
  55 - 41، صفحه 1396 تابستان، 2رة ، شما6دورة                                                     فصلنامه علمي ـ پژوهشي                 

41 

 

 )Sepia pharaonis( شده سر و بازوي ماهي مركب ببري يابي پروتئين آبكافت بهينه
 با استفاده از آنزيم آلكالاز

  
 4، رضا صفري3، سيد علي جعفر پور2*، سكينه يگانه1كيوان علي عسگري

  

وم كشاورزي و منابع طبيعي آموخته كارشناسي ارشد، فرآوري محصولات شيلاتي، دانشكده علوم دامي و شيلات، دانشگاه علدانش-1
 ايرانساري، 

 ايرانگروه شيلات، دانشكده علوم دامي و شيلات، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري،  ،دانشيار -2

 ايرانگروه شيلات، دانشكده علوم دام و شيلات، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري،  ،دانشيار -3

 ايران، پژوهشكده اكولوژي درياي خزر، ارشدآموخته كارشناسي دانش -4
  

  09/11/95 پذيرش:              19/08/94دريافت: 

 skyeganeh@gmail.com نويسنده مسئول مقاله:*
  

  :چكيده
بررسي ) Sepia pharaonis( پروتئين آبكافتي سر و بازوي ماهي مركب ببري يابي بهينهدر اين پژوهش، 

سر و بازوي ماهي مركب ببري با  شده آبكافتايط مختلف بر توليد پروتئين اثر شر. براي اين منظور، شد
كن با سه عامل بن-. طرح باكسمدنظر قرار گرفت )RSM( ز با روش پاسخ سطحياستفاده از آنزيم آلكالا

و بررسي اثر فردي و متقابل عوامل آزمايش استفاده گرديد.  آبكافتروند  يابي بهينه منظور به ،سطح 3و 
 عنوان بهآبكافت  درجة .بود pH و )˚C(دما  ،نسبت آنزيم به سوبسترا (درصد) شاملل اين آزمايش عوام

 دست به نتايج براساس .داشت آزمايش يها داده با خوبي برازش رياضي، پاسخ در نظر گرفته شد. مدل
 درجة 33/54 از بودند عبارت ترتيب به سوبسترا به آنزيم نسبت و pH دما، لحاظ از بهينه شرايط آمده،
 برازش عامل نبود .گرديد درصد5/14 معادل آبكافت درجه به منجر كه درصد 97/1 و 49/8 ،گراد سانتي

 آزمايش اين در شده استفاده يها دامنه بيني پيش در الگو قابليت دهندة نشاننبود كه  معنادار مطالعه اين در
 گرديد توليد الگو ةشد پيشنهاد شرايط با شده بكافتآ پروتئين ،شده بيني پيشبهينه  شرايط تأييد براي .بود
 پروتئين توليد يعني تحقيق اين هدف با مطابق كه آمد، دست به درصد 8/16 آن آبكافت درجة كه

 بهينه شرايط از حاصل پروتئين كاركردي خواص سپس. بود آبكافت درجة حداكثر با شده آبكافت
، ولي از داد كه اين پودر پروتئيني از نظر حلاليت مناسببررسي خواص كاركردي نشان  .شد يگير اندازه

 ضعيف است. يكنندگ كف كنندگي و نظر ظرفيت امولسيون
  

  ، آلكالاز، ماهي مركب، خواص كاركرديشده آبكافت، پروتئين يابي بهينه :واژگان كليد
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  مقدمه
 سلامت ،اي تغذيه ارزش به نسبت آگاهي روزافزون افزايش

 مواد براي تقاضا افزايش سبب ،يغذاي مواد بهداشت و
 آبزيان رابطه اين در. شده است سالم و مغذي خوراكي
 آسان هضم قابليت با پروتئين از غني منابع عنوان به خوراكي

 برخوردارند خاصي جايگاه از بالا بيولوژيكي ارزش و
)Razavi-Shirazi, 2001.(  

 ة) گونه غالب ردSepia pharaonisماهي مركب ببري (
 ,Valinasab( هاي جنوب كشور است پايان در آبسر

تن  5102ميزان صيد آن در ايران  FAO. براساس آمار )1992
صورت مستقيم يا ضمني  كه به )FAO, 2013( استدر سال 
صادرات  براي بيشتر آن وآيد  مي دست بهصيد ميگو همراه با 

 ضايعات، حذفمنتقل و پس از  آوري به كارخانجات عمل
د. شو بندي و به خارج از كشور صادر مي بسته مانتل آن

نيست،  اآبزيان كه اين آبزي نيز از آن مستثنانواع وري افر
دور ريخته  يا ضايعات توليدي است.همواره داراي ضايعات 

محيطي  اعث افزايش آلودگي و مشكلات زيستب و شده
 ةدر جيرصورت پودر،  بهو يا  )Ktari et al., 2013ند (شو مي

   .روند كار مي بهام و طيور غذايي د
بشر را ي توجه در سطح جهانبراي پروتئين  ي بالاتقاضا

 است معطوف كردهمصرف  به منابع پروتئين كم
)Kristinsson and Rasco, 2000(،  ضايعات ناشي از مصرف

يي مانند پروتئين است ها مولكولآبزيان، منبع غني از ماكرو
)Bhaskar et al., 2008 براي ها گزينه از يكي)، بنابراين 

 پروتئين پودر توليد ،پروتئين ضايعات حاوياستفاده از اين 
 انساني مصرف براي )Hamzeh et al., 2016( شده آبكافت

دهنده،  پايداركننده، طعم عنوان به(در سيستم غذايي 
 ,.Nalinanon et al( فعال) اكسيدان و پپتيدهاي زيست آنتي

مصرف دامي و ، )Harnedy and FitzGerald, 2012؛ 2011
 )پذيري بالا مكمل پروتئيني با قابليت هضم عنوان بهطيور (

)Oveisssipour et al., 2010(  تهيه براي آن از استفادهو يا 
 است (با توجه به محتواي نيتروژني) ميكروبي كشت محيط

)Safari et al., 2012(.   
اثر  اي از پپتيدها هستند كه در پروتئين آبكافتي مجموعه

آيند. از  وجود مي هاي پروتئيني به شدن زنجيره شكسته
هاي مختلفي همچون تخمير ميكروبي، آبكافت  روش

هاي پروتئين  شكستن زنجيره برايشيميايي و آنزيمي 
شود. در بين  توليد پروتئين آبكافتي استفاده مي منظور به

ثرترين روش ؤم عنوان بهآبكافت آنزيمي  ،هاي مختلف روش
 Kristinssonشود ( وليد پروتئين آبكافتي شناخته ميت براي

and Rasco, 2000( .آنزيمي پروتئين، موجب بهبود  آبكافت
كنندگي و  خواص كاركردي شامل حلاليت، امولسيون

خواص كاركردي پروتئين آبكافتي  .شود ي ميكنندگ كف
وابسته به پپتيدها و آمينواسيدهاي توليدشده در فرايند 

كه داراي وزن مولكولي كم و تعداد هيدروليز است 
). Souissi et al., 2007باشد ( هاي يوني بيشتر مي گروه
هاي مختلفي شامل پاپائين، آلكالاز، نئوتراز، فلاورزايم،  آنزيم

 Aspmo et( شوند پروتامكس و ... براي آبكافت استفاده مي

al., 2005( .هاي ها با استفاده از آنزيم اصلاح آنزيمي پروتئين 
ها از  شدن پروتئين كه باعث شكستهويژه آلكالاز  هبپروتئازي 

صورت گسترده در صنايع غذايي  شوند، به نقاط خاص مي
  ). Mullally et al., 1994( كاربرد دارد

 بسته شده آبكافت پروتئين هاي ويژگي كه اين به توجه با
 متفاوت آبكافت شرايط و آنزيم ميزان و نوع سوبسترا، نوع به

 شرايط يابي بهينه )،Kristinsson and Rasco, 2000( است
 در جويي صرفه باعث تواند مي شده آبكافت پروتئين توليد
هاي آماري از  روش. گردد استفاده مورد آنزيم ميزان و هزينه

كار  ندهاي آنزيمي بهيادر فر ،يابي بهينه برايقبيل سطح پاسخ 
در اين  رو يناز ا ،)Haltrich et al., 1994(د وش ميگرفته 
پروتئين آبكافتي سر و بازوي ماهي مركب  يابي بهينه ،تحقيق
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با استفاده از آنزيم آلكالاز با روش  )Sepia pharaonis( ببري
  .شدسطح پاسخ بررسي 

  
  ها مواد و روش

ها در شهرستان كنگان  فروش ماهي مركب از بازار ماهي
زر سپس شستشو داده شد و در فري ،استان بوشهر خريداري

در كنار يخ منجمد گرديد و  گراد سانتيدرجه  - 18در دماي 
تا زمان شروع آزمايش در دماي و  به شهر ساري منتقل شد

، شده استفاده آنزيم .نگهداري گرديد گراد سانتيدرجه  - 18
 شركت از كه بود )L, E.C. 3.4 4/2آلكالاز ( ميكروبي آنزيم

Novozymes )آزمايش وعشر زمان تا و خريداري )دانمارك 
  شد. نگهداري گراد سانتي درجه 4 دماي در

  ايييتركيب شيم
 ,AOAC( استاندارد روش به ها نمونه خاكستر و رطوبت

 و سوكسله دستگاه با ها نمونه در ليپيد ، محتواي)2005
 شد تعيين كجلدال روش از استفاده با) N×25/6( تام پروتئين

)AOAC, 2005( .ةوسيل به 1ندمايع روما محلول در پروتئين 
  .)Layne, 1957( آمد دست به Biuretروش 

  شده آبكافتپروتئين  ةتهي
 4 دماي در ماهي مركب ابتدا ها، نمونه سازي آماده منظور به

 و بازو جدا گرديد انجمادزدايي سپس سر ،گراد سانتي درجه
) v/w 2:1گوشت، چرخ شد و با آب مقطر (نسبت  چرخ باو 

سپس  .همگن شددقيقه  2مدت  مخلوط و با همزن به
هاي دروني در حمام آب گرم  غيرفعال كردن آنزيم منظور به

 Ovissipour( شد داده دقيقه قرار 20مدت به C°80در دماي 

et al., 2012(ها براساس روش . نمونه ) سطح پاسخRSM ،(
 Wasswa et( دقيقه 120گروه در  15در  بنكن،- باكس طرح

al., 20071(ي نسبت آنزيم به سوبسترا ) و با شرايط آبكافت ،
استفاده با  pHتنظيم و  5/8و  5/7 ،8( pH، درصد) 2و  5/1

                                                            
1. Supernatant 

 55و  50، 45( ) و دمانرمال 1از محلول هيدروكسيد سديم 
 ؛)3و  1بندي شد (جداول تيمارتعريف و  )گراد سانتيدرجه 
در  .گرفتند قرار آنزيم معرض در شيكردار ماري بن در سپس
 ها در نمونه آلكالاز، آنزيم سازي يرفعالغ منظور به نهايت
 گراد سانتي درجه 90 دماي در دقيقه 15 مدت به آبي حمام
 هاي پروتئين از محلولنا مواد جداسازي منظور بهگرفتند.  قرار

 درجه 4 دماي در دار، يخچال سانتريفوژ دستگاه در محلول،
داده  قرار دقيقه 20 مدت براي g×8000 دور با گراد سانتي

آوردن شرايط بهينه پروتئين آبكافتي  دست بهپس از  دند.ش
، پروتئين آبكافتي مدل وسيلة به سر و بازوي ماهي مركب

روش انجماد خشك،  بهتحت شرايط بهينه توليد گرديد و 
بررسي خواص كاركردي از اين پودر  برايپودر گرديد و 

  د.شاستفاده 
  تعيين درجه آبكافت

) Merritt )1994و  Hoylدرجه آبكافت براساس روش 
آمد. پس از آبكافت، فاز محلول حاوي پروتئين  دست به

 TCA (20اسيد ( كلرواستيك آبكافت جدا و محلول تري
 10 به مدت نمونه .آن اضافه گرديد به 1:1نسبت  به درصد
 )گراد سانتيدرجه  10دور در دقيقه، دماي  6000(دقيقه 

 درصد 10يد اس كلرواستيك سانتريفوژ شد و محلول تري
آوري شد. سپس  هاي محلول جمع شفاف حاوي پروتئين

              درجه آبكافت براساس رابطه زير محاسبه گرديد:

100× )2N  / 2كل در نمونهN  10موجود در محلول  %
TCA  ( در نمونه=  %DH 

 ,Layne( آمد دست به Biuretنيتروژن كل با استفاده از روش 

1957.(  
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 RSMآبكافت آنزيمي سر و بازوي ماهي مركب با استفاد از  يابي بهينهدر  شده اي مستقل و سطوح استفادهمتغيره 1 جدول

  علامت  متغيرهاي مستقل
 سطوح و حدود متغيرها

1+ 0 1 - 

 1X 2 5/1 1 )درصد v/w(نسبت آنزيم به سوبسترا 

 2X  55 50 45 )گراد سانتيدما (درجه 

pH 3X 5/8 8 5/7 

  

  روتئينيرنگ پودر پ
-IMGسنج ( سنجي با استفاده از دستگاه رنگ رنگ

Pardazesh CAM-system XI,  شركت ابزاركاران فن
برداري اوليه  . پس از عكسانجام شد ايران)- پوياي شمال

)،  Lشامل روشنايي ( ترتيب بهكه  *aو *L*،b مقادير
 با W) هستند و همچنين سفيدي b) و زردي (aقرمزي (

رايانه تعيين و رنگ پودر پروتئيني ماهي دستگاه مجهز به 
 .ارزيابي شد مركب

 
 
  

  حلاليت
) Al-Khateeb)2000 و  Synowieckiحلاليت مطابق روش 

ليتر  گرم بر ميلي ميلي 10. طبق اين روش محلول شدانجام 
ك و كلريدري محلول با كمك اسيد pHتهيه شد. 
 10و  9، 8، 7، 6، 5، 4، 3 نرمال در 1/0سديم  هيدروكسيد

مدت يك دقيقه هم زده  ها با دور بالا به تنظيم شد و نمونه
 15مدت  قه استراحت بهدقي 30از  پسها  شدند. سپس نمونه

دند و غلظت پروتئين شسانتريفوژ  g×12000دقيقه با شدت 
ي شد. درصد گير اندازه Biuretنمونه به روش مايع روماند 

  زير محاسبه شد: رابطهحلاليت مطابق 

  
  
  
  

  كنندگي ظرفيت امولسيون
و همكاران  Šližytėبراساس روش كنندگي  ظرفيت امولسيون

 10ليتر محلول  ميلي 10انجام شد. مطابق اين روش  )2009(
ساعت در  24مدت  گرم بر ليتر از پروتئين تهيه و به ميلي

ليتر  ميلي 10استراحت داده شد.  گراد سانتيدرجه  4دماي 
آن افزوده شد و مخلوط با  لص بهاروغن آفتابگردان خ

ور د 20000با سرعت ) IKA, Germany T25( تراكساولترا
دقيقه با دور  3زده شد. سپس ثانيه هم  90مدت  بر دقيقه به

g×2400 شده قرائت  سانتريفوژ شد. حجم بخش امولسيون
صورت حجم  كنندگي به گرديد. ميزان ظرفيت امولسيون

  شده به حجم كل بيان گرديد. قسمت امولسيون
  يكنندگ كفظرفيت 

 و  Onodenaloreبراساس روش دگي كنن ظرفيت كف

Shahidi)1996(  3ليتر محلول  ميلي 20كه طبق آن  شدانجام 
ليتري  ميلي 50مدرج  ةدرصد پروتئيني تهيه و در استوان

مدت يك دقيقه با اولتراتراكس با سرعت  ريخته شد. سپس به

در مايع روماندمقدار پروتئين   

 مقدار پروتئين نمونه
 100×  =درصد حلاليت  



 علي عسگري و همكاران  _____________________________________________  ... شده يابي پروتئين آبكافت بهينه

45 

دور بر دقيقه هم زده شد. حجم مخلوط نهايي قرائت  10000
شد. درصد افزايش حجم در زمان صفر نسبت به حجم 

 ي در نظر گرفته شد.كنندگ كفظرفيت  عنوان بهمحلول اوليه 

100× ]B)/B -A [(= كنندگي ظرفيت كف درصد  
A =  ليتر) از تشكيل كف (ميلي پسحجم نمونه  
B =  ليتر) از تشكيل كف (ميلي پيشحجم نمونه  

  

  طرح آماري
، با استفاده از شده آبكافتتئين وسازي شرايط توليد پر بهينه

بنكن  - ) براساس مدل باكسRSMروش پاسخ سطحي (
) 3 جدول( تيمار 15 دادتع مدل اين انجام گرديد. طبق

 در كه شد پيشنهاد Design Expert 7.0.0 افزار نرم وسيلة به
شدند. سه متغير مستقل  تكرار بار 3 آزمايش مركزي نقطه

) در سه 3X( pH) و 2X)، دما (1Xنسبت آنزيم به سوبسترا (
 عنوان بهجه آبكافت . درارزيابي شدند) - 1، 0 +،1سطح (

سخ سيستم آزمايشي گرفته شد. پارها در نظر پاسخ به متغي
  زير انجام گرفت:  ةبراساس معادل

 
Y  آبكافتعبارت است از متغير وابسته (درجه ،(β0  وβi  و
βii  وβij مدل هستند.  وسيلة بهشده  هاي برآورد ثابتXi  وXj 

 هاينمايانگر اثر ترتيب بهرهاي مستقل بوده و آنها سطح متغي
 3Xو  1X ،2Xرهاي بل متغيمتقا هايي، درجه دوم و اثرخط

باشند. اين مدل اثر هر متغير را روي پاسخ  روي پاسخ مي
  دهد.  نشان مي

  
  نتايج

خام و پودر  ةمادتركيب شيميايي نتايج مربوط به 
 2آنزيم آلكالاز در جدول  وسيلة به شده آبكافتپروتئين 

از آبكافت  پسكه  داده شده است. اين نتايج نشان ئارا
و ميزان چربي يافته و  افزايشو خاكستر  نميزان پروتئي

  .يافت كاهشرطوبت 

 

  شده آبكافتخام و پودر پروتئين  ةتركيب شيميايي ماد 2 جدول

  خاكستر درصد   رطوبت درصد   چربيدرصد   پروتئيندرصد   ماده

  35/1  59/75  16/4  48/17  خام ةماد

  58/3  25/6  26/1  26/85  پودر پروتئين آبكافت شده
  

  افتدرجه آبك
متغير وابسته در  عنوان بهنتايج مربوط به درجه آبكافت 

نشان داده شده است.  3در جدول شده  تيمارهاي تعريف
) درصد 772/13( 14 تيمار به مربوط آبكافت درجه بيشترين

  .بود) درصد 39/3( 10 تيمار به مربوط نآ درجه كمترينو 
 مقادير بين شود، مي در جدول مشاهده كه گونه همان

 دارد وجود كمي تفاوت تخميني و واقعي آبكافت رجهد

 پاسخ متغير تخمين در مدل بالاي دقت ةدهند نشان كه
 عوامل هاياثر) ANOVA( واريانس آناليز نتايج است.

 آبكافت درجه بر pH و دما آنزيمي، نسبت شامل مختلف
-Pاحتمال يا مقدار . است شده داده نشان 4 جدول در

Value آبكافت سر و بازوي ماهي براي درجه  مدل
 داريامعن ةدهند رو نشان بود، از اين 0005/0مركب 

  باشد.  مدل مي
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  بنكن-شده در طرح باكس بيني پيشدرجه آبكافت سر و بازوي ماهي مركب و مقدار درجه آبكافت واقعي و  هاي طرح آزمايش 3 جدول

 تيمار
1X 2X  3X DH (%) 

 (%)2 -1  )˚C (55 -45  5/8 -5/7  تخمين  آزمايش  
1 0  0  0  13/8  71/8  
2 0  1+  1+  984/10  77/10  
3 1+  1+  0  865/11  02/12  
4 1 -  0  1+  627/7  38/7  
5 0  0  0  889/8  71/8  
6 0  1 -  1+  78/6  18/7  
7 1 -  0  1 -  204/5  14/5  
8 1+  0  1 -  415/7  67/7  
9 1 -  1+  0  297/6  76/6  
10 0  1 -  1 -  390/3  60/3  
11 0  0  0  110/9  71/8  
12 1 -  1 -  0  720/4  57/4  
13 1+  1 -  0  746/8  28/8  
14 1+  0  1+  772/13  83/13  
15 0  1+  1 -  356/6  95/5  

  
اي  د كه مدل چند جملهكرمشخص  ANOVAآزمون 

عبارتي  . بهاستدرجه دوم به اندازه كافي بيانگر پاسخ 
9854/0=  2

R  بيانگر اين است كه مدل رگرسيون
بودن مدل  سبمنا .است خوبي توضيح داده واكنش را به

 معناداركه  شدبررسي  1برازش نبودبا استفاده از آزمون 
رهاي در دامنه متغي بيني پيش براينبود. بنابراين اين مدل 

هاي آماري نشان  تجزيه تحليل مورد استفاده مناسب بود.
صورت مستقل،  به عاملدهد در مدل آزمايش، هر سه  مي

) p>01/0رند (ي بر درجه آبكافت دامعناداربسيار  تأثير
و اثر متقابل آنها فقط در مورد نسبت آنزيم به سوبسترا 

دوم فقط  درجةاست و همچنين اثر  معنادار، pHو 
است. براساس اين نتايج،  معناداردما بسيار  خصوصدر

 مدل بيني پيش منظور به چندگانه رگرسيوني ضرايب
                                                            
1  . Lack of Fit 

 با و شد ايجاد پاسخ متغير براي دوم درجه اي چندجمله
  زير پيشنهادي مدل ضرايب، يمعنادار به توجه
  : گرديد ارائه

  
DH = 71/8  + 24/2  (X1) + 48/1  (X2) + 10/2  (X3) + 98/0  (X1 

X3) – 22/1  (X22) 
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  آبكافت درجه براي پاسخ سطح از حاصل دوم درجه مدل) ANOVA( واريانس تحليل و تجزيه 4جدول 

 Fمقدار   مربعاتميانگين   درجه آزادي مجموع مربعات  منبع تغييرات
 pمقدار 

Prob>F 
 

  دارامعن  0005/0  57/37  73/11  9  58/105  مدل
A -E/S 28/40  1  28/40  98/128  0001/0<    

B -0007/0  36/56  60/17  1  60/17  دما    
C -pH 27/35  1  27/35  95/112  0001/0    

AB  59/0  1  59/0  90/1  2262/0    
AC  87/3  1  87/3  39/12  0169/0    
BC  38/0  1  38/0  23/1  3184/0    
A2 62/0  1  62/0  99/1  2172/0    
B2 46/5  1  46/5  50/17  0086/0    
C2 41/1  1  41/1  53/4  0866/0    

    31/0  5  56/1  باقيمانده

 معنادارغير  4648/0  29/1  34/0  3  03/1  برازش نبود

    27/0  2  53/0  خطاي خالص

     14  14/107  كل

  
 آنزيمي، آبكافت رد متغير هر بهينه شرايط تعيين منظور به
و  بعدي سه نمودارهاي آبكافت، درجه بالاترين حصول براي
 ترسيم الف، ب و ج - 1هاي  متغيرها در شكل براي 1كانتر
ر را روي پاسخ نشان يدو متغ هايهر شكل اثر. است شده
اش ثابت  دهد كه در هر نمودار متغير سوم در ميزان بهينه مي

مشخص الف - 1 شكل رطوركه د همان نگه داشته شده است.
است با افزايش دماي آبكافت، درجه آبكافت در يك نسبت 
آنزيم به سوبستراي ثابت، افزايش يافته و در دماهاي بالاتر 

بالارفتن  ،دستخوش كاهش شده است. مطابق اين شكل
نسبت آنزيم به سوبسترا در يك دماي ثابت باعث افزايش 

كه تغييرات ب - 1در شكل  .گردد ميزان درجه آبكافت مي
را نشان  pHهاي مختلف آنزيمي و  درجه آبكافت در نسبت

بيشترين  49/8 ةدر ناحي pHدهد، مشخص است كه متغير  مي
اثر را در افزايش درجه آبكافت داشته، همچنين با افزايش 
                                                            
1. Contour plot 

نسبت آنزيم به سوبسترا، درجه آبكافت روند صعودي به 
- 1شكل  خود گرفته و كاهشي را به نمايش نگذاشته است.

هاي مورد  pHج بيانگر تغييرات درجه آبكافت در دماها و 
دهد افزايش دما منتج به افزايش  آزمايش است كه نشان مي

شود و سپس درجه آبكافت روند كاهشي  درجه آبكافت مي
نيز باعث افزايش  pHگيرد. همچنين بالارفتن  به خود مي

ميزان  شود، ولي با افزايش بيشتر آن، از درجه آبكافت مي
   شود. درجه آبكافت كاسته مي



 1396 تابستان، 2، شمارة 6دورة   ________________________________________________  علوم و فنون شيلات

48 

  
  

هاي آنزيم  نسبتتغييرات درجه آبكافت در الف:  ؛درجه آبكافت در شرايط مختلف آزمايشيتغييرات  كانتر و بعدي سه نمودارهاي  1 شكل
تغييرات درجه  ج: ،آزمايشهاي مورد pHهاي آنزيم به سوبسترا و  تغييرات درجه آبكافت در نسبت :ب ،به سوبسترا و دماهاي مورد آزمايش

  هاي مورد آزمايشpHآبكافت در دماها و 
  

  سازي مدل بهينه
دست آمد.  هب  Design Expert 7.00افزار  نرم باشرايط بهينه 

در  ،انجام شده هاي آزمايش مستقل متغيرهاي 1هدف
 يا پاسخ متغير هدف. شد تنظيم 3 آنها، »2اعتبار« و »محدوده«

 تنظيم 5 آن، »اعتبار« و »حداكثر« در نيز آبكافت درجة همان
افزار بررسي  نرم باها  ها، آزمون از تنظيم محدوده پس .گرديد

نمونه از بهترين شرايط بهينه براي ارزيابي بيشتر  5شدند و 
بهترين  1نزديك به  3. مطلوبيت)5جدول ( شدفهرست 

آبكافت براي پروتئين  ةكند. شرايط بهين شرايط را بيان مي
: نسبت بودبدين صورت  1با درجه مطلوبيت  شده آبكافت

 درجه 33/54، دماي درصد 97/1آنزيم به سوبسترا 
  . )5(جدول  pH 49/8و  گراد سانتي

                                                            
1. Goal 
2. Importance 
3. Desirability 
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  آبكافت درجةآبكافت و حداكثر ميزان  ةشرايط بهين 5 جدول

    مطلوبيت  (%) درجه آبكافت C(  pH˚( دما  (%) E/S  شماره

1  88/1  85/54  48/8  0291/14  000/1    

2  98/1  05/54  49/8  2699/14  000/1    

  پيشنهادي  000/1  5002/14  49/8  33/54  97/1  3

4  99/1  52/54  41/8  0606/14  000/1    

5  98/1  96/54  40/8  1601/14  000/1    
 

 تحت شده، آزمايشي پيشنهاد شرايط تأييد منظور به
 سه در( گرديد اجرا مدل، وسيلة به شده بيني پيش شرايط
 درجة با شده آبكافت پروتئين شرايط اين در كه) تكرار

 با مطابق تقريباً اين مقدار. آمد دست به درصد 8/16 آبكافت
 بهينه شرايط بيانگر كه بود مدل توسط شده بيني پيش مقدار
 ببري مركب ماهي بازوي و سر آبكافتي پروتئين توليد براي

 اين از بعدي هاي بررسي براي و است آبكافت درجة نظر از
 .شد استفاده روتئينپ

  رنگ پودر پروتئيني
ماهي  ةشد آبكافتهاي رنگ براي پودر پروتئين  شاخص

دهند  ها نشان مي . اين شاخصاست آمده 6مركب در جدول 
كه پودر پروتئيني ماهي مركب داراي روشنايي و سفيدي بالا 

  . استو قرمزي و زردي كم 
 

  و بازوي ماهي مركبهاي رنگ براي پودر پروتئيني سر  شاخص 6جدول 

  L* a*  b*  W  نمونه

  77/88  8/1  - 1  88  پودر پروتئيني

  
  خواص كاركردي

 2در شكل  10تا  3هاي pHحلاليت پروتئين آبكافتي در 
نشان داده شده است. كمترين حلاليت پروتئين آبكافتي در 

3pH=  ) 9درصد) در  6/64و بيشترين آنpH=  دست به 
  آمد. 
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  هاي مختلفpHئين آبكافت شده در آب در حلاليت پروت 2 شكل

   .بود درصد15 با برابر آبكافتي پروتئين يكنندگ كف ظرفيت و درصد 5 با برابر پودر پروتئيني كنندگي امولسيون ظرفيت
  

  بحث
دهد كه  ) نشان مي2نتايج مربوط به تركيب شيميايي (جدول 

درصد  26/85پودر پروتئين آبكافت شده، ميزان پروتئين در 
حساب  سازي پروتئين به است. اين ميزان در واقع نوعي غني

كه ميزان مناسب  استن امشابه نتايج ساير محقق آيد و مي
 تا 63آبزيان را بين  ةپروتئين در پروتئين آبكافت شددرصد 

 Bhaskar et al., 2008; Diniz(دند كردرصد گزارش  90

and Martin, 1997; Kristinsson and Rasco, 2000; 

Ovissipour et al., 2009;.(  در اين آزمايش ميزان چربي
 باندهاي شدن شكسته علت به تواند كاهش يافت كه مي

 به چربي شود مي باعث كه باشد ها نمونه سانتريفوژ و پپتيدي
كند  رسوب آن همراه و شده متصل نامحلول هاي پروتئين

)Kristinsson and Rasco, 2000; Ovissipour et al., 2009; 

Shahidi et al., 1995 ميزان خاكستر پودر پروتئيني نيز .(
افزايش ماده خشك و نيز  امر، اين افزايش يافت كه علت

 pH تنظيم براي هيدروكسيدسديم و اسيدكلريدريك كاربرد
در زيرا ، (Chalamaiah et al., 2012) است واكنش طي در

و افزايش گردد  نمك توليد مي ،طي استفاده از اين اسيد و باز
  دنبال دارد. ميزان خاكستر را به

سازي شرايط آبكافت نشان داد كه با  نتايج مربوط به بهينه
 افزايش دما ابتدا درجه آبكافت افزايش و سپس كاهش يافته

بخشيدن به واكنش بين آنزيم و  افزايش دما با سرعت. است
گردد تا به دماي  سوبسترا باعث افزايش درجه آبكافت مي

علت  به احتمالاًسپس با افزايش بيشتر،  .برسدبهينه 
شدن آنزيم باعث تغيير ساختار دوم و سوم و تغيير در  دناتوره

كاهش فعاليت سبب شود كه  قسمت فعال پروتئين آنزيم مي
 Kristinsson and( دگرد بيولوژيك آنزيم و كاهش آنها مي

Rasco, 2000; Nilsang et al., 2005; Wasswa et al., 

دماي بهينه براي براساس اطلاعات شركت سازنده، ). 2007
درجه  50- 58بين قليايي  هايpHدر آنزيم آلكالاز 

   .)Novozyme, 2011( باشد مي گراد سانتي
افزايش كه  گرديدمشخص حاضر  در آزمايشهمچنين 

نسبت آنزيم به سوبسترا با افزايش درجه آبكافت و سپس 
هاي كاتاليز  ر واكنشيكي از نكات مهم دكاهش همراه است. 

هاي شيميايي  شده آنزيمي اين است كه همچون ساير واكنش
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ويژه واكنش تنها  بايد از قوانين ترموديناميك پيروي كنند. به
رود كه با يك كاهش سطح انرژي آزاد  در صورتي پيش مي

اصلي همراه باشد. در نتيجه غلظت آنزيم به سوبسترا بايد در 
 ةورداش انجام گيرد و ميزان فرسطح مشخصي باشد تا واكن

. بنابراين با افزايش )Barman, 1969( نهايي بهينه باشد
غلظت سوبسترا، آنزيم اشباع شده و فعاليت آنزيم به سمت 

رود. اما هميشه افزايش ميزان سوبسترا دليل  حداكثر پيش مي
بر كارايي بيشتر نيست و در مطالعات كينتيك آنزيمي يك 

ين ميزان آنزيم و مقدار سوبسترا برقرار كنشي ب رابطه برهم
است و در يك نقطه يا محدوده بهينه كارايي آنزيم حداكثر 

تواند توضيح  . اين مسئله مي)Palmer, 1981( بود خواهد
تواند به  دهد كه چرا افزايش بيشتر ميزان آنزيم مصرفي نمي

 ةدر مطالع توليد پروتئين با حداكثر درجه آبكافت منجر شود.
Ovissipour ) آبكافت  يابي بهينه) بر روي 2012و همكاران

ات تن زردباله نيز كاهش فعاليت آنزيم با افزايش ميزان ضايع
  آنزيم بيان شد. 

pH  اثرگذار بر ساختار و فعاليت آنزيم نيز سوبسترا
تواند بر حالت يونيزاسيون  مي pH. براي مثال، است

اسيدهاي مينواسيدي و بازي اثر بگذارد. آ آمينواسيدهاي
اسيدهاي بازي راي گروه عاملي كربوكسيل و آمينواسيدي دا

باشند. اگر  جانبي خود مي ةداراي گروه عاملي آمين در زنجير
ير كند، حالت يونيزاسيون آمينواسيدهاي پروتئين تغي

كنند،  بعدي پروتئين را تعيين مي پيوندهاي يوني كه شكل سه
به تغيير در پروتئين و  تواند منجر يابند. اين مي تغيير مي

مشابه با روند  تقريباًنتايج اين غيرفعال شدن آنزيم گردد. 
بوده كه  )2011( و همكاران Seeشده در پژوهش  مشاهده

) Salmo salarآبكافت آنزيمي پوست ماهي آزاد ( يابي بهينه
رفتن درجه آبكافت آنزيم آلكالاز انجام دادند. بالا وسيلة بهرا 

و سپس كاهش آن،  گراد سانتيدرجه  33/54با افزايش دما تا 

فعاليت آنزيم آلكالاز  برايبه علت اين است كه بهترين دما 
   است. دگرا سانتيدرجه  55

 و *b و  *L*، a هاي شاخص بارةدر 6 جدول به توجه با
است  60 تا - 60 از *b و *a و 100 تا 0 از *L مقادير كه اين

)Mendozaa, 2006 ،(پروتئيني پودر كه دكر بيان توان مي 
 پاييني زردي و قرمزي بالا، روشنايي داراي مركب ماهي
كفشك از ماهي شده ر مقايسه با پودر پروتئيني توليدد. است

 و   Sathivelمطالعه  در )،Atheresthes stomias( تيز دندان

Bechtel)2008 اين پودر داراي روشنايي بيشتر از ماهي ،(
برابر با آن  بود و شاخص قرمزي آن تقريباً كفشك تيزدندان

و شاخص زردي پودر پروتئيني اين مطالعه كمتر از پودر 
و  Baltiهمچنين بود.  كفشك تيزدندانپروتئيني ماهي 

ن آبكافت خود بر روي پروتئي ة) در مطالع2011همكاران (
) با استفاده از آنزيم Sepia officinalisماهي مركب ( ةشد

آلكالاز، رنگ پودر پروتئيني حاصل از آبكافت آنزيمي را 
دند كه با نتايج اين تحقيق كرسفيد متمايل به زرد روشن بيان 

 دست بهكه پودر پروتئيني  با توجه به اينخواني دارد.  هم
پروتئين نامحلول در آمده، محلول در آب بوده و قسمت 

كه پودر پروتئيني،  هنگام سانتريفوژ از محلول جدا شد و اين
توان روشنايي و سفيدي پودر پروتئيني  چربي كمي دارد، مي

حاصل از سر و بازوي ماهي مركب را، حذف مواد رنگي و 
  چربي آن دانست.

آبكافت، پپتيدهاي  درجةبا افزايش كه  با توجه به اين
تر شدن پپتيدها،  شده و با كوچكتري حاصل  كوچك

، )Kristinsson and Rasco, 2000( شود مي بيشترحلاليت 
حاصل از  درصدي پروتئين آبكافتي 6/64توان حلاليت  مي

و  Balti .دانست آن آبكافت درجةعلت  بهآزمايش حاضر را 
 پروتئين روي بر خود ةمطالع ) در2011همكاران (

افزايش  نيز، )Sepia officinalis( مركب ماهي ةشد آبكافت
هاي pHآبكافت در  درجةافزايش  ةحلاليت را در نتيج
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كه با نتايج  آوردند دست بهايزوالكتريك  ةخارج از نقط
توان  . با توجه به اين نتايج ميخواني دارد همحاضر تحقيق 
تر داراي نقاط قطبي  نباط كرد كه پپتيدهاي كوچكتاس چنين

انايي تشكيل پيوند هيدروژني به نسبت بيشتري هستند كه تو
باعث افزايش حلاليت  موضوعو اين با آب را دارند 
  .شود آب ميدر تر  پپتيدهاي كوچك

 ماهي شده آبكافت پروتئين كنندگي امولسيون ظرفيت
و همكاران  Souissi ةدر مطالع. بود درصد 5 با برابر مركب،

كنندگي براي پروتئين آبكافتي از  ظرفيت امولسيون )،2007(
و  31/9، 62/6ي ها پوست ماهي ساردين با درجه آبكافت

دست  هبدرصد  8/10و  2/15، 20 ترتيب بهدرصد  16/10
كنندگي با افزايش  آمدند كه نشان از كاهش ظرفيت امولسيون

كه كاهش  در اين مطالعه بيان شددرجه آبكافت دارد. 
هاي بالاتر در اصل  كنندگي در آبكافت فعاليت امولسيون

پپتيد  ةانداز گريزي آن و تغيير در علت كاهش ويژگي آب به
مستقيم بين فعاليت  اي هدر طول فرايند آبكافت است. رابط

 ,Jost and Monti( سطحي و طول پپتيد بيان شده است

تر اغلب خواص  اي كوچكهپپتيدكه  طوري به. )1977
  دهند. كنندگي را كاهش مي امولسيون

 سر آبكافتي پروتئين در درصد، 15 يكنندگ كف ظرفيت
 در پروتئين اين ضعف از نشان ،مركب ماهي بازوي و

و  Baltiكه  طوري ه، بدارد كنندگي كف ويژگي خصوص
) در مطالعه بر روي ضايعات ماهي مركب 2010همكاران (

)Sepia officinalis درصد  80تا  65) اين مقدار را بين
ها بين درجه  بسياري از يافته اساس بر. آوردند دست به

. نزديكي وجود دارد ي ارتباطكنندگ كفآبكافت و خواص 
Souissi  بيان داشتند كه افزايش ميزان  )،2007(و همكاران

پپتيدها، مانع از تشكيل  ةترشدن انداز علت كوچك آبكافت به
شود و همچنين  هاي گاز مي مقاوم اطراف حباب ييك غشا

هاي بيشتر،  با ظهور پپتيدهاي آبدوست در طي آبكافت
 د.ياب  مي هشتشكيل كف كا

  گيري كلي جهينت
، ها حي آزمايشسطح پاسخ يك روش رياضي طراروش 

و جستجوي شرايط  عاملچندين  تأثيرها، تعيين  ساخت مدل
است. در اين تحقيق بررسي  لازمهاي  بهينه براي پاسخ

برازش نشان داد  نبود، تعيين 2Rنمودارها، ضريب تعيين كلي 
ز تناسب و اطمينان خوبي براي ا شده، محاسبهكه مدل 

ماهي مركب  آبكافت پروتئين سر و بازوي درجة بيني پيش
برخوردار است. بهينه پروتئين آبكافتي در اين آزمايش طبق 

آبكافت برابر با  درجةافزار داراي  نرمبا شده  بيني پيشمدل 
صحت اين عدد و انجام  برايبود و در آزمايشي كه  5/14

 8/16آناليزهاي خواص كاربردي انجام گرفت، برابر با 
رسيدن به  با هدف آزمايش دركه  آمد دست بهدرصد 

اما نتايج حاصل از  .آبكافت، متناسب بود درجةبالاترين 
آبكافتي نشان از ضعف اين اين پروتئين خواص كاربردي 

پودر پروتئيني در خواص كاربردي و محدوديت استفاده از 
با توجه به محتواي نيتروژني  .آن در صنايع غذايي دارد

آن در محيط  توان مطالعاتي بر روي استفاده از مناسب آن مي
كشت باكتريايي انجام و از آن در توليد محيط كشت استفاده 

اكسيداني پودر پروتئين  و يا بررسي خواص آنتي كرد
اكسيدان گام  آنتي عنوان بهمحصول  توليد منظور بهتوليدشده 

   برداشت.
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Abstract: 

Optimization of protein hydrolysate from head and arms of cuttlefish (Sepia 
pharaonis) was examined. For this purpose, response  surface  methodology  
(RSM)  was  employed  to  investigate  the effects  of different  operating  
conditions  on  hydrolysis  process  of  cuttlefish protein by the application 
of alcalase enzyme. A Box-Behnken design with three factors at three levels 
was used for hydrolysis optimization and to check any individual or 
interaction effects between the experimental factors. In this method, the 
effects of three independent variables, including temperature, pH and 
enzyme to substrate ratio, were investigated on hydrolysis rate as a surface 
response. The mathematical model showed a good fitness with experimental 
data. Optimum conditions for temperature, pH and enzyme quantity were 
determined as 54.33 ˚C, 8.49 and 1.97 %,  respectively, which caused nearly 
14.5 % hydrolysis degree. Based on the lack of fitness factor which was not 
significant, it was deduced that the resulted model was capable of prediction 
at different studied levels of variables. In this study, in order to confirm the 
conditions that proposed by mathematical equation, the hydrolyzed protein 
was produced accordingly at which resulted in a 16.8% hydrolysis degree. 
This finding was according to the aim of present trial by producing a protein 
hydrolysate with maximum hydrolysis degree. Then the functional properties 
of protein hydrolysate powder from optimized conditions were measured. 
Functional properties of this protein powders indicated a good solubility, but 
weak levels of emulsifying and foaming capacities. 
 
Key Words: Optimization, Protein hydrolysate, Alcalase, Cuttlefish (Sepia 
pharaonis), Functional properties 


