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  1چكيده
اساس هاي ميوفيبريلار بر هاي ميوفيبريلار ماهي كيلكا، پروتئين پروتئينبراي بررسي اثر آنزيم پاپايين بر در اين پژوهش 

  شرايط فعاليت آنزيمياز هيدروليز آنزيمي براي.  در آب خالص جداسازي شدندحلال نبودنحلاليت در محلول نمكي و 

اد به كمك طرح آزمايشي گر  درجه سانتي40-80 دقيقه و دماي 5-90، زمان ازاي هر گرم پروتئين واحد تيروزين به 300-10
CRCD  05/0 ماريآنتايج در سطح  . سطح از هر تيمار استفاده گرديد5 تكرار در نقطه مركزي و 4با=α مقايسه ميانگين 

 برابر 7 درجه هيدروليز حدود  تيروزين، واحد300 به 10دست آمده، با افزايش فعاليت آنزيم از  هاساس نتايج ببر. شدند
نرخ رشد آن شود ولي پس از  شدت هيدروليز زياد ميگراد   درجه سانتي60تا حدود افزايش درجه حرارت با . يابد افزايش مي

گردد  با افزايش فعاليت آنزيم و زمان اثر آن بر شدت درجه هيدروليز افزوده مي. ماند ثابت مييابد و تقريباً  هيدروليز كاهش مي
دماي مناسب . رسد  درصد مي15درجه هيدروليز به حدود احد تيروزين و 300 دقيقه در فعاليت 90كه پس از گذشت  طوري به

با . هاي ميوفيبريلار تا رسيدن به ميزان مشخصي از هيدروليز آنزيمي به فعاليت آنزيم بستگي دارد براي هيدروليز پروتئين
يب با شگراد  درجه سانتي 60 از ميزان هيدروليز زياد شده و پسگراد  درجه سانتي 60 به 40افزايش درجه حرارت هيدروليز از 

بررسي اثر آنزيم پاپائين بر ميانگين تقريبي طول . ماند تقريباً ثابت باقي ميگراد  درجه سانتي 65يابد و پس از  كمتري افزايش مي
اليت تأثير درجه حرارت قرار ندارد بلكه، تابع درجه دوم فع  كه اين صفت تحتي حاصل از هيدروليز نشان دادهزنجير پپتيد

.  متغير است80 تا حدود 10ها از كمتر از  دست آمده، طول تقريبي زنجيره هبا توجه به نتايج ب. باشد آنزيم و زمان اثر آن مي
هاي   و آزمايشها زمايشآين انتايج . گردد هاي طولاني مشاهده مي هاي بالاي آنزيمي و يا زمان كمترين طول زنجيره در فعاليت

  .ن را بهبود بخشيدآهاي  گيژهاي مييوفيبريلار ماهي كيلكا وي نزيمي پروتئينآتوان با هيدروليز  كه ميدهند  تكميلي نشان مي
  

  ، هيدروليز، پاپايينپروتئين ميوفيبريلار كيلكا، : كليديهاي واژه

                                                 
 amotgan@sanru.ac.ir:  مسئول مكاتبه-*
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  مقدمه
يـابي بـه      زيادي براي دسـت    هاي   تحقيق 1960در دهه   

 قيمت مغذي جهـت تعذيـه جمعيـت        منابع پروتئيني ارزان  
انساني در حال رشد و نيز حيوانات صـورت گرفـت و در        

. معطوف شد توجه زيادي   اين راستا به استفاده از ضايعات       
نياز به تأمين منابع جديد كنـسانتره       نيز  در طي دهه گذشته     

مقـدار زيـادي از     . پروتئيني در دنيـا افـزايش يافتـه اسـت         
هـاي   از طريق فرآورده   توانند هاي با كيفيت بالا مي     پروتئين

اي ايـن    نقـش تغذيـه   . دريايي در اختيار انسان قرار گيرنـد      
توان با استفاده بهتر     ها را در رژيم غذايي انسان مي       پروتئين

هاي صيد شده، افزايش صـيد و توليـد ماهيـان            از فرآورده 
ها تـن مـاهي صـيد        هر ساله ميليون  . پرورشي تقويت نمود  

وراك دام   از آن تبديل به خ ـ     درصد5/29شود كه تقريباً     مي
 از مقدار ذكر شـده مربـوط بـه           درصد 50حدود  . گردد مي

 ،سـوزوكي  (باشـد   كارخانجات فرآوري ماهي مي    ضايعات
 با توجـه  . )1991 ، باكا و همكاران   ؛1988 ، موريسي ؛1981
 ماهي خوراكي است و در حال        درصد 50كه حدود    به اين 

حاضر حدود نيمي از گوشت خوراكي ماهي توسط انسان         
تـوجهي از گوشـت      شود همـواره مقـدار قابـل       مصرف مي 

معتمدزادگان و   (ماند خوراكي ماهي بدون استفاده باقي مي     
 30مقدار آن حـدود     در حال حاضر    كه  . )2003 ،رگنستين

هـاي زيـادي     در نيم قرن گذشته تلاش    . باشد  ميميليون تن   
براي افزايش قابليت استفاده از منابع محدود دريايي انجام         

ي از اين موارد، استخراج پروتئين از ماهي        يك. گرفته است 
باشد  وسيله حلال مي   كامل، ماهي تميز شده و فيله ماهي به       

كه منجر بـه توليـد كنـسانتره پروتئينـي مـاهي بـا درصـد                
هـاي زيـادي بـراي       همچنين تـلاش  . گردد پروتئين بالا مي  

كريستينـسن و  (است  شده  ها انجام    اصلاح آنزيمي پروتئين  
تــرين  هــاي ميــوفيبريلار فــراوان پــروتئين .)2000 ،راســكو

هاي مختلفي نظير جذب      پروتئين در ماهيچه بوده و قابليت     
ــن، امو  ــذب روغ ــآب، ج ــدگي، ژل سيونل ــدگي،  كنن كنن

ها استفاده زيادي    از اين پروتئين  .  دارند غيرهكنندگي و    كف
  ).2004 ،معتمدزادگان و همكاران (شود در صنايع مي

ها از ضايعات به  زيافت پروتئينبا: ها هيدروليز پروتئين
 تواند از ميزان ضايعات بكاهد روش هيدروليز آنزيمي مي

دروليز آنزيمي هي. توجهي ايجاد نمايد و ارزش افزوده قابل
ثر و كارا است كه مانع از ؤ ساده، مفرآيندي به نسبت
هايي مشابه با آنچه كه در  ها در اثر واكنش تخريب پروتئين

يكي . شود افتد، مي  نامطلوب اتفاق ميهاي شيميايي واكنش
هاي هيدروليز  هاي استفاده از پروتئين از محدوديت
شود،  گفته مي. گيري طعم تلخ است آنزيمي، شكل

هاي حيواني عاري از طعم تلخ  هيدروليزهاي پروتئين
درك چگونگي تلخ  .)2001 ، و شارونجين (باشد مي

اصلي علت  .شدن هيدروليزهاي پروتئيني مشكل است
 پپتيدهاي آب گريز كوچك گيري ايجاد طعم تلخ، شكل

). 2002 ،ون در ون؛ 1996 ،لاوسين و همكاران (باشد مي
 اختصاصي آنزيم ايجاد طعم تلخ به نوع پروتئين و فعاليت

صلاح پروتئوليتيك ا ).2002 ،ون در ون (نيز بستگي دارد
هاي غذايي جهت بهبود خواص و افزايش زمان  پروتئين
. باشد ري يك روش قديمي و مرسوم مينگهدا

هاي هيدروليز شده كاربرد زيادي در صنعت غذا  پروتئين
هاي شير،  توان به جايگزين از آن جمله مي. دارند
ها و تركيبات  كننده نوشيدنيي پروتئيني، پايدارها مكمل
 هاي قنادي اشاره كرد در فرآوردهكننده طعم تشديد

 شيوع جنون ).1990 ، پيگات و توكر؛1981 ،پيترسن(
ير تمايل به جايگزين شدن هاي اخ گاوي در سال

هاي  هاي هيدروليز شده حيواني را توسط پروتئين پروتئين
 و لياست (ليز شده دريايي افزايش داده استهيدرو

روليز شده ماهي هاي هيدو از پروتئين. )2003 ،همكاران
در عنوان جايگزين شير پس چرخ  توان به با كيفيت بالا مي
 جايگزين كردن شير در جيره لبني وهاي  توليد فرآورده
عنوان  هايي كه به پروتئين. ها استفاده كرد غذايي گوساله

شوند ممكن است قابليت هضم  جايگزين شير مصرف مي
ها  هيدروليز اين پروتئين. كمتري از كازئين داشته باشند

. تواند سبب افزايش دسترسي حيوانات به آنها شود مي
هاي هيدروليز  ترين مزاياي استفاده از پروتئين  از مهميكي

 و اقتصادي بودن شده ماهي در اين صنعت كاهش هزينه
 كريستينسن و ؛1991 ،باكا و همكاران (باشد اين عمل مي

هاي ماهي با پروتئازهاي  هيدروليز پروتئين). 2000 ،راسكو
هاي هيدروليز شده  باكتريايي و تجزيه تركيبات پروتئين
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شان داده كه اين هيدروليزها از ارزش غذايي بالايي ن
  درصد كمتر10-15ارزش غذايي آنها . برخوردار هستند

). 1991 ،باكا و همكاران(ت از كازئين شير برآورد شده اس
هاي حدود   پروتئين هيدروليز شده تجاري در سالاولين
ي ول). 2000 ،كريستينسن و راسكو (ر آمد به بازا1940

ها براي توليد پروتئين هيدروليز شده  ژوهشبيشترين پ
در  ).1992 ،هال (اند  انجام گرفته1960ي در دهه ماه

هاي بيولوژيكي و شيميايي  روشها  هيدروليز پروتئين
بيشترين كاربرد را دارند و استفاده از روش هيدروليز 

در حال حاضر از . تر است شيميايي در صنعت متداول
ولي به . شود راكنده استفاده ميطور پ هاي آنزيمي به روش

رسد استفاده از اين روش در آينده رو به افزايش  نظر مي
دست آمده از هيدروليز  ههاي ب باشد چرا كه پروتئين

كنندگي بسيار خوبي  ص عملآنزيمي ارزش غذايي و خوا
  ). 2000 ،كريستينسن و راسكو (نددار

واند ت هاي هيدروليز شده ماهي مي استفاده از پروتئين
هاي گوشتي و  سبب بهبود اتصال به آب در فرآورده

 كاهش خروج خونابه در گوشت خام يا پخته شود
هيدروليز آنزيمي ممكن  ).1994 ،سيكورسكي و همكاران(

دليل تجزيه بيش از اندازه ملكول پروتئين سبب  است به
كنندگي شود ولي حلاليت تركيبات  تضعيف خواص عمل

كواگليا  (يابد توجهي افزايش مي  قابلطور دار آن به نيتروژن
افزايش حلاليت معمولاً با ). 1992 ، هال؛1987 ،و اوربان

پپتيدي  افزايش درجه هيدروليز و كاهش طول زنجيره پلي
فعاليت بيشتر آنزيم و يا مدت زمان . رابطه مستقيم دارد

بيشتر تماس آنزيم با سوبسترا نيز سبب انجام هيدروليز 
 ،كريستينسن و راسكو(شود   حلاليت ميبيشتر و افزايش

2000 .(  
طوركلي هيدروليز محدود  هب: هاي پروتئوليتيك آنزيم

كنندگي نظير  تواند سبب بهبود خواص عمل آنزيمي مي
 ،پور و همكاران اويسي(كنندگي شود  اي امولسيونه ويژگي
ها افزايش   هيدروليز پروتئينهاي برترييكي از ). 2009

ها  دليل بالا رفتن قابليت هضم پروتئين هاي ب ارزش تغذيه
زايي  فرآيند هيدروليز ممكن است اثر حساسيت. باشد مي

 ،ميرز و مونتگومري(ها را نيز از بين ببرد  برخي از پروتئين
بنابراين براي توليد غذاهايي كه  ).2002 ، ون در ون؛2002

ها را به  ممكن است خاصيت آلرژني داشته باشند، پروتئين
 ،بوزا و همكاران(كنند  دهاي كوچك هيدروليز ميپپتي

هاي  هدف از اين پژوهش استحصال پروتئين). 1995
ميوفيبريلار ماهي كيلكا، هيدروليز آنها توسط آنزيم 

عاليت آنزيم و سازي شرايط ف پروتئوليتيك پاپائين، بهينه
  .باشد درجه هيدروليز مياثر اين شرايط بر 

  
  ها مواد و روش

ماهي كيلكا  :ماده اوليه براي اصلاح آنزيميسازي  آماده
، ضمن كنترل درجه )فصل تابستاندر (پس از صيد 

ت ملي شرك( به محل فرآوري CSW1حرارت در ظروف 
ا پس از ه ماهي. منتقل شد )فرآوري آبزيان بندرانزلي

، تخليه حفره شكمي و شستشو با آب در دماي سرزني
 درجه -18 مايگراد منجمد شده، در د  درجه سانتي-30

 در دماي دوبارهگراد به محل آزمايشگاه منتقل و  سانتي
جهت انجام . دندشگراد نگهداري   درجه سانتي-30

آزمايش مقدار لازم از ماهي در يخچال انجمادزدايي شده 
زدايي، فيله  پس از انجماد.مورد استفاده قرار گرفت

با دست جدا شده و در هاون چيني خرد ) حاوي پوست(
دست آمده سه مرتبه توسط  هخمير ب. مگن گرديدو ه

مولار بافر فسفات   ميلي10 مولار نمك طعام و 1/0محلول 
هاي  منظور حذف پروتئين  به7-5/7 معادل pHبا 

جمله ساركوپلاسمي محلول و ساير تركيبات نامطلوب از 
درجه حرارت آب نمك . شدها شستشو داده  رنگدانه

و نسبت آب نمك به خمير گراد   درجه سانتي4-7مصرفي 
3:1) v/w (اختلاط خمير و آب نمك براي شستشو . بود

با سرعت تقريباً  ("HI"كن با دور بالا  در دستگاه مخلوط
rpm5000 ( دقيقه در دماي يخچال 5هر بار به مدت 

ها با پارچه  پس از هر بار شستشو نمونه. انجام گرفت
 3ميري كه  خكار،در ادامه .  چند لايه صاف شدند2توري

با آب ) v/w (1:3بار شستشو داده شده بود به نسبت 
مولار بافر فسفات   ميلي10  مولار نمك طعام و6/0نمك 

 بالا با شرايط 3كن  دردستگاه مخلوط7-5/7 معادل pHبا 

                                                 
1- Chilled Sea Water 
2- Cheese Cloth 
3- Osterizer, Imperial, Miami, FL, USA 
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 پس از صاف كردن دست آمده بهمخلوط . مخلوط گرديد
دور با  دقيقه 10با پارچه توري چند لايه به مدت 

rpm5000 شد1گراد سانتريفوژ  درجه سانتي4 و دماي  .
هاي  عنوان محلول پروتئين مايع فوقاني سانتريفوژ به

. مورد استفاده قرار گرفت) ميوفيبريلار(محلول در نمك 
هاي ميوفيبريلار از هر نمونه خمير  عمل استخراج پروتئين

ها در انتهاي عمل با هم مخلوط   و نمونه بار انجام2
  . بعدي استفاده شدندهاي ي انجام آزمايشبراو گرديده 
ها  گيري مقدار پروتئين نمونه اندازه :گيري پروتئين اندازه

هاي با غلظت  نمونه. سنجي انجام شد به روش رنگ
به روش لوري با ليتر  گرم بر ميلي ميلي 1پروتئين كمتر از 

لوري ( نانومتر 750گيري شدت جذب در طول موج  اندازه
هاي با غلظت پروتئين بيشتر از  نمونه). 1951 ،و همكاران

گيري  به روش بيورت با اندازهليتر  گرم بر ميلي ميلي 1
 نانومتر آزمايش شدند 557شدت جذب در طول موج 

براي ). 2001 ، جين و شارون؛1949 ،كورنال و همكاران(
 از پودر ياد شدهرسم منحني استاندارد در هر دو روش 

ناحيه خطي . استفاده گرديد 2سرم آلبومين گاوي خالص
عنوان منحني استاندارد در  هاي مربوطه به منحني
  .هاي آزمايش استفاده شد گيري پروتئين نمونه اندازه

هاي محلول در  براي هيدروليز پروتئين :هيدروليز آنزيمي
نمك، افزايش حلاليت آنها در آب و يا بهبود خواص 

ه به روش هاي استخراج شد كنندگي آنها، پروتئين عمل
 معادل pHمولار و  ميلي 10سازي با بافر فسفات  رقيق

براي اين عمل دماي محلول .  رسوب داده شدند5/7-7
سپس و گراد رسانيده،   درجه سانتي4بافر در يخچال به 

با )  مولار نمك طعام6/0(يك قسمت از محلول پروتئيني 
 قسمت از بافر فسفات رقيق شده محلول به مدت چند 5

در دماي يخچال استراحت داده ) شب تا صبح(ساعت 
 مولار نمك طعام و 1/0رقيق شدن محلول تا حد . شد

هاي محلول  بدون حركت ماندن آن سبب ترسيب پروتئين
كه شامل املاح، (آب بخش فوقاني . در نمك گرديد

هاي  ي پروتئينيهاي محلول و مقدار جز پروتئين
                                                 
1- 20A Centrifuge/Needham Heights, Mass, USA 
IEC B 
2- Fisher Scientific 

سازي  عمل رقيقبه بيرون تخليه شد و ) ميوفيبريلار است
 قسمت از محلول پروتئيني 1 بار ديگر با اختلاط يك

.  قسمت بافر فسفات انجام گرفت5و ) محلول كلوئيدي(
ها، آب فوقاني  پس از گذشت زمان لازم و ترسيب پروتئين

مانده در محلول  مقدار نمك باقي. به بيرون تخليه شد
  : سازي عبارت است از بار رقيق نهايي پس از دو

013061010660) لاريتهمو( //// =÷⇒=÷  
 درجه 3-4در مرحله بعد محلول كلوئيدي در دماي 

 rpm5000 دقيقه و با دور 10گراد به مدت  سانتي
پس از سانتريفوژ مايع فوقاني تخليه شده و . سانتريفوژ شد

 -زن اومني پروتئين رسوبي در مقدار كافي آب توسط هم
يقه پخش و  دق5 به مدت rpm6000 با دور 3ميكسر

مقدار پروتئين به روش لوري براي مواد . يكنواخت گرديد
  ).1951 ،لوري و همكاران(گيري شد  جامد نامحلول اندازه

 براي هيدروليز از آنزيم پاپائين
)LIQUIPANOL® T-100 ( ساخت شركتEDC4 

به اين منظور عمليات هيدروليز . دشآمريكا استفاده 
م پروتئين در هر گر  ميلي50محلول پروتئين حاوي 

هاي مختلف آنزيمي، در درجه حرارت  ليتر با فعاليت ميلي
  . انجام گرفت1اساس جدول هاي متفاوت بر و زمان

آنزيم پاپائين مصرفي در اين پژوهش از ميوه درخت 
Carica papaya L.آيد و به شكل مايع و  دست مي ه ب

 pH9-4 اين آنزيم در دامنه . اي روشن است به رنگ قهوه
گراد نيز فعال باقي   درجه سانتي80فعال است و تا دماي 

 40-80درجه حرارت فعاليت پاپائين مصرفي بين . ماند مي
 واحد 100 فعاليت اين آنزيم. گراد قرار دارد درجه سانتي
 10-15 بوده و پس از 5ازاي هر گرم پروتئين تيروزين به

فعال  سريع غيرگراد  درجه سانتي90دقيقه در دماي 
در تركيب تجاري اين آنزيم مواد جامد شربت . شود مي

. سولفيت سديم وجود دارد ذرت، آب، آنزيم و متا بي
دماي  آنزيم پاپائين خريداري شده تا زمان مصرف در

  .نگهداري شد) گراد  درجه سانتي4( يخچال

                                                 
3- Omni Mixer 
4- Enzyme Development Corporation/ 21 Penn 
Plaza/ NY 10001/USA  
5- TU/g Protein 
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  .نهاي نامحلول در آب توسط پاپائي ها براي هيدروليز پروتئين بندي نمونه تيمار-1جدول 
  -a+  1+  0  1-  a  :سطوح مورد استفاده تيمارها

  10  5/52  155  5/257  300  )واحد تيروزين به ازاي هر گرم پروتئين( فعاليت آنزيم
  40  86/45  60  14/74  80  )گراد درجه سانتي(درجه حرارت 

  5  5/17  5/47  5/77  90  )دقيقه(زمان 
  

ها  ، نمونه1 اساس جدولها بر بندي نمونه از تيمارپس
ماري با درجه  راي مدت تعيين شده در داخل بنب

پس از . قرار داده شدند) 1جدول (هاي مختلف  حرارت
 و ماري خارج سپري شدن زمان مورد نظر، نمونه از بن

گراد  درجه سانتي 90 دقيقه در دماي 15آنزيم آن طي 
 اگرچه استفاده از حرارت سبب .فعال گرديدغير

گردد  هيدروليز شده ميهاي  دناتوراسيون نسبي پروتئين
ولي همچنان يك روش متداول براي متوقف كردن فعاليت 

هاي هيدروليز  هاي پروتئين ها ضمن بررسي ويژگي آنزيم
در انتهاي عمل، ). 2000 ،كريستينسن و راسكو (شده است

 حلاليت، درجه هيدروليز، طول زنجير پارامترهايي مانند
ري امولسيون پس كنندگي، پايدا پپتيدي، ظرفيت امولسيون

  .گيري شدند  ساعت و ويسكوزيته اندازه72از 
گيري طول  براي اندازه: گيري طول زنجير پپتيدي اندازه

از هيدروليز با آنزيم ) PCL1 (تقريبي پپتيدهاي حاصل
اين .  استفاده شد آلدر نيسن و اولسنپاپائين از روش

ه شده اينيز ار) 2000(كريستينسن و راسكو روش توسط 
 در اين روش از درجه هيدروليز براي محاسبه طول .است

دله ادر اين مع. گردد استفاده مي 1معادله زنجيره به كمك 
DHحسب درصد ها بوده و بر  درجه هيدروليز پروتئين

  .رود كار مي هب

)1(                                             
DH

PCL 100
=  

 هيدروليز ميزان) DH( :يزگيري درجه هيدرول اندازه
كمك  به )1996(فونك و سينگ  روش براساس

مبناي اين . دشگيري  اندازه )TCA (كلرواستيك اسيد تري
هاي محلول در  گيري درصد نسبت پروتئين روش اندازه

هاي   به كل پروتئين درصد10كلرواستيك اسيد  تري
ز ليتر ا  ميلي5براي اين منظور . باشد نمونه مي موجود در
  درصد20كلرواستيك اسيد  ليتر تري  ميلي5نمونه با 

                                                 
1- Peptide Chain Length 

 دقيقه، با 5هم زدن به مدت ه مخلوط گرديد و پس از ب
سپس .  دقيقه سانتريفوژ شد10  و زمانrpm5000دور 

ليز وگيري و ميزان هيدر مقدار پروتئين در فاز محلول اندازه
 ؛1990 ،كواگليا و اوربا ( محاسبه گرديد2ز طريق معادله ا
  : )2000 ،ريستينسن و راسكوك

  

  شده در محلول  پروتئين حل
  )TCA  )2درصد از  10

  هاي نمونه كل پروتئين
 ×100  = DH  

  

 4با  CRCD2در اين پژوهش از طرح آزمايشي 
 سطح از هر تيمار استفاده 5تكرار در نقطه مركزي و 

 به SASافزار آماري  سپس نتايج به كمك نرم. گرديد
هاي  تجزيه و تحليل شده و مدل RSM-REG3روش 

 برازش RSMصورت منحني با روش  دست آمده به هب
سازي به  مدل  وCRCDاستفاده از طرح آزمايشي . شدند

 صنايع غذايي كاربرد هاي اخير در  در سالRSMروش 
جويي قابل  زيادتري پيدا كرده چرا كه در اين روش صرفه

 مصرف ابراينبن و ها اي در تعداد و زمان آزمايش ملاحظه
 ، ميرز و مونتگومري؛1982 ،چارلز (گردد مواد ايجاد مي

پرور  حسيني؛ 2002 ،كاراسكال و رگنستين -رويز؛ 2002
 ،+1سطوح مورد استفاده به فاصله ). 2008 ،و همكاران

1- ،a+ و a-فاكتور .  از نقطه مركزي قرار داشتندa معادل 
 ،مري ميرز و مونتگو؛1982 ،چارلز (باشد  مي414/1

 α=05/0نتايج در تجزيه و تحليل طح اطمينان س). 2002
 مربوط به اثر آنزيم ها ه آزمايشهم. در نظر گرفته شد

هاي ميوفيبريلار و نيز  ترانس گلوتاميناز بر خواص پروتئين
ها به اين روش و رسم نمودارها توسط  هيدورليز پروتئين

  .انجام گرفتند 6 و اكسل5، سورفر4 لب- متافزارهاي نرم
                                                 
2- Centeral Rotable Composite Design 
3- Response Surface Methodology-Regression 
4- Mat Lab 
5- Surfer 
6- Excel 
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  نتايج و بحث
با توجه به اثر متقابل : اثر آنزيم پاپائين بر درجه هيدروليز

 طور هفعاليت آنزيم و دماي اثر آنزيم، اين دو عامل ب
با افزايش . شوند مؤثري سبب تغيير در درجه هيدورليز مي

در شرايط اين . شود فعاليت آنزيم درجه هيدروليز زياد مي
  واحد300 به 10 فعاليت آنزيم از آزمايش، با افزايش

 7، درجه هيدروليز حدود ازاي هر گرم پروتئين تيروزين به
با افزايش درجه حرارت نيز بر . يابد برابر افزايش مي

 60گردد ولي پس از حدود  شدت هيدروليز افزوده مي
يابد و  نرخ رشد هيدروليز كاهش ميگراد  درجه سانتي

ي مناسب براي هيدروليز دما. تقريباً حالت ثابت دارد

هاي ميوفيبريلار تا رسيدن به ميزان مشخصي از  پروتئين
با توجه به . هيدروليز آنزيمي به فعاليت آنزيم بستگي دارد

در فعاليت )  درصد14(اينكه بالاترين ميزان هيدروليز 
 درجه 75-80و دماي واحد تيروزين  300آنزيمي 

رين دامنه حرارتي شود اين دما بهت مشاهده ميگراد  سانتي
درجه  75-80در دماي . گردد براي آنزيم پاپائين تلقي مي

 125،  واحد تيروزين35هاي آنزيمي  و فعاليتگراد  سانتي
  واحد تيروزين250،  واحد تيروزين190، واحد تيروزين

 ،14ترتيب  ميزان درجه هيدروليز بهواحد تيروزين  300و 
اثر متقابل فعاليت روابط بين .  درصد است6 و 8، 10 ،12

  .اند  نشان داده شده1ل آنزيم و دماي اثر آن در شك
  

  
  

  .اثر فعاليت آنزيم پاپائين و دماي هيدروليز بر درجه هيدروليز -1 شكل
  

اساس اثرات متقابل فعاليت آنزيم پاپائين و مدت بر
هاي ميوفيبريلار با افزايش فعاليت  زمان اثر آن بر پروتئين

ثر آن بر شدت درجه هيدروليز افزوده آنزيم و زمان ا
 دقيقه در فعاليت 90كه پس از گذشت  طوري گردد به مي

 درصد 15درجه هيدروليز به حدود واحد تيروزين  300
  ).2شكل (رسد  مي

 مربوط به توان دوم متغيرهاي زمان و هاي هچه جملاگر
باشند ولي  دار مي دما نيز در مدل رگرسيوني مربوطه معني

 25نقاط مربوط به زمان . شتر حالت خطي داردمنحني بي
 دقيقه فعاليت 5و زمان واحد تيروزين  10دقيقه فعاليت 

 واحد 10 دقيقه فعاليت 45، زمان واحد تيروزين 135

 65، زمان  واحد تيروزين200 دقيقه 5 و زمان تيروزين
 دقيقه فعاليت 5و زمان واحد تيروزين  10دقيقه فعاليت 

 واحد 75 دقيقه فعاليت 90 زمان ، واحد تيروزين250
، زمان  واحد تيروزين300 دقيقه فعاليت 5 و زمان تيروزين

 دقيقه 20 و زمان  واحد تيروزين155 دقيقه فعاليت 90
 210 دقيقه فعاليت 90، زمان  واحد تيروزين300فعاليت 

 واحد 300دقيقه فعاليت  35 و زمان واحد تيروزين
 و  واحد تيروزين265  دقيقه فعاليت90، زمان تيروزين

 دو به دو از  واحد تيروزين300 دقيقه فعاليت 60زمان 
، 6، 4، 2ترتيب معادل  باشند كه به تراز مي نقاط خطوط هم

  . درصد درجه هيدروليز هستند14 و 12، 10، 8
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  .اثر فعاليت آنزيم پاپائين و مدت اثر آن بر درجه هيدروليز -2شكل 
  

 و دماي هيدروليز پروتئين اساس اثر متقابل زمانبر
توسط آنزيم پاپائين اين دو عامل در ميزان هيدروليز تأثير 

با افزايش درجه حرارت هيدروليز از . توجهي دارند قابل
ميزان گراد  درجه سانتي 60به گراد  درجه سانتي 40

با شيب گراد  درجه سانتي 60هيدروليز زياد شده و پس از 
گراد  درجه سانتي 65از يابد و پس  كمتري افزايش مي
دست  هاثرات متقابل باساس بر. ماند تقريباً ثابت باقي مي

توان  با كنترل زمان و دماي هيدروليز مي) 3شكل (آمده 

 درصد افزايش داد كه در 12درجه هيدروليز را حداكثر تا 
 85-90و طي مدت گراد  درجه سانتي 75-80شرايط 

رات متقابل هر يك از از آنجا كه اث. آيد دست مي بهدقيقه 
اين دو عامل با فعاليت آنزيم سبب افزايش درجه 

رسد  شود، به نظر مي  درصد مي14هيدروليز تا حدود 
تري از زمان و دماي اثر آنزيم  فعاليت آنزيم عامل مهم
  .باشد براي درجه هيدروليز مي

  

  
  

  .اثر زمان و دماي فعاليت آنزيم پاپائين بر درجه هيدروليز -3شكل 
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هاي مربوط به  ها، منحني شناسي منحني به لحاظ ريخت
ي درجه هيدروليز داراي نقطه زيني هستند و پس از مدت

 منحني وارد فاز تغييرات منحني كم شده و به اصطلاح
 گاهي ).2000 ،كريستينسن و راسكو (شود مي 1سكون

ه هاي اوليه رقابت كرد ها با پروتئين مواقع هيدروليز شده
كريستينسن و  (شوند رخ هيدروليز ميسبب كاهش ن

قابل دست آمده  هله در نتايج بأاين مس ).2000 ،راسكو
 است در هر درجه حرارتي با افزايش روشن.  نبودهداهمش

فعاليت آنزيم و زمان اثر آن بر ميزان هيدروليز افزوده 
چه دما در شرايط بهينه قرار داشته باشد  گردد و چنان مي

. توان به نتيجه مورد نظر دست يافت ميتري  در زمان كوتاه
البته بايد توجه داشت كه هيدروليز بيش از اندازه سبب 

شود و بايد  ها مي كنندگي پروتئين تضعيف خواص عمل
يابي به خواص  ترين درجه هيدروليز براي دست مناسب
  . كنندگي مطلوب محاسبه گردد عمل

ي اثر بررس :اثر آنزيم پاپائين بر طول زنجيره پپتيدي
آنزيم پاپائين بر ميانگين تقريبي طول زنجير پپتيدي 

 از هيدروليز نشان داده است كه اين صفت دست آمده به
 تابع درجه دوم ،بلكهتأثير درجه حرارت قرار ندارد  تحت

 درجه هيدروليز. باشد فعاليت آنزيم و زمان اثر آن مي
 درصد متغير است و اين 15معمولاً بين صفر تا حدود 

 درصد 90حدود  زان هيدروليز سبب افزايش حلاليت تامي
بنابراين مقدار  .)2000 ،كريستينسن و راسكو (شود مي

 آلدر نيسن و روش زنجير پپتيدي كه به عددي طول
از .  باشد6 الي 5تواند حداقل  شود مي حاسبه مياولسن م

 18طور متوسط  هدست آمده مقادير را ب هآنجا كه مدل ب
زند و براي جلوگيري از حصول  ن ميواحد كمتر تخمي

 كمترين اختلافمتوسط  (05/18هاي خارجي، عدد  جواب
به عرض از )  تخمين زده شده از مقادير واقعيبيشترينو 

 شده و منحني مربوطه رسم دست آمده اضافه همبدأ مدل ب
هاي مربوطه، طول  با توجه به شكل). 4شكل (گرديد 

.  متغير است80 تا حدود 10ها از كمتر از  تقريبي زنجيره
هاي بالاي آنزيمي و يا  كمترين طول زنجيره در فعاليت

                                                 
1- Stationary Phase 

از آنجا كه آنزيم . گردد هاي طولاني مشاهده مي زمان
شكند و  پاپائين پروتئين ميوزين را تقريباً از نقطه مياني مي

هاي ميوفيبريلار را  كه بخش عمده پروتئين نظر به اين
رسد كه مخلوط  د به نظر ميده پروتئين ميوزين تشكيل مي

هاي هيدروليز شده تا حد زيادي به لحاظ وزن  پروتئين
  .ملكولي همگن باشد

ها نيز پيدا است، سرعت  چه در اين شكل چنان
ها در  لولكوشكستن ملكول پروتئين و كاهش اندازه م

و تا فعاليت )  دقيقه50تا حدود(مراحل ابتدايي واكنش 
زياد است كه نشان روزين واحد تي 200آنزيمي تقريباً 

دهد بخش اصلي عملكرد آنزيم در سيستم پروتئيني در  مي
چه پروتئين  ، چنانبنابراينافتد  اين فاصله زماني اتفاق مي

مجاورت آنزيم قرار بگيرد ممكن  به مدت طولاني در
دست  هاست دچار تجزيه شديد شده و هيدروليزهاي ب

  . دست دهندكنندگي خود را از آمده خواص مطلوب عمل
هاي پروتئوليتيك  كلي با افزايش فعاليت آنزيمطور به
را ) پروتئين محلول(توان راندمان توليد نيتروژن محلول  مي

چه غلظت سوبسترا از حد خاصي تجاوز  چنان. افزايش داد
شود  از سرعت هيدروليز كاسته مي)  درصد8 >(كند 

زيم  آن يتبر فعال علاوه). 2000 ،كريستينسن و راسكو(
 بر ميزان حلاليت، درجه شرايط عمومي واكنش نيز

ها مؤثر  هيدورليز و طول زنجيره پپتيدي هيدروليز شده
لكولي وها با وزن م معمولاً گروه وسيعي از پپتيد. باشد مي
 از متوسط بيشتر ها گيرند ولي در محاسبه فاوت شكل ميمت

 ،كريستينسن و راسكو(شود  ها استفاده مي  هطول زنجير
دهد كه متوسط طول  اين پژوهش نشان ميتايج ن). 2000
 آنزيم و مدت زمان اثر آن  تأثير فعاليت ها تنها تحت  هزنجير

داري بر طول  قرار دارد و درجه حرارت واكنش تأثير معني
با افزايش فعاليت آنزيم و زمان اثر آن از . ها ندارد زنجيره

ليز  از هيدرودست آمده بههاي پپتيدي  طول زنجيره
، شود يبريلار ماهي كيلكا كاسته ميف هاي ميو پروتئين

كار رفته   آنزيم به كه در حداكثر زمان و فعاليت طوري هب
 اسيد آمينه شكل 20پپتيدهايي با طول زنجير كمتر از 

ها با  محاسبه طول متوسط زنجيره. )4شكل ( گيرند مي
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ها تا حد زيادي تطابق دارد  كنندگي هيدروليز خواص عمل
ها خواص   شديد پروتئين چرا كه در شرايط هيدروليز

بروز  براي گردد بيان مي. دشو كنندگي تضعيف مي عمل
 20 از ها حداقل كنندگي مطلوب بايد پپتيد خواص عمل

 ،كريستينسن و راسكو(اسيد آمينه تشكيل شده باشند 
دست آمده از اين پژوهش تا حد زيادي  نتايج به). 2000

آنها ضمن . باشد  مي) 1996( و سينگ ومشابه نتايج فونك
هيدروليز آنزيمي گوشت چسبيده به استخوان بوقلمون، به 

 65-75اين نتيجه رسيدند كه با افزايش درجه هيدروليز تا 
هاي حاصل حدود  لكولي پروتئينو متوسط وزن مدرصد

متأسفانه اين پژوهشگران نوع . باشد  كيلودالتون مي5/6
  .را عنوان نكردندپروتئاز مورد استفاده 

با هيدروليز اسكلت ماهي ) 2002(گيلبرگ و همكاران 
 نوع آنزيم آلكالاز باكتريايي، نيوتراز، 5كاد توسط 

پروتامكس، تريپسين خوك و تريپسين كاد نشان دادند كه 
سازي  پروتئازهاي باكتريايي راندمان بيشتري در محلول

دست آمده  بهلكولي پپتيدهاي وها داشته و اندازه م پروتئين
. گردد  باشد ولي تا حدي طعم تلخ غالب مي تر مي كوچك

لكولي ودليل كاهش وزن م دست آمده به هيدروليزهاي به
  معمولاً ضريب هضم و جذب بالاتري نسبت به پروتئين

 داشتند بيان) 2003(لياست و همكاران . اوليه دارند
دست آمده از هيدروليز اسكلت ماهي  ههيدروليزهاي ب

اي  لمون با پروتئاز مخلوط پروتامكس به لحاظ تغذيهسا
پس از . قابل مقايسه با كازئين شير و يا پروتئين سويا است

هاي   توسط آنزيم هاي ماهيچه  پروتئينصيد ماهي معمولاً
لكولي گاهي وطبيعي تجزيه شده و ضمن كاهش وزن م

  ). 1979 ،كروكاوا(يابد  اي افزايش مي ارزش تغذيه
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