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 چکیده

دار کردن پوششضمن این تحقیق در  از ریزپوشانی پروتئاز مورد توجه محققان صنعت غذا است. استفادهتسریع رسیدن پنیر با 

بر  pH اثر دما و .دقبل و بعد از ریزپوشانی مقایسه شخواص سینتیکی آنزیم به روش حرارتی؛ لیپوزوم با ورزیم فلیآنزیم 

 %(w/v) زانبا فسفاتیدیل کولین، فلیورزیم و کلسترول به ترتیب به میلیپوزوم  شد.بررسی طرح مرکب مرکزی با فعالیت آنزیم 

لوسین پی  -فعالیت آنزیم بر اساس سرعت واکنش آنزیم با ماده اولیه ال گیریاندازه ه شد.تهی 225/0و  675/0، 500/4

ه منتن و بیشین-ثابت میکائیلسدار معنیوم موجب افزایش دار کردن آنزیم درون لیپوزپوششنشان داد نتایج د. بونیتروآنیلید 

. بررسی پایداری حرارتی کندمینایجاد بهینه آنزیم  دماو  pHدر  یدارمعنیتغییر اما  ،(>05/0P) شودسرعت آنزیم فلیورزیم می

 C°75و  65. در دمای ماندساعت پایدار  6به مدت  C°35شده در دمای  دارنشان داد که آنزیم پوششروش سطح پاسخ با 

زایش و در اف 8و  pH 7دار در آنزیم پوششپایداری کاهش یافت. آنزیم آزاد به نسبت دار پایداری حرارتی فلیورزیم پوشش

روند  اما مقایسه نداشتاری دمعنیلیپوزوم تفاوت  در خواص سینتیکی آنزیم قبل و بعد از پوشش .اهش یافتک یشرایط اسید

باشد. لذا میی در آنزیم لیپوزمکازئین  جیدار شده حاکی از پروتئولیز تدریششهای حاوی آنزیم آزاد و پوپروتئولیز در نمونه

 است.با هدف تسریع رسین پنیر از دار کردن آنزیم پروتئاستفاده از روش حرارتی راهکاری مناسب جهت پوشش
 

 لیپوزوم، پارامترهای سینتیکی، دار کردنپوشش ورزیم،فلی: کلیدی واژگان
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 مقدمه

های شیمیایی استت ترین پدیدهرسیدن پنیر یکی از پیچیده

که در رابطه با هضم آنزیمی ترکیبات اساسی لخته اتفتا  

افتتتد. متتاده اولیتته در رستتیدن پنیتتر، کتتازئین،  ربتتی و می

-بیتو باشد. با وقتو  واکنشتهایترکیبات محلول شیر می

واکنشتتهای گلیکتتولیز، لیپتتولیز و  شتتیمیایی رستتیدن پنیتتر

دهد به این ترتیب لختته کته پروتئولیز در لخته پنیر رخ می

ایتن ایجتاد با  باشددر آغاز سفت و بدون عطر و طعم می

ای با عطتر، طعتم، بافتت و رنتف متفتاوت تغییرات به لخته

 هتای تستریع رستیدن پنیتردر بتین روششود. تبدیل می

پروتئاز روشی منطقتی و مقترون آنزیم دار کردن شپوش

طور بتتهتتتوان بتته ایتتن روش میزیتترا  استتت،بتته صتترفه 

 پروتئتتولیز را هدفمنتتد کنتتترل نمتتود.میتتزان اختصاصتتی 

کارگیری آنتزیم آزاد بته منرتور تستریع رستیدن پنیتر به

موجتتب ازدستتت رفتتتن بختتش عمتتده آنتتزیم در آ  پنیتتر 

بقاء بیشتر آنتزیم  دار کردن آنزیم موجبشود. پوششمی

به کارگیری لیپوزوم هتای شود. در ساختار لخته پنیر می

کتتازئین را از  تحتتاوی پروتئازهتتا در پنیرموجتتب محافرتت

ممانعت از افت  ،در نتیجه وهیدرولیز سریع در حین تولید 

 بهبتود های کتازئین در نتیجتهمیسلراندمان پنیرسازی و 

، محمدی 2007 همکاران آنجانی وشود )میعملکرد آنزیم 

(. اخیترا تحقیقتاتی در زمینته پوششتدار 1391و همکاران 

پروتئازهتتای تستتریع کننتتده رستتیدن پنیتتر ماننتتد  کتتردن

 همکتاران الخلت  وکیمتوزین، فلیتورزیم، کیموتریپستین )

 همکتاران کتوسس و و 2007 همکتاران  انتف و و 1989

 همکتتاران سلتتوی و و 2003 همکتتاران و خیتتدر و 2007

 پیکتتون و ،1989 همکتتاران الخلتت  وئینتتاز )(، پروت1998

( در 2003 همکتتتاران و خیتتتدر( لیپتتتاز )1995 همکتتتاران

لیپوزوم، کاراگینان و  ربتی شتیر انجتام پذیرفتته استت. 

 باشند کته بتهلیپوزومهای ساختارهای دوگانه دوستی می

متورد عنوان حاملهتای مناستب ترکیبتات صتنایع غتذایی 

 همکتاران مرفتری و ،2001 کلترگیرنتد )استفاده قترار می

استتتتفاده از روش حرارتتتتی بتتته منرتتتور تولیتتتد (. 2008

دهنده شتتامل هیدراتاستتیون ترکیبتتات تشتتکیل لیپتتوزوم،

لیپوزوم در یك محیط آبی، و بته دنبتال آن حترارت دادن 

 C120°( تتتا v/v %3ایتتن ترکیبتتات در حضتتور گلیستترول )

( یتتتك :3.4.11.1ECفلیتتتورزیم ) .(2005 مرفتتتری) استتتت

یتتده از پروتئتتاز و پپتیتتداز قتتار ی استتت کتته مخلتتوپ پیچ

از این آنتزیم بته شود. تولید می آسپرژیلوس نیجرتوسط 

دهنتده طعتم در رستیدگی پنیتر عنوان یتك آنتزیم افزایش

هایی ماننتد ژسن، شود. این آنتزیم در پوشتشاستفاده می

ه ذو  بتتتاس، کاراگینتتان،  ربتتی شتتیر بتتا نقطتت -کاپتتا

و  ستتتفاده از پرولیپتتوزومشتتده بتتا ا هتتای تولیتتدلیپوزوم

( 2013روش حرارتی اصلاح شتده ) جهتادی و همکتاران 

 کایلاستاپاتی و و 2003 همکتاران و خیدر) دار شپوشش

و  دمتاو  pHررسی و مقایسه پروفایتل . ب(2005 همکاران

دار شتده ثابت سینتیکی آنزیم به صتورت آزاد و پوشتش

اده دار کردن مورد استتفجهت تعیین کارائی روش پوشش

(. در ایتن مطالعته از روش 2005 بویاستیگیترد )می قرار

 (2013حرارتی اصلاح شده توستط جهتادی و همکتاران )

دار کردن لیپوزومی آنزیم فلیورزیم استفاده جهت پوشش

و دمتا شد. سپس مشخصات سینتیکی آنزیم مانند، بهینته 

pH دار شتتده و آزاد بتتا استتتفاده از روش آنتتزیم پوشتتش

ی مورد بررستی قترار گرفتت. همچنتین طرح مرکب مرکز

مطالعته شتد. در نهایتت، تغییترات  pHپایداری حرارتی و 

انتتدیس عمتتق پروتئتتولیز و شتتاخل پروتئتتولیز در شتتیر 

دار شده مورد مقایسته قترار حاوری آنزیم آزاد و پوشش

 گرفت.
 

 هامواد و روش

فسفاتیدیل کولین و کلسترول از شرکت در این پژوهش 

Acrossو تریتون  ، گلیسرولX-100  از شرکتSigmaال ،-

تهیه شد. آنزیم  Fulkaاز شرکت  1لوسین پی نیتروآنیلید

هدیه گرفته شد. کلیه مواد  Novozymeشرکت از  2فلیورزیم

مورد استفاده در سایر آزمایشات از شرکتهای تجاری و با 

آ  مورد درجه آنالیزی بود. جهت ساخت محلولها از

                                                           
1 L-leucine-p-nitroanilide 
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 Milli Q (Millipore, USA)ه آ  تصفیدستگاه  از استفاده

 استفاده شد.

 تولید لیپوزوم محتوی فلیورزیم

جهادی  توسط شده صلاحبه شیوه حرارتی ا لیپوزومتولید 

توسط  لیپوزوم هاانجام پذیرفت.  (2013) و همکاران

به  به ترتیب فسفاتیدیل کولین، فلیورزیم و کلسترول

شد. ساخته  %225/0و  5/4%، 675/0%( W/Vمیزان)

( C120°لیسرول در دمای باس )گ %12کلسترول در محلول 

لیپوزوم )شامل فسفاتیدیل  هحل شد. اجزاء تشکیل دهند

 01/0بافر لسترول( همزمان به محلول آنزیم )کولین و ک

به مدت مخلوپ اضافه شد.  C40°( در pH 6موسر تریس در 

دور در دقیقه  900با سرعت  C40°دقیقه در دمای  30

(HCR2, Gerhardt, Germany مخلوپ شد. محصول نهایی )

نگهداری و سپس مورد  C4°دقیقه در دمای  30به مدت 

 .آزمون قرار گرفت

 دار شده از آنزیم آزادجداسازی آنزیم فلیورزیم پوشش

های مربوپ به آنزیم فلیورزیم قبل از انجام آزمون

ر باید آنزیم های آزاد جدا شود. بدین منرو ،دار شدهپوشش

در  C4° دقیقه در دمای 75محصول نهایی به مدت 

آ  دیونیزه  جداسازی سپس با g× 43000اولتراسانتریفوژ 

تکرار  رریفوژ شد. این فرایند سه باشستستو و مجددا سانت

میل لیتر رسانده  5رسوبات حاصل به حجم شد. در نهایت 

 .(2003، خیدر و همکاران 2013)جهادی و همکاران  شد

 آنزیمالیت بررسی فع

فعالیت آنزیم بر اساس سرعت واکنش آنزیم با ماده اولیه 

میلی لیتر از  1د. وسین پی نیتروآنیلید سنجیده شل -ال

X-100 (2% )میلی لیتر تریتون  1آزاد با دار و آنزیم پوشش

دار شده تخریب شود. تا غشاء لیپوزوم پوشش شدمخلوپ 

µL 80 محلول آنزیم فلیورزیم را با µ840  بافر تریس به مدت

 µL 80مخلوپ شد. سپس به آن  C40°دقیقه در دمای  10

 لوسین پی نیتروآنیلید در الکل مطلق(-ال mµ 24سوبسترا )

جذ  مخلوپ فو  در دقیقه در طول  تغییراتاضافه شد و 

تومتر در دقیقه توسط دستگاه اسپکتروف nm 405موج 

(Secomam XTD5, Farance سنجش )یم به . فعالیت آنزشد

 ه در دقیقهدشآزاد  یصورت میکرومول سوبسترا

(mL.µmol/min) پی نیتروآنیلین  1ضریب خاموشی .بیان شد

 همکاران آنجانی و) است 9/9برابر با  nm 405در طول موج

2007). 

دار آنزیم آزاد و پوششفعالیت و دما بر  pHاثر بررسی 

  شده در لیپوزوم

توسط روش سطح پاسخ بر فعالیت آنزیم  دماو  pHتاثیر 

های متغیر ( مورد بررسی قرار گرفت.2)طرح مرکب مرکزی

 . فعالیتاست (C62 -12°) دماو  pH (9-7) تقل عبارت ازمس

نسبی آنزیم )%( به عنوان متغیر پاسخ طرح درنرر گرفته 

به همراه نتایج  شد. ماتریکس مرکب مرکزی طراحی شده

و پوشش دار  فعالیت نسبی آنزیم آزادمتغیرهای پاسخ )

-Designآورده شده است. از نرم افزار  1شده( در جدول 

Expert  جهت طراحی و ارزیابی متغیرهای 7.1.3ویرایش 

 انف و  ،1989)الخل  و همکاران  آماری استفاده شد

 .(2007کوسس و همکاران  ،2007همکاران 

( در آنزیم atcKو  mK ،maxVهای سینتیکی )پارامتر بررسی

 یلیپوزومآزاد و 

دار با برای فلیورزیم آزاد و پوشش 3منتن-میکائیلس ثابت

گیری سرعت واکنش آنزیم با غلرتهای مختل  اندازه

 گیری شداندازه  8pH در mµ 2-5/0 سوبسترا در محدوده

. ثابت میکائیلیس توسط ارزیابی نتایج مطابق (2002 ویتاکر)

 catKسبه محاسبه شد. برای محا 4برگ-با معادله سینویور

 دفورد اندازه گیری شدامیزان پروتئین مطابق روش بر

 .(1976 بردفورد)

دار شييده در بررسييی پایييداری آنييزیم آزاد و پوشييش

 های مختلفpHلیپوزوم تحت تاثیر 

دار شده در ، آنزیم آزاد و پوششpHجهت بررسی پایداری 

)بافر فسفات و سیترات سدیم( در M 01/0بافر مخلوپ 

 7به مدت  5و  6، 7، 8های  pHدر معرض  C35° دمای

 .ساعت قرار گرفت

                                                           
1 Extinction coefficient 
2 Central composite design 
3 Michaelis-Menten 
4 Lineweaver-Burk 
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فلیورزیم در حالت آزاد  آنزیم پایداری حرارتیبررسی 

 دار شده در لیپوزومو پوشش

به منرور بررسی پایداری حرارتی، محلول آنزیمی به 

 6دار شده در لیپوزوم به مدت صورت آزاد و پوشش

ر گرفته و در قرا C55°و  45، 35 ماساعت تحت تاثیر د

رور همچنین به من .برداری شدفواصل یك ساعته نمونه

های باس، مابررسی پایداری حرارتی آنزیم فلیورزیم در د

محلول آنزیمی در هر دو شکل، به مدت یك ساعت در 

نگهداری شد، و به فاصله ده  75و  C55 ،65°های دما

 .برداری انجام گرفتایی نمونهدقیقه

وسیله آنزیم فلیورزیم آزاد  وتئولیز بهمقایسه روند پر

 دار شده و پوشش

به منرور مقایسه روند پروتئولیز در نمونه حاوی آنزیم 

های پروتئولیز دار شده در لیپوزوم، شاخلآزاد و پوشش

شاملتغییرات ازت محلول در تری کلرواستیك اسید در هر 

و  (TCA- SN/TN) لحره نسبت به زمان صفر به ازت کل

یرات ازت غیر کازئینی در هر لحره نسبت به زمان صفر تغی

حاوی  در شیر بازسازی شده (WSN/TN) به ازت کل

دار شده در لیپوزوم، آنزیم فلیورزیم آزاد و پوشش 03/0%

در سه زمان صفر، یك و  هار ساعت از زمان انکوباسیون 

گیری شد. با استفاده از روش کلدال اندازه C30°ها در نمونه

اده از با استف TN/ WSNو  TN/TCA- SNگیری زهاندا

 123/920های و به ترتیب شماره AOAC 2002های روش

 و 2005 همکاران و رودریگز) انجام گرفت 05/998و 

 .(1997 همکاران هیتمن و

 آماریطرح 

ای از تکنیکهای ریاضی و مجموعهروش سطح پاسخ 

رآیندی که که برای مدلسازی و تحلیل پاسخ ف آماری است

 و سبا) مفید است ،باشدتحت تأثیر  ندین متغیر می

( CCDطرح مرکب مرکزی ). (2010و کلینن  2007همکاران 

که عبارت از طرح عاملی یا عاملی کسری )کدبندی شده با 

نقطه  ncنقطه محوری و  2kبا الحا  ( ±1نماد معمول 

کد شده  nX, …, 2, X1Xفاکتور  kبرای است و  1مرکزی

                                                           
1 Center point 

( مستقر بر رئوس مکعب، نقاپ k2)2نقاپ عاملی :است

در مرکز صفحات مکعب و نقاپ مرکزی در مرکز  3محوری

 د:شمحاسبه  1فرمول ( با Nتعداد کل نقاپ طرح ) مکعب.

N = 2k + 2k + C0                                                   )1( 

k 0ها و د متغیرتعداC این . باشدتعداد نقاپ مرکزی می

با که  باشددوم می درجهمتداول رویه پاسخ  روش طرح

 ند نقطه مرکزی از طرح دو  افزودن نقاپ محوری و یك یا

ده است. در این طرح متغیرها در سه سطح حاصل شعاملی 

)خسروی شوند تعری  می+( 1 ،0،-1)زیاد کم، متوسط و 

در  CCDعوامل طرح سطوح . (2008ران دارانی و همکا

 دماو  pHمتغیر های مستقل  نشان داده شده است. 1جدول 

فعالیت نسبی آنزیم )%( به عنوان پاسخ طرح درنرر بوده و 

ر میانگین د همقایس شد.با سه تکرار انجام و تیمارها گرفته 

نمودارها و انجام  SAS:9با نرم افزار  %95سطح اطمینان 

 رسم شد. 2007 نسخه Microsoft Office Excelتوسط 
 

 نتایج و بحث

جهادی و )آنزیم فلیورزیم با روش حرارتی اصلاح شده 

ی دار شد. کارایپوشش %9/21( به میزان 2013همکاران 

پوشانی به عنوان میزان آنزیم فعال محبوس شده در ریز

دار شده و غیر لیپوزوم نسبت به کل فعالیت آنزیم پوشش

 (.2013شود )جهادی و همکاران اسبه میدار محپوشش

دار شده و دما آنزیم آزاد و پوشش pHبررسی پروفایل 

 در لیپوزوم

های کاتالیز شده آنزیمی تحت تاثیر تغییرات سرعت واکنش

pH های گیرد. جایگاه فعال آنزیم از گروهو دما قرار می

های یونی فو  در یونی تشکیل شده است. قرارگیری گروه

گاه مناسبی موجب حفظ شکل مناسب آنزیم و در نهایت جای

شود )رودریگز و همکاران  واکنش بهتر آنزیم با سوبسترا

(. اختلاف در فعالیت آنزیم فلیورزیم آزاد و 2005

و دما با  pHدار شده در لیپوزوم به عنوان تابعی از پوشش

استفاده از طرح آماری رویه پاسخ و مرکب مرکزی بررسی 

                                                           
2 Factorial point or cube point 
3 Axial point or star point 
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به ترتیب نمودار کانتور و سه بعدی مربوپ به  1شکل شد. 

دهد. دار شده در لیپوزوم را نشان میآنزیم آزاد و پوشش

واضح است که در هر دو فرم، فعالیت آنزیم به تغییرات دما 

بر روی  pHباشد. همچنین اثر می pHتر از تغییرات حساس

تر از محسوس C62°های باس مانند فعالیت آنزیم در دما

شود که های پایین بوده است. در نهایت استنباپ میماد

استفاده از روش حرارتی یا همان روش مرفری در 

 pHریزپوشانی آنزیم فلیورزیم رفتار آنزیم را در محدوده 

و دما مورد بررسی تحت تاثیر قرار نداده است، و هر دو 

 اند.ایی را در این محدوده دنبال کردهفرم آنزیم رفتار مشابه

( در آنزیم catKو  mK ،maxVهای سینتیکی )تعیین پارامتر

 دار شده در لیپوزومآزاد و پوشش

دار کردن به دراین مطالعه جهت ارزیابی اثر فرایند پوشش

روش حرارتی بر فعالیت آنزیم، پارامترهای سینتیکی آنزیم 

، از طریق محاسبه catKو  mK،maxVدار شده فلیورزیم پوشش

 های مختل  سوبسترانزیمی در غلرتسرعت واکنش آ

آنزیم ) ، تعیین و با نمونه کنترل(موسرمیلی 2/0 تا 05/0)

 .مقایسه شد( آزاد

 

 اتریکس مرکب مرکزی برای متغیر پاسخ فلیورزیم آزاد و پوشش دار شدهم -1جدول 

 )فعالیت آنزیم فلیورزیم(وابسته متغیر  متغیر مستقل 

 دار شدهپوشش ادآز (○C) ماد pH شماره نمونه

1 7 62 72 71 

2 8 37 46 41 

3 8 37 48 43 

4 8 37 52 46 

5 8 12 17 13 

6 7 37 40 34 

7 9 62 77 69 

8 8 62 100 100 

9 9 37 46 39 

10 7 12 16 12 

11 8 37 52 41 

12 8 37 51 43 

13 9 12 16 12 
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( توسط روش B( و آنزیم آزاد )Aدار شده درون لیپوزوم )نزیم فلیورزیم پوشش( بر فعالیت آ7-9) pH( و C○62 -12تاثیر دما ) -1کلش

 سطح پاسخ

 

منتن که برای تعیین پارامترهای سینتیکی  -معادله میکائیلس

آنزیم فلیورزیم استفاده شد یك رابطه هذلولی را بین 

های مختل  سوبسترا، در سرعت واکنش آنزیمی و غلرت

 نشان داد( دار شدهپوشش آزاد و) هر دو فرم آنزیم

ثابت میکائیلیس توسط ارزیابی نتایج مطابق با  (.2شکل)

 -برگ محاسبه شد. هر دو منحنی سینویور-معادله سینویور

دار شده در لیپوزوم با برگ در مورد آنزیم آزاد و پوشش

ای خطی را نشان ، رابطه996/0ضریب همبستگی باستر از 

 2ه هر دو فرم آنزیم در جدول مربوپ ب maxVو  mKدهد. می

نشان داده شده است. همانطور که نتایج حاصل از این 

دار کردن سبب افزایش دهد پوششآزمون نشان می

منتن  -( و ثابت میکائیلسmaxVماکزیمم سرعت واکنش )

(mKشده است. به جهت مقایسه دقیق ) تر ماکزیمم سرعت

ان یك دار شده به عنوواکنش در آنزیم آزاد وپوشش

( catKپارامتر مستقل از غلرت آنزیم قدرت کاتالیزوری از )

به میکرومول غلرت آنزیم در حجم  maxVکه حاصل از تقسیم

شود. همانطور که در می است استفاده 1مخلوپ واکنش

نشان داده شده است مقایسه قدرت کاتالیزوری  2جدول 

ر آنزیم در اث catKدر دو فرم آنزیم نشان دهنده افزایش 

 دار کردن است.فرایند پوشش

 

                                                           
1Interaction 

نمودار غلظت ماده اولیه در مقابل سرعت واکنش برای  -2شکل 

 ( و پوشش دار شده♦آنزیم فلیورزیم آزاد )

 

دار کردن آنزیم در اثر فرایند پوشش mKافزایش 

دهنده اطلاعاتی درمورد واکنش آنزیم با پوشش یعنی نشان

باشد )هیتمن و لیپوزوم و کاهش تمایل به سوبسترا می

(. سزم به ذکر است که همواره ملاك انتخا  1997همکاران 

تر )تمایل بیشتر به سوبسترا( پایین mKیك آنزیم در صنعت 

و در نتیجه شتا  بیشتر آنزیم در حضور سوبسترای کمتر 

کننده های تسریعباشد، اما در ریزپوشانی آنزیممی

اهداف کنترل سرعت رسیدگی پنیر با توجه به اینکه یکی از 

واکنش آنزیم با سوبسترا و در نتیجه جلوگیری از تولید 

مزه است )به عبارتی کاهش شتا  آنزیم( لذا پپتیدهای تلخ

رسد در اثر ریزپوشانی مطلو  به نرر می mKافزایش 

  (.2007)آنجانی و همکاران 



 433                                                                                           آن ینتیکيهاي سبر ویژگيو تاثیر آن مي آنزیم فلیورزیم لیپوزو دار کردنپوشش

گزارش کردند که  2005نوگالس و همکاران در سال 

به روش آبدهی )یداز در لیپوزوم بتاگاسکتوز پوشش

منتن و کاهش  -سبب افزایش ثابت میکائیلس (آبگیری

آنزیم  نیز ازی هنتایج مشاب د.شماکزیمم سرعت واکنش 

گزارش  (به روش آبدهی آبگیری) یگلوکزاکسیداز لیپوزوم

(. با 2004و رودریگز  2005رودریگز و همکاران د )ش

توان میحرارتی  روشدر حلال عدم استفاده از توجه به 

 را به آن نسبت دادفعالیت آنزیم در کاهش عدم بروز 

 (.2005)مرفری 

 

 دار شدهبرای فلیورزیم آزاد و پوشش catKو  mK ،maxVمیزان -2جدول 

 (mM)m K (µmol/min)maxV )1-(min catK 

 847±66 02/4×0±3-0003/10 44/0±03/0 آنزیم آزاد

 7041±556 09/6×0.0004±3-10 06/0±04/0 دار شدهآنزیم پوشش

 

 الف

 ب

 های مختلف pH( در بافر مخلوط در بدار شده لیپوزومی )( و پوششالف) آنزیم فلیورزیم آزاد pHپایداری  -3شکل 
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دار شييده در بررسييی پایييداری آنييزیم آزاد و پوشييش

 های مختلفpHلیپوزوم تحت تاثیر 

در  بررسی پایداری آنزیم فلیورزیم قبل و بعد از پوشش

 pHساعت در  هتار  7به مدت  C35°لیپوزوم، در دمای 

همتانطور کته  نشان داده شتده استت. 3در شکل  5تا  8

 دار شدهپوشش، آنزیم 8و  pH 7دهد در یشکل نشان م

ستتتتاعت  7در مقایستتتته بتتتتا آنتتتتزیم آزاد در طتتتتول 

، پایتتداری بیشتتتری را C35°گتتذاری در دمتتای گرمخانه

دار ، فعالیت آنتزیم پوشتشpH 7تر در طور دقیقدارد. به

، در حالیکته فعالیتت %96شده در پایان ساعت هفتتم بته 

فعالیتت  pH 8رستد. از طرفتی در می %89آنزیم آزاد به 

ساعت اول ثابتت استت و پتس از آن تتا  3آنزیم آزاد تا 

 فعالیتت این درحالی است کته .کندکاهش پیدا می 6/81%

کاهش پیدا  %96تا  ،در ساعت اولدار شده پوششآنزیم 

 ماند.می آزمون ثابت باقیپس از آن تا انتهای  .کندمی

 pH 5همچنین نتایج مربوپ به بررسی پایداری آنزیم در 

دار شتده در لیپتوزوم دهد که آنزیم پوششنشان می 6و

در ایتن دو در مقایسه با آنزیم آزاد پایتداری کمتتری را 

pH 1989ل دهتتد. الخلتت  و همکتتاران در ستتانشتتان می ،

 pHدر شیر با آنزیم حاوی ها گزارش کردند که لیپوزوم

 به نرردهند. اسیدی پایداری کمتری را از خود نشان می

و پتیش تیمتار حرارتتی کته استیدی  pHرسد شرایط می

انزیم در حین تولید لیپوزوم بته روش حرارتتی متحمتل 

شده است موجب کتاهش پایتداری ستاختاری آنتزیم در 

بنتایراین  های بدون پوشتش شتده استت. قیاس با آنزیم

دار شتده بته روش حرارتتی، در آنزیم فلیورزیم پوشش

pH  قلیتتایی در مقایستته بتتاpH  استتیدی دارای پایتتداری

 باشد.تری میمناسب

دار پایداری حرارتی فلیورزیم در حالت آزاد و پوشش

 شده در لیپوزوم

شده درلیپوزوم  دارپایداری حرارتی آنزیم فلیورزیم پوشش

 C35 ،45 ،55 ،65، 75°ی، در دماهای ترتولیدی به روش حرا

مانده ساعت بررسی و درصد فعالیت باقی 1به مدت  85و 

حرارتی هر دو شکل پایداری  4گیری شد. شکل آنزیم اندازه

همانطور که دهد. دمای مورد نرر نشان می ششآنزیم را در 

نشان داده شده است هر دو شکل آنزیم )پوشش  4در شکل 

گردد. می کاملا غیر فعال C 85°دار شده و آزاد( دردمای 

ساعت در  1دار شده در مدت پایداری حرارتی آنزیم پوشش

طوریکه باشد. بهزاد میکمتر از آنزیم آ 75و  C65°دو دمای 

 از فعالیت آن باقی C75 ،20%°شده در دمای دارپوششآنزیم 

 C65°گذاری در دمای ساعت گرمخانه 1پس از  اما ماندمی

دار شده .آنزیم پوششکندکاهش پیدا می %48فعالیت آن تا 

به مدت یك ساعت پایدار است.  55و  C 35 ،45°در دمای

گزارش کردند که بیش از  2011دینف و همکاران در سال 

های دار شده در نانولیپوزومفروس گلیسنات پوشش 50%

(، که در آ  REVتولید شده به روش تبخیر فاز معکوس )

°C100 دقیقه به محیط خارج  20اند در عرض نگهداری شده

در  1اییشوند. آزادسازی مواد هستهاز کپسول رهایش می

پسول به خواص ها به فضای خارج از کنانولیپوزوم

شود. لذا دینف و نفوذپذیری و تراوایی غشاء مربوپ می

های فروس گلیسنات را که تر مولکولهمکاران حرکت سریع

ها به محیط است، علت اصلی نشت آن دمای زیادناشی از 

. (2011 همکاران دینف و) خارج از کپسول قلمداد کردند

اران گزارشی مشابه در این خصوص توسط الخال  و همک

 2تر آنزیم نوترآز، مربوپ به آزادسازی سریع1989در سال 

های تولید شده به روش تبخیر دار شده در لیپوزومپوشش

ارائه شده است، بطوریکه او بیان دمای زیاد فاز معکوس، در 

تر از برابر بیش دو و نیم ،C40°کرد که رهایش این آنزیم در 

°C20 (1989 همکاران الخل  و) باشدمی. 

وسیله آنزیم فلیورزیم آزاد  مقایسه روند پروتئولیز به

 دار شده در شیرو پوشش

پروتئولیز مهمترین واکنش بیوشیمیایی در طتی رستیدگی 

(. 1993و ستتودا  2001پنیتتر استتت )سوستتا و همکتتاران 

گزارشات زیادی مبنی بر تسریع رسیدگی پنیر به وستیله 

ایتن ترتیتب  های ریزپوشانی شده و بهاضافه کردن آنزیم

های مربتتوپ بتته اضتتافه کتتردن جلتتوگیری از محتتدودیت

                                                           
1 Core material 
2 Neutrase 
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های آزاد وجتود دارد. دو شتاخل پروتئتولیز، ازت آنزیم

و ازت محلول در تری  WSN/TN 6/4برابر  pHمحلول در 

طور معمتتول در طتتی بتته TCA-SN/TNکلرواستتید استتتیك 

شتوند )آذرنیتا و همکتاران گیری میرسیدگی پنیر انتدازه

2011 .) 

دو پارامتر در سه نمونه شیر بازسازی شتده )حتاوی  این

 ربتتی( پاستتتوریزه، محتتتوی  %9/0متتاده خشتتك و  20%

دار شده در لیپتوزوم آنزیم فلیورزیم آزاد، پوشش 03/0%

 4و  1، 0زمتان ) 4و بدون آنزیم )نمونته کنتترل( در طتی 

گیری شتد. انتدازه C30°گذاری در دمای ساعت( گرمخانه

به اختتلاف درصتد ازت محلتول در  نتایج مربوپ 6شکل 

  آ( و ازت محلتول در TCA- SNتری کلرواستیك استید )

(WSN( به ازت کل )TN( را در هر لحره )ستاعت از  4و  1

گذاری( نسبت به زمان صفر، در سه نمونه زمان گرمخانه

 دهد. شیر مورد بررسی نشان می

نشان داده شده است اندیس هتای  5همانطور که در شکل 

 1تئولیز در نمونه های شیر بازسازی شده در زمتان پرو

گتذاری رونتدی فزاینتده را بته ساعت پس از گرمخانه 4و 

های شتیر حتاوی آنتزیم همراه داشته استت. کلیته نمونته

دار شتده در فلیورزیم،  ته در حالتت آزاد و  ته پوشتش

 4لیپتتوزوم دارای ستترعت پروتئتتولیز بتتاستری در طتتول 

، در مقایستته بتتا C30°دمتتای  گتتذاری درستتاعت گرمخانه

های پروتئتتولیز در های کنتتترل هستتتند. شتتاخلنمونتته

ساعت نگهتداری بته  4های حاوی آنزیم آزاد پس از نمونه

(. نتتایج >05/0Pباشتد )ها میتر از سایر نمونهشدت بیش

باره توستط خیتدر و همکتاران در ستال این ایی درمشابه

ت پروتئتولیز دست آمد او گزارش کرد کته سترعبه 2002

 های پنیتتر حتتاوی آنتتزیمدرطتتول دوره رستتیدگی نمونتته

های دار شده در لیپوزوم باستر از نمونتهفلیورزیم پوشش

 (. 2003کنترل بدون آنزیم است )خیدر و همکاران 

های حاوی آنزیم روند پروتئولیز تدریجی در نمونه

.سلوی و در مقایسه با آنزیم آزاد مشاهده شد دارپوشش

های حاوی پروتئولیز پنیر نمونه (1998)ران نیز همکا

های حاوی آنزیم کمتر از نمونه %30های لیپوزومی را آنزیم

 آزاد گزارش کردند.

تماس  این مشاهده به اثر مهاری لیپوزوم در نشت آنزیم و

 شود.مستقیم آن با سوبسترا )کازئین( مربوپ می

های آنزیمبنابراین با توجه به روند پروتئولیز تدریجی 

 رسد استفاده از آنزیم فلیورزیم دار شده، به نرر میپوشش

های تولید شده به روش دار شده در لیپوزومپوشش

های تواند مشکلات مربوپ به استفاده از آنزیمحرارتی می

 .آزاد را در تسریع رسیدگی پنیر مرتفع کند

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

و  C○35 ،45 ،55 ،65 ،75( در دمای ■دار شده لیپوزومی )و پوشش( ♦پایداری حرارتی آنزیم فلیورزیم آزاد ) -4شکل 

 ساعت 1به مدت  85
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دار شده در آزاد، پوشش در سه نمونه شیر حاوی آنزیم dWSN/TNو  dTCA- SN/TNمقایسه تغییرات  -5شکل

 نسبت به زمان صفر C30°گذاری در ساعت پس از گرمخانه 4و  1های تلقیح آنزیم( در زمانلیپوزوم و کنترل )بدون 

 

 تشکر و قدردانی

در مقطتتع  ایتتن مقالتته منتتتج از پایتتان نامتته دانشتتجویی

و بخشتی از دانشگاه فردوسی مشتهد کارشناسی ارشد 

ای و صنایع غتذایی طرح مصو  انستیتو تحقیقات تغذیه

کشور استت. نویستندگان بته ختاطر حمایتت متالی ایتن 

  نمایند.تحقیق تشکر خود را از انستیتو ابراز می

آنزیم فلیورزیم جهت اهدای  Novozymeمحترم شرکت از 

 .شودمیسپاسگزاری 

 

 نتیجه گیری کلی

ی بته عنتوان یتك روش جدیتد، ایمتن و قابتل حرارتروش 

دار کتردن تواند جهتت پوشتشاستفاده در مقیاس باس می

( %EEدار کتتردن )آنتتزیم فلیتتورزیم بتتا رانتتدمان پوشتتش

پارامترهتتتای ستتتینتیکی آنتتتزیم  استتتتفاده شتتتود. 9/21%

فلیورزیم قبل و بعد از فرایند ریزپوشانی تعیین و مقایسته 

منتن و سترعت متاکزیمم در آنتزیم  -شد. ثابت میکائیلس

دار شده در لیپوزوم باستر از آنتزیم آزاد گتزارش پوشش

دار شده پایتداری ختوبی را در شد. همچنین آنزیم پوشش

 C55°و  C45°اهتتای ستتاعت( و دم 6)بتترای  C35°دمتتای 

دار شتتده از ستتاعت( نشتتان داد. آنتتزیم پوشتتش 3)بتترای 

ستتاعت  7)در طتتی  8و 7قلیتتایی  pHپایتتداری بهتتتری در 

استیدی برختوردار بتود.  pHدوره آزمون( در مقایسه بتا 

دار شتده همچنین در شیر حاوی آنزیم فلیتورزیم پوشتش

در لیپوزوم یك رونتد پروتئتولیز تتدریجی در مقایسته بتا 

رسد که استتفاده از یم آزاد مشاهده شد. لذا به نرر میآنز

هتتای دار شتتده در لیپوزومهتتای فلیتتورزیم پوشتتشآنزیم

توانند مشکلات مربوپ به می حرارتیتولید شده به روش 

  های آزاد را برطرف کنند.پروتئولیز شدید آنزیم
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Abstract 

Acceleration of cheese ripening is interesting for researchers in the field of food technology. The purpose of this 

study was encapsulation of Flavourzyme in liposome by heating method and evaluation of its kinetic properties 

before and after encapsulation. The impact of temperature (12-62°C) and pH (7-9) was investigated on enzyme 

activity by central composite with 13 treatments. Liposome was prepared by modification of heating method and 

by phosphatidil choline, Flavourzyme and cholestrol in the amount of 4.500, 0.675 and 0.225 (%w/w), 

respectively. Enzyme activity was measured base on enzyme reaction with initial material of L-Leucin P 

nitroanilid. Kinetic studies indicated an increase in both Michaelis–Menten constant and maximum velocity in 

encapsulated Flavourzyme (P<0.05). Optimum incubation temperature and pH of encapsulated enzyme did not 

show any significant difference in compare to free enzyme. Evaluation of the thermal stability (at 35, 45 and 

55°C) showed that encapsulated enzyme was stable at 35°C during 6 h. Also a decrease of stability of 

encapsulated enzyme has been observed at 65 and 75°C in 1 h. The results showed increased stability of 

encapsulated enzymes in pH 7 and 8 (7 h), while it was decreased in acidic condition. The results showed that 

liposomal encapsulation by heating method did not cause any significant difference on kinetic characteristics of 

enzyme Flavourzyme but comparison of proteolysis in sample and control indicated gradually proteolysis of 

casein in the case of liposomal enzyme application. So, it can be concluded that preparation of liposome by 

heating method is a suitable approach for encapsulation of protease for acceleration of cheese ripening.  
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