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چکیده
با تخمیر میوه  زرشک توسط کپک ریزوپوس الیگوسپوروس به مدت 10 روز، مقدار فنول کل در عصاره  آبى گرفته شده از آن 
بیش از 4 برابر افزایش پیدا کرد. هم چنین تخمیر توان مهارکنندگى رادیکال آزاد نیز زیاد شد. مقدار آنتوسیانین مونومرى عصاره 
که در اثر حرارت دهى براى استریل کردن زرشک کاهش یافته بود، در اثر تخمیر با کپک افزایش پیدا کرد. عصاره  به دست آمده 
از زرشک تخمیرشده داراى pH و اسیدیته  بیش تر نسبت به عصاره  تهیه شده از زرشک تخمیرنشده بود. افزایش pH به تجزیه  
اسیدهاى آلى عصاره در اثر استریل کردن و به دنبال آن خروج محصولات فرار ناشى از تجزیه، هم چنین افزایش تعداد گروه هاى 
آمینى در اثر تخمیر و تولید آنزیم هاى برون سلولى توسط کپک ریزوپوس الیگوسپوروس نسبت داده شد؛ ولى افزایش اسیدیته 
با حرارت دهى براى استریل کردن ارتباطى نداشت و فقط به تولید اسیدهاى فنولیک توسط کپک مربوط دانسته شد. افزون بر 
این، درحالى که حرارت دهى زرشک براى استریل کردن تاثیرى روى مقدار قندهاى کاهنده عصاره نداشت، تخمیر موجب کاهش 
معنى دار قند کاهنده شد. رنگ عصاره تحت تاثیر فرایندهاى استریل کردن و تخمیر زرشک قرار گرفت. با این که پارامتر روشنایى 
افزایش یافته، تخمیر این افزایش روشنایى را توانست تا حدى جبران کند و آن را  اثر استریل کردن زرشک  (*L) عصاره در 
کاهش دهد. هم چنین تخمیر توانست پارامترهاى *a (شاخص قرمزى) و *b (شاخص زردى) را تا حدى افزایش دهد. در نهایت، 

به استثناى خصوصیت رنگ، تمامى پارامترهاى حسى براى عصاره  حاصل از زرشک تخمیرشده بیش تر از تخمیرنشده بودند. 
   

واژ ه هاى کلیدي: تخمیر حالت جامد، زرشک، ترکیبات فنولى، آنتوسیانین مونومرى، ریزوپوس الیگوسپوروس.
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1- مقدمه
ترکیبات زیست فعال، از منابع طبیعى و به روش استخراج 
مى شوند  حاصل  آلى  حلال هاى  کارگیرى  به  با  جامد-مایع 
[1،2]. با این حال، امروزه روش هاى دیگرى مانند سیالات فوق 
بالا، استخراج به کمک مایکروویو و  فرایندهاى فشار  بحرانى، 
ترکیبات پیشنهاد شده است  این  براى استخراج  نیز  فراصوت 
نیز  تخمیر  توسط  فعال  زیست  ترکیبات  استخراج   .[2-4]
به عنوان روشى جایگزین براى تهیه  این ترکیبات در نظر گرفته 
شده است. زیرا امکان تولید عصاره هایى با زیست فعالیت بالا و 
کیفیت عالى را بدون هیج گونه زهرآگینى مربوط به حلال هاى 

آلى، فراهم مى کند [5 ، 6].
توسط روش  فعال  زیست  ترکیبات  از  بسیارى  اگرچه هنوز 
 ،(SSF) 1تخمیر غوطه ورى تولید مى شوند، تخمیر حالت جامد
توجه زیادى را به خود جلب کرده، زیرا تحقیقات مختلف نشان 
داده اند که این فرایند داراى بازده و کیفیت محصول بالاتر در 
مقایسه با تخمیر به روش غوطه ورى است [7-5]. علاوه بر این، 
ارزان کشاورزى  باقى مانده ها و ضایعات  از  به استفاده  توجه  با 
از  کم تر  روش  این  هزینه   سوبسترا،  به عنوان  وابسته  صنایع  و 
را  انار  ضایعات   [8] و همکاران  روبلدو  است.  روش غوطه ورى 
حمایتى  و  مغذى  مواد  منبع  به عنوان  آمیزى  موفقیت  به طور 
  GH1 نیجر  آسپرژیلوس  و   SSF با  اسید  الاژیک  تولید  براى 
قاط، محصول  قره  تفاله    [9] شتى  و  راندهیر  کردند.  استفاده 
جانبى صنایع تولیدى نوشیدنى قره قاط را، به عنوان یک منبع 
خوب براى تولید الاژیک اسید و دیگر ترکیبات فنولیک مطرح 

کردند. فراورى زیستى این ضایعات به روش SSF با 
2 براى افزایش مقدار الاژیک اسید، مفید بود. حجم کم 
آب در روش تخمیر جامد نیز منجر به استفاده از فرمانتورهاى 
و  کم تر  همزنى  دستى،  پایین  مراحل  در  کوچک تر  اندازه  با 
کاهش هزینه استریلیزاسیون مى شود که از لحاظ اقتصادى، با 
صرفه تر است [5، 10، 11]. علاوه بر راندمان بالاتر، زمان تولید 
غوطه ورى  تخمیر  از  SSF کم تر  به روش  ثانویه  متابولیت هاى 
است، در حالى که به شرایط اسپتیک نیز نیاز نبوده و هزینه هاى 

آن کم تر مى  باشد [1].
با توجه به این که ایران یکى از تولیدگنندگان و صادرکنندگان 
1. Solid State Fermentation
2. Lentinus edodes

اصلى زرشک در جهان است، ضرورى است که با فراورى این ماده 
به صورت محصولات غذایى جدید و تخمیرى گامى عملیاتى در 
جهت بهبود سلامت، افزایش ارزش افزوده و حفظ و ارتقاء جایگاه 
ایران در تولید زرشک برداشت. تاکنون پژوهشى پیرامون ارزیابى 
افزایش استخراج  تکنیک تخمیر در حالت جامد براى  کارایى 
انجام  زرشک  میوه  از  آنتوسیانین ها  به ویژه  و  فنولى  ترکیبات 
نشده و از این رو در این مقاله، تاثیر این نوع تخمیر به عنوان 
یک پیش تیمار بر میزان فنول کل و فعالیت آنتى اکسیدانى 
قرار گرفت. بررسى  مورد  زرشک  از  آمده  به دست  آبى  عصاره 

 
2- مواد و روش ها

2-1- مواد
مواد استفاده شده در این مقاله شامل اتانول (شرکت رازى، 
فتالئین،  فنل  شناساگر  سدیم،  هیدروکسید  متانول،  ایران)، 
معرف فولین سیاکالتو، کربنات سدیم، اسید گالیک، پودر دى 
هیدروژن فسفات،  مونو  ، دى سدیم  هیدرازیل  پیکریل  فنیل 
مونوسدیم دى هیدروژن فسفات، محیط کشت پوتیتو دکستروز 
 II مس  سولفات  کلریدریک،  اسید  کلراید،  پتاسیم  آگار، 
با 5 مولکول آب، اسید سولفوریک، پتاسیم سدیم تارتارات با 4 
مولکول آب، پتاسیم فروسیانید با 3 مولکول آب، اسید استیک، 
از  استات  سدیم  و  بلو  متیلن  آب،  مولکول   2 با  روى  استات 
شرکت مرك  آلمان تهیه شدند. هم چنین کاغذ صافى واتمن 
شماره 1 از واتمن اینترنشنال ساخت بریتانیا و سرم فیزیولوژى 

از داروسازى ثامن، ساخت ایران تهیه شد.

2-2- آماده سازى نمونه 
هجرى   1394 سال  پاییز  فصل  در  تــازه  قرمز  زرشــک 
توسط  آن  از  پاك شد. پس  تهیه و  تهران  بازار  از  خورشیدى 
آب مقطر به منظور حذف گرد و خاك، مه پاشى شدند. پس از 
نگه دارى به مدت 10 دقیقه روى صافى فلزى (تورى) با هدف 
چکیدن و حذف قطرات آب، بسته بندى و در دماى منفى 17 

درجه سلسیوس نگه دارى شد. 

2-3- آماده سازى میکروارگانیسم
 PTCC 5278 1 به شماره میکروارگانیسم 
1. Rhizopus oligosporous
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میکروارگانیسم هاى  کلکسیون  مرکز  از  لیوفیلیزه  به صورت 
ایران  و صنعتى  علمى  پژوهش هاى  سازمان  در  واقع  صنعتى 
به  رشته اى  کپک  کردن  وارد  و  فعال سازى  براى  شد.  تهیه 
به  استریل  کاملا  شرایط  در  میکروارگانیسم  رویشى،  حالت 
پلیت  روى  بر   (PDA) آگار  دکستروز  پوتیتو  کشت  محیط 
درجه   25 دماى  در  روز   10 مدت  به  و  شد  داده  انتقال 

سیلسیوس گرمخانه گذارى شد [12].

2-4- تخمیر میوه زرشک و عصاره گیرى
به  و  شد  آسیاب  خانگى  همزن  یک  در  زرشک  میوه  ابتدا 
نسبت 1 به 1 با آب مقطر براى رسیدن به فعالیت آبى مناسب 
مدت  به  سلسیوس  درجه    121 دماى  در  کپک،  رشد  براى 
در  پرگنه  سازنده  106واحد   ) تلقیح  شد.  اتوکلاو  دقیقه   20
میلى لیتر   2 کردن  اضافه  با  استریل  شرایط  در  میلى لیتر) 
به  از محیط کشت پروتیتو دکستروز آگار  سلول هاى رویشى 
(بدون  شد  پوشانیده  پارافیلم  با  آن  روى  و  انجام  مایر  ارلن 
درجه   25 دماى  در  روز   10 مدت  به  و  همزنى)  و  هوادهى 
تخمیر،  انجام  از  پس   .[13] شد  خانه گذارى  گرم  سلسیوس 
استخراج آبى در دماى 20 درجه  سیلسیوس براى مدت زمان 
15 دقیقه صورت گرفت و پس از سانتریفیوژ کردن در شتاب 
به دست  عصاره  دقیقه،   20 مدت  به  زمین  ثقل  برابر   1500
آمده در فریزر 15- درجه سلسیوس به منظور انجام آزمایشات 

نگه دارى شد. 

2-5- عکس بردارى از میسیلیوم کپک
از رشد کپک ریزوپوس الیگوسپوروس بر روى نمونه زرشک 
و محیط کشت PDA با استفاده از میکروسکوپ نورى مجهز 

به دروبین دیجیتال عکس بردارى شد.

2-6- تعیین مقدار ترکیبات فنولى
مقدار ترکیبات فنولى کل به روش فولین-سیوکالتو بر اساس 
روش امونز و پترسون [14] اندازه گیرى شد. براى این منظور 
0/5 میلى لیتر عصاره زرشک  با آب مقطر به حجم 25 میلى لیتر 
به  فولین-سیوکالتو  معرف  0/5 میلى لیتر  رسانده شد، سپس 
میلى لیتر   1/0 دقیقه،   10 مدت  از  پس  و  شده  اضافه  آن 

افزوده شد. پس  به مخلوط فوق  محلول کربنات سدیم اشباع 
از 60 دقیقه نگه دارى در تاریکى، جذب نمونه ها در طول موج 

765 نانومتر خوانده شد. 
شده  تهیه  استاندار  منحنى  در  شده  خوانده  جذب  مقادیر 
قرار داده شده و  گالیک  از رقت هاى مختلف اسید  استفاده  با 
غلظت هاى معادل به دست آمد. نتایج به صورت میلى گرم معادل 

اسید گالیک در لیتر گزارش مى شوند. 

2-7- اندازه گیرى مقدار آنتوسیانین مونومرى
از روش  استفاده  با  مونومرى  آنتوسیانین  مقدار  اندازه گیرى 
شد.  انجام   [15] همکاران  و  لى  روش  مطابق  افتراقى   pH

بالن  در  شده  استخراج  نمونه هاى  از  هرکدام  از  10میلى لیتر 
حجمى 50 ریخته شده و هرکدام از آن ها یک بار با تامپون با 
pH برابر با یک و یک بار با تامپون با pH برابر با 4/5 بادقت به 

حجم رسانده شد. براى به تعادل رسیدن فرم هاى آنتوسیانینى 
دقیقه   20 مختلف حدود  تامپون هاى  در  آن ها  تغییر شکل  و 
نباید  از یک ساعت  زمان لازم است. زمان نگه دارى محلول  ها 
بیش تر تجاوز کند. سپس مقدارى از محلول را در کووت یک 
سانتى مترى ریخته و جذب آن در دو طول موج 510 نانومتر، 
عوامل  تاثیر  حذف  براى  نانومتر،   700 و  بیشینه،  موج  طول 
کدورت زا که ممکن است در نمونه باشند و خطا ایجاد کنند، 
خوانده شد. هر کدام از جذب ها باید قبلا با نمونه شاهد صفر 
شده باشند. براى محاسبه جذب و مقدار آنتوسیانین مونومرى 

نمونه از معادله هاى 1و2 بهره گرفته شد:

(1)

(2)
 

که A جذب نمونه، MW وزن مولکولى (بر حسب سیانیدین-
کووت  قطر   1 رقت،  فاکتور   DF  ،(449/2  = گلیکوزید   -3
(1 سانتى متر) و ε جذب مولار مى باشند. MW  و ε به آنتوسیانین 
غالب در نمونه بستگى دارند. اگر ترکیبات نمونه ناشناخته باشند 
محاسبات رنگ بر اساس سیانیدین-3-گلیکوزید انجام مى شود. 

که در مورد زرشک هم بر این اساس عمل شد.
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2-10- اندازه گیرى قند احیا
میلى لیتر   20 ابتدا   ، احیاکننده  قندهاى  اندازه گیرى  براى 
به  و  بشر وزن شد  یک  در  5 گرم زرشک)  از  (حاصل  عصاره 
کارز واکنشگرهاى  شد. سپس  رسانیده  میلى لیتر   100 حجم 

1 و 2 که شامل پتاسیم فروسیانید با 3 مولکول آب و استات 
به عصاره افزوده  بودند  روى با 2 مولکول آب و اسید استیک 
شدند. پس از 2 دقیقه، عصاره با استفاده از کاغذ صافى، صاف 
که  شد  انجام  اولیه  تیترسنجى  ابتدا  تیترسنجى،  براى  شد. 
ارلن مایر 250  به یک  فهلینگ  میلى لیتر مخلوط   20 در آن 
میلى لیترى منتقل شده، به آن 15 میلى لیتر آب مقطر و چند 
دماى جوش در حال همزنى  بلو اضافه شد و تا  متیلن  قطره 
حرارت دهى شد. سپس این مخلوط در حالت جوش تا از بین 
رفتن کامل رنگ آبى توسط نمونه (عصاره) تیتر شد. در ادامه، 
این  با  بالا  در  شده  گفته  روند  دقیق،  تیترسنجى  انجام  براى 
تفاوت که ابتدا مقدار زیادى نمونه (فقط نیم میلى لیتر کم تر از 
مقدار تعیین شده در تیترسنجى اولیه) به مخلوط فهلینگ در 
حال جوش افزوده شد، تکرار و مدت کوتاهى فرصت داده شده و 
سپس تیترسنجى با سرعت بسیار کم ترى ادامه پیدا کرد. براى 
محاسبه  میزان قند احیا در عصاره از فرمول زیر استفاده شد:

(5)                            مقدار قند احیاکننده بر حسب قند اینورت 
                             1000F/(C×T) = (گرم در 100 گرم نمونه)                   

 C و  شد  لحاظ   1 که  است  تصحیح ساکاروز  F ضریب  که 
نشان دهنده  غلظت نمونه در محلول تیتران (بر حسب گرم در 
100 میلى لیتر)، و T عدد تیتر در تیتراسیون نهایى بر حسب 

میلى لیتر مى باشند [17]. 

2-11- سنجش رنگ
براى آزمون سنجش رنگ ابتدا عصاره هاى استخراج شده در 
ارتفاع  و  مساوى  قطرهاى  با  مختلف  جایگاه هاى  حاوى  ظرفى 
یکسان ریخته شد. سپس با استفاده از میکروسکوپ نورى (چابک 
پردازش تصویر   و از روش  عکس گرفته شد  نمونه ها  گستر) از 
*L که  پارامترهاى رنگى*b* ،a و  ایمیج پروپلاس  افزار  نرم  با 
به ترتیب شاخص هایى از شدت قرمزى، زردى و روشنایى نمونه 

 2-8- تعیین فعالیت مهار رادیکال آزاد
خاصیت مهار ردیکال آزاد DPPH نمونه ها با پیروى از روش 
ارائه شده توسط برند-ویلیامز و همکاران [16] با کمى تغییر 
 ،DPPH مولار  میلى   0/1 محلول  تهیه   براى  شد.  اندازه گیرى 
پودر DPPH توزین و در بالن حجمى 50 میلى لیتر با متانول 
حساس  نور  به   DPPH این که  به دلیل  شد.  رسانده  حجم  به 
است، اطراف بالن ژوژه با فویل آلومینیومى پوشانده شد. براى 
اندازه گیرى مهار DPPH، ابتدا عصاره ها با آب مقطر 10 برابر 
میلى لیتر   3/0 با  آن ها  از  میلى لیتر   0/5 سپس  شدند  رقیق 
محلول DPPH متانولى مخلوط و به مدت 30 دقیقه در تاریکى 
نانومتر   515 این، جذب نمونه ها در  از  نگه دارى شدند. پس 
آب  میلى لیتر   0/5 حاوى  (شاهد)  کنترل  نمونه  شد.  خوانده 
آزاد  رادیکال  مهار  درصد  بود.  زرشک  عصاره  جاى  به  مقطر 

DPPH نمونه ها با استفاده از رابطه زیر به دست مى آید:

 (3)

که Asample و Acontrol به ترتیب جذب نمونه ها با DPPH و جذب 
محلول DPPH بدون عصاره (نمونه شاهد) مى باشند.

2-9- اندازه گیرى pH و اسیدیته ى قابل تیتراسیون
براى اندازه گیرى pH از pH متر دیجیتالى (تروهم  744، آلمان 
 (TA) استفاده شد. براى اندازه گیرى اسیدیته  قابل تیتراسیون
بالن ژوژه 100 میلى لیترى  به یک  عصاره  میلى لیتر  ابتدا 10 
شد. سپس  رسانیده  به حجم  مقطر  آب  با  و  داده شد  انتقال 
به وسیله  پیپت، 0/3 میلى لیتر فنل فتالئین به آن افزوده و به 
ارلن مایر منتقل کرده و در ادامه، با محلول هیدروکسید سدیم 
 .[17] شد  تیتر  کم رنگ)  (صورتى  پایانى  نقطه   تا  مولار   0/1
اسیدیته  قابل تیتراسیون با معادله ى شماره  (4) محاسبه شد:

TA = 10 × T                                                              (4)

 0/1 سدیم  محلول هیدروکسید  مقدار  میانگین   T آن  در  که 
 1 اسیدیته   براى خنثى کردن  میلى لیتر لازم  مولار بر حسب 

میلى لیتر عصاره مى باشد.
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هستند به دست آمد. لازم به ذکر است که براى هر آزمون رنگ 
چهار نقطه از نمونه مورد نظر انتخاب شد و از آن ها میانگین 
استخراج  از  قبل  زرشک  نمونه  خود  از  هم چنین  شد.  گرفته 

عصاره نیز عکسبردارى و با زرشک تخمیرشده مقایسه شد.

2-12- تعیین خصوصیات ارگانولپتیکى
یکبار  ظروف  در  مختلف  نمونه هاى  حسى،  ارزیابى  براى 
مصرف قرار داده و کد گذارى شد. ارزیابى حسى نمونه ها توسط 
گروهى 10 نفره از دانشجویان و اساتید دانشگاه صورت گرفت. 
از یک لیوان آب براى تمایز طعم دو نمونه بین هر بار آزمون 
چشایى استفاده شد. شاخص هاى مورد سوال شامل خصوصیات 
حسى عطر و بو، طعم و مزه، رنگ و ملایم بودن مزه ترش بودند 
که بسته به شدت هر مورد، اعداد 1 تا 5 به آن ها تعلق گرفت. 
بالاترین سطح   5 و  پذیرش  پایین ترین سطح  معرف   1 سطح 

پذیرش هر پارامتر حسى بود. 

2-13- تحلیل آمارى
در این پژوهش از روش فاکتوریل کامل با 3 تکرار براى هر 
نمونه استفاده شد. آنالیز واریانس (ANOVA) در سطح احتمال 
با  بر اساس آزمون دانکن  5 درصد و مقایسه میانگین داده ها 

استفاده از نرم افزار SPSS انجام پذیرفت.

3- نتایج و بحث
توسط  شده  برداشته  تصویرهاى  بررسى   -1-3

میکروسکوپ نورى
در شکل (1) میسیلیوم قارچ  رشد 

از  کرده، روى محیط کشت و نمونه  زرشک مشاهده مى شود. 
بر  بود،  برابر  نمونه  دو  هر  گرمخانه گذارى  زمان  که  آن جایى 
اساس تصاویر، نتیجه گیرى مى شود که کپک در زرشک رشد 
است.  نرسیده  هاگ زایى  مرحله   به  هنوز  و  داشته  ملایم ترى 
هم چنین در زرشک، میسیلیوم قارچ درهم تنیده تر مى باشد که 
مى توان آن را به مقدار آب بیش تر در زرشک نسبت به محیط 

کشت نسبت داد.

3-2- ترکیبات فنولى کل
شکل (2) میزان ترکیبات فنولى کل در نمونه  تخمیر نشده 
ولى  نشده  (تخمیر  کنترل  نمونه   و  نشده)  اتوکلاو  و  (تخمیر 
اتوکلاو و گرمخانه گذارى شده) و نمونه  تخمیر شده (اتوکلاو 
در  مى دهد.  نشان  را  شده)  گذارى  گرمخانه  و  تخمیر  شده، 
نمونه  کنترل افزایش قابل توجهى در میزان فنول کل نسبت به 
نمونه  تخمیر نشده مشاهده مى شود. از دلایل آن مى توان به اثر 
حرارتى اتوکلاو که موجب نرم شدن بافت میوه زرشک شده و 
به استخراج ترکیبات فنولى هنگام عصاره گیرى بعدى کمک 
پیوندهاى  شکستن  دارد  امکان  هم چنین  کرد.  اشاره  مى کند 
زیاد  ترکیبات فنولى در  اثر گرما و آزاد شدن  گلیکوزیدى در 
تخمیر  نمونه  به  نسبت  کنترل  نمونه   کل  فنول  مقدار  بودن 
 (2 (شکل  مى دهد  نشان  نتایج  باشند.  موثر  نشده  اتوکلاو  و 
که  کرد   پیدا  افزایش  کل  فنول  محتواى  تخمیر،  اثر  در  که 
در  موجود  پیش سازهاى  از  فنولیک  اسیدهاى  تولید  از  ناشى 
محیط توسط قارچ رشته اى  مى باشد. 

علاوه بر تولید مستقیم ترکیبات فنولى توسط کپک، 
 داراى فعالیت بتا-گلوکوزیدازى بسیار بالا است 

شکل (1) تصاویر برداشته شده با بزرگنمایى 450 برابر از کپک ریزوپوس الیگوسپوروس رشد کرده الف) بر روى محیط کشت پوتیتو دکستروز آگار و
 ب) میوه  زرشک توسط میکروسکوپ نورى
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شکل (2) خصوصیات شیمیایى عصاره زرشک. نمونه تخمیر نشده: تخمیر و اتوکلاو نشده، نمونه  کنترل: تخمیر نشده ولى اتوکلاو و گرمخانه گذارى شده 
و نمونه  تخمیر شده: اتوکلاو شده، تخمیر و گرمخانه گذارى شده.

که مى تواند ترکیبات آنتوسیانینى را از فرم گلیکوزیدى درآورد 
[18]. آنزیم بتا گلوکوزیداز (بتا-دى-گلوکوزید گلوکوهیدرولاز) 
پیوندهاى گلیکوزیدى را در آلکیل و آریل بتا-دى-گلوکوزیدها 
آبکافت  گلوکوزیدها،  حاوى  کربوهیدراتى  باقى مانده هاى  و 
بتا- که  نموده اند  پیشنهاد  مطالعات  از  بعضى   .[9] مى کند 
بالاترى  از کپک رشته اى ظرفیت  گلوکوزیداز خام تولید شده 
براى آزادسازى اسیدهاى فنولیک در مقایسه با بتا-گلوکوزیداز 
احتمالى  به حضور  مى توان  را  ظرفیت  این  است.  دارا  تجارى 
آنزیم هاى دیگر مانند استرازها در محلول خام بتا-گلوکوزیداز، 

مرتبط دانست [18]. 

3-3- مقدار آنتوسیانین مونومرى و توان خنثى کنندگى 
 DPPH رادیکال آزاد

شکل (2) نشان مى دهد که در اثر تخمیر میزان فعالیت آنتى 
اکسیدانى (مهار رادیکال آزاد) عصاره زرشک به میزان قابل توجهى 
بتاگلوکوزیدازى  افزایش پیدا کرد، که احتمالا ناشى از فعالیت 
سلولى  برون  آنزیم  این  باشد.  قارچ  
مى تواند پیوند گلوکوزیدى را شکسته و اسیدهاى فنولیک را آزاد 
سازد [9]. چنین کارکردى منجر به افزایش قند احیا نیز مى شود 
که خود توان مهارکنندگى رادیکال را افزایش مى دهد. هم چنین 

توسط  دیگرى  اکسیداتیو  آنزیم هاى 

www.SID.ir


www.SID.ir

Arh
ive

 of
 S

ID

بهبود توليد ترکيبات فنولی عصاره  زرشک 147الهام رخشی و همکاران                                                                  

فنیل  بازشدن حلقه  و  تانن  تجزیه   موجب  که  مى شوند  تولید 
در   .[18] مى شوند  آزاد  فنولى  اسیدهاى  افزایش  باعث  شده، 
نهایت این که، این قارچ رشته اى توان پروتئولیزى بسیار بالایى 
کوچک  پپتیدهاى  به  را  موجود  پروتئین هاى  مى تواند  و  دارد 
کنترل  نمونه  در  کند.  تبدیل  اکسیدانى  آنتى  فعالیت  داراى 
(تخمیر نشده ولى اتوکلاو و گرمخانه گذارى شده) نیز افزایش 
خاصیت مهارکنندگى رادیکال مشاهده مى شود که مى توان آن 
در  بالا  دماى  دانست.  اتوکلاو  در  استریلیزاسیون  از  ناشى  را 
اتوکلاو ممکن است منجر به افزایش استخراج ترکیبات فنولى 

از نمونه، واکنش مایلارد و باز شدن ساختار پروتئین ها شود. 
(اتوکلاو  شده  تخمیر  نمونه   در  مونومرى  آنتوسیانین  مقدار 
نمونه  کنترل (تخمیر  و  تخمیر و گرمخانه گذارى شده)  شده، 
نمونه    از  کم تر  شده)  گذارى  گرمخانه  و  اتوکلاو  ولى  نشده 
به  که   (2 (شکل  بود  نشده)  اتوکلاو  و  (تخمیر  نشده  تخمیر 
اثر  در  آنتوسیانین ها  از  مقدارى  تخریب  به دلیل  زیاد  احتمال 
حرارت دهى در اتوکلاو مى باشد. در شکل (2) با مقایسه  نمونه 
کنترل و تخمیرشده مشاهده مى شود که در اثر تخمیر میزان 
آنتوسیانین مونومرى به شکل معنى دارى افزایش پیدا کرد که 

مى تواند ناشى از فعالیت بتا-گلوکوزیدازى کپک باشد. 

3-4- درجه ى pH و اسیدیته قابل تیتراسیون
عصاره هاى زرشک صرف نظر از انجام تخمیر، همگى داراى 
به دلیل ماهیت اسیدى میوه   بودند (شکل 2) که  pH اسیدى 

بالاى اسیدتارتاریک و اسید مالیک مى باشد.  زرشک و مقادیر 
نمونه تخمیر شده داراى اسیدیته  بیش تر نسبت به نمونه هاى 
از تولید اسیدهاى آلى در  کنترل و تخمیرنشده بود که ناشى 
اسیدهاى  الیگوسپوروس  ریزوپوس  کپک  مى باشد.  تخمیر  اثر 
بیش تر،  اسیدیته   داشتن  وجود  با   .[9] مى کند  سنتز  فنولى 
نمونه  تخمیر شده داراى pH بالاترى نبست به دو نمونه  دیگر 
افزایش تعداد گروه هاى آمینى در اثر تخمیر و تولید  نیز بود. 
الیگوسپوروس  ریزوپوس  کپک  توسط  برون سلولى  آنزیم هاى 

مى تواند در pH بیش تر نمونه  تخمیر شده موثر باشد. 

3-5- بررسى تغییرات میزان قند احیاکننده (کاهنده)
در شکل (2) مقدار قند کاهنده در عصاره هاى به دست آمده 

موجب  تخمیر  است.  شده  داده  نشان  زرشک  نمونه هاى  از 
کاهش معنى دار قند کاهنده موجود در نمونه شد که دلیل این 
امر مصرف قند موجود در محیط توسط کپک و استفاده از آن 
در چرخه متابولیسم اسیدهاى فنولى و رشد میسیلیوم است. 
قند  (غیرمعنى دار)  اندك  کاهش  شاهد  نیز  کنترل  نمونه   در 
احیا هستیم که مى توان به ناپایدار بودن این قندها در حرارت 
بالا  دماهاى  در  کرد.  اشاره  گرمخانه گذارى  دوره  و  اتوکلاو 
قندهاى کاهنده در واکنش هاى مایلارد (با مشارکت ترکیبات 
آمینى) و یا کاراملیزاسیون (بدون حضور و مشارکت ترکیبات 

آمینى) شرکت کرده [19]، مقدار آن ها کاهش مى یابد. 

3-6- مطالعه  تغییرات رنگ میوه و عصاره زرشک
در شکل (3) تغییرات نمایه  *L در عصاره زرشک تخمیر شده، 
یا   L* پارامتر  است.  شده  داده  نمایش  کنترل  و  نشده  تخمیر 
روشنایى که عددى بین 0 تا 100 مى باشد، بستگى به نور عبورى 
غلظت  به  بنابراین  و  مى شود  مشاهده  دستگاه  توسط  که  دارد 
محلول بستگى دارد. بین *L و شدت رنگ رابطه معکوس وجود 
دارد (در سیستم هاى سیاه مطلق *L برابر صفر و در سیستم هاى 
سفید مطلق  *L برابر 100 مى باشد). از مقایسه  نتایج مربوط به 
قبل از تخمیر و کنترل  به دست آمده از نمونه هاى  عصاره هاى 
(تخمیر نشده ولى اتوکلاو و گرمخانه گذارى شده) نتیجه گیرى 
مى شود که در نمونه  کنترل پارامتر روشنایى (*L) بیش تر است 
به منظور  اتوکلاو  در  رنگدانه ها  تخریب  از  ناشى  مى تواند  که 
استریل کردن نمونه هاى زرشک [20] و از بین رفتن آن ها در 
دوره  نگه دارى در گرمخانه باشد. بنابراین غلظت آنتوسیانین بعد از 
اتوکلاو کاهش پیدا کرده است. از سوى دیگر مشاهده مى شود که 
تخمیر موجب کاهش معنى دار نمایه  روشنایى عصاره در مقایسه 
با نمونه  کنترل شده است که ممکن است ناشى از تولید ترکیبات 
فنولى توسط میکروارگانیسم و یا شکستن ساختار زرشک و خارج 
شدن مواد جامد محلول از آن در اثر تخمیر باشد. از دلایل دیگر 
مى توان به رها شدن قند از ترکیبات فنولى و پروتئولیز اشاره کرد 
که به این ترتیب میزان مواد جامد محلول و در پى آن شدت 
 L*  پراش نور افزایش پیدا کرده، گذر نور از داخل نمونه و نمایه
نمایه  روشنایى میوه زرشک (قبل از استخراج  یافته اند.  کاهش 
.(4 (شکل  گرفت  قرار  تخمیر  فرایند  تاثیر  تحت  نیز  عصاره) 
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شدت رنگ قرمز و تولید ترکیبات فنولى است. هم چنین یکى 
دیگر از دلایل افزایش قرمزى مى تواند واکنش هاى قهوه اى شدن 
آنزیمى باشد [22]. شدت زردى (پارامتر *b) در نمونه  کنترل 
نسبت به تخمیر نشده به طور معنى دارى کم تر بود که از دلایل آن 
مى توان به تخریب چالکون ها و رنگدانه هاى پلیمرى زردرنگ در اثر 
استریلیزاسیون در اتوکلاو اشاره کرد. هم چنین شاهد افزایش نمایه  
زردى در اثر تخمیر هستیم که آن را مى توان به تشکیل ترکیبات 
فنولى زرد رنگ توسط میکروارگانیسم و افزایش قندهاى احیا و 
واکنش آن ها با پروتئین ها و ترکیبات فنولى نسبت داد [23]. 

3-7- بررسى خصوصیات ارگانولپتیکى
شکل (5) نتایج حاصل از ارزیابى خصوصیات حسى عصاره ها از 
جمله عطر، طعم و مزه، ملایم بودن ترشى و رنگ را نشان مى دهد. 

شکل (4) نمایه هاى رنگ خود میوه زرشک قبل و بعد از تخمیر

و  تخمیر  . نمونه تخمیر نشده:  نمایه هاى رنگ عصاره زرشک   (3) شکل 
گذارى  و گرمخانه  اتوکلاو  نشده ولى  تخمیر  کنترل:  نمونه   نشده،  اتوکلاو 

شده و نمونه تخمیر شده: اتوکلاو شده، تخمیر و گرمخانه گذارى شده.

تخمیر موجب کاهش غیرمعنى دار شاخص *L شد که ناشى 
به  مى باشد.  میکروارگانیسم  توسط  فنولى  ترکیبات  تولید  از 
اثر  در  فنولى  مواد  رفتن  بین  از  حدى  تا  تخمیر  ترتیب  این 

حرارت دهى زرشک در اتوکلاو را جبران کرد.
به دست  عصاره  در   b*و  a*  نمایه تغییرات   (3) شکل  در 
آمده از نمونه هاى تخمیر نشده ، کنترل و تخمیر شده مشاهده 
مى شود. نمونه کنترل داراى میزان *a (نمایه قرمزى) کم ترى 
نسبت به نمونه تخمیر نشده بود که احتمالا ناشى از تخریب 
رنگدانه هاى آنتوسیانینى در اثر استریل کردن (اتوکلاو کردن) 
زرشک است [21]. در اثر تخمیر، مقدار نمایه  *a در مقایسه با 
بیش تر شدن  دهنده   نشان   که  پیدا کرد  افزایش  کنترل  نمونه 
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شکل (5) میزان پذیرش پارامترهاى حسى براى عصاره زرشک تخمیرنشده و تخمیرشده

به جز خصوصیت رنگ، تمامى شاخص هاى حسى براى عصاره  
حاصل از زرشک تخمیرشده بیش تر از تخمیرنشده مى باشند. 
پذیرش  تخمیرشده  نمونه   در  طعم  و  عطر  و  بو  خصوصیات 
دارا  با وجود  نیز  تخمیرشده  ترشى عصاره  داشتند و  بالاترى 
بودن اسیدیته قابل تیتراسیون بیش تر (شکل 2) ملایم تر بود. 
عصاره  ترشى  مزه   که  گرفت  نتیجه  مى توان  مشاهده  این  از 
اسیدیته   میزان  تا  دارد  همبستگى  آن   pH درجه  با  بیش تر 
ارزیابى حسى نشان مى دهند  نتایج  قابل تیتراسیون. مجموع 
راه  از  است.  شده  کلى  پذیرش  افزایش  موجب  تخمیر  که 
افزودن عصاره میوه هاى قرمز رنگ و یا عصاره به دست آمده 
از زرشک تخمیر نشده مى توان میزان پذیرش رنگ عصاره را 
پیدا کرد  اتوکلاو کردن و گرمخانه گذارى کاهش  به دلیل  که 

تا حدى جبران نمود.

ria, N., Fernández, L. A., Usobiaga, A., et al. (2005). 

Optimisation of microwave-assisted extraction for the 

determination of nonylphenols and phthalate esters in 

sediment samples and comparison with pressurised sol-

vent extraction. J. Chromatogr. A. 534, 247–254.

[4] Martins, E. S., Silva, D., Da Silva, R., Gomes, E. 

(2002). Solid state production of thermostable pec-

tinases from thermophilic Thermoascus aurantiacus. 

Process Biochem. 37, 949–954.

4- نتیجه گیرى 
به عنوان  الیگوسپوروس  ریزوپوس  کپک  با  زرشک  تخمیر 
پیش تیمارى قبل از استخراج آبى عصاره موجب افزایش مقدار 
نتایج  این  فنول کل و فعالیت مهارکنندگى رادیکال آزاد شد. 
به  اتوکلاو،  اثر حرارت دهى در  علاوه بر آزاد شدن فنول ها در 
بتاگلوگوزیدازى کپک نسبت داده شد. تخمیر موجب  فعالیت 
شد.  حاصل  عصاره    pH و  تیتراسیون  قابل  اسیدیته  افزایش 
این حال،  با  شد.  عصاره  رنگ  کاهش  به  منجر  کردن  اتوکلاو 
تخمیر با ریزوپوس الیگوسپوروس به دلیل تولید ترکیبات فنولى 
را کاهش و  پارامتر L عصاره  آنتوسیانین مونومرى،  افزایش  و 
از زرشک  داد. عصاره  حاصل  افزایش  را   b* و   a* پارامترهاى 
و طعم  عطر  دید  از  رنگ،  استثناى خصوصیت  به  تخمیرشده 

سایر بر عصاره  حاصل از زرشک تخمیرنشده ترجیح داده شد.
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