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اثر نسبت هاي مختلف آنزيم تريپسين و دماها و زمان هاي اثر آن بر راندمان استخراج پروتئيني 

   Thunnus albacares)( امعاء و احشاء ماهي تون زردباله
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  چكيده

هيدروليز آنزيمي با نسـبت آنـزيم   . در مقاله حاضر شرايط بهينه استخراج پروتئين هيدروليز شده از امعاء واحشاء ماهي تون زرد باله بررسي شده است
و بـا كمـك طـرح     RSMبـا اسـتفاده از روش    ºC 44-30دماي ساعت و  1 -10ميلي گرم به ازاي هر گرم پروتئين  ، زمان  3/1 – 7/3به سوبستراي 

بر اسـاس نتـايج   . مقايسه ميانگين شدند p=  05/0نتايج در سطح آماري . سطح از هرمتغير انجام شد 5با چهار تكرار در نقطه مركزي و  CCDآزمايشي 
ميلـي گـرم بـه     35/3با افزايش غلظت آنـزيم تـا   . ئيني افزايش مي يابد ميلي گرم ميزان بازيافت پروت 5/2تا  3/1بدست آمده، با افزايش فعاليت آنزيم از 

شـدت رانـدمان اسـتخراج     ºC37-30 بـا افـزايش دمـا از    . ميلي گرم راندمان استخراج پروتئين كم مـي شـود   7/3حالت ثابتي مي رسد و پس از آن  تا 
 2سـاعت تـا    1با افزايش زمـان از  . تقريبا ثابت مي ماند ºC 42ابد و پس از نرخ رشد بازيافت كاهش مي ي ºC 42پروتئيني زياد مي شود و پس از آن  تا

دقيقه  راندمان بازيافت پروتئيني ثابت ماند و با ادامـه هيـدروليز    30ساعت و  5هيدروليز طولاني تر تا . دقيقه راندمان استخراج كم مي شود  18ساعت و 
ميلـي گـرم،    41/2اين شرايط در نسـبت آنزيمـي   . درصد تجاوز نمي كند 75مان بازيافت پروتئين از در بهترين شرايط راند. ساعت افزايش مي يابد 10تا 

نتايج نشان داد كه درصد بازيافت پروتئيني بيشتر تحت تاثير نسـبت آنـزيم   . دقيقه ديده مي شود 30ساعت و  9درجه سانتي گراد و زمان  ºC8/38 دماي 
  .و زمان تابعي از نسبت آنزيمي و دما استبه سوبسترا و دماي اثر آنزيم مي باشد 

  
  پروتئين هيدروليز شده، بازيافت پروتئيني، بهينه سازي، ضايعات تون زرد باله، تريپسين: هاي كليديواژه

  
  1مقدمه

زبالـه   ماننـد بسياري از محصولات جانبي حاصل از فرآوري ماهي 
 وندبي ارزش، بدون هيچ تلاشي براي بازيافت آن دور ريخته مـي ش ـ 

(Kristinson & Rasco, 2000; Ovissipour et al, 2009a (.  
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برآوردهاي اخير نشان مي دهد كه در حال حاضر ضايعات صنايع  
امعاء . )(FAO, 2003ميليون تن مي باشد  20شيلاتي جهان بيش از 

و احشاء ماهي يكي از مهم ترين محصولات جانبي، يك منبع غني از 
ير اشباع هستند كه اگر منجمد نشـوند يـا   پروتئين با اسيدهاي چرب غ

 Raa)شرايط نگه داري مناسب آنها فراهم نشود، پايداري كمي دارند 

& Gildberg, 1982).    ضايعات امعاء و احشاء ماهي تون بـه تنهـايي
. )Machendrakar, 2000(هزار تن بر آورد شده است  300در حدود 

تفاده بهينه و يا حتي برخي استفاده از فناوريهايي كه از اين ضايعات اس
مواد آلي مفيد را پيش از رهاسازي بازيافت كنند و نيز منجر به كاهش 

بـا  . (Baca et al, 1991)آلودگي شوند، ضروري به نظـر مـي رسـد    
توجه به اينكه در طي دهه گذشته نياز به تامين منابع جديد پروتئينـي  

د در اين مواد جانبي در دنيا افزايش يافته، بازيافت پروتئين هاي موجو
و كاربرد آنها به عنوان اجزاي كاربردي در فرمولاسيون غـذايي، روش  
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 , Aspmo et al, 2005)جاد ارزش افزوده مـي باشـد  مناسب براي اي

Ovissipour et al,2009a) .     كاربرد آنزيم هـاي خـارجي بـه منظـور
 پروتئين هاي غذايي، فرايند مهمي است كه براي بهبـود يـا   هيدروليز

اصلاح خواص بيوشيميايي و عملكردي پروتئين هـا بـدون هـيچ اثـر     
 سـوئي روي ارزش غـذايي و قابليــت جـذب آنهـا اســتفاده مـي شــود     

Mullally et al, 1994)(      آنزيم هايي كـه بـراي هيـدروليز پـروتئين
مورد استفاده قرار مي گيرند بايد از درجه غذايي برخوردار بـوده و اگـر   

گانيسم توليـد كننـده آنهـا غيـر بيمـاريزا باشـد       منشا ميكروبي دارند ار
)Petersen et al, 1981(.    ــراي ــداول ب پروتئازهــاي تجــاري مت

 & Hoyle)هيدروليز پروتئين هاي ماهي، منشا گياهي مانند پاپـائين  

Merritt, 1994; Shahidi et al, 1995) ،      منشـا جـانوري ماننـد
 Simpson(ريپسين كيموتريپسين و ت، )Viera et al, 1995(پپسين 

et al, 1998 (    1997 و منشـا ميكروبـي ماننـد آلكـالاز)  (Diniz & 

Martin,توليد پروتئين هاي هيدروليز شده باعث افزايش ارزش . دارند
. تغذيه اي به دليـل بـالارفتن قابليـت هضـم پـروتئين هـا مـي شـود        

همچنين، اثر حساسيت زايـي برخـي از پـروتئين هـا از بـين مـي رود       
)Myers & Montgomery, 2002.(  پروتئين هاي هيدروليز شده به

 ;Viditti et al, 2003عنـوان عناصـري در تغذيـه آبـزي پـروري      

Nilseng et al, 2005)(      و به عنوان منبـع نيتروژنـي تـاثير گـذار در

 ,Gildberg et al, 1989; Guerard  et al)محيط رشد ميكروبـي  

2001, Safari et al,2009) ماهي تون زرد باله . مي شودبه كار برده
درصد  35يكي از مهم ترين تون ماهيان در خليج فارس مي باشد كه 

ضايعات امعـاء واحشـاء ايـن    . كل صيد را به خود اختصاص داده است
اگرچه تاكنون گزارشاتي مبني بـر تـاثير   . ماهي غني از پروتئين هستند

تون زرد بالـه   هيدروليز آنزيمي روي پروتئين هاي  امعاء واحشاء ماهي
، ولي در تحقيق حاضر (Ovissipour et al, 2009a)ارائه شده است 

تاثير آنزيم تريپسين، و دماها و زمان هاي مختلف اثر آن بـر رانـدمان   
بازيافت پروتئين امعاء و احشاء ماهي مورد نظر مورد بررسي قرار گرفته 

  .است
  

  مواد و روش ها 
 ليز آنزيميآماده سازي ماده اوليه براي هيدرو

ماهي تون زردباله از سـواحل خلـيج فـارس صـيد شـد و پـس از       
به روي عرشه به صورت يخ زده ) -ºC )28-(– )30 انجماد در دماي 
منتقـل  ) شركت فرآوري زرين واقـع درشـهر سـاري   (به محل فرآوري 

پس از انجمادزدايي زير دوش آب و سر و دم زني، حفره شـكمي  . شد
واحشاء بـدون كيسـه شـنا حاصـل از تخليـه       ضايعات امعاء. تخليه شد

 . حفره شكمي به صورت يخ زده به آزمايشگاه منتقل شد

 
  فاكتورهاي مستقل و سطوح مورد استفاده براي بهينه سازي شرايط هيدروليز با آنزيم تريپسين -1جدول 

 سطوح مورد استفاده تيمارها

 -α+ 1+ 0 1- α كد

 x1( 44 42 37 32 30) (درجه سانتي گراد(دما

 x 2 10 8:45 5:30 2:18 1)) (ساعت(زمان

 x3( 7/3 35/3 5/2 65/1 3/1) (گرم پروتئين/ميلي گرم(نسبت آنزيم به سوبسترا

 
به منظور جلوگيري از فرآيند اتوليز آنزيمي و ميكروبي، نمونـه هـا   

درجـه سـانتي گـراد تـا شـروع       -20در ظروف پلاسـتيكي در دمـاي   
قبل از فرآيند هيدروليز آنزيمي، نمونه هـا در  . ي شدندآزمايش نگه دار

انجمـاد زدايـي    سـانتيگراد   درجه 4 ±1طول شب در يخچال در دماي 
كاملاَ خرد و مخلوط شده در اندازه هاي  1سپس در چرخ گوشت. شدند 

براي انجام هيدروليز آنزيمي آزمـايش از ارلـن   .گرمي تقسيم شدند 50
گـرم   50در هنگام شروع آزمايش . يتري استفاده شدميلي ل 250هاي 

ميلي ليتري  250از نمونه كه قبلاً توزين و جدا شده بود در ارلن هاي 
مخلـوط تهيـه شـده    . با آب مقطر مخلوط گرديد W/V(1:2(به نسبت 

دقيقه، در دماي معين همگن شد  2به مدت  2توسط دستگاه هموژنايزر
                                                 
1- SAYA,Model:promeatw-1800,Tehran.Iran 
2 - Wiggen hauser Germany 

 ـ   85زيم هـاي داخلـي در دمـاي    و سپس به منظور غيرفعال كـردن آن
. قـرار گرفـت   3دقيقـه در حمـام آبـي    20درجه سانتي گراد بـه مـدت   

غيرفعال سازي آنزيم هاي داخلي  به اين دليل انجام شد كـه شـرايط   
كامل كنترل شده باشد و نتايج به دست آمده حاكي از اثر فقط آنـزيم  

مخلـوط همـوژن شـده،     pH. خارجي تحت شرايط تعريف شده باشـد 
آنـزيم خـارجي   (فعاليت آنـزيم تريپسـين   ) pH: 7(اپتيمم pHراساس ب

 NaoHو با اضافه كردن   4متر pHتوسط ) مورداستفاده براي هيدروليز
N2/0 سپس هيدروليز پروتئيني توسط آنزيم تريپسـين بـا   . تنظيم شد

در شـرايط  ) Merckتهيـه شـده از شـركت    ( FIP-(u/g)5 200فعاليت

                                                 
3- Imemmer type:w NB-22,Germany 
4- HANNA,Model:211 HI 1131,Romaina 
5- Fédération International Pharmaceutique 
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  .گرفت انجام 1ذكر شده در جدول 
  

  آزمايشات بهينه سازي 
بهينه سازي شرايط هيـدروليز بـا اسـتفاده از روش سـطح پاسـخ       

)RSM(مركب مركزي ، بر پايه طرح)CCD(1 فاكتورهـاي  . انجام شد
. نشان داده شده اسـت  1متفاوت و سطوح به كارگرفته شده در جدول 

سـطح   5در  E/S)(سه فاكتور دما، زمان و نسبت آنـزيم بـه سوبسـترا    
). 2جـدول  (به كارگرفتـه شـدند   ) -αو  -1و  0و + 1و  +α(مساوي 

. انجام شـد  rpm200با دور ثابت  2هيدروليز در دستگاه انكوباتور شيكر
 100در پايان هر فرآيند آنزيمي نمونه هاي هيـدروليز شـده در دمـاي    

در حمام  )Guerard et al, 2002(دقيقه  20درجه سانتيگراد به مدت 
اگرچه . ، به منظور غيرفعال شدن آنزيم تريپسين حرارت داده شدند بيآ

استفاده از حرارت سبب دناتوراسيون نسـبي پـروتئين هـاي هيـدروليز     
شده مي گردد ولي هم چنان يك روش متداول براي متوقـف كـردن   
فعاليت آنزيم ها ضمن بررسي ويژگي هـاي پـروتئين هـاي هيـدروليز     

 & Ovissipour et al, 2009, Kristinsson). مـي باشـد  شـده  

Rasco, 2000).     پس از غيرفعال سازي آنزيم خارجي، نمونـه هـا در
درجـه   10دقيقـه و دردمـاي    20دماي اتاق سرد و سـپس بـه مـدت    

ــا دور   ــانتيگراد و ب ــوپرنتنت،     g6700س ــع آوري س ــور جم ــه منظ ب
غلظت پـروتئين محلـول در سـوپرنتنت حاصـل از     . شدند 3سانتريفيوژ

شـدت  . اندازه گيري شد )Layne, 1957(يفيوژ به روش بيورت سانتر
. قرائت شد 4نانومتر در دستگاه اسپكتروفتومتر 540جذب در طول موج 

براي رسم منحني اسـتاندارد از پـودر سـرم آلبـومين بـه عنـوان يـك        
ناحيه خطي منحني هاي مربوطه بـه  . پروتئين استاندارد استفاده گرديد

در اندازه گيري پروتئين نمونه هـاي آزمـايش    عنوان منحني استاندراد
 مي زير شرح به r2 = 0/9975 با استاندارد منحني معادله. استفاده شد

  .باشد
)1 (        Y= 0.041x+0.035  

  
   اندازه گيري بازيافت پروتئين

از سوپرناتانت حاصل  5براي اندازه گيري راندمان بازيافت پروتئين
وژن كـل در بخـش محلـول و در مـواد     نيتر. از سانتريفيوژ استفاده شد

هيدروليز شده بااستفاده از روش بيورت تعيين و سـپس بـا اسـتفاده از    
  : زير محاسبه شد Benjakul & Morrissey (1997)معادله 
  

      PR% =  

                                                 
1- Central composite design 
2 - Ivymen system, Comecta, Spain 
3 -  Hermle labortchnik GmbHz 206 A, Germany 
4- 6305, Serial No:1532,Germany JEN WAY 
5- Protein Recovery 

 تجزيه و تحليل آماري 

نقطـه  بـا چهـار تكـرار در     CCD)(در اين تحقيق از طرح آماري 
سـپس  ). 1جـدول  (مركزي و پنج سطح از هر متغيـر اسـتفاده گرديـد    

-RSM 6به روش سـطح پاسـخ   SASنتايج به كمك نرم افزار آماري 

REG       تجزيه و تحليل شده و مدل هاي به دست آمـده بـه صـورت
سـطوح مـورد اسـتفاده بـه     . برازش شـدند ) RSM(منحني و به روش 

رسم نمودارهـا  . زي قرارداشتنداز نقطه مرك -α و+ α، -1، +1فاصله 
 αفــاكتور .انجــام گرفــت  Excellو  Matlab توســط نــرم افــزار  

 & Charles, 1982 ; Myers)در نظـر گرفتـه شـد      414/1معـادل 

Montgomery, 2002).        نقطه بهينـه بـر اسـاس پارامترهـاي فـوق
مقايسه ميانگين هـا بـه   . الذكر از روي منحني هاي همتراز بدست آمد

انجـام   P= 01/0و يـا    P= 05/0و با سطح معني داري  روش دانكن
  . شد

 
طرح آزمايش و سطوح كدبندي شده متغيرهاي مستقل و  -2جدول 

  ميزان بازيافت پروتئيني
PR X3 X2 X1 Run 

13/77  35/38:45 42  1 
86/75 65/18:45 42 2 
41/71 35/32:18 42 3 
52/67 65/12:18 42 4 
54/65 35/38:45 32 5 
31/60 65/18:45 32 6 
87/58 35/32:18 32 7 
36/55 65/12:18 32 8 
24/79 5/2 10 37 9 
74/73 5/2 1 37 10 
68/70 7/3 5:30 37 11 
12/58 3/1 5:30 37 12 
14/72 5/2  5:30 44 13 
73/56 5/2 5:30 30 14 
46/68 5/2 5:30 37 15 
51/68 5/2 5:30 37 16 
36/71 5/2 5:30 37 17 
57/70  5/2 5:30 37 18 

X1 :درجه حرارت  ،X2 : ، زمانX3 : ، نسبت آنزيم به سوبستراα :414/1  ،PR :
  بازيافت پروتئيني

  

  نتايج و بحث 
  مدل سازي اثر آنزيم تريپسين بر بازيافت پروتئيني 

مقادير بازيافت پروتئين در تركيـب هـاي متفـاوتي از متغيرهـاي     
ثـر سـاده   جدول آناليز واريـانس ا . آورده شده است 2مستقل در جدول 

نشان مي دهد كه هر سه فاكتور مستقل دما، زمان ) 3جدول (متغيرها 
و نسبت آنزيم به سوبسترا تاثير مشخص نسبتا بالايي بر روي بازيافت 

  ).  > 01/0P(پروتئين دارند 
                                                 
6 - Response surface methodology - Regression 

 مقدار پروتئين موجود در محصول هيدروليز شده×100
  مقدار پروتئين اوليه موجود در نمونه خام
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  آناليز واريانس اثر ساده متغيرها بر ميزان بازيافت پروتئيني -3جدول 

 Fمقدار  ميانگين مربعات تمجموع مربعا درجه آزادي  پارامتر

  Cº )X1( 4 **98/529 49/132 60/27درجه حرارت
 h  )X2(  4 **741/163 93/40 53/8زمان 

 mg/gr.protein)) (X3( 4 **91/161 47/40 43/8سوبسترا / آنزيم 

  P=   01/0سطح معني داري ** 

  برآورد ضرايب معادله رگرسيوني بازيافت پروتئيني -4جدول 
 برآورد از روي داده هاي كد بندي شده tمقدار  خطاي استاندارد برآورد رجه آزاديد پارامتر

Intercept  1 **01/70 03/1 79/67 01/70 

X1  1 **13/6 63/0 70/9 67/8 

X2 1 **78/2 63/0 41/4 94/3 

X3 1 **63/2 63/0 17/4 73/3 

X1X1 1 **07/3- 77/0 97/3- 15/6- 

X2X1 1 ns. 30/0 77/0 39/0 60/0 

X2X2 1 **95/2 77/0 81/3 89/5 

X3X1 1 ns. 44/0- 77/0 58/0- 89/0- 

X3X2 1 ns.  11/0- 77/0 15/0- 22/0- 

X3X3 1 **09/3- 77/0 4- 19/6- 

  P = ؛ 01/0سطح معني داريns. عدم وجود اثر معني داري  
  

معادله رگرسيوني مربوط به بازيافت پروتئين بـا توجـه بـه جـدول     
   :به صورت زير برازش شد) 4جدول (رايب معادله رگرسيوني براورد ض

)2(  
Y= 70.01 + 6.13X1 + 2.78X2 + 2.63X3 – 3.08X1

2 + 

2.95X2
2 – 3.1X3

2 
  

  تغييرات ميزان بازيافت پروتئيني با افزايش دما
و اثـر  ) 1 شكل(هاي اثر همزمان دما و زمان شكلهمانطور كه در 

نشـان داده شـده   ) 3 شـكل (ترا همزمان دما و نسبت آنزيم بـه سوبس ـ 
سـرعت هيـدروليز بـه علـت      ºC37تـا   ºC30است، با افزايش دما از  

شكسته شدن زنجيره پپتيدي، افزايش مي يابد با پيشرفت واكـنش تـا   
ºC 42 نرخ رشد بازيافت كاهش مي يابد تا اينكه در دماي بالاتر از ، 

ºC42 از علت هاي  .نمودار بازيافت پروتئيني وارد فاز سكون مي شود
كاهش سرعت هيـدروليز در دماهـاي بـالاتر، مـي تـوان بـه كـاهش        
باندهاي پپتيدي دست نخـورده و كـاهش فعاليـت آنـزيم در دماهـاي      

بيشـترين   . (Kristinsson & Rasco, 2000) بـالاتر اشـاره كـرد   
مشاهده  ºC44- 75/3درصد در دماي  75بازيافت پروتئيني به ميزان 

نتايج مشابهي در تحقيق اويسي پـور و  ). ب1الف، 1 شكل(شده است 

روي قره برون با استفاده از آنـزيم آلكـالاز بازيافـت    ) 2008(همكاران 
آنها نيـز افـزايش ميـزان بازيافـت     . درصد بدست آمد 96/61پروتئيني 

ــا     ــا ت ــزايش دم ــا اف ــراه ب ــي را هم ــه   ºC55پروتئين ــزايش درج و اف
  . هيدروليزاسيون مشاهده كردند

  
  زان بازيافت پروتئيني با افزايش زمانتغييرات مي

) 1 شـكل (با افزايش زمان در نمودار هاي اثر همزمان دما و زمان 
بـر روي  ) 2 شـكل (و همچنين  نسـبت آنـزيم بـه سوبسـترا و زمـان      

ساعت  5بازيافت پروتئيني، در زمان هاي اوليه شروع واكنش تا حدود 
سـي مشـاهده نمـي    دقيقه در ميزان بازيافت پروتئين تغيير محسو 30و

ساعت شدت مي يابد و  6تغيير در راندمان بازيافت پس از حدود . شود
ساعت به حداكثر خود مي رسد به طوريكه بيشترين  5/9پس از حدود 

و 1 شـكل (ميزان بازيافت در هيدروليز هاي طولاني مشاده مـي شـود   
 از روند تغييرات مي توان نتيجه گرفت كه بازيافت پروتئيني كمتـر ). 3

تحت تاثير زمان و بيشتر تحت تاثير نسبت فعاليت آنزيم به سوبسترا و 
بازه زماني انتخابي تابعي از فعاليت آنزيمي و دماي اثر آنزيم . دما است
 5/9به دليل عدم افزايش معني دار بازيافت پروتئين پـس از  . مي باشد

ساعت، دسترسي سريعتر به نتيجه مطلوب طي زمـان كمتـر و صـرف    
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دقيقه به عنوان زمـان بهينـه بـراي     30ساعت و  9كمتر، زمان انرژي 
ــود   ــد ب ــي خواه ــت پروتئين ــي  . بازياف ــت پروتئين ــدي 70بازياف  درص
(Quaglia & Orban, 1990)،   درصــدي  47بازيافــت پروتئينــي

(Kristinsson & Rasco, 2000)   درصـدي   71، بازيافـت پروتئينـي
Bhaskar et al, 2007)(  درصدي همراه  96/61 ، بازيافت پروتئيني

 ,Ovissipour et al)با افزايش زمان هيدروليز گـزارش شـده اسـت    

2009, Ovissipour et al, 2008).     رانـدمان بازيافـت پروتئينـي در
درصد بوده و در مقايسـه بـا سـاير پژوهشـهاي      75اين آزمايش حدود 

  .مشابه از بيشترين امتياز برخوردار است
  

همراه بـا افـزايش نسـبت     تغييرات بازيافت پروتئيني
  آنزيم به سوبسترا

 شكل(هاي اثر همزمان دما و نسبت فعاليت آنزيم به سوبسترا شكل
و همچنين اثر همزمان نسبت فعاليت آنـزيم بـه سوبسـترا و زمـان     ) 3
 3/1نشان مي دهند كه همراه با افزايش فعاليت آنزيم از ) 3و  2شكل(

  ني با فاز سريع افزايش مي يابدميلي گرم، ميزان بازيافت پروتئي 5/2تا 
)Shahidi et al, 1995; Nilseng et al, 2005(   و در ادامه واكنش

ازيافـت پروتئينـي   ب شـكل ميلي گـرم   35/3با افزايش فعاليت آنزيم تا 
اما با افزايش بيش از حـد فعاليـت آنـزيم تـا     . وارد فاز سكون مي شود

. ميلي گرم، شاهد كاهش در ميزان بازيافت پروتئين خـواهيم بـود   7/3
 75بالاترين بازيافت پروتئين بدست آمـده در ايـن مطالعـه در حـدود     

ميلـي گـرم    41/2 -26/3درصد بوده كـه در دامنـه فعاليـت آنزيمـي     
افزايش غلظـت پروتئازهـا و بنـابراين    ). 3، 2 شكل(اصل شده است ح

افزايش حجم هيدروليز بازيافـت نيتـروژن محلـول را زيـاد مـي كنـد       
(Beddows & Ardeshir, 1979; Rebeca et al, 1991; 

Surowka & Fik, 1992).  كاهش ميزان بازيافت پروتئين با افزايش
ندهاي پپتيدي دست نخورده به فعاليت آنزيم احتمالا به دليل كاهش با

. عنوان بستري مناسب براي فعاليت آنزيم و ممانعت آنزيمي مي باشـد 
در واقع ميزان سوبسترا محدود است و تا حـدي آنـزيم را مـي پـذيرد     

)Guerard et al, 2002(.      عدم مصـرف بـيش از حـد لازم آنـزيم از
ن و همكـارا  Guerard .ديدگاه اقتصـادي بسـيار حـائز اهميـت اسـت     

درصـدي   5/1،  1، 5/0، 25/0، 1/0با استفاده از نسبت هـاي  ) 2002(
، بيشترين بازيافت پروتئيني را در نسبت آنزيمي Umamizymeآنزيم 

افـزايش  ) 2005(و همكـاران   Aspmo . درصـد گـزارش كردنـد    5/1
ميزان بازيافت پروتئيني را همراه با افـزايش نسـبت آنزيمـي مشـاهده     

  .كردند
  

  بهينه براي ميزان بازيافت پروتئيني تعيين شرايط 
دامنه تغييرات متغيرها به نحوي كـه ميـزان بازيافـت     5در جدول 

فصل مشترك . نيتروژن در حداكثر خود قرار مي گيرد آورده شده است
  .اين متغيرها تعيين كننده شرايط بهينه مي باشد

  
  دامنه متغيرها در شرايط بهينه براي بازيافت پروتئيني -5جدول

 mg/gr.protein)(نسبت آنزيم به سوبسترا   h)(زمان  )ºC(دما متغيرها

  -  h 44-8/35 10-8:42)(و زمان) ºC(دما 
 mg/gr.protein 44-8/38 - 26/3 -41/2)(و نسبت آنزيم به سوبسترا) ºC(دما

 mg/gr.protein - 10-9:30 43/3 -33/2)(و نسبت آنزيم به سوبسترا h)(زمان

  

  
  .خطوط همتراز اثر دما و زمان بر بازيافت پروتئيني) ب. اثر زمان و دما بر ميزان بازيافت پروتئيني) الف  - 1شكل

 ب الف
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  .خطوط همتراز اثر نسبت آنزيم به سوبسترا و زمان بر بازيافت پروتئين) ب. اثر نسبت آنزيم به سوبسترا و زمان بر بازيافت پروتئين) الف - 2شكل

  

  
خطوط همتراز اثر نسبت آنزيم به سوبسترا و زمان بر بازيافت ). ب شكل.  بت آنزيم به سوبسترا و زمان بر بازيافت پروتئيناثر نس) الف - 3شكل

  .پروتئين
  

  دامنه و نقطه بهينه براي بازيافت پروتئيني -6جدول
 mg/gr.protein)(نسبت آنزيم به سوبسترا  h)(زمان  )ºC(دما متغيرها

 41/2-26/3 9:30-10 8/38-44 محدوده شرايط بهينه

 41/2 9:30 8/38 نقطه بهينه

  
درجـه سـانتي    8/38-44محدوده دمايي بهينه  6با توجه به جدول

و دامنه فعاليـت آنزيمـي بهينـه     5/9-10گراد و محدوده زماني بهينه 
با توجه به اينكه در دماهـاي پـايين   . ميلي گرم مي باشد 26/3-41/2

مطلوب تر دست يافت، به دليل كاستن سطح تر نيز مي توان به نتيجه 
سـاعت و   5/9درجه سـانتي گـراد، زمـان     8/38انرژي مصرفي دماي 

همچنين به دليل اينكه فعاليت انجام شده از نظر اقتصادي مقرون بـه  
ميلي گرم به عنوان نقاط بهينه براي  41/2صرفه باشد فعاليت آنزيمي 

تون بـا اسـتفاده از آنـزيم     هيدروليز پروتئين هاي امعاء و احشاء ماهي

با وجود حجم وسـيعي از توليـدات جـانبي مـاهي     .  تريپسين مي باشد
تلاش بسيار كمي براي توليد پروتئين هيدروليز شده در ايران صـورت  

به دليـل وجـود ايـن مـواد خـام اوليـه و ارزان در كشـور        . گرفته است
يز شـده  پتانسيل مناسبي براي تحقيق و تجاري سازي پروتئين هيدرول

وجود داشته، كه نه تنها باعث كاهش آلودگي هاي زيست محيطي مي 
.  گردد بلكه توليد فرآورده اي با ارزش افزوده را به دنبال خواهد داشت

در تحقيق حاضر تاثير زياد دمـا و زمـان و نسـبت فعاليـت آنـزيم بـه       
سوبسترا در زمان هيدروليز پروتئين هـاي امعـاء و احشـا مـاهي تـون      

 ب الف
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. ه بر روي راندمان بازيافت پروتئيني به خوبي مشهود بوده اسـت زردبال
 75پروتئين هيدروليز شده راندمان بالايي از بازيافت پـروتئين، حـدود   

پروتئين هاي هيدروليز شده امعاء و احشـاء  . درصد، را نشان داده است
تون زرد باله، مي تواند به عنوان يك منبع غني از پپتيدها و اسيدهاي 

نتـايج ايـن تحقيـق نشـان داد كـه      . ضروري به كار گرفته شودآمينه 
پتانسيل خوبي براي توليد پروتئين هيدروليز شده با ارزش غذايي بـالا  

  . به منظور كاربردهاي مختلف وجود دارد
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 Abstract1 
 In present paper the optimum extraction condition of protein of Hydrolysate from the viscera of yellow fin 

tuna (Thunus albacores) were studied. Enzyme hydrolysis has been performed at enzyme to substrate ratio: 1.3-
3.7 mg/gr.protein , time of reaction: 1-10 hours, temperature: 30-44 ºC and using RSM method and central 
composite design(CCD) with 4 repetitions at central point and five levels of each treatment. Results have been 
compared with average at statistical level where α = 0.05. According to results,the protein recovery increases 
with an increase in enzyme activity from 1.3 to 2.5 mg When enzyme activity increases to 3.35 mg, the protein 
recovery reaches a constant level and then decreases with an extra increase of enzyme amount to 3.7 mg.The rate 
of protein recovery increases,  With an increase in temperature from 30 ºC to 37 ºC,And then the enhancement of 
recovery rate decreases with more increase of temperature from  37ºC to 42ºC, However it will remain constant 
for temperatures beyond 42ºC.The protein recovery decreases With increasing the hydrolysis time between 60 to 
138 min. and it reaches  a stationary phase somehow during 138 to 330 min.In optimum point of hydrolysis, 
protein recovery was 75%. This condition were observed in enzyme ratio of 2.41 mg ,Temperature of 
38.75ºC,and hydrolysis time of 570 min. Results showed that protein recovery is mainly influenced by ratio of 
enzyme to substrate rate and temperature ,while time of hydrolysis should be considered as a function of 
temperature and enzymatic ratio. 
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