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بررسي تأثير هم زمان امواج فراصوت و حرارت بر غيرفعال سازي آنزيم 

  پرتقالپكتين متيل استراز آب
  

  3، محمدتقي حامد موسويان*2، رسول كدخدايي 1ندا مهماندوست
  

  مدرس گروه مهندسي شيمي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد قوچان -1
 ي علوم و صنايع غذايي خراسان رضوي  غذايي، پژوهشكدهاستاديار گروه كشاورزي و صنايع : نويسنده مسئول-2

  دانشيار گروه مهندسي شيمي، دانشكده مهندسي، دانشگاه فردوسي مشهد -3
)2/11/88رشيخ پذي  تار10/8/88: افتيخ دريتار(  

 
  چكيده

به اين .  در آب پرتقال مورد بررسي قرارگرفتدر اين تحقيق تأثير هم زمان امواج فراصوت و حرارت بر غيرفعال ساختن آنزيم پكتين متيل استراز 
 دقيقه در معرض امواج فراصوت با سطوح 30 و 25، 20، 15، 10گراد به مدت ي سانتي درجه80 و 70، 60، 50منظور آب پرتقال تازه در چهار دماي 

نتايج حاصله نشان داد كه . گيري گرديدتيل استراز اندازهي آنزيم پكتين م قرار داده شد و سپس فعاليت باقيماندهkHz30انرژي متفاوت و فركانس ثابت 
با . امواج فراصوت و دما با يكديگر اثر هم افزايي داشته؛ به طوري كه استفاده هم زمان فراصوت و حرارت منجر به غير فعال شدن بيشتر آنزيم گرديد

از شدت كاويتاسيون كاسته و سهم امواج فراصوت در تخريب اين وجود محاسبات سينتيكي و ثابت سرعت واكنش مشخص ساخت كه افزايش دما 
از سوي ديگر نتايج بررسي تأثير سطح انرژي امواج بر روي غير فعال شدن آنزيم نشان داد كه با افزايش شدت موج ميزان از بين . آنزيم را كم مي كند

  بررسي شده و مكانسيم اثر #ΔS و #ΔHه از پارامترهاي فعال سازي در اين مقاله اين تغييرات با استفاد. رفتن آن افزايش و سپس كاهش مي يابد
  .تخريبي امواج فراصوت بر روي آنزيم پكتين متيل استراز توضيح داده مي شود

  
 .فعاليت باقيمانده امواج فراصوت، پكتين متيل استراز، كاويتاسيون،: كليد واژگان

 

   مقدمه-1
  رود؛ حرارت است كه  علاوه  بر  غير فعالسي حائز  اهميت              اين هدف بكار ميكدورت آب  پرتقال  يكي  از  ويژگي هاي ح

هاي كيفي آب پرتقال را اي و ويژگياين              كردن آنزيم، ارزش تغذيه. در كيفيت و بازار پسندي  اين  محصول  به  شمار  مي آيد
  هاي بنابراين؛ جستجوي روش]. 1[دهد  كه با               نيز تحت تأثير قرار ميويزگي به علت حضور تركيبات پكتيكي مختلف مي باشد

  ايجاد سامانه كلوئيدي و پراكنش نور  موجب  كدر  شدن  ظاهر              ديگري كه ضمن از بين بردن آنزيم حداقل تأثير را  بر خواص
  ي غذايي داشته باشد، موضوعي  است كه اي مادهوسط             كيفي و تغذيهبا اين حال اين تركيبات به  تدريج  ت. آب پرتقال مي شوند

  آنزيم هاي  پكتيناز   از  قبيل  پكتين   متيل    استراز   و  پكتين             توجه محققين و متخصصين صنعت غذا را به خود جلب  كرده
  در بين روش هاي پيشنهادي، امواج   فراصوت  پتانسيل . از             استگالاكتوروناز تجزيه شده و به اين ترتيب كدورت آب پرتقال 

  مكانيسم   تخريبي    اين]. 2[از اين رو حفظ كدورت طبيعي آب پرتقال  يكي             بالقوه اي براي اين منظور دارند  . دست مي رود
          امواج بر روي آنزيم ها از  طريق  ايجاد  كاويتاسيون  و  انفجار از اهداف اصلي است كه در  توليد  و   فرآوري  اين   محصول     

  ترين روشي كه در حال حاضر  براي  تحقق             حباب ها و تشكيل نقاط داغ ميكروسكوپي  با  حرارت  حدودرايج. شوددنبال مي
                                                           

 rkadkhodaee@yahoo.com :مسئول مكاتبات *
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در اين شرايط .  بار است500 درجه كلوين و فشار 5000
 سونوليز شده و راديكال هاي آزاد توليد مي مولكول هاي آب

گردند كه خاصيت اكسيد كنندگي و واكنش دهندگي بسيار 
زيادي با تركيبات مختلف از جمله پروتئين ها و آنزيم ها را 

علاوه بر اين، ارتعاش ديواره حباب ها و انفجار ]. 4و3[دارند 
آنها در ميدان كاويتاسيون نيز تنش برشي زيادي در محيط 
اطراف ايجاد مي كند كه مي تواند حتي پيوند هاي كووالانسي 
را بشكند و مولكول هاي پليمري از جمله پروتئين ها و آنزيم 

مينه زبررسي هاي زيادي در ]. 7و5،6[ها را تخريب كند 
استفاده از امواج فراصوت در غبر فعال سازي آنزيم ها توسط 

بورگوس، لوپز و گروه هاي تحقيقاتي مختلف از جمله  لوپز و 
همكاران، ورست و همكاران، ماناس و همكاران، كو و 

، 8،9،10[همكاران، و پوتاپويچ و همكاران انجام گرفته است 
لوپز و همكاران در زمره اولين گروههاي ]. 13و12، 11

پژوهشي هستند كه غير فعال شدن آنزيم هاي پكتيكي را با 
مورد مطالعه قرار استفاده از فشار، حرارت و امواج فراصوت 

آنها گزارش كردند كه استفاده هم زمان از فشار، ]. 14[دادند 
حرارت و امواج فراصوت موجب غير فعال شدن آنزيم هاي 
پكتيكي گوجه فرنگي مي شود، هر چند حساسيت آنزيم پكتين 
متيل استراز به اين شرايط بسيار بيشتر از پكتين گالاكتوروناز 

به؛ ورست و همكاران مقاومت آنزيم در تحقيقي مشا. مي باشد
پكتين متيل استراز آب پرتقال را در شرايط واقعي و در سامانه 
بافر فسفات نسبت به استفاده هم زمان از فشار، حرارت و 

آنها دريافتند كه مقاومت ]. 15[امواج فراصوت بررسي كردند 
اين آنزيم به عوامل مذكور در سامانه بافر فسفات به مراتب 

 38 ى از محيط آب پرتقال است و افزايش دما در محدودهكمتر
 درجه سانتي گراد موجب افزايش اثر امواج فراصوت 70تا 

 ديگر بر روي آنزيم ىاين گروه پزوهشي در مطالعه. گرديد
جي مشابه لوپز و همكاران در يهاي پكتيكي گوجه فرنگي به نتا

يم  دست يافتند و گزارش كردند كه فعاليت آنز1998سال 
پكتين متيل استراز در پايان عمليات اعمال فراصوت، فشار و 
حرارت به كلي ازبين رفت اما فعاليت آنزيم پلي گالاكتوروناز 

  ]. 16[كاهش يافت % 62فقط 
جستجوي نويسندگان در منابع علمي تخصصي نشان مي دهد 
كه تحقيقات چنداني در مورد تأثير امواج فراصوت بر روي 

ل استراز آب پرتقال انجام نشده و با توجه به آنزيم پكتين متي
اين كه اكثر مطالعات نيز در سامانه هاي مدل انجام شده و كمتر 
در محيط هاي غذايي واقعي بوده است؛ لازم است تحقيقات 

بيشتري در اين زمينه انجام شود و مكانيسم تأثير امواج 
قياس فراصوت و عوامل مؤثر بر آن قبل از بكارگيري آنها در م

از اين رو در اين پژوهش، . تجاري و صنعتي شناسايي شوند
امكان استفاده هم زمان از امواج فراصوت و حرات در 

سازي آنزيم پكتين متيل استراز  آب پرتقال بررسي غيرفعال
گرديد و تأثير شدت امواج فراصوت، دما و زمان فرآيند مورد 

  .مطالعه قرار گرفت
  
  ها مواد و روش-2
  واد شيميايي م-2-1

از ) رطوبت% 10و %  75- 70درجه متيلاسيون (پكتين سيب 
و هيدروكسيد سديم ) كشور آلمان(شركت سيگما آلدريچ 

) كشور آلمان(از شركت مرك %) 97درجه خلوص حداقل (
براي تهيه محلول ها از آب مقطر ديونيزه . خريداري شدند

  .استفاده شد
  لسازي آب پرتقا  استخراج و آماده-2-2

پرتقال رقم مصري از بازار محلي تهيه و پس از شستشو و 
خشك كردن به چهار قسمت بريده شد و عصاره آن توسط آب 

به منظور جداسازي ذرات . ميوه گير پرسي استخراج گرديد
معلق پالپ و اجزاي بافت ميوه عصاره استخراج شده به مدت 

براي . د دور در دقيقه سانتريفوژ گردي6000 دقيقه با سرعت 20
جداسازي كامل ذرات معلق باقيمانده بخش شفاف عصاره به 

 عبور داده 1ي كمك پمپ خلاء از كاغذ صافي واتمن شماره
  .شد
   اعمال فراصوت به آب پرتقال-2-3
ي آزمايش  ميلي ليتر آب پرتقال صاف شده به يك لوله5 

 سانتي متر 10 سانتي متر و عمق 1اي به قطر داخلي شيشه
 دقيقه به صورت 30 و 25، 20، 15، 10 به مدت  منتقل و

 100 و 80، 60پيوسته در معرض امواج فراصوت با شدت 
در طول مدت اعمال فراصوت دماي نمونه . درصد قرار داده شد

 80 و 70، 60، 50با قرار دادن آن در حمام آب در دماي 
براي اعمال فراصوت . گراد ثابت نگه داشته شدي سانتيدرجه

، UP50Hمدل ( دستگاه سونيكاتور آزمايشگاهي  از يك
با فركانس ثابت ) ساخت شركت دكتر هيلشر در كشور آلمان

kHz30 انتقال . وات استفاده شد 50 و حداكثر توان اسمي
امواج فراصوت از كريستال پيزوالكتريك به نمونه توسط يك 

متر  ميلي3سونوترود مخروطي ناقص از جنس تيتانيوم به قطر 
طمينان از تكرار ابراي .  سانتي متر انجام گرديد10ل و طو

پذيري نتايج و به حداقل رساندن خطاي آزمايشات محل قرار 
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 سانتي متر 1گيري سونوترود مركز لوله و عمق غوطه وري آن 
  .زير سطح نمونه انتخاب شد

پس از اعمال فراصوت با فرو بردن لوله در آب سرد دماي 
حيط كاهش داده شد و سنجش نمونه به سرعت تا دماي م

 آنزيم پكتين متيل استراز به روش پيشنهادي ىفعاليت باقيمانده
 ميلي ليتر آب 5بر اساس اين روش ]. 17[كيمبال به عمل آمد 

 1/0پكتين در آب نمك % 1 ميلي ليتر محلول 20پرتقال با 
 نرمال درنقطه 2 آن با محلول سود pHدرصد مخلوط گرديد و 

 05/0  مخلوط با كمك محلول سود pHس سپ.  تنظيم شد7
 به 05/0 ميلي ليتر سود 1/0 رسانده شد و مجدداً 7/7نرمال به 

 درجه سانتي گراد گرمخانه گذاري 30آن اضافه شد و در دماي 
 ثبت شد و 7/7 مخلوط به pHزمان لازم براي كاهش . گرديد

فعاليت آنزيم بر حسب واحد پكتين متيل استراز از معادله زير 
  :محاسبه گرديد

  
  
  

 VNaOH نرماليته محلول سود، [NaOH]در معادله فوق 
 حجم نمونه آب Vjuice نرمال مصرفي، 05/0حجم محلول سود 

  .     مي باشد7/7 به نقطه pH زمان لازم براي بازگشت 'tپرتقال و 
  بري آب پرتقال با حرارت آنزيم -2-4
ي آزمايش ك لولهي ميلي ليتر آب پرتقال صاف شده به 5 

 سانتي متر 10 سانتي متر و عمق 1شيشه اي به قطر داخلي 
 80 و60،70، 50منتقل گرديد و سپس در حمام آب در دماي 

 دقيقه 30 و 25، 20، 15، 10گراد به مدت ي سانتيدرجه
پس از عمليات حرارتي، با قرار دادن لوله در . حرارت داده شد

يط كاهش داده شد آب سرد دماي نمونه به سرعت تا دماي مح
ي آنزيم پكتين متيل استراز مطابق  روش و فعاليت باقيمانده
  . اندازه گيري گرديد3-2موصوف در بخش 

   تحليل آماري-2-5
در اين مطالعه تغييرات فعاليت آنزيم پكتـين متيـل اسـتراز در       

 درجـه سـانتي   80 و 70، 60، 50پاسخ به  دما در چهـار سـطح       
 100  و    80،  60در سـه سـطح      گراد، شـدت امـواج فراصـوت        

، 15،  10ند در پنج سطح     يدرصد توان اسمي دستگاه و زمان فرآ      
 دقيقه در قالب طـرح آزمايـشي فاكتوريـل كـاملاً            30 و   25،  20

ي آزمايشات با سه بار تكرار انجام       كليه. تصادفي بررسي گرديد  
مؤسسه (SAS  نرم افزار 2/8شدند و تحليل واريانس با نسخه 

SAS  ميـانگين هـا بـه روش       . صـورت گرفـت   ) مريكا، كشور آ
 مقايـسه  p>05/0دار در سطح معني آزمون چند دامنه اي دانكن

 نـسخه   Excellبـراي رسـم نمودارهـا از نـرم افـزار            . گرديدند
  .استفاده شد) شركت مايكروسافت، كشور آمريكا (2007

  
  ايج و بحثت ن-3
ت آنزيم پكتين متيل ي تأثير دما بر فعال-3-1

  استراز
ات حرارتي بر فعاليت آنزيم پكتين متيل يبررسي تأثير عمل

استراز نشان داد كه تغييرات فعاليت آن نسبت به زمان در 
دماهاي مورد آزمايش به صورت خطي و با ضريب تعيين بسيار 

ي اول پيروي كرد از سينتيك واكنش درجه) <9/0R2(بالايي 
ريب ا ضيشيب اين خطوط كه مبين ثابت سرعت ). 1شكل (

ي باشد، در محاسبهغيرفعال شدن آنزيم پكتين متيل استراز مي
 1اين نتايج در جدول .  استفاده شد(D)زمان كاهش اعشاري 

شود با افزايش دما؛ سرعت چنان كه ملاحظه مي. اندآورده شده
 80شود، به طوري كه در دماي غيرفعال شدن آنزيم زياد مي

كاهش در فعاليت % 90ي گراد، زمان لازم براي سانتيدرجه
گراد تنزل ي سانتي درجه50 درصد مقدار آن در 10آنزيم به 

 توان ميزان مقاومت حرارتي مي1هاي جدول از داده. يابدمي
(Z)بر اين اساس مقاومت آنزيم .  اين آنزيم را محاسبه نمود

گراد تعيين ي سانتي درجه25/32پكتين متيل استراز به حرارت 
انگر پايداري نسبتاً بالاي اين آنزيم به حرارت شود كه نشمي
در پژوهشي مشابه كه توسط ورست و همكاران انجام . باشدمي

 گزارش كردند كه C  7/35°شد؛ مقاومت حرارتي اين آنزيم را
  ].15[بسيار نزديك به عدد بدست آمده در اين مطالعه مي باشد 

كتين  تغييرات ثابت سرعت غيرفعال شدن آنزيم پ2در شكل 
متيل استراز نسبت به معكوس دماي مطلق در مقياس 

ي آرنيوس، شيب مطابق رابطه. لگاريتمي ترسيم شده استنيمه
سازي اين خط نسبت انرژي اكتيواسيون لازم براي غيرفعال

حرارتي آنزيم به ثابت عمومي گازها و عرض از مبدأ آن ثابت 
دار عددي با جايگذاري مق. باشدآرنيوس يا ضريب تصادم مي

ثابت عمومي گازها در معادله شيب خط؛ انرژي اكتيواسيون 
موردنياز براي غيرفعال كردن آنزيم پكتين متيل استراز با استفاده 

 بدست مي آيد كه بسيار kJ/mol 12/61از حرارت معادل 
كمتر از مقدار گزارش شده توسط ورست و همكاران مي باشد 

 به تفاوت نوع و نسبت  مربوطاين اختلاف احتمالاً]. 15[
ايزوآنزيم هاي پكتين متيل استراز در ارقام مورد بررسي در اين 

به طور كلي رقم پرتقال و درجه رسيدگي . دو مطالعه مي باشد
آن نسبت ايزوآنزيم هاي حساس و مقاوم به حرارت پكتين 
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متيل استراز  و در نتيجه شاخص هاي ترموديناميكي كلي اين 
  ]. 18[ر قرار مي دهد آنزيم را تحت تأثي

روي فعاليت بر زماني - تركيب هاي مختلف دماييتأثير 1شكل 
  آنزيم پكتين متيل استراز )A/A0(باقيمانده 

  
  

 )kheat(تغييرات ثابت سرعت غير فعال شدن حرارتي   2شكل 
 آنزيم پكتين متيل استراز نسبت به معكوس دماي مطلق در مقياس

 لگاريتمينيمه

  
ترين تغييراتي كه در اثر حرارت در ساختمان آنزيم اتفاق مهم

افتد، شكسته شدن پيوندهاي هيدروژني و باز شدن ساختار مي
باشد كه در نتيجه، آنزيم فعاليت كاتاليتيك خود بعدي آن ميسه

در كنار شكسته شدن پيوندهاي هيدروژني . دهدرا از دست مي
يون حرارتي اسيدهاي آمينه نظير آسپاراژين ممكن است دآميداس

اً موجب از بين رفتن فعاليت تو گلايسين نيز انجام شود كه طبيع
تر مكانيسم غيرفعال براي بررسي دقيق]. 19[شود آنزيم مي

توان از تئوري حالت شدن حرارتي آنزيم پكتين متيل استراز مي
]. 20[گذار كه توسط آيرينگ پيشنهاد شده، استفاده نمود 

 با (k)ي ثابت سرعت واكنش براساس اين تئوري، رابطه

پارامترهاي انرژي آزاد گيبس، آنتالپي و آنتروپي به صورت زير 
  :شودنمايش داده مي

⎟
⎟

⎠

⎞

⎜
⎜

⎝

⎛
+

−
=⎟

⎟

⎠

⎞

⎜
⎜

⎝

⎛
−=

R

#ΔS
RT

#ΔHexp
h

TBk

RT

#ΔGexp
h

TBk
k

 
 دماي T ثابت پلانك، h ثابت بولتزمن، kBدر اين معادله، 

تغييرات انرژي آزاد  #ΔG ثابت عمومي گازها، Rمطلق، 
 تغييرات آنتروپي  #ΔS  تغييرات آنتالپي و #ΔHگيبس، 

 3توان طبق شكل  مي#ΔS و #ΔHبراي تعيين مقدار . باشدمي

تغييرات نسبت
T
k را در مقياس لگاريتمي در مقابل معكوس 

 به ترتيب #ΔS و #ΔHدر اين صورت . دماي مطلق رسم نمود
.  و عرض از مبدأ آن بدست خواهند آمداز روي شيب خط

سازي  غيرفعال#ΔHشود  ملاحظه مي2چنان كه در جدول 
 kJ/mol60حرارتي آنزيم پكتين متيل استراز در حدود 

باشد كه بسيار كمتر از انرزي لازم براي باز شدن ساختمان مي
؛ اما با توجه به ]21[سه بعدي پروتئين هاي محلول مي باشد 

ي انجام واكنش هاي شيميايي تراكمي  فرضيه#ΔSمنفي بودن 
سولفيدي بين اسيدهاي آمينه ازجمله ايجاد پيوندهاي دي

  . شودسيستئين و يا دآميداسيون اسيدهاي آمينه تقويت مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

نسبت به معكوس دماي  ln (kheat/T) بين مقدار يرابطه  3شكل 
   متيل استرازسازي حرارتي آنزيم پكتينمطلق براي غيرفعال

  
سازي حرارتي با اين وجود، شناسايي دقيق مكانيسم غيرفعال

لازم به . آنزيم پكتين متيل استراز نياز به تحقيقات بيشتري دارد
 تقريباً يكسان #ΔGي دماها، مقدار  ذكر است كه براي كليه
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 معياري براي امكان انجام واكنش به #ΔGاز آنجايي كه . بود
اشد، بالا بودن آن در اين آزمايشات بصورت خودبخود مي

حاكي از ثبات قابل ملاحظه ساختمان شيميايي و سه بعدي 
به عبارت ديگر . باشدآنزيم و مقاومت آن نسبت به حرارت مي

دهد كه آنزيم پكتين متيل استراز در دماي اين پارامتر نشان مي
محيط كاملاً پايدار بوده و فعاليت خود را براي مدت طولاني 

  .كنده خوبي حفظ ميب
 تأثير دما و امواج فراصوت بر فعاليت -3-2

  آنزيم پكتين متيل استراز
همانند آزمايشات مربوط به عمليات حرارتي، فعاليت آنزيم 
پكتين متيل استراز تحت تأثير دما و امواج فراصوت 

) <91/0R2(با ضريب تعيين بسيار بالايي ) ترموسونيكاسيون(
  ).4شكل ( زمان كاهش يافت به صورت خطي نسبت به

  
اين ويژگي مؤيد اين است كه در عمليات ترموسونيكاسيون 

ي هاي غيرفعال شدن آنزيم از سينتيك  واكنش درجهنيز واكنش
ثابت سرعت غيرفعال شدن آنزيم تحت . كنداول پيروي مي

.  آورده شده است3تأثير دما و امواج فراصوت در جدول 
سازي حرارتي  نتايج حاصل از غيرفعالها باي اين دادهمقايسه

دهد كه در حضور نشان مي) 1جدول (آنزيم پكتين متيل استراز 
به . يابدامواج فراصوت فعاليت آن با سرعت بيشتري كاهش مي

ي هم زمان از صوت موجب تشديد عبارت ديگر، استفاده
از بين رفتن آنزيم . شودكنندگي دماهاي بالا مياثرات تخريب

هاي ور امواج فراصوت را مي توان به انفجار حبابچهدر حض
بسيار ريزي مربوط دانست كه در ميدان امواج فراصوت تشكيل 

شوند و پس از مدت زمان كوتاهي  شده و به سرعت منبسط مي
ها، شرايط در اثر انفجار اين حبابچه. نيز منفجر مي گردند

 بسياري از تواندشود كه مياي از دما و فشار ايجاد ميويژه
هاي فيزيكي يا شيميايي را تشديد و يا حتي شروع واكنش
هايي كه در اين شرايط ترين واكنششدهيكي از شناخته. نمايد

هاي آزاد هاي آب به راديكالافتد، سونوليز ملكولاتفاق مي
هاي بسيار قوي ها، اكسيداناين راديكال. هيدروكسي است

بات از جمله اسيدهاي آمينه هستند و به سهولت با اكثر تركي
ي انجام اين واكنش ها ساختمان در نتيجه. دهندواكنش مي

شيميايي و سه بعدي پروتئين ها و آنزيم ها دچار تغيير شده و 
  ]. 22[رود فعاليت بيولوژيكي يا كاتاليتيكي آنها از دست مي

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 آنزيم پكتين متيل استراز (A/A0)ه  تغييرات فعاليت باقيماند 4شكل 
هاي مختلف امواج فراصوت در روش نسبت به زمان در شدت 

% 80شدت فراصوت ) b، %60صوت شدت  فرا) a: ترموسونيكاسيون
  %100 شدت  فراصوت c)و 
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  ختلفثابت سرعت غير فعال شدن و زمان كاهش اعشاري فعاليت آنزيم پكتين متيل استراز در دما هاي م ١جدول

 درجه حرارت
(°C) 

 ثابت سرعت غير فعال شدن
 (min-1) 

 زمان كاهش اعشاري
(min) 

50 0086/0  7907/267  

60 0148/0  3606/155  

70 0223/0  2735/103  

80 0812/0  3634/28  

 
 شدن حرارتي آنزيم پكتين متيل استراز آنتالپي و آنتروپي و انرژي آزاد گيبس براي غيرفعالراتييتغ  2 جدول

)1(KJ.mol#ΔG −  ).K(KJ.molΔS 11# −−  )(KJ.molΔH 1# −  (°C) درجه حرارت 
5015/91  ۵٠ 
5285/92  ۶٠ 
5555/93  ٧٠ 
5825/94  

1027/0-  3140/58  

٨٠ 

  
ل استراز در درجه حرارت ها و شدت هاي و زمان كاهش اعشاري فعاليت آنزيم پكتين متي zثابت سرعت غير فعال شدن، عدد   3جدول 

  فراصوت مختلف

  شدت صوت
(%)  

 درجه حرارت
(°C)   

  ضريب غير فعال شدن كل
(min-1) 

ضريب غير فعال شدن  ناشي 
  از امواج فراصوت

(min-1) 

 )°z)C عدد  (min)زمان كاهش اعشاري 

50 0137/0  0051/0  1022/168  

60 0388/0  0240/0  3557/59  

70 0528/0  0305/0  6147/43  
60 

80 0836/0  0024/0  5478/27  

9780/40  

50 0197/0  0111/0  9035/116  

60 0514/0  0366/0  8054/44  

70 0813/0  0590/0  3272/28  
80 

80 1113/0  0301/0  6918/20  

1920/40  

50 0198/0  0112/0  3131/116  

60 0506/0  0358/0  5138/45  

70 0700/0  0477/0  9000/32  
100 

80 1095/0  0283/0  0320/21  

1790/42  
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  ونيكاسيترموسون روش به استراز ليمت نيپكت ميآنزسازي انرژي اكتيواسيون و پارامترهاي ترموديناميكي غيرفعال  4جدول 
 

)1.(# −Δ molKJG  ).( 1# −Δ molKJH  )..( 11# −−Δ KmolKJS  ).( 1−molKJEa  
 درجه حرارت

(°C) 

 شدت صوت
(%) 

4193/90  50 

6153/91  60 

8113/92  70 

0073/94  

7706/51  1196/0-  5765/54  

80 

60 

4649/89  50 

6519/90  60 

8389/91  70 

0259/93  

1070/51  1187/0-  9129/53  

80 

80 

4978/89  50 

7468/90  60 

9958/91  70 

2448/93  

1364/49  1249/0-  9424/51  

80 

100 

  
هاي غيرفعال شدن آنزيم با توجه به ماهيت لگاريتمي واكنش

در شرايط ترموسونيكاسيون، ثابت سرعت كل كاهش فعاليت 
توان جمع جبري تأثير  را مي(ktotal)آنزيم پكتين متيل استراز 

  : دانست(kus) و تأثير امواج فراصوت (kheat)دما 
ktotal = kheat + kus 

توان سهم امواج از اين رو با استفاده از عبارت فوق مي
فراصوت را در غيرفعال شدن آنزيم پكتين متيل استراز و در 

 3نتايج اين محاسبات در جدول . غياب حرارت محاسبه نمود
شود افزايش دما ابتدا  چنان كه ملاحظه مي. اندآورده شده

ر موجب افزايش و سپس كاهش سهم امواج فراصوت د
افزايش سهم امواج فرا صوت در . گرددغيرفعال شدن آنزيم مي

غير فعال شدن آنزيم با زياد شدن دما دور از انتظار و كاملاً نا 
تصور مي شود اين رويداد به علت كاهش . متعارف مي باشد

آستانه كاويتاسيون در دماهاي بالا و تشديد شدت ارتعاشات 
 تنش برشي و گرداب ديواره حباب باشد كه از طريق ايجاد

از سوي . هاي موضعي موجب دناتوره شدن آنزيم مي شود
ديگر كاهش اثرات فيزيكوشيميايي فراصوت كه در اين 

 درجه سانتي گراد مشاهده شد، كاملاً 80آزمايشات در دماي 
منفي افزايش دما را مي  تأثير. شناخته شده مي باشد بديهي و

در دماي بالا .  ارتباط دادتوان به كاهش شدت انفجار حبابچه ها
يابد و در نتيجه، به هنگام حلاليت گازها در مايعات كاهش مي

ها در ميدان امواج فراصوت به جاي گاز، فضاي تشكيل حبابچه
اين بخارات بخش . كندداخلي حباب را بخارات آب پر مي

اعظم انرژي ناشي از انفجار حباب را جذب كرده و موجب 
در نتيجه تقليل ميزان سونوليز آب كاهش شدت انفجار و 

هاي شيميايي ي واكنشتحت اين شرايط، سرعت كليه. شوندمي
ها از جمله غيرفعال شدن و فيزيكي وابسته به انفجار حباب

  ].23و22[يابد ها كاهش ميآنزيم
بررسي تغييرات فعاليت آنزيم پكتين متيل استراز در شدت 

% 80كه شدت فراصوت نشان داد  هاي مختلف امواج فراصوت
 درصد بر 100 و 60هاي بيشترين تأثير را در مقايسه با شدت

كمتر شدن سرعت غيرفعال شدن آنزيم در . روي آنزيم داشت
توان به پراكنش زياد امواج را مي% 100شدت فراصوت 

معمولاً با . ها نسبت دادي متراكم حبابفراصوت توسط توده
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داد بسيار زيادي حباب به افزايش انرژي امواج فراصوت، تع
. شوندصورت يك ابر متراكم در زير سونوترود تشكيل مي

شود كه بخش اعظم ها باعث ميتراكم بيش از حد اين حباب
هاي سطحي به اطراف پراكنده امواج فراصوت توسط حباب
هاي داخلي هاي واقع در بخششوند و انرژي اندكي به حباب

ها با يكديگر امتزاج پيدا كرده در اين شرايط، اين حباب. برسد
شوند كه در اثر نيروي رانشي هاي بزرگي تبديل ميو به حباب

شوند و يا اين كه در آيند و از محيط خارج ميبه سطح مايع مي
داخل توده باقي مانده ولي به تدريج تحليل شده و از بين 

شدت انفجار آنها ، هاي فعالدر نتيجه از تعداد حباب. روندمي
]. 24[شود هاي فيزيكوشيميايي كاسته ميسرعت واكنش نيز و 

لازم به توضيح است كه روند يكساني براي تغييرات سرعت 
واكنش هاي شيميايي در پاسخ به شدت امواج فراصوت 

اين در خصوص تأثير بنا بر]. 26 و 25، 24[ نشده است گزارش
اي شدت امواج فراصوت مي توان چنين نتيجه گيري كرد كه بر

شدت فراصوت يك مقدار بهينه وجود دارد كه مقدار آن 
  .   بستگي به مكانيسم واكنش مورد بررسي و شرايط آزمايش دارد

محاسبات مربوط به مقاومت حرارتي آنزيم پكتين متيل 
 اين Zاستراز در شرايط ترموسونيكاسيون نشان داد كه عدد 

 كه )3جدول(آنزيم در حضور امواج فراصوت افزايش يافت 
افزايش مقدار ]. 15[مشابه يافته هاي ساير محققين مي باشد 

 در حضور امواج فراصوت موضوع جالبي است كه Zعدد 
شايان . بررسي دقيق علت آن به تحقيقات بيشتري نياز دارد 

% 80 كمترين مقدار را در شدت فراصوت Zذكر است كه عدد 
 به علت اثر  به احتمال زيادZاين روند تغييرات در عدد . داشت

هاي واقع در هاي سطحي بر روي حبابپوشانندگي حباب
مركز است كه قبلاً در مورد تأثير شدت امواج فراصوت توضيح 

  .داده شد
پارامترهاي ترموديناميكي غيرفعال شدن آنزيم پكتين متيل 

هاي استراز در شرايط ترموسونيكاسيون كه از روي منحني
محاسبه ) اندان داده نشدهها نشمنحني(آرنيوس و آيرينگ 

همان گونه كه ملاحظه . اند آورده شده4گرديده اند، در جدول 
شود استفاده از امواج فراصوت موجب كاهش انرژي مي

چنان . اكتيواسيون لازم براي غيرفعال شدن حرارتي آنزيم گرديد
كه قبلاً نشان داده شد، سرعت غيرفعال شدن آنزيم در روش 

اين . ه مراتب بيشتر از روش حرارتي بودترموسونيكاسيون ب
افزايش سرعت به علت كاهش انرژي اكتيواسيون واكنش در 

تغييرات ساير پارامترهاي . باشدحضور امواج فراصوت مي
توان به تفاوت مكانيسم را مي) آنتالپي و آنتروپي(ترموديناميكي 

غيرفعال شدن آنزيم در روش ترموسونيكاسيون در مقايسه با 
نگاهي به تركيب اسيدهاي آمينه . حرارتي نسبت دادروش 

جايگاه اتصال ملكول پكتين به آنزيم پكتين متيل استراز نشان 
ي آروماتيك دهد كه قسمت مركزي آن از چندين اسيد آمينهمي

، تيروزين 160، فنيل آلانين 139، تيروزين 84شامل فنيل آلانين 
 تشكيل 252ريپتوفان  و ت250، فنيل آلانين 227، تريپتوفان 222

اين اسيدهاي آمينه تمايل بسيار زيادي براي ]. 27[شده است 
ها  واكنش با راديكال آزاد هيدروكسي كه در اثر  انفجارحباب

ي در بين اسيدهاي آمينه  اسيد آمينه. شوند دارندايجاد مي
با ) s1 -mol1010×5/1.-1(تيروزين با  سرعت قابل ملاحظه اي 

ي اين واكنش، نتيجه]. 28[دهد سي واكنش ميراديكال هيدروك
ي تيروزين و  اسيد آمينهαجدا شدن اتم هيدروژن از كربن 
تواند با اين راديكال مي. باشدتبديل آن به راديكال تيروزيل مي

ي تيروزين ديگر يك راديكال تيروزيل و يا يك اسيد آمينه
شده حاكي نتايج تحقيقاتي كه در اين رابطه انجام . واكنش دهد

ترين محصول اين گونه تيروزين، فراواناز اين است كه بي
ه تواند در داخل خود آنزيم و يا بين زنجيرهاست كه ميواكنش

به اين ترتيب ]. 30و29[هاي پروتئيني دو آنزيم ايجاد شود 
ناپذير ساختمان نوع تيروزين موجب تغيير برگشتتشكيل بي

شود كه ا و يا فعال آن ميسوم آنزيم، جايگاه اتصال سوبستر
از . باشدي همگي آنها از دست رفتن فعاليت آنزيم مينتيجه

ها از نوع تراكمي است، از آنجايي كه ماهيت اين گونه واكنش
اين كاهش به وضوح در . شودآنتروپي سيستم كاسته مي

هاي مربوط به تغييرات آنتروپي غيرفعال شدن آنزيم پكتين داده
باشد  روش ترموسونيكاسيون قابل مشاهده ميمتيل استراز به

  ).4جدول (
  

  گيري يجهت ن-4
در اين آزمايشات مشخص شد كه استفاده از امواج فراصوت 

كنندگي حرارت بر روي آنزيم افزايي اثر تخريبموجب هم
ميزان از بين رفتن آنزيم در حضور . شودپكتين متيل استراز مي

از قبيل شدت امواج امواج فراصوت به عوامل متفاوتي 
همچنين . فراصوت، زمان و دماي اعمال فراصوت بستگي دارد

ر دوگانه اي بر روي غير فعال ثنشان داده شد كه افزايش دما ا
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كردن آنزيم با امواج فرا صوت دارد كه تصور مي شود براي 
  .همه آنزيم ها يكسان نباشد

چنان كه در اين تحقيق نيز مشخص شد، براي شدت امواج 
راصوت يك مقدار بهينه وجود دارد كه در آن سرعت ف

. باشندي مقدار خود ميهاي فيزيكوشيميايي در بيشينهواكنش
شدت بهينه امواج فرا صوت بستگي به عوامل مختلفي از جمله 
توان دستگاه سونيكاتور و قطر سونوترود دارد و براي هر 
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In this study the combined effect of ultrasound and heat on inactivation of pectin methylesterase 

(PME) in fresh orange juice was investigated. To this end fresh orange juice was sonicated at 50, 60, 
70 and 80 °C for 10, 15, 20, 25, and 30 minutes at various acoustic amplitudes and constant frequency 
of 30 kHz and the residual activity of PME was then measured. The results showed that ultrasound had 
a synergistic effect on heat resulting in an increase in the inactivation of PME. However, calculation of 
kinetic parameters and reaction constants indicated that increasing temperature decreased cavitation 
intensity and hence contribution of ultrasonic waves to PME inactivation. On the other hand, the 
acoustic amplitude level was found to initially increase and then diminish the rate of enzyme 
inactivation. In this article these changes are explained by activation parameters of ΔS# and ΔH#  and 
possible mechanisms for ultrasonic inactivation of PME are discussed.  

 
Keywords: Ultrasound; Pectin methylesterase; Cavitation; Residual activity 
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