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 دهیچک اطلاعات مقاله                        

 مقاله :   یخ هایتار

 1/6/1403افت: یخ دریتار

 10/10/1403رش: یخ پذیتار

( EC 3.2.1.15) بررسی سینتیک آنزیم پکتینازسازی فعالیت و بهینهمطالعه، هدف ازاین

های غلظت شاملبدین منظورتاثیر فاکتورهای مستقل،  باشد.سیاه میهویجآبسازی درشفاف

درجه بریکس(،  4، 75/4،  5/5،  25/6،  7، 75/7) (، بریکسgr/hl 6،7، 5 ) مختلف آنزیم پکتیناز

های ویژگی سازی وبرشفاف (درجه سانتیگراد 45، 50، 55دما ) و (ساعت 5/0، 3، 5/5) زمان

براساس بیشینه مقدار رنگ، کمینه مقدار کدورت وبیشینه  سیاه بررسی شد. بدین منظورهویجآب

 میرآنزیتاث نیشتریشرایط بهینه تعیین گردید. ب  1بنکن-باکس مقدار آنتوسیانین وبا طرح آماری

 بعد و بود یبصورت خط راتییبازه نمودار تغ نیا گرفت. در صورت ییابتدا قهیدق پانزده نازدریپکت

کرد  یط را یمدت روند نزول نیا کاهش کدورت بعد از زانیم و کرد یط را یروند ثابت بایتقر ازآن

در  رنگ شیافزا در نازیپکت میرآنزیتاث نیشتریب زین متوقف نشد. یکرد ول دایکاهش پ زیناچ اریبس و

آن روند  از بعد بود و یبصورت خط مدت نمودار نیا صورت گرفت. در ییابتدا قهیدوازده دق

 داریبرکاهش کدورت معن مآنزی غلظت و زمان دما، ریتاث ج،نتای براساس .بود ندکٌ اریبس راتییتغ

 ندیزمان فرآ بود. اثر ییبرکاهش کدورت بصورت نما زمان و اثر دما نیهمچن ( وp≤0.05)بوده 

بصورت درجه  دارویرنگ معن شیبرافزا میغلظت آنز اثر زمان و ینبود ول داریرنگ معن راتییتغ بر

 دما شتریب شیداشت وبا افزا شیشدت رنگ افزا گراد،یدرجه سانت50به45ش دما ازیبا افزا دو بود و

 نیانیآنتوس زانیهرسه فاکتور مورد مطالعه برم ری. تاثافتیشدت رنگ کاهش  گراد،یدرجه سانت55تا

 نهیداشت. نقطه به شیافزا نیانیآنتوس مقدار م،یغلظت آنز دما، زمان و شیبا افزا و داربودیمعن

-جهیبدست آمد. نت گرادیدرجه سانت55یدما ساعت و5/5، زمانg/hl 7غلظت مقداردر  یسازشفاف

 نشان داد. محصول را یفیک یهایژگیمثبت بر و ریبدست آمده، تاث نهیبه طینشان داد شرا یکل یریگ
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 ه مقدم-1

تخمیر است که از  اما قابل تخمیر نشده مایع میوه اساسا  آب

. [1] شودهای بالغ استخراج میهای خوراکی میوهقسمت

 نشده تخمیر طعمخوش هایمیوهآب کدکسطبق تعریف 

شود، »مایع حاصل می درنظرگرفته مصرف مستقیم برای که

سالم، که  یا تازه رسیده هایاز پردازش مکانیکی میوه

شوند، به دست منحصرا  با وسایل فیزیکی نگهداری می

 .[2] آید«می

 نیهمچن و یفنلیپل باتیترک ازی غن منبع هاوهیمآب

مصرف آنها  تیاز اهم مردم ازی اریهستند، بس دهایکاروتنوئ

 ،بالامالیگردش .[3]روزانه خود آگاه هستند ییغذا میدر رژ

سمت تولید محصولات با کیفیت بالا  به میوه راآب صنعت

حداقلی فرآوری  بصورت سوق داده است که مغذی هستند و

 آنجاییکه . از[4]حفظ کنند اند تا فواید سلامتی خودراشده

کننده برای مصرف تعیین عامل یک میوهآب شفاف ظاهر

هایی روش میوه رویآب کنندگان است، صنعت

به  .[5]کندکه این ویژگی را بهینه می کندگذاری میسرمایه

 نوشیدنی، آماده یک عنوان شفاف بهمیوهطور معمول، آب

غلیظ برای مصرف نوشیدنی شود. درمقابل، آبمی مصرف

 دهنده دربسیاری مطع تواند به عنوانشود یا میبازسازی می

میوه ابری آب ومربا استفاده شود. بستنی مانند ازمحصولات

یک سوسپانسیون کلوئیدی است که  ،حاصل از فشردن میوه

برای به  [.4]ها استقندها وتانن ،محلولی از پکتین

ای شفاف، این ذرات معلق باید حذف میوهآوردن آبدست

از مهمترین یکی سازی،شفاف عنوان به این فرآیند شوند.

. [6] شودها شناخته میمیوهدرفرآوری آب عملیات واحد

-شفاف ازعوامل موثر استفاده امکان آنزیمی همچنینتیمار

 کند. افزودنمی فراهم کدورتکمک به حذف  برای را کننده

کننده یا شفاف کننده برای اصلاح شفافیت، رنگ، صاف مواد

شده است. آنها بر  ها درنظرگرفتهمیوهطعم ویا ثبات آب

( مواد زمینی )بنتونیت، کائولن( i) اساس ماهیت کلی خود در

(iiپروتئین )( .)ژلاتین، کازئین، آلبومین( هاiii پلی )

( پلیمرهای مصنوعی v( کربن. )ivساکاریدها )آگارها(. )

(PVPP( .)نایلون ،vi ؛ و)( دی اکسیدسیلیکون )کیزل سل

(viiسایرین، از جمله شلاتورهای فلزی، آنزیم ) ها و غیره

 .[7]شوندگروه بندی می

 دارای که هستتتتند متعدد هایآنزیم از ایمجموعه پکتینازها

 ناهمگونی دلیلبه هستتتند. پکتین یعنی مشتتتر ، بستتتر یک

سمت روی توانندمی پکتین ساختاری  پکتین مختلف هایق

ثر ین بگتتذارنتتد. ا برا فی هتتایروهدرگ بنتتا ل ننتتد مخت  متتا

ها، پلی ناز ها، پلیپروتوپکتی ناز یلگالاکتورو ها، مت استتتتراز

 نام یک هاپکتین .[8]اندقرارگرفته لیازهاوپکتات لیازهاپکتین

باتمخلوطی برای عمومی یا  ازترکی فاوت بسییی  حاوی مت

پکتینازها با  [.9]عنوان جزء اصییلی اسیی اسیییب ب   پکتینیک

کافت  بات آب یداریموجب پکتیکی ترکی پا های کمپلکس نا

ها دارای یک هستتته کمپلکسشتتوند. اینمیپکتین -پروتئین

بت پروتئینی  بارمث کهبا  ند  با پکتین های با مولکول هستتتت

ند. آبکافت شتتتدهاحاطه بارمنفی  پکتین مولکولهایجزئی ا

درمعرض قرارگرفتن ستتتطوح بابارمثبت وناپایداری موجب 

 بینالکترواستتتتاتیکی دافعه  ،شتتتود. درادامهها میکمپلکس

ته کاهش  ذرات به و کمپلکسیاف مدیگرمیها  ند ه ند پیو

اتفاقات این  با همزمان دهند.می تر راسنگینذراتی وتشکیل 

شینی ته ستو  ازقانون  گیرد کهمیصورت ن  کند.می پیرویا

میوه با ژلاتین و بنتونیت یک روش ستتازی آب[شتتفاف10]

ست ها ترکیباتی جاذب هستند که به  این[. 7]صنعتی رایج ا

شفاف ستفاده میعنوان  میوه شوند وهنگامی که به آبساز ا

 [.11]شتتودای تشتتکیل میشتتوند رستتوب لختهاضتتافه می

بنتونیت یک ماده معدنی طبیعی برپایه خا  رس استتتت که 

های هیدرات ها )ستتیلیکاتمتعلق به گروه مونت موریلونیت

ای شتتود وستتپس ژلهآلومینیوم( استتت که در آب متورم می

ویژگی چذب سطحی بادادن  بنتونیت علاوه بر [.12]شودمی

 [11]شتتودمیوه ستتبب شتتفاف شتتدن آن میبار منفی به آب

اثرات ژلاتین وبنتونیت به ترتیب در جهت جذب ترکیبات 

جاذب [14]پروتئینی استتتت فنلی و یب  یک ترک . ژلاتین 
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نشتتینی ذرات با بارمنفی مانند پروتئینی استتت که موجب ته

نلپلی یه(  ها وف ثانو کدورت  مل  بات پکتیکی )عوا ترکی

. کدورت کم و احتباس آنتوستتتیانین بالا به [11]شتتتوندمی

شاخص شفافعنوان  صلی برای  های میوهسازی آبهای ا

ند آب مان یانین  نار در نظر فرنگی وآبتوتغنی ازآنتوستتت ا

 . [15]شودگرفته می

درارزیابی کیفیت غذاها است. تفاوت  مهمیک شاخص رنگ

ها و ستتبزیجات درطول فصتتول و اثرات منفی رنگ در میوه

ستفاده ازرنگ اغلب سازی ،فرآوری و ذخیره ها را از نظر ا

ضروری  صرف کننده  تجاری برای حفظ رنگ مورد علاقه م

ههمی حال، در د با این  ند.  نگک های های اخیر، ایمنی ر

ست و تقریبا  تمام  سیار متناقض بوده ا ضوعی ب خوراکی مو

های مصنوعی بوده است. به دلیل اقدامات نظرات علیه رنگ

فاده از  ندگان در مورد استتتت قانونی و نگرانی مصتتترف کن

به رنگافزودنی بل توجهی  قا های های مصتتتنوعی، علاقه 

نابع طبیعی وجود دارد در  .[16]غذایی به دستتتت آمده ازم

ستتالهای اخیرهویج ستتیاه بخاطر رنگ فوق العاده و وجود 

یار مورد توجه  نده ستتتلامت بستتت قا ده بات فنلی ارت ترکی

پیکربندی ستتتاختاری ترکیبات فنلی  [.17قرارگرفته استتتت]

سیاه نشان دهنده وجود یک حلقه معطرمنفرد است که هویج

دهد. به همین ترتیب، استتتیدهای فنولیک را تشتتتکیل می

اسیدهای کلروژنیک که مشتقات اسید هیدروکسی سینامیک 

های  ید کاستتتیون استتت ناشتتتی از استتتتریفی که  ند  هستتتت

سیدهای ستند وپی کافئیک، فرولیکسینامیک)ا کوماریک( ه

ستتیاه علاوه براین، هویج .[18]شتتوندنیز درهویج یافت می

حاوی محتوای نستتتبتا بالاتری از فلاونوئیدها درمقایستتته 

نظر نقش  این فلاونوئیدها از ت.باهویج نارنجی یا قرمز استت

، ضتتد  دارویی آنها به عنوان ضتتد اکستتیدان بیوشتتیمیایی و

، ضتتد  ، تجمع ضتتد پلاکت ، ضتتدآترواستتکلروز التهابی 

به طور مشتتابه ،  .[19]مهم هستتتند تومور، ضتتد میکروبی

 

2 -Novozyme 

3-Erbigel 

شمار مانند کاروتنوئیدها  ستی بی وجود یک ترکیبات فعال زی

ستیلن ، پلی ستات-3-فالکاریندیول ها ،  فالکاریندیول،ا  و ا

سیانین سیانیدین ، دلفینیدین ، پتونیدین ، پونیدین ،  هاآنتو (

یدین و یدین( مالو یت استتتت. ] پلارگون  .[20حائز اهم

برخلاف دیگر ترکیبات فنلی درحین رستتیدن  هاآنتوستتیانین

بعداز رستتتیدن به یک مقدار معین  و یابندمیوه افزایش می

باقی می بت  ند.ثا یانین .[21] مان های موجود در آنتوستتت

تر ودر دماهای  بالا به گستتترده pHستتیاه در محدودههویج

های انینیهای آسیله بالاتر درمقایسه باسایرآنتوسدلیل شکل

ها، ویژگیاین .[22] هستتتتند پایدارتر، میوه یا ستتتبزیجات

سیاه های هویجسازد تا از آنتوسیانینقادرمی غذایی راصنایع

کارمین جای  به  نگ طبیعی  نگ به عنوان ر های ودیگر ر

 [.23]استفاده کنند  سنتزی

تاثیر فاکتورهای مختلف بر  ، هدف از این مطالعه بررستتتی

شفاف بهبود  ، سیاههویجسازی آبفعالیت آنزیم پکتینازدر 

سینتیک آنزیمی سایی  شنا سی تاثیر  ،فرایند تولید با  نیز برر

 فرایندهای بکار گرفته شده در کیفیت محصول می باشد.

 

 ها مواد وروش -2

 مواد مورد استفاده  2-1

آنزیم  ،سیاه از مزارع دزفولشامل هویجمواداولیه 

اسید سیتریک شرکت  ،دانمار   2نوو شرکت XXLپکتیناز

بنتونیت از  ،آلمان - 3اربی ژلژلاتین شرکت ،ایران-جوین

از شرکت پاکدیس .اتانول طبی،ایران -شرکت باریت فلات

واسید  آلمان -4اشنایدر شول کاغذ صافی ازبرند ،ایران_ ارومیه 

آلمان مورد استفاده   5درصد ازشرکت مر 37کلریدریک 

 قرار گرفتند.

 هاسازی نمونهاماده 2-2

4- Schleicher & Schull 

5-Merck 
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سیاه توسط رنده معمولی ویا رنده هویج ،ابتدا برای تهیه مش

ریز به قطعات کوچک تبدیل شده وبا کمی آب اسید دار)اسید 

درصد( مخلوط شد. مقدار آب  99.3سیتریک با خلوص 

سیاه پس از هویجاسیددار طوری تنظیم شد که اسیدیته آب

قرار بگیرد. مش اسید داربه  g/l  2/8-3/2 فشردن درمحدوده

درجه سانتیگراد حرارت  55-60دقیقه در دمای  1-2مدت 

گیری شد )دستگاه داده شد. مش حرارت دیده با فشردن آب

گیری مقادیر کدورت ورنگ در گیری دستی(. برای اندازهآب

مقطر در بن ماری ریخته مقدار مناسبی آب ،سازیطول شفاف

شد ودمای آن روی چهل وپنج الی پنجاه وپنج درجه 

 سانتیگراد تنظیم شد. 

 طرح آزمایشی 2-3

فاکتور غلظت آنزیم  3تاثیر ، 6براساس طرح باکس بنکن

فاکتور کیفی بررسی شد. بدین صورت  3زمان ودما بر ،پکتیناز

در  (gr/hl 6،7، 5 )های مختلف آنزیم پکتیناز که تاثیر غلظت

ساعت( و دماهای مختلف   5/0، 3، 5/5)های مختلف زمان

رنگ  ،فاکتور کدورت 3درجه سانتیگراد( بر  45، 50، 55)

( و بنتونیت g/hl7وآنتوسیانین بررسی شد. غلظت ژلاتین )

(g/hl150 )بن ماری  3یکسان بود. دراین طرح از موارد  درتمام

مختلف استفاده شد تا تاثیر شرایط مختلف بر روند کار نیز 

بررسی شده و خطا به حداقل کاهش یابد. به این صورت که 

های یکسان و های مختلف آنزیم در دماها و زمانغلظت

 های مختلف تکرارشد.ماریمتفاوت در بن

 گیری کدورتاندازه 3-2-1

 از پس شد. تنظیم نظر مورد دمای روی ماریبن دمای ابتدا

 تست بودن منفی و میوهآب به آنزیم مختلف مقادیر افزودن

 پکتیناز

 37میلی لیتر اسید کلریدریک 1) بااستفاده از اسید الکل

( g/hl7) ژلاتین ،درصد(  96میلی لیتر اتانول طبی 99درصد و

 از بعد (.1جدول)مطابق شد افزوده (g/hl150) بنتونیت و

 کاغذ با سیاههویجآب ،شده تعیین زمان مدت گذشت

-اندازه شد. برای گیریاندازه آن وکدورت فیلترشده  صافی

 -HACHسنج(کدورت از توربیدیمتر )کدورت یریگ

 ساخت آمریکا استفاده شد.  Loveland-2100مدل

 گیری رنگ اندازه 3-2-2

تدا دمای بن پس . موردنظر تنظیم شتتتددمای  ماری رویاب

میوه ومنفی بودن تست آنزیم به آبازافزودن مقادیر مختلف 

 37کیدریکلر دیاس تریلیلیم1) پکتینازبا استفاده ازاسید الکل

تانولمیلی لیتر  99 و درصتتتد ژلاتین  (،درصتتتد 96یطب ا

(g/hl7و بنتونیت ) (g/hl150 افزوده )(. 1جدول)مطابق شتتد

با  ستتیاه هویجآب ،شتتدهتعیینزمان مدت و بعد ازگذشتتت 

شد و بریکس کاغذ صافی  شد  دادهکاهش 25/0 بهآن فیلتر 

ستگاهآن و رنگ  سپکتروفتومتردرطول  با د  430/520موج ا

 ازرنتتگ  گتتیتتریانتتدازهبتترای شتتتتد. بتتررستتتتی 

UV/Vis7310مدل  -استتتپکتروفتومتر Stone-،Staffs،uk- 

شد. انگلیسساخت  ستفاده  میوه با رفراکتومتر   بریکس آب ا

Atago Rx-7000a, Tokyo, Japan گیری شد.اندازه 

 

 

Table 1: The exprimental design matrix 

 

6- Box-Behnken 

Run  
A:Temperatur  

(◦C) 

   B:Time  

(h) 

     C:  
Enzyme 

concentration  

(g.hl) 

 NTU     Colour 
Anthocyanins 

(mg/100 gr) 

1 45 5.5 6 5.80 1.019 25.52 

2 45 3 5 8/88 1.001 12.20 

3 50 0.5 5 12.20 1.008 10.88 

4 50 3 6 4.40 1.025 29.75 
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 گیری آنتوسیانیناندازه 3-2-3

مقادیر مختلف  ازافزودنشد. پس  ماری تنظیمبن ابتدا دمای

ست بودن  و منفیمیوه آببه آنزیم   (g/hl7)نیژلات ،پکتینازت

(. بعد از 1)مطابق جدول شتتتد افزوده (g/hl150) تیبنتون و

 صافی سیاه باکاغذهویج، آبشدهتعیین زمان مدت گذشت 

فاف برای  میوهوآب فیلترشتتتده جام شتتت حل ان عدی مرا ب

سپس برای اندازه شد.  سیانین ابتدا بافر نگهداری  گیری آنتو

 –مولار(.  025/0)کلرید پتاستتتیم،  pH 0/1بافر تهیه شتتتد. 

مقطر تا حدود در یک بشتتر وزن شتتد و آب KClگرم  86/1

شد. میلی 980 ضافه  لیتر( میلی 3/6)حدود  HClبا  pHلیتر ا

شتتتد. نمونه به یک بالن حجمی ( تنظیم 05/0) 0/1روی 

 مقطر به حجم رقیق شتتتد.یک لیتری منتقل شتتتد و با آب

گرم  43/54 –مولار(. 4/0)استتتتات ستتتدیم، pH 5/4بافر

O2H3Na2CO3CH مقطر تا وزن شتتتد و آب در یک بشتتتر

 20)حدود  HClبا  pHلیتر اضتتتافه شتتتد. میلی 960حدود 

شد. به یک بالن حجمی  ( تنظیم05/05/4لیتر( روی )میلی

 سپس حجم رقیق شد. مقطر بهیک لیتری منتقل شد و با آب

نمونه  کردنبارقیق مناستتب رقت تهیه شتتد. ضتتریب رقت

 520، تتا زمتانی کته جتذب در pH0/1بتافر بتا آزمتایش

قرارگرفتتت،  استتتپکتروفتومتر نتتانومتردرمحتتدوده خطی

این ضتتریب رقت، دو رقت نمونه  شتتد. با استتتفاده ازتعیین

بافر  با  مایش ، یکی  بافر  pH 0/1آز با   pH 5/4و دیگری 

سپس به مدت  شد  شده 20تهیه  دقیقه دردمای اتاق انکوبه 

در  ستتتانتیگراددرجه 4دمای ها تا رستتتیدن به نمونهوبعد 

هویج شتتده آبهای شتتفافازنمونه یخچال قرار داده شتتد.

درجه  4درهرمرحله رقت تهیه شتتتد و دمای آنها تا ،ستتتیاه

سپس شد و  سانتریفیوژ   با کاهش داده  ستگاه   Hettichد

Rotina/s دقیقه سانتریفیوژ  15دوردر دقیقه به مدت  7000با

سپس شد وجذب در شد.  شته   700و  520مایع رویی بردا

 .[16]نانومتر خوانده شد

 .برای محاسبه از فرمول زیر استفاده شد

𝑇𝐴 =
 𝐴 × 𝑉

𝑀
 

A = B  − C 

 =Bاختلاف جذب نمونه در pH  در طول موج 1برابر 

(A520 nm − A700 nm) 

 =C اختلاف جذب نمونه در pH در طول موج 5/4 برابر 

(A520 nm − A700 nm) 

 =Vمیلی لیتر ( حجم نمونه( 

 =Mگرم ( وزن نمونه( 

 = TAآنتوسیانین کل 

 بررسی سینتیک فعالیت آنزیم 2-4

5 45 0.5 6 11.80 1.01 10.25 

6 45 3 7 7.20 1.005 22.54 

7 55 3 7 4.95 1.002 54.27 

8 50 0.5 7 7.70 1.018 14.56 

9 50 3 6 4.90 1.022 28.90 

10 50 3 6 5.20 1.017 26.20 

11 55 5.5 6 2.40 0.994 50.20 

12 50 5.5 7 2.90 1.022 35.60 

13 50 5.5 5 4.22 1.014 28.25 

14 55 3 5 5.80 0.985 42.50 

15 55 0.5 6 10.80 0.997 17.70 
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بریکس 6پکتینازودر  آنزیم غلظت3رنگ، با و NTUتغییرات

شد. سپس ازطرح لاین بررسی  4و3،2مختلف مطابق جداول 

 .استفاده شد فعالیت آنزیمنتیک یبرای بررسی س7 بر -ویور

 گیری کدورتاندازه1-4-2

های سیاه درشش بشرصد میلی لیتر با بریکسهویجآب

 درجه مختلف ریخته شد ودمای بن ماری روی پنجاه

های غلظت 4و 3 ،2جداول سپس طبق تنظیم شد سانتیگراد

مختلف آنزیم افزوده شد. وپس از منفی شدن تست آنزیم 

میلی لیتر اسید کلریدریک 1پکتیناز با استفاده از اسید الکل )

مقادیرثابت  ، درصد( 96میلی لیتر اتانول طبی  99درصد و 37

-آبسپس  افزوده شد.( g/hl150( وبنتونیت )g/hl7ژلاتین)

فیلترشده  صافی کاغذ با ایدقیقه 3به فواصل  سیاهویجه

سنجیده شد ونتایج ثبت دستگاه توربیدیمتر  آن باکدورت و

گیری ادامه داده شد. برای اندازه 36شد. این کار تا دقیقه 

 مدل HACHکدورت از توربیدیمتر )کدورت سنج(  

2100-Loveland .بریکس آب ساخت آمریکا استفاده شد-

 ,Atago Rx-7000a, Tokyoمیوه با رفراکتومتر 

Japanشب. گیریاندازه 

 گیری رنگاندازه 2-4-2

های هویج سیاه درشش بشر صد میلی لیتر با بریکسآب

درجه  مختلف ریخته شد ودمای بن ماری روی پنجاه

های غلظت 4و2،3تنظیم شد سپس طبق جداول سانتیگراد

مختلف آنزیم افزوده شد وپس از منفی بودن تست آنزیم 

 کیدریکلر دیاس تریل یلیم1الکل ) دیبا استفاده از اس ،پکتیناز

 رثابتیدرصد( ، مقاد 96 یاتانول طب تریل یلیم 99درصد و 37

-آب. سپس دش افزوده( g/hl150) تی( وبنتونg/hl7)نیژلات

 شده و فیلتر صافی کاغذ باای دقیقه3 به فواصل سیاه ویجه

 با دستگاهآن  رنگ و شدداده  کاهش 25/0آن به  بریکس

کار تا  نیا بررسی شد.430/520موج  طول اسپکتروفتومتردر

 UV/Vis گیری رنگ ازبرای اندازه .ادامه داده شد 36 قهیدق

ساخت  -Stone- ،Staffs،uk 7310مدل  -اسپکتروفتومتر

 Atagoرفراکتومتر  میوه بابریکس آب استفاده شد. انگلیس

Rx-7000a, Tokyo, Japan.اندازه گیری شد 

Table 2: Changes in colour and NTU at the concentration of 7 g/hl 

Time 

 

min 

BX=7.75 BX=7.00 BX=6.25 BX=5.5 BX=4.75 BX=4.00 

Colour1 NTU Colour2 NTU Colour3 NTU Colour4 NTU Colour5 NTU Colour6 NTU 

0 0.956 33 0.956 30 0.956 26 0.956 23 0.956 20 0.956 18 

3 0.981 30 0.985 28 0.988 22 0.992 20 0.996 17 1 14 

6 0.994 22 0.997 19 0.999 16 1.003 14 1.007 12 1.012 10.2 

9 1.009 14.8 1.011 13.7 1.014 11 1.017 9.2 1.02 8.5 1.024 7.9 

12 1.017 8.8 1.018 6.2 1.022 5.7 1.025 5.2 1.028 4.7 1.03 3.9 

15 1.022 3.01 1.024 2.97 1.026 2.92 1.029 2.88 1.031 2.81 1.033 2.7 

18 1.023 2.97 1.025 2.95 1.027 2.9 1.03 2.86 1.033 2.79 1.034 2.68 

21 1.025 2.94 1.027 2.91 1.029 2.87 1.032 2.83 1.034 2.77 1.036 2.66 

24 1.027 2.9 1.029 2.88 1.03 2.84 1.034 2.8 1.036 2.75 1.038 2.65 

27 1.028 2.88 1.031 2.85 1.032 2.8 1.036 2.77 1.038 2.73 1.039 2.63 

30 1.03 2.85 1.033 2.83 1.034 2.77 1.038 2.73 1.04 2.71 1.041 2.61 

 

7-Lineweaver-burk 
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33 1.031 2.81 1.034 2.77 1.035 2.68 1.039 2.62 1.041 2.58 1.043 2.52 

36 1.033 2.75 1.035 2.7 1.037 2.57 1.041 2.51 1.43 2.45 1.044 2.38 

 

Table 3: Changes in colour and NTU in the concentration of 6 g/hl pectinase enzyme 

 

 

Table 4: Changes in colour and NTU at a concentration of 5 g/hl of pectinase enzyme 

Time 

 

min 

BX=7.75 BX=7.00 BX=6.25 BX=5.5 BX=4.75 BX=4.00 

Colour NTU Colour NTU Colour NTU Colour NTU Colour NTU Colour NTU 

0 0.956 33 0.956 30 0.956 26 0.956 23 0.956 22 0.956 21 

3 0.966 30 0.967 27 0.97 23 0.973 19 0.974 17 0.976 17 

6 0.975 25 0.976 22 0.981 17 0.986 14 0.987 13 0.989 13 

9 0.984 20 0.985 16 0.991 11 0.996 9 0.998 9 1 8.8 

12 0.992 16 0.993 11 1.001 8 1.006 7 1.008 6 1.011 8.1 

15 1 13 1 8 1.008 6 1.014 6 1.016 5.5 1.019 5.1 

18 1.007 11 1.007 6 1.016 5.5 1.022 5.5 1.024 5 1.026 4.6 

21 1.013 9 1.014 5.5 1.024 5 1.024 5 1.026 4.5 1.028 4.4 

24 1.016 7.3 1.017 5 1.028 4.7 1.025 4.5 1.028 4.2 1.03 4.1 

27 1.019 6.1 1.02 4.7 1.024 4.4 1.026 4.2 1.03 3.9 1.031 3.8 

30 1.021 5.1 1.023 4.4 1.027 4.1 1.028 3.9 1.032 3.6 1.032 3.5 

33 1.023 4.3 1.025 4.1 1.03 3.8 1.03 3.6 1.034 3.3 1.035 3.2 

36 1.025 4 1.027 3.8 1.031 3.6 1.032 3.3 1.036 3.2 1.038 3.1 

Time    

                      

min 

BX=7.75 BX=7.00 BX=6.25 BX=5.5 BX=4.75 BX=4.00 

Colour NTU Colour NTU Colour NTU Colour NTU Colour NTU Colour NTU 

0 0.956 30 0.956 27 0.956 24 0.956 23 0.956 22 0.956 21 

3 0.963 27 0.965 24 0.966 20 0.968 19 0.969 17 0.969 16 

6 0.97 23 0.973 20 0.974 16 0.976 15 0.977 13 0.977 12 

9 0.975 19 0.979 16 0.982 12 0.984 11 0.985 9 0.985 8 

12 0.98 16 0.984 12 0.989 8 0.99 7 0.992 8 0.993 7 
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 تجزیه وتحلیل آماری 2-5

های کمی ازآمار توصیفی به کمک میانگین درمورد ویژگی

وانحراف معیار استفاده شد و برای مقایسه میانگین نتایج 

استفاده شد.  05/0ها ازآنالیز واریانس یکطرفه در سطح آزمون

 ها با نرم افزار اکسل انجام شد.آنالیز داده

 

 نتایج وبحث -3

  کدورتبررسی تغییرات  3-1

غلظت آنزیم  و زمان فاکتورهای تاثیر 1(A)شکل مطابق 

 باشنددار میدرکاهش کدورت معنی   P < 0.05بعلت داشتن 

کدورت  ،زمان وغلظت آنزیم افزایش صورت که با بدین

بیشتر زمان نسبت به  بسیارF-value یابد نیز بعلت کاهش می

بیشتری  بسیار دارزمان تاثیرمعنی افزایش ،غلظت آنزیم

 دهد.آنزیم در کاهش کدورت نشان می غلظتنسبت به

در P < 0.05 دما بصورت درجه دو بعلت 2(B)شکل مطابق

همانطور که  .باشدمی دارکاهش کدورت معنی

غلظت آنزیم  درنمودارمشخص است تاثیر دما درارتباط با

 g/hl 6کدورت درغلظت کمترین است. نماییبصورت 

از  بعد درجه سانتیگراد و 55دمای در آنزیم پکتینازو

معادله پیشگویی  هااز آنالیز داده بعد ساعت بدست آمد.5/5

 کننده برای تخمین کدورت به صورت زیر تعیین گردید:

   Turbidity:172.77-5.37 Te - 4.63 time-1.99 dose 

+.318 time*dose +.54Te2 +.227time2 

ها بر روی پیش بینی داده به طور کلی مدل مورد استفاده برای

 با: بود معنی دارها میوهآبکدورت

         R2 =0.966 

         Adgusted R2 =0.940 

ذرات کلوئیدی معلق  دهنده وجودنشان تبه طور کلی، کدور

میوه است و افزودن پکتینازها باعث های آبجامد درنمونه

 وانگ .[24]شودمی کدورت کاهش درنتیجه و تجزیه پکتین

 آنزیم افزودن افزایش با که دادند شانن (2023همکاران ) و

کاهش  کدورت و افزایش آنزیمی واکنش ،سرعت پکتیناز

 به پکتیناز افزودن آنزیم که مقدارحال، زمانی این یافت. با
 شراب چای برنج افزایش ادامه داد، اثر بهبود درکدورت

 توجه قابل دیگر )پکتین( سوبسترا کاهش بعلت چسبنا ،

که  دادند نشان( 2023گونای) واسنور ازیلماز گل .[24]نبود

میزان آنزیم مورد استفاده ، کدورت به دلیل تجزیه  با افزایش

دیمان و همکاران  .[25] ساکاریدها کاهش یافت.آنزیمی پلی

-باسیلوس ( آنزیم زایلاناز منشا گرفته از2011)
 RSMآناناس با سازی آبرا در شفاف ستئاروترموفیلوسا

کدورت بهینه کردند. در پایان فرآیند آنزیمی، مشخص شد که

میرخلیل  ،آرژهادریس ..[26]درصد کاهش یافت 34/35

( کاهش کدورت در شربت 2018پیروزی فرد و سجاد پیرسا )

 [.10]چغندرقند بر اثر تیمار آنزیم پکتیناز را گزارش کردند

 

15 0.985 14 0.989 10.2 0.994 6.9 0.996 6.5 0.998 7 1 6 

18 0.989 12 0.994 8.7 0.999 6 1.001 6 1.004 6.5 1.006 5.4 

21 0.993 10.2 0.999 7.8 1.004 5.2 1.006 5.5 1.008 5 1.011 5 

24 0.997 8.7 1.004 7 1.008 5 1.011 5.1 1.012 4.7 1.015 4.6 

27 1 7.2 1.008 6.2 1.012 4.8 1.014 4.7 1.016 4.5 1.019 4.2 

30 1.003 6.3 1.011 5.6 1.016 4.6 1.017 4.5 1.02 4.3 1.023 4.1 

33 1.006 5.5 1.014 5 1.019 4.4 1.02 4.3 1.023 4.1 1.026 4 

36 1.008 4.9 1.016 4.7 1.022 4.3 1.023 4.1 1.026 4 1.029 3.9 
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Figure 1: (A) Changes of NTU with enzyme concentration and time, (B) NTUchanges with enzyme 

concentration and temperature 

  رنگبررسی تغییرات  2-3

رنگ یا کاهش  درافزایش انکوباسیونزمان  3شکلمطابق 

 P < 0.05. دما وغلظت آنزیم بعلت اینکه دارای تاثیراستبی

 دو درجه اثر دارای و بوده داررنگ معنی هستند در افزایش

درجه سانتیگراد  50 به 45با افزایش دما ازبطوریکه  باشندمی

درجه سانتیگراد  55یابدو با افزایش بیشترتا رنگ افزایش می

-Pو بیشتر F-value  دما بعلت دارا بودن یابد.رنگ کاهش می

value  کمتر نسبت به غلظت آنزیم تاثیر بیشتری در افزایش

 رنگ دارد.

درجه سانتیگراد 50ودر دمای g/hl 6بیشترین رنگ در غلظت 

 .ساعت بدست آمد 3وبعد از 

بعداز آنالیز داده ها معادله پیشگویی کننده برای تخمین رنگ 

 به صورت زیر تعیین گردید:
 

     Colour: -0.84 +0.06 Te +0.08dose -0.00067 Te2 -

0.006dose2 

ها بر روی پیش بینی دادهبه طور کلی مدل مورد استفاده برای 

 با: ها معنی داربودمیوهآبرنگ 

 

              R2=0.9  

             Adgusted R2 =0.860 

های مختلف آنزیم تاثیر غلظت (2011) آی ونورآزیا نانورجا

 بر فاکتورهای مختلف درآب دوریان بررسی کردند. پکتیناز را

-آنزیم، رنگ به طور معنی غلظت افزایش با نشان داده شدکه

حرارت دادن فرصتی برای  .[27]یابدداری افزایش می

 خریبت باعث که کندهای اکسیداتیو ایجادمیواکنش

 فوق مطالعات با رنگ کاهش و افزایش. شودمی هارنگدانه

درجه سانتیگراد  55تا  45دمایمطابقت دارد بطوریکه رنگ از

 رنگ کاهش یافت. ،افزایش یافت ودر ادامه با افزایش دما
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Figure 2: Color relationship with time and temperature 

  آنتوسیانینبررسی تغییرات  -3-3

 و دما، زمان فاکتور تاثیر هرسه C)،B،(A3شکل مطابق 

در تغییرات آنتوسیانین  p≤0.05بعلت دارابودن  آنزیمغلظت

فاکتور با آنتوسیانین بصورت  3رابطه هر  باشد.دار میمعنی

خطی است با افزایش هرکدام از این فاکتورها آنتوسیانین 

غلظت آنزیم کمترین  ،F-value یابد. باتوجه به افزایش می

ودما بیشترین تاثیر را در تغییر آنتوسیانین دارند. بیشترین 

درجه سانتیگراد و زمان سه  55مقدار آنتوسیانین در دمای 

آنزیم پکتیناز بدست آمد. بعد از  g/hl7ساعت و با غلظت 

ها معادله پیشگویی کننده برای تخمین آنتوسیانین آنالیز داده

 به صورت زیر تعیین گردید:

    Anthocyanin(mg/100gr)= -128.194 

+2.35Te+4.30time+4.14dose 

ها بر روی به طور کلی مدل مورد استفاده برای پیش بینی داده

 :با داربودها معنیمیوهآنتوسیانین آب

 

   R2 =0.826 

   Adjusted R2 =0.778 

 درصدی12کاهش  (2023) همکاران بوکت اورهان درلی و

 فرنگیتوتزدایی درآبمونومر پس از پکتین هایآنتوسیانین

 و ولی برخلاف مطالعه آنها تورکیلماز .[15]را مشاهده کردند

 هایآنتوسیانین ( افزایش محتوای 2012) همکاران

این  .[16]مشاهده کردند زداییپکتین از پس سیاه راهویجآب

های پکتین و پروتئین تفاوت بین نسبت دلیل به است ممکن

های فرنگی و همچنین پایداریتوتآب سیاه وهویجدر آب

پکتین میوه باشد. نسبتآب دو هر در نیانیآنتوس متفاوت

گرم بر  11/4)  پروتئینبه .[26] گرم بر کیلوگرم( 14/3)

در حالی که  است، 1/2هویج سیاه  در آب .[29] کیلوگرم(

است. بنابراین، تنها  209 فرنگیتوت این نسبت برای آب

زدایی از پکتین پکتین آزاد در مقدار زیاد پس بخش پایینی از

تواند به پروتئین در آن متصل شود، زیرا فرنگی میتوت آب

آن است.  فرنگی بسیار کمتر ازتوتپروتئین آب محتوای

 محتوای پکتین بقیه پکتین آزاد با بار منفی می توانند با

فرنگی تعامل توت مونومر با بار مثبت در آب هایینانیآنتوس

داشته باشند که به نوبه خود ممکن است منجربه ایجاد 

آنجاییکه  از. افزایش تراکم و ثبات رنگ شود رنگدانه باعث

زدایی برای تجزیه سیاه دارای پکتین است ابتدا پکتینهویج

 که پروتئینی انجام شد پکتین هایماده پکتین و تشکیل فلوکه

 پکتین کم محتوای دلیل به شوند.می جدا میوهآب از راحتی به

به  ترمحتوای پایین تواند درپکتین می سیاه،هویجدرآب

بنابراین، تغییرات .[. 30]وصل شود های مونومرآنتوسیانین

زدایی، سیاه پس از پکتینهویجمحتوای آنتوسیانین درآب در

 مونومر هایآنتوسیانین عمدتا  ناشی ازآزادسازی ممکن است

نه کوپیگمانتاسیون با  سلولی باشد، دیواره تخریب دلیل به

 و تیمارآنزیمی با آنتوسیانین محتوی یند افزایشآبر پکتین.
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بنتونیت  و ژلاتین سازی بادرطول شفاف آننسبی کاهش

باعث کاهش شیب افزایش محتوی آنتوسیانین درمقایسه با 

 [.16]زمان شده است تاثیر افزایش دما و

 
Figure 3(A):Anthocyanin changes with time (B) Anthocyanin changes with temperature (C)  Anthocyanin 

changes with enzyme concentration 
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   سینتیک فعالیت آنزیمبررسی  3-4

واکنش  با محاسبه حداکثر سرعت 8بر -ویورطبق مدل لاین

-ز دادها 581/69برابر mKو  ثابت  766/16برابر( maxV)آنزیمی 

توان نمودار مطابق اعداد جدول زیر می ،بدست آمده  ایه

   رسم نمود. آنزیم g/hl 7در غلظت تغییرات کدورت را

 
Figure 4: The NTU changes according to the concentration of 7 g/hl of pectinase enzyme 

شاهده می 4همانطور که درشکل  شترین تاثیرآنزیم شود م بی

گیرد دقیقه ابتدایی صورت می15بر مقدارکدورت در  پکتیناز

ست وبعد صورت خطی ا ازآن  در این بازه نمودار تغییرات ب

و میزان کاهش کدورت بعد  کند.میطیتقریبا روند ثابتی را 

کند دقیقه ابتدایی کند شتتده وبستتیار کم کاهش پیدا می15از 

 .شودولی متوقف نمی

و  00436/0برابر maxVبر  با محاسبه -ویورلاینطبق مدل 

مطابق  ،های  بدست آمدهاز داده -0022/1برابر mKثابت 

در  را رنگتوان نمودار تغییرات اعداد جدول زیر می

 رسم کرد. آنزیم g/hl 7غلظت

 
Figure 5: The colour changes according to the concentration of 7 g/hl of pectinase enzyme 

 پکتیناز در تاثیرآنزیم بیشترین که دهدمینشان 5شکلبررسی

 . در این بازهباشتتتدافزایش رنگ دردوازده دقیقه ابتدایی می
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نمودار افزایش رنگ تقریبا بصتتورت خطی استتت و بعد از 

ثابت وبستتتیار کند افزایش می ،آن با روند  یابد ولی رنگ 

  شود. متوقف نمی

و  9339/2برابر maxVبا محاستتتبه  بر -وریونیلاطبق مدل 

مطابق  ،های  بدستتتت آمدهاز داده 2865/7برابر mK ثابت 

جدول زیر می عداد  در  را کدورتتوان نمودار تغییرات ا

 رسم نمود.   آنزیمg/hl 6غلظت

 

Figure 6: Kinetics of changes in NTU concentration of 6 g/hl of pectinase enzyme 
 

سی  شخص می6شکلبرر آنزیم  g/hl 6که در غلظت کند م

 منظم وخطی نبوده و بصتتتورت  کدورت تغییرات ،زپکتینا

 کند.یکسانی را طی نمیروند 

و 00232/0برابر maxVبا محاسبه بر  -وریونیلاطبق مدل 

مطابق  ،از داده های  بدست آمده 0875/2برابر mKثابت 

در  را رنگتوان نمودار تغییرات اعداد جدول زیر می

 رسم کرد.   آنزیمg/hl 6غلظت

 

     Figure 7: Kinetics of colour changes with a concentration of 6 g/hl of pectinase enzyme 
 

دقیقه ابتدایی 12بیشترین تغییرات رنگ در  7شکلمطابق

گذشت زمان  ابتدا کم سپس با در آن افزایش روند و باشدمی

 .شودبیشتر می

و  4591/1برابر maxVبا محاستتتبه  بر -وریونیلاطبق مدل 

مطابق اعداد  ،های  بدست آمدهاز داده 775/1برابر mKثابت 

می یر  یرات جتتدول ز ی غ ت مودار  ن در  را کتتدورتتوان 

 رسم نمود. آنزیمg/hl 5غلظت
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Figure 8:  Kinetics of NTU changes with a concentration of 5 g/hl of pectinase enzyme 

که دراین غلظت آنزیم روند  دهدنشان می 8شکلبررسی 

از فرمول خاصی پیروی  بسیارنامنظم بوده و کدورتکاهش 

 کند.نمی

 سازیسازی فرآیند شفافبهینه 5-3

 g/hl7درغلظت  نقطه بهینه فرایند تقریبا مطابق نمودارها

 5/5درجه سانتیگراد ودر زمان  55در دمای  آنزیم پکتینازو

باشد می 963/0و فاکتور مطلوبیت هم شود.ساعت حاصل می

باشد. در این نقطه مقدار آنتوسیانین تقریبا که عدد مناسبی می

به نقطه حداکثری بدست آمده بسیار نزدیک بوده و کدورت 

نیز نزدیک به نقطه حداقل بدست آمده در این مطالعه 

 باشد.می

Table 5: The optimal values obtained 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

  

 
Figure 9: The optimal range obtained 

Temperatur

e 
time dose NTU Color 

Anthocyani

n 
(mg/100gr) 

Desirability 

54.99 5.49 6.99 3.051 0.99 53.97 0.96 
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 گیرینتیجه-4

ها برای اینکه برای مصرف کننده مقبولیت وجذابیت میوهآب

سازی آنزیمی و داشته باشند باید تحت عملیات شفاف

همچنین مواد کمک فرایند قرار بگیرند. اما این فرایند باید به 

های جنبه ،ای باشد که علاوه بر جذابیت تجاریگونه

ای ومصرف مواد هم باید مد نظر قرار گیرد. ومحدوده تغذیه

 ،بهینه مصرف آن که فاکتورهای مهم کیفی از جمله آنتوسیانین

باید   ،مقدار کدورت و رنگ در بهترین حالت ممکن باشند

تعیین گردند. دراین پژوهش مقادیر مختلف آنزیم پکتیناز در 

های مختلف برای تعیین نقطه بهینه مصرف دماها و زمان

ی در مقدار غلظت سازبررسی شدند. نهایتا نقطه بهینه شفاف

g/l7،  درجه سانتیگراد بدست  55ساعت و دمای  5/5زمان

 ،آمد. نتیجه گیری کلی نشان داد شرایط بهینه بدست آمده

 های کیفی محصول را نشان داد.    تاثیر مثبت بر ویژگی
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

This study aims to optimize the activity and investigate the kinetics of the 

pectinase enzyme (EC 3.2.1.15) in clarifying black carrot juice. For this 

purpose, the effect of independent factors, including different concentrations 

of pectinase enzyme (5,6, and 7 gr/hl), brix (4, 4.75, 5.5, 6.25, 7, and 7.75 

◦Brix), time (0.5, 3, and 5.5 h), and temperatures (45, 50, and 55 ◦C) were 

investigated for the clarification and characteristics of black carrot juice. For 

this purpose, optimal conditions were determined based on the maximum 

amount of color, the minimum amount of turbidity and the maximum amount 

of anthocyanin and the Box–Behnken statistical design. The greatest effect 

of the pectinase enzyme occurred in the first fifteen minutes. The change 

graph was linear in this period and followed an almost constant trend. The 

rate of turbidity decrease after this period followed a downward trend and 

decreased very slightly but did not stop. Also, the greatest effect of the 

pectinase enzyme in increasing color occurred in the first twelve minutes. In 

this period, the graph was linear and then the change trend was very slow. 

Based on the results, the effect of temperature, time and enzyme 

concentration on turbidity reduction was significant (p≤0.05) and also the 

effect of temperature and time on turbidity reduction was exponential or 

quadratic. The effect of process time on color changes was not significant, 

but the effect of time and enzyme concentration on the increase of color was 

significant and quadratic, and increasing the temperature from 45 to 50 ◦C, 

the color intensity increased, and increasing the temperature to 55 ◦C, the 

color intensity decreased. The effect of all three studied factors on the 

amount of anthocyanin was significant and the amount of anthocyanin 

increased with increasing temperature, time and enzyme concentration. The 

optimal point of clarification was obtained at a concentration of 7 g/hl, a time 

of 5.5 h and a temperature of 55 ◦C. The general conclusion showed that the 

optimal conditions obtained had a positive effect on the qualitative 

characteristics of the product.                                                                                                                                                                                                
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