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  چکیده
با استفاده از آنزیم ) Sepia pharaonis(از سر و بازوي ماهی مرکب ببري  شدهسازي بازیافت نیتروژنی پروتئین آبکافتهدف بهینه این پژوهش با

در . شـد  بنکن استفاده-بر اساس طرح باکس )RSMپاسخ ( سطح روش شده ازسازي شرایط تولید پروتئین آبکافتآلکالاز صورت پذیرفت. جهت بهینه
 برازش ریاضی، مدل .گرفت قرار بررسی مورد پاسخ سطح عنوانبازیافت نیتروژنی به روي pHنسبت آنزیم به سوبسترا، دما و  فاکتور سه اثر این مطالعه،

 .اسـت  توضـیح  قابـل  مـدل،  توسط آزمایش محدوده درون قسمت عمده تغییرات که داد نشان 96/0معادل  2R زیرا داشت، آزمایش هايداده با خوبی
 منجر درصد، که 92/1 سوبستراي به آنزیم نسبت و pH: 50/8 گراد،درجه سانتی 69/52 دماي بودند از عبارت بهینه شرایط آمده،دستبه نتایج براساس

 هايدامنه بینیپیش در مدل قابلیت بر گواهی نیز مطالعه این در برازش فقدان فاکتور در داريمعنی عدم .درصد گردید 89/36بازیافت نیتروژنی معادل  به
 داد نشان ببري مرکب ماهی بازوي و حاصل از شرایط بهینه سر شدهآبکافت پروتئین آمینواسیدي ترکیب بررسی .باشدمی آزمایش این در استفاده مورد

که این پروتئین داراي ي سر و بازوي ماهی مرکب نیز نشان داد شدهشاخص شیمیایی پروتئین آبکافت .است بالایی غذایی ارزش داراي پروتئین این که
کند، اما در ) برآورده میFAO/WHOمقادیر بالاي اسیدهاي آمینه ضروري است و نیاز یک انسان بالغ را به اسیدهاي آمینه ضروري (پروتئین استاندارد 

 باشد. ودکننده میآلانین و ترئونین، محد)، از نظر اسیدهاي آمینه فنیلNRCمقایسه با نیازهاي ماهی کپور (پروتئین استاندارد 
  

  ماهی مرکب ،یابیبهینه ،بازیافت نیتروژنی ،آلکالاز ،آبکافت هاي کلیدي:واژه
  

  1  مقدمه

) گونه غالب رده سرپایان Sepia pharaonisماهی مرکب ببري (
هاي جنوب کشور است. این گونه از ماهیان مرکب، در ایران در در آب

هاي جنوب کشور سراسر آبهاي خلیج فارس و دریاي عمان و در آب
از استان سیستان و بلوچستان در شرق تا استان خوزسـتان در غـرب   

میزان صید آن  FAO. بر اساس آمار )1378نسب، (ولیپراکندگی دارد 
بـا مطالعـات   ). FAO, 2013باشـد ( تن در سال مـی  5102در ایران 

ي عنـوان یـک گونـه   ، ماهی مرکب ببري به1370شده از سال انجام
ي شـیلات معرفـی   بزي جدید قابل استحصال صادراتی، بـه جامعـه  آ

از درصـد   30-35در هنگام فرآوري حـدود  ). 1378نسب، (ولی گردید
عنوان منابع بهشود که محصول تبدیل به ضایعات (سر، بازوها و...) می
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محیطی ارزش شناخته شده و دفع نامناسب آن باعث آلودگی زیستکم
اري از این مواد، منابع غنی از ترکیبات با ارزش گردد. از طرفی بسیمی

 ;Ovissipour et al., 2009aشوند (ها محسوب میاز جمله پروتئین
Ahmad et al., 2011هاي جدید فـرآوري  ). امروزه بکارگیري روش

مصرف و محصولات فرعی به محصـولات  هاي کمجهت تبدیل گونه
 از یکـی گرفتـه اسـت.    مفید و قابل عرضه در بازار مورد توجـه قـرار  

 پـودر  جلو گیري از دور ریخـتن ایـن ضـایعات، تولیـد     براي هاگزینه
در سیسـتم   انسانی مصرف با استفاده از آبکافت آنزیمی براي پروتئین

 تهیه براي آن از غذایی و یا با توجه به محتواي نیتروژنی آن، استفاده
  .باشدمی میکروبی کشت محیط
 نوع به توجه با شدهآبکافت پروتئین ايهویژگی اینکه به توجه با

باشـد  مـی  متفـاوت  آبکافـت  شـرایط  و آنـزیم  میزان و نوع سوبسترا،
)Kristinsson & Rasco, 2000،( پروتئین تولید شرایط سازيبهینه 

 مـورد  آنزیم میزان و هزینه در جوییصرفه باعث تواندمی شدهآبکافت
سـطح پاسـخ جهـت     هاي آمـاري از قبیـل روش  روش. گردد استفاده

 Surowkaویژه در صنایع غذایی (یابی در فرآیندهاي آنزیمی بهبهینه
& Fik, 1992کار گرفته شده است () بهHaltrich et al., 1994 .(  

  نشریه پژوهشهاي علوم و صنایع غذایی ایران
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نوع فرایند باید در کیفیـت و ارزش غـذایی محصـول نهـایی در     
ي محصولات غذایی جدید در نظر گرفته شود، براي مثـال در  توسعه

ي آبکافت بالا باعث ایجاد تلخی در افت پروتئین ماهی، درجهمورد آبک
 & Quaglia & Orban, 1987; Martin( شودمحصول تولیدي می

Porter, 1995ي آبکافت لزوماً تنها یا بهترین پارامتر )، بنابراین درجه
 ,Diniz & Martinشود (سازي فرایند در نظر گرفته نمیجهت بهینه

وژنی یکی از فاکتورهاي مهم در بررسی عملکرد ). بازیافت نیتر1997
-شود کـه بیـان  هاي غذایی محسوب میها در آبکافت پروتئینآنزیم

هاي محلول از نامحلول، کننده توانایی یک آنزیم در جداسازي پروتئین
و در نتیجه میزان بازدهی فرآیند در طی آبکافت آنزیمی بـوده کـه از   

؛ 1389(اویسـی پـور و همکـاران.،    باشـد  میجنبه اقتصادي نیز مهم 
Liaset et al., 2000; Guerard et al., 2002منظـور،  همـین ). به 

 سوبسـترا،  به آنزیم نسبت( شرایط سازيبهینه هدف با حاضر تحقیق
 مرکـب،  مـاهی  بـازوي  و سر از شدهآبکافت پروتئین تولید) pH و دما
 .شد جامان بیشترین بازیافت نیتروژنی دست آوردنبه منظوربه

  
  هامواد و روش

از بازار فـروش مـاهی   ) Sepia pharaonis(ماهی مرکب ببري 
واقع در شهرستان کنگان استان بوشهر خریداري و شسـته شـد و در   

در کنار یخ به  گراد منجمد شد. سپسدرجه سانتی -18فریزر در دماي 
پژوهشکده اکولوژي دریاي خزر ساري انتقـال داده شـد و تـا شـروع     

منظـور  گراد نگهداري گردید. بهدرجه سانتی -18یشات در دماي آزما
آنسون به ازاي  4/2آبکافت آنزیمی، از آنزیم آلکالاز با فعالیت آنزیمی 

 1لیتر آنزیم استفاده شد. آنزیم مورد استفاده از شرکت نووزایمهر میلی
درجـه   4(دانمارك) خریداري و تا زمان شـروع آزمایشـات در دمـاي    

 اد نگهداري گردید.گرسانتی
  
  ي پروتئین آبکافت شدهتهیه

درجه  4 دماي ماهی مرکب در ابتدا ها،نمونه سازيآماده منظوربه
گراد انجمادزدایی شد. سر و بازوها پس از جداسازي، ابتدا چـرخ  سانتی

حجمـی) مخلـوط و بـا     وزنـی/  2:1شده، سپس با آب مقطر (نسبت 
یـن مخلـوط سـپس جهـت     دقیقه هموژن شـدند. ا  2همزن به مدت 

درجه  80هاي درونی در حمام آب گرم در دماي کردن آنزیمغیرفعال
 ,.Ovissipour et alشـد (  داده دقیقـه قـرار   20گراد به مدتسانتی
بـنکن،  -ها بر اساس روش سـطح پاسـخ طـرح بـاکس    ). نمونه2012

، W-614-B( شیکردار ماريبن ) و در2و  1تیماربندي شدند (جداول 
 ها درنمونه .گرفتند قرار آنزیم معرض ز پرداز، تهران، ایران) درفارتر ری

منظـور  گراد بهدرجه سانتی 90 دماي در دقیقه 15 مدت به آبی حمام

                                                        
1 Novozymes Co. 

 جداسـازي  منظوربه گرفتند، و سپس قرار آلکالاز آنزیم سازيغیرفعال
 سـانتریفوژ  دسـتگاه  توسـط  محلـول  هـاي پـروتئین  از نـامحلول  مواد

 در ، آلمـان)، Hermle labrotechnik GmbH Z-206Aدار(یخچـال 
 دقیقـه  20 مـدت  بـراي   g×8000 دور گـراد بـا  درجه سانتی 4 دماي

  سانتریفوژ شدند. 
در نهایت جهت تایید شرایط پیشنهادي معادله ریاضی، پـروتئین  

ي پیشنهادي توسط مـدل، تولیـد و بـا    آبکافتی با ایجاد شرایط بهینه
 و پودر گردید. کردن انجمادي، خشکروش خشک

  
  بازیافت نیتروژنی

بازیابی پروتئین یا بازیافت نیتروژنی با استفاده از مقدار پـروتئین  
ي پـروتئین  عنوان درصـدي از مقـدار اولیـه   آمده از آبکافت بهدستبه

). Ovissipour et al., 2012شد (موجود در ترکیب واکنش، محاسبه 
از روش اسـتاندارد اسـتفاده   براي تعیین میزان پـروتئین نمونـه اولیـه    

). پروتئین محلـول در سـوپرناتانت بـه روش    AOAC, 2005گردید (
 ). میـزان بازیافـت  Layne, 1957گیري و محاسبه شد (اندازه 2بیورت

  دست آمد:نیتروژنی بر اساس معادله زیر به
مقـدار   / مقدار پروتئین موجود در پروتئین آبکافت شـده ( ×100)   1(

  = بازیافت نیتروژنی)پروتئین اولیه
 

  تعیین ترکیب اسیدآمینه
گرم نمونـه پـودر    1/0منظور تعیین ترکیب اسیدآمینه کل، ابتدا به

 110سـاعت در دمـاي    24پروتئین حاصل از شرایط بهینه به مـدت  
نرمال آبکافت شد. بعد  6گراد با استفاده از اسیدکلریدریک درجه سانتی

ي هضم با آب مقطـر  رون لولهاز پایان هضم و خروج از آون، حجم د
سـازي اسـیدهاي آمینـه بـا     لیتر رسانیده شد. عمل مشتقمیلی 25به 

 Meredithو  Heinriksonایزوتیوسـیانات بـه روش   استفاده از فنیل
  ) انجام گردید.1984(

میزان اسیدهاي آمینه با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی مایع با 
میکرومتـر،   5( 18Cآلمان) بـا اسـتفاده از سـتون    ، کارایی بالا (کنوئر

) در طـول مـوج   2500(کنوئر  UVمتر) با آشکارساز میلی 6/4×250
گیري شد. فاز متحرك دازهگراد اندرجه سانتی 27نانومتر و دماي  254

 Bمـولار آمونیـوم اسـتات)،     A )05/0مورد استفاده شامل سه حلال 
 70:30( Cمولار آمونیـوم اسـتات) و    1/0استو نیتریل آب در  50:50(

بـراي   .لیتر بر دقیقه بـود میلی 1استونیتریل آب) و سرعت حرکت آن 
 L-Amino acids 21ارزیابی نتایج از استاندارد اسیدآمینه از شرکت (

+ Fluka Glysineافزار ) و نرمEZchrom Elite .استفاده گردید  
  

                                                        
2 Biuret  
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  گیري شاخص شیمیایی پروتئیناندازه

شاخص شـیمیایی یـک فراسـنجه مهـم بـراي تشـخیص ارزش       
باشد. شاخص ها و مقایسه آن با پروتئین استاندارد میاي پروتئینتغذیه

در پـروتئین مـورد    شیمیایی بر اساس میزان اسیدهاي آمینه ضروري
) یا یـک موجـود   FAO/WHO, 1990آزمایش و میزان نیاز انسان (

) به اسیدهاي آمینـه، بـا اسـتفاده از رابطـه زیـر      NRC, 1993آبزي (
شود. در این پژوهش شاخص شیمیایی با نیاز ماهی کپور محاسبه می

  ارزیابی گردید.
ه ضروري میزان اسیدهاي آمینه ضروري/میزان اسیدهاي آمین)     2(

  = شاخص شیمیایی استاندارد پروتئین در پروتئین مورد آزمایش در
  

  نرخ کارایی پروتئین
گیري نرخ کارایی پروتئین از معادلاتی استفاده شد که براي اندازه

 )1978و همکـاران (  Leeو  )1974و همکـاران (  Alsmeyerتوسـط  
). با قراردادن مقـادیر اسـیدآمینه در هـر    6گسترش یافته است (جدول

 یک از این معادلات نرخ کارایی پروتئین محاسبه شد.
  

  هاتجزیه و تحلیل آماري داده
شده، با اسـتفاده از روش  سازي شرایط تولید پرتئین آبکافتبهینه

 مدل این ردید. طبقبنکن انجام گ -سطح پاسخ بر اساس مدل باکس
 Design Expert 7.0.0 افـزار نـرم  توسـط ) 2 جدول( تیمار 15 تعداد

شدند. سه متغیر  تکرار بار 3 آزمایش مرکزي نقطه در که شد پیشنهاد
) در سـه  3X( pH) و 2X)، دمـا ( 1Xمستقل نسبت آنزیم به سوبسترا (

) مورد آزمـایش قـرار گرفتنـد. بازیافـت نیتروژنـی      -1، 0+، 1سطح (
عنوان پاسخ به متغیرها در نظر گرفته شد. پاسخ سیستم آزمایشی بر به

  ي زیر انجام گرفت: اساس معادله

)3(       
Y  ،(بازیافت نیتروژنی) 0عبارت است از متغیر وابستهβ  وβi  وβii 

سـطح   jXو  iXشـده توسـط مـدل هسـتند.     هـاي بـرآورد  ثابت βijو 
ب نمایانگر اثرات خطی، درجـه  ترتیها بهمتغیرهاي مستقل بوده و آن

باشـند.  روي پاسخ مـی  3Xو  1X ،2Xدوم و اثرات متقابل متغیرهاي 
 دهد. این مدل اثر هر متغیر را روي پاسخ نشان می

 روش سطح پاسخسازي آبکافت آنزیمی سر و بازوي ماهی مرکب با استفاد از متغیرهاي مستقل و سطوح مورد استفاده در بهینه - 1جدول 

 سطوح و حدود متغیرها  علامت  رهاي مستقلمتغی
1+ 0 1- 

 1X 2 5/1 1 )درصد(نسبت آنزیم به سوبسترا 
 2X  55 50 45 گراد)دما (درجه سانتی

pH 3X 5/8 8 5/7 
  

  نتایج و بحث 
  یابی مدل بهینه

عنوان متغیـر وابسـته در   هاي مربوط به بازیافت نیتروژنی بهداده
 میـزان بازیافـت نیتروژنـی    ت. بیشـترین نشان داده شده اس 2جدول 
که در آن نسبت آنزیم به  )درصد 7/36( بود 14 شماره تیمار به مربوط

 و کمتـرین   :5/8pHو  گـراد درجه سـانتی  50درصد، دما  2سوبسترا 
با نسبت آنزیم به  12 تیمار به مربوط) درصد 07/27( بازیافت نیتروژنی

  بود. :8pHاد و گردرجه سانتی 45درصد، دما  1سوبسترا 
 آنزیمـی،  نسبت شامل مختلف عوامل واریانس اثرات آنالیز نتایج

  .است شده داده نشان 3 جدول در بازیافت نیتروژنی بر pH و دما
اي درجه دوم مشخص نمود که مدل چندجمله ANOVAآزمون 

تر بودن مقدار احتمال مدل باشد. پایینبه اندازه کافی بیانگر پاسخ می
بیانگر این   2R =9666/0داري مدل داشت و شان از معنی، ن05/0از 

 مناسـب  .خوبی توضیح داده استبود که مدل رگرسیون واکنش را به

مورد بررسی قرار گرفت  1بودن مدل با استفاده از آزمون فقدان برازش
بینـی در  ). بنابراین این مدل جهت پـیش P<05/0دار نبود (که معنی

  اده مناسب بوددامنه متغیرهاي مورد استف
 ايچند جمله مدل بینیپیش منظوربه چندگانه رگرسیونی ضرایب

  دست آمد: بصورت زیر به پاسخ متغیر براي دوم درجه
DH =33/56 + 1/81 (X1) + 1/54 (X2) + 1/01 (X3) + 1/09 
(X1 X3) + 1/08 (X2 X3) – 1/09 (X12) –2/08 (X22)         (4) 

تور به صورت مستقل، تـاثیر بسـیار   در مدل آزمایش، هر سه فاک
ها ) و اثر متقابل آنP>01/0داري بر بازیافت نیتروژنی داشتند (معنی

دار ، معنیpHو همچنین دما و  pHدر مورد نسبت آنزیم به سوبسترا و 
  )P<05/0دار نبود (معنی pHي دوم فقط در مورد بود و اثر درجه

دي و کانتر در شـکل  بعجهت تعیین شرایط بهینه، نمودارهاي سه
دهند، ترسیم شد. در این اشکال که اثر متقابل دو متغیر را نشان می 1

دار نبود الف) معنی-1اثر متقابل نسبت آنزیم به سوبسترا و دما (شکل 
                                                        
1 Lack of Fit 



  1396آبان  -مهر ،4، شماره13ایران، جلد  علوم و صنایع غذاییپژوهشهاي نشریه    494

)05/0>P و اثر متقابل نسبت آنزیم به سوبسترا و (pH  شکل)ب) -1
 ). >05/0Pدار بود (ج) معنی-1(شکل  pHو اثر متقابل دما و 

 

 
  

  بنکن- شده در طرح باکسبینیطرح آزمایشات بازیافت نیتروژنی سر و بازوي ماهی مرکب و مقدار بازیافت نیتروژنی واقعی و پیش - 2جدول 

 تیمار
 بازیافت نیتروژنی  2X  )pH(3X(دما)  1X(آنزیم/سوبسترا) 

 (%)2-1  )C (55-45  5/8-5/7  تخمین  آزمایش  
1 0  0  0  22/33  56/33  
2 0  1+  1+  77/35  26/35  
3 1+  1+  0  4/32  09/33  
4 1 -  0  1+  62/30  72/30  
5 0  0  0  44/33  56/33  
6 0  1 -  1+  44/29  02/30  
7 1 -  0  1 -  7/30  88/30  
8 1+  0  1 -  44/32  34/32  
9 1 -  1+  0  37/30  78/30  

10 0  1 -  1 -  66/29  17/30  
11 0  0  0  03/34  56/33  
12 1 -  1 -  0  07/27  38/26  
13 1+  1 -  0  74/31  33/31  
14 1+  0  1+  7/36  52/36  
15 0  1+  1 -  66/31  08/31  

 
 

 تجزیه و تحلیل واریانس (آنووا) مدل درجه دوم حاصل از سطح پاسخ جهت بازیافت نیتروژنی -3 جدول

مجموع   منبع
  مربعات

درجه 
  آزادي

میانگین 
 pمقدار  Fمقدار   مربعات

Prob> F 
  0035/0  09/16  35/9  9  17/84  مدل

1X (آنزیم/سوبسترا) 0011/0  35/45  35/26  1  35/26  
2X (دما) 0023/0  49/32  88/18  1  88/18  
3X )pH(  14/8  1  14/8  01/14  0134/0  

2X1X 74/1  1  74/1  00/3  1439/0  
3X1X 71/4  1  71/4  10/8  0360/0  
3X2X 69/4  1  69/4  07/8  0362/0  

2
1X 41/4  1  41/4  59/7  0401/0  

2
2X 90/15  1  90/15  37/27  0034/0  

2
3X 077/0  1  077/0  13/0  7304/0  

   58/0  5  91/2  باقیمانده
  1756/0  85/4  85/0  3  55/2  فقدان برازش
   18/0  2  35/0  خطاي خالص

    14  07/87  کل
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  (الف)

  
  
  (ب)
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  (ج)   

  
 بر بازیافت نیتروژنی pHبعدي و کانتر اثر نسبت آنزیم به سوبسترا، دما و نمودارهاي سه - 1 شکل

 pHدما و  -ج pHبسترا و نسبت آنزیم به سو - نسبت آنزیم به سوبسترا و دما ب -الف
  

الف مشخص است که افزایش دما و نسبت آنزیم به -1در شکل 
ي بهینـه  سوبسترا با افزایش بازیافت نیتروژنی همراه است تا به نقطه

همراه دارد برسد. پس از آن با افزایش دمـا و  که حداکثر بازیافت را به
ی را نشان داد نسبت آنزیم به سوبسترا، بازیافت نیتروژنی روند کاهش

که احتمالا به این دلیل است که افزایش دما با سرعت بخشـیدن بـه   
گردد واکنش بین آنزیم و سوبسترا باعث افزایش بازیافت نیتروژنی می

شدن آنزیم، تا به دماي بهینه برسد، اما افزایش بیشتر، به علت دناتوره 
ثـر منفـی   کاهش فعالیت بیولوژیک آنزیم را سبب شده و بر بازیافت ا

 ,.Kristinsson & Rasco, 2000; Nilsang et alگـذارد ( مـی 
2005; Wasswa et al., 2007.( 

هـاي  ب که تغییـرات بازیافـت نیتروژنـی در نسـبت    -1در شکل 
دهد، مشخص شده است را نشان می pHمختلف آنزیم به سوبسترا و 

 بـر بازیافـت   pHهاي آنزیم به سوبستراي پایین، تـاثیر  که در نسبت
هاي بالاي آنزیم بـه سوبسـترا،   باشد ولی در نسبتنیتروژنی، کم می

بر بازیافت نیتروژنی افزایشی است، تا به نقطه بهینـه خـود    pHتاثیر 
گیرد. همچنین این شـکل  برسد و پس از آن روند کاهشی به خود می

دهد که تاثیر نسبت آنزیم به سوبسترا بر بازیافت نیتروژنی در نشان می

pHختلف، ابتدا افزایشی است تا بـه حـداکثر خـود کـه بهینـه      هاي م
بازیافت نیتروژنی است برسد، پس از آن، افزایش بیشتر نسبت آنـزیم  

با توجه به اینکه  .به سوبسترا با کاهش بازیافت نیتروژنی همراه است
هـاي شـیمیایی   هاي کاتالیزشده آنزیمی همچون سایر واکنشواکنش

د که با کاهش سطح انـرژي آزاد اصـلی   رونتنها در صورتی پیش می
همراه باشند، در نتیجـه غلظـت آنـزیم بـه سوبسـترا بایـد در سـطح        

ي نهایی بهینه مشخصی باشد تا واکنش انجام گیرد و میزان فرآورده
). بنابراین با افزایش غلظت سوبسـترا، آنـزیم   Barman, 1969باشد (

رود. امـا در  اشباع شده و فعالیت آنزیم به سـمت حـداکثر پـیش مـی    
کنشی بین میـزان آنـزیم و   مطالعات کینتیک آنزیمی یک رابطه برهم

مقدار سوبسترا برقرار است و در یک نقطه یا محدوده بهینـه، کـارایی   
توانـد  ). ایـن مسـئله مـی   Palmer, 1985بـود (  آنزیم حداکثر خواهـد 

تواند بـه  توضیح دهد که چرا افزایش بیشتر میزان آنزیم مصرفی نمی
مطالعه مشـابه   ید پروتئین با حداکثر بازیافت نیتروژنی منجر شود.تول

-) بر روي عضله سگMartin )1996و  Dinizي دیگر نظیر مطالعه
دهد که افـزایش میـزان   ) نیز نشان میSqualus acanthiasماهی (

ي بهینـه برسـد،   آنزیم با افزایش فعالیت آنزیم همراه است تا به نقطه
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ي بهینه در میزان آنزیم، باعـث کـاهش در   ز نقطهولی افزایش فراتر ا
  شود.فعالیت آنزیم می

هاي pHج بیانگر تغییرات بازیافت نیتروژنی در دماها و -1شکل 
دارد افزایش دما باعث افزایش بازیافت مورد آزمایش است که بیان می

ي بهینه برسد و سپس بازیافت نیتروژنی شود تا به نقطهنیتروژنی می
نیـز باعـث    pHگیـرد. همچنـین بـالارفتن    هشی به خود میروند کا

شود، ولی این افزایش در دماهاي پایین افزایش بازیافت نیتروژنی می
توانـد بـر حالـت یونیزاسـیون آمینواسـیدهاي      مـی  pHباشد. کمتر می

اسیدي و بازي اثر بگذارد. آمینواسیدهاي اسیدي داراي گـروه عـاملی   
زي داراي گروه عاملی آمین در زنجیره کربوکسیل و آمینواسیدهاي با

باشند. اگر حالت یونیزاسـیون آمینواسـیدهاي پـروتئین    جانبی خود می
بعـدي پـروتئین را تعیـین    تغییر کند، پیوندهاي یونی کـه شـکل سـه   

تواند منجـر بـه تغییـر در پـروتئین و     یابند. این میکنند، تغییر میمی
شود، غییر شکل آنزیم نمیتنها باعث ت pHشدن آنزیم گردد. غیرفعال

بلکه ممکن است باعث تغییـر در شـکل یـا خـواص سوبسـترا گـردد       
تواند به قسمت فعال آنزیم پیوند یابد و هم بطوریکه هم سوبسترا نمی

 pHتواند تحت تجزیه قرار بگیرد. به همین جهت هر آنزیم داراي نمی
). BCH4053L, 2015باشد (بهینه است که با آنزیم دیگر متفاوت می

 pH: 8-5/8آلکالاز یک آنزیم قلیایی اسـت و بهینـه فعالیـت آن در    
  ).See et al., 2011باشد (می

 مسـتقل  هايمتغیر بدست آمد. هدف  افزاشرایط بهینه توسط نرم
 هدف. شد تنظیم 3 ها،آن اعتبار و محدوده در گرفته،صورت آزمایشات

 5 آن، اعتبـار  و حداکثر در نیز بازیافت نیتروژنی همان یا پاسخ متغیر
دست افزار، نقاط بهینه را بهها، نرمبعد از تنظیم محدوده .گردید تنظیم

آورد که شرایط بهینه آبکافت از لحاظ بازیافت نیتروژنی براي پروتئین 
بدین صورت بود: نسـبت آنـزیم بـه     1شده با درجه مطلوبیت آبکافت

که  pH 50/8گراد و درجه سانتی  69/52درصد، دماي  92/1سوبسترا 
درصد  89/36شده با بازیافت نیتروژنی منجر به تولید پروتئین آبکافت

  گردید.
منظور تایید شرایط پیشنهادشده از نظر نسبت آنزیم به سوبسترا، به
بینی شده توسط معادله ریاضی، آزمایشی تحت شرایط پیش pHدما و 

شده پروتئین آبکافت مدل، اجرا گردید (در سه تکرار) که در این شرایط
دست آمد. این مقدار تقریباً مطابق درصد به 59/37با بازیافت نیتروژنی 

بینی شده توسط مدل بود که بیانگر شرایط بهینه جهت با مقدار پیش
تولید پروتئین آبکافتی سر و بازوي ماهی مرکب ببري از نظر بازیافت 

پـروتئین اسـتفاده    هاي بعدي از اینباشد و براي بررسینیتروژنی می
 شد. 

  
  ترکیب اسیدآمینه

شـده  نتایج مربوط به ترکیب اسیدهاي آمینه کل پروتئین آبکافت
آمده است. بـر اسـاس ایـن جـدول نسـبت       4ماهی مرکب در جدول 

درصد و نسـبت   55ي ضروري به کل اسیدهاي آمینه اسیدهاي آمینه
 . بدست آمد 25/1اسیدهاي آمینه ضروري به انواع غیرضروري 

 
  شده سر و بازوي ماهی مرکبترکیب اسیدهاي آمینه کل پروتئین آبکافت - 4جدول 

گرم  100اسیدآمینه (گرم در 
  پروتئین)

پودر 
  پروتئینی

 گرم 100 در گرم( اسیدآمینه
  )پروتئین

 پودر
  پروتئینی

 گرم 100 در گرم( اسیدآمینه
  )پروتئین

 پودر
  پروتئینی

  64/5  سینگلای  97/2  تیروزین  14/8  *هیستیدین
  35/3  سرین  3  *ترئونین  65/4  *ایزولوسین

  66/13  اسیدگلوتامیک  61/11  *آرژنین  19/7  *لوسین
  57/4  پرولین  88/3  *والین  94/6  *لیزین

  65/1  پرولینهیدروکسی  47/3  آلانین  83/3  *متیونین
  35/0  سیستئین  51/6  اسیدآسپارتیک  63/3  *فنیل آلانین

 ه ضروري* اسیدهاي آمین           
 

) نشــان FAO/WHO )1990هــاي جهــانی آمارهــاي ســازمان
دهد که براي انسان بالغ، نسبت اسیدهاي آمینه ضروري بـه کـل   می

درصد و نسبت اسیدهاي آمینه ضروري به  40اسیدهاي آمینه نباید از 
دهد مقدار اسیدهاي کمتر باشد. که نشان می 6/0غیرضروري نباید از 

فتی سر و بازوي ماهی مرکب از مقدار اسـتاندارد  ي پروتئین آبکاآمینه
 و پـور جهانی بیشـتر و از کیفیـت مناسـبی برخـوردار اسـت. اویسـی      

 اسـیدهاي  کـل  بـه  ضروري اسیدهاي آمینه نسبت ،)1389( همکاران

 بالــه زرد تــون احشــاء امعــاء شــدهآبکافــت پــروتئین بــراي را آمینــه
)Thunnus albacaresو درصـد  4/55 الازآلک ـ آنزیم از استفاده ) با 

 که آوردند دست به 47/1 غیرضروري به ضروري اسیدهاي آمینه براي
  بود. تحقیق این ينتیجه با مشابه

اسـید،  زا (آسـپارتیک از طرف دیگر نسبت اسـیدهاي آمینـه طعـم   
در پروتئین  آمینه اسیدهاي کل اسید) بهگلایسین، آلانین و گلوتامیک

 بـا  و بازوي مـاهی مرکـب برابـر    آبکافتی حاصل از شرایط بهینه سر
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)، این نسبت را براي 1389بود. اویسی پور و همکاران ( درصد 81/30
پروتئین آبکافت شده امعاء و احشاء ماهی تن زرد بالـه بـا اسـتفاده از    

) نیز 2008و همکاران ( Coaدرصد و  37تا  35هاي تجاري بین آنزیم
تا  12/37بت را بین در آزمایش خود بر روي آبکافت سر میگو این نس

درصد بدست آوردند که در هر دو مطالعه این مقادیر را بالا و  18/39
توان بیـان نمـود   مناسب گزارش نمودند. با توجه به این گزارشات می

زا به کل اسیدهاي آمینه در این مطالعه که نسبت اسیدهاي آمینه طعم
  در میزان مناسب قرار داشتند. 

نه آرژنین در پروتئین آبکافتی قابل توجـه  از طرفی میزان اسیدآمی
باشد بود. اسیدآمینه آرژنین، یک اسیدآمینه مهم در ترکیب پروتئین می

ها، کاهش سمیت مواد، تبادلات انرژي و نقش مهمی در سنتز پروتئین

)Cao et al., 2008(ی هاي قلبی عروق) و کاهش بیماريNiittynen 
et al., 1999( کند.ایفا می 

  
  ص شیمیاییشاخ 

شده حاصل از شرایط بهینه سر شاخص شیمیایی پروتئین آبکافت
نشـان داده شـده اسـت. در ایـن      5و بازوي ماهی مرکب در جـدول  

جدول، میزان شاخص شیمیایی اسیدهاي آمینه با اسیدهاي آمینه مورد 
)، اسیدهاي آمینه مـورد نیـاز کپـور    FAO/WHO, 1990نیاز انسان (

)NRC, 1993اي آمینــه ضــروري موجــود در شــیر گــاو ) و اســیده
)Salmen et al., 2012(  .مقایسه شده است 

  
  شاخص شیمیایی پروتئین آبکافت شده سر و بازوي ماهی مرکب ببري -5 جدول

  شدهپروتئین آبکافت  3کازئین شیر گاو  شدهپروتئین آبکافت  2پروتئین مرجع   شدهپروتئین آبکافت  1پروتئین مرجع   *آمینو اسید
  74/2  97/2  87/3  1/2  08/5  6/1  هیستیدین
  00/1  64/4  86/1  5/2  57/3  3/1  ایزولوسین

  87/0  24/8  17/2  3/3  78/3  9/1  لوسین
  70/0  78/9  21/1  7/5  33/4  6/1  لیزین

  43/1  66/2  23/1  1/3  25/2  7/1  متیونین
  78/0  62/4  55/0  5/6  -  -  آلانینفنیل

  75/0  00/4  76/0  9/3  33/3  9/0  ترئونین
  28/3  53/3  86/8  31/1  -  -  آرژنین
  62/0  17/6  07/1  6/3  98/2  3/1  والین

  گرم پروتئین 100* گرم در            
 ).FAO/WHO, 1990پروتئین مرجع بر اساس نیاز انسان به اسیدهاي آمینه ( -1          

 ).NRC, 1993پروتئین مرجع بر اساس نیاز ماهی کپور به اسیدهاي آمینه ( -2          
  ).Salmen et al., 2012ترکیب اسیدهاي آمینه ضروري کازئین شیر گاو ( -3          

  
تحقیق حاضر  شدهشود پروتئین آبکافتهمانگونه که مشاهده می

تواند نیاز یک انسان بالغ را به اسیدهاي آمینه ضروري فراهم کند. می
ن گزارش شده شده سایر ماهیانتایج مشابهی در مورد پروتئین آبکافت

 ;Ovissipour et al., 2009a; Ovissipour et al., 2009bاست (
Bhaskar et al., 2008.( 

Ovissipour ) و همکارانa,b 2009 گزارش نمودند که پروتئین (
ــی (  ــاس مــاهی ایران  Acipenserآبکافــت شــده امعــاء و احشــاء ت

persicus) و فیل ماهی (Huso huso را به )، نیازهاي یک انسان بالغ
کنند. اما در مقایسه ترکیب اسیدهاي آمینـه  اسیدهاي آمینه تامین می

تـوان گفـت کـه    این پروتئین با نیازهاي پروتئینی مـاهی کپـور مـی   
آلانین و ترئونین، اسیدهاي آمینـه محدودکننـده   اسیدهاي آمینه فنیل

)، اعـلام  a,b 2009و همکـاران ( Ovissipour شـوند.  محسـوب مـی  
شده ي محدودکننده، در پروتئین آبکافترین اسیدآمینهنمودند که مهمت

ماهی و فیل )Acipenser persicus(ماهی ایرانی امعاء و احشاء تاس
)Huso husoباشـد. همچنـین مقایسـه    آلانین مـی )، اسیدآمینه فنیل

شده ماهی مرکب با اسـیدهاي  شاخص شیمیایی پودر پروتئین آبکافت
ي گاو نشان داد که اسـیدهاي آمینـه  ي ضروري در کازئین شیر آمینه

آلانین، ترئونین و والین کمتر از مقدار موجـود در  لوسین، لیزین، فنیل
  باشند.کازئین شیر گاو بوده و محدودکننده می

Motamedzadegan شــاخص بررســی در ،)2011( همکــاران و 
 بالـه،  زرد تـون  مـاهی  احشاء و امعا يشده آبکافت پروتئین شیمیایی

 از غیـر  به را بالغ فرد یک ايتغذیه نیازهاي پروتئین این که ددریافتن
 و متیونین لیزین، کپور، ماهی نیازهاي براي و کنندمی تامین متیونین

  .بودند کننده محدود آمینه اسیدهاي ترتیب به آلانین فنیل
  

  نرخ کارایی پروتئین



  499   ...یابی بازیافت نیتروژنی در آبکافت آنزیمی پروتئین سر وبهینه

نشان داده شده  6نتایج مربوط به نرخ کارایی پروتئین در جدول 
شده ماهی مرکب نـرخ  است. این نتایج نشان داد که پروتئین آبکافت

کارایی پروتئین بالایی دارد که نرخ کارایی پروتئین براي این پروتئین 
دست آمد. این میزان بـراي مـاهی کـاد    به 37/4-37/2آبکافتی بین 

)Gadus murhus) و کاپلین (Mallotus villosus24/3ترتیب ) به -
 ;Shahidi et al., 1991گزارش شـده اسـت (   61/2-11/3و  86/2

Shahidi et al., 1995ي کازئین شـیر  ). بر اساس ترکیب اسیدآمینه
) گزارش شده اسـت، نـرخ   2012و همکاران ( Salmenگاو که توسط 

است که در مقایسه بـین   7/1-13/3کارایی پروتئین کازئین شیر گاو 
مـاهی مرکـب بـا نـرخ      شده سر و بازوينرخ کارایی پروتئین آبکافت

توان نتیجه گرفت که پروتئین آبکافتی کارایی پروتئین کازئین شیر می
 سر و بازوي ماهی مرکب نرخ کارایی بالایی دارد.

  
  شده سر و بازوي ماهی مرکب ببري و کازئین شیرنرخ کارایی پروتئین آبکافت -6 جدول

  1کازئین  شدهپروتئین آبکافت  معادله  

  -  37/2 - 684/0 + 456/0(لوسین)  – 047/0(پرولین)   1
  75/2  48/2  - 468/0 + 454/0(لوسین)  – 104/0(تیروزین)   2
  70/1  37/4  -  816/1 +435/0(متیونین)  + 780/0(لوسین)  + 211/0(هیستیدین)  – 944/0(تیروزین)   3
4  1094/0 )A (08084/0  56/2  13/3  
5  1539/0 – )B (06320/0  37/3  10/3  

             Aآلانین، لیزین، ترئونین، والین، متیونین: مجموعه اسیدهاي آمینه لوسین، ایزولوسین، فنیل  
             B مجموع اسیدهاي آمینه :A و هیستیدین، آرژنین و تیروزین  

)Salmen et al., 2012(  
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1Introduction: Nowadays, use of new processing method is important for converting by-products into more 

marketable and acceptable forms to achieve a better utilization.  Sea food processing generate protein rich by-
products that their quantity depends on processing method. One of the methods for effective protein recovery 
from this protein rich by-product is preparation of protein hydrolysate through enzymatic, autolytic and chemical 
hydrolysis. Enzymatic hydrolysis is widely employed to improve the functional and nutritional properties of the 
fish byproducts. Hydrolysis may be conducted as a method of separating soluble nitrogenous compounds from 
insoluble particles and fish oil, and offers good predictability of the products.  So nitrogen recovery assay can 
determine enzyme efficiency in separation of soluble protein from insoluble protein. Different factors (Enzyme 
level, temperature, pH, enzyme to substrate ratio) can effect on the hydrolysis degree, nitrogen recovery and 
functional properties of protein hydrolysate, so optimization method is used for obtaining the best condition. 
RSM is a statistical model frequently used for the optimization of complex systems and uses quantitative data 
from an appropriate experimental design to determine and simultaneously solve multivariate problems. Based on 
the experimental data, RSM could tell us the optimum conditions to obtain the desired responses, as well as the 
mathematical model in explaining the relationship between the experimental variables and its responses. 
Alcalase has great ability to solubilize fish protein and is nonspecific, with an optimum temperature that ranged 
from 50 to 70°C. It has optimal pH range at the value of 8 to 10 that could reduce the risk of microbial 
contaminations. Moreover, it has been reported that produced protein hydrolysate by Alcalase had less bitter 
principles compared to those prepared with papain. Furthermore Alcalase has been documented to be a better 
candidate for hydrolyzing fish proteins based on enzyme cost per activity. 

The Cuttlefish (Sepia offıcinalis) can be found in the south water of Iran including Persian Gulf and Oman 
Sea and their catch has been recorded about 5102 t according to FAO Statistic. This species has been considered 
for exporting to other country. During Cuttlefish processing, 30-35 % byproducts including head, arms and 
viscera are generated that can be invaluable products and environmental pollution while it is protein rich source. 
The objective of this study was to optimize nitrogen recovery in the enzymatic hydrolysis of head and arms of 
cuttlefish (Sepia pharaonis) using Alcalase.  

 
Materials and methods: Response surface methodology (RSM) based on Box-Behnken was employed  to  

investigate  the effects  of different  operating  conditions  including temperature (45, 50 and 55˚C), pH (7.5, 8 
and 8.5) and alcalase enzyme to substrate ratio (1, 1.5 and 2) on  the nitrogen recovery as a surface response. 
Referring to the R2 of  0.96 for nitrogen recovery, the  mathematical  model  showed  acceptable fitness with the  
experimental  data, which indicated that major part of the variability within  the range of values  studied  could  
be explained  by  the  model.After obtaining optimum condition for nitrogen recovery, freeze dried protein 
powder was produced by optimized condition and analyzed for amino acid composition, chemical score of 
cuttlefish protein hydrolysate and protein efficiency ratio.  

 
Results & Discussion: The obtained results showed the interactive effect of temperature and enzyme to 

substrate ratio was not significant (P> 0.05) but the interaction effect of enzyme to substrate ratio and pH and the 
interaction effect of temperature and pH was significant (P<0.05). Nitrogen recovery was improved by 
increasing temperature, pH and enzyme to substrate ratio to optimum level because of temperature caused to 
increase the reaction between enzyme and substrate but excessive temperature result to enzyme denaturation. pH 
can influence on hydrolysis due to changing amino acid charges of enzyme and substrate characteristic. Higher 
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enzyme concentrations caused more active sites available for the substrate to be hydrolyzed. The optimum 
values for temperature, pH and enzyme to substrate ratio were determined to be 52.69 ˚C, 8.5 and 1.92% 
respectively, which resulted in nearly 36.89% nitrogen recovery. Based on the lack of fitness factor which was 
not significant, it is concluded that the resulted model is capable of prediction at different levels of variables. 
Amino acid composition from optimized conditions of protein hydrolysis showed that this protein has a high 
nutritional value. Essential amino acids such as phenylalanine, valine, threonine, arginine, methionine, leucine, 
isoleucine, lysine, and histidine to total amino acid ratio and essential amino acid to non-essential amino acid 
(alanine, aspartic acid, glycin, serine, glutamic acid, proline, hdroxyproline and cysteine) ratio obtained 55 % 
and 1.25 %, respectively. Arginine is an important amino acid that observed 11.61 (g per 100 g protein) in Cuttle 
fish head and arms protein hydrolysate. Chemical score of head and arms of cuttlefish protein hydrolysate 
showed that this protein has a high amount of essential amino acids and could provide the essential amino acids 
(Standard protein FAO/WHO) for adult human requirements, but phenyl alanine and threonin are limiting 
compared to requirements of common carp (Standard protein NRC). Protein efficiency ratio of this hydrolysate 
was 2.37-4.37 that showed high protein efficiency compared to casein of milk. 
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