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روش سـطح  کار گرفتـه شـد و از   توت بهتین از تفاله شاهمنظور جداسازي پک) بهUAEکمک امواج اولتراسوند (در این پژوهش تکنیک استخراج به
سـطح شـامل نقـاط     3متغیر مستقل هـر یـک در    3ها در قالب طرح مرکب مرکزي با سازي شرایط استخراج استفاده شد. آزمایشمنظور بهینهپاسخ به

) و نسبت حلال به 40-100دقیقه)، شدت صوت (% 20-60(ریزي شدند. متغیرهاي مستقل فرآیند شامل زمان استخراج فاکتوریل، محوري و مرکزي پایه
لیتر بر گرم) بودند که تاثیر آنها بر روي راندمان استخراج، درجه استري شدن و محتواي گالاکتورونیک اسید پکتین مورد ارزیابی میلی 1:15-1:30نمونه (

یر شرایط استخراج قرار گرفت و با افزایش هر سه پارامتر مورد بررسـی  صورت خطی تحت تاثقرار گرفت. براساس نتایج بدست آمده، راندمان پکتین به
 04/51سازي عددي تعیین شد عبارت بودند از: مدت زمان ). شرایط بهینه استخراج که با روش بهینهP>0001/0داري افزایش پیدا کرد (صورت معنیبه

 محتـواي  و شـدن  اسـتري  شرایط بهینه مقادیر راندمان، درجه لیتر. تحتبر میلی گرم 1:30و نسبت حلال به نمونه درصد  100دقیقه، شدت اولتراسوند 
داري بین مقادیر بدست بینی شد که با آزمایشات تاییدي انجام شده اختلاف معنیپیش %46/25و  %11/56 ،%39/7ترتیب  اسید پکتین به گالاکتورونیک

شوندگی با برش از خود توت در آزمایش رئولوژیک رفتار ویسکوالاستیک و رقیقن تفاله شاهپکتی بینی شده توسط مدل مشاهده نشد.آمده و مقادیر پیش
 بدست آمد. kDa 03/50نشان داد و همچنین وزن مولکولی متوسط آن که براساس ویسکوزیته ذاتی تعیین شد، 
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   1  مقدمه

ساکاریدي است کـه در دیـواره سـلولی نخسـتین     پکتین هتروپلی
شـود و نقـش مهمـی را    گیاهان و در بخش لاملاي میانی یافت می

کنـد. پکتـین عمـدتا از واحـدهاي دي     عنوان ماده سیمانی ایفا میبه
گالاکتورونیک اسید تشکیل شده است که با پیونـدهاي گلیکوزیـدي   

4→1-α دهنـد،  صل شده و تشکیل یک زنجیره خطی مـی مت همبه
هاي جانبی قنـدهاي خنثـی دیگـري    که به این زنجیره خطی زنجیره

 Liuگالاکتوز متصل شده است (-آرابینوز و دي-رامنوز، ال-مانند ال
et al., 2010 ــی از گــروه ــدهاي   ). برخ ــاي کربوکســیلی واح ه

د. نسـبت  گالاکتورونیک اسید ممکن است با متانول استري شده باشن
هـاي کربوکسـیلی را   هاي کربوکسیلی استري شده به کل گروهگروه
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نامنـد کـه نقـش مهمـی در خـواص      ) مـی DEدرجه استري شـدن ( 
کنندگی پکتین دارد. بسته به درجه استري شدن پکتین تجاري  به ژل

 50) و متوکسیل پایین (%< DE 50دو گروه اصلی متوکسیل بالا (%
< DE (شـود  بنـدي مـی  ) طبقـهThakur et al., 1997  در صـنایع .(

کننـده شـناخته شـده    ايعنوان یک عامل ژلـه غذایی پکتین اصولا به
ا، ه ـهـا، عصـاره میـوه   است و کاربرد وسیعی در تولیـد مرباهـا و ژلـه   

هاي نانوایی دارد. کاربرد عمده دیگر پکتین، براي ها و پرکنندهشیرینی
 Willats etغ است (پایدارسازي محصولات شیري اسیدي شده و دو

al., 2006    امروزه در مقیاس صنعتی عمدتا از پوسـت مرکبـات یـا .(
هاي فرآوردهشود که هر دو گوشت سیب براي تولید پکتین استفاده می

 ,.Kumar Shaha et alها هسـتند ( جانبی تولید عصاره از این میوه
ف در هایی با قابلیتهاي مختل). تقاضاي فزآینده صنعت به پکتین2013

هاي متفاوت یا اي کردن یا پایدارسازي محصولات، نیاز به پکتینژله
 ,.Rosenbohm et alمشتقات متناسـب آن را افـزایش داده اسـت (   

2003  .(  
 زیـادي  مقـادیر  توت، خانواده هايمیوه از عصاره تولید در فرآیند

 کـه  شـود مـی  تولیـد  جانبی محصول عنوانبه) تفاله( پرس باقیمانده
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 اسـت  ارزش بـا  ترکیبـات  و سـازنده  اجزاء مغذي، ماده چندین حاوي
)Landbo & Meyer. 2001, Hilz et al., 2005 .( میـزان  اگرچـه 

 تـا  پکتـین  از غنـی  هـاي میـوه  دیگر با مقایسه در هاتفاله این پکتین
 مناسـب  پکتـین  اسـتخراج  براي وجود این با ولی است کمتر حدودي
) Morus nigra. Lتوت (شاه). Belafi-Bako et al., 2012( هستند

صورت عمده براي تولید مارمالاد، آب و نوشیدنی اي است که بهمیوه
صـورت میـوه منجمـد در    هاي طبیعی و نیـز بـه  توت، رنگالکلی شاه

). میـوه  2011شود (حجت پناه و همکـاران،  سازي استفاده میبستنی
سـاد و  خاطر ساختار ظریـف، حساسـیت نسـبت بـه ف    توت بهتازه شاه

ماه در شرایط محیطی و پس از  2پایداري کم آن در شرایط انبارمانی (
)، بـه  2011هفته در یخچال، حجت پناه و همکاران،  6آن حداکثر تا 
سازي شده و به همـین دلیـل معمـولا بـه ژلـه یـا آب       ندرت تجاري

  ). Perez-Gregorio et al., 2011شود (توت فرآوري میشاه
تخراج در مقیاس صنعتی، پکتـین بـا آب داغ   در فرآیند مرسوم اس

)C°	100-60(	ماننـد سـولفوریک،     با اسیدي شده) یک اسید معـدنی
آن بـه   pH کهفسفریک، نیتریک، هیدروکلریک، و یا سیتریک اسید) 

شود. ساعت استخراج می 6تا  5/0رسانده شده است در مدت  3-3/1
، پکتـین  دهـی در ایـن روش  طـولانی حـرارت   به دلیل زمـان نسـبتا  

تواند شود که این خود میاستخراج شده دستخوش تخریب حرارتی می
منجر به تغییرات نامطلوب در خواص فیزیکوشیمیایی و عملکردي آن 

)، لـذا روش مرسـوم اسـتخراج چـه از     Koubala et al., 2008شود (
 ,.Liu et alلحاظ کمیت و چه کیفیت پکتین حاصل مطلوب نیست (

از جملـه اسـتخراج    هاي جدید استخراجروش ي ازتعداد	اخیرا). 2006
)، SFE)، استخراج با سیال فوق بحرانـی ( UAEکمک اولتراسوند (به

) و اسـتخراج تسـریع شـده بـا     MAE( استخراج به کمک مـایکروویو 
هـاي سـازگارتر بـا محـیط زیسـت و      عنوان تکنیک) بهASEحلال (

هاي گیاهی، بافت کارآمدتر براي افزایش بازیافت ترکیبات با ارزش از
اسـتخراج  ). Prakash Maran & Prya, 2015(اند توسعه داده شده

کمک اولتراسوند فرآیندي است که در آن از امواج صوتی با فرکانس به
ها بـراي اسـتخراج ترکیبـات هـدف از     کیلوهرتز و حلال 20بالاتر از 

این شود. اثرات مفید استخراج با هاي گیاهی مختلف استفاده میبافت
روش به کاویتاسیون صوتی نسبت داده شده اسـت کـه بـا شکسـتن     

هاي سلولی باعث نفوذ بیشتر حلال بـه درون بافـت گیـاهی و    دیواره
ــلال      ــرون (ح ــه بی ــلول ب ــات درون س ــازي محتوی ــا آزادس متعاقب

از آنجاییکه استخراج ). Toma et al., 2001شود (کننده) میاستخراج
ي و حـلال کمتـري دارد و رانـدمان    کمک اولتراسوند مصرف انـرژ به

کنـد، لـذا   استخراج بیشتر و سطح خودکارسازي بالاتري را ایجاد مـی 
 Ying etنسبت به روش مرسوم استخراج با حلال قابل ترجیح است (

al., 2011     علاوه بر این به دلیل آنکـه اسـتخراج بـا ایـن روش در .(
 ـ تري انجام میدرجه حرارت پایین ات ناپایـدار در  شود لذا بـراي ترکیب
). علارغـم آنکـه روش   Wu et al., 2001تر است (مقابل دما مناسب

اي براي استخراج ترکیبات طور گستردهبهکمک اولتراسوند بهاستخراج 
کار برده شده هاي گیاهی مورد مطالعه قرار گرفته و بهمختلف از بافت

ده بـر  است، با این حال تمرکز تعداد کمی از این مطالعات منتشـر ش ـ 
 Panchev et al., 1988; Bagherianاستخراج پکتین بوده اسـت ( 

et al., 2011; Minjares-Fuentes et al., 2014; Xu et al., 
2014; Wang et al., 2015; Chen et al., 2015  این محققـان .(

عنوان مزیت افزایش راندمان پکتین و نیز کاهش زمان استخراج را به
انـد.  سه با روش مرسوم استخراج ذکـر کـرده  اصلی این روش در مقای

) گـزارش کردنـد کـه اسـتخراج     Wang et al., 2015براي نمونـه ( 
کمـک اولتراسـوند در مقایسـه بـا روش مرسـوم، رانـدمان پکتـین        به

افـزایش و   %34/16فروت را به میزان استحصال شده از پوست گریپ
 %78/37و  C° 3/13درجه حـرارت و زمـان اسـتخراج را بـه ترتیـب      

کــاهش داد. بــا ایــن وجــود، پکتــین اســتخراج شــده بــا ایــن روش  
ویسکوزیته، وزن مولکولی و درجه استري شدن کمتـر امـا خلـوص و    

  درجه انشعاب بیشتري را در مقایسه با روش مرسوم نشان داد. 
) RSMنیز از روش سطح پاسخ () 2015و همکاران ( Chenاخیرا 

ساکاریدهاي یدهاي خام (کل پلیساکارسازي استخراج پلیبراي بهینه
کمک اولتراسوند از پـودر  بهاستخراج شده و رسوب داده شده با الکل) 

انـد. لـیکن ایـن محققـان تـاثیر شـرایط       توت استفاده کـرده میوه شاه
استخراج را بر روي درجه استري شدن و محتواي گالاکتورونیک اسید 

تغیـر وابسـته   سـازي را تنهـا براسـاس یـک م    بررسی نکردند و بهینه
(راندمان) انجام دادند. لذا در این پژوهش برآن شدیم تا تاثیر شـرایط  

کمک امواج اولتراسوند (یعنی زمان استخراج، شدت صوت، بهاستخراج 
و نسبت حلال به نمونه) را بر روي راندمان، درجـه اسـتري شـدن و    

تـوت  محتواي گالاکتورونیک اسید پکتین استحصال شده از تفاله شاه
سازي کنیم. براي این منظور از روش سطح پاسـخ بـا   ارزیابی و بهینه

برداري از یک ) براي برازش دادن و بهرهCCDطرح مرکب مرکزي (
خـوبی  مدل ریاضیاتی که بتواند رابطه بین متغیرها و هر پاسـخ را بـه  

نمایش دهد، استفاده شد. در کنار این، وزن مولکولی متوسط و خواص 
گیري و مورد هاي استخراج شده نیز اندازهاي از پکتینرئولوژیک نمونه

 ارزیابی قرار گرفت. 
  
 هاروش و مواد

   توتپودر تفاله شاه
 بـازار  یـک  در فصـل تابسـتان از   وتتکیلوگرم میوه تازه شاه 20
 یـک  با استفاده از بلافاصله هامیوه .شد خریداري کرج در میوه محلی
تفاله (باقیمانده پرس) که . شدند گیريعصاره دستی پرسی گیرآبمیوه

اي مجـددا از یـک صـافی پارچـه     شدگوشت و دانه میوه را شامل می
تـوت بیشـتري از آن جـدا    آب شاهدولایه عبور داده شد تا حد امکان 
 پلاسـتیکی  ظـروف  بدست آمـد در  شود. تفاله تري که به این طریق
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 -C18˚  دمـاي  در فریـزر  در کـردن  خشـک  زمان تا و پر اتیلنیپلی
در مرحله بعد تفاله از حالت انجماد خارج شده و در یک . شد نگهداري

) در Townson & Mercer Croydon, Englandآون تحت خـلاء ( 
هـاي نـازك   صورت لایـه بهساعت  4-6و مدت  C50˚حرارت  درجه

 آزمایشـگاهی  خردکن یک از استفاده با شده خشک خشک شد. تفاله
تخراج بـر روي آن در  ید و عملیـات اس ـ صورت پودر درآخرد شد تا به
در  صورت موثرتري انجام شود. ذرات پـودر شـده تفالـه   مرحله بعد به

 ) C°4تا زمان استخراج پکتـین در یخچـال (   پر و اتیلنیپلی ظروف
و  Imranبراسـاس روش   شد. محتواي رطوبت پـودر تفالـه   نگهداري

 8/7متوسـط  طـور  گیري شد که مقدار آن بـه ) اندازه2010همکاران (
 درصد بدست آمد.  

  
   پکتین جداسازي و استخراج

بر طبـق روش باقریـان و همکـاران     پکتین جداسازي و استخراج
 صـورت ) با یکسري تغییـرات انجـام شـد کـه مراحـل آن بـه      2011(

 تفالـه  پودر گرم 40 است. شده داده نشان 1در شکل شماره  شماتیک
(گـرم بـر    30:1و  20:1، 15:1هـاي  در یک ارلن بـا نسـبت   توتشاه

 1 بـا محلـول   مخلوط pHلیتر) با آب مقطر دیونیزه مخلوط شد. میلی
فرآینـد  . شـد  تنظـیم  2 عدد ثابـت  روي اسید بر هیدروکلریک نرمال

) Elma TI-H-10اســتخراج در یــک حمــام اولتراســونیک هیتــردار (
 60، و 40، 20هـاي مختلـف زمـان (   محتوي آب مقطر و در ترکیـب 

 2) مطابق با جـدول شـماره   % 80، و 70، 40ت صوت (دقیقه)، و شد
انجــام گرفــت. فرکــانس، تــوان اســمی و درجــه حــرارت آب حمــام 

کیلو  35ترتیب اولتراسونیک در تمام تیمارهاي استخراجی یکسان و به
استخراج شده سرد شد تا بـه   بود. عصاره C68-65˚و  W 800هرتز، 

 ــ   ــدا توس ــد ابت ــه بع ــد و در مرحل ــیط برس ــاي مح ــانتریفوژ دم                  ط س
) Germany ،Hettich ،Universal 320) (rpm4000 ،10 (و  دقیقه

) صاف شـد.  1کمک قیف بوخنر (کاغذ صافی واتمن شماره  سپس با
 ,RV-10, IKAعصاره صاف شده در یک تبخیر کننـده چرخشـی (  

Germany( خلاء شرایط ) و تحتC°50( اولیـه  حجـم  پنجم یک تا 
بـه   نرمـال  2 محلول سود با شده غلیظ عصاره pHپس شد. س غلیظ

5/3 )pH بـه   1نسبت حجمی  به و شد حداکثر رسوب پکتین) رسانده
 %96 اتـانول  ) بـا %96قسـمت اتـانول    5/1قسمت عصاره و  1( 5/1

 تـا  باقی ماند محیط درجه حرارت در ساعت 8 مدت شد و به مخلوط
 تـازه  %96 تـانول ا بـا  بـار  2 کـرده  رسوب پکتین. کند رسوب پکتین

تا مونوساکاریدها و دي ساکاریدها از آن جـدا شـود    داده شد شستشو
)Maran et al., 2013صـافی  (کاغـذ  بـوخنر  قیف کمک با )، سپس 

آمـده   بدسـت  تر پکتین. شد ها جداسازياز ناخالصی )1 شماره واتمن
ثابت خشک و سپس با  وزن به رسیدن تا) C°45خلاء ( شرایط تحت

صـورت پـودر درآیـد. پـودر     مایشگاهی آسیاب شد تا بهیک آسیاب آز

عبـور داده شـد و بـراي     80پکتین از یک الک آزمایشگاهی با مـش  
 ) نگهـداري شـد. رانـدمان   C° 4انجام آزمایشات بعدي در یخچـال ( 

 ,.Maran et alمحاسـبه شـد (   1فرمـول شـماره    از )PYپکتـین ( 
2014b:(  

 100(%)PY 















m
m o                                        (1) 

وزن پـودر   mوزن پکتین خشک نهـایی (گـرم) و    0mکه در آن 
 باشد. توت خشک شده (گرم) پس از کسر رطوبت میتفاله شاه

  
ــواد ــه م ــیمیایی کلی ــورد ش ــن اســتفاده در م ــد  ای ــژوهش گری پ

 ,Merck Chemicalsآزمایشـگاهی بودنـد کـه از شـرکت مـرك (     
Darmstadt, Germany متاهیدروکسـی  ) خریداري شدند. دو معـرف 

 ≤97اسید تک آبه (% دي گالاکتورونیک فنیل فنول) و-3فنیل ( دي
 .Sigma Chemical Co., St( آلدریچ شرکت سیگما خلوص) نیز از

Louis, MO, USA( شرکت  از %96 خریداري شدند. همچنین اتانول
  شد. جهان شیمی (تهران) خریداري

  
 ایی پکتین آنالیز شیمی

  ) DEدرجه استري شدن (
ــد ــاس روش   ازهان ــر اس ــین ب ــدن پکت ــتري ش ــه اس ــري درج گی

گـرم از  2/0) انجـام شـد.   2001و همکـاران (  Bochekپتانسیومتري 
 %96لیتـر اتـانول   میلـی  5/2بـا   نمونه پودر پکتین در داخل یک ارلن

 به آن اضافه و به C°40لیتر آب مقطر دیونیزه میلی 20خیسانده شد. 
زده شد تا پکتین کـاملا  ساعت بر روي همزن مغناطیسی هم 2مدت 

نرمـال در   1/0اي از آن باقی نماند. سپس با سـود  حل شود و کلوخه
حضور معرف فنل فتالئین تا ظهور رنگ صورتی کمرنگ تیتـر شـد و   

یادداشت شـد.   )1V( عنوان تیتر خنثی شدنحجم سود مصرف شده به
اســید خنثــی شــده در مرحلــه اول  گالاکتورونیــکبــه محلــول پلــی

نرمال اضافه و ارلن درپوش گذاري  1/0لیتر سود میلی 10 تیتراسیون،
زده شـد تـا   ساعت دیگر به آرامی هـم  2شد و محتویات آن به مدت 

لیتـر اسـید   میلـی  10هاي استري شـده پکتـین صـابونی شـود.     گروه
تا ظهور  نرمال 1/0کلریدریک اضافه شد و اسید اضافی مجددا با سود 

رنگ صورتی کمرنگ تیتر شد و حجم مصـرفی تحـت عنـوان تیتـر     
یادداشت شد. درجه استري شدن پکتین از رابطه  )2V(صابونی شدن 

  ):2زیر محاسبه شد (معادله 
DE (%) = [V2/(V1 + V2)] × 100                        (2) 

  
  محتواي گالاکتورونیک اسید 

سنجی با معرف روش رنگ باین محتواي گالاکتورونیک اسید پکت
و همکـاران   Ibarzمتاهیدروکسـی دي فنیـل اقتبـاس شـده از روش     
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 وزنـی/  %02/0لیتر از محلـول آبـی   میلی 1اندازه گیري شد.  )2006(
مـولار تترابـورات   میلـی  5/12لیتر از محلول میلی 6حجمی پکتین با 

 ) در یـک لولـه آزمـایش   %95-98سدیم در اسید سـولفوریک غلـیظ (  
دقیقـا بـه    C 100°اي مخلوط شد. مخلوط در حمام آب جوش شیشه
دهی شد و سپس در حمام آب یخ سریعا خنـک  دقیقه حرارت 6مدت 
میکرولیتر) از معرف متاهیدروکسی دي فنیل  100لیتر (میلی 1/0شد. 

ــی/ 15/0% ــی در  وزن ــه   125/0حجم ــدیم هیدروکســید ب ــولار س م
دقیقه  15ب آن پس از گذشت محتویات لوله آزمایش اضافه شد و جذ

در  )CE2502 Cecilمرئی ( -اسپکتروفتومتر ماوراء بنفشدستگاه با 
غلظـت بـا    یک منحنی استاندارد جذب/. گیري شدنانومتر اندازه 520

هاي گالاکتورونیک اسید در محدوده غلظت گیري جذب محلولاندازه
بـراي هـر    نانومتر تهیه شد. 520لیتر در میکروگرم بر میلی 100-20

نمونه پکتین یک نمونه شاهد نیز که بدون گالاکتورونیک اسـید بـود   
سازي و جـذب آن از جـذب نمونـه اصـلی کسـر شـد. غلظـت        آماده

هاي پکتین با استفاده از معادلـه رگرسـیون   گالاکتورونیک اسید نمونه
خطی منحنی کالیبراسیون و بر پایه وزن خشک پکتین محاسبه شـد  

  ).3(معادله 
Y = 0.012x - 0.109              R2 = 0.999                  (3)  

غلظت گالاکتورونیک اسید بـر   xمقدار جذب و  Yدر این معادله 
 لیتر است.حسب میکروگرم بر میلی

  
 مراحل استخراج و جداسازي پکتین - 1شکل 

  
  )vMو وزن مولکولی متوسط ( )[η]ویسکوزیته ذاتی (

توت اي از پکتین استخراج شده از تفاله شاهویسکوزیته ذاتی نمونه
) 2010و همکـاران (  Paganبـر اسـاس روش   (تیمار نقطه مرکـزي)  

از پکتین در محلول آبی  4/0و  3/0، 2/0، 1/0هاي غلظتتعیین شد. 

 04/0مولار سدیم کلریـد و   155/0مولار ادتات سدیم، میلی 5حاوي 
هـاي  سازي شد. محلـول دهعنوان نگهدارنده) آمادرصد سدیم آزید (به

میکرون صاف شد و زمان جریان آنهـا   45/0پکتین با صافی غشایی 
ــویین   ــه م ــتفاده از ویســکومتر لول ــا اس ــماره  Cannon-Fenskeب ش
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10/518 )Schott-Geräte, Hofheim, Germany( گیري شداندازه. 
ور کردن ویسکومتر در یک حمام آب با درجه حرارت محلول با غوطه

ثابت نگه داشته شـد. ویسـکوزیته ذاتـی     C° 25درترل شده دماي کن
)[η](  بر حسب) پکتین از طریق ترسیم نمودار غلظت پکتینg/100 

mL(  در محور افقی در برابر لگاریتم طبیعی ویسکوزیته نسبی تقسیم
) و ویسکوزیته ویژه تقسـیم بـر غلظـت    Kraemerبر غلظت (معادله 

  .برآورد شد) در محور عمودي Huggins(معادله 
   2/)(ln  KCrel      (Kraemer)             (4)   

    CKCsp
2/(          (Huggins)              (5)   

  
عنـوان  این دو نمودار با محـور عمـودي بـه    میانگین نقطه تلاقی

لیتر بـر گـرم قلمـداد شـد     ویسکوزیته ذاتی پکتین برحسب واحد دسی
)2004 ,noIglesias & Loza    در نهایـت وزن مولکـولی متوسـط .(
)vM ــه  Sakurada-Houwink-Mark) پکتــــــــین از معادلــــــ
)  a

vKM( که در آنK و a  اعداد ثابتی هستند که هر دو به دما
 ,.Migliori et alشونده و حلال وابسـته هسـتند (  و مشخصات حل

و  09550/0بر بـا  به ترتیب برا aو  K). در این پژوهش مقادیر 2010
 ). Anger & Berth, 1986در نظر گرفته شد ( 73/0

  
  خواص رئولوژیک

خصوصیات رئولوژیک پکتین بوسیله دستگاه رئومتر تنش کنتـرل  
) و پـروب بـا هندسـه    Anton Paar, Physica MCR 300شـده ( 

) mm 13/1، شـکاف:  mm 46/14استوانه متحدالمرکز (شعاع خارجی 
تین با حل کردن آن در آب مقطـر تهیـه شـد    ارزیابی شد. محلول پک

حجمــی). آزمــون نوســانی دینامیــک بــراي  وزنــی/ 5/1و % 5/0(%
هـاي  ) محلـول "G) و ویسـکوز ( 'Gهاي الاستیک (گیري مدولاندازه

 1در  %01/0-100کار رفت. ابتـدا آزمـون روبـش کـرنش (    پکتین به
 1یهرتز) بر روي نمونه انجام شد تـا محـدوده ویسکوالاسـتیک خط ـ   

بـه فرکـانس بـا     "Gو  'Gهاي مشخص شود. سپس وابستگی مدول
)  تعیین شـد.  1هرتز در کرنش % 01/0-100آزمون روبش فرکانس (

رسـم   8,6,0نسـخه   Originافـزار  نمودار رئولوژیکی نیز با کمک نرم
 شد. 

  
  هاتجزیه و تحلیل آماري داده

 شـود، که طرح مرکب مرکزي نیز نامیده می Box-Wilsonطرح 
یک طرح آزمایشی است که براي دستیابی به حداکثر اطلاعات درباره 

 ,.Yang et alرود (کـار مـی  آیند با حداقل تعداد آزمایشات بهیک فر

                                                        
1 Linear viscoelastic region (LVR) 

با سـه متغیـر    2). در این پژوهش طرح مرکب مرکزي وجوه پر2009
تکرار در نقطه مرکزي (براي محاسبه  6سطح و  3مستقل هر یک در 

سازي اثـرات متغیرهـاي   نظور بررسی و بهینهمبهتکرارپذیري فرآیند) 
مستقل زمان استخراج، شدت صوت و نسبت حلال به نمونه بر روي 

تواي گالاکتورونیـک اسـید پکتـین    راندمان، درجه استري شدن و مح
 1کار گرفته شد. سطوح متغیرهاي مستقل فرآیند در جدول شـماره  به

ده براي هر پاسخ بـا  هاي برازش شنشان داده شده است. کفایت مدل
)، نمـودار  CV)، ضـریب تغییـرات (  F-testاستفاده از: آزمایش فیشر (

بینی شـده، آزمـایش عـدم    مقادیر مشاهده شده در مقابل مقادیر پیش
معنــاداري ارزیـابی شــد.   %5سـطح   ، و ضـریب تغییــرات در 3بـرازش 

ها و رسم نمودارهاي منظور طراحی آزمایشات، تجزیه و تحلیل دادهبه
 (نسـخه   Design expertافـزار نـرم  از ربوط به روش سـطح پاسـخ  م

8.0.7.1 trial .استفاده گردید (  
  

  نتایج و بحث
 RSMتیمار استخراجی مطابق شرایط تعیـین شـده در طـرح     20

  شرایط هر تیمار استخراجی و نیز 2انجام گرفت. جدول 
مقادیر بدست آمده براي راندمان، درجه استري شدن و محتـواي  

کتورونیک اسید را در استخراج پکتین به کمک امواج اولتراسوند از گالا
 توت نشان می دهد.تفاله شاه

  
 گزینش مدل مناسب

 GalAو  DEهاي آزمایشـی بدسـت آمـده بـراي رانـدمان،      داده
)، درجه دوم و درجه 2FIهاي مختلفی (خطی، متقابل (پکتین به مدل

جزیـه و تحلیـل   سوم) برازش شدند، سـپس ایـن مـدلها بـا کمـک ت     
) ارزیابی شدند تا مدل تجربی ANOVAرگرسیون و تجزیه واریانس (

مـدل   Design Expertافـزار  مناسب انتخاب شود. بر این اساس نرم
اي درجـه دوم را  خطی را مدل مناسب براي راندمان و مدل چند جمله

پکتـین انتخـاب کـرد.     GalAو  DEعنـوان مـدل مناسـب بـراي     به
هاي انتخاب شده و نیـز هـر کـدام از ضـرایب     مدل داري آماريمعنی

). هرچه 4و  3ها با آنالیز واریانس بررسی شد (جداول رگرسیونی مدل
دارتر خواهد مربوطه کوچکتر شود مدل معنی pبزرگتر و مقدار  Fمقدار 
 F). بر این اسـاس مقـدار بـالاي    Atkinson & Doney, 1992بود (

دهد که ) نشان میp>0001/0بوطه (مر pتر ) و مقدار پایین73/156(
هاي آزمایشی مربوط به رانـدمان پکتـین   خوبی به دادهمدل خطی به

هاي درجه دوم بـرازش شـده بـراي    برازش شده است. همچنین مدل
DE  وGalA 05/0دار شدند (پکتین نیز معنی<pهـاي  ). کفایت مدل

                                                        
2 Face Centered Central Composite Design 
3 Lack of fit 
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ضـریب  )، 2Rگزینش شده علاوه بر این با استفاده از ضریب تبیـین ( 
) و نیـز آزمـون عـدم بـرازش و ضـریب      2R-Adjتبیین اصلاح شده (

آزمون عدم بـرازش   ANOVAتغییرات نیز بررسی شد. مطابق نتایج 

دهد این مـدلها بـراي   دار نبود که نشان میبراي هر سه پاسخ، معنی
  هاي مربوطه به اندازه کافی دقیق هستند. گویی پاسخپیش

  
   هاآیند و سطوح آنمتغیرهاي مستقل فر - 1جدول 

 سطوح هر متغیر
 متغیرهاي مستقل

 (پایین) -1 (مرکزي) 0 + (بالا)1
60 40 20 1X(دقیقه) زمان استخراج :  
100 70 40 2X%) شدت صوت :(  
30 5/22 15 3Xلیتر بر گرم): نسبت حلال به نمونه (میلی  

 
  کمک امواج اولتراسونیکبدست آمده در استخراج پکتین بههاي ) و مقادیر پاسخFCCCDطرح مکعب مرکزي وجوه پر ( - 2جدول 

محتواي گالاکتورونیک اسید 
( %) 

  درجه استري شدن
 (%) 

راندمان پکتین 
(%) 

نسبت حلال به نمونه 
 لیتر بر گرم)(میلی

  شدت صوت
 (%) 

  زمان استخراج
 ( دقیقه )

 تیمار

70/18  82/45  55/5  30 40 20 1 
08/24  33/58  93/5  30 40 60 2 
17/21  57/53  71/6  30 100 20 3 
42/26  51/51  68/7  30 100 60 4 
45/31  42/42  73/4  15 40 20 5 
63/25  29/51  53/5  15 40 60 6 
71/21  54/52  10/6  15 100 20 7 
42/22  85/42  01/7  15 100 60 8 
46/25  82/44  77/5  5/22  70 20 9 
17/27  16/45  61/6  5/22  70 60 10 
25/29  39/51  42/5  5/22  40 40 11 
87/24  57/53  83/6  5/22  100 40 12 
87/21  52/56  51/6  30 70 40 13 
25/25  85/51  88/5  15 70 40 14 
92/25  66/56  99/5  5/22  70 40 15 
74/25  14/57  35/6  5/22  70 40 16 
52/26  55/55  02/6  5/22  70 40 17 
45/25  00/50  17/6  5/22  70 40 18 
62/23  85/51  23/6  5/22  70 40 19 
21/25  32/55  92/5  5/22  70 40 20 

 
هاي آماري مربوط به مدل برازش شده به هر یک مقادیر شاخص

نشان داده شده است. مقـادیر بـالاي ضـریب     5ها در جدول از پاسخ
) و ضریب تبیین 9609/0)، ضریب تبیین اصلاح شده (9671/0تبیین (

پکتین به وضوح بیـانگر ایـن    ) براي راندمان9460/0بینی شده (پیش
است که مدل رگرسیونی خطی انتخاب شده براي نشان دادن رابطـه  
واقعی بین پاسخ (راندمان) و متغیرهاي مستقل از همبستگی بـالایی  

). مقـدار ضـریب   Prakash Maran et al., 2013برخـوردار اسـت (  

هد که میانگین کلی دنشان می GalA) براي -0517/0تبیین منفی (
اي درجه دوم پیشنهاد شده پیشگوي بهتري بت به مدل چند جملهنس

، مقـدار کـم ضـریب    5) است. با توجه به جـدول  GalAبراي پاسخ (
هاي دهد که داده) براي هر سه پاسخ نشان می%10تغییرات (کمتر از 

آزمایشی بدست آمده از تکرارپذیري و قابلیت اطمینان بالایی برخوردار 
مقدار دقت مناسب براي هر سـه مـدل بـرازش    است. در این پژوهش 

هـاي  تـوان از مـدل  دهد میبدست آمد که نشان می 4شده بیشتر از 
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 Minjares-Fuentesبرازش شده در محدوده آزمایشی استفاده کرد (
et al., 2014 نتایج .(ANOVA  جدول)نشان داد که اثر هر سه 3 (

ــی   ــین معن ــدمان پکت ــر روي ران ــی ب ــورد بررس ــارامتر م ــت پ دار اس
)0001/0<p) 2) و شدت صوتXدار را بـر روي  ) بیشترین تاثیر معنی

)، در بین اثـرات  4(جدول  DEراندمان پکتین نشان داد. در ارتباط با 
پکتین  DE) بر روي 3Xخطی، فقط اثر خطی نسبت حلال به نمونه (

دار مـدل  هـاي معنـی  ) نیز عبارتp) .(2X1X>0001/0دار شد (معنی
). اثـر خطـی شـدت    p>05/0تاثیر گذاشـتند (  DEروي  بودند که بر

و  3X)، اثرات خطی و درجه دوم نسبت حلال بـه نمونـه (  2Xصوت (
23X     و اثرات متقابل بین زمان استخراج و نسـبت حـلال بـه نمونـه (
)3X1X   ) 3) و بین شدت صوت و نسبت حـلال بـه نمونـهX2X  نیـز (

 .)p>05/0بودند(پکتین  GalAدار موثر بر محتواي هاي معنیعبارت
هـاي آزمایشـگاهی،   کارگیري آنالیز رگرسیونی بـر روي داده با به

اي هاي رگرسیونی خطی و چند جملهمعادله Design Expertافزار نرم
ین متغیرهاي مستقل فراینـد و  درجه دوم زیر را براي توصیف رابطه ب

  ها تولید کرد:پاسخ
PY = 6.15+ 0.39X1+ 0.72X2 –0.31X3                          (6) 
 

DE =+53.41+ 1.00X1+ 0.48X2– 2.48X3 -4.14X1X2 –
1.41X1X3 +0.094X2X3-6.89X12+0.60X22 +2.30X32    (7) 
 

GA = +25.73 + 0.72X1 –1.25X2 + 1.42X3 + 0.80X1X2 – 
1.97X1X3-2.224X2X3 +0.12X12 +0.86X22 -2.64X32    (8) 

ترتیب مقادیر راندمان پکتین، به GAو  PY ،DEه در این معادلات ک
درجه استري شدن و محتواي گالاکتورونیـک اسـید برحسـب درصـد     

نیز به ترتیب مقـادیر کدگـذاري شـده زمـان      3Xو  1X ،2Xباشد. می
  باشد.استخراج، شدت صوت و نسبت حلال به نمونه می

  
  نتایج آنالیز واریانس مدل خطی براي راندمان پکتین - 3جدول 

 منبع  مجموع مربعات درجه آزادي میانگین مربعات F قدارم p مقدار
 مدل 64/7 3 55/2 73/156 >0001/0
0001/0< 59/93 52/1 1 52/1 1X- زمان استخراج 
0001/0< 31/316  14/5 1 14/5 2X - شدت صوت  
0001/0< 28/60 98/0 1 98/0 3X - نسبت حلال به نمونه  

 باقیمانده  26/0  16  021/0    
 عدم برازش   13/0  11  011/0  43/0  8889/0
 خطاي خالص  13/0  5  027/0    
  کل  90/7  19      

  
  اي درجه دوم براي درجه استري شدن و محتواي گالاکتورونیک اسیدنتایج آنالیز واریانس و ضرایب رگرسیونی مدل چند جمله - 4جدول 

  درجه استري شدن  محتواي گالاکتورونیک اسید
نضرایب رگرسیو مجموع مربعات  pعدد     ضرایب رگرسیون  ع مربعاتمجمو pعدد  منبع آزادي درجه   

0005/0  33/140  9607/43  

 

0039/0  10/381  7170/27  

 

  مدل 9
0902/0  23/5  3757/0-  2497/0  94/9  7003/1  1 X1 

0088/0  68/15  4511/0-  5702/0  29/2  2086/0  1 X2 

0042/0  22/20  7056/0  0125/0  50/61  8573/1-  1 X3 

0931/0  12/5  0013/0  0011/0  20/137  0069/0-  1 X1X2 

0010/0  97/30  0131/0  1535/0  88/15  0094/0  1 X1X3 

0004/0  43/39  0099/0  9202/0  070/0  0004/0-  1 X2X3 

8769/0  038/0  0003/0  0013/0  67/130  0172/0-  1 X1
2 

2683/0  04/2  0010/0  7093/0  98/0  0007/0  1 X2
2 

0049/0  14/19  0469/0-  1698/0  57/14  0409/0  1 X3
2 

 86/14    57/66  باقیمانده 10  
2223/0  02/10   6832/0  92/25  عدم برازش 5   

 85/4    64/40  خطاي خالص 5   
 20/155    66/447  کل 19   
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  هاي برازش یافته براي هر پاسخهاي آماري مدلشاخص - 5جدول 
PRESS CV Mean SD Adequate precision predicted

2R adjusted
2R 

2R  پاسخ 
43/0  07/2  15/6  13/0  138/49  9460/0  9609/0  9671/0  راندمان 
38/208  02/5  41/51  58/2  53/8  535/0  718/0  851/0  DE 
22/163  90/4  90/24  22/1  014/13  052/0-  818/0  904/0  GalA 

 
  تاثیر شرایط استخراج بر روي راندمان پکتین

بهترین روش براي به تصویر کشیدن اثرات متغیرهاي مستقل بر 
بعدي مدل اسـت.  م نمودارهاي سطح پاسخ سهروي یک پاسخ، ترسی

هدف اصلی از نمودار سطح پاسخ ردیابی هرچه موثرتر مقـادیر بهینـه   
نحوي که مقدار پاسخ مـورد نظـر   متغیرهاي مستقل آزمایشی است به

تـوان بهتـرین   بیشترین شود. با تجزیه و تحلیـل ایـن نمودارهـا مـی    
). در این پژوهش Li et al., 2012محدوده را براي پاسخ برآورد کرد (

منظور درك بهتر و مطالعـه اثـرات جداگانـه و متقابـل متغیرهـاي      به
بعدي با ثابت نگه داشتن مقدار یک مستقل نمودارهاي سطح پاسخ سه

فاکتور در سطح مرکزي آن و تغییر دادن دو فاکتور دیگر در محدوده 
ي نمودارهاي سطح پاسخ سه بعـد  2آزمایشی آنها، رسم شدند. شکل 

مربوط به اثرات شرایط اسـتخراج بـر روي رانـدمان پکتـین را نشـان      
شود، هنگامی که زمـان اسـتخراج،   دهد. همانطور که مشاهده میمی

 20-60ترتیـب در محـدوده   شدت صوت و نسبت حلال به نمونه بـه 
لیتر بر گرم افـزایش داده شـد،   میلی 1:15-1:30، و %40-100دقیقه، 

صورت خطی افزایش پیدا کرد. در ده نیز بهراندمان پکتین استخراج ش
تـوت تحـت   این پژوهش راندمان پکتین استخراج شده از تفالـه شـاه  

(بر اساس وزن خشک تفاله) تغییر  % 68/7تا  73/4شرایط مختلف از 
محدوده راندمان  )2015و همکاران ( Chen ). اخیرا2پیدا کرد (جدول 

اولتراسوند از پـودر میـوه   کمک ساکاریدهاي خام استخراج شده بهپلی
 %07/3تـا   77/1توت و رسوب داده شـده توسـط اتـانول را بـین     شاه

گزارش کردند که از مقادیر بدست آمده در این پژوهش کمتـر اسـت.   
احتمالا دلیل این مسئله اسـتفاده آنهـا از آب خنثـی (اسـیدي نشـده)      

ر د pH=2کننده (برخلاف محلول اسیدي بـا  عنوان حلال استخراجبه
این پژوهش) بوده باشد. افزایش رانـدمان پکتـین بـا افـزایش زمـان      

توان این طور تفسیر کرد که تورم و آبدار شـدن مـاده   استخراج را می
تواند در اثر کاویتاسیون ناشی از امواج فراصوت تسریع شود گیاهی می

)Wang et al., 2012هاي خیلی ریز متقارن حباب). متلاشی شدن نا
کند هایی از حلال میایجاد میکروجت سطوح ماده گیاهیدر نزدیکی 

تواند باعث شکستن دیواره سـلولی و نفـوذ بیشـتر حـلال بـه      که می
ماتریکس گیاهی شود که به نوبه خود باعث شستشو و تراوش بیشتر 

کننده) شـده و در نتیجـه   حلال احاطهپکتین از ماده گیاهی به خارج (
  ). Maran & Priya., 2014(یابد راندمان پکتین افزایش می

، راندمان پکتین استخراج شده از تفاله شـاه تـوت   2مطابق شکل 
نحوي که با افزایش شدیدا تحت تاثیر شدت صوت قرار گرفته است به

در زمان و نسبت نمونه به حلال ثابت به  %100تا  40شدت صوت از 
طـور  لیتر بر گرم، رانـدمان پکتـین بـه   میلی 5/22دقیقه و  40ترتیب 

و همکــاران  Xu افــزایش پیــدا کــرد. بــر طبــق     %26متوســط 
فروپاشـی حبـاب   ،، با افزایش دامنه یا تـوان فراصوت (2014))2014(

شود، زیرا اندازه حباب تشدیدشده متناسب کاویتاسیونی نیز شدیدتر می
با دامنه امواج اولتراسونیک است. متعاقبا شـدت کاویتاسـیون و فشـار    

شدن بیشتر دیواره سلولی و افزایش انتقال جـرم  قویتر نیز باعث پاره 
  ).Chen et al., 2015شود (می

) پـارامتر مهمـی اسـت کـه     LS ratioنسبت حـلال بـه نمونـه (   
و  Xuگـذارد.  صورت چشمگیري بر راندمان استخراج پکتین اثر میبه

 Moorthy) و 2014( Prakash Maran & Priya)، 2014همکاران (
کمک امـواج اولتراسـوند   نیز در استخراج پکتین به) 2014و همکاران (

تـا   1:30ترتیـب از  که افزایش نسبت حلال به نمونه بهگزارش دادند 
لیتـر بـر گـرم باعـث     میلی 1:15تا  1:10و از  1:30تا  1:20، از 1:50

دار و سریع در راندمان پکتین شد، در حالیکه افزایش آن یافزایش معن
ده نه تنها تغییري در راندمان پکتین ایجـاد  به بیشتر از مقادیر ذکر ش

نکرد بلکه برعکس باعث کاهش راندمان نیز شد. هرچه نسبت حلال 
کننـده نیـز   به نمونه کمتر باشد غلظت و ویسکوزیته حلال اسـتخراج 

بیشتر خواهد بود. شدت کاویتاسیون نیز با افزایش ویسکوزیته محیط 
ازمند آن است کـه فشـار   گیري کاویتاسیون نیشود، زیرا شکلکم می

منفی در منطقه رقیق تابع موج بر نیروهاي چسبندگی طبیعـی غلبـه   
کند. از اینـرو ایجـاد کاویتاسـیون در مایعـات گرانـرو کـه نیروهـاي        

 ;Majumdar et al., 1998تر است (چسبندگی قویتري دارند مشکل
Gogate & Pandit., 2004  از سوي دیگر با افزایش نسبت حـلال .(

مونه متوسط شدت فراصوت اعمال شده بر بافـت گیـاهی در اثـر    به ن
شـود. بـا ایـن حـال در     تکه شدن آن (بافت گیـاهی) بیشـتر مـی   تکه

هاي پلیمـر  هاي حلال به نمونه خیلی بالا نرخ تخریب مولکولنسبت
رو راندمان پکتین کاهش به دلیل غلظت کم آنها بیشتر شده و از این

 .)Xu et al., 2014یابد (می
  
 

  تاثیر شرایط استخراج بر روي درجه استري شدن پکتین
توانـد منجـر بـه ایجـاد تغییراتـی در      شرایط مختلف استخراج می

اثـر شـرایط اسـتخراج     3ساختار و خصوصـیات پکتـین شـود. شـکل     
دهد. همانطور که پکتین نشان می DEکمک اولتراسوند را بر روي به
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منحنـی درجـه دوم بـر     زمان استخراج به شکل یک شودمیمشاهده 
که افزایش زمان اسـتخراج   ايگونهپکتین اثر کرده است به DEروي 

دقیقـه   60تـا   40و افـزایش از   DEدقیقه باعث افزایش  40تا  20از 
الـف). بـا افـزایش شـدت     -3گردیده است (شـکل   DEباعث کاهش 

شود. هرچنـد کـه   پکتین مشاهده می DEصوت نیز روند افزایشی در 
کـدام از  صلی (خطی) هیچ)، اثرات ا4(جدول  ANOVAیج مطابق نتا

نیسـت   دارمعنـی از نظر آماري  DEفاکتورهاي نامبرده شده بر روي 

)05/0>p .(  
و همکـاران    Minjares-Fuentes) و 2011باقریان و همکاران (

ــه 2014( ــین ب ــز در اســتخراج پکت کمــک اولتراســوند از پوســت )، نی
دار افزایش زمان سونیکاسیون یر غیرمعنیفروت و تفاله انگور، تاثگریب
پکتـین   DEدقیقه بـر روي   20-60و  5-25ترتیب در محدوده را به

  مشاهده کردند.

  

  
  نمودارهاي سطح پاسخ نشان دهنده اثرات شرایط استخراج به کمک اولتراسوند بر روي راندمان پکتین - 2شکل 

 
 ـ  دهد که میج نشان می-3ب و –3شکل   DEا تـوان پکتینـی ب

هاي بالاي حلال به نمونه بدست آورد. با در نسبت )∽58نسبتا بالا (%
تاثیر افـزایش نسـبت حـلال بـه     ) Chan )2013و  Chooاین وجود، 

پکتـین   DEلیتـر بـر گـرم را بـر روي     میلـی  1:25تـا   1:10نمونه از 

استخراج شده بـا روش مرسـوم و در شـرایط زمـان و درجـه حـرارت       
از پوسـت میـوه کاکـائو،     C°95سـاعت و   5/1استخراج بـه ترتیـب   

  دار گزارش کرده بودند.غیرمعنی
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 ) پکتینDEکمک اولتراسوند بر روي درجه استري شدن (دهنده اثرات شرایط استخراج بهنشاننمودارهاي سطح پاسخ  - 3شکل 

  
اثر شرایط استخراج بـر روي محتـواي گالاکتورونیـک اسـید     

  پکتین
دهنده خلوص پکتین نشان) GalAسید (محتواي گالاکتورونیک ا

استخراج شده است و مطابق سازمان غـذا و کشـاورزي ملـل متحـد     
)FAO      65) پکتـین تجـاري بایسـتی حـاوي حـداقل% GalA   باشـد
)Maxwell et al., 2012 محتواي ). در این پژوهشGalA  پکتـین 

توت تحـت شـرایط مختلـف اسـتخراج بـین      هبدست آمده از تفاله شا
دهـد خلـوص پکتـین تـا     متغیر بود که نشان مـی  %45/31 تا 70/18

پکتـین   GalAاي بـراي محتـواي   حدودي پایین است. طیف گسترده
بـراي   %20-50توت گزارش شده است، براي مثال  هاي خانوادهمیوه

، (Hilz et al., 2005)پکتین استخراج شـده از انگـور فرنگـی سـیاه     
هـاي خـانواده   فاله میـوه براي پکتین استخراج شده از ت 4/37-7/49%

 ,.Cserjési et al)توت (انگور فرنگی قرمز و سیاه، تمشک و آقطی) 
کمـک  بـه ساکاریدهاي خام استخراج شـده  پلیبراي  55/9%، )2011

). احتمالا علت Chen et al., 2015توت (اولتراسوند از پودر میوه شاه
ري ، حضور مونوسـاکاریدهاي دیگ ـ GalAپایین بودن نسبی محتواي 

گالاکتوز و ... باشد که مقـادیر   آرابینوز، رامنوز، (قندهاي خنثی) مانند
سـاکارید اسـتخراج شـده از میـوه     بالاي این مونوساکاریدها براي پلی

 ;Lee et al., 2013توت و توت سفید نشـان داده شـده اسـت (   شاه
Chen et al., 2015     اسـتخراج در مقیـاس آزمایشـگاهی عمومـا .(
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درولیز با اسید داغ در روش اسـتخراج صـنعتی اسـت، از    تر از هیملایم
همراه قندهاي خنثی و نیز دیگـر  نخورده پکتین بهاینرو ساختار دست

  ).Lin et al., 2016تواند حفظ شود (ترکیبات غیرپکتینی می
کمـک اولتراسـوند را بـر روي    تاثیر شرایط اسـتخراج بـه   4شکل 
منجر به  زمان استخراج دهد. افزایشپکتین نشان می GalAمحتواي 

پکتین شد، هرچند که این افـزایش از لحـاظ    GalAافزایش محتواي 
نبود. مطالعات قبلی در استخراج پکتین با روش مرسوم  دارعنیآماري م

پکتین  GalAنشان داده است که با افزایش زمان استخراج، محتواي 
 Garna et al., 2007; Liuیابد (داري افزایش میصورت معنینیز به

et al., 2010; Liang et al., 2012; Chan & Choo, 2013 این .(
 & Constenlaموضوع به جدا شدن ترکیبات غیرپکتینی از پکتـین ( 

Lozano, 2003جانبی حاوي  هايه) و نیز به افزایش هیدرولیز زنجیر
 & Chanقندهاي خنثی که جزئـی از سـاختار خـود پکتـین اسـت (     

Choo, 2013ده شده است.)، نسبت دا 
  

  
 ) پکتینGalAنمودارهاي سطح نشان دهنده اثرات شرایط استخراج به کمک اولتراسوند بر روي محتواي گالاکتورونیک اسید ( - 4شکل 

  
اثر متقابل بین نسبت حلال به نمونه با هریک از فاکتورهاي زمان 

ترتیـب  توان بهرا می GalAاستخراج و شدت صوت بر روي محتواي 
) و 4(جـدول   ANOVAج مشاهده کرد. نتـایج  -4ب و -4 در شکل

) نشان داد کـه بـا افـزایش    6ضرایب رگرسیونی معادله مدل (معادله 
صـورت خطـی   پکتـین در مجمـوع بـه    GalAشدت صوت محتـواي  

صورت خطی افزایش کاهش و با افزایش نسبت حلال به نمونه نیز به
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 ). p>05/0پیدا کرد (
  

  نقطه بهینه استخراج
بهینه استخراج براي دستیابی به حداکثر راندمان، حـداکثر   شرایط

DE  و حداکثر محتوايGalA کمک اولتراسوند در استخراج پکتین به
سازي عـددي  توت با استفاده از تابع مطلوبیت روش بهینهاز تفاله شاه

کند که در اي را معین میسازي عددي نقطهتعیین شد. تکنیک بهینه
 Prakashتـابع مطلوبیـت ماکسـیمم شـود (     آن نقطه مقدار عـددي 
Maran et al., 2013     براي این منظـور متغیرهـاي مسـتقل مـورد .(

 51بررسی در محدوده آزمایش در نظر گرفته شدند. زمـان اسـتخراج   
لیتـر بـر   میلی 30و نسبت حلال به نمونه  %100شدت صوت  دقیقه،
تـوت انتخـاب   هپکتین از تفاله شا عنوان شرایط بهینه استخراجگرم به

تواي شدن و مح شد. تحت شرایط بهینه، مقادیر راندمان، درجه استري
بـا   %46/25، و %11/56، %39/7ترتیب گالاکتورونیک اسید پکتین به

بینی شد که با توجه به آزمایشات تاییدي انجام پیش %4/74مطلوبیت 
قادیر بینی شده و مداري بین مقادیر پیششده در دو تکرار تفاوت معنی
 بدست آمده مشاهده نشد.   

 

  )  vMو وزن مولکولی متوسط ( )]η[(ویسکوزیته ذاتی 
نمودارهاي هاگینز و کرامر را بـراي تعیـین ویسـکوزیته     5شکل 

شود معادله کرامر دهد. همانطور که ملاحظه میذاتی پکتین نشان می
هـاي آزمایشـگاهی نشـان داده اسـت     برازش بهتري را نسبت به داده

)69/0 =2Rعنوان ویسـکوزیته  ). میانگین عرض از مبداء دو نمودار به
لیتر بر گرم. دسی 66/1ذاتی پکتین در نظر گرفته شد که برابر بود با 

ــه      ــدار در معادل ــن مق ــردن ای ــایگزین ک ــا ج -Mark-Houwinkب
Sakurada مقدار وزن مولکولی متوسط پکتین ،kDa 03/50   بدسـت

ی متوســط گــزارش شــده بــراي آمــد کــه در محــدوده وزن مولکــول
 ,Nussinovitchگیرد () قرار میkDa 150-50تجاري ( هاينپکتی

). با این وجـود، ایـن مقـدار وزن مولکـولی متوسـط از مقـادیر       2005
گزارش شده براي پکتین استخراج شده به کمک اولتراسوند در شرایط 

) و kDa 4/84-4/56 ،kDa 54/109مشابه از پوست گریـپ فـروت (  
 ,.Bagherian et al) کمتر است (kDa 4/89از پالپ چغندر قند (نیز 

2011 Wang et al., 2015; Chen et al., 2015; وزن مولکولی .(
بسته به ماده اولیه و روش اسـتخراج آن ممکـن اسـت بسـیار      پکتین

 ). Barrett et al., 2004متغیر باشد (

  
 توت خراج شده از تفاله شاهنمودارهاي هاگینز و کرامر براي پکتین است - 5شکل 

  
  خواص رئولوژیک

 رادیـان بـر ثانیـه    01/0-100آزمون روبش فرکانس در محدوده 
رادیان بر ثانیه نشان داده  2بالاتر از  هايسي مربوط به فرکانها(داده

اي از پکتین استخراج شده از تفاله شاه توت نشده است) بر روي نمونه
کـرنش و درجـه حـرارت ثابـت بـه      و در  %5/1و  5/0هاي در غلظت

هاي الاسـتیک  تغییرات مدول 6انجام شد. شکل  C°25و  %1ترتیب 
)'G) و ویسکوز ("Gدهـد.  صورت تابعی از فرکانس نشـان مـی  ) را به

توت در هر شود دیسپرسیون پکتین تفاله شاههمانطور که ملاحظه می
ود دو غلظت آزمایش شده رفتار یـک مـاده ویسکوالاسـتیک را از خ ـ   

هـاي  در محدوده فرکانس G" و G'هاي نشان داده است و بین مدول
رادیان بر ثانیه) تقاطع رخ داده است. فرکانس  05/0-07/0کم (تقریبا 

شاخص خوبی براي رفتار ویسکوالاستیک  G" و G'هاي تقاطع مدول
) و شروع رفتـار الاسـتیک یـا    Iagher et al., 2002یک ماده است (

 ـ نزدیک شدن حال ژل ). Norziah et al., 2001( دهـد یرا نشان م
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تر باشد سهم ویژگی الاستیک یک مـاده  کانس تقاطع پایینرهرچه ف
  ). Iagher et al., 2002( شودمیویژگی ویسکوز آن بیشتر نسبت به
منحنی ویسکوزیته ظاهري بر حسب سرعت برش را براي  7شکل

. اگر دهدیمحجمی نشان  وزنی/ % 5/1دیسپرسیون پکتین در غلظت 
قسمت اولیه افزایش کـاذب در ویسـکوزیته را کـه ناشـی از خطـاي      

گیري دستگاه است در نظر نگیریم، مقـدار عـددي ویسـکوزیته    اندازه
 5/0-100ظاهري محلول پکتین با افزایش سرعت برش در محدوده 

 در سرعتهاي برش خیلی بالا تقریبابر ثانیه با شیب تند کاهش یافته و 

نیـوتنی از نـوع   دهنده رفتـار غیر است. این روند نشانانده ثابت باقیم
) و 10هاي برش کم (تقریبا کمتر از شوندگی با برش در سرعترقیق

باشد. ) می100تا  10هاي برش بالا (تقریبا بین رفتار نیوتنی در سرعت
هاي استخراج شـده از دیگـر   شوندگی با برش براي پکتینرفتار رقیق

سیاه، پوست غلاف کاکائو وسـیب نیـز   ه پالپ توتمواد گیاهی از جمل
 ,.Hwang & Kokini, 1992; Min et alگـزارش شـده اسـت (   

2011; Vriesmann et al., 2012; Haminiuk et al., 2008.( 

 
و در درصد 5/1و  5/0 در غلظتتوت از تفاله شاهپکتین استخراج شده اي براي نمونه فرکانس زاویه با G"و  'G هايتغییرات مدول - 6شکل 

   C°25و  %1به ترتیب ثابت کرنش و درجه حرارت 

  
  25	C°حجمی و دماي  درصد وزنی/5/1توت در غلظت پکتین استخراج شده از تفاله شاه محلولمنحنی ویسکوزیته  - 7شکل 
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  گیرينتیجه
عنـوان یـک جـایگزین    ) بـه UAEکمک اولتراسـوند ( استخراج به

ج، براي جداسازي پکتین از تفاله شاه توت بالقوه روش مرسوم استخرا
کار گرفته شد و شرایط استخراج با استفاده از یـک  در این پژوهش به

سـازي شـد. نتـایج    سطح بهینه 3فاکتور در  3طرح مرکب مرکزي با 
نشان داد که زمان استخراج، شدت صوت و نسبت نمونه به حلال هر 

رگذار هستند و راندمان با سه شدیدا بر روي راندمان استخراج پکتین اث

صورت خطی افزایش پیدا کرد که سهم شدت افزایش هرسه پارامتر به
صوت در استخراج پکتین به مراتب بیشـتر از دو پـارامتر دیگـر بـود.     

توت داراي درجه استري شدن کم تا پکتین استخراج شده از تفاله شاه
ا وجود این متوسط و خلوص نسبتا پایین در شرایط آزمایشی بود که ب

در آزمایشات رئولوژیک نشان داد که داراي خواص ویسکوالاستیک و 
 .هاي کم استقدرت تشکیل ژل در غلظت
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4Introduction: Pectin is a complex heteropolysaccharide presented naturally in the middle lamella and 

primary cell walls of plant tissues. Pectin is mostly composed of a linear backbone of α-(1, 4) linked D-
galacturonic acid residues which are partially esterified with methyl alcohol or acetic acid at the carboxylic acid. 
Pectin is widely used as a gelling agent in food systems such as jams and jellies, fruit juices, confectionaries, 
bakery fillings and as a stabilizer in acidified milk drinks. Black mulberry (Morus nigra.L), originating from 
Iran, is a juicy fruit with dark red color and slightly acidic flavor. Black mulberry has gained an important 
position in fruit markets and food industry due to its distinctive flavor and phytonutrients in recent years. Black 
mulberries can be consumed as fresh or processed into several products such as juice, marmalades, liquors, 
natural dyes or even be used as frozen fruit in ice cream production. However, due to short harvesting season and 
susceptibility to spoilage, black mulberries are mostly processed into juice besides its fresh consumption. Press 
cake residue or pomace is the main by-product which is generated in large amounts from the commercial juice 
extraction processes from berry fruits which contain several bioactive compounds and valuable ingredients 
including antioxidants, phenolics, pigments, pectin and so on. These berry pomaces are considered suitable for 
pectin recovery although their pectin content is somewhat lower in comparison to rich known sources of pectin. 
Recently, ultrasound assisted extraction technique, as a novel method of extraction, has gained remarkable 
attention due to its some advantageous effects including shorter extraction time, reduced solvent and energy 
consumption and higher yield and better quality of extracted compounds as compared to conventional acid 
extraction method. Therefore, the present work was aimed to evaluate and optimize the ultrasound assisted 
extraction parameters (time of extraction, ultrasound power and liquid/solid ratio) to maximize the extraction 
yield, degree of esterification and galacuronic acid content of pectin from black mulberry pomace using three 
level three factor face centered central composite design.  

 
Materials and methods: Fresh and fully ripe black mulberry fruits were purchased from a local fruit market 

in Karaj (Iran) and subsequently pressed to separate pomace from juice. The obtained pomace was then vaccuum 
dried (until 7.8±1% moisture content), ground to obtain a homogenous powder, sieved, filled into polyethylene 
containers, and stored at refrigerator. Pectin extraction from this powdered pomace was carried out using an 
ultrasonic bath at operating frequency of 35 kHz under different parameters including extraction time (20-60 
min), ultrasonic intensity (40-100%) and liquid-solid ratio (15:1 to 30:1 mL/g). The initial pH value of the 
solution was adjusted to 2.0 by adding 1.0 N HCl solution. At the end of extraction, extracts were quickly 
cooled, centrifuged, filtered using Buchner funnel, concentrated by 5 fold, coagulated with 96% ethanol 
(ER=1.5) and left for 8 hours in room temperature. The precipitated pectin was separated by Buchner funnel, 
rinsed twice with 96% ethanol, dried under vacuum (45°C) and finally powdered. The degree of esterification of 
pectin was determined by titrimetric method according to Bochek et al. (2001). The galacturonic acid content 
was quantified by the colorimetric method with m-hydroxydiphenyl reagent using a spectrophotometer at 520 
nm. The intrinsic viscosity [ƞ] of pectin was determined using a capillary tube viscometer and accordingly the 
viscosity average molecular weight [Mv] was calculated from the Anger-Berth equation. Finally, the frequency 
sweep test was performed using a controlled stress rheometer to determine the values of storage modulus (G′) 
and loss modulus (G″). The experimental design and statistical analysis were performed using response surface 
methodology (RSM).  
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Results and discussion: According to the obtained results, the extraction yield, degree of esterification and 
galacturonic acid content of pectin varied in the range of 4.73-7.68%, 42.42-58.33 and 18.70-31.45%, 
respectively. The extraction yield of pectin was linearly affected by the extraction conditions and its value 
significantly increased with increasing all the studied independent variables (p<0.0001). The optimized 
conditions for highest predicted values of pectin yield (7.39%), degree of esterification (56.11%) and 
galacturonic acid content (25.46%) of pectin from black mulberry pomace were determined to be extraction time 
of 51.04 min, ultrasound intensity of 100% and liquid-solid ratio of 30:1 mL/g. The validation experiments were 
conducted and no significant difference was found between the observed values and the model predicted values. 
The rheological tests showed characteristic behaviors of shear thinning and viscoelastic for the extracted pectin 
sample. In addition, its intrinsic viscosity ([ƞ]) and viscosity average molecular weight (Mv) were found to be 
1.52 dL/g and 44.5 kDa, respectively. 

 
Key words: Black Mulberry Pomace, Pectin, Yield, Galacturonic Acid Content, Optimization, Rheological 
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