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همچنين همچنين همچنين همچنين ) ) ) ) درصددرصددرصددرصد    38383838/51111±39393939/2222((((دقيقه بود دقيقه بود دقيقه بود دقيقه بود     60606060دقيقه و زمان دقيقه و زمان دقيقه و زمان دقيقه و زمان     55نزيم آلكالاز و در دماي نزيم آلكالاز و در دماي نزيم آلكالاز و در دماي نزيم آلكالاز و در دماي آآآآپروتئيني بدست آمده در اين تحقيق مربوط به پروتئيني بدست آمده در اين تحقيق مربوط به پروتئيني بدست آمده در اين تحقيق مربوط به پروتئيني بدست آمده در اين تحقيق مربوط به 
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  مقدمه
 امعاء :شامل انيآبز آوري عمل عيصنا يجانب مواد نيرت عمده

 باشد يم تنه استخوانهاي و مهره ستون فلس، پوست، احشاء، و

)Benjakul & Morrissey , 1997.( عيصنا عاتيضا نيا 

 در فساد عيتسر باعث كه بوده يچرب و نيپروتئ از يغن يلاتيش

 باتيترك نيا اگر ).Bhaskar et al., 2008( گردد يم آنها

 سمت كي از رند،يبگ قرار استفاده مورد يا ژهيو نحو به يكيولوژيب

 ختن آنهاير دور از يناش يطيمح ستيز يآلودگ كاهش باعث

 به را بالا افزوده ارزش با يمحصولات ديتول گريد سوي از و شده

و  پور يسياو؛ 1389كوچكيان و ياسمي، ( داشت خواهند دنبال

 افزوده ارزش با يمحصولات ديتولراههاي يكي از . )1387 ،يقم

 منظور به پروتئاز هاي ميآنز كاربرد كم ارزش، خام مواد نيا از بالا

 & Kristinsson( باشد يم شده زيدروليه نيپروتئ ديتول

Rasco, 2000a.(داراي ان،يماه شده زيدروليه هاي نيپروتئ 

 دهاييپپت داشتن ليبدل مواد نيا، هستند يعيوس كاربردهاي

 از جمله ،يشياكسا ضد خواص و سولفات نيكندروت فعال، ستيز

 طرف از. شوند يم محسوب سرطان درمان براي مناسب مواد

 هضم تيقابل داراي دي،يپپت رهيزنج بودن كوتاه ليدل به گريد

 هيتغذ در ينيپروتئ مكمل عنوان به توانند يم و هستند ييبالا

 ،يو قم پور يسياو( رنديگ قرار استفاده مورد انيآبز و دام انسان،

 به شده زيدروليه هاي نيپروتئ موثر نقش نيهمچن. )1387

 اثبات به باكتري، كشت طهاييمح در تروژنين  منبع عنوان

 ,.Gildber et al., 1989; Ovissipour et al( است دهيرس

2009c; Safari et al., 2009( . زيدروليه روي ادييز قاتيتحق 

 تجاري هاي ميآنز از استفاده با يماه مختلف قسمتهاي يميآنز

 مختلف هاي ميآنز اثر قات،يتحق نيا از ارييبس. است شده انجام

 ميآنز به توان يم آن جمله از كه اند داده قرار يبررس مورد را

 Hoyle & Merritt, 1994 ; Shahidi( ياهيگ منشاء با نيپاپا

et al., 1995( اءمنش با نيپسيكموتر و نيپسيم تريآنز و 

 ,.Ovissipour et al., 2009c; Simpson et al( جانوري

 با نئوتراز و ميفلاورزا آلكالاز، پروتامكس، هاي ميآنز و )1998

 , Aspmo et al.,; Benjakul & Morrissey( يكروبيم منشاء

1997 2005; Bhaskar et al., 2008; Ovissipour et al., 

2009a; Ovissipour et al., 2009c; Safari et al., 2009( 

از  يكي )Aristichthys nobilis( كپور سرگنده .نمود اشاره

با توجه به  ؛شود ين محسوب ميريب شآ يپرورش يها گونه

ن و لزوم چاره يريآب ش يان پرورشيد ماهيش حجم توليافزا

ها  ن گونهيعات ايضا يطيست محيحل مشكلات زجهت  يشياند

 قيتحق شده، انيب مطالب به توجه نه از آنها و بايو استفاده به

 ياهيوگ يكروبيم منشاء با ميآنزسه  اثر مقايسه هدف با حاضر

راندمان بازيافت و درجه  روي) نيئپاپا و پروتامكس آلكالاز،(

 كپور ماهي ياحشا و امعاء هاي موجود در هيدروليز پروتئين

 .است شده انجام )Aristichthys nobilis( سرگنده

   

  كار مواد وروش
گين نبا ميا) Aristichthys nobilis( سرگنده كپور يهما

ماهي فروشان شهرستان  كيلوگرم در آبان ماه از بازار 2وزني 

 شگاهيآزما به يتيونولي ظروف با تهيه) استان مازندران( ساري 

 منتقل يسار شهرستان در واقع فناور يواحدها رشد مركز

 و هشد جدا يهما احشا و امعا ها نمونه دنيرس محض به. ديگرد

 از يمقدار سپس و شد چرخ كاملاً گوشت چرخ دستگاه با

 جهت( ييايميش بيترك نييتع منظور به شده چرخ يها نمونه

 يها بسته در يمابق و شد برداشته) هياول نيپروتئ زانيم نييتع

 شده نيتوز يتاليجيد يترازو با كه يگرم 50 بصورت يكيپلاست

 شده منجمد گراديسانت درجه -20 يدما در و ديگرد  يبند بسته

 منظور به .شدند يدار نگه حالت نيهم در شيآزما شروع تا و

 ميآنز دو از سرگنده، كپور يماه احشاء و امعاء يميآنز زيدروليه

 استفاده ياهيگ منشاء با ميآنز كي و يكروبيم منشاء با پروتئاز

 زمان تا و هيته دانمارك مينووزا شركت از ها ميآنز همه. شد

 زانيم. شدند داري نگه گراديسانت درجه 4 دماي در شيآزما

 يميآنز تيفعال زانيم .است هياول نيپروتئ درصد1 ميآنز مصرف

 سوبسترا به نيپروتئ لوگرميك هر يازا به آنسون واحد صورت به

)Au/kg protein (و پروتامكس و آلكالاز يبرا TU/mg 

وتئين هيدروليز جهت توليد پر .است شده ارائه نيپاپا يبرا100

 و خچالي ازنمونه  خروج از پسشده به شرح ذيل عمل شد؛ 

 يتريل يليم 250 ريما ارلن درون ها نمونه از گرم 50 ييانجمادزدا

 نسبت به مقطر آب تريل يليم 100 زانيم سپس و شد ختهير

 2 مدت به يتاليجيد همزن با و ديگرد اضافه ريما ارلن به) 2:1(

 با يمار بن در قهيدق 20 مدت به پسس شد زهيهموژن قهيدق

 يساز رفعاليغ منظور به گراديسانت درجه 85 حرارت درجه

 ;Guerard et al., 2002( شد داده قرار يداخل يها ميآنز

Ovissipour et al., 2009a.( pH  با ها نمونه pH اندازه سنج

  به نرمال 2/0 ميسد ديدروكسيه كردن اضافه با و گيري شد

pHدر هانمونه. شد دهيرسان) نيپاپا و پروتامكس( ،لازاآلك 
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 درجه 55 و 45 ،35 يدماها در متحرك انكوباتور دستگاه

 ارائه يدماها در هاميآنز نيب سهيمقا شيآزما يبرا گراديسانت

 rpm2000  ثابت دور با شده زيدروليه نيپروتئ توليد يبرا شده،

 به هانمونه يدما كه قهيدق 10 از پس و شد داده قرار قهيدقر د

 با) نيپروتئ زانيم درصد1( هاميآنز ديرس نظر مورد يدما

 هر از پس و شدند  اضافه يتاليجيد يترازو و كروسمپلريم

 60 زمان(شيآزما انيپا در و) قهيدق 30 و 15 زمان( يريگ نمونه

 15 مدت به يآب حمام در يميآنز واكنش قطع منظور به) قهيدق

 Guerard(  شدند داده قرار گرادينتسا درجه 95 يدما در قهيدق

et al. 2002; Ovissipour et al., 2009a.( يهانيپروتئ 

 فوژيسانتر از استفاده با و شد سرد خي از استفاده با شده زيدروليه

 قهيدق 20 مدت به گراديسانت درجه 10 در g 8000× دور با

سرنگ  از استفاده با ها هنمون نتناتسوپر .سانتريفوژ شدند

 و شد ينگهدار زريفر در شده زيدروليه نيپروتئ و شد يآور عجم

 - 60 يدردما يانجماد كن خشك دستگاه از استفاده با سپس

 بصورت تا شد داده قرار گراديسانت درجه - 70 تا گراديسانت درجه

  ).Krisstinson & Rasco, 2000a( نديدرآ پودر

ال به روش كلد   (N×6/25)ميزان كل پروتئين در مواد خام

ميزان پروتئين سوپرناتانت به .  (AOAC, 2002)بدست آمد

  . تعيين شد) layne, 1957(روش بيورت 

) Singh )1996 و Fonkwe روش براساس هيدروليز ميزان

 مبناي. شد گيري اندازه (TCA) اسيد كلرواستيك تري كمك به

 تري در محلول هاي پروتئين نسبت درصد گيري اندازه روش اين

 نمونه در موجود هاي پروتئين كل به درصد 10 اسيد كلرواستيك

 تري ليتر ميلي 5 با نمونه از ليتر ميلي 5 منظور اين براي. باشد مي

 زدن هم به از پس و گرديد مخلوط درصد 20 اسيد كلرواستيك

 سانتريفوژ دقيقه 10 زمان و rpm5000  با دقيقه، 5 مدت به

 ميزان و گيري زهاندا محلول فاز در پروتئين مقدار سپس. شد

   Krisstinson( گرديد محاسبه ريز 1رابطه  طريق از هيدروليز

&   Rasco, 2000b.(   

 DH = (TCA 10% soluble pr in%                  1رابطه

the supernatant/total pr in the sample) × 100              

 در ميآنز كي ييتوانا دهنده نشان ينيپروتئ افتيباز زانيم

 ماده اتيخصوص به كه ،باشد يم ماده كي يها نيپروتئ يجداساز

 در دارد يبستگ ميآنز تيفعال و زيدروليه طيشرا نظر، مورد

 ديگرد محاسبه 2 رابطه از ينيپروتئ افتيباز زانيم حاضر قيتحق

)(Shahidi et al., 1995.  
  2 رابطه

      

 

فت بازيا راندماندرجه هيدروليز و  سهيمقا منظور به

هاي  آنزيم  تحت تاثير هاي حاصله از امعاء و احشا پروتئين

 و طرفه كي انسيوار زيآنال از ينئپاپا و پروتامكس آلكالاز،

 افزار نرم و درصد 95 اعتماد سطح در دانكن آماري آزمون

   .شد استفاده آماري زيآنال براي SPSS آماري

  

  نتايج
دروليز شده بازيافت پروتئيني پروتئين هي راندماننتايج 

در ) ين و پروتامكسئآلكالاز،  پاپا(آنزيم تجاري  3توليدي توسط 

نتايج حاكي از آن است كه در . نشان داده شده است  1 جدول

ي تحت تاثير پروتئينبازيافت  راندمان هر  سه آنزيم مورد بررسي

و زمان هيدروليز است، بطوريكه با افزايش زمان درجه حرارت 

بازيافت راندمان  ؛رارت فرايند هيدروليزو درجه حهيدروليز 

سه قايمنتايج  يابد هاي افزايش مي در تمامي آنزيمني پروتئي

حاكي از آن ني پروتئيراندمان بازيافت ها از لحاظ  عملكرد آنزيم

 55و  45، 35(است كه در هر كدام از دماهاي مورد بررسي 

پروتئين بازيافت پروتئيني مربوط به  راندمان) درجه سانتيگراد

هيدروليز شده توسط آنزيم آلكالاز در زمانهاي مختلف بطور 

ين و پروتامكس ئبيشتر از دو آنزيم پاپا  )>05/0P(داري معني

  .باشدمي

  

  
 
 
 

Total Protein in supernatant (%)
(%) 100

Total Protein in Sample (%)

PR = ×
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در )  ين و پروتامكسئآلكالاز ، پاپا(آنزيم تجاري  3تغييرات بازيافت پروتئيني، پروتئين هيدروليز شده توليدي توسط  : 1جدول 

 ط دمايي يكسان و در زمانهاي مختلفشراي

  

 دماي هيدروليز

  )درجه سانتيگراد(
  زمانهاي هيدروليز                                                   نوع آنزيم

      15   30    60   
54/22 ±09/2   آلكالاز  35 A

*
 42/1± 68/30 A 49/1± 98/38 A 

57/19 ±05/1   ينئپاپا B 65/1 ± 63/28 B 50/1± 89/35 B 

96/18 ±43/1   كسپروتام C 91/0 ± 54/26 C 74/0± 47/33 C 

99/27 ±44/0   آلكالاز  45 A
*

 20/1 ± 74/36 A 71/1± 75/46 A 

57/24 ±97/0   ينئپاپا B 33/1 ± 22/32 B 41/1± 69/40 B 

88/23 ±62/0   پروتامكس C 52/1 ± 28/30 C 76/0± 34/39 C 

52/32 ±57/1   آلكالاز  55 A
*

 10/2 ± 11/39 A 39/2± 38/51 A 

17/28 ±75/0   ينئپاپا B 9/0 ± 57/36 B 43/0± 84/45 B 

13/27 ±61/0   پروتامكس C 64/0 ± 14/35 C 21/1± 87/43 C 

، )انحراف از معيار  ± ميانگين (و زمانهاي مختلف بر حسب دقيقه  بر حسب سانتيگرادبازيافت پروتئيني بر حسب درصد در دماهاي گوناگون  راندمانتغييرات  *

زمانهاي مختلف هيدروليز مي در آنزيم هاي مختلف شترك نشان دهنده عدم تفاوت معني دار و حروف متفاوت نشان دهنده وجود تفاوت معني دار بين حروف م

  .باشد

هاي مورد بررسي در اين  ميآنزون يزاسيدروليج درجه هينتا

مطالعه شامل آلكالاز، پاپائين و پروتامكس جهت توليد پروتئين 

نشان داده شده است،  3-3الي  3-1ل اشكادر  شده هيدروليز 

ون به يزاسيدرولين مطلب است كه  درجه هيج نشان دهنده اينتا

ز است، يدروليو زمان ه درجه حرارتر يتحت تاث يدار يطور معن

و درجه حرارت فرايند ز يدروليش زمان هيكه با افزايبطور

بيشينه و  )>05/0P(افت يش يافزا هيدروليز در تمامي آنزيم

 55درجه حرارت آنزيم در  3براي هر ون يزاسيدروليدرجه ه

دست آمد و كمينه آن نيز بدقيقه  60و در زمان  گراددرجه سانتي

دقيقه  15درجه سانتيگراد و در زمان  35در درجه حرارت 

   . حاصل گرديد
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  مختلف ين در زمانها و درجه حرارتهايئم پاپايون آنزيزاسيدروليرات درجه هييتغ : 2نمودار 

  

  

  

  

  مختلف يم پروتامكس در زمانها و درجه حرارتهايون آنزيزاسيدروليرات درجه هييتغ : 3نمودار 

  بحث
دهنده توانايي يك آنزيم در  انراندمان بازيافت پروتئيني نش

باشد، كه به خصوصيات ماده  هاي يك ماده مي جداسازي پروتئين
راندمان  .مورد نظر، شرايط هيدروليز و فعاليت آنزيم بستگي دارد

آنزيم مورد بررسي در اين مطالعه با  3بازيافت پروتئيني در هر 
ين طوريكه كمتربافزايش زمان و دماي هيدروليز افزايش يافت 

دقيقه و  15آنزيم در زمان  3راندمان بازيافت پروتئيني براي هر 
درجه سانتيگراد  35بيشترين راندمان بازيافت پروتئيني در دماي 

هاي بكار رفته در واكنش  آنزيم مقايسه. ثبت گرديد
هيدروليزاسيون جهت توليد پروتئين هيدروليز شده از لحاظ 

دار   اختلاف معني دهنده راندمان بازيافت پروتئين نشان
)05/0P<( ها از لحاظ اين شاخص است، بطوريكه بين آنزيم

در شرايط يكسان دمايي و ) 1جدول (مطابق نتايج بدست آمده 
در زمانهاي مختلف بيشترين ميزان بازيافت پروتئين مربوط به 

آنزيم آلكالاز و كمترين آن مربوط به آنزيم پروتامكس بود 
رين راندمان بازبافت پروتئيني مربوط بطوريكه در  مجموع بيشت
دقيقه و  60درجه سانتيگراد و زمان  55به آنزيم آلكالاز در دماي 

بت گرديد؛ كمترين ميزان راندمان ث درصد 38/51±39/2معادل 
 35بازيافت پروتئيني نيز مربوط به آنزيم پروتامكس در دماي 

 96/18±43/1دقيقه و معادل  15درجه سانتيگراد و زمان 
دهنده تاثيرگذاري بيشتر آنزيم بدست آمد؛ اين نتايج نشان

باشد،  بالا  يند هيدروليز ميآآلكالاز نسبت به دو آنزيم ديگر در فر
يند هيدروليز آآنزيم آلكالاز در فر پروتئولتيكي فعاليتبودن 

ها در ساير مطالعات نيز اثبات گرديده است،  نسبت به ساير آنزيم
 پنجدر بررسي اثر  )2009 (همكاران  و  Ovissipourبطوريكه 

 احشاء و امعاء شده هيدروليز پروتئين خواص روي پروتئاز آنزيم

نتيجه گرفتند كه بيشترين ميزان پروتئين  ايراني تاسماهي
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از اين  و باشد مي آلكالاز توسط شده توليد فرآورده به مربوط
 ديبع مرتبه در ترتيببفلاورزايم  و پروتامكس هاي آنزيملحاظ 

 خواص بررسي پارامترهاي مهمترين از يكي. قرار داشتند

 كه باشد مي هيدروليزاسيون درجه شده، هاي هيدروليز نپروتئي

كنترل . كند مي بيان را پپتيدي شدن باندهاي شكسته ميزان
پروتئين  خواص از بسياري كه زيرا است، مهم ميزان اين بسيار

انحلال  ميزان آزاد، نهآمي اسيدهاي ميزان جمله از شده هيدروليز
 و شدت به وابسته شده، توليد پروتئين مولكولي وزن و پذيري

 طرف از .(Slizyte et al., 2005) باشد مي درجه هيدروليزاسيون

 خواص رفتن بين از باعث آنزيمي كه شديد هيدروليز ديگر

 كودكان تغذيه در را كاربرد آنها و شده ها پروتيئن زاي حساسيت

 درجه بررسي با ازد،س مي ممكن ،حساسيت دچار

 (Mahmoud, 1994).د شو مي زده تخمين هيدروليزاسيون،
هاي تجاري مورد  آنزيم هيدروليزاسيون درجه به مربوط نتايج

 كه دهد يم نشان) 3و  2، 1نمودارهاي (استفاده در اين مطالعه 

در  هيدروليزاسيون درجه هيدروليزاسيون،يند آفر زمان ايشزاف با
 از كه است درحالي اين، كند مي پيدا افزايشها  آنزيم تمامي

 ميزان بيشترين طوريكهب. ودش مي كاسته هيدروليز نرخ و شدت
 است داده رخ دوم در تمامي دماها دقيقه 15 در هيدروليزاسيون

 نتايج مشابه نتايج اين. باشد مي مشابه آنزيم سه در حالت اينكه 
 Diniz & Martin,1997 Guerard et;(باشد  مي محققين ساير

al., 2002 Kristinsson & Rasco 2000b; Kristinsson & 

Rasco 2000a; Ovissipour et al., 2009a; Ovissipour et 

al., 2009b .( نمود توجيه چنين توان يم راوضعيت  اين علت 

 در پپتيدي باندهاي تعداد هيدروليزاسيون، زمان افزايش با كه

 فعاليت ميزان از همچنين كند، مي داپي كاهش آنزيم دسترس

شود  كه در مجموع موجب مي شود مي كاسته آنزيم پروتئولتيكي
 گيري شكل ديگر طرف از. كه شدت هيدروليز كاهش يابد

 تواند مي نيز هستند فعاليت آنزيمي كننده ممانعت كه تركيباتي

 ;Ovissipour et al., 2009b( باشد دخيل امر اين در

Ovissipour et al., 2009a; Guerard et al., 2002 .( افزايش
درجه هيدروليز همزمان با افزايش زمان واكنش هيدروليز و 
دماي هيدروليز در ساير مطالعات نيز مشاهده شده است از جمله 

هاي  بر روي ويژگي )Rasco )2000و   Kristinssonدر مطالعه 
اهي آزاد بيوشيميايي و كاربردي پروتئين هيدروليز شده عضله م

توسط پروتئازهاي قليايي مختلف؛ در ) Salmo salar(آتلانتيك 
هاي ضايعات ماهي تن زرد باله  مطالعه هيدروليز آنزيمي پروتئين

)Thunnus albacores (  با استفاده از آلكالاز توسطGuerard  
و همكاران  Ovissipour؛ همچنين مطالعه  )2001(و همكاران 

دروليز توليد شده از ضايعات سر ماهي روي پروتئين هي )2009(
در مطالعه . تن زرد باله با استفاده از آنزيم آلكالاز و پروتامكس

ها  حاضر نيز بيشترين درجه هيدروليزاسيون براي هر يك از آنزيم

دقيقه مشاهده  60درجه سانتيگراد و در زمان  55در دماي 
درجه  35آنزيم در دماي  3گرديد و كمترين آن نيز براي هر 

 درجه بين مقايسه. دقيقه مشاهده شد 15سانتيگراد و زمان 

 دهد مي نشان واكنش پايان در مختلف هاي آنزيم هيدروليزاسيون

 صورت به آلكالاز آنزيم توسط هيدروليزاسيون درجه كه

با توجه . )>05/0P( باشد مي بالاتر ديگر آنزيم دو از داري معني
افزون ماهيان پرورشي موضوع به توسعه آبزي پروري و توليد روز

اي افزايش ضايعات حاصل از اين بخش صنعت شيلات در آينده
نه چندان دور شبيه ضايعات حاصل از صيد از درياها مشكل ساز 
خواهد شد و قاعدتا تبعات زيست محيطي را نيز به دنبال خواهد 

هاي تجاري  يند هيدروليزاسيون توسط آنزيمآاستفاده از فر. داشت
ظور حذف اين ضايعات و تبديل آنها به موادي داراي ارزش به من

با توجه به . تواند به عنوان راهكاري مناسب مطرح باشد افزوده مي
تواند  نتايج بدست آمده از اين مطالعه استفاده از آنزيم آلكالاز مي

موجب توليد پروتئين هيدروليز شده با خواص كيفي مطلوبي 
ي و درجه هيدروليزاسيون بالا چون راندمان بازيافت پروتئين

  .گردد
  

  تشكر و قدرداني 
اين پژوهش در قالب پايان نامه كارشناسي ارشد انجام گرفته 

از همكاري و مساعدت هاي آقايان دكتر محمود رضا . است
  .اويسي پور و خانم ماهرخ نعمتي تقدير مي گردد
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Abstract   
The present study compared the properties of Bighead carp (Aristichthys nobilis) visceral, 

viscera use of commercial enzymes (Alcalase, Papain, and Protamex), recovery protein and 

degree of hydrolysis in the various temperatures and times of hydrolysis process. According 

to results, increase in time and temperature in hydrolysis process, led to increase in both 

recovery protein and degree of hydrolysis. Maximum of these parameters were observed at 

55°C and 60min. minimum of parameters were observed at 35°C and 15min. In addition, 

among enzymes being investigated, Alcalase had high rate of recovery protein and degree of 

hydrolysis in equal temperature and times different from others enzymes (Papain and 

Protamex). Maximum mean of recovery protein for Alcalase was %51.38±2.39 in 55°C and 

60 min of hydrolysis process. Also, maximum degree of hydrolysis for Alcalaqse was more 

than 20% at 55°C and 60 min of hydrolysis process. In conclusion, use of Alcalase enzyme 

induces product protein hydrolysates from Bighead Carp (Aristichthys nobilis) viscera that 

have suitable quality than others enzymes (Papain, and Protamex). 
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