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  چکیده

سازي و توانایی   در شفاف به همین دلیل. را داردها  آب میوه کدورتاصلی عامل  ، پکتینتجزیهتوانایی . داردایی ذآنزیم پکتیناز اهمیت زیادي در صنایع غ
 هزینه بر است و باید تدابیري اندیشیده شود تا بتـوان از   ها در صنعت استفاده از آنزیم. کند ایفا میرا نقش مهمی مواد مغذي  خواص حسی و کیفیت     حفظ  

 ، هاي آلژینات تثبیت درون دانه تجاريآنزیم پکتینازپژوهش در این . شود  استفاده متوالیچندین بار ، براي میزان کارایی آندر ون تغییربدمقدار کمی آنزیم  
 به ترتیب  براي آنزیم آزاد وتثبیت شدهpH بهترین دما و بهترین .  مختلف مورد بررسی قرار گرفتpHشده تحت شرایط دما و فعالیت آنزیم آزاد و تثبیت و

°C 45 در محـدوده غلظت آنـزیم تثبیـت شـده   ر متغی 3 با استفاده از فرنگی گوجهسازي آب  سازي شفاف  جهت بهینهپاسخ سطحروش .  تعیین گردید3 و           
 دستیابی به کمترین کـدورت  تدر جهسازي  آنالیز آماري و بهینه. مورد استفاده قرار گرفت سطح 3در  )  دقیقه 45 -15(و زمان   ) C30-45°(، دما   %)2-6(

 برابـر  09/27دما و زمان جهت رسیدن به  شده، غلظت آنزیم تثبیتشرایط بهینه نتایج نشان داد . انجام شدرین میزان آنزیم مصرفی     تفرنگی در کم   گوجه آب
  .تعیین گردید با  دقیقه45و  C 45°، % 2سازي به ترتیب  بازده شفاف
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  مقدمه - 1
به طور عمده هاي مختلفی هستند و بنديداراي دستهها  پکتیناز
، )PMG( گالاکتوروناز متیل پلی، )PG( گالاکتوروناز پلیشامل 
 لیاز گالاکتورونات ، پلی)PL( لیاز ینپکت ،)PME( استراز متیل پکتین

)PGL( صنایع مختلف مانند ها در ن آنزیمای .]1[ باشندمی 
، ]2[ هاي الکلی نوشیدنیسبزیجات و ، سازي آبمیوه شفاف

هاي گیاهی، صنعت پارچه و سفید   روغناستخراج قند میوه و
  .]3 ،4[ مورد استفاده قرار می گیرندکردن کاغذ 

ها مقابل  پایداري آنبررسی ها در صنعت،  جهت استفاده از آنزیم
هایی که به  آنزیم. ]5[ استیطی ضروري تغییرات شرایط مح
، حرارت pHروند پایداري ضعیفی در برابر  شکل آزاد به کار می

ها براي استفاده مجدد  و سایر عوامل محیطی دارند و بازیابی آن
ها به هاي مختلفی جهت تثبیت آنزیمروش. ]6[ استدشوار نیز 

سطحی، جذب :  وجود دارد از جملههامنظور استفاده مجدد آن
 پیوند کوالانسی میکروانکپسولاسیون، اتصالات عرضی یا متقاطع،

هاي آنزیمی به حالت   مولکولاین روش که در ،1اندازي  به دامو
محلول و آزاد هستند اما حرکتشان توسط ساختمان شبکه ژل 

جهت این کار از پلیمرهاي مختلفی استفاده . دگردمحدود می
ت کلسیم با توجه به زیست شود که در این میان آلژینا می

سازگاري، هزینه کم، در دسترس بودن و مقاومت در برابر 
هاي مشابه طبیعی و  آلودگی میکروبی در مقایسه با دیگر پلیمر

   .]7[ تر است ثرمؤمصنوعی براي تثبیت آنزیم 
تواند به افزایش بازدهی   میفرنگی حذف پوست و دانه از گوجه

وش هاي سنتی با شوك حرارتی در ر. سازي کمک کند در شفاف
سرد یا گرم اقدام به غیر فعال کردن پکتین متیل استراز و پلی 

 فساد حاصل از رشد از به این ترتیب .نمودندگالاکتوروناز می
 فرایندهاي غشایی شامل .]8[ گردیدجلوگیري میباکتري ها 

 روش هاي سنتی دیگر 3 و اولترافیلتراسیون2میکروفیلتراسیون
 نیاز به انرژي و هزینه کمتري دارند این فرایندها هستند که

هاي جداسازي غیر حرارتی هستند که باعث تغییر فاز  روش
ها  ها، شکرها و نمک ویتامین ها،  پروتئینافتشوند و حداقل  نمی

ف پکتین و ایجاد ذحمتعددي تحقیقات . ]8[ را به همراه دارد
                                                             
1. Entrapment 
2. Microfiltration 
3. Ultrafiltration 

ثیر أحت ت تار ها توسط آنزیمها و سبزیجات بمیوهآشفافیت 
          بررسی نمودند  دما و زمان ،عوامل مختلف مانند غلظت آنزیم

]8 ،9 ،10[.  
 پزشکان به ،ها  با صنعتی شدن شهرها  و افزایش آلودگیامروزه

ذایی توصیه بیشتري هاي غ مصرف انواع سبزیجات در وعده
فرنگی به  مطالعات نشان داده است که مصرف گوجهکنند  می

لف خواص بسیاري دارد از جمله مصرف اشکال مخت
، قلبی و عروقیفرنگی با جلوگیري از وقوع مشکلات حاد  گوجه

 اولیه و مرگ و میر ناشی 4آترواسکلروزیسافزایش جلوگیري از 
هاي قلبی ارتباط دارد علاوه بر این نشان داده شده  ماريیاز ب

هاي انسانی  فرنگی شفاف شده تجمع پلاکت است که آب گوجه
 یا اختلال تحمل گلوکز مهار 2 در بیماران مبتلا به دیابت نوع را

فرنگی باعث کاهش التهاب  مصرف آب گوجه .]11[ کند می
آب . ]12[ شود سیستمیک در زنان داراي اضافه وزن و چاقی می

 را کاهش و مقاومت آن را در LDLفرنگی سطح کلسترول  گوجه
 .]13[ دهد برابر اکسایش افزایش می

لیمرهـاي طبیعـی و سـنتزي ماننـد آلژینـات، آگـار و پلـی        انواع پ 
. انـد  ها استفاده شـده  ها و سلول دام اندازي آنزیم آکریلامید براي به  

 تثبیـت پکتینـاز را بـا بـه دام           2008توپینگ و همکاران در سـال       
       اي در بـستر ژل آگـار بررسـی کردنـد         اندازي و اتصال چند نقطه    

 تثبیـت پکتینـاز را در   2013ال رحمـان و همکـاران در س ـ   .]14[
همـین محققـان در   . ]7[  کلسیم آلژینات مورد بررسی قرار دادند

 تثبیت آنزیم پکتیناز را در بستر کیتوزان مورد بررسـی         2014سال  
 آنزیم سلولاز و پکتیناز را 1394کریمی در سال . ] 15[قرار دادند

 .]16[ادبا به دام اندازي در کلسیم آلژینات مـورد بررسـی قـرار د           
 تثبیت پکتین متیـل اسـتراز را در   2013بوگرا و همکاران در سال   

  .]17[ت کلسیم مورد بررسی قرار دادند بستر آلژینا
ــه   ــق بهین ــن تحقی ــام ای ــدف از انج ــفافه ــازي ش ــردن آب س ک

جهـت کـاربرد آن در      ) همـراه بـا پوسـت و دانـه        (فرنگـی     گوجه
ر شـرایط  به ایـن منظـو   .هاي مختلف استفرمولاسیون نوشیدنی

 آلژینات، درمقادیر مختلف 5هايتثبیت آنزیم پکتینازتجاري در دانه
 .آنزیم تثبیت شده، شرایط مختلف دما و زمان بررسی گردید

 

                                                             
4. Atherosclerosis 
5. Beads 
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  مواد و روش ها - 2
   مواد -2-1

 پکتینـاز، بتـا گلوکونـاز،        آنزیمـی  خلـوط م( 1002آنزیم تجـاري    
فاده قـرار   در این پژوهش مورد اسـت      )ایران ،آرتین شیمی  ؛زایلاناز
 و  )، آمریکـا  سیگما آلدریچ ( سیب  پکتین  و  سدیم آلژینات  .گرفت

دي نیتــرو سالــسیلیک  5 و3 کلــسیم کلریــد، بقیــه مــوارد شــامل
ک  گـاوي، نم ـ   سرم ، آلبومین  گالاکتورونیکاسید  ،  )DNS1(اسید

، بافر فسفات، معرف فولین، کربنات سدیم سدیم پتاسیمتارتارات  
  اسـید ،سـدیم استات ،  آبه5س و هیدروکسید سدیم و سولفات م    

شرکت مـرك، آلمـان   نمایندگی از % 96با خلوص    استیک، اتانول 
  .تهیه گردیدند

  ها  روش-2-2
   تثبیت آنزیم -2-2-1

 ml 5سـرنگ   توسط   ،هاي آلژینات   دانهجهت تثبیت آنزیم درون     
 داخـل بـشر  ، cc10باهم به حجم     محلول سدیم آلژینات و آنزیم    

ــوي ــسیم cc20محت ــد کل ــولا2/0 کلری ــزن ر  م ــر روي هم ــه ب  ک
 دور 50حدود  با دور کم )جنوبی کره-Sci finetech(مغناطیسی
 قرار گرفته، ها  تا زمان تشکیل شدن دانهو بدون حرارت  در دقیقه   

هـاي    تشکیل شـدن دانـه  پس از. اضافه گردید اي  به صورت قطره  
 جهت تکمیل فرایند نفوذ و کامـل شـدن غـشاي            آلژینات کلسیم 

بـه  مانده،   ها از محلول باقی     ه دانه  دقیق 30 مدت   ی از ط  پساي  ژله
  .]18[ جداسازي شدند کاغذ صافیکمک 

   تعیین میزان فعالیت آنزیمی-2-2-2
بر ) 2016( و همکاران آلاگز مطابق روش پکتینازفعالیت آنزیم 

زیر تعیین صورت  به ]19 [مانده کتورونیک باقیاساس میزان گالا
 مایکرولیتر محلول 250 به ول آنزیمی میکرولیتر محل 50 :گردید

 =5pH لیتر در بافر استات با گرم بر میلی میلی1پکتین با غلظت 
 به کمک دست یا همزن پس از همزدن با سرعت کم. شداضافه 

 300 گراد  سانتی درجه30 دقیقه در دماي 30 به مدت مغناطیسی
م  گر1، نرمال2لیتر سود   میلی20شامل ( DNSمیکرولیتر معرف 

به هریک از )  گرم نمک راشل30،دي نیترو سالسیلیک اسید
آنزیم، سوبسترا، ( هاي حاوي نمونه لوله و گردیدها اضافه  محلول

                                                             
1. 3,5-Dinitrosalicylic acid  

 Rad(ماري  بن یا حمام آب گرم دقیقه درون 10به مدت  )معرف

lab-بعد از اتمام این مدت .گرفتندبا دماي جوش قرار )  ایران 
 خنکتا زمانی که مقداري  ها درون ظرف حاوي یخ زمان نمونه

 5تا حجم نهایی  آب مقطر پس با سو  شدشوند قرار داده
 540در طول موج ها  نمونهیک از جذب هر . لیتر رقیق شدند     میلی

 - Philler scientific(با دستگاه اسپکتروفوتومتر نانومتر
استاندارد گالاکتورونیک  و اعداد در منحنی  تعیین گردید)آمریکا

 نیز جهت تعیین فعالیت آنزیم تثبیت شده، .ار گرفتنداسید قر
 001/0 توسط ترازو با حساسیت  حاوي آنزیمدانهگرم 05/0 میزان
 بهو  وزن شد) آلمان- practum12u-15مدلSartorius(گرم 
  براي آنزیم آزاد، شده ذکر و مطابق روششد اضافه پکتین

  .گردیدتعیین  آنزیم تثبیت شدهفعالیت 

  فرنگی سازي آب گوجه  شفافازيس هبهین -2-2-3
 با CCD(2(طرح مکعب مرکزيروش سطح پاسخ و با استفاد از 

و سه سطح ) میزان آنزیم تثبیت شده، دما و زمان ( فاکتور 3
 و متغییر α=1 تکرار در نقطه مرکزي با 6شامل ) 1جدول (

 آزمایش 20، )فرنگی گوجه میزان کدورت آب(وابسته یا پاسخ 
گروه  .طراحی گردید) DX7(ار دیزاین اکسپرت افز توسط نرم

 نمونه بوده که همگی متغیرها در سطح 6تیمارهاي مرکزي شامل 
 نمونه و 6گروه تیمارهاي محوري شامل . اندصفر تعریف شده

و صفر، و گروه تیمارهاي مکعبی + 1 ، -1ترکیبی از سطوح 
یک مدل . بودند+ 1 و -1 نمونه که ترکیبی از سطوح 8شامل 

هاي تجربی برازیده به داده) 1معادله (چند جمله اي درجه دوم 
  :شد

 )1(معادله 

 
 

 ضرایب βij و β0 ،βi ،βiiو ) میانگین خطاي مطلق( پاسخ Yکه 
رگرسیونی به ترتیب براي عرض از مبداء، خطی، درجه دوم و 

تحلیل .  متغییرهاي مستقل می باشندXj و Xiها بوده و برهمکنش
افزار دیزاین سیم نمودارها با استفاده از نرمسطح پاسخ و تر

  .  صورت پذیرفت7اکسپرت نسخه 
 

                                                             
2. Central Composite Design 
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Table 1 Range of variables at different levels for the Optimization of immobilization 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
توان آن را به بعد از تشخیص اعتبار مدل به لحاظ آماري، می

ها بر میزان منظور آنالیز و برآورد اثر سطوح مختلف متغیر
دو و (هاي گرافیکی روش. جه فرنگی به کار بردکدورت آب گو

ها و اثرات متقابل احتمالی به منظور تعیین اثرات متغیر) بعديسه
این . روندبه کار می) میزان کدورت(ها در پاسخ مورد نظر آن

ها و میزان کدورت هدف را ها رابطه میان متغیرها و نقشهنمودار
-ها و پاسخط میان فاکتورکنند و به تشخیص آسان روابمجسم می

        بنابراین رسم سطح پاسخ ارتباط بین . نمایندها کمک می
  که دهد، در حالیهاي مستقل و متغیر وابسته را نشان میمتغیر

  ]. 20[شود متغیر دیگر در مقدار بهینه ثابت نگه داشته می
ها و سطوح پاسخ، نواحی مطلوب در نتیجه با مطالعه این نمودار

شود و مودار براساس شرایط ایجاد کمترین کدورت شناسایی مین
بررسی . سازي تکمیلی را انجام دادتوان بهینه در عین حال می

دانکن، در سطح احتمال  ايچند دامنه آزمون سایر پارامترها توسط
  . استفاده شد 21,0 نسخه SPSSافزار وسیله نرم درصد، به5
  شدهآزاد و تثبیت آنزیم هاي ویژگی بررسی -2-2-4
  pHبررسی اثر  -2-2-4-1

   بر فعالیت آنزیم آزاد و تثبیـت شـده بـا اسـتفاده از بـافر               pHاثر  
  و8/5، 6/4، 2/4، 6/3، 3هاي مختلف pH  مولار در 1/0استات 

میلی گرم بـر میلـی    C30   ، 1°( در دما و غلظت ثابت سوبسترا        6
 -سـانا (متر pH . ]21[ تکرار مورد بررسی قرار گرفتند 3با ) لیتر

هـا  pHروش تعیین میزان فعالیت آنزیمی براي هریـک از    . )ایران
در هـر حالـت    مانـده     بـاقی تکرار و میـزان گالاکتورونیـک اسـید         

  مشخص شد
  بررسی اثر دما -2-2-4-2

ــدوده    ــده در مح ــت ش ــزیم آزاد و تثبی ــت آن ــر فعالی ــا ب ــر دم                 اث

 و pHتـرین     در مناسـب  گـراد      درجه سانتی  65 ،55،  45،  35،  25
فعالیت آنزیم براي استفاده در این دماها مورد بررسی قرار گرفت        

با بالاترین میـزان     pHترین    مناسب pHمطابق با بررسی اثر      ].7[
 بود و روش تعیین میزان فعالیت آنزیمی با 3فعالیت آنزیم برابر با 

  .مورد بررسی قرار گرفت در دماهاي مختلف pHاین 
  گیري درصد تثبیت آنزیم ندازها -2-2-4-3

 تفاوت میزان    از گیري مقدار آنزیم تثبیت شده عبارت است        اندازه
و میـزان پـروتئین     ) پـروتئین آنـزیم    (قبل از تثبیـت   اولیه   پروتئین

 تقـسیم برمیـزان   )محلول زیر صافی پس از شستشو    (تثبیت نشده   
   قبل از تثبیتپروتئین اولیه

  2معادله

  
  فعالیت ویژه آنزیمیي گیراندازه -2-2-4-4

فعالیـت آنـزیم بـه میـزان     میـزان    از تقـسیم فعالیت ویژه آنزیمـی  
 بـا روش    ( در حالت آزاد و تثبیت شده     گیري شده   اندازهپروتئین  

  .]22[گردید تعیین ) لوري
شده در شفاف    تثبیت  تجاري 1002 کاربرد آنزیم  -2-2-5

  فرنگی سازي آب گوجه
سازي آب  شده جهت شفافاز آنزیم تثبیت  مقادیر مختلفی

هاي  دانه بعد از اینکه ).1مطابق جدول (  فرنگی انتخاب شد گوجه
 در  اضافه وفرنگی  فالکون محتوي آب گوجه بهحاوي آنزیم

در واري ذگ گرمخانه )1جدول(  تعیین شدههاي  و زماندماها
سپس . گردیدندفیوژ ی دقیقه سانتر5 دور در دقیقه به مدت 3000

 660در طول موج ) سوپرناتانت(ول شفاف روییمیزان جذب محل
  ].25، 24، 23[  نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد

High Center Low Type Units Name 
+1(6) 0(4) -1(2) Independent 

variable % Enzyme 

+1(45) 0(30) -
1(15) 

Independent 
variable Min Time 

+1(45) 0(37.5) -
1(30) 

Independent 
variable °C Temperature 

- - - Response OD Turbidity 
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   و بحث نتایج-3
  درصد تثبیت آنزیم -3-1

بـر   بر اساس محاسبات میزان درصد تثبیت آنزیم پکتیناز تجـاري       
درصد تثبیت  . محاسبه شد  درصد 32±1/0 هاي آلژینات   روي دانه 

  .]26[گزارش شده است% 56 تا 30 موارد محدوده در بسیاري از
ــزیم تثبیــت شــده در بررســی  -3-2 فعالیــت آن

   آلژیناتمختلف درصدهاي 
 در درصـدهاي مختلـف    تثبیـت شـده    بهترین میزان فعالیت آنزیم   

 1تحت شرایط ثابت میزان آنزیم   % 5/3 و   3،  5/2،  2،  5/1آلژینات
. ار گرفـت   مـورد بررسـی قـر      M 2/0لیتـر و کلریـد کلـسیم      میلی

. )1شـکل ( داشـت  وجـود % 3بیشترین فعالیت آنزیم در آلژینات 
 نیز نتایج مشابهی را گزارش نمودنـد      ) 2013(رحمان و همکاران    

]7[.  
سدیم % 2و % 1شده با غلظت هاي   هاي تثبیت   فعالیت پایین آنزیم  
دهد که آنزیم ممکن است از ذرات نرم، ناپایدار   آلژینات نشان می  
هاي پایین سـدیم آلژینـات خـارج شـود در            تو شکننده در غلظ   

اندازه منافذ کلسیم %) 3بالاتر از (هاي بالاتر سدیم آلژینات  غلظت
آلژینات کاهش یافته و این ممکن است موجب محدودیت نفـوذ          
سوبسترا به داخل ذرات کلسیم آلژینـات و رسـیدن بـه موقعیـت              

  .]27[ دام انداخته شود هاي به فعال آنزیم

  
Fig 1 Investigation of different concentrations of 

alginate and its effect on enzyme activity; Different 
lowercase letters stand for significant differences 

between treatments (p < 0.05) 
 

   بر آنزیم آزاد و تثبیت شدهpH بررسی اثر - 3-3
، %3آلژینات (د و تثبیت شده ارزیابی فعالیت آنزیم پکتیناز آزا

 تا pH 3 محدوده در) ml1  و میزان آنزیمM 2/0 کلرید کلسیم
  بیشترینهمانطور که در نتایج مشخص است .انجام گرفت 6

با توجه . )2شکل  (مشاهده گردید 3معادل  pH فعالیت در میزان
مشخص گردید که  pH  محدوده صورت گرفته درهاي به ارزیابی

ا  در شرایط اسیدي بیشترین فعالیت را دارتفادهیم مورد اسآنز
 مورد 1002 بهینه براي آنزیم تجاري pHي  محدوده .باشد می

 در  نیزاستفاده بر اساس اطلاعات موجود توسط شرکت سازنده
 که با شرایط بدست آمده در  ذکر شده است5/2-5/4محدوده 

  .این پژوهش همخوانی دارد
نیـز  ند کاهش فعالیت آنزیم آزاد   رو گردد  همانطور که مشاهده می   

تثبیت تحمل آنـزیم  بـه   . )2شکل  ( تثبیت شده استمشابه آنزیم 
 آلکورتـا و  .نسبت بـه حالـت آزاد افـزایش داد    شرایط اسیدي  را   

 تثبیت آنزیم پکتین لیاز حاصل از پنسیلیوم  در بررسیهمکاران نیز
زارش  گ ـ3ینـه را   بهpHایتالیکوم را بر روي بستر نایلون بررسی      

  .]28[  که جهت شفاف سازي در آبمیوه مناسب استکردند
 در 2013 و 2014هـاي رحمـان و همکـاران در سـال      در بررسی 

بستر کیتـوزان و آلژینـات کلـسیم فعالیـت آنـزیم پـس از تثبیـت         
 نشان داده pHافزایش داشته و تغییرات کمتري نسبت به افزایش         

   .]7، 15[است 

  
Fig 2 Investigating the effect of pH range on the 

amount of residual enzyme activity; Different 
lowercase letters stand for significant differences 

between treatments (p < 0.05) 
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  بررسی اثر دما بر آنزیم آزاد و تثبیت شده    - 3-4

آلژینات (ارزیابی فعالیت آنزیم پکتیناز آزاد و تثبیت شده نتایج 
در شرایط ) لیتر میلی1 و میزان آنزیم M 2/0 ، کلرید کلسیم3%

 مشاهده 3شکل درجه سانتیگراد در 65 تا 25مختلف دمایی 
بیشترین فعالیت در حالت آزاد و در حالت تثبیت شده . شودمی

 بعد از آن با افزایش شد و درجه سانتیگراد مشاهده 45در دماي 
 گردد  همانطور که مشاهده می.فتیاآنزیم کاهش  دما فعالیت

آنزیم به دامنه حرارتی سبب افزایش نسبی میزان مقاومت تثبیت 
 .  استشده

  
Fig 3 Investigating the effect of different 

temperatures on the amount of residual enzyme 
activity; Different lowercase letters stand for 

significant differences between treatments (p < 0.05) 
 

مورد استفاده بر اساس   1002دماي بهینه براي آنزیم تجاري 
 درجه 50-20اطلاعات موجود توسط شرکت سازنده در محدوده 

سانتیگراد ذکر شده است که با نتایج پژوهش صورت گرفته 
 در بررسی 2013 رحمان و همکاران در سال .باشد همسو می

-KIBGEاز حاصل از باسیلوس لیشنی فورمیس تثبیت پکتین

IB21 45 در کلسیم آلژینات دماي بهینه را براي حالت آزاد 
  گراد   درجه سانتی55   سانتی گراد و براي حالت تثبیت شده درجه

  

 تثبیت پلی 2015همین محققان در سال ] 7[گزارش نمودند 
 گالاکتوروناز را در بسترهاي مختلف بررسی کردند و نتیجه

 ].29[مشابهی را گزارش نمودند 

  فرنگی سازي آب گوجه  شفاف- 3-5
سازي متغییرها جهت به دست آوردن   بهینه-3-5-1

  فرنگی در آب گوجه) بیشترین شفافیت(کمترین کدورت 
میزان کدورت آب بر انجام شده  مختلف ر تیما20نتایج بررسی اثر

یمارهاي بینی شده براي ت فرنگی در مقادیر واقعی و پیش گوجه
  . گرددمشاهده می) 2(مختلف در جدول 

به منظور مطالعه دقیق اثر هر فاکتور و کمی کردن آن و همچنـین          
ها، مطالعه جـدول    ها، آنالیز و بررسی پاسخ    سنجیدن ارزش پاسخ  

با توجـه بـه آنـالیز واریـانس،     .ها ضروري استآنالیز واریانس آن  
 آن  شد، نشان دهنـده  با 05/0 مدل کوچک تر از      Pچنانچه ارزش   
 براي بررسی پارامتر مورد نظر، مدل مناسبی CCDاست که طرح 

همچنین با توجه به نتایج حاصل از آنـالیز   ).3جدول (بوده است   
باشـد،  واریانس مدل پیشنهادي در این حالت معادله درجه دو می      

 است و نشان دهنده آن اسـت کـه     9519/0 آن برابر    R2که میزان   
  . عادله درجه دو سازگار شده استها با مداده

  ومیزان آنزیم= X1میزان کدورت، = Yمدل پیشنهادي که در آن 
X2 =معادله نهایی به صورت زیر است .زمان می باشد :  

  3معادله 
Y= 0.034427-0.0051X1 -0.0037X2 +0.0015X1X2 -

0.00282AX1
2                                                          

  ها بررسی نمودارهاي سطح پاسخ و اثر فاکتور-3-5-2
فرنگی با توجه به نتایج  سازي آب گوجه در کل تأثیر دما در شفاف

) 6(و ) 5(هاي شماره ، و شکل)Pارزش (جدول آنالیز واریانس 
  .باشد معنی دار نمی
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Table 2 Results of treatments used to optimize the clarification of tomato juice 
Turbidity(660nm) 

Prediction Reality 
T 

(°C) 
Time 
(min) 

Enzyme 
(%) Run 

0.037 0.034 45 30 4 1 
0.034 0.034 30 45 2 2 
0.029 0.03 45 45 2 3 
0.034 0.034 37.5 30 4 4 
0.033 0.034 37.5 30 4 5 
0.033 0.034 37.5 30 4 6 
0.029 0.028 30 15 6 7 
0.033 0.034 37.5 30 4 8 
0.041 0.042 45 15 2 9 
0.027 0.027 37.5 30 6 10 
0.024 0.024 45 45 6 11 
0.039 0.038 37.5 15 4 12 
0.038 0.037 37.5 30 2 13 
0.035 0.034 37.5 30 4 14 
0.025 0.025 30 45 6 15 
0.034 0.035 30 30 4 16 
0.029 0.03 45 15 6 17 
0.043 0.043 30 15 2 18 
0.032 0.031 37.5 45 4 19 
0.035 0.034 37.5 30 4 20   

Table 3 Analysis of variance (ANOVA) in determining the effective and ineffective parameters for the 
least turbidity of tomato juice  

Source Sum of Squares Df Mean Square F p-value  
    Value Prob > F  

Model 0.0004 9 5.09E-05 22.0255 < 0.0001 *** 
A 0.0002 1 0.0002 112.5531 < 0.0001 *** 
B 0.0001 1 0.0001 59.2407 < 0.0001 *** 
C 2.5E-06 1 2.5E-06 1.0818 0.3228  

AB 0.00001 1 0.00001 7.7891 0.0091 ** 
AC 4.5E-06 1 4.5E-06 1.9472 0.1931  
BC 2E-06 1 2E-06 0.8654 0.3741  
A^2 2.18E-05 1 2.18E-05 9.4512 0.0118 * 
B^2 9.09E-08 1 9.09E-08 0.0393 0.8468  
C^2 9.09E-08 1 9.09E-08 0.0393 0.8468  

Residual 2.31E-05 10 2.31E-06    
Lack of Fit 1.83E-05 5 3.66E-06 3.7811 0.0853 n  
Pure Error 4.83E-06 5 9.67E-07    
Cor Total 0.000481 19     

R2=0.9519 , R2adj=0.9087, R2predict=0.7302         Press: 3.46   C.V.= 4.58   
*Significant at 5% (p< 0.05), **Significant at 1% (p< 0.01), ***Significant at 0.1% (p < 0.001); n: not significant. 

 A: enzyme; B: time; C: temperature 
  هاپاسخ و اثر فاکتوربررسی نمودارهاي سطح  -3-5-2

فرنگی با توجه به نتایج  سازي آب گوجه ثیر دما در شفافأکل تدر 
 )6(و   )5(هاي شماره    شکل ، و )Pارزش  (جدول آنالیز واریانس    

   .باشد معنی دار نمی
 و تغییرات میزان کدورت با تغییـر میـزان آنـزیم     شکلدر بررسی   

افزایش آنزیم و زمـان بـاهم در     C 37°زمان در میزان ثابت دماي    
رصد آنزیم و تا زمان د 4 و2دهد که در میزان     نشان می  شکلاین  
   دقیقه تقریبا به مقدار یکسانی کاهش کدورت اتفاق می افتد از 30

 دقیقـه   45زمـان تـا     آنزیم و افزوده شـدن      % 6آن به بعد تا میزان      
افـزایش آنـزیم بـه نوبـه      ).4شکل(شود  کاهش کدورت بیشتر می   

 ي آنـزیم امـا مـصرف بـالا   شـود   خود سبب کاهش کـدورت مـی      
توانـد کـدورت     مـی   حـدي فراتـر    اقتصادي نیست ضمن اینکه از    

 افزایش مدت زمان در تماس بودن آنـزیم و آب  .ثانویه ایجاد کند 
هم به علـت زمـان بیـشتر واکـنش آنـزیم و حـذف        فرنگی  گوجه
  .ایجاد شفافیت بیشتر داردسزایی در ها تأثیر ب پکتین

تغییرات میزان کدورت با تغییر میزان دما و میزان آنزیم در بررسی 
  همراه با % 6تا  آنزیم% 4از مقدار   دقیقه30در میزان ثابت زمان 
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افزوده شدن میزان دما کاهش کدورت به طور محسوسی مشاهده         

  ).5شکل(شود  می

با تغییر میزان دما و میزان زمان تغییرات میزان کدورت در بررسی  
 میلی گرم با افزایش زمان و دمـا بـاهم بـا       4در میزان ثابت آنزیم     

  ).6شکل (شیب زیادي کدورت کاهش میابد 

 
Fig 4 3D response surfaces changes in turbidity by changing the amount of enzyme and time at a constant 

temperature of 37 ° C 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fig 5 3D response surfaces changes the amount of turbidity by changing the temperature and enzyme level at a 
constant rate of 30 minutes 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig 6 3D response surfaces changes the amount of turbidity by changing the temperature and time of the constant 
amount of enzyme 4 mg 
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ســازي   شــفاف بــازده   میــزان تعیــین -3-6
  فرنگی در شرایط بهینه گوجه

 نسبت به حالت اولیه ي شفاف شدهها نمونهکدورتبررسی میزان 
فرنگی تـا   که آب گوجه نشان داد) زنی قبل از اعمال فرایند آنزیم    (

  .ابر شفاف شده است بر09/27میزان 
میزان ) 2012(  صورت گرفته توسط ناگار و همکاران    پژوهشر  د

 87/20  معادل زایلانازفرنگی توسط آنزیم  آب گوجه سازي    شفاف
فرنگی حذف  هاي گوجه تعیین گردید در حالی که پوست و دانه% 

 تجاري توانایی   1002دهد آنزیم     مقایسه نتایج نشان می   . شده بود 
بدسـت آمـده از   فرنگـی   یشتر شفافیت بـراي گوجـه     ایجاد میزان ب  

. باشـد   فرنگی حاوي پوست و دانـه را دارا مـی           نمونه کامل گوجه  
که استفاده از مخلوط زایلانـاز   اظهار داشتند انقاین محق  همچنین

. بازدهی شفافیت را افزایش دهد% 15تواند  و پکتیناز و سلولاز می
 آنـزیم   غلطـت ا در    گوجـه ر   آبها بیشترین بازده و شـفافیت         آن

IU/mL15    90و زمـان انکوباسـیون       گراد   سانتی  درجه 4 ، دماي 
 آنـزیم   نتـایج سـایرین،   در مقایـسه بـا     ]24[ دقیقه مشاهده کردند  

و زمـان بیـشتر و بـازدهی         آنزیم    هدر رفت     میزان 1002تجاري  
  .کمتر داشته است

 

  گیري نتیجه -4
 و قابل کاربرد تثبیت به کمک کلسیم آلژینات روشی ساده و ارزان

  تجـاري 1002 بیـشترین فعالیـت آنـزیم     .در صنایع غذایی اسـت    
سـدیم  % 3غلظـت    آلژینـات کلـسیم بـا        هـاي دانهدر  تثبیت شده   

 همچنـین  . مولار کلسیم کلرید بدست آمـد  2/0آلژینات و غلظت    
و تحمل شـرایط اسـیدي   پایداري حرارتی  کهها نشان داد      بررسی

هـاي آزاد تـا حـدودي        ه با آنـزیم   هاي تثبیت شده در مقایس      آنزیم
 ر اساس نتایج بدست آمده، مشخص گردیـد    ب .یافته است افزایش  

هـاي  سـازي آب میـوه   تثبیت شده عملکرد خوبی در شفاف     آنزیم
 در کمتــرین مقــدار 1002آنــزیم پکتینــاز تجــاري  .دمختلــف دار

 لحاظ نماید که از   شفافیت قابل توجهی ایجاد       قادر است  مصرف
  .باشد میل توجه قاباقتصادي 
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The pectinase enzyme has a great importance in the food industry. It is capable of decomposing Pectin 
significantly, which is the substantial element of turbidity of the juices. As a result, it plays an important 
role in clarification also ability to maintain organoleptic properties and quality of nutrients. The usage of 
enzymes in the industry is costly and some measures should be taken to allow the enzyme to be used 
several times without altering its efficiency. In this research the commercial pectinase enzyme was 
immobilized on calcium alginate beads. Free and immobilized enzymes activities in different 
temperatures and pH were determined. Then storage stability and reusability of enzyme were 
investigated. For optimized clarification of tomato juice by immobilized enzyme, the response surface 
methodology was used. Three factors including temperature (30-45°C), time (15-45 min) and enzyme 
concentration (2-6%) in 3 levels were used to evaluate the effect of parameters on turbidity of tomato 
juice as a model system, the importance of interacting the effects of factors also determined. Optimization 
has been conducted to achieve the lowest turbidity of tomato juice at the lowest used enzyme. Optimized 
conditions achieved by concentration of immobilized enzyme 2%, temperature 45◦C and time 45min, and 
with yield of clarification 27/09 times for tomato juice. Results showed that the best temperature and pH 
for free and immobilized enzymes were 45°C and 3, respectively. 
 
Keywords: Pectinase, Clarification, Tomato Juice, Response Surface Methodology, Optimization 
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