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دروليز محلول بررسي اثر آنزيم گلوكزايزومراز بر محلول گلوكزي و هي

   جهت توليد شربت با فروكتوز بالاشكر سفيد با آنزيم انورتاز

  

  2يهومان مولو  ،∗2الاسلامي  محمد حجت،  1خديجه شيراني بيدآبادي

  

  حد شهركردآزاد اسلامي، وا علوم و صنايع غذايي، دانشگاه كارشناسي ارشد  آموختهدانش -1

 آزاد اسلامي، واحد شهركردعلوم و صنايع غذايي، دانشگاه گروه عضو هيئت علمي  -2

)30/04/96: رشيپذ خيتار  95/ 26/02:  افتيدر خيتار(  

  
 
 

  چكيده
ع غذايي و دارويي چـشمگير  هاي قندي با فروكتوز بالا به دليل كاربرد فراوان در صناي        امروزه در بازار مصرف مواد قندي تقاضا جهت توليد انواع شربت          

 بدين منظور در ابتـدا سـه نـسبت آنـزيم گلـوكزايزومراز بـه       . افزايش سطح فروكتوز در محلول قندي بود      در نتيجه هدف از انجام اين پژوهش      . باشد مي

 15(ل گلـوكز بـه فروكتـوز        تـرين ميـزان تبـدي      براساس نتايج مشخص گرديد كه كـم      . مورد مطالعه قرار گرفت   ) 2/0 و   1/0،  05/0(سوبستراي گلوكزي   

اما اين در حالي بود كه بين نسبت آنـزيم بـه سوبـسترا در            .  بود 2/0مربوط به نسبت    )  درصد 25(ترين ميزان تبديل      و بيش  1/0مربوط به نسبت    ) درصد

 تبديل قنـد گلـوكز بـه فروكتـوز          علاوه بر اين نتايج نشان داد كه درصد       .  درصد مشاهده نگرديد   5داري در سطح آماري       اختلاف معني  2/0 و   1/0سطح  

چنين نتـايج   هم.  درصد بود03/8 و 81/7، 20/7، 29/6، 44/5، 17/3، 09/1ترتيب   ساعت به12 و 10، 8، 6، 4، 2 ،1مانتوسط آنزيم گلوكزايزومراز در ز 

 در حداقل مقدار و ميـزان گلـوكز و فروكتـوز     در پايان زمان هيدروليز ميزان ساكاز وبخش بود هيدروليز محلول شكر سفيد توسط آنزيم انورتاز رضايت    

چنين براسـاس   هم.  ساعت هيدروليز با آنزيم انورتاز بود4لازم به ذكر است كه ميزان قند گلوكز بيش از قند فروكتوز در طي               البته  . در حداكثر مقدار بود   

 و نـسبت گلـوكز بـه    69 و   61،  80/52،  62/52ه ترتيب صـفر،      ساعت ب  4 و   3،  2،  1نتايج مشخص گرديد كه نسبت ساكارز به قند اوليه در زمان صفر،             

  . بود58/1 و 53/1، 78/1، 62/1فروكتوز به ترتيب صفر، 

  

  .گلوكزايزومراز، انورتازآنزيم  شربت با فروكتوز بالا، شكر سفيد، :گانواژ كليد
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   مقدمه -1
هاي قندي حاوي فروكتوز بـالا بـيش از          امروزه مصرف محلول  

 برابـر از    8/1) فروكتـوز (ايـن قنـد     . واج يافتـه اسـت    ساكارز ر 

لـذا  . تر بوده و جذب آن نياز به انـسولين نـدارد           ساكارز شيرين 

چنين  هم. ي افراد ديابتي كاربرد بيشتري دارد     هادر غذا تواند   مي

پـذيري،   هاي خاص خود نظير خاصيت رسـوب       به دليل ويژگي  

نايع مختلـف   ويژه در ص  ) بو و مزه  (ميزان كريستاله شدن، طعم     

كيـك،  (هـا، محـصولات نـانوايي        غذايي از جمله انواع نوشـابه     

، شـكلات و    )كلوچه، دونـات، پيراشـكي، بيـسكوئيت و غيـره         

رو صنعت قند    ز اين ا. ]1[ گردد ها و داروسازي استفاده مي     تافي

جهت توليد محصولي با فروكتوز بالا و در عين حال با كيفيـت         

يل محلـول قنـدي گلـوكز و        مطلوب به دنيال بهترين روش تبد     

بايد . باشد ساكارز به فروكتوز جهت رسيدن به اهداف خود مي        

تبديل شيميايي گلوكز به فروكتوز اولين بار در حدود         گفت كه   

اما به علت توليد رنگ و تركيبـات  . صد سال پيش انجام گرديد   

 اين كـار   1نامطلوب و قندهاي غيرقابل استفاده همچون پسيكوز      

علت اصلي اين امر عـدم توانـايي در كنتـرل      . شدناموفق اعلام   

 40دقيق شرايط محيط آزمـايش و حـداكثر تبـديل قنـد نهايتـاً              

هـاي شـيميايي مثـل       علاوه بر اين استفاده از روش     . درصد بود 

اسـتفاده از تركيبـاتي همچـون آلومينــات سـديم باعـث ايجــاد      

 در نتيجه توليـد   . كاهد بدطعمي شده و از شيريني نهايي قند مي       

ايـن در  . فروكتوز بدين صورت توانايي صنعتي شدن را نداشت  

حالي بود كه با كاربرد آنزيم گلوكز ايزومراز هيچ يك از معايب 

گلـوكز  (لـذا توليـد ايـن آنـزيم         . عنوان شده، مشاهده نگرديـد    

عنوان يك آنزيم مهم در      به سرعت افزايش يافت و به     ) ايزومراز

البتـه  . ز گسترش يافت  هاي غني از فروكتو    صنعت توليد شربت  

لازم به ذكر است كه محققان صنايع غذايي عـلاوه بـر بررسـي            

عملكرد آنزيم گلوكز ايزومراز در تبديل گلوكز به فروكتوز دوز          

بايـد   علاوه بـر ايـن       .مصرف آنزيم رو مورد مطالعه قرار دادند      

گفت جهت توليد قند مايع انـورت كـه مخلـوطي از گلـوكز و             

گـردد، كـاربرد     دروليز ساكارز ايجاد مـي    فروكتوز است و از هي    

آنزيم انورتاز براي بالا بردن كارايي تبديل قند اوليه به گلوكز و            

فروكتوز وتوليد محصولي با كيفيت قابل قبول و ميزان فروكتوز          

ي كـاربرد    در ايـن راسـتا     .متفاوت مورد توجه قرار گرفته است     

 مطالعـات   آنزيم گلوكزايزومراز و انورتاز و دوز مصرف آنـزيم        

 ـ و و كاظمي )Fallahi (فلاحي .چندي انجام شده است    ري سي

                                                        
1. Psicose 

)Kazemivaisari ()2005 (  گرم آنزيم را به ازاي      5/0ميزان 

 نـسبت آنـزيم گلـوكز       1/0 ليتر سوبـسترا را كـه معـادل         ميلي 5

 50-60به سوبستراي گلوكزي بود را در شرايط دمايي ايزومراز 

 جهت تبديل گلوكز بـه      5/7 تا   7 برابر   pHگراد و    درجه سانتي 

فروكتوز مناسب دانستند و اذعان داشتند اين نـسبت آنـزيم بـه             

هـاي مـورد بررسـي داراي        بيش از ساير نسبت   ) 1/0(سوبسترا  

. ]2[ عملكردي مطلـوب در تبـديل گلـوكز بـه فروكتـوز بـود             

اذعان داشـتند جهـت توليـد       ) 1384(كاظمي ويسري و كشفي     

رم آنزيم گلوكز ايزومراز تثبيت      گ 1/0فروكتوز از گلوكز بايد از      

استفاده نمود كـه بـه      ) گلوكز(ليتر سوبسترا     ميلي 5شده به ازاي    

منظـور   گفته اين محققين پايداري و عملكرد مناسب آنـزيم بـه          

 درجه  60حداكثر توانايي در تبديل گلوكز به فروكتوز در دماي          

 ـ . ]3[ مهيا گرديد  0/8 تا   5/7 معادل   pHگراد و    سانتي ر علاوه ب

بــه ) 2011( و همكــاران )José Luis(جــوس لــوئيس ايــن 

بررسي توليد شربت با فروكتوز بـالا بـا اسـتفاده از مـاده اوليـه          

. گيري از آنزيم گلوكز ايزومراز پرداختنـد       بهره با   2ذرت و آگاوا  

 كيلوگرم ميوه تـازه     4/4نتايج اين محققين نشان داد به ازاي هر         

 توليد شد كـه مقـدار       70 آگاوا، يك كيلوگرم شربت با بريكس     

 درصــد بــود كــه همــين امــر 92/87فروكتــوز در آن برابــر بــا 

دهنده نسبت بالاي فروكتوز به گلوكز در شـربت آگـاوا و             نشان

مانده به فروكتوز توسط آنزيم      كاهش سرعت تبديل گلوكز باقي    

و ) Johnson(چنـين جانـسان      هـم . ]4[ گلوكز ايزومراز بـود   

ه توليد شـربت بـا فروكتـوز بـالا از           به مطالع ) 2009(همكاران  

ايـن  . زمينـي پرداختنـد    لوكز موجود در كاساوا و ريشه سـيب       گ

 تا  22(محققين گزارش نمودند كه درصد قند گلوكز در كاساوا          

بـود كـه    )  درصـد  7/15 تا   14(زميني   بيش از سيب  )  درصد 25

همين امر سبب افزايش سرعت تبديل گلوكز به فروكتوز توسط 

ايزومراز در شربت تهيه شده از كاساوا نـسبت بـه          آنزيم گلوكز   

البته نتايج اين پژوهشگران    . زميني بود  شربت تهيه شده از سيب    

با وجود اينكه نـشان داد سـرعت تبـديل گلـوكز بـه فروكتـور                

توسط آنزيم گلوكز ايزومراز در شـربت تهيـه شـده از كاسـاوا              

ر دو   در ه ـ  ميزان تبديل گلـوكز بـه فروكتـوز را        بيشتر بود ولي    

 .]5[  درصد گزارش نمود   38 تا   37شربت تقريباً برابر و معادل      

در ايـن  ) 1384(علاوه بـر ايـن جمـشيدي مخبـر و همكـاران        

 سـاعت،   12تحقيق بدين نتيجه دست يافتند كه بعد از گذشت          

واكنش ايزومريزاسيون و تبديل گلوكز بـه فروكتـوز بـه تعـادل          

                                                        
2. Agave 
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كز بـه فروكتـوز   اين در حالي بود كه درصد تبـديل گلـو   . رسيد

 Vasquez(واسكوئز باهنا . ]6[  درصد گزارش شد50حدود 

Bahena (   و همكاران)نيز به مطالعه هيدروليز آنزيمي     ) 2004

ــه شــده از مخمــر    ــاز تهي ــزيم انورت ــا اســتفاده از آن ســاكارز ب

نتايج اين محققين به وضـوح      . ساكارومايسز سرويزيه پرداختند  

ايي بالايي در تبـديل سـاكارز بـه    نشان داد كه آنزيم انورتاز توان 

فروكتوز و گلوكز داشت و بالاترين راندمان توليـد زمـاني كـه             

 آمايا  از سوي ديگر  . ]7[  مول بود، رخ داد    175/0غلظت آنزيم   

هيـدروليز  ) 2006(و همكاران ) Amaya Delgado(دلگادو 

در ايـن   . قند ساكارز با استفاده از آنزيم انورتاز بررسي نمودنـد         

سه غلظت متفاوت براي شربت سـاكارز اوليـه در نظـر            تحقيق  

گرفته شد و در نهايت مشخص گرديد كه هر سه غلظت آنزيم            

توانـايي هيــدروليز ســاكارز رو را بـا رانــدمان بــالا و عملكــرد   

تـرين    مـول و كمتـر از آن بـيش         2  مناسب داشت ولي غلظـت    

 توانايي را جهت تبديل ساكارز به قندهاي فروكتوز و گلوكز از          

و ) Tomotani(علاوه بـر ايـن توماتـاني        . ]8[ خود نشان داد  

كاربرد استفاده از آنـزيم انورتـاز را        ) Vitolo ()2006(ويتولو  

روشي مناسب جهـت تبـديل سـاكارز بـه گلـوكز و فروكتـوز               

دانستند و بيان نمودند بهترين شرايط جهـت حـداكثر رانـدمان            

گـراد،   جـه سـانتي    در 30آنزيم انورتاز زماني مهيا گرديد كه دما        

 و غلظـت    5/5 در حـدود     pH در هر ساعت،     6/1دبي ورودي   

رو به تـأثير آنـزيم    رو در مطالعه پيش  از اين  .]9[  درصد بود  70

گلوكز ايزومراز و دوز مـصرف آن بـر شـكر سـفيد در تبـديل                

محلول قندي به فروكتوز جهت توليد قند مايع با فروكتوز بـالا            

نـد قنـدهاي موجـود در نمونـه         چنين زمـان ما    هم. پرداخته شد 

 دستگاه كروماتوگرافي مايع با Eurocat Caخروجي از ستون 

  . بررسي گرديدكارايي بالا

  

  ها مواد و روش -2

  مواد -2-1
و آب مقطر ) اصفهان، ايران(اصفهان شكر سفيد از كارخانه قند     

. خريـداري شـدند   ) اصفهان، ايران (از شركت تحقيقات كاوش     

 از  )EC.5315 (كز ايزومـراز تثبيـت شـده      چنين آنزيم گلو   هم

                    انگلـــيس و آنـــزيم انورتــاز تثبيـــت شـــده BDHشــركت  

)EC 3.2.1.26 (مريكـا خريـداري   از شركت سيگما الدريچ آ

  .شد

  ها روش -2-2

  تعيين ميزان مصرف آنزيم گلوكزايزومراز -2-2-1

زي  گلـوك   آنزيم مـورد اسـتفاده، محلـول       به منظور تعيين ميزان   

 30بـا بـريكس     ) خريداري شده از شركت مرك، آلمان     گلوكز  (

 )2/0،  1/0،  05/0(سپس سه نسبت آنزيم به سوبسترا       . تهيه شد 

  در ادامه  .گرديد گرمي محلول گلوكزي افزوده      40هاي   به نمونه 

 60 با دماي ماري ها در بالن درب بسته ريخته شد و در بن          نمونه

گيري   ساعت نمونه  12 س از پگراد قرار داده شد و       درجه سانتي 

لازم به ذكر است جهت غيرفعال نمودن آنزيم گلوكز . انجام شد

هـا در   ايزومراز و بررسي ميزان تبديل گلوكز به فروكتوز نمونـه     

يـخ قـرار    حمام آب و    ظروف در بسته به مدت يك ساعت در         

  .]6[گرفتند 

تبديل آنزيمي گلـوكز بـه فروكتـوز توسـط           -2-2-2

  گلوكز ايزومراز 

 60مقدار مشخصي از آنزيم گلوكزايزومراز تحت كنترل دما در          

. هـا اضـافه گرديـد      به نمونـه   7 حدود   PHگراد و    درجه سانتي 

 به  هاي هيدروليز شده   از نمونه ليتر    ميلي 300بدين ترتيب مقدار  

 .مورد نظـر رسـيدند    pHبه درصد 10كربنات سديم  كمك بي

) Na2S2O5(سـديم   سولفيت   ام بي  پي  پي 200پس از آن مقدار     

 .ها افـزوده گرديـد   منظور حذف اثر اكسيژن به نمونه ترتيب به  به

  درجـه  60  بـا دمـاي    مـاري  در بـن  هـا    يك از نمونه  ادامه هر در  

  درجـه  60 و پـس از رسـيدن دمـا بـه            گرفـت  قرار   گراد سانتي

اضافه شـد و    ها   در سطح تعيين شده به نمونه      آنزيم   گراد، سانتي

 ـ   12 مدت زمان    به مـاري   ه صـورت در بـسته در بـن         سـاعت ب

انجام گيري    نمونه در فواصل زماني مشخص    و   گرديدداري   نگه

لازم به ذكر است جهـت غيرفعـال نمـودن آنـزيم گلـوكز              . شد

ليتـر    ميلي10ايزومراز و بررسي ميزان تبديل گلوكز به فروكتوز         

ها در ظروف در بسته به مدت يك ساعت در  از هريك از نمونه

   .]6[قرار گرفتند حمام آب و يخ 

 به گلـوكز و فروكتـوز       ساكارزتبديل آنزيمي    -2-2-3

  انورتازتوسط 

ــا در   ــرل دم ــزيم تحــت كنت  درجــه 55مقــدار مشخــصي از آن

بـدين  . ها اضـافه گرديـد    به نمونه5/4حدود  pH و گراد سانتي

هـا بــه كمـك اســيد    ليتـر از نمونــه   ميلــي4ترتيـب كــه مقـدار   

ســپس در .  نظــر رســيدند مــوردpH نرمــال بــه 1كلريــدريك 

گراد قرار داده شدند و پس از         درجه سانتي  55ماري با دماي     بن
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ها  آنزيم به نمونه) گراد  درجه سانتي55(رسيدن دماي مورد نظر  

 يونيت بر گـرم در      15000نسبت آنزيم به سوبسترا     (اضافه شد   

 ساعت به صورت در بـسته در        4و مدت زمان    ) نظر گرفته شد  

ــن ــه  ب ــاري نگ ــددا م ــت   . ري گردي ــت جه ــر اس ــه ذك لازم ب

گـراد   درجه سـانتي   80ماري با دماي     سازي آنزيم از بن    غيرفعال

هـاي بدسـت آمـده پـس از          در انتهـا نمونـه    . ]10[ استفاده شد 

  .  آناليز شدندHPLCسازي به كمك دستگاه  آماده

زمان ماند قندهاي موجود در محلـول قنـدي          -2-2-4

اه  دســـتگEurocat Caخروجـــي از ســـتون  

  كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا

، سـاخت  RI داراي دتكتـور   HPLCبدين منظـور از دسـتگاه  

 Eurocatستون مورد نظـر  .  آلمان استفاده شد3شركت كنوور

Ca        ليتـر در دقيقـه       ميلي 5/0، فاز متحرك ستون آب و فلوريت

هاي مـورد نظـر       از ويژگي  گراد  درجه سانتي  75با كنترل دما در     

نـين اسـتانداردهاي گلـوكز، فروكتـوز و سـاكارز از            چ هـم . بود

لازم بـه ذكـر     . خريداري شـدند  ) كشور آمريكا (شركت سيگما   

سـازي از فيلتـر سـرنگي        است كه نمونه آماده شده پـس رقيـق        

  .]6[  ميكرون عبور داده شد و به دستگاه تزريق گرديد45/0

  طرح آماري و روش آناليز نتايج -2-2-5

الب يك طرح آماري كاملاً تـصادفي بـا         نتايج بدست آمده در ق    

 مــورد تجزيــه و 42/1 نــسخه Mstat-cافــزار  اســتفاده از نــرم

 سـه تكـرار بـا        بدين ترتيب ميانگين  . تحليل آماري قرار گرفت   

 درصـد   5در سـطح    ) آزمـون تعـاقبي   (استفاده از آزمون دانكن     

)P<0.05 (       افـزار   مقايسه گرديد و جهت رسم نمودارها از نرم

Excelفاده شد است.  

  

  نتايج و بحث -3

  تعيين ميزان مصرف آنزيم گلوكزايزومراز -3-1
 بـه  هاي مختلف آنزيم گلـوكز ايزومـراز    تأثير نسبت1در شكل  

در تبـديل گلـوكز بـه       ) 2/0 و   1/0،  05/0(سوبستراي گلوكزي   

گونه كه نتايج بـه وضـوح        همان. فروكتوز نشان داده شده است    

سبت آنزيم گلوكز ايزومـراز بـه       دهد با افزايش ميزان ن     نشان مي 

سوبستراي گلوكزي بر ميزان تبـديل قنـد گلـوكز بـه فروكتـوز             

تـرين درصـد تبـديل گلـوكز بـه           طوري كـه كـم     به. افزوده شد 

مربوط به نـسبت آنـزيم بـه سوبـسترا در      )  درصد 15(فروكتوز  

                                                        
3. KNAUER, GERMANY 

 25(ترين درصد تبديل گلوكز بـه فروكتـوز           و بيش  05/0سطح  

.  بـود  2/0زيم به سوبسترا در سـطح       مربوط به نسبت آن   ) درصد

اما اين در حالي بود كه بين نسبت آنزيم به سوبسترا در سـطح              

ــي2/0 و 1/0 ــتلاف معن ــاري   اخ ــطح آم ــد 5داري در س  درص

رو جهت انجام واكنش ايزومريزاسيون با  از اين. مشاهده نگرديد

استفاده از آنزيم گلوكز ايزومراز و تبديل گلوكز به فروكتوز در           

. انتخاب شـد  ) نسبت آنزيم به سوبسترا    (1/0ل قند سطح    محلو

، با انتخاب   2/0 و   1/0 با توجه به عملكرد مشابه نسبت        بنابراين

تر آنزيم گلوكز ايزومـراز بـه سوبـستراي گلـوكزي          نسبت پائين 

توان هزينه توليد يك شربت با فروكتوز بـالا را           مي) 1/0سطح  (

 ايزومـراز كـاهش     جويي در مصرف آنزيم گلوكز     به دليل صرفه  

البته لازم به ذكر است كه با استفاده از نسبت آنزيم گلـوكز        . داد

اي و    حـالتي ژلـه    2/0ايزومراز به سوبستراي گلوكزي در سطح       

منعقد شده، مشاهده گرديد كه عملكرد مطلوب آنـزيم گلـوكز           

ايزومراز را در تبديل گلوكز به فروكتوز دچار اختلال نمود كـه            

 از 2/0نزيمي محاسبه شود بدون شك سـطح        چه فعاليت آ   چنان

بـه  .  برخوردار خواهد بـود 1/0عملكرد كمتري نسبت به سطح  

احتمال زياد اين امر در ارتباط با انتخاب سطح نامناسب و بيش      

ل مقدار گلوكز موجود به فروكتوز      از حد نياز آنزيم جهت تبدي     

و همكـاران   ) Thompson(در اين راستا تامسون     . بوده است 

 گـرم آنـزيم   5/0 گرم گلوكز از ستون حاوي 5با عبور   ) 1975(

 54،  ) بـود  1/0نسبت آنزيم به سوبسترا معادل      (گلوكز ايزومراز   

درصد تبديل گلوكز به فروكتوز را مشاهده نمودند و اين نسبت 

را بهترين نسبت جهت تبديل گلوكز به فروكتوز معرفـي         ) 1/0(

 و كــاظمي) Fallahi(عــلاوه بــر ايــن فلاحــي . ]11[ كردنــد

 گرم آنزيم را    5/0ميزان  ) Kazemivaisari ()2005( ويسري

 نـسبت آنـزيم     1/0 ليتر سوبـسترا را كـه معـادل         ميلي 5به ازاي   

به سوبستراي گلوكزي بود را در شرايط دمـايي    گلوكز ايزومراز   

 جهـت تبـديل     5/7 تـا    7 برابر   pHگراد و     درجه سانتي  60-50

 و اذعان داشتند ايـن نـسبت        گلوكز به فروكتوز مناسب دانستند    

هاي مورد بررسـي     بيش از ساير نسبت   ) 1/0(آنزيم به سوبسترا    

. ]2[ داراي عملكردي مطلوب در تبديل گلوكز به فروكتوز بود        

در مطالعـه خـود   ) 1384(چنين جمشيدي مخبر و همكاران      هم

اين . سازي شرايط توليد شربت با فروكتوز بالا پرداختند      به بهينه 

 گرم آنـزيم    5/0 و   25/0،  1/0 مطالعه خود از ميزان      محققين در 

) سوبـسترا (ليتر گلـوكز خـالص     ميلي5گلوكز ايزومراز به ازاي  

براساس نتايج اين محققين مشخص گرديد كه       . استفاده نمودند 
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با افزايش ميزان آنزيم گلوكزايزومراز ميـزان تبـديل گلـوكز بـه         

، 1/0 اسـتفاده از     ترتيب با  طوري كه به   فروكتوز افزايش يافت به   

 و 23/0، 18/0 گرم آنزيم گلـوكز ايزومـراز ميـزان        5/0 و   25/0

نتـايج ايـن محققـين بـا     . ]6[  گرم فروكتوز توليد گرديـد    24/0

از سوي ديگر كاظمي ويـسري و      . رو مطابقت داشت   نتايج پيش 

اذعان داشتند جهت توليـد فروكتـوز از گلـوكز          ) 1384(كشفي  

 5ز ايزومراز تثبيـت شـده بـه ازاي           گرم آنزيم گلوك   1/0بايد از   

استفاده نمود كه به گفته اين محققين ) گلوكز(ليتر سوبسترا  ميلي

منظور حـداكثر توانـايي در       پايداري و عملكرد مناسب آنزيم به     

 pHگـراد و    درجه سانتي 60تبديل گلوكز به فروكتوز در دماي       

 .]3[مهيا گرديد  8 تا 5/7 معادل

 
Fig 1 The effect of different ratios of glucose 

isomerase enzyme /glucose substrate on conversion 
of glucose to fructose. 

 
. Different letters show the statistical significant 

differences (P<0.05) 
 

تبديل آنزيمي گلوكز به فروكتوز توسط        -3-2

  )برحسب درصد(گلوكز ايزومراز آنزيم 
 درصد تبديل گلوكز به فروكتوز در محلـول قنـدي           2كل  در ش 

 ساعت و با    12توسط آنزيم گلوكز ايزومراز در طي مدت زمان         

 ساعت نـشان داده     12 و   10،  8،  6،  4،  2 ،1فواصل زماني صفر،  

نتايج بدست آمده به وضوح نـشان داد كـه درصـد            . شده است 

 و  10،  8،  6،  4،  2 ،1هـاي  تبديل قند گلوكز به فروكتوز در زمان      

، 81/7،  20/7،  29/6،  44/5،  17/3،  09/1ترتيـب     ساعت بـه   12

مشخص شـد   چنين براساس نتايج حاصله       هم . درصد بود  03/8

ميزان تبديل )  ساعت12در طي مدت زمان (كه با گذشت زمان 

. گلوكز به فروكتوز توسط آنزيم گلوكز ايزومراز كـاهش يافـت          

تبـديل  (اسيون آنزيمـي    در ارتباط با عامل بازدارنده بر ايزومريز      

ايـن مـسئله    ) گلوكز به فروكتوز توسـط آنـزيم گلـوكزايزومراز        

مطرح است كه ميزان عملكـرد آنـزيم گلـوكز ايزومـراز بـسيار            

تحت تأثير فروكتوز موجود در محيط است و در واقـع كـاهش      

عملكرد آنزيم گلوكزايزومراز جهت تبديل گلوكز به فروكتوز را 

ايـن  . كند  در محلول قندي تعيين مي     ميزان قند فروكتوز موجود   

بدان معناست كه هر چقدر نسبت فروكتوز به گلوكز كمتر باشد 

درصد تبـديل قنـد گلـوكز بـه فروكتـوز يـا             ) در ساعات اوليه  (

رو نيـز چنـين      ايزومريزاسيون بيشتر است كه در پژوهش پـيش       

  . عملكردي مشاهده گرديد

كتوز در طي يك    در راستاي ارزيابي درصد تبديل گلوكز به فرو       

در طـي تحقيـق خـود    ) Rand ()1955(واكنش آنزيمـي رنـد     

توانست با استفاده از آنزيم گلـوكز ايزومـراز از نـشاسته ذرت،             

تاپيوكا، كاساوا، گندم و پالپ چغندرقند، شربت با فروكتوز بالا          

چنين در اين مطالعه مـشخص شـد كـه توليـد             هم. توليد نمايد 

ت تبديل گلوكز بـه فروكتـوز بـه         شربت با فروكتوز بالا و سرع     

شدت تحت تأثير ماده اوليه مـورد اسـتفاده و ميـزان فروكتـوز              

اي كه با افزايش ميـزان فروكتـوز در       به گونه . موجود در آن بود   

محلول قندي، درصد تبديل و عملكرد آنزيم گلـوكز ايزومـراز           

جـوس لـوئيس    عـلاوه بـر ايـن       . ]12[ به شدت كاهش يافـت    

)José Luis(اران  و همك)به بررسي توليد شـربت بـا   ) 2011

در طـي يـك     4فروكتوز بالا با استفاده از ماده اوليه ذرت و آگاوا         

. پرداختنـد ) گيري از آنزيم گلوكز ايزومراز   بهره(واكنش آنزيمي   

نتايج اين محققين نشان داد كه هـر دو شـربت توليـدي داراي              

 فعاليـت  رفتار جريان نيوتني بودند و به لحاظ دانسيته، رطوبت،        

آبي، مواد جامد كـل، قنـد كـل و احيـاء بـا يكـديگر اخـتلاف                  

علاوه بر اين نتـايج ايـن   . اشتند درصد ند5داري در سطح   معني

 كيلوگرم ميوه تازه    4/4پژوهش حاكي از آن بود كه به ازاي هر          

 توليد شد كـه مقـدار       70آگاوا، يك كيلوگرم شربت با بريكس       

 درصــد بــود كــه همــين امــر 92/87فروكتــوز در آن برابــر بــا 

دهنده نسبت بالاي فروكتوز به گلوكز در شـربت آگـاوا و             نشان

مانده به فروكتوز توسط آنزيم      بديل گلوكز باقي  كاهش سرعت ت  

و ) Johnson(جانـسان   چنـين    هـم . ]4[ گلوكز ايزومراز بـود   

مطالعه توليد شربت با فروكتوز بالا از گلوكز        ) 2009(همكاران  

ايـن محققـين    . زميني پرداختند  موجود در كاساوا و ريشه سيب     

 25 تـا  22(گزارش نمودند كه درصـد قنـد گلـوكز در كاسـاوا       

                                                        
4. Agave 
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بود كه همـين    )  درصد 7/15 تا   14(زميني   بيش از سيب  ) درصد

امر سبب افزايش سرعت تبديل گلوكز به فروكتوز توسط آنزيم         

گلوكز ايزومراز در شربت تهيه شده از كاساوا نسبت به شـربت       

البتـه نتـايج ايـن پژوهـشگران بـا          . زميني بود  تهيه شده از سيب   

 به فروكتور توسـط     وجود اينكه نشان داد سرعت تبديل گلوكز      

آنزيم گلوكز ايزومراز در شربت تهيه شده از كاساوا بيشتر بـود            

در هر دو شربت تقريبـاً      يزان تبديل گلوكز به فروكتوز را       ولي م 

علاوه بر اين    .]5[  درصد گزارش نمود   38 تا   37برابر و معادل    

در اين تحقيق بدين نتيجه      )1384(جمشيدي مخبر و همكاران     

ــه   ــد ك ــت يافتن ــت  دس ــد از گذش ــنش  12 بع ــاعت، واك  س

ايـن  . ايزومريزاسيون و تبديل گلوكز به فروكتوز به تعادل رسيد      

 50 حـدود    در حالي بود كه درصد تبديل گلـوكز بـه فروكتـوز           

 .]6[درصد گزارش شد 

 

  
Fig 2 Conversion of glucose to fructose (in sugar 

solution) in presence of glucose isomerase enzyme 
during 12 hours. 

  

تبــديل آنزيمــي ســاكارز بــه گلــوكز و  -3-3

  فروكتوز توسط انورتاز
 اثر هيدروليز ساكارز و تبديل آن به دو قند گلوكز و     3در شكل   

، 1هـاي صـفر،    فروكتوز با استفاده از آنزيم انورتاز در طي زمان        

 و  4در شـكل    چنين   هم.  ساعت نشان داده شده است     4و   3،  2

ب نسبت ساكارز هيدروليز شده به قند اوليـه و نـسبت        ترتي  به 5

توليد گلوكز به فروكتوز در طي چهار ساعت هيدروليز آنزيمي          

دهد با  گونه كه نتايج به وضوح نشان مي همان. آورده شده است 

 ساعت از ميزان قند ساكارز 4افزايش زمان هيدروليز از صفر به 

داري در  طـور معنـي   كاسته و بر ميزان قند گلوكز و فروكتوز بـه   

اي كه در پايان زمـان       به گونه .  درصد افزوده شد   5سطح آماري   

 ساعت ميزان ساكارز در حداقل مقدار و ميزان دو قند گلوكز            4

مانـده   اما ميزان قند باقي   . و فروكتوز در حداكثر مقدار خود بود      

در ) گلوكز و فروكتوز(ه چنين قندهاي توليد شد   و هم ) ساكارز(

داري در  با يكـديگر اخـتلاف معنـي   ك و دو ساعت  ي هاي زمان

نكته قابـل توجـه     علاوه بر اين     . درصد نداشتند  5سطح آماري   

اينجاست كه از زمان شروع هيدروليز با آنزيم انورتـاز تـا يـك              

تـرين ميـزان تغييـرات در كـاهش قنـد اوليـه            بيشاوليه  ساعت  

جود و) گلوكز و فروكتوز  (و افزايش قندهاي توليدي     ) ساكارز(

هاي هيدروليز بيشتر    داشت و شيب نمودار نسبت به ساير زمان       

 ميزان توليد قند گلوكز بـيش از  بايد گفت كه علاوه بر اين    . بود

چنين اختلاف ميزان قند گلوكز و فروكتوز        هم.  فروكتوز بود  قند

ا آنزيم انورتاز در سـاعات پايـاني   توليد شده در طي هيدروليز ب   

شـود   طور كه مشاهده مـي     زيرا همان . دكمتر از ساعات اوليه بو    

يمـي شـيب نمـودار نـسبت      ساعت هيدروليز آنز2بعد از زمان   

لازم به ذكر است كـه      . گلوكز به فروكتوز روندي نزولي داشت     

ميزان مصرف آنزيم انورتاز به دليـل رايـج بـودن آن در توليـد               

هاي قندي براساس منابع موجـود انتخـاب        انواع مختلف شربت  

رو جهـت تعيـين    گونه آزموني در پـژوهش پـيش       چگرديد و هي  

  .مقدار مصرف آن در نظر گرفته نشد

آنـزيم انورتـاز بـه      توان گفـت كـه       با توجه به نتايج حاصله مي     

 قندهاي گلوكز و خوبي قابليت هيدروليز ساكارز و تبديل آن به    

 در راستاي كاربرد روش هيـدروليز آنزيمـي       . فروكتوز را داشت  

 جهت توليد شربت اينورت مطالعات چنـدي        )با آنزيم انورتاز  (

 و لازم بـه ذكـر       گردد ها اشاره مي   انجام شده كه به برخي از آن      

. رو تـا حـدود زيـادي مطابقـت داشـتند           است كه با نتايج پيش    

به منظور توليـد    ) 1977(و همكاران   ) Goldstein(گلدستون  

شربت اينورت از ساكارز دو روش هيـدروليز اسـيدي و روش            

براساس نتايج اين   .  آنزيمي را مورد استفاده قرار دادند      هيدروليز

محققين مشخص گرديد كه بـا كـاربرد آنـزيم انورتـاز جهـت              

هيدروليز ساكارز به قندهاي گلوكز و فروكتوز، رانـدمان توليـد           

اين در حالي بود كه اين پژوهشگران اذعان .  درصد رسيد90به 

نيز قابل قبول بود    نمودند راندمان توليد شربت اينورت با اسيد        

اي  اما مشكل بزرگي كه ايجاد نمود تغييرات رنگي قابل ملاحظه

گونـه از ايـن    بود كه در طول انورتاسيون با آنزيم انورتـاز هـيچ   

هاي نامطلوب در نمونـه مـشاهده نگرديـد و تقريبـاً             تغيير رنگ 

. ]10[ رنگ نمونه هيدروليز شده با آنزيم بدون تغيير باقي ماند         

و همكـاران  ) Vasquez Bahena(اسكوئز باهنـا  وچنين  هم
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نيز به مطالعه هيدروليز آنزيمي سـاكارز بـا اسـتفاده از            ) 2004(

  سـرويزيه  ساكارومايـسس آنزيم انورتـاز تهيـه شـده از مخمـر           

نتايج اين محققين بـه وضـوح نـشان داد كـه آنـزيم              . پرداختند

وكز انورتاز توانايي بالايي در تبديل ساكارز بـه فروكتـوز و گل ـ           

 175/0داشت و بالاترين راندمان توليد زماني كه غلظت آنـزيم           

دلگــادو ديگــر آمايــا  از ســوي ديگــر. ]7[ مــول بــود، رخ داد

)Amaya Delgado ( و همكــاران)ــد )2006 ــدروليز قن  هي

در ايـن   . ساكارز با اسـتفاده از آنـزيم انورتـاز بررسـي نمودنـد            

 در نظـر    تحقيق سه غلظت متفاوت براي شربت سـاكارز اوليـه         

گرفته شد و در نهايت مشخص گرديد كه هر سه غلظت آنزيم            

توانـايي هيــدروليز ســاكارز رو را بـا رانــدمان بــالا و عملكــرد   

تـرين    مـول و كمتـر از آن بـيش         2  مناسب داشت ولي غلظـت    

توانايي را جهت تبديل ساكارز به قندهاي فروكتوز و گلوكز از           

و ) Tomotani(اني  تومات ـعلاوه بـر ايـن      . ]8[ خود نشان داد  

كاربرد استفاده از آنـزيم انورتـاز را        ) Vitolo) (2006(ويتولو  

روشي مناسب جهـت تبـديل سـاكارز بـه گلـوكز و فروكتـوز               

دانستند و بيان نمودند بهترين شرايط جهـت حـداكثر رانـدمان            

گـراد،    درجـه سـانتي    30آنزيم انورتاز زماني مهيا گرديد كه دما        

 و غلظـت    5/5 در حـدود     pHعت،   در هر سا   6/1دبي ورودي   

) 2009(و همكـاران    ) Safarik(سـفرك   . ]9[  درصد بـود   70

ــلول    ــتفاده از س ــا اس ــورت را ب ــد اين ــد قن ــر   تولي ــاي مخم ه

ــرويزيه  ــسس س ــده در ميكــروذرات   ساكاروماي ــصور ش  مح

لازم به ذكـر اسـت كـه ايـن     . مغناطيسي آلژينات بررسي كردند  

يـدروليز سـاكارز و   مخمر قابليت توليد آنزيم انورتـاز جهـت ه     

نتايج ايـن پژوهـشگران     . تبديل آن به قندهاي انورت را داشت      

نشان داد كه سـرعت تبـديل سـاكارز بـه قنـدهاي انـورت در                 

مخلوط واكنش به شدت تحت تأثير غلظت ساكارز در محلـول    

قندي بود و افزايش غلظت ساكارز موجود در مخلوط واكـنش           

 كـاهش سـرعت تبـديل        درصد عاملي اثرگذار بر    50 به   5را از   

. ]13[ ساكارز به قنـدهاي گلـوكز و فروكتـوز معرفـي نمودنـد        

نيز گزارش ) 2008(و همكاران  ) Marquez(چنين ماركوز    هم

نمودند كه با افزايش غلظت ساكارز در مخلوط واكنش سرعت          

ــده     ــت ش ــاز آزاد و تثبي ــزيم انورت ــط آن ــاكارز توس ــديل س تب

كه آنزيم انورتاز در به شدت كاهش يافت هرچند ) غيرمتحرك(

هيدروليز سـاكارز  هاي مصرفي نتيجه مطلوبي را در   تمام غلظت 

 .]14[از خود نشان داد 

 
Fig 3 The effect of hydrolysis and conversion of 
sucrose to glucose and fructose in presence of 

invertase enzyme. 
Different letters show the statistical significant 

differences (P<0.05). 

 
Fig 4 Ratio of hydrolyzed sucrose to primary sugar 

in presence of invertase enzyme during 4 hours. 
Different letters show the statistical significant 

differences (P<0.05). 
 

 
Fig 5 Ratio of glucose to fructose production in 
presence of invertase enzyme during 4 hours. 
Different letters show the statistical significant 

differences (P<0.05). 
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زمان مانـد قنـدهاي موجـود در نمونـه           -3-4

 دســتگاه Eurocat Caخروجــي از ســتون 

  كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا
موجـود در نمونـه     نتايج بدست آمـده از زمـان مانـد قنـدهاي            

 دستگاه كروماتوگرافي مايع با Eurocat Caخروجي از ستون 

نشان داد كه به ترتيـب قنـد   ) 6ارائه شده در شكل     (كارايي بالا   

ترتيـب   ساكارز، گلوكز و فروكتوز از ستون خـارج شـدند و بـه    

زمان ماند كمتري را در ستون دستگاه كرومـاتوگرافي مـايع بـا             

ترتيب زمان ماند قند  زم به ذكر است كه به     لا. كارايي بالا داشتند  

 و  14،  11ساكارز، گلوكز و فروكتوز در ستون مورد نظر حدود          

خروج قندها در زمـان  (بايد گفت كه اين رخداد    .  دقيقه بود  18

تحت تأثير قطبيـت و     ) متفاوت از ستون دستگاه كروماتوگرافي    

 انـواع   در ارتباط با زمـان مانـد و خـروج         . باشد اندازه قندها مي  

از ســتون دســتگاه  ) ســاكارز، گلــوكز و فروكتــوز  (قنــدها 

كروماتوگرافي مايع با كـارايي بـالا گزارشـات چنـدي موجـود            

  به منظور اپتيمم  ) 2011(و همكاران   ) Salman(سلمان  . است

 3از ) سـاكارز، گلـوكز و فروكتــوز  (نمـودن جداسـازي قنـدها    

  اسـتفاده كردنـد    Ca-EDTAهـاي مختلـف      محلول با غلظت  

در نهايــت مقــادير قنــدها از ســطح زيــر منحنــي پيــك  . ]15[

گيـري شـد و زمـان مانـد          هاي استاندارد اندازه   خروجي محلول 

 دقيقـه و  98/21 دقيقه، گلوكز برابر  45/17براي ساكارز برابر با     

گونه كه مشهود    همان.  دقيقه به ثبت رسيد    96/25فروكتوز برابر   

و مطابقت داشت ولـي     ر است ترتيب خروج قندها با نتايج پيش      

در زمان ماند قندها در ستون كروماتوگرافي مايع با كارايي بـالا            

چنين جمشيدي مخبر و همكـاران       هم. اختلاف مشاهده گرديد  

سـازي شـرايط توليـد       در مطالعه خود در زمينـه بهينـه       ) 1384(

شربت غني از فروكتوز به اين نتيجه دست يافتند كه بيشتر قنـد       

 دقيقـه و قنـد      15وليه، قند گلـوكز در زمـان        ساكارز در دقايق ا   

. ]6[  دقيقه از ستون دسـتگاه خـارج شـد         35فروكتوز در زمان    

تحقيقي را بـه منظـور   ) 1387(علاوه بر اين موسوي و شوندي   

 نــوع خرمــاي ايرانــي 4بررســي مقــادير قنــدهاي موجــود در 

ــاير ( ــدي، س ــري، زاه ــلاوي، دي ــد) ح ــام دادن ــاس . انج براس

 آمده از نتايج اين پژوهشگران خروج قندها        دست هاي به  منحني

ترتيب به ساكارز، گلـوكز و       از ستون بسته به قطبيت و اندازه به       

، 28/5ترتيـب    ها بـه   نهايتاً فروكتوز تعلق گرفت و زمان ماند آن       

  .]16[قه بود  دقي66/6 و13/6

  
Fig 6 The retention time of different sugars in HPLC column. 

  گيري  جهنتي -4
بـر  هدف از انجام اين پژوهش بررسي اثر آنزيم گلوكزايزومراز        

 بر محلول شـكر سـفيد جهـت        انورتاز   آنزيمو يمحلول گلوكز 

بدين منظور در ابتـداي     . توليد شربت قندي با فروكتوز بالا بود      

مورد نياز مورد بررسـي     گلوكزايزومراز   آنزيم    مصرف امر ميزان 

كه ميزان مصرف آنـزيم انورتـاز       لازم به ذكر است     . قرار گرفت 

هاي قنـدي   به دليل رايج بودن آن در توليد انواع مختلف شربت  

بيـانگر   نتايج بدست آمده  .براساس منابع موجود انتخاب گرديد    

هاي مختلف آنزيم گلوكزايزومراز بـه   در ميان نسبت  كه   آن بود 

 2/0 و 1/0دو نـسبت  ) 2/0 و 1/0، 05/0(سوبـستراي آنزيمـي   

جويي در  عملكرد را از خود نشان دادند كه جهت صرفهبهترين  

 نـشان داد كـه      چنين نتايج  هم.  انتخاب گرديد  1/0هزينه نسبت   

 10،  8،  6،  4،  2 ،1درصد تبديل قند گلوكز به فروكتوز در زمان       

 81/7،  20/7،  29/6،  44/5،  17/3،  09/1ترتيـب     ساعت به  12و  
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گذشـت زمـان     درصد بود كه اين بيانگر اينست كه بـا           03/8و  

ايزومريزاسيون ميزان تبديل گلوكز بـه فروكتـوز توسـط آنـزيم            

اي تحت تأثير    حصول چنين نتيجه  . گلوكزايزومراز كاهش يافت  

علاوه بر اين با بررسـي      . غلظت فروكتوز موجود در محيط بود     

زمان ماند قندهاي موجود در نمونه خروجي از سـتون دسـتگاه      

 خـروج قنـدها تحـت       كروماتوگرافي مايع مشخص گرديد كـه     

قنـد  ترتيـب    بـه به موجب آنها بود كه  تأثير قطبيت و اندازه آن  

ــوز   ــوكز و فروكت ــاكارز، گل ــتگاه  س ــر دس ــورد نظ ــتون م از س

در انتها با بررسـي اثـر آنـزيم       . شدندخارج  كروماتوگرافي مايع   

بخـشي حاصـل     انورتاز بر محلول قندي ساكارز نتايج رضـايت       

 هيدروليز آنزيمي، قنـد سـاكارز       گرديد و در پايان چهار ساعت     

در ) گلـوكز و فروكتـوز    (در حداقل مقـدار و دو قنـد توليـدي           

البته لازم به ذكر اسـت كـه از زمـان       . حداكثر مقدار خود بودند   

شروع هيدروليز محلول قندي ساكارز با آنزيم انورتـاز تـا يـك       

تـرين ميـزان تغييـرات در كـاهش قنـد اوليـه            ساعت اوليه بيش  

  .افزايش دو قند گلوكز و فروكتوز مشاهده گرديدو ) ساكارز(
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Today demand for the production of various high fructose syrup production was increased for 
application in food and pharmaceutical industries. So the aim of this study was increased the amount 
of fructose and sugar solution. At first the ratio of enzyme glucose isomerase to the glucose substrate 
(0.05, 0.1 and 0.2) was studied. Based on results the lowest amount of conversion of glucose to 
fructose (15%) was in 0.1 proportion and the highest amount of conversion (25%) was in 0.2 
proportion. Although no significant diffrence was observed in 0.1 and 0.2 ratio (p≤0.05). Also the 
results indicated the convesion of glucose to fructose by glucose isomerase during 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 
12hr were respectively 1.09, 3.17, 5.44, 6.29, 7.20, 7.81 and 8.03%. The results of white sugar 
hydrolysis by invertas was acceptable and the content of sucrose was in lowest amount and the 
glucose and fructose were in highest level at the end of hydrolysis. It should be noted that the amount 
of glucose over than fructose by invertas enzyme after 4hr hydrolysis. Also the results showed the 
ratio of sucrose to raw sugar in 1, 2, 3 and 4 hr were respectievly 52.62, 52.80, 61 and 69 and the 
proportion glucose to fructos were 1.62, 1.78, 1.53 and 1.58 %. 
 
Keywords: High fructose syrup, White sugar, Glucose isomease enzyme, Invertas. 
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