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  چكيده

شديدترين . آيد   هيدروكسيلاز پديد مي   آلانينكتونوري يك بيماري ارثي است كه به دليل فقدان يا نقص در فعاليت آنزيم فنيل              فنيل : و هدف  سابقه
اري آلانين رژيم غذايي تنها راه مقابله بـا ايـن بيم ـ  امروزه، محدود كردن فنيل. ماندگي ذهني غير قابل برگشت است عارضه باليني ناشي از آن، عقب     

كتونوري اي براي بيماران فنيل   آلانين در مقياس آزمايشگاهي به عنوان يك مكمل تغذيه         اين تحقيق، توليد شير كم فنيل       از هدف. شودمحسوب مي 
  .كم استفاده كردآلانين هاي مطلوب با محتواي فنيلآلانين تهيه شده براي توليد انواع غذاها و نوشيدنيتوان از شير كم فنيلبه اين ترتيب، مي. بود

و پاپـايين  )  گرم سوبـسترا   100 گرم آنزيم به ازاي      1 (آسپرژيلوس اوريزا  آنزيمي با استفاده از پروتئاز       سه نمونه شير هيدروليز شده     :هامواد و روش  
تهيه شد و كربن    ) گرم سوبسترا  100 گرم از هر آنزيم به ازاي        5/0(به صورت جداگانه و در تركيب با هم         )  گرم سوبسترا  100 گرم آنزيم به ازاي      1(

  .آلانين به كار رفتبراي حذف فنيل)  گرم5/1 و 9/0، 3/0(فعال در مقادير مختلف 
 بعد از هيـدروليز آنزيمـي،     و در مرحله  )  گرم سوبسترا  100 گرم به ازاي     5/0هركدام به ميزان    ( با پاپايين    آسپرژيلوس اوريزا  پروتئازتركيب   :هايافته

  .آلانين را در برداشت گرم كربن فعال، كمترين ميزان نهايي فنيل9/0استفاده از 
 گرم آنـزيم بـه   5/0 (آسپرژيلوس اوريزا پروتئاز آلانين استفاده از از ميان شرايط هيدروليز به كار رفته، بهترين شرايط براي حذف فنيل           :گيري نتيجه
 بعـد از هيـدروليز بـود كـه        گرم كربن فعال در مرحله     9/0و  )  گرم سوبسترا  100اي   گرم آنزيم به از    5/0(به همراه پاپايين    )  گرم سوبسترا  100ازاي  

  .آلانين شدفنيل% 99باعث حذف 
  آلانين، كربن فعال، هيدروليز آنزيمي، طيف سنجي مشتق ثانويه شير كم فنيل :واژگان كليدي

 مقدمه •
ــل     ــزيم فني ــت آن ــص در فعالي ــا نق ــدان و ي ــينفق  آلان

ــه بيمــاري فنيــل )PAH(هيدروكــسيلاز  ــوري منجــر  ب كتون
آلانـين بـه    آمينـه فنيـل   اين آنزيم عامل تبديل اسيد    . شود مي

و فقدان يا نقـص در  ) 1، 2( تيروزين در بدن است      آمينهاسيد
اسـيد در خـون منجـر    پيروويـك  فعاليت آن به تجمـع فنيـل   

شـديدترين عارضـه بـاليني ناشـي از ايـن بيمـاري،             . شود مي
 مـصرف   .)2،  3(يرقابـل برگـشت اسـت       ماندگي ذهني غ  عقب

آلانـين كـم زيـر نظـر        شير و مواد غـذايي بـا محتـواي فنيـل          
كارشناس تغذيه، تنها راه درمان موجـود ايـن بيمـاري ارثـي             

 تعيين    غذايي، انجام منظم آزمايش    آغاز به موقع برنامه   . است
آلانين خون بـه همـراه بررسـي وضـعيت بـاليني،              سطح فنيل 

اي، بـه رشـد طبيعـي و        ان به صـورت دوره    تغذيه و تأثير درم   

 داراي ايـن نقـص كمـك        زندگي همـراه بـا سـلامت كـودكِ        
 ).4(كند  مي

Folling     كتونوري را در سـال      اولين شخصي بود كه فنيل
مانـدگي   توضيح داد و اين بيمـاري را بـه علـت عقـب             1934

-كنـد ذهنـي فنيـل     "پيروويـك در ادرار     ذهني و ظهور فنيل   
 متخـصص ژنتيـك از   Lionel Penrose). 3( ناميد "پيروويك

-پيروويك  فنيل(كتون  انگلستان، به دليل ويژگي ظهور فنيل     
 را بـراي توصـيف ايـن        "كتونـوري فنيل" در ادرار، واژه  ) اسيد

- براي اولين بار رژيم با فنيـل       Bickel). 5(بيماري به كار برد     
كتونوري پيـشنهاد  آلانين محدود را براي درمان بيماران فنيل    

 بـراي اولـين بـار ژن        1983سـال    در   Woo .)6(و اجرا كـرد     
-و جهـش ژن كـد     هيدروكـسيلاز را توضـيح داد       آلانين  فنيل
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  و همكارانعاطفه اميري ريگي .../ بررسي اثر نوع آنزيم
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٢

 معرفي  PHA آنزيم    در فعاليت  نقص را دليل     اين آنزيم  كننده
  .)3 (كرد

 سـنتزي،   ها و تركيب اسيدهاي آمينـه     هيدروليز پروتئين 
 ـ   دو روش عمده براي تهيـه      ه منظـور   يـك منبـع پروتئينـي ب

در ). 7( تأمين نياز پروتئيني بيماران فنيل كتونوري هـستند 
ها به دليل قابليت بـه كـارگيري          هيدروليز پروتئين  اين ميان، 

در مقياس بزرگ، قيمت مناسب و كيفيـت بـالاي محـصول،            
هـا  هيدروليز پروتئين ). 8(رسد  ترين روش به نظر مي    مناسب

كنترل فراينـد   . جام شود تواند توسط آنزيم، اسيد يا قليا ان      مي
در هيدروليز اسيدي و قليايي مشكل است و به كارگيري اين           

اي پـايين   ها باعث توليد محـصولاتي بـا كيفيـت تغذيـه          روش
لازم به ذكر است كه هيدروليز شيميايي مـي توانـد           . شود   مي

 D آمينه را از بين ببرد و باعـث توليـد فـرم               اسيدهاي Lفرم  
چنين، مشخص شده است كـه ايـن          هم. اسيدهاي آمينه شود  

ــيروش ــا م ــر   ه ــمي نظي ــات س ــاد تركيب ــث ايج ــد باع توانن
در مقابل در روش هيدروليز آنزيمي كـه        . ليزينوآلانين گردند 

 درجـه   60 تـا    40(و دمـا    ) 8 تـا    pH) 6تحت شرايط ملايـم     
هاي جـانبي بـه حـداقل       گيرد، واكنش  صورت مي  )گراد  سانتي

آمينه در ايـن حالـت شـبيه    رسد و تركيب كلي اسيدهاي    مي
از طرف ديگر، محصول به دست آمـده        .  خواهد بود  ماده اوليه 

هاي تكنولوژيكي برخوردار   در روش هيدروليز آنزيمي از مزيت     
حلاليت بيشتر، پايداري حرارتي و مقاومت نسبتاً   : است، مانند 

   ).7، 9(هاي فلزي  و يونpHبالا به بسياري از عوامل نظير 
هـاي  هاي فراواني به منظـور توليـد مكمـل    ش تلا ،تاكنون

هاي شـير و    پروتئيني توسط روش هيدروليز آنزيمي پروتئين     
 و همكـاران    Delvivo ).10-16(آب پنير صورت گرفته است      

به منظور توليد يـك مكمـل غـذايي بـراي بيمـاران             ) 2006(
كتونوري، از پروتئين آب پنير به عنوان منبع پروتئينـي          فنيل

ــرد ــتفاده ك ــا و   اس ــسترا، دم ــه سوب ــزيم ب ــسبت آن ــر ن ه و اث
آلانـين بررسـي كردنـد      اولترافيلتراسيون را روي حذف فنيـل     

)11 .(Lara   همكاران   و)لوزالمعـده،   از دياستاز شيره  ) 2005 
بـراي  ) وزنـي پـروتئين  /  وزني3/6(تريپسين و كيموتريپسين  

ــروتئين  ــي پ ــدروليز آنزيم ــير و  هي ــول در آب ش ــاي محل ه
به .  بعد از هيدروليز استفاده كردند      در مرحله  فيلتراسيون ژل 
ها به محصولي دست يافتند كه تركيب عمومي          اين ترتيب آن  

هاي محلول در آبي بود كه       آن شبيه پروتئين   اسيدهاي آمينه 
توانــست بعــد از اضــافه كــردن از آن تهيــه شــده بــود و مــي

 آروماتيـك مناسـب، بـه عنـوان يـك منبـع         اسيدهاي آمينـه  
ــروژن ــل  نيت ــاران فني ــراي بيم ــا    ب ــا تيروزينمي ــوري ي كتون

)Tyrosinemia (  ــود ــتفاده ش ــاران Soares). 12(اس  و همك
براي هيدروليز آنزيمي شير بدون چربـي از پاپـايين          ) 2006(
)PA ( و پپــسين)PE ( ــا پروتئــاز بــه تنهــايي و در تركيــب ب

سـپس بـا هـدف      . اسـتفاده كردنـد   ) AO (آسپرژيلوس اوريزا 
ل هيــدروليز آنزيمـي بــراي تهيــه مكمــل  اسـتفاده از محــصو 

كتونـوري از كـربن فعـال بـراي         اي براي بيماران فنيـل    تغذيه
در حـالتي كـه پاپـايين و    . آلانـين اسـتفاده شـد   حذف فنيـل  

پپسين به تنهايي استفاده شدند و نيز استفاده از پاپايين و به            
  بـالاترين ميـزان حـذف        آسپرژيلوس اوريزا دنبال آن پروتئاز    

  ).15( درصد بود 98 تا 97نين آلافنيل
 با اين حال، متغيرها و سطوح متغيرهاي مطالعه شده در          
ــد    ــران تولي ــشده و در اي ــاكنون بررســي ن ــق حاضــر ت تحقي

اي آلانين كم جهت رفع نياز تغذيه محصولات با محتواي فنيل   
  .بيماران فنيل كتونوري مورد بررسي قرار نگرفته است

شير چربي گرفته شده به هدف اين پژوهش، استفاده از 
عنوان منبع پروتئيني و بررسي اثر دو آنزيم پروتئوليتيك 

 و پاپايين به صورت جداگانه و در آسپرژيلوس اوريزاحاصل از 
آلانين و بررسي اثر مقادير  تركيب با هم بر كارايي حذف فنيل

 آزاد آمينهمختلف كربن فعال بر كاهش محتواي اسيد
  . بعد از هيدروليز بودآلانين در مرحله فنيل

  ها مواد و روش •
از ) پـروتئين % 3/3حاوي  (شير خام چربي گرفته شده      : مواد

 پرديس كـشاورزي و منـابع طبيعـي دانـشگاه           لبنياتكارگاه  
ــه شــد)كــرج(تهــران  ــونين، -L.  تهي ــان، -Lمتي -Lتريپتوف

) P6110 (آسپرژيلوس اوريزاآلانين، پروتئاز     فنيل -Lتيروزين،  
از شـركت   ) P4762(و پاپايين به دست آمده از شـيره پاپايـا           

Sigma) كربن فعال گرانولي بـا انـدازه        .خريداري شد ) آمريكا 
تهيـه  ) آلمـان  (AppliChemمتر از شـركت     ميلي3 تا   1ذرات  
ــد ــسفات  . ش ــافر ف ــديم دي )pH=6(ب ــسفات س ــك ، ف بازي

)6=pH( كلرو استيك اسيد   و تري1 ،كاغذ صافي واتمن شماره
  . خريداري شد) آلمان (Merckاز شركت 

 هاروش

 ـ  آزمايش: هاي شيميايي آزمون هـاي  ه ويژگـي  هاي مربوط ب
آلانـين   مورد استفاده و شير كـم فنيـل         شير تازه  كيفي نمونه 

 تيمار بـا كـربن فعـال شـامل تعيـين خاكـستر، مـاده               بعد از 
 انجـام   AOACهاي   پروتئين و چربي طبق روش     ،pHخشك،  

  .)17(شد 
) سه تكرار براي هر تيمار    ( نمونه   9 :تهيه هيدروليز آنزيمي  

 بـا بـافر فـسفات       pHز تنظيم    بعد ا  ml 100هركدام به حجم    
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)6=pH(    تحت حرارت اوليـه ، oC80      دقيقـه در    10 بـه مـدت 
هـا تـا    ، سپس دمـاي نمونـه     )11(حمام آب گرم قرار گرفتند      

oC501(بـه سـه نمونـه اول    .  كاهش داده شدH ( آنـزيمAO  
: آنزيم(حجمي  /  حجمي 100:1به نسبت   ) آسپرژيلوس اوريزا (

پاپـايين بـه    (PA آنـزيم  )2H(، بـه سـه نمونـه دوم      )سوبسترا
حجمـي  /  حجمي 100:1به نسبت   )  پاپايا دست آمده از شيره   

هر كـدام    (PA به همراه    AOآنزيم  ) 3H(و به سه نمونه سوم      
ها همه نمونه . اضافه شد ) حجمي/ حجمي 100: 5/0به نسبت   
 oC50 ساعت تحـت هيـدروليز آنزيمـي در دمـاي            6به مدت   

يدروليز، واكـنش هيـدروليز     بعد از اتمام زمان ه    . قرار گرفتند 
 بـه مـدت     oC 92آنزيمي با حرارت دادن در حمام آب گـرم            

 منظور اطمينان به (-oC20 دقيقه و سپس كاهش دما تا      10
نمونـه اوليـه    ). 18(متوقـف شـد     ) از توقف واكنش هيـدروليز    

آنزيم پروتئاز آسپرژيلوس اوريزا به صورت مايع و خلـوص آن           
 پـودر ليـوفيليزه بـا       يين بـه صـورت    پاپا. يا بيشتر بود  و  % 98

 قبـل از اسـتفاده      دقيقـاً  و   بـود يا بيشتر   و  % 98درجه خلوص   
 بـا   mg/ml 10طبق دسـتورالعمل شـركت سـازنده، محلـول          

    . سيستئين تهيه شد-L ميلي مول 5استفاده از بافر شامل 
 هيـدروليز   نيتروژن پروتئيني نمونه  : تعيين درجه هيدروليز  

رسوب % 12كلرو استيك اسيد      ده از تري  شده آنزيمي با استفا   
نيتــروژن (محتــواي نيتــروژن محلــول رويــي    . داده شــد

گيري شـد و درجـه        با روش ميكروكلدال اندازه   ) غيرپروتئيني
  :هيدروليز از طريق فرمول زير محاسبه شد

 10014× نيتـروژن كـل     / نيتـروژن غيرپروتئينـي   (%)=  درجه هيـدروليز    
)18.(  

 كربن فعال از    اي تعيين غلظت بهينه   بر: جذب با كربن فعال   
اسـتفاده  ) ER) Exposure Rateشاخص در معـرض گـذاري   

نـشان    در نمونه   را آلانين آزاد فنيل  آمينه غلظت اسيد  شد كه   
 گرم بـه    5/1 و   9/0،  3/0(مقادير مختلف كربن فعال     . دهد  مي

 1H آنزيمـي     هيدروليز شـده   به سه نمونه  ) ازاي گرم سوبسترا  
 روي  oC25 دقيقه در دماي     30ها به مدت     و نمونه  اضافه شد 

 oC25  در g 9500ها بـا دور      سپس نمونه  .همزن قرار گرفتند  
 دقيقه سانتريفوژ شدند و محلول رويي هر نمونـه         10به مدت   

جـذب  ). 18(عبـور داده شـد    1 از كاغذ صافي واتمن شـماره 
 280 تـا    250هـاي     محلول رد شده از صـافي در طـول مـوج          

سپس طيـف مـشتق ثانويـه رسـم و          . گيري شد  اندازه نانومتر
هـاي منفـي و     آلانين به كمك ارتفاع پيـك      فنيل ER محاسبه

 زيـر صـورت گرفـت       آلانـين و معادلـه    منحني استاندارد فنيل  
)18.(  

  = (%) B / A [(- 100ER( × 100  [  1 معادله
A :  مـي   آنزي آلانين در شير هيـدروليز شـده      گذاري فنيل ميزان در معرض

  قبل از تيمار با كربن فعال 
B :آنزيمي بعد آلانين در شير هيدروليز شدهگذاري فنيلميزان در معرض 

  از تيمار با كربن فعال 

شود، تعيـين    بالاتري مي  ERغلظت كربن فعال كه باعث      
  . مانده استفاده شد و از آن براي همه تيمارهاي آنزيمي باقي

يزان كـربن فعـال كـه       م: آلانينتعيين كارايي حذف فنيل   
دهد، در مرحله قبل تعيين و       را نتيجه مي   ERبالاترين درصد   

هـاي هيـدروليز    آلانين از تمامي نمونه   از آن براي حذف فنيل    
بعـد از سـانتريفوژ و عبـور دادن         .  آنزيمي اسـتفاده شـد     شده

 از مـايع زيـر صـافي روي         ml10محلول رويي از كاغذ صافي      
 مول بر ليتـر    7/5 اسيد كلريدريك    هماري تبخير و به وسيل    بن

ــاي  ــدت  oC110در دم ــه م ــد  24 ب ــدروليز ش ــاعت هي .  س
 بـا اسـتفاده از      pH.  آب مقطر حـل شـد      ml10مانده در     باقي

 6 مـول بـر ليتـر روي         1محلول فـسفات سـديم دي بازيـك         
سنج در  تنظيم شد و جذب محلول حاصل با استفاده از طيف         

طيف مشتق ثانويه رسم . گيري شد  نانومتر اندازه280 تا 250
آمينـه   هاي منفي براي محاسبه مقـدار اسـيد       و از ارتفاع پيك   

هاي شير هيدروليز شده آنزيمـي بـا بـه          آلانين در نمونه  فنيل
بـراي  . آلانـين اسـتفاده شـد   كارگيري منحني استاندارد فنيل 

 اوليه از روش مشابهي استفاده شـد و         شير چربي گرفته شده   
  . محاسبه شد2 نين با استفاده از معادلهآلا كارايي حذف فنيل

  
A-B  100  2معادله×  
A Phe Removal %=

A :آلانين در شير قبل از هيدروليز آنزيمي  فنيلمقدار اوليه  
B :18(آلانين در شير بعد از تيمار با كربن فعال مقدار نهايي فنيل.(  
  

آلانين با اسـتفاده از طيـف مـشتق         تعيين ميزان فنيل  
، )mol/l 4-10×05/6(آلانـين    فنيـل  هاي اوليه محلول: نويهثا

 × mol/l 4-10(و تريپتوفــان ) mlo/l 4-10 × 52/5(تيــروزين 
.  تهيـه شـدند    pH=6 بـا    mol/l 01/0در بافر فـسفات     ) 90/4
ml10            از . شـدند  از هر سه محلول را برداشته و با هم مخلوط

كـه  هاي متوالي تهيـه شـد؛ بـه صـورتي           مخلوط حاصل رقت  
 mol/l تـا    mol/l 4-10 × 13/0ها از     آلانين در آن  غلظت فنيل 

 تـا   250هاي حاصـل در     طيف جذبي رقت  .  بود 01/1 × 4-10
 نانومتر ثبت و طيف مشتق ثانويـه بـه عنـوان تـابعي از               280

 منحنـي   2 منحنـي اسـتاندارد شـامل        8. طول موج رسم شد   
 اسـاس   هـا، بـر   براي هر پيك منفي، با استفاده از ارتفاع پيك        

آلانين با  منحني استاندارد فنيل  . آلانين رسم شد  غلظت فنيل 
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بالاترين ضريب همبستگي با استفاده از ارتفـاع پيـك منفـي            
 ضـريب همبـستگي و معادلـه   ). 1شكل (چهارم به دست آمد  

.  بودند =x248/2 y + 368/0 و   2R=988/0منحني به ترتيب    
 محققان بود   اين نتايج شبيه نتايج به دست آمده توسط ساير        

كه درحضور تيـروزين و تريپتوفـان يـك منحنـي اسـتاندارد             
  ).20(آلانين به دست آوردند  خطي براي فنيل
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  آلانينمنحني استاندارد فنيل. 1شكل 

  آلانينپيك منفي در طيف مشتق ثانويه فنيل: 4 پيك 
 

 بـراي تعيـين پروفايـل       :تعيين پروفايل اسيدهاي آمينـه    
ــه از د  ــيدهاي آمين ــتگاه اس  PICO.TAG و روش HPLCس

 PICO.TAG از ســتون PICO.TAGدر روش  .اســتفاده شــد
 انتخـاب شـده و آزمـايش        C-18كه يك سـتون      استفاده شد 

 اين.  فنيل تيوكارباميل است   شده براي آناليز اسيدهاي آمينه    
روش شامل سه مرحله هيدروليز نمونه پروتئين يا پپتيـد بـه            

سازي نمونه و آناليز    اد، مشتق منظور توليد اسيدهاي آمينه آز    
قبـل از تزريـق نمونـه بـه      . فاز معكـوس بـود  HPLCنمونه با 

ــه ــا اســيد   ســتون، نمون ــدا ب ــد در ابت ــروتئين و پپتي ــاي پ ه
) PITC(ايزوتيوسـيانات   كلريدريك هيدروليز و سپس با فنيل     

) PTC(تيوكارباميـل   به منظور توليد اسـيدهاي آمينـه فنيـل        
 مـشتق اسـيدهاي آمينـه بـا       شـوند سـپس،   سازي مـي  مشتق

HPLC21(شود  آناليز مي.(  
اضافه كردن اسيدهاي آمينـه  متيـونين، تيـروزين و           

پروفايل اسيدهاي آمينه فقط در تيماري تعيـين        : تريپتوفان
به دليـل   . آلانين را داشت  شد كه بالاترين كارايي حذف فنيل     

كاهش مقدار اسيدهاي آمينه متيونين، تيروزين و تريپتوفان،        
 بـه نمونـه     FAO/WHOاين اسيدهاي آمينه بر اساس الگوي       

ي آمينـه   آلانين بعد از تعيين پروفايـل اسـيدها       شير كم فنيل  
  ).18(افزوده شدند 

آنـاليز آمـاري     :هـا داده آماري تحليل و تجزيه هايروش
) ANOVA(ها با استفاده از روش تجزيه آناليز واريـانس   يافته

 .ام شد انجSPSSو به كمك نرم افزار 

  هايافته •
 1 جـدول    :آلانـين   اثر ميزان كربن فعال بر حذف فنيـل       

هاي رد شده   آلانين را در محلول   گذاري فنيل ميزان در معرض  
بعـد از تيمـار بـا كـربن فعـال نـشان       ) 3F و 1F ،2F( از صافي

از بين سه مقدار كربن فعال مورد آزمون براي حذف           .دهد مي
بهتـرين ميـزان    ،  ده آنزيمـي   هيدروليز ش ـ  از شير آلانين  فنيل

 دست آمد؛ زيرا     به  سوبسترا  گرم به ازاي گرم    9/0كربن فعال   
  . آلانين را نتيجه دادگذاري فنيلبالاترين ميزان در معرض

  
هاي رد آلانين در محلولگذاري فنيل ميزان در معرض.1جدول 

  شده از صافي بعد از تيمار با كربن فعال
گذاري ميزان در معرض

)ER(  
  حلول رد شده از صافيم

) filtrates of hydrolysates(  
16/0±a29/97  1F 
28/0±b21/98  2F 
24/0±a55/97  3F 

  ).>05/0p( دار دارند     مقادير داراي حروف متفاوت، با يكديگر اختلاف معني
  

 2جـدول   : آلانـين   اثر نوع آنزيم بر كارايي حذف فنيـل       
  شـده  هيـدروليز اي  ه ـنمونـه آلانـين را در     كارايي حذف فنيل  

 2هاي جدول   با مطالعه داده  . دهد نشان مي  3 و   2،  1آنزيمي  
توان نتيجه گرفت كه شرايط ذكر شده در بخش تيمار بـا            مي

هـاي  نمونـه آلانـين از كليـه      كربن فعـال بـراي حـذف فنيـل        
آلانـين   آنزيمي شير كافي است و كاهش فنيل        شده هيدروليز

    . درصد بود99 تا 96در اين شرايط 
  

  آلانيننتايج تعيين كارايي حذف فنيل. 2جدول 

  *آلانينمقدار نهايي فنيل  درصد حذف
mg 10010- 4/ پروتئين×mg  

  هيدروليز آنزيمي

0±a97  025/0±a183/0  1H 
1±a96  087/0±a 283/0  2H  
0±b99  015/0±b073/0  3H 

 ).>05/0p( دار دارندمقادير داراي حروف متفاوت، با يكديگر اختلاف معني 
 2 آلانين بعد از تيمار با كربن فعال محاسبه شده با استفاده از معادلهمقدار فنيل*

  
 با توجه به اين كه بهترين تيمـار         :پروفايل اسيدهاي آمينه  
بـود،  ) 3H (3آلانين، تيمـار شـماره   از نظر كاهش مقدار فنيل    

پروفايـل  .  تعيين شـد 3Hپروفايل اسيدهاي آمينه براي نمونه   
 آنزيمـي   آمينه در شير اوليه و شير هيدروليز شـده         ياسيدها

y = 2.248x + 0.368 
R² = 0.988 
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3H         نـشان داده شـده   2 بعد از تيمار با كربن فعـال در شـكل 
آلانـين در   شود، مقدار فنيـل   همان طور كه مشاهده مي    . است

  فعـال  آنزيمـي بعـد از تيمـار بـا كـربن             شير هيدروليز شـده   
در گرم پروتئين و     ميلي 100 به ازاي    گرم ميلي 69/0 × 5-10

 بـه   گـرم  ميلـي  3/3 × 10-5  آنزيمـي  شير قبل از هيدروليز آ    
مقدار متيونين، تيروزين و . گرم پروتئين است ميلي 100ازاي  

تريپتوفان در شير هيدروليز شده آنزيمي بعد از تيمار با كربن 
نـسبت اسـيدهاي آمينـه     . فعال نسبت به شير اوليه كمتر بود  

عـد از تيمـار بـا كـربن          آنزيمي ب  ديگر در شير هيدروليز شده    
در نتيجه، . فعال نسبت به شير اوليه بيشتر تشخيص داده شد   

 اسيدهاي آمينه،  سـه اسـيد        به منظور رسيدن به مقدار اوليه     
ــر اســاس الگــوي   آمينــه متيــونين، تيــروزين و تريپتوفــان ب

FAO/WHO       آنزيمـي افـزوده      به نمونه شير هيـدروليز شـده 
هـاي آمينـه در شـير كـم         و سپس پروفايل اسيد   ) 18(شدند  
  ).3شكل ( تعيين شد HPLCآلانين حاصل توسط فنيل
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  )3H (3آلانين حاصل از هيدروليز آنزيمي آمينه در شير و شير كم فنيل پروفايل اسيدمقايسه. 2شكل 

  ).>05/0p(دار دارندهاي داراي حروف متفاوت، با يكديگر اختلاف معنيبراي هر اسيد آمينه، ستون
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mg×10-5/100 پروتئينmg شير mg×10-5/100 پروتئينmg شير هيدروليز شده

  
بعد از افزودن اسيدهاي ) 3H (3آلانين حاصل از هيدروليز آنزيمي آمينه در شير و شير كم فنيل پروفايل اسيدمقايسه. 3كل ش

   متيونين، تيروزين و تريپتوفانآمينه
  ).>05/0p(دار  دارندهاي داراي حروف متفاوت، با يكديگر اختلاف معنيبراي هر اسيد آمينه، ستون
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  بحث •
از بين سه مقـدار كـربن       : رين ميزان كربن فعال   تعيين بهت 

آلانين از هيدروليز آنزيمي    فعال مورد آزمون براي حذف فنيل     
 گــرم بــه ازاي گــرم 9/0شــير، بهتــرين ميــزان كــربن فعــال 

ــرض    ــزان در مع ــالاترين مي ــرا ب ــود؛ زي ــروتئين ب ــذاري پ گ
 گـرم   9/0با به كارگيري    ). 1جدول  (آلانين را نشان داد       فنيل

ه آنزيمـي،  هـاي هيـدروليز شـد   ال براي همـه نمونـه    كربن فع 
 درصـد بـه دسـت آمـد         99 تـا    96آلانين  كارايي حذف فنيل  

دهـد، ميـزان كـربن فعـال مـورد          كـه نـشان مـي     ) 2جدول  (
آلانـين موجـود در     استفاده، سطح كـافي بـراي جـذب فنيـل         

يـك توضـيح احتمـالي بـراي عـدم        .كندها را فراهم مي   نمونه
 حـضور مقـادير بيـشتر       3F و   1Fار بـين    د  وجود اختلاف معني  

هـاي  هـاي پپتيـدي بـزرگ در نمونـه        آلانين در زنجيـره   فنيل
توانـد از    آنزيمي حاصل از شير اسـت كـه مـي          هيدروليز شده 

ــد  و Shimamuraهمــان طــور كــه . حــذف آن ممانعــت كن
آلانـين بـه    گزارش كردند، زماني كه فنيـل     ) 1999(همكاران  

هيدروليز آنزيمي آزاد نـشده، تنهـا        كافي توسط فرايند     اندازه
تواند توسط فيلتراسيون ژل    آمينه مي مقدار كمي از اين اسيد    

 ).22(يا كربن فعال حذف شود 
 2هاي جـدول    با مطالعه داده  : تعيين بهترين تيمار آنزيمي   

 آسـپرژيلوس اوريـزا   توان نتيجه گرفت كـه تـأثير پروتئـاز          مي
)1H (     ايين  به تنهايي، نتايجي شبيه عمل پاپ)2H (   به تنهـايي

 مـشاهده   2H و   1Hداري بـين    دهد؛ زيرا تفاوت معني   ارائه مي 
با توجه به اين كه در پژوهش حاضر شـرايط هيـدروليز            . نشد

Lopez-Bajonero    به كار گرفته شد، در     ) 1991( و همكاران
آلانين توسط اين محققان، ما قادر  فنيل% 92مقايسه با حذف    

ايـن  . آمينـه شـديم    ايـن اسـيد     درصـد از   99 تا   96به حذف   
تواند در ارتباط با مقـادير بـالاتر كـربن فعـال در             اختلاف مي 

يا شرايط اسـتفاده از كـربن       )  برابر 30بيش از   (تحقيق حاضر   
 جـذب   زمان، سرعت و دماي هم زدن در مرحلـه        : فعال مانند 

به علاوه، گرچه اين محققـان عنـوان   . توسط كربن فعال باشد   
ودر شير چربي گرفته شده و كازئين به عنوان         اند كه از پ   كرده

اند، نتايج ارائه شده در     ها استفاده كرده  سوبستراي عمل آنزيم  
  ). 2(ها تنها شامل كازئين است  مقالات آن

با وجـود اسـتفاده از مقـادير بـالاتر كـربن فعـال، مزيـت                
 5تقريبـاً  (تـر  تحقيق حاضر در ارتباط با زمان هيدروليز كوتاه       

از .  توليد را كـاهش دهـد  تواند هزينهاست كه مي  ) ربرابر كمت 
توانـد احتمـال آلـودگي      طرف ديگر، زمان هيدروليز كوتاه مي     

محققان ديگري نيـز از كـربن فعـال          .ميكروبي را كاهش دهد   
آلانين از پروتئين هيـدروليز شـده اسـتفاده         براي حذف فنيل  

ــرده ــدك ــاران Shehata. ان ــال و ) 2008( و همك ــربن فع از ك
 آلانين از شير هيدروليز شـده     ذف فنيل سولفات باريم براي ح   

، حاصـل از عمـل دو آنـزيم پروتئوليتيـك پاپـايين و              آنزيمي
، استفاده و مشاهده كردند كـه در مقايـسه          آسپرژيلوس اوريزا 

زدايـي بيـشتري دارد     با سولفات باريم، كربن فعال اثـر تلخـي        
شرايط تيمار با كربن فعال     به هر حال، اين محققان به       ). 18(

 بـراي تهيـه   ) 2006( و همكـاران     Soares. انـد اي نكرده اشاره
پاپايين  از   آلانين از شير چربي گرفته شده     محصولي كم فنيل  

 آسپرژيلوس اوريـزا  و پپسين به تنهايي و نيز همراه با پروتئاز          
آلانين استفاده كردند و موفـق       كربن فعال براي حذف فنيل     و

ــذف   ــه ح ــا 97ب ــل 98 ت ــد فني ــدند   درص ــين ش ). 15(آلان
Moszczynski و Idziak) 1993 ( 95موفـــق بـــه كـــاهش %

شـرايط تحقيـق   . هيدروليز شده شـدند آلانين از كازئين   فنيل
تر بود؛ بـه عنـوان مثـال،          ها نسبت به تحقيق حاضر سخت       آن

و تيمار با كـربن     )  ساعت 72(زمان طولاني هيدروليز آنزيمي     
 ).23) ( ساعت5/5(فعال 

 آلانــين از پــروتئينقــان بــراي حــذف فنيــلبرخــي محق
هاي ديگري نظير فيلتراسيون ژل را بـه         روش هيدروليز شده، 

 ايـن  آلانـين توسـط  كه كارايي حـذف فنيـل   )22(كار بردند 
بـراي  ) 2005( و همكـاران     Lara.  ذكر نـشده اسـت     نامحقق

آلانين از هيـدروليز آنزيمـي از شـيره لوزالمعـده،           حذف فنيل 
بـه  ) وزنـي پـروتئين   / وزنـي % 3/6(ريپسين  تريپسين و كيموت  

   ساعت و به دنبال آن فيلتراسـيون ژل روي سـتون           27مدت  
Sephadex G-25 12( استفاده كردند .(Outinen و همكاران 

 اسـترن   هـاي پلـي   آلانـين از رزيـن    براي حذف فنيل  ) 1996(
)XAD-4 e XAD-16 ( استفاده كردند كه تقريباً باعث حذف

 بسيار  ايراد اين روش، هزينه   . شد%) 9/99(آلانين  كامل فنيل 
  ). 24(ها در مقايسه با كربن فعال است بالاتر رزين

 كاهش اسيدهاي آمينـه      :بررسي پروفايل اسيدهاي آمينه   
آروماتيك در محلول رد شده از صافي بعد از تيمار بـا كـربن              

تواند در اثر جـذب غيـر اختـصاصي ايـن اسـيدهاي             فعال مي 
 ايـن موضـوع توسـط سـاير         . فعـال باشـد    آمينه توسط كربن  

و Lopez-Bajonero ). 2، 18(محققان هم گزارش شده است 
ــاران  ــع   ) 1991(همك ــك منب ــد ي ــاره تولي ــي درب در تحقيق

آلانين از پودر شير چربي گرفته شـده، بـا          پروتئيني كم فنيل  
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كتونـوري  هدف رسيدن به محصولي ارزان براي بيماران فنيل       
ــد كــه ميــزان  ــان، مــشاهده كردن  اســيدهاي آمينــه تريپتوف

تيروزين، متيونين و هيستيدين در نمونه شير هيدروليز شده         
بعد از تيمار بـا كـربن فعـال نـسبت بـه شـير اوليـه قبـل از                    

ها علـت ايـن كـاهش را          آن. يابدهيدروليز آنزيمي كاهش مي   
. جذب غير اختصاصي اسيدهاي آمينه ذكر شده بيان كردنـد         

ن اسـيدهاي آمينـه همـراه بـا     براي جبـران ايـن كـاهش، اي ـ       
ــامين ــه     ويت ــسترين در مرحل ــدني و مالتودك ــواد مع ــا، م ه

 و همكـاران  Shehata). 2(فرمولاسيون به نمونه افزوده شدند    
در تحقيقي در زمينه توليد فرمولاسيوني با محتواي        ) 2008(

كتونوري با استفاده از شير     آلانين كم براي بيماران فنيل    فنيل
مـشاهده كردنـد كـه اسـيدهاي آمينـه           چربي گرفتـه شـده،      

هيستيدين، گليسين و اسـيد آسـپارتيك در شـير هيـدروليز            
 آنزيمي نسبت به شير اوليه كـاهش چـشمگيري يافتـه            شده

 توسط كـربن فعـال       غيراختصاصي است كه علت آن را جذب     

ذكر كردند و اسـيدهاي آمينـه  ذكـر شـده را طبـق الگـوي                 
FAO/WHO18(ن افزودند و به فرمولاسي.(  

آلانـين توسـط    هاي دريافت روزانه فنيل   با توجه به توصيه   
 هرچند در مقالات اجماع نظر وجـود        -كتونوريبيماران فنيل 

ــدارد ــه عنــوان شــده كــه غلظــت   -ن ــي بيــشتر ايــن گون  ول
و ) 25(  باشـد mg/dL 6-2 آلانين خون بايد در محدوده  فنيل

آلانــين رژيــم غــذايي بايــد بــر اســاس ســطح  ميــزان فنيــل
در اين راستا غلظـت نهـايي    .آلانين خون فرد تغيير كند فنيل

 كه بـراي    آلانين در پروتئين هيدروليز شده    اسيد آمينه  فنيل   
كتونوري توليد شده، بايد اطلاع داده شود تغذيه بيماران فنيل

آمينه را بـر اسـاس نيـاز هـر       ن ميزان دريافت اين اسيد    تا بتوا 
ــرد  ــين ك ــرد تعي ــه . ف ــر جنب ــابراين، از نظ ــاليني  بن ــاي ب ه

 توان نتيجه گرفت هيدروليز آنزيمي شـماره    كتونوري مي  فنيل
3) 3H (        آلانـين   با توجه به دارا بودن كمترين مقدار فنيـل)4-

) نگـرم پـروتئي    ميلـي  100گرم بـه ازاي       ميلي  073/0 × 10
-اي براي بيماران فنيل    مكمل تغذيه  بهترين گزينه براي تهيه   

   .كتونوري است
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Background and Objective: Phenylketonuria is a hereditary disease caused by a lack or deficiency of the 
enzyme phenylalanine hydroxylase, its most severe clinical manifestation being irreversible mental 
retardation. Presently, the only therapy available is the dietary restriction of phenylalanine. The objective 
of this study was to produce laboratory-scale low-phenylalanine milk to be used as a dietary supplement 
by phenylketonurics. Low-phenylalanine milk can be used to make a variety of palatable, low-
phenylalanine foods and beverages. 

Materials and Methods: Three milk hydrolysates were prepared enzymatically (1g of enzyme/100 g of 
substrate), using a protease from Aspergillus oryzae and papain, separately and in combination (0.5 g of 
either enzyme/100 g of substrate), followed by adding different amounts of activated carbon (0.3, 0.9, and 
1.5 g) to them to remove phenylalanine. 

Results: The combination of Aspergillus oryzae protease and papain, along with the use of 0.9 g activated 
carbon in the post-hydrolysis process, resulted in the lowest final phenylalanine content. 

Conclusion: The best condition for removing phenylalanine from milk was use of a combination of 
Aspergillus oryzae enzyme(0.5g of enzyme/100g of substrate) and papain (0.5 g of enzyme/100 g of 
substrate) with 0.9 g activated carbon in the post-hydrolysis process, resulting in  removal of  99% of the 
phenylalanine. 

Keywords: Low-phenylalanine milk, Activated carbon, Enzymatic hydrolysis, Second derivative 
spectrophotometry 
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