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  ) Huso husoتولید پروتئین هیدرولیز شده از امعاء و احشاء فیل ماهی (
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  چکیده
) بـه منظـور بهینـه سـازي شـرایط      Response Surface Method; RSMدر تحقیق حاضر، از روش پاسخ سطحی (

از لحاظ دمـا، زمـان و میـزان آنـزیم، اسـتفاده       )Huso huso( تولید پروتئین هیدرولیز شده از امعاء و احشاء فیل ماهی
عنـوان   روي درجـه هیدرولیزاسـیون بـه    را (متغیر مستقل) اثر سه فاکتور دما، زمان و میزان آنزیم ،در این روشگردید. 
بر اساس نمودارهاي سه بعدي، شرایط بهینـه از لحـاظ دمـا، زمـان و میـزان       دهد. مورد بررسی قرار می ،یسطحپاسخ 

پروتئین هیدرولیز . بودند درصد 1یزان آنزیم دقیقه و م 120گراد، زمان  درجه سانتی 50آنزیم، به ترتیب عبارت از دماي 
باشد. نتایج این تحقیق نشـان   درصد چربی می 34/1درصد پروتئین و  66، داراي آلکالازتولید شده با استفاده از آنزیم 

  یابد. میداد که میزان چربی در پروتئین هیدرولیز شده نسبت به مواد خام اولیه، به شدت کاهش 
  

  پروتئین هیدرولیز شده، فیل ماهی ، بهینه سازي ،امعاء و احشاء ،زیمآن: کلیدي هاي هواژ
  

 1مقدمه

مقدار بسیار زیادي از مـواد جـانبی صـنایع عمـل     
آوري آبزیان، بدون هیچ تلاشی براي استفاده از آنهـا،  

ي هـا  شوند. ولی بسیاري از تولید کننـده  میدور ریخته 
ادر بـه  ي دریایی، به دلایل زیست محیطی، قها فرآورده

به صورت مستقیم به دریـا  دور ریختن ضایعات خود 
و براي پالایش این مواد باید هزینـه زیـادي    باشند مین

را متحمل شوند. بنابراین یافتن یک روش مناسب بـه  
عنوان جایگزینی براي دور ریخـتن ایـن مـواد، امـري     

 100به طور کلی سـالانه بـیش از   ). 9ضروري است (
% از آن 5/29که  شود مییا صید میلیون تن ماهی در دن
 50احتمالا بـیش از   ).5( شود میبه پودر ماهی تبدیل 

درصد از بافت ماهیان، به صورت ضایعات غیـر قابـل   
                                                             

 m.taghiof@yahoo.com  نویسنده مسئول:*

درصـد توسـط انسـان     50و تنهـا   آیـد  میمصرف در 
. با افزایش جمعیـت بشـر و افـزایش    شود میمصرف 

میلیون تن در سال، باید از  100میزان صید به بیش از 
با بـه   ).9ایی با دقت بیشتري استفاده  نمود (منابع دری

کارگیري تکنولـوژي آنـزیم بـراي بازیافـت پـروتئین،      
تولید طیف وسیعی از مواد به عنـوان افزودنـی غـذاي    

یی براي کاربردهاي ها دام، طیور و آبزیان و یا فرآورده
امعاء و احشاء  ).13( شود میصنعتی و دارویی، فراهم 

باشـد،   مـی ی از مهمترین ضـایعات آنهـا   یک ماهیان که
سرشــار از اســیدهاي چــرب غیــر اشــباع و پــروتئین 

شدت فسـاد پـذیر بـوده و بایـد بـه       به باشد، ولی می
  ).14نگهداري شود ( صورت منجمد

ي هـا  بـا اسـتفاده از آنـزیم    هـا  پـروتئین  میاصلاح آنزی
از نقـاط   هـا  پروتئاز که باعث شکسته شـدن پـروتئین  
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صورت گسترده در صـنایع غـذایی    ه، بشوند می خاص
ي مورد اسـتفاده بـه منظـور    ها آنزیم). 11کاربرد دارد (

توانند داراي منشاء گیاهی باشـند   میهیدرولیز آنزیمی، 
ــاین (  ــزیم پاپ ــد آن ــا  و )،15، 8مانن ــل ی ــین، مث پپس
. )17( با منشاء جانوري باشـد  کموتریپسین و تریپسین

صـورت گسـترده   ي با منشاء میکروبی نیز بـه  ها آنزیم
ي بـا منشـاء   ها کاربرد وسیع دارند. در مقایسه با آنزیم

ي میکروبـی داراي مزایـاي   ها گیاهی و جانوري، آنزیم
توان به تنوع خواص  میجمله  بیشتري هستند که از آن

ــول ــتر در  تپروتئ ــداري بیش ــاي  pHیکی و پای و دماه
ــود (  ــاره نم ــف اش ــزیم    ).4مختل ــی آن ــور کل ــه ط ب

Alcalase® 2.4 L     بـه دلیـل عملکـرد درpH   ،قلیـایی
ه با درجه هیدرولیزاسـیون  دتولید پروتئین هیدرولیز ش

توجـه   ، بیشـترین بالاتر و طول زنجیره پپتیدي کوتاهتر
هیـدرولیز   ).13، 9، 2را به خود اختصاص داده است (

تواند باعث بهبود جذب رودوي پپتیـدها   می ها پروتئین
، به عنوان منبـع  پپتون تواند به صورت می) و 9گردد (

ي کشت باکتري مورد اسـتفاده قـرار   ها ازت در محیط
ــرد ( ــد    ).6گی ــه تولی ــده در زمین ــام ش ــات انج تحقیق
ي هیدرولیز شده تا امروز، با اهداف مختلفی ها پروتئین

ف تولید تحقیقات با هداین انجام شده است. برخی از 
پروتئین هیدرولیز شده به منظور منبع پروتئینـی بـراي   

بهبـود خـواص   با هـدف   دیگر بوده و برخیران جانو
 )13(مواد غذایی بـراي انسـان   در  ها کاربردي پروتئین

  .باشند می
ي بـا ارزش تاسـماهیان   ها یکی از گونه فیل ماهی

به منظور تکثیر مصنوعی، تولید گوشـت و   باشد که می
ــار، ــوبی دریــاي خــزر صــیددر ســو خاوی و  احل جن

ل از عمـل آوري  ضایعات حاص شود. می پرورش داده
، دور هـا  ستون مهرهتاسماهیان، به استثناي کیسه شنا و 

، سرشـار از  فیـل مـاهی  امعاء و احشاء شود.  ریخته می
  باشد.  پروتئین و اسیدهاي چرب غیر اشباع می

ي پـروتئین هیـدرولیز   هـا  با توجه به اینکه ویژگی
شده با توجه به نوع سوبسترا، نـوع و میـزان آنـزیم و    

بهینـه سـازي   )، 9باشـد (  میولیز متفاوت شرایط هیدر
توانـد باعـث    میشرایط تولید پروتیئن هیدرولیز شده، 

صرفه جویی در زمـان، هزینـه و میـزان آنـزیم مـورد      
استفاده، گردد. به همین منظور تحقیق حاضر با هـدف  

 زمان و میزان فعالیت آنـزیم) بهینه سازي شرایط (دما، 
فیـل  معـاء و احشـاء   تولید پروتئین هیدرولیز شـده از ا 

 درجه هیدرولیزاسـیون به منظور به دست آوردن  ماهی
  بهینه انجام شد.

  
  ها مواد و روش
از اداره  )Huso husoامعاء و احشـاء فیـل مـاهی (   
تا شروع آزمـایش در  کل شیلات مازندران تهیه شد و 

آنـزیم   درجه سانتی گراد نگهداري شـدند.  -20دماي 
بود. این  Alcalase 2.4 Lمورد استفاده در این تحقیق 

 Anson  مـی آنزی با فعالیـت (آنزیم یک آنزیم آلکالینی 
Unite/g 4/2( ــی ــاکتري  م ــه از ب ــد ک  Bacillusباش

licheniformis       اسـتخراج شـده اسـت. ایـن آنـزیم از
در تهران، ایران، تهیـه   Novozymesنمایندگی شرکت 

 )C4˚( شـد و تــا شـروع آزمــایش در دمـاي یخچــال   
  . دگردینگهداري 

، امعاء و احشاء فیل ماهی در دماي یخچال در ابتدا
)˚C4 ساعت انجماد زدایی شده و سپس  24) به مدت

در دستگاه چرخ گوشت، به صورت کاملا همـوژن در  
ي هـا  آنـزیم غیر فعال سـازي  به منظور  پس از آنآمد. 

 C 85˚مواد خام اولیه در دماي درونی امعاء و احشاء، 
سـپس   ).13ر داده شـدند ( دقیقـه قـرا   20براي مدت 

با محلول بافر فسـفات، بـه   امعاء و احشاء پخته شده، 
 هـا  نمونـه  و بعد از آنکه ندرقیق شد w:v (1:2نسبت (

دقیقـه در   2استفاده از دستگاه مولینکس، بـه مـدت   با 
اسـتفاده از   بـا  گردیدنـد، دماي محیط، کاملا همـوژن  

 pHکـه   5/8بـه  مخلـوط   pH، نرمال 2/0محلول سود 
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تمـام  عالیت بهینه آنزیم آلکالاز است، رسـانیده شـد.   ف
میلـی   250ي ها ي هیدرولیز آنزیمی، در ارلنها واکنش

گرم نمونه امعاء و احشاء بود، در  50لیتري که حاوي 
ــرك (   ــاتور متح ــتگاه انکوب  ,Ivymen Systemدس

Comecta, Spain   دور در دقیقـه   200)، بـا دور ثابـت
آزمایش، به منظـور قطـع    در پایان هر .گردیدندانجام 

دقیقه در دماي  15براي مدت  ها واکنش آنزیمی، نمونه
˚C 95 ) سپس پروتئین هیدرولیز ). 13قرار داده شدند

 مـدل ک و با استفاده از سانتریفوژ شروي یخ خشده، 
Hermle Labrotechnich GmbH z206a  ســاخت)

در  C10˚دقیقـه در دمـاي    20به مـدت   کشور آلمان)
g8000ي ها نتریفوژ شد و مایع رویی براي بررسی، سا

  بعدي جمع آوري شد. 
گـرم از نمونـه    2به منظور تعیین رطوبت، تقریبـا  

 از قبل وزن شده قرار داده شـد.  میروي ظرف آلومینیو
 24براي مدت  C105˚در آون در دماي  ها سپس نمونه

وزن ظـروف، ثابـت   اینکـه  تـا   قرار داده شدندساعت 
عیین میزان پـروتئین کـل  در مـواد    براي ت .)1( گردید

میـزان   ، و)1خام اولیه، از روش کجلدال استفاده شد (
خاکستر نیز با قرار دادن نمونه خام در کوره در دمـاي  

˚C 600  میزان چربی نیز بزاي تعیین  ).1( گردیدتعیین
  ). 1( استفاده شداز دستگاه سوکسله 

ــراي ــواد    ب ــول در م ــروتئین محل ــزان پ ــین می تعی
بـه   و ) اسـتفاده 10رولیز شـده، از روش بیـورت (  هید

همین منظور براي رسـم نمـودار اسـتاندارد، پـروتئین     
میـزان جـذب دسـتگاه     مصـرف و استاندارد سرم گاو 

 540) روي Jenway, 6305, UV/visاسـپکتروفتومتر ( 
  نانومتر تنظیم گردید. 

بهینه سازي شرایط تولید پروتئین هیدرولیز شـده،  
 Response Surfaceروش پاسخ سطحی (با استفاده از 

Method.با به کارگیري طرح فاکتوریل، انجام گردید ( 
) و نسـبت  X2)، زمـان ( X1(سـه متغیـر مسـتقل دمـا     

مورد آزمایش  )-1، 0+، 1در سه سطح ( )X3( میآنزی

هشـت نقطـه   آزمایش مـورد نظـر شـامل    قرار گرفت. 
حوري و چهـار نقطـه مرکـزي    فاکتوریل، شش نقطه م

به عنوان سـطح پاسـخ   درجه هیدرولیزاسیون اشد. ب می
پاسخ سیستم آزمایشـی،  ، در نظر گرفته شد. ها به متغیر

  بر اساس معادله زیر انجام گرفت:
 

ji
i ij

iji
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i XXXXy 
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1
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1
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1
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y ــت از م ــارت اسـ ــه  عبـ ــته (درجـ ــر وابسـ تغیـ
، ßiعدد ثابـت،   یک  ß0هیدرولیزاسیون محاسبه شده)، 

ßii  وßij محاسبه شده بـر اسـاس    عبارتند از ضرایب
ســطوح متغیرهــاي  Xjو  Xi و اینکــه مــدل آزمایشــی

خطی، مربـع و ارتبـاط   د که به صورت نباش میمستقل 
را روي  X3و  X1 ،X2سـه فاکتورهـاي   متقـاطع، اثـر   

 ـده مـی ارایـه   متغیر وابسته (درجه هیدرولیزاسیون)  د.ن
مسـتقل را روي پاسـخ، نشـان    این مدل، اثر هر متغیر 

، بـا اسـتفاده از   هـا  زیه و تحلیل آماري دادهتجدهد.  می
 (SAS Institute, Cary, NC, USA) نرم افزار آمـاري 

SAS  رســم نمودارهــاي بهینــه و  )12( گردیــدانجــام
 MATLAB (Releaseسازي، با استفاده از نرم افـزار  

  انجام گرفت.  (13.0
و  Hoyleبـر اسـاس روش   درجه هیدرولیزاسـیون  

Merritt )8 ( که توسطOvissipour ) 13و همکاران (
ي هـا  به منظور تعیین درجـه هیدرولیزاسـیون پـروتئین   

مطـابق   محاسبه گردیـد. تاسماهی ایرانی، استفاده شد، 
% اسید 20این روش، بعد از انجام هر آزمایش، محلول 

) به حجم برابري از محلـول  TCAتري کلرو استیک (
% 10حاوي پروتئین هیدرولیز اضافه گردید تا محلول 

سـپس  ) به دست آیـد.  TCAاسید تري کلرو استیک (
ترکیب فوق تحت سانتریفوژ قرار گرفت و ماده رویی 
برداشته شد. درجه هیدرولیزاسیون بـر اسـاس فرمـول    

  زیر محاسبه گردید.
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آزمایشــات بهینــه ســازي بــا اســتفاده از روش پاســخ 

ــطحی ( و  )Response Surface Method; RSMس
تجزیـه و تحلیـل    ه و بـراي رفتانجام گ طرح فاکتوریل

) Cary Inc., NC, USA( ، از نرم افـزار آمـاري  ها داده
SAS  ي هـا  . بـه منظـور رسـم نمـودار    استفاده گردیـد

  استفاده  MATLABسازي، از نرم افزار  مربوط به بهینه

  % 95ها در سطح اعتماد معنی دار بودن تیمار میزان و
  سنجیده شد.

  نتایج
ــام  ــاده خ ــیمیایی م ــب ش ــروتئین  ترکی ــه و پ اولی

ــدول   ــده در ج ــدرولیز ش ــت.   1 هی ــده اس ــه ش  ارای
، میزان پروتئین و چربـی  همانطوري که مشخص است

  34/14و 67/13در امعاء و احشاء فیل ماهی، به ترتیب 
  .باشد میدرصد 

   

  فیل ماهیمواد خام و پروتئین هیدرولیز شده امعاء و احشاء ترکیب شیمیایی  -1جدول 
  خاکستر (%)  رطوبت (%)  چربی (%)  پروتئین (%)  

  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  پروتئین هیدرولیز شده

   
اثر متقابل میزان آنزیم و دماي هیدرولیزاسیون بـر  

ت. ارایـه شـده اس ـ   1درجه هیدرولیزاسیون، در شکل 
یکه مشخص است، با افزایش میـزان آنـزیم،   رهمانطو

اما بـا  باشد.  میدرجه هیدرولیزاسیون در حال افزایش 
درصـد، اثـر آنـزیم روي     3/1 ازافزایش میزان آنـزیم  

. بـا  دهـد  مـی نشـان   را درجه هیدرولیزاسـیون کـاهش  
ــز،     ــرارت نی ــه ح ــزان درج ــزایش می ــدت  اف ــر ش ب

 45عد از دمـاي  ولی بگردد.  میهیدرولیزاسیون افزوده 
هیدرولیز کاهش یافتـه و  درجه سانتی گراد، نرخ رشد 

  شود.  میتقریبا ثابت 
  

  
  اثر متقابل میزان آنزیم و دماي هیدرولیزاسیون بر درجه هیدرولیزاسیون -1شکل 

  
اثر متقابل زمان هیدرولیزاسیون و میـزان آنـزیم در   

ه شده است. بـر اسـاس ایـن نمـودار، بـا      ئارا 2شکل 
یش مدت زمان هیدرولیزاسیون، از شدت هیدرولیز افزا

  گردد.  میکاسته شده و تقریبا ثابت 
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  بر درجه هیدرولیزاسیوناثر متقابل زمان هیدرولیزاسیون و میزان آنزیم  -2شکل 

  

  
  بر درجه هیدرولیزاسیون اثر متقابل دما و زمان هیدرولیزاسیون -3شکل

  
 3ن در شـکل  اثر متقابل دما و زمان هیدرولیزاسیو

ارایه شده است. همانطوري کـه در تصـویر مشـخص    
درجه سانتی گراد،  45به  35باشد، با افزایش دما از  می

  یابد.  میشدت هیدرولیزاسیون افزایش 
  

  بحث
میـزان پـروتئین در پـروتئین    ، 1بر اساس جـدول  

درصد بود که مشابه نتایج سایر  43/66هیدرولیز شده 
مناسب پروتئین در پروتئین  باشد که میزان میمحققین 

درصد گزارش  90الی  63هیدرولیز شده آبزیان را بین 

). میــزان چربــی در  16، 15، 13، 9،12، 3نمودنــد (
 34/1پروتئین هیدرولیز شده امعاء و احشاء فیل ماهی، 

کـه بـا نتـایج سـایر محققـین       )1(جـدول   درصد بود
ین ). میزان چربی در پـروتئ 15، 13، 9کرد ( میبرابري 

و شکسـته   مـی هیدرولیز شده، به دلیـل هیـدرولیز آنزی  
شدن باندها و بـه دنبـال آن، سـانتریفوژ بـا دور بـالا،      

، 9یابـد (  مینسبت به مواد خام اولیه، به شدت کاهش 
). کاهش میزان چربی در پروتئین هیـدرولیز شـده،   13
تواند این فرآورده را از اکسید شدن و فساد چربی،  می

  ).15، 13، 9(مصون نگه دارد 
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با توجه به اینکه بـالاترین درجـه هیدرولیزاسـیون    
درجه سانتی گـراد و میـزان    50درصد) در دماي  30(

، این دما، )1(شکل  شود میدرصد مشاهده  5/1آنزیم 
ــیون   ــاي هیدرولیزاس ــرین دم ــیبهت ــد.  م و  Dinizباش

Martin )4    طی تحقیقی روي بهینـه سـازي شـرایط (
درجه  53عضلات کوسه، دماي ي ها هیدرولیز پروتئین

سانتی گراد را بهترین دما براي هیدرولیزاسیون اعـلام  
) اعـلام نمودنـد کـه    3و همکـاران (  Bhaskarکردند. 

ي امعـاء و  هـا  پرتئین میدماي بهینه براي هیدرولیز آنزی
درجـه سـانتی    Catla catla ،(50احشاء کپور هندي (

  باشد. میگراد 
دقیقه، شدت  120 ، بعد از حدود2شکل  بر اساس

یابد. علت این کاهش را میتوان در  میهیدرولیز کاهش 
کاهش شدت فعالیت آنزیمی، کاهش میـزان بانـدهاي   
پپتیدي در دسـترس بـراي هیـدرولیز و شـکل گیـري      

ــرآورده ــزیم در  هــا ف ــت آن ــده از فعالی ي ممانعــت کنن
  ). 13، 7درجات بالاي هیدرولیزاسیون دانست (

(شکل  درجه سانتی گراد 45با افزایش دما بیش از 
، شدت هیدرولیزاسیون کـاهش یافتـه کـه بـه نظـر      )3

توان درجه  میرسد با کنترل زمان و دماي هیدرولیز  می

درصـد افـزایش داد کـه در     30هیدرولیز را حداکثر تا 
  درجــه ســانتیگراد و طــی مــدت    55-45شــرایط 

و همکاران  Bhaskarشود.  میدقیقه حاصل  120-160
زمــان بــراي دســتیابی بــه حـــداکثر     ) بهتــرین  3(

دقیقــه اعــلام نمودنــد. نتــایج  135هیدرولیزاســیون را 
تحقیــق حاضــر بــا نتــایج تحقیقــات محققینــی ماننــد 

Kristinsson  وRasco )9 ،(Bhaskar ) 3و همکاران (
بعنـوان   ) مطابقت دارد.13و همکاران ( Ovissipourو 

س توان بیان داشت کـه بـر اسـا    مینتیجه گیري نهایی 
نمودارهاي سه بعدي، شرایط بهینه از لحاظ دما، زمان 

درجـه   50و میزان آنزیم، به ترتیب عبـارت از دمـاي   
درصـد   1دقیقه و میزان آنزیم  120سانتی گراد، زمان 

  بودند. 
  

  تقدیر و تشکر
این پژوهش در قالب طرح پژوهشی دانشـگاه آزاد  

 واز همکـاري   تنکابن انجام گرفته است. واحد میاسلا
آقایان دکتر جواد خلعتبري، دکتر خلیـل  ي ها مساعدت

  گردد. میپورشمسیان و خانم وکیلی تقدیر 
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Abstract 

Response Surface Method (RSM) was employed for optimizing the temperature, enzyme 
quantity, and time in order to production of hydrolyzed protein form viscera of beluga Huso 
hoso. Thus, the effects of three independent variables including temperature, time and enzyme 
quantity were investigated on hydrolization rate as a surface respond. On the basis of three 
dimensions graphs, the optimum condition for temperature, time and enzyme quantity consisted 
of 50 ˚C, 120 min and 1%, respectively. The hydrolyzed protein contained 66% protein and 
1.34% lipid by using Alcalase 2.4 L enzyme. The results of this study revealed that the 
proportion of lipid content has been dramatically decreased in hydrolyzed protein rather than 
initial row materials.   
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