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  چكيده

. داشته باشندآلانين كم  كتونوري يك بيماري ارثي است كه افراد مبتلا به آن در طول زندگي بايد يك رژيم غذايي با فنيل فنيل :سابقه و هدف
 ه زيرا اين پپتيد فاقد اسيد آمين؛كتونوري به كار رود بيماران مبتلا به فنيلتواند به عنوان يك منبع غذايي يكتا براي  تيد ميگليكوماكروپپ

پنير با خلوص بالا و با حداقل مقدار اسيد   با ارزش گليكوماكروپپتيد از آبسازي پپتيدِ  استخراج و خالص اين پژوهش با هدف.آلانين است فنيل
به منظور جداسازي گليكوماكروپپتيد از محلول كنسانتره پروتئين آب پنير در مقادير هاي فراپالايش   غشافناوري. انجام شدآلانين  فنيل مينهآ

   . به كارگرفته شدpHمختلف 
 %10 محلـول     كيلودالتـوني بـراي اسـتخراج گليكوماكروپپتيـد از         10 و   50 مـدور فراپـالايش      يدر ايـن تحقيـق از دو غـشا         :هـا مواد و روش  

 بـا سـه   )5/4 و 5/3 ،4( pH و در سـه سـطح   )C2 ± 25°( در دماي محـيط  ها آزمايش. پنير استفاده شد   كنسانتره پروتئيني آب  ) حجمي/وزني(
ر  مقـدا  ،در پايـان  . سازي گليكوماكروپپتيد در هر دو مرحلـه از فراپـالايش از فراينـد ديافيلتراسـيون اسـتفاده شـد                    براي خالص . تكرار انجام شد  

  .گيري شد ه آلانين و نيتروژن غيرپروتئيني انداز  فنيلهاسيدآمينپروتئين، 
نيتروژن غيرپروتئيني در بالاترين ترين سطح و مقدار  پنير فراپالايش شده در پايين آبآلانين محلول   فنيلهاسيد آمينمقدار pH =4 در :هايافته

  .دهد را نشان مييكوماكروپپتيد  گلسطح ممكن قرار داشت كه خلوص و درصد بازيافت بالاي
پنيـر    پنيـر شـيرين كـه بخـش اعظـم آب            كتونوريـا، آب    در راستاي هدف توليد يك منبع غذايي جديد براي بيماران مبتلا به فنيل             :گيري نتيجه

  .است موجود هدهد، بهترين گزينتوليدي كشور را به خود اختصاص مي
  سازيپنير، خالص كتونوريا، آب فنيل، )GMP(گليكوماكروپپتيد ، استخراج :واژگان كليدي

 مقدمه •
هـاي جـانبي      در توليد بيشتر مواد غذايي، ايجـاد فـراورده        

هـاي جـانبي، زائـد        فراورده از ديد سنتي،  . ناپذير است   اجتناب
هاي   شوند، اما در سال   تلقي شده و به عنوان فاضلاب دفع مي       

 هـاي   اخير با توجـه بـه پيامـدهاي زيـست محيطـي فـراورده             
هـا    هايي در زمينه فرايند اين گونـه فـراورده          جانبي، پيشرفت 
ها هـم باعـث جـذب صـاحبان           اين پيشرفت . انجام شده است  

صنايع به سمت فراورده محصولات جانبي شده و هم اين كه            
امروزه، در  . بازاري براي محصولات جديد به وجود آورده است       

يـد از   هـاي توليـد محـصولات جد        صنايع لبني نه تنها فرايند    
هـاي   هاي جـانبي رايـج شـده، بلكـه بـه عنـوان روش          فراورده

هـاي   آب پنير يكي از فـراورده   . شوندسودآور به كار گرفته مي    

 صنايع لبني است كه پتانسيل افزايش ارزش افزوده در جانبي
  ).1(اين صنعت را دارد 

 آب پنير فاز محلول شير است كه بعد از انعقـاد كـازئين             
هاي لاكتيكي يا هـر دو        يا باكتري ) Rennet(در اثر عمل رنت     
هـا، برخـي    ها، چربي لخته شامل كازئين  . شوداز لخته جدا مي   

هـا اسـت، امـا آب پنيـر حـاوي             مواد معدني و بعضي ويتامين    
، مواد معدني ) Whey proteins(هاي محلول  لاكتوز، پروتئين

ــي،  ــول، اســيدهاي آل ــامين محل ــزيم ويت ــا و آن ــا اســت ه . ه
ايـن  . پنيـر ارزش بيولوژيـك بـالايي دارنـد          اي آب ه ـ  پروتئين
 شـاخص اسـيدهاي آمينـه        هـا نـسبت بـه پـروتئين         پروتئين

مرغ كامل تريپتوفان،     ضروري بيشتر و نسبت به پروتئين تخم      
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با توجه بـه ايـن كـه    . ترئونين و ليزين بيشتري دارند لوسين،
ل توليـد پنيـر در كـشور وجـود          فعا واحد صنعتي    50حداقل  
گـذاري نـاچيزي،      درخواهيم بود كه با صـرف سـرمايه       دارد، قا 

. قسمت مهمي از تركيبات پرارزش آب پنير را بازيابي نمـاييم   
پنير بر محيط زيست، جلـوگيري        به دليل نقش آلايندگي آب    

از اسراف منابع غذايي، افـزايش درآمـد واحـدهاي توليـدي و           
هاي توليدي و صنعتي به محصولات        نياز بعضي از ساير بخش    

). 2(رسـد     پنيـر ضـروري بـه نظـر مـي           آب پنير، بازيافـت آب    
پنيـر وجـود    امروزه، برخي از تركيباتي كه به مقدار كم در آب   

دارند، به دليل اهميت فوق العاده مورد توجـه قـرار گرفتـه و              
يكـي از ايـن تركيبـات گليكوماكروپپتيـد         . شونداستخراج مي 

 ملكـولي   گليكوماكروپپتيد يك پپتيد هتـروژن بـا وزن       . است
ــر 6755 ــون و مـ ــه اســـت  64از كب  دالتـ .  اســـيد آمينـ

دار والـين،     گليكوماكروپپتيد غني از اسـيدهاي آمينـه شـاخه        
ترئونين و ايزولوسين، ليزين است و از لحاظ اسيدهاي آمينـه           

  ).3(آلانين، تريپتوفان و تيروزين فقير است  آروماتيك فنيل
ي بيمـار  يـك  شـكل  تـرين  كتونوريـا شـايع   بيماري فنيـل 

آلانينمـــي   فنيـــل–بـــيش بـــه نـــام اتـــوزومي مغلـــوب
)Hyperphenylalaninemia  (در اين بيماري، به علت. است 

 در هيدروكـسيلاز  آلانـين  فنيـل  فعاليت آنزيم عدم يا كمبود

 تبـديل  تيـروزين  بـه  آلانـين  فنيـل  ضروري آمينه اسيد كبد،

 پيـدايش  و آلانين خون فنيل مزمن افزايش سبب و شود نمي

. شـود مـي  برگـشت  قابـل  غيـر  مغزي آسيب جمله از عوارضي
آلانـين هـر      كتونوريا در اثر تجمع فنيل      كودكان مبتلا به فنيل   

. دهنـد  نمره از بهره هوشي خود را از دسـت مـي           4ماه حدود   
مانـدگي شـديد ذهنـي و         كتونوريـا عقـب     نتيجه اختلال فنيل  

هـاي ديگـر ماننـد بـيش فعـالي، اخـتلالات              برخي ناهنجاري 
است كه با بالا رفتن سن كودك آشـكارتر         ... ، تشنج و  گفتاري

توانـد نقـشي كليـدي در         گليكوماكروپپتيد مـي  ). 4(شوند  مي
  .تغذيه بيماران مبتلا به فنيل كتنوريا داشته باشد

 تحقيقـــات چنـــدي در زمينـــه جداســـازي و كـــاربرد 
 و  Kawasaki. گليكوماكروپپتيد در دنيا صورت گرفتـه اسـت       

ر ژاپـن از روش تلفيقـي كرومـاتوگرافي         د)  1994(همكاران  
تعويض يوني با فراپالايش جهت جداسازي گليكوماكروپپتيـد        

 )Tromhholt) 1994  و  Neilsen. پنير استفاده كردند از آب
دهـي حرارتـي در تلفيـق بـا روش فراپـالايش              از روش رسوب  

  و . Erdmanبراي جداسازي گليكوماكروپپتيد استفاده كردند

Neuman)1999(  ــد از ــازي گليكوماكروپپتيـ ــراي جداسـ  بـ
پنيري كه اسيدي شده از يك رزين تبادل كننـده آنيـوني     آب

 Nakano. ضعيف پلي استايرن در شكل قليايي كمك گرفتند

گليكوماكروپپتيــد را از جــزء غيرقابــل ) Ozimek) 1999  و 
-DEAEكننـدة آنيـوني       پنير شيرين با رزين تبادل      تجزية آب 

Sephacel در pHجــدا كردنــد6/ 4 و 3ي  هــا  .Nakano و  

Ozimek )2000 (   اظهــار داشــتند كـــهpH  بهينــه بـــراي 
 DEAE-Sephacelجداســازي گليكوماكروپپتيــد روي رزيــن 

موفق شـدند   ) 2000( و همكاران    Xu.  است 5/2 -4محدوده  
گليكوماكروپپتيد را به روش كروماتوگرافي تبادل يـوني جـدا          

گليكوماكروپپتيــد را از ) 2002( و همكــاران Nakano. كننــد
 Sephacrylپنير به روش كروماتوگرافي با استفاده از رزين  آب

S-200 كردند  خالص  .Doultani    روشـي  ) 2003( و همكاران
را بر پايه تبادل يـوني بـراي جداسـازي گليكوماكروپپتيـد از             

ارائه ) WPI) Whey Protein Isolate پنير  ايزوله پروتئين آب
ــد ــاتوگرافي  ) Mine) 2004  و  Li. كردنـ ــه كرومـ نمايـ

پنير بـه سـه     گليكوماكروپپتيد جدا شده از ايزوله پروتئين آب      
ــري(دهــي  روش رســوب ــا اســيد ت ــانول و  كلرواســتيك، ب ات

 و همكــاران Ozimek. را بــا هــم مقايــسه كردنــد) فراپــالايش
كننـده يـوني بـراي        كيتوزان را به عنوان يك تبـادل      ) 2004(

 و همكـاران    Etzel. د به كار بردنـد    جداسازي گليكوماكروپپتي 
 و غلظت نمك بافر مورد pH ثير هدايت الكتريكي،تأ) 2005(

استفاده جهت شست و شو بر بازيافـت گليكوماكروپپتيـد بـه            
-Martín. روش كروماتوگرافي تعويض يـوني بررسـي كردنـد        

dianna ــاران ــواص   ) 2006( و همكــ ــي خــ ــه بررســ بــ
پنير در  اج شده از آبويسكوالاستيك گليكوماكروپپتيد استخر

، قـدرت يــوني و غلظــت پــروتئين  pHمقـادير مختلــف دمــا،  
فيلتراسيون غشايي را بـه  ) Abd El-salam) 2006. پرداختند

ــازي     ــراي جداسـ ــاربردي بـ ــاده و كـ ــي سـ ــوان روشـ عنـ
 و  Kreuß. گليكوماكروپپتيد در مقياس صنعتي معرفـي كـرد  

Kulozik) 2009 ( ــرا ي فراينــد جــذب مــستقيم غــشايي را ب
جداسازي گليكوماكروپپتيد خالص در مقيـاس آزمايـشگاهي        

  . انجام دادند
ــة   ــه تحقيقــي در زمين ــاكنون هــيچ گون در كــشورمان ت

چنـين اسـتفاده از آن        سازي پروتئين و هم     استخراج و خالص  
كتونوريـا انجـام نـشده     در رژيم غذايي بيماران مبتلا به فنيل

ــت ــتخرا   . اس ــود از اس ــارت ب ــژوهش عب ــن پ ــداف اي ج و اه
پنيـر بـا      سازي پپتيدِ با ارزش گليكوماكروپپتيـد از آب         خالص

آلانين و تعيين  خلوص بالا و با حداقل مقدار اسيد آمينه فنيل
ــرين   ــه آن در بهت ــرايط بهين ــي pHش ــسانتره پروتئين  از كن

هاي فراپالايش جهـت تـدوين دانـش          پنير و با كمك غشا      آب
  .فني توليد اين ماده
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  ها مواد و روش •
پنير از شـركت دانمـاركي        پودر كنسانتره پروتئيني آب     :مواد
Arla ــد ــداري ش ــيد   .  خري ــدروژن، اس ــسيم هي ــسفات كل ف

از شـركت   پَركَ  درصد و هيدروكـسيد سـديم        37كلريدريك  
  . تهيه شدMerckآلماني 

  مشخصات شيميايي پودر كنسانتره. 1جدول 
  پنير  پروتئيني آب

  درصد65حداقل  پروتئين
  درصد10حداكثر  لاكتوز
  درصد11-17 چربي

  درصد5حداكثر  خاكستر
  درصد5/5حداكثر  رطوبت

  
سـولفون    اتـر   غشاهاي فراپالايش مدور از جنس پليمر پلي      

(PES)   ــولي ــور وزن ملك ــدوه عب ــا مح  10000 و 50000 ب
 Sartorius Stedim Biotech آلمــاني دالتــون از شــركت

يش مـدور   دلايل اسـتفاده از غـشاهاي فراپـالا       . خريداري شد 
  : به اين شرح است(PES)جنس پليمر پلي اتر سولفون 

سرعت عبور جريان بالا و توان عملياتي زياد به دليل ساختار           . 1
  بسيار نامتقارن منافذ

 ها به آن  ل پروتئينتصاآب دوست بودن و كم بودن ظرفيت ا. 2
 سازگاري خوب با مواد شيميايي و پايداري حرارتي ممتاز. 3
   مورد استفاده آن pHمحدودة گستردگي . 4

  .آب مقطر دو بار تقطير استريل در آزمايشگاه تهيه شد

تجهيزات مورد نياز براي انجام اين تحقيق شـامل         : تجهيزات
  :موارد زير بودند

 پمپ خلأ . 1
سيستم پالايش تحت خـلأ شـامل ارلـن مـاير، رابـط، ليـوان               . 2

 دار، گيره و شيلنگحجمي در
 2300 مدل FOSSدستگاه كجلدال . 3
 HPLCدستگاه . 4

  
پنيـر    محلولي از كنسانتره پروتئيني آب    : روش انجام تحقيق  

با آب مقطر استريل تهيه  ) حجمي/وزني(پروتئين  %  10حاوي  
سپس سوسپانسيوني از فـسفات كلـسيم تهيـه و سـطح            . شد

با اين كار، تراوايي گليكوماكروپپتيد     . غشاء با آن پوشانده شد    
 محلـول كنـسانتره     pHدر گام بعـدي     . يابداز غشاء بهبود مي   

 نرمـال   1/0پنير با محلول اسـيد هيـدروكلريك          پروتئيني آب 
 محلول به كمتر    pHنكتة مهم اين كه نبايد      . كاهش داده شد  

 سـياليك اسـيد كـه       3 كمتر از    pH كاهش يابد؛ زيرا در      3از  
شود و به دنبال      جزء اصلي گليكوماكروپپتيد است، ناپايدار مي     

صيت بيولـوژيكي گليكوماكروپپتيـد بـه دسـت آمـده           آن، خا 
 5/4 محلـول نبايـد بيـشتر از         pHاز طرفـي    . يابـد كاهش مي 

 عبورگليكوماكروپپتيد از منافـذ  5/4 بالاتر ازpH باشد؛ زيرا در
بـه  . شـود غشاء به دليل تمايل آن به تجمع داشتن دشوار مي         

، اصــلي تــرين عامــل در جداســازي pHايــن دلايــل كنتــرل 
  . پنير است اكروپپتيد از آبگليكوم

 pH پنيـر بـا    در گام بعد محلول كنسانتره پروتئينـي آب 
پــايين، تحــت اولــين مرحلــه از فراپــالايش بــا غــشاي داراي 

سپس غشاء بـا آب     .  دالتون قرار گرفت   50000محدوده عبور   
مقطر شسته و مايع به دست آمده دوباره تحت فراپالايش بـا            

عمل به منظور افـزايش رانـدمان       اين  . همان غشاء قرار گرفت   
 مايع بـه  pHسپس  . شود  استخراج گليكوماكروپپتيد انجام مي   

 رسيده و دومين 7/6دست آمده از اولين مرحله فراپالايش به        
 10000مرحله از فراپالايش با غـشاي داراي محـدوده عبـور            

لازم به ذكر است كه در هر دو مرحـه از           . دالتون انجام گرفت  
ــطح  ــالايش، س ــي   فراپ ــزايش تراواي ــور اف ــه منظ ــشاءها ب  غ

گليكوماكروپپتيد، با سوسپانسيون فـسفات كلـسيم پوشـيده         
 دالتـون   10000در گام آخر غشاي داراي محدوده عبور        . شد

بــا آب مقطــر شــسته داده و مــايع بــه دســت آمــده دوبــاره  
سرانجام، مايع به دست آمده جمع آوري شـد         . فراپالايش شد 

 .ن صورت گيردهاي بعدي روي آ تا آزمايش
  :آزمون ها

 در اين   :آلانين  گيري مقدار اسيد آمينه فنيل      ه  روش انداز 
گيـري مقـدار اسـيد        ه   جهـت انـداز    HPLCتحقيق از دستگاه    

ــل ــه فني ــد  آمين ــتفاده ش ــين اس ــور از  . آلان ــن منظ ــراي اي ب
متر كه   ميلي250×6/4 به ابعاد  Hypersil ODS (C18)ستون

ليتر بر دقيقه      ميلي 1خ جريان   با نر  بود،   µm5اندازه ذرات آن    
 طول موج مورد استفاده. و آشكارسازِ فلورسانس استفاده شد

 Aفـاز متحـرك دسـتگاه شـامل محلـول      . نـانومتر بـود   360
بـه  ) THF(محتوي مخلـوط متـانول و بـافر تتراهيـدروفوران           

 محتوي مخلوط متـانول و بـافر       B و محلول    15 به   85نسبت  
محلول بـافر   .  بود 45 به   55ت  به نسب ) THF(تتراهيدروفوران

 مـولار   018/0شامل نمك سديم هيدروژن فسفات بدون آب        
  . تنظيم شد2/7 آن روي pHبود كه 

  :(NPN)گيري مقدار نيتروژن غيرپروتئيني       ه  روش انداز 
پس از محاسبه درصد پـروتئين بـه روش كجلـدال و بـا كـم                
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١٢

كردن نيتروژن پروتئينـي از نيتـروژن كـل، مقـدار نيتـروژن             
 . غيرپروتئيني محاسبه شد

 محلــول pHدر ايــن تحقيــق : تجزيــه و تحليــل آمــاري
پنير به عنوان متغيـر مـستقل تعيـين           كنسانتره پروتئيني آب  

مقدار پـروتئين، نيتـروژن غيرپروتئينـي و مقـدار اسـيد            . شد
آلانين به عنوان متغيرهاي وابسته در نظر گرفتـه           آمينه فنيل 

يـك   )5/4 و pH) 5/3، 4ايـن تحقيـق در سـه سـطح     . شدند
پنير و در     پروتئين محلول كنسانتره پروتئيني آب    % 10سطح  

  .انجام شد) C2 ± 25°(دماي محيط 
 قالب در فاكتوريل طرح از استفاده با هاي اين تحقيق يافته

  ارزيـابي )pHسـطح  ( تيمار هر در تكرار سه با تصادفي كاملا

هـا   انگيندار بين مي  براي تشخيص وجود اختلاف معني    . شدند
 بررسي. استفاده شد% 95از آزمون دانكن در سطح اطمينان 

 مقــدار اســيد آمينــه بــر) pHســه ســطح ( تيمارهــا تــأثير
 آناليز باآلانين، نيتروژن غير پروتئيني و مقدار پروتئين  فنيل

  اسـتفاده از ها با داده ميانگين مقايسه  و(ANOVA)واريانس 

   .گرفت ت صورSPSS18و نرم افزار  دانكن آزمون

  هايافته •
مقدار پروتئين حقيقي پس از انجام فراپاليش محلول 

 به 5/4 و 4، 5/3هاي  pHپنير در  كنسانتره پروتئيني آب
  ).1شكل ( درصد تعيين شد 48/3 و 03/3، 54/2ترتيب 

3/483/032/54
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پروتئين حقيقي (درصد)

 
پنير فراپالايش  ميزان پروتئين حقيقي محلول آب. 1شكل 

  شده
 

شـود، بـا افـزايش        مشاهده مي  1همان طور كه در شكل      
 مقدار پـروتئين محلـول فراپـالايش شـده افـزايش         pHسطح  

ها و حفـظ شـكل        يابد كه به دليل دناتوره نشدن پروتئين        مي
  . هاي بالاست pHدر ) ساختارهاي دوم و سوم(ها  آن

پنيــر  آلانــين در محلــول آب ميــزان اســيد آمينــه فنيــل
  ). 2 شكل(هاي مختلف تعيين شد  pHفراپالايش شده نيز در 
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آلانين محلول كنسانتره  ميزان اسيد آمينه فنيل. 2 شكل
  پنير پس از عمل فراپالايش پروتئيني آب

  
شود، مقـدار اسـيد      مشاهده مي  2همان طور كه در شكل      

پنير پـس از      آلانين محلول كنسانتره پروتئيني آب      آمينه فنيل 
داراي كمترين مقـدار و    pH=4 تكرار از فراپاليش در 3انجام 

  .  داراي بيشترين مقدار استpH =5/3ر د
مقدار نيتروژن غيرپروتئيني محلول كنـسانتره پروتئينـي        

  ).3شكل (پنير فراپالايش شده مشخص شد  آب
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درصد نيتروژن غير پروتئيني محلول كنسانتره . 3شكل

   فراپالايشپنير پس از عمل پروتئيني آب
  

ير پـس   پن  مقدار پروتئيني محلول كنسانتره پروتئيني آب     
مـشخص شـد    ). 2جدول  (از انجام عمل فراپاليش تعيين شد       

و كمترين مقـدار آن در       pH=5/4بيشترين مقدار پروتئين در     
5/3=pH به دست آمد . 

آلانين محلول كنسانتره پروتئيني      مقدار اسيد آمينه فنيل   
 آمـده  3پنير فراپالايش شده پس از سه تكـرار در جـدول             آب

  . است
 و pH=4 گليكوماكروپپتيــد در بيــشترين درصــد خلــوص

  .)4جدول  ( تعيين شدpH=5/4كمترين خلوص در 
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مقدار پروتئين حقيقي محلول كنسانتره . 2جدول 
  پنير پروتئيني آب

 pH درصد پروتئين

54/2 5/3 

03/3 4 

48/3 5/4 

  
آلانين محلول  مقدار اسيد آمينه فنيل. 3جدول 

  *پنير فراپالايش شده كنسانتره پروتئيني آب
 ppm( pH(آلانين  فنيل

691a 5/3 
670a 5/3 
603a 5/3 
523b 4 
464b 4 
372b 4 
801c 5/4 
780c 5/4 
746c 5/4 

 آمـاري  اخـتلاف  داراي انـد  شـده  داده نـشان  غيرمـشابه  حـروف  بـا  كه اعدادي*
  )>05/0p(داري هستند  معني

  
 درصد خلوص گليكوماكروپپتيد استحصالي بر .4جدول 

  آلانين مبناي اسيد آمينه فنيل
 pH درصد خلوص گليكوماكروپپتيد

24/95a 5/3 
39/95a 5/3 
85/95a 5/3 
40/96b 4 
80/96b 4 
25/97b 4 
49/94c 5/4 
63/94c 5/4 
86/94c 5/4 

  

  بحث •
مقـدار اسـيد آمينـه      : آلانـين   مقدار اسـيد آمينـه فنيـل      

 واحد  14539پنير    آلانين در پودر كنسانتره پروتئين آب       فنيل
مقدار اين اسيد آمينه پس از انجام       . در هر ميليون تعيين شد    

 واحد در هر ميليون كـاهش يافـت         400فراپاليش به كمتر از     
  ).3شكل (

آلانـين در محلـول       بالا بـودن مقـدار اسـيد آمينـه فنيـل          
لاوه بـر   هـاي مختلـف ع ـ      PHفراپالايش شده به خـصوص در       

ها يـا پپتيـدهاي ديگـري         گليكوماكروپپتيد، به دليل پروتئين   
آلانين به شكل غيـرآزاد       نيز هست كه داراي اسيد آمينه فنيل      

آلانـين در   مقدار اسيد آمينه فنيل  بالا بودن   ). 3جدول  (بودند  
5/4= pHتوان چنين توجيه كرد كـه اولاً بخـش اعظـم     را مي

اپـالايش بازيافـت نـشده      گليكوماكروپپتيد توسـط فراينـد فر     
است؛ زيرا چون نقطـة ايزوالكتريـك بـراي گليكوماكروپپتيـد           

ــاً در 4حــدود  ــا pH =5/4 اســت، ثاني -احتمــال حــضور آلف
فراپالايش شده  پنير  آب)Permeate(لاكتالبومين در ترواويده 

 امـا در    .آلانين اسـت    وجود داشته كه حاوي اسيد آمينه فنيل      
5/3= pH هـا و گليكوماكروپپتيـد    ئينچون ساختار همه پـروت

آلانين بـه     اسيد آمينه فنيل  گيرد، مقداري   ثير قرار مي  تأتحت  
با توجه به اين كـه هـدف اصـلي از           . شودشكل آزاد ظاهر مي   

تـرين مقـدار اسـيد آمينـه          اين تحقيق، دسـتيابي بـه پـايين       
 pH=4 بـراي ايـن منظـور    pH ترين  آلانين بود، مناسب فنيل
  .است

يـدي  پپت   گليكوماكروپپتيـد پلـي    :وپپتيدمقدار گليكوماكر 
بنابراين، .  حاوي نيتروژن است   كازئين است كه  -مشتق از كاپا  

را به عنوان شاخـصي از   توان فاكتور نيتروژن غيرپروتئينيمي
  .مقدار گليكوماكروپپتيد برگزيد

 درصـد   pH=4يـابيم كـه در       درمـي  3با نگاهي به شـكل      
پنيـر در     پروتئيني آب نيتروژن غيرپروتئيني محلول كنسانتره     

. ترين حد خود قـرار دارد        در پايين  pH=5/4بالاترين حد و در     
بــا تعمــيم دادن درصــد نيتــروژن غيــر پروتئينــي بــه مقــدار 

رسيم كـه بـالاترين درصـد     گليكوماكروپپتيد، به اين نكته مي  
با استناد  . شود   حاصل مي  pH=4بازيافت گليكوماكروپپتيد در    

كولي گليكوماكروپپتيد به شدت بـه     به اين موضوع كه وزن مل     
pH      5/4 وابسته است؛ زيرا در=pH   گليكوماكروپپتيد پليمريزه 
رسد،  دالتون مي  45000شود و وزن ملكولي آن به حدود        مي

 چـون   pH=4امـا در    . درصد بازيافت آن كمترين مقدار اسـت      
 دالتون است،   10000وزن ملكولي گليكوماكروپپتيد كمتر از      

 pH=5/3در  ).8( بيــشترين مقــدار اســتدرصــد بازيافــت آن
ــين     ــالتي ب ــد ح ــت گليكوماكروپپتي ــد بازياف    وpH=4درص

5/4= pH  دارد كه احتمالاً گليكوماكروپپتيد به شكل ديمر يا
  .تريمر وجود دارد

، محتــواي پروتئينــي pHبــا كــاهش : محتــواي پروتئينــي
دليـل  . يابدپنير كاهش نيز مي     محلول كنسانتره پروتئيني آب   

پنيـر   هاي آب  روي شكل طبيعي پروتئين pHثير  تأتغيير،  اين  
هـا از     هـاي دوم و سـوم و خـارج شـدن آن             به ويژه ساختمان  

از روي ميانگين محتواي پروتئين حقيقي . شكل طبيعي است
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١٤

توان اسـتنباط كـرد كـه محتـواي           محلول فراپالايش شده مي   
پروتئيني آن در حد مناسبي قـرار دارد و بـا وجـود نداشـتن               

آلانين، از اين نظر بـراي بيمـاران مبـتلا بـه              د آمينه فنيل  اسي
  . كتونوريا ارزشمند است فنيل

 هـدف از ايـن تحقيـق، يـافتن     :خلوص گليكوماكروپپتيـد  
  pH=4آلانـين بـود و        تـرين سـطح اسـيد آمينـه فنيـل           پايين

به ايـن دليـل كـه اولاً در         . شود   محسوب مي  pHترين    مناسب
5/4=pH ــم گليكوماكرو ــش اعظ ــد    بخ ــط فراين ــد توس پپتي

شــود و نقطــة ايزوالكتريــك بــراي  فراپــالايش بازيافــت نمــي
احتمـال  pH =5/4 است، ثانياً در 8/3گليكوماكروپپتيد حدود 

ــروتئين  ــضور پ ــا  ح ــد آلف ــايي مانن ــا -ه ــالبومين و بت  -لاكت
. فراپالايش شده وجود دارد پنير لاكتوگلوبولين در تراويده آب

  . آلانين هستند نه فنيلها حاوي اسيد آمي اين پروتئين
پنيـر فراپـالايش شـده در         محلول كنسانتره پروتئيني آب   

4=pH          شـكل  ( بالاترين درصد نيتروژن غير پروتئينـي را دارد
نيتروژن غيـر پروتئينـي محلـول تـازه      جا كه مقدار از آن). 3

احتمـالاً   درصـد اسـت،   4/0پنير فقط  كنسانتره پروتئيني آب
روژن غيــر پروتئينــي محلــول نيتــ تــوان افــزايش مقــدار مــي

پنيـر را پـس از انجـام فراپـالايش بـه              كنسانتره پروتئيني آب  
 ملكـول  pH=4جـا كـه در    از آن .گليكوماكروپپتيد نسبت داد

اي از    گليكوماكروپپتيد بار اصلي خـود و بـه دنبـال آن، لايـه            
تـر    هاي آب را از دست داده، وزن ملكولي آن به پـايين             ملكول

در اين شرايط گليكوماكروپپتيد از  .رسد مي كيلودالتون10از 
كنـد و      كيلودالتون به راحتي عبـور مـي       10غشاي فراپالايش   

ــا در وارد تراويـــده مـــي ــود، امـ  كـــه ملكـــول pH=5/4شـ
گليكوماكروپپتيد به صورت پليمريزه است و وزن ملكـولي آن          

 دالتون است، كمترين مقدار ممكـن از آن بـه           45000حدود  
در ايـن   . شرايط متفاوت استpH=5/3در  .ابدي تراويده راه مي

pH          10000 ملكول گليكوماكروپپتيد وزن ملكـولي كمتـر از 
آيـد و   مي  دالتون دارد، ولي احتمالاً به شكل غيرگليكوزيلي در       

تـر از     به همين دليل، درصد بازيافت گليكوماكروپپتيد پـايين       
پنير روي   محلول كنسانتره پروتئيني آبpH حالتي است كه 

  .شود  تنظيم مي4
با تكيه بر اين مطلب كه هدف كاربردي اين تحقيق، بـه             

مينة دست آوردن گليكوماكروپپتيد با حـداقل مقـدار اسـيد آ          
آلانين است، مبناي خلوص گليكوماكروپپتيـد را ميـزان           فنيل

بـه همـين دليـل      . گيـريم آلانين درنظر مـي     اسيد آمينه فنيل  
 كنـسانتره پروتئينـي     آلانـين پـودر     مقدار اسيد آمينـه فنيـل     

ميزان اسيد آمينه   . گيري شد   ه   انداز HPLCپنير با دستگاه      آب

 گرم در   14539پنير    آلانين پودر كنسانتره پروتئيني آب      فنيل
 واحـد در هـر ميليـون بـه     14539 گرم و به عبارتي  100هر  

براي محاسبه خلوص گليكوماكروپپتيد بر مبنـاي   .دست آمد
آلانين   لانين، ميزان اسيد آمينه فنيل    آ  ميزان اسيد آمينه فنيل   

پنيـر فراپـالايش شـده از كـل           محلول كنسانتره پروتئيني آب   
آلانـين پـودر كنـسانتره پروتئينـي          ميزان اسيد آمينـه فنيـل     

پنيــر كــم شــده و حاصــل بــر كــل ميــزان اســيد آمينــه   آب
 .پنيـر تقـسيم شـد    آلانين پودر كنسانتره پروتئينـي آب  فنيل

يد به دست آمده بر مبناي اسيد آمينه        خلوص گليكوماكروپپت 
 4آلانين را بعد از انجام سه تكرار فراپـالايش در جـدول               فنيل

  . نشان داده شده است
 pHبــين خلــوص گليكوماكروپپتيــد استحــصالي در ســه 

ــي  ــتلاف معن ــاوت اخ ــد   متف ــشاهده ش ــدول (داري م ).  4ج
Berrocalو  Neeserكــــازئينو  فراينــــد توليــــد تجــــاري 

وپپتيـد بـر پايـه ترسـيب حرارتـي را از كنـسانتره              ماكر گليكو 
پنير كه مقداري از لاكتوز آن گرفته شـده اسـت،        پروتئين آب 
 15/0 حاوي   pH=6پنير با     آب% 10ها محلول     آن. ارائه كردند 

 C° 90 سـاعت بـا دمـاي        1درصد كلريد كلسيم را به مـدت        
حرارت دادند، سپس براي تغليظ فاز آبي بـه دسـت آمـده از              

ــيوه  ــد ش ــتفاده كردن ــالايش اس ــالص . فراپ ــراي خ ــازي ب س
.  رسـاندند  5/4 را با استفاده از اتانول به        pHگليكوماكروپپتيد  

 گـزارش  %84هـا   توليدي توسط آن خلوص گليكوماكروپپتيد
  .شد

ــال ــراي  Tanimoto 1991در س ــاران روشــي را ب  و همك
پنيـر بـر پايـه فراپـالايش در           بازيابي گليكوماكروپپتيـد از آب    

ــادي ــدpHر مختلــف مق ــه كردن ــن عمــل را در  آن.  ارائ ــا اي   ه
2/0± 5/3 =pH     و دماي C° 50    20000 با اسـتفاده از غـشاي 

% 80هـا توليـد گليكوماكروپپتيـد بـا           آن. دالتوني انجام دادند  
 و همكاران Outinen 1995در سال   .خلوص را گزارش كردند   

اي را بر پايـه ميكروفيلتراسـيون بـا سـتون رزيـن               روش ساده 
بادل يوني بر پايه پلي استايرن را براي جداسازي پپتيدها از           ت

در ايـن روش    . پيشنهاد كردنـد  )  Emmental(پنير امنتال     آب
 تـا   70پنير جدا شده و خلوص آن         گليكوماكروپپتيد آب %  70
ــد   80 ــت آم ــه دس ــد ب ــال  . درص  و Doultani 2003در س

همكــاران روشــي را بــر پايــه تبــادل يــوني بــراي جداســازي 
ها   آن. پنير ارائه كردند    پروتئين آب لة يكوماكروپپتيد از ايزو  گل

با استفاده از ستوني كه با رزين تبادلگر آنيوني دانـه درشـت             
Q-Sepharose      رشده بود، توانـستندگليكوماكروپپتيـد  % 96 پ
  .را بازيافت كنند
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15 
ترين روش فراپالايش     در پژوهش حاضر با طراحي مناسب     

 رين درصد خلوص گليكوماكروپپتيد    بهينه، بيشت  pHو اِعمال   
  .حاصل شد

 بـراي اسـتخراج     pHترين    دهد كه مناسب    نتايج نشان مي  
 اسـت زيـرا هـم از نظـر درصـد بازيافـت       4 گليكوماكروپپتيد

پنير و هم از نظر مقـدار اسـيد آمينـه         گليكوماكروپپتيد از آب  
كتونوريا   آلانين كه در رژيم غذايي بيماران مبتلا به فنيل          فنيل
با انجـام فراينـد     .  است، بهترين نتيجه حاصل شده است      مهم

توان مي pH=4پنير در مقياس صنعتي در        فراپالايش روي آب  
يك منبع غذايي جديد كه هم حـاوي پـروتئين اسـت و هـم               

آلانين دارد، براي بيماران مبـتلا      مقدار كمي اسيد آمينه فنيل    
ن منبـع   لازم به ذكر است كه اي ـ     . كتونوريا توليد كرد    به فنيل 

آلانـين كـم و       پروتئيني با وجود دارا بودن مزيت مقدار فنيـل        
غنــي بــودن از لحــاظ اســيدهاي آمينــه ضــرورري ترئــونين، 

 ايزولوسين، والين، ليـزين و لوسـين، فاقـد اسـيدهاي آمينـه            
شود كه به منظور استفاده       پيشنهاد مي . آروماتيك ديگر است  

يني بايد اين نقص    از گليكوماكروپپتيدها به عنوان منبع پروتئ     
ي سـنتزي   در نظر گرفته شود و لازم است اسـيدهاي آمينـه          

تريپتوفان و تيروزين به اين منبع پروتئيني اضـافه شـوند تـا             
 . نياز بيماران به اين اسيدهاي آمينه تأمين شود

پنير كه محـصول   علاوه بر اين، ضمن رفع مشكل دفع آب     
هاي لبنـي ارزش      سازي است، براي كارخانه     جانبي فرايند پنير  
پنير فراپـالايش شـده طعـم و مـزه      آب .شود افزوده ايجاد مي

هاي غذايي    خوبي دارد و امكان توليد طيف وسيعي از فراورده        
. كراكـر وجـود دارد   بيـسكويت و  بر پايه آن مانند نوشـيدني، 

هــاي آتــي بــر روي توليــد  شــود كــه پــژوهش پيــشنهاد مــي
كتونوريـايي    رن فنيـل  محصولات داخلي از اين ماده براي بيما      

  .متمركز شود
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Background and Objective: Phenylketonuria (PKU) is a genetic disease. Patients suffering from PKU 
must adhere to a lifelong low-phenylalanine diet. Glycomacropeptide (GMP) is a unique source of protein 
for PKU patients, because it contains no phenylalanine. The objective of this study was to extract GMP 
from whey and  purify it in order to obtain  a product with a minimum  phenylalanine content. The 
ultrafiltration membrane technology was used to separate GMP from the whey protein 
concentrate solution at different pH values. 

Materials and Methods: Two ultrafilteration disc membranes with 50 and 10 kDa cut-off were used to 
extract glycomacropeptide from a solution of whey protein concentrtae (10% protein w/v).The 
experiments in triplicates were performed at the ambient temperature (25±2 °C) and  a  pH of 3.5, 4 or 4.5. 
The diafilteration technique was used for purification of glycomacropeptide in both ultrafilteration phases; 
the protein, phenylalanine, and non-protein nitrogen (NPN) contents were measured. 

Results: The phenylalanine and NPN contents of the ultrafiltered whey at a pH of 4 were at the lowest and 
highest level, respectively, indicating the high purity and recovery rate of glycomacropeptide.  

Conclusion: Sweet whey, the major type of whey produced in the country, is the best alternative available 
for producing a new food source for phenylketonuria patients. 

Keywords: Extraction, Glycomacropeptide (GMP), Phenylketonuria, Purification, Whey 
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