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  چکیده 
درصد از  25هاي صنعتی و حدود آنزیم بازار جهانیسهم درصد از  65حدود که  هاي صنعتی هستندترین آنزیمپروتئازها جزو مهم
از  .داراستیع مختلف از جمله صنایع غذایی کاربردهاي زیادي در صنا پروتئاز آنزیم .انداختصاص دادهها را به خود تولید کل آنزیم

رو از این. تواند سبب ایجاد ارزش افزوده گرددمحصولات فرعی در صنایع غذایی می استخراج ترکیبات فراسودمند از ضایعات و طرفی
در این تحقیق، بررسی قدرت . پرداخته شد تامسون ه پوست و گوشت میوه پرتقالدر این تحقیق به بررسی قدرت پروتئولیتیکی عصار

گراد، با دو حلال آب و اتانول و از دو بافت پوست و گوشت درجه سانتی 40و  25هاي حاصل از پرتقال در دو دماي آنزیمی عصاره
 SPSSبا نرم افزار  درصد 95 احتمال سطح در  دانکن اينهدام چند آزمون از داده ها میانگین يمقایسه براي. در سه تکرار انجام گرفت

 و آبی هايعصاره پروتئولیتیکی فعالیتنتایج نشان داد که  .شد انجام اکسل افزار نرم با نیز نمودارها رسم. گردید استفاده 22ورژن 
داري بیشتر از ه اتانولی به طور معنیمیزان فعالیت پروتئولیتیکی عصار داشت و داريمعنی تفاوت MCA و GDU روش در دو اتانولی

گیري از گوشت گیري از پوست پرتقال و دماهاي بالاتر در عصارهتر در عصارههمچنین بکارگیري سطوح دمایی پایین .عصاره آبی بود
  .داد داري افزایشپرتقال قدرت پروتئولیتیکی را به طور معنی

  
  .کنندگی شیر، هضم ژلاتینهاتانول، پروتئاز، پرتقال، لخت: هاي کلیدي واژه
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  مقدمه -1
ها، کاتالیزورهاي بیولوژیکی در فرآیندهاي متابولیسمی آنزیم

   شیمیایی از جنس پروتئین بوده و ساختار هستند و از نظر 
ها یا مواد معدنی یگر مواد آلی مانند ویتامینتوانند با دمی

در سوخت و ساز مواد خوراکی  حضور آن ها .باشندهمراه 
 هاآنزیماز طرفی . )22(هنگام هضم و متابولیسم ضروري است

خوراکی در زمینه هاي  صنعتی در بهبود بازده فرآیندهاي
به  مختلف مانند استخراج، رسانیدن، تخمیر و غیره و همچنین

نقش مهمی  هاي متابولیسمیکننده در واکنشوان یک تنظیمعن
  ترین بعد از آمیلازها، پروتئازها مهم. )23(ایفا می کنند

تن از  500شوند و سالانه حدود هاي صنعتی محسوب میآنزیم
در  یپروتئازها به طور وسیع .)19(شودها تولید میاین آنزیم

ز جمله شرایط آب، خاك و در شرایط دشوار زیست محیطی ا
در سالیان اخیر استخراج . )26(شوندبسیار قلیایی یافت می

هاي پروتئولیتیک از منابع گیاهی به دلیل فعالیت بالا، آنزیم
  و دما، پایداري در برابر  pHاي از ثبات در طیف گسترده

هاي گوناگون و حلال ه هايکنندهاي فلزي مختلف، مهاریون
به همین . )12(جلب کرده است آلی توجه زیادي را به خود

براي صنایع  یدلیل پروتئازهاي گیاهی گزینه بسیار مناسب
. )27(باشدغذایی، پزشکی، بیوتکنولوژي و داروسازي می

پروتئازها براساس جایگاه کاتالیتیکی به دو دسته پروتئازهاي 
. شوندخارج سلولی و پروتئازهاي داخل سلولی تقسیم می

، پروتئازهاي 6تا  pH 2در  زهاي اسیديحداکثر فعالیت پروتئا
 11تاpH 8و پروتئازهاي قلیایی در  5/7تا  pH 5/6خنثی در 

هی و ازهاي مختلف از منابع حیوانی، گیاپروتئ .)7(است
آیند که داراي تنوع کاربردي زیادي در میکروبی به دست می

 ،صنایع غذایی هستند و براي مقاصد مختلف مانند پنیرسازي
مطالعات . )21(روندرد کردن گوشت به کار میترساندن و 

بسیاري در رابطه با کاربرد پروتئازها صورت گرفته است که 
باد در تولید پنیر سفید و توان به استفاده از پروتئاز پنیرمی

هاي گوشت گاو استفاده از آنزیم فیسین در ترد کردن پروتئین
نیر به ویژه امروزه براي تولید پ .)28و8(و گوسفند اشاره کرد

پنیرهاي محلی، استفاده از گیاهان حاوي پروتئاز به عنوان رنت 
هاي از مزیت. )11(گیاهی نتایج مثبتی را در برداشته است

توان به بالاتر بودن دماي بهینه فعالیت گیاهی می پروتئازهاي

ها در مواردي که عملیات با فرایند حرارتی همراه این آنزیم
در  وه بر این دلمه تولیدي با رنت گیاهیعلا. است، اشاره کرد

کمتر به وسیله تغییرات دما تحت تاثیر مقایسه با رنت حیوانی، 
      به نسبت را  بهتري فعالیت هااین آنزیم. گیردقرار می

به دست آوردن با  .دهنداضافه کردن کلسیم در شیر نشان می
 پنیرلید اي توبر گیاهان استخراجی از هايمقادیر بهینه آنزیم

. تی با تنوع بیشتر را تولید کردکمتر محصولاتوان با هزینه می
تولید  توان بهمی پروتئاز هاي گیاهیزیماز معایب آن با این حال

ضعیف اشاره  نسبتاً کنندگیپپتیدهاي تلخ و قدرت لخته
هاي مختلف مرکبات، انواع پرتقال در میان محصول .)20(کرد

آیند که به همین به شمار می هانآترین  و نارنگی از مهم
نسبت در جهان نیز از بالاترین میزان سطح زیرکشت و تولید 

 شده انجام هايبررسی. نسبت به سایر  مرکبات برخوردارند
 بررسی و استخراج خصوص در ايمطالعه تاکنون که داد نشان
 در اما است نگرفته انجام پرتقال عصاره میوه آنزیمی قدرت
 ویتانیا هايمیوه از گیاهی پروتئاز ایران در ايمطالعه

 پروتئولیز روي پروتئاز این تاثیر و شد استخراج کوآگولانس
 رنت و خالص کیموزین با مقایسه در رسیدن طول در UF پنیر

 هاينمونه در داد نشان نتایج. گرفت قرار بررسی مورد قارچی
 pH جز به کوآگولانس ویتانیا میوه پروتئاز با شده تولید پنیر

 محتوي در داريمعنی تفاوت بود کمتر داريمعنی طور به که
 میان رسیدن زمان طول در نمک محتواي و چربی رطوبت
. )25(نداشت وجود مختلف هايرنت با شده تولید پنیرهاي

اي است که در جهان مورد پرتقال بعد از سیب دومین میوه
مهم و قابل از موارد با توجه به اینکه  مصرف عموم است و

محصولات بالابردن ارزش افزوده  توجه در صنایع خوراکی
، می باشد آن محصولات جانبی کاربرداز طریق  غذایی

ستخراجی ابنابراین در این تحقیق، قدرت پروتئولیتیکی عصاره 
  .از پوست وگوشت پرتقال تامسون  مورد بررسی قرار گرفت

  
  هاروش مواد و -2
  مواد  - 2-1

ژلاتین،  .تهیه شد قوچان شهر از بازار محلی نتامسو پرتقال
کلریدریک،  کلسیم، اسید سدیم، کلرید استیک، استات اسید

تهیه ) آلمان(درصد از شرکت مرك  37سود و فرمالدئید 
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 درصد و آب 96اتیلیک  هیدروژن، الکل پراکسید. گردید
 خشک شیر و خریداري شد) ایران(از شرکت مجللی  مقطر
پگاه  شرکت از استفاده در این تحقیق مورد چربی بدون

  .خراسان بود
  
  گیريروش عصاره - 2-2

در دو دماي (گرم آب مقطر  50گرم پوست پرتقال با  50ابتدا 
 مدل مولینکس کنبوسیله مخلوط) گراددرجه سانتی 40و 25

  پس. گردیدبار صاف  سپس با پارچه کتانی دو شد ومخلوط 
 15به مدت  rpm10000 تحت شرایطزآن عصاره صاف شده ا

 -Hermel(گراد سانتیریفوژدرجه سانتی 15دقیقه ودماي 

Z32HK  با  یدرون ارلنآن  عصاره روییشد و  ) ، آلمان
 گیريعصاره. پوشش آلومینیومی در یخچال نگهداري گردید

در . همان روش انجام شد نیز مشابه با براي گوشت پرتقال
 لول آب از اتانروش فوق بجاي حلامرحله بعد مشابه با 

 گیري از گوشت و پوست پرتقال بهعصارهاستفاده شد و 
ل در دماي وزدایی اتانحلال. جداگانه انجام گرفت صورت

ها به طور نمونه گرفت و در نهایتمحیط و در زیر هود انجام 
با پوشش آلومینیومی در یخچال  یجداگانه درون ارلن

  .)5(نگهداري گردید
 
عالیت پروتئولیتیکی به روش واحد گیري فاندازه - 2-3

  GDU(1(هضم ژلاتین 
لیتري میلی 50در یک بالن عصاره مورد نظر لیتر ازمیلی 1ابتدا 
 30پس از و  مخلوط گردید لیتر محلول بافري میلی 3/8 با

به حجم   =5/4pHدر دماي اتاق با آب مقطر نگهداري دقیقه 
 .هم زده شدقه دقی 15- 10به مدت  و رسانده شد لیترمیلی 50

میلی لیتر ژلاتین به  25ي لیترمیلی 100بشر  2 داخل سپس
 دقیقه 5صورت جداگانه ریخته و در حمام آب داغ به مدت 

 عصاره حاوي لیتر از محلولمیلی 1 پس از آن. قرار می دهیم
در مرحله اول به یکی از بشرها اضافه شد و یکی به عنوان 

دقیقه  20نمونه پس از به بشر  . شاهد در نظر گرفته شد
میلی لیتر  1/0درجه سانتی گراد،  45نگهداري در حمام آب 

دقیقه  5درصد اضافه شد و همزدن به مدن  3پراکسیدهیدروژن 

                                                             
1. Gelatin Digestion Unit  

به تدریج  6محلول به  pHتا رسیدن  سپس .دیگر ادامه یافت
متر  pHبراي این منظور از  .شداضافه  )N( نرمال 1/0سود 
پس از  .یس استفاده گردیدساخت کشور انگل EDTمدل 

 37میلی لیتر فرمالدهید  10حدود  6محلول به  pHرسیدن 
به تدریج  9به  pHدرصد اضافه گردید و در نهایت تا رسیدن 

 .یادداشت گردید) T(و حجم آن نرمال به بشر اضافه  1/0سود 
همین مراحل نیز براي بشر شاهد نیز انجام شد و حجم سود 

نیز یادداشت گردید و از  )B(آن  نرمال مصرفی براي 1/0
قدرت آنزیمی آن بر اساس واحد هضمی ژلاتین  1رابطه 

بر این اساس یک واحد هضمی ژلاتین مقدار . بدست آمد
درجه  45دقیقه هضم در دماي  20آنزیمی است که بعد از 

گرم آمینو نیتروژن از محلول ژلاتین میلی 1گراد سانتی
  .)10(استاندارد را آزاد کند

            
  

  
پروتئولیتیکی به روش فعالیت گیري فعالیت اندازه - 2-4

  MCA(2(کنندگی شیر لخته
مولار میلی 10کلسیم شیر در کلرید درصد 10ابتدا محلول 

 2 پس از آن . تنظیم گردید 6ي ن روآ pH سپس و تهیه شد
گراد درجه سانتی 37دقیقه در دماي  15آن را به مدت لیترمیلی

از عصاره مورد نظر  لیترمیلی 2/0و مقدار شد پیش تیمار داده 
زمان ظهور اولین ذره جامد  شد و در نهایتاضافه  به آن

کنندگی شیر برابر هر واحد لخته .اندازه گیري گردید) لخته(
لیتر میلی 10است با مقدار آنزیمی که براي لخته کردن 

محاسبه  2ابطه رکه از دقیقه لازم است  40سترا در مدت بسو
  .)10(می شود
  )2(رابطه

      
بر  clotting timeکه در این رابطه زمان لخته شوندگی یا 

دقیقه بر  40نیز مربوط به زمان  2400. می باشد حسب ثانیه
در  dilution factorحسب ثانیه بوده و ضریب رقت یا 

.صورت سرعت بالاي لخته شدن لحاظ می گردد

                                                             
2- Milk Clotting Unit 
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  الیز آماريآن - 2-5
هاي حاصل از در این تحقیق، بررسی قدرت آنزیمی عصاره

گراد، با دو حلال درجه سانتی 40و  25ل در دو دماي پرتقا
آب و اتانول و از دو بافت پوست و گوشت در سه تکرار 

 افزار نرم از استفاده با هاداده تحلیل و تجزیه .انجام گرفت

SPSS آزمون از تیمارها یني میانگمقایسه برايو  22رژن و 

 استفاده درصد 95احتمال  سطح در دانکن ايدامنه چند

  .رسم نمودارها نیز با نرم افزار اکسل انجام شد. گردید
  
  
  
  

  نتایج  -3
اندازه گیري فعالیت پروتئولیتیکی به روش واحد  - 3-1

  )GDU(هضم ژلاتین 
  گیري با حلال آب مقطرعصاره -1- 3-1

   فعالیت پروتئولیتیکین تحقیق، در ای، 1مطابق با شکل 
       درجه  40و  25دماي دو پوست پرتقال در ي عصاره
   اختلاف بر اساس واحد هضم ژلاتین داراي گراد سانتی
قدرت  تر، بطوري که در دماي پایین)<05/0P( بودداري معنی

. پروتئولیتیکی عصاره آبی حاصل از پوست پرتقال بالاتر بود
دو وتئولیتیکی عصاره آبی گوشت پرتقال در اما فعالیت پر

 با هم دارياختلاف معنی درجه سانتی گراد 40و  25دماي 
  .)P< 05/0( نداشت

  

  GDUبه روش  یتاثیر دما و نوع بافت میوه پرتقال بر قدرت پروتئولیتیکی عصاره آب- 1شکل 
  
  گیري با حلال اتانولعصاره -2- 3-1
و  فعالیت پروتئولیتیکی عصاره اتانولی پوست  تایج نشان دادن

گراد اختلاف درجه سانتی 40و  25پرتقال در دماي  گوشت
به طوریکه عصاره هاي  ،)<P 05/0( داشتند با هم داريمعنی

درجه سانتی گراد فعالیت پروتئولیتیکی  25استخراجی در 
اما در کل . نشان داد بالاتري را بر اساس واحد هضم ژلاتین

پرتقال قدرت پروتئولیتیکی بالاتري عصاره حاصل از گوشت 
  .)2شکل( از خود نشان دادنسبت به پوست 
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  GDUبه روش  یاتانول ولیتیکی عصارهتاثیر دما و نوع بافت میوه پرتقال بر قدرت پروتئ - 2شکل 
 
به روش فعالیت پروتئولیتیکی گیري فعالیت اندازه - 3-2

  )MCA(کنندگی شیر لخته
  گیري با حلال آب مقطرعصاره -1- 3-2

 بر اساسکی عصاره آبی ، فعالیت پروتئولیتی3شکل به با توجه 
و هم در  در پوست پرتقال شیر هم کنندگیروش فعالیت لخته

گراد اختلاف درجه سانتی 40و  25در دماي  گوشت آن
اما در این روش . داددرصد نشان  5در سطح  داريمعنی

 40برخلاف روش هضم ژلاتین، عصاره هاي حاصل در دماي 
درجه فعالیت  25درجه سانتی گراد نسبت به دماي 

   .پروتئولیتیکی بالاتري داشت

  

  MCAبه روش  یآب ولیتیکی عصارهتاثیر دما و نوع بافت میوه پرتقال بر قدرت پروتئ- 3شکل 
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  گیري با حلال اتانولعصاره  -2- 3-2
فعالیت نتایج حاکی از آن بود که  4بر اساس شکل  

 شیر کنندگیصاره اتانولی به روش فعالیت لختهپروتئولیتیکی ع
گراد اختلاف درجه سانتی 40و  25در پوست پرتقال در دماي 

درصد داشت و مشابه با حلال آبی دماي 5داري در سطح معنی
اره گیري با اتانول قدرت پروتئولیتیکی بیشتري را بالاتر در عص
  .سبب گردید

  

 MCAبه روش  یاتانول ولیتیکی عصارهتاثیر دما و نوع بافت میوه پرتقال بر قدرت پروتئ - 4شکل 

 
مقایسه قدرت پروتئولیتیکی عصاره هاي آبی و - 3-3

  MCAو  GDUاتانولی به دو روش 
کلی فعالیت پروتئولیتیکی عصاره استخراج شده با آب  مقایسه

       روش هضم ژلاتین و انعقاد شیر را  و اتانول بر اساس دو

مشاهده کرد که بر اساس آن قدرت  5می توان در شکل 
     عصاره بدست آمده با اتانول به هر دو روش با اختلاف

  .درصد بیشتر از عصاره آبی بود 5معنی داري در سطح 

d

b

c

a

0

0.5

1

1.5

2

2.5

GDU MCA (×1000)

کی
ولیتی

وتئ
 پر
رت
قد

آب

اتانول

  

  MCAو  GDUهاي آبی و اتانولی به دو روش یسه کلی قدرت پروتئولیتیکی عصارهمقا - 5شکل 
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  بحث - 3-4
پرتقال تامسون تفاوت قدرت پروتئولیتیکی عصاره حاصل از 

مختلف را می توان بر اساس یافته هاي زیر به بحث  يهادر دما
 در مورد رضایی و همکارانعلی که در تحقیق جامعی .گذاشت

و  2ه با کیموزیندر مقایس 1فعالیت پروتئولیتیکی اکتینیدین
فعالیت بیشینه  انجام دادند مشخص شد کهدر شیر گاو  3فیسین
 بود، گراددرجه سانتی 45کنندگی فیسین و اکتینیدین در لخته

و بدوي  .)3(موزین حساسیت کمتري به دما داشتکی اگرچه
گزارش کردند که آنزیم پروتئاز میکروبی ) 1394(همکاران 

استخراج گردید  4مقاوم به شوینده که از باسیلویس پومیلوس
گراد نشان داد اما درجه سانتی 40بیشترین فعالیت را در دماي 

    درجه 90تا  40فعالیت پروتئازي آن به تدریج از دماي 
و  30این آنزیم در دماهاي اگرچه . گراد کاهش یافتسانتی

درصد فعالیت خود را  53و  67گراد به ترتیب درجه سانتی 60
درجه سانتی گراد  45بهینه فعالیت آن در دماي  اما حفظ کرد
نیز یک پروتئاز ) 2005(و همکاران  5جو. )13و4(گزارش شد

 45- 50با دماي بهینه حدود  6قلیایی را از باسیلوس کلاوسی
 همچنین .)6و14(گراد شناسایی و استخراج کردنددرجه سانتی
گراد را درجه سانتی 30، دماي )2007(و همکاران  7کاتیرسان

دماي بهینه و مناسب براي تولید آنزیم پروتئاز قلیایی معرفی 
و همکاران نیز، بیشترین  8احمد 2008در سال  .)15(کردند

تولید آنزیم پروتئاز قلیایی حاصل از استرپتومایسس 
گراد مشاهده سانتی درجه 37را در دماي  9آورمکتینوس

، )2014(و همکاران  10عبدالواحد در تحقیقاتی که .)2(کردند
انجام دادند بیشترین تولید  11روي استرپتومایسس آمبوفاسینس
گزارش گراد درجه سانتی 30آنزیم پروتئاز قلیایی را در دماي 

، طی )1392(با این حال بیگمی و همکاران  .)1(کردند
که زمان انعقاد شیر توسط  تحقیقات خود گزارش کردند

                                                             
1- Actinidin 
2- Chymosin 
3- Fisin 
4- Bacillus pumilus 
5- Joo 
6- bacillus clausii  
7- Kathiresan 
8- Ahmed 
9- streptococcus overmactinus 
10- Abdelwahed 
11-Streptomyces ambofaciens 

درجه سانتی گراد  70عصاره میوه گیاه پنیرباد با افزایش دما تا 
برابر کمتر از  9به طور قابل توجهی کاهش می یابد که تقریبا 

 12کومار .درجه سانتی گراد بود 37زمان انعقاد در دماي 
نیز حداکثر دما براي فعالیت انعقاد آنزیمی ) 2006(همکاران 
 60را دماي   13از استخراج شده از رایزوپوس اوریزاپروتئین

 70این آنزیم سریعاً در . گراد گزارش کردنددرجه سانتی
در مورد تاثیر  .)17و16(درجه سانتی گراد غیرفعال می شود

نوع حلال در استخراج عصاره پروتئولیتیکی می توان به نتایج 
ررسی این محققین در ب. اشاره کرد) 1394(بدوي و همکاران 

هاي خود نشان دادند که پایداري آنزیم هاي پروتئولیتیک در 
حلال هاي آلی مانند متانول، تولوئن و کلروفرم نسبت به نمونه 

               درصد پایداري خود را حفظ 90تا  60هاي شاهد 
تفاوت در قدرت پروتئولتیکی قسمت هاي  . )24و4(می کند

و همکارانش  14لوه یقاتمختلف یک گیاه  را می توان در تحق
که بر روي فعالیت پروتئولتیکی عصاره آناناس  2005در سال 

نتایج این محققین نشان داد که قدرت . بود جستجو کرد
پروتئولتیکی میوه آناناس نسبت به سایر قسمت هاي گیاه 

وابستگی بین در پژوهش این محققین  بیشتر است که دلیل آن
   .)18و9(عنوان شد ولیتیکیمحتوي پروتئین و فعالیت پروتئ

  
 گیرينتیجه -4

استخراج  هايعصاره پروتئولیتیکی نتایج نشان داد که فعالیت
 MCA و GDU روش دو به اتانولشده با حلال آب و 

میزان فعالیت به طوریکه . داردبا هم  داريمعنی تفاوت
داري بیشتر از عصاره پروتئولیتیکی عصاره اتانولی به طور معنی

درجه سانتی  25ي همچنین بکارگیري دما). p<05/0(د آبی بو
درجه  40گیري از پوست پرتقال و دماي در عصارهگراد 

تامسون منجر به  گیري از گوشت پرتقالدر عصارهسانتی گراد 
به طور . شد بالا قدرت پروتئولیتیکی استحصال عصاره ایی با 

آن  کلی عصاره پروتئولیتیکی گوشت پرتقال تامسون از پوست
  .بالاتر بود

                                                             
12- Kumar 
13- Rhizopus oryzae 
14- Loh 
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Abstract 
Proteases are among the most important industrial enzymes, accounting for about 65% of the 
world market for industrial enzymes and about 25% of total enzymes production. The proteases 
have many applications in various industries, including food industry. The extraction of 
functional compounds from waste and by-products in the food industry can create added value. 
Therefore, in this research, the proteolytic power of orange fruit extracts (peel and flesh) was 
studied by the methods of gelatin digestion unit (GDU) and milk cloning activity (MCA) with 
two water and ethanol solvents at 25 and 40°C. The comparing the mean of data was performed 
using SPSS 22 software and Duncan's multiple domain tests were used at 95% probability level. 
Charts were also done with Excel software. The results showed that the proteolytic activity of 
aqueous and ethanolic extracts was significantly different in both GDU and MCA methods, and 
the proteolytic activity of the ethanolic extract was significantly higher than that of the aqueous 
extract. Also, application of lower temperature levels in extraction of orange peel and higher 
temperatures in extraction of orange meat significantly increased proteolytic activity. 
 
Keywords: Ethanol, Gelatin Digestion, Milk Clotting, Orange, Protease.   
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