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  چکیده

يط الا يمنز بر بهينه شر تئين توليد جهت ل ليز پر ـب ببـر   ماهي  عضله شدهيد  مر

تو  ستفابا  فا يجخل مـا    نزيم نسبت ما،ها فا  ، سـطح    pH  ۵به سوبستر

ز ب مر بر   قالب طر مر لفا بر سي ،  پاسخ سطح ۲با    شد. مد  جمله بر

بر تعيين يب بو  ضر معني صد ۹۹/۹۹ سطح مد ست هب  به سيگنا نسبت، ۹۵/۰ بر

بر ختلا ئ  معني عد ۱۶/۱۴ بر ا  يشـبيني پ خو مد بـر  يفقد تناسب نشا  

.  نها يط يتبو ستفا  نر بهينه شر  ما ،=۱۹/۸pHصو  به Design Expertفز  با 

ما ۲۳/۵۰ نز ۶۲/۱۲۹،  صد  مد. به ۱۵/۲ يم   ست 

  

  يطرح مرکب مرکزروش سطح پاسخ، آلکالاز،  ي،مرکب ببر ماهی هیدرولیزشده، پروتئین :کلید واژگان

 

میــزان تولیــد آبزیــان، متشــکل از صــید و  2012در ســال   مقدمه

میلیون تن بوده کـه از ایـن مقـدار فقـط      158ي، پرور آبزي

 ,FAOمیلیون تن براي مصارف انسانی بود ( 2/136حدود 
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رسند نیـز بایـد    می یی که به مصارف انسانیها ). گونه2014

آوري آبزیان نیز با تولید ضـایعاتی   آوري شوند و عمل عمل

ره ی ـغهمچون پوست، سر، امعا و احشا، اسکلت داخلـی و  

). از طرفی در صید آبزیان Oosterveer, 2008( است همراه

پـذیر   هاي زیاد امکان صید صنعتی که با صرف هزینه ویژه به

 ید ضـمنی تشـکیل  را ص ـ آناست، سهم قابـل تـوجهی از   

دهد. در نتیجه یکی از مشکلاتی که ایـن صـنعت بـا آن     می

رو اسـت وجـود صـید ضـمنی قابـل توجـه و تولیـد         هروب

مصـرف و یـا ضـایعات     هاي کم ضایعات متعدد است. گونه

 ممکن است حاوي ترکیبـات مغـذي و یـا زیسـت فعـالی     
مین مواد ضروري براي بدن و یا جلـوگیري  أباشند که با ت1

هـا شـوند. از    زا سبب حفظ سلامتی انسان مل بیمارياز عوا

مصـرف و   هـاي کـم   هاي مختلفی براي مصرف گونـه  روش

توان به تولیـد   می شود که از جمله آنها می ضایعات استفاده

ــوزان از   ــین و کیت ــاهی، کیت ــین، روغــن م ــاهی، ژلات آرد م

 داران و پروتئین هیدرولیز شده اشـاره کـرد   ضایعات پوسته

)Kristinsson, 2006(.  

 (معمولاً یدهااز پپت اي مجموعه  هیدرولیزشده پروتئین

ــا  ــا  2ب ــه هســتند) یدآمینهاســ 20ت ــر در ک  شکســتن اث

تحـت عنـوان    يفراینـد  یجـه در نت ینیپروتئ يها زنجیره

 اجـازه  پـروتئین  زیدرولی ـه. ینـد آ مـی  وجود هب هیدرولیز

 آمینـه  اسیدهاي و شده بیشترمحلول نیتروژن که دهد می

 آمینه اسید جدید منبع یک نتیجه در و گردد شکیلت آزاد

 Chalamaiah et( گـردد  تولید بیشتر دسترسی قابلیت با

al, 2012.(  

 يهـا  زنجیـره شکسـتن   يبـرا  یمختلف ـ يها روش از

 هیدرولیزشده پروتئین منظورتولید به) هیدرولیز( ینپروتئ

متشـکل از   شـیمیایی  هیـدرولیز  تخمیرمیکروبـی،  شامل

                                                             
1 Bioactive 

 اسـتفاده  هیـدرولیزآنزیمی  و یـایی و قل ياسید یدرولیزه

 هـا  ینئپـروت  هیدرولیز ینهدر زم یرمیکروبیشود. تخم می

 ;Hammes et al, 2003(اسـت   بـوده  آمیز موفقیت کمتر

Arihara, 2006 .(ــدرولیز ــیدي هی ــث تخر اس ــبباع  ی

 تولیـد  سدیم یدکلر يساز خنثی از پس و شده تریپتوفان

 آمینـه  اسـید  یـد هم تول قلیایی مواد با یدرولیزشود. ه می

 اسـیدآمینه  یـن گـزارش شـده کـه ا    ؛کنـد  مـی  لیزوآلانین

. )Kristinsson, 2006(داشته باشـد  یتواند اثرات سم می

 عنـوان  بـه  آنزیمـی  یدرولیزمختلف، ه يها روش یندر ب

 البتـه  کـه  اسـت  شـده  شـناخته  زمینه ینثر در اؤروش م

 ياه ـ آنـزیم هم با دو روش استفاده از  آنزیمی هیدرولیز

 شرایط تحت آنزیم افزودن با هیدرولیز و) یز(اتول یدرون

 یدرون يها آنزیم با یدرولیزشود. ه می انجام شده کنترل

شود  می شناخته ها پروتئین یدرولیزه یروش سنت عنوان به

همچـون   مختلفـی  عوامـل  روش ینکه در ا ییو از آنجا

 گـذار  اثـر  محیطـی  عوامـل  و تغذیـه )، یدزمان (فصل ص

 امـا  باشـد،  مـی  دشـوار  هیـدرولیز  یطتـرل شـرا  کن است،

کنتـرل شـده (مثـل     شرایط در آنزیم افزودن با هیدرولیز

 یدرون يها آنزیم کردن یرفعالو ...) و غ pHکنترل دما، 

 Kristinsson and( اسـت  ثر و پرکاربردؤم يها روشاز 

Rasco, 2000(. نظـر  در روش ایـن  در یـد که بااي  نکته 

 اسـتفاده  منظور  ینکه بد ییها آنزیم که است این داشت

هـم    داشته باشند و آن ویژگی یکحداقل  یدشوند با می

 و است) Food grade( ییغذا صنایع در استفاده یتقابل

ــر ــزیم اگ ــابع از آن ــی من ــه میکروب ــت ب ــی دس ــد،آ م  ی

 باشـد  زا بیمـاري  نبایـد  آنزیم تولیدکننده میکروارگانیسم

)Bhaskar et al, 2007.(  

 شده یه(پروتئاز ته آلکالاز ویژه به کروبیمی هاي آنزیم

ــاکتري از ــهBacillus licheniformis ب ــل ) ب ــد دلی  تولی
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 در و زمان ینتر کوتاهدر آبکافت بالاي درجه با پروتئین

 اسـیدي  یـا  خنثـی  يهـا  آنـزیم  به سبتن متعادل شرایط

 پـروتئین  تولیـد  روند در. شود می استفاده طورگسترده به

 محیطـی  شرایط آنزیم، خود هاي ویژگی به بسته آبکافت

 وزن بــا پپتیــدها ازاي  گســترده تنــوع آبکافــت میـزان  و

 آبکافـت  پروتئین. آمد خواهد دست به متفاوت مولکولی

 خواص جدید پپتیدهاي وجود دلیل به دست آمده به شده

 ,Thiansilakul et al( داشـت  خواهـد  نـوینی  کـاربردي 

2007(  

ه یدرولیز شـد شرایط هیدرولیز بر خواص پروتئین ه

رسد که پپتیدهاي بـا   ر مینظ طورکلی به گذارد، به می اثر

 ةهـاي بـا زنجیـر    نسبت به پروتئین تر کوتاه ةطول زنجیر

آزاد خـواص بهتـري    ۀو همچنین اسیدهاي آمین تر بزرگ

دارند اما با این وجود، ساختار، طـول زنجیـره و تـوالی    

یز، دما، اسید آمینه به عوامل مختلفی نظیر شرایط هیدرول

بسـتگی دارد  اي  زمینـه  ةو مـاد  pHغلظت آنزیم، زمان، 

)Benjakul et al, 2014.(  

 در تـن  میلیون 3 حدود جهانی یدمرکب با ص ماهی

 يبسـیار  یـزان است که به م ییها گونه جمله از سال هر

 در). FAO, 2011( یـد آ می دست به ضمنی یدهمراه با ص

مرکـب از   یاز مـاه  زیـادي  حجـم  سـاله  هـر  نیـز  ایران

 یاو  یمطور مستق صیادان به وسیلۀ به فارس خلیج يها آب

در کشور  ولی یدآ می دست به میگو یدهمراه با ص ضمنی

  وجود ندارد. آبزي این یمبه مصرف مستق يا علاقه

اي  تغذیه مصارف عدم و فراوانی به توجه با رو از این

 بالقوه پتانسیل و سو یکدر کشور از  يمرکب ببر یماه

و از  یگـر، د يبا ارزش افزوده از سو ییها فراورده یدتول

پـروتئین  یـد  تولبـارة  دراي  کـه تـاکنون مطالعـه    ییآنجا

 از هدف ،است ین گونه گزارش نشدههیدرولیز شده از ا

 بـراي  بهینه یطبه شرا دستیابی و تولید امکان تحقیق این

 نسـبت  و زمـان  دمـا،  ،pHآلکالاز از نظر  یمعملکرد آنز

 ایـن  از آبکافـت  پـروتئین  تولید براي وبستراس به آنزیم

 .است گونه

  

  کار روش و مواد

  مواد مورد استفاده

 واحد آنسون بر گـرم و  4/2با فعالیت  آلکالاز آنزیم

تري کلرواستیک اسید از  یگما،از شرکت س P4860با کد 

 اسـید  اتـانول، ،  1گـاوي  سـرم  ینشرکت پانراك و آلبوم

  شد. یداريمرك خربلو از شرکت  کوماسی و فسفریک

گــرم از  1304 ± 243بــا وزن  يمرکــب ببــر مــاهی

 - 18 دمـاي  در بلافاصله و شده یدسواحل بندرعباس ص

و  يسـار بـه   ییو با حمل هوا منجمد گراد سانتی درجه

 دریایی علوم دانشکده به یخ يحاو يها در محفظه سپس

ــانماه عضــلۀمــدرس منتقــل شــد.  یــتدانشــگاه ترب  ی

 در و شـــده جـــدا آزمایشـــگاه در) گـــرم 78±4/393(

  شدند. ينگهدار گراد سانتیدرجه  - 80دماي

 

  يساز بهینه

 2مرکزي مرکب طرحو در قالب  پاسخ سطحروش  از

 يبـرا  7 ۀنسخ Design expertافزار  و با استفاده از نرم

 و زمـان  دمـا،  ،pHآبکافـت از نظـر    یطشـرا  يساز بهینه

 ایـن  در). 1(جـدول   شد استفاده عضله به آنزیم نسبت

 نیـز  آلفـا  مقـدار  واستفاده  یمارهر ت براي سطح 5 از طرح

  .شد نظرگرفته در 2 برابر

                                                             
1. BSA 
2. Central composite rotatable design 
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  يساز بهینه طرح در استفاده مورد شرایط و عوامل 1 جدول

      محدوده و سطوح (کد)        عوامل

 2(+ +α(  +α 1-  0  1- )-2(  نشانه  

pH A 7  50/7  8  50/8  9  

  C(  B  40  45  50  55  60˚دما (

  C  60  90  120  150  180  ه)زمان (دقیق

  D  1  50/1  2  50/2  3  )درصدآنزیم (

 

  شده هیدرولیز پروتئین تولید

 درجـه  4( یخچالساعت در  24 مدت بهمنجمد  يها نمونه

. یـرد صـورت گ  ییانجمـادزدا  تـا  شـد  گذاشته) گراد سانتی

 2بـه قطـر    يبـا منافـذ   گوشت چرخ از استفاده با ها نمونه

 85 دمـاي  در دقیقه 20 مدت هب سپس و شده چرخ متر میلی

 يهـا  آنـزیم  تـا  قرارگرفته) آبی حمام(در  گراد سانتیدرجه 

تولید پروتئین هیدرولیز  منظور بهفعال شوند. یرآن غ یدرون

ي چـرخ شـده در ارلـن    هـا  نمونـه گـرم از   20شده، ابتـدا  

ـد. ســپس میـزان   ونش می ي ریختـهلیتر میلی 250مایرهاي 

 یقـه دق 1 مدت بهآن اضافه شده و آب مقطر به لیتر  میلی 40

ــا ــایزر ب ــدل ،Wiggen( هموژن ــاخت ،D 500م ــان س ) آلم

مولار  2/0استفاده از سود  با نیز ها نمونه pHهموژن شدند. 

در روش  يمربوط به طرح مرکب مرکز تیمارهاي با مطابق

ظــروف   آن،از  پـس ). 2(جـدول   شـد پاسخ سطح تنظیم 

 Ivymen(ر متحــرك  در دستگاه انکوبـاتو  ها نمونهحـاوي 

system, Comecta  (بینـی  پـیش  هـاي در دماساخت اسپانیا 

ند. دش ـ دور در دقیقــه قــرار داده   200شده با دور ثابـت 

 ،)2(جدول  آبکافت فرایند يزمان مورد نظر برا یپس از ط

 15بــراي مــدت    هـا  نمونهقطـع واکنش آنزیمی،  منظور به

 آبـی  حمـام  در گـراد  درجــه سـانتی   95دقیقـه در دمــاي  

)Memert، از خنک شـدن  پس ها نمونه. گرفتند) قرار آلمان

 10بـه دمـــاي معمـــولی اتـــاق، در دمـاي       رسیدنتــا 

×  gدقیقــه و بـــا دور   20 مدت به، گــراد سـانتیدرجـه 

ـــانتریفوژ 8000 ــدل ، سـ ــرکت  ،universal 320 R(م ش

Hertich،  (میزان و دهش آوري جمع ییند و فاز رودشآلمان 

  .شد محاسبه آن هیدرولیز درجه

 زیدرولیهدرجه  گیري اندازه

تـري کلرواسـتیک اسـید     بـه کمـک   زیدرولی ـهمیزان 

)TCA (گیـري  انـدازه شد. مبنـاي ایـن روش    گیري اندازه 

هاي محلـول در تـري کلرواسـتیک     درصد نسبت پروتئین

 هـاي موجـود در نمونـه    به کـل پـروتئین   درصد 10اسید 

از ) 1:1(نسـبت   يیـن منظـور حجـم مسـاو    . براي ااست

از نمونه  لیتر میلی 1جدا شده و محلول ( ینیمحلول پروتئ

درصـد   20تریکلرواستیک اسـید  از محلول  لیتر میلی 1با 

در  هـم زدن  مخلوط گردیـد و پـس از بـه    (در آب مقطر)

سانتریفوژ شد. سپس مقدار  g6700درجه با دور  20 يدما

و  گیـري  انـدازه روش بردفـورد  پروتئین در فاز محلول به 

محاســبه گردیــد  زیــراز طریــق معادلــه  آبکافــت درجــه

)Kristinsson and Rasco, 2000(   

  

 :1 معادله

آبکافت درجه  =                                          

 TCAصد  ۱۰ محلو  يترن يزم ×100

نمونهتر  ين ل زيم  
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 بردفـورد  روش بـه  محلـول  پـروتئین  یزانم گیري اندازه

)Bradford, 1976(  

 ارلـن  در اتـانول  لیتر میلی 50بلو و  کوماسیگرم  میلی 100

 یکه کوماس ـ زمانی تاشد  دادهقرار  یرراست روي بر و یختهر

 لیتـر  میلـی  100سـپس   گـردد. بلو بـا اتـانول خـوب حـل     

از  پـس کم به آن اضـافه شـد.    کم درصد 85 اسیدفسفریک

نظـر  محلول مورد  ماده، سه یناز حل شدن کامل ا یناناطم

شد تا  داده اجازهو  رسانده لیتر یکبه حجم  مقطر آب بارا 

. سپس محلول ساخته شده دخوب حل شو یرراست يبر رو

 تا ذرات شدهفیلتر) یک(واتمن شماره  صافی کاغذ با کمک

 ـ دست آمده بهمحلول شود.  معلق و نامحلول جدا عنـوان   هب

 يمعرف بردفورد تا زمان استفاده در ظرف تیـره و در دمـا  

 یکیاحل ذکـر شـده در تـار   مر تمام شد. يیخچال نگهدار

  انجام شد.

 در محلـول  پـروتئین  سـنجش  بـه  مربـوط  هاي آزمایش

 50 بـه  منظـور  ینانجام شد و بـد  اي حفره 96 میکروپلیت

 و اضـافه  برادفـورد  محلـول  لیتر میلی 1 نمونه ازر میکرولیت

 250 سـپس . مخلـوط گردیـد   ورتکـس بـا   حاصل ترکیب

 میکروپلیـت  روند تکـرار  سه با مذکور ترکیب از میکرولیتر

 595 مـوج  طـول  در آن جـذب  و شـد  یختـه راي   حفره 96

گـرم در   میلـی  5 تـا  0 غلظـت  از .نـانومتر قرائـت گردیـد   

اسـتاندارد   یرسـم منحن ـ  يبرا گاوي سرم آلبومین لیتر میلی

  استفاده شد.

  

  نتایج

فـاکتور   4 يدر روش پاسخ سطح بـرا  مرکزي مرکب طرح

 30 تعداد يمرکز ۀنقط 6 و 2با عدد آلفا برابر  وسطح  5 در

 هیـدرولیز  ۀکرد. درج یسازمانده يساز بهینه براي را تیمار

 طریـق  از یمـار ت 30حاصل از  شده هیدرولیز ینپروتئ براي

آمده اسـت.   2آن در جدول  یجنتا کهمحاسبه شد  1 ۀمعادل

  .یربوددرصد متغ 15/43تا  48/20از  هیدرولیز ۀدرج

  

 آبکافت پروتئین یدتول يساز بهینه يبرا مرکزي نقطه 6 و مستقل متغیر 4 با سطح پاسخ روش در) CCRD( مرکزي مرکب طرح 2 جدول

  پاسخ عنوان به هیدرولیزآلکالاز و درجه  آنزیم از استفاده با فارس خلیج) Sepia pharaonis( يمرکب ببر ماهی عضله از

  )صددر( درجه آبکافت  )Dآنزیم (  )Cزمان (  )Bدما ( )pH )A  شماره آزمایش

           

1  5/7 )1-(  45 )1 -(  90 )1 -(  5/1 )1-(  4/21  

2  5/8 )1(+  45 )1 -(  90 )1 -(  5/1 )1-(  51/25  

3  5/7 )1-(  55 )1(+  90 )1 -(  5/1 )1-(  36/25  

4  5/8 )1(+  55 )1(+  90 )1 -(  5/1 )1-(  61/28  

5  5/7 )1-(  45 )1 -(  150 )1(+  5/1 )1-(  08/24  

6  5/8 )1(+  45 )1 -(  150 )1(+  5/1 )1-(  75/26  

7  5/7 )1-(  55 )1(+  150 )1(+  5/1 )1-(  52/29  

8  5/8 )1(+  55 )1(+  150 )1(+  5/1 )1-(  01/29  

9  5/7 )1-(  45 )1 -(  90 )1 -(  5/2 )1(+  18/28  

10  5/8 )1(+  45 )1 -(  90 )1 -(  5/2 )1(+  7/31  

11  5/7 )1-(  55 )1(+  90 )1 -(  5/2 )1(+  58/25  

12  5/8 )1(+  55 )1(+  90 )1 -(  5/2 )1(+  23/32  
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  ادامۀ جدول

13  5/7 )1-(  45 )1 -(  150 )1(+  5/2 )1(+  31/28  

14  5/8 )1(+  45 )1 -(  150 )1(+  5/2 )1(+  9/34  

15  5/7 )1-(  55 )1(+  150 )1(+  5/2 )1(+  58/25  

16  5/8 )1(+  55 )1(+  150 )1(+  5/2 )1(+  52/32  

17  7 )2-(  50 )0(  120 )0(  2 )0(  79/27  

18  9 )2(+  50 )0(  120 )0(  2 )0(  86/34  

19  8 )0(  40 )2 -(  120 )0(  2 )0(  48/20  

20  8 )0(  60 )2(+  120 )0(  2 )0(  47/27  

21  8 )0(  50 )0(  60 )2 -(  2 )0(  33/34  

22  8 )0(  50 )0(  180 )2(+  2 )0(  25/40  

23  8 )0(  50 )0(  120 )0(  1 )2-(  2/24  

24  8 )0(  50 )0(  120 )0(  3 )2(+  67/32  

25  8 )0(  50 )0(  120 )0(  2 )0(  86/41  

26  8 )0(  50 )0(  120 )0(  2 )0(  39/38  

27  8 )0(  50 )0(  120 )0(  2 )0(  4/40  

28  8 )0(  50 )0(  120 )0(  2 )0(  15/43  

29  8 )0(  50 )0(  120 )0(  2 )0(  89/40  

30  8 )0(  50 )0(  120 )0(  2 )0(  31/42  

  

 3در جـدول   مرکزي مرکب طرح واریانس آنالیز نتایج

در سـطح  اي  جملـه  دو مـدل  اسـاس  یـن آمده اسـت. بـر ا  

 خطـی  نتـایج . )p> 0001/0( بـود  معنـادار درصد  999/99

 آنهــا ینرا در طــرح نشــان داد و در بــ يمعنــاداراخــتلاف 

فاکتورها بود و بـه دنبـال     ۀبقی از یشترب pH يبرا يمعنادار

   .داشت قرار دما و زمان عضله، به آنزیم بتنس یبترت آن به

اثـر متقابـل دمـا و     براي فقط فاکتورها متقابل اثر نتایج

 دوم توان به مربوط یجبود. نتا معنادار عضله به یمنسبت آنز

  .داد نشان آنها ینرا ب يمعنادار اختلاف وجود هم فاکتورها
  

 ي) براRSM( سطح پاسخ روش) CCRD( مرکزي مرکب طرح در مستقل رمتغی 4 ثیرأت تحت آبکافت درجه واریانس آنالیز 3 جدول

  2مدل درجه 

  F Pشاخص  مربعات میانگین  مربعات مجموع  آزادي  درجه  عوامل

  > 0001/0***  38/20  92/84  86/1188  14  مدل

            

            مستقل فاکتورهاي

pH-A 1  46/93  46/93  42/22  *** 0003/0  

-B0477/0 *  65/4  37/19  37/19  1  دما  

-C0302/0 *  73/5  88/23  88/23  1  زمان  
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  ادامۀ جدول

-Dبه آنزیم نسبت 

  عضله
1  02/87  02/87  88/20  *** 0004/0  

           

            فاکتورها متقابل اثر

AB  1  020/0  020/0  047/0  9462/0  

AC 1  21/0  21/0  051/0  8248/0  

AD 1  57/12  57/12  02/3  1030/0  

BC 1  36/0  36/0  086/0  7729/0  

BD 1  09/30  09/30  22/7  * 0169/0  

CD 1  48/1  48/1  35/0  5606/0  

           

           دوم توان

A2 1  67/218  67/218  47/52  *** 0001/0 <  

B2 1  89/595  89/595  98/142  *** 0001/0 <  

C2 1  69/48  69/48  68/11  **0038/0  

D2 1  90/344  90/344  76/82  *** 0001/0 <  

           

Residue error  15  51/62  17/4  --  --  

  2863/0  72/1  84/4  42/48  10  تناسب نبود

      82/2  10/14  5  خالص خطاي

  --  --  --  37/1251  29  کلی تصحیح

R2 95/0          

Adjusted R2 9034/0          

Predicted R2  7609/0          

Adeq Precision  160/14          

05/0<* P،01/0<** P ،001/0<***P  
  

 ضـریب  میـزان اسـت،   آمـده  3 دولج در طورکه همان

 16/14 1اخـتلال  به یگنالو نسبت س 95/0برابر  کلی تعیین

 و هـا  داده نرمال احتمال توزیع ةدهند نشان نیز 1 شکل بود.

  .است واقعی نتایج و مدل تخمین از حاصل نتایج مقایسه

                                                             
1. Adeq Precision 
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  ب                                                                                 الف                          

 (ب) نرمال احتمال توزیع تجربی (الف) و مقدار برابر مدل در بینی پیش مقدار مقایسه 1 شکل
 

ــل هــاياثر 2 شــکل در ــین متقاب  مــدل در فاکتورهــا ب

آمده  نمودار در که طور همان .است آمده بعدي 3 صورت به

نقـاط   ة(در محـدود  خاصی دح تا دما میزان افزایش ،است

 پس و شود می یدرولیزه ۀدرج میزان افزایش باعث) يمرکز

 پـیش  کـاهش  سـمت  بـه  نمودار روند دما افزایش با آن از

هم مشاهده شـد.   آنزیم غلظت يبرا روندي چنین. رود می

 زمـان  افـزایش  بـا  کـه  دهد مینمودار مربوط به زمان نشان 

 افـزایش  یـدرولیز ه درجـه  دقیقـه،  100 حدود تا هیدرولیز

 هیـدرولیز  درجه یزاندر م ثابتی روند آن از پس اما ،یابد می

  مشابه زمان بود. pHمشاهده شد. روند مربوط به 
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  بعدي 3 صورت بهمتقابل بین فاکتورها در مدل  هاياثر 2 شکل

 

 یونیرگرس ۀو معادل سازي بهینه

 مـدل چنـد   بینـی  منظـور پـیش   بـه  ضرایب رگرسـیونی 

) 3فاکتورها (جدول  يمعناداربا توجه به  2درجه  اي جمله

  :آمده است 2معادله  صورت به

  :2 معادله

هیـدرولیز  ۀدرج ـ = 17/41  + 97/1 A + 90/0 B + C + 

9/1 D – 37/1 BD – 82/2 A
2
 – 66/4 B

2
 – 33/1 C

2
 -

55/3 D
2 

یط بهینـه  شـرا  Design Expertافـزار   اسـتفاده از نـرم   با

 يمرکـب ببـر   از مـاهی  ید پروتئین هیدرولیز شدهتول براي

  .یان شدنما 4آمده و در جدول  دست به
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  مدل در شرایط بهینه وسیلۀ بهیدرولیز ه ۀدرج بینی پیششرایط بهینه و  4 جدول

  پاسخ بینی پیش    شرایط بهینه

pH 
 

  مطلوبیت  )درصد( یدرولیزه ۀدرج    )درصد( غلظت  )یقه(دق زمان  )C˚( دما

19/8  23/50  62/129  15/2    0117/42  95/0  

 

 بحث

 مدل ارزیابی

 نبـود ، 2شـده  تعدیل تعیین ضریب، 1واقعی تعیین ضریب

 بینـی  پـیش  منظـور  بـه مـدل   ییکارا یابیارز يبرا 3برازش

اسـت بـراي    معیاري تعیین ضریب. رود یکار م هها ب پاسخ

 شـرح  مـدل  توسـط  تغییرات از میزان چه تشخیص اینکه

 مدل ،باشد تر نزدیک 1 به آن مقدار هرچه و شود یم داده

 ,Taheri et alکنـد (  بینـی  پـیش  را پاسـخ  توانـد  مـی  بهتر

 ضـریب  و تعیـین  ضـریب  میـزان  مطالعـه  این در). 2012

. بـود  9034/0 و 95/0 برابـر  ترتیـب  به شده تعدیل تعیین

 تعیین ضریب به شده تعدیل تعیین ضریبهمچنین هرچه 

برابـر   تعیـین  ضـریب . اسـت  بهتر ،باشد تر یکنزد واقعی

 را واکـنش  رگرسیون مدل که است ینا ةدهند نشان 95/0

 از درصد 95 توانسته برازش مدل و داده یحتوض خوبی به

دهـد.   یحآمده را توض دست به نتایج دامنه در تغییرات کل

Little  وHills )1978 تعیـین  یب) گزارش کردند که ضـر 

  .باشد درصد 80 از کمتر نباید

Adeq Precision ـ سـیگنال  نسبت یانگرب   اخـتلال  هب

 16/14 برابـر  آن یـزان آمـده م  دسـت  به مدل ي. برااست

 مطلوبباشد  4شاخص اگر بالاتر از  این میزان. باشد می

  است.

 این و) p< 05/0نبود ( معنادارمدل  براي برازشفقدان 

 تغییـرات  توانسته شده ایجاد مدل که ستا ینا ةدهند نشان

                                                             
1. R2 
2. Adj-R2 
3. Lack of fit 

). 1391ان، و همکار طاهري( دهد یحتوض یکاف ةرا به انداز

 کفایـت  یـانگر مدل ب ییکارا یابیمربوط به ارز هاي شاخص

  .است پاسخ بینی پیش  براي مدل

 یرآمـده (مقـاد   دست به يها داده ۀمقایس ،الف - 1 شکل

دهد. براساس  می شده را نشان بینی پیش هاي داده و) تجربی

 ۀیبا زاو خطی با که تناسب یکافزار، وجود  نرم یحاتتوض

 خـوب  ارتبـاط  ،ت به محورها مشخص شدهدرجه نسب 45

  .دهد را نشان می نهاآ بین

 .اسـت  نرمـال  احتمـال  پلات ةدهند نشان ،ب -1 شکل

 میـزان  بـین  تفـاوت  که باقیمانده مقادیر پراکنش پلات این

دهد.  می را نشان است تجربی مقدار وشده  بینی پیش عددي

 از باقیمانـده  مقـادیر  طور که در نمودار مشخص شده همان

 یـان تناسب م ةدهند نشان که کنند می پیروي صاف خط یک

 بینـی  پـیش است که توسط مـدل   یريو مقاد تجربی مقادیر

 شده است.

  

  یدرولیزه ۀدرج

 یمفاکتور زمان، دما، غلظت (نسبت آنـز  4 يبرا خطی مدل

 بـه  متغیرها از کدام هر که دهد ینشان م pHبه سوبسترا) و 

 یشدارنـد. بـا افـزا    ينادارمع اثر یدرولیزه ۀبر درج تنهایی

 یـزان م ،يمرکـز  ۀنقط ةاز فاکتورها تا محدود یک هر میزان

 دمـا  افزایش با آن، از پس اما یافت افزایش هیدرولیز درجه

 افـزایش  با و یافتکاهش  یدرولیزه ۀدرج یزانم غلظت، و

را از خـود   ثـابتی  رونـد  یدرولیزه ۀدرج میزان pHزمان و 

  نشان داد.
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 یشترین، باست مشخص شده 2جدول که در  طور همان

 در) درصـد  15/43( مطالعـه  ایـن  در یدرولیزه ۀدرج میزان

برابر  pH ،گراد سانتی ۀدرج 50 يدر دما یعنی مرکزي نقطه

. شـد  مشـاهده  آنزیم درصد 2 غلظت و یقهدق 120، زمان 8

See ) دما و 2011و همکاران (pH آلکالاز یمآنز براي ینهبه 

 مـاهی  از یـدرولیز ه ۀدرج ـ ینبـالاتر بـه   دسـتیابی  منظور به

 گراد سانتی درجه 3/55 ترتیب به را) Salmo salarسالمون (

دما  یز) ن2011و همکاران ( Taheriگزارش کردند.  39/8و 

 مـاهی  هیـدرولیز  منظـور  بـه  آلکالاز یمآنز براي ینهبه pHو 

 یـب ترت را بـه  )Sardinella gibbosa( یی ـطلا پهلو ینسارد

ــ 62/45 ــانت ۀدرجـ ــراد یسـ ــزارش 5/8 و گـ ــد گـ . کردنـ

Ovissipour ) دما و 2009و همکاران (pH آنـزیم  ینا ۀینبه 

) Huso huso( مـاهی  یـل ف احشاي و امعا یدرولیزه براي را

ــه ــد.  5/8درجــه و  50 ترتیــب ب و  Normahگــزارش کردن

درجـه   60 يدمـا  نخـی  بالـه  یمس ـ ي) برا2005همکاران (

ــانتی ــراد سـ ــر  pHو  گـ  Morisseyو  Benjakul، 5/8برابـ

ــرا1997( ــاه ي) ب ــاي Merluccius productus یم  60 دم

  را گزارش کردند. 5/9برابر  pHو  گراد سانتیدرجه 

مـورد   آلکالاز آنزیم سازنده، شرکت اطلاعاتاساس بر

 50 – 60 يو در دمـا  یاییقل pH در استفاده در این مطالعه

 دده ـ می نشان خود از را فعالیت بیشترین گراد سانتیدرجه 

)Novozyme, 2001 .( بـراي  متفـاوت  هـاي  گـزارش pH  و

است که نوع  این یانگرمختلف ب يها گونه براي ینهبه يدما

 آنـزیم  ایـن  یـت توانـد در فعال  مـی  (سوبسترا)اي  ینهزم ةماد

  ).Herpandi et al, 2013( باشد ثیرگذارأت

 آنزیم غلظت افزایش با ،شد اشاره بالا در که طور همان

 ،یافت افزایش یدرولیزه ۀدرج یزانم يمرکز ۀتا حدود نقط

 الگـوي . یافـت کاهش  هیدرولیز درجه میزان آن از پس اما

 يامعـا و احشـا   ةشـد  هیـدرولیز  ینئپـروت  در یـز ن یمشابه

ــلف ــاهی ی ــاهOvissipour et al, 2009( م ــ ی) و م  نت

)Katsuwonus pelamis ( از سـوي Herpandi همکـاران   و

 کاهش به توان یرا م اهشیک روند ین) مشاهده شد. ا2013(

 نتیجـه  در و غلظـت  یشبـا افـزا   یـدي پپت پیوندهاي حضور

). در Moreno, 1993( دانسـت  مرتبط آنزیم فعالیت کاهش

 دقیقه 100 حدود تا هیدرولیز زمان یشحاضر با افزا ۀمطالع

 بـا  و ادامـه  در امـا  ،یافت افزایش نیز یدرولیزه ۀدرج میزان

 یـدرولیز ه ۀدرج ـ یزانمودار مدر ن ثابتی روند زمان افزایش

 یعسـر  گسستگیدلیل  به توان می را حالت این. شد مشاهده

 .دانست یدرولیززمان ه يمستعد در ابتدا یديپپت پیوندهاي

 پیونـدهاي  بیشـتر  حضـور  دلیـل  هب یدرولیزروند ه ۀدر ادام

 مشـاهده  آن در رونـد  ایـن  یم،آنـز  برابـر مقاوم در  یديپپت

 پپتیدهاي یگر،د ی). از طرفHerpandi et al, 2013( شود می

 شوند هیدرولیز درجه کاهش باعث توانند می نیز شده یجادا

کـه هنـوز    هایی پروتئین با توانند می پپتیدها این که طوري هب

 جایگـاه  نظر(از  آنها به یماتصال آنز براي ،نشدند یدرولیزه

 Adler-Nisse( کنند رقابت باهم) سوبسترا به آنزیم اتصال

et al, 1986.(  

  

  یکل يریگ جهینت

 بـراي ثر و مفیـد  ؤهاي م ها یکی از روش هیدرولیز پروتئین

مصـرف و یـا ضـایعات آبزیـان بـه       هـاي کـم   تبدیل گونـه 

 فراینـد باشـد. در   مـی  بـالا  ةیی بـا ارزش افـزود  هـا  فراورده

شـوند   می ر تبدیلت کها به پپتیدهاي کوچ ئینتهیدرولیز پرو

د بدن شـده و نقـش خـود را    توانند وار می بهتر رو از اینو 

تولید  برايایفا کنند. از سوي دیگر، امروزه مطالعات زیادي 

شـود. روش   یک محصول در شرایط بهینه انجـام مـی   ۀبهین

منظـور بررسـی اثـر     بهثر ؤیک روش ریاضی م ،سطح پاسخ

چندین فاکتور و جستجوي شرایط بهینه براي پاسـخ مـورد   

از مدل از جملـه   نظر است. در تحقیق حاضر نتایج حاصل

تناسب و نسبت سـیگنال بـه اخـتلال     نبودضریب تناسب، 
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نشــان داد کــه مــدل حاضــر از تناســب و اطمینــان خــوبی 

مـاهی مرکـب بـا     عضلۀهیدرولیز  ۀدرج بینی پیش منظور به

 استفاده از آنزیم آلکالاز برخوردار است.
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Abstract 
The response surface methodology was employed to optimize the effects of 
pH, temperature (˚C), time (min) and the ratio of enzyme to substrate (% of 
substrate) on the hydrolysis process of cuttlefish muscle by alcalase. Central 
composite rotatable design with 5 levels and 4 factors and α=2 was used for 
the optimization of the process to gain the highest degree of hydrolysis. pH, 
temperature, time, enzyme concentration, interaction of temperature-enzyme 
concentration, square of pH, temperature, time and enzyme concentration 
had significant effects on the process. The R2 = 0.95, lack of fit < 0.05 and 
adeq-Precision of 14.16 for the model showed that the model could explain 
the variability within the range of values. The optimum condition for 
42.0117 % of degree of hydrolysis was determined by Design Expert as pH 
8.19, temperature 50.23, time 129.62 and enzyme2.15%. 

 

Keywords: Cuttlefish, Hydrolysate, RSM, Alcalase, CCRD 
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