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 :  چکیده

پروتئین هیدرولیز شده با استفاده از آنزیم فلاوروزیم تولید گردید.  (Thunnus albacores)در این تحقیق از امعاء و احشاء ماهی تون زرد باله 
و طرح   (Response Surface Method; RSM)شرایط هیدرولیز )زمان، دما، نسبت آنزیم به سوبسترا( با استفاده از روش پاسخ سطحی

این روش، اثر سه فاکتور دما، زمان و میزان آنزیم )متغیر مستقل( را روی  بهینه سازی شد. Central Composite Design) ) ترکیبی مرکزی
 11/1شرایط بهینه این آزمایش عبارت بود از نسبت آنزیم به سوبسترای  درجه هیدرولیزاسیون به عنوان پاسخ سطحی، مورد بررسی قرار می دهد.

پروتئین  را حاصل نمود.  %37/23سانتی گراد که درجه هیدرولیزاسیون برابر درجه  93/44دقیقه و دمای  105واحد آنسون بر گرم پروتئین، زمان 
داشت که مدل حاصل از شرایط خوبی یری نهائی می توان بیان (. در نتیجه گ %45/67هیدرولیزشده حاصل محتوی مقدار بالای پروتئین بود ) 

ماهی تون زرد باله قابل استفاده در جیره غذایی آبزیان و همین طور به عنوان و پروتئین هیدرولیز شده امعاء و احشاء  هجهت پیش بینی برخوردار بود
 افزودنی در صنایع غذایی می باشد. 
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 .مقدمه1
 دنبال به و( تن میلیون 132 )جهانی صید بالای نسبتا میزان

)  جانبی مواد از بالایی حجم تولید به منجر آوری، عمل صنایع آن
By product  ) در تن میلیون 20) گردیده استفاده قابل غیر و 

 استخوان ،و مهره ستون فلس، پوست، احشاء، و امعاء شامل سال

 می ریخته دور محیطی، زیست توجه هیچ بدون که تنه( های

ولی  .(Taheri et al., 2011; Gildberg et al., 2001)شود
بسیاری از تولید کننده های فرآورده های دریایی ، به دلایل زیست 
محیطی قادر به دور ریختن ضایعات خود بصورت مستقیم به دریا 
نمی باشند و برای پالایش این مواد باید هزینه زیادی را متحمل 

 در احشاء و امعاء دتولی میزان علمی، تخمین یک اساس برشوند. 

 رسدمی سال در تن 300000 به ماهیان تن کنسروسازی صنایع

(Machendrakar, 2000) .منبع شیلاتی، صنایع زایدات این 

طبق که بوده ها آنزیم و اشباع غیر چرب اسیدهای پروتئین، از غنی
 برای مناسب سوبسترای یک Gilbert et al. (2001)پژوهش 

 Bhaskar et al. (2007)طبق پژوهش و لاکتیکی دیاس رتخمی
بر طبق  باشد. می پروتئاز آنزیم کننده تولید های باکتری منبع

 ترکیبات این اگر FAO (2006)اطلاعات منتشر شده از سوی 

 سمت یک از بگیرند، قرار استفاده مورد احسنت نحو به بیولوژیکی

 شده آنها ریختن دور از ناشی محیطی زیست آلودگی کاهش باعث

 دنبال به را بالا افزوده ارزش با محصولاتی تولید دیگر سمت از و

 تولید برای راه بهترین که نمود اذعان بتوان شاید داشت خواهند

 این از شده هیدرولیز پروتئین تولید بالا، افزوده ارزش با محصولاتی

. (Razavi Shirazi, 1994) باشد می ارزش کم خام مواد
می Kristinsson et al. (2000 )طبق نظر  هیدرولیز پروتئین ها

 تولید هایروش بهبود جذب رودوی پپتیدها گرددتواند باعث 

 بوده ها آنزیم کاربرد بر مبتنی تماما هی ما از شده هیدرولیز پروئین

 پروسه و آنزیم نوع اساس بر ماهی پروتئین هیدرولیز روشهای واین

 که است گروهی اول گروه .شوند می تقسیم دسته دو به تولید،

 برای (Endogenous Enzyme)داخلی  های آنزیم از منحصرا

 و (Fish silage) ماهی  سیلاژ مانند شود،می استفاده آنها تولید
 آنزیم از که است گروهی دوم گروه و Fish sauce) )ماهی سس

 Gildberg) شودمی استفاده پروتئین هیدرولیز برای خارجی های

et al., 2001) . کاربرد آنزیم های خارجی به منظور هیدرولیز
پروتئین های غذایی، فرآیند مهمی است که برای بهبود یا اصلاح 
خواص بیوشیمیایی و عملکردی پروتئین ها بدون هیچ اثر سوئی 

 Mullaly)روی ارزش غذایی و قابلیت جذب آنها استفاده می شود 

et al., 1995). صنایع و پروری آبزی رشد به رو صنعت به توجه با 

 جهت در بالایی پتانسیل که رسد می نظر به ایران، در آن به وابسته

تحقیقات انجام شده  .باشد داشته وجود شده هیدرولیز پروتئین تولید
در زمینه تولید پروتئین های هیدرولیز شده تا امروز، با اهداف 
مختلفی انجام شده است. برخی از این تحقیقات با هدف تولید 
پروتئین هیدرولیز شده به منظور منبع پروتئینی برای جانوران بوده 

و برخی دیگر با هدف بهبود خواص کاربردی پروتئین ها در مواد 
ماهی . (Ovissipour et al., 2009)برای انسان می باشد  غذایی

تون زرد باله یکی از مهم ترین تون ماهیان در خلیج فارس می باشد 
درصد کل صید را بخود اختصاص داده است. ضایعات امعاء  35که 

 بهینه به حاضر تحقیق درو احشاء این ماهی غنی از پروتئین هستند.

تون زرد باله  ماهی ضایعات از شده هیدرولیز پروتئین تولید سازی
(Thunnus albacoresبه ) قابل پروتئینی منبع یک عنوان 

 .است شده پرداخته شده هیدرولیز پروتئین شکل به بازیافت

  هامواد و روش.2

ماده خام ، هیدرولیز آنریمیآماده سازی ماده اولیه برای برای 
که ضایعات امعاء و احشاء ماهی تن می باشد، از کارخانجات  اولیه

د، نمونه یتهیه گرد  چابهارکنسرو سازی شهرك صنعتی شهرستان 
های امعاء و احشاء به سرعت یخ گذاری شده و در ظروف عایق 

 50)یونولیت( به آزمایشگاه  منتقل شد. آنزیم فلاورزیم با فعالیت 
واحد آنسون بر گرم پروتئین از شرکت نووازیم کشور دانمارك تهیه 

نمونه درجه سانتی گراد نگهداری گردید.  4شد و تا زمان مصرف در 
لاً هموژنیزه شده ، کام مولینکس )شرکت هوتخش( ها دردستگاه

سپس مقداری از نمونه چرخ شده به منظور تعیین ترکیب شیمیایی 
برداشته شد. بقیه مواد خام چرخ شده در ظروف یک لیتری 

. قبل از شروع آزمایش در دمای پلاستیکی قرار داده و منجمد شدند
ی آنزیم های یخچال انجماد زدایی شد. به منظور غیر فعال ساز

درجه  85دقیقه دردمای  20داخلی امعاء و احشاء نمونه ها برای مدت 
 Guerard et)سانتی گراد در بن ماری )حمام آبی( قرار داده شدند

al., 2001; Bhaskar et al., 2008).  غیرفعال سازی آنزیم
های داخلی به این دلیل انجام شد که شرایط کاملا کنترل شده باشد 
و نتایج بدست آمده حاکی از اثر فقط آنزیم خارجی تحت شرایط 

)حجمی  2به  1بعداز سرد شدن نمونه ها به نسبت تمرین شده باشد
دقیقه در دمای  2در مولینکس به مدت فسفات  : وزنی ( با بافر

بر اساس  هموژنیزه می شود و  آنزیم به سوبسترابا دور بالا محیط
. واحد آنسون به ازای یک کیلوگرم( 30)  اضافه شد فعالیت آنزیمی

)حاصل از آنزیم فلاوروزیم، یک کمپلکس پروتئاز قارچی  
Aspergillus oryzae است که به )pH  وابسته است )اندوپپتیداز

( و با یک فعالیت شناسایی = 7pHیا اگزوپپتیداز در   = 5pHدر 
g   LAPU (Leucine aminopeptidase units 50 )-1 شده

درجه سانتی گراد که توسط  50-55در یک محدوده دمای بهینه 
تولید شده  NOVO A/S (Bagsraerd, Denmark)شرکت 

بعد از تلقیح آنزیم و سپری شدن زمان مورد نظر در انکوباتور است. 
نمونه ، (Ivymen System Comecta,Spain) مدل  شیکر دار

 95دقیقه در دمای  15ها به منظور غیر فعال شدن آنزیم به مدت 
 pH. (Guerard et al., 2001)درجه سانتی گراد قرار داده  شدند

نرمال در نقطه  1/0مخلوط حاصل توسط محلول هیدروکسید سدیم 
تنظیم شد. پروتئین هیدرولیز شده ماهی تحت شرایط بهینه  5/8
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درایر خشک و به پودر اسپری  دستگاه با استفاده از مجدد تهیه و 
 .تبدیل شد

 Response surface) (RSMاز روش پاسخ سطحی )

methodology) اده برای بهینه سازی شرایط هیدرولیزاسیون استف
با  (Central composite desing) گردید. طرح ترکیبی مرکزی

شد  رار حول نقطه مرکزی استفادهتک 4سطح برای هر تیمار و  5
نقطه  6نقطه محوری و  4نقطه سازگانی،  8این طرح از (. 1 )جدول

زاسیون به درجه هیدرولیحول نقطه مرکزی تشکیل شده است. 
ر دما، عنوان سطح پاسخ به متغیرها، در نظر گرفته شد. سه فاکتو

 و+ 1+ و αسطح مساوی ) 5زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا در 
سیستم آزمایشی،  (. پاسخ1+ ( به کار گرفته شدند )جدول αو  -1

 انجام گرفت. (1) رابطهبراساس 

Y 0، یا متغیر وابسته درجه هیدرولیزاسیونβ  ثابت،عددiβ  و 

iiβ و ijβ  محاسبه شده براساس مدل آزمایشیضرایب  ،ix  وjx 

می باشند که بصورت خطی،مربع  مستقل سطوح متفاوت متغیرهای
را روی متغیر وابسته  3x,  2, X1Xو ارتباط متقاطع، اثر سه فاکتور 

)درجه هیدرولیزاسیون( ارائه می دهد . این مدل، اثر هر متغیر مستقل 
 اسخ نشان می دهد.را روی پ

  Merrittو   Hoyleبراساس روش  هیدرولیزاسیون درجه
محاسبه گردید. مطابق این روش، بعد از انجام هر آزمایش، (، 1994)

( به حجم برابری TCAدرصد اسید تری کلرو استیک )  20محلول 
درصد  10از محلول حاوی پروتئین هیدرولیز اضافه گردید تا محلول 

( به دست آید. سپس ترکیب فوق TCAاسید تری کلرو استیک ) 
درجه  تحت سانتریفوژ قرار گرفت و ماده رویی برداشته شد.

 محاسبه گردید.  2 رابطههیدرولیزاسیون براساس 

 در این تحقیق از طرح آماریبرای تجزیه و تحلیل آماری 
با چهار تکرار در نقطه مرکزی و پنج سطح ( CCD)ترکیبی مرکزی

از هر متغیر استفاده گردید. سپس نتایج به کمک نرم افزار آماری 
SAS ه روش پاسخ سطحی بRSM-REG  تجزیه و تحلیل شده

 (RSM)و مدل های بدست آمده به صورت منحنی و به روش 

 -α+ و αو  -1+ و 1برازش شدند. سطوح مورد استفاده به فاصله 
 از نقطه مرکزی قرار داشتند.رسم نمودارها توسط نرم افزار 

Design Expert 7 انجام گرفت. فاکتورα    در  682/1معادل
نقطه . (Charles, 1982; Myers et al., 2002)نظر گرفته شد 

بهینه براساس پارامترهای فوق الذکر از روی منحنی های همتراز 
ش دانکن و با سطح معنی بدست آمد. مقایسه میانگین ها به رو

انجام شد. p=0/01و یا  p=0/05داری 

 
   jxixijβ                                                      (1) رابطه

1j= i+  3 Σ 1i=
2+ Σ  2 

ixiiβ 1i = 
3 Σ+  ixiβ 1i = 

3 + Σ 0βY =  

DH                                                           (                            2) رابطه = 10%TCA - 100 × نمونه در محلول نیتروژن 

 یورد استفاده در آزمايش بهینه سازفاکتورها و شرايط م -1جدول 
Table 1- Factors and conditions used in the optimization experiment 

                                            فاکتور نشانه سطوح کد داده شده                     

682/1- 1- 0 1+ 682/1+  

27/0 48/0 8/0 11/1 32/1 1X   غلظت آنزیم (AU/g) 

14/11 35 70 105 86/128 2X هیدرولیزاسیونزمان(min) 

23/38 43 50 57 77/61 3X   درجه حرارت (°C) 

 ماهی تون زرد باله و پروتئین هیدرولیز شده حاصله تاضايعترکیب تقريبی )%(   -2جدول 

Table 2- Approximate composition (%) of yellowfin tuna waste and the resulting hydrolyzed protein 

 خاکستر پروتئین چربی رطوبت نوع مواد

1/65±9/34 مواد خام  a 4/67±0/5  a 17/1±0/22 a 4/21±0/5 a 

شدهپروتئین هیدرولیز   38/2±0/7  b 2/9±0/1  b 23/45±1/67  b 3/16±1  b 

(  SDمی باشند.)  P<0.05حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح 
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 .نتايج 3

ده در شترکیب شیمیایی ماده خام اولیه و پروتئین هیدرولیز 
احشاء وچربی در امعاء ارائه شده است. میزان پروتئین و  2جدول 

 .درصد می باشد 67/5و  1/22تون زرد باله به ترتیب 

 میزان مصرف آنزیم و دما بر روی سه بعدی  (1)در شکل
د باله درجه هیدرولیزاسیون پروتئین امعاء و احشاء ماهی تون زر

ود. دقیقه ثابت است، مشاهده می ش 70هنگامی که زمان در سطح 
ین دو عامل نسبت آنزیم به سوبسترا و دما، اتوجه به اثر متقابل با 

. با به طور موثری سبب تغییر در درجه هیدرولیزاسیون می شوند
سون بر واحد آن 11/1به  48/0افزایش نسبت آنزیم به سوبسترا از 

ده می درجه سانتی گراد مشاه 93/44به  43گرم و افزایش دما از 
ته است افزایش یاف 37/23به  5/16گردد که درجه هیدرولیز نیز از 

سیون و پس از آن با افزایش این دو عامل کاهش درجه هیدرولیزا
یزان مشاهده می گردد و افزایش میزان مصرف آنزیم تاثیری بر م

ت که اثر درجه هیدرولیزاسیون ندارد. بنابراین می توان نتیجه گرف
لیزاسیون وی میزان درجه هیدرو1متقابل این دو عامل تاثیر زیادی ر

 ارد.د

تاثیر میزان مصرف آنزیم و زمان بر سه بعدی . 2در شکل 
روی درجه هیدرولیزاسیون پروتئین امعاء و احشاء ماهی تون زردباله 

درجه سانتی گراد ثابت است، مشاهده 50در زمانی که دما در سطح 

می گردد. با توجه به اثر متقابل نسبت آنزیم به سوبسترا و زمان بر 
یزاسیون مشاهده می گردد که با افزایش میزان میزان درجه هیدرول

واحد انسون بر گرم و  60/0به  48/0نسبت آنزیم به سوبسترا از 
میزان درجه هیدرولیزاسیون با  دقیقه 82/86به  35افزایش زمان از 
افزایش یافته و پس از آن کاهش  93/20به  6/16توجه به شکل از 

فزایش میزان مصرف درجه هیدرولیزاسیون مشاهده می گردد و ا
آنزیم تاثیری بر میزان درجه هیدرولیزاسیون ندارد. بنابراین می توان 
نتیجه گرفت که اثر متقابل این دو عامل تاثیر چندانی روی میزان 

 درجه هیدرولیزاسیون ندارد.

تاثیر زمان و دما بر روی درجه  3 در شکل سه بعدی شماره
ماهی تون زرد باله هنگامی هیدرولیزاسیون پروتئین امعاء و احشاء 

 واحد آنسون بر گرم 8/0نزیم به سوبسترا در سطح آکه نسبت 
با توجه به اثر متقابل زمان ثابت است، مشاهده می گردد.  پروتئین

و دما بر میزان درجه هیدرولیزاسیون مشاهده می گردد که با افزایش 
 35درجه سانتی گراد و افزایش زمان از  88/45به  43میزان دما از 

 79/20به  5/16دقیقه میزان درجه هیدرولیزاسیون از  96/52به 
اهش درجه افزایش می یابد و پس از آن با افزایش این دو عامل ک

هیدرولیزاسیون مشاهده می گردد. بنابراین می توان نتیجه گرفت 
که اثر متقابل این دو عامل تاثیر چندانی بر میزان درجه 

 هیدرولیزاسیون ندارد. 

 
 بسترا  بر روی درجه هیدرولیزاسیوناثر متقابل دما و نسبت آنزيم به سو-1شکل

Fig. 1- The interaction of temperature and the ratio of enzyme to substrate on the degree of 

hydrolysis 
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 رابطه زمان و نسبت آنزيم به سوبسترا بر روی درجه هیدرولیزاسیون -2شکل 

Fig. 2- Relationship between time and ratio of enzyme to substrate on the degree of hydrolysis 

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

Fig 3- Interaction of time and temperature on the degree of hydrolysis 

 

 و نتیجه گیری بحث.4

، میزان پروتئین در پروتئین هیدرولیز شده 1بر اساس جدول 
سایر محققین می باشد که میزان  درصد بود که مشابه نتایج 45/67

 90لی ا 63مناسب پروتئین در پروتئین هیدرولیز شده آبزیان را بین 
 Bhaskar et al., 2008; Kristinsson)درصد گزارش نمودند 

et al., 2008; Nilsang et al., 2005; Ovissipour et al., 

2009; Shahidi et al., 1995; Souissi et al., 2007) .
میزان چربی در پروتئین هیدرولیز شده امعاء و احشاء تون زرد باله، 

 محققین برابری می کرددرصد بود که با نتایج سایر  9/1
(Kristinsson et al., 2000; Ovissipour et al., 2009; 

Shahidi et al., 1995) ،میزان چربی در پروتئین هیدرولیز شده .
ته شدن باندها و به دنبال آن، به دلیل هیدرولیز آنزیمی و شکس

اولیه، به شدت کاهش می  سانتریفوژ با دور بالا، نسبت به مواد خام
. (Kristinsson, 2000; Ovissipour et al.,2009) یابد

کاهش میزان چربی در پروتئین هیدرولیز شده، می تواند این فرآورده 
 Kristinsson et) و فساد چربی، مصون نگه داردرا از اکسید شده 

al., 2000; Ovissipour et al., 2009; Shahidi et al., 

 37/23ترین درجه هیدرولیزاسیون ) با توجه به اینکه بالا .(1995
 11/1درجه سانتی گراد و میزان آنزیم  93/44درصد(  در دمای 

(، این دما، بهترین دمای 2درصد مشاهده می شود )شکل 
طی تحقیقی  Martin (1997) و Dinizهیدرولیزاسیون می باشد. 
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روی بهینه سازی شرایط هیدرولیز پروتئین های عضلات کوسه، 
درجه سانتی گراد را بهترین دما برای هیدرولیزاسیون اعلام  53دمای 
اعلام نمودند که دمای بهینه  Bhaskar et al. (2008) کردند.

برای هیدرولیز آنزیمی پروتئین های امعاء و احشاء کپور هندی 
(Catla catla،) 50  .2براساس شکل درجه سانتی گراد می باشد ،

دقیقه، شدت هیدرولیز کاهش می یابد. علت این  82/86بعد از حدود 
کاهش را می توان در کاهش شدت فعالیت آنزیمی، کاهش میزان 

اندهای پپتیدی در دسترس برای هیدرولیز و شکل گیری فرآورده ب
ات بالای هیدرولیزاسیون های ممانعت کننده از فعالیت آنزیم در درج

 ,.Ovissipour et al., 2009; Guerard et al) دانست

(، 3درجه سانتی گراد )شکل 88/45با افزایش دما بیش از . (2002

شدت هیدرولیزاسیون کاهش یافته که به نظر می رسد با کنترل 
 79/20 زمان و دمای هیدرولیز می توان درجه هیدرولیز را حداکثر تا 

درجه سانتی گراد و طی  43-88/45درصد افزایش داد که در شرایط 
 ,.Bhaskar et al)  می شود.دقیقه حاصل  35-96/52مدت 

بهترین زمان برای دستیابی به حداکثر هیدرولیزاسیون را  (2008
دقیقه اعلام نمودند. نتایج تحقیق حاضر با نتایج تحقیقات  135

 Rasco (2000)، Bhaskarو   Kristinssonمحققینی مانند 
د. به عنوان نتیجه مطابقت دار Ovissipour (2009)و  (2008)

نمودارهای سه بعدی، توان بیان داشت که بر اساس گیری نهایی می
شرایط بهینه از لحاظ دما،زمان و میزان آنزیم، به ترتیب عبارت از 

دقیقه و میزان آنزیم  105درجه سانتی گراد، زمان  93/44دمای 
 درصد بودند. 11/1
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Abstract: 
The viscera of yellowfin tuna (Thunnus albacores) protein hydrolysis was produced using enzymes 

Flavourzim. Hydrolytic conditions (time, temperature, enzyme to substrate ratio) using response surface 

methodology (Response Surface Method; RSM) and central composite design (Central Composite Design 

was optimization). Through these methods, the effects of three factors, temperature, time and amount of 

enzyme (independent variable) on the degree Hydrolysis as response surface can be studied. The optimized 

conditions were the ratio of enzyme to substrate of 11/1 Anson units per gram of protein, time 105 min, 

temperature 93/44 ° C, which brought about the temperature Hydrolysis to 37/23 %. Based on this study 

which showed that Hydrolysis proteins contain high amounts of protein (45/67 %), it can be concluded that 

the model predictions are in good condition and protein hydrolysates can be used in fish diets and as additives 

in the food industry. 

 

Key words: Yellowfin tuna intestine and viscera, Hydrolyzed protein, Flavourzim enzyme, Surface response 
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