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 شيلات مجله 

  89بهار  ،اول ، شمارهسال چهارم  

  )Huso husoامعاء و احشاء فيل ماهي (شده از هيدروليز توليد پروتئين  

  آلكالازبا استفاده از آنزيم  
  

  3پور و محمودرضا اويسي 2محمدرضا قمي ،1اف مجيد تقي*

  لامي، واحد تنكابن،اس دانشگاه آزاد ،گروه شيلاتاستاديار 2، واحد تنكابن، اسلامي دانشگاه آزاد ،گروه شيمي استاديار1
  تربيت مدرس نوردانشگاه  ،شيلاتتخصصي  دكتري دوره دانشجوي 3

  

  چكيده

سازي شرايط توليد  ) به منظور بهينهResponse Surface Method; RSMدر تحقيق حاضر، از روش پاسخ سطحي (

.  اين روش، شد) از لحاظ دما، زمان و ميزان آنزيم، استفاده Huso husoپروتئين هيدروليز شده از امعاء و احشاء فيل ماهي (

اثر سه فاكتور دما، زمان و ميزان آنزيم (متغير مستقل) را روي درجه هيدروليزاسيون به عنوان پاسخ سطحي، مورد بررسي قرار 

درجه  50ترتيب عبارت از دماي  ، بهدهد. بر اساس نمودارهاي سه بعدي، شرايط بهينه از لحاظ دما، زمان و ميزان آنزيم مي

 66، داراي آلكالاز. پروتئين هيدروليز توليد شده با استفاده از آنزيم بودند درصد 1دقيقه و ميزان آنزيم  120گراد، زمان  سانتي

به مواد . نتايج اين تحقيق نشان داد كه ميزان چربي در پروتئين هيدروليز شده نسبت بوددرصد چربي  34/1درصد پروتئين و 

  يابد. خام اوليه، به شدت كاهش مي

  

  ماهي فيل روش پاسخ سطحي، پروتئين هيدروليز شده، ،آلكالاز آنزيم ،امعاء و احشاء: كليدي هاي هواژ

  

  1مقدمه

آوري  مقدار بسيار زيادي از مواد جانبي صنايع عمل

آبزيان، بدون هيچ تلاشي براي استفاده از آنها، دور ريخته 

هاي  هاي فرآورده بسياري از توليدكننده شوند. ولي مي

محيطي، قادر به دور ريختن  دلايل زيست دريايي، به

و براي  باشند نميصورت مستقيم به دريا  بهضايعات خود 

پالايش اين مواد بايد هزينه زيادي را متحمل شوند. 

عنوان جايگزيني براي  بنابراين يافتن يك روش مناسب به

طور  به). 9مري ضروري است (دور ريختن اين مواد، ا

ميليون تن ماهي در دنيا صيد  100كلي سالانه بيش از 

از آن به پودر ماهي تبديل  درصد 5/29كه  شود مي

درصد از بافت ماهيان،  50بيش از  احتمالاً ).5( شود مي

 50و تنها  آيد صورت ضايعات غير قابل مصرف در مي به

ايش جمعيت . با افزشود درصد توسط انسان مصرف مي

ميليون تن در  100بشر و افزايش ميزان صيد به بيش از 

                                                             

 m.taghiof@yahoo.com: مسئول مكاتبه *

ايي با دقت بيشتري استفاده نمود سال، بايد از منابع دري

با به كارگيري تكنولوژي آنزيم براي بازيافت  ).9(

عنوان افزودني  پروتئين، توليد طيف وسيعي از مواد به

 هايي براي غذاي دام، طيور و آبزيان و يا فرآورده

امعاء  ).13( شود كاربردهاي صنعتي و دارويي، فراهم مي

يكي از مهمترين ضايعات آنها  ماهيان كهو احشاء 

باشد، سرشار از اسيدهاي چرب غير اشباع و پروتئين  مي

صورت  شدت فسادپذير بوده و بايد به به باشد، ولي مي

  ).14نگهداري شود ( منجمد

هاي  ز آنزيمها با استفاده ا پروتئين اصلاح آنزيمي

 ها از نقاط خاص پروتئاز كه باعث شكسته شدن پروتئين

صورت گسترده در صنايع غذايي كاربرد دارد  ، بهشوند مي

منظور هيدروليز آنزيمي،  هاي مورد استفاده به آنزيم). 11(

، 8توانند داراي منشاء گياهي باشند ( ميمانند آنزيم پاپاين 

با منشاء  و تريپسينپپسين، كموتريپسين مثل يا  و )،15

هاي با منشاء ميكروبي نيز  . آنزيم)17( دنجانوري باش

هاي با  صورت گسترده كاربرد دارند. در مقايسه با آنزيم به
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هاي ميكروبي داراي مزاياي  منشاء گياهي و جانوري، آنزيم

توان به تنوع خواص  جمله مي بيشتري هستند كه از آن

و دماهاي مختلف  pHيكي و پايداري بيشتر در تپروتئول

 Alcalase® 2.4 Lطور كلي آنزيم  به ).4اشاره نمود (

قليايي، توليد پروتئين هيدروليز  pHدليل عملكرد در  به

ه با درجه هيدروليزاسيون بالاتر و طول زنجيره پپتيدي دش

توجه را به خود اختصاص داده است  ، بيشترينكوتاهتر

واند باعث بهبود ت ها مي هيدروليز پروتئين ).13، 9، 2(

 صورت تواند به ي) و م9جذب رودوي پپتيدها گردد (

هاي كشت باكتري  عنوان منبع ازت در محيط پپتون، به

تحقيقات انجام شده در زمينه  ).6مورد استفاده قرار گيرد (

هاي هيدروليز شده تا امروز، با اهداف  توليد پروتئين

ف با هد تحقيقاتاين مختلفي انجام شده است. برخي از 

منظور منبع پروتئيني براي  توليد پروتئين هيدروليز شده به

بهبود خواص با هدف  ديگر بوده و برخيجانوران 

 )13(مواد غذايي براي انسان ها در  كاربردي پروتئين

  .باشند مي

هاي با ارزش تاسماهيان  يكي از گونه ماهي فيل

منظور تكثير مصنوعي، توليد گوشت و  به باشد كه مي

و پرورش  احل جنوبي درياي خزر صيددر سو اويار،خ

آوري تاسماهيان، به  ضايعات حاصل از عمل شود. مي داده

شود.  ، دور ريخته ميها ستون مهره استثناي كيسه شنا و

، سرشار از پروتئين و اسيدهاي فيل ماهيامعاء و احشاء 

  باشد. چرب غير اشباع مي

هيدروليز شده با هاي پروتئين  كه ويژگي با توجه به اين

توجه به نوع سوبسترا، نوع و ميزان آنزيم و شرايط 

سازي شرايط توليد  بهينه)، 9باشد ( هيدروليز متفاوت مي

جويي در  تواند باعث صرفه پروتيئن هيدروليز شده، مي

همين  زمان، هزينه و ميزان آنزيم مورد استفاده گردد. به

ط (دما، سازي شراي منظور تحقيق حاضر با هدف بهينه

توليد پروتئين هيدروليز شده  زمان و ميزان فعاليت آنزيم)

درجه دست آوردن  منظور به به ،فيل ماهياز امعاء و احشاء 

  بهينه انجام شد. هيدروليزاسيون

  

  ها مواد و روش

از اداره كل  )Huso husoامعاء و احشاء فيل ماهي (

تا شروع آزمايش در دماي شيلات مازندران تهيه شد و 

آنزيم مورد  گراد نگهداري شدند. درجه سانتي - 20

بود. اين آنزيم  Alcalase 2.4 Lاستفاده در اين تحقيق 

 Anson Unite/g آنزيمي با فعاليت(يك آنزيم آلكاليني 

 Bacillus licheniformisباشد كه از باكتري  مي )4/2

استخراج شده است. اين آنزيم از نمايندگي شركت 

Novozymes تهيه و تا شروع آزمايش در  ندر تهرا

  . شدنگهداري  )گراد درجه سانتي 4( دماي يخچال

 4(، امعاء و احشاء فيل ماهي در دماي يخچال در ابتدا

ساعت انجماد زدايي شده و  24مدت  ) بهگراد درجه سانتي

هموژن  صورت كاملاً در دستگاه چرخ گوشت، بهسپس 

هاي  آنزيمسازي  غيرفعالمنظور  به پس از آندر آمد. 

درجه  85مواد خام اوليه در دماي دروني امعاء و احشاء، 

 ).13دقيقه قرار داده شد ( 20براي مدت گراد  سانتي

با محلول بافر فسفات، به سپس امعاء و احشاء پخته شده، 

ها با  نمونه و بعد از آنكه ندرقيق شد )w:v(1:2 نسبت 

ر دماي دقيقه د 2مدت  استفاده از دستگاه مولينكس، به

استفاده از محلول سود  با گرديدند،محيط، كاملا هموژن 

فعاليت بهينه  pHكه  5/8به مخلوط  pH، نرمال 2/0

هاي  تمام واكنشآنزيم آلكالاز است، رسانيده شد. 

ليتري كه حاوي  ميلي 250هاي  هيدروليز آنزيمي، در ارلن

گرم نمونه امعاء و احشاء بود، در دستگاه انكوباتور  50

)، با Ivymen System, Comecta, Spainحرك (مت

در پايان هر  .شددور در دقيقه انجام  200دور ثابت 

ها براي مدت  منظور قطع واكنش آنزيمي، نمونه آزمايش، به

قرار داده شدند گراد  درجه سانتي 95دقيقه در دماي  15

ك و شروي يخ خسپس پروتئين هيدروليز شده، ). 13(

 Hermle Labrotechnichمدليفوژ با استفاده از سانتر

GmbH z206a (ساخت كشور آلمان) 20مدت  به 

، g8000در گراد  درجه سانتي 10دقيقه در دماي 

هاي بعدي  سانتريفوژ شد و مايع رويي براي بررسي

  آوري شد. جمع
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گرم از نمونه روي  2منظور تعيين رطوبت، تقريبا  به

سپس  شد. قرار داده ،ظرف آلومينيومي از قبل وزن شد

براي گراد  درجه سانتي 105ها در آون در دماي  نمونه

وزن ظروف، اينكه تا  قرار داده شدندساعت  24مدت 

براي تعيين ميزان پروتئين كل در مواد  .)1( گرديدثابت 

ميزان  و )1لدال استفاده شد (كخام اوليه، از روش 

خاكستر نيز با قرار دادن نمونه خام در كوره در دماي 

اي تعيين رب ).1( گرديدتعيين  ،گراد درجه سانتي 600

  ). 1( استفاده شداز دستگاه سوكسله ميزان چربي نيز 

تعيين ميزان پروتئين محلول در مواد هيدروليز  براي

همين منظور براي  به و ) استفاده10شده، از روش بيورت (

مصرف رسم نمودار استاندارد، پروتئين استاندارد سرم گاو 

 ,Jenway, 6305جذب دستگاه اسپكتروفتومتر (ميزان  و

UV/vis نانومتر تنظيم گرديد. 540) روي  

سازي شرايط توليد پروتئين هيدروليز شده، با  بهينه

 Response Surfaceاستفاده از روش پاسخ سطحي (

Method.با به كارگيري طرح فاكتوريل، انجام گرديد ( 

بت آنزيمي ) و نسX2)، زمان (X1(سه متغير مستقل دما 

)X3( ) مورد آزمايش قرار  )- 1، 0+، 1در سه سطح

هشت نقطه فاكتوريل، آزمايش مورد نظر شامل گرفت. 

درجه باشد.  حوري و چهار نقطه مركزي ميشش نقطه م

به عنوان سطح پاسخ به متغيرها، در نظر هيدروليزاسيون 

پاسخ سيستم آزمايشي، بر اساس معادله زير گرفته شد. 

  :انجام گرفت

ji
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iji
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iii
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i XXXXy ∑∑∑∑
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+++=
3

1

3

1

2
3

1

3

1
0 ββββ  

y تغير وابسته (درجه هيدروليزاسيون عبارت است از م

عبارتند از  ßijو  ßi ،ßiiعدد ثابت،  يك  ß0محاسبه شده)، 

X و اينكه ضرايب محاسبه شده بر اساس مدل آزمايشي i  و

X j خطي، صورت  د كه بهنباش سطوح متغيرهاي مستقل مي

را  X3و  X1 ،X2فاكتور سه مربع و ارتباط متقاطع، اثر 

 د.نده مي ةاراي روي متغير وابسته (درجه هيدروليزاسيون)

دهد.  مستقل را روي پاسخ، نشان مياين مدل، اثر هر متغير 

 افزار آماري ها، با استفاده از نرم تجزيه و تحليل آماري داده

)SAS Institute, Cary, NC, USA( SAS  گرديدانجام 

 افزار سازي، با استفاده از نرم بهينهرسم نمودارهاي و  )12(

)Release 13.0(MATLAB   .انجام گرفت  

و  Hoyleبر اساس روش درجه هيدروليزاسيون 

Merritt )8 ( كه توسطOvissipour ) 13و همكاران (

هاي  به منظور تعيين درجه هيدروليزاسيون پروتئين

مطابق اين  محاسبه گرديد.تاسماهي ايراني استفاده شد، 

اسيد  درصد 20، بعد از انجام هر آزمايش، محلول روش

) به حجم برابري از محلول TCAكلرواستيك ( تري

 درصد10حاوي پروتئين هيدروليز اضافه گرديد تا محلول 

سپس تركيب دست آيد.  ) بهTCAاستيك ( كلرو اسيد تري

فوق تحت سانتريفوژ قرار گرفت و ماده رويي برداشته 

بر اساس فرمول زير محاسبه  شد. درجه هيدروليزاسيون

  گرديد.

100×  
 10TCAميزان نيتروژن در %

=DH%  
  كل نيتروژن در نمونه

آزمايشات بهينه سازي با استفاده از روش پاسخ 

و  )Response Surface Method; RSMسطحي (

ها،  تجزيه و تحليل داده ه و برايانجام گرفت طرح فاكتوريل

 Cary Inc., NC, USA (SAS( افزار آماري از نرم

منظور رسم نمودارهاي مربوط به  . بهاستفاده گرديد

 ميزان واستفاده  MATLABافزار  سازي، از نرم بهينه

سنجيده  درصد 95ها در سطح اعتماد دار بودن تيمار معني

  شد.

  

  نتايج

تركيب شيميايي ماده خام اوليه و پروتئين هيدروليز 

ميزان پروتئين و چربي  ارايه شده است. 1 شده در جدول

 34/14و 67/13ترتيب  در امعاء و احشاء فيل ماهي، به

  . باشد ميدرصد 
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  فيل ماهيمواد خام و پروتئين هيدروليز شده امعاء و احشاء تركيب شيميايي  - 1جدول 

  خاكستر (%)  رطوبت (%)  چربي (%)  پروتئين (%)  

  45/6 ± 21/3  51/63 ± 7/3  34/14 ± 43/0  67/13± 4/1  امعاء و احشاء

  31/25 ± 86/2  48/7 ± 7/2  34/1 ± 23/0  43/66 ± 62/3  پروتئين هيدروليز شده

  

اثر متقابل ميزان آنزيم و دماي هيدروليزاسيون بر درجه 

كـه    رشده است. همانطو ةاراي 1هيدروليزاسيون، در شكل 

ــا افــزايش ميــزان آنــزيم، درجــه        مشــخص اســت، ب

امـا بـا افـزايش    باشـد.   ش ميهيدروليزاسيون در حال افزاي

ــزيم   ــزان آن ــه    3/1 ازمي ــزيم روي درج ــر آن ــد، اث درص

. با افـزايش ميـزان   دهد نشان مي را هيدروليزاسيون كاهش

بــر شــدت هيدروليزاســيون افــزوده درجــه حــرارت نيــز 

گـراد، نـرخ    درجـه سـانتي   45ولي بعد از دماي گردد.  مي

  د. شو ثابت مي هيدروليز كاهش يافته و تقريباًرشد 

  
  اثر متقابل ميزان آنزيم و دماي هيدروليزاسيون بر درجه هيدروليزاسيون -1شكل 

  

اثر متقابل زمان هيدروليزاسيون و ميزان آنزيم در شكل 

ارايه شده است. بر اساس اين نمودار، با افزايش مـدت   2

زمان هيدروليزاسيون، از شدت هيـدروليز كاسـته شـده و    

  گردد.  تقريبا ثابت مي

  

  
  بر درجه هيدروليزاسيوناثر متقابل زمان هيدروليزاسيون و ميزان آنزيم  -2شكل 
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  بر درجه هيدروليزاسيون اثر متقابل دما و زمان هيدروليزاسيون -3 شكل

  

 ةاراي 3اثر متقابل دما و زمان هيدروليزاسيون در شكل 

باشـد، بـا    شده است. همانطوري در تصوير مشـخص مـي  

گــراد، شــدت  درجــه ســانتي 45بــه  35افــزايش دمــا از 

  يابد.  هيدروليزاسيون افزايش مي

  

  گيري و نتيجه بحث

ميزان پروتئين در پروتئين ، 1بر اساس جدول 

درصد بود كه مشابه نتايج ساير  43/66هيدروليز شده 

باشد كه ميزان مناسب پروتئين در پروتئين  محققين مي

د گزارش درص 90الي  63هيدروليز شده آبزيان را بين 

). ميزان چربي در 16، 15، 13، 9،12، 3نمودند (

 34/1پروتئين هيدروليز شده امعاء و احشاء فيل ماهي، 

كه با نتايج ساير محققين برابري  )1(جدول  درصد بود

). ميزان چربي در پروتئين هيدروليز 15 و 13، 9مي كرد (

دليل هيدروليز آنزيمي و شكسته شدن باندها و به  شده، به

دنبال آن، سانتريفوژ با دور بالا، نسبت به مواد خام اوليه، 

). كاهش ميزان چربي 13 و 9به شدت كاهش مي يابد (

تواند اين فرآورده را از  در پروتئين هيدروليز شده، مي

 و 13، 9اكسيد شدن و فساد چربي، مصون نگه دارد (

15.(  

 30با توجه به اينكه بالاترين درجـه هيدروليزاسـيون (  

 5/1گراد و ميزان آنزيم  درجه سانتي 50رصد) در دماي د

، اين دما، بهترين دمـاي  )1(شكل  شود درصد مشاهده مي

) طــي Martin )4و  Dinizباشــد.  هيدروليزاســيون مــي

هـاي   تحقيقي روي بهينه سازي شرايط هيدروليز پـروتئين 

گراد را بهترين دمـا   درجه سانتي 53عضلات كوسه، دماي 

و همكاران  Bhaskarاسيون اعلام كردند. براي هيدروليز

) اعلام نمودند كه دماي بهينه براي هيـدروليز آنزيمـي   3(

)، Catla catlaهاي امعاء و احشاء كپور هندي ( تئينوپر

  باشد. گراد مي درجه سانتي 50

دقيقـه، شـدت    120، بعد از حدود 2شكل  بر اساس

در  تـوان  يابد. علت اين كاهش را مـي  هيدروليز كاهش مي

كاهش شـدت فعاليـت آنزيمـي، كـاهش ميـزان بانـدهاي       

ــكل    ــدروليز و ش ــراي هي ــترس ب ــدي در دس ــري  پپتي گي

كننده از فعاليـت آنـزيم در درجـات     هاي ممانعت فرآورده

  ). 13 و 7بالاي هيدروليزاسيون دانست (

، )3(شكل  گراد درجه سانتي 45با افزايش دما بيش از 

به نظر مي رسد بـا  شدت هيدروليزاسيون كاهش يافته كه 

توان درجـه هيـدروليز را    كنترل زمان و دماي هيدروليز مي

 55-45درصد افزايش داد كـه در شـرايط    30حداكثر تا 

دقيقـه حاصـل    160-120گراد و طي مدت  درجه سانتي
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) بهتـرين زمـان بـراي    3و همكاران ( Bhaskarشود.  مي

م دقيقـه اعـلا   135دستيابي به حداكثر هيدروليزاسـيون را  

نمودند. نتايج تحقيق حاضر با نتـايج تحقيقـات محققينـي    

ــد  و  Rasco )9 ،(Bhaskarو  Kristinssonماننـــــ

) مطابقت 13و همكاران ( Ovissipour) و 3همكاران (

توان بيان داشت كه بـر   گيري نهايي مي عنوان نتيجه هب دارد.

اساس نمودارهاي سه بعدي، شرايط بهينـه از لحـاظ دمـا،    

  درجه  50ترتيب عبارت از دماي  ن آنزيم، بهزمان و ميزا

درصـد   1دقيقـه و ميـزان آنـزيم     120گراد، زمـان   سانتي

  بودند. 
  

  

  تقدير و تشكر

اين پژوهش در قالـب طـرح پژوهشـي دانشـگاه آزاد     

و از همكـاري   تنكابن انجـام گرفتـه اسـت.    واحد اسلامي

آقايان دكتر جـواد خلعتبـري، دكتـر خليـل     هاي  مساعدت

  گردد. يان و خانم وكيلي تقدير ميپورشمس
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Abstract2 
Response Surface Method (RSM) was employed for optimizing the temperature, enzyme quantity, 

and time in order to produce hydrolyzed protein from viscera of beluga Huso hoso. Then, the effects 
of three independent variables including temperature, time and enzyme quantity were investigated on 
hydrolization rate as a surface response. Based on the three-dimensional graphs, the optimum 
condition for temperature, time and enzyme quantity were determined to be 50 ˚C, 120 min and 1%, 
respectively. The hydrolyzed protein, produced by Alcalase, contained 66% protein and 1.34% lipid. 
The results of this study revealed that the amount of lipid content dramatically decreased in 
hydrolyzed protein than in initial row materials. 
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