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  چکیده

درجـه سـانتیگراد نگـه داشـته شـود،       5از مهمترین مرکبات در ایران است. میوه پرتقال واشنگتن ناول که در دماي زیـر  پرتقال واشنگتن ناول یکی 
افـزایش  عارضه فرورفتگی در پوست را به شدت نشان می دهد و افزایش در شدت علائم سرمازدگی با دماي پایین تر و مدت زمان انبارداري طولانی تر، 

طـی   هـاي بیوشـیمیایی پرتقـال رقـم واشـنگتن نـاول       ویژگی خسارت سرمازدگی و نیتریک ، برکاهش اکسید اثربه منظور بررسی این آزمایش می یابد. 
 5±1تیمـار و سـپس در دمـاي    نیتریک  مولار اکسیدمیلی  5/0و  25/0هاي صفر (شاهد)،  هاي این رقم تجاري با غلظت انجام شده است. میوه انبارداري

لیپیـدها،  هایی نظیـر سـرمازدگی، نشـت یـون، پراکسیداسـیون      و ویژگی ماه نگهداري شدند  5 درصد، به مدت 85 -90 وبت نسبیدرجه سانتیگراد و رط
داري مـاه انبـار   5طی  اکسیدانی (پراکسیداز و کاتالاز)هاي آنتیو فعالیت آنزیم سکوربیکآ، اسیدpH اسیدهاي آلی، مواد جامد محلول،پراکسید هیدروژن، 

سـرمازدگی، نشـت یـون،    داري خسـارت   به طور معنـی  ،نسبت به شاهدنیتریک  اکسید مولارمیلی  5/0 کاربرد ،نتایج نشان دادزیابی قرار گرفتند. مورد ار
، pH ،کـل  مـواد جامـد محلـول   طبق این نتایج، داد.  و فعالیت آنزیم هاي آنتی اکسیدانی را افزایش را کاهش هیدروژنپراکسیداسیون لیپیدها و پراکسید 

 اکسـید تیمـار  استفاده از اما داشتند، روند کاهشی  و میزان اسیدهاي آلیروند افزایشی شاهد در طی دوره انبارداري  هاي تیمار شده ومیوه سکوربیکآاسید
نیتریک نسبت  با اکسید مار شدههاي تیمیوه اکسیدانیهاي آنتیهمچنین فعالیت آنزیم .تغییرات دو روند مذکور را نسبت به شاهد کمتر تغییر دادنیتریک، 

بـالاترین  داراي ، نیتریـک   میلی مـولار اکسـید   5/0هاي تیمار شده با  میوه طبق نتایج حاصل از این پژوهش،به طور کلی  به شاهد، بسیار افزایش یافت.
  بودند.با کمترین خسارت سرمازدگی  اکسیدانیهاي آنتیو بیشترین فعالیت آنزیمکیفیت 
  

  نیتریک اکسید ،پرتقالاکسیدانی، هاي آنتیآنزیم،دارينبارادي: هاي کلی واژه
  

     1  مقدمه
محصولات  بازارپسندترین یکی از Citrus sinensis L)پرتقال (.

هـاي  است. میوه پرتقال حاوي املاح و سرشـار از ویتـامین   کشاورزي
 نیزتولید آن ) و 7باشد که جنبه دارویی و غذایی دارد (بسیار زیادي می

ــاریخی و طــولانی داردایــران در  ــین مهــم). 12( ســابقه ت ــرین در ب ت
، سـیب،  توان به انار، انجیر، خرمـا، پسـته   محصولات باغبانی ایران، می

ایران در بـین کشـورهاي تولیـد کننـده      و پرتقال اشاره کرد که زردآلو
-کشور میانو این جایگاه خوبی در  باشدپرتقال مقام هشتم را دارا می

شرایط اقلیمـی متنـوع ایـران    ). 10باشد (میکننده مرکبات  یدتول هاي
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هاي درختان   که تنوع بسیاري زیادي در ارقام و گونه است موجب شده
هـاي تولیـد شـده از کیفیـت مناسـبی       باشد و میـوه  میوه وجود داشته

 ـ ،پرتقال واشنگتن ناول). 12( برخوردار باشند تـرین  رسه عنـوان زود ب
چون محصول نوبرانه پرتقـال   وگردد بازار مصرف می پرتقال وارد رقم

دهنـد.  است، باغداران بیشتر تمایل به کشت و کار این رقم نشان مـی 
 ایـن رقـم حـائز    پسـندي بـازار  به منظور افـزایش افزایش عمر انباري 

. بنابراین، شرایط قبل از برداشت و بهینه نمودن باشداهمیت زیادي می
 داشت داري روي کیفیت میوه خواهد یر معنیثأبرداشت، ت از شرایط بعد

). حساسیت به دماي پایین با ظهور علایم سرمازدگی از مشکلات 12(
عمده پس از برداشت محصولات باغی می باشـد. ایـن پدیـده باعـث     
محدود کردن عمر انبارداري و کاهش کیفیت محصولات حسـاس بـه   

لـوژي مختلـف   سرما می گردد. تغییر واکنش هاي بیوشیمیایی و فیزیو
در داخل میوه بـه همـراه وقـوع نابسـامانی هـاي ظـاهري از علایـم        

). استفاده از تکنولـوژي سـردخانه بـه عنـوان     22سرمازدگی می باشد (
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ابزاري در جهت گسترش عمر نگهداري میوه هـا و سـبزي هـا داراي    
اهمیت است. بدین منظور تکنیک هاي مختلفی شکل گرفته تا میزان 

  ). 23و  1ش دهند (سرمازدگی را کاه
یک رادیکال آزاد گازي شکل بسیار واکنش پـذیر  نیتریک  اکسید

است که در سال هاي اخیر توجه زیادي را به خود جلـب کـرده اسـت    
این ترکیب توسط گیاه تولید مـی شـود و در غلظـت هـاي کـم عمـر       
انباري برخی از میوه ها، سبزي ها و گل هـاي بریـده را افـزایش داده    

) در هلوهـاي  2006بر اسـاس گزارشـات زو و همکـاران (   ). 27است (
فعالیـت  نیتریـک   اکسـید میکرومـول در لیتـر    10و  5تیمار شـده بـا   

، لیپوکسیژناز و میزان تولیـد اتـیلن   1سی اکسیداز -سی  -آنزیمهاي آ 
کاهش یافت. تیمار میوه هاي توت فرنگی با نیتریک اکسید با کاهش 

یري میوه ها را به تاخیر انداخته و تولید اتیلن و کاهش سرعت تنفس پ
). 2از تغییر مواد جامد محلـول و کـاهش اسـیدیته جلـوگیري نمـود (     

سـبب افـزایش فعالیـت    نیتریـک   اکسیدهمچنین تیمار میوه کیوي با 
آنتی اکسیدانی و حفظ محتواي ویتامین ث و اي میوه شـده  آنزیمهاي 

ا کـاهش داده  و آسیب اکسایشی ناشی از اکسیژن هاي بازفعال شده ر
باعـث کـاهش علایـم    نیتریـک   اکسـید ). علاوه بر این هـا  31است (

سرمازدگی در بسیاري از میوه ها از جمله هلو، انبه، آلو، ازگیل در طول 
). براساس گزارش ویو و همکـاران  32،30،29،25( انبار داري می شود

میلی مول بر لیتر بیشـترین   60در غلظت نیتریک  اکسید) کاربرد 28(
ثر را در کـاهش آسـیب سـرمازدگی میـوه هـاي مـوز داشـته اسـت،         ا

همچنین با کاربرد تیمار مذکور میزان نشت یونی و میزان مالونیل دي 
  آلدهید کاهش یافت.

بـر خـواص   نیتریـک   اکسـید در پژوهش حاضر به بررسی اثـر     
بیوشیمیایی و کیفی میوه پرتقال واشنگتن ناول در طی دوره انبارداري 

نیتریـک   اکسیدشد. هدف از انجام این پژوهش، بررسی تأثیر پرداخته 
بر کاهش سرمازدگی، نشت یـون، پراکسیداسـیون لیپیـدها و کـاهش     

هــاي میــزان پراکســید هیــدروژن همــراه بــا افــزایش فعالیــت آنــزیم
اکسیدانی و برخی تغییرات کیفی و بیوشیمیایی این محصول طـی   آنتی

  است.دوره انبارداري بوده
  ها وشمواد و ر

که روي پایه نـارنج پیونـد    هاي پرتقال رقم واشنگتن ناولمیوه   
سال سن داشتند، از اطراف درخت  بطور تصادفی  20زده شده بودند و 

از یک باغ تجاري واقع در جنوب استان کرمان، شهرستان جیرفـت در  
زمانی که میزان مواد جامد محلول کل آن هـا   1392نیمه اسفند سال 

درصد رسید (با کمک دستگاه رفرکتومتر دستی میزان کـل   10تا 7به 
 ـ و سپس میوه ) 7( مواد جامد محلول بررسی شد)، برداشت شدند ه ها ب

علـوم  مهندسی  گروه فیزیولوژي پس از برداشت  سرعت به آزمایشگاه

                                                
1- ACC oxidase  

باغبانی دانشکده کشاورزي دانشگاه شهید باهنر کرمان منتقـل شـدند.   
یکنواخت و عاري از هر نـوع   ،هاي سالم همیوبه منظور اعمال تیمارها، 

با آب معمولی کاملاً شسـته تـا تمـام     و شدند انتخابزا  عامل بیماري
 سـپس  شـوند.  از آن جدا بودند، مواد زایدي که به سطح میوه چسبیده

تـا    شسته شدند به مدت یک دقیقه گراددرجه سانتی 35با آب  میوه ها
ها بـه   در نهایت میوهگردند. یز زایی سطحی تماز هر نوع عامل بیماري
نیتریک (از ماده اي به نام سـدیم نیتـرو    اکسیدطور کامل خشک و با 

 شـدند.  تیمارپروساید که آزادکننده نیتریک اکسید هست استفاده شد) 
میوه  250ماه براي هر تیمار  5جهت اعمال تیمار اکسید نیتریک طی 

 5/0و  25/0 هاي غلظت از تیمار اعمالبراي  پرتقال درنظر گرفته شد.
دقیقـه بـا    5و آب مقطر (شاهد) بـه مـدت   مولار نیتریک اکسید میلی 

هـا در   تیمار میـوه اعمال از  پس  .گردیدور کردن، استفاده  روش غوطه
خشـک   "تـا کـاملا  شـده  قرار داده  15×  35 ×35به اندازه سبدهایی 

 گراددرجه سانتی 1±5 با دمايبه سردخانه  ،شدند. بعد از خشک شدن
قـرار داده   مـاه  5به مـدت  ) 11،19،23درصد ( 90± 5و رطوبت نسبی

صـفات زیـر   روز یکبار،  30فواصل زمانی هر  پس از آن نیز طی شدند.
ارزیابی شدند. طی این آزمایش براي هر سی روز اندازه گیري صـفات  

عدد میوه از هر تکرار استفاده شد و با توجه به تعداد تیمار  10مورد نظر
  میوه استفاده شد. 600ار مجموعا و تکر

ماه نگهـداري   5ارزیابی میزان سرمازدگی در طول : سرمازدگی
اي  رفتـه قهـوه   هاي فرو گرفت. وجود لکه انجامها در دماي پایین  میوه

هاي سـطح میـوه بـه عنـوان      رنگ در سطح میوه به همراه فرورفتگی
وش (نیل به رعلایم سرمازدگی در نظر گرفته شد. خسارت سرمازدگی 

  ):18د (گردیه محاسبپراپورك) و با فرمول زیر 
  = تعدادکل میـوه)  -(تعدادکل میوه / تعداد میوه سرمازده  ×100

  خسارت سرمازدگیدرصد 
گیري نشت یون هـدایت الکتریکـی   به منظور اندازه نشت یون:

)EC(2  قسمتی از بافت گوشت میوه پرتقال و) محلول حاوي نمونه ها
متـر   ECاز ده میوه اسـتفاده شـد)  توسـط دسـتگاه      به طور تصادفی

بعد از سرد شدن  ها بدست آمد، نمونه (EC1)سنجیده شده که در واقع 
-محلول حاوي بـرش  (EC2)ها براي بار دوم هدایت الکترنیکی نمونه

.  براي بدست آوردن مقدار نشت یـون از  )21سنجیده شد (هاي جوانه 
  :رابطه زیر استفاده گردید

EL=EC1/EC2×100 
ــاء:   ــد غش ــیون لیپی ــدار  پراکسیداس ــنجش مق ــراي س ب
دآلدئیـد حاصـل از ایـن    پراکسیداسیون لیپیدهاي غشاء، غلظت مـالون 

بر طبق ایـن   ).13( گیري شد) اندازه13واکنش به روش هیس و پاکر (
حـاوي   یاهی وزن شده و در هاون چینیگگرم از بافت تازه  2/0روش 

 درصـد سـائیده شـد.    TCA (1/0اسید ( لیتر تري کلرو استیک میلی 5
                                                

1- Electrical Conductivity 
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به مـدت   NAPco2028Rعصاره حاصل با استفاده ازسانتریفیوژ مدل 
لیتر از محلول رویی  به یک میلی سانتریفیوژ شد،g10000دقیقه در  10

که حـاوي   درصد TCA 20میلی لیتر محلول  4 حاصل از سانتریفیوژ،
شـد. مخلـوط   اضـافه   ) بـود، TBAدرصد تیوباربیتیوریک اسـید (  5/0

درجه سـانتی گـراد حمـام آب     95دقیقه در دماي  30حاصل به مدت 
سپس بلافاصله در یخ سرد شد و دوباره مخلوط  گرم حرارت داده شد.

شـدت جـذب    سانتریفیوژ گردید. 10000دقیقه در  10حاصل به مدت 
نـانومتر   532این محلول با استفاده از اسـپکتروفتومتر در طـول مـوج    

کمـپلکس قرمـز رنـگ     ده مورد نظر در این طول مـوج، ما خوانده شد،
)MDA-TBA،جذب نمونه ها در  براي حذف ترکیبات اضافی، ) است

 532نانومتر خوانده و از جـذب نمونـه در طـول مـوج      600طول موج 
از ضریب خاموشـی   MDAنانومتر کسر گردیدو براي محاسبه غلظت 

  .     استفاده گردید و معادله زیرمیلی مولار بر سانتیمتر  155معادل 
A=€BC 

 Bضـریب خاموشـی ،   €جذب خوانده شده ، Aکه در این معادله، 
  مولار است. غلظت کمپلکس بر حسب میلیCعرض کووت و 

گـرم از   1/0 براي سنجش پراکسید هیـدروژن ژن:   پراکسید هیدرو
کلروراسـتیک اسـید در حمـام یـخ     لیتر تـري  میلی 3بافت گیاهی را با 

نـانومتر   390و سپس هـر نمونـه در طـول مـوج      ه شداستفاد مخلوط
  ).26(خوانده شد 

گیـري فعالیـت   براي اندازهآنتی اکسیدانی  سنجش فعالیت
گیـاهی  گرم بافت  بدینگونه تهیه شد که یکین ئعصاره پروت ها آنزیم

مولار با   05/0 هیدروژن کلرید لیتر بافر تریس میلی 5در هاون حاوي 
5/7=pH بعد از انتقـال بـه    آید.دست ی به حلول همگنتا م شد سائیده

درجه  4دور و در دماي  10000دقیقه در  25به مدت  ،لوله سانتریفیوژ
ها به آرامی از دستگاه خـارج و   سپس لولهشدند، گراد سانتریفیوژ  سانتی

شـد  نی حاصـل  ئرویی را در لوله آزمایش ریخته و عصاره پروتیمحلول
و کاتالاز مورد استفاده قـرار  م پراکسیداز که براي سنجش فعالیت آنزی

  ).5گرفت (
  

  سنجش فعالیت آنزیم پراکسیداز
 pH=( ،300 5/7 مـولار (  میلـی  100لیتـر بـافر تـریس     میلـی  2
 10لیتـر پیروگالـل    میکـرو  200و مولار  میلی 5لیتر آب اکسیژنه  میکرو
ها را در حمام یـخ بـا هـم مخلـوط نمـوده و      که همگی آن مولار میلی

ــوج  م ــول م ــذب در ط ــرات ج ــی تغیی ــتگاه   425نحن ــا دس ــانومتر ب ن
  ).15شد (اسپکتروفتومتر خوانده 

  
  سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز 

سنجش فعالیت کاتالاز براسـاس کـاهش جـذب آب اکسـیژنه در     
 ). میـزان فعالیـت آنـزیم بـر    9نانومتر صورت گرفـت (  240طول موج 

غلظـت آب   لـذا  ،اساس غلظت آب اکسیژنه تجزیه شده، محاسبه شـد 

  .اکسیژنه مصرف شده با استفاده از منحنی استاندارد محاسبه گردید
 10گیري اسیدهاي قابل تیتراسـیون،   براي اندازه آلی:اسیدهاي

سپس  و لیتر آب مقطر اضافهمیلی 40تا  20 با لیتر از عصاره میوه میلی
 به محلول فوق چند قطره فنول فتالئین یک درصد اضـافه گردیـد. در  

 1/0نهایت عمل سنجش حجمی (تیتراسیون) توسط هیدروکسیدسدیم 
  ).6( انجام شد pH=7تا رسیدن به نرمال 

میـوه از عصـاره صـاف شـده      جهت تعیین اسیدیته آب اسیدیته:
گـراد   درجـه سـانتی   20متر در دماي pH میوه و با استفاده از دستگاه 

  گیري انجام گرفت. اندازه
 269/1سـکوربیک،  آ گیري اسید زهبراي اندا سکوربیک:آ اسید 

گرم یدیدپتاسیم در آب مقطر مخلوط کرده و حجم  6/16گرم ید را با 
لیتر از مخلـوط فـوق را در   میلی 20شد. سپس  آن به یک لیتر رسانده

سـکوربیک  آ یک ظرف دیگر ریخته، این مخلوط را بـا محلـول اسـید   
له زیر اسـتفاده  خالص تیتر شد. براي محاسبه فاکتور مخلوط ید از معاد

  ).6( شد

 
F- فــاکتور مخلــوط یــد ،A-  ســکوربیک خــالص آمقــدار اســید
نرمالیته  -N،گرم) مقدار مخلوط ید مصرف شده (میلی -B، گرم) (میلی

  مخلوط ید
لیتر از عصـاره میـوه را در یـک    میلی 10بعد از تعیین فاکتور ید،  

 شـود. مـی  درصـد اضـافه   1لیتر نشاسـته  میلی 2ظرف ریخته و به آن 
سـکوربیک در عصـاره   آبا استفاده از فرمول زیر مقـدار اسـید    سرانجام

  شود:میوه محاسبه می

 
A -   100گـرم در  مقدار اسید اسکوربیک در عصاره میـوه (میلـی 

  مقدار محلول ید مصرف شده (میلی لیتر) - S، میلی لیتر)
گیري مـواد جامـد    در این تحقیق اندازه :کلمواد جامد محلول 

 ، صـورت  )MT-098P8A حلول توسـط رفراکتـومتر دسـتی (مـدل    م
   گرفت.

تصادفی  کاملاًآزمایش در قالب طرح  :هادادهتجزیه و تحلیل 
 10، تکرار انجام گرفت. در هر تکرار و در هر زمـان   3 تیمار و در 3با 

هـا بـا آزمـون    و  مقایسه میانگینتجزیه آماري  شد.استفاده عدد میوه 
انجـام    SAS (Ver. 9.1( بـه کمـک نـرم افـزار     انکناي دچند دامنه

 استفاده گردید. Excelاز نرم افزار  نیز رسم نمودارهابراي و گرفت 
  

  نتایج و بحث
طبق نتایج بدست آمـده،   :و نشت یون خسارت سرمازدگی

افزایش یافـت   داريطی انبار و نشت یون ها اي شدن پوست میوه قهوه
سرمازدگی و نشـت  داري خسارت  عنیبه طور منیتریک  اکسیدو تیمار 
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خسـارت سـرمازدگی بـا    کـاهش   3و 2و  1شـکل  را کاهش داد (یون 
داشـته و کمتـرین میـزان     رابطهنیتریک  اکسیدهاي تیمار شده  غلظت

بـود و بـا شـاهد    نیتریک  اکسیدآسیب میوه مربوط به بالاترین غلظت 
تحقیقــات انجــام شــده روي  اســاس بــر داري داشــت. تفــاوت معنــی

هاي برداشته شده باغبانی، آسیب سرمازدگی همـراه بـا نشـت     آوردهفر
هایی به باشد. طی تنش سرما، آسیبلیپیدها مییون و پراکسیداسیون 

هایی روي سطح گیـاه یـا   شود که به صورت ناهنجاريسلول وارد می
هاي ظاهري بـه دلیـل   فرآورده، مشخص می گردند که این نابسامانی

مانند پر اکسید هیـدروژن و نشـت یـون ایجـاد      هاییافزایش اکسیدان

نیتریـک   اکسیدگزارش کردند که  )31و همکارانش (). زو 3شوند (می
در انبـار   مانع سنتز اتیلن در گیاه توت فرنگی در طول مدت نگهـداري 

می گردد و عمـر انبارمـانی را بـا کـاهش فراینـد رسـیدن و افـزایش        
کـه ایـن یافتـه هـا نتـایج      ) 16( مقاومت به دماي پایین افزایش دهد

حاصل از این پژوهش را تایید می نمایند. طبق نتایج بدسـت آمـده در   
با مکانیسم هایی که در مـورد آن  نیتریک  اکسیدتحقیق حاضر، تیمار 

شرح داده شد، آسیب سرمازدگی را در میوه هاي پرتقال طی انبار مانی 
 کاهش داده است.

  

  
 25/0: اکسید نیتریک N1: شاهد، C وي خسارت سرمازدگی (درصد )  میوه پرتقال واشنگتن ناول طی انبار مانی.اثر تیمار اکسید نیتریک ر -1شکل

درصد آزمون چند دامنه  5میلی مولار. . در هر ستون میانگین هایی که داراي حروف یکسانی هستند، در سطح  5/0: اکسید نیتریک N2 میلی مولار و 
  هم ندارند. اي دانکن تفاوت معنی داري با

Figure 1- Effect of nitric oxide treatment on chilling injury (%) of Washington Navel orange fruit during storage. C: control 
fruit; N1: nitric oxide 0.25 mM; N2:  nitric oxide 0.5 mM. For each column means followed by the same letter are not 

significantly different (p≤0.05). 
 

  
  .اثر تیمار اکسید نیتریک روي خسارت سرمازدگی (درصد )  میوه پرتقال واشنگتن ناول طی انبار مانی -2شکل

Figure 2- Effect of nitric oxide treatment on chilling injury (%) of Washington Navel orange fruit during storage 
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میلی  25/0: اکسید نیتریک N1: شاهد، C اثر تیمار اکسید نیتریک روي نشت یون (درصد )  میوه پرتقال واشنگتن ناول طی انبار مانی. -3شکل

درصد آزمون چند دامنه اي 5میلی مولار. در هر ستون میانگین هایی که داراي حروف یکسانی هستند، در سطح  5/0: اکسید نیتریک N2 مولار و 
  ت معنی داري با هم ندارند.دانکن تفاو

Figure 3- Effect of nitric oxide treatment on electrolyte leakage (%) of Washington Navel orange fruit during storage C: 
control fruit; N1: nitric oxide 0.25 mM; N2:  nitric oxide 0.5 mM. For each column means followed by the same letter are not 

significantly different (p≤0.05). 
 

پراکسیداسیون لیپیـدهاي غشـاء و میـزان پراکسـید     
طی انبارداري میـوه پرتقـال واشـنگتن نـاول میـزان پـر        هیدروژن:

اکسیداسیون لیپیدها و پر اکسیدهیدروژن در میوه هاي تیمـار شـده و   
یداسیون لیپیـدها و  شاهد روند افزایشی داشت و بیشترین میزان پراکس

کـه   طـوري گردید. بـه   هاي شاهد مشاهده پر اکسیدهیدروژن در میوه
، میزان پر اکسیداسیون لیپیـدها  نیتریک  اکسیدهاي تیمار شده با  میوه

 و پر اکسیدهیدروژن کمتري را نشان دادند. 

  

  
اکسید نیتریک : N1: شاهد، C .داريطی انبارقال واشنگتن ناول میوه پرت (Mg/gFW)اکسید نیتریک بر پراکسیداسیون لیپید  اثر تیمار -4شکل

درصد آزمون چند 5میانگین هایی که داراي حروف یکسانی هستند، در سطح  ستونمیلی مولار. در هر  5/0اکسید نیتریک : N2 میلی مولار و  25/0
  .دامنه اي دانکن تفاوت معنی داري با هم ندارند

Figure 4- Effect of nitric oxide treatment on lipid peroxidation (Mg/gFW) of Washington Navel orange fruit during storage. 
C: control fruit; N1: nitric oxide 0.25 mM; N2:  nitric oxide 0.5 mM. For each column means followed by the same letter are 
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not significantly different (p≤0.05). 

  
اکسید نیتریک : N1: شاهد، C .داريطی انبارمیوه پرتقال واشنگتن ناول (µmol/gFW) اکسید نیتریک بر پراکسیدهیدروژن  اثر تیمار - 5 شکل

درصد آزمون چند  5میانگین هایی که داراي حروف یکسانی هستند، در سطح  ستونمیلی مولار. در هر  5/0اکسید نیتریک : N2 میلی مولار و  25/0
  امنه اي دانکن تفاوت معنی داري با هم ندارند.د

Figure 5- Effect of nitric oxide treatment on hydrogen peroxide (µmol/gFW) of Washington Navel orange fruit during 
storage. C: control fruit; N1: nitric oxide 0.25 mM; N2:  nitric oxide 0.5 mM. For each column means followed by the same 

letter are not significantly different (p≤0.05). 
 

کمترین پر نیتریک  مولار اکسیدمیلی  5/0هاي تیمار شده با  میوه
اکسیداسیون لیپیدها و پر اکسیدهیدروژن را نشان دادند که در مقایسه 

نشـت  ). افـزایش در  5و 4داري وجود (شکلبا تیمار شاهد تفاوت معنی
هـاي سـرمایی در   ها بخصوص پتاسیم باعث ایجاد حساسیت کلی یون

). انبارداري 24است () و در مرکبات شده11( فروت بافت کالوس گریپ
هـاي مرکبـات   طور کلی، براي کـاهش زوال در میـوه   در دماي کم به

هاي مرکبات حساس به سرما شده و ممکن است، اما میوهاستفاده شده
) 18). یانـگ و همکـاران (  20پایین خسارت ببینند (است توسط دماي 

میکرو مـولار روي   25با غلظت نیتریک  اکسیدگزارش نمودند، کاربرد 
میوه خیار، عمر انبار مانی را افزایش داد، زیرا این ماده با فعـال کـردن   
مکانسیم هاي آنتی اکسیدانی، نظیر آنزیم هاي کاتـالاز، پراکسـیداز و   

گونه هاي فعال اکسیژن و رادیکال هـاي آزاد را   آسکوربات پراکسیداز،
از بین می برند  و بدین ترتیب عمر انبـار مـانی را بـا کـاهش آسـیب      
سرمازدگی به حداقل می رسانند، کـه نتـایج بدسـت آمـده از تحقیـق      

 حاضر، با پژوهش هاي انجام شده روي خیار مطابقت دارد.
ست آمده از طبق نتایج بد اکسیدانی:هاي آنتیفعالیت آنزیم

هاي شـاهد و  تحقیق حاضر، فعالیت آنزیم پراکسیداز و کاتالاز در میوه
طوري که بیشـترین میـزان   تیمار شده طی انبارداري افزایش یافت. به

نیتریـک بخصـوص    هاي تیمار شده با اکسـید فعالیت آنزیمی در میوه
میلی مـولار) و کمتـرین میـزان در     5/0غلظت بالاتر نیتریک اکسید (

). طبـق تحقیقـات انجـام شـده،     6وه هاي شاهد دیده شـد (شـکل   می

اکسیدانی طی انواع تنش بخصوص تنش سـرما  هاي آنتیفعالیت آنزیم
-اکسیدانی با خاصـیت آنتـی  هاي آنتی) زیرا آنزیم19( یابدافزایش می

هـاي فعـال   هـاي آزاد و گونـه  اکسیدانی خود، باعـث حـذف رادیکـال   
سلول، نشت یون و پـر اکسیداسـیون    اکسیژن شده و از تخریب غشاء

نماینـد  بنـابراین، ایـن    دار جلـوگیري مـی  لیپیدهاي غشا به طور معنی
 نمایندها نتایج بدست آمده از پژوهش حاضر را تأیید مییافته

در  مواد جامـد محلـول  مانی،  ماه انبار 5طی مواد جامد محلول:
میلی  5/0تیمار یافت، بطوریکه  افزایش میوه هاي تیمار شده و نشده،

بیشترین و شاهد کمترین درصد میزان مواد جامد نیتریک  اکسیدمولار 
 ،مواد جامد محلول میزان). 7دارا بودند (شکل  طی انبارمانی محلول را

باشـند و کـاهش ایـن     یکی از عوامل مهم در کیفیت میوه پرتقال مـی 
شی مبنی . تا کنون گزارکاهد پسندي محصول می مواد از کیفیت و بازار

بر اثر نیتریک اکسید روي ویژگی هاي کیفی و بیوشیمیایی میـوه هـا   
هـا   این در حالی است که نتـایج برخـی از پـژوهش    ارائه نشده است و

ترکیبات شـیمیایی روي میـوه هـا طـی     حاکی از آن است که  کاربرد 
انبارمانی باعث افزایش ویژگی هاي کیفی میوه ها می گردند، زیرا این 

رابه دلیل کند شـدن فرآینـد    مواد جامد محلولتغییرات روند  ترکیبات،
) و احتمـالا تیمـار   14( نماینـد  رسیدن میوه و کاهش تنفس تعدیل می

، با تاثیري که روي کند شدن روند رسیدن  و کـاهش  نیتریک  اکسید
سرعت تنفس سلول هاي فرآورده طی انبارمانی، از مواد جامد محلـول  

ري که طبق نتایج بدسـت آمـده از تحقیـق    محافظت می نماید، به طو
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نسبت به تیمار شـاهد  نیتریک  اکسیدحاضر تیمار میوه هاي پرتقال با 
روند تغییرات مواد جامد محلول را کمتـر کـاهش داده اسـت، کـه بـا      

در تاخیر در رسیدگی نیتریک  اکسیدپژوهش هاي پیشین مبنی بر اثر 
 ).4ابقت دارد (و افزایش کیفیت فرآورده ها طی انبارمانی مط

طبـق   :pH اسید قابـل تیتراسـیون و   ، سکوربیکآ اسید
 و 8(شـکل   pHو اسـکوربیک   در میزان  افزایشیسیر حاضر، پژوهش 

هـاي   در تمـامی میـوه   )10آلی میوه (شکل هاي ) و روند کاهشی اسید9
مشـاهده شـد، بطوریکـه    مـانی  تیمار شده و شـاهد در طـی دوره انبار  

در  ید اسکوربیک در انتهـاي دوره انبـارداري  اسو  pHبیشترین میزان 
رونـد ایـن    و مشـاهده گردیـد   میلـی مـولار   5/0نیتریک  اکسیدتیمار 

 هاي تیمار شده کمتر از شاهد بود. تغییرات در میوه

.  

  

  
: شاهد، C .داريتن ناول طی انبارمیوه پرتقال واشنگ (U/mg protein)اکسید نیتریک بر میزان فعالیت کاتالاز و آنزیم پراکسیداز اثر تیمار  - 6 شکل

N1 : میلی مولار و 25/0اکسید نیتریک N2  : میانگین هایی که داراي حروف یکسانی هستند، در سطح  ستوندر هر  میلی مولار. 5/0اکسید نیتریک
  ندارند. درصد آزمون چند دامنه اي دانکن تفاوت معنی داري با هم5

Figure 6- Effect of nitric oxide treatment on catalase and peroxidase (U/mg protein) of Washington Navel orange fruit during 
storage. C: control fruit; N1: nitric oxide 0.25 mM; N2:  nitric oxide 0.5 mM. For each column means followed by the same 

letter are not significantly different (p≤0.05). 
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میلی  25/0: اکسید نیتریک N1: شاهد، C .داري) میوه پرتقال واشنگتن ناول طی انباردرصد( مواد جامد محلولاکسید نیتریک بر اثر تیمار  - 7 شکل

دامنه اي درصد آزمون چند  5در هر ستون میانگین هایی که داراي حروف یکسانی هستند، در سطح  میلی مولار. 5/0: اکسید نیتریک  N2 مولار و
  دانکن تفاوت معنی داري با هم ندارند.

Figure 7- Effect of nitric oxide treatment on total soluble solids (%) of Washington Navel orange fruit during storage. C: 
control fruit; N1: nitric oxide 0.25 mM; N2:  nitric oxide 0.5 mM. For each column means followed by the same letter are not 

significantly different (p≤0.05). 
 

اسید اسکوربیک از جمله آنتی اکسیدان هاي غیر آنزیمی می باشد 
). بوردرلـو و  17که در شرایط تنش در سلول هاي زنده سنتز می شود (

) نیز گزارش کردند، کاهش برخی از مواد غذایی مانند 2006همکاران (
ید اسکوربیک یـک فـاکتور بحرانـی در عمـر انبارمـانی در بعضـی       اس

). از آنجـایی کـه نقـش    6محصولات مانند آب میوه مرکبـات اسـت (  
در افزایش مقاومت سلول هاي زنده در انواع تنش هـا  نیتریک  اکسید

به دلیل افزایش فعالیت آنتی اکسیدانی آنهاست، بنـابراین افـزایش در   
نوان یک آنتی اکسـیدان غیـر آنزیمـی در    میزان اسید اسکوربیک به ع

میوه هاي تیمار شده، فرایندي طبیعی اسـت و نتـایج حاصـل از ایـن     
  ).18پژوهش را تایید می نماید (

 کـاهش روند تغییرات اسیدهاي آلی در ایـن تحقیـق حـاکی از       
کـه در کلیـه    اي مقدار این اسیدها در طی دوره انبارمانی بود. به گونـه 

مقدار اسـیدهاي آلـی    مانی، با افزایش طول دوره انبار تیمارها و شاهد
 هاي مختلف نمونـه  تیمارها در زمان د. مقایسه بیننمو پیدا  کاهشنیز 

مقـدار   ، بیشـترین در بین تیمارهاي به کار رفته ،برداري مشخص کرد 
میلی مولار  5/0تیمار متعلق به  انبار مانی، اسیدهاي آلی در طول دوره

نشـان داد،   pH. نتایج حاصل از اندازه گیري ه استدبونیتریک  اکسید
رونـد تغییـرات    ، عکـس نیتریـک  اکسـید بـا   هاي مـورد تیمـار   پرتقال

اسید سیتریک بعنوان اسـید غالـب در میـوه     ه است.اسیدهاي آلی بود
هـا و   طعـم و مـزه در نتیجـه حضـور قنـد      ).8( هاي پرتقال می باشـد 

هـاي   از آنجایکه بیشـتر اسـید  هاي آلی در میوه پرتقال می باشد،  اسید

اي هستندکه در نتیجه چرخه اسـید سـیتریک    هاي ثانویه آلی متابولیت
طی انبار مـانی،   شوند، بنابراین بوجود آمده و در طی تنفس مصرف می

 افـزایش مـی یابـد و تیمـار     اسـیدیته  میزان اسیدهاي آلی کاهش  و 
 ا لشم و همکـاران پیري را به تاخیر می اندازد این امر رنیتریک  اکسید

در میـوه هـاي   نیتریـک   اکسـید مشاهده کرد که میزان  )16(در سال 
رسیده و گلهاي پیر کمتر از میوه هاي کال و گلهاي جـوان و شـاداب   

با پیري نیتریک  اکسیداست و بنابراین نتیجه گیري کرد کاهش تولید 
نش . براي اثبات چنین فرضیه اي او و همکـارا )17( و بلوغ ارتباط دارد

در گلها، میوه ها و سبزیجات استفاده کردند  خارجینیتریک  اکسید از 
طـول عمـر   نیتریـک   اکسـید و مشاهده نمودنـد کـه در تمـام مـوارد،     

محصولات را پس از برداشت افزایش داده و پیـري را بـه تـاخیر مـی     
و کیفیت فرآورده را نیز طی انبار مانی بهبود می بخشند، که این  اندازد

  ).19نتایج حاصل از این تحقیق را تایید می نمایند ( یافته ها،
 

  گیري   نتیجه
و  داريحساسیت به دماي پایین باعث محدود کـردن عمـر انبـار    

هـاي بیوشـیمیایی و    . تغییر در واکـنش می شودها کاهش کیفیت میوه
هـاي   مختلف در داخل میوه بـه همـراه وقـوع نابسـامانی     کفیزیولوژی

ها در دمـاي پـایین و در    زارپسندي در میوهظاهري از عوامل کاهش با
نیتریـک   اکسید استفاده از موادي مانند أباشند. اخیر می داريطول انبار

 ها مورد توجه قرار گرفته است. میوه داريمنظور افزایش عمر انبار به
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: N1: شاهد، C تقال واشنگتن ناول طی انبار مانی.) میوه پرmg/100mlاثر تیمار اکسید نیتریک روي میزان اسید آسکوربیک (ویتامین ث) ( - 8 شکل

 5میلی مولار. در هر ستون میانگین هایی که داراي حروف یکسانی هستند، در سطح  5/0: اکسید نیتریک N2 میلی مولار و  25/0اکسید نیتریک 
  درصد آزمون چند دامنه اي دانکن تفاوت معنی داري با هم ندارند.

Figure 8- Effect of nitric oxide treatment on ascorbic acid (vitamin C) content (mg/100 ml) of Washington Navel orange fruit 
during storage. C: control fruit; N1: nitric oxide 0.25 mM; N2:  nitric oxide 0.5 mM. For each column means followed by the 

same letter are not significantly different (p≤0.05). 
 

 
: اکسید N2 میلی مولار و  25/0: اکسید نیتریک N1: شاهد، C میوه پرتقال واشنگتن ناول طی انبار مانی. pHاثر تیمار اکسید نیتریک روي  - 9 شکل

دامنه اي دانکن تفاوت معنی درصد آزمون چند  5میلی مولار. در هر ستون میانگین هایی که داراي حروف یکسانی هستند، در سطح  5/0نیتریک 
  داري با هم ندارند.

Figure 9 - Effect of nitric oxide treatment on pH of Washington Navel orange fruit during storage. C: control fruit; N1: nitric 
oxide 0.25 mM; N2:  nitric oxide 0.5 mM. For each column means followed by the same letter are not significantly different 

(p≤0.05). 
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: اکسید نیتریک N1: شاهد، C ) میوه پرتقال واشنگتن ناول طی انبار مانی.g/100mlاثر تیمار اکسید نیتریک روي اسید قابل تیتراسیون ( - 10شکل 

درصد آزمون چند  5ایی که داراي حروف یکسانی هستند، در سطح میلی مولار. در هر ستون میانگین ه 5/0: اکسید نیتریک  N2 میلی مولار و 25/0
  دامنه اي دانکن تفاوت معنی داري با هم ندارند.

Figure 10 - Effect of nitric oxide treatment on titratable acidity (g/100 ml) of Washington Navel orange fruit during storage. 
C: control fruit; N1: nitric oxide 0.25 mM; N2:  nitric oxide 0.5 mM. For each column means followed by the same letter are 

not significantly different (p≤0.05). 
 

 تیمـار شـاهد  نسبت به نیتریک  اکسیدکاربرد  طبق تحقیق حاضر،
سـرمازدگی، نشـت یـون، پراکسیداسـیون     داري خسارت  به طور معنی

هاي . همچنین فعالیت آنزیمرا کاهش داد هیدروژن پراکسیدلیپیدها و 
نیتریک نسبت به شـاهد،   با اکسید هاي تیمار شدهمیوه اکسیدانیآنتی

هاي تیمار  میوه طبق نتایج حاصل از این پژوهش، بسیار افزایش یافت.
و بـالاترین کیفیـت   نیتریـک داراي   میلـی مـولار اکسـید    5/0شده با 

بـا کمتـرین خسـارت     اکسـیدانی هـاي آنتـی  یمبیشـترین فعالیـت آنـز   
، از نیتریـک   اکسـید  ه اسـت کـه  تحقیقات نشان داد بودند. سرمازدگی

فعال اکسیژن که باعث پراکسیداسیون لیپیدهاي  هايتشکیل رادیکال
و به دنبال این تغییـر   نمایند شوند، جلوگیري میمی و نشت یون غشاء

در تـنش سـرمازدگی،    یابـد. کاهش خسارت سرمازدگی نیز کاهش می
یابـد و عـلاوه بـر     افزایش می افزایش رادیکال آزاد مرگ سلول بر اثر

هاي انباري، شـواهد نشـان    در کاهش ناهنجارينیتریک  اکسیدنقش 

هـاي کیفـی و   نقش مهمـی در بهبـود ویژگـی   نیتریک  اکسید داد که
تیمـار اعمـال    .دارنـد داري باغبانی طی انبـار  هايبیوشیمیایی فرآورده

 قرارتأثیر تحت  شدت به را مرکبات محصول سرمازدگی خسارت ده،ش
مرکبـات بخصـوص    بهبـود انبـارداري   دهد، بنابراینه و کاهش میددا

بنـابراین طبـق    دارد، باغـداران  سود اقتصـادي  در مهمی پرتقال نقش
خسارت نیتریک  اکسیدنتایج حاصل از پژوهش حاضر، استفاده از تیمار 

راکسیداسیون لیپیدها را طی انبـارداري میـوه   سرمازدگی، نشت یون، پ
اکسـیدانی را  هاي آنتـی است و میزان فعالیت آنزیمپرتقال کاهش داده

 اکسـید رسـدکه اسـتفاده از تیمارهـاي    به نظر مـی  است. افزایش داده
تواند نقش مهمی در آن میمیلی مولار  5/0بخصوص غلظت نیتریک 

بیوشیمیایی میوه طـی   کاهش خسارت سرمازدگی و بهبود خصوصیات
هـاي   انبارداري ایفاء نماید و جهت افـزایش عمـر انبـارداري فـرآورده    

  باغبانی توصیه می گردد.
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Introduction: Chilling injury (CI) is the primary postharvest problem of orange (Citrus sinensis L.) and 

many other horticultural crops during storage. Washington Navel orange fruits are susceptible to CI during 
storage below 5°C, and the main CI symptoms are surface pitting, browning, discoloration and decay. Several 
promising methods have been developed to alleviate CI symptoms of orange fruit. These include postharvest 
physical treatments with UV-C, modified atmosphere packaging, temperature conditioning, and chemical 
treatments with plant growth regulators. Oxidative stress from excessive reactive oxygen species (ROS) has been 
associated with appearance of chilling damage in fruits. The oxidation of ROS is due to their reaction with 
numerous cell components coursing a cascade of oxidative reactions and consequent inactivation of enzymes, 
lipid peroxidation, protein degradation, and DNA damage. Aerobic organisms have evolved well-developed 
defense systems to establish a fine-tuned balance between ROS production and removal plants are protected 
against ROS effects by a complex antioxidant system. This involved both lipid soluble antioxidant (α- tocopherol 
and carotenoids) and water soluble reductants (glutathion and ascorbate) and enzymes, such as catalase (CAT), 
ascorbate peroxidase (APX), superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POD). Previous studies have shown 
that there is a positive relationship between the antioxidant enzymes activity and the chilling tolerance in 
harvested fruits. Nitric oxide (NO) is an important signaling molecule involved in many plant physiological 
processes. It has also been indicated that NO protects plant cells against oxidative stress by reducing ROS 
accumulation. When exogenously applied, NO has been shown to result in an improved chilling tolerance and 
reduced incidence of chilling injury in several fruits. The objectives of this study were to evaluate the effects of 
NO on chilling injury, lipid peroxidation content, peroxide hydrogen content, and the induction of antioxidant 
enzymes in Washington Navel orange (Citrus sinensis L.) fruit during storage at 5±1°C. 

Materials and Methods: Washington Navel orange (Citrus sinensis L.) fruits were harvested at commercial 
maturity from a commercial orchard in Kerman, Iran, and transported to the laboratory on the same day. Orange 
fruits were treated with 0.25 and 0.5 mM nitric oxide for 5 min and then stored at 5±1°C and relative humidity of 
85-90 % for 5 months. No nitric oxide use was considered as control. The experiment was arranged in 
completely randomized design (CRD) with three replicates. Characteristics such as chilling injury, total soluble 
solids, titratable acidity, pH, ascorbic acid, and activity of antioxidant enzymes (peroxidase and catalase) were 
evaluated in the present experiment.  

Results and Discussion: The results showed that use of nitric oxide in fruits reduced significantly chilling 
injury, ion leakage, lipid peroxidation and hydrogen peroxide compared to control, though it increased activity of 
antioxidant enzymes. According to these results, unlike organic acids which decreased in treated and non-treated 
fruits, total soluble solids, ascorbic acid and pH of the fruits increased during storage, however, nitric oxide 
treatment reduced the rate of changes, be either reducing or increasing,  in the mentioned parameters compared 
to control. So, fruits treated with 0.5 mMol nitric oxide showed the highest effect on the reduction of chilling 
injury. 

In the present study, the results indicated that NO significantly reduced CI of orange fruits during storage at 
5±1 °C. NO has been applied to reduce the development of chilling injury symptoms in a number of horticultural 
crops. Thus NO has the potential of application in postharvest treatment by alleviating chilling injury and 
maintaining quality, and the aim of this study was to determine how NO alleviates the anti-oxidative systems, 
probably one of the mechanisms of improved chilling  tolerance, of orange fruit during chilling stress. This 
indicates that the chilling tolerance of orange fruit was also enhanced by postharvest treatment with NO. Lipid 
peroxidation and protective enzyme systems are often evaluated in studies of plant mechanisms under various 
stresses. Low temperature disrupts the balance of active oxygen species metabolism, leading to their 
accumulation and destruction of scavenging enzymes such as catalase and peroxidase. In the present study, 
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exogenous per-treatment with nitric oxide at 0.25 and 0.5 mM significantly decreased the lipid peroxidation 
content and electrolyte leakage of cold stored orange fruit compared to untreated fruits. The level of H2O2 was 
maintained by NO treatment, which led to an increase in chilling tolerance. It has been reported that the 
improvement of chilling tolerance in harvested horticultural crops is related to the enhancement in activates of 
antioxidant enzyme. Researchers found that chilling-tolerant mandarins have a higher antioxidant enzyme 
activity than the chilling-sensitive ones. A number of postharvest treatments that induce chilling tolerance and 
alleviate chilling injury also enhanced antioxidant enzyme activity. However, to the best of our knowledge, this 
is the first paper reporting the beneficial effects of NO on CI of postharvest orange fruits. In this study, there was 
a continuous increase in peel and pulp lipid peroxidation content in all fruits, but the application of NO 
significantly delayed the increase of lipid peroxidation. Moreover, the change in membrane permeability 
(revealed by H2O2 content) showed trends similar to lipid peroxidation content; in other words, peel and pulp 
H2O2 content increased with storage duration, but NO markedly delayed the increase. NO has been considered to 
be involved in a network of interacting signal transduction pathways, which regulate defense responses to abiotic 
stress.  The detoxification of ROS is dependent on antioxidant enzymes such as CAT and POD.  The increase in 
these enzymes’ activity contributes to the adaptation of plants to cold stress and ameliorates oxidative damage 
such as lipid peroxidation (lipid peroxidation increase as indicator) and H2O2 content.  

 
Conclusion: In conclusion, application of NO reduced CI of oranges stored at 5±1°C and maintained oranges 
quality as well. The chilling injury, lipid peroxidation, and peroxide hydrogen were significantly reduced by NO 
treatment especially at 0.5 mM. Induced cold resistance by NO treatment may be due to the stimulation of 
antioxidant enzymes, and protection against membrane oxidative damage, decreased lipid peroxidation and H2O2 
content in orange fruits. These results may have implications for the use of NO in managing postharvest CI of 
other subtropical fruits stored at low temperatures.  
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