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  چکیده
ــبت ماده جامد به حلال و زمان بر بازده پکتین اســتخراجی از ضــایعات پرتقال با اســتفاده از دو نوع آنزیم ســلو     ز لاابتدا تاثیر غلظت آنزیم، نس

Celluclast  وRohament ،نروي ایري و رفتار گراهاي امولسیفدرجه استري، میزان گالاکتورونیک اسید، ویژگی مورد بررسی قرار گرفت. سپس بازده
ها با بهترین شرایط استخراج توسط روش نوین اهمی (مقاومتی) و روش متداول اسیدي هاي استخراجی در بهترین شرایط استخراج توسط انزیمپکتین

 5/17و  15هاي آنزیم در غلظتترتیب به Rohamentو  Celluclastمقایسـه شد. نتایج حاکی از آن بود که بیشترین بازده پکتین با استفاده از آنزیم  
بود. بیشترین بازده پکتین در روش نوین  درصد 7/10و  92/5ساعت حاصل شد که برابر با  3و زمان  1:40و  1:20، نسـبت ماده جامد به حلال  درصـد 

) نیز بود. %53/13بیشتر از روش متداول () که %33/14دقیقه بدست آمد ( 30درجه و زمان  90متر، دماي ولت بر سانتی 15گرمایش اهمی در شیب ولتاژ 
بود اما پکتین استخراجی به روش آنزیمی  %18/67و  47/65ترتیب هاي استخراجی با دو روش گرمایش اهمی و متداول بهفعالیت امولسـیفایري پکتین 

نیز نســبت به نوع آنزیمی بســیار بالاتر بود.  %2 هاي اهمی و متداول در غلظتهاي اســتخراجی با روشفاقد فعالیت امولسـیفایري بود. گرانروي پکتین 
  بنابراین پکتین استخراجی با روش اهمی و همچنین متداول بیشترین بازده، ویژگی امولسیفایري و گرانروي را داشت. 

 
  هاي کیفیعات پرتقال، روش آنزیمی، گرمایش اهمی، ویژگییاستخراج پکتین، ضا کلیدي: هايواژه

  
    1 مقدمه

 حد فاصـــل بین اي اســـت که درســـاکارید پیچیدهپکتین، پلی
از دیواره  %35گیاهان مختلف وجود دارد و حدود هاي ســلولی دیواره

ــکیـل می    ــلولی گیـاهـان را تشـ . این )Mohnen, 2008(دهد. سـ
ــیمیــایی پلی پـلی  ــاکــاریــد از نظر شـ  4و 1مري طویــل از ســ

 باشد که در زنجیره جانبی آن قندهاییگالاکتورونیک اسید میآلفادي
 )Yapo, 2011(وز، گالاکتوز و زایلوز وجود دارند ازجمله رامنوز، آرابین

ــیل آن با      متانولدر برخی نقـاط از زنجیره پلیمر، عـامـل کربوکسـ
). پکتین بر 1381صورت استر در آمده است (مصباحی و جمالیان، به

اساس درجه استریفیکاسیون به دو گروه با درجه متوکسی بالا (درجه 
) %50متوکســی پایین (کمتر از ) و درجه %50اســتري بالا، بیش از

شوند. درجه استریفیکاسیون عامل کلیدي در خواص بندي میتقسیم
نایی پکتین طوري که تواباشد بهرئولوژي و فیزیکوشیمیایی پکتین می

ــید  ــتگی دارد. از طرفی مقدار بالاتر اسـ ــکیل ژل به آن بسـ در تشـ
   ).1375(وثوقی،  گالاکتورونیک از مشخصات خلوص بالاست

                                                        
گروه علوم و صنایع ، استادیارو  ، استاددکتري آموختهدانشترتیب به -3و  2 ،1

  ، تهران.ده کشاورزي، دانشگاه تربیت مدرسکغذایی، دانش

 عنوانتواند بهکتین داراي خواص عملکردي زیـادي بوده و می پ
ــیفایر و عامل  غلیظ ــکیل ژل، پایدارکننده، امولسـ کننـده، عامل تشـ

باندکننده کاتیون عمل کند. همچنین داراي فواید درمانی مثل کاهش 
ــترول خون، حـذف یون  ــنگین از بــدن،  میزان کلسـ هـاي فلزي سـ

و  تحیباشد (فاي میلیت رودهده فشـار خون و تسهیل فعا کننتثبیت
  )Sato et al., 2011 ؛ 1391 همکاران،

ــول جانبی از منابع مختلفی تواند بهپکتین می عنوان یک محصـ
ــفید رنگ) مانند تفاله ســیب درختی، تفاله  و پوســت (لایه داخلی س

مرکبات، تفاله چغندرقند و طبق گل آفتابگردان استخراج شود (کرامت 
). بیشترین بازده تولید پکتین از 1388صباحی، : م1381 و همکاران،

مصباحی و  ;1382باشـد (آزادبخت و همکاران،  پوسـت مرکبات می 
  .Mohnen, 2008; Xie et al., 2008)  ;1381جمالیان،
شـیوه براي استخراج صنعتی پکتین، استخراج اسیدي   ترینرایج

ي گرچه آبکافت اسیدي در دما) Koubala et al., 2008(باشـد  می
به  هاي زیست محیطیبالا معایبی نیز دارد که عیب اصلی آن نگرانی
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 باشد. علاوه بر آن،خاطر تولید حجم بالایی از فاضـلاب اسیدي می 
ــت موجب تجزیه نامطلوب زنجیره   ــدید ممکن اس ــیدي ش فرآیند اس

هاي اخیرا بکارگیري روش. )Dominiak et al., 2014(پکتین گردد 
ن با راندمان و کیفیت بالا را نتیجه دهد و استخراج جدیدي که پکتی

از تجزیه پکتین جلوگیري کند، مورد استقبال قرار گرفته اند. برخی از 
ــوت ( فنـاوري   & Maranهـاي نوآورانه و کاربردي از قبیل فراصـ

Priya, 2015; Wang et al., 2015 مایکروویو ،()Maran et al., 
ــار بالا ()2015 ــی Guo et al., 2012، فش )، میدان الکتریکی پالس

)., 2009et alYin  (و میدان الکتریکی ملایم )et de Oliveira 
al., 2015( هاي گیاهی و درنتیجه به علت افزایش نفوذپذیري بافت

   افزایش بازده استخراج پکتین مورد استفاده قرار گرفته است.
دهی آوري حرارتگرمـایش اهمی (گرمـایش مقاومتی) یک فن  

 ـ ــت کـه براي فراینـد حرارتی مواد غذایی به  مبتکران  کار گرفتهه اسـ
عنوان مقاومت الکتریکی بین دو الکترود شود. در این روش، غذا بهمی

کند. گیرد و یک جریان الکتریکی متناوب از این مدار عبور میقرار می
طور ت الکتریکی در این روش، حرارت بهبه علت تاثیر و اهمیت مقاوم

سـبت به روش متداول در سـراسر غذا حتی در مدت   تري نیکنواخت
هاي عمده مزیت. )Ahmed et al., 2010(شــود چند ثانیه تولید می
دهی ســریع، یکنواخت، ضــریب تبدیل انرژي بالا، این روش، حرارت

علت کارایی روش از نظر انرژي و همچنین (به دوستدار محیط زیست
و مناسب بودن براي مایعات  امکان کاهش حلال و مواد شـیمیایی) 

 ,.Assiry et al., 2010; de Oliveira et alباشـــد (گرانرو می
2015.( 

روش اســتخراج آنزیمی به علت عدم اســتفاده از اســید، روشــی 
دوسـتدار محیط زیست است ضمن اینکه پتانسیل مناسبی نیز براي  

توجه  ) باWikiera et al., 2015استخراج پکتین با بازده بالا دارد (
به اینکه ســاختار و ترکیب دیواره ســلولی پیچیده اســت و معمولا از 

 -10      همی سلولز و % 25 -15سلولز،  %60-30پکتین،  15-45%
 گلیکوپروتئین (بر اسـاس وزن خشـک) تشــکیل شـده اســت     15%

ســلولاز براي آزادســازي ها ازقبیل ســلولاز و همیبســیاري از آنزیم
 Dominiak et(مورد استفاده قرار گرفته اند پکتین از دیواره سلولی 

al., 2014( . 
باتوجه به اینکه در ایران سـالیانه بیش از یک صد تن پکتین در  

رسد، که تماما از خارج از کشور صنایع غذایی و داروئی به مصرف می
گردد و ارزبري نسبتا چشمگیري دارد، بررسی تولید آن در تامین می

ش بالایی خواهد داشــت. لذا، هدف از این داخل کشــور اهمیت و ارز
بررسی تاثیر روش استخراج آنزیمی بر بازده و کیفیت (درجه  تحقیق،

هاي امولسیفایري و گرانروي) اسـتري، گالاکتورونیک اسـید، ویژگی  
پکتین و مقایسـه آن با پکتین استخراجی با روش اهمی و متداول و  

                                                        
1 Solid/Liquid ratio 

  باشد.درنهایت، انتخاب بهترین روش استخراج می 
 

  هامواد و روش
 اي در تهران تهیه شد. ضایعاتضایعات پرتقال از فروشگاه آبمیوه
هاي پرتقال جدا شده و در آون به قطعات کوچکتر تقسـیم شد و دانه 

 36تا رســـیدن به وزن ثابت (حدود  C60°هواي خشـــک با دماي 
سـاعت) خشـک شـد. ضـایعات خشـک شـده با اسـتفاده از آسیاب        

عبور داده شد تا پودر  60اب شد و از الک با مش آزمایشـگاهی آسـی  
مناسـب و یکنواختی تهیه شـود. پودر آسـیاب شده در دماي محیط    

  نگهداري شد. 
  

  استخراج پکتین
  بهینه سازي استخراج آنزیمی پکتین

) جهت Rohamentو  Celluclastدو آنزیم مختلف سـلولازي ( 
ند و ه قرار گرفتاسـتخراج پکتین از ضـایعات آب پرتقال مورد استفاد  

شرایط بهینه استخراج مورد بررسی قرار گرفت. پارامترهاي استخراج 
تا  5/2ها (سازي شدند. ابتدا غلظت آنزیمآنزیمی در چند مرحله بهینه

، نسبت pHنسـبت به وزن خشک نمونه) در شرایط ثابت دما،   20٪
1S/L سازي شد. سـاعت بهینه  3و  1:20، 5/4، 60ترتیب و زمان به

بود. یک گرم از نمونه پودر ضایعات  rpm 300دور همزن انکوباتور، 
افر لیتر بلیتر آب مقطر و یک میلیمیلی 19آب پرتقال آسیاب شده با 

طی فرآیند  pH(جهت جلوگیري از تغییرات  pH 5/4استات سدیم با 
میکرولیتر از هر کدام از  200تا  25اســتخراج) مخلوط شــد و مقادیر 

صورت جداگانه به محلول حاوي پودر ضایعات آب پرتقال ها بهآنزیم
نماید. اضـافه شـد. این آزمون غلظت بهینه هر آنزیم را مشخص می  

لیتر) در شرایط ثابت گرم بر میلی 1:50تا  1:10(از  S/Lسپس نسبت 
سازي شد. سـاعت بهینه  3و  5/4، 60ترتیب و زمانی به  pHدمایی،

ین آزمون، همان غلظت بهینه شده در غلظت آنزیم مورد استفاده در ا
ساعت) جهت  18تا  1آزمون قبل می باشد. در نهایت، زمان بهینه (

از پیش بهینه شده،  S/Lاسـتخراج پکتین در شرایط غلظت و نسبت  
مورد بررسی قرار گرفت تا زمانی که بیشترین بازده پکتین استخراج 

  شود، انتخاب گردد. می
  

  ه از روش اهمی استخراج پکتین با استفاد
متر)، دما ولت بر ســـانتی15-7اثر عوامل مختلف شـــیب ولتاژ (

دقیقــه) بر بــازده پکتین، درجــه  30-5درجــه) و زمــان ( 50-70(
استریفیکاسیون و میزان گالاکتورونیک اسید مورد بررسی قرار گرفت. 

pH  ــبت ــد.  1:20و  2ترتیب به S/Lمحلول و نسـ درنظر گرفته شـ
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ضایعات پرتقال در داخل سلول اهمی ریخته سـوسـپانسیون اسیدي   
شد و فرآیند اهمی اعمال شد. بهترین شرایط استخراج اهمی انتخاب 

. استخراج به روش 1شـد و با سایر روش ها مورد مقایسه قرار گرفت 
ــلول اهمی بـدون اعمال جریان الکتریکی     متـداول نیز در داخـل سـ

 صورت پذیرفت.
گرمایش اهمی و نحوه اتصال سـامانه مورد استفاده براي انجام  

نشان داده شده است. این  1صـورت شماتیک در شکل  اجزاء مدار به
، دماسنج، رایانه، 2هاي محفظه اهمی، پاورآنالایزرسامانه شامل قسمت

هاي رابط و سیرکولاتور ، سیم3ترازوي دیجیتالی، دستگاه تنظیم ولتاژ
  است.

  
  هاي فیزیکوشیمیایی  آزمون

  سازيو خالص استخراج پکتین
هاي ذکر شده، مخلوط داغ بعد از انجام فرآیند استخراج با روش

پودر ضـایعات تا دماي اتاق سرد شد و سپس با استفاده از سانتریفوژ  
دقیقه سانتریفوژ شد. سپس محلول  15به مدت   rpm 10000در دور 

به مدت  C  4°در دماي %96ستفاده از حجم دو برابر اتانول رویی با ا
ســاعت نگهداري شــد تا پکتین موجود در آن رســوب کند. پکتین  1

شــسـتشـو داده شــد تا    %96رسـوب داده شـده با اسـتفاده از اتانول    
ســاکاریدها و ترکیبات فنلی حذف هایی ازقبیل مونو و ديناخالصــی

تا رسیدن  C  60°شوند. پکتین حاصله در آون هواي خشک با دماي
شد و سپس توزین گردید. سـاعت) خشـک    16به وزن ثابت (حدود 

گرم  100) به صــورت گرم بر 1راندمان پکتین با اســتفاده از رابطه (
  ).Wai, Alkarkhi, & Easa, 2010ماده خشک گزارش شد (

  (وزن نمونه/ وزن پکتین)= درصد پکتین ×100)                      1(
  

  تعیین درجه استریفیکاسیون
ن با اســتفاده از روش  هاي پکتیدرجه اســتریفیکاســیون نمونه 

) با اندکی 2013تیتراسیون گزارش شده توسط سانتوس و همکاران (
گرم از  1/0. ابتدا )Santos et al., 2013(اصلاحات اندازه گیري شد 

لیتري منتقل شــد و با میلی 250نمونه پکتین خشــک شــده به ارلن 
مقطر  لیتر آبمیلی 40لیتر اتانول، مرطوب شده و میلی 1اسـتفاده از  

ــد. بعد از حدود  ــاعت همزدن مداوم و انحلال  10به آن افزوده ش س
حجمی) به نمونه اضافه شد و  وزنی/ %1قطره فنل فتالئین ( 2کامل، 

رنگ تیتر شد نرمال تا ظهور رنگ صورتی کم 1/0با استفاده از سود 
) ثبت شد. این حجم مصرفی سود، درواقع 1Vعنوان حجم اولیه (و به

میلی لیتر  10اسیدهاي کربوکسیلیک آزاد را خنثی نموده است. سپس 
دقیقه در  15نرمال به نمونه ها اضــافه شــد و به مدت  5/0از ســود 

                                                        
اهمی پرداخته شده و به علت محدودیت  در این مقاله تنها به شرایط بهینه  1

  صفحات مقاله از ذکر جزئیات اجتناب شده است.

همزده شـد تا عمل صـابونی کردن استرهاي پکتین    rpm  150دور
ــپس  ــید کلریدریک میلی 10انجام پذیرد. س نرمال به  5/0لیتر از اس

ها اضـافه شـد و عمل همزدن انجام گرفت تا سود مصرفی را   نمونه
 گنرمال تا ظهور رن 1/0خنثی سازد. درنهایت محلول نهایی با سود 

) ثبت گردید. با 2Vعنوان حجم ثانویه (صورتی کم رنگ تیتر شد و به
  ) درجه استریفیکاسیون نمونه ها محاسبه گردید:3استفاده از رابطه (

)2                                    (100× ))1V +2V/(2V) =(%(DE 
  

 تعیین میزان گالاکتورونیک اسید
) 1979ها مطابق روش اسکات (میزان گالاکتورونیک اسید نمونه

). ابتدا پکتین Scott, 1979گیري شـــد (با اندکی اصــلاحات اندازه 
شد. از آنجایی  عبور داده 60خشک شده پودر گردید و از الک با مش 

ــده تمایل به کلوخه ــتفاده از  که پکتین پودر ش ــدن دارد، با اس اي ش
به  %72 میلی لیتر اسیدسولفوریک 2اتانول مرطوب گردید. بعد از آن، 

ــد و در حمام آب گرم با دماينمونه ــافه ش درجه براي  C 50°ها اض
ها دقیقه جهت هضم پکتین حرارت داده شدند. سپس نمونه 10مدت 

لیتر رقیق شدند و بعد از آن میلی 100استفاده از آب مقطر تا حجم با 
نرمال رقیق شــدند تا متانول موجود در  5/0با ســود  1:1به نســبت 

ــترزدایی شــود.   لیتر از محلول تهیه شــده با میلی 125/0پکتین اس
اي مخلوط شد تا ایجاد در لوله شیشه NaCl 2%لیتر از میلی 125/0

لیتر از اســید میلی 2نثی به حداقل برســد. رنگ توســط قندهاي خ
) به محلول قبلی افزوده شد و همزدن صورت %96سولفوریک غلیظ (

 C 70°دقیقه در حمام آب گرم با دماي 10ها به مدت پذیرفت. نمونه
 1/0درجه قرار گرفتند و سـپس سـریعا تا دماي محیط سـرد شدند.    

 5و  3گرم از  1/0دي متیـل فنـل (   5و  3لیتر از معرف رنگی میلی
ــد) به محلول  میلی 100متیل فنل در دي ــتیک حل ش ــید اس لیتر اس

ــد و بعـد از همزدن بـه مـدت     دقیقه در دماي محیط  15افزوده شـ
ــد. جذب نمونه نانومتر  450و  400هاي ها در طول موجنگهداري ش

ها محاســبه گردید. جهت تهیه خوانده شــد و تفاضــل این طول موج
ــتـانـدارد   ــید (محلول ،منحنی اسـ  125-25هاي گالاکتورونیک اسـ

ها لیتر) استفاده شد. جذب خوانده شده براي نمونهمیکروگرم بر میلی
ضــرب گردید زیرا گالاکتورونیک اســید  12/1در ضــریب تصــحیح 

ــورت پلیبه ــت و جذب کمتري را  ص ــته اس مري در نمونه وجود داش
  هد.دنسبت به حالت مونومري (نمونه استاندارد) نتیجه می

  
  گیري خصوصیات امولسیفایري پکتیناندازه

 دالو وشر از استفاده با امولسیون پایداري و امولسیفایري فعالیت
جزئی  اعمال تغییرات ) با2007و یاپو و همکاران ( )1995( سیمونوا و

2 Power analyser 
3 Regulator voltage 
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 .)Yapo et al., 2007(شــد  گیريو در یک غلظت از پکتین، اندازه
هاي انتخابی پکتین (پکتین از نمونه %5/0منظور ابتدا محلول  بدین

بهینـه در روش گرمـایش اهمی، متــداول، آنزیم میکروبی و آنزیم   
ــلولاز  ــد. در ادامه Rohament)س  لیترمیلی 5 در آب مقطر تهیه ش

مخلوط گردید و  پکتین محلول لیترمیلی 5 آفتـابگردان بـا   روغن
 به هامیکروارگانیسم رشد از جلوگیري براي آزید سدیم درصد 02/0%
ها توسط نمونه بعد جهت تهیه امولسیون، مرحله در. شـد  اضـافه  آن

ــه مدت به rpm 10000دور با هموژنایزر . گردیدند مخلوط دقیقه س
لیتري میلی 15به لوله ســانتریفوژي  شــده ایجاد امولســیون ســپس

 فعالیت. شد سانتریفوژ g  527 در دور دقیقه مدت پنچ منتقل و براي
  شد.محاسبه  3معادله  به توجه با امولسیونی

)3  (                                     EA% =
ܸܮܧ

௏ܹ
× 100 

EA امولسیونی، فعالیت ELV و شده امولسیون لایه حجم VW 
   .باشدمی سامانه کل حجم

نمونه امولسیون  4، (ES)براي مطالعه ویژگی پایداري امولسیون 
ــمت براي هر کدام از غلظت یل ذهاي پکتین و به ترتیبی که در قس

ــپس نمونه  ــد، تهیه گردید. س  15هاي ســانتریفوژ ها به لولهذکر ش
عنوان تکرار) تا هـا (به لیتري منتقـل شـــدنـد. دو نمونـه از آن   میلی
 سانتریفوژ شد. g 527دقیقه با دور  5سرد شده و به مدت  C 4°دماي

 C 4°یادداشـــت گردید و در دماي i(ELV(حجم اولیه امولســـیون 
هاي تهیه شده به همان نگهداري شـد. دو نمونه دیگر از امولسـیون  

سانتریفوژ شد و پس از یادداشت حجم اولیه  C 25°ترتیب و در دماي
هاي یک و داري گردید. پس از دورهنگه C 25°امولسیون، در دماي

ترتیبی که گفته شــد، ســانتریفوژ شــده و ه بهها دوبارروزه، نمونه 30
ــیون بـاقی مانده   ــد. پایداري ، اندازهr(ELV(حجم امولسـ گیري شـ

  محاسبه گردید. 11-3امولسیون با استفاده از رابطه 
)4(  ES% =

ELV௜
ELV୰

× 100 
  

  
  بسته اهمی تصویر شماتیک مدار- 1شکل 

  
  تعیین گرانروي و رفتار رئولوژیکی عصاره ژل

پکتین بهینـه در روش  هـاي پکتین انتخـابی (  گرانروي محلول
) Rohamentگرمایش اهمی، متداول، آنزیم میکروبی و آنزیم سلولاز 

ریزي حجمی توســط ویســـکومتر قابل برنامه  وزنی/ ٪2در غلظت 
ــی   ,.LVDV-II Pro, Brookfield Engineering Inc(چرخشـ

USA با استفاده از اسپیندل (LV لیتر میلی 20گیري شد. حدود اندازه
و  2از هر نمونه داخل استوانه ویسکومتر ریخته شد و نرخ برشی بین 

                                                        
1 One Factor at a Time 

ــد. رفتار جریانی ثانیه برنامه 2بر ثانیه در بازه زمانی  100 ریزي شـ
  بررسی شد.  C 25°مايمحلول هاي تهیه شده در د

  
  هاتجزیه و تحلیل آماري داده

ها، زمان هاي مربوط به انتخاب غلظت هر کدام از آنزیمآزمایش
هاي مختلف و همچنین مقایسه نتایج روش S/Lو نسبت اسـتخراج  
انجام شــد و  1با اســتفاده از طرح یک فاکتور در یک زماناسـتخراج  
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ــه میانگین بـه  و آزمون چند  SPSS 21فزار اها از نرممنظور مقـایسـ
  اي دانکن استفاده گردید.دامنه

  نتایج و بحث
ــید)    ــتخراج آنزیمی (به علت عدم افزودن اس ــرایط ملایم اس ش
ــت و خوردگی    ــیدي را که آلودگی محیط زیس ــکلات فرایند اس مش

وش ها، رکند. استخراج پکتین توسط آنزیمتجهیزات است، حذف می
باشـــد شـــیمیایی متداول میجایگزین مناســـبی نســـبت به روش 

)Dominiak et al., 2014; ptichkina et al., 2008 گرچــه .(
هاي انتخابی، کارامد و ارزان هنوز محدود است. تحقیقات براي آنزیم

به همین خاطر در این تحقیق، کارایی چند آنزیم تجاري ســلولازي 
که فعالیت سلولازي بالایی جهت شکستن بافت سلول گیاهی دارند، 

 8، 2براي اسـتخراج پکتین مورد بررسـی قرار گرفت. مطابق شــکل   

طور جداگانه نسـبت به ماده خشک) به  %20-5/2غلظت از آنزیمها (
 S/Lنسبت  درجه، 60استفاده شد و فرآیند استخراج پکتین در دماي 

ساعت انجام پذیرفت. همانطور که در شکل مشاهده  3و زمان  1:20
داري بر راندمان استخراج پکتین ثیر معنیها تاشـود غلظت آنزیم می

ــت بـه  طور نزیم، بازده پکتین بهآاي که با افزایش غلظت گونـه داشـ
 %5 داري افزایش یافت و بیشـــترین شـــیب افزایش تا غلظتمعنی

، 2مشــاهده شــد و بعد از آن روند افزایش کندتر بود. مطابق شــکل 
و  Celluclastترتیب براي دو آنزیم بـه  %5/17و  15هـاي  غلظـت 

Rohament  ــد. به نظر جهت انجام مرحله بعدي آزمون انتخاب شـ
 5/17هاي رسد دلیل ثابت ماندن بازده استخراج پکتین در غلظتمی
هاي مازاد به ناکافی بودن سـوبسـترا و عدم دسترسی آنزیم   ،%20و 

  ). Jeong et al., 2014سوبسترا باشد (
  

 
 هاي مختلف بر بازده استخراج پکتین از ضایعات آب پرتقالتاثیر غلظت آنزیم -2شکل 

  
ــبت  ــتخراج به نس ــته بود. در مورد آنزیم  S/Lبازده اس نیز وابس

برابر با  S/L، بیشترین راندمان پکتین در نسبت Celluclastسلولاز 
 S/Lدر نسبت  Rohamentبدسـت آمد؛ اگرچه آنزیم سـلولاز    1:20

). 3بیشـــترین راندمان پکتین را موجب شـــد (شـــکل  1:40برابر با 
ترتیــب براي دو آنزیم بــه 1:40و  S/L 1:20بنــابراین نســـبــت 

Celluclast  وRohament  جهت انجام مرحله بعدي آزمون انتخاب
ــد. ویکیرا و همکـاران (  ــه آنزیم 2015شـ ) مشـــاهده کردند که سـ

Celluclast ،Econase  وViscoferm هاي در نســبتS/L 1:20  ،
موجب اسـتخراج بیشـترین میزان پکتین از تفاله سیب    1:10و  1:10

رسـد ساختار و ترکیب  ). به نظر میWikiera et al., 2015شـدند ( 
  رند.اسوبسترا و همچنین نوع آنزیم تاثیر بسزایی در بازده استخراج د

، نتایج تاثیر زمان بر بازده پکتین اســـتخراجی 4مطابق شـــکل 
ــاعت، بازده  3حاکی از آن بود که با افزایش زمان اســـتخراج تا  سـ

افزایش یـافـت و پس از آن ثـابـت مـاند. براي برهمکنش آنزیم و      
سوبسترا، زمانی مورد نیار است تا آنزیم بتواند دیواره سلولی را تجزیه 

). اگرچه جونگ و Liew et al., 2015آزاد نماید (کرده و پکتین را 
) مشاهده کردند 2015) و همچنین لیو و همکاران (2014همکاران (

  که با افزایش زمان استخراج، بازده افزایش پیدا کرد.
گرچه بازده پکتین اسـتخراجی با آنزیم میکروبی خیلی بیشتر از  

خیلی  Celluclastآنزیم سـلوکلاست بود اما فعالیت سلولازي آنزیم  
واحد به  22واحد به ازاي گرم) از سلولاز آنزیم میکروبی ( 700بیشتر (

رســد ازاي گرم) بود (نتایج نشــان داده نشــده اســت). لذا به نظر می
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ــلولاز در کمپلکس آنزیم میکروبی وجود آنزیم هاي دیگري غیر از س
اند. گرچه قســمت عمده اند و به اســتخراج پکتین کمک کردهداشــته

سـلولز تشکیل شده است اما  دیواره سـلولی گیاهان از سـلولز و همی  
ل وجود ها نیز در ساختار سلوترکیباتی نظیر کربوهیدرات ها و پروتئین

). بـرخـی از مـحـققین     McCann and Roberts, 1991دارنــد (
)Zykwinska et al., 2009; Liu et al., 2015 گزارش کردند که (

-کننـده کمپلکس پروتئین هـاي تخریـب  هـاي زایلانـاز، آنزیم  آنزیم
کننـده پروتئین و پروتوپکتینـازهــا   هـاي تجزیـه  کربوهیـدرات، آنزیم 

توانند به استخراج پکتین از دیواره سلولی کمک نمایند و در جهت می
ــتی با آنزیم ــلولاز و زایلاناز عمل کنند. جئونک و ســینرژیس هاي س

 Alcalaseنزیم هاي مختلف آ) تاثیر مخلوط نسبت2014همکاران (
رات) با کربوهید -عنوان آنزیم تخریـب کننده کمپلکس پروتئین (بـه 

کننده برخی از پیوندهاي عنوان آنزیم تجزیـه (بـه  Celluclastآنزیم 
یستی کار بردند و تاثیر سینرژهکربوهیدرات) را براي استخراج پکتین ب

  مخلوط دو آنزیم را بر استخراج تایید کردند. 

 

 
  هاي مختلف تاثیر نسبت ماده جامد به حلال بر بازده پکتین استخراجی از ضایعات آب پرتقال با استفاده از آنزیم -3شکل 

  

  
  هاي مختلفاستفاده از آنزیمتاثیر زمان استخراج بر بازده پکتین استخراجی از ضایعات آب پرتقال با  -4شکل

  
 هاي استخراج پکتینمقایسه روش

بهترین شرایط استخراج پکتین به روش اهمی شامل شیب ولتاژ 
هاي دقیقه بود (داده 30درجه و زمان  90متر، دماي ولت بر سانتی 15

عنوان هتداول (باند). بنابراین شرایط استخراج مسازي ذکر نشدهبهینه
کنترل) نیز همانند شرایط بهینه اهمی (بدون اعمال جریان الکتریکی) 

داري طور معنیانجام شــد. نتایج حاکی از آن بود که روش اهمی به 
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ده رسد که علت افزایش بازنظر میموجب افزایش بازده پکتین شد. به
 روي در روش اهمی، سـازوکار الکتروپوراسـیون (منافذ ایجاد شده بر  

 & ,Cho, Yousefغشـا به خاطر جریان الکتریکی متناوب) باشد ( 
Sastry, 1996 .(de Oliveira ) گزارش کردند 2015و همکاران (

 100و  50درجه و ولتاژ  45کـه میـدان الکتریکی ملایم (در دمـاي    
ــبــت بــه روش متــداول  ولــت) موجــب افزایش بــازده پکتین نسـ

هده کردند که بازده رنگدانه ) مشا2015همکاران ( و  Loypimai.شد
طبیعی سـبوس برنج سـیاه با اسـتفاده از روش اهمی بیشتر از روش    
اســتفاده از بخار بود زیرا شــکســت و نفوذپذیري غشــاي ســلولی و  
درنتیجه انتشار رنگدانه از سراسر غشا به علت اعمال جریان الکتریکی 

 .افزایش یافت
در  Celluclastسلولاز بازده استخراج پکتین با استفاده از آنزیم 

ــرایط بهینـه (  صـــورت قـابل توجهی کمتر از آنزیم  ) بـه %93/5شـ
Rohament )8/10% .بود (Wikiera  ) فعـالیت  2015و همکـاران (

تواند پکتینازي را در آنزیم تجاري سلوکلاست گزارش کردند که می
ــود.موجب ک ــتفاده از   اهش بازده ش ــت آمده با اس بازده پکتین بدس

داري طور معنی) نیز به%53/13) و متداول (%33/14اهمی (هاي روش
بود. بنابراین روش نوین گرمایش اهمی  Rohamentبیشتر از آنزیم 

(که در شـرایط اسـیدي انجام شـد) توانایی بیشـتري براي استخراج     
) 2015و همکاران (  Wikieraپکتین از ضایعات پرتقال داشت. نتایج

راجی توسط آنزیم با روش متداول جهت مقایسـه بازده پکتین اسـتخ  
برابر  S/Lساعت در نسبت  3و زمان  2برابر با  pHدرجه،  85(دماي 

نیز بیانگر آن بود که در شرایط بهینه استخراج، بازده پکتین  )1:20با 
ــتخراجی دو آنزیم  ، 95/18به ترتیب  Viscofermو  Celluclastاس

ــیدي (  78/17% ــتر از روش متداول اسـ ) بود %52/14بود کـه بیشـ
)Wikiera et al., 2015ها همچنین دریافتند که بازده بیشــتر ). آن

ــلولاز، زایلاناز و ماناز  این دو آنزیم مربوط به فعالیت خیلی بالاي س
و   Zykwinskaبود اگرچــه فعــالیــت پکتینــازي خیلی پــایین بود.

) گزارش کردند که محلول هاي آنزیمی که داراي 2009همکـاران ( 
فعالیت سلولازي یا زایلانازي هستند، احتمال بیشتري براي بیشترین 

  .آزادسازي پکتین از باقی مانده سلول هاي گاهی را دارند
ــه بازده پکتین هاي به ــت آمده حاکی از آن بود که مقایسـ دسـ

توانایی روش اسیدي (متداول و اهمی) براي استخراج پکتین، بیشتر 
) و دومینیاك 1394ودادي ( هاي آنزیمی بود که مطابق نتایجاز روش

) بود. 2015) و مخالف نتایج ویکیرا و همکاران (2014و همکـاران ( 
این نتایج می تواند ناشـی از شـرایط استخراج متفاوت (دما، زمان و   

pH  سیب و ...) و همچنین منبع متفاوت (پوسـت پرتقال،  )اسـتخراج
  ). Voragen et al., 1995باشد (

ــتخراجی از نوع پکتین با پکتین، همه 1مطـابق جدول   هاي اسـ
جی هاي استخرادرجه استري بالا بودند. همچنین درجه استري پکتین

ــتند  داري باهاي اهمی و متداول تفاوت معنیبا روش همدیگر نداشـ
 هاي آنزیمیهاي استخراجی با روشداري از پکتینطور معنیولی به

ترازي فعالیت پکتین متیل استوان به بیشتر بودند. علت این امر را می
- Deهاي استري (ها نسبت داد که موجب جدا کردن گروهدر آنزیم

esterificationــده ــید   ) از پکتین شـ انـد. میزان گـالاکتورونیک اسـ
ــتخراجی بــا روشپکتین هــاي اهمی و متــداول و آنزیم هــاي اسـ

Rohament ــتنــد اگرچــه  داري بــاتفــاوت معنی یکــدیگر نــداشـ
کمتر از  Cellucclastاسید پکتین استخراجی با آنزیم گالاکتورونیک 

ــایرین بود کـه علـت آن را می   توان توانـایی اندك این آنزیم در  سـ
استخراج پکتین دانست. بنابراین بیشترین کمیت و کیفیت پکتین در 
روش نوین گرمـایش اهمی و کمترین کمیــت و کیفیـت پکتین بــا   

  اصل شد.ح Celluclastاستفاده از آنزیم 
 

 درجه استري و میزان گالاکتورونیک اسید پکتین مقایسه تاثیر روش هاي مختلف استخراج بر بازده، -1جدول 
میزان گالاکتورونیک 

 (%) اسید 
 درجه استري

(%) 
گرم ماده  100(گرم به ازاي راندمان 

  روش استخراجی  خشک)

72/70 + 4/55 a 74/62 + 2/66 a 14/33 + 0/26 ab ) دقیقه) 30درجه و  90ولت بر سانتی متر،  15روش گرمایش اهمی 
70/59 + 3/62 a 77/78 + 2/66 a 13/53 + 0/21 a ) دقیقه) 30درجه و  90روش گرمایش متداول 
70/43 + 2/71 a 72/35 + 1/70 b 10/85 + 0/95 c  روش آنزیمی (آنزیم سلولازRohament(  
59/86 + 2/62b 66/21 + 1/98 c 5/93 + 0/17 d  روش آنزیمی (آنزیم سلولازCelluclast( 

  
  فعالیت امولسیفایري و پایداري امولسیون

تخراجی هاي اسفعالیت امولسیفایري و پایداري امولسیون پکتین
درجه و  90هاي اهمی و متداول در شـــرایط بهینه (دماي بـه روش 

پکتین بررســی شــد. پس از   %5/0دقیقه) با تهیه محلول  30زمان 
ها، سه فاز شامل فاز روغن در قسمت بالا، فاز سـانتریفوژ امولسیون 

آبی در کف و فاز امولسیون بین دو فاز مذکور مشاهده شد. فاز روغنی 

ــماره  ــیار ناچیز بود. همانطور که در جدول ش ــاهده  2روغنی بس مش
ا هاي پکتین استخراجی بلسـیفایري امولسـیون  شـود، فعالیت امو می

 77/3و  47/65± 47/3ترتیــب هــاي اهمی و متــداول بــهروش
ــان پکتین  ±18/67% ــیفایري یکسـ بود که حاکی از فعالیت امولسـ

اسـتخراجی با این دو روش است. پکتین استخراجی با روش آنزیمی  
ــد آنزیمنظر میفـاقد فعالیت امولســـیفایري بود و به   ها در عینرسـ
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استخراج پکتین، موجب شکستن و تجزیه نسبی آن شده اند. حسینی 
) فعالیت امولسیفایري 2007( و همکاران Yapo) و 2016و همکاران (

ــتخراجی از پـالـپ چغندرقند و نارنج را به   و  7/40ترتیب پکتین اسـ
بنابراین پکتین اسـتخراجی از ضایعات پوست  کردند. گزارش  1/47%

وش هاي متداول و اهمی، فعالیت امولسـیفایري بیشتري  پرتقال با ر
، پایداري 2اند. مطابق جدول نسبت به پکتین چغندرقند و نارنج داشته

هاي اهمی و متداول در ونی هر دو پکتین استخراجی با روشامولسـی 
بود. بنابراین هر دو پکتین  %90هر دو دماي محیط و یخچال بیش از 

 نسـبت به پکتین استخراجی از پوست  پایداري امولسـیونی بیشـتري  
ــینی و همکاران %62) و چغندرقند (%89نـارنج (  ــط حسـ ) که توسـ

 .) گزارش شــده اســت، دارند 2001و همکاران ( Huang) و 2016(
گیري کرد که پکتین اسـتخراجی از ضــایعات  توان نتیجهبنابراین می

ــتفاده از دو روش اهمی و متداول    ــرایط اســیدي با اس پرتقال در ش
هاي روغن در آب را دارا هستند توانایی تولید و پایدارسازي امولسیون

ــتخراجی با روش آنزیمی فاقد چنین ویژگی اي درحالی که پکتین اس
  باشد. می

 
 مقایسه فعالیت و پایداري امولسیفایري پکتین استخراجی با روش هاي مختلف  -2جدول 

  پایداري امولسیفایري  فعالیت امولسیفایري  خصوصیت
  30  1    داري (روز)زمان نگه

 25 4 25 4 25  گراد)دما (درجه سانتی
 3/47a 96/35 + 1 /27  93/18 + 0/46 94/50 + 0/52 91/88+ 1/37 + 65/47  روش استخراج متداول
 a 97 + 0/32 95/06 + 1/84 97+ 0/63 94/87+ 1/59 3/77 + 67/18  روش استخراج اهمی

 - - - - عدم فعالیت  )Rohamentروش استخراج آنزیمی (آنزیم 
  
  گیري گرانروي پکتیناندازه

ــتخراجی به روشگرانروي و رفتـار جریانی پکتین  هاي هاي اسـ
دقیقه) و  30درجه و زمان  90اهمی و متداول در شرایط بهینه (دماي 

هاي استخراجی با روش آنزیمی در شرایط بهینه (آنزیم سلولاز پکتین
Rohament CL  نسبت %5/17در غلظت ،S/L  و زمان  1:40برابر با

هیه ) با تآســـپرژیلوس نایجرســـاعت و کمپلکس آنزیم میکروبی  3
 درجه بررسی شد. 25پکتین در دماي  %2محلول 

 هايکتینشود رفتار محلول پمشاهده می 5همانطور که در شکل 
ــتفـاده از روش   ــتخراجی بـا اسـ هاي اهمی و متداول، متفاوت از اسـ

هاي پکتین %2ها بود. در غلظت هاي اسـتخراجی توسط آنزیم پکتین
ــتخراجی با روش هاي آنزیمی، محلول پکتین رفتار نیوتنی از خود اس

ــی، گرانروي ثابت می  ــان داد که با افزایش نرخ برش ماند. اما در نش
هاي اهمی و متداول، رفتار هاي استخراجی با روشینپکت %2غلظت 

تغییر  شونده با برش یا شبه پلاستیکمحلول پکتین از نیوتنی به نرم
پیدا کرد و با افزایش نرخ برشــی، گرانروي کاهش یافت که مشــابه 

) ویژگی 2014) بود. چن و همکاران (2014نتـایج چن و همکـاران (  
ــتخراجی از را  Abelmoschus esculentusهاي رئولوژي پکتین اس

مورد مطـالعه قرار دادند و بیان کردند که پکتین تهیه شـــده از این  
محصول در غلظت کم داراي رفتار جریانی نیوتنی است و با افزایش 

ــتیک تغییر می ــبه پلاسـ ر واقع کند. دغلظت، رفتار از نیوتنی به شـ
شا این منگرانروي علاوه بر غلظت، به سرعت برشی نیز وابسته بود. 

رفتار شــبه پلاســتیک آن اســت که تنش برشــی موجب شــکســتن 
گه مرهاي زیستی را کنار هم نهاي فیزیکی ضعیف که پلیاینترکشن

هاي کم، . در تنش برشیMcClements, 2004)شود (دارد، میمی

هاي مولکولی وجود ندارد و بنابراین زمـان کـافی براي این پـدیـده    
  نسبتا بالا است. گرانروي محلول پلیمر زیستی

ــکل  ــتخراجی به ، گرانروي ظاهري پکتین5مطابق شـ هاي اسـ
هاي استخراجی به روش اسیدي روش آنزیمی بسـیار کمتر از پکتین 

واند موجب ت(متداول و اهمی) بود. تغییرات شیمیایی در پکتین نیز می
ــود (ایجاد اثرات متفاوتی بر ویژگی  Liang etهاي عملکردي آن ش

al., 2015.( ) بیان کردند که گرانروي بالاتر 2016وانگ و همکاران (
پکتین اسـتخراجی از پوست انبه با استفاده از روش متداول نسبت به  

و  باشـــدروش فراصـــوت، مربوط به وزن مولکولی بالاتر پکتین می
ــط دو عامل وزن مولکولی و  نتیجه گرفتند که گرانروي پکتین توسـ

هر دو  گیرد وتحت تاثیر قرار می همچنین میزان گالاکتورونیک اسید
  عامل، اثر مثبتی بر گرانروي محلول دارند. 

  
  گیري نتیجه

نتایج این تحقیق حاکی از آن بود که غلظت آنزیم، نسبت ماده 
و  داري با بازده پکتین داشتندجامد به حلال و زمان فرآیند تاثیر معنی

افزایش هر ســه متغیر ابتدا موجب افزایش بازده شــد و ســپس اثر   
ــلولاز معنی ــت. اگرچه آنزیم س طور به Rohamentداري بر آن نداش
 Celluclastداري موجب افزایش بازده پکتین نســبت به آنزیم معنی

. هاي اســتخراج اســیدي کمتر بودشــد اما بازده آن نســبت به روش
ــتخراج    ــیدي موجب اس ــرایط اس اعمال فرآیند گرمایش اهمی در ش
ــد و بعد از آن روش    ــایعات پرتقال ش ــترین میزان پکتین از ض بیش

 دســت داد. پکتین اســتخراجی ازهمتداول بیشــترین بازده پکتین را ب
ضــایعات پرتقال در شــرایط اســیدي با اســتفاده از دو روش اهمی و 
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هاي روغن در آب را دارا رسازي امولسیونمتداول توانایی تولید و پایدا
ــیار بالایی را ایجاد کردند درحالی که پکتین   بودنـد و گرانروي بسـ

ــتخراجی با روش آنزیمی فاقد چنین ویژگی  هایی بودند. بنابرایناسـ

ــیدي موجب    روش نوین گرمـایش اهمی و حتی روش متـداول اسـ
ــبت به روش  ــتخراج پکتین بـا کمیت و کیفیت بهتري نسـ هاي اسـ

  .آنزیمی شدند
 

  
  %2و  5/0هاي هاي مختلف در غلظتهاي استخراجی در شرایط بهینه با استفاده از روشرفتار جریانی پکتین -5شکل 
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1Introduction: Ohmic heating or direct resistance heating is one of the several electromagnetic based methods, 

occurs when alternating electrical current is passed through a conductive material, with the primary purpose of 
heating it due to the electrical resistance of the foods. There are many applications that can use ohmic treatment 
technology, such as blanching, evaporation, dehydration, fermentation, extraction, sterilization and pasteurization 
of foods (Saberian et al. 2015; Assiry et al. 2010). Pectins are complex heteropolysaccharides, consisting of α-1, 
4-linked D-galacturonic acid units and interrupted by L-rhamnose residues with side chains of neutral sugars, 
mainly L-rhamnose, L-arabinose and D-galactose. In the industrial extraction process, pectin is usually extracted 
from waste plant material such as citrus peels, apple pomace, sugar beet pulp and sunflower head using hot water 
(60–100°C) acidified with a mineral acid (such as sulfuric, phosphoric, nitric, hydrochloric) or organic acid 
(especially citric acid) within the pH of 1.5–3 for 0.5–6 h. The aim of this study was to explore the effect of 
enzymatic extraction on the yield and quality properties (degree of esterification, Galacturonic acid, emulsifying 
properties and viscosity) of the pectin, and to compare this pectin with the pectins extracted by ohmic and 
conventional methods. Finally, the best extraction method was selected.   

 
Materials and Methods: Extraction of pectin was done with the assistance of an ohmic heating system at 

working frequency of 50 Hz under different parameters including voltage gradient (7-15 V/cm), temperature (50-
90°C), and time (5-30 min). Then, the effect of enzyme dose (0-20% v/w) of Celluclast and Rohament CL, 
solid/liquid ratio (S/L ratio) (1:10 to 1:50 g/ml) and extraction time (1-18 h) on the yield of the extracted pectin 
from orange waste was investigated. 

After the time of extraction (enzymatically, ohmically or conventionally), the sample was cooled to room 
temperature and centrifuged (10000 rpm, 15 min), and the supernatant was precipitated with two volumes of 96% 
(v/v) ethanol at 4 °C for 1 h. The precipitated pectin mass was washed twice with 96% ethanol in order to remove 
impurities. The pectin was dried in a forced circulation oven at 55°C until a constant weight (14 h). 

Galacturonic acid content was determined according to Scott (1979) with some modifications. The degree of 
esterification (DE) of pectin samples was determined by titrimetric method according to Santos et al. (2013).  

Emulsifying activity and emulsion stability were measured according to the method described by Yapo et al. 
(2007). 

The viscosity and the flow behavior of the selected pectin solutions (2%, w/v) extracted conventionally and 
ohmically at 90°C for 30 min (the optimum extraction condition) and the highest pectins extracted enzymatically, 
were measured at 25°C. 

Pectin powder samples were mixed with KBr and pressed into KBr pellets before FTIR analysis. PerkinElmer 
FTIR spectra (PerkinElmer, Frontier model, USA) was applied at the transmission mode in the frequency range of 
4000–400 cm-1 at a resolution of 1 cm-1. 

Results were analyzed by analysis of variance (ANOVA) using SPSS 19 statistical software and the Duncan’s 
test with 95% confidence interval was used to compare the means of the tests. The results which were presented 
in this research, have been obtained from the average values of the minimal two replicate experiments. 

 
Results and Discussion: first, the effect of enzyme dose, solid/liquid ratio (S/L ratio) and time of extraction 

on the yield of the extracted pectin from orange waste by using Celluclast and Rohament CL enzymes was studied. 
Then, the yield, of esterification, galacturonic acid, emulsifying properties and viscosity behavior of the pectins 
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extracted in the optimum condition by enzymes were compared to the extracted pectins by ohmic and conventional 
methods. Results indicated that the highest yield of pectin was obtained by using Celluclast and Rohament CL 
enzymes at enzyme doses of 15 and 17.5%, S/L ratio of 1:20 and 1:40 (g/ml) and time of 3 h for both, which were 
5.92 and 10.70 %, respectively. The highest yield of pectin by ohmic heating was obtained at the voltage gradient 
of 15 v/cm, the temperature of 90°C during 30 min (14.33%), which was higher than the amount obtained by 
conventional method (13.53%) may be due to the electroporation (disruptive pores which were made on the cell 
membrane by the electric field) (Cho et al., 1996). de Oliveira et al. (2015) reported that the moderate electric field 
(at 45°C, 50 and 100 V) extracted the pectin significantly (p < 0.05) more than the conventional extraction. The 
emulsifying activity of the extracted pectins by ohmic and conventional methods were 65.47 and 67.18%, 
respectively, although the pectins extracted by enzymatic method had not any emulsifying activity. It seems that 
during the pectin extraction, enzymes hydrolyzate the pectins. The viscosity of the pectins extracted by ohmic and 
conventional methods at the concentration of 2% was higher than those obtained from the enzymatic method. 
Therefore, pectin extracted by ohmic and conventional methods had the highest yield, emulsifying properties, and 
viscosity. 
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