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  Clupeonella cultiventris)توليد پروتئين هيدروليز شده كيلكاي معمولي (بهينه سازي 
  با استفاده از آنزيم پرومود 

  
 

  چكيده
 1390در سال  Clupeonella cultiventris)(پروتئين هيدروليز شده كيلكاي معمولي  در مطالعه حاضر

ز شرايط توليد پروتئين هيدرولي سازيينهبه منظوربهروش پاسخ سطحي  .گرديدبا استفاده از آنزيم پرومود تهيه 
، زمان و ميزان آنزيم بر روي درجه فاكتور دما 3دما، زمان و ميزان آنزيم استفاده شد. اثر  ازلحاظشده 

 دما و زمان و ازلحاظشرايط بهينه  يبعدسه. بر اساس نمودارهاي قرار گرفت يموردبررسهيدروليزاسيون، 
درصد  36/1ميزان آنزيم  دقيقه و 02/21گراد، زمان درجه سانتي 64/39از دماي  ب عبارتميزان آنزيم به ترتي

  . بود درصد) 36/75( ميزان بالايي پروتئين پروتئين هيدروليز شده داراي بودند.
  
 ،كيلكاي معمولي، آنزيم پرومود، پروتئين هيدروليز شده، روش پاسخ سطحي كليدي: ژگانوا

Clupeonella Cultiventris.  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  

  مقدمه
. ولي بسياري از شونديم، دور ريخته هاآنآبزيان، بدون هيچ تلاشي براي استفاده از  يآورعملصنايع  ضايعاتاز  فراوانيبسيار  اديرمق
براي پالايش  و باشندينممستقيم به دريا  صورتبهقادر به دور ريختن ضايعات خود  محيطييستز ي به دلايليدريا يهافرآورده هاييدكنندهتول

 جايگزيني براي دور ريختن اين مواد امري ضروري است عنوانبهبنابراين يافتن يك روش مناسب ؛ اين مواد بايد هزينه زيادي را متحمل شوند
)Kristinsson and Rasco, 2000.(  

 *1جواديان االلهروحسيد 

 2عليرضا روشن

 3اويسي پور محمود رضا 

  4مجتبي كشاورز 
 5ماهرخ نعمتي
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بالاي  كه ميزان نسبتاً FAO, 2008)( باشديمن تن ميليو 142 بربالغن جهاني، ميزان توليد سالانه آبزيا خواروباربر اساس آمار رسمي سازمان 
دور  محيطييستزكه بدون هيچ توجه  بودهاستفاده  يرقابلغي از مواد ي، منجر به توليد حجم بالايآورعمل دنبال آن صنايع توليد آبزيان و به

 دباشيمهاي تنه ستون مهره و استخوان فلس، پوست، آبزيان شامل امعاء و احشاء، يآورعملمواد جانبي صنايع  ينترعمده. شوديمريخته 
)Benjakul and Morrissey, 1997.(  گردديم هاآنباعث تسريع فساد در اين ضايعات صنايع شيلاتي غني از پروتئين و چربي بوده كه 
)Bhaskar et al., 2008 .( محيطييستزيك سمت باعث كاهش آلودگي قرار بگيرند، از  مورداستفادهاگر اين تركيبات بيولوژيكي به نحو احسن 

  .)1387(اويسي پور و قمي  افزوده بالا را به دنبال خواهند داشت باارزششده و از سوي ديگر توليد محصولاتي  هاآنناشي از دور ريختن 
توليد  منظورهبپروتئاز  هاييمآنز، كاربرد شارزكمافزوده بالا از اين مواد خام  باارزششايد بتوان اذعان نمود كه بهترين راه براي توليد محصولاتي 

 پروتئاز كه باعث شكسته هاييمآنزها با استفاده از . اصلاح آنزيمي پروتئين)Kristinsson and Rasco, 2000( باشديمپروتئين هيدروليز شده 
  ).Mullally et al., 1994( گسترده در صنايع غذائي كاربرد دارد صورتبه، شونديماز نقاط خاص  هاينپروتئشدن 
هيدروليز شده ماهيان داراي كاربردهاي وسيعي هستند. اين مواد به دليل داشتن پپتيدهاي زيست فعال، كندروتين سولفات و خواص  هايينپروتئ

يت هضم ي، داراي قابل. از طرف ديگر به دليل كوتاه بودن زنجيره پپتيدشونديممواد مناسب براي درمان سرطان محسوب  ازجملهضد اكسايشي، 
 . همچنين)Alsmeyer et al., 1974( قرار گيرند مورداستفادهمكمل پروتئيني در تغذيه انسان، دام و آبزيان  عنوانبهتوانند مي ي هستند ويبالا

  ).1387 ،قمي پور و اويسي( كشت باكتري به اثبات رسيده است هاييطمحمنبع نيتروژن در  عنوانبههيدروليز شده  هايينپروتئ مؤثرنقش 
ثر است. بسياري از اين تحقيقات، ا شدهانجامتجاري  هاييمآنزمختلف ماهي با استفاده از  يهاقسمتروي هيدروليز آنزيمي  بسياريتحقيقات 

، آنزيم )Hoyle and Merritt 1994( پاپاين با منشاء گياهي هاييمآنزبه  توانيمكه از آن جمله  انددادهقرار  يموردبررسمختلف را  هاييمآنز
با منشاء  و پرومود آلكالاز، پروتامكس، فلاورزايم و نئو تراز هاييمآنز)، Shahidi et al., 1995( جانوري منشانكموتريپسين با  تريپسين و

 ).Aspmo et al., 2005( ميكروبي اشاره نمود

 هاحرارتبه پايداري بيشتر در  توانيمها، داراي مزاياي بيشتري هستند كه از آن جمله آنزيم با منشاء ميكروبي نسبت به ساير هاييمآنز، يطوركلبه
  ).Diniz and Marti, 1997( هاي بالا و خصوصيات مناسب پروتئولتيكي اشاره نمود pHو 

اين روش اثر متغيرها را  ).Shahidi et al., 1995( عمليات فرآوري محصولات شيلاتي كاربرد دارد سازيينهبه منظوربهروش پاسخ سطحي 
وجود  هآناليز اثرات متغيرها، اين روش يك مدل رياضي را ب منظوربه علاوهبه. سازديمتركيبي در طول فرآيند مشخص  صورتبهو  ييتنهابه
  .)Ovissipour, 2010( زنديمدقيقي شرايط كلي فرآيند را تخمين  صورتبهكه  آورديم

 سازيينهبه .)1390 (نعمتي، باشديمكه بيشترين سهم صيد مربوط به گونه كيلكاي معمولي  گردديمصيد ماهي كيلكا  هزار تن از 22سالانه حدود 
صيد  بالاي مارآبه  با توجه ، همچنيندر انرژي حرارتي، زمان و ميزان آنزيمي شود ييجوصرفهتواند باعث مي شرايط توليد پروتئين هيدروليز شده

  هيدروليز ماهي كيلكاي معمولي انجام شد.توليد پروتئين  سازيينهبه باهدفتحقيق حاضر  ،است مصرفكمماهيان  ءكيلكا كه جز
  

  هامواد و روش
ظروف يونوليتي به استفاده از و با  درياي خزر صيدسواحل جنوبي  از 1390در سال ) Clupeonella Cultiventris( ماهي كيلكاي معمولي

در  سپس و چرخ شدهصنعتي كاملاً  گوشتچرخرسيدن با دستگاه  محضبه هانمونهمنتقل گرديد.  شهرقائمدانشگاه آزاد اسلامي واحد آزمايشگاه 
 .انجماد زدايي گرديدند هانمونه ابتدا شدند. براي انجام آزمايش يدارنگهوع آزمايش در همين حالت و تا شر منجمد گراددرجه سانتي -20دماي 
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زمان  و تا بود، استفاده گرديد شدهيهته با مشخصات ذيلنووازيم (دانمارك)  كه از شركتميكروبي  منشأبا ) Promod( آنزيم پرومود از سپس
  :نگهداري شد گراديسانتدرجه  4مصرف در درجه حرارت 

 pH :5/7-5/5دامنه                                              Bacillus subtilisمنبع: 

: 1 آب مقطر نسبت ليتريليم 100و قرار داده  ليترييليم 250درون ارلن ماير گرم از نمونه  50 ،از يخچال و انجماد زدايي هانمونهپس از خروج 
 20ت به مد داخلي، يهاميآنزسازي  رفعاليغ منظوربه سپسدقيقه هموژنيزه شد.  2لي به مدت همزن ديجيتا و با استفاده از دشاضافه  آنبه  2

 ).Guerard et al., 2002; Ovissipour et al., 2009( قرار داده شدگراد درجه سانتي 85در بن ماري با درجه حرارت  هدقيق

pH با  موردنظر يهامحلولpH  نرمال به  2/0و با اضافه كردن هيدروكسيد سديم  يريگاندازهمترpH 7 .انكو  دستگاه در هانمونه رسانيده شد
  .در دقيقه قرار داده شددور  200ثابت با دور باتور متحرك 

 ,.Guerard et al( داده شدندگراد قرار درجه سانتي 95دقيقه در دماي  15قطع واكنش آنزيمي در حمام آبي به مدت  منظوربهدر پايان آزمايش 

2002; ovissipour et al., 2009; 2010(.  20اد به مدت گردرجه سانتي 4در  دور در دقيقه 6700 ثابت با دوربا استفاده از سانتريفوژ سپس 
  ).Krisstinson and Rasco, 2000a( شد يآورجمع مايع شناور روي آن (سوپرناتنت)و دقيقه سانتريفوژ 

 ,Layne( مشخص گرديد ميزان پروتئين محلول در سوپرناتانت به روش بيورتهمچنين ). AOAC, 2002( تعيين گرديد هانيپروتئنوع 

 يلهوسبه نانومتر 540 موجطول در گاوي استفاده شد. قرائت سرم آلبومين پروتئين از استاندارد نمودار رسم براي . به همين منظور)1957

  اسپكتروفتومتر انجام شد.
 يريگاندازه اين روش مبناي شد. يريگاندازه )TCA( اسيد كلرواستيك كمك تري به )Merritt )1994و  Hoyle روش بر اساسهيدروليز  درجه

 ليتريليم 5 منظور اين براي .باشديم نمونه در موجود هايينپروتئ كل به درصد 10 اسيد كلرواستيك در تري محلول هايينپروتئ نسبت درصد

 شد. مقدار سانتريفوژ دقيقه 10 زمان ودور در دقيقه  6700 ثابت با دور سپس و درصد مخلوط 20 اسيد كلرواستيك تري ليتريليم 5 با از نمونه

  :گرديد محاسبه طريق معادله زير هيدروليز از درجه و يريگاندازه محلول فاز در پروتئين
 درجه هيدروليزاسيون =/ميزان پروتئين در نمونه) درصد 10در محلول تري كلرو استيك اسيد  شدهحل(ميزان پروتئين 

 CRCD( Central Rotatableتصادفي در قالب طرح چرخشي مركب مركزي ( كاملاًبر اساس روش  هايشآزمادر تحقيق حاضر 

Composite Design  ،فاكتوريل و 2شامل شش تكرار در نقطه مركزي n2 ٌتيمار انجام شد. 20 نقطه محوري و جمعا  
دقيقه، ( ) و زمان هيدروليزاسيون2X، گراديسانتدرجه ، دما (X1( هياولنمونه  درصد ميزان پروتئين( هيدروليز شده، ميزان فعاليت آنزيميدر توليد پروتئين 

3X ،(است. شدهارائه 1شده و در سطح واقعي آزمايش، در جدول  يكدگذار صورتبهمتغيرهاي مستقل انتخاب شدند. متغيرهاي مستقل،  عنوانبه  
  

مركب مركزي جهت توليد پروتئين هيدروليز شده از محدوده و مقادير آزمايشي متغيرهاي مستقل در طرح  :1جدول 
  .)Clupeonella Cultiventris( ماهي كيلكاي معمولي

 هايهپا
  عامل

α-1 1- 0 1+ +α 

  X)1( درصد ميزان پروتئين نمونه اوليه)ميزان آنزيم ( 68/3 3 2 1 31/0
 X)2( )گراديسانت(درجه  دما 81/61 55 45 35 18/28

 X)3( (دقيقه) زمان 81/46 40 30 20 18/13

68/0α= 1  
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وسط ت شدهارائهتحقيقاتي اين پژوهش و نيز اطلاعات  گروهتوسط  شدهانجامدر جدول بر اساس پيش تيمارهاي آزمايشي  شدهارائه يهادامنه

Ovissipour تعيين شد.) 2009( و همكاران  
  سطح پاسخ متغيرها، در نظر گرفته شد. پاسخ سيستم آزمايشي، بر اساس معادله زير انجام گرفت: عنوانبهدرجه هيدروليزاسيون 

و طرح ) RSM( با استفاده از روش پاسخ سطحي يسازنهيبهآزمايشات 
 SASآماري  افزارنرم، از هاداده ليوتحلهيتجزو براي  گرفتهانجامفاكتوريل 

بودن تيمارها در سطح اعتماد  داريمعناستفاده و ميزان  MATLAB يافزارهانرماز  يسازنهيبهرسم نمودارهاي مربوط  منظوربهاستفاده گرديد. 
  .سنجيده شد درصد 95
  

  نتايج
در تحقيق حاضر  درصد بوده است. 91/78شده ميزان پروتئين  درصد بوده و در پروتئين هيدروليز 54/15ميزان پروتئين اوليه در ماده خام اوليه 

پروتئين  يدر تولدفاكتور بحراني  عنوانبهزمان)  و شرايط توليد پروتئين هيدروليز شده اثر شرايط (نسبت آنزيم به سوبسترا، دما سازيينهبهجهت 
نشان  3مقادير پاسخ در طرح مركب مركزي در جدول  صورتبه گرفتهانجام يهاآزموناز  آمدهدستبه يجنتا قرار گرفت. يموردبررسهيدورليز شده 

  است. شدهداده
   

  .درجه هيدروليز) به متغيرهاي مستقلوابسته (متغير  يهاپاسخطرح مركب مركزي و  :3جدول 
 DH  آنزيم زمان درجه حرارت موارد آزمايش

1 35 20 1  12/15  
2 35 40 1  67/24  
3 55 20 1  42/22  
4 55 40 1  83/25  
5 35 20 3  12/25  
6 35 40 3  34/24  
7 55 20 3  23/25  
8 55 40 3  29/23  
9 45 30 2  31/26  
10 45 30 2  34/27  
11 45 30 2  2/27  
12 45 30 2  57/27  
13 28,18 30 2  61/14  
14 61,81 30 2  41/20  
15 45 13,18 2  73/16  
16 45 46,81 2  12/24  
17 45 30 3,68  42/33  
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18 45 30 31/0  52/26  
19 45 30 2  46/29  
20 45 30 2  74/27  

  
و با توجه به شكل با افزايش ميزان آنزيم درجه هيدروليزاسيون افزايش است  شدهارائه 1اثر متقابل ميزان آنزيم و دماي هيدروليزاسيون در شكل 

همچنين با افزايش درجه حرارت،  .دهديمدرصد اثر آنزيم روي درجه هيدروليزاسيون كاهش را نشان  36/1نزيم از آاما با افزايش ميزان  ابدييم
  ثابت مي شود. باًيتقرو  افتهييمشدت نرخ درجه هيدروليزاسيون كاهش  64/39اما بعد از درجه حرارت  ابدييمدرجه هيدروليزاسيون افزايش 

  

  
  .زيم و دماي هيدروليزاسيون بر روي درجه هيدروليزاسيون: اثر متقابل ميزان آن1شكل 

  
هيدروليز نرخ هيدروليزاسيون شدت  زمانمدتاست. بر اساس شكل با افزايش  شدهارائه 2اثر متقابل زمان هيدروليزاسيون و ميزان آنزيم در شكل 

  .شوديمثابت  باًيتقرو  افتهيكاهش
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  .هيدروليزاسيون بر روي درجه هيدروليزاسيون زمان: اثر متقابل ميزان آنزيم و 2شكل 

  
درجه  40است. با توجه به شكل با افزايش دما درجه هيدروليزاسيون تا درجه حرارت  شدهارائه 3شكل  اثر متقابل دما و زمان هيدروليزاسيون در

  .شوديمثابت  باًيتقرو  افتهييمشدت نرخ درجه هيدروليزاسيون كاهش و سپس  يافتهيشافزاشدت هيدروليزاسيون 
    

  
  .درجه هيدروليزاسيون برزمانمتقابل دما و  : اثر3شكل 
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 1394 تابستان، بيست و ششم، شماره هفتمسال                     لامي واحد اهواز                      شناسي دريا / دانشگاه آزاد اسپژوهشي زيست -مجله علمي

  يريگجهينتبحث و 
درصد) و در نتايج ساير  91/78بود (نتايج مربوط به ميزان پروتئين حاكي از بالا بودن پروتئين در پروتئين هيدروليز شده نسبت به ماده خام اوليه 

 ;Bhaskar et al., 2008; Kristinsson and Rasco 2000; Soussi et al., 2007(درصد بود  8/90تا  4/63محققين ميزان پروتئين 

Ovissipour et al., 2009; Shahidi et al., 1995)  
 نيبنابرادرصد مشاهده شد.  36/1ميزان آنزيم از  و گراديسانتدرجه  64/39بالاترين درجه هيدروليزاسيون در درجه حرارت  1شكل  با توجه به

شرايط هيدروليز  يسازنهيبه) طي تحقيقي روي 1389. تقي اف و همكاران (باشديمبهترين درجه حرارت هيدروليزاسيون  گراديسانت 64/39دماي 
براي هيدروليزاسيون اعلام  ميآنزدرصد را بهترين دما و ميزان  5/1 ميآنزو ميزان  گراديسانتدرجه  50، دماي يماهليفو احشاء  امعاء يهانيپروتئ

  نمودند.
 افزايش با كه نمود توجيه چنين توانيم را حالت اين علت. شوديمبا افزايش زمان هيدروليزاسيون شدت نرخ هيدروليز كاسته  2با توجه به شكل 

. شوديم كاسته آنزيم پروتئولتيكي فعاليت ميزان از همچنين، ،كنديم كاهش پيدا آنزيم دسترس در پپتيدي باندهاي تعداد هيدروليزاسيون، زمان
  ).1389اويسي پور و همكاران (باشد  دخيل امر اين در توانديم نيز هستند فعاليت آنزيمي كننده ممانعت كه تركيباتي يريگشكل ديگر، طرف از

ر . همچنين بباشديمميزان آنزيم، درجه حرارت و زمان هيدروليزاسيون  يرتأثكه درجه هيدروليزاسيون تحت  داد حاصل از اين تحقيق نشان نتايج
يز شده ، شرايط بهينه توليد پروتئين هيدرولMATLABو  SAS يافزارهانرمبا استفاده از  هاداده وتحليليهتجزاساس طرح آماري سطح پاسخ و 

 درصد ميزان پروتئين نمونه اوليه)دقيقه و ميزان آنزيم ( 02/21، زمان هيدروليزاسيون گراديسانتدرجه  64/39ماهي كيلكاي معمولي، شامل دماي 
  .باشديم 02/20درصد بوده است. همچنين با توجه به نتايج درجه هيدروليزاسيون در شرايط بهينه  36/1
  

  سپاسگزاري
اطر از دانشگاه آزاد اسلامي به خ نيمؤلف. باشديم شهرقائمكارشناسي ارشد دانشگاه آزاد اسلامي واحد  نامهانيپااين تحقيق بخشي از 

  .دارنديممالي و فني نهايت تشكر و قدرداني را ابراز  يهاتيحما
  

  منابع
  .37-104صفحات  انتشارات دانشگاه آزاد اسلامي واحد تنكابن.دريايي.  يهافرآوردهبيوتكنولوژي در توليد  .1387 ،اويسي پور، م.، و قمي، م. ر.
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