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چکیده
هاي مختلف، بـه عنـوان ترکیبـات    هاي گسترده بیولوژیکی و نقش آنها در جلوگیري از بروز بیماريها به دلیل ویژگیآنتی اکسیدان

حاوي مقـدار بـالایی از ترکیبـات آنتـی     ) vitisviniferacv.rish baba(فاله انگور واریته ریش بابات. باشندسلامت بخش مورد توجه می
اسـتخراج بـه کمـک امـواج     .باعث استخراج بیشتر این ترکیبات مـی گـردد  آسپرژیلوس اریزهتخمیر تفاله انگور با . اکسیدانی است

هـدف  .گردداز منابع گیاهی است و باعث تسریع روند استخراج میهاي استحصال ترکیبات ارزشمندترین روشفراصوت یکی از مهم
اکسـیدانی تفالـه انگـور    از انجام این پژوهش، بررسی تاثیر فاکتورهاي مختلف بر استخراج ترکیبات فنلی، فلاونوئیدي و خواص آنتی

درجـه  55–67( دمـا  . سـطح پاسـخ بـود   گیري از امواج فراصوت و با اسـتفاده از روش  و با بهرهآسپرژیلوس اریزهتخمیر شده با 
فاکتورهـاي مـورد مطالعـه    ) گـرم 10-50(و میزان پودر آب پنیر )درصد37-49(، غلظت حلال )دقیقه24–32(، زمان )سلسیوس

رین میـزان  بـالات .نتایج این تحقیق نشان داد با افزایش دما و غلظت حلال میزان ترکیبات فنلی و فلاونوئیدي افزایش یافته است.بودند
81/71(و بالاترین میزان استخراج ترکیبـات فلاونوئیـدي   ) گرم نمونه100میلی گرم اسید گالیک در 23/90(استخراج ترکیبات فنلی 

.به دسـت آمدنـد  % 46دقیقه و با غلظت حلال 30و مدت زمان سلسیوسدرجه 64در دماي ) گرم نمونه100گرم کوئرسیتین در میلی
درجه 58در دماي )µmol/g203( FRAPو فعالیت ضد اکسایشی کل%)DPPH)9/87درت مهارکنندگی رادیکال آزادقبالاترین میزان 

با افزایش زمان استخراج میـزان  .گرم بدست آمدند20و میزان پودر آب پنیر %  46دقیقه و با غلظت حلال 30و مدت زمان سلسیوس
آسـپرژیلوس  گیري از تخمیر به کمک نتایج به دست آمده، بهره.عودي نشان دادندسیر صFRAPوDPPHترکیبات فنلی، فلاونوئیدي،

و فرآیند استخراج با بکارگیري تکنیک اولتراسوند را به عنوان روشی مناسب جهت استخراج مواد بیولوژیک از تفالـه انگـور بـا    اریزه
.رساندجویی در زمان را به اثبات مییاز و صرفهمزایایی از جمله میزان استخراج بالا، کاهش میزان حلال و دماي مورد ن

اولتراسوند، ترکیبات فنلی، تفاله انگورآسپرژیلوس اریزه: هاي کلیديواژه
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مقدمه
اي اکسیداسیون چربیها بدطعمی، کاهش کیفیت تغذیـه 

و تشکیل ترکیبات سمی را به دنبال داشته و یـک عامـل   
دشـو طر جـدي بـراي مصـرف کننـده محسـوب مـی      خ
)Esterbauer et al., 1993; Markesbery et al.,1998(.

هـاي جلـوگیري از اکسیداسـیون چربیهـا بـه      یکی از راه
.باشـد هاي غذایی مـی اکسیدانها در سیستمکارگیري آنتی

BHA،BHTوTBHQــم ــیاز مه ــرین آنت ــیدانهاي ت اکس
اي در صـنعت روغـن   ند که کاربرد گسـترده سنتزي هست

ز آنها سـلامتی انسـان   دیگر استفاده ادارند ولی از سوي 
,X Hou(کندرا تهدید می در سـالهاي اخیـر بـه    )2003

دلایـــل مربـــوط بـــه ســـلامتی توجـــه محققـــین بـــه 
ــی ــت و   آنت ــده اس ــوف گردی ــی معط ــیدانهاي طبیع اکس

اي به منظور بکارگیري این ترکیبات به تحقیقات گسترده
ت اکسـیدانهاي سـنتزي در دس ـ  هاي آنتیعنوان جایگزین

Madhavi(اجراست et al., 1996(.
اکسـیدانی  مطالعات نشان داده است که فعالیـت آنتـی  

ها و سبزیجات به مقدار کل ترکیبات فنلی بعضی از میوه
Mour(دارد آنها بستگی et al., ترکیبـات فنلـی   . )2001

هاي ثانویه آروماتیک گیـاهی هسـتند   یک گروه متابولیت
و انـد راسر گیاه پخـش شـده  اي در سکه به طور گسترده

ــت     ــون فعالی ــدد همچ ــوژیکی متع ــاثیرات بیول داراي ت
Lee(اکسیدانی و فعالیت ضد باکتریـایی هسـتند   آنتی et

al., سـلامت افـزایش وحفـظ منظوربهامروزه.)2000
ارزانوجدیـد منـابع بهدستیابینیزومصرف کنندگان

مـورد ایـن درتحقیقـات طبیعی،اکسیدانهايقیمت آنتی
توجـه  اخیـر هايسالدردلیل،همینبه. ضروري است

ــادي ــهزی ــایعاتب ــولاتض ــاورزيمحص ــاويکش ح
ازیکـی .اسـت گردیدهمعطوفطبیعیآکسیدانهايآنتی

و آبمیـوه تولیدکننـده کارخانجاتپسماندهاياین منابع
ــناز.اســتکنســتانتره ــلای ــوانپســماندهاقبی ــهمیت ب

اشـاره انگـور وسـیب نگی،فرگوجهمرکبات،هايتفاله
هایی است که به طور گسـترده  گور یکی از میوهان.نمود

مطــابق آمــار . شــوددر سراســر جهــان کاشــته مــی   
FAOFAOSTAT, 2005تولید انگور در سـال  )(2005

دلیل غنی بـودن  ه انگور ب. میلیون تن رسیده است66به 
ــید    ــد اس ــی مانن ــات فنل ــکاز ترکیب ــاتچین، گالی وک

هـا، میـوه   و انـواع وسـیعی از پروسـیانیدین   ولرزوراتـر 
هـاي اخیـر حـاکی از    تحقیقـات سـال  . ارزشمندي است

ژیکی وسـیع ایـن ترکیبـات اسـت کـه      هاي بیولوفعالیت
هـاي بـا   توان به جلوگیري از اکسیداسیون لیپوپروتئینمی

اثـرات  اکسـیدانی، دانسیته کم بدن انسان، خـواص آنتـی  
ش، جلــوگیري از آب محــافظتی در مقابــل اشــعه و تــاب

ــان    ــالا، تعــدیل بی ــد خــون ب ــرات ضــد قن ــد، اث مرواری
اکسـیدانی، اثـرات ضـدالتهابی و    هاي آنزیمی آنتیسیستم

Lee(درمان سرطان اشاره نمود  et al., 2000.(
تفاله انگور یکی از پسماندهایی است کـه سـالیانه بـه    

ــاد   ــدار زی ــال 50000(مق ــن در س ــات ) ت در کارخانج
تفاله انگور حاوي ترکیبات . آیددست میه ي بگیرآبمیوه

دلیل وجـود همـین ترکیبـات،    ه اکسیدانی است که بآنتی
عنوان خوراك دام و یا کـود زراعـی بـا    ه استفاده از آن ب

هاي اهلی قـادر بـه   تعدادي از دام. مشکلاتی همراه است
خـوردن آن  تحمل این ترکیبات نیستند و میل چندانی به

,Van Soest(ندارنـد   ـ  و)1994 ه در صـورت اسـتفاده ب
عنوان کود زراعی نیز این ترکیبات باعث کاهش حاصـل  

Northup(گردندخیزي خاك می et al., به هـر  ).1998
تواننـد  حال ایـن ترکیبـات سـلامت بخـش بـوده و مـی      

ــند   ــته باش ــذایی داش ــادي در صــنایع غ ــاي زی .کاربرده
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ــا اســتفاده از رو  شاســتخراج ترکیبــات فنلــی عمومــا ب
غلظـت حـلال،   گیرد، نوع و استخراج با حلال انجام می

ترین پارامترها براي دستیابی به بـالاترین  زمان و دما مهم
هـاي مختلفـی   حـلال .شوندمیزان استخراج محسوب می

هاي گذشـته بـراي اسـتخراج ترکیبـات فنلـی از      در سال
حلالیـت انـد،  اي گیاهی مورد استفاده قـرا گرفتـه  هبافت

پلیمریزاسـیون جـه درحلال،نوعبسته بهیفنلترکیبات
درموجـود ترکیبـات سـایر آنهـا بـا  کـنش برهموآنها

اتانولهايحلالکلدر.استمتفاوتگیاهیهايبافت
توانـائی %)40–80(آببامخلوطصورتبهمتانولو

در مقایسـه بـا سـایر    وخـالص حالتبهنسبتبیشتري
گیـاهی هايبافتازلیفنترکیباتدر استخراجهاحلال
و بنا به دلایل زیست محیطی اتـانول از ارجحیـت   دارند

Spingo(بیشتري برخوردار است et al., امروزه ).2007
استفاده از امواج فراصوت با توجه به اثرات موثر آن، رو 

اثرات مکانیکی امـواج فراصـوت و   . باشدبه گسترش می
ش نفوذپـذیري  کاویتاسیون هاي تولید شده، باعث افـزای 

هاي گیاهی و به دنبـال آن افـزایش   حلال به داخل سلول
Cho(گـردد بازدهی استخراج در دماهاي پـایین مـی   et

al., ها بـه عنـوان منـابع جدیـدي از     اخیرا قارچ.)2006
هاي اند، برخی گونهاکسیدانها مورد توجه قرار گرفتهآنتی
هـاي ثانویـه   ولیـت اکسیدانها را به عنوان متابها آنتیقارچ

دهند برخـی  تحقیقات نشان میتعدادي از. کنندتولید می
هـاي متابولیسـمی تولیـد    ها در طی تخمیر آنزیماز قارچ

هـا ترکیبـات فنلـی    کنند و در نتیجه فعالیت این آنزیممی
ها باعث فرایند تخمیر توسط آسپرژیلوس. گردندآزاد می

افــزایش قابــل توجــه در میــزان ترکیبــات فنلــی و     
riceو furuدر طی تولیـد . گرددفلاونوئیدي حاصل می

koji وKinemaـ. یابدترکیبات فنلی افزایش میمیزان  ه ب

ترکیبات فنلی بـالاتري  %144داراي Kinemaعنوان مثال
نسبت به لوبیاي سویاي پخته شده و تخمیر نشده اسـت 

)Moktan et al., 2008.(

شامل دما، زمـان،  در این تحقیق تاثیر شرایط استخراج
بر روي میزان ) wp(پودر آب پنیر غلظت حلال و میزان

اکسـیدانی  ترکیبات فنلی و فلاونوئیدي و خـواص آنتـی  
دست آمده از تفاله انگور تخمیر شـده بـا   ه هاي بعصاره

.بررسی شدآسپرژیلوس اریزه

هامواد و روش
میوه انگور رقم ریش بابا از مرکز تحقیقات کشاورزي 

هــا پــس از نمونــه.ســتان آذربایجــان غربــی تهیــه شــدا
ــزر آب ــري در فری ــان سلســیوسدرجــه -18گی ــا زم ت

در هنگـام شـروع آزمایشـات    . داري شـدند آزمایش نگه
در مقـدار  پـودر آب پنیـر  تفالهگرم از نمونه100ابتدا به

طـرح آزمـایش افـزوده    بر اساس ) گرم10-50(مشخص 
سپانســیون آبــی لیتــر از سومیلــی5/1بــا شــد و ســپس

تلقیح و بـه  2/1×108با غلظت سلولی آسپرژیلوس اریزه
.شـد انکوبـه سلسیوس درجه 30روز در دماي 5مدت 

از مرکز کلکسـیون  PTCC No.5163آسپرژیلوس اریزه
هاي علمی و صنعتی بـه  قارچ و باکتري سازمان پژوهش
.صورت لیوفلیزه خریداري شد

یاز از شرکت مرك مورد نبا خلوص بالايمواد شیمیایی
.خریداري شدند

استخراج
ها بر اساس شرایط دما، زمان و غلظت استخراج نمونه

در یـک حمـام   ) 1جدول(حلال مطابق با طرح آزمایش 
در معــرض ) Tecno-Gas.S.P.Aایتالیــا(اولتراســونیک

. انجام گرفـت ) کیلوهرتز30فرکانس(امواج اولتراسوند 
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 ـ  سپس عصاره ا اسـتفاده از کاغـذ   هاي اسـتخراج شـده ب
صافی از مواد جامد جداسـازي شـده و تـا زمـان انجـام      

.داري شدندآزمایشات در یخچال نگه
گیري مقدار کل ترکیبات فنلیاندازه

طریـق ازهـا عصـاره درموجـود فنلیتترکیبامقدارکل
ــیوکالتو-فـــولینروشبـــهســـنجیرنـــگ -Folinسـ

ciocalteu) ( گیـري شـد  انـدازه).(McDonald et al.,

هـا و مخلـوط شـدن بـا     سازي نمونـه بعد از آماده2001
دســـتگاهتوســـطمحلـــولجـــذبمقـــدارمعـــرف،

PG(مرئــی-مــاوراءبنفشپرتــوییدواســپکتروفتومتر

instruments, UK( نـانومتر خوانـده   765در طول موج
گـرم در  بر حسب میلیبراي تعیین محتواي فنل کل. شد

.اسید گالیک استفاده شداز منحنی استاندارد گرم نمونه
Y= 0.0054X+0.0628R2=0.9998

Y مقدار جذب وXمیزان ترکیبات فنلی
گیري مقدار کل ترکیبات فلاونوئیدياندازه

براي تعیین مقدار کل ترکیبـات فلاونوئیـدي از روش   
Chang(رنگ سنجی استفاده شد et al., جـذب  .)2002

ر توسـط  نـانومت 415در طـول مـوج   آماده شدهمخلوط 
ــده شــددســتگاه اســپکتروفتومتر ــین .ي خوان ــراي تعی ب

گرم در گرم نمونـه  حتواي فلاونوئید کل بر حسب میلیم
. از منحنی استاندارد کوئرسیتین استفاده شد

Y= 0.0063X                R2= 0.997

Y مقدار جذب وXمیزان ترکیبات فلاونوئیدي
DPPHقدرت مهار کنندگی رادیکال آزاد

بـاروش گیـاهی فـرار ترکیبـات ضداکسایشیفعالیت
بـا رادیکـال، آوريجمـع توانـایی یـا هیدروژنافزودن
Hatano(شد انجام DPPHرادیکال پایدارازاستفاده et

al., 1998(.DPPH یک رادیکال آزاد پایدار است که در

هـاي بیولوژیـک بـه    هـا در نمونـه  اکسـیدان حضور آنتـی 
:شودصورت زیر خنثی می

DPPH + RH (DPPH – R)- H + R.

در محـیط الکـل اتـانول باعــث    DPPHرادیکـال آزاد 
ــگ  517حــداکثر جــذب در  ــک رن ــانومتر و ایجــاد ی ن

در صورت خنثی شدن ایـن رادیکـال،   . گرددارغوانی می
از شدت رنگ ارغوانی کاسته شده و بـه زرد کـم رنـگ    

سـب بـا   یابد، بنابراین کاهش جذب نـوري متنا تغییر می
و به عبارت دیگـر  DPPHتوانایی خنثی سازي رادیکال

نتـایج  . اکسیدانی نمونه مورد نظر خواهد بودقدرت آنتی
DPPHبه صورت درصد مهار یا خنثی سـازي رادیکـال  

.شودتوسط نمونه مورد نظر بیان می
میکرولیتر از عصاره به لوله آزمایش منتقل شـده و  40

بـه آن  DPPHمیلـی مـولار  2/0لیتـر از محلـول   میلی1
30نـانومتر بعـد از   520کـاهش جـذب در   . اضافه شـد 

DPPHجذب رادیکـال .ها خوانده شددقیقه براي نمونه

درصـد  .بدون عصاره بعنوان کنترل در نظـر گرفتـه شـد   
:آوري رادیکال مطابق فرمول ذیل محاسبه شدجمع

DPPH درصد مهار=  ((A0-A1)/A0)*100

A0و.شـود مـی نامیدهبلانککهاستعصارهحضوربدونکنترلجذبA1

.استعصارهحضوراکساینده درضدعصارهجذب

فعالیت ضد اکسایشی کل 
هـا  به منظور ارزیابی فعالیت ضد اکسایشی کل عصاره

Benzie and(اســتفاده شــد FRAPاز روش Strain,

فلیتـر از معـر  میلی3میکرولیتر از عصاره با 10).1996
FRAP نانومتر 595در حاصلمخلوط و جذب مخلوط

6/0–10(هـــاي مشخصـــی غلظـــت. ارزیـــابی شـــد
جهـت منحنـی   )FeSO4(از سولفات آهـن ) میکرومولار

.کالیبراسیون مورد استفاده قرار گرفت
هاطرح آماري و تجزیه و تحلیل داده
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متغیـر  4مرکزي بـا  کامپوزیتدر این تحقیق از طرح 
بـه  (تکرار در نقطـه مرکـزي طـرح    6ح و سط5مستقل، 

استفاده گردید، تعداد ) منظور بررسی تکرار پذیري طرح
دما، زمان، غلظـت  ).1جدول (تیمار شد30کل تیمارها 

متغیرهاي مسـتقل و میـزان   پودر آب پنیرحلال و میزان
فنلی و فلاونوئیدها و قـدرت مهارکننـدگی   ترکیبات پلی

ــال آزاد ــو DPPHرادیک ــل فعالی ــی ک ــد اکسایش ت ض
)FRAP (متغیرهاي وابسته بودند.

معادله بدست آمده از طرح مرکب مرکزي بـا اسـتفاده از   
:اي درجه دو چنین بودمعادله چند جمله

ثابـت مـدل،  β0بینی شده،پاسخ پیشدر این معادله
βj،ضریب خطیXiوXjفاکتور در شکل کـد  متغیرهاي

ضـریب درجـه دوم   jjβیب بـرهم کـنش و  ضرijβشده،
.باشدمی

هاي عدم برازش مدل، مناسب بودن مدل از روي داده
-R2( ،R2(ضریب تبیین adjustedوpredictionR2forو

F-value  حاصل از جدول آنالیز واریانس بررسـی شـد .
ــی ــال  معن ــطح احتم ــاي آن در س ــدل و متغیره داري م

01/0p<تعیین شد.

اکسیدانیتخراج ترکیبات فنلی و خاصیت آنتیبه کار رفته براي بهینه سازي شرایط اسCCDرحط-1جدول 
)دقیقه(زمان )سلسیوسدرجه (دما (%)غلظت حلال )گرم(Wpآزمون

130436128

230376128

330436128
420405830
530436128
640405830
730435528
840406426
940466426
1040465830
1140465826
1240406430
1320466426
1430496128
1530436132
1640405826
1730436128
1830436128
1920406426
2020465826
2130436128
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1ادامه جدول 
)دقیقه(زمان )درجه سلسیوس(دما (%)لال غلظت ح)گرم(Wpآزمون

2240466430
2320405826
2420465830
2520466430
2630436728
2720406430
2850436128
2930436124
3010436128

هایافته
اي درجـه دو  نتایج حاصل، مدل چند جملـه بر اساس 

میزان ترکیبـات پلـی فنلـی، میـزان     (ها خبراي تمامی پاس
میـزان مهارکننـدگی رادیکـال آزاد   ترکیبات فلاونوئیدي، 

DPPH   و فعالیت ضد اکسایشـی کـل)FRAP (  بـرازش
موثر بودن همـه  فرض اولیه و پیشنهادي حاکی از . یافت

بـه  . پارامترها با توان اول و دوم و اثر متقابل متغیرها بود
رهـاي مـوثر از غیرمـوثر از    منظور مشخص نمودن پارامت

استفاده P-valueتحلیل آماري با آزمون فرض و  پارامتر
و ضرایب رگرسیونی تمام ایـن  هاي محاسباتی مدل. شد

اي درجه دو هاي چند جملهمدل.ها ارائه شده استمدل
ها ضرایب رگرسیونی قابل قبـولی را نشـان   تمامی پاسخ

ــد ــر. دادن ــالاي   اگ ــیون ب ــریب رگرس ــد 80/0ض باش
هـا و  دهنده مناسب بودن یـک مـدل و انطبـاق داده   نشان

.خط محاسباتی حاصل از رگرسیون است
ترکیبات فنلیمقدار کل

نشان داد که دما، زمان و غلظـت  نتایج آنالیز واریانس
حلال هم به صورت خطی و هم به صورت درجـه دوم  

.اردداري بر میزان اسـتخراج ترکیبـات فنلـی د   تاثیر معنی

دار نداشـت  یزان پودر آب پنیر در شکل خطی اثر معنیم
 ـ.دار بودولی در شکل درجه دوم اثر آن معنی ل اثر متقاب

با افزایش ).>01/0p(دار است دما و غلظت حلال معنی
دما و غلظت حلال میزان ترکیبات فنلـی افـزایش یافتـه    

بالاترین میزان استخراج ترکیبات فنلـی  .)1شکل (است
در ) گـرم نمونـه  100گرم اسید گالیـک در  لیمی23/90(

دقیقـه و بـا   30مدت زمان وسلسیوسدرجه 64دماي 
.بدست آمد% 46غلظت حلال 

40.00 41.50 43.00 44.50 46.00

58.00

59.50

61.00

62.50

64.00
TP

B: C

C
: T

e

39.9514

49.924

59.8966

69.8691

79.8417

666666

آسپرژیلوس میزان ترکیبات پلی فنلی تفاله انگور تخمیر شده با–1شکل
به عنوان تابعی از غلظت حلال و دماي استخراجاریزه
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میزان ترکیبـات فنلـی را بـا میـزان     رابطه بین 1معادله 
پــودر آب پنیــر، غلظــت حــلال، زمــان و دمــا را نشــان 

ــدل،R2.دهــدمــی -R2وR2-adjustedم pridicted ــه ب
درصد و عدم تطـابق  8/98و 1/99، 4/99ترتیب برابر با 

. باشددار میآن غیر معنی

TP=59.44833-0.85125 * A + 14.74306 * B +
16.99396 * C + 2.161042 * D + 9.650625 * B *
C + 1. 036875 * B * D + 0.888125 * C * D -
2.77667*A2-3.82417*B2-5.37823*C2-3.00323 *
D2

A=،میزان پودر آب پنیرB= ،غلظت حـلالC= ،دمـا
D=زمان

مقدار کل ترکیبات فلاونوئیدي
گـور  آمـده از فـراوري ان  محصولات جانبی به دسـت  

ــه ــد دان ــی از   مانن ــع ارزان و غن ــک منب ــه، ی ــا تفال ــا ی ه
شوند اکسیدانی محسوب میفلاونوئیدها با خاصیت آنتی

توانند به عنوان مکمل غذایی مـورد اسـتفاده قـرار    که می
,Gonzalez(گیرند نتایج آنـالیز واریـانس نشـان    ). 2004

دما، زمان، غلظـت حـلال و میـزان    (داد که همه متغیرها 
هم به صورت خطی و هـم بـه صـورت    ) ب پنیرپودر آ

داري بر میزان اسـتخراج ترکیبـات   درجه دوم تاثیر معنی
اثـر متقابـل دمـا و غلظـت حـلال      .داشـتند فلاونوئیدي

با افزایش دما و غلظت حلال . )>01/0p(دار استمعنی
بـا  .)2شـکل  (میزان فلاونوئیـدها افـزایش یافتـه اسـت    

گرم میـزان اسـتخراج   30ا میزان پودر آب پنیر تافزایش 
30فلاونوئیدها افزایش یافتـه ولـی در مقـادیر بـالاتر از     

نوئیـدها سـیر   فلاوگرم پودر آب پنیـر، میـزان اسـتخراج    
دقیقـه  28با افزایش زمان تـا  ). 3شکل (نزولی نشان داد 

میزان استخراج فلاونوئیدها افزایش یافته ولی در مقـادیر  
دقیقـه، میـزان اسـتخراج فلاونوئیـدها سـیر      28بالاتر از 

).3شکل (نزولی تدریجی نشان داد 

40.00 41.50 43.00 44.50 46.00

58.00

59.50

61.00

62.50

64.00
Flav

B: C

C
: T

e

31.8042

40.498

49.1918

57.8856

66.5794

666666

میزان ترکیبات فلاونوئیدي تفاله انگور تخمیر شده با -2شکل
به عنوان تابعی از غلظت حلال و دماي استخراجزهآسپرژیلوس اری

20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

10

25.5

41

56.5

72

A: Wp

F
la

v

One Factor

تاثیر  میزان پودر آب پنیر بر میزان ترکیبات فلاونوئیدي تفاله –3شکل
آسپرژیلوس اریزهانگور تخمیر شده با 
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26.00 27.00 28.00 29.00 30.00

10

25.5

41

56.5

72

D: Time

Fl
av

One Factor

نگور تخمیر تاثیر  زمان بر میزان ترکیبات فلاونوئیدي تفاله ا-4شکل
آسپرژیلوس اریزهشده با 

رابطه بـین میـزان ترکیبـات فلاونوئیـدي را بـا      2معادله 
میزان پودر آب پنیر، غلظت حلال، زمان و دمـا را نشـان   

-R2وR2-adjustedمــدل،R2.دهــدمــی pridicted بــه
درصد و عدم تطـابق  9/98و 3/99، 5/99ترتیب برابر با 

.باشددار میآن غیر معنی

Flavonoid = 50.1-0.62 * A + 11.33833 * B +
16.99396 * C + 1.691944 * D + 8.055 * B * C -
2.60556*A2-4.10056*B2-4.86264*C2-3.04014 *
D2

A=،میزان پودر آب پنیرB=،غلظت حلالC=،دماD

زمان=

DPPHقدرت مهار کنندگی رادیکال آزاد

دسـت آمـده مشـاهده شـد     بر اساس نتایج آماري بـه 
هم بـه صـورت خطـی و هـم بـه      متغیرهاي زمان و دما

قـدرت  داري بـر میـزان   صورت درجه دوم تـاثیر معنـی  
داشتند، اما متغیرهـاي  DPPHکنندگی رادیکال آزادمهار

غلظت حلال و میزان پـودر آب پنیـر تنهـا بـه صـورت      
شـکل درجـه دوم اثـر    دار بـود و در  ها معنیخطی اثر آن

اثر متقابـل بـین غلظـت حـلال و دمـا     .ر نداشتنددامعنی
بـا افـزایش میـزان    . )>01/0p(دار بـود معنـی ) 5شکل (

DPPHکننـدگی رادیکـال آزاد  قدرت مهارپودر آب پنیر 

قـدرت  با افزایش زمـان  ). 6شکل (سیر نزولی نشان داد 
سیر صعودي نشان داد DPPHکنندگی رادیکال آزادمهار

).7شکل (
ــ ــالاترین می ــدرت مهارزان ب ــال آزادق ــدگی رادیک کنن

DPPH)9/87 (% و مـدت  سلسیوسدرجه58در دماي
و میـزان پـودر   %  46دقیقه و با غلظـت حـلال   30زمان 

.گرم بدست آمد20آب پنیر 

40.00 41.50 43.00 44.50 46.00

58.00

59.50

61.00

62.50

64.00
DPPH

B: C

C
: T

e

35.1531 43.7564 52.3598 60.9631

69.5664

666666

تفاله انگور DPPHمیزان قدرت مهارکنندگی رادیکال آزاد-5شکل
به عنوان تابعی از غلظت حلال و دماي ریزهآسپرژیلوس اتخمیر شده با 

استخراج
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20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

18

35.5
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70.5
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A: Wp

D
P

P
H

One Factor

22

تاثیر  میزان پودر آب پنیر بر میزان قدرت مهارکنندگی رادیکال -6شکل
آسپرژیلوس اریزهتفاله انگور تخمیر شده با DPPHآزاد 

26.00 27.00 28.00 29.00 30.00

18

35.5

53

70.5

88

D: Time

D
P

P
H

One Factor

22

DPPHرادیکال آزادتاثیر  زمان بر میزان قدرت مهارکنندگی -7شکل

آسپرژیلوس اریزهتفاله انگور تخمیر شده با 

قدرت مهارکنندگی رادیکال رابطه بین میزان 3معادله 
حـلال،  را با میزان پـودر آب پنیـر، غلظـت   DPPHآزاد

وR2-adjustedمـدل، R2.دهـد زمان و دما را نشان مـی 
R2- pridicted    8/94و 8/97،1/97به ترتیـب برابـر بـا

. باشددار میمعنیدرصد و عدم تطابق آن غیر

DPPH=52.44938-2.18292*A+19.78458*B-
6.02542*C+2.020417*D-2.40438*B*C-
2.49398*C2+1.562266*D2

A=،میزان پودر آب پنیرB=،غلظت حلالC=،دماD

زمان=
FRAPفعالیت ضد اکسایشی کل 

دمـا،  (ی متغیرهـا  آنالیزهاي آماري نشان داد کـه تمـام  
بـه صـورت   ) زمان، غلظت حلال و میزان پودر آب پنیر

دار داشـتند و در ایـن   تاثیر معنـی FRAPخطی بر میزان
بین میزان پودر آب پنیر و زمان بـه صـورت درجـه دوم    

دار داشـتند، ولـی غلظـت حـلال و دمـا بـه       نیز اثر معنی
اثـر متقابـل  .دار نداشـتند صورت درجه دوم نیز اثر معنی

بین پودر آب پنیر و دما و هم چنین بین میزان پودر آب 
اثر متقابل بین . دار نشان دادپنیر و غلظت حلال اثر معنی

در یـک  FRAPمیـزان . دار نداشتسایر متغیرها اثر معنی
غلظت ثابت از پودر آب پنیر با افزایش دما کـاهش و بـا   

بـا  ). 9و 8شکل (یابد افزایش غلظت حلال، افزایش می
صعودي نشـان  تدریجی سیر FRAPفزایش زمان میزانا

ــل ).10شــکل (داد  ــت ضــد اکسایشــی ک FRAPفعالی

در زمان اسـتخراج  µmol/g203بیشترین مقدار را برابر
46، غلظـت حـلال   لسیوسدرجه س58دقیقه، دماي 30

کمتـرین مقـدار را   گرم دارد و 20پودر آب پنیر و میزان
دقیقـه، دمـاي   28خراج در زمـان اسـت  µmol/g85برابر 

و میزان پـودر آب  37، غلظت حلال لسیوسدرجه س61
.گرم دارد30پنیر 

FRAPفعالیت ضد اکسایشی کل  رابطه بین 4معادله 

حلال، زمـان و دمـا را   را با میزان پودر آب پنیر، غلظت
-R2وR2-adjustedمـدل، R2.دهـد نشان می pridicted

درصـد و عـدم   9/98و 5/99،3/99به ترتیب برابـر بـا   
.باشددار میتطابق آن غیر معنی
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FRAP=161.5278-3.83333*A+35.65278*B-
12.1667*C+3*D+2.375*A*B-2.125*A*C-
1.91667*A2-6.79167*C2

A=،میزان پودر آب پنیرB= ،غلظت حـلالC= ،دمـا
D=زمان

20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

58.00

59.50

61.00

62.50

64.00
FRAP

A: Wp

C
: T

e

140.163
145.632

151.101

156.57

162.039

167.26

666666

تفاله انگور تخمیر شده FRAPکلمیزان فعالیت ضد اکسایشی -8شکل
به عنوان تابعی از میزان پودر آب پنیر و دمايآسپرژیلوس اریزهبا 

استخراج

20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

40.00

41.50

43.00

44.50

46.00
FRAP

A: Wp

B
: C

131.035

144.319

157.604

170.889

184.173

666666

تفاله انگور تخمیر شده FRAPمیزان فعالیت ضد اکسایشی کل-9شکل
به عنوان تابعی از میزان پودر آب پنیر و غلظت آسپرژیلوس اریزهبا 

حلال

26.00 27.00 28.00 29.00 30.00

80

112.5

145

177.5

210

D: Time

FR
A

P

One Factor

تفاله FRAPتاثیر  زمان بر میزان فعالیت ضداکسایشی کل-10کلش
آسپرژیلوس اریزهانگور تخمیر شده با 

گیريبحث و نتیجه
هاي مختلف انگور منبع غنی از ترکیبـات فنلـی   واریته

این ترکیبات در پوست % 75و حدود شوند محسوب می
Sanchez-Alonso(باشـند و دانـه موجـود مـی    et al.,

هاي بیولـوژیکی و  ترکیبات فنلی به دلیل فعالیت.)2008
.باشــنداکســیدانی، حــائز اهمیــت مــیقــش آنتــیایفــاء ن

ــن  ــتخراج ای ــتفاده از روش  اس ــا اس ــا ب ــات عموم ترکیب
گیرد و غلظت حلال، زمان و استخراج با حلال انجام می

ن میـزان  ترین پارامترها براي دستیابی بـه بـالاتری  دما مهم
Spingo(شـوند استخراج محسـوب مـی   et al., 2007.(

باعـث  % 30تـا میـزان   گیري از تکنیـک اولتراسـوند   بهره
افزایش استخراج ترکیبات عملگرا در مقایسه بـا تکنیـک   

Cho(گـردد سنتی استخراج با حلال مـی  et al., 2006(
بـه طـور قابـل تـوجهی     لوس اریزهآسپرژیتخمیر توسط 
Esaki(گردداکسیدانی میآنتیواص خباعث افزایش  et

al., توســط لوبیــاي ســویاي تخمیــر شــده    ) 2004
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تخمیـري داراي  در مقایسه با نـوع غیر یلوس اریزهآسپرژ
Wardhani(اکسـیدانی بـالاتري اسـت   توان آنتی et al.,

2009(.
افــزایش دمــا ســبب افــزایش ضــریب نفــوذ حــلال و 

م را افـزایش  افزایش زمان نیـز مـدت زمـان انتقـال جـر     
بیــان داشــتند کــه ) 2005(و همکــاران هــررا.دهــدمــی

میـزان  داري بر رويافزایش زمان استخراج به طور معنی
سیاب شـده و تفالـه   استخراج ترکیبات فنولیک از توت آ

در.انگور موثر بود، که با نتایج این تحقیق مطابقت دارد
داريتفـاوت معنـی  ) 1998(و همکاران رویلا مطالعات

)001/0p<( با افزایش زمان استخراج در میزان ترکیبات
طبـق گزارشـات  .فنلی از پوست انگـور بـه دسـت آمـد    

ــاچوت  ــا باعــث ) 2006(و همکــاران جونت ــزایش دم اف
ــه مــاتریکس جامــد و افــزایش   افــزایش نفــوذ حــلال ب

و لوسـیولا  .حلالیت ترکیبات فنلی در حلال مـی گـردد  
کیبات فنلی از مرباي بیشترین میزان تر) 2012(همکاران 

، مدت زمـان  لسیوسدرجه س60انگور قرمز را در دماي 
. استخراج کردند% 50دقیقه و با اتانول 25

داري بـین دمـا و   نتایج نشان داد که بر هم کنش معنی
) 2011(و همکـاران  حسـین  . غلظت حلال وجـود دارد 

داري را در رزمــاري، وجــود چنــین بــرهم کــنش معنــی
کاشـیف غفـور   .ونه کوهی گزارش کردندمرزنجوش و پ

ــگ هــی چــوي ــدازه) 2009(و یون ــزان در ان ــري می گی
ترکیبات فنلی از انگور به این نتیجه رسیدند که افـزایش  
غلظت اتانول باعث افـزایش میـزان اسـتخراج ترکیبـات     

.گردد، که بـا نتـایج ایـن تحقیـق مطابقـت دارد     فنلی می
محـیط یـک ج،اسـتخرا عنـوان حـلال  بهآبازاستفاده

ترکیبـات ازبرخـی در آنکـه کندمیایجادقطبیکاملاً
اسـتخراج میـزان کمتـري  بـه پائینقطبیتدرجهبافنلی

یـک بـا تشـکیل  آلیهايحلالبهآبافزودن. شوندمی
از اسـتخراج بنـابراین وبـوده همـراه قطبینسبتاًمحیط
ایـن شـرایط  درفنلیترکیباتازبیشتريانواعومقادیر

.گرددمیحاصلاطمینان
ــی  ــیاري از آنت ــیدانبس ــردن   اکس ــال ک ــا غیرفع ــا ب ه

. کننـد هاي آزاد از اکسایش لیپیدها جلوگیري میرادیکال
تـوان  هاي آزمایشگاهی مـی با استفاده از یک سري روش

هــاي آزاد در حضــور میـزان غیــر فعـال شــدن رادیکـال   
شــود گیــري مــی اکســیدانی انــدازه ترکیبــات آنتــی 

)Wanasundara and Shahidi, هـاي در آزمـون .)2005
DPPH وFRAP اگرچـــه مقـــدار ترکیبـــات فنولیـــک
اهـا کمتـر بـود ام ـ   هاي حاصل در برخی از نمونهعصاره

این نتیجه . ها بیشتر بوداکسیدانی این عصارهفعالیت آنتی
یشـتر از مقـدار آن   دهد که نوع ترکیب فنولیک بنشان می

این نتـایج بـا نتـایج    . انی نقش دارداکسیددر فعالیت آنتی
و همکـاران  ربابـاه  کارهاي محققـین دیگـري از جملـه   

اند کـه  دارد، این محققین گزارش کردهمطابقت) 2004(
تواند تحـت  هاي گیاهی میاکسیدانی عصارهفعالیت آنتی

تاثیرســـاختارهاي متفـــاوت اســـیدهاي فنولیـــک و    
بـه  . باشـد فلاونوئیدها و همچنین مشتقات این ترکیبات 

اکسـیدانی اسـیدهاي فنولیـک و    عنوان مثال، فعالیت آنتی
هـاي  مشتقات آن همانند استرها، وابسته به تعـداد گـروه  

.لکول استهیدروکسیل در مو
پـودر آب  محصولات مختلف تجاري آب پنیر از قبیل

هـــاي آب پنیـــر و ایزولـــه پنیـــر، کنســـانتره پـــروتئین
این محصولات .تندهاي آب پنیر در دسترس هسپروتئین

اي در غذاي کـودك و  ه عنوان اجزا تغذیهبه طور عمده ب
پروتئین مکمل بـراي ورزشـکاران مـورد اسـتفاده قـرار      

Bayram(گیرندمی et al., خـواص بیولـوژیکی   ). 2008
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اکسـیدانی،  خواص آنتـی هاي آب پنیر عبارتند از پروتئین
آمینـه  که ناشی از پپتیدها و اسیدهاي... ضد میکروبی و 

بتـا لاکتوگلوبـولین   خاصی است کـه بـه طـور عمـده از     
Hernandez(اندمشتق شده – Ledesma et al., 2008 .(

58اکسیدانی کـل در دمـاي حـدود    بالاترین فعالیت آنتی
گـرم  25و میزان پودر آب پنیر حـدود  لسیوسدرجه س

در یک غلظت ثابـت از پـودر آب پنیـر بـا     . مشاهده شد
اکسیدانی کل کاسته شد یزان فعالیت آنتیافزایش دما از م

که احتمالا ناشی از اثرات تخریبـی حـرارت بـر عوامـل     
گیـري از  بهـره .باشـد اکسیدانی پـودر آب پنیـر مـی   آنتی

و استفاده از آسپرژیلوس اریزهتخمیر تفاله انگور توسط 
توانـد بـه عنـوان روشـی مناسـب      تکنیک اولتراسوند می

ک از تفاله انگور با مزایـایی  جهت استخراج مواد بیولوژی
از جمله میزان استخراج بالا، کاهش میزان حلال و دماي 

.جـویی مـورد اسـتفاده واقـع گـردد     مورد نیـاز و صـرفه  
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Abstract
Antioxidants due to the extensive biological properties and their role in preventing of various diseases,

are considered as components of health. Grape pomacevitisviniferacv.rish baba contains high amounts of
antioxidant compounds. Fermentation of grape pomace by Aspergillusoryzae increases the extraction of
these compounds. Ultrasound – assisted extraction is the most important methods for the extraction of
valuable compounds from plant sources and accelerates the rate of extraction. The aim of this study was
to evaluate of various factors effect on the extraction of phenolic compounds, flavonoids and antioxidant
properties of grape pomace fermented by Aspergillusoryzae and using response surface methodology.
The variables were temperature (55-67°c), time (24-32 min), solvent concentration (37-49%) and whey
powder content (10-50gr). The highest rate of phenolic compounds and flavonoids were obtained at 64°c
for 30 min and the solvent concentration of 46%. The highest level of DPPH and FRAP were obtained at
58°c for 30 min and the solvent concentration of 46%. With increasing extraction time phenolic
compounds, flavonoids, DPPH and FRAP were ascending. Obtained results proved that fermentation by
Aspergillusoryzae and using ultrasound – assisted extraction was a suitable method for the extraction of
biological material from grape pomace with benefites such as high extraction rate, reducing the amount
of solvent, temperature and time required.
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