها مدل  دارمعنى  تفاوت   نبود

(05 /0< P) کندمى اثبات خوبیبه را  ها مدل . 

بهین  دهدمینشان    همچنین   تحقیق  نتایج   ۀ شرایط 

  ، در مقایسه با روش ماسراسیون  ، بحرانی  تحتاستخراج با آب  

قابل  سبب استخراج،  بهبود  بازده  ترکیبات  بهبود  توجه  میزان 

. در  شودمی قدرت گیرندگی رادیکال آزاد بالا رفتنفنلی کل و 

  طور بهدرصد رسید که    13/ 94شرایط بهینه، بازده استخراج به 

بازده    توجهیقابل از  درصد در روش ماسراسیون    4/ 1۶بیشتر 
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کل است فنلی  ترکیبات  میزان  آب   .  روش  بحرانی    تحتدر 

صدگرم  میلی  454/ 80 در  اسید  اندازهگالیک  شد،  گرم  گیری 

تنها    کهدرحالی ماسراسیون  روش  در  مقدار    140/ 23این 

. قدرت گیرندگی  ه استگرم گالیک اسید در صد گرم بودمیلی

درصد    51/ 78بحرانی به    تحتنیز در روش آب    رادیکال آزاد

تنها    که درحالیرسید،   ماسراسیون  روش  در  مقدار  این 

به.  استدرصد  23/ 58 روش  دستنتایج  برتری  از  حاکی  آمده 

  . استخراج با آب تحت بحرانی نسبت به روش ماسراسیون است

کند،  تنها بازده و کیفیت عصاره بهتری فراهم میاین روش نه

روشی با    است  بلکه  حلالکه    زیستمحیطسازگار  های  از 

، انتخاب روش استخراج مناسب  اما.  کنداستفاده نمیشیمیایی  

نسبت به    ها آنبه نوع ترکیبات هدف، حساسیت  وابسته است  

و همکاران    ماسالا  ات مطالع  .حرارت و ساختار ماتریس گیاهی

(Masala et al. 2024  نشان روش  دهدمی(  استخراج    در 

 به کمک امواج فراصوت  ترکیبات فنلی از ضایعات گل زعفران

اتانول مخلوط  از  استفاده  )-با  میزان  50:50آب  بیشترین   )

  گرم  در  گرممیلی  93/ 43  ±  ۶7/4ها )ونوئیدها و آنتوسیانینو فلا 

با   در روش  کهدرحالی.  آیددست میبه  (خشک  ماده استخراج 

  125در دمای    درصد  9۶با استفاده از اتانول   آب تحت بحرانی

ها نشان  این یافته.  استتر  درجه سلسیوس، نتایج کمی پایین

در استخراج   استخراج به کمک امواج فراصوت روش دهد کهمی

است،   مؤثرتر  حرارت  به  حساس   روش کهدرحالیترکیبات 

تر  برای استخراج ترکیبات مقاوم استخراج با آب تحت بحرانی

مناسب حرارت  استبه  سولجمانوویچتر  همکاران   .  و 

(Sulejmanović, et al. 2024  استخراج ترکیبات فنلی از پودر ،)

آب تحت بحرانی و با کمک   فرآینداز  با استفاده  را    زنجبیل خام 

روش استخراج   که  ندنشان داد  کردند و مقایسه   امواج فراصوت

بازده بالاتری در استخراج ترکیبات فنلی  با آب تحت بحرانی  

ها به ماهیت ترکیبات فنلی و شرایط استخراج  این تفاوت.  دارد

 .  شودمربوط می

در  شده  استخراج  عصارة  ضدمیكروبی  قدرت  بررسی 

 بحرانی  تحتشرایط بهینه با آب  

بازدارندگى حداقلبررسی   از حاصل نتایج   ۀ عصار غلظت 

نشان  این جدول  .  شده استداده  نشان  3جدول   در پرتقال  ۀتفال

غلظت  در    پرتقال   ۀتفال  ۀبازدارندگى عصار غلظت دهد حداقلمی

درصد برای    5و    سیلیوم سیترنیومپنیقــارچ  برای  درصد    10

حداقل غلظت بازدارندگی   کهدرحالی است  آســپرژیلوس نیجر 

 بازدارندگى خواص.  استدرصد    1  هااین قارچ  علیهفلوکنازول  

عصارۀ    ها بمیکرو  رشد از  به مربوط  پرتقال،  ۀ تفالتوسط 

اثر  .  پذیرندانحلال  قطبى هاىحلال  در که است ترکیبات فنلى

  ی کمپلکس با غشا  لی تشک  قیاز طر   ی ترکیبات فنلی کروبیضدم

که به غشا    پذیر استانحلال  ی هانیو پروتئ  ها یباکتر   یخارج

و شکستن آن    یسلول  یبا نفوذ در غشا  باتیترک  نیا .  اندمتصل

 .Deshpande, et al)  شوندیم   یکروبیضدم  اثر ایجاد    باعث

  ۀ تفال  ۀحداقل غلظت بازدارندگی عصار  تر گفته شد پیش  (.2013

و    درصد  10در غلظت   پنی سیلیوم سیترنیومپرتقال برای قارچ  

،  شودمیمشاهده    درصد   5در غلظت   آســپرژیلوس نیجربرای  

فلوکنازول    کهدرحالی بازدارندگی  غلظت  این    علیه حداقل 

میکروب.  است  درصد 1ها  قارچ رشد  از  بازدارندگی  ها  خواص 

مربوط   ۀعصارتوسط   پرتقال  ترکیبات  است   تفاله  فنلی    به 

اثر ضدمیکروبی ترکیبات فنلی   .های قطبیدر حلال  پذیرانحلال

باکتری خارجی  غشای  با  کمپلکس  تشکیل  طریق  و  از  ها 

میپروتئین صورت  غشا  به  متصل  با  .  گیردهای  ترکیبات  این 

آن،   ایجاد شکست در ساختار  و  به داخل غشای سلولی  نفوذ 

می میکروبی  مرگ  و  سلول  محتویات  نشت  به    شوند منجر 

(Lobiuc, et al. 2023 .) 
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 بحرانی تحتهای مختلف در شرایط بهینه استخراج با آب ویژگی ةبینی شده و مشاهده شدمقادیر پیش -3 جدول

Table 3 - Predicted and Observed Values of Various Characteristics Under Optimal Extraction Conditions Using 

Subcritical Water 

 بازده استخراج  

 (Yield)  

میزان ترکیبات فنلی کل  

(TPC)  

گیرندگی رادیکال آزاد  قدرت 

(DPPH)  

 a  457 .97 a 52.98 a 14.75 مقادیر پیش بینی شده 

 a 454 .80±3.95 a 51.78±2 .56 a 72. 0±13.94 مقادیر آزمایش شده

 b 140 .23±2.67 b 23.58±0 .72 b 0.32±4.16 استخراج به روش ماسراسیون 

 .است (P >05/0) دار معنیاختلاف  نبود ۀنشان دهند   ،حروف یکسان در هر ستون 

 

 
 بحرانی  تحتاستخراج با آب یابی نموداری بهینه -5شکل 

Figure 5 - Graphical Optimization of Extraction Using Subcritical Water 
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 با فلوکنازول  سهیدر مقا  یحرانزیر ب آب  ندیبا فرآ نهیشده بهعصاره تفاله پرتقال استخراج یحداقل غلظت بازدارندگ  -6جدول 

Table 6 – Minimum Inhibitory Concentration of Optimally Extracted Orange Pomace Using the Subcritical Water Process 

Compared with Fluconazole 

 نمونه 
 (MIC) غلظت بازدارندگى حداقل

0.25 % 0.5 % 1 % 2 % 5 % 10 % 

 100 92 58 31 0 0 پنی سیلیوم سیترنیوم قــارچ برای  پرتقال ۀتفال ۀعصار غلظت   

 100 100 90 68 35 0 آسپرژیلوس نایجر  قــارچبرای  پرتقال ۀتفال ۀعصار غلظت  

 100 100 100 100 92 55 پنی سیلیوم سیترنیوم قــارچ برای  فلوکنازول

 100 100 100 100 89 56 آسپرژیلوس نایجر   قــارچبرای  فلوکنازول

 

 گیري کلی نتیجه

پژوهش   آب    این  با  استخراج  روش  که  داد    تحت نشان 

برای استخراج    زیستمحیطدار  دوستبحرانی ابزاری کارآمد و  

از ضایعات پوست پرتقال است. استفاده از  فعال  یستزترکیبات  

  را   سازی شرایط استخراج روش آماری سطح پاسخ، امکان بهینه

دمای    ازجمله در  که  کرد  فراهم  زمان  و  درجه   142/ 87دما 

زمان   و  و    39/ 97سلسیوس  استخراج  بازده  بیشترین  دقیقه، 

شده در  استخراج  ۀ. عصارشودمی اکسیدانی حاصل  فعالیت آنتی

ضدمیکروبی   خواص  بهینه،  قارچ  مؤثری شرایط  علیه  های  را 

سیترینیوم  پنی نایجر  وسیلیوم  این    آسپرژیلوس  داد.  نشان 

خواص ضدمیکروبی عمدتاً به دلیل ترکیبات فنلی موجود در  

ها عمل  سلولی قارچ  ۀتوانند با تخریب دیوارعصاره است که می

آب    .کنند فرآیند  که  کرد  تأیید  پژوهش  بحرانی    تحتاین 

روشمی برای  مناسب  جایگزینی  سنتی  تواند  استخراج  های 

دهد، بلکه  تنها بازده و کیفیت عصاره را افزایش میکه نه  باشد 

زیست حلال، به حفظ محیط  عنوانبهبه دلیل استفاده از آب  

توانند در صنایع غذایی،  کند. این دستاوردها مینیز کمک می

به  فعال  کاربردهای مرتبط با ترکیبات زیست  دیگرداروسازی و  

 روند.  کار
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Extended Abstract 

Abstract 

This study was conducted to optimize the utilization of orange pomace as an agricultural by-product from 

orange juice processing plants and to extract bioactive compounds (antioxidant and antimicrobial). To optimize 

extraction efficiency, a face-centered central composite design (Face-Centered CCD) was used to evaluate the 

phenolic content and antioxidant activity of the subcritical water extract. Extraction temperature (120, 140, and 

160 °C) and extraction time (20, 30, and 40 min) were considered as the key variables for recovering bioactive 

compounds. Based on the developed models, the optimal extraction conditions were determined as a temperature 

of 142.87 °C and a time of 39.97 min. Under these conditions, the extraction yield was 13.94%, total phenolic 

content was 454.80 mg gallic acid/100 g, and free radical scavenging activity was 51.78%. Extraction at the 

optimum point confirmed the predicted results. Moreover, the obtained extract exhibited effective antimicrobial 

properties, such that the minimum inhibitory concentration (MIC) of the extract against Penicillium citrinum and 

Aspergillus niger was 10% and 5%, respectively, whereas this value has been reported as 1% for fluconazole. 

Overall, this study demonstrated the high efficiency of the subcritical water process in extracting bioactive 

compounds from agricultural residues and introduced it as an environmentally friendly and effective method for 

producing valuable compounds.  

 

Introduction 

The effective utilization of agricultural and industrial byproducts, particularly orange pomace generated by 

juice production facilities, is of significant economic and environmental importance. This waste is rich in 

bioactive compounds, including phenolic antioxidants and antimicrobial agents. However, conventional 

extraction methods often involve organic solvents, which pose environmental and health concerns. Subcritical 

water extraction (SWE) has emerged as a green and efficient alternative, utilizing water at elevated temperatures 

and pressures below its critical point to modify its polarity and extraction properties. This study aimed to optimize 

the SWE process for recovering bioactive compounds from orange pomace and to evaluate the antioxidant and 

antimicrobial properties of the resulting extract. 
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Materials and Methods 

Orange pomace was obtained from a processing plant in Mazandaran province, Iran. The material was dried, 

ground, and sieved. A central composite face-centered design (CCD) with two independent variables—extraction 

temperature (110, 140, 170°C) and time (20, 30, 40 minutes)—was employed to optimize the extraction process. 

The dependent variables were extraction yield, total phenolic content (TPC), and free radical scavenging activity 

(DPPH assay). Extraction was performed using a custom-built subcritical water apparatus. The TPC was 

determined by the Folin-Ciocalteu method, and antioxidant activity was assessed via the DPPH radical 

scavenging assay. The antimicrobial efficacy of the extract obtained under optimal conditions was evaluated 

against *Penicillium citrinum* and *Aspergillus niger* by determining the minimum inhibitory concentration 

(MIC) and compared with fluconazole. Data were analyzed using Design Expert software and Response Surface 

Methodology (RSM). 

 

Results and Discussion 

The fitted models for extraction yield, TPC, and DPPH activity were statistically significant (p < 0.05) with 

high coefficients of determination (R² = 0.95, 0.99, and 0.99, respectively). The ANOVA results indicated that 

both temperature and time significantly influenced the extraction of bioactive compounds. The interaction 

between these variables was significant for TPC. The optimal extraction conditions, determined through 

numerical optimization, were a temperature of 142.87°C and a time of 39.97 minutes. Under these conditions, 

the predicted and experimental values were in close agreement: an extraction yield of 13.94%, a TPC of 454.80 

mg GAE/100g, and a DPPH inhibition of 51.78%. The SWE process was significantly more efficient than 

conventional maceration, which yielded only 4.16%, 140.23 mg GAE/100g, and 23.58% for the same parameters, 

respectively. The bioactive extract demonstrated notable antifungal activity, with MIC values of 10% and 5% 

against *P. citrinum* and *A. niger*, respectively, while fluconazole showed an MIC of 1%. The antimicrobial 

properties are attributed to the phenolic compounds in the extract, which can disrupt microbial cell membranes. 

 

Conclusion 

This study successfully optimized the SWE process for extracting valuable bioactive compounds from orange 

pomace. The method proved to be a highly efficient and environmentally friendly alternative to traditional 

solvent-based extraction. The optimized extract exhibited strong antioxidant and significant antifungal properties, 

highlighting its potential as a natural preservative or bioactive ingredient in the food, pharmaceutical, and 

cosmetic industries. The use of RSM provided a robust framework for process optimization, ensuring maximum 

recovery of target compounds. 
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