
 43 -57 صفحه                                              1403 پاییز/ شماره ي سوم / دوره شانزدهم /  نشریه ي نوآوري در علوم وفناوري غذایی 
 

 

  )مقاله پژوهشی(
  استخراج آن در  کاربرد و آئروژلکا لیتثبیت آنزیم پکتیناز بر سیسازي بهینه

  تفاله انگور یفنلترکیبات  
  

  2، فهیمه درخشان فرد3، سید مهدي هدایت زاده*2، لیلا امیرخانی1آق گنبد اسماعیل فرامرزي
  

  .، اهر، ایراناد اسلامیاهر، دانشگاه آز  واحد،  مهندسی شیمی گروه،دانشجوي دکتري - 1
  .، اهر، ایران دانشگاه آزاد اسلامی ، واحد اهر، گروه مهندسی شیمی،استادیار - 2

  .، ایلخچی، ایران دانشگاه آزاد اسلامی ، واحد ایلخچی، گروه مهندسی شیمی،استادیار- 3
  

  20/12/1400: تاریخ پذیرش                         12/10/1400:تاریخ دریافت
  

DOI: 10.30495/jfst.2022.1939051.1771   
 

 کیده چ
یناز تثبیت پکت. ها استمیوه از یفنلها و استخراج ترکیبات میوهسازي آبدایی و شفافزدهاي تجاري آنزیم پکتیناز، پکتینکاربر از یکی

هاي پایدارسازي آن است که امکان جداسازي آنزیم از واکنش و استفاده مجدد از آن را فراهم ساخته و در نتیجه هزینه شیکی از رو
آبدوست  آئروژلبر روي سیلیکا  آسپرژیلوس نایجردر این تحقیق آنزیم پکتیناز حاصل از  .دهدمیکاهش آنزیم در صنعت را ةدستفاا
هاي  دروالس بین حامل جامد و مولکول آبگریز و وان هیدروژنی، هايسطحی شامل برهمکنش جذب .گردید تثبیت سطحی جذب روش به

هاي آنزیم  بعد از غیر فعال شدن هامجدد حامل ةاستفادباقی ماندن فعالیت کاتالیستی بالا و قابلیت  سادگی، به دلیل هستند و جذب شونده
 پکتیاز توسط آزمونهايحاوي  آئروژلسیلیکا  هاي پایه . دارد ي تثبیتهاتثبیت شده، پتانسیل اقتصادي بالاتري را در مقایسه با سایر روش

زمان ( هاي تاثیرگذار در تثبیت آنزیمرپارامت. تعیین خواص شدندروسکوپ الکترونی روبشی میک و زیر قرمز تبدیل فوریهسنجی طیف
از تفاله  استخراج ترکیبات فنلیشده در  برد آنزیم تثبیتکار ومطالعه سطح پاسخ با استفاده از روش ) pH تثبیت، نسبت آنزیم به پایه و

نشان از تثبیت موثر آنزیم بر پایه سیلیکا  گیري بازده تثبیت، عیین خواص و اندازههاي تدست آمده از آزمون هب نتایج .گردید بررسی انگور
بازده تثبیت . دست آمده دقیقه ب 2/89ن و زما 1/0 معادل، نسبت آنزیم به پایه 5معادل  pHدر  ،شرایط بهینه براي تثبیت. داشت آئروژل
دست آمده ه بتفاوت معناداري با هم نداشتند که نشان از کفایت مدل سازي  نتایج آزمایشگاهی و مدل. بوددرصد  1/78شرایط در این 
درصد گیرندگی و  7/78% ،از تفاله انگور آئروژلبر پایه سیلیکا  ی توسط آنزیم پکتیناز تثبیت شدهفنلترکیبات میزان استخراج  .داشت

  .ت، نسبت به حالتی که تیمار آنزیمی انجام نگرفت، افزایش یاف7/55%رادیکال آزاد 
  

  .، ترکیبات فنلیانگور، تفاله آئروژلتثبیت آنزیم، پکتیناز، سیلیکا : کلیدي واژه هاي
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  مقدمه -1
، نساجیصنایع   در  مهمی  کاربردهاي  ،(E.C.3.2.1.15)  هاپکتیناز

سازي و  شفافتصفیه پساب و همچنین  دارویی،کاغذسازي، 
کیفیت، بازده و   بهبود  نتیجه  در  و  هامیوه  آب کدورت  هشکا

ترکیبات پکتیکی ها، این آنزیم. ها دارند قابلیت فیلتراسیون آن
 گلیکوزیدي بین دو باقیمانده 4وα-1 باند را از طریق شکستن
   تیمار  همچنین  ).23 ،21 ،10(  کنندمی  تجزیه  گالاکتورونیک،

از پوست میوه  یفنل ترکیباتآزادسازي  پکتیناز بهبا   ها میوه 
به عنوان توانند نقش مهمی می ،این ترکیبات. کندکمک می

هاي  بیماري زا پیشگیري و حفظ سلامتیجهت  اکسیدانآنتی
از آنجا که . )14(ها داشته باشند نسرطاانواع قلبی و عروقی و 
سلولز، پکتین، پروتئین و ها، از سلولز، همیدیواره سلولی میوه

ساکاریدها از طریق همچنین ترکیبات فنولی متصل به پلی
هاي تشکیل شده است، آنزیم ،گریزباندهاي هیدروژنی و آب

عنوان توانند به لولاز، پکتیناز، و همی سلولاز میمختلفی مثل س
و سهولت  عوامل هیدرولیزکننده براي تخریب دیواره سلولی

ها آنزیم این. مورد استفاده قرار بگیرندفنولی  ترکیبات آزادسازي
که منجر به  براي افزایش نفوذ دیواره سلولیتوانند همچنین می

آزادسازي ترکیبات فنولی و افزایش بازده استخراج ترکیبات 
مکانیسم دیگر احتمالا . گیرند اررق فادهاست مورد ،شودمی بیواکتیو

ها شکستن پیوندهاي استري و اتري بین فنول آنزیم در مستقیم اثر
ات مختلفی قها در تحقیآنزیم. است گیاه پلیمري سلولی دیواره  و

ها مثل انگور، گیاهان و میوه براي استخراج ترکیبات فنولی از
در . )16( اندگرفته مورد استفاده قرار... و فرنگی و سیب گوجه
بر روي  2015و همکارانش در سال  1توسط فرناندز که تحقیقی

تانناز بر روي استخراج ترکیبات  و سلولاز پکتیناز، هايتاثیرآنزیم
، پکتیناز بیشترین ه استانگور صورت گرفت دانه و پوست از فنولی

در  برابر افزایش 5/2تاثیر بر استخراج ترکیبات فنولی داشته و 
با  .)13( در مقایسه با نمونه کنترل نشان داد زده استخراج رابا
کم آنها  پایداريبه دلیل  ،در صنعت هاآنزیم کاربرد این حال این

در شرایط عملیاتی مختلف و نیز مشکلات مربوط به بازیابی و 
                                                           
1  - Fernández 

تثبیت آنزیم بر روي یک . شده است مجددشان، محدود استفاده
بیوکاتالیست مناسب در  تهیهاي بر مناسبی تواند روشپایه، می

ي به دام انداز مانندمختلفی  هايروش )9(باشد خاص کاربردهاي
و نانوذرات  آلومینا رزینی، هايپایه روي سطحی جذب آلژینات، در

هاي شیشه  چون  هاییپایه  با  کووالانسی  پیوندهاي  و  ییسیلیکا
براي تثبیت آنزیم پکتیناز مورد استفاده قرار  متخلخل و نایلون

جدید براي  هايروش  و هاپایه  یافتن  حال  با این. گرفته است
 .)25، 5( آنزیم دارد تکنولوژي ها، اهمیت زیادي درآنزیم  تثبیت
حت سطح مسااي تخلخل، باید دار آنزیم تثبیت مناسب براي پایه

پایداري مکانیکی و شیمیایی بوده و علاوه بر  بالاو ظرفیت 
ها جزء آئروژل ).19 ،1( باشد ي نیز داشتهزیاد عمر ، طولمناسب
مواد بوده و به دلیل خواص   معل  زمینه  مواد در  ترین پیشرفته

تکنولوژیکی متعددي در صنایع   منحصر به فردشان، کاربردهاي
اي با پیوندهاي  سیلیکایی از شبکه  هايآئروژل. مختلف دارند

این ساختارها موادي  ).4، 2(اند  ساخته شده سیلیکا ذرات عرضی
 1200تا 500(با خواص غیر عادي مثل مساحت سطح ویژه بالا 

، چگالی پایین )درصد 8/99تا  80(، تخلخل بالا )برگرم مربع متر
 002/0(هدایت حرارتی پایین  ،)مکعب متر سانتی بر گرم 005/0  تا(

، )متر بر ثانیه 100(، سرعت صوت پایین )ر برکلوینوات بر مت
در ناحیه مرئی، ثابت دي %) 90تقریبا (شفافیت فوق العاده زیاد 

و ضریب شکست پایین ) k =0/2تا  0/1(الکتریک بسیار پایین 
 1930 هاي سیلیکایی از سالسنتز آئروژل .هستند) 05/1تقریبا (

تا کنون به تفضیل مورد  انجام شد کیسلر آقاي توسط بار که اولین
تولید تجاري  ).17، 15، 11(گرفته است  توجه و بررسی قرار

کاربردهاي  در آنها از گسترده برداري بهره و سیلیکایی هاي آئروژل
قیمت  گران هاي ماده پیش از استفاده عمده مشکل دو دلیل به مختلف

کردن  آلکوکسیدهاي سیلیکونی و نیز روش خشک خطرناك و
خشک کردن فوق بحرانی به دلیل . شود می محدود فوق بحرانی

قیمت، خطرناك بوده و مصرف  استفاده از اتوکلاوهاي گران
نیاز داشته و امکان تولید این مواد را به صورت پیوسته  بالا انرژي
خطر سدیم  قیمت و بی ناولیه ارزا ماده استفاده از. کند می محدود

کردن در دما و فشار محیط تحت خشک روش  سیلیکات و
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تا حد قابل   مواد  این  سنتز  به  مربوط  هاي هزینه  خاص،  شرایط 
یر تحقیقاتی در هاي اخدر سال .)20( آورد توجهی پایین می

 .شده است انجام آئروژلیه سیلیکا ها بر پاخصوص تثبیت آنزیم
 هاي آئروژل بر رويمختلف   منابع  با  لیپاز  آنزیم  ،تتحقیقا این در

ه شد تثبیت  کردن کپسوله  روش  به  ها آن  هاي کامپوزیت  و  سیلیکایی 
به و  با مواد اولیه مختلف سنتز هاي مورد استفادهآئروژل. است

اثر پارامترهاي در این کارها،  .روش فوق بحرانی خشک شدند
گریزي پایه، دوستی یا آباولیه، آب مختلف از قبیل نوع ماده
هاي مختلف، نوع فرایند در حلال 1ساختار حفرات، پیرسازي

هیدرولیز،   هاي واکنش  در  تاثیرگذار  پارامترهاي  نیز  و  کردن خشک
ر فعالیت آنزیم لیپاز ب 2ریفیکاسیون و ترانس استریفیکاسیوناست

ی انجام شده در کارهاي تحقیقات. )24، 7، 6( بررسی شده است
شده است که نه مرحله ژلاسیون و نه مرحله خشک کردن  ثابت

شده در سیلیکا ائروژل  آنزیم کپسوله فوق بحرانی تاثیري در
ئروژل تمایل کمی شده در ماتریس جامد آلیپاز پخش . ندارند

براي تجمع نسبت به لیپاز آزاد داشته به همین دلیل مقدار 
بالا بوده و فعالیت آنزیم در  هاي در دسترس براي آنزیمسایت

 حالت تثبیت شده حتی در برخی موارد بالاتر از آنزیم آزاد بود
تحقیقی که توسط امیرخانی و همکارانش در . )22، 18، 12(

ئروژل سیلیکا آ روي پایه خصوص تثبیت آنزیم لیپاز بردر 
پتانسیل انجام شد،  ،سنتز شده در دما و فشار محیط مغناطیسی

و قابلیت بالاي حفظ فعالیت اولیه آنزیم   در  هاپایه  نای  بالاي
ها از محیط واکنش نشان داده  جداسازي و استفاده مجدد آن

آبدوست  سیلیکایی هايآئروژل سنتز  از  بعد  تحقیق  این در ).3( شد
در شرایط دما و فشار محیط با استفاده از ماده ارزان قیمت 

آنزیم پکتیناز بر روي این  سازي تثبیتبهینهسدیم سیلیکات، 
 ،خواص و پس از تعیین شدپایه به روش جذب سطحی انجام 

 ،انگوراز تفاله  یفنلاستخراج ترکیبات ها در این بیوکاتالیست
  .مورد استفاده قرار گرفتند

  

                                                           
1-Aging  
2- Transesterification 

  هامواد و روش -2
  مواد  - 2-1

دوست، شامل سنتز سیلیکا آئروژل آب کار رفته در همواد اولیه ب
 هیدورکسید مکعب،  سانتیمتر  بر گرم 35/1  چگالی  با  یلیکاتس  سدیم

 3نرمال، ایزوپروپیل الکل، تري متیل کلروسیلان هگزان آمونیوم،
)TMCS (که همه این مواد از  هاي تبادل یونی بودند و رزین

پکتینازِ   نیز  آنزیم  تثبیت  فرایند  در  .شدند  تهیه  مرك  شرکت
گالاکتورونیک اسید از شرکت سیگما  و پلی نایجر آسپرژیلوس

نیتروسالیسیک اسید و سدیم استات از شرکت  دي 5 و 3 و آلدریچ
  .مرك خریداري گردید

  
  هاآزمون تجهیزات و- 2-2

این ظروف . در ظروف تفلونی سنتز شدند سیلیکایی هايآئروژل
ها و عوامل غیر قابل نفوذ به هوا بوده و از خروج حلال داردرب

کرده و براي انجام مراحل مختلف  جلوگیري سطح ندهکناصلاح
سنتز، درب این ظروف  مراحل کلیه در  ).1 شکل( رفتند کار به سنتز

شدن سطح ژل،  جلوگیري از خروج بخارات و خشک به منظور
به . آن کاملا بسته شد شده در قسمت بالاي هاي تعبیهتوسط پیچ

شخص و نیز به ها در دماي محرارت واکنش منظور تامین درجه
ها بعد از انجام مراحل واکنش از آون  کردن ژل خشک منظور
شرکت شیماز، ساخت کشور (الکتریکی  کوره از .گردید استفاده
ها در دماهاي کردن و حرارت دادن نمونه کلسینه منظور به) ایران

 pHمحلول سل از  pHبراي تنظیم و کنترل . بالا استفاده شد
و براي ) Hanna pH meter, checker, HI98103( متر
کردن و انجام تبادل یونی و افزودن یکنواخت کاتالیست رقیق
 ،Stuart Scientific(واکنش، از همزن مغناطیسی  مخلوطبه

براي تعیین مساحت سطح ویژه، . استفاده شد) ساخت انگلستان
حجم و توزیع اندازه حفرات از آنالیز جذب و دفع نیتروژن 

کشور ژاپن  ساخت BEL Sorp-II miniتوسط دستگاه 
آنالیز میکروسکوپی الکترونی روبشی با وضوح . استفاده شد

)FESEMInc. USA TescanXMU, -Mira 3 (  بالا با استفاده از دستگاه

                                                           
3- Trimethylchlorosilane 
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ها با هاي عاملی موجود در نانوکامپوزیتگروه. انجام گرفت
 ,FTIR)سنجی زیر قرمز تبدیل فوریه استفاده از آنالیز طیف

PU 9800, from Philips, Netherlands)  در

براي خشک . مطالعه شد nm400 -4000موج  طول محدوده
 ،Lab Tech( هاي تفاله انگور، آون تحت خلاکردن نمونه

 .استفاده شد) ساخت کشور کره جنوبی

  
  ظروف تفلونی سنتز سیلیکا آئروژل -1شکل 

  
  دوستآب آئروژلروش سنتز سیلیکا  - 2-3

با استفاده از ماده اولیه  دوستآبخالص  آئروژلیکا سنتز سیل
کردن در دما و فشار محیط شامل  سیلیکات و خشک  سدیم

در مرحله اول، محلول سدیم  ).2شکل (هفت مرحله می باشد 
رقیق  4به  1با آب دیونیزه به نسبت  35/1سیلیکات با چگالی 

ر حذف در مرحله دوم به منظو. برسد 07/1تا به چگالی  شودمی
 هاي تبادل یونی با نسبت حجمی مساوي، از رزین+Naهايیون

 حاصل محلول .گردیدشده اضافهرقیقسدیم سیلیکاتبه محلول
دقیقه  3ن مغناطیسی به مدت توسط همزهاي تبادل یونیو رزین

بعد از تشکیل  .مخلوط شدند دور بر دقیقه 500با سرعت
 هیدروکسید آمونیوم، محلول 2در حدود  pHبا اسیدسیلیسیک

آن به منظور انجام  pHشود تا محلول اضافه می ، به)مولار 0/1(
سل سیلیکایی بدست آمده . افزایش پیدا کند 4به  لاتینه شدنژ

و در مرحله سوم هیدروژل  کرده پیدا انتقال تفلونی ظروف به سریعا
درجه 50آون در دمايشده در  ژل تشکیل. گرددتشکیل می

شود تا در مرحله دقیقه نگه داشته می 180به مدت  گرادسانتی 
در مرحله ). 4مرحله (پیرسازي شبکه سیلیکایی تقویت شود 

پنجم آب موجود در حفرات ژل با ایزوپروپیل الکل و نرمال 
ها در هر کدام کار با قرار دادن ژل این. شودمی هگزان تعویض

 ،نتیگراددرجه سا 50ساعت و در دماي  18ها به مدت محلول از
هاي اضافی، حلال و تخلیه حلال بعد از تعویض. شودانجام می

 کلروسیلان متیل تري شامل که سطح اصلاح محلول در خیس، هايژل
ساعت در  12باشد، به مدت می 4به  1 هگزان با نسبت حجمی و

در مرحله پایانی . شوندغوطه ور می گراد،درجه سانتی 50 دماي
ساعت  24در دماي محیط به مدت  هاي اصلاح سطح شدهژل

درجه  120و  80، 50و سپس به ترتیب در هر کدام از دماهاي 
به منظور تولید  .شوندساعت خشک می 2به مدت گراد، سانتی
 دادن حرارت با ،کردن کلسینه عملیات دوستآب آئروژل سیلیکا

به مدت  ،سانتیگراد درجه 500 دماي در ،الکتریکی کوره در هانمونه 
  .ساعت انجام می گردد 2
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  07/1محلول آب شیشه با چگالی 

 تعویض یون

 سل سیلیکا 

  ژلاسیون

NH4OH 

     شرایط غیر قابل نفوذ هوا درC˚50در دماي  پیرسازي

  تعویض حلال

  خشک سازي در دماي محیط

  آب دیونیزه   35/1آب شیشه با چگالی ویژه 

 1مرحله 

 2مرحله 

 3مرحله 

 4مرحله 

 5مرحله 

 6مرحله   اصلاح سطح

افزودن نانوذرات در روش همژلی ماده اولیه 
 ماتریس و سوسپانسیون نانوذرات

  سیلیکا ائروژل آبگریز

  7مرحله 

غوطه ورسازي ژل در سوسپانسیون الکلی 
 نانوذرات در روش غوطه وري

  کلسیناسیون

  سیلیکا ائروژل آبدوست

 8  مرحله

 

 ژلاتینه شدن

  
  دوستآب آئروژلمراحل سنتز سیلیکا  -2شکل 

  تثبیت پکتیناز - 2-4
گرم میلی 10(میلی لیتر محلول پکتیناز  10 براي تثبیت پکتیناز،

مقدار مشخص   با) میلی مولار 50استات  سدیم بافر در لیترمیلی بر
آزمایش،  ئروژل و در زمان معین، بر اساس طراحیسیلیکا آ پایه

تثبیت در دماي محیط . مخلوط شد تا فرآیند جذب کامل شود
پس از آن، . دور در دقیقه انجام شد 500و سرعت هم زدن 

. شده جدا شود ها با پکتیناز تثبیتگردید تا پایه فیلتر سوسپانسیون
شدند تا آنزیم جذب نشده شسته شده با بافر فسفات جدا هايپایه

هاي فیلتر محلول. شدندا خشک هو سپس در گردد و حذف 
 .آوري گردیدگیري پروتئین جمعشده و شستشو براي اندازه

  .)2( تعیین شدغلظت پروتئین به روش لوري 
  

  بازده تثبیت - 2-5
  :محاسبه می شود 1معادله  ازدرصد بازده تثبیت 
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  آماريآنالیز ی ویابآزمایش، بهینه طراحی -2-6
 طرح ازئروژل، سیلیکا آهاي آنزیم پکتیناز بر پایه بیتبراي تث

سه فاکتوري، با شش نقطه محوري  )CCD( 1مرکب مرکزي
)2=α(مرکزي، مجموعا مشتمل  شش نقطه مکعب و ، هشت نقطه
، براي  )RSM( 2روش سطح پاسخ. آزمایش استفاده شد 20بر

  ذبج  بازده یعنیپاسخمتغیرهايبرمستقلمتغیرهاياثرات تخمین
افزار مورد استفاده براي طراحینرم. شد استفاده  شده تثبیت نزیمآ

                                                           
1- Central Composite Design 
2- Response Surface Methodology 

آنزیم پکتیناز،  تثبیت در  .دبو 13  نسخه اکسپر ها، دیزاینآزمایش 
بازدهبر ،pHآنزیم به پایه و  تثبیت، نسبت  زمان  پارامترهاي اثر

یافتن جهت. تثبیت شده مورد مطالعه قرار گرفت آنزیمجذب
اثر رسییک سري آزمایشات اولیه به منظور بر  ،هینهمحدوده ب

با   و  شد  انجام  آنزیم  تثبیت  شرایط  بر  گذارپارامترهاي تاثیر
ها  آن اولیه، محدوده پارامترها و سطوح  آزمایشاتتوجه به این

 .بود 1تعیین شد که مطابق جدول 

  واحد  متغیرها  فاکتور
سطح بالاي 

  +)α(محوري 
سطح بالاي 

  +)1(فاکتوریل 
سطح مرکزي 

)0(  
سطح پایین 

  )-1(فاکتوریل 
سطح پایین 

  )- α(محوري  
x1 pH -  6  5/5  5  5/4  4  
x2 نسبت آنزیم به پایه  )w/w( 195/0  15/0  105/0  06/0  015/0  
x3 30  60  90  120  150 دقیقه  زمان تثبیت  

  یت آنزیمآنها در تثب سطوح و مستقل متغیرهاي -1جدول 
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 هاي تفاله انگورنمونه سازيهآماد- 2-7
 کارخانۀ از )قرمز سردشتانگورگونه(قرمزانگورهتفالهاينمونه

 آزمایشگاه دروشدتهیهتازهصورتبهارومیهشهرستاندرپاکدیس

 تا نگهداري گرادسانتی درجه  18– در دماي داخل فریزر در

 هنگام در. پذیرد صورت آن روي  بر  هاآزمایش مناسب زمان در
تحت خلا  آوندستگاه  از استفاده با هانمونه هاآزمایش شروع

 خشکساعت،  4-6گراد و مدت درجه سانتی 45در دماي 

 خرد به دقتتوسط خردکن برقی  شدن، خشک از پس و شده

 80 مش الک با ذرات، اندازه کردن یکنواخت براي و شد
 داخل به هانمونه مجدداًردن کیابپس از آس .گردید الک

 دچار هانمونه در دموجو یفنل ترکیبات تا شدند منتقل فریزر

  .نشوند آسیب
 

  تیمار آنزیمی - 2-8
یک گرم از نمونه ، لی از تفاله انگوربراي رهایش ترکیبات فن

 10گرم از آنزیم تثبیت شده در میلی 50خردشده تفاله انگور با 
درجه  35در دماي  )=5pH( مولار 1/0 استات سدیم بافر لیترمیلی
 سرعتهمزن با تلاط ساعت تحت اخ 24گراد به مدت سانتی

ها با سرعت ساعت نمونه 24بعد از  .دقیقه انکوبه شد بر دور 100
محلول . سانتریفوژ شدند دقیقه 10دور بر دقیقه به مدت  3500
به . و مورد آنالیز قرار گرفت گردید آوري و فیلترجمع رویی
  آنزیم  حاوي  هايپایه  و  انگور  تفاله  چگالی  اختلاف  دلیل
نشینی تفاله انگور، شده، با دادن زمان لازم براي ته  تثبیت

-امکان ت استفاده مجدد آن،شده جه جداسازي آنزیم تثبیت

براي تهیه نمونه شاهد تمام مراحل ذکر شده،  ).8(شد پذیر
  .بدون افزودن آنزیم تثبیت شده انجام شد

  
  یفنلتعیین مقدار ترکیبات -2-9

 1لتیوسیوکا -فولین روش استفاده از با یفنل ترکیبات غلظت
میلی لیتر از محلول  5/0که مقدار  به این ترتیب. شد گیرياندازه

 10و  فولین سیوکالتیولی لیتر واکنشگر یم 5/0را با استخراجی 
 ،یک ساعتو بعد از کردهمخلوطمولار1سدیمکربناتلیترمیلی

                                                           
1- Folin–Ciocalteau 

 راسپکتروفتومت دستگاهنانومترتوسط750دردستگاهدرنمونهجذب
 موجود گالیک اسید گرممیلی برحسب نتایج .گردید قرائت

جهت رسم . گردیدگزارشاستخراجی محلوللیترمیلی 100در
گرم بر لیتر اسید میلی 100- 700هايمنحنی استاندارد از رقت

  .)8(گالیک استاندارد استفاده شد
  

  گیرندگی رادیکال آزاد گیري درصداندازه- 2-10
 با هانمونه گیرندگی رادیکال آزاد درصد یريگاندازه به منظور
 2هیدرازیل پیکریل-1- فنیل دي -2,2 محلول ،اسپکتروفتومتر دستگاه

)DPPH (گرممیلی9/3 کردن حل را بامولار  میلی1/0 غلظت با 
DPPH تکمیل براي محلول .شد تهیه متانول لیترمیلی 100در 
 لیترمیلی 2 .شد داشته نگه تاریکی در ساعت نیم مدت به شواکن
 محلول این. شد مخلوطDPPH محلول از لیترمیلی2با نمونهاز
 به مدت نیم ساعت دیگر تاریکی در و شدهدادهتکان شدت به

 دستگاه با نانومتر 517 موج طول در محلول جذب. شد انکوبه
رادیکال از  گیرندگی درصد. )27( دش گیرياندازه اسپکتروفتومتر

 .آیدست میبد 2رابطه 

رادیکال آزاد گیرندگیدرصد  =)1 -AS/AC) ×   )2( رابطه  100
              

به ترتیب جذب نمونه و جذب شاهد  ASو  ACرابطه در این 
  .باشدمی

  
  نتایج و بحث-3
  خواص فیزیکوشیمیایی پایه و پکتیناز تثبیت شده - 3-1

 آئروژلسیلیکا  میکروسکوپ الکترونی روبشیتصاویر  3 شکل
. دهدیناز نشان میرا قبل و بعد از تثبیت آنزیم پکت دوستبآ

دهد که اندازه نشان می میکروسکوپ الکترونی روبشیاشکال 
منافذ و میزان تخلخل پایه به دلیل ایجاد برخی پیوندها، پس از 

از سوي دیگر، پس از تثبیت، . جذب پکتیناز کاهش یافته است
ها را بپوشاند و گاهلایه از آنزیم ممکن است سطح تکیهیک 

  .تخلخل را کاهش دهد

                                                           
2  - 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  
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  بعد از تثبیت آنزیم پکتیناز) ب(قبل و  )الف(دوست آبئروژل آسیلیکا  میکروسکوپ الکترونی روبشیتصاویر  -3شکل 

  
براي تایید جذب پکتیناز  تبدیل فوریه قرمز زیر سنجیطیف آنالیز
 سنجی طیف 4 کلش .شد استفاده دوستآب آئروژل سیلیکا روي بر
در  .دهد می نشان آنزیم تثبیت از بعد و قبل را پایه فوریه تبدیل قرمز زیر
داشت   ودوج  cm(  3450(-1 حدود در پهن  یکپ  یک طیف، دو هر
. دوست بودن پایه بود آب و O-H هايگروه وجود دهندهنشان که

کردن در دما و  به روش خشک آئروژلدر مراحل سنتز سیلیکا 
محیط  که دارند گریزي آب خاصیت شده سنتز هايپایه محیط، فشار

از این رو . باشد براي تثبیت و عملکرد آنزیم پکتیناز نمی مناسبی
گراد درجه سانتی 500 ها، آنها در دمايسنتز پایه مرحله نهایی در

. دوستی پیدا کنند یت آبشدند تا خاص کلسینه ساعت دو به مدت
تبدیل  قرمز زیر سنجیطیف آنالیز در هیدروکسیل هايگروه وجود
هاي عاملی  گروه وجود. کرد تایید را هاپایه شدن دوستآب ،فوریه

آنزیم به پایه و  ، اتصال سطحی-هاهیدورکسیل بر روي پایه
 دهد می  افزایش  را  هابیومولکول  به  آنزیم  تمایل  و    تثبیت   بازده

  تایید  فوریه  تبدیل  قرمز  زیر  سنجیطیف آنالیز نتایج  همچنین ).28(
هاي آمینی تشکیل که بعد از تثبیت آنزیم پکتیناز گروه کند می

 cm( 8/1553(-1آنزیم پکتیناز دو باند مشخصه در. شده است
هاي آمین نوع اول دارد، که مربوط به گروه  cm (5/1638(-1 و

ل از تثبیت پکتیناز قاب  ها در پایه بعداین پیک. و دوم است
این امر دلالت بر جذب آنزیم پکتیناز در این . مشاهده است

نتایج مشابهی درتعیین خواص فیزیکوشیمیایی پایه . ها داردپایه
شده در تحقیقات انجام گرفته در خصوص تثبیت  آنزیم تثبیت و

دست آمده  همغناطیسی ب آئروژلآنزیم لیپاز بر روي پایه سیلیکا 
   ).2(است 

  

 ب الف
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 )ج(آنزیم پکتیناز  )ب(وست دآب ئروژلسیلیکا آ) الف: (زاز تثبیت پکتیناها قبل و بعد پایه قرمز تبدیل فوریه زیر یسنجطیف -4شکل

  پکتیناز -دوستآب آئروژلسیلیکا 
  

  سطح پاسخ  برازش مدل - 3-2
، pHسازي شرایط تثبیت آنزیم، تاثیر سه فاکتور به منظور بهینه

سطح با استفاده از روش  5نسبت آنزیم به پایه و زمان تثبیت در 
 فاکتور سه به توجه با. سطح پاسخ بر بازده تثبیت مطالعه شد

 کرد طراحی آزمایش 20افزار نرم شده، گرفته نظر در اصلی

به  بازده تثبیت آنزیم براي آمده بدست نتایج آزمایشگاهی که
 نشان 2دول کزي در جمرکب مر طرح اساس بر عنوان پاسخ،

ها مورد استفاده براي برازش داده 3معادله  .است شده داده
  . قرار گرفت

� = �0 + ������
�=1 + ������2�

�=1 + � ��� �����
� ,�=1  

        
کاهش یافته و همچنین  نهایی مدل براي تخمینی رگرسیون ضرایب

باید توجه شود . آمده است 3 ها در جدولاهمیت رگرسیون
اهمیت دهنده نشان F هاي بالايو نسبت p شاخص پایین مقادیر که

مدلهاي . یک عبارت بر متغیرهاي پاسخ مورد مطالعه است بیشتر
. اهمیت بدست آمد هاي کمیافته بعد از حذف عبارت کاهش

ها، ضریب تعیین  نتایج دلالت بر آن داشت که در مورد این پایه
)R2 ( بود 9436/0آنزیم  درصد تثبیتمدل براي پاسخ) جدول
اسب بودن مدل پیشنهادي بدست آمده، من R2 مقادیر بالاي ).3

بینی مقدار بازده تثبیت با استفاده از این روش را تایید  پیش براي
براي مدل پیشنهادي، مناسب  F مقادیر بودن بالا این علاوه بر. کرد

  .بودن مدل را تایید کرد
  
  آنالیز سطوح پاسخ- 3-3

 58نیز مشخص است، بازده تثبیت از  2که در جدول  طور همان
بین  در   که  دهدمی  نشان  3 جدول  .کند می  تغییر  درصد  79   تا

هاي درجه دوم  و عبارتهاي خطی، نسبت آنزیم به پایه  عبارت
بر بازده تثبیت ) >05/0p(تمام متغیرهاي مستقل اثر معناداري 
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هاي  عبارت  که  دهدمی  نشان  3  جدول  نتایج  .دارند  شده  تثبیت  آنزیم
،  بیشترین F به دلیل بالا بودن مقادیر  ،مستقل متغیرهاي دوم درجه

همچنین نتایج . اهمیت و اثر را بر بازده آنزیم تثبیت شده دارند
که پارامترهاي   دهدنشان می رگرسیون ضرایب براي آمده دست هب

این امر بدان معناست که . اصلی اثر مثبت بر بازده تثبیت دارند
بازده  ،آنزیم به پایه سبتنافزایش ،  با >x2 105/0در مقادیر 

نتایج عکس براي اثرات همه متغیرهاي . یابدتثبیت افزایش می
. دست آمده مستقل در سطوح بالایی براي بازده تثبیت آنزیم ب

مشخص است همه پارامترهاي درجه  3که از جدول  طور همان
از طرفی به غیر از . دوم داراي ضرایب رگرسیون منفی هستند

ها، ، سایر برهمکنشpHو  زمان تثبیتن نسبت اثر برهمکنش بی
اثر   5ل شک .دارندناثرات معناداري بر روي بازده تثبیت آنزیم 

اثر درصدهاي . دهدنشان می تثبیت، بازده بر  را  پارامترها  برهمکنش
ه یافت و زمان تثبیت بر فعالیت ویژه آنزیم تثبیت pH مختلف

به صورت  5در شکل  )105/0 معادلدر نسبت آنزیم به پایه (

نشان داده شده  سطح پاسخ سه بعدي و نمودار کانتور دو بعدي
کند که تغییر مقدار حضور انحنا در این شکل  تایید می. است

و   pHبازده تثبیت به صورت یک تابع غیرخطی وابسته به 
طور که از این شکل مشخص است در زمان  همان .زمان است

بازده تثبیت  ،)5 معادل pHده تا محدو( pHثابت با افزایش 
هاي میانی، زمان در افزایش این. یابدمی افزایش چشمگیري به طور
در  2مقادیر نتایج آزمایشگاهی جدول  نتایج با این. است ترقوي
این نتیجه با نتایج بدست آمده در تحقیقی همچنین . است تطابق

اند بیت کردههاي بر پایه سیلیکا تثرا بر روي پایه لیپازکه آنزیم 
افزایش گرفت که توان نتیجه می 5از شکل  ).3(است  در توافق
     آنزیم   فعالیت  کاهش  به  منجر  دقیقه  90 از  بالاتر  هايزمان
کند بازده  وقتی نسبت آنزیم به پایه افزایش پیدا می  .شود می

یابد، ولی بعد از مقادیر میانی به دلیل یش میتثبیت هم افزا
بیشتر، بازده متخلخل و عدم جذب آنزیم  هايشدن سایت اشباع

 . کندتثبیت کاهش پیدا می
  

ایشگاهی و آزم نتایج و وستدآب آئروژلهاي سیلیکا مرکزي براي تثبیت آنزیم بر روي پایه مرکب طرح روش از شده طراحی هايآزمایش -2 جدول
  شده بینیپیش

  بازده تثبیت
  شماره آزمایش  pH (w/w) آنزیم به پایه نسبت  )دقیقه( زمان تثبیت  )%(

  آزمایشگاهی  پیش بینی شده

83/67 66 60 06/0  5/4  1  
46/72  70 60 06/0  5/5  2 

21/60 58 60 15/0 5/4  3  
33/67 66 60 15/0 5/5  4 

21/69 67 120 06/0  5/4  5 

33/66 65 120 06/0  5/5  6 

08/68 67 120 15/0 5/4  7 

71/67 66 120 15/0 5/5  8 

10/57 59 90 105/0 4  9 

35/61 63 90 105/0 6  10 

85/67 70 90 015/0 5  11 

60/61 63 90 195/0 5 12 

85/66  69 30 105/0 5 13 

60/68  70 150 105/0 5 14 

91/77 78 90 105/0 5 15 

91/77 79 90 105/0 5 16 

91/77 78 90 105/0 5 17 

91/77 78 90 105/0 5 18 

91/77 79 90 105/0 5 19 

91/77 79 90 105/0 5 20 
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سیلیکا  تثبیت آنزیم بر روي پایه یل شده براي مدلتعد R2و  R2، ضرایب رگرسیون، )F، نسبت P شاخص(احتمال اهمیت  -3جدول 
  دوستآب آئروژل

  (%) بازده تثبیت  متغیرها پارامترها
(Y) 

  ضریب رگرسیون
  

    P شاخص  F  نسبت  
      a0 57/468-  

 x1 62/3 0863/0  a1 276/197  لیاص
x2 83/7 0189/0 a2 806/59 
x3 6137/0  4516/0 a3  022/1  

x1  درجه دوم
2 9/109 0001/0< a11 682/18 - 

x2
2 72/54  0001/0< a22 385/1627- 

x3
2 64/32  0002/0 a33 00283/0- 

 x12 6262/0 4471/0 a12 778/27  برهمکنش
x13 64/5  039/0 a13 125/0-  
x23 23/4 0667/0 a23 204/1 

    >0001/0 59/18    رگرسیون

R2    9436/0   
R2 adjusted   8929/0 

 
 و تایید شرایط تثبیت یابیبهینه - 3-4

تواند بهینه می pHزمانی مقدار نسبت آنزیم به پایه، زمان و 
عددي  یابیبهینه. گردد حداکثر آنزیم، تثبیت که مقدار بازده شود

سطوح بهینه دقیق متغیرهاي مورد مطالعه، استفاده براي یافتن 
 1/0: شرایط بهینه تثبیت به صورت مقابل بدست آمد. شد

. 5معادل  pHدقیقه زمان واکنش و  2/89نسبت آنزیم به پایه، 

بینی شده توسط مدل در این بیشترین مقدار بازده تثبیت پیش
زمایشگاهی شرایط بهینه با استفاده از تست آ. بود 14/78 شرایط

بینی شده تایید شد و در تطابق خوبی با نتایج پیش) ±77 5/0(
بود که بر این امر دلالت داشت که مدل بدست آمده از روش 

به خوبی رابطه بین فاکتورها و پاسخ را در تثبیت  سطح پاسخ
  . کندآنزیم پکتیناز توصیف می
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  زمان تثبیتو  pHبا  تغییرات میزان بازده تثبیت بعدي پاسخ سه سطح  و بعدي نمودار کانتور دو -5 شکل

  
  آزاد گیرندگی رادیکال درصدو  کل فنلمیزان  - 3-5
هاي مختلفی بر ها، روشمیوه یفنلبه منظور استخراج ترکیبات  

درحالی . هاي آلی مضر و سمی وجود داردحلال با استخراج پایه
این . سبز می باشد که استخراج با آنزیم یک روش استخراج

دانه  یفنلتوسط محققین دیگر براي استخراج ترکیبات  روش
به منظور بررسی ). 26(انگور مورد استفاده قرار گرفته است 

ی، تفاله انگور فنلآزادسازي ترکبات  بر شده تثبیت آنزیم عملکرد
درصداین بیوکاتالیست تیمار گردیده و میزان فنل کل و  توسط

آنزیم  تیمار و بعد از تیمار بدون ،آزاد لرادیکا گیرندگی 
و درصد  یفنلمیزان ترکیبات  4 جدول. گردید پکتیناز مقایسه

ی و تفاله انگور را بدون تیمار آنزیمگیرندگی رادیکال آزاد 
م افزایش ،یفنل ترکیبات آزادسازي .دهدمی نشان آنزیمی تیمار از بعد
بعد از  .نشان دادعد از تیمار آنزیمی ب را )>p 05/0( داري عنی
استخراج ترکیبات میزان ، تفاله انگور حاوي محلول آنزیمیتیمار
، نسبت 7/55%درصد گیرندگی رادیکال آزاد  و 7/78%فنلی 

  .به حالتی که تیمار آنزیمی انجام نگرفت، افزایش یافت
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  د از تیمار آنزیمیتفاله انگور قبل و بع گیرندگی رادیکال آزادی و درصد فنلمیزان ترکیبات  -4جدول 
  
  

  بعد از تیمار با آنزیم تثبیت شده پکتیناز  بدون تیمار آنزیمی

  کل فنلمیزان 
  )میلی لیتر محلول 100میلی گرم اسید گالیک بر (

a6/4±6/75  b9/5±1/135  

  
  a5/2±8/45  b2/3±3/71  (DPPH)درصد گیرندگی رادیکال آزاد 

  )p< 0.05( باشدمی مقادیر بین ارمعناد تفاوت بیانگر ردیف هر در متفاوت حروف*

  گیرينتیجه -4
هاي ها به عنوان بیوکاتالیست یکی از روشآنزیم استفاده از

محصولات   تیمار  یا  سازيآماده  براي  غذایی،  صنایع  در  مهم
و   پذیريانتخاب   طبیعی   هايآنزیم   بیشتر   حال   هر   در  .است

. دهند ت شرایط نرمال نشان میپذیري بالا را فقط تح واکنش
،  هاي در محدوده اسیدي و یا قلیایی pHتحت دماهاي بالا و 

 .شوند ها به راحتی به دلیل تغییر ماهیت دادن غیر فعال میآنزیم
ها در به منظور غلبه بر این مشکلات و امکان استفاده از آنزیم

باره فرایندهاي پیوسته و تجاري به منظور استفاده مکرر و چند 
ها، از روش تثبیت آنزیم  آن ها به علت قیمت بالاياز آنزیم

ها در یک حامل غیر قابل حل در تثبیت آنزیم. شوداستفاده می
کاربردهاي آنزیم در  آب، یک روش بیولوژیکی براي افزایش

 .هاي تجاري و در مقیاس بالا استهاي پیوسته و استفادهروش
در بین  .ها وجود داردمهاي مختلفی براي تثبیت آنزیروش
به دلیل قیمت جذب سطحی فیزیکی،  هاي تثبیت آنزیم، روش

ماندن فعالیت کاتالیستی بالا  نسبتاً پایین، سادگی، سرعت و باقی
قیمت بعد از غیر فعال هاي گرانو قابلیت استفاده مجدد حامل

شده، پتانسیل اقتصادي بالاتري را در  هاي تثبیتشدن آنزیم
در این تحقیق آنزیم پکتیناز که  . ها داردسایر روش مقایسه با
و خصوصا  هاي پرکاربرد در صنایع غذاییآنزیم  یکی از

لیکا هاي متخلخل سیاست بر روي پایه میوهصنعت تولید آب
 .گردید و تعیین خواص ئروژل به روش جذب سطحی تثبیتآ

ی پارامترهای تاثیر پکتیناز، آنزیم تثبیت براي بهینه شرایط یافتن جهت
 در بازده تثبیت، pH زمان تثبیت، نسبت آنزیم به پایه وچون 

شرایط بهینه براي  .گردید مطالعهسطح پاسخ  استفاده از روشبا 
و زمان  1/0 معادل، نسبت آنزیم به پایه 5معادل  pHتثبیت، در 

 1/78بازده تثبیت در این شرایط . دست آمده دقیقه ب 2/89
 فنلی است ترکیبات از ارزان قیمتی منبع ورانگ تفاله. بوددرصد 

کاربرد آنزیم . را ایجاد کند مهمی اقتصادي مزایاي تواندکه می
بررسی  استخراج ترکیبات فنلی از تفاله انگورتثبیت شده در 

گیرندگی رادیکال  درصد و فنلی ترکیبات میزان استخراج. گردید
بهبود پیدا  )>p /05( آزاد بعد از تیمار با آنزیم به طور معناداري

دهد استفاده از آنزیم پکتیناز تثبیت شده بر نشان مینتایج . کرد
در صنعت  فنلیخراج ترکیبات ت، جهت اسآئروژلروي سیلیکا 
  .تواند امیدوارکننده باشدآب میوه، می
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Abstract  
One of the commercial applications of the pectinase enzyme is pectinization and clarification of 
fruit juices and extraction of phenolic compounds from the fruits. Pectinase immobilization is 
one of the stabilization methods that makes it possible to separate the enzyme from the reaction 
and reuse it, thus reducing the cost of using the enzyme in the industry. In this study, the 
pectinase enzyme from Aspergillus niger was immobilized on hydrophilic silica aerogel by the 
adsorption method. Adsorption involves hydrogen, hydrophobic, and van der Waals interactions 
between solid carriers and adsorbed molecules, and due to their simplicity, high catalytic 
activity, and reusability of carriers after inactivation of immobilized enzymes, has higher 
economic potential, compared to other immobilization methods. Properties of silica aerogel 
containing pectinase were determined by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and 
Field Emission Scanning Electron Microscope (FESEM) analysis. Effective parameters in 
enzyme immobilization (immobilization time, enzyme to support ratio, and pH) were studied 
using the Response Surface Methodology (RSM) and the application of immobilized enzyme in 
the extraction of phenolic compounds from the grape pomace was investigated. Results obtained 
from properties analysis and measurement of immobilization efficiency showed effective 
immobilization of the enzyme on the silica aerogel supports. Optimal conditions for 
immobilization were obtained at pH 5, enzyme to support ratio of 0.1, and time of 89.2 minutes. 
The immobilization efficiency in these conditions was 78.1%. Experimental results and 
modeling were not significantly different, which showed the adequacy of the model. Extraction 
of phenolic compounds from the grape pomace by pectinase immobilized on silica aerogel 
supports, increased by 78.7% and free radical scavenging by 55.7%, compared to the case 
without enzymatic treatment. 
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