
  1391بهار ،9 دوره ،34 شماره                                                                               ییغذا عیصنا و علوم فصلنامه

 

 
 

65

 

 سطح به روش بهینه سازي آبکافت آنزیمی ضایعات حاصل ازکشتار مرغ

  پاسخ
 

  مهران حبیبی ، 3علی معتمدزادگان، 2عبدالمحمد عابدیان کناري، ∗ 1علی طاهري 
  4رضایی

  

  استادیار فرآوري محصولات شیلاتی، گروه  شیلات دانشگاه دریانوردي و علوم دریایی چابهار، دانشکده علوم دریایی،  -1
 46414-356صندوق پستی , مازندران, نور, دانشکده علوم دریایی, دانشیار گروه شیلات دانشگاه تربیت مدرس -2

 578مازندران، ایران، صندوق پستی , استادیار گروه علوم و صنایع غذایی ، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري -3
 آزمایشگاه بیوتکنولوژي پروتئین, ه علوم پایهدانشکد, استادیار گروه زیست شناسی دانشگاه تهران -4

)23/8/89: رشیپذ خیتار  12/2/89: افتیدر خیتار(  

 
 چکیده

جهت بررسی تاثیر شرایط مختلف بر تولید پروتئین آبکافت شده ضایعات کشتارگاه مرغ با استفاده از ) RSM(سطح پاسخ  در این تحقیق از روش
 سطح جهت بهینه سازي روند آبکافت و بررسی تاثیر فردي و متقابل عوامل 5 عامل و 3با ) CCD(طرح ترکیبی مرکزي . آنزیم آلکالاز استفاده شد
؛ درصد )واحد آنسون بر گرم پروتئین(و نسبت آنزیم به سوبسترا ) ◦ C( ، دما)دقیقه(یش عبارت بودند از زمان عوامل این آزما. آزمایش استفاده گردید

از تغییرات % 96 نشان داد که 2R 96/0مدل ریاضی برازش خوبی با داده هاي آزمایش داشت زیرا . درجه آبکافت نیز به عنوان پاسخ در نظر گرفته شد
). P<05/0(همچنین نتایج تجزیه واریانس نشان داد که فقدان تناسب مدل معنی دار نیست . مدل قابل توضیح استدرون محدوده آزمایش توسط 

 69/127زمان ,  واحد آنسون بر گرم پروتئین07/0عبارت است از نسبت آنزیم به سوبستراي % 42/15شرایط بهینه براي تولید پروتئین با درجه آبکافت 
در نتیجه گیري . اساس نتایج تجزیه اسید آمینه و شاخص شیمیایی، متیونین و هیستیدین اسیدهاي آمینه محدود کننده بودندبر . C◦51/52دقیقه و دماي

نهایی می توان اظهار داشت که مدل حاصل از توانایی خوبی براي پیش بینی درجه آبکافت پروتئین ضایعات کشتارگاه مرغ برخوردار است و این 
  .ر جیره غذایی آبزیان و افزودنی در صنایع غذایی می باشدمحصول قابل استفاده د

  
  شاخص شیمیایی, هیستیدین, متیونین, آلکالاز,  پروتئین آبکافت شده:کلید واژگان

  

   مقدمه-1
  نوین در صنعت تولید مرغ در سال هاي اخیر به بازار وارد شده              تن  73402695  بر   بالغ مرغ در جهان سالانه   تولید   میزان

  صنایع  رقابت،   عرصه در   ماندن   باقی  به منظور . ]4[است              مقام  تن 1245879 سالانه   تولید   با می باشد که کشور ایران
   جدید  محصولات  تولید  براي  مرغداري باید به سمت توسعه              مرغ ضایعات کشتارگاه. ]1 [دهم تولید مرغ جهان را داراست 

  پروتئین آبکافت آنزیمی  .]5[جهت افزایش بهره وري پیش رود             می باشد  پر  و  پا ,سر, استخوان, خون, که شامل امعا و احشا
  مصرف   کم   ضایعات  فرآوري  براي   موفق   روش یک ها             می دهد   اختصاص   درصد وزن کل تولید را به خود30 تا 28

   مورد  هدف   این   به   نیل  جهت  می تواند     که می باشد             چنانچه بازیابی و  این ضایعات غنی از پروتئین بوده . ] 3و2 [
        از شده  پروتئین آبکافت  تولید  در جهان. استفاده قرار گیرد               محصولات .  می گردد  تولید گردند محصولی با ارزش افزوده

 

                                                             
 ataheri@cmu.ac.ir :مکاتبات مسئول  ∗
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  .] 13-6 [ماهی به طور گسترده در حال مطالعه است 
اما مطالعه در خصوص آبکافـت آنزیمـی ضـایعات کـشتارگاه            

 آبکافـت  .طیور با استفاده از آنزیم هاي خـارجی انـدك اسـت           
 یـا  و  اتولیز روش به ماکیان ماکول غیر احشاي و امعا آنزیمی
 و ]14و 5[اسـت  شـده  انجـام  تحقیقـاتی  مرغ گوشت آبکافت
 مـرغ  سـر  از شـده  آبکافت پروتئین تولید به پژوهشی همچنین
آبکافت آنزیمی پروتئین اجازه مـی        ].16 و 15[ است پرداخته

دهد که نیتروژن بیشتر محلـول شـده و اسـید هـاي آمینـه آزاد         
تشکیل گردد و در نتیجه یک منبع جدید اسید آمینه با قابلیـت            

در نتیجـه چنـین منبـع       . ]18و17[دسترسی بیشتر تولیـد گـردد     
پروتئینی می تواند به عنوان یک افزودنـی در آبـزي پـروري و            
یک منبع غنی از نیتروژن در محیط کشت باکتري استفاده شود           

 پروتئین آبکافت شده پروفیل اسید آمینـه مـشابه           .]19،18،11[
البته محتواي برخی از اسیدهاي آمینه   . منبع  اصلی خود را دارد     

 تریپتوفان توسط آبکافت آنزیمی کاهش پیدا می     مثل متیونین و  
 روش تولید پروتئین آبکافـت شـده  بـا اسـتفاده از       .]20[کنند  

آنزیم هاي داخلی و یا خارجی می باشد اما افزودن آنزیم هاي       
تنـوع آنـزیم   . خارجی می تواند روند آبکافت را کنتـرل نمایـد      

نـزیم  هاي پروتئولیتیک قابـل اسـتفاده در صـنایع غـذایی بـه آ             
شناسان فرصت مناسبی براي تولید پـروتئین آبکافـت شـده بـا        

سـرین  (آنزیم هاي میکروبی بویژه آلکالاز  . کیفیت بالا می دهد   
 بـه  )Bacillus licheniformisپروتئاز تهیه شده از باکتري 

دلیل تولید پروتئین با درجه بالاي آبکافت در کوتاهترین زمـان     
م هاي خنثی یـا اسـیدي بـه        و در شرایط متعادل نسبت به آنزی      

 در رونـد    .]24-21 [طور گسترده مورد استفاده قرار می گیرد        
شرایط , تولید پروتئین آبکافت بسته به ویژگی هاي خود آنزیم        

محیطی و میزان آبکافت تنوع گسترده اي از پپتیـد هـا بـا وزن            
پـروتئین آبکافـت شـده      . مولکولی متفاوت بدست خواهد آمد    

د پپتید هاي جدید خواص کاربردي نوینی   حاصله به دلیل وجو   
  . خواهد داشت

فعالیت آنزیمی و دمـا بـر       , زمان, pHچندین عامل مانند    
عملکرد آنزیم تاثیر می گذارند و امکان کنتـرل فرآینـد را          

در نتیجه باید در روند تولید بر . ]25،10[فراهم می نمایند 
اساس میزان تاثیر این عامل ها به یک شرایط بهینه دسـت   

 امروزه در دنیا کـاربرد    1روش بهینه سازي پاسخ سطحی    . یافت
ــی دارد  روشــهاي از اي مجموعــه واقــع در روش ایــن. فراوان

 اي فزاینـده  طـور  به که است آماري استنتاج و ریاضی تجربی،
 کـار  بـه  زیـستی  آوري فن مطالعات روند در سازي بهینه براي

                                                             
1. RSM 

 عامل چندین متقابل اثرات روش این.  ]28 -26[ شود می برده
 در نتایج که اي ناحیه و کند می ارزیابی را متفاوت محدوده در

 نـشان  بعـدي  سه سطح یک شکل به را دارند قرار آن محدوده
 .]26[دهد می

از آنجا که تا کنون تحقیقی روي بهینه سازي ضـایعات کـشتار       
مرغ با استفاده از آنزیم آلکالاز در دنیا انجام نشده است لذا در           
تحقیق حاضر به بهینه سازي تولیـد پـروتئین آبکافـت شـده از      
ضایعات کشتارگاه مرغ بـه عنـوان یـک منبـع پروتئینـی قابـل               

بهینه سازي .  استبازیافت با روش پاسخ سطحی پرداخته شده
دما و میزان فعالیت آنزیم براي دستیابی     , بر اساس شرایط زمان   

به بالاترین درجه آبکافت توسط آنزیم آلکالاز صورت پذیرفته         
  .است

 
  مواد و روش ها   -2
   مواد-2-1

ضایعات کشتارگاه مرغ شامل سر و پا  از کشتارگاه صنعتی آمل 
 -20طیور در شهرستان آمل تهیه و تا زمان مـصرف در دمـاي        

 4/2آنزیم آلکالاز با فعالیـت      . درجه سانتی گراد نگه داري شد     
واحد آنسون بر گرم از شرکت نووزایم در کشور دانمارك تهیه   

  . نگه داري گردید درجه سانتی گراد 4و تا زمان مصرف در 
  آبکافت -2-2

ضایعات مرغ اعم از سر و پا در یک چرخ گوشت نیمه صنعتی 
گردیـد و    میلی متر چـرخ      2با مش   ) شرکت هوتخش، ایران  ( 

 میلـی لیتـري   250سپس به نسبت یک به دو به ارلن مایر هاي     
 درجـه سـانتی گـراد      85 دقیقه در    20ارلن ها براي    . اضافه شد 

نزیم هاي داخلی آن غیـر فعـال گردنـد و       گرما دهی شدند تا آ    
نمونـه هـا در دمـاي اتـاق        . ]19،12[چربی گوشت آزاد شـود      
 دقیقـه  20 درجه سانتی گراد بـراي  10خنک شدند و در دماي    

براي جدا کردن اضافات گوشت و چربی       ) g×6000) C◦4در  
 گــرم 100 از 2:1هــر نمونــه حــاوي نــسبت . ســانتریفوژ شــد

 10 شده دمایی به همـراه محلـول         ضایعات چرخ شده و تیمار    
 بـود کـه پـس از    5/8 معـادل   pHمیلی مولار فسفات بـافر در 

اضافه کردن مقدار مـورد نیـاز آنـزیم آلکـالاز در دمـا و زمـان            
 مخلـوط حاصـل توسـط محلـول     pH. مشخص نگهداري شد  

پـس از  .  تنظـیم شـد  5/8 نرمال در نقطـه    1هیدروکسید سدیم   
 200(ش در انکوباتور شیکردار زمان مورد نیاز تیمارجهت واکن   

 درجه سانتی 85 دقیقه در حمام آبی 20 مخلوط ،)دور در دقیقه
درجـه  . گراد قرار گرفت و آنـزیم آلکـالاز غیـر فعـال گردیـد             
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در نهایت بر . آبکافت نمونه هاي آبکافت شده اندازه گیري شد  
اساس شـرایط بهینـه حاصـل از مـدل سـطح پاسـخ، پـروتئین         
آبکافت شده تهیه و توسط دستگاه فریز درایر خشک و به پودر 

  .ل شدتبدی
   بهینه سازي-2-3

بـراي بهینـه سـازي شـرایط آبکافـت       1از روش پاسخ سـطحی    
 طرح متفاوت استفاده می نماید 3این روش از  . استفاده گردید

  کاملترین است  و در این 2که از میان آنها طرح ترکیبی مرکزي
-Design سطح براي هر تیمار توسط نـرم افـزار   5آزمایش با  
Expert 7  1جدول (استفاده شد.(  
 عامل ها و شرایط مورد استفاده در آزمایش بهینه 1جدول 

  سازي

  
 نقطه پیـشنهادي اسـتفاده   18 آزمایش در    18این طرح از نتایج     

 نقطه حول 4 نقطه محوري و 6,  نقطه سازگانی8کرد که شامل 
نتیجـه درجـه آبکافـت بـه     ). 2جـدول  (مرکز تشکیل شده بود   

  نـشان 2عنوان متغیر مستقل یا پاسخ نهایی در جـدول شـماره     
 2مدل رگرسیونی چند جملـه اي درجـه         . داده شده است  

  :براي پیش بینی میزان پاسخ استفاده گردید ) 1معادله (
                                                                1معادله 

    0  Y=β0βixi 

βiixi
2 βijxixj  

   
Yدرجه آبکافت ،β0  عـدد ثابـت ،  βiو βii  و  βij  ضـرایب 

 سطوح متفاوت متغیـر هـاي وابـسته و    xj وxi  ،تخمینی مدل
از روش تجزیه   .  باقیمانده حاصل از آزمایش تجربی است      

واریانس براي بررسی معنی داري معادله و اثر متغیر ها و پیش          

                                                             
1. RSM 
2. Central composite design 
 

 ـ    . بینی تناسب استفاده شد    ر متغیرهـاي   سطح پاسخ سه بعدي اث
مستقل روي پاسخ جهت تعیین اثرمستقل، متقابل و تـوان دوم           
متغیرها رسم و براي درك بهتر، نمودار دو بعـدي بـرازش هـر        

در نهایت سه آزمایش . سطح سه بعدي بر افق نیز ترسیم گردید
بر اساس شرایط پیش بینی مدل براي تعیین صحت محاسـبات       

  .ریاضی انجام پذیرفت
  ان درجه آبکافت تعیین میز-2-4

پس از آبکافت، فاز محلول حاوي پروتئین آبکافت جدا گردید 
به آن اضافه و نمونه  % 120و محلول تري کلرو استیک اسید 

و محلول تري ) C◦4( سانتریفوژ شد g×6000دقیقه در  20
شفاف حاوي پروتئین هاي محلول % 10کلرو استیک اسید 

تري کلرو  % 10نیتروژن کل در محلول . جمع آوري شد
حاصل از آبکافت توسط دستگاه  استیک اسید و فاز محلول

) آلمان(اتوماتیک سنجش پروتئین مربوط به شرکت فوس 
  .]29[ بدست آمد2 به شرح معادله درجه آبکافت  .سنجش شد

  2معادله 
  

  درجه ابکافت =اسید استیک کلرو تري% 10 محلول در نیتروژن میزان  × 100
نمونه در کل نيتروژن  

  
طرح آزمایشی استفاده شده در روش پاسخ سطحی با  2جدول 

 نقطه مرکزي که درجه آبکافت را به عنوان 4 متغیر مستقل و 3
.پاسخ نشان می دهد  

     کد  

+α 1 0 1-  α- عامل ها نشانه 
123/0  1135/0  0892/0  065/0  0549/0  X1  آنسون بر (غلظت آنزیم

)گرم  

891/199  5/176  120 5/63  109/40  X2  دقیقه(زمان آبکافت(  

898/59  57 50 43 102/40  X3 دماي آبکافت) C◦( 

درجه 
 آبکافت

 سطوح متغیرها بر اساس کد 
 

شماره 
 آزمایش

 X1 X2 X3  
17/6 -1 -1 -1 1 
8 1 -1 -1 2 
3/8  -1 1 -1 3 

9 1 1 -1 4 
33/8  -1 -1 1 5 
65/9  1 -1 1 6 
58/9  -1 1 1 7 
33/11  1 1 1 8 
42/8  68/1-  0 0 9 
83/13  68/1  0 0 10 
83/7  0 68/1 -  0 11 
79/11  0 68/1  0 12 
57/10  0 0 68/1 -  13 
8/16  0 0 68/1  14 

17 0 0 0 15 
18/18  0 0 0 16 
19/17  0 0 0 17 
42/17  0 0 0 18 
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   آمینه اسید ترکیب -2-5
 شـده  بهینه مدل از حاصل تولیدي شده آبکافت پروتئین نمونه
ــراي پاســخ ســطح  اســید در آمینــه اســید محتــواي ســنجش ب

 22 بـراي  گـراد  سانتی درجه 110 دماي و مولار 6 کلریدریک
 کنوئر مدل 2بالا فاز مایع کرماتوگرافی از. شدند آبکافت ساعت
ــور و 18Cســتون از و آلمــان ــر -530RF فلوئورســنس دتکت  ب
. ]31،30[ شــد اســتفاده  آلدهیــد دي اورتوفتــال روش اســاس

شاخص شـیمیایی پـروتئین آبکافـت شـده بـر اسـاس نـسبت           
اسیدهاي آمینه ضروري نمونه بـه اسـید هـاي آمینـه ضـروري              

                         .]33،32،18[ استاندارد سنجیده شد
  3معادله  

  

  نتایج -3
  نتایج تجزیه واریانس-3-1

 نتایج تجزیه واریانس را نشان می دهد بر این اساس 3جدول
 .معنی دار است% 999/99مدل درسطح احتمال 

همچنین نتایج خطی اختلاف معنی داري نشان داد که در مورد 
سطح نتایج درجه دوم . دما این معنی داري بیشتر بود

نیزاختلاف معنی داري نشان داد که این معنی داري در مورد 
نتایج . زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا بیشتر از دما مشهود بود

م نشان نداد اثر متقابل نیز اختلاف معنی داري نسبت به ه
)05/0>p .( توزیع احتمال نرمال داده ها و مقایسه نتایج حاصل

  .  آورده شده است1از تخمین مدل و نتایج واقعی نیز در شکل 
  

 

                                                                                        
1. TCA 
2. HPLC 

 

 

بینی مدل  و مقایسه مقدار پیش) الف(   توزیع احتمال نرمال1شکل 
  )ب(در برابر مقدار تجربی

  
  نـشان مـی دهـد کـه مـدل            2R= 9614/0ضریب تعیین کلی    

رگرسیونی واکنش را بـسیار خـوب توصـیف مـی کنـد و مـی        
تواند تغییـرات کلـی را درون محـدوده مقـادیر مـورد مطالعـه             

 محاســبه اي از اینکـه چــه مقـدار پــراکنش   2R. توضـیح دهـد  
در پاســخ مــورد مطالعــه مــی توانــد توســط متغیرهــا توضــیح 

ــه هــر چقــدر ایــن مقــدار  . داده شــود بدســت مــی دهــد   1ب
  .]34[نزدیکتر باشد مدل بهتـر پاسـخ را پـیش بینـی مـی کنـد        

ــتلال   ــه اخ ــیگنال ب ــسبت س ــخ   3ن ــاي پاس ــدل ه ــد در م  بای
ــالاتر از   ــد4ســطحی ب ــه    ].35[ باش ــراي درج ــدار ب ــن مق ای

. بـود و مـدل از ایـن حیـث کـارایی داشـت         149/14 آبکافت  
 <05/0(آزمایش فقـدان تناسـب در مـدل هـا معنـی دار نبـود         

P (  ــشان مــی دهــد کــه مــدل ــر و ایــن ن از تناســب خــوبی ب
ــت    ــوردار اس ــده برخ ــت آم ــاي بدس ــاس داده ه ــدان . اس فق

ــض      ــاي مح ــه خط ــسبت ب ــده را ن ــاي باقیمان ــب، خط تناس
  ). 3جدول(بررسی می کند 

                                                             
3. signal to noise ratio 

مقدارتجربي                            

ش بيني  مدل
 مقدار پي

۱۸/۱۸  

۵ 

۵/۸  

۱۲ 

۵۰/۱۵  

۱۹ 

۲۸/۵  ۵/۸  ۷۳/۱۱  ۹۶/۱۴  

مقادير باقي مانده داخلي                   الف    

 درصد توزيع نرمال

۴۸/۱  ۷/۱-  ۹/۰-  ۱۱/۰-  ۶۹/۰  

۱ 

۵ 
۱۰ 
۲۰ 
۳۰ 
۵۰ 

۷۰ 
۸۰ 
۹۰ 
۹۵ 

۹۹ 
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جدول آنالیز واریانس درجه آبکافت تحت تاثیر   3جدول 
  متغیرهاي مستقل در طول آزمایش بهینه سازي

001/0<  ***P ،01/0<P   ** ،05/0<P * 

   تعبیر نمودارهاي باقی مانده-3-2
 الف آورده شده نشان مـی     -1پلات احتمال نرمال که در شکل     

دهد که پراکنش مقادیر باقی مانده که تفاوت بین میزان عـددي    
پیش بینی و مقدار تجربی است خط مستقیمی را تـشکیل مـی            
دهد و مقادیر باقی مانده به شکل نرمال در دو سمت این خط             

مورد آزمایش به این نمودار نشان می دهد که نقطه . پراکنده اند 
شکل معقول با مقدار پیش بینی شده توسط مدل همراستا بوده          

اما چون آزمایش مدل تعیین شده براي اطمینان از تطابق        . است
کافی با سامانه تجربی لازم است در نتیجه در تجزیه بعدي هر            
کدام از مقادیر تجربی براي درجه آبکافت با مقادیر پیش بینـی           

)  ب-1شکل(این مقایسه پلات هم ارجی در . شده مقایسه شد
تمام این نتایج تفـسیر   . سطح نسبتاً قابل قبولی را ارائه می دهد       

ریاضی قابل قبولی از روند آبکافت توسط مـدل را نـشان مـی           
دهد و بیان می کند که مدل حاصل از توانایی خوبی براي پیش 

  .بینی درجه آبکافت تحت شرایط آزمایش برخوردار است
  

  هینه سازي سطوح پاسخ چندگانه ب-3-3
روش سطح پاسخ به شکل موفقیت آمیزي بـراي بهینـه سـازي     
 عوامل تاثیر گزار بر روند آبکافت پـروتئین هـا مـورد اسـتفاده          

این روش یک روش ریاضـی      . ]36،11[قرار گرفته است    
تعیین تاثیر چندین عامـل  , ساخت مدل ها  , طراحی آزمایش ها  

.  پاسخ هـاي مـورد نیـاز اسـت         و جستجوي شرایط بهینه براي    
نمودارهاي سه بعدي پاسخ وقتی یکی از متغیـر هـا در سـطح              

) 2(مرکزي ثابت است و دوتاي دیگر تغییر می کنـد در شـکل           
این نمودار ها نشان می دهد که زمان، دما . نشان داده شده است

 .و فعالیت آنزیم، آبکافت پروتئین را تحت تاثیر قرار می دهد
ان و نسبت آنزیم به سوبسترا بـر روي          رابطه زم  3-3-1

  درجه آبکافت
تـاثیر میـزان مـصرف آنـزیم و زمـان را روي درجـه           ) 2(شکل

ضـایعات کــشتارگاه مـرغ در سـطح ثابــت     آبکافـت پـروتئین  
 تــا 75/91درمحـدوده  زمـانی   .  نـشان مـی دهـد   C◦50دمـایی 

 11/0 تـا  07/0 دقیقـه و نـسبت آنـزیم بـه سوبـسترا از      9/153
ــر   ــسون ب ــد آن ــالایی    واح ــت ب ــه آبکاف ــروتئین درج ــرم پ گ

مشاهده مـی شـود و خـارج از ایـن محـدوده  افـزایش زمـان           
و میــزان مــصرف آنــزیم تــاثیري مثبتــی روي درجــه آبکافــت 

  .ندارد
 رابطه دما و نسبت آنزیم به سوبـسترا بـر روي            3-3-2

  درجه آبکافت
تاثیر میزان مصرف آنزیم و دمـا بـر روي درجـه            ) 3( در شکل 

ئین ضایعات کـشتارگاه مـرغ وقتـی کـه زمـان در       آبکافت پروت 
دمــا در .  دقیقــه ثابــت اســت مــشاهده مــی گــردد120ســطح 
 تا حدود 07/0 و نسبت آنزیم به سوبسترا C◦ 55 تا 47محدوده

 واحد آنسون بـر گـرم پـروتئین درجـه آبکافـت بـالایی               11/0
مشاهده می شود و پس از آن افزایش دما باعث کاهش درجـه            

 و افزایش میـزان مـصرف آنـزیم تـاثیري در            آبکافت می گردد  
  . میزان درجه آبکافت ندارد

   رابطه زمان و دما بر روي درجه آبکافت3-3-3
 تاثیر زمان و دما بر روي درجـه آبکافـت پـروتئین           4در شکل   

سوبسترا در سطح ساردین پهلو طلایی وقتی که نسبت آنزیم به 
در .  واحد آنسون بر گرم ثابت است مشاهده می گـردد          089/0

 75/91 و محدوده زمانی   C ◦55 تا47محدوده دمایی محدوده
 دقیقه بیشترین میزان درجه آبکافت مشاهده می گردد 9/153تا 

  .و خارج از این محدوده کاهش درجه آبکافت را شاهدیم
 

p F MS df SS  هاعامل  

0001/0 *** 11/22  23/29  مدل 08/263 9 
 متغیرهاي مستقل     

01/0 * 04/11 نسبت آنزیم به  6/14 1 6/14 
 )X 1(سوبسترا 

019/0 * 59/8  )X 2(زمان  36/11 1 36/11 

004/0 ** 6/16  )X 3(دما  94/21 1 94/21 
 اثر متقابل     

834/0  047/0  062/0 1 062/0 1  X2 X 

871/0  028/0  037/0 1 037/0 1  X3 X 

952/0  88/3  132/5 1 132/5 2  X 3 X 
 توان دوم     

0001/0 *** 81/57  42/76 1 42/76 12X 

0001/0 *** 98/84  23/112 1 23/112 22X 

0021/0 ** 87/19  26/26 1 26/26 32X 

067/0  27/7  95/1  فقدان تناسب 77/9 5 
  27/0  خطاي خالص 81/0 3 
 تصحیح کلی 66/273 17   
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   منحنی سطح پاسخ و تراز اثر زمان و نسبت آنزیم بر روي درصد درجه آبکافت2شکل

  منحنی سطح پاسخ و تراز اثر دما و نسبت آنزیم بر روي درصد درجه آبکافت3شکل 

 

 منحنی سطح پاسخ و تراز اثر دما و زمان بر روي درصد درجه آبکافت 4شکل 

ــوع     ــایش از ن ــن آزم ــدي حاصــله در ای ــاي ســه بع نموداره
نمودارهاي حداکثر است و می تواند میزان حداکثر پاسخ را در        

همانطور که در شکل ها دیده مـی  . شان دهدمحدوده انتخابی ن 

شود اگر مقادیر متغیرهاي انتخابی در محدوده بهینه باشد درجه 
آبکافت تا زمانی کـه ترکیـب زمـان، دمـا و نـسبت آنـزیم بـه                
. سوبسترا به مقدار تولید حداکثر محصول برسد افـزایش میابـد         

 

 

 

  
  

    
  

 

۵/۱۷۶  

۵۷ 

  زمان

 دما

۵/۶۳  ۱/۸۸  ۷/۱۰۹  ۳/۱۳۱  ۹/۱۵۳  
۴۳ 

۴۵ 

۴۷ 

۴۹ 

۵۱ 

۵۳ 

۵۵ 

۱۰ 
۱۲ ۱۲ 

۱۴ 

۱۴ ۱۶ 

۸/۱۸ 

۵۷ 

سوبسترا به آنزيم نسبت  

 دما

 ۰۷/۰   ۰۸/۰   ۰۹/۰   ۱۰/۰   ۱۱/۰   
۴۳ 

۴۵ 

۴۷ 

۴۹ 

۵۱ 

۵۳ 

۵۵ 

۱۲ 

۱۴ 

۱۴ 
   ۱۶  

۸/۱۸  

 
سوبسترا به آنزيم نسبت  

 زمان

۵/۱۷۶  
۱۲ 

 ۰۷/۰   ۰۸/۰   ۰۹/۰   ۱/۰   ۱۱/۰  
۵/۶۳  

۱/۸۶  

۷/۱۰۹  

۳/۱۳۱  

۹/۱۵۳  

۱۰ 

۱۲ 
۱۴ ۱۶ 

۸/۱۸  

۰۷۷/۰  
۰۸۹/۰  

۱۰۱/۰  
۱۱۳/۰  

۷۵/۹۱  
۱۲۰ 

۲۵/۱۴۸  
۵/۱۷۶  

۷ 

١٠   

۱۳ 

۱۶ 

١٩   

۰۶۵/۰ زمان  ۵/۶۳  

%
درجه
 

آبکافت
 

سوبسترا به آنزيم نسبت  

۰۶۵/۰  
۰۷۷/۰  

۰۸۹/۰  
۱۰۱/۰  

۱۱۳/۰  

۴۳ 
۵/۴۶  

۵۰ 
۵/۵۳  

۵۷ 

۴/۸  

۸۵/۱۰  

۳/۱۳  

۷۵/۱۵  

۲/۱۸  

 %
درجه
 

آبکافت
 

سوبسترا به آنزيم نسبت  
 دما

۵/۶۳  
۷۵/۹۱  

۱۲۰ 
۲۵/۱۴۸  

۵/۱۷۶  

۴۳ 
۵/۴۶  

۵۰ 
۵/۵۳  

۵۷ 

٧   

۱۰ 

۱۳ 

۱۶ 

۱۹ 

 %
درجه

  
آبکافت

  

 دما زمان
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ر اما اگر شرایط انتخابی آزمایش خارج از این محدوده باشـد د    
عین اینکه این مقادیر ممکن است بالاتر از مقادیر انتخـابی در             
محدوده بهینه باشد، درجه آبکافت نمی تواند به حداکثر برسـد    
و سطح آن پایین تر از مقادیر حداکثر حاصل از محدوده بهینه             

این مسئله تایید می کند که زمان، دما و میزان آنزیم . خواهد بود
  . ت تاثیر داردمصرفی بر روي درجه آبکاف

 آنزیمـی  شـده  کاتالیز هاي واکنش مورد در مهم نکات از یکی
 قوانین از باید شیمیایی هاي واکنش سایر همچون که است این

 پـیش  صـورتی  در تنها واکنش بویژه. کنند پیروي ترمودینامیک
. باشـد  همراه اصلی آزاد انرژي سطح کاهش یک با که رود می
 نتیجـه  در. باشـد  منفـی  آن در گیـبس  انـرژي  دیگـر  عبارت به

 انجـام  واکنش تا باشد مشخصی سطح در باید سوبسترا غلظت
 بـا  بنـابراین . ]37[ باشـد  بهینـه  نهـایی  فـرآورده  میـزان  و گیرد

 بـه  آنـزیم  فعالیت و شده اشباع آنزیم, سوبسترا غلظت افزایش
 اما همیشه افزایش میزان سوبسترا      .رود می پیش حداکثر سمت

دلیل بر کارایی بیشتر نیست و در مطالعات کینتیک آنزیمی یک   
رابطه کنشی بین میزان آنزیم و مقدار سوبسترا برقـرار اسـت و           
در یک نقطه یا محدوده بهینه کارایی آنزیم حداکثر خواهد بود           

این مسئله می تواند توضیح دهد که چرا افـزایش میـزان    . ]38[
 واحد آنسون بر گرم پروتئین نمـی        11/0آنزیم مصرفی از حد     

  .تواند به تولید پروتئین با حداکثر درجه آبکافت منجر شود
در مطالعات دیگر تولید پروتئین آبکافت شـده از سـر      

 کاهش غلظت مرغ با استفاده از آنزیم نئوتراز نیز نشان داد که با
مطالعـه روي    همچنـین     . ]15[سوبسترا آبکافت افزایش میابـد    

پروتئین آبکافت شده ضایعات خرچنـگ دراز آب شـیرین  بـا      
آنزیم اپتیماز نشان داد کـه درصـد درجـه آبکافـت بـا کـاهش               

در تحقیقـی دیگـر     . ]39[افزایش میابد % 45غلظت سوبسترا به    
افت شـد و مـشاهده      نیز پروتئین هاي سبزیجات با آلکالاز آبک      

گردید که سامانه واکنش از بازدارندگی سوبسترا و غیـر فعـال             
بنابراین مـی   . ]40[شدن متاثر از غلظت آنزیم پیروي می نماید       

توان نتیجه گیري نمود که در واکنش آنزیمی پروتئین ضایعات         

کشتارگاهی مرغ اگر نسبت آنزیم به سوبسترا از یک حد تجاوز 
غیر فعال شدن پـیش مـی رود و خـود       نماید واکنش به سمت     

  .محصول تولیدي نیز می تواند عامل بازدارنده باشد
 درجـه  روي بـر  مختلف عوامل تاثیر بررسی در دیگر سوي از

 نیـز  زمـان  و دما عامل دو که شد دیده مطالعه این در  آبکافت
 درصـد  کـاهش . داشـتند  آبکافـت  درجـه  بـر  داري معنـی  تاثیر

 دناتوراسـیون  افـزایش  اثـر  در توانـد  می دما افزایش با آبکافت
 و 9،11[ دهـد  می کاهش آنرا بیولوژیک فعالیت که باشد آنزیم

 آنزیم نسبت و زمان و دما ، pHترکیب تاثیر رابطه این در. ]41
 مــاهی، سـگ  کوســه ماهیچـه  آبکافــت طـول  در سوبــسترا بـه 

 تاثیر نیز علفخوار کپور پوست و طلایی کپور کنی فیله ضایعات
 41،42[ اسـت  داشـته  پپتیـدي  باندهاي شکست بر داري معنی

  .]43و
   تعیین مدل پاسخ سطحی3-3-4

از رگرسیون براي تعیین یک مدل سطح پاسخ بر اساس برآیند           
رهـاي مـستقل    پاسخ هاي خطی و  درجه دو و اثر متقابل متغی          

مدل رگرسیونی براي تخمین درجه آبکافت بـراي        . استفاده شد 
  . آمده است3مقادیر واقعی در فرمول شماره 

 
+ X 1) +45064/971 (+) -90262/148= (درجه آبکافت 

)30792/0 (+ 2  X) +86344/3 (+ 3  X) +064137/0 (+ 1X 

2 X ) + 40083/0 (+1X3 X) +40419/6 (+ 2X3 X +
)65208/5256- (1

2 X) +17405/1  - (2
2 X) +036983/0- (

3
2 X 

 ( 3فرمول  ) 

   بهینه سازي و اعتبار سنجی مدل3-3-5
در روند بهینه سازي میزان مصرف آنزیم حداقل و میزان درجه    

همچنـین زمـان و دمـاي       . آبکافت حداکثر در نظر گرفتـه شـد       
نتیجه . آبکافت آزاد شد تا در محدوده زمانی تعریف شده باشد   

 07/0حاصل از مدل عبارت بود از نسبت آنزیم به سوبـستراي       
 دقیقـه و دمـاي      69/127زمـان   , واحد آنسون بر گرم پروتئین      
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 درجه سانتی گراد  که در نتیجه بر اساس چنین شرایطی 51/52
  .بدست آمد % 42/15درجه آبکافت برابر 

براي تعیین اعتبار مدل سه آزمایش تحت شـرایط بهینـه انجـام     
نتـایج ایـن    . بدست آمد % 44/15 ±28/0شد که درجه آبکافت     

آزمایش با نتایج حاصـل از پـیش بینـی مـدل مطابقـت دارد و              
درنتیجه اثبات می کند که مدل قوي است و براي تخمین نتایج     

  .آزمایش قابل کاربرد است

ترکیب اسید آمینه پروتئین آبکافت شـده        -3-6

  تهیه شده در شرایط بهینه
 مـورد  آمینه اسیدهاي مقدار و نوع به غذایی مواد غذایی ارزش
  ضایعات شده آبکافت پروتئین پودر. است وابسته بدن نیاز

 تعیـین  جهـت  شیمیایی شاخص از و بود سفید مرغ کشتارگاه 
  ).4جدول (شد استفاده پروتئین این غذایی ارزش

 نمونـه  بـین  ضـروري  آمینـه  اسیدهاي سطح شیمیایی شاخص
 شاخصی و کند می مقایسه را استاندارد پروتئین و مطالعه مورد

 حاضـر  مطالعـه  در. ]44[ باشـد  مـی  پروتئین غذایی ارزش از
 FAO/WHO  مرجـع  پـروتئین  اسـاس  بر شیمیایی شاخص

 محاسبه جوان کپور ماهیان براي NRC وبراي انسان هاي بالغ 
 هر اساس بر هیستیدین و متیونین اساس براین. ]32،33[گردید

  مرجع اساس بر. بودند کننده محدود آمینه اسیدهاي  مرجع دو
 اسـاس  بـر  و والـین  و لوسین, لوسین ایزو آمینه اسیدهاي فائو

بقیه اسید هاي .  فنیل آلانین نیز محدود کننده بودNRC  مرجع
آمینه ضروري بر اساس مرجع  هاي استاندارد در حد مورد نیاز 

بیشترین میـزان اسـید هـاي آمینـه غیـر ضـروري       . موجود بوند 
 در این مطالعه از سر و پاي مرغ   .بود% 6/17گلایسین با مقدار    

ن اسـت بـه     استفاده شد و مشاهده مقدار بالاي گلایسین ممک ـ       
علت وجود پوست و استخوان موجود باشد که محتواي کلاژن     

محتواي اسـید   .بالایی دارد و کلاژن میزان بالایی گلایسین دارد  
آمینه در پروتئین آبکافت شده نشان می دهد که ایـن پـروتئین            

می تواند در جیره غذایی ماهی و همچنین به عنوان افزودنی در 
  .صنایع غذایی استفاده گردد

  کلی گیري نتیجه -3-7
  استفاده از منابع شیلاتی کم مصرف و ضایعات صنایع غذایی

     امروزه توجه زیادي را به خود جلـب کـرده اسـت کـه نـشان      
  می دهد این مواد حاوي ترکیبات با ارزشی است و مـی توانـد      

در ایـن میـان تولیـد    . تولید مواد بـا ارزش افـزوده بیانجامـد     به
پروتئین آبکافت شده از این منابع در سالیان اخیر مورد توجـه            

همچنین امروزه مطالعات گسترده اي بر روي تولید      . بوده است 
  . یک محصول در شرایط بهینه انجام می شود

روش سطح پاسخ به شکل موفقیت آمیزي بـراي بهینـه سـازي     
مل هاي تاثیر گزار بـر رونـد هیـدرولیز پـروتئین هـا مـورد                عا

این روش یـک روش ریاضـی       . ]47[استفاده قرار گرفته است     
تعیین تاثیر چندین فاکتور    , طراحی آزمایشات، ساخت مدل ها    

در .  و جستجوي شرایط بهینه براي پاسخ هاي مورد نیاز است         
ن کلـی  این تحقیق بررسی نمودارهاي باقی مانده، ضریب تعیـی     

2R تعیین فقدان تناسب، نسبت سیگنال به اختلال نشان داد که ،
مدل حاصل از این آزمایش از تناسب و اطمینان خـوبی بـراي             
ــت پــروتئین ضــایعات کــشتارگاهی   پــیش بینــی درجــه آبکاف

بر ایـن اسـاس در شـرایط نـسبت آنـزیم بـه              . برخوردار است 
 69/127زمـان   ,  واحد آنسون بر گرم پروتئین     07/0سوبستراي  

 درجه سانتی گـراد  پـروتئین بـا  درجـه           51/52دقیقه و دماي    
این پروتئین آبکافت شده . بدست خواهد آمد % 42/15آبکافت 

قابلیت استفاده در جیره غذایی آبزیان و صـنایع غـذایی را دارا         
 .خواهد بود
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ت شده ماهی ساردین پهلو طلایی و شاخص شیمیایی آن در مقایسه با پروتئین مرجع  ترکیب اسیدهاي آمینه پروتئین آبکاف  4جدول 
FAO/WHO)  گرم100گرم در (  

 
  FAO/WHO  اسید آمینه بر اساس مرجع  -1 میزان مورد نیا1
  NRC (1993)  بر اساس مرجع  میزان مورد نیاز اسید آمینه-2
 
 تشکر و تقدیر -4 

 فراهم جهت به مدرس تربیت دانشگاه از نویسندگان
 و کرده قدردانی و تشکر تحقیق این امکانات آوردن
 علیرضا مهندس و پور اویسی رضا محمود دکتر ازآقاي
 به سیستان شیلات پروري آبزي معاونت کارمند افشاري
  .نمایند می تشکر دریغ بی هاي کمک و همکاري جهت
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In this study Response Surface Methodology (RSM) was employed to investigate the effects of 
different operating conditions on the hydrolysation process of poultry by-products protein by the 
alcalase. Central Composite Design (CCD) by 5-level and 3-factor was used for the optimization of 
the hydrolysate production and to evaluate the effects and interactions of process variables: time 
(minute), temperature (C◦) and enzyme to substrate ratio on the response. The response was included 
degree of hydrolysation (%). The mathematical model showed good fit with the experimental data, 
since the R2 of 0.96 indicated that 96% of the variability within the range of values studied could be 
explained by the model. Furthermore lake of fit of the model was not significant (p<0.05). The 
optimum conditions for production of poultry by-products protein hydrolysate by 15.24% degree of 
hydrolysis were established as an enzyme activity to substrate ratio 0.07 AU/g protein; time 127.69 
minute, and temperature 52.51°C. According to amino acid analysis and chemical score, methionine 
and histidine was the limiting amino acids in the hydrolysate. The poultry by-products protein 
hydrolysate tends to be a potential source in balanced fish diets and functional additive in food 
industries. 
 
Key Words: hydrolysate, Poultry by-products, alcalase, Histidine, Methionine, Chemical score 
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