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و بررسي تاثير به كارگيري همي سلولاز در روش استخراج رفلاكس حرارتي
 بيان اولتراسوند بر راندمان استخراج گليسيريزيك اسيد از ريشه شيرين

*c، مهشيد جهاديbجواد كرامت،aالهام گياهي

aو صنايع غذايي، عضو باشگاه پژوهشگران جوان، دانشجوي كارشناسي ارشد  خوراسگان)،( اصفهان كشاورزي، واحد دانشكده گروه علوم
 اسلامي، اصفهان، ايران آزاد دانشگاه

bو صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان، اصفهان، ايران  دانشيار گروه علوم
cو صنايع غذايي، دانشكده استاديار  اسلامي، اصفهان، ايران آزاد)، دانشگاهخوراسگان( اصفهان كشاورزي، واحد گروه علوم

 19/4/1394تاريخ پذيرش مقاله: 27/10/1393تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
روش مقدمه: در اين پژوهش هدف بررسي هاي استخراج به كمك آنزيم براي استخراج مواد زيست فعال گياهي گزارش شده اخيرا است.

و استخراج گليسيريزيكتاثير آنزيم همي بر راندمان عصاره استخراجي بيان توسط دو روش استخراج رفلاكس اسيد از ريشه شيرينسلولاز
و اولتراسوند مي  باشد.حرارتي

ر و در غلظتتيمار آنزيمي، توسط آنزيم هميبيان مرحله پيشسازي ريشه شيرينپس از آمادهها:وشمواد (سلولاز ،2/0،1هاي مختلف
در دماي1درصد) به مدت2،3 و درجه سانتي45ساعت درون حمام آب دو روش رفلاكس حرارتي گراد، صورت گرفت. عصاره به

) در دماي20استخراج به كمك امواج اولتراسوند و40گراد با فركانس درجه سانتي35دقيقه و سپس سانتريفيوژ، تغليظ كيلوهرتز) استخراج
و ميزان گليسيريزيك روشدر آون خشك گرديد. بازدهي استخراج عصاره محاسبه  گيري شد.اندازه HPLCاسيد به

داري افزايش يافت، به طوريكه استخراج عصاره از ريشه طور معنيسلولاز بازدهي استخراج عصاره به با افزايش غلظت آنزيم همي ها: يافته
در غلظت تيمار آنزيمي شده با آنزيم هميبيان پيشگياه شيرين هر دو روش استخراج، در درصد موجب دستيابي به بيشترين3سلولاز

و نمونه. ميان نمونه)>05/0p(بازدهي استخراج شد  در غلظت تيمار آنزيمي هاي پيشهاي شاهد در3شده با آنزيم همي سلولاز درصد
از اولتراسونيك اختلاف آماري معني روش استخراج به شيوه و استفاده  . بيشترين ميزان گليسيريزيك)>05/0p(داري وجود داشت رفلاكس
درصد آنزيم به روش استخراج2/0سلولاز، توسط غلظت تيمار شده با آنزيم هميبيان پيششيرين گرم ريشه100اسيد استخراج شده از

(به آمد كه با نمونه شاهد اختلاف معنيدسترفلاكس به و با افزايش غلظت آنزيم اسيد استخراج درصد) ميزان گليسيريزيك3و2دار داشت
 هاي شاهد تا حدودي كاهش يافت.بيان نسبت به نمونهشيرين گرم ريشه 100شده از
روشبيان توسط آنزيم هميريشه گياه شيرينتيمار آنزيمي پيش گيري: نتيجه در و استخراج به سلولاز هاي استخراج رفلاكس حرارتي

و گليسيريزيك از ريشه گياه شيرينكمك اولتراسونيك، براي افزايش راندمان استخراج عصاره مياسيد و آنزيمبيان روشي موثر ها با باشد
ميتوانايي تخريب ديواره سلولي بافت گياهي، موج  گردند.ب تسهيل آزادسازي مواد داخل سلولي

 سلولازبيان، همياولتراسونيك، رفلاكس، شيرين:هاي كليديواژه

 :mahshidjahadi@yahoo.com email مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه
و تيره شيرين بيان گياهي علفي، پايا، از خانواده بقولات

 Glycyrrhiza( گليسيريزا گلابراواران با نام علمي پروانه
glabraبيان به طور ). شيرين1379(اميدبيگي، باشد) مي

و  مواد غذايي كاربرد وسيعي در صنعت دخانيات، داروسازي
و ساقه و تجاري گياه، ريشه هاي دارد. قسمت هاي مهم

 ).Fenwick et al., 1990(زيرزميني در هم پيچيده است 
ماده فعال اصلي آن گليسيريزيك اسيد يا گليسيريزين، به

و عنوان شيرين كننده مجاز با كالري زايي پايين
و باشد. از دو واحد گلوكوروتشديدكننده طعم مي نيك اسيد

(گليسيرتيك اسيد،  يك مولكول اسيد گليسيرتينيك
آگليكون، انوكسولون) كه مسئول خواص دارويي شيرين 

( بيان است، ,.Baek et alتشكيل شده است 2008(.
مي 100تا50ميزان شيريني آن (داعي برابر ساكارز باشد

و همكاران، ). ساير تركيبات ريشه شامل 1389 پاريزي
س ها، اكارز، فلاوونوئيدها، ايزوفلاوونوئيدها، كالكونگلوكز،

ها، نشاسته، سلولز، كومارين، تري ترپنوئيدها، استرول
و روغن ليگنين، اسيدهاي آمينه، صمغ هاي فرار است ها

(Fenwick et al., 1990; Charpe & Rathod, 2012) 
از روش هاي مختلفي براي استخراج گليسيريزيك اسيد

ريشه شيرين بيان به كار برده شده است كه شامل استخراج 
با سوكسله، استخراج در دماي اتاق، استخراج غير مداوم، 
استخراج با آب داغ تحت فشار، استخراج با حلال، استخراج 
و استخراج به كمك امواج اولتراسوند  به كمك مايكروويو

,.Baek et al)است  2008; Pan et al., 2000).
و روش استخراج با حلال براي روش هاي استخراج سنتي

استخراج گليسيريزيك اسيد از شيرين بيان داراي معايبي از 
جمله مصرف حلال زياد، زمان استخراج طولاني، بازده 
و دماي استخراج بالاتر هستند. بنابراين روشي موثرتر  كمتر

مياستخراج براي . (Charpe & Rathod, 2012) باشد نياز
هاي استخراج به كمك آنزيم براي استخراج اخيرا روش

مواد بيواكتيو گياهان گزارش شده است. به عنوان مثال 
ها، ها، طعم دهنده استخراج وانيلين از غلاف سبز وانيل، فنل

استخراج پلي ساكاريدها از استركوليا، استخراج كاروتنوئيدها 
و پوست گوجه فرنگي، استخراج روغن از گل  هميشه بهار

و استخراج استويوزيد از استويا. استخراج به  از هسته انگور
و پكتيناز به تجزيه يا فروپاشي  كمك آنزيم مثل سلولاز

كند، بنابراين خروج تركيبات ديواره سلول گياهي كمك مي

مواد داخل سلولي براي فرايند استخراج راحت تر صورت 
,.Puri et al)ردمي گي 2012) .

در اين پژوهش هدف بررسي تاثير آنزيم همي سلولاز
) درصد) بر راندمان2/0،1،2،3در چهار غلظت مختلف

و استخراج گليسيريزيك اسيد از ريشه  عصاره استخراجي
و شيرين بيان توسط روش هاي استخراج رفلاكس حرارتي

 اولتراسوند مي باشد.

و روش ها  مواد
 مواد-

 Enzymeآنزيم همي سلولاز با درجه غذايي از شركت

development corporation  تهيه گرديد. مواد شيميايي
مورد استفاده در اين پژوهش سديم هيدروكسيد، 
اسيداستيك گلايسيال، محلول آمونياك، متانول با درجه 

HPLC مرك) و مفناميك اسيد ، مونوآمونيوم گليسيريزينات
 ند.و سيگما) بود

 بيانآماده سازي ريشه شيرين-
بيان برداشت شده در فصل تابستان ريشه خشك شيرين

ها توسط دستگاه از منطقه كرمانشاه تهيه شد. ريشه 1393
و از الك با مش  ميكرومتر عبور داده2آسياب ريشه خرد

و در بسته هايي دور از هوا در دماي محيط نگهداري شد
 شد.

 بيانريشه شيرينتيمار آنزيمي پيش-
 100سازي شده آماده گرم از ريشه20به حدود

(در غلظت ميلي ،2/0،1،2هاي مختلف ليتر محلول آنزيمي
((w/v درصد3 ) اضافه pH =5) تهيه شده با بافر استات

درجه45ساعت درون حمام آب در دماي1شد. حدود 
تاسانتي و همزن مغناطيسي قرار گرفت  گراد، روي هيتر
,.Puri et al)تيمار آنزيمي را طي كندپيش مرحله 2012)  . 

 استخراج به روش رفلاكس حرارتي-
و تنظيم پس از پيش ( pHتيمار آنزيمي )7حدود خنثي

به ميلي 300محتواي درون بطري همراه با ليتر آب مقطر
درون بالن رفلاكس انتقال يافت. سپس عمليات رفلاكس 

انجام شد. بعد از طي زمان لازم ساعت4حرارتي به مدت 
و عصاره  استخراجي محتواي درون بالن رفلاكس صاف
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 تغليظ حرارتي گرديد.

به كمك امواج اولتراسوند-  استخراج
و تنظيم پس از پيش ( pHتيمار آنزيمي )7حدود خنثي

به ميلي 300محتواي درون بطري همراه با ليتر آب مقطر
ها به مدت انتقال يافت. سپس نمونهاي بطري شيشهدرون 

گراد در حمام درجه سانتي35دقيقه در دماي 20
، آلمان) با  FS20 ،Fisher scientific(مدل اولتراسونيك

كيلوهرتز قرار گرفت. محتواي درون بطري40فركانس
و عصاره استخراجي تغليظ گرديد  (& Charصاف

(Rathod, 2012.را تيمار شاهد كليه مراحل نام برده شده
مانند ساير تيمارها طي كرد با اين تفاوت كه در مرحله 

 تيمار آنزيمي به آن محلول آنزيمي اضافه نگرديد.پيش

 محاسبه بازدهي استخراج عصاره-
حاصل، توسط دستگاه هاي تغليظ شده عصاره

(مدل به 1800سيگما، آلمان) با دور  16PK-3سانتريفيوژ
(فاز دقيقه سانتريفيوژ شد. عصاره10مدت هاي شفاف

درجه60بالايي) حاصل از سانتريفيوژ در آون با دماي
و خشك گرديد. با محاسبه وزن سانتي گراد قرار گرفت
بر اوليه و وزن نهايي آن كه حاوي ماده خشك ي ظرف

جاي مانده است، مقدار كل ماده خشك استخراج شده در
صد مرحله استخراج (گرم به و به صورت درصد محاسبه

 گرم نمونه ريشه شيرين بيان) بيان شد.

گيري گليسيريزيك اسيد با استفاده از روش اندازه-
) )HPLCكروماتوگرافي مايع با كارايي بالا

گيري كمي گليسيريزيك اسيد توسط دستگاه اندازه
HPLC مدل)knauer K2600  شركت ،Knuaer (آلمان ،

و قطر ميلي 250، طول ستون c18با مشخصات ستون 5متر
و فاز2متر، پمپ به صورت تك حلاله با فشار ميلي بار

و سرعت  و اسيد استيك متحرك متشكل از متانول، آب
و مجهز به آشكارساز ميلي1جريان   UV 254ليتر در دقيقه
با استفاده از روش استاندارد داخلي صورت گرفت. نانومتر،

 HPLCمحلول عصاره خشك به دست آمده براي آزمون 
 مورد استفاده قرار گرفت.

ليتري، محلول آمونياكي شامل ميلي 100در يك بالن
ودرصد از نمونه عصاره شيرين05/0 درصد05/0 بيان

برهر مقدار تزريق در مفناميك اسيد تهيه شد. ابر با نوبت

نتايج بر اساس ميزان گليسيريزيك اسيد ميكروليتر بود. 20
گرم عصاره خشك شيرين بيان به دست 100موجود در 
و سپس راندمان استخراج گليسيريزيك اسيد موجود در آمد

  (;Wang et al., 2004ريشه شيرين بيان محاسبه گرديد
.)1385داورپناه،

و تحليل آماري-  تجزيه
در چهار غلظت مختلف سلولاز آنزيم هميمقايسه اثر

و درصد) بر راندمان3و2/0،1،2(  عصاره استخراجي
استخراج گليسيريزيك اسيد از ريشه شيرين بيان توسط

وروش اولتراسوند با استفاده هاي استخراج رفلاكس حرارتي
در قالب يك طرح ANOVAاز آزمون آناليز واريانس 

انجام شد. SAS:9افزار از نرمكاملا تصادفي با استفاده 
در سطح LSDها با استفاده از آزمون مقايسه ميانگين

  Excel% انجام شد. نمودارها توسط نرم افزار95اطمينان 
 رسم گرديد.

ها يافته
به كارگيري آنزيم همي- سلولاز در دو روش تاثير

و اولتراسونيك بر بازدهي  استخراج رفلاكس حرارتي
 بيان از ريشه گياه شيريناستخراج عصاره 

گياه بازدهي استخراج عصاره از ريشه1 شكل
سلولاز را بيان با پيش تيمار آنزيمي توسط آنزيم همي شيرين

درصد به دو روش استخراج3و2/0،1،2هاي در غلظت
و اولتراسونيك نشان مي  دهد. بر طبق رفلاكس حرارتي

در هر دو روش سلولاز با افزايش غلظت آنزيم همي1 شكل
داري استخراج، بازدهي استخراج عصاره به طور معني

و ميان نمونه تيمار آنزيمي شده در هاي پيش افزايش يافت
دار در درصد با شاهد اختلاف آماري معني3و2هاي غلظت
شد95سطح  در ).>05/0p( % ديده بازدهي استخراج عصاره

ر فلاكس نمونه هاي شاهد در روش استخراج به شيوه
و استفاده از اولتراسونيك اختلاف آماري معني داري حرارتي

ديده نشد. اما در كل افزايش غلظت آنزيم در هر دو روش 
موجب افزايش بازدهي استخراج عصاره شد به طوريكه 

بيان پيش تيمار استخراج عصاره از ريشه گياه شيرين
ج، آنزيمي شده با آنزيم همي سلولاز در هر دو روش استخرا

درصد موجب دستيابي به بيشترين بازدهي3در غلظت 
 استخراج شد.
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به كارگيري آنزيم همي- سلولاز در دو روش تاثير
و اولتراسونيك بر راندمان  استخراج رفلاكس حرارتي

 استخراج گليسيريزيك اسيد 
و غلظت2شكل تاثير به كارگيري آنزيم همي سلولاز

گرم ريشه 100آن را بر ميزان گليسيريزيك اسيد موجود در 
بيان به عنوان ماده موثره در ريشه شيرين بيان به دو شيرين

و اولتراسونيك نشان  روش استخراج رفلاكس حرارتي
سلولاز در استفاده از آنزيم همي2دهد. بر طبق شكل مي

بيان در روش استخراجر آنزيمي ريشه گياه شيرينتيماپيش
داري بر راندمان استخراج اولتراسونيك به طور معني

اسيد از ريشه اين گياه موثر نبود. بيشترين گليسيريزيك
ازميزان گليسيريزيك گرم ريشه 100اسيد استخراج شده

سلولاز، توسط تيمار شده با آنزيم هميبيان پيششيرين
صد آنزيم به روش استخراج رفلاكس حرارتيدر2/0غلظت 

(به ). با افزايش غلظت>05/0p( به دست آمد 3و2آنزيم
ازدرصد) ميزان گليسيريزيك گرم 100اسيد استخراج شده

 هاي شاهد كاهش يافت.بيان نسبت به نمونهشيرين ريشه

 بحث
ها نشان داد كه با افزايش غلظت آنزيم يافته

هر همي دو روش استخراج، بازدهي استخراج سلولاز در
داري افزايش يافت به طوريكه عصاره به طور معني

بيان پيش تيمار گياه شيرين استخراج عصاره از ريشه
آنزيمي شده با آنزيم همي سلولاز در هر دو روش استخراج، 

درصد موجب دستيابي به بيشترين بازدهي3در غلظت 
سا Puriاستخراج شد.  در استخراج 2011لو همكاران در
-طبيعي استويوزيد از گياه استويا گزارش كرده شيرين كننده

كه زير ديوار اوليه4و1سلولاز پيوند بتا اند كه آنزيم همي
نخستين لايه از صفحه مياني ديواره سلولي گياه قرار دارد را 

و سلوبيوز تبديل مي شكندمي كند. با شكستهو به گلوكز
با شدن اجزا ديواره سلولي استخراج تركيبات داخل سلولي

گيرد. نتيجه حاصل شده مشابه با نتايج سهولت صورت مي
بدست آمده از استخراج آنزيمي ساير تركيبات بيواكتيو از 

باشد. براي مثال استخراج كاروتنوئيد طبيعي گياهان مي
ليكوپن از گوجه فرنگي به كمك آنزيم سلولاز توسط 

Choudhari & Ananthanarayan انجام 2007در سال
و تحت شرايط اپتيمم استفاده از آنزيم باعث افزايش  شد

دهد بازدهي استخراج ليكوپن شد. نتايج حاصل نشان مي
هاي ديواره سلولي گام اساسي در كه تجزيه پلي ساكاريد

 باشد. افزايش بازده استخراج عصاره در گياهان مي
و همي سلولز مانند ديواره سلولي گياهي شامل سلولز

و زايلان مي و زايلوگلوكان باشد كه شبكه نسبتاً سخت
سلولاز باعث دهند. آنزيم همي محكمي را تشكيل مي

شود. بنابراين استخراج شكستن ديواره سلولي گياهان مي
و Wilkinsگيرد. عصاره گياهي با سهولت صورت مي

و 2007در سال همكاران گزارش كرداند كه سلولز، پكتين
مي سلولز در پوستههمي توانند به باقي مانده از گريپ فروت

 ها هيدروليز شوند. قندهاي مونومر توسط آنزيم
هاي شاهد در روش بازدهي استخراج عصاره در نمونه

از استخراج به شيوه و استفاده رفلاكس حرارتي
ي نداشت. اما در كل داراولتراسونيك اختلاف آماري معني

افزايش غلظت آنزيم در هر دو روش موجب افزايش بازدهي
گيري در روش مدت زمان عصاره استخراج عصاره شد.

استخراج رفلاكس حرارتي نسبت به روش استخراج 
تر است. بنابراين زمان بيشتري براي اولتراسونيك طولاني

پ و استفاده از يش آزادسازي تركيبات گياهي وجود دارد
بيان توسط آنزيم تيمار آنزيمي ريشه گياه شيرين

سلولاز به باز شدن ساختار ديواره سلولي گياه كمك همي
كند. لذا عصاره گيري با سهولت بيشتري صورت مي
ازگيرد. بيشترين ميزان گليسيريزيك مي  اسيد استخراج شده

- تيمار شده با آنزيم هميبيان پيشگرم ريشه شيرين 100
درصد آنزيم به روش استخراج2/0توسط غلظت سلولاز،

و غلظت  درصد آنزيم به روش استخراج1رفلاكس حرارتي
و با افزايش غلظت  (بهآاولتراسونيك به دست آمد و2نزيم

ازدرصد) ميزان گليسيريزيك3 گرم 100اسيد استخراج شده
هاي شاهد تا حدودي بيان نسبت به نمونهريشه شيرين
است. اين امر احتمال دارد به دليل تجزيه كاهش يافته

اسيد در طي فرايند استخراج باشد، تركيب گليسيريزيك
بيان 2007و همكاران در سال Patindolعلاوه بر اين 

هاي سلولوليتيك گرايش به مهار شدن اند كه آنزيمكرده
توسط محصولات محلول سلولزي دارند. بنابراين اثر 

ايش غلظت آنزيم در استخراج ممكن كاتاليكي آنزيم، با افز
و در نتيجه قابليت تجزيه ي است به حد ماكزيمم خود نرسد

 كمتر توسط آنزيم، موجب مهار توليد محصول شود.



انو همكار الهام گياهي
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و غلظت آن بر بازدهي استخراج عصاره از ريشه-1شكل دوي گياه شيريناثر آنزيم همي سلولاز روش استخراج بيان به
و اولتراسونيك  ))>05/0p( دار است حروف غيرمشترك نشان دهنده وجود اختلاف آماري معني( رفلاكس حرارتي

در-2شكل و غلظت آن بر ميزان گليسيريزيك اسيد موجود شيرين بيان به دو روش گرم ريشه 100اثر آنزيم همي سلولاز
و اولتراسونيك )) >05/0p( دار است حروف غيرمشترك نشان دهنده وجود اختلاف آماري معني( استخراج رفلاكس حرارتي

 گيري نتيجه
از با افزايش غلظت آنزيم بازدهي استخراج عصاره

ها باعث ريشه گياه شيرين بيان افزايش يافت زيرا آنزيم

و آزادسازي تخريب ديواره سلولي بافت گياهي مي گردند
گيرد. تركيبات داخل سلولي با سهولت بيشتري صورت مي

بيشترين درصد استخراج عصاره در هر دو روش استخراج 



 بيان از ريشه شيرينگليسيريزيك اسيد كارگيري همي سلولاز در استخراج تاثير به
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و اولتراسونيك در پيش تيمار آنزيمي ريشه رفلاكس حرارتي
3سلولاز، در غلظت همي بيان توسط آنزيمگياه شيرين

كلي پيش درصد آن به دست آمد. به عنوان نتيجه گيري
هاي استخراج تيمار آنزيمي ريشه گياه شيرين بيان در روش

و استخراج به كمك اولتراسونيك، براي  رفلاكس حرارتي
و گليسيريزيك اسيد از افزايش راندمان استخراج عصاره

و آنزيمريشه گياه شيرين بيان روشي موثر مي ها با باشد
ب تسهيل توانايي تخريب ديواره سلولي بافت گياهي، موج

 گردند. آزادسازي مواد داخل سلولي مي
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