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  پروتئين سر اثر شرايط هيدروليز بر اندازه مولكولي و درجه هيدروليز
  با آنزيم آلكالاز Thunus albacara)(تون زردباله  ماهي

 
   3، رضا صفري 2، علي معتمد زادگان * 1نسيم پاسدار

 
  پيشوا، ورامين، ايران _دانشگاه آزاد اسلامي، واحد ورامينصنايع غذايي، علوم و دانش آموخته كارشناسي ارشد 1

  ايران ساري، گروه علوم و صنايع غذايي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري، 2

  پژوهشكده اكولوژي آبزيان درياي خزر، ساري، ايران3

  
  

      17/8/1391تاريخ پذيرش:                  3/4/1391تاريخ دريافت: 

  

  چكيده

هدف  شوند. مواد خام اوليه را شامل ميدرصد از  70تا  50ضايعات جامد توليد شده در صنايع كنسرو سازي، 
باشـد. هـدف از انجـام     يابي به مواد با ارزش با راندمان و كيفيت بالا مـي  اصلي هيدروليز ضايعات ماهي، دست

بهينه سازي شرايط توليـد پـروتئين هيـدروليز شـده ( بـه لحـاظ كاربردهـاي فـراوان آن در صـنايع           تحقيق، اين
ز بـا  آلكـالا آنزيم  كارگيري بهن زرد باله با وماهي ت ي سرهيدروليز آنزيمغذايي) بوده است. در تحقيق حاضر 

  گـراد ،  درجـه سـانتي   55(دمـا :  هيـدروليز در شـرايط   شـد.   مطالعهكاملاً تصادفي با سه تكرار  استفاده از طرح
5/8= pH فعاليت آنزيمي ، Au/Kg35    رانـدمان   و دقيقـه) انجـام شـده    30و10،20و سه مرحله متوالي زمـان

هـاي هيـدروليز شـده     استحصال پروتئين، درجه هيدروليز، طول زنجيره پپتيدي و الگوي الكتروفـورز پـروتئين  
بازيافـت نيتروژنـي و درجـه هيـدروليز افـزايش و       ، ميزاندروليزهي زمان افرايش با بررسي شد. نتايج نشان داد

بـا   دقيقه با بالاترين درجـه هيدروليزاسـيون   30از ميان سه زمان فوق زمان  يابد. طول زنجيره پپتيدي كاهش مي
 نزيم آلكالاز در نظر گرفته شد. حداكثر بازيافت پروتئين و درجه هيـدروليز آ ) بهترين زمان براي30/7ميزان (

 -SDSدر مطالعه الگوي الكتروفورز بـا ).  (p<0.01مربوط به مرحله اول هيدروليز در هر سه زمان بوده است

PAGE كيلو  12هيدروليز شده حاصل از سر ماهي تون زرد باله حدود  هاي پروتئين ، وزن مولكولي اكثريت
  .دالتون بوده است

  
  .درجه هيدروليز، تون زردباله، زآلكالا، شده هيدروليزپروتئين  هاي كليدي: واژه

                                                 
 مسوول مكاتبه :nasim_pasdar@yahoo.com 
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  مقدمه -1
با توجه به پيشـرفت تكنولـوژي، افـزايش جمعيـت در جهـان و            

دريـايي و بـه دنبـال آن افـزايش      هـاي  فـراورده افزايش ميزان صـيد  
بـراي اسـتخراج    هـايي  روشميزان ضايعات، پژوهشگران بـه دنبـال   

براي تبديل ضـايعات مـاهي بـه     .باشند ميمواد با ارزش از ضايعات 
ز آنزيمي و شيميايي اسـتفاده  هاي هيدرولي توان از روش پروتئين مي

هيدروليز آنزيمي فرايندي نسبتاً ساده ، موثر و كارا است كـه   نمود.
. )10(شـود   هاي مشابه، مي ها در اثر واكنش مانع از تخريب پروتئين

هــاي مــورد اســتفاده بــه منظــور هيــدروليز آنزيمــي، از منــابع  آنــزيم
  ) و ميكروبـي  ) ، جـانوري ( تريپسـين  24گياهي ( پاپائين) ( مختلف

در  .( آلكالاز) بوده كه به طور گسترده مورد استفاده قرارمي گيرند
هيـدروليز مربـوط بـه آنـزيم      ها بيشترين درجه مقايسه با ساير آنزيم

 pHآلكالاز بوده كه قادر به انجام هيدروليز در زمان نسبتاً كوتـاه و  
غنـي از  منبـع   مـاهي  ). پـروتئين هيـدروليز شـده   10( باشد قليايي مي

هــاي بيوژنيــك  اســيد هــاي آمينــه ضــروري، مــواد معــدني و آمــين
تـوان   ). از جمله كاربرد هاي پروتئين هيدروليز شده مي17باشد( مي

ــه  ــه كــاربرد آن ب ــوان مكمــل ب ــده   عن ــدار كنن ــي ، پاي هــاي پروتئين
هــا عــلاوه بــر ارزش  ايــن پــروتئين. )22( هــا اشــاره كــرد نوشــيدني
ــه ــر  تغذي ــواص عملك ــت(دي اي داراي خ ــي،  حلالي ــذب چرب ، ج

هـا در مـواد    كه موجـب اسـتفاده آن   باشند نيز مي)  و ... ويسكوزيته
در  بررسـي  مـورد  فاكتورهـاي  نيتـر  مهـم  از يكـي  شود. غذايي مي
 كه بوده هيدروليزاسيون درجه شده، هيدروليز يها نيپروتئ خواص
. بازيافـت  )23(دهد يمنشان  را پپتيدي شدن باندهاي شكسته ميزان

 بررسـي عملكـرد   در مهـم  فاكتورهـاي  از ديگـر  يكـي  نيتروژنـي، 

 كـه  شـود  يم ـ محسـوب  غذايي يها نيپروتئ هيدروليز در ها ميآنز

 محلـول  يهـا  نيپروتئ جداسازي در آنزيم يك توانايي كننده بيان

اثـر   تحقيقـات،  بسـياري از  .)15( باشـد  يم ـ محلـول  غيـر  از انـواع 
انـد، برخـي ديگـر اثـر      هاي مختلف را مورد بررسي قرار داده آنزيم

را  pHعوامل مختلف مانند دما، زمان، نسبت آنـزيم بـه سوبسـترا و    
بـر درجـه    Alcalaseاثـر آنـزيم    2000در سـال   .انـد  بررسي نموده

 Atlanticهاي عضـله   هيدروليزاسيون و بازيافت نيتروژني پروتئين

salmon   دقيقـه   180گراد و مدت زمـان   درجه سانتي 40در دماي
رسـد كـه در تحقيقـات     بـه نظـر مـي    ).10مورد بررسي قرار گرفت(

ها با ميـزان بـالايي هيـدروليز     پروتئين انجام شده در شرايط مختلف
ها بـر   و نظر به اينكه اندازه وزن مولكولي متفاوت در پروتئين شدند

 در تحقيـق حاضـر  باشـد لـذا    ها تأثيرگذار مي خواص عملكردي آن

 ها در فواصل زماني مختلف هيدروليز شدند تا بررسي شود پروتئين
 تـر پپتيـدهايي بـا وزن مولكـولي بـالاتر و      تـوان در زمـان كوتـاه    مـي 

 تـون  هـاي  گونـه  تـرين  مهـم يكي از خواص عملكردي بهتر داشت. 
كـه   باشـد  مي (Thunnus albacares)تون زردباله  ماهيماهيان، 

هزار تـن صـيد    200 مي سازمان شيلات ايران، ازبر اساس آمار رس
هزار تن را به خود اختصـاص   41 تون ماهيان در سال، رقمي معادل

تحقيق حاضر با هدف بررسي اثر زمان هيـدروليز بـر    ).7(داده است
بازيافت نيتروژني، درجه هيدروليز، طول زنجيره پپتيـدي و الگـوي   

ــورز  ــروتئينالكتروف ــاي پ ــده در   ه ــدروليز ش ــازههي ــاني   ب ــاي زم ه
  ) دقيقه با آنزيم آلكالاز انجام شده است.30و 10،20هيدروليز( 

 
 هامواد و روش  -2

زرد باله به عنوان ماده خام اوليه ، از كارخانجـات   سر ماهي تن       
كنسرو توليـد مـاهي تـن در شـهرك صـنعتي اميـر آبـاد تهيـه شـد.          

فرايند اتوليز آنزيمـي و  به منظور جلوگيري از  هاي تهيه شده، نمونه
  گـراد ، تـا شـروع آزمـايش     درجه سـانتي  -20ميكروبي ، در دماي 

  نگه داري گرديدند . 

آنــزيم مــورد اســتفاده، آنــزيم ميكروبــي آلكــالاز بــوده كــه از        
تـا زمـان شـروع     شـد دانمارك خريـداري   Novozymesشركت 

ــزيم شــدنگهــداري  گــراد يدرجــه ســانت 4 يآزمــايش در دمــا . آن
 Bacillus از بـاكتري ) پروتئاز قليايي اسـت كـه    L 4 /2آلكالاز(

licheniformis  چگـالي آن  و  فعاليت آنزيمـي  .شود يماستخراج
  باشد ميg/ml 8/1و Au/Kg 4/2 به ترتيب

در  بر اساس مراحل نشان داده شدهروتئين هيدروليز شده پتهيه       
  ).19،10(انجام گرديد 1شكل 

به روش كلدال  (N×6.25) پروتئين در مواد خامميزان كل       
  ).1بدست آمد(

براي تعيين غلظت پروتئين محلول و ميزان پروتئين خارج        
 استفاده روش بيورت زا ،هيدروليز محلول درصد صورت بهشده 
پروتئين  زبه همين منظور براي رسم نمودار استاندارد، ا شد.

جذب دستگاه  نميزا استاندارد سرم آلبومين استفاده شد.
  ).13(نانومتر تنظيم گرديد 540وفتومتر روي راسپكت

  
  
  
  



5 57 م آلكالاز (Thunu با آنزيم us Albacaraه (

  

تون زردباله  ماهي

 هيدروليز شده

هيدروليز شده

پروتئين سر م روليز

  

  
  
  

تهيه پروتئين -1
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

تهيه پروتئين ه -

ولي و درجه هيدر

- 2شكل 

-1شكل 

ثر شرايط هيدرولييز بر اندازه مولكو اث            
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منحني استاندارد آلبومين سرم گاوي جهت تعيين ميزان  - 2شكل 
 پروتئين به روش بيورت

 

  ميزان بازيافت پروتئيني بر اساس فرمول زير محاسبه گرديد:       
  

١٠٠×  
  شدههيدروليز

 (%) =PR  
  مقدار پروتئين اوليه

         
 روشق مطابمحاسبه درجه هيدروليز        Kristinsson  & 

Rasco., 2000)  ( انجام شد. مطابق اين روش بعد از انجام هر
) به حجم  TCA% اسيد تري كلرواستيك ( 20آزمايش ، محلول 

برابري از محلول حاوي پروتئين هيدروليز شده اضافه گرديد و 
) بدست آمد و سپس  (TCA% اسيد تري كلرواستيك 10محلول 

  نتريفوژ قرار گرفته و ماده رويي برداشته شد.تركيب فوق تحت سا
  درجه هيدروليزاسيون مطابق فرمول زير محاسبه گرديد :    

١٠٠×  
  TCA10%نيتروژن محلول در نمونه

 (%) =DH 
  نيتروژن كل در نمونه

  
 (PCL)حاصل پپتيدهاي براي اندازه گيري طول تقريبي       

رمول از ف Adler_Nissen حاصل از هيدروليز آنزيمي به روش 
  زير محاسبه گرديد.

     
                              PCL= 100/DH 

  
سديم دودسيل سولفات پلي آكريل آميد ژل الكتروفـورز بـه روش   

%) 15-20غلظت ژل جـدا كننـده آن نيـز (   )انجام شد. 1979لاملي (
  ).12بود (

 

هاي  به روشطرح آماري كاملاً تصادفي و مقايسه ميانگين ساده 
مربوط به  طرفه و دانكن براي مقايسه صفات آناليز واريانس يك

هيدروليز با سه  ،دقيقه 30,20,10هيدروليز در سه فاصله زماني 
 5تكرار (سه تيمار و سه تكرار) و آناليز آماري در سطح معني دار 

 SPSS و نرم افزار مورد استفادهشده ) استفاده α =05/0درصد (

درجه  رد بررسي شامل : بازيافت نيتروژني،بود. صفات مو
  .و وزن مولكولي بودند هيدروليز، طول زنجيره پپتيدي

  
 نتايج و بحث -3

 اندازه گيري شيميايي -3-1
ــروتئين        ــل پ ــزان ك ــر  مي ــام در ه ــواد خ ــرم  100در م ــهنگ   مون

   ).1() بدست آمد±75/22 1(
  
  بازيافت نيتروژني -3-2

ميزان استخراج مربوط به مايع رويي يا ترين  كم 3در شكل      
مرحله اول ) هاي هيدروليز شده محلول سوپرناتانت (پروتئين

بيشترين ميزان  و ،%08/31دقيقه با مقدار  10هيدروليز زمان 
دقيقه با ميزان  30استخراج مربوط به مايع رويي مرحله اول زمان 

افت بوده است. در مرحله دوم هيدروليز ميزان بازي ،33/40%
و 90/14، %97/12به ترتيب % ،10،20،30هاي  پروتئين در زمان

بالاترين  در مرحله سوم هيدروليز، .درصد بوده است %69/16
 و %06/7،دقيقه  30مقدار راندمان استخراج در مرحله سوم در زمان 

مشاهده  %6/5،دقيقه  10مقدار راندمان استخراج در زمان  ترين كم
بر بازيافت نيتروژني  شده است. نتايج آناليز واريانس ساده و دانكن

  دهد كه ميان سوپرناتانت هاي مرحله اول زمان نشان مي
ولي  .) (p <0.05 اختلاف معني دار است 30 ،20و زمان  30، 10

نتايج آناليز آماري حاكي از عدم وجود اختلاف معني دار در ساير 
    . )p>0.05 (تيمار ها بوده است 

با توجه به اينكه بالاترين ميزان هيدروليز و بازيافت   4در شكل       
شود لـذا   ديده مي ،%10/64دقيقه با مقدار  30پروتئين در بازه زماني

شـود و   اين زمان بهترين بازه زماني براي آنـزيم آلكـالاز تلقـي مـي    
لي مجمـوع سـه مرحلـه متـوا     در تـرين ميـزان بازيافـت پـروتئين     كم

باشد. انجام  مي ،%66/49دقيقه با ميزان   10هيدروليز مربوط به زمان 
ــر مجمــوع بازيافــت نيتروژنــي در ســه مرحلــه   (t- testآزمــون ) ب

دهد كـه اخـتلاف كـاملاً معنـي داري ميـان سـه        نشان مي هيدروليز،
  ). p <0.01( وجود دارد 10/20/30زمان 

y = 0.0252x + 0.0004
R2 = 0.9986
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9 يم آلكالاز

Damrongsak

 پـروتئين در طـي
واكـنش اوليـ ك 

 ضعيف از ذرات
تر كه در آن هسته

 اين كل بازيافـت
عيت سوبسـترا يـ

2009 لدر سا 

تواند ش زمان مي
هيدرولي براي س

آناليز واريانسج 
نشـان 10،20،30    

سـوپرناتانت ـابين   
)p<0.01(  دارد

ــان ــوم زمــ ه ســ
معنــي دار اســت
اول هيـدروليز د
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اگر زمان  يابد و ان طول زنجيره پپتيدي كاهش ميبا افزايش زم      
يابد. به  از دامنه خاصي بيشتر شود طول زنجيره پپتيدي افزايش مي

هاي اوليه  رسد در طول فاز اوليه هيدروليز بخشي از پروتئين نظر مي
يابد اما با گذشت  هيدروليز شده و طول زنجيره پپتيدي كاهش مي

مخلوط واكنش سرعت هيدروليز  زمان غلظت زياد اين پپتيدها در
  دهد . را كاهش و طول زنجيره پپتيدي را افزايش مي

بـا بررسـي اثـر آنـزيم      1388سـال  در معتمد زادگان و همكاران      
پاپائين بر ميانگين تقريبي طول زنجير پپتيـدي حاصـل از هيـدروليز    

ان دادند كه اين صفت تحـت تـأثير درجـه حـرارت     نش اماهي كيلك
قــرار نــدارد بلكــه، تــابع درجــه دوم فعاليــت آنــزيم و زمــان اثــر آن 

  باشد. مي
با هيـدروليز اسـكلت    2002در يك پژوهش انجام شده در سال      

ــط   ــاد توس ــاهي ك ــوتراز،    5م ــايي، ني ــالاز باكتري ــزيم آلك ــوع آن ن
شـخص گرديـد كـه    مپروتامكس، تريپسين خوك و تريپسين كـاد  

 هـا  پروتئينپروتئازهاي باكتريايي راندمان بيشتري در محلول سازي 
 تــر كوچــكداشــته و انــدازه مولكــولي پپتيــدهاي بــه دســت آمــده 

. هيـدروليزهاي  گـردد  مـي ولي تا حـدي طعـم تلـخ غالـب      باشد مي
بدست آمده به دليل كاهش وزن مولكولي معمولاً ضريب هضـم و  

  ).8(تئين اوليه دارندجذب بالاتري نسبت به پرو
طول زنجيـره پپتيـدي و درجـه هيـدروليز بـه ميـزان هيـدروليز و             

شرايط هيدروليز به لحاظ غلظت آنزيمي و نوع سوبستراي پروتئيني 
بنابراين شرايط اپتيمم هيدروليز سوبستراهاي مختلف،  بستگي دارند

 فعاليـت  متفاوت بـوده و بـه سوبسـتراي بكـار بـرده شـده ، ميـزان و       
  ).11پروتئازهاي داخلي موجود بستگي دارد(

 
  وزن مولكولي -3-5

، در هر ها پروتئينمنظور كنترل وزن مولكولي ه در اين تحقيق ب      
مشابه) انجام  هاي زمان(با يمرحله متوال 3هيدروليز در  ،بازه زماني

هاي هيدروليز شده ماهي تون  . الگوي الكتروفورز پروتئينگرديد
 12 ها در حدود اكثر نمونه نشان دادكه وزن مولكولي درزرد باله 

هاي هيدروليز شده  دسته از پروتئين كيلو دالتون بوده است. آن
كه داراي وزن مولكولي كمتري هستند  ماهي تون زرد باله

هاي كشت ميكروبي  توانند به عنوان منبع نيتروژن در محيط مي
هيدروليز شده با وزن هاي  مورد استفاده قرار گرفته و پروتئين

مولكولي بالاتر كه داراي خواص عملكردي بالاتري هستند، 
  توانند در مواد غذايي كاربرد داشته باشند. مي

هاي هيدروليز شده حاصل از  وزن مولكولي اكثريت پروتئين     
كيلودالتون است و اين مطالعه با نتايج ) 12ماهي تون زرد باله (
و  Morrissey , Kristinsson و Benjakulتحقيقاتي كه توسط 

Rasco بر  2000انجام گرفت مطابقت ندارد. تحقيقي كه در سال
با استفاده  (Salmo Salar)هاي ماهي آتلانتيك سالمون  پروتئين

هاي  وزن مولكولي پروتئين. از پروتئازهاي قليايي انجام گرفت
هيدروليز شده در درجات مختلف هيدروليز بررسي شد. بر اساس 

هيدروليز شده داراي تركيب هاي  ، پروتئينالگوي الكتروفورز
هاي مختلف بوده و حداكثر اندازه پپتيدها  pHپپتيدي مختلف در

اين تحقيق با نتايج اين مطالعه كه . )10كيلودالتون بود( 20تقريباً 
باشد، مطابقت  مي KDA10 وزن مولكولي بدست آمده بالاي

  دارد.
  
  نتيجه گيري -4

ي هيدروليز شده ماهي تون زردباله در مقادير بحراني ها نيپروتئ     
بهينه  % PCL, PR, DHدر شرايط متفاوت براي بدست آوردن

مورد مطالعه قرار گرفتند. مقادير زمان به طور معني داري بر روي 
PCL, PR, DH مقادير بهينه براي درجه هيدروليز  وداشتند  ريتأث

يره پپتيدي به ترتيب در مقادير طول زنج وبازيافت پروتئين ،
و سه مرحله متوالي  گراد يسانتدرجه 55، دماي Au/Kg35آنزيمي 

  ) بدست آمد.دقيقه 10،20،30زمان (
درصد پروتئين در سوبستراي هيدروليز شده نسبتاً بالا بوده      

دقيقه ميزان راندمان استحصال  30به  10است. با افزايش زمان از 
پروتئين، درجه هيدروليز افزايش و طول زنجيره پپتيدي كاهش 

اما با افزايش بيش از حد زمان عكس حالت ذكر شده  ابدي يم
ايش مراحل هيدروليز به طور مجزا . به طوري كه با افزافتد يماتفاق 

در هر سه زمان ، ميزان راندمان استحصال پروتئين، درجه هيدروليز 
از همچنين  .ابدي يمكاهش و طول زنجيره پپتيدي افزايش 

توان به منظور هيدروليز ضايعات ، به  هاي پروتئازي نيز مي آنزيم
هايي  وتئينها را به پر عنوان سوبستراي آنزيمي استفاده نموده و آن

هاي كاربردي تبديل نمود و با توجه به اين كه وزن  با ويژگي
كيلو  12هاي هيدروليز شده حدود (  مولكولي برخي از پروتئين

باشند، لذا  دالتون) بوده و داراي خواص عملكردي نسبتاً خوبي مي
  توانند در برخي از مواد غذايي قابل كاربرد باشند. مي
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