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سازي فرآيند توليد پروتئين هيدروليز شده از آب پنير با استفاده از بهينه

  آنزيم آلكالاز

  

2، مهران اعلمي2،محمد قرباني∗2عليرضا صادقي ماهونك شيما پيري قشلاقي،
  

 
 

 دانشجوي كارشناسي ارشد علوم و صنايع غذايي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان -1

  كده علوم و صنايع غذايي دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگاندانشيار دانش -2

  )07/10/93: رشيپذ خيتار  93/ 14/04:  افتيدر خيتار(

  

  

  چكيده

هاي دن توسط هيدروليز آنزيمي، عملكرد و بعد از آزاد شبوده كه در ساختار پروتئين اصلي غير فعال هستندزاء پروتئيني اجهاي زيست فعال پپتيد

پروتئين آب پنير  هيدروليز فرآيند شرايط سازيبهينه جهت پاسخ سطح آماري روش از پژوهش اين در .دهندكوشيميايي متعددي از خود بروز مييزيف

 بيشترين به رسيدن براي كه بودند سوبسترا به آنزيم نسبت و زمان دما، تحقيق اين در بررسي مورد فاكتورهاي .شد استفاده آلكالاز آنزيم از با استفاده

واحد آنسون بر كيلوگرم ( 45-90آنزيم مقدار و دقيقه 65-175گراد، زمان  سانتي درجه43-52دماي  يمحدوده در متغييرها اين هيدروليز درجه ميزان

 ). P> 05/0( ر شددامعني درجه هيدروليز برروي واكنش متغييرهاي اثر. شد انجام مركزي مركب طرح اساس بر آزمايشات. شدند  انتخاب)پروتئين

 90 سوبستراي به آنزيم نسبت دقيقه و 28/174گراد، زمان درجه سانتي 02/49دماي  شامل هيدروليز درجه ميزان بيشترين به رسيدن براي بهينه شرايط

 حاصل) R2(رسيون رگ ضريب . درصد حاصل شد57/41هيدروليز  درجه ميزان شرايط اين تحت و آمد دستبه) واحد آنسون بر كيلوگرم پروتئين(

  .باشدمي متغييرهاي مختلف با واكنش شرايط پيش بيني براي مدل بالاي دقت بيانگر مقادير اين.  بود95/0) دوم درجه نوع از( مدل ارائه شده براي

  

  .آنزيمي هيدروليز  پاسخ، سطح روش شده، هيدروليز پروتئين سازي،بهينه آب پنير، :كليد واژگان
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  مقدمه - 1

توان شكسته شدن شيميايي يا آنزيمي عمل هيدروليز را مي

. ها به پپتيدهايي با وزن مولكولي مختلف تعريف نمودپروتئين

زاء پروتئيني مورد بررسي عنوان اجهاي زيست فعال بهپپتيد

گيرند كه در ساختار پروتئين اصلي غيرفعال بوده و بعد قرار مي

 آنزيمي، عملكردهاي از آزاد شدن توسط هيدروليز

ها در اين پپتيد. دهندفيزيكوشيميايي متعددي از خود بروز مي

 6000 اسيدآمينه و جرم مولكولي كمتر از 20 تا 2هاي اندازه

 خصوصيات كه دهدمي نشان تحقيقات]. 1[باشند دالتون مي

 ماده( سوبسترا نوع به زيادي شده، بستگي هيدروليز پروتئين

و نوع آنزيم  ) pHدما، زمان، (هيدروليز  طشراي ،)اوليه خام

هت توليد پروتئين هاي شيميايي و بيولوژيكي جروش]. 2[دارد 

هيدروليز آنزيمي به نوعي . شوندكار گرفته ميهيدروليزشده به

شود زيرا باعث يك روش اميدبخش براي آينده محسوب مي

اي توليد محصولاتي با خواص كاربردي بالا و ارزش تغذيه

منظور هاي مورد استفاده بهآنزيم]. 3[گردد طلوب ميم

و  تواند داراي منشاء گياهي مي1مانند پاپائين هيدروليز آنزيمي، 

هاي با آنزيم.  با منشاء جانوري باشند3 و كموتريپسين2يا پپسين

درمقايسه . منشاء ميكروبي نيز به صورت گسترده كاربرد دارند

هاي ميكروبي و جانوري، آنزيمهاي با منشاء گياهي با آنزيم

توان به تنوع ي بيشتري هستند كه از آن جمله ميداراي مزايا

 و دماهاي pHخواص پروتئولتيكي و پايداري بيشتر در 

 Alcalase® 2.4 به طور كلي آنزيم . مختلف اشاره نمود

Lدليل عملكرد در بهpH  قليايي، توليد پروتئين هيدروليز شده

تر، بالاتر و طول زنجيره پپتيدي كوتاهبا درجه هيدروليز 

يكي از  . ]3 [بيشترين توجه را به خود اختصاص داده است

هائي با ارزش افزوده ها براي توليد فرآوردهاوريجديدترين فن

هاي اخير بسيار مورد توجه قرار گرفته توليد كه در سال

                                                           

1. Papain 
2. Pepsin 
3. Chymotrypsin 

 احشاء تاس ماهيپروتئين هيدروليز شده از منابع مختلفي نظير 

ماهي گوازيم با استفاده از ، ] 5[  سالمون، ماهي ]4[ ايراني

شامل (هاي جانبي صنايع گوشت فراوردهو  ] 6[ آنزيم آلكلاز 

        با استفاده از آنزيم پروتئاز قارچي ) امعاء و احشاء گوسفند

گوشت ميگو با استفاده از دو نوع آنزيم تريپسين و ، ] 7[

روتئين هيدروليز شده از ضايعات توليد پ، ] 8[ كيموتريپسين

- مي] 9[آنزيم تجاري يوماميزايمتوسط كارخانه كنسرو ماهي تون 

منظور كاربردهاي واند بهتپروتئين هيدروليز شده مي.باشد 

هاي پروتئيني، محيط كشت باكتريايي، متنوعي مانند مكمل

سازي در صنايع شيرينيدهنده ها و طعمي نوشابهپايداركننده

هاي ساختاري و تركيب اساس ويژگيبر.  شودتوليد

هاي متعددي نظير مهاركنندگي عناصر ها نقشنآمينواسيدي، آ

كنندگي سيستم ايمني، فعاليت ضدميكروبي، كمياب، تقويت

دهندگي كلسترول و فعاليت اكسيداني، كاهشفعاليت آنتي

با اين حال پپتيدهاي . دهندضدفشار خون بالا از خود نشان مي

اند كه عملكردهاي چندگانه از خود بروز عددي يافت شدهمت

آب پنير يكي از محصولات جانبي كارخانجات  .]1 [دهندمي

شود و لبني است كه به مقدار فراوان و با هزينه پايين توليد مي

. باشداي، عملكردي و بيولوژيكي بالا ميداراي خواص تغذيه

- هاي آمينه زنجيرهسيدپروتئين آب پنير داراي غلظت بالايي از ا

لوسين، ايزولوسين و والين است كه ) BCAAs(اي منشعب 

 از باشند و نيز غنيهاي مهمي در رشد و ترميم بافت ميفاكتور

يعني سيستئين و متيونين است كه هاي حاوي سولفور اسيدآمينو

عملكرد ايمني بدن را از طريق تبديل درون سلولي به 

اكسيداني آن از اسيد فعاليت آنتي. نددهگلوتاتيون  افزايش مي

كنند شركت مي) GSH(آمينه سيستئين كه در سنتز گلوتاتيون 

تركيب ديگري كه در آب پنير موجود .  ]10 [شودناشي مي

است تريپتوفان است كه موجب افزايش سطح سروتنين موجود 

 اشخاص   استرس  كاهش موجب  نتيجه   در و  شده  در مغز
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 روش سطح پاسخ، روشي مفيد است كه جهت .]11 [شودمي

تجزيه . ]12 [شودكار گرفته ميي غذايي بهسازي فرايندهابهينه

تنهايي ثرات مابين متغيرهاي مستقل را بهو تحليل سطح پاسخ ا

 اين روش علاوهبه. نمايديب با سايرين تعريف مييا در ترك

كند را ف يتواند مدلي رياضي كه دقيقا كل فرايند را توصمي

بهينه سازي شرايط توليد پروتئين هيدروليز . ]13 [ايجاد نمايد

تواند باعث صرفه جويي در زمان، هزينه و ميزان آنزيم شده مي

ن منظور تحقيق حاضر با هدف به همي. مورد استفاده گردد

توليد ) دما، زمان و ميزان فعاليت آنزيم(سازي شرايط بهينه

منظور وله پروتئين آب پنير، بهايزپروتئين هيدروليز شده از 

 .دست آوردن درجه هيدروليزاسيون بهينه انجام  شدبه

  

  هامواد و روش - 2

   مواد-1- 2

براي فرايند هيدروليز آنزيمي از آنزيم آلكالاز با فعاليت 

يك واحدآنسون عبارت  ( واحد آنسون بر گرم4/2مشخص 

والان اكي ميلياست از ميزان آنزيم مورد نياز براي آزادشدن يك

اسيدآمينه تيروزين ازسوبستراي هموگلوبين در دقيقه در دماي 

 گرم بر 18/1ي هو دانسيت) =5/7pHگراد و ي سانتي درجه25

باسيلوس  گرفته شده از باكتري 4اندوپروتئينازليتر كه يك ميلي

اين آنزيم از شركت . ]14 [استفاده شد باشد ميفورميسليكني

-  درجه سانتي4تهيه شد و تا زمان آزمايش در ) يااسپان(سيگما 

 از 1392ايزوله پروتئين آب پنير در آبان . گرديدگراد نگهداري

فري سيانيد پتاسيم، ، 5فروزين. كارخانه پگاه مشهد تهيه گرديد

اسيد ، 6تريساستيك اسيد، كلريدآهن، اتانول، كلروتري

ونوسديم ، مهيدروكلريدريك، اسيد آسكوربيك از شركت مرك

لفوريك، هگزان و سود فسفات و دي سديم فسفات و اسيد سو

                                                           

1. Endoproteinase  
2. Ferrozine 
3. Tris 

تمامي مواد .  تهيه گرديدندهاي معتبر داخليپرك از شركت

ي آزمايشگاهي شيميايي مورد استفاده در آزمايش از درجه

  . برخوردار بودند

ي ايزوله تهيه پروتئين هيدروليزشده -2- 2

  پروتئين آب پنير 

 اسيدكلريدريك به نسبت -له با بافر تريسي ايزوابتدا نمونه

 به حالت 20 به 1 و با آب به نسبت 5 به 1 حجمي -وزني

 مناسب جهت فعاليت آنزيم pHسوسپانسيون يكنواخت و با 

آنزيم  و سپس در دماي آزمايش)  = 8pH(آلكالاز در آمده 

تمامي . براساس فعاليت تعريف شده به سوسپانسيون اضافه شد

ليتري در انكوباتور  ميلي100هاي فلاسكها در واكنش

-VS مدل 7ساخت كره جنوبي، شركت ويژن(شيكردار 

 دور در دقيقه و در دماي مورد نظر 200و با دور ثابت ) 8480

منظور حصول در انتهاي هر تيمار به. براي هر تيمار انجام شدند

واكنش آنزيمي با حرارت دادن  فعال شدن آنزيماطمينان از غير

 20گراد به مدت ي سانتي درجه85پانسيون در دماي سوس

دقيقه به اتمام رسيده و تركيب هيدروليز شده در حمام يخ به 

دار سرعت سرد گرديد و در انتها در سانتريفيوژ يخچال

) Combi - 514R ، مدل 8ساخت كره جنوبي، شركت هانيل(

 20گراد به مدت ي سانتي درجه10 در دماي g×6700 با دور 

منظور به. ]15 [آوري سوپرناتانت قرار گرفتدقيقه جهت جمع

سازي، ابتدا ي مناسب شرايط هيدروليز جهت بهينهيافتن دامنه

 55 و 50، 45، 40تيمارهايي در شرايط مطابق با دماهاي پيش

 و 180، 150، 120، 90، 60، 30هاي گراد و زمانسانتيدرجه 

 واحد آنسون بر 90 و 60 ،30هاي آنزيمي  دقيقه و فعاليت210

 . كيلوگرم پروتئين صورت پذيرفت

 

  

                                                           

4. Vision 
5. Hanil 
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  اندازه گيري تركيبات شيميايي -3- 2

 گرم از نمونه روي ظرف 5به منظور تعيين رطوبت،  

ها در سپس نمونه. آلومينيومي از قبل وزن شده قرار داده شد

ار  ساعت قر24گراد براي مدت  درجه سانتي103آون در دماي 

براي تعيين  . ]16 [ثابت گرديدكه وزن ظرف  اينداده شدند تا

ال ضريب ميزان پروتئين كل در مواد خام اوليه، از روش كلد

ساخت آلمان، شركت بهر، مدل ( استفاده شد 25/6نيتروژن 

S3 ( و ميزان خاكستر نيز با قرار دادن نمونه خام در كوره

) FX118-30، مدل 9ساخت آلمان، شركت نابرترم(الكتريكي 

  .]17 [گراد تعيين گرديد درجه سانتي550ر دماي د

   ي هيدروليزتعيين درجه -4- 2

درجه هيدروليز يكي از فاكتورهاي مهم در تعيين خواص 

باشد و در واقع ميزان شكسته هاي هيدروليز شده ميپروتئين

- شدن باندهاي پپتيدي را در محصول هيدروليز شده بيان مي

هويل و مريت در سال   روشي هيدروليز براساسدرجه. كند

به حجم برابري از سوپرناتانت، . ]18 [رآورد گرديدب 1994

  درصد اضافه گرديد و سپس در دور 20اسيد كلرواستيكتري

× g 6700 دقيقه 20گراد به مدت ي سانتي درجه10 و دماي 

اسيد كلرواستيكآوري تركيبات محلول در تريبه منظور جمع

ميزان نيتروژن با روش كلدال . گرديد درصد سانتريفيوژ 20

ي هيدروليز براساس فرمول زير محاسبه درجهاندازه گيري و 

 . گرديد

  )درصد(درجه هيدروليز = 

  ) درصدTGA 10 ميزان نيتروژن در /كل نيتروژن در نمونه (× 100

 بهينه سازي شرايط آزمايش -5- 2

آب شده پروتئين هيدروليزدرجه هيدروليز سازي منظور بهينهبه

به اين منظور طرح . ، از روش سطح پاسخ استفاده گرديدپنير

  مورد  مركزي  نقطه در تكرار   6  و  سطح5مركب مركزي با 

). 1 جدول) (- α و - α + ،1+ ،0 ،1( استفاده قرار گرفت 

 ارائه شده 2جدول ها در هاي آزمايش شده و طراحي آنتيمار

                                                           

1. Nabertherm 

) ANOVA(انس تجزيه و تحليل رگرسيوني و واري .است

منظور انطباق مدل رياضي، تعيين ضرايب هاي آزمايشي بهداده

هاي آماري شرايط مدل و داري آزمونرگرسيوني و تعيين معني

 Designنيز ترسيم نمودارها و بهينه سازي توسط نرم افزار 

Expert10منظور به تيمارهاي آزمايشي به.  صورت پذيرفتند

هاي بيني نشده در پاسخپيشحداقل رساندن اثرات تغييرات 

مدل رگرسيوني . مشاهده شده به صورت تصادفي درآمدند

بيني پاسخ، درنظر  به منظور پيشي دوماي درجهچندجمله

راي پاسخ به صورت معادله زير مدل پيشنهادي ب. گرفته شد

  . است

 0 + 

  

 

 ثابت بوده 0βمي باشد، ) درجه هيدروليز(ر وابسته   متغييكه 

 و xi .هاي برآورد شده توسط مدل هستند ثابتijβ و iiβ وiβو 

 xjترتيب نمايانگر ها بهسطح متغيرهاي مستقل هستند و آن 

 و 1X ، 2X متغيرهاي 11ي دوم و متقاطعاثرات خطي، درجه

3Xمدل، اثر هر متغير را روي پاسخ .باشند روي پاسخ مي 

   ].19[نمايد ارزيابي مي

  

   نتايج و بحث- 3

   تركيبات شيميايي مواد خام اوليه-1- 3

-در ابتداي آزمايش درصد رطوبت، خاكستر و پروتئين اندازه 

  . آورده شده است3گيري و نتايج مربوطه در جدول 

                                                           

1. Design Expert, 6.0.2 trial, Stat-Ease Inc 
2. Cross 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
5-

21
 ]

 

                             4 / 10

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-1708-en.html


 1397 ريت ،15 دوره ،77 شماره                                                                           يي             غذا عيصنا و علوم

 

 139

Table 1 Independent variables and levels used to optimize degree of hydrolysis of whey protein 
hydrolysates  

     Levels     

independent variables −1.68  1-  0  1+  1.68 +  

time  (min) 5/27  65 120 175 5/212 

Temperature ( ) 93/39 43 5/47 52 07/55 

Enzymatic activity  
Anson unit/kg protein)(  66/29  45 5/67 90 34/105 

 
 

Table 2 Coded and real levels of independent variables for central composite design degree of 
hydrolysis of whey protein hydrolysates 

 
Number of 
treatment 

Enzymatic activity Temperature ( ) Time (min) degree of 
hydrolysis(%) 

1 1  0  0  0  34/29 
2 2 0 0 0  33/38 
3 3  0 6818/1- 0  27/55 

4   1- 1-  1-  11.3 

5   0 0 0  30 

6  1-  1+ 1+ 25/42 

7   6818/1+ 0  0 41/85 

8   1+ 1- 1+  35 

9   0 0 0 33/89 

10   6818/1- 0 0  12/79 

11   1- 1+ 1- 11 

12  0 0 6818/1+ 38/07 

13  0 0 6818/1- 12/35 
14 
   1- 1- 1+ 22/16 

15  1+ 1+ 1+ 37/51 

16   0 0 0 33/86 

17  1+ 1- 1- 23 

18   0 6818/1+ 0 30/45 

19   1+ 1+ 1- 23/99 
20  0 0 0 36 

  

 
Table 3 Chemical composition of whey 

protein isolate (wet weight basis). 

whey protein isolate  Composition 
(%)  

82  Protein  

13  Moisture 
content  

2.6  Ash  
 

    آناليز سطح پاسخ-2- 3

اثرات عوامل مختلف شامل زمان، دما و فعاليت آنزيم بر درجه 

ضرايب رگرسيون .  نشان داده شده است1هيدروليز در جدول 

بيني  به منظور پيش13 از طريق روش حداقل مربعات12چندگانه

براي متغير پاسخ ايجاد شد و  14اي درجه دوممدل چند جمله

  :ئه گرديدمدل پيشنهادي زير ارا

درجه هيدروليز =  - 10038/291 ) دما  + (05058/1) فعاليت آنزيم (- 

+28839/0) زمان( + 49676/10  00566387/0  0019449/0 - 

                                                           

2. Multiple regression coefficients 

3. Least-squares technique 
 4. Quadratic polynomial model 
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× زمان  (- 11226/0 )دما× دما( )فعاليت آنزيم× فعاليت آنزيم (

) زمان  + 00066666/0 )فعاليت آنزيم× دما (   00256566/0+   +

)زمان× دما(  0000242424/0 )فعاليت آنزيم× زمان(   

  

در مورد ) ANOVA(تجزيه و تحليل رگرسيوني و واريانس 

نيز مشخص نمود كه مدل ) 4جدول(درجه هيدروليز 

ي دوم به اندازه كافي بيانگر پاسخ، با اي درجهچندجمله

مويد اين است كه   2R =9569/0. باشدضرايب مشخص مي

ده و مدل برازش مدل رگرسيون واكنش را به خوبي توضيح دا

ي مقادير  درصد از كل تغييرات در دامنه69/95شده توانسته 

كه  معياري است براي اين2R. مورد مطالعه را توضيح دهد

مشخص گردد چه ميزان از تغييرات توسط مدل شرح داده شده 

 تعديل شده كه به ترتيب 2R واقعي و 2Rدر موارد ]. 20[است 

د و گوياي آن هستند كه مدل دست آمدن به9181/0 و 9569/0

ها داشته برازش شده توصيف نسبتاً مناسبي از پراكندگي داده

مناسب بودن مدل با استفاده از آزمون فقدان برازش . است

. دار نبود معنيP< 05/0مورد بررسي قرار گرفت كه براي 

برازش خوب به اين معني است كه مدل ايجاد شده توانسته 

ها را به اندازه كافي توضيح دهد ادهاست كه تغييرات در د

ي متغيرهاي مورد بيني در دامنه، لذا اين مدل جهت پيش]21[

هاي مستقل بر درجه اهميت متغيير. استفاده مناسب بود

فعاليت ، زمان: شوندبندي ميهيدروليز به ترتيب روبرو رتبه

، اصطلاح درجه دوم )زمان2(، اصطلاح درجه دوم زمان آنزيم

، )دما2(، اصطلاح درجه دوم دما )فعاليت آنزيم2( آنزيم فعاليت

و اثر دما × فعاليت آنزيم ، اثر متقابل زمان× دما دما، اثر متقابل 

  .فعاليت آنزيم× زمان متقابل 

 اثر متقابل زمان و فعاليت آنزيم را برروي 2 و 1هاي شكل

مشخص است با افزايش . دهدي هيدروليز نشان ميميزان درجه

ي هيدروليز در فعاليت آنزيمي ثابت  هيدروليز درجهزمان

هاي پپتيدي توسط يابد كه دليل آن شكستن باندافزايش مي

- نتايج مربوط به ارتباط فعاليت . باشدآنزيم با گذشت زمان مي

ي هيدروليز ي هيدروليز بيانگر افزايش درجهآنزيمي با درجه

آنزيم به سوبسترا بوده كه در تحقيق آسپمو و نسبتبا بالارفتن 

اي كه در گونه  نيز ثابت شده است به2005همكاران در سال 

آنزيمي انتخاب شده بيشترين درجات بالاترين حد فعاليت

 نيز شاهد چنين 2 و 1گردد كه در شكل هيدروليز مشاهده مي

با  ].14[افزايشي با با افزايش ميزان فعاليت آنزيم هستيم 

شود افزايش زمان هيدروليز از شدت و نرخ هيدروليز كاسته مي

شدن پيوندهاي پپتيدي در علت كمتواند بهاين كاهش مي

از . شدن فعاليت پروتئوليتيكي آنزيم باشددسترس آنزيم و كم

آنزيمي  از فعاليت 15كنندهسوي ديگر تشكيل تركيبات ممانعت

دليل انحناي  ].9و 15[ر باشند تواند در اين مورد اثرگذانيز، مي

فعاليت  و زمان× هاي زمان  فاكتورداريسطح در شكل، معنا

كه در جدول تجزيه )  >01/0p(باشد  ميفعاليت آنزيم× آنزيم 

 .شودمشاهده مي) ANOVA(و تحليل واريانس 

  

  

 
Fig 1&2 Effects of enzyme activity and hydrolysis 
time on degree of hydrolysis in three dimensional 

response surface plot. 

 
 

                                                           

1. Inhibitor  
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Table 4 Analysis of variance (ANOVA) of response surface quadratic model for degree of hydrolysis 
 

Source df Sums of squares Mean square  F P  
Model 9 1692/34 188/04 24/68 <0/0001** 

Time 1 647/77 647/77 85/02 <0/0001** 

Temperature 1 9/41 9/41 1/24 0/2924
ns 

Enzyme  1 710/33 710/33 93/23 <0/0001** 

Time*Time  1 188/16 188/16 24/7 0/0006** 

Temperature  * Temperature 1 74/48 74/48 9/78 0/0108* 

enzyme      * Enzyme  1 118/48 118/48 15/55 0/0028** 

Temperature   *Time  1 3/23 3/23 0/42 0/5299ns 

Enzyme    * Temperature  1 0/036 0/036 0/004784 0/9462ns 

Time* Enzyme  1 0/0072 0/0072 0/000945 0/9761ns 

Residual  10 76/19 7/62   
Lack of fit  5 56/8 11/36 2/93 0/1316ns 

Pure error 5 19/39 3/88   
Total 19 1768/53    

* and ** significant probability level of 5% and 1% - ns: not significant 
 

ي هيدروليز در درجهاثر متقابل زمان و دما، بر روي ميزان 

 نشان داده شده است، با افزايش زمان در دماي 4 و 3هاي شكل

هاي نزديك به ويژه در دماي هيدروليز بهابت بر ميزان درجهث

 همچنين كه در يك زمان ثابت، افزايش ،شود ميبهينه افزوده

علت آن را . گرددي هيدروليز ميدما منجر به افزايش درجه

ها ها و تبديل آنهاي بين پپتيداز هم گسستن پيوندتوان به مي

پور و اويسي. با افزايش دما دانستهاي كوچكتر به پپتيد

رات در با اين تغييمشابه به روندي  2010همكاران در سال 

ي هيدروليز امعاء و احشاء ماهي تون باله زرد سازي درجهبهينه

ها دريافتند كه در يك آن. اندتوسط آنزيم آلكالاز دست يافته

ي هيدروليز زمان ثابت، افزايش دما منجر به افزايش درجه

 .]3 [گرديده است

ي هيدروليز در دماها و  كه تغييرات درجه6 و 5هاي در شكل

دهند مشخص است كه با هاي آنزيمي را نشان ميفعاليت

ي  آنزيمي در يك دماي ثابت بر ميزان درجهافزايش فعاليت

هاي مياني شود و اين روند در دماهيدروليز افزوده مي

 نيز 2010نتايج باتيستا و همكاران در سال . تر استمشخص

ها نيز گزارش كردند كه باشد آنتاييد كننده اين نتايج مي

ي فزايش در ميزان فعاليت آنزيمي منجر به افزايش درجها

 ] 22[هيدروليز شده اما از نرخ هيدروليز كاسته خواهد شد 

 

 

 

 
Fig 3&4 Effects of hydrolysis temperature and 
time on degree of hydrolysis activity in three 

dimensional response surface plot. 
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Fig 5&6 Effects of enzyme activity and 

hydrolysis temperature on degree of hydrolysis 
activity in three dimensional response surface plot. 

  

سازي شرايط هيدروليز و ارزيابي بهينه -3- 3

  اعتبار مدل 
، ي هيدروليز براي توليد پروتئين هيدروليز شدهشرايط بهينه

 دقيقه و28/174گراد، زمان  درجه سانتي02/49دماي مطابق با 

 واحد آنسون بر كيلوگرم پروتئين 90سوبستراي  به آنزيم نسبت

 درصد منطبق با 1/99 1ي مطلوبيتدست آمد كه با درجههب

منظور تأييد شرايط به. بود درصد 57/41ي هيدروليز درجه

شده بينيپيشنهاد شده توسط معادله رياضي، در شرايط پيش

ي درجه انجام گرفت كه ) در سه تكرار (سط مدل هيدروليزتو

انطباق .  درصد به دست آمد13/41 در اين شرايط هيدروليز

شده توسط مدل مؤيد شرايط بينيمقادير آزمايشي با مقادير پيش

ي ي بهينهبهينه جهت توليد پروتئين هيدروليز شده با درجه

 . اشدبميايزوله پروتئين آب پنير هيدروليز از 

  

                                                           

1. Desirability 

  نتيجه گيري كلي - 4
كند كه روليز شده چندين هدف را دنبال ميتوليد پروتئين هيد

ي بهينه از بخش پروتئيني مواد ها، استفادهترين ايناز عمده

غذايي، افزايش جذب و هضم اين تركيبات از طريق كاهش 

ها نها و افزايش ارزش غذايي و خواص زيستي آي آناندازه

فت در تكنولوژي توليد پروتئين هيدروليز شده پيشر. باشدمي

ي مناسب از منابع پروتئيني مختلف و غير قابل امكان استفاده

هدف از اين پژوهش يافتن  .دسترس را فراهم كرده است

ي شرايط اثرگذار در هيدروليز آنزيمي شامل دما، مقادير بهينه

ابق مدل مط. زمان هيدروليز و فعاليت آنزيمي آنزيم آلكالاز بود

 57/41 رياضي انجام گرفته بالاترين درجه هيدرولير به ميزان

ي هيدروليز براي توليد پروتئين در شرايط بهينهدزصد 

گراد، زمان  درجه سانتي02/49  دماي ، مطابق باهيدروليز شده

 واحد آنسون بر 90سوبستراي  به آنزيم نسبت دقيقه و 28/174

 در مقايسه با محققين پيشين دست آمد كههبكيلوگرم پروتئين 

  .باشدمقدار بالايي مي
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Bioactive peptides are considered specific protein fragments that are inactive within the sequence of 
the parent protein. After they are released by enzymatic hydrolysis, they may exert various 
physiological functions. In the present study, response surface methodology was used to optimize 
hydrolysis conditions for preparing protein hydrolysate from whey protein, using Alcalase 2.4L 
enzyme. The investigated factors were temperature, time and enzyme/substrate ratio which were 
selected in the range 43-52°C, 65-175 min and 45-90 AU/Kg protein, respectively to achieve 
maximum degree of hydrolysis. Experiments were designed according to the central composite 
design. Each of the studied variables had significant effect on degree of hydrolysis (p<0/05). The 
optimum conditions to achieve the highest degree of hydrolysis were temperature 49.02°C , time 
174.28 min, and enzyme / substrate ratio 90AU/Kg protein. Under these conditions, hydrolysis degree 
was 41.57 %. Regression coefficient for, chariot models (Quadratic type) was, 0.95. The values 
indicated the high accuracy of the model to predict the reaction conditions for different variables.  
 
Keywords: Whey Protein, Optimization, Protein Hydrolysate, RSM, Enzyme Hydrolysis.       
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