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 كاهش ميزان با هدف سازي هيدروليز آنزيمي پروتئين هاي آب پنير بهينه

  فنيل آلانين با استفاده از فيلتراسيون غشائي 
  

   3، جواد كرامت2علي نصيرپور ،∗1فروغ حسيبي
  

   دانش آموخته كارشناسي ارشد علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان -1

 روه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان استاديار گ -2

  دانشيار گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان-3

  )8/12/90: رشيخ پذي  تار23/9/90: افتيخ دريتار(
  
  

  چكيده
 پروتئينهاي آب پنير يكي از مهمتـرين منـابع       فنيل كتونوري نشان مي دهد كه     مكملهاي پروتئيني مخصوص بيماران     مطالعات انجام گرفته در زمينه توليد       

كي از مهمترين آلوده كننده هاي محيط زيست بـه شـمار   آب پنير ي  .مي باشد به دليل تركيب خاص اسيدهاي آمينه آن        پروتئيني براي توليد اين تركيبات      
در اين تحقيق از كنـسانتره پـروتئين    . غذايي خاص استفاده مي شوديرژيمهار پزشكي و مي رود، از طرفي منبع غني از پروتئينهاي كاربردي است كه د        

هاي فلاورزايم، نئوتراز و پروتامكس استفاده شد و تأثير دو پارامتر غلظـت سوبـسترا و زمـان                  به عنوان سوبستراي آنزيم   در سه غلظت متفاوت     آب پنير   
و انـدازه   به منظور جداسازي فنيل آلانين آزاد شـده         . تفاده از طرح سطح پاسخ مورد بررسي قرار گرفت        هيدروليز بر راندمان جداسازي فنيل آلانين با اس       

نتايج حاصل از تحقيق نشان داد كه نمونه هيدروليز شده . استفاده گرديد و كروماتوگرافي مايع با كارائي بالااز روش اولترافيلتراسيون گيري آن به ترتيب 
بهتـرين  .  سازي انجـام گرفـت     بهينه وليز  بيني بهترين شرايط هيدر    به منظور پيش  همچنين   .باشد كمترين ميزان فنيل آلانين مي     با آنزيم فلاورزايم حاوي   

با هر سه آنزيم در كمترين زمان هيدروليز و كمترين غلظت سوبـسترا حاصـل               شرايط به منظور حذف بيشترين ميزان فنيل آلانين از پروتئينهاي آب پنير             
   .شد
  

  .هاي آب پنير، هيدروليز آنزيمي، اولترافيلتراسيون، فنيل كتونوريپروتئين:  واژگانكليد
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  مقدمه -1
تحقيقات نشان داده است كه پروتئينهاي آب پنير مهمترين منبع 
پروتئيني براي توليد مكملهاي رژيمي بيماران مبتلا به فنيل 

ينه مهمترين مزيت آب پنير تركيب اسيدهاي آم. كتونوري است
پروتئين آب پنير منبع غني از اسيدهاي . باشدپروتئينهاي آن مي

آمينه ضروري مانند اسيدهاي آمينه گوگرددار، در مقايسه با 
ديگر منابع پروتئيني نظير تخم مرغ، گوشت، كازئين و سويا 

فنيل كتونوري يكي از شايع ترين اختلالات . ]3 و 2 ،1[است
دان يا كاهش فعاليت آنزيم ارثي متابوليك است كه به علت فق

دهد كه اين نقص از فنيل آلانين هيدروكسيلاز در كبد رخ مي
اين بيماري به . كندتبديل فنيل آلانين به تيروزين ممانعت مي

طور كلينيكي به صورت عقب ماندگي ذهني شديد، دائمي و 
در ايران نيز مانند ساير  .]5 و 4[نمايد برگشت ناپذير بروز مي

در حال توسعه تشخيص و مهار اين بيماري بسيار كشورهاي 
د و به همين دليل ميزان شيوع اين بيماري در افتدير اتفاق مي

درمان اين بيماري شامل تحت تأثير  .]6[ ايران نسبتاً بالاست
قرار دادن مسير متابوليكي ناقص از طريق محدود كردن 

آماده، تكميل كردن مقدار محصول با غذاهاي فرموله (سوبسترا 
به طريقي كه ساير اسيدهاي آمينه و مواد مغذي مورد نياز را 

، تكميل كوفاكتور آنزيم و يا تلفيقي از همه اين )تأمين كند
براي درمان مبتلايان به فنيل كتونوري  .]8 و 7[ روشهاست

پيروي از رژيم كم فنيل آلانين تا پايان عمر، البته نه با 
 .]10 و 9[ شوده ميمحدوديت شديد دوران كودكي توصي

پروتئينهاي هيدروليز شده مورد استفاده در فرمولاسيون 
دي يا ( مخصوص، از اسيدهاي آمينه آزاد، پپتيدهاي كوچك 

براي توليد پروتئينهاي هيدروليز . تشكيل شده اند) تري پپتيدها
شده واكنشهاي متوالي اندوپپتيدازها و اگزوپپتيدازها ترجيح داده 

 آنزيمي بهترين روش براي توليد پپتيدهاي روشهاي. شودمي
هيدروليز شده به سبب قابليت توليد انبوه، قيمت متوسط و 

تاريخچه استفاده از  .دباشكيفيت زياد اين محصولات مي
هاي هيدروليز شده به عنوان يك جزء غذايي به اواخر پروتئين

 مشخص شد كه تيمار كازئين 1950در دهه . گردد برمي19قرن 
هاي تواند اغلب اسيدآمينهروليز شده با كربن فعال ميهيد

 را خارج كند) فنيل آلانين، تيروزين و تريپتوفان(آروماتيك 
 وزني 4/2-9%ميزان فنيل آلانين در آب پنير در حدود  .]11[

توان با كمك سيستمهاي اما همين مقدار را مي. باشدپروتئين مي
ن فعال ، رزينهاي پلي مختلف نظير فيلترهاي ژلي، جذب با كرب

 استر و نيز استفاده از سيستمهاي غشايي، به راحتي حذف نمود
تا شير درصد جداسازي اين اسيد آمينه از پروتئينهاي  .]2 و1[

  كاپوبيانگو و همكاران .]12[ هم امكان پذير است% 99
تحقيقاتي را در زمينه بهينه سازي استخراج و هيدروليز ) 2007(

باسيلوس ليچني ت با استفاده از آنزيم پروتئاز هاي ذرپروتئين
جهت جداسازي فنيل آلانين نيز .  و پانكراتين انجام دادندفرميز

در اين پژوهش تأثير غلظت . كردنداز كربن فعال استفاده 
عصاره پروتئيني، نسبت آنزيم به سوبسترا، ميزان و نوع كربن 

تفاده در روش آنزيمي مورد اس. فعال مورد بررسي قرار گرفت
)  ساعت24 و 15، 5، پس از C ° 55دماي(اين پژوهش شامل 

 .]13[گرديد % 3/85ها با راندمان منجر به استخراج پروتئين
از رزين و كربن فعال به منظور حذف ) 2007(لوپز و همكاران 

همچنين . فنيل آلانين از آب پنير هيدروليز شده استفاده كردند
 آمينه آنها از سيستم براي جداسازي بيشتر اين اسيد

به منظور هيدروليز آب پنير هم . اولترافيلتراسيون استفاده كردند
در اين پژوهش بهترين راندمان . آنزيم پانكراتين به كاربرده شد

با استفاده از ) 95-98%حذف فنيل آلانين به ميزان (جداسازي 
 به منظور در تحقيقي مشابه نيز .]14[كربن فعال به دست آمد 

ين مواد مغذي مورد نياز بيماران مبتلا به فنيل كتونوري از تأم
و  آسپرژيلوس اوريزا هيدروليز پودر شير پس چرخ توسط

پاپايين استفاده نمودند و براي جداسازي فنيل آلانين از كربن 
 C°30نتايج نشان داد، اين روش در دماي . فعال استفاده كردند

-99، قادر به حذف 118نسبت كربن فعال به كازئين برابر  و
فرآيندهاي  .]15[باشد فنيل آلانين از شير پس چرخ مي% 96

عمليات واحدي هستند كه طي مانند اولترافيلتراسيون غشايي 
آن آب و برخي اجزاء محلول به صورت انتخابي توسط يك 
غشاء نيمه تراوا جدا گرديده و موجب جداسازي، تغليظ و يا 

كانيسم جداسازي اصولاً بر م. گرددتفكيك اجزاء محلول مي
. مبناي نوع فرآيند غشايي و جنس غشاء متفاوت است

هاي متفاوتي توان در اندازه و سيستم را مياولترافيلتراسيون 
 اين امر را UFبكار گرفت، قابليت انعطا ف پذيري فرآيند 

             سازد كه از آن در حد آزمايشگاهي تا امكان پذير مي
هاي مداوم و غير مداوم تر صنعتي در سيستمهاي بزرگمقياس

 آنزيم 3از ) 2009( گالوائو و همكاران .]16[ استفاده نمود
 تثبيت شده به Aتريپسين، كيموتريپسين و كربوكسي پپتيداز 

 به منظور جداسازي UFمنظور هيدروليز آب پنير و سيستم 
فنيل آلانين آزاد شده براي توليد منبع پروتئيني مورد مصرف 
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در اين تحقيق بهترين نتيجه در . استفاده كردندPKUبيماران 
 Aهيدروليز با آنزيمهاي كيموتريپسين و كربوكسي پپتيداز 

حاصل شد كه در نهايت منجر به حذف فنيل آلانين تا ميزان 
در تحقيقي ) 2009(پاديلا و همكاران  .]17[ گرديد% 3/98

 تثبيت Aيداز مشابه از دو آنزيم كيموتريپسين و كربوكسي پپت
 در اين تحقيق براي اولين .شده، براي هيدروليز استفاده كردند

راندمان كارايي و . فاده شدآنزيمي است-بار از راكتور غشايي
و راندمان % 85آنزيم -جداسازي فنيل آلانين در سيستم غشايي

نيز  يتحقيقات .]18[ گزارش شد% 83جداسازي در سيستم بچ 
اي و ارائه محصولات غذايي براي  ذيهدر زمينه بررسي نياز تغ

   .]19 -22[به فنيل كتونوري صورت گرفته است بيماران مبتلا 
در اين تحقيق، امكان توليد منبع پروتئيني با ميزان فنيل آلانين 
كاهش يافته با استفاده از هيدروليز آنزيمي پودر كنسانتره 
پروتئيني آب پنير و جداسازي فنيل آلانين به روش 

شرايط مورد استفاده . رافيلتراسيون مورد بررسي قرار گرفتاولت
مانند دما، فشار، زمان اولترافيلتراسيون و (در حين جداسازي 

در . ها يكسان در نظر گرفته شدبراي تمامي نمونه) نوع غشاء
نهايت بهينه سازي شرايط هيدروليز بر اساس زمان هيدروليز و 

ح پاسخ مورد بررسي غلظت سوبسترا با استفاده از طرح سط
  .قرار گرفت

  

  مواد و روش ها -2
 و )آلمان( ميلايپودر كنسانتره پروتئيني آب پنير از شركت 

-Au (2، نئوتراز)LApu/g 1000 (1 فلاورزايم هايآنزيم

NH/g 8/0 (3و پروتامكس) Au-NH/g 5/1 ( از شركت 
Novozyme )اسيد كلريدريك، .ندتهيه شد) دانمارك 
، فنيل آلانين، دهيد، سديم دو دسيل سولفات، لاورتوفتال دي آ

 استات روي، سيد فسفريك،،  اHPLCمتانول مخصوص 
 دي سديم تترابورات دكاهيدرات از شركت فروسيانور پتاسيم و

 از نيز مركاپتواتانول -β سرين و . خريداري شدند)آلمان(مرك 
  . تهيه شدند)آمريكا(كت سيگما شر
  اهروش آماده سازي نمونه -2-1

هاي مورد نياز از پودر كنـسانتره آب پنيـر          به منظور تهيه محلول   
بـر  % (5/3 و 2، 5/0 غلظـت  3هـايي بـا    استفاده و محلـول   %80

                                                            

1. Flavourzyme  
2. Neutrase 
3. Protamex 

 1بـا توجـه بـه جـدول         . آماده گرديد ) اساس وزن كل سوبسترا   
 50 و   30،  10 زمان   3ها با استفاده از طرح سطح پاسخ در         نمونه

بــا اســتفاده از آنــزيم  تيمــار 12هــر . ســاعت هيــدروليز شــدند
 تركيبـي از دو آنـزيم   و نيـز   %1/0 بـا غلظـت آنـزيم     فلاورزايم

در  .انجـام گرفـت   % 1/0نئوتراز و پروتامكس با مجموع غلظت       
 نمونه مورد نظر با غلظت مـشخص در شـرايط كـاملاً             تيمارهر  

بـر روي   به كمك  بافر فـسفات        نمونه   pHاستريل آماده شد و     
pH 7  حجـم كـل   % 1/0آنـزيم بـه نـسبت    سپس .  تنظيم گرديد

هـاي دسـتگاه    ها به بيدون  سوبسترا به نمونه افزوده شده و نمونه      
.  تنظيم گرديـد   C°55ويسكوباتر منتقل و دماي دستگاه بر روي        

 C °55شرايط اعمال شده براي هيدروليز شامل استفاده از دماي        
غلظت ( به منظور بهترين شرايط هيدروليز انتخاب شد         pH 7و  

هـا   مورد نياز براي هيدروليز در تمـامي نمونـه         pH دما و    آنزيم،
پس از غيـر فعـال كـردن        . ]25 و   24 ،23[) يكسان انتخاب شد  

دماي نمونه كاهش داده شده و مقداري        ،C °80در دماي   آنزيم  
از نمونه هيدروليز شده به منظور انجام آزمايـشات مربوطـه بـر             

 ـ -C°18 اوليـه در سـردخانه       4ماندگارفاز  روي   ا زمـان انجـام      ت
باقيمانـده نمونـه هيـدروليز شـده بـه          . آزمايشات نگهداري شد  

  . دستگاه اولترافيلتراسيون منتقل شد
هاي  اندازه گيري درجه هيدروليز نمونه - 2- 2

  هيدروليز شده
براي اندازه گيري درجه هيـدروليز از واكنـشگر اورتوفتـال دي            

ه بـا   هـاي هيـدروليز شـد       نمونـه . اسـتفاده شـد   ) OPA(آلدئيد  
 مخلوط و آنگاه ميـزان جـذب در طـول مـوج             OPAواكنشگر  

اسـتاندارد مـورد اسـتفاده، اسـيدآمينه        .  نانومتر خوانده شـد    340
سرين بود كه ميزان جذب آن بسيار نزديك به جـذب ميـانگين             

   .]27 و 26[ استآمينههاي كليه اسيد
  اندازه گيري فنيل آلانين  - 3- 2

هـا بـا   ز روش هيدروليز پروتئينبه منظور استخراج فنيل آلانين ا 
نمونه هيدروليز شده توسـط اسـيد       : استفاده از اسيد استفاده شد    

 C°110 ســاعت درون آون 24 مــولار بـه مــدت  6كلريـدريك  
 و رسوب پروتئين هـا از       شفاف سازي محلول  . هيدروليز گرديد 

نمونه هاي هيدروليز شده به ترتيب با استفاده از محلـول هـاي             
نمونـه هـا در دمـاي       .  انجـام گرفـت    انتريفيوژ   و س  2 و   1كارز  

C°18-29 و 28[  نگهداري شدند[.   
                                                            

4. Retentate 
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  HPLCشرايط  - 4- 2
 18ODSبراي اندازه گيري فنيل آلانين از سـتون   C   بـه طـول 

بـه  .  ميليمتر از جنس فولاد ضد زنـگ اسـتفاده شـد       250 × 6/4
 HPLCعنوان فاز متحرك از محلولي حاوي متانول مخصوص         

 ميلي مولار به حجم رسانده شـده بـود،        15يك  كه با اسيد فسفر   
بــراي انــدازه گيــري فنيــل آلانــين از  .]31 و 30[ اســتفاده شــد

  .استاندارد خارجي استفاده گرديد
  طرح آماري مورد استفاده  - 5- 2

غلظت سوبـسترا و    (در بررسي تأثير پارامترهاي متغير مورد نظر        
 طـرح سـطح     و بهينه سازي شرايط هيدروليز از     ) زمان هيدروليز 

 اسـتفاده  Design-Expert 6.0.6و نرم افزار ) RSM(پاسخ 
  .شد
  

  نتايج و بحث -3
  تعيين درجه هيدروليز - 1- 3

آنزيم فلاورزايـم داراي فعاليـت اگزوپپتيـدازي و اندوپپتيـدازي           
ايــن آنــزيم فعاليــت اگزوپپتيــدازي بــسيار زيــادي دارد، . اســت

 .]24[ ر زياد است  خصوصاً ميزان فعاليت آمينوپپتيدازي آن بسيا     
نشان داد كه در هيدروليز با آنـزيم        ) 2جدول  (نتايج اين تحقيق    

هـاي هيـدروليز بـا افـزايش غلظـت          فلاورزايم در تمامي زمـان    
سوبسترا شـدت هيـدروليز و متعاقبـاً درصـد درجـه هيـدروليز              

در فرآيندهاي هيدروليز بايد بـه ايـن نكتـه          . كندافزايش پيدا مي  
يدروليز وابسته به مقدار آنزيم و ميـزان        توجه داشت كه درجه ه    

هـاي  در واكنش . فعاليت اختصاصي آنزيم به كار برده شده است       
هايي با فعاليت آمينوپپتيدازي بالا استفاده      پروتئوليزي كه از آنزيم   

شود، درجه هيدروليز مقادير بالايي داشـته و بـا گذشـت زمـان              
دهـد كـه بـا      نـشان مـي   ) 1(شكل   .كندميزان آن افزايش پيدا مي    

ــا    ــرين ت ــستراهايي از كمت ــدروليز و در سوب ــان هي ــزايش زم اف
بيشترين غلظت به دليل فعاليت زياد آنزيم فلاورزايم بـه عنـوان           

اسـميت و  . شـود  آمينوپپتيداز بـر شـدت هيـدروليز افـزوده مـي        
 اعلام كردند كه ميـزان      نيز در شرايطي مشابه     ) 1998(همكاران  

فلاورزايم بالا است و همين امـر را        فعاليت آمينوپپتيدازي آنزيم    
يكي از دلايل افزايش درجه هيدروليز طي هيـدروليز بـا آنـزيم             

با گذشت زمان به دليل فعاليـت    .]24[ كردند گزارشفلاورزايم  
هم زمان آنزيم فلاورزايم به عنوان اندوپپتيداز و اگزوپپتيداز، بـه     

ئين طور مداوم پيوندهاي پپتيدي بيـشتري درون مولكـول پـروت          

هاي فعال بيشتري در اختيار آنـزيم قـرار         شكسته شده و جايگاه   
بنابراين با گذشت زمـان ميـزان درجـه هيـدروليز           . شودداده مي 

چنـين  ) 2(بـا مقايـسه نمودارهـاي شـكل         . كندافزايش پيدا مي  
هاي بالا و در مـدت زمـان        شود كه حتي در غلظت     برداشت مي 

سوبـسترا اشـباع نـشده و       طولاني هيدروليز، آنزيم فلاورزايم از      
افزايش درجه هيدروليز نشان دهنده افـزايش توليـد         . فعال است 

پپتيدهايي با وزن مولكولي كم و نيـز افـزايش توليـد اسـيدهاي              
وجود مقادير زيادي اسيدهاي آمينه آزاد منجـر        . آمينه آزاد است  

مناســبترين درجــه . شــود بــه مــشكلات گوارشــي شــديد مــي
هاي پروتئيني مورد مصرف بيمـاران      ملهيدروليز براي توليد مك   

   .]27 و 24[  است10-50%خاص در محدوده 
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هاي هيدروليز شده با آنزيم   تغييرات درجه هيدروليز در نمونه1شكل 

در طي %) حجمي/وزني (5/3 و 2، 5/0فلاورزايم با غلظت سوبستراي 
  زمان هيدروليز

0

20

40

60

80

0 1 2 3 4

زمان هيدروليز:10ساعت

زمان هيدروليز:30 ساعت

زمان هيدروليز 50 ساعت

 
روليز شده با آنزيم هاي هيد  تغييرات درجه هيدروليز در نمونه2شكل 

 ساعت نسبت به غلظت 50 و 30، 10فلاورزايم با زمان هيدروليز 
  سوبسترا
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   سطوح كدگذاري شده و مقادير واقعي فاكتورهاي متغير فرآيند پروتئوليز در طرح مورد استفاده1جدول 
   )غلظت سوبسترا (Bفاكتور   )زمان هيدروليز (A              فاكتور 

  ) حجمي/وزني(%كد      مقدار واقعي)           ساعت(       كد               مقدار واقعي        تيمار
1  1  50  0  2  
2  1  50  1  5/3  
3  1-  10  1  5/3  
4  0  30  1-  5/0  
5  1-  10  1-  5/0  
6  0  30  1  5/3  
7  1  50  1  5/3  
8  1-  10  1  5/3  
9  0  30  0  2  
10  1  50  1-  5/0  
11  1-  10  0  2  
12  1-  10  1-  5/0  

  
حجم %1/0 و به نسبت C°55 پروتامكس در -هاي نئوترازهاي هيدروليز شده  با آنزيم فلاورزايم و آنزيم  درجه هيدروليز نمونه2جدول 

  كل سوبسترا
درجه هيدروليز در هيدروليز با آنزيم فلاورزايم  تيمار

 )درصد(
درجه هيدروليز در هيدروليز با آنزيمهاي نئوتراز و 

  )درصد(پروتامكس
1  36/52  33/32  
2  20/61  54/25  
3  11/31  02/8  
4  61/27  47/31  
5  89/20  70/14  
6  21/47  31/23  
7  63/60  92/26  
8  45/30  17/8  
9  26/35  10/25  
10  00/39  37/36  
11  63/25  85/12  
12  99/21  88/14  

  

ر اساس نتايج به دست آمده مشخص شد كه در هيدروليزهاي           ب
زيم فلاورزايم درصد درجـه هيـدروليز بـه          ساعته با آن   30 و   10

دست آمده در محدوده درجه هيدروليز در نظر گرفته شده براي           

 سـاعت بـا     50هاي پروتئيني است، اما در زمان هيدروليز        مكمل
 ميزان درجه هيدروليز توليـد شـده        5/3% و   2غلظت سوبستراي   

در هيدروليزهاي طولاني به دليـل افـزايش        . است% 50بيشتر از   
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 ـ        آزاد زان اسيدهاي آمينه  مي ده اي ماننـد     و حضور قنـد احيـا كنن
يلارد افزايش يافته، كه منجر به قهوه اي        لاكتوز، شدت واكنش م   

شدن رنگ نمونه و كاهش ميزان اسـيدهاي آمينـه ضـروري در             
همچنين ميزان آلـودگي ميكروبـي      . گرددمحصول توليد شده مي   

نكتـه مهـم ديگـر    . يابددر زمانهاي طولاني هيدروليز افزايش مي    
ــزان    ــدروليز مي ــان هي ــرين زم ــذيرفتن بهت ــه در انتخــاب پ آنك
جداسازي فنيل آلانين از پروتئين هيدروليز شده را بايد در نظـر            

 به كار بـرده شـده در ايـن          UFدر جداسازي با دستگاه     . گرفت
درجـه  . تحقيق، غلظـت سوبـسترا فـاكتور بـسيار مهمـي اسـت            

ه بـا دو آنـزيم نئـوتراز و    هيدروليز نمونـه هـاي هيـدروليز شـد     
ــامكس در جــدول  ــه شــده اســت3پروت ــزيم فــوق .  ارائ دو آن

نئـوتراز متالوپروتئـازي    . باشندپروتئازهايي با منشأ باكتريايي مي    
پروتـامكس  . باشـد است كه فقط داراي فعاليت اندوپپتيدازي مي      

شود، زيرا داراي فعاليت انـدو      به عنوان آنزيم تركيبي شناخته مي     
ميـزان فعاليـت اگزوپپتيـدازي در آنـزيم         . تيدازي است و اگزوپپ 

 نـشان مـي   3شـكل   .]25 و 24 ،23[ پروتامكس محدود اسـت 
  . دهد كه ميزان هيدروليز با گذشت زمان افزايش پيدا كرده است
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هاي هيدروليز شده با  تغييرات درجه هيدروليز در نمونه 3شكل
 5/3 و 2، 5/0  پروتامكس با غلظت سوبستراي-آنزيمهاي نئوتراز

  نسبت به زمان هيدروليز%) حجمي/وزني(
هاي هيدروليز شده با دو آنزيم نئوتراز         شدت هيدروليز در نمونه   

 با آنـزيم    هيدروليز شده هاي مشابه     و پروتامكس نسبت به نمونه    
 و  5/0در هيدروليز سوبسترا با غلظتهـاي       . فلاورزايم كمتر است  

 سـاعت   30 و   10اي  ه ـشدت افزايش هيدروليز در زمـان     % 5/3

ــشتر از  ــرين عامــل كــاهش درجــه  .  ســاعت اســت50بي مهمت
در . توان با نوع فعاليت دو آنزيم مرتبط دانـست        هيدروليز را مي  

ابتداي فرآيند هيدروليز ميـزان فعاليـت اندوپپتيـدازها بيـشتر از            
 شـدن زمـان هيـدروليز از ميـزان          با طولاني . اگزوپپتيدازها است 

در ايـن مرحلـه چنانچـه       . شـود كاسته مـي  يت اندوپپتيدازها   فعال
آنزيمي با فعاليت اگزوپپتيدازي بالا وجود داشته باشد، شروع به          

به عبـارتي   . كندفعاليت كرده و شدت هيدروليز كاهش پيدا نمي       
استفاده از اندوپپتيدازها در اولين مرحله، فعاليـت اگزوپپتيـدازها     

. كنـد هيل مي را در دومين مرحله براي حصول تجزيه كاملتر، تس        
بنابراين به دليل فعاليت ناچيز پروتامكس به عنـوان اگزوپپتيـداز          

 .]11[ از شدت هيدروليز در زمانهاي طولاني كاسته شده اسـت         
همچنين وجود و حضور پپتيـدهاي توليـد شـده كـه در مقابـل               

كننـد، سـبب كـاهش      فعاليت آنزيم نقش بازدارنـده را ايفـا مـي         
بـا   .]16 و   8[ شـود فعاليت آنزيم و كاهش درجه هيدروليز مـي       

 مشخص مي شود كه در هيدروليز بـا         2 با شكل    4مقايسه شكل   
آنزيمهاي نئـوتراز و پروتـامكس، بـا افـزايش زمـان بـر ميـزان                

-هيدروليز با شدت كمتري نسبت به آنزيم فلاورزايم افزوده مي         

 و 2(هـاي زيـاد سوبـسترا    از غلظـت هايي كه     شود، اما در نمونه   
هـايي بـا      استفاده شده، درجه هيـدروليز كمتـر از نمونـه         %) 5/3

-دليل اين امـر را مـي      . باشدمي%) 5/0(غلظت سوبستراي كمتر    

توان به اشباع شدن اين دو آنزيم از سوبـسترا بـه دليـل غلظـت                
  .زياد سوبسترا مربوط دانست
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هاي هيدروليز شده با  نه تغييرات درجه هيدروليز در نمو4شكل 

 ساعت 50 و 30، 10 پروتامكس با زمان هيدروليز -آنزيمهاي نئوتراز
  نسبت به غلظت سوبسترا
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  تعيين مقدار فنيل آلانين -3-2
ــاران   ــدا و همك ــتفاده از   ) 1986(مائ ــه اس ــد ك ــزارش كردن گ

ــا      ــدروليز بت ــدازها در هي ــه اندوپپتي ــسبت ب ــدازها  ن اگزوپپتي
شـود  اد سـازي بيـشتر فنيـل آلانـين مـي          لاكتوگلوبولين سبب آز  

محققـــان اســـتفاده از اندوپپتيـــدازها در مرحلـــه اول و . ]32[
اگزوپپتيدازها در مرحله دوم پروتئوليز را بهتـرين راه حـل آزاد            

هـاي غـشايي بـه منظـور        سازي فنيل آلانين و استفاده از سيستم      
در جداسازي فنيل آلانين را مؤثرين راه براي كاهش فنيل آلانين           

) 1998(اسـميت و همكـاران      . ]18 و   17[آب پنير دانـسته انـد       
گزارش كردنـد كـه بـا وجـود شـدت هيـدروليز بـالاي آنـزيم                 
فلاورزايــم ميــزان توليــد پپتيــدهايي بــا وزن مولكــولي كــم در 

. هـا كمتـر اسـت     هيدروليز با اين آنزيم نسبت بـه ديگـر آنـزيم          
د پپتيدهايي بـا    هاي بالاي سوبسترا امكان تولي    بنابراين در غلظت  

. هاي پـائين بيـشتر اسـت   وزن مولكولي بالا در مقايسه با غلظت      
همچنين امكان وجود مقادير كمي پروتئين هيدروليز نـشده نيـز           

هــاي بــالاي بنــابراين در غلظــت. ]24[وجــود خواهــد داشــت 
سوبسترا امكان مسدود شدن منافذ غشاها با پپتيـدهايي بـا وزن            

اشت، خـصوصاً آنكـه تعـداد كـم         مولكولي بالا وجود خواهد د    
غشاهاي به كـار بـرده شـده در مـدول دسـتگاه مـورد اسـتفاده                 

ــي  ــاهش م ــازي را ك ــدمان جداس ــدران ــت . ده ــشترين فعالي بي
عنـوان اندوپپتيـداز بـوده كـه محـل فعاليـت آن             پروتامكس بـه    

باشـد و   باندهاي پپتيدي مجاور اسيدهاي آمينه هيـدروفوب مـي        
با توجه بـه اينكـه      . كندفاوت توليد مي  هاي مت پپتيدهايي با اندازه  

نئوتراز هم يك اندوپپتيداز اسـت، بنـابراين امكـان آزاد سـازي             
هاي هيدروليز شده با اين دو آنـزيم كمتـر            فنيل آلانين در نمونه   

نتايج به دست آمده  نشان مي دهد كه ميـزان آزادسـازي             . است
كس در فنيل آلانـين بـا اسـتفاده از دو آنـزيم نئـوتراز و پروتـام        

همچنـين  ). 3جدول  ( مقايسه با آنزيم فلاورزايم كمتر مي باشد        
 نتــايج UFدر جداســازي فنيــل آلانــين بــا اســتفاده از سيــستم 

   .]25 و 23[مشابهي با آنزيم فلاورزايم به دست آمد 

 كردن شرايط هيدروليز با هدف به بهينه -3-3
فاز حداقل رساندن ميزان فنيل آلانين در 

  يه  ثانو1ماندگار
-در اين تحقيق فاز ماندگار ثانويه، محصول نهايي است كه مـي           

تواند به عنوان مكمل پروتئيني مورد مصرف بيمـاران مبـتلا بـه             
فنيل كتونوري مورد استفاده قـرار گيـرد، بنـابراين ميـزان فنيـل              

، 4با توجه بـه جـدول   . آلانين موجود در آن اهميت زيادي دارد    
يم كمترين ميـزان فنيـل آلانـين در         در هيدروليز با آنزيم فلاورزا    

حاصـل شـده    % 5/0سوبـستراي     ساعته و غلظـت    10هيدروليز  
بيشترين راندمان جداسـازي فنيـل آلانـين نيـز در همـين             . است

درجه هيدروليز به دست آمـده در ايـن         . شودشرايط حاصل مي  
 مناسب براي توليد مكملهاي پروتئينـي       DHشرايط در محدوده    

نتايج مـشابهي   . باشدمي%) 10-50(اص  مورد مصرف بيماران خ   
. ]18[گزارش شـده اسـت      ) 2009(نيز توسط پينتو و همكاران      

هاي نئوتراز و پروتامكس براي هيدروليز      در صورتي كه از آنزيم    
هاي آب پنير استفاده شود، بيشترين ميزان جداسازي فنيـل    نمونه

 و  10آلانين و در نتيجه بيشترين راندمان در دو زمان هيـدروليز            
از دو  . شـود حاصـل مـي   % 5/0 ساعته با غلظت سوبـستراي       50

.  ساعته مناسـبتر اسـت     10زمان هيدروليز تعيين شده، هيدروليز      
هاي طـولاني اسـتفاده شـود، امكـان         زيرا در صورتي كه از زمان     

تنها تفاوتي كـه    . ها وجود خواهد داشت     آلودگي ميكروبي نمونه  
ت در درصـد درجـه     شـود، تفـاو     در اين دو شـرايط ايجـاد مـي        

باشد هر چنـد در هـر دو        هاي هيدروليز شده مي     هيدروليز نمونه 
 مشخص  DHشرايط، درجه هيدروليز حاصل شده در محدوده        

باشد، اما بايد به اين نكتـه نيـز    هاي رژيمي مي  براي توليد مكمل  
توجه داشت كه در هيدروليزهاي طـولاني مـدت امكـان توليـد             

در فرآينـدهاي هيـدروليز تـا       . شودياسيدهاي آمينه آزاد بيشتر م    
حد ممكن بايد از افزايش نامطلوب درجه هيدروليز جلـوگيري          

  ). 5شكل (شود 
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 پروتامكس در بهينه سازي فرآيند -نئوتراز) b(فلاورزايم و ) a(بررسي داده هاي به دست آمده و محاسبه شده با مدل در هيدروليز با آنزيمهاي  5شكل 
  پروتئوليز
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  نتيجه گيري -4
 نشان مي دهد كه آب پنير منبع ]18 و 17 ،1[ يافته هاي قبلي

پروتئيني بسيار مناسبي براي توليد مكمل هاي پروتئيني مورد 
ليز آنزيمي منجر به وهيدر. نياز بيماران فنيل كتونوري است

ليز به روش وتوليد محصولي با كيفت بيشتر در مقايسه با هيدر
نتايج به دست آمده از اين تحقيق . شوداسيدي و قليائي مي 

نشان مي دهد كه در هيدروليز با آنزيم فلاورزايم در مقايسه با 
 ثانويه فاز باقيماندههيدروليز با دو آنزيم نئوتراز و پروتامكس، 

به دست آمده طي كمترين زمان هيدروليز و با كمترين غلظت 
 اين ميان در. سوبسترا، حاوي كمترين ميزان فنيل آلانين است

غلظت سوبسترا در جداسازي فنيل آلانين با توجه  به نوع 
  و نوع غشاء به كار برده ) اولترافيلتراسيون(روش مورد استفاده 

  

  ، به گونه اي كه با افزايش استشده، مؤثرتر از زمان هيدروليز 
غلظت سوبسترا درصد مسدود شدن غشاها در اثر پديده 

 سازي با استفاده از بهينه همچنين .كندگرفتگي  افزايش پيدا مي
روش سطح پاسخ نشان داد كه بهترين شرايط هيدروليز به 
منظور توليد مكمل پروتئيني براي بيماران فنيل كتونوري در 
كوتاهترين زمان هيدروليز و كمترين غلظت سوبسترا حاصل 

  .    مي شود
  

  سپاسگذاري - 5  
هاي صنايع غذايي از آقاي مهندس بهرامي كارشناس آزمايشگاه 

دانشگاه صنعتي اصفهان جهت راهنمايي در انجام آزمايشات 
  .گرددتشكر و قدرداني مي

  )mgphe/gproduct( پروتامكس - هاي حاصل از فعاليت آنزيم فلاورزايم و آنزيمهاي نئوتراز  مقدار فنيل آلانين در نمونه3جدول 
يز با مقدار فنيل آلانين در محصول نهايي در هيدرول تيمار

  )mgphe/gproduct(آنزيم فلاورزايم 
مقدار فنيل آلانين در محصول نهايي در هيدروليز با 

  )mgphe/gproduct( پروتامكس -آنزيمهاي نئوتراز
1  004/0±192/37  004/0±162/31  
2  004/0±680/68  030/0±974/68  
3  005/0±321/48  020/0±082/62  
4  020/0±565/7  005/0±066/10  
5  020/0±084/7  010/0±233/9  
6  010/0±262/63  010/0±141/64  
7  010/0±386/71  004/0±455/66  
8  020/0±717/54  030/0±244/52  
9  020/0±311/33  030/0±496/37  
10  020/0±453/9  003/0±923/6  
11  020/0±606/35  020/0±410/56  
12  004/±321/8  004/0±504/7  

  
  سازي فرآيند پروتئوليز با هدف به حداقل رساندن ميزان فنيل آلانين در فاز باقيمانده ثانويه  شرايط پيش بيني شده در بهينه 4جدول 

  متغير مورد بررسي
  

  هيدروليز با آنزيم فلاورزايم
  

 50هيدروليز  هاي نئوتراز و پروتامكسهيدروليز با آنزيم
   ساعته10ساعته  هيدروليز  

 اوليه فاز ماندگارمقدار فنيل آلانين در 
)gphe/100gprotein(  

71/2  63/2              54/2         

 ثانويه فاز ماندگارمقدار فنيل آلانين در 
)gphe/100gprotein(  

53/1  83/1                       79/1  

 1فاز عبوريمقدار فنيل آلانين در 
)gphe/100gprotein(  

99/0  69/0                            69/0  

  00/15                              63/36  62/20  يزدرصد درجه هيدرول
  26/46                               81/47  09/56  درصد راندمان جداسازي

                                                            

1. Permeate 
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Studies on the production of protein supplements for phenylketonuria (PKU) patients indicate that 
whey protein is one of the most important protein sources for production of these compounds, owning 
to its specific combination of amino acids.Whey is considered as one of the most polluting by-product 
in environment, otherwise, it is an excellent source of functional proteins that can be used in medicine 
and special diet products. In this study, three different concentrations of whey protein concentrate 
(WPC) were used as a substrate for three enzymes Flavourzyme®, Neutrase®and Protamex®. Effect of 
substrate concentration and hydrolysis time were studied on the separation efficiency of phenylalanine 
using response surface methodology (RSM) design. Phenylalanine was removed from hydrolyzed 
samples using ultra filtration (UF) and its concentration was measured using HPLC technique. Results 
of this study showed that samples hydrolyzed by Flavourzyme® contain the lowest level of 
phenylalanine. Also, process optimization was done in order to predict the best conditions of 
hydrolyzing .The best condition in order to remove the maximum phenylalanine from whey proteins 
was found for the minimum hydrolyzing time and the lowest substrate concentration for all three 
enzymes. 
   
Keywords: Whey Proteins, Enzymatic Hydrolysis, Ultra Filtration, Phenylketonuria. 
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