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  :چکیده

 ـتول طیشرا يساز نهیبه منظور به. شد دیتول يبریس یتاسماه واحشاء امعاء از شده زیدرولیه نیپروتئ  د،ی

 بـه ) آلکـالاز ( میآنـز  غلظـت  و pH زمان، عامل سه اثر) RSM( پاسخ سطح يآمار روش از استفاده با

 ـز داشـت،  شیآزما يها داده با یخوب برازش ،یاضیر مدل. دیگرد یبررس زیدرولیه درجه يرو  R2 رای

. اسـت  حیتوض قابل مدل توسط شیآزما محدوده درون راتییتغ از درصد 97 که داد نشان 97/0 معادل

 غلظـت  يحـاو  مـار یت به مربوط) درصد 21/58( زیدرولیه درجه نیبالاتر آمده، دست به جینتا اساس بر

 بـه  میآنـز  نسـبت ( زیدرولی ـه طیشـرا  بـا  مـار یت و شد نجاما pH= 8 و قهیدق 60 زمان درصد،2 یمیآنز

 نیگزیجا عنوان به) 37/42( نیپروتئ مقدار نیشتریب يدارا) pH=5/8 قه،یدق 45 زمان درصد، 2 سوبسترا

 Salmonella يبـاکتر  رشـد  زانیم یبررس يبرا) Triptic soy broth( کشت طیمح يتجار پپتون

typhi ـتغ. گرفـت  قرار استفاده مورد ساعت 48 تا صفر يها زمان در   مـار یت در S. typhi رشـد  راتیی

  .نبود دار یمعن اختلاف یول داشته،) آلکالاز( 15 مارشمارهیت به نسبت يبهتر يصعود روند شاهد

  

)، سـالمونلا تیفـی، پـروتئین هیـدرولیز شـده،      Acipenser baeriiسیبري( ماهی تاس کلید واژگان:

 آلکالاز
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  مقدمه

وزن بـدن  از درصـد   60 حـدود  وري صنعتی مـاهی افردر 

 ,. Dekkers et al( شـود  ماهی به شکل ضایعات تولید مـی 

ضایعات تولید شده به شکل امعا و احشا، پوست، . ).2011

پـروتئین بـا   داراي مقـادیر قابـل تـوجهی از     ،استخوان سر،

در کـه   دهستن درصد وزن ضایعات) 23تا  10( کیفیت بالا

 شـوند  میاستفاده پودر ماهی و کود حال حاضر براي تولید 

)Hsu, 2010 .(ــد افر ــدرولیزین ــراي هی ــرو ب ــدیل پ ین ئتتب

تـر و تجـاري    ي ماهی به اشکال قابل قبـول فراورضایعات 

بـراي جداسـازي    مؤثرروشی  هیدرولیزتوسعه یافته است. 

 Nikoo et) زیست فعال از پروتئین ضایعات استهاي  پپتید

al., 2014).  از طریــق شکســتن شــده  هیــدرولیزپــروتئین

نزیمی و یا شیمیایی آهاي  توسط واکنشها  پروتئین به پپتید

زیستی بـر پایـه اسـتفاده از    هاي  ینداالبته فر. آید میدست  هب

 ـ هـاي   ینـد اا فربآنزیم در مقایسه  دلیـل شـرایط    هشـیمیایی ب

ــر مناســب ــرل بیشــتر اســتفاده   ت ــت کنت ــیو قابلی  شــوند م

)Kristinsson and Rasco,2000b.(  پـروتئین   هـاي  ویژگـی

و غلظت نوع آنزیم  ،دما( هیدرولیزشده به شرایط  هیدرولیز

 ,Kristinsson  and Rasco( داردبستگی زیـادي  ) پروتئین 

 ـ هـاي  ویژگـی همچنین نوع ماده اولیه بـر  ). 2000 روتئین پ

پروتئینی مختلـف   1بسترهاي گذارد. تأثیر می شده هیدرولیز

بـا  شده  هیدرولیزهاي  سبب تولید انواع مختلفی از پروتئین

از شـوند.   سودمندي مختلف مـی ااي و فر تغذیههاي  ویژگی

طـی  و زمـان   pH تغییر، مختلفهاي  آنزیمکاربرد با رو  این

هـاي   ویژگـی بـا  هـایی   دهفـراور  تـوان  می، هیدرولیزیند ا فر

، بازیافـت نیتروژنـی و   هیـدرولیز مختلف از لحـاظ درجـه   

 ,.Ovissipour et al( کـرد تولیـد  ترکیـب اسـیدهاي آمینـه    

2012b.( با اندازه کوچک در مقایسـه  هاي  کلی، پپتیدطور هب

 Nalinanon( آمینه آزاد مفیدترنـد هاي  با پروتئین و یا اسید

                                                             
1 .substrate 

et al., 2011 .(ــدرولیز ــتفاده از   هی ــق اس ــی از طری آنزیم

آندوپپتیداز که سبب شکستن پیوندهاي پروتئازي هاي  آنزیم

هـاي   شـوند و آنـزیم   پپتیدي در داخل مولکول پروتئین می

و   Nاگزوپپتیداز که پیوندهاي پپتیدي را در موقعیت انتهایی

C شـود   کنند، انجـام مـی   می هیدرولیز)Nalinanon et al., 

صورت  ه، پروتئازهاي میکروبی تجاري ببارهدر این  ).2011

 شده هیدرولیزین تئآمیزي براي تولید پرو فقیتگسترده و مو

 EC)آلکـالاز   .شـدند زیست فعالی اسـتفاده  هاي  با ویژگی

ــزیم (3.4.21.14 ــوعی آن ــاکتري   ن ــه از ب ــت ک ــایی اس قلی

ــورمیس  ــیلوس لیچنیف ــد Bacillus licheniformsباس  تولی

مناسـب   pHاین آنزیم در زمان کوتاه و در شرایط . شود می

. همچنـین  ایجـاد کنـد  بـالایی را   هیـدرولیز درجه  دتوان می

ایـن آنـزیم داراي نیتـروژن     وسـیلۀ  بهتولید شده هاي  پپتون

هـا   بـاکتري ). Ovissipour et al., 2009a(  ندهسـت بیشتري 

باسـیل گـرم   از نـوع  سـالمونلا  جنس  ،انواع مختلفی دارند

مختلـف  هـاي   . گونهاستمنفی و از خانواده انتروباکتریاسه 

 آنونه ترین گ عامل مسمومیت غذایی بوده و مهماین جنس 

کشـت  هاي  محیط .است حصبهبیماري تیفی بوده که عامل 

کـه هـر یـک داراي     داردمتعددي براي سالمونلاها وجـود  

ولـی حساسـیت،    دهسـتن و مزایاي مربوط به خـود   معایب

قیمت تمام شده تر  گیري و از همه مهم سرعت نتیجه ،دقت

محـیط  عوامل مهم در انتخـاب   محیط کشت اختصاصی، از

هاي  ز محیطا ).D’Aoust and Purvis, 1998( هستند کشت

 این جنسسازي و جداسازي  غنی برايکشت مورد استفاده 

تتراتیونات براث، سـلنیت اف بـراث، سـالمونلا    به  توان می

قیمـت   د.کـر اشـاره   بیسموت سولفیت آگارو  شیگلا آگار

انتخـاب  بـوده و   بـالا  بسیارذکر شده هاي  حیطتمام شده م

منظـور   کشت ارزان قیمت ولی با کیفیت بالا بـه هاي  محیط

نظـر   تجاري موجود ضروري بـه هاي  دن محیطکرجایگزین 

 ـهاي  پپتون رسد. می واسـطه داشـتن    هتولید شده از آبزیان ب
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و اســیدهاي آمینــه ضــروري، کوچــک زنجیــره پپتیــدهایی 

 بـراي یکـی از مـواد پروتئینـی بـا ارزش      عنوان به ندتوان می

در نظر گرفته شـوند.  سالمونلا  ویژه بهها  جداسازي باکتري

هـاي   یکی از گونـه  )Acipenser baerii( سیبري ماهی تاس

و گوشـت  تولیـد خاویـار    بـراي ماهیان خاویاري است که 

سـیبري   مـاهی  تـاس  ياحشـا  . امعـا و شود داده میپرورش 

ین تئبـراي تولیـد پـرو   طور بالقوه منبع مناسـبی   هند بتوان می

زیست فعالی با توجه به اینکه ویژگی د. نباششده  هیدرولیز

 پـروتئین سـودمندي  اعملکـردي و فر هـاي   و سایر ویژگـی 

آنـزیم و شـرایط    ،پـروتئین نـوع   تأثیرتحت  هیدرولیز شده

سازي شـرایط تولیـد پـروتئین     بهینه ،دگیر میقرار  هیدرولیز

با ترکیب هایی  دفراورد موجب تولید توان می شده هیدرولیز

ده فـراور بهتـرین عملکـرد را در   د که نشوشیمیایی خاص 

سـیبري   مـاهی  تـاس  ينهایی داشته باشند. از امعا و احشـا 

اسـتفاده نشـده   شـده   هیدرولیزبراي تولید پروتئین تاکنون 

 تأثیرتولید پپتون و  بارةاز طرفی دیگر، اطلاعی نیز دراست. 

در مقایسه بـا سـایر    Salmonella typhiآن در رشد باکتري 

بنابراین هدف از این کشت تجاري وجود ندارد. هاي  محیط

 يامعـا و احشـا  از  شـده  هیـدرولیز تولید پـروتئین  تحقیق، 

 ،pH( هیـدرولیز شـرایط   تـأثیر سیبري و بررسی  ماهی تاس

بـر  ) هیدرولیز زمانمدت و  )E/S(سوبسترا آنزیم به نسبت 

. است شده هیدرولیزی ینکیفیت شیمیایی و عملکردي پروتئ

علاوه بر آن، قابلیت پپتون تولید شده از امعـا و احشـا بـر    

  .شود میبررسی  Salmonella typhiرشد باکتري 

  

  ها مواد و روش

  مواد شیمیایی

چگــالی    و AU/kg4/2 آلکــالاز( بــا فعالیــت آنزیمــی   

g/ml18/1(شرکت نووازیم از )تـري  د. ش ـ) تهیـه  دانمارك

منو  ،اسید کلریدریک، هیدروکسید سدیمکلرواستیک اسید، 

 سولفات مس پنج آبـه و  سدیم فسفات، دي سدیم فسفات

  .خریداري شدند )آلمان( شرکت مركاز 

  آنزیمی هیدرولیز

سـیبري از مرکـز تکثیـر و پـرورش      مـاهی  تاس يامعا و احشا

تهیـه و در مجـاورت یـخ     )مازنـدران (سـاري،  شهید رجـایی  

ــخ     ــه ی ــا ب ــا و احش ــبت امع ــه  1(نس ــگاه   ،)2ب ــه آزمایش ب

 میکروبیولوژي پژوهشکده اکولوژي دریاي خزر منتقل گردیـد 

 گـراد نگهـداري شـد.    درجـه سـانتی   - 20و تا زمان استفاده در

 55گروه با دمـاي ثابـت    15در  RSMتیمارها براساس روش 

ــراد  درجــه ســانتی شــرایط و) Ovissipour et al,. 2009a(گ

در  pHو  )S/E( آنـزیم بـه سوبسـترا   زمـان، نسـبت    هیدرولیز

ابتدا امعـا و  ). 1(جدول  محدوده مشخص شده، تعریف شدند

صـورت   بـه  کن کاملاً سیبري توسط مخلوط ماهی تاس ياحشا

هـاي   سـازي آنـزیم   غیرفعـال  براياز آن  سپسهموژن درآمد. 

درجـه   85درونی امعـا و احشـا، مـواد خـام اولیـه در دمـاي       

 Ovissipour et( دقیقه قرار داده شد 20گراد براي مدت  سانتی

al,. 2009a .( پختـه شـده بـا آب مقطـر بـه       يامعا و احشابعد

 )آلکالاز(، آنزیم پی اچاز تنظیم  پسرقیق شدند.  2به  1 نسبت

شرکت ( شیکردار ماري بن ها در نمونه ها اضافه شده و به نمونه

(جـدول   با مدت زمان مربوطه قرار داده شدند )ایران- اختریان

بـراي  ها  قطع واکنش آنزیمی، نمونه براي). در پایان آزمایش، 1

گراد قرار داده شدند.  درجه سانتی 95دقیقه در دماي  15مدت 

(مـدل  شده بـا اسـتفاده از سـانتریفوژ     هیدرولیزسپس پروتئین 

Kokusan ،10دقیقـه در دمـاي    20بـه مـدت    )ژاپـن  ساخت 

سـانتریفوژ و مـایع    دور در دقیقـه  8000 در ،گراد درجه سانتی

آوري شد. بخشـی از ایـن    بعدي جمعهاي  رویی براي بررسی

و بخشـی دیگـر   استفاده شـد   هیدرولیزمواد براي تعیین درجه 

مربـوط بـه محـیط کشـت، بـه روش      هاي  براي انجام آزمایش

(فریـز درایـر) خشـک و پـودر گردیـد و در       انجمـاد خشـک  

  د. شدسیکاتور نگهداري 
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 RSMاز ه سیبري با استفاد ماهی تاس يامعا و احشا آنزیمی هیدرولیزسازي  در بهینه آنمتغیرهاي مستقل و سطوح  1 جدول

  علامت  متغییرهاي مستقل
 سطوح و حدود متغییرها

1+ 0 1- 

pH 1X 5/8 8 5/7  

 2X  60 45 30 زمان(دقیقه)

 v/w %( 3X 2 5/1 1(نسبت آنزیم به سوبسترا 

  

  ترکیب شیمیایی

 ,AOAC( دش ـتعیـین   AOAC ها به روش طوبت نمونهر

ظرف آلومینیومی از قبل  درگرم از نمونه  2. حدود )2005

در داخل آون بـا  ها  شد. سپس نمونهوزن شده، قرار داده 

گراد تا رسیدن به وزن ثابت قرار  درجه سانتی103±2دماي

داده شد. براي تعیین میـزان چربـی از دسـتگاه سوکسـله     

). تعیین میزان پروتئین کل در AOAC, 2005استفاده شد (

 ,AOAC( مواد خام اولیه، از روش کلـدال اسـتفاده شـد   

با قرار دادن نمونه در کوره با  نیز خاکستر درصدو  )2005

ــا  500دمــاي  ــد  گــراد درجــه ســانتی 550ت تعیــین گردی

)AOAC, 2005.(  

  هیدرولیزگیري پروتئین محلول و درجه  اندازه

 مـاهی  تـاس شـده   هیـدرولیز پروتئین محلول در پروتئین 

تعیـین   Layne (1975)بیورت براسـاس  روش سیبري، به 

 ,Hoyle and Merritt براساس روش هیدرولیز. درجه شد

، فاز محلـول حـاوي   هیدرولیزآمد. پس از  دست به 1994

شـــده، جــدا گردیـــد و محلـــول   هیـــدرولیزپــروتئین  

، درصـد بـه آن اضـافه    TCA (20( کلرواستیک اسـید  تري

 10دور در دقیقـه در   6000دقیقـه در   10نمونه به مدت 

کلرواستیک  گراد سانتریفوژ شد و محلول تري درجه سانتی

محلــول هــاي  درصــد شــفاف حــاوي پــروتئین 20اســید 

راسـاس رابطـه زیـر    ب هیـدرولیز آوري شـد. درجـه    جمـع 

  محاسبه گردید:

کــل در نمونــه/ نیتــروژن موجــود در  نیتــروژن( ×100

  %DHدر نمونه) =  TCAدرصد  20محلول 

  سازي میکروارگانیسم و تهیه محیط کشت آماده

 Salmonella typhiباکتري مـورد اسـتفاده در ایـن تحقیـق     

)1609:PTCC هاي و قارچ ها از کلکسیون باکتري) بوده که 

د. پس از شهاي علمی و صنعتی ایران تهیه  سازمان پژوهش

و  )TSB( تریپتیـک سـوي بـراث    کشت باکتري در محـیط 

سـاعت،   18درجـه بـه مـدت     30انکوباسیون آن در دماي 

تهیـه شـده از   پـروتئین  حـاوي  تلقیح به محیط کشت  براي

  گردید. استفاده سیبري ماهی تاسضایعات 

بهترین تیمار از نظر بالاترین میـزان پـروتئین (تیمـار    

. پپتـون  شـد ) براي تولید محیط کشت اسـتفاده  15شماره 

تهیه شده از ضایعات ماهی، معادل پپتـون محـیط کشـت    

در نظر گرم در لیتر  20 تریپتیک سوي براث بوده و معادل

ارزیـابی  ترکیب محیط کشت مورد استفاده در گرفته شد. 

نشــان داده شــده  2 جــدول در Salmonella typhiرشــد 

ــت.  ــداس ــد  رون ــان Salmonella typhiرش ــاي  در زم ه

دستگاه جذب نوري با استفاده از طریق قرائت  ، ازمختلف

 شـد انجـام   آلمان) Eppendorf (ساخت شرکت بیوفتومتر

)Safari et al,. 2011.(  
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  لیتر) میکروبیولوژي(گرم/ هاي ترکیب محیط کشت مورد استفاده در آزمایش 2جدول 

 ترکیبات سیبري ماهی تاس ياحشا و پپتون تولید شده از امعا (گرم/لیتر)TSBمحیط کشت 

 سدیم کلراید 00/5 00/5

 کازئین - 00/15

 سویا - 00/5

 سیبري ماهی تاسشده  هیدرولیزپروتئین  20 -

 

  آنالیز آماري

آنالیز ترکیب شیمیایی و بررسـی رشـد بـاکتري بـا آزمـون      

ANOVA -    .ــت ــام گرف ــن انج ــا   دانک ــودار ب ــم نم رس

سـازي   بهینـه . انجـام شـد   Microsoft Excel 2010افـزار  نرم

شـده بـا اسـتفاده از روش     هیـدرولیز شرایط تولید پروتئین 

بـنکن انجـام    -) براساس طـرح بـاکس  RSM(سطح پاسخ 

 )ANOVAتجزیه و تحلیل رگرسیونی و واریانس (گردید. 

انطبـاق بـا مـدل ریاضـی، تعیـین       بـراي آزمایشی هاي  داده

هـاي آمـاري    ي آزمـون معنـادار ضریب رگرسیونی و تعیین 

 Design Expertافزار  نرم باشرایط مدل و ترسیم نمودارها 

) 3(جـدول   تیمار 15 طبق این مدل تعداد. انجام شد 7.0.0

بار تکرار شدند.  3پیشنهاد شد که در نقطه مرکزي آزمایش 

)، نسبت آنـزیم بـه   2X)، زمان (pH )1Xسه متغیر مستقل 

 ندشـد آزمایش  )-1،  0 ،+1() در سه سطح 3Xسوبسترا (

در هـا   پاسخ بـه متغیـر   عنوان به هیدرولیز). درجه 3(جدول 

نظر گرفته شد. پاسخ سیستم آزمایشی براساس رابطـه زیـر   

  انجام گرفت:

Y = β� +	�β�X�

�

���

+ 	�β��X�
�

�

���

+	� �β��X�X�
	

���
 

Y 0 )،هیدرولیزعبارت است متغیر وابسته (درجهβ  وiβ 

و  iXورد شده توسط مدل هستند، اهاي بر ثابت ijβو iiβو 

jX هايترتیب نمایانگر اثر مستقل بوده و بههاي  سطح متغیر 

و  1X ،2Xمتقابـل متغیرهـاي    هايخطی، درجه دوم و اثر

3X  این مدل اثـر هـر متغیـر را روي    باشند میروي پاسخ .

  دهد.  پاسخ نشان می

  

 RSM به روش سیبري با آلکالاز ماهی تاس يامعا و احشاو میزان پروتئین  هیدرولیزنتایج درجه  3 جدول

 تیمار
1X 2X  3X  

5/8-5/7  )min(60-30   (%)2-1  DH (%)  Pr(g/l)  

1 0  1-  1-  64/43  59/32  

2 1-  1+  0  41/53  07/30  

3 0  1+  1-  77/52  44/36  

4 0  0  0  76/53  74/36  

5 1+  0  1-  24/51  37/29  

6 1-  1-  0  43/41  37/29  

7 0  0  0  98/55  85/33  

8 0  0  0  69/54  4/33  

9 1-  0  1+  35/51  85/30  

10 0  1+  1+  21/58  37/29  
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11 1+  1-  0  06/47  48/30  

12 1-  0  1-  32/43  59/28  

13 1+  1+  0  01/56  03/31  

14 0  1-  1+  89/51  96/26  

15 1+  0  1+  6/54  37/42  
 

  نتایج

شده  هیدرولیزپودر پروتئین  وامعا و احشا ترکیب شیمیایی 

نتایج نشان ه شده است. ئارا 4 جدول درسیبري  ماهی تاس

یند هیدرولیز افزایش یافـت و  اداد میزان پروتئین پس از فر

از هیـدرولیز   پـس درصد رسید. میـزان خاکسـتر    42/88به 

) و 11/1) و در عوض درصـد چربـی(  91/2( افزایش یافته

  .رطوبت کاهش یافت

  

  سیبري ماهی تاس يامعا و احشاشده  هیدرولیزخام و پروتئین  ةماد ترکیب شیمیایی 4 جدول

  خاکستر (%)  رطوبت (%)  چربی (%)  پروتئین(%)  ماده

  97/17b 06/0±96/1a  45/1±82/74a  14/0±11/2b±46/1  تر) (وزنخام ةماد

  42/88a 23/0±11/1a  25/0±32/7b  11/0±91/2a±14/2  شده هیدرولیزپروتئین 

 است.ها  در بین داده معنادارحاکی از اختلاف  ستونحروف کوچک متفاوت در 

  

متغیـر وابسـته    عنوان به هیدرولیزنتایج مربوط به درجه 

براسـاس طـرح    RSMدر تیمارهاي تعریف شده بـه روش  

نشان داده شـده اسـت. بیشـترین     3بنکن در جدول -باکس

) 21/58بـوده (  10مربوط به تیمار شـماره   هیدرولیزدرجه 

 pH=8دقیقـه و   60درصـد، زمـان   2که در نسبت آنزیمـی  

مربوط  ) 43/41( هیدرولیزانجام شده است. کمترین درجه 

 45درصـد، زمـان    5/1نسـبت آنزیمـی    ،6شماره به تیمار 

براي آنالیز واریـانس   Fمقدار  .بوده است pH=5/7دقیقه و 

 85/24سـیبري   مـاهی  تـاس  يامعا و احشا هیدرولیزدرجه 

 Fدرصـد از مقـدار    5آمد کـه در سـطح احتمـال     دست به

 0012/0مـدل،   Pاز سوي دیگر مقدار  .تر بود جدول بزرگ

 ةدهنـد  رو نشان تر است، از این کوچک 05/0بود و چون از 

مناسب بودن مدل با استفاده از آزمون  .استي مدل معنادار

 نبـود  معنـادار  و رازش مورد بررسـی قـرار گرفـت   بفقدان 

)05/0>p.(   ــایج ــاس نت ــهبراس ــت ب ــرایب   دس ــده، ض آم

اي  بینـی مـدل چنـد جملـه     پـیش  برايرگرسیونی چندگانه 

ر پاسـخ ایجـاد شـد و بـا توجـه بـه       ی ـدرجه دوم براي متغ

  گردید:ضرایب، مدل پیشنهادي زیر ارائه  يمعنادار
  

DH = 81/54  + 42/2  (X1) + 55/4  (X2) + 14/3  (X3) 

42/3-  (X1
2
) – 92/1  (X2

2
) 

  

کـه مـدل چنـد     کـرد مشخص  آنالیز واریانس آزمون

. اسـت  اي درجه دوم به اندازه کافی بیانگر پاسـخ  جمله

بیانگر این بود که مدل  2R (9781/0ضریب همبستگی (

خوبی توضیح داده اسـت. مقـدار    رگرسیون واکنش را به

امعـا   هیدرولیزضریب همبستگی تنظیم شده براي درجه 

بود کـه بـا مقـدار     9388/0سیبري  ماهی تاس يو احشا

دقـت   هضریب همبستگی آزمایش همخوانی داشت. آمار

بـود. هرگـاه    344/16کافی براي این آزمایش برابـر بـا   

ــیش از  هقــدار ایــن آمــارم ــوده و  4ب باشــد، مطلــوب ب

در ایـن  . هـا اسـت   بینـی داده  دقت در پـیش  ةدهند نشان

درصـد بـراي ضـریب تغییـرات و     46/2مطالعه، مقـادیر  
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براي انحراف اسـتاندارد نشـانگر دقتـی اسـت کـه      26/1

ــه    ــاس معادل ــت. براس ــده اس ــام ش ــایش در آن انج آزم

بودن هر یک از ضـرایب مربـوط بـه     معناداررگرسیون، 

 Pو Fوســیله مقــادیر  متغیرهــاي معادلــه درجــه دوم بــه

دهد در  آماري نشان میهاي  تجزیه و تحلیل. شدبررسی 

بسیار  تأثیرصورت مستقل،  به عاملمدل آزمایش، هر سه 

) و اثـر  p>01/0دارنـد (  هیـدرولیز ي بـر درجـه   معنادار

است و همچنـین اثـر درجـه دوم     معنادارغیرها متقابل آن

منظور تعیـین   است. به معنادارو زمان  pHفقط در مورد 

حصول  برايآنزیمی،  هیدرولیزشرایط بهینه هر متغیر در 

، نمودارهاي سـه بعـدي بـراي    هیدرولیزبالاترین درجه 

دو متغیـر را   هايمتغیرها ترسیم شده است. هر شکل اثر

اش  زان بهینـه می در متغیر سوم دهد،  می روي پاسخ نشان

 1 طـور کـه در شـکل    . همانثابت نگه داشته شده است

ــا افــزایش زمــان   ، درجــه هیــدرولیزمشــخص اســت، ب

در یـک نسـبت آنـزیم بـه سوبسـتراي ثابـت،        هیدرولیز

بالاتر دستخوش کاهش شده هاي  افزایش یافته و در زمان

، در هیـدرولیز است و با کاهش پیوندهاي پپتیدي قابـل  

این شکل بالا رفتن ماند. مطابق  میباقی ثابت  سطح نسبتاً

نسبت آنزیم بـه سوبسـترا در یـک زمـان ثابـت، باعـث       

که تغییرات  2در شکل  گردد. می هیدرولیزافزایش درجه 

را  pH هاي مختلف آنزیمـی و  در نسبت هیدرولیزدرجه 

در ناحیـه   pH دهد، مشخص است کـه متغییـر   نشان می

داشـته،   هیدرولیزبیشترین اثر را در افزایش درجه  02/8

که با افزایش نسبت آنزیم بـه سوبسـترا، درجـه     در حالی

خود گرفته و سپس از شیب   روند صعودي به هیدرولیز

بیــانگر تغییــرات درجــه  3شــکل  شــود. آن کاســته مــی

مورد آزمایش است کـه  هاي  pHو ها  در زمان هیدرولیز

دارد افــزایش زمــان منــتج بــه افــزایش درجــه  بیـان مــی 

روند کاهشی  هیدرولیزگردد و سپس درجه  می هیدرولیز

در کـاهش   توان مید. علت این کاهش را گیر میخود   به

شدت فعالیت آنزیمی، کاهش میزان باندهاي پپتیدي در 

 pH رفتنهمچنـین بـالا   دانست. هیدرولیزدسترس براي 

شـود، ولـی بـا     مـی  هیـدرولیز نیز باعث افزایش درجـه  

  .یابد کاهش می هیدرولیزافزایش بیشتر آن، میزان درجه 

 

  

 

 
  

بر  E/Sنمودار سه بعدي اثر متغیرهاي زمان و  1شکل

  درجه هیدرولیز

هاي آنزیم به سوبسترا  نمودار سه بعدي اثر متغیرهاي نسبت 2شکل

  بر درجه هیدرولیز pHو

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 1394پاییز ، 3، شمارة 4دورة  ___________________________________________________ علوم و فنون شیلات

54 

  
  هیدرولیزبر درجه  pHنمودار سه بعدي اثر متغیرهاي زمان و  3شکل

  

  در محیط کشت Salmonella typhiروند رشد 

ــراي اســتفاده از پــروتئین  و  شــده از امعــا هیــدرولیزب

کـه داراي   15سیبري، از تیمـار شـماره    ماهی تاس ياحشا

د. شبود، استفاده گرم/لیتر)  37/42(بالاترین میزان پروتئین 

از زمان صفر تـا  تیفی نتایج تغییرات جذب نوري سالمونلا 

نشان  4تیمار شاهد و تیمار آلکالاز در شکل  ساعت در 48

داده شده است. تغییرات رشد باکتري در تیمار شاهد بهتـر  

 اخـتلاف از تیمار آلکالاز بوده ولی با این وجود هیچ گونه 

  ي بین دو تیمار وجود نداشته است.معنادار

  

  
  سیبري ماهی تاس يدر محیط کشت حاوي پپتون تجاري و پپتون تهیه شده از امعا و احشا Salmonella typhiات تغییر 4شکل 

  با آلکالاز 
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  بحث

دهد که  نشان می )4(جدول نتایج مربوط به ترکیب شیمیایی

و  بـالا  شـده،  هیـدرولیز میزان پـروتئین در پـودر پـروتئین    

سـازي   این افزایش در واقع نوعی غنی .درصد است 42/88

 استمطالعات مشابه نتایج سایر  و آید میحساب  پروتئین به

تـا   63شده را بـین   هیدرولیزکه میزان پروتئین در پروتئین 

 Diniz and Martin, 1997,( دنــدکردرصــد گــزارش  90

,Bhaskar et al., 2008 Ovissipour et al., 2009a  ،

Kristinsson and Rasco, 2000a,b  میزان چربی در مـاده .(

، میـزان  هیـدرولیز از انجـام   پـس ولی درصد بود 96/1خام 

دلیـل ایـن کـاهش،     کـاهش یافـت.   درصد 11/1به  چربی

 بـوده هـا   پپتیدي و سانتریفوژ نمونهپیوندهاي شکسته شدن 

جدا کردن چربی از کمـپلکس پروتئینـی شـده و    که باعث 

شـده   راحتی از آن جدا  بالاتر از مایع رویی قرار گرفته و به

چـرب   ده کـم فـراور طور معمول  هب هیدرولیزپروتئین  .است

د سبب توان میاکسیدانی  آنتی وگیدلیل  ده که بهشمحسوب 

در ماهی جلوگیري یا کاهش اکسیداسیون چربی و پروتئین 

 Shahidi et al., 1995) :Nikoo etگردد در زمان نگهداري 

al., 2014 شده معمـولاً  هیدرولیز). میزان چربی در پروتئین 

 Kristinson andعنـــوان گردیـــددرصـــد  1 کمتـــر از

Rasco.,2000a) شـده   هیدرولیز ۀ). میزان خاکستر در نمون

 ـ مـی ایـن امـر   نسبت به ماده خام اولیه افزایش یافت.  د توان

علت افـزایش میـزان مـاده خشـک و نیـز کـاربرد اسـید         به

در طـی   pHکلریدریک و هیدروکسید سدیم بـراي تنظـیم   

  ).(Meshginfar et al., 2014 واکنش باشد

Ovissipour  2009(و همکارانa(   کـه بـا   دادنـد  نشـان

از ایرانـی   مـاهی  تاس يامعا و احشا هیدرولیززمان افزایش 

افزایش نسبی پیـدا   هیدرولیزدرجه  ،دقیقه 205دقیقه به  30

 اسـت ولی این روند در دماهاي مختلـف متفـاوت    کند، می

 هیـدرولیز گراد، درجه  درجه سانتی 35دماي در که  طوري به

دقیقـه   205افزایش و تا زمـان   25/10دقیقه به  30در زمان 

درجـه رونـد    45در دمـاي   مانـد.  در همین دامنه ثابت مـی 

دقیقـه بـه    30در زمـان   25/10تر بـوده و از   افزایش سریع

درجـه   55یابد. با افزایش دما بـه   درصد افزایش می 27/35

 205در زمان  13/64ي داشته و به معناداراین روند افزایش 

کـه بـا افـزایش زمـان      دهـد  مـی   رسد. نتایج نشان دقیقه می

بسـته بـه دمـاي مـورد اسـتفاده       هیدرولیز، درجه هیدرولیز

 شده و افزایش آن به دماي استفادهداشته ي نادارمعتغییرات 

 55بستگی دارد. در تحقیـق حاضـر دمـاي مـورد اسـتفاده      

با در نظر گرفتن سایر مطالعـات  انتخاب آن درجه بوده که 

انجام شده تا بهترین تغییرات در میـزان پـروتئین و درجـه    

  آید. دست به هیدرولیز

نتایج این تحقیق نشان داد که متغیرهاي نسبت آنـزیم  

وي پاسخ آزمایش ر يمعناداراثر  pHبه سوبسترا، زمان و 

نسـبت   عامـل . هر سه اند داشته، است هیدرولیزکه درجه 

ــه pH آنزیمــی، زمــان و ــأثیرصــورت مســتقل  ب بســیار  ت

دارند. همچنین اثر درجه دوم  هیدرولیزي بر درجه معنادار

بود که مشابه با نتـایج سـایر    معنادارو زمان  pHدر مورد 

 ,.Dong et al., 2008; Guerard et al)اسـت( مطالعـات  

2002 .Taghiof سطح پاسخ از روش ) 2010( و همکاران

سازي شـرایط تولیـد پـروتئین     بهینه برايو آنزیم آلکالاز 

 دنـد کراستفاده ماهی  فیل يشده از امعا و احشا هیدرولیز

نمودارهاي سه بعدي، شرایط بهینه از لحاظ دما، براساس .

گراد،  درجه سانتی 50ترتیب، دماي  زمان و میزان آنزیم به

 Esmaeiliدرصـد بـود.    1دقیقه و میزان آنزیم  120زمان 

and Hovasnnisyan )2011 پروتئین امعـا و   هیدرولیز) با

آنزیم پروتامکس دریافتنـد  استفاده از  ماهی با فیل ياحشا

دقیقه و 2/114زمان  گراد، سانتی درجه 21/39که در دماي 

واحد آنسون بـر کیلـوگرم، درجـه     41/27 فعالیت آنزیمی

و   Aliasgari درصـد بـوده اسـت.    30بـیش از   هیدرولیز
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سـر و   هیـدرولیز شرایط بهینه را بـراي   )2015( همکاران

) با اسـتفاده  Sepia pharaonis( بازوي ماهی مرکب ببري

و  pH= 49/8گـراد،   درجه سـانتی  33/54دماي از آلکالاز 

 هیـدرولیز درصد بـا درجـه   97/1نسبت آنزیم به سوبسترا 

  اعلام کردند. 50/14

 نتــایج تغییــرات جــذب نــوري در رشــد بــاکتري     

Salmonella typhi      نشان داد کـه در هـر دو محـیط کشـت

مورد استفاده در این تحقیق، با افزایش زمان انکوباسیون تا 

ساعت، میزان جذب نوري افزایش پیدا کرده است. ولی  48

در محـیط کشـت تجـاري بیشـتر      Salmonella typhiرشد 

و   Safariاز ســويمطالعــه انجــام شــده  در. بــوده اســت

ــاران ( ــت  2011همک ــه غلظ ــرم از  30 و 20، 10) از س گ

منظـور   بـه اي  کپـور نقـره  شده سر ماهی  هیدرولیزپروتئین 

نتایج نشان  .دش ویبریو آنگوئیلاریوم استفادهباکتري کشت 

سـکون بـاکتري    مرحلۀداد که با افزایش میزان پپتون، زمان 

گـردد.   رشد مـی  مرحلۀتر وارد  کاهش یافته و باکتري سریع

گـرم در   20و 10هـاي   غلظترشد ویبریو آنگوئیلاریوم در 

لیتر از پپتون کمتر از محیط کشت تجاري بـوده اسـت کـه    

نتیجه حاصل با نتیجه تحقیق حاضر مشـابه اسـت. بهتـرین    

ساعت 5/1گرم از پروتئین و زمان  30نتیجه تحقیق غلظت 

) از محیط کشت 2004bو همکاران ( Vazquezبوده است. 

زا و  بیمـاري هـاي   رشـد بـاکتري   بـراي حاوي پپتون ماهی 

ویبریو،روزئوبـاکتر و سـودوموناس) اسـتفاده    ( پروبیوتیـک 

هـاي مـورد اسـتفاده باعـث      دند و نتایج نشان داد پپتـون کر

شاخص شده و در بـین آنهـا نیـز    هاي  تقویت رشد باکتري

 هاشده ماهی تون بهتر از سایر سوبسـترا  هیدرولیزپروتئین 

  پاسخ داده است. آلا) (اسکوئید، قزل

 ماهی تاس ياین مطالعه نشان داد که امعا و احشانتایج 

 هیدرولیزتولید پروتئین سیبري منبع پروتئینی مناسبی براي 

روش سطح پاسخ و مدل حاصل از این آزمـایش از  . است

 هیـدرولیز بینـی درجـه    تناسب و اطمینان خوبی براي پـیش 

برخوردار است. با توجـه بـه نتـایج آزمـایش میکروبـی، و      

محیط کشت تجـاري و پپتـون تهیـه شـده از      ورد هزینهابر

د. ولی کرجایگزین استفاده  عنوان بهاز آن  توان می ضایعات،

با این وجود تکمیـل مطالعـات مـذکور از طریـق انتخـاب      

دستیابی به نتایج مستدل و منطقـی   برايتیمارهاي مختلف 

  رسد. ضروري به نظر می

  

  یقدردان و تشکر

صفري و مهندس کیـوان   نویسندگان از آقایان مهندس رضا

دریغشـان   هـاي بـی   همکاري و کمـک  دلیل  علی عسگري به

  نمایند. نهایت تشکر و سپاسگزاري را می
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Abstract: 

Protein hydrolysate (PH) from viscera of cultured Siberian sturgeon (Acipenser 
baerii) was produced. To optimize the production conditions, Response Surface 
Method (RSM) was employed to examine the effects of three different operating 
conditions, including time, pH, and enzymatic concentration (Alcalase) on the 
degree of hydrolysis.The mathematical model showed acceptable fitness of the 
experimental data as R2 equaled 0.97, which indicated  that   major part of  the  
variability  within  the  range  of  values could  be explained  by  the  model. The 
results showed that the highest degree of hydrolysis (58.21%) was related to the 
treatment which happened at the enzymatic concentration of 2%, 60 minutes time, 
and pH=8. Treatment under hydrolysis condition (i.e., E/S = 2%, Time = 45 min, 
and pH = 8.5) had the highest protein content (42.37g/l), which was used as an 
alternative to commercial peptone medium (Triptic soy broth) to assess the growth 
of Salmonella typhi bacteria from 0 to 48 hours. Although there was an upward 
trend in growth rate of S. typhi both in control and No. 15 (Alcalase) treatments, the 
log growth of control treatment was found to be better than that of Alcalase 
treatment. However, there existed no significant difference between the two 
treatments.  

Keywords: Siberian sturgeon (Acipenser baerii), Salmonella typhi, Protein 
hydrolysates, Alcalase 
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