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  چکیده

باشد که در این مرحله با قرار گرفتن سوبسترا در معرض آنزیم، واکـنش اکسیداسـیون اتفـاق    در تولید چاي سیاه، میتخمیر یکی از فرایندهاي مهم 

یکی از عوامل افزاینده این ترکیبات، افزایش میزان تماس بـین آنـزیم و سوبسـترا    . شوند افتاده و ترکیبات تعیین کننده خصوصیات کیفی چاي، تولید می

هـا اسـت و آسـپرژیلوس از مهمتـرین      ترین این آنزیم پکتیناز یکی از مهم. گردد هاي تخریب کننده دیواره سلولی برگ میسر می نزیماست که با افزودن آ

جداسازي گردید و به کمـک روش جداسـازي سـه     Aspergillus nigerلیاز از در این تحقیق آنزیم پکتین. باشدمی منابع میکروبی در تولید این آنزیم

لیاز حاصـل  بازده بدست آمده براي آنزیم پکتین.شدسازي خالصبوتانول به عصاره خام حاوي آنزیم در حضور آمونیوم سولفات-tطریق افزودن فازي از 

و  به منظور تعیین اثر آنزیم بر خصوصیات کیفی چاي ، آنزیم خام .دست آمد به 65/16درصد و مرتبه خلوص نهایی آنزیم   Aspergillus niger52از 

اپتیمم و دماي اپتیمم آنـزیم بـه    pHوزن مولکولی آنزیم خالص، . خالص در مرحله تخمیر چاي جهت بهبود پارامترهاي کیفی چاي به آن اسپري گردید

الص از بین تیمارهاي مورد بررسی، اثر عصاره خام آنزیمی روي پارامترهاي کیفی چـاي بیشـتر از آنـزیم خ ـ   .شدمشاهده  C°50و  KDa12 ،8ترتیب 

  .مشاهده شد

  

  چاي سیاه ، جداسازي سه فازي،Aspergillus nigerلیاز، آنزیم پکتین: هاي کلیديواژه

  

مقدمه
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هــا در طبیعــت، داراي انــرژي پتانســیل عظیمــی میکروارگانیســم
نماینـد کـه   هـا را تولیـد مـی   ها گروه بسیار زیادي از آنـزیم آن. هستند

 Dayanand(گیرندتفاده قرار میها است بصورت تجاري مورد اسسال

& Patil, 2003 .(باشد که ها، پکتیناز میترین آنزیمیکی از پر اهمیت
از کــل % 25آیــد پکتینــاز میکروبــی، از منــابع مختلفــی بدســت مــی

توان گفت که تقریبـا  دهد و میهاي تولیدي در دنیا را تشکیل میآنزیم
آینـد  قارچی به دست مـی  هاي تجاري تهیه شده از منابعبیشتر پکتیناز

)Kapoor et al., 2001.(  
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هاي جداسازي آنزیم از منابع قارچی، محـیط تلقـیح   یکی از روش
این روش شامل تلقیح سوسپانسیون اسپور . باشدمایع حاوي پکتین می

قارچ مورد نظر در محیط مایع و گرمخانه گـذاري آن تـا زمـان تولیـد     
  ). Kapoor et al., 2001(باشد حداکثر میزان آنزیم خام می

ــزیم   ــراي خــالص ســازي آن هــا، روش از روشــهاي کــاربردي  ب
باشد که در سالهاي اخیـر بسـیار مـورد توجـه     می 6جداسازي سه فازي
جداسـازي سـه   ). Dennison & Lovrein, 1997(قرار گرفتـه اسـت  

فازي به عنوان مرحله تغلیظ کننده نیز معرفی شـده اسـت، ایـن روش    
ها نیز ها، در افزایش فعالیت کاتالیتیکی آنسازي آنزیمهمراه با خالص 

در این روش، عصاره خـام حـاوي   ). Saxena et al.,2007(نقش دارد 
در ایـن  . گرددبوتانول مخلوط می-tآنزیم در حضور سولفات آمونیوم با 

حالت، آنزیم به صورت یک محلول در حد فاصل بین فاز آبی پـایین و  
فاکتورهـاي مـوثر در جداسـازي    . شـود ظاهر مـی  بوتانول در بالا-tفاز 

بخش پروتئینی مورد نظر از فاز میانی، غلظت آمونیوم سولفات، حجـم  
t-  باشـد  بوتانول و دمـا مـی)Sharma & Gupta, 2001 .(  ایـن روش

                                               
6- Three Phase Partitioning(TPP)
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براي خالص سازي پروتئین در هر دو مقیاس کم و زیاد با صرف زمان 
  ).Dennison & Lovrein, 1997(یکسان کارایی دارد 

هاي پکتینولیتیک میکروبی پتانسیل عظیمی براي اسـتفاده  آنزیم  
یکی از کاربردهاي مورد توجه ایـن آنـزیم در صـنعت    . در صنعت دارند

چـاي گیـاهی اقتصـادي و بـه عنـوان یکـی از مهمتـرین        . چاي است
چـاي سـیاه   . شـود ها در ایران و سایر کشورها محسـوب مـی  نوشیدنی

توسط بشر بوده و ایـن نـوع چـاي فـرم      هاستفادمتداولترین فرم مورد 
فرایند تخمیر چـاي، فراینـدي    .تخمیر شده کامل برگ گیاه چاي است

شیمیایی بـوده و طـی مرحلـه پـلاس و مـالش، آنـزیم و سوبسـترا در        
یـک فراینـد   . گیـرد معرض هم قرار گرفته و فرایند تخمیر صورت مـی 

و  1بـین تئـافلاوین   آل، منجر به ایجاد یک تعـادل مناسـب  تخمیر ایده
Angayarkanni(گرددمی 2تئاروبیگین et al., 2002 .(  

سرعت تخمیر بستگی به میزان تماس بـین آنـزیم و سوبسـتراي    
هاي مربوطه دارد که هر دو در بافت برگ چاي حضور دارند، اما  آنزیم

هـاي اپیـدرمی و آونـدي قـرار دارنـد، در      اکسیداز درون سلولفنولپلی
هـاي احاطـه کننـده آونـدي     ستراي کاتکین درون سلولحالی که سوب

  ). Murugesan et al., 2002(وجود دارد 
ها شود تا سلوللول کردن برگ چاي از طریق غلتاندن، سبب می 

دچار تخریب جزئی گـردد، درنتیجـه، فراینـد اکسیداسـیون در مرحلـه      
گیرد، اما افـزودن آنـزیم بـه طـور     تخمیر به صورت ناقص صورت می

هاي چاي را بیشتر شکسته،  منجـر بـه   نوعی،  دیواره سلولی برگمص
بنـابراین، کـاربرد ایـن    . گـردد هاي برگ چاي مـی تخریب کامل سلول

گزارش شـده  . شودگرها میها، سبب بهبود تخمیر توسط واکنشآنزیم
هـاي گیـاهی   است که آنزیم پکتیناز، فاکتور اصـلی در تخریـب بافـت   

  ).Angayarkanni et al., 2002(باشد می
تحقیق صورت گرفته، شـامل جداسـازي و خـالص سـازي آنـزیم      

توسـط روش جداسـازي سـه فـازي،     3آسـپرژیلوس نـایژر  لیاز از پکتین
بررسی خصوصیات آنزیمـی حاصـل از ایـن روش و کـاربرد آنـزیم در      

  .باشدمرحله تخمیر چاي جهت بهبود خواص کیفی چاي می

  

  هامواد و روش

  هانیسممواد و میکروارگا

بصورت آمپول لیوفیلیزه از مرکـز   Aspergillus nigerهاي قارچ
هـا روي  فعـال سـازي قـارچ   . کلکسیون میکروبی ایران خریداري شـد 

بصورت اسلنت آگار و نگهـداري  ) PDA(4محیط پوتیتو دکستروز آگار
  .صورت گرفت C°30در 

                                               
1- Theaflavin
2- Thearubigin
3 - Aspergillus niger
4- Potato Dexterose Agar

  تهیه عصاره خام حاوي آنزیم

-Lگـرم،   1مایع حاوي پکتـین   آنزیم پکتین لیاز در محیط تلقیح
گـرم و فسـفات دي    05/0آبـه   7گرم، سولفات منیزیم  2/0آسپارژین 

5/4لیتر آب دوبـار تقطیـر بـا    میلی 100گرم در  3/0هیدروژن پتاسیم 
pH= 106دانسـیته اسـپور  (لیتر سوسپانسیون اسپورمیلی 5. تولید گردید

ور کاملاً استریل در از محیط اسلنت آگار بط) لیتراسپور در هر میلی 5×
. لیتـر تلقـیح گردیـد   میلـی  500لیتر محیط مایع در فلاسـک  میلی100

تحـت شـرایط ثابـت     C°25انکوباتور در دمـاي   -ها در شیکرفلاسک
حداکثر تولیـد آنـزیم براسـاس    ( در روز چهارم . گرمخانه گذاري شدند

، کشـت برداشـته شـد و    )هاي انجام شده در تحقیق حاضرپیش آزمون
سوپرناتانت حاصـل  . گردید) C°4دقیقه،  g ×10000 ،20( تریفوژ سان

به عنوان عصاره خام حاوي آنزیم براي مرحله خالص سازي نگهـداري  
  ).Yadav et al., 2007(شد 

  
  بررسی میزان رشد میکروارگانیسم 

براي بررسی میزان رشـد میکروارگانیسـم در حـین پروسـه تولیـد      
و میزان جـذب نـور محـیط در طـول      آنزیم، از روش اسپکتروفتومتري

  .استفاده شد nm760موج 

  

  خالص سازي به روش جداسازي سه فازي

 -وزنـی % (30در این مرحلـه نمـک آمونیـوم سـولفات بـه نسـبت      
افزوده شـد و تـا    C°25به عصاره خام حاوي آنزیم در دماي )  حجمی

 1:1بوتانول به نسـبت  -tحل شدن کامل نمک، مخلوط گردید، سپس 
مخلـوط حاصـل بعـد از یـک سـاعت      . لوط قبل اضـافه گردیـد  به مخ

شـد و  ) دقیقـه  g2000 ،10×(، سـانتریفوژ  C°25گرمخانه گذاري در
 &Pike(فاز میانی به عنوان فاز حاوي آنزیم خالص شده، جـدا گردیـد  

Dennison, 1989-Ramalingam & Mulimani, 2004(  

  .زيخالص سازي آنزیم به روش جداسازي سه فا - 1شکل

  فاز مایع پایینی. 3آنزیم خالص شده، .2، )بوتانول-t(فاز آلی بالایی.1

  

    تعیین وزن مولکولی



307     ...و اثر آن در بهبود Aspergillus nigerجداسازي پکتین لیاز از 

 SDS-PAGE%12خلوص و وزن مولکـولی آنـزیم توسـط روش    
 1R-250رنگ آمیزي ژل توسط کوماسـی بریلیانـت بلـو   . تعیین گردید

  ).Laemmli, 1970(جهت ظاهر شدن باندها صورت گرفت
  

  یزان پروتئیناندازه گیري م

مقدار پروتئین محلول توسط روش برادفـورد و اسـتفاده از بـووین    
 ,Bradford(سرم آلبومین به عنوان پروتئین اسـتاندارد تعیـین گردیـد   

1976 .(  
  

  سنجش فعالیت آنزیمی 

گیري افزایش جـذب  در  فعالیت آنزیمی پکتین لیاز از طریق اندازه
صـول غیـر اشـباع توسـط     نانومتر در اثر تشـکیل مح  235طول موج  

محلـول  . سنجیده شد  WPAمدل UV/VISS2000اسپکتروفتومتر 
لیتـر پکتـین   میلی 8/0به مخلوط واکنش حاوي ) لیترمیلی 2/0(آنزیمی

 100لیتـــر بـــافر فســـفات ســـدیم میلـــی 2/0و %) w/v1(مرکبـــات
دانسـیته نـوري در   . افزوده شـد   C°37در دماي ) :8pH(مولارمیلی

فعالیت آنزیم با احتساب . دقیقه اندازه گیري شد 20بعد از زمان صفر و 
M-1ضریب خاموشی محصول غیراشباع  cm-15500    بر حسـب تولیـد

 Yadav et(میکرومولار محصول غیراشباع در هر دقیقه تعیین گردیـد 

al., 2007.(  
  

  بررسی خصوصیات آنزیمی

هاي انجام شده روي آنـزیم شـامل تعیـین دمـاي بهینـه،      آزمایش
 Yadav et(بـود   pHبهینه و پایداري آنزیم بـه   pHایداري حرارتی، پ

al., 2007.(  
  

  فراوري چاي

فرآوري در مرکز تحقیقاتی کارخانه کاشف روي بـرگ سـبز چـاي    
 100واقع در ) ایستگاه تحقیقاتی فشالم(نوع هیبرید بومی منطقه فشالم

رض متري از سطح آزاد دریا و ع ـ -7فومن در  -کیلومتري جاده رشت

 37°،25جغرافیایی  در برداشت تابسـتانه    49°،25و طول جغرافیایی
هایی که براي بررسی و آزمایش انتخـاب شـدند،   نوع برگ. ، انجام شد

هاي نورسته گیاه چـاي بـود کـه    یک جوانه و دو برگ انتهایی از ساقه
ترتیب خشک شده  ، خرد گردید و در معرض دو منبـع  پس از چیدن به

قرار آسپرژیلوس نایژر ام و خالص شده نسبی از  نمونه قارچآنزیمی خ
  .گرفتند

  گیري پارامترهاي کیفی چاياندازه

در این مرحلـه، پارامترهـاي تئـافلاوین، تئـاروبیگین، رنـگ کـل،       
) Lakin, 1989(، کـافئین ).Mahanta & Barouah, 1992(شفافیت 

                                               
1- Coomassie brilliant blue R-250

  .گیري شدروي چاي سیاه تولید شده اندازه
  

  حلیل آماريتجزیه و ت

تیمـار در   6تجزیه وتحلیل آماري بر اساس طرح کاملا تصادفی با 
انجــام پــذیرفت، مقایســه  SASتکــرار و بــا اســتفاده از نــرم افــزار 3

ها و رسـم  و تجزیه و تحلیل داده LSDها با استفاده از آزمون  میانگین
  .انجام شد EXCELنمودارها با استفاده از نرم افزار 

  

  نتایج و بحث

  شد میکروارگانیسم در پروسه تولید آنزیم ر

در زمان تولید آنزیم پکتـین لیـاز در    آسپرژیلوس نایژر بررسی رشد
روزه تلقـیح در   6محیط تلقیح نشان داد که حداکثر رشد در طول دوره 

نتـایج نشـان داد کـه بـا     . باشـد نمونه قارچی مربوط به روز چهارم مـی 
رت محـیط نیـز افـزایش یافتـه و     شروع فرایند تولید آنزیم، میزان کدو

همزمان با تولیدات پروتئینی و آنزیمی در محیط، رشد میکروارگانیسـم  
نیز وجود داشت و ایـن افـزایش کـدورت تـا پایـان دوره تولیـد آنـزیم        

بیشترین کدورت در زمان حداکثر تولیـد  . بصورت صعودي ادامه داشت
  .آنزیم  یعنی در چهارمین روز تلقیح مشاهده گردید

 آسـپرژیلوس نـایژر  توان اظهار داشت که می 3و2ا توجه به شکلب
روز تلقیح در محیط مایع حاوي پکتین، قادر به تولید آنـزیم   6در دوره 

باشد و  بیشترین فعالیت آنزیمی در روز چهارم تلقـیح در  پکتین لیاز می
اثــر ) 2003(فــاوول و اودونفــا. زمــان حــداکثر رشــد مشــاهده گردیــد

 Aspergillus nigerهاي پکتینی از ف بر تولید آنزیمفاکتورهاي مختل
را بررسی نمودند و بیان کردند که بـر اسـاس سـن کشـت، در میـزان      

هایی وجود دارد و بیشترین میزان تولید آنـزیم در  ها اختلافتولید آنزیم
حداکثر تولید آنزیم هاي پکتیکی . گیردچهارمین روز کشت صورت می

 ,Ghildyal et al(روز متغیر می باشد 6تا 1در کپک هاي مختلف از 

1981(.  
  
  

  
Aspergillusمنحنی رشد  - 2شکل niger در دوره تلقیح  
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Aspergillusفعالیت آنزیمی پکتات لیاز حاصل از  - 3شکل niger  در

  C°25دوره تلقیح، دماي

  
  لیاز در دماهاي مختلفبررسی فعالیت آنزیمی پکتین

زا و چـه بـه صـورت    ه به صـورت درون هاي مفید، چفعالیت آنزیم
ایـن دمـاي بهینـه    . افزوده شده، نیاز به تعیین دماي بهینه واکنش دارد

برآیندي از افزاش شدت واکنش و حداقل غیـر فعـال شـدن آنـزیم را     
لیاز حاصل از در دماهاي مختلـف  فعالیت آنزیمی پکتین.دهدنشان می
  .نشان داده شده است) 4(در شکل

  

  
Aspergillusلیاز حاصل از لیت آنزیمی پکتینفعا  - 4شکل niger در

  دماهاي مختلف

  

نتایج بدست آمده نشان داد که قرار دادن آنزیم پکتین لیاز حاصـل  
دقیقه در دماهاي مختلف، سبب حفـظ  20به مدت آسپرژیلوس نایژراز 

گردید و در دماهـاي بـالاتر     C°50بیشترین فعالیت آنزیمی در دماي 
C°50  نتـایج بدسـت     .لیت آنزیمی بطور مشخصی کاهش یافـت فعا

لیـاز حاصـل از   آمده از مطالعـات پیشـین، دمـاي بهینـه آنـزیم پکتـین      
 & Fawole(تاییـد نمودنـد   C°60-40دامنـه را در آسپرژیلوس نایژر

Odunfa, 2003--Yadav et al., 2007Ramanujam et al., 

2008Rasheedha et al., 2010-(.  
  

  لیاز در دماهاي مختلفومت آنزیمی پکتینبررسی مقا

ها در دماهاي مختلف فعالیت آنزیمی متفاوتی از خـود نشـان   آنزیم
ها ناپایـدار بـوده  و فعالیـت خـود را از     در دماهاي بالا، آنزیم. دهندمی

دماي غیر فعال شدن آنزیم تقریبا همیشـه بـه دنـاتوره    . دهنددست می
 ,Dixon &Webb(داده شده است شدن ساختار پروتئینی آنزیم نسبت

بـه   Aspergillus nigerلیاز حاصل از مقاومت آنزیمی پکتین). 1979
  .،  نشان داده شده است5دماهاي مختلف در شکل 

  

  
 Aspergillusلیاز حاصل از افت فعالیت آنزیمی پکتین - 5شکل

niger در دماهاي مختلف.  

  

 ــ، مــی5براســاس شــکل ل از تــوان بیــان نمــود کــه آنــزیم حاص
 C°50کمتـرین افـت فعالیـت آنزیمـی را در دمـاي      آسپرژیلوس نایژر

تـر از  در دماهـاي پـایین  . بدست آمد% 024/2نشان داد که میزان افت 
C°50   فعالیت آنزیمی با شیب کمتري کاهش یافت، یعنی آنزیم مـورد

بـه میـزان بیشـتري     C°50تر از نظر مقاومت خود را در دماهاي پایین
افـت شـدیدي در فعالیـت     C°40در دماهاي بـالاتر از   حفظ نمود، اما

فعالیــت آنزیمــی  C°70آنزیمــی مشــاهده شــد و در دماهــاي بــالاي 
  .مشاهده نشد و آنزیم غیر فعال شد

  

  هاي مختلف pHلیاز در بررسی فعالیت آنزیمی پکتین

ایـن امـر   . پذیردتاثیر می pHفعالیت آنزیم به نحو قابل توجهی از 
که اتصال سوبسترا و کاتالیزور غالباً به توزیع بار، هم به این علت است 

توزیـع بـار روي   . بر روي سوبسترا و هم مولکـول آنـزیم بسـتگی دارد   
هاي قابـل یـونیزه در اسـیدهاي آمینـه     ها توسط حالت زنجیرهپروتئین

بستگی دارد  pHشود که این امرخود به ها تعیین میتشکیل دهنده آن
اتصـال سوبسـترا و خاصـیت کاتـالیزوري تـاثیر       تواند مستقیما برو می

هـاي جـانبی   روشـن اسـت کـه حالـت یونیزاسـیون زنجیـره      . بگذارند
تواند اثر قابـل تـوجهی   اسیدآمینه در خارج از جایگاه فعال آنزیم نیز می

هـا فعالیـت خـود را در گسـتره     برخی آنـزیم . بر فعالیت آن داشته باشد
باشـند و  بهینـه مـی   pHه عنوان داراي بهترین فعالیت ب pHوسیعی از 

شهیدي وحسـینی  (هاي مختلف متفاوت استبهینه بین آنزیم pHاین 
  ). 1389نژاد، 

هـاي   pHدر آسپرژیلوس نایژرلیاز حاصل از فعالیت آنزیمی پکتین

  .،  نشان داده شده است6مختلف در شکل 



309     ...و اثر آن در بهبود Aspergillus nigerجداسازي پکتین لیاز از 

  

Aspergillusلیاز حاصل از فعالیت آنزیمی پکتین  - 6شکل  niger ر د

pH هاي مختلف  

  

همانطور که در شکل نشان داده شده اسـت، در آنـزیم حاصـل از    
بالاتر و پـایین تـر از     pHبوده و در   8اپتیمم  pH، آسپرژیلوس نایژر 

کـاهش فعالیـت   . فعالیت آنزیمـی بطـور مشخصـی کـاهش یافـت       8
 8هـاي پـایین تـر از    pHنسبت به ) قلیایی(8بالاتر از   pHآنزیمی در 
از میزان اپتیمم فاصـله پیـدا کنـد، خـواص      pHوقتی . تر بودمحسوس

توان به کاهش یابد و این امر را میعملکردي و کارآمد آنزیم تغییر می
روي  pHاشباعیت آنزیم با سوبسترا به علت کاهش وابستگی و یا اثـر  

  ).Dixon and Webb., 1979(مقاومت آنزیم نسبت داد
لیـاز  بهینه آنزیم پکتین  pHین، نتایج بدست آمده از مطالعات پیش

--(Hamdy, 2005تاییـد نمودنـد    6-8را در رنج آسپرژیلوس نایژر از 
Yadav et al., 2007Rasheedha et al., 2010.(  

  
هاي مختلف pHلیاز در بررسی مقاوت آنزیمی پکتین

pH    علاوه بر کم کردن فعالیت کاتالیتیکی، بر پایداري آنـزیم نیـز
تنهـا از نظـر   هـا نـه  بدین سبب آنـزیم . گذاردجاي میاثر مشخصی به 

نتایج . دارند pHامکان فعالیت بلکه از نظر پایداري یک گستره محدود 
هاي  pHدر  Aspergillus nigerلیاز حاصل ازمقاومت آنزیمی پکین

  .، نشان داده شده است7مختلف در شکل 

Aspergillusلیاز حاصل از مقاومت آنزیمی پکتین  - 7شکل niger  در

pH هاي مختلف  

  
لیـاز حاصــل از  نتـایج بدسـت آمــده نشـان داد کــه آنـزیم پکتــین    

فعالیت آنزیمی % 99/48ساعت،  24بعد از  pH=8درآسپرژیلوس نایژر 
 pH=4-10بیشترین مقاومت ایـن آنـزیم در دامنـه    . خود را حفظ نمود

  .مشاهده گردید
 pHآنزیمـی در   افت فعالیـت آسپرژیلوس نایژر در آنزیم حاصل از 

مشـاهده  ) ناحیه قلیـایی (8بالاتر از  pHو ) ناحیه اسیدي(8تر از پایین
گیري شود که ناحیه اسـیدي  تواند به این صورت نتیجهاین امر می. شد

گـردد و در طـرف   منجر به تخریب و ویرانی ساختار سه گانه آنزیم می
عالیت آنزیمی قلیایی، کاهش اشباعیت آنزیم از سوبسترا منجر به افت ف

  ).Hamdy, 2005(شود می

  
لیاز به روش جداسازي سه خالص سازي آنزیم پکتین

  فازي

لیـاز توسـط روش جـداازي سـه     نتایج خالص سازي آنزیم پکتـین 
  .نشان داده شده است) 1(فازي در جدول

، نشان داده شده است، آنزیم خام حاصـل  1همانطور که در جدول 
  در چهـارمین روز کشـت  داراي فعالیـت آنزیمـی    آسپرژیلوس نـایژر  از 
گـرم در هـر   میلـی  19/0لیتر و میزان پـروتئین  واحد در هر میلی 37/3

بدسـت  % 100بازده فعالیت در هر  نمونـه آنزیمـی خـام    . لیتر بودمیلی
  .آمد

  

Aspergillusخالص سازي آنزیم پکتین لیاز از   - 1جدول niger به روش جداسازي سه فازي  

  

  هنمون

آنزیمیفعالیت

)*U/ml(  

پروتئین 

)mg/ml(  

کل پروتئین  )U(کل اکتیویته

)mg(  

اکتیویته ویژه 

)U/mg(  

  بازده

(%)  

  مرتبه

  خلوص

  

Aspergillus 
niger  

آنزیم 

  خام

25/0±37/3  052/0±19/0  15/25±3/337  29/5±190  09/5±79/17  100  1  

آنزیم 

  خالص

014/0±779/1  001/0±006/

0  

14/0±94/177  017/0±06/0  14/75±3/296  52  65/16  

  .میکرومولار محصول غیر اشباع  در هر دقیقه 1برابرست با فعالیت آنزیمی صورت گرفته براي تشکیل Uهر واحد * 
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آسپرژیلوس نـایژر  لیاز از نتایج حاصل از خالص سازي آنزیم پکتین
لیتـر  واحـد در هـر میلـی   79/17نشان داد که فعالیت آنزیمی تا میـزان  

. رسـید  006/0مقدار پروتئین آنزیم خالص نیز به مقـدار  . زایش یافتاف
گردیـد و مرتبـه خلـوص آنهـا بـه      % 52بازده فعالیت در آنزیم حاصـل  

نتایج خالص سازي آنزیم پکتیناز توسـط  . بار بدست آمد 65/16ترتیب 
، بازده خـالص  ) 2001(روش جداسازي سه فازي توسط  شارما و گوپتا

  . برابر بیان نمودند 10تبه خلوص نهایی را و مر% 76سازي را 
  

  وزن مولکولی

مشــخص نمــود کــه وزن مولکــولی آنــزیم  SDS-PAGEنتــایج 
باشـد کیلودالتـون مـی   12معادل آسپرژیلوس نایژر لیاز حاصل از پکتین

  ). 8شکل(

  

  
لیاز حاصل از  تعیین وزن مولکولی آنزیم پکتین - 8شکل

Aspergillus niger  توسط روشSDS-PAGE  

  

  هاي کیفی چاي فراوري شدهنتایج حاصل از آزمون

  اثر آنزیم بر میزان تئافلاوین 

. کنـد مقدار تئافلاوین تولید شده، درجه شفافیت چاي را تعیین می
کنـد بـه   اي تغییر مـی رنگ چاي دم کرده که معمولاً بین قرمز تا قهوه

شده در  وريآمیزان تئافلاوین در چاي فر. علت حضور تئافلاوین است
  .نشان داده شده است)  9(شکل

  

  
  اثر آنزیم بر میزان تئافلاوین - 9شکل

، عصاره خام آنزیمی حاصل از B: ، آنزیم پکتیناز تجاري  A:شاهد

Aspergillus niger :C آنزیم خالص حاصل از ،Aspergillus niger :D

  

لیـاز حاصـل از   نتایج اثر عصاره خام آنزیمی و آنزیم خالص پکتـین 
تئـافلاوین نشـان داد کـه آنـزیم مـورد      روي فاکتورسپرژیلوس نایژر آ

از بـین تیمارهـاي   . بررسی قادر بـه افـزایش درصـد تئـافلاوین اسـت     
بیشترین اثر را آسپرژیلوس نایژر صورت گرفته، آنزیم خالص حاصل از 

عصـاره  . از خـود نشـان داد  % 2976/0روي مقدار تئافلاوین به میزان 
و پکتیناز تجـاري بـه ترتیـب    آسپرژیلوس نایژر ز خالص آنزیم حاصل ا

شدند، اما % 43/14و % 07/15سبب افزایش مقدار تئافلاوین به میزان 
اثـر افزایشـی بـر میـزان     آسـپرژیلوس نـایژر   اثر آنزیم خام حاصـل  از  

چون میزان فعالیت ویژه در نمونه آنزیمـی خـالص،   . تئافلاوین نداشت
سلولی بیشتر تخریب شـده، درنتیجـه    بیشتر از آنزیم خام است، دیواره

فنـول  قرار گرفتن سوبسـتراهاي کـاتکینی چـاي در برابـر آنـزیم پلـی      
شود که این امر اثر بیشتر آنـزیم خـالص نسـبت بـه     اکسیداز بیشتر می

اثـر  ) 2006(سریري و همکـاران  . کندخام را روي این فاکتور تایید می
فاکتورهاي کیفی آن  آنزیم سلولاز را در مرحله تخمیر برگ چاي روي

ها نیز اثر بیشتر آنزیم خالص را نسیت مورد بررسی قرار دادند، نتایج آن
  .به خام روي چاي تایید نمود

  

  اثر آنزیم بر میزان تئاروبیگین

نتایج اثر عصاره خام آنزیمی و آنزیم خالص پکتین لیـاز حاصـل از   
ن داده  ، نشـا 10تئـاروبیگین در شـکل   روي فـاکتور آسپرژیلوس نایژر 

  .است

از بــین تیمارهــاي صــورت گرفتــه، تنهــا آنــزیم پکتینــاز تجــاري 
امـا  . اثر افزایشی روي مقدار تئاروبیگین از خود نشان داد%) 5851/12(

اثر افزایشی بـر میـزان   آسپرژیلوس نایژر آنزیم خام و خالص حاصل از 
  . تئاروبیگین نداشت

ستگی وجـود دارد  چون بین دو فاکتور تئافلاوین و تئاروبیگین همب
فنـولی بـراي تولیـد ایـن دو مـاده مشـترك اسـت       سازهاي پلیو پیش

)Obanda et al., 2004(   اثر کم تیمارهاي انجام شـده روي فـاکتور ،
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توان تنها بـه شـرایط زمـان و دمـاي مرحلـه تخمیـر       تئاروبیگین را می
و نسبت داد، زیرا میزان تبدیل تئافلاوین به تئاروبیگین تحت تاثیر دما 

  ).Obanda et al., 2004(باشدطول مدت تخمیر نیز می

  

  اثر آنزیم بر میزان تئاروبیگین -10شکل

، عصاره خام آنزیمی حاصل از B: ، آنزیم پکتیناز تجاري  A:شاهد

Aspergillus niger :C آنزیم خالص حاصل از ،Aspergillus niger :D

  اثر آنزیم بر میزان رنگ کل

لیـاز حاصـل از   ام آنزیمی و آنزیم خالص پکتـین نتایج اثر عصاره خ
،  نشـان داده  11رنـگ کـل  در شـکل    روي فاکتورآسپرژیلوس نایژر 

  . شده است

  
  اثر آنزیم بر میزان رنگ کل -11شکل

، عصاره خام آنزیمی حاصل از B: ، آنزیم پکتیناز تجاري  A:شاهد

Aspergillus niger :C آنزیم خالص حاصل از ،Aspergillus niger :D

  

رنگ کل فـاکتوري اسـت کـه مقـدار آن تحـت تـاثیر دو فـاکتور        
از رنگ کل نهایی % 30معمولاً حدود . باشدتئافلاوین و تئاروبیگین می

 Obanda et(شـود به تئافلاوین و بقیه به تئاروبیگین نسبت داده مـی 

al., 2004- Owuor &Reeves, 1986 .(    درنتیجـه عـدم افـزایش
تـوان بـه مقـدار    ر تیمارهـاي انجـام شـده را مـی    درصد رنگ کل در اث
عوامل دیگري کـه باعـث افـزایش ایـن صـفت      . تئاروبگین نسبت داد

هاي رنگی  شوند، تنها محصولات اکسیداسیون نیستند بلکه پیگمان می
دیگري مانند کاروتنوئید، تئـوفیلین و تئوفوربایـد نیـز در ایجـاد رنـگ      

حاصـل تجزیـه کلروفیـل در     دو ترکیـب آخـر  . نوشابه چاي تاثیر دارند
اي در نوشـابه   باشند که در ایجاد رنگ سـیاه و قهـوه   مرحله خشک می

از آنجا که تیمارهاي ). Owuor & Obanda, 2001(چاي نقش دارند 
تـوان دلیـل   مورد آزمون اثري روي افزایش تئـاروبیگین نداشـت، مـی   

  .کاهش درصد رنگ کل را نیز توجیه نمود

  

  اثر آنزیم بر شفافیت

نتایج اثر عصاره خام آنزیمی و آنزیم خالص پکتین لیـاز حاصـل از   
شفافیت نشان داد کـه آنـزیم داراي اثـر    روي فاکتورآسپرژیلوس نایژر 

  ).12شکل(باشد افزایشی بر میزان شفافیت می

  

  
  اثر آنزیم بر شفافیت -12شکل

، عصاره خام آنزیمی حاصل از B: ، آنزیم پکتیناز تجاري  A:شاهد

Aspergillus niger :C آنزیم خالص حاصل از ،Aspergillus niger :D

  

ــل از      ــالص حاص ــزیم خ ــه، آن ــورت گرفت ــاي ص ــین تیماره از ب
بیشـترین اثـر را روي درصـد شـفافیت بـه میــزان       آسـپرژیلوس نـایژر   

و آسپرژیلوس نـایژر  آنزیم خالص حاصل از . از خود نشان داد% 02/11
مقـدار تئـافلاوین بـه میـزان      پکتیناز تجاري به ترتیب سـبب افـزایش  

آسـپرژیلوس  اما اثر آنـزیم خـام حاصـل از    . شدند% 39/22و % 62/24
فاکتور شفافیت نیز تحـت  .  اثر افزایشی بر میزان شفافیت نداشتنایژر 

هرچه میزان تئـافلاوین در چـاي استحصـالی    . باشدتاثیر تئافلاوین می
 ,Obanda et al(دیاببیشتر باشد، شفافیت چاي نهایی نیز افزایش می

2004- Owuor & Reeves, 1986  .(  

  

  اثر آنزیم بر نسبت تئافلاوین به تئاروبیگین

آل، منجر به ایجاد یک تعادل مناسـب بـین   یک فرآیند تخمیر ایده
). Angayarkanni et al., 2002(گـردد  تئافلاوین و تئاروبیگین مـی 

. رنـگ چـاي دارد   نسبت بین تئافلاوین و تئاروبیگین اثر مستقیم روي
نتایج اثر عصاره خام آنزیمـی و آنـزیم خـالص پکتـین لیـاز حاصـل از       

، نشان 13بر نسبت تئافلاوین به تئاروبیگین در شکلآسپرژیلوس نایژر 
  .داده شده است
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  .اثر آنزیم بر نسبت تئافلاوین به تئاروبیگین -13شکل

صل از ، عصاره خام آنزیمی حاB: ، آنزیم پکتیناز تجاري  A:شاهد

Aspergillus niger :C آنزیم خالص حاصل از ،Aspergillus niger :D  

  
، مشخص گردید که آنزیم خـالص حاصـل از    13با توجه به شکل

بیشترین اثر را روي نسبت تئافلاوین به تئـاروبیگین  آسپرژیلوس نایژر 
و پکتیناز آسپرژیلوس نایژر آنزیم خالص حاصل از . داشت% ) 0256/0(

ترتیب سبب افزایش نسـبت تئـافلاوین بـه تئـاروبگین بـه      تجاري به 
امــا اثــر آنــزیم خــام حاصــل از از . شــدند% 44/12و % 77/22میــزان 

چـون میـزان   .  اثر افزایشی بر ایـن فـاکتور نداشـت   آسپرژیلوس نایژر 
فعالیت ویژه در نمونه آنزیمی خالص، بیشتر از آنزیم خام است، دیـواره  

تیجه قرار گرفتن سوبستراهاي کاتکینی سلولی بیشتر تخریب شده، درن
شود کـه ایـن امـر اثـر     فنول اکسیداز بیشتر میچاي در برابر آنزیم پلی

  . کندبیشتر آنزیم خالص نسبت به خام را روي این فاکتور تایید می
  

  اثر آنزیم بر میزان کافئین

مکانیسم تغییر میزان کافئین در فرایند چاي سیاه توسط تیمارهاي 
، نشـان داده  14ده، مورد بررسی قرار گرفتند، نتـایج در شـکل  انجام ش

  .شده است

نتایج نشان داد که تخمیر چاي توسط عصاره خام آنزیمـی، آنـزیم   
توانـد میـزان کـافئین    میآسپرژیلوس نایژر لیاز حاصل از خالص پکتین

از بین تیمارهاي انجام شده، عصاره خام آنزیمـی  . چاي را افزایش دهد
بیشترین اثـر را روي چـاي   % 627/4با مقدار کافئین ایژر آسپرژیلوس ن

اثر عصاره خام آنزیمی و آنزیم خالص روي چاي، بـه  . از خود نشان داد
.  شـدند % 6/4و % 4/11ترتیب سبب افزایش کافئین چـاي بـه میـزان    

نتــایج بدســت آمــده در ایــن پــژوهش بــا نتــایج آنگایارکــانی،        

و وانـگ و همکـاران   ) 2002(، مورگسان و همکـاران )2000(همکاران
  . مطابقت داشت)  2005(

  

  

  .اثر آنزیم بر میزان کافئین -14شکل

، عصاره خام آنزیمی حاصل از B: ، آنزیم پکتیناز تجاري  A:شاهد

Aspergillus niger :C آنزیم خالص حاصل از ،Aspergillus niger :D  

  

  نتیجه گیري

زي در خـالص  در این بررسی، استفاده از روش جداسـازي سـه فـا   
میـزان خلـوص   آسـپرژیلوس نـایژر   لیـاز حاصـل از   سازي آنزیم پکتین

این متد تنهـا نیازمنـد یـک    . را نشان داد% 52و بازده فعالیت  652/16
ساعت زمان جهت خالص سـازي بـوده، بنـابراین فراینـدي کارامـد و      
اقتصادي محسوب می گـردد و داراي پتانسـیل بـالایی بـراي خـالص      

همچنین اثر آنزیم خـالص  . باشددر مقیاس صنعتی میسازي آنزیم ها 
نسبت به عصاره خام آنزیمی روي افـزایش  آسپرژیلوس نایژر حاصل از 

ــه     ــافلاوین ب ــبت تئ ــفافیت و نس ــافلاوین، ش ــاي تئ ــد فاکتوره درص
تئــاروبیگین بیشــتر بــوده، امــا تیمارهــاي آنزیمــی اثــر افزایشــی روي 

شان ندادند، اما اثر عصـاره  فاکتورهاي تئاروبیگین و رنگ کل از خود ن
  .خام آنزیمی نسبت به آنزیم خالص روي فاکتور کافئین بیشتر بود

  

  قدردانی
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