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سازي بازيافت نيتروژني پروتئين هيدروليز شده آب پنير با استفاده از بهينه
 روش سطح پاسخ

b، محمد قربانيb، مهران علميb، عليرضا صادقي ماهونك*aشيما پيري قشلاقي

aو منابع طبيعي گرگان، گرگان، ايران و صنايع غذايي، دانشگاه علوم كشاورزي  دانشجوي كارشناسي ارشد علوم
bو منابع طبيعي گرگان، گرگان، ايران و صنايع غذايي، دانشگاه علوم كشاورزي  دانشيار دانشكده علوم

 11/11/1393تاريخ پذيرش مقاله: 29/6/1393تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
در بررسي عملكرد آنزيممقدمه ميها در هيدروليز پروتئين: بازيافت نيتروژن يكي از فاكتورهاي مهم و در نتيجـه هاي غذايي محسوب شود

از جنبه  ميميزان بازدهي فرايند در طي هيدروليز آنزيمي بوده كه سازي بازيافت نيتروژنـي پـروتئين هيـدروليز باشد. بهينهاقتصادي نيز مهم
بهشده، مي و ميزان آنزيم مورد استفاده گردد، اين پژوهش نيز منظور دستيابي به اين اهداف صورت تواند باعث صرفه جويي در زمان، هزينه

 است. گرفته
و روش  آنـزيمزا پروتئين آب پنير با استفادهز سازي شرايط فرآيند هيدروليجهت بهينه در اين پژوهش از روش آماري سطح پاسخها: مواد

و نسبت آنزيم به سوبسترا بودند كه براي رسيدن به بيشـترين ميـزان آلكالاز استفاده شد. فاكتورهاي مورد بررسي در اين تحقيق دما، زمان
در محدوده سا43-52دماي بازيافت نيتروژن اين متغيرها و مقدار آنزيم65-175گراد، زمان نتيدرجه بر كيلوگرم45-90دقيقه واحد آنسون

 پروتئين انتخاب شدند. آزمايشات براساس طرح مركب مركزي انجام شد.
و نسـبت2/173گراد، زمـان درجه سانتي1/47شرايط بهينه براي رسيدن به بيشترين ميزان بازيافت نيتروژن شامل دماي ها: يافته دقيقـه

به98/87يم به سوبستراي آنز بر كيلوگرم پروتئين و تحت اين شرايط ميزان بازيافت نيتـروژن واحد آنسون درصـد حاصـل66/70دست آمد
) (ازنوع درجه دوم)R2شد. ضريب رگرسيون بينـيگر دقت بالاي مدل براي پيشبود. اين مقادير بيان9747/0) حاصل براي مدل ارائه شده

ميشرايط واكنش با   باشد.متغيرهاي مختلف
و غيـر قابـل دسـترس را گيري: نتيجه از منابع پروتئيني مختلف پيشرفت در تكنولوژي توليد پروتئين هيدروليز شده امكان استفاده مناسب

غنآب پنير نيز هاي هيدروليز شده پروتئينفراهم كرده است.  و سـاير از پپتيدهاي سلامتي بخش بـا خـواص عملكـرديي به عنوان منبعي
 هاي غذايي را دارند. هاي مطلوب، قابليت كاربرد در فرمولاسيونويژگي

 هيدروليز آنزيمي،آنزيم آلكالاز، آب پنير، بازيافت نيتروژني، سطح پاسخ:هاي كليديواژه

 :shima_Piri1366@yahoo.com email مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه
با ها براي توليد فراورده آوري يكي از جديدترين فن هاي

و روش ارزش افزوده بالا هيدروليز پروتئين مي هاي باشد
و بيولوژيكي جهت اين منظور به كار گرفته شيميايي

بهشوند. فرايند كاربرد آنزيم مي جاي فرايندهاي هاي تجاري
و يا آنزيم هاي داخلي داراي مزاياي بسيار زيادي شيميايي

و  است، زيرا كل فرآيند هيدروليز كاملاً تحت كنترل است
ميدر نتيجه فرآورده شود. هاي با خواص مشخص توليد

و قليايي توليد شده از باك تري آلكالاز يك آنزيم تجاري
هاي است كه به صورت1فورميسباسيلوس ليكني

Alcalase® 2.4 L FG ،Alcalase® 2.4 AF و
Alcalase® 2.4 L وجود دارد كه از اين سه نوع تنها

Alcalase® 2.4 L FG 2داراي درجه غذايي
و در1 بوده

مي فرمولاسيون گيرد. هاي غذايي مورد استفاده قرار
هاي غذايي روشي موثر در بازيابي هيدروليز آنزيمي پروتئين

ميپپتيدهاي زيست  هاي هيدروليز باشد. پروتئين فعال قوي
شده تركيباتي هستند با وزن مولكولي پايين كه تحت 

شوند. اين تركيبات عنوان پپتيدهاي زيست فعال شناخته مي
و نقش هاي پس از ورود به بدن به آساني جذب شده

ميبيولوژيكي مهمي را در سطوح  از سلولي ايفا كنند.
مي مهم توان به ترين عملكردهاي اين تركيبات زيست فعال

و فعاليت هاي ضد اكسايش، ضد ميكروبي، ضد سرطان
)  Vioque etافزايش دهنده سيستم ايمني بدن اشاره كرد

al., و سويا رايج پروتئين). 2001 ترين هاي شير
 هستند.هاي مورد استفاده براي هيدروليز پروتئين
هاي درصد از پروتئين20هاي آب پنير كه حدود پروتئين

از از نظر تغذيه دهند شير گاو را تشكيل مي اي بهتر
ميپروتئين و داراي پپتيدهاي ديگر فعال هاي زيست باشند

كه هيدروليز پروتئين اوليه كد شده در توالي خود هستند
مياين پپتيد  Korhonen, 2009; Kim et( كندها را آزاد

al., 2007; Sinha et al., 2007; Pihlanto-Leppälä., 
ها داراي غلظت بالايي از اسيدهاي اين پروتئين.)2001

( آمينه زنجيره و BCAAsاي منشعب ) لوسين، ايزولوسين
و ترميم بافت والين است كه فاكتور هاي مهمي در رشد

و نيز غني از آمينومي سولفور يعني هاي حاوي اسيدباشند
و متيونين است كه عملكرد ايمني بدن را از  سيستئين

دهند. طريق تبديل درون سلولي به گلوتاتيون افزايش مي
 
3 Endoproteinase                  4 Tris 

اكسيداني آن از اسيد آمينه سيستئين كه در فعاليت آنتي
) مي ) شركت ميGSHسنتز گلوتاتيون شود كنند ناشي

)Walzem et al., آ-α). تركيب2002 ب لاكتوآلبومين از
و استرس اكسيداتيو پنير نيز فلزات سنگين را شلاته مي كند

دهد زيرا خاصيت شلاته كنندگي يون آهن را را كاهش مي
) ). تركيب ديگري كه در Ha & Zeniel, 2003داراست

آب پنير موجود است تريپتوفان است كه موجب افزايش 
و در نتيجه موجب  سطح سروتنين موجود در مغز شده

ميكاهش استرس  (اشخاص ,.et alشود 1996 Graeff.( 
بازيافت نيتروژن يكي از فاكتورهاي مهم در بررسي عملكرد

ميها در هيدروليز پروتئينآنزيم شود هاي غذايي محسوب
هاي كه بيان كننده توانايي يك آنزيم در جداسازي پروتئين

و در نتيجه ميزان بازدهي فرايند  محلول از انواع غير محلول
هيدروليز آنزيمي بوده كه از جنبه اقتصادي نيز مهم در طي

(مي ,.et alباشد 2002 Liaset.( 
هدف از اين تحقيـق بهينـه سـازي بازيافـت نيتروژنـي

منظـور صـرفه جـويي در زمـان، پروتئين هيدروليز شده، بـه 
و ميزان آنزيم مـورد اسـتفاده مـي  باشـد. در تحقيـق هزينه

و زمـان حاضر تاثير آنزيم آلكالاز، دماه ـ هـاي مختلـف بـرا
پـروتئين آب پنيـر مـورد ايزولـه راندمان بازيافت پروتئينـي 

 بررسي قرار گرفته است.
2

و روش  ها مواد
 مواد-

براي فرايند هيدروليز آنزيمي از آنزيم آلكالاز با فعاليـت
(يك واحد آنسون عبارت4/2مشخص  واحد آنسون بر گرم

ــاز  ــزيم مــورد ني ــزان آن ــراي آزادشــدن يــك اســت از مي ب
از اكي ميلي سوبستراي هموگلوبين والان اسيدآمينه تيروزين

و سـانتي درجـه25در دقيقه در دمـاي  و  =5/7pHگـراد (
گرفته3ليتر كه يك اندوپروتئينازگرم بر ميلي18/1 دانسيته

باشـد اسـتفاده مـي فورميسباسيلوس ليكنيشده از باكتري 
) ,.Aspmo et alشد اين آنزيم از شركت سـيگما ).2005

و تا زمان آزمايش در  گـراد درجه سانتي4(اسپانيا) تهيه شد
از 1392پروتئين آب پنيـر در آبـان ايزولهگرديد. نگهداري

اسـتيك اسـيد، كلـرو كارخانه پگاه مشهد تهيه گرديد. تـري
اســيد اســيد هيدروكلريــدريك از شــركت مــرك،،4تــريس

 
1 Bacillus licheniformis 2 Food Grade 
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و سود پرك از شركت تهيـه هاي معتبـر داخلـي سولفوريك
. تمامي مواد شيميايي مورد اسـتفاده در آزمـايش از گرديدند

 درجه آزمايشگاهي برخوردار بودند. 

آب ايزولـه تهيه پروتئين هيدروليزشـده- پـروتئين
 پنير

-بـــا بـــافر تـــريس ايزولـــه پــروتئين ابتــدا نمونـــه
و با آب بـه5به1حجمي-اسيدكلريدريك به نسبت وزني

و بـا20به1نسبت  pHبه حالت سوسپانسيون يكنواخـت
) و =8pHمناسب جهـت فعاليـت آنـزيم آلكـالاز در آمـده (

سپس در دماي آزمايش آنزيم براساس فعاليت تعريف شـده
ــنش  ــامي واك ــد. تم ــافه ش ــيون اض ــه سوسپانس ــا در ب ه

(سـاخت ميلي 100هايكفلاس ليتري در انكوباتور شيكردار
و با دور ثابـت VS-8480مدل1كره جنوبي، شركت ويژن (

و در دماي مـورد نظـر بـراي هـر تيمـار 200 دور در دقيقه
منظور حصول اطمينان از انجام شدند. در انتهاي هر تيمار به

فعـال شـدن آنـزيم واكـنش آنزيمـي بـا حـرارت دادن غير
20گـراد بـه مـدت درجه سانتي85سوسپانسيون در دماي 

و تركيب هيدروليز شده در حمـام يـخ دقيقه به اتمام رسيده
و در انتها در سـانتريفيوژ يخچـال  دار به سرعت سرد گرديد

) Combi - 514R، مدل2كره جنوبي، شركت هانيل(ساخت
20گراد به مدت سانتي درجه10در دماي g×6700 با دور 

آوري ســـوپرناتانت قـــرار گرفـــت قيقـــه جهـــت جمـــعد
)Ovissipour et al., 2009b.( منظـور يـافتن دامنـه بـه 

ــه ــت بهين ــدروليز جه ــرايط هي ــب ش ــدا مناس ــازي، ابت  س
و40،45،50تيمارهايي در شرايط مطابق با دماهـاي پيش

و زمانسانتي درجه 55 ، 150، 30،60،90،120هـاي گراد
و 210و 180 واحد90و30،60هاي آنزيمي فعاليتدقيقه

(داده  هـاي آنسون بـر كيلـوگرم پـروتئين صـورت پـذيرفت
 حاصل ذكر نشده است). 

 اندازه گيري تركيبات شيميايي-
گـرم از نمونـه روي ظـرف5منظور تعيين رطوبـت، به

هـا سپس نمونـه آلومينيومي از قبل وزن شده قرار داده شد.
سـ 103در آون در دماي  24گـراد بـراي مـدت انتيدرجـه

كـه وزن ظـرف ثابـت گرديـد ساعت قرار داده شدند تا اين
)AOAC, 2005 براي تعيين ميزان پروتئين كل در مـواد .(

 
4 Cross 

اسـتفاده25/6خام اوليه، از روش كلدال با ضريب نيتـروژن
(ساخت آلمان، شركت بهر، مدل  و ميزان خاكسـتر S3شد (

(ساخت آلمان، نيز با قرار دادن نمونه خام در كور ه الكتريكي
درجـه 550) در دمـاي FX118-30، مدل32شركت نابرترم

(سانتي  ).AOAC, 2000گراد تعيين گرديد

 گيري بازيافت نيتروژنياندازه-
بازيافت نيتروژن يكـي از فاكتورهـاي مهـم در بررسـي

هاي غذايي محسـوب ها در هيدروليز پروتئينعملكرد آنزيم
توانـايي يـك آنـزيم در جداسـازي شود كه بيان كننـده مي

و در نتيجـه ميـزان هاي محلول از انواع غيرپروتئين محلول
بازدهي فرايند در طي هيدروليز آنزيمـي بـوده كـه از جنبـه 

(اقتصــادي نيــز مهــم مــي ). et al., 2002Liasetباشــد
گيـري رانـدمان بازيافـت نيتروژنـي از روش منظورانـدازه به

Liaset ) و et al., 2002Liasetو همكاران استفاده شـد (
 بازيافت نيتروژن مطابق فرمول زير محاسبه گرديد.

ــت ــد) بازيافــــــــ (درصــــــــ ــروژن نيتــــــــ  = 
مقدار�پروتئين�هيدروليز�شده�گرم���ميزان�نيتروژن�در�پروتئين�هيدروليز�شده

مقدار�نمونه�خام��درنيتروژن�نمونه�خام 100 ×

 سازي شرايط آزمايشبهينه-
بهتيمارهاي آزمايشي به حداقل رساندن اثرات منظور

هاي مشاهده شده به بيني نشده در پاسختغييرات پيش
اي درجه صورت تصادفي درآمدند. مدل رگرسيوني چندجمله

بيني پاسخ درنظر گرفته شد. مدل منظور پيشدوم به
 پيشنهادي براي پاسخ به صورت معادله زير است. 

� � �0�� ������ ��+ � ������� ��� �
� � ��������� ������ ��

(درجه هيدروليز) ميكه ثابت0βباشد، متغيير وابسته
و  هاي برآورد شده توسط مدل ثابتijβوiiβوiβبوده
و آنxjوxiهستند.  ها سطح متغيرهاي مستقل هستند

و متقاطع ترتيب نمايانگر اثرات خطي، درجه به 4دوم

 باشند. مدل، اثرروي پاسخ مي3Xو1X،2Xمتغيرهاي
 ( ,.Bezerra et al نمايدهر متغير را روي پاسخ ارزيابي مي

2008.( 

1 Vision             2 Hanil               3 Nabertherm 
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و تحليل آماري-  تجزيه
ها به روش سطح پاسخ در قالب طرح سازي دادهبهينه

)  Design) با استفاده از نرم افزار1CCDمركب مركزي

Expert2و رسم نمودار سهانجام گرفت و هاي بعدي
 Designدست آوردن معادلات رياضي توسط نرم افزار به

Expert .صورت پذيرفت 

ها يافته
 تركيبات شيميايي مواد خام اوليه-

و پروتئين در ابتداي آزمايش درصد رطوبت، خاكستر
شداندازه .)1(جدول گيري

 آناليز سطح پاسخ-
بازيافت نيتروژن پروتئين سازيمنظور بهينهبه

هيدروليزشده آب پنير از روش سطح پاسخ استفاده گرديد. 
و5به اين منظور طرح مركب مركزي با  در6سطح تكرار

) و-α،+1،+0،1نقطه مركزي مورد استفاده قرار گرفت
α-.(

متغيرهاي طرح آزمايشي با سطوح كدبندي شده
و نتايج بازيافت نيتروژني مر بوط به هر تيمار در مستقل

 آورده است.3جدول 

و تحليل واريانس و رگرسيوني ) ANOVA( تجزيه
بهداده منظور هاي آزمايش يمربوط به بازيافت نيتروژني

و تعيين ضرايب رگرسيوني ومعني داري انطباق مدل رياضي
.اندآورده شده4ضرايب به ترتيب در جدول 

حداقل از طريق روش3ضرايب رگرسيون چندگانه
5اي درجه دومبيني مدل چند جملهمنظورپيشبه4مربعات

و با توجه به معني داري ضرايب، براي متغير پاسخ ايجاد شد
 مدل پيشنهادي زير براي بازيافت نيتروژني ارائه گرديد:

� � ������� � �������� � ������� �
������� � ����������� � ��������� �

����������� � ����������� �
����������� � �������������

اي مشخص نمود كه مدل چند جملهANOVA آزمون
دوم به اندازه كافي بيانگر پاسخ با ضرايب مشخص درجه
مويد اين است كه مدل رگرسيون2R=9247/0 باشد. مي

و مدل برازش شده توانسته  واكنش را به خوبي توضيح داده
مقادير مورد مطالعه درصد از كل تغييرات در دامنه47/92

و2Rرا توضيح دهد.  كه به ترتيب6تعديل شده2Rواقعي
ازبه8564/0و9247/0 دست آمدند بيانگر توصيف مناسبي

 اند.ها بودهپراكندگي داده

(انحراف معيار ايزولهتركيبات شيميايي-1جدول  ميانگين)±پروتئين آب پنير

(درصد) (درصد) پروتئين (درصد) رطوبت  خاكستر

39 /0±8233/0±1318/0±6/2
و خاكستر، براساس وزن مرطوب*  گزارش گرديد پروتئين، رطوبت

در **  اند.تكرار صورت پذيرفته3تمامي آزمايشات

و سطوح مورد استفاده جهت بهينه-2جدول 1پروتئين هيدروليز شده آب پنيرسازي بازيافت نيتروژني متغيرهاي مستقل

 متغيرهاي مستقل
و حدود متغير ها  سطوح

*α+1+01-α-
(دقيقه) 655/27 120 175 5/212 زمان

(درجه سانتي 07/55525/474393/39 گراد)دما
(واحد آنسون بر كيلوگرم پروتئين) 905/674566/29 34/105 فعاليت آنزيمي

 مي باشد.6818/1برابرαمقدار*

1 Central Composite Design    2 Design Expert, 8.0.7.1 Trial, Stat-Ease Inc.   3 Multiple Regression Coefficients 
4 Least-Squares Yechnique            5 Quadratic Polynomial Model 6 Adjusted R-Squared 
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و پاسخ متغيرهاي مستقل براي بازياف-3جدول و سطوح كدبندي شده پروتئينينيتروژنتطرح آزمايشي مركب مركزي
 هيدروليزشده آب پنير

 بازيافت نيتروژني
(درصد)

 فعاليت آنزيم
)x3(

 زمان
)x2(

 دما
)x1(

 شماره تيمار

32/480001
77/450002

30006818/1-3
46/101-1-1-4

360005
63/291-1+1+6
33/706818/1+007
31/601+1+1-8
92/460009
69/176818/1-0010
1/101-1-1+11
07/6306818/1+012
23/1506818/1-013
52/271-1+1-14
68/611+1+1+15
24/4600016
11/281+1-1-17
17/36006818/1+18
66/281+1-1+19
15/6100020

(-4جدول و تحليل واريانس  ) مدل درجه دوم حاصل از طرح سطح پاسخ براي بازيافت نيتروژنيANOVAجدول تجزيه

FPمقدار ميانگين مربعات مجموع مربعات درجه آزادي منبع

0002/0**996/598733/66559/13مدل
>0001/0**157/243257/243267/49زمان
145/1445/143/05989/0nsدما

>0001/0**74/53 68/2631 168/2631 فعاليت آنزيم
0452/0*137/25637/25624/5زمان×زمان
0062/0**13/5833/58391/11دما×دما

103/9003/9084/1205/0nsفعاليت آنزيم×فعاليت آنزيم

135/135/1028/08713/0nsزمان×دما

146/10246/10209/21787/0nsدما×فعاليت آنزيم

100361/000361/0000073/09933/0nsفعاليت آنزيم×زمان

1071/48997/48باقيمانده
561/16512/3351/07606/0nsفقدان برازش

51/32482/64خطاي خالص
1966/6477كل

و ** به ترتيب: معناداري در سطح  معناداري : غيرns-درصد1و5*
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مناسب بودن مدل با استفاده از آزمون فقدان برازش
 جا كه فرض آزمون عدم مورد بررسي قرار گرفت، از آن

اساس بازيافت دار نبود، مدل بر برازش در معادله مدل معني
نيتروژني برازش گرديد. برازش خوب به اين معني است كه 

ها را به اندازه مدل ايجاد شده توانسته است تغييرات در داده
) ,.et alكافي توضيح دهد 2011aTaheri.(

هر متغير در حصول بالاترين جهت تعيين شرايط بهينه
و بازيافت نيتروژني، نمودارهاي سه 1كانتوربعدي سطحي

هر6تا1هاي براي متغيرها در شكل ترسيم شده است.
دهند، شكل اثرات دو متغير را روي پاسخ نمايش مي

داشته اش ثابت نگهكه متغير سوم در ميزان بهينهدرحالي
.شده است

مشخص است با افزايش2و1هاي طور كه در شكلهمان
فعاليت آنزيمي زمان هيدروليز بازيافت نيتروژني در يك 

از ثابت، افزايش مي 90تا45يابد. با افزايش فعاليت آنزيم
واحد آنسون بر كيلوگرم پروتئين ميزان بازيافت نيتروژني با

در فاز سريع افزايش مي يابد. بيشترين بازيافت نيتروژني
واحد آنسون بر كيلوگرم پروتئين98/87فعاليت آنزيمي 

 حاصل شده است.
كه روند تغييرات بازيافت نيتروژني4و3هاي در شكل

و زمان مي در دماها دهند، هاي مورد آزمايش را نشان
و به ويژه مشخص است با افزايش زمان در يك دماي ثابت

در دماهاي مياني بر ميزان بازيافت نيتروژني افزوده 
و شدت آن در زمان مي  175تا 147هاي گردد، اما از نرخ

ي زماني شده است كه بيانگر محدوده دقيقه شديداً كاسته
به مناسب جهت بازيافت نيتروژني مي كه گونه باشد اي

بيشترين ميزان بازيافت در اين محدوده زماني واقع شده 
هاي طولاني است. بيشترين ميزان بازيافت در هيدروليز

1 مشاهده شد.

و فعاليت آنزيم6و5هاي در شكل اثرات تركيبي دما
تغييرات بازيافت نيتروژني نمايش داده شده است. بر ميزان 

گردد كه با افزايش فعاليت آنزيم در دماهاي ملاحظه مي
و اين روند ثابت بر ميزان بازيافت نيتروژني افزوده مي گردد

افزايش در دماهاي مياني شديدتر بوده كه بيانگر مناسب 
ميبودن اين محدوده ش باشد. با افزايي دما جهت هيدروليز

گراد سرعت هيدروليز به علت درجه سانتي50تا45دما از

 
1 Contour plot 

يابد با پيشرفت شكسته شدن زنجيره پپتيدي افزايش مي
 يابد.واكنش نرخ رشد بازيافت كاهش مي

سه-1شكل بعدي تغييرات بازيافت نيتروژن نمودار
و فعاليت(درصد) در زمان (دقيقه)  هاي آنزيميها

2(واحد آنسون بر كيلوگرم پروتئين) مورد آزمايش

در-2شكل نمودار كانتور تغييرات بازيافت نيتروژن
و فعاليتزمان  هاي آنزيمي مورد آزمايشها

نمودار سه بعدي تغييرات بازيافت نيتروژن-3شكل
(درجه سانتي و زمان(درصد) در دماها (دقيقه) گراد) هاي

 مورد آزمايش

1 Contour Plot 
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نمودار كانتور تغييرات بازيافت نيتروژن در دماها-4شكل
 هاي مورد آزمايشو زمان

سه-5شكل بعدي تغييرات بازيافت نيتروژن نمودار
(درجه سانتي و فعاليت(درصد) در دماها هاي آنزيمي گراد)

(واحد آنسون بر كيلوگرم پروتئين) مورد آزمايش

نمودار كانتور تغييرات بازيافت نيتروژن در دماها-6شكل
 هاي آنزيمي مورد آزمايشو فعاليت

 بحث
 تغييرات ميزان بازيافت نيتروژني با افزايش زمان-

و مشخص است با افزايش زمان در يك دماي ثابت
افزوده ويژه در دماهاي مياني بر ميزان بازيافت نيتروژني به
(70گردد. بازيافت نيتروژن مي  & Orbanدرصدي

Quaglia, 1990 درصدي47)، بازيافت نيتروژن
)Kristinsson & Rasco, 2000 71)، بازيافت نيتروژن

) بازيافت نيتروژن)،Bhaskar et al., 2007درصدي
96/61) بازيافت)et al., 2009a Ovissipourدرصدي

(75نيتروژن  ) همراهModanlow et al., 2011درصدي
با افزايش زمان هيدروليز گزارش شده است. راندمان 

و66/70بازيافت نيتروژن در اين مطالعه نيز حدود  درصد
 دقيقه برآورد شد.2/173در زمان 

 تغييرات ميزان بازيافت نيتروژني با افزايش دما-
با افزايش فعاليت آنزيم در دماهاي ثابت بر ميزان

ميبازيافت  و اين روند افزايش در نيتروژني افزوده گردد
دماهاي مياني شديدتر بوده است. بيشترين بازيافت 

دربهC˚1/47 نيتروژني در دماي دست آمد. نتايج مشابهي
تحقيقي روي ماهي قره برون با استفاده از آنزيم آلكالاز 

( به ها نيز)، آنet al., 2009a Ovissipourدست آمد
ميزان بازيافت نيتروژني را همراه با افزايش دما تا افزايش 

و افزايش درجه هيدروليزاسيون درجه سانتي 55 گراد
مشاهده كردند كه بيانگر محدوده دمايي مناسب جهت 

بهبازيافت نيتروژني مي اي كه بيشترين ميزان گونهباشد
در بازيافت در اين محدوده دمايي واقع شده است، همچنين

و احشاء ماهي تون زرد باله با افزايش تحقيقي بر روي امعاء
درC˚37تاC˚30دما از و C˚42 سرعت هيدروليز افزايش

و بيشترين راندمان نرخ رشد بازيافت كاهش مي يابد
مشاهده شده استC˚44-5/37 بازيافت نيتروژني در دماي

)Modanl et al., 2011.( هاي كاهش سرعت از علت
ميهيدروليز در دماها هاي توان به كاهش باندي بالاتر،

و كاهش فعاليت آنزيم در دماهاي  پپتيدي دست نخورده
)  ).Kristinsson & Rasco, 2000بالاتر اشاره كرد

طور كه در مدل پيشنهادي براي بازيافت نيتروژني همان
فاكتور3شود دما بالاترين ضريب را در بين ديده مي

ن تاثير را بر بازيافت مستقل داشته، يعني دما بيشتري
و اين با پژوهشي كه مشگين نيتروژني گذاشته و است فر
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هاي جانبي صنايع گوشت انجام همكاران بر روي فراورده
(مشگين و همكاران، دادند مطابقت داشت ).1391فر

تغييرات بازيافت نيتروژني همراه با افزايش نسبت-
 آنزيم به سوبسترا

اثشكل و فعاليت آنزيم را برروي متقابل زمانر هاي
هاي دهد. در فعاليتميزان بازيافت نيتروژني نشان مي

به78آنزيمي بالاتر از  هاي بالا بازيافت ويژه در زمان،
و هاي آنزيمي پايين نيتروژني با فعاليت تر قابل مقايسه بوده

تواند در اين محدوده قرار فعاليت آنزيمي مطلوب مي
ت نيتروژني به دست آمده در اين بگيرد.بالاترين بازياف

درصد كه در دامنه فعاليت آنزيمي66/70مطالعه در حدود
واحد آنسون بر كيلوگرم پروتئين حاصل شده است98/87

و-3(شكل  و افزايش غلظت پروتئازب).-3الف ها
بنابراين افزايش حجم هيدروليز بازيافت نيتروژن محلول را 

(زياد مي  & Beddows & Ardeshir, 1979; Fikكند

Surowka,1992; Rebeca et al., كاهش شدت ).1991
بهبازيافت مي كمتواند شدن پيوندهاي پپتيدي در علت

و كم شدن فعاليت پروتئوليتيكي آنزيم باشد. دسترس آنزيم
-از فعاليت1كنندهاز سوي ديگر تشكيل تركيبات ممانعت

 اثرگذار باشندتواند در اين مورد آنزيمي نيز مي
)Guerard et al., 2001; Ovissipour et al., 2009b.( 

عدم مصرف بيش از حد لازم آنزيم از ديدگاه اقتصادي
از Guerardبسيار حائز اهميت است.  و همكاران با استفاده

درصدي آنزيم1/0،25/0،5/0،1،5/1هاي نسبت
Umamizyme بيشترين بازيافت نيتروژني را در نسبت

.)et al., 2001 Guerard( گزارش كردند درصد5/1 آنزيمي
Aspmo را و همكاران افزايش ميزان بازيافت پروتئيني

 همراه با افزايش نسبت آنزيمي مشاهده كردند
)et al., 2005 Aspmo .(Modanlow نيزو همكاران

دامنه فعاليت آنزيمي بيشترين بازيافت نيتروژني را در 
(ميلي26/3-41/2  Modanlow etگرم مشاهده كردند

al., 2011در اين مطالعه شرايط بهينه هيدروليز جهت .(
حصول بالاترين بازيافت نيتروژني، مطابق با شرايط زمان 

و فعاليت درجه سانتي1/47دقيقه، دماي 2/173 گراد
بهواحد آنسون بر كيلوگرم پروتئ98/87آنزيمي  دست ين

 درصد حاصل شد.66/70آمد كه بازيافت نيتروژني 

1-Inhibitor 

و اعتبارسنجي مدل بازيافت نيتروژنيبهينه-  سازي
شرايط بهينه هيدروليز جهت حصول بالاترين بازيافت

دقيقه، دماي 2/173نيتروژني مطابق با شرايط زمان 
و فعاليت آنزيمي درجه سانتي1/47 واحد آنسون98/87گراد

بهبر  دست آمد كه منطبق با بازيافت كيلوگرم پروتئين
به66/70نيتروژني  منظور تاييد شرايط پيشنهاد درصد بود.

شده توسط بينيشده توسط معادله رياضي، در شرايط پيش
(در سه تكرار) كه بازيافت مدل، هيدروليز انجام گرفت

درصد به دست آمد. انطباق89/69نيتروژني در اين شرايط 
شده توسط مدل، بينيي مقادير آزمايشي با مقادير پيشنسب

مويد شرايط به دست آمده بهينه هيدروليز در بازيافت 
مي ايزولهنيتروژني حداكثري از  باشد. پروتئين آب پنير

66/70راندمان بازيافت نيتروژني در اين پژوهش حدود
هاي مشابه دست آمد كه درمقايسه با ساير پژوهشدرصدبه

 بالايي است. مقدار 

2گيري نتيجه

توليد پروتئين هيدروليز شده چندين هدف را دنبال
بهينه از بخش، استفادهآنهاترين كند كه از عمده مي

و هضم اين تركيبات از  پروتئيني مواد غذايي، افزايش جذب
و خواصآن طريق كاهش اندازه و افزايش ارزش غذايي ها

ميزيستي آن در تكنولوژي توليد پروتئين باشد. پيشرفت ها
مناسب از منابع پروتئيني هيدروليز شده امكان استفاده

و غير قابل دسترس را فراهم كرده است. با توجه  مختلف
كه بازيافت نيتروژن يكي از فاكتورهاي مهم در به اين

هاي غذايي ها در هيدروليز پروتئين بررسي عملكرد آنزيم
ميمحسوب مي و در نتيجه زان بازدهي فرايند در طي شود

هيدروليز آنزيمي بوده كه از جنبه اقتصادي نيز مهم 
سازي بازيافت نيتروژني پروتئين هيدروليز باشد. بهينه مي

و ميزان شده، مي تواند باعث صرفه جويي در زمان، هزينه
آنزيم مورد استفاده گردد. شرايط بهينه هيدروليز جهت 

ني، مطابق با شرايط زمان حصول بالاترين بازيافت نيتروژ
و فعاليت آنزيمي درجه سانتي1/47دقيقه، دماي 2/173 گراد

به98/87 دست آمد كه واحد آنسون بر كيلوگرم پروتئين
 درصد حاصل شد.66/70بازيافت نيتروژني 

1 Inhibitor 



انو همكار شيما پيري قشلاقي

43

غذاييوتغذيه
علوم

/پاييز
1395

سال
/

سيزده
شماره

م/
4

Food
T

echnology
&

N
utrition

/Fall2016
/V

ol.13
/N

o.4

 منابع
(مشگين ن. ). تهيه پروتئين هيدروليز شده از 1391فر،

و بررسي خاصيت آنتي هاي جانبي صنايع گوشت فراورده
اكسيداني آن. پايان نامه كارشناسي ارشد دانشگاه علوم

و منابع طبيعي گرگان.  ص.71كشاورزي
AOAC. (2000). Official methods of 

analysis (17th ed.). Washington DC: 
Association of Official.  

 AOAC. (2005). Official methods of 
analysis (18th ed.). Association of Official 
Analytical Chemists.Washington, DC. 

Aspmo, S. I., Horn, S. J. & Eijsink, V. G. 
H. (2005). Enzymatic hydrolysis of Atlantic 
cod (Gadusmorhua  L.) viscera. Process 
Biochemistry, 40, 957–1966. 

Beddows, C. G. & Ardeshir, A. G. (1979). 
The production of soluble fish protein solution 
for use in fish sauc Manufacture. Food 
Technol., 14, 603 -612. 

Bezerra, M. A., Santelli, R. E., Oliveira, E. 
P., Villar, L. S. & Escaleira, L. A. (2008). 
Response surface methodology (RSM) as a 
tool for optimization in analytical chemistry. 
Talanta., 76, 965–977. 

Bhaskar, N., Benila, T., Radha, C. & 
Lalitha, R. G. (2007). Optimization of 
enzymatic hydrolysis of visceralwasteproteins 
of Catla (Catlacatla) for preparing protein 
hydrolysate using a commercial protease. 
Bioresource Technology, In Press. 

Graeff, F. G., Guimaraes, F. S., DeAndrade, 
T. G. & Deakin, J. F. (1996). Role of 5-HT in 
stress, anxiety, and depression. Pharmacol 
Biochem Behav., 54, 129-141. 

Guerard, F., Duffose, L., De, La., Broise, D. 
& Binet, A. (2001). Enzymatic hydrolysis of 
proteins from yellowfin tuna 
(Thunnusalbacares) wastes using alcalase. 
Molecular Catalysis B: Enzymatic, 11, 1051–
1059. 

Ha, E. & Zeniel, M. B. (2003). Functional 
properties of whey, whey components, and 
essential amino acids: mechanisms underlying 
health benefits for active people (review). 
Nutr. Biochem., 14, 251-258. 

Kim, S. B., Seo, I. S., Khan, M. A., Ki, K. 
S., Nam, M. S. & Kim, H. S. (2007). 
Separation of ibinding protein fromwhey 
through enzymatic hydrolysis. Int Dairy, 17, 
625–631. 

Korhonen, H. (2009). Milk-derived 
bioactive peptides: from science to application. 
Funct Food, 1, 177–187. 

Kristinsson, H. G. & Rasco, B. A. (2000). 
Fish Protein Hydrolysates: Production, 
Biochemical, and Functional Properties. 
Critical Reviews in Food Science and 
Nutrition, 40(1), 43–81. 

Liaset, B., Nortvedt, R., Lied, E. & Espe, 
M. (2002). Studies on the nitrogen recovery in 
enzymatichydrolysis of Atlantic salmon 
(Salmosalar) frames by Protamex™ protease. 
Process Biochemistry, 37, 1263–1269. 

Modanlow, M., Rafiee, G. R., 
Motamedzadegan, A., Moeeni, S., Mirvaghefi, 
A. & Ovissipour, M. R. (2011). Effect of 
Different Ratio of Trypsin Enzyme, Times and 
Temperatures on Protein Recovery of Viscera 
Yellow Fin Tuna (Thunus albacores). Iranian 
Food science and Technology, 7(2), 137-144.  

Ovissipour, M. R., Abedian, A., 
Motamedzadegan, A., Rasco, B., Safari, R. & 
Shahiri, H. (2009a). The effect ofenzymatic 
hydrolysis time and temperature on the 
properties of protein hydrolysates from 
Persiansturgeon (Acipenserpersicus) viscera. J. 
Food Chemistry, 115, 238-242. 

Ovissipour, M., Safari, R., 
Motamedzadegan, A. & Shabanpour, B. 
(2009b). Chemical an biochemical hydrolysis 
of Persian sturgeon (Acipenserpersicus) 
visceral protein. Food and Bioprocess 
Technology, DOI 10.1007/ s11947- 009-0284-
x. 

Periago, M. J., Vidal, M. L., Ros, G., 
Rincón, F., Martínez, C., López, G., Rodrigo, 
J. & Martínez, I. (1998). Influence of 
enzymatic treatment on the nutritional and 
functional properties of pea flour. Food Chem., 
63, 71–78. 

Pihlanto-Leppälä, A. (2001). Bioactive 
peptides derived from bovine whey proteins: 
opioid andACEinhibitory peptides. Trends 
Food Sci Tech., 11, 347–356. 

Quaglia, G. B. & Orban, E. (1990). 
Influence of enzymatic hydrolysis on structure 
and emulsifyingproperties of sardine 
(Sardinapilchardus) protein hydrolysates. Food 
Sci., 55(6), 1571-1573. 

Rebeca, B. D., Pena-Vera, M. T. & Diaz-
Castaneda, M. (1991). Production of fish 
protein hydrolysateswith bacterial proteases; 
Yield and nutritional value. Food Sci., 56, 309-
314.  



 سازي بازيافت نيتروژني پروتئين هيدروليز شده آب پنيربهينه

44

غذاييوتغذيه/
علوم

پاييز
1395

سال
/

سيزده
شماره

م/
4

Food
T

echnology
&

N
utrition

/Fall2016
/V

ol.13
/N

o.4

Sinha, R., Radha, C., Prakash, J. & Kaulm, 
P. (2007). Whey protein hydrolysate: 
functional properties, nutritional quality and 
utilization in beverage formulation. Food 
Chem., 101, 1484–1491. 

Surowka, K. & Fik, M. (1992). Studies on 
the recovery of proteinaceous substances from 
chicken heads. I. Anapplication of neutrase to 
the production of protein hydrolysate. Int. J. 
Food Sci. Technol., 27, 9-20. 

Taheri, A. (2011). Antioxidative properties 
of rainbow sardine (Dussumieriaacuta)
protein. hydrolysate: optimization using 
response surface methodology. International 
Food   Congress‐Novel Approaches in Food 
Industry, MAY 26-29, Pp: 39-43. 

Taheri, A., AbedianKenari, A., 
Motamedzadegan, A. & Habibi-Rezaei, M. 
(2011a). Poultry By-Products and Enzymatic 
Hydrolysis: Optimization by Response Surface 
Methodology UsingAlcalase® 2.4L 

 Vioque, J., Clemente, A., Pedroche, J., 
Yust, M. M. & Millgn, F. (2001). Obtenciony 
aplicacionesde hidrolizad osproteicos. 
GrasasAceites, 52, 132-136. 

Walzem, R. L., DiUard, C. J. & German, J. 
B. (2002). Wliey components: millennia of 
evolution creatfunctionalities 
formammaliannutrition: what we know and 
what we may be over lookins. Crif Rev Food 
Sei Nwir., 42, 353-375. 

 




