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  چكيده
 بازيافت نيتروژني، درجه هيدروليز و طول  برآلكالاز آنزيم با هيدروليز ت اثر شدپژوهشدر اين 

 در )Carcharhinus dussumieri( فيدزنجيره پپتيدي پروتئين هيدروليز شده گوشت كوسه چانه س
 مرحله 4در هر بازه زماني هيدروليز در .  مورد بررسي قرار گرفت دقيقه30  و20، 10 يهاي زمان بازه
 هيدروليز  دفعات تعداددست آمده نشان داد كه افزايش هنتايج ب. انجام شد) هاي مشابه با زمان(ي پ در پي

مراحل باعث كاهش درجه هيدروليز، راندمان بازيافت نيتروژني و افزايش طول زنجيره پپتيدي در 
هر يك از پارامترهاي  ميانگين .شود مي ) دقيقه30  و20،  10( مربوط به هر بازه زماني  چهارگانهمتوالي
آن بازه زماني   كليپارامترعنوان  به مرحله متوالي هر بازه زماني هيدروليز 4 براي گيري شده اندازه

و  68/56 ،43/49فت نيتروژني ، راندمان بازيا53/2 و 25/2، 91/1 درجه هيدروليز. محاسبه گرديد
 30 و 20 ،10هاي هيدروليز   براي زمانترتيب هب 44/39  و35/44، 15/52و طول زنجيره پپتيدي  77/60

 و راندمان بازيافت نيتروژني ،افزايش زمان هيدروليز موجب افزايش درجه هيدروليز. دست آمد هدقيقه ب
 ).>05/0P (گرديد طول زنجيره پپتيدي كاهش

 
 ، كوسه چانه سفيدهيدروليز، آلكالاز :كليدي هاي واژه
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 مقدمه
هاي جنوب  هاي مهم كوسه آب  يكي از گونه)Carcharhinus dussumieri( كوسه چانه سفيد

غذايي  ارزش. پسندي كمي داردودن ميزان اوره در گوشت آن بازاردليل بالا ب باشد كه به ايران مي
. باشد تر مي آمينه كم تركيب و توزيع اسيدهاي  توجه به  باگوشت كوسه در مقايسه با ماهيان استخواني

عنوان يك  همنظور استفاده ب هبنابراين ب جا كه ميزان اوره در بافت عضلاني كوسه ماهيان بالاست از آن
رغم اوره زدايي بازهم اين گوشت براي افرادي  علي. يابد منبع غذايي لازم است كه ميزان اوره كاهش

  30 روي هاي پژوهش. شود نقرس و فشارخون بالا دارند توصيه نمي عروقي، -   قلبيهاي كه ناراحتي
  .است  گرم گوشت متغير100گرم در   ميلي1600-2300ميزان اوره بين  گونه كوسه نشان داده كه

هاي دريايي و  با توجه به پيشرفت تكنولوژي، افزايش جمعيت جهان و افزايش ميزان صيد فراورده
هايي براي استخراج مواد با ارزش از اين  دنبال روش هگران ب  افزايش ميزان ضايعات، پژوهشدنبال آن هب

پروتئين  .استخراج پروتئين اشاره كردتوان به  ها هستند كه از جمله مي ها و ضايعات آن فراورده
رزش رغم ا محسوب شده كه علي يك منبع جديد پروتئيني عنوان به ها اين فرآوردهاز شده  استخراج

  .]7[باشد اي زياد از نظر اقتصادي كم هزينه بوده و خواص كاركردي مطلوبي را دارا مي تغذيه
هاي هيدروليز شيميايي  ها به پروتئين از روش مصرف آن هاي كم براي تبديل ضايعات ماهي و بخش

يز آنزيمي  هيدرول،ها هاي انجام شده روي نتايج اين روش طي بررسي. توان استفاده كرد و آنزيمي مي
هاي پروتئوليتيك مورد استفاده  آنزيم. ]10[كند اي و كاركردي ايجاد مي هاي بهتري از نظر تغذيه پروتئين

  .]17[، گياهي يا ميكروبي داشته باشندتوانند منبع حيواني ين منظور ميا  هب
با اندازه هايي  ، پروتئين ماهي را به پپتيدوليتيك با شكستن پيوندهاي پپتيديهاي پروتئ آنزيم
شود كه در   توليد مي)FPH ( ترتيب پروتئين هيدروليز شده ماهيينا  هبكنند و  تر تبديل مي كوچك

 غذايي غني از پروتئين با  موادو در نتيجه . ]10[كار برد هتوان آن را ب هاي غذايي مي بسياري از فراورده
طور جالبي در حال  ه بFPHستفاده از امروزه ا. ]13[تر توليد كرد اي بيش تر و ارزش تغذيه هزينه كم

عنوان  هعنوان يك منبع پپتيدي و يا ب توان به كاربردش به افزايش است كه از موارد كاربرد آن مي
... ليد كراكر، غذاها بر پايه غلات واين محصول در تو. ]9[دار براي تخمير اشاره كرد يتروژنسوبستراي ن

توان   و احشاء ماهي تون ميءهاي هيدروليز شده امعا وتئينهمچنين از پر. ]19[شود  استفاده مينيز
  .]16[ هاي كشت ميكروبي استفاده نمود يط براي تهيه محموفقيطور  هب
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تري هستند   بيش هاي ميكروبي داراي مزايا گياهي و جانوري، آنزيمهايي با منشا  در مقايسه با آنزيم
و دماهاي مختلف   pHتر در  كي و پايداري بيشتوان به تنوع خواص پروتئوليتي كه از آن جمله مي

 قليايي، توليد پروتئين pHدليل عملكرد در  به Alcalase® 2.4 L  كلي آنزيمطور به. ]8و2[اشاره نمود
توجه را به خود ترين  تر، بيش هيدروليز شده با درجه هيدروليز بالاتر و طول زنجيره پپتيدي كوتاه

  .]14 ،2 ،5 ،10[اختصاص داده است
هاي هيدروليز شده است كه  ترين فاكتورهاي بررسي خواص پروتئين درجه هيدروليز يكي از مهم

اين فاكتور و كنترل آن بسيار . كند و بايد كنترل گردد ميزان شكسته شدن باندهاي پپتيدي را بيان مي
نه آزاد، ميزان ، از جمله ميزان اسيدهاي آميري از خواص پروتئين هيدروليز شدهمهم است، زيرا كه بسيا

  .]1[ باشد شدت و درجه هيدروليز مي پذيري و وزن مولكولي پروتئين توليد شده، وابسته به انحلال
هاي  ها در هيدروليز پروتئين بازيافت نيتروژني يكي ديگر از فاكتورهاي مهم در بررسي عملكرد آنزيم

هاي محلول از انواع  ين پروتئده توانايي يك آنزيم در جداسازيننك شود كه بيان محسوب ميغذايي 
 و در نتيجه ميزان بازدهي فرايند در طي هيدروليزاسيون آنزيمي بوده كه از جنبه اقتصادي نيز مهم محلولغير
ثر بر شدت هيدروليز ؤكنون در خصوص بررسي عوامل مهايي كه تا در تمام پژوهش. ]12 ،9 ،1[باشد مي

يا براي افزايش راندمان و هيدروليز و محلول شده شي از سوبسترا بختنها ند، ا ها انجام شده آنزيمي پروتئين
منظور افزايش راندمان    بهاين پژوهشدر . استحصال پروتئين محلول، هيدروليز شديد انجام گرفته است

از طريق ممانعت از هاي هيدروليز شده  كاري پروتئين  حفظ بهتر خواصها و احتمالاً سازي پروتئين محلول
  . دقيقه انجام شده است30 و 20، 10هاي زماني  اي در بازه هيدروليز مرحلهشديد، هيدروليز 

 
  ها مواد و روش
صـورت   ه از بندر چابهار صيد شد و ب)Carcharhinus dussumieri(كوسه چانه سفيد : ماده خام اوليه

 ارسـال   )ابلسر، ايـران  ، ب كيان ماهي خزر  (بندي ماهي    بستهبه كارخانه   گراد    درجه سانتي  -20   در دما  منجمد
گوشـت  . گيـري شـد    پوسـت ماهي  صورت منجمد خارج شده و       هامعاء و احشاء آن ب    در كارخانه،   . گرديد
به آزمايشگاه مركـز رشـد واحـدهاي فنـاوري          در داخل يونوليت طي يك ساعت       صورت منجمد    هكوسه ب 
بـا قطـر    ت صـنعتي     توسط چرخ گوش   زمايشگاه گوشت ماهي  آدر محل   .  در ساري منتقل گرديد    طبرستان
اتيلنـي   پلـي هـاي   سپس گوشت چـرخ شـده مـاهي در كيـسه    . طور كامل چرخ شد بهمتر    ميلي 5/0 سوراخ
 .گرديد نگهداري گراد درجه سانتي -18  منظور آزمايشات بعدي در فريزر با دما هبندي شده و ب بسته
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 4/2 با فعاليت آنزيمي )Novoenzymeشركت ( آلكالاز، از آنزيم منظور هيدروليز آنزيمي هب: آنزيم
تا زمان آزمايش روتئاز ميكروبي است و پيك اين آنزيم . ليتر آنزيم استفاده شد هر ميليازاي   آنسون به

  .گرديدنگهداري گراد  درجه سانتي 4 ي در دما
 قبل از ،گوشت كوسهدليل وجود اوره زياد و نيتروژن فرار بالا در  به: هيدروليز پروتئين گوشت كوسه

 نيتروژن مقدارگراد   درجه سانتي4ي  دما مولار در 1/0با آب نمك ام هيدروليز طي دو مرحله شستشو انج
يك قسمت از گوشت با وزن معلوم با شستشو اول ين منظور در مرحله ا  هب. داده شدكاهش  آن فرار

 مزن مكانيكي با استفاده از يك ه و مخلوط) وزني-حجمي( مولار 1/0ت غلظبا  برابر آب نمك 3مقدار 
)RW20،IKA, Germany ( گرديدپخش و يكنواخت دقيقه 10 دور بر دقيقه در مدت 150 سرعت با . 

 -بهداد، تهران(سانتريفوژ دور بر دقيقه  3200 سرعت دقيقه و با 15مدت   سپس بهدست آمده مخلوط به
 )همانند مرحله اول(ار دوم براي بناتانت تخليه شده و پروتئين رسوبي پس از سانتريفوژ سوپر.  شد)نايرا

در مرحله دوم نيز سوپرناتانت دور ريخته شد و پروتئين رسوب يافته آماده هيدروليز با . شدداده شستشو 
  .درصد كاهش يافت 64 طي دو مرحله شستشو ميزان بازهاي فرار تا. گرديد آلكالازآنزيم 

 آب مقطر برابر 2با   سفيدچانهكوسه  گوشت شستشو شده يك نسبت ازهيدروليز، براي انجام 
پس از . قرار داده شدگراد  درجه سانتي 55   و در بن ماري با دما ريختهماير در ارلن ) وزني-حجمي(

 20، 10مدت  ه به آن افزوده شد و ب)ازاي يك گيلوگرم پروتئين نسون به آ35( آلكالازآنزيم تنظيم دما، 
منظور  هبعد از پايان هيدروليز ب. گرديد دما انجام در همينها  روي نمونه دقيقه عمل هيدروليز 30و 
 دقيقه قرار 15مدت  هبگراد  درجه سانتي 90  ماري با دما ف حاوي نمونه در بنوظر، آنزيمسازي  فعالغير

  .فعال شده از آب و يخ استفاده گرديد هاي غير براي خنك كردن نمونه. ندداده شد
  دور بر دقيقه3200 سرعت با  فوژيبا استفاده از سانتر اتاق ي ها بعد از خنك شدن تا دما نمونه

هيدروليز دوره زماني  هر  بالا در تمام مراحل هيدروليز ذكر شده در. دقيقه سانتريفوژ شدند10مدت  به
 از هر دست آمده بهماده رسوبي كه  طوري ه ب.يافتادامه متناوب مرحله چهار در  ) دقيقه30 و 20، 10(

  .گرديد با زمان هيدروليز مشابه استفاده ي ماده اوليه هيدروليز بعدعنوان هسانتريفوژ ب
گيري شدت   با اندازه)1951 لوري و همكاران،( روش لوري ها به مقدار پروتئين نمونه: گيري پروتئين اندازه

انجام  )T 80+, uv/vis Spectrum, British( به كمك اسپكتروفوتومتر  نانومتر750جذب در طول موج 
 استفاده) Albumin RGTشركت زيست شيمي، ( براي رسم منحني استاندارد از سرم آلبومين گاويشد و 
 .گرديد
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. گيري شد  اندازه)1996( هيدروليز به روش فونك و سينگ درجه ):DH ( گيري درجه هيدروليز  اندازه
 درصد 10  كلرواستيك اسيد هاي محلول در تري  پروتئينتگيري درصد نسب  اين روش اندازه يمبنا
ليتر از   ميلي5ليتر از نمونه با   ميلي5براي اين منظور . باشد  هاي موجود در نمونه مي كل پروتئين به

دور  3200 سرعت  دقيقه با5مدت   درصد مخلوط گرديد و پس از هم زدن به20 كلرواستيك اسيد تري
درجه گيري و ميزان  ول اندازه سپس مقدار پروتئين در فاز محل. دقيقه سانتريفوژ شد10 بر دقيقه طي

  . محاسبه شد1 هيدروليز با استفاده از رابطه
  

 DH=100×  هاي نمونه كل حل پروتئين  )1 رابطه( TCA  درصد از10پروتئين حل شده در محلول 

  

 از روش )PCL( گيري طول تقريبي پپتيدهاي حاصل براي اندازه : پپتيديهگيري طول زنجير اندازه
در اين روش از درجه هيدروليز براي محاسبه طول زنجيره .  استفاده شد)2000( سكوكريستنسن و را
حسب  ها بوده و بر  درجه هيدروليز پروتئينDHدر اين معادله .  استفاده گرديد2 رابطهپپتيدي مطابق 

  .رود كار مي هدرصد ب
  

  )2 رابطه(  100
DH  

PCL=  
  

  . محاسبه شد3 ن بازيافت نيتروژني براساس رابطهميزا: بازيافت نيتروژنيگيري راندمان  اندازه
 

   =A/B راندمان بازيافت نيتروژني                                                                       )3 رابطه(
  

A :ميزان نيتروژن در پروتئين هيدروليز شده  
B: ژن در نمونهميزان نيترو  

  

  در هر يك از مراحل چهارگانه و نيز بين سه زمان هيدروليز ها  ي دادهبراي آناليز آمار: آناليز آماري
 درصد 95در سطح اعتماد   دقيقه مقايسه ميانگين ساده با استفاده از آزمون آماري دانكن30 و 20، 10

ها استفاده   براي رسم شكلExcel براي آناليز آماري و MSTATCافزار  نرماز ين منظور ا  هب. انجام شد
  .گرديد
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  نتايج و بحث
گيري   دقيقه اندازه30 و 20 ،10 دوره زماني هيدروليز سهها در  درجه هيدروليز نمونه: درجه هيدروليز

و  20 ،10 مرحله پي در پي هيدروليز 4اي هر طور جداگانه بر ين صورت كه درجه هيدروليز بها  هب .شد
 3 و 2، 1 هاي شكلروليز اين مراحل در هاي مربوط به درجه هيد  داده.گرديدگيري   دقيقه اندازه30

  .آمده است
 درجه 10شود با افزايش مراحل هيدروليز در بازه زماني  مشاهده مي 1شكل  گونه كه در همان

ها  ها نشان داد كه بين داده آناليز آماري اين داده. يابد قدار درجه هيدروليز كاهش ميگراد م سانتي
در مرحله اول شدت هيدروليز نسبت به مراحل ديگر  صورت كه ينا  هدار وجود دارد ب اختلاف معني

  .تر است بيش
درجه هيدروليز  اي  دقيقه10 نيز مشابه با هيدروليز  دقيقه30 و 20 در مدتدر هيدروليز انجام شده 
  .)1شكل ( داري وجود دارد ها اختلاف معني يافته و بين دادهطي مراحل هيدروليز كاهش 

  درجه هيدروليز30 و 20 ،10هاي هيدروليز   ميانگين درجه هيدروليز در زمانبا استفاده از محاسبه
. )1 جدول( داري وجود دارد ها اختلاف معني دادهاين  بين .دست آمد ه ب53/2 و 25/2، 91/1 ترتيب هب

توان گفت با  در واقع مي. يابد افزايش ميهيدروليز، درجه هيدروليز با افزايش مدت زمان در نتيجه 
تري در مجاورت هم قرار داشته و شدت  ايش زمان هيدروليز آنزيم و سوبسترا در مدت زمان بيشافز

  .شود تر مي هيدروليز بيش

 نشان دادند كه افزايش زمان هيدروليز باعث افزايش درجه هيدروليز ماهي ]11[لياست و همكاران
   ]18[يجه مشابهي هم توسط سويسي و همكاران  نت.گردد سالمون با استفاده از آنزيم آلكالاز مي

 نيز نشان دادند كه ]3[زادگان و همكارانمعتمد .دست آمد ه و احشاء ماهي ساردين بءامعادر مورد 
هاي ميوفيبريلار ماهي كيلكا  افزايش زمان اثر آنزيم پاپائين باعث افزايش شدت درجه هيدروليز پروتئين

  .شود مي
، ]18[ شهيدي و همكاران،]6[كائو و همكاران ،]16[همكارانپور و  اويسين مانند ابسياري از محقق

نيز نشان دادند كه افزايش زمان هيدروليز باعث افزايش درجه هيدرروليز  ]11[كريستينسن و راسكو
  .نمودند ييدأدست آمده را ت هشده و نتيجه ب
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  . هيدروليز بر درجه هيدروليزدفعاتثير افزايش أ ت-1شكل 

  
 2شكل در  30 و 20، 10 هاي هاي مربوط به طول زنجيره پپتيدي در زمان داده:  پپتيديهنجيرطول ز

 از كي در هر مي آنزيساز فعالريغدهد كه  ها نشان مي دار بين داده اختلاف معني. نشان داده شده است
سپس در . ندك ها جلوگيري مي از هيدروليز شديد پروتئين يزمان  گانه مربوط به هر بازه مراحل چهار

 از كاهش در واقع با افزايش تعداد مراحل هيدروليز،. گردد مانده هيدروليز مي مرحله بعدي پروتئين باقي
در اين مراحل دليل كاهش درجه هيدروليز   بهاين مسأله. شود ممانعت مي طول زنجيره پپتيدي شديد
وسيله  ههاي محلول ب تئين از پروتري مقدار بيشو تر است  در مرحله اول شدت هيدروليز بيش .باشد مي

 پروتئين هيدروليز نشده احتمالاً.  خواهد بودتر  طول زنجيره پپتيدي كوچكبنابراين شود ميآنزيم جدا 
رغم ثابت   به است ولي با افزايش تعداد مراحل هيدروليز يدروليز با آنزيمهتري براي  سوبستراي مناسب

هاي قابل هيدروليز در سطح  دليل كاهش جايگاه ، بهروليزبودن نسبت آنزيم افزوده شده و زمان هيد
يابد  درجه هيدروليز كاهش مي  چوندر مراحل بعدي. يابد  درجه هيدروليز كاهش ميلكول پروتئين،وم
  .شود تر مي بزرگها  طول زنجيره پپتيدي پروتئين 

داري   با اختلاف معني تيدي طول زنجيره پپ) دقيقه30 و 20،  10(زمان هيدروليز طوركلي با افزايش  هب 
 44/39 و 35/44، 15/52ترتيب  هب ياد شدههاي  مقدار آن براي زمان اين آزمايشدر  .يافته استكاهش 

 پپتيدي كاهش ه طول زنجير،درجه هيدروليزو گفت با افزايش زمان توان   ميدر واقع. دست آمد هب
  .)1جدول ( يابد مي
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 پپتيدي ه طول زنجيرتقريبي ميانگين پاپائين بر آنزيم اثر بررسي در نيز ]3[زادگان و همكاران معتمد
 درجه حرارت قرار ندارد تأثير  از هيدروليز ماهي كيلكا نشان دادند كه اين صفت تحتدست آمده به

 طول زنجيره پپتيدي كنترل در واقع با .باشد  و زمان اثر آن ميآنزيم فعاليت، تابع درجه دوم بلكه
ليز شديد پروتئين جلوگيري كرد چرا كه افزايش شدت هيدروليز باعث ايجاد توان از هيدرو مي

 .]10[كه خواص كاري مطلوبي ندارد شود  ميپپتيدهاي بسيار محلول 
  

  
  

  .يبر طول زنجيره پپتيد هيدروليز دفعاتافزايش ثير أت -2شكل 
  

يتروژني  بازيافت ن راندمان،با افزايش مراحل هيدروليزاي   دقيقه10هيدروليز در : بازيافت نيتروژني
دار وجود  معنيها اختلاف  د كه بين آنندها نشان دا هآناليز آماري اين داد. )3 شكل( يابد كاهش مي

تري نيتروژن  تر بوده و مقدار بيش  هيدروليز در مرحله اول هيدروليز بيش شدتاما) >05/0P( دارد
  .يابد  بازيافت نيتروزني هم كاهش مي،دروليز با كاهش درجه هي در مراحل انتهايي. شود بازيافت مي
 دقيقه از مرحله اول تا مرحله سوم با افزايش تعداد مراحل 30 و 20هاي هيدروليز  در زمان

ها بين  اما اختلاف داده. )>05/0P( يابد داري كاهش مي صورت معني ههيدروليز، بازيافت نيتروژني ب
  .)<05/0P( دار نيست چهارم معني مرحله سوم و

   مطابق با  دقيقه30 دقيقه به 10 با افزايش زمان هيدروليز از دهد ها نشان مي آناليز كلي داده
 نشان دادند كه با افزايش زمان ]15[همكاران پور و اويسي .يابد بازيافت نيتروژني افزايش مي، 1جدول 
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 انجام شده توسط شهيدي و در بررسي .يابد هيدروليز آنزيم آلكالاز، مقدار بازيافت نيتروژني افزايش مي
ن افزايش اچنين اين محققهم.  آلكالاز و نئوتراز تعيين شدآنزيم بازيافت نيتروژني دو) 1995(همكاران 

 با ]4[آجيلار و همكارانبررسي ديگري در  .ميزان بازيافت نيتروژني را با افزايش زمان گزارش نمودند
  .دست آوردند ه را بهي مشاب نتيجه نيزهيدروليز ماهي نرم باله اروپايي

  

  
  

  . هيدروليز بر بازيافت نيتروژنيدفعاتثير افزايش أ ت-3شكل 
  

  .ثير زمان هيدروليز بر درجه هيدروليز، طول زنجيره پپتيدي و بازيافت نيتروژنيأ ت-1 جدول
   دقيقه30   دقيقه20   دقيقه10  
  a02/0 ± 91/1 b01/0 ± 25/2  c03/0 ± 53/2 )درصد( درجه هيدروليز

  c55/0 ± 15/52  b42/0 ± 35/44  a78/0 ± 44/39  طول زنجيره پپتيدي
  a42/0 ± 43/49  b28/0 ± 68/56  c53/0 ± 77/60  )درصد (بازيافت نيتروژني

  .)>05/0P( داري ندارند سطر اعداد با حروف مشابه اختلاف معني در هر
  

  گيري نتيجه
درجه هيدروليز و بازيافت جب افزايش مو  افزايش زمان هيدروليزدهند نتايج اين پژوهش نشان مي

 كاستهطول زنجيره پپتيدي   ازاماهاي هيدروليز شده گوشت كوسه چانه سفيد شده  پروتئين نيتروژني
  وتوان بازده استحصال پروتئين محلول را افزايش داد اي مي با انجام هيدروليز مرحلهدر واقع  .شود مي

تر كمك  هايي با خواص كاري مطلوب وردن پروتئينآدست  هب تر ، انجام هيدروليز كنترل شدهاحتمالاً
  .كند مي
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Abstract3 

The effect of enzymatic hydrolysis by Alcalase on degree of hydrolysis (DH), 
peptide chain length (PCL) and nitrogen recovery (NR) of White cheek shark meat 
(Carcharhinus dussumieri) has been studied. Hydrolysis carried out in four stages 
each at 10, 20 and 30 minutes. DH, and NR decreased, but PCL increased in each 
stage in compare with the previous one. The mean of DH in the whole process of 
10, 20 and 30 minute were 1.91, 2.25, 2.53 for DH, 49.43, 56.58, 60.77 for NR, 
and 52.15, 44.35, 39.44% for PCL, in that order. However, at longer hydrolysis 
time, DH, and NR increased, but PCL decreased significantly (P<0.05). 
 
Keywords: Hydrolysis; Alcalase; White cheek shark 

                                                 
* Corresponding Author; Email: amotgan@yahoo.com 


