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های خطرناکی از جمله سرطان و در مواد غذایی باعث های زنده باعث بیماریاکسیداسیون در اندام

های سنتزی عوارض نامطلوب و خطرناکی بر گردد. آنتی اکسیدانفساد و ضررهای اقتصادی سنگینس می

سلامتی انسان دارند، از این رو شناسایی ترکیبات ضداکایشی طبیعی از نیازهای اصلی صنعت مواد غذایی 

ای از ترکیبات با ارزش % ماهی اولیه که منابع بالقوه 50-70حدود  هااست. در صنایع فرآوری ماهی

بنابراین یافتن راهی جهت شود. عنوان ضایعات تولید میای مانند آمینو اسیدهای ضروری هستند بهتغذیه

ی بالا مانند پپتیدهای زیست بخش با ارزش افزودهی بهینه از این ضایعات و تولید ترکیبات سلامتیاستفاده

 30-300فعال از اهمیت زیادی برخوردار است. در این پژوهش به بررسی تاثیر شرایط هیدرولیز )زمان: 

های از )آلکالاز و پانکراتین( بر درجه هیدرولیز و ویژگیدرصد( و نوع پروتئ 5/0-3دقیقه و غلظت آنزیم 

، شلاته کنندگی یون آهن، مهار رادیکال نیتریک اکسید، ظرفیت DPPHضداکسایشی )مهار رادیکال 

ضداکسایشی کل و احیاء کنندگی یون آهن( پروتئین هیدرولیز شده حاصل از امعاء و احشا ماهی هوور 

پاسخ پرداخته شد. نتایج نشان داد که شرایط بهینه جهت دستیابی به مسقطی با استفاده از روش سطح 

و  9/146ترتیب عبارت بودند از: زمان هیدرولیز های ضداکسایشی با آلکالاز و پانکراتین بهبیشترین ویژگی

های هیدرولیز درصد؛ در این شرایط درجه هیدرولیز پروتئین 17/2و  94/1و غلظت آنزیم  دقیقه 67/171

های ضداکسایشی هیدرولیز مقایسه ویژگی درصد محاسبه شد. 35/20درصد و  12/25ی تولیدی شده

های تولیدی با هردو پروتئاز نشان داد که آنزیم آلکالاز  منجر به تولید پروتئین هیدرولیز شده با شده

ئین هیدرولیز توان نتیجه گرفت که پروتبنابراین می تری نسبت به پانکراتین شد.خواص ضداکسایشی قوی

عنوان یک محصول سلامتی بخش و با شده امعاء احشا ماهی هوور مسقطی با استفاده از آنزیم آلکالاز به

های سلامتی بخش استفاده ارزش افزوده قابلیت کاربرد در تولید محصولات غذایی فراسودمند و مکمل

 نمود. 
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 مقدمه -1
ها و های آزاد نقش اساسی در اکسیداسیون لیپیدرادیکال

تجزیه اسیدهای چرب غیر اشباع دارند که منجر به وقوع 

-رنسیدیتی و کاهش عمر انبارمانی بسیاری از مواد غذایی می

های آزاد باعث تغییر در (. از سوی دیگر رادیکال1گردند )

DNA شوند های درون سلولی میمولکول، پروتئین و دیگر

های خطرناکی همچون، که در نتیجه منجر به بروز بیماری

عروقی، اختلالات سیستم عصبی، دیابت و -های قلبیبیماری

-گردند. بنابراین جلوگیری از تشکیل رادیکالحتی آلزایمر می

های آزاد و وقوع اکسیداسیون در بدن و مواد غذایی از 

وردار است. در حال حاضر برخی از ای برخاهمیت ویژه

1سنتزی مانند  ضداکسایشیترکیبات 
PG ،2

BHA  وBHT
3 

های آزاد در مواد طور معمول جهت مقابله با رادیکالبه

دلیل شوند؛ اما بههای بیولوژیکی استفاده میغذایی و سیستم

زایی آنها کاربرد این ترکیبات در صنایع غذایی پتانسیل بیماری

(. این مساله باعث افزایش 2به رو است ) رو با محدودیت

توجه به شناسایی ترکیبات آنتی اکسیدان طبیعی همچون 

-(. مصرف آنتی اکسیدان3پپتیدهای زیست فعال شده است )

بدن باعث  ضداکسایشیهای طبیعی با افزایش پتانسیل 

(. همچنین این 4گردد )افزایش سطح سلامتی انسان می

ر اکسیداسیون لیپیدی در مواد غذایی ترکیبات منجر به تاخی

ای محصولات شوند که علاوه بر بهبود کیفیت تغذیهمی

کنند غذایی به پایداری، رنگ، طعم و بافت آنها نیز کمک می

فعال (. مطالعات نشان داده است که پپتیدهای زیست7-5)

های آمینواسید هستند و دارای ویژگی 2-20معمولا حاوی 

باشند از جمله: ضدفشار خون دی میسلامتی بخشی متعد

( و تنظیم کننده 10(، ضدباکتری )9(، آنتی اکسیدان )8)

-طور کلی پپتیدهای زیست فعال می(. به11سیستم ایمنی )

توانند در حین فرآوری مواد غذایی با هیدرولیز خود به 

                                                      
1- n-propyl gallate 

2 -Butylated hydroxytoluene  
3 -Butylated hydroxyanisole 

های هضم کننده های غذایی با استفاده از آنزیمخودی پروتئین

ا فراهم کردن شرایط هیدرولیز و با استفاده از درون زا و یا ب

پروتئازهای تجاری تولید شوند. علاوه بر این، پپتیدهای 

توانند در حین هضم گوارشی ماده غذایی زیست فعال می

بلعیده شده آزاد شوند. مطالعات نشان داده است که نوع 

آنزیم پروتئاز، شرایط هیدرولیز و منبع پروتئینی نقش مهمی 

(. در 12اص سلامتی بخش پپتیدهای حاصل دارند )در خو

فعال از منابع گیاهی و حیوانی های اخیر پپتیدهای زیستسال

( و گوشت مرغ 14(، هسته پرتقال )13مختلفی مانند شنبلیله )

تولید  ضداکسایشیاند. در این میان، پپتیدهای ( تولید شده15)

ردین شده از ضایعات فرآوری آبزیان همچون سر ماهی سا

(، پوست و سر 17) 4(، پوست و امعاء و احشا سپیداج16)

اند چرا ( مورد توجه زیادی قرار گرفته18) 5ماهی کت چرمی

که مشخص شده است که این پپتیدها پتانسیل سلامتی بخشی 

قابل توجهی دارند و قابلیت کاربرد مناسبی در تولید 

محصولات فراسودمند دارند. از سوی دیگر در صنایع 

تنها از گوشت سفید آنها در تولید کنسرو  هارآوری ماهیف

% ماهی اولیه )سر،  50-70شود و حدود ماهی استفاده می

امعا و احشاء، استخوان، پوست، کبد و گوشت تیره( که منابع 

ها و ای مانند پروتئینبالقوه ای از ترکیبات با ارزش تغذیه

دور ت بهعنوان ضایعاآمینو اسیدهای ضروری هستند به

شوند که منجر به آلودگی محیط زیست و ضررهای ریخته می

شود. با در نظر گرفتن اقتصادی سنگین به تولید کنندگان می

محدودیت منابع بیولوژیکی، آلودگی محیط زیست و صرفه 

اقتصادی واحدهای فرآوری آبزیان، یافتن راه حلی برای 

ل آنها به مدیریت و استفاده بهتر از این ضایعات و تبدی

فرآورده هایی با ارزش افزوده بالا امری ضروری است. امعاء 

و احشا ماهی یکی از مهمترین محصولات جانبی صنایع 

های ارزشمند فرآوری آبزیان است که حاوی فراکسیون

                                                      
4- cuttlefish 
5 -leatherjacket 
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-ها و مواد معدنی میپروتئینی و لیپیدی و همچنین ویتامین

ماهی تون میلیون تن  4سالانه در جهان حدود  (.19) باشد

 شود که در این میان هوور مسقطی با نام علمیصید می

Katsuwonus pelamis  بالاترین میزان صید را دارد و

گیرد؛ عمدتا برای تولید کنسرو ماهی مورد استفاده قرار می

بنابراین بخش زیادی از ضایعات کارخانجات کنسروماهی را 

د بیان شده، (. بنابراین با توجه به موار20دهد )تشکیل می

هدف از این پژوهش بررسی تاثیر زمان هیدرولیز و نوع 

های پروتئاز )آلکالاز و پانکراتین( بر درجه هیدرولیز و ویژگی

1)فعالیت مهار رادیکال  ضداکسایشی
DPPH احیاء کنندگی ،

کنندگی یون آهن، مهار رادیکال نیتریک یون آهن، شلاته

ولیز شده حاصل از کل( پروتئین هیدر ضداکسایشیاکسید و 

 امعاء و احشا ماهی هوور مسقطی بود.

 هامواد و روش -2

 مواد  -2-1

، کوماسی DPPHپانکراتین، آلکالاز، تری کلرواستیک اسید، 

(، فریک کلراید، پتاسیم فری سیانید، G250بریلیانت بلو )

دی کلرید آهن و فروزین از شرکت  مرک آلمان تهیه گردید. 

نیز با درجه خلوص آزمایشگاهی از سایر مواد شیمیایی 

 شرکت سیگما آمریکا تهیه شد.

 سازی نمونهآماده -2-2

امعاء و احشاء ماهی هوور مسقطی حاصل از ضایعات ابتدا 

مقطر فرآوری کارخانه ساحل صید کنارک )تحفه( با آب

-شسته و کاملا چرخ شدند. سپس جهت غیرفعال کردن آنزیم

درجه  95دقیقه در دمای  20های درونی ماهی، به مدت  

منظور کاهش سانتی گراد در بن ماری حرارت داده شده و به

دقیقه قرار گرفتند. خشک  10دما، در حمام آب یخ به مدت 

-درجه سانتی گراد به 30ها با قرار دادن در آون کردن نمونه

 ها آسیاب وی بعد نمونهساعت انجام شد. در مرحله 24مدت 

                                                      
1 - 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl  

های در نهایت نمونه ر داده شدند.عبو 40از الک با مش 

درجه سانتی  -20های پلی اتیلنی در فریزر  حاصل در کیسه

 (.21) های بعدی نگهداری شدندگراد برای انجام آزمون

 گیریچربی -2-3

)وزنی/ حجمی(  1:10منظور چربی زدایی، پودرها به نسبت به

ساعت در دمای اتاق همزده  5با هگزان مخلوط و به مدت 

شدند. سپس با استفاده از قیف بوخنر هگزان جدا شده و در 

ساعت خشک شدند.  5مدت درجه سانتی گراد به  30آون  

عبور داده شد  40پودر حاصل مجددا آسیاب و از الک با مش 

(21). 

 استخراج پروتئین -2-4

به نسبت گیری شده جهت استخراج پروتئین، پودر چربی

 1آن با استفاده از سود  pHبا آب مقطر مخلوط و  1:10

ساعت با استفاده از  1رسانده و به مدت  pH=10نرمال به 

همزن مغناطیسی همزده شد. سپس محلول حاصل در 

×rpm7000  دقیقه سانتریفیوژ و سوپرناتانت  20به مدت

 pH=4سوپرناتانت به  pHحاصل جمع آوری شد. سپس 

(pH تنظیم و به )ها، در  منظور ترسیب پروتئینایزوالکتریک

rpm×8000  دقیقه سانتریفوژ شد. در نهایت  20به مدت

 رسوب پروتئینی حاصل با آب مقطر دو بار شسته شد و در

rpm×7000 دقیقه مجددا سانتریفوژ گردید.  5مدت ، به

ایزوله پروتئینی حاصل با استفاده از دستگاه خشک کن 

 -20ها در فریزر انجمادی خشک و تا زمان انجام آزمون

 (.22نگهداری شد )درجه سانتی گراد 

 تهیه پروتئین هیدرولیز شده -2-5

درصد در بافر  5 (w/v)ایزوله پروتئینی حاصل در غلظت 

 pH =8برای پانکراتین و  pH =4/7مولار  M2/0فسفات 

 30برای آلکالاز حل و جهت هیدراته شدن کامل آن به مدت 

در دمای محیط همزده شد. سپس در انکوباتور شیکر دار با 

درجه سانتی گراد برای پانکراتین  40در دمای  rpm 200دور 

درجه سانتی گراد برای آلکالاز قرار داده شد. آنزیم به  50و 



 ...بهینه سازی شرایط هیدرولیز و نوع پروتئاز بر درجه هیدرولیز                                و همکاران                              کاوه

134 

ها اضافه و هیدرولیز به نمونه 1های ذکر شده در جدول سبتن

های مشخص شده در این جدول انجام شد. با توجه به زمان

ها درون حمام آب سازی آنزیم، ارلندر نهایت برای غیرفعال

دقیقه قرار گرفته و با استفاده  10مدت گراد به درجه سانتی 90

ها سپس نمونه از حمام آب یخ تا دمای محیط خنک شدند.

دقیقه سانتریفوژ شدند.  20به مدت  rpm 8000×با دور 

سوپرناتانت جدا و با استفاده از خشک کن انجمادی خشک 

درجه سانتی  -20های بعدی در دمای گردید و تا انجام آزمون

 (.13گراد نگهداری شد )

 گیری ترکیبات شیمیاییاندازه -2-6

اندازه گیری میزان رطوبت، پروتئین، خاکستر و چربی با 

 (.22، انجام شد )AOAC 2000استفاده از روش 

 تعیین درجه هیدرولیز  -2-7

سوسپانسیون پروتئین هیدرولیز شده و تری کلرواستیک اسید 

(M44/0 در نسبت حجمی )مخلوط و به مدت 1:1min 15 

شدند. سپس، انکوبه درجه سانتی گراد  4دقیقه در دمای 

سانتریفوژ شد.  min10و به مدت  rpm10000مخلوط در 

مقدار پروتئین موجود در سوپرناتانت حاوی تری کلرواستیک 

(. در نهایت، 9با روش برادفورد تعیین گردید ) M 22/0اسید 

 تعیین شد: 1درجه هیدرولیز با استفاده از فرمول 

(1          )
𝐷𝑒𝑔𝑟𝑒𝑒 𝑜𝑓 ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑙𝑦𝑠𝑖𝑠(%) =
𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛  𝑖𝑛 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡𝑎𝑛𝑡 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑖𝑛𝑖𝑛𝑔 𝑇𝐶𝐴

𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑖𝑛 ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑙𝑦𝑠𝑎𝑡𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑛
× 100 

اکسیدانی پروتئین هیدرولیز بررسی خصوصیات آنتی -2-8

 شده

 DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد  -2-8-1

( mg/ml10های حاصل در آب مقطر )ابتدا هیدرولیز شده

میلی  5/1میلی لیتر از هر نمونه با  ml5/1حل شدند سپس، 

-( مخلوط و بهmM15/0) DPPHلیتر از محلول اتانولی 

ثانیه ورتکس شدند. در مرحله بعد، مخلوط حاصل  20مدت 

 rpm4000دقیقه در تاریکی نگهداری و سپس در  30مدت به

شد. جذب محلول سوپرناتانت  دقیقه سانتریفوژ 10به مدت 

(. درصد مهار رادیکال 18خوانده شد ) nm517در طول موج 

 محاسبه گردید: 2با استفاده از فرمول  DPPHآزاد 

(2)  I (%) = [ 
𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘−𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘
] × 100 

 تعیین قدرت احیاءکنندگی یون آهن -2-8-2

های هیدرولیز آهن نمونهبرای تعیین قدرت احیاءکنندگی یون 

میلی لیتر نمونه حل شده در آب مقطر )در غلظت  5/0شده، 

mg/ml10 میلی لیتر بافرفسفات  5/0( باM2/0 (6/6=pH )

% مخلوط و در 1(W/V) سیانید میلی لیتر پتاسیم فری 5/0و 

شد. سپس، دقیقه انکوبه  20درجه سانتی گراد برای  50دمای 

% به مخلوط 10کلرو استیک اسید تریمیلی لیتر محلول  5/0

سانتریفوژ شد. در  rpm2500دقیقه در  10مدت اضافه و به

 2/0میلی لیتر آب مقطر و  1میلی لیتر سوپرناتانت با  1نهایت، 

درصد مخلوط گردید.  1/0 (W/V) میلی لیتر فریک کلراید 

دقیقه نگهداری مخلوط  10پس از  nm700جذب نمونه در 

خوانده شد. افزایش جذب مخلوط واکنش  در دمای محیط،

 (.23) نشان دهنده افزایش قدرت احیاءکنندگی است

 کنندگی یون آهنفعالیت شلاته -2-8-3

میلی لیتر نمونه 1کنندگی یون آهن، برای ارزیابی فعالیت شلاته

میلی  05/0( با mg/ml40حل شده در آب مقطر )غلظت 

میلی لیتر آب  85/1( و Mm2لیتر محلول دی کلرید آهن )

میلی لیتر محلول فروزین  1/0شد. سپس، دوبار تقطیر مخلوط 

(Mm5افزوده و مخلوط به شدت هم ) شد. جذب پس از زده

 nm 562دقیقه نگهداری مخلوط در دمای محیط در  10

(. از آب دوبار تقطیر به عنوان نمونه شاهد 24شد )خوانده 

ها با استفاده از معادله ندگی نمونهکناستفاده شد. فعالیت شلاته

  :محاسبه گردید 3
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(3)Chelating effect (%) =
(𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒)

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
× 100 

 کل ضداکسایشیظرفیت  -2-8-4

 5ظرفیتی به مولیبدن  6این روش بر مبنای احیاء مولیبدن 

باشد که با تشکیل کمپلکس سبز رنگ ظرفیتی می

 1/0فسفومولیبدن در محیط اسیدی همراه است. در این روش 

میلی لیتر از نمونه حل شده در آب مقطر )غلظت 

mg/ml10 میلی لیتر از معرف )اسیدسولفوریک  1( باM 

( mM 4و آمونیوم مولیبدات  Mm 28، فسفات سدیم  6/0

 90دقیقه در حمام آب   90در لوله اپندورف ریخته و به مدت 

قرار گرفت. پس از سرد شدن، جذب  درجه سانتی گراد

خوانده شد. از آب مقطر دوبار تقطیر به  nm 695ها در نمونه

ی عنوان نمونه شاهد استفاده گردید. جذب بیشتر نشان دهنده

 (.13) کل بیشتر است ضداکسایشیظرفیت 

 فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید -2-8-5

میکرولیتر سدیم نیترو پروکسید در بافر  60ه این منظور ب

PBS
نمونه حل شده در آب مقطر )غلظت  µl 60با  1

mg/ml10درجه سانتی  25( مخلوط گردید. سپس در دمای

 120دقیقه انکوبه شد. سپس  min 150گراد به مدت

میکرولیتر از معرف گریس به آن اضافه و جذب محلول 

فعالیت مهار رادیکال  (.25)شد خوانده  nm 546حاصل در 

 محاسبه گردید: 4ها با استفاده از معادله نیتریک اکسید نمونه

(4) 

𝑁𝑂 𝑐ℎ𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑛𝑔 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 =
(𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒)

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
×100 

 تجزیه و تحلیل آماری -2-9

 Design expertبهینه سازی شرایط هیدرولیز با نرم افزار 

و روش سطح پاسخ در قالب طرح مرکب مرکزی  7نسخه 

دقیقه( و نسبت  30-300های مستقل زمان )انجام شد. متغیر

درصد( و پاسخ مورد بررسی  5/0-3آنزیم به سوبسترا )

، DPPHقدرت احیاکنندگی یون آهن، فعالیت مهار رادیکال 

                                                      
1 - Phosphate-buffered saline 

کنندگی یون آهن، کل، فعالیت شلاته ضداکسایشیظرفیت 

الیت مهار رادیکال نیتریک اکسید و درجه هیدرولیز در نظر فع

گرفته شدند. برای مقایسه میانگین چربی، رطوبت، خاکستر و 

پروتئین نیز از آزمون چند دامنه ای دانکن در سطح اطمینان 

 ها در سه تکرار انجام شد.آزمون % استفاده شد. کلیه95

 نتایج و بحث -3

 ترکیبات شیمیایی  -3-1

گیری نشده میزان خاکستر، رطوبت و پروتئین پودر چربی

ذکر  1گیری شده و ایزوله پروتئین حاصل در جدول و چربی

 25/21گیری نشده میزان چربی در پودر چربیگردیده است. 

-گیری و استخراج پروتئین بهدرصد بود که پس از چربی

درصد کاهش یافت. همچنین میزان  10/4و  06/7ترتیب به 

بت و خاکستر هم روند کاهشی داشته و پس از استخراج رطو

درصد  15/3و  2/5درصد به  4/8و  03/8ترتیب از پروتئین به

تقلیل پیدا کردند.  از سوی دیگر میزان پروتئین در پودر 

درصد بود که پس از فرآیند  75/43چربی گیری نشده 

درصد افزایش یافت. میزان چربی پروتئین  5/87استخراج به 

طور یدرولیز شده نسبت به پودر اولیه امعاء و احشا ماهی بهه

تواند، به دلیل داری کمتر بود. کاهش میزان چربی میمعنی

 pHگیری و استخراج پروتئین در فرآیندهای چربی

درصد( در  5ایزوالکتریک باشد. میزان کم چربی )کمتر از 

-ی پروتئینی حاصل از کارایی خوب هگزان در چربیایزوله

گیری از امعاء و احشا ماهی است. روند کاهش رطوبت طی 

کارگیری تواند در نتیجه بهفرآیند استخراج پروتئین نیز  می

گراد بعد از فرآیند چربی ی سانتیدرجه 30آون با دمای 

-منظور خروج باقی مانده هگزان و همچنین بهگیری به

ی کارگیری خشک کن انجمادی برای خشک کردن ایزوله

ی حاصل نسبت به وتئینی باشد. افزایش پروتئین ایزولهپر

پودر امعاء و احشا اولیه علاوه بر کاهش میزان چربی طی 

دلیل حذف بخش زیادی از تواند بهگیری میفرآیند چربی

باشد. از سوی دیگر  pH=10ترکیبات غیر پروتئینی در 
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دلیل فرآیند استخراج تواند بهکاهش میزان خاکستر نیز می

روتئین باشد که بسیاری از ترکیبات آلی غیر پروتئینی و پ

 .]13[شوند املاح معدنی حذف می

 

 

Table 1. chemical composition of  Undefatted, defatted powder and protein isolate of   
Protein (%) Moisture (%) Fat (%) Ash (%)  

0.12
c

±43.75 0.35
a

±8.03 
 
0.12

a
±21.25 0.16

 a
 ±5.4 Undefatted powder 

0.16
b

±61.25 0.26
b

±7.2 0.11
b

±7.06 0.12
 b

 ±4.36 Defatted powder 

87.5±0.24
a 

0.25
c

±5.3 0.23
c

±4.10 0.11
 c

 ±1.15 Protein isolate 

level 0.05 at the difference significant no show columnletters in each  same with the Means 

 

 

 

تاثیر زمان، نسبت آنزیم به سوبسترا و نوع  -3-2

 DPPHپروتئاز بر فعالیت مهار رادیکال 

ی واریانس تاثیر زمان، نسبت آنزیم به سوبسترا و نتایج تجزیه

، ذکر 2در جدول  DPPHنوع پروتئاز بر فعالیت مهار رادیکال 

Aهای شده است. اثر زمان، نسبت آنزیم به سوبسترا و متغیر
2 

Bو 
های هیدرولیز شده DPPHبر فعالیت مهار رادیکال  2

دار حاصل از فعالیت هر دو آنزیم آلکالاز و پانکراتین معنی

 ضداکسایشیتنها بر فعالیت  ABبود، درحالیکه تاثیر متغیر 

(. p<05/0دار بود )ل از آلکالاز معنیهای حاصهیدرولیز شده

های مستقل با متغیر DPPHی فعالیت مهار رادیکال رابطه

درجه دوم و میزان ضریب همبستگی در مورد هیدرولیز 

 9995/0های حاصل از آلکالاز و پانکراتین به ترتیب شده

R
2
R 9521/0و =

2
بود که حاکی از توانایی بالای مدل در =

یرهای فرآیند بر فعالیت مهار رادیکال بینی تاثیر متغپیش

DPPH دار نبودن شاخص عدم باشد. از سوی دیگر معنیمی

، حاکی از این امر است که مدل به خوبی توانسته 1برازش

ی مهار ها را توصیف کند. رابطهتغییرات در مقدار داده

                                                      
1  -  Lack of fit 

با متغیرهای فرآیند هیدرولیز با آلکالاز و  DPPHرادیکال 

 کند.( تبعیت می6( و )5های )ترتیب از معادلهپانکراتین به

(5 ) 

𝐷𝑃𝑃𝐻 فعالیت مهار رادیکال

= +49.86 + 1.66 𝐴 + 4.60 𝐵
− 0.47 𝐴𝐵 − 11.05 𝐴2 − 8.10 𝐵2 

(6) 

𝐷𝑃𝑃𝐻 فعالیت مهار رادیکال

= +37.25 + 3.62 𝐴 + 5.10 𝐵
+ 1.03 𝐴𝐵 − 3.89 𝐴2 − 4.89 𝐵2 
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Table 2. ANOVA of DPPH radical scavenging activity and Total antioxidant capacity of protein hydrolysate 

with alcalase and pancreatin  

Coefficient 

estimate 

value P df Sum of squares  

Hydrolysis with alcalase 
Hydrolysis with pancreatin 

ANOVA of DPPH radical scavenging activity  
49.86 

37.25 

0.0001> 
0.0026 

5 
5 

 1026.18 
0.489 

Model 

1.66 
3.62 

 0.0001> 
0.0058 

1 
1 

22.02  
104.91 

A-time 

4.60 
5.10 

 0.0001> 
0.0013 

 1       
1 

 169.00 
207.91 

B- E/S 

-0.47 
1.03 

0.0328 
0.3968 

1 
1 

0.88 
4.22 

AB 

-11.05 
-3.89 

 0.0001> 
0.0088 

1 
1   

688.92 
85.38 

A
2 

-8.10 
-4.89 

0.0001> 
0.0034 

1 
1  

370.29 
134.80 

B
2 

 0.0828 
0.0651 

3 
3  

 0.49 
24.59 

Lac of fit 

ANOVA of total antioxidant capacity  

0.93 
0.46 

0.0004 
0.0111 

5 
5 

0.35 
2.94 

Model 

-0.021 
-0.46 

0.1884 
0.0027 

1 
1 

3.606 
1.71 

A-time 

0.19 
-0.036 

0.0001> 
0.6882 

1 
1 

0.29 
0.010 

B- E/S 

0.031 
-0.027 

0.1826 
0.8288 

1 
1 

3.721 
2.916 

AB 

-0.092 
0.46 

0.0027 
0.0056 

1 
1 

0.047 
1.21 

A
2

 

0.017 
0.16 

0.3619 
0.1614 

1 
1 

1.565 
0.15 

B
2

 

 0.2238 
0.0625 

3 
3 

6.568  
0.28 

Lac of fit 

 *A: hydrolysis time B: enzyme to substrate ratio 

 75/1، در مقادیر ثابت آنزیم )کمتر از A 1با توجه به شکل 

دقیقه باعث افزایش  182درصد(، افزایش زمان هیدرولیز تا 

به  DPPHهای حاصل در مهار رادیکال توانایی هیدرولیز شده

افزایش  75/1مقادیر آنزیم بالاتر از شد اما در  12/48میزان 

دقیقه باعث افزایش فعالیت  182زمان هیدرولیز تا 

درصد شد و افزایش بیشتر زمان  4/50تا  ضداکسایشی

های ثابت هیدرولیز تاثیر منفی داشت. از سوی دیگر، در زمان

درصد باعث افزایش  2هیدرولیز افزایش غلظت آنزیم تا 

درصد شد و افزایش بیشتر  4/50تا  ضداکسایشیفعالیت 

های حاصل غلظت آنزیم باعث کاهش توانایی هیدرولیز شده

گشت. با توجه به نمودار در زمان  DPPHدر مهار رادیکال 

درصد،  98/1دقیقه و غلظت آنزیم  49/173هیدرولیز 

درصد  55/50میزان به ضداکسایشیبیشترین میزان فعالیت 

های حاصل از فعالیت رولیز شدهشود. در مورد هیدحاصل می

های هیدرولیز ثابت و کمتر از (، در زمان1Bپانکراتین )شکل 

درصد باعث افزایش  3/2دقیقه، افزایش غلظت آنزیم تا  165
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درصد شد اما در  10/36تا  DPPHفعالیت مهار رادیکال 

دقیقه، افزایش غلظت آنزیم  165های هیدرولیز بیشتر از زمان

 6/39اکسیدانی تا اعث افزایش فعالیت آنتیدرصد ب 3/2تا 

های ثابت آنزیم با درصد گشت. از سوی دیگر در غلظت

 DPPHدقیقه، فعالیت مهار رادیکال  230افزایش زمان تا 

های های پانکراتین افزایش یافت اما در زمانهیدرولیز شده

هیدرولیز بیشتر، افزایش غلظت آنزیم تاثیر منفی بر فعالیت 

طور کلی با توجه به نمودار بیشترین داشت. به شیضداکسای

درصد( در زمان  45/39) DPPHمیزان فعالیت مهار رادیکال 

درصد حاصل  40/2دقیقه و غلظت آنزیم  64/235هیدرولیز 

( با 2009پور و همکاران )اویسیها شود. مشابه با این یافتهمی

ارش دقیقه گز 180هیدرولیز ضایعات ماهی قزل آلا به مدت 

پروتئین هیدرولیز  DPPHکردند که فعالیت مهار رادیکال 

درصد افزایش یافت اما افزایش بیشتر  40شده حاصل به 

. ]26 [زمان هیدرولیز تاثیر منفی بر این خاصیت داشت

( 1398ها کاوه و همکاران )همچنین در تطابق با این یافته

کراتین، گزارش کردند که در هیدرولیز پروتئین شنبلیله با پان

درصد باعث افزایش توانایی  2افزایش غلظت آنزیم تا 

های حاصل شد اما افزایش بیشتر هیدرولیز شده ضداکسایشی

احتمالا افزایش بیش از . ]27[غلظت آنزیم تاثیر منفی داشت 

حد زمان هیدرولیز باعث پیشرفت فرآیند هیدرولیز و تاثیر 

ی و تخریب آنها پروتئازها بر پپتیدهای آنتی اکسیدان تولید

با  ضداکسایشیگردد که این امر منجر به کاهش توانایی می

از سوی دیگر کاهش  .]28[گرددافزایش زمان هیدرولیز می

تواند با افزایش غلظت آنزیم می DPPHفعالیت مهار رادیکال 

هیدرولیز بیش از حد باشد که باعث رهایش کامل ناشی از 

ر برهمکنش آمینواسیدهای آمینواسیدهای هیدروفیل که این ام

با مشکل مواجه  DPPHفعال را با رادیکال محلول در چربی 

 DPPH. بیشتر بودن فعالیت مهار رادیکال ]29[ کندمی

نشان های حاصل از آلکالاز نسبت به پانکراتین هیدرولیز شده

عنوان یک اندوپپتیداز از تاثیر بسیار مطلوب آنزیم آلکالاز به

هایی با قابلیت مهار در رهایش پپتید نسبت به پانکراتین

طور کلی به دارد. DPPHکنندگی رادیکال محلول در چربی 

نوع پروتئاز و میزان درجه مطالعات نشان داده است که 

پپتیدهای  ضداکسایشیهیدرولیز تاثیر قابل توجهی بر خواص 

 .]24[زیست فعال دارد 

 پروتئاز برتاثیر زمان، نسبت آنزیم به سوبسترا و نوع  -3-3

 ظرفیت ضداکسایشی کل

اکسیدانی کل روشی در جهت ارزیابی قدرت  ظرفیت آنتی

کل یک ترکیب می باشد که شامل قدرت  ضداکسایشی

ترکیبات محلول در چربی و آب است. این  ضداکسایشی

 5ظرفیتی به مولیبدن  6روش بر مبنای احیای مولیبدن 

نگ ظرفیتی است که منجر به تشکیل کمپلکس سبز ر

. با توجه به ]30[گردد فسفومولیبدن در محیط اسیدی می

کل ذکر شده در  ضداکسایشینتایج تجزیه واریانس ظرفیت 

A، تنها تاثیر متغیر 2جدول 
کل هر  ضداکسایشیبر ظرفیت  2

دار های حاصل از آلکالاز و پانکراتین معنیدو هیدرولیز شده

 ضداکسایشیبود و غلظت آنزیم تنها بر فعالیت 

های حاصل از آلکالاز و زمان هیدرولیز بر هیدرولیزشده

های حاصل از کل هیدرولیز شده ضداکسایشیفعالیت 

(. آنالیز سطح پاسخ p<05/0دار داشت )پانکراتین تاثیر معنی

اکسیدانی کل نشان داد که پارامترهای واکنش با ظرفیت آنتی

ین های حاصل از آلکالاز و پانکراتهر دو هیدرولیز شده

ترتیب ضریب رگرسیون آنها ای درجه دوم داشتند که بهرابطه

9785/0R
2
9128/0Rو  =

2
دار بودن بود. عدم معنی =

-شاخص عدم برازش نیز نشان از توانایی بالای مدل در پیش

ی ظرفیت رابطه مورد بررسی است.ی مقادیر بینی دامنه

کل با متغیرهای مورد بررسی در هیدرولیز با  ضداکسایشی

-( پیروی می8( و )7ی )ترتیب از رابطهآلکالاز و پانکراتین به

 کند.

(7) 

اکسیدانیآنتی کل ظرفیت 

= +0.93 − 0.021 𝐴 + 0.19 𝐵
+ 0.031 𝐴𝐵 − 0.092 𝐴2 + 0.017 𝐵2 
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(8) 

اکسیدانیآنتی کل ظرفیت 

= +3.26 − 0.021 𝐴 − 0.72 𝐵
− 3.20 𝐴𝐵 + 5.08 𝐴2 + 0.21 𝐵2 

، در مقادیر ثابت غلظت آنزیم با افزایش 1Cبا توجه به شکل 

دقیقه، ظرفیت  165زمان هیدرولیز با آنزیم آلکالاز تا 

کل کمی افزایش یافت اما افزایش بیشتر زمان  ضداکسایشی

طور کلی تغییرات ظرفیت تاثیری منفی در پی داشت. به

کل با تغییر زمان هیدرولیز ناچیز بود که این امر  ضداکسایشی

دار بودن زمان هیدرولیز بر ظرفیت م معنیحاکی از عد

های حاصل از آلکالاز است هیدرولیز شده ضداکسایشی

(. از سوی دیگر در مقادیر ثابت زمان هیدرولیز، 2)جدول 

کل  ضداکسایشیافزایش غلظت آنزیم تاثیر مثبتی بر ظرفیت 

 63/2درصد تا  86/0داشت و با افزایش غلظت آنزیم از 

کل افزایش یافت. با توجه به  ایشیضداکسدرصد، ظرفیت 

 695کل )جذب در  ضداکسایشینمودار بیشترین ظرفیت 

دقیقه،  168( در هیدرولیز آلکالاز در زمان 14/1نانومتر، 

درصد حاصل شد. از سوی دیگر همانطور  63/2غلظت آنزیم 

طور کلی زمان تاثیری شود به، مشاهده می1Dکه در شکل 

های حاصل کل هیدرولیز شده ضداکسایشیمنفی بر ظرفیت 

های ثابت طوریکه در تمامی غلظتاز پانکراتین داشت، به

کل  ضداکسایشیآنزیم، افزایش زمان باعث کاهش ظرفیت 

تر ذکر شد تاثیر ها شد اما همانطور که پیشهیدرولیز شده

های کل هیدرولیز شده ضداکسایشیغلظت آنزیم بر ظرفیت 

نبود. بیشترین ظرفیت  دارحاصل از پانکراتین معنی

نانومتر( در هیدرولیز با  695جذب در  5/1کل ) ضداکسایشی

دقیقه و غلظت  27/73آنزیم پانکراتین در زمان هیدرولیز 

توان نتیجه طور کلی میدرصد حاصل شد. به 88/0آنزیم 

های پانکراتین و آلکالاز با هیدرولیز باندهای  گرفت که آنزیم

ن امعاء و احشا ماهی هوور مسقطی پپتیدی موجود در پروتئی

اند دهندگی بوده هایی با خاصیت الکترونقادر به رهایش پپتید

شده و  های آزاد به ترکیباتی پایدارکه باعث تبدیل رادیکال

اکسیدانی کل شده در نهایت منجر به افزایش ظرفیت آنتی

اما افزایش بیش از حد زمان هیدرولیز و یا غلظت  است.

منجر به تشدید فرآیند هیدرولیز و در نتیجه هیدرولیز آنزیم 

پپتیدهای با خاصیت الکترون دهندگی شده است. در این 

راستا پانکراتین عملکرد بهتری در تولید پپتیدهایی با خاصیت 

های کاوه الکترون دهندگی داشت. این نتایج در تطابق با یافته

له و مظلومی ( در هیدرولیز پروتئین شنبلی2022و همکاران )

( در هیدرولیز پروتئین هسته پرتقال بود 1398و همکاران )

 .]9و  31[
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Figure 1- The effect of hydrolysis time, enzyme to substrate ratio and proteases type on DPPH radical 

scavenging activity and total antioxidant capacity of protein hydrolysate of skipjack viscera (A and C: 

hydrolysis with alcalase, B and D: hydrolysis with pancreatin) 

 تاثیر زمان، نسبت آنزیم به سوبسترا و نوع پروتئاز بر -3-4

 فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید

نیتریک اکسید، یک رادیکال آزاد است که  از طریق 

-نیتریک اکسیدی وسیلهاکسیداسیون آرژنین به سیترولین به 

واریانس ذکر شده در نتایج تجزیه  .]3[شود سنتتاز تولید می

Aدهد که تاثیر متغیرهای غلظت آنزیم، نشان می 3جدول 
و  2

B
های بر فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید هیدرولیز شده 2

دار بود و متغیرهای زمان حاصل از آلکالاز و پانکراتین معنی

فعالیت  (.p<05/0) داری نداشتندتاثیر معنی ABهیدرولیز و 

ای از  تریک اکسید با پارامترهای واکنش رابطهمهار رادیکال نی

9994/0Rنوع درجه دوم با ضریب رگرسیون 
2
برای  =

817/0Rهای حاصل از آلکالاز و هیدرولیز شده
2
برای  =

های حاصل از پانکراتین داشت. بالا بودن هیدرولیز شده

-دار نشدن فاکتور عدم برازش نشانضریب رگرسیون و معنی

بینی تاثیر متغیرهای ناسب مدل جهت پیشی توانایی مدهنده

فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید و باشد. فرآیند می

ترتیب از متغیرهای فرایند هیدرولیز با آلکالاز و پانکراتین به

 کنند.( پیروی می10( و )9ی )رابطه

(9) 

فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید

= +58.26 − 0.31 𝐴 + 7.77 𝐵
− 0.33 𝐴𝐵 − 17.50 𝐴2 − 12.20 𝐵2 

(10) 

فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید

= +45.61 + 2.71 𝐴 + 7.04 𝐵
− 0.31 𝐴𝐵 − 9.55 𝐴2 − 11.03 𝐵2 

Table 3. ANOVA of NO radical scavenging activity and reducing power of protein hydrolysate with alcalase 

and pancreatin  
Coefficient estimate P value df Sum of squares  

Hydrolysis with alcalase 

Hydrolysis with pancreatin 
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ANOVA of NO radical scavenging activity 

58.26 

45.61 

0.0001> 

0.0186 

5 

5 

 2520.63 

1389.32 
Model 

-0.31 

2.71 

 0.1639 

0.2436 

1 

1 

0.78  

58.93 
A-time 

7.77 

7.04 

 0.0001> 

0.0186 

 1 

1 

 482.60 

396.89 
B- E/S 

0.33- 

-0.31 

0.2785 

0.9192 

1 

1 

0.44 

0.38 
AB 

-17.50 

-9.55 

 0.0001> 

0.0113 

1 

1   

1729.66 

514.73 
A

2 

-12.20 

-11.03 

0.0001> 

0.0063 

1 

1  

839.99 

687.62 
B

2 

 0.0803 

0.0743 

3 

3  

 1.39 

168.58 
Lac of fit 

ANOVA of reducing power  

0.84 

0.75 

0.0077 

 0.026 

5 

5 

0.10 

0.092 
Model 

0.031 

-0.026 

0.0854 

  0.1982 

1 

1 

7.73 

5.38 
A-time 

0.062 

0.070 

0.0082 

 0.0102 

1 

1 

0.030 

0.039 
B- E/S 

1.25 

-0.075 

0.9539 

0.0294 

1 

1 

6.25 

0.022 
AB 

-0.07 

-0.059 

0.0096 

0.0362 

1 

1 

0.028 

0.020 
A

2
 

-0.099 

-0.046 

0.0022 

0.0786 

1 

1 

0.056 

0.012 
B

2
 

 0.0623 

0.0839 

3 

3 

8.092  

0.012 
Lac of fit 

 *A: hydrolysis time B: enzyme to substrate ratio 

های شود، در زمانمشاهده می A 2همانطور که در شکل 

درصد منجر به  4/2ثابت هیدرولیز، افزایش غلظت آنزیم تا 

-هیدرولیز شدهافزایش فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید 

های آلکالاز شد اما افزایش بیشتر غلظت آنزیم تاثیر منفی در 

ذکر شد  3پی داشت. از سوی دیگر همانطور که در جدول 

تاثیر زمان بر فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید هیدرولیز 

دار نبود اما به طور کلی در های حاصل از آلکالاز معنیشده

دقیقه باعث  165یش زمان تا های ثابت آنزیم، افزاغلظت

افزایش فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید شد اما افزایش 

 ضداکسایشیبیشتر زمان هیدرولیز باعث کاهش این ویژگی 

طور کلی بر های حاصل از آلکالاز شد. بههیدرولیز شده

اساس نمودار بیشترین فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید 

درصد( در زمان  5/59از آلکالاز )های حاصل هیدرولیز شده

درصد حاصل شد. در مورد  2دقیقه و غلظت آنزیم  7/165

(، در B 2های حاصل از پانکراتین )شکل هیدرولیز شده

دقیقه  180های ثابت آنزیم، افزایش زمان هیدرولیز تا غلظت

باعث افزایش فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسید شد اما 

اکسیدانی آنها عث کاهش فعالیت آنتیافزایش بیشتر زمان با

-بیان شد تاثیر زمان معنی 3گشت اما همانطور که در جدول 

های ثابت از سوی دیگر در زمان (.p>05/0)دار نبود 

درصد، توانایی  2/2هیدرولیز با افزایش غلظت آنزیم تا 

های پانکراتین در مهار رادیکال نیتریک اکسید هیدرولیز شده

طور زایش بیشتر غلظت آنزیم کاهش یافت. بهافزایش و با اف

کلی با توجه به نمودار بیشترین فعالیت مهار رادیکال نیتریک 

درصد و زمان  16/2درصد( در غلظت آنزیم  5/46اکسید )

مطالعات نشان داده دقیقه حاصل گشت.  5/164هیدرولیز 
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است که رادیکال آزاد نیتریک اکسید در واکنش نیتروژن با 

های فعال اکسیژن تولید می شوند و باعث بیماری هایگونه

-خطرناک از جمله دیابت، پوکی استخوان، سرطان و بیماری

. مشابه با این نتایج لی و ]32[شود های قلبی و عروقی می

( با بررسی تاثیر هشت نوع پروتئاز 2012همکاران )

)فلاورزیم، نوترئاز، پروتامکس، آلکالاز، پاپائین، پپسین، 

کیموتریپسین( بر فعالیت مهار رادیکال نیتریک -αین و تریپس

 Ruditapesاکسید پروتئین هیدرولیز شده حاصل از صدف 

philippinarum  گزارش کردند که هیدرولیز شده حاصل از

فعالیت آنزیم آلکالاز از توانایی مهار کنندگی بیشتری 

( 1401. همچنین صادقی ماهونک و کاوه )]34[برخوردار بود 

هیدرولیز پروتئین کنجاله کدو با آنزیم آلکالاز بیان کردند با 

که خاصیت آبدوستی پپتیدها با توانایی آنها در مهار رادیکال 

ی مستقیم دارد و بیشترین میزان مهار نیتریک اکسید رابطه

. ]8[درصد گزارش کردند  18/52رادیکال نیتریک اکسید را 

( با هیدرولیز 1397از سوی دیگر شریعت علوی و همکاران )

پروتئین دانه گوجه فرنگی با استفاده از آنزیم آلکالاز گزارش 

کردند که افزایش زمان تاثیر مثبتی بر فعالیت مهار رادیکال 

نیتریک اکسید پروتئین هیدرولیز شده حاصل داشت اما 

-. به]33[افزایش غلظت آنزیم باعث کاهش این قابلیت شد 

دیکال نیتریک اکسید پروتئین طور کلی فعالیت مهارکنندگی را

هیدرولیز شده به ترکیب آمینواسیدی، درجه هیدرولیز، نوع 

 .]13[آنزیم و شرایط هیدرولیز بستگی دارد 

 تاثیر زمان، نسبت آنزیم به سوبسترا و نوع پروتئاز بر -3-5

 قدرت احیاء کنندگی یون آهن

آزمون احیاءکنندگی یون آهن، جهت ارزیابی میزان توانایی 

Feک ترکیب در تبدیل یون ی
Feبه  +3

رود. به کار می +2

نتایج تجزیه واریانس قدرت احیاء کنندگی یون آهن )جدول 

دهد که تاثیر زمان هیدرولیز بر هیچ یک از ( نشان می3

-های حاصل از آلکالاز یا پانکراتین تاثیر معنیهیدرولیز شده

Aدار نداشت در حالیکه متغیرهای غلظت آنزیم و 
بر تاثیر  2

Bداری از خود نشان دادند. از سوی دیگر متغیرمعنی
تنها  2

تنها بر  ABهای حاصل از آلکالاز و متغیر بر هیدرولیز شده

داری از های حاصل از پانکراتین تاثیر معنیهیدرولیز شده

قدرت احیاء کنندگی یون آهن  (.p<05/0)خود نشان دادند 

ز و پانکراتین با هر دو هیدرولیز شده حاصل از آلکالا

ترتیب با ضریب ای درجه دوم و بهپارامترهای واکنش رابطه

9252/0Rرگرسیون 
2
8825/0Rو  =

2
داشت. فاکتور عدم  =

دار نشد که حاکی از  توانایی مناسب مدل در برازش نیز معنی

باشد. آنالیز واریانش نشان بینی تاثیر متغیرهای فرآیند میپیش

و متغیرهای احیاء کنندگی یون آهن ی قدرت داد که رابطه

ی صورت رابطهفرآیند هیدرولیز با آلکالاز و پانکراتین به

 باشد.( می12( و )11)

(11) 

کنندگیاحیاء یون آهن قدرت 

= +0.84 + 0.031 𝐴 + 0.062 𝐵
+ 1.25 𝐴𝐵 − 0.070 𝐴2 − 0.099 𝐵2 

(12) 

کنندگیاحیاء یون آهن قدرت 

= +0.75 − 0.026 𝐴 + 0.070 𝐵
− 0.075 𝐴𝐵 − 0.059 𝐴2 − 0.046 𝐵2 

های ثابت هیدرولیز افزایش ، در زمان2Cبا توجه به شکل 

درصد، باعث افزایش قدرت احیاء  2/2غلظت آنزیم تا 

های حاصل از آلکالاز شد اما افزایش کنندگی هیدرولیز شده

بیشتر تاثیری منفی در پی داشت. در غلظت ثابت آنزیم نیز، 

دقیقه باعث افزایش قدرت  190فزایش زمان هیدرولیز تا ا

احیاء کنندگی یون آهن شد اما افزایش بیشتر زمان از این 

ذکر شده است،  3قدرت کاست. اما همانطور که در جدول 

های هیدرولیز شده ضداکسایشیتاثیر زمان بر این ویژگی 

در مورد  (.p>05/0)دار نیست حاصل از آلکالاز معنی

(، در 2Dهای حاصل از پانکراتین )شکل هیدرولیز شده

دقیقه باعث  195مقادیر ثابت غلظت آنزیم، افزایش زمان تا 

کنندگی یون آهن شد اما افزایش بیشتر افزایش قدرت احیاء
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-زمان تاثیری منفی در پی داشت که این اثر منفی در غلظت

های بود. در زماندرصد بسیار بیشتر  2/2های آنزیم بیشتر از 

دقیقه با افزایش غلظت آنزیم، قدرت  185ثابت و کمتر از 

های بیشتر از کنندگی یون آهن افزایش یافت اما در زماناحیاء

درصد تاثیر مثبتی بر  2/2دقیقه، افزایش غلظت آنزیم تا  185

های بیشتر آنزیم، کنندگی داشت اما در در غلظتقدرت احیاء

-یز باعث کاهش قدرت هیدرولیز شدهافزایش زمان هیدرول

-کنندگی یون آهن شد. بههای حاصل از پانکراتین در احیاء

طور کلی افزایش قدرت احیاء کنندگی پروتئین هیدرولیز 

-توان بهشده در زمان هیدرولیز و غلظت آنزیم مناسب را می

دلیل رهایش آمینواسیدهایی با قدرت احیاء کنندگی بالا 

. در تطابق ]24[یپتوفان و لیزین دانست همچون متیونین، تر

( با هیدرولیز 2011ها خانتافانت و همکاران )با این یافته

تاثیر مثبت افزایش زمان و  1پروتئین ماهیچه ماهی سرخو

های درجه هیدرولیز بر قدرت احیاء کنندگی هیدرولیز شده

احمدی و همکاران . همچنین ]34[حاصل را گزارش کردند 

یدرولیز پروتئین امعاء و احشا ماهی کپور با با ه (،1399)

 180آنزیم آلکالاز بیان کردند که افزایش زمان هیدرولیز تا 

طور معنی داری باعث افزایش قدرت احیاء کنندگی دقیقه به

طور کلی مطالعات . به]35[های حاصل شد هیدرولیز شده

با نشان داده است که ساختار، اندازه، ترکیب و توالی پپتیدها 

کند که این گذشت زمان و پیشرفت فرآیند هیدرولیز تغییر می

امر بر قدرت احیاء کنندگی هیدرولیز شده حاصل تاثیر به 

 .]16[سزایی دارد 

                                                      
1 - Brown stripe red snapper 
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Figure 2- The effect of hydrolysis time, enzyme to substrate ratio and proteases type on NO radical scavenging activity 

and reducing power of protein hydrolysate protein hydrolysate of skipjack viscera (A and C: hydrolysis with alcalase, 

B and D: hydrolysis with pancreatin) 

 تاثیر زمان، نسبت آنزیم به سوبسترا و نوع پروتئاز بر -3-6

 کنندگی یون آهنفعالیت شلاته

Feیون 
های اکسیداسیون عنوان کاتالیزور در واکنشبه +2

کند که باعث تبدیل سریع آنیون سوپراکسید به فعالیت می

های شود. رادیکالهای خطرناک هیدروکسیل میرادیکال

های زیستی توانند با مولکولهیدروکسیل تولید شده می

با . ]36[ها شوند ها و بافتواکنش داده و باعث آسیب سلول

می ، تما4توجه به نتایج تجزیه واریانس ذکر شده در جدول 

کنندگی یون آهن متغیرهای مورد بررسی بر فعالیت شلاته

داری داشتند های حاصل از آلکالاز تاثیر معنیهیدرولیز شده

Aاما تنها متغیرهای زمان، 
Bو  2

بر این خاصیت  2

های حاصل از پانکراتین تاثیری هیدرولیز شده ضداکسایشی

ی پارامترها (.p<05/0)داری از خود نشان دادند  معنی

کنندگی هر دو هیدرولیز شده حاصل واکنش با فعالیت شلاته

ترتیب با ای درجه دوم و بهاز آلکالاز و پانکراتین رابطه

9999/0Rضریب رگرسیون 
2
9821/0Rو  =

2
داشتند.  =

دار نشدن فاکتور عدم برازش نیز از توانایی بالای مدل معنی

بررسی  بینی تاثیر متغیرهای فرآیند بر پاسخ مورددر پیش

ی فعالیت حکایت دارد. با توجه به نتایج آنالیز واریانس رابطه

و متغیرهای فرآیند هیدرولیز با کنندگی یون آهن شلاته

 باشد.( می14( و )13ی )صورت رابطهآلکالاز و پانکراتین به

(13) 

کنندگیشلاته یون آهن فعالیت 

= +53.61 + 1.77 𝐴 + 5.37 𝐵
+ 0.81 𝐴𝐵 − 12.78 𝐴2

− 10.38 𝐵2 
(14) 

کنندگیشلاته یون آهن فعالیت 

= +59.41 + 6.92 𝐴 + 0.34 𝐵
+ 1.81 𝐴𝐵 − 6.57 𝐴2

− 2.80 𝐵2 
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های ثابت شود در زمانمشاهده می A 3همانطور که در شکل 

-درصد میزان فعالیت شلاته 9/1با افزایش غلظت آنزیم تا 

های حاصل از آلکالاز کنندگی یون آهن هیدرولیز شده

افزایش بیشتر غلظت آنزیم تاثیری منفی  افزایش یافت اما

های آلکالاز داشت و منجر به کاهش توانایی هیدرولیز شده

های کردن یون آهن شد. از سوی دیگر در غلظتدر شلاته

کنندگی یون آهن با افزایش زمان ثابت آنزیم، فعالیت شلاته

دقیقه افزایش و با افزایش بیشتر زمان کاهش  170هیدرولیز تا 

طور کلی با توجه به نمودار، در هیدرولیز با آنزیم . بهیافت

کنندگی یون آهن آلکالاز بیشترین میزان فعالیت شلاته

دقیقه و غلظت  69/178درصد( در زمان هیدرولیز  32/54)

درصد حاصل شد. در هیدرولیز با آنزیم پانکراتین  98/1آنزیم 

تغییر  های ثابت با افزایش غلظت آنزیم(، در زمان3B)شکل 

کنندگی یون آهن پروتئین داری در فعالیت شلاتهمعنی

ذکر شد،  4هیدرولیز شده ایجاد نشد. همانطور که در جدول 

کنندگی غلظت آنزیم تاثیر معنی داری بر فعالیت شلاته

های حاصل از پانکراتین نداشت. از سوی دیگر هیدرولیز شده

 210ز تا های ثابت آنزیم، افزایش زمان هیدرولیدر غلظت

کنندگی شد اما افزایش دقیقه باعث افزایش فعالیت شلاته

طور کلی بیشترین میزان بیشتر زمان تاثیری منفی داشت. به

درصد( با هیدرولیز  38/61کنندگی یون آهن )فعالیت شلاته

دقیقه و غلظت آنزیم  75/217با پانکراتین در زمان هیدرولیز 

لاته کنندگی یون درصد حاصل شد. کاهش فعالیت ش 95/1

دلیل تواند بهآهن با افزایش بیش از حد زمان هیدرولیز می

دلیل کاهش کارایی آنزیم در تولید پپتیدهای آنتی اکسیدان به

ترکیبات بازدارندۀ آنزیم طی هیدرولیز طولانی باشد؛ تولید 

ی یون آهن که در همچنین هیدرولیز پپتیدهای شلاته کننده

تواند دلیل دیگری بر اند، میز تولید شدهاوایل فرآیند هیدرولی

کنندگی یون آهن طی هیدرولیز در کاهش فعالیت شلاته

افزایش فعالیت از سوی دیگر  .]26[های طولانی باشد زمان

های تولیدی با افزایش کنندگی یون آهن هیدرولیز شده شلاته

توان به افزایش میزان درصد را می 9/1غلظت آنزیم آلکالاز تا 

 های فعال آنزیم موجود برای هیدرولیز پروتئین، یگاهجا

شدن پیوندهای پپتیدی بیشتر و در نهایت افزایش شکسته

حلالیت پپتیدهای تولیدی نسبت داد که باعث افزایش فعالیت 

طور کلی . به]37[کنندگی پپتیدهای تولیدی گشته است شلاته

ترین عواملی که بر قابلیت شلاته کنندگی پروتئین مهم

هیدرولیز شده بستگی دارند عبارتند از: ماهیت و ترکیب منبع 

پروتئین، نوع پروتئاز مورد استفاده و میزان درجه هیدرولیز 

ها مشابه با نتایج کلامپانگ و همکاران . این یافته]38[

مکاران ( و جامدار و ه1396(، مقصودلو و همکاران )2007)

، گرده 1( به ترتیب در هیدرولیز پروتئین ماهی دم زرد2010)

 .]40و  39، 34[باشد زنبور عسل و بادام زمینی می

                                                      

1  - yellow stripe trevally 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814606005905
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814606005905
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Table 4. ANOVA of Fe chelating activity and degree of hydrolysis of protein hydrolysate with alcalase and 

pancreatin 
Coefficient estimate P value df Sum of squares  

Hydrolysis with alcalase 
Hydrolysis with pancreatin 

ANOVA of Fe chelating activity 

53.61 
59.41 

0.0001> 
0.0002 

5 
5 

1452.04 
645.69 

Model 

1.77 
6.92 

0.0001> 
0.0001> 

1 
1 

25.20 
383.39 

A-time 

5.37 
0.34 

0.0001> 
0.5533 

1 
1 

230.59 
0.95 

B- E/S 

0.81 
1.81 

0.0005 
0.0643 

1 
1 

2.66 
13.18 

AB 

-12.78 
-6.57 

0.0001> 
0.0002 

1 
1 

922.51 
243.54 

A
2 

-10.38 
-2.80 

0.0001> 
0.0075 

1 
1 

608.59 
44.18 

B
2 

 0.3000 
0.1237 

3 
3 

0.17 
11.76 

Lac of fit 

ANOVA of degree of hydrolysis  

24.42 
22.37 

0.0001> 
0.0432 

5 
5 

514.81 
179.57 

Model 

3.49 
-0.32 

0.0001> 
0.7420 

1 
1 

97.37 
0.80 

A-time 

4.66 
-0.31 

0.0001> 
0.7490 

1 
1 

173.37 
0.75 

B- E/S 

-4.92 
-2.32 

0.0001> 
0.1303 

1 
1 

96.63 
21.58 

AB 

-4.25 
0.76 

0.0001> 
0.5127 

1 
1 

102.14 
3.27 

A
2
 

-3.96 
-4.75 

0.0001> 
0.0070 

1 
1 

88.46 
127.62 

B
2
 

 0.0504 
0.0671 

3 
3 

3.65 
32.84 

Lac of fit 

 *A: hydrolysis time B: enzyme to substrate ratio 

 پروتئاز برتاثیر زمان، نسبت آنزیم به سوبسترا و نوع  -3-7

 درجه هیدرولیز

( نشان داد که تمام متغیرهای 4نتایج تجزیه واریانس )جدول 

داری بر درجه هیدرولیز پروتئین مورد بررسی تاثیر معنی

Bهیدرولیز شده حاصل از آلکالاز داشتند اما تنها متغیر 
بر  2

درجه هیدرولیز حاصل از فعالیت آنزیم پانکراتین تاثیری 

. درجه هیدرولیز با پارامترهای (p<05/0)دار داشت  معنی

ای درجه دوم واکنش هر دو آنزیم آلکالاز و پانکراتین رابطه

ترتیب عبارت بود از داشت که ضریب رگرسیون آنها به

8449/0R
2
9927/0Rو  =

2
دار نشدن . از سوی دیگر معنی=

دهد که مدل توانایی بالایی در فاکتور عدم برازش نشان می

اثیر متغیرهای مورد بررسی بر پاسخ مورد نظر بینی تپیش

متغیرهای ی دارد. نتایج آنالیز واریانس نشان داد که رابطه

-فرآیند هیدرولیز با آلکالاز و پانکراتین و در جه هیدرولیز به

 کند.( پیروی می16( و )15ی )ترتیب از رابطه

(15) 

درجه هیدرولیز = +24.42 + 3.49 𝐴 + 4.66 𝐵 − 4.92 𝐴𝐵

− 4.25 𝐴2 − 3.96 𝐵2 
(16) 
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درجه هیدرولیز = +22.37 − 0.32𝐴 − 0.31 𝐵 − 2.32 𝐴𝐵

+ 0.76 𝐴2 − 4.75 𝐵2 
 220های ثابت و کمتر از ، در زمانC 3با توجه به شکل 

دقیقه، با افزایش غلظت آنزیم درجه هیدرولیز افزایش یافت 

دقیقه با افزایش غلظت آنزیم تا  220های بیشتر از اما در زمان

درجه هیدرولیز افزایش اما با افزایش بیشتر غلظت درصد  3/2

های ثابت آنزیم، آنزیم کاهش یافت. از سوی دیگر در غلظت

دقیقه باعث افزایش درجه هیدرولیز شد  240افزایش زمان تا 

اما افزایش بیشتر زمان هیدرولیز تاثیری منفی بر این پارامتر 

 62/25)طور کلی بیشترین میزان درجه هیدرولیز داشت. به

دقیقه و غلظت  20/186درصد( با آنزیم آلکالاز در زمان 

درصد حاصل شد. در مورد هیدرولیز شده های  32/2آنزیم 

های ثابت آنزیم، (، در غلظت3Dحاصل از پانکراتین )شکل 

داری بر میزان درجه هیدرولیز تغییر زمان هیدرولیز تاثیر معنی

افزایش غلظت های ثابت، نداشت. از سوی دیگر در زمان

درصد باعث افزایش درجه هیدرولیز شد و  2/2آنزیم تا 

طور کلی این تغییرات افزایش بیشتر تاثیر منفی داشت. اما به

، تاثیر زمان و 4محسوس نبودند چرا که با توجه به جدول 

غلظت آنزیم بر درجه هیدرولیز حاصل از فعالیت پانکراتین 

درصد(،  60/23هیدرولیز ) دار نبود. بیشترین میزان درجهمعنی

درصد حاصل  95/1و غلظت آنزیم  68/71در زمان هیدرولیز 

شد. بنابراین بیشترین میزان درجه هیدرولیز با استفاده از 

ها کاوه و آنزیم آلکالاز حاصل شد. مشابه با این یافته

ترتیب ( نیز به2007( و کانگ و همکاران )1398همکاران )

بلیله و گلوتن گندم گزارش کردند که با هیدرولیز پروتئین شن

میزان درجه هیدرولیز حاصل از آلکالاز بیشتر از پانکراتین 

. کاهش میزان درجه هیدرولیز با افزایش بیش ]41و  42[بود 

از حد زمان می تواند ناشی ازهیدرولیز بیش از حد 

سوبسترای پروتئینی و تاثیر بازدارندگی پپتیدهای نهایی 

. از سوی دیگر کاهش میزان سرعت ]43[تولیدی باشد 

تواند ناشی از کاهش تعداد پیوندهای هیدرولیز آنزیمی می

پپتیدی موجود در جهت هیدرولیز و همچنین غیر فعال شدن 

های . این نتایج مشابه با یافته]44[آنزیم پروتئازی باشد 

( و یاسمی 2009(، یو و همکاران )2013شرافت و همکاران )

ترتیب در هیدرولیز پروتئین ضایعات ( به2013و همکاران )

پس از پخت ماهی هوور، ماهی تیان و امعاء و احشا ماهی 

کپور سرگنده می باشد، که گزارش کردند میزان درجه 

هیدرولیز با افزایش بیش از حد زمان هیدرولیز کاهش یافت 

]47-45[. 
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Figure 3- The effect of hydrolysis time, enzyme to substrate ratio and proteases type on Fe chelating activity and 

degree of hydrolysis of protein hydrolysate of skipjack viscera (A and C: hydrolysis with alcalase, B and D: hydrolysis 

with pancreatin) 

 انتخاب تیمار بهینه و اعتبار سنجی مدل -3-8

ها، نرم افزار پیش بینی کرد که پس از تجزیه و تحلیل داده

 DPPH (78/49بیشترین میزان فعالیت مهار رادیکال 

 695جذب در  971/0کل ) ضداکسایشیدرصد(، ظرفیت 

درصد(، احیاء  82/58نانومتر(، مهار رادیکال نیتریک اکسید )

نانومتر( با آنزیم  700جذب در  771/0کنندگی یون آهن )

 94/1دقیقه و غلظت آنزیم  9/146آلکالاز در زمان هیدرولیز 

 46/59کنندگی یون آهن )درصد و بیشترین میزان شلاته

دقیقه و  67/171ن در زمان هیدرولیز درصد( با آنزیم پانکراتی

شود. در این شرایط درصد حاصل می 17/2غلظت آنزیم 

درجه هیدرولیز حاصل از فعالیت آلکالاز بیشتر از پانکراتین و 

درصد پیش بینی شد. جهت ارزیابی اعتبار  65/24به میزان 

مدل، هیدرولیز تحت این شرایط انجام شد. فعالیت مهار 

کل، مهار رادیکال  ضداکسایشیرفیت ، ظDPPHرادیکال 

-نیتریک اکسید، احیاء کنندگی یون آهن با آنزیم آلکالاز به

 82/55نانومتر،  695جذب در  850/0درصد،  56/47ترتیب 

نانومتر و فعالیت شلاته  700جذب در  812/0درصد و 

کنندگی یون آهن پروتئین هیدرولیز شده حاصل از پانکراتین 

شد. درجه هیدرولیز حاصل از فعالیت درصد محاسبه  57/60

 12/25ترتیب به میزان آلکالاز نیز بیشتر از پانکراتین و به

درصد بود. این نتایج حاکی از توانایی  35/20درصد و 

بینی تاثیر متغیرهای زمان و بسیارخوب مدل جهت پیش

 باشد.غلظت آنزیم بر فرآیند هیدرولیز می

 نتیجه گیری  -4

ف بررسی تاثیر شرایط هیدرولیز و نوع این پژوهش با هد

و درجه هیدرولیز  ضداکسایشیهای پروتئاز بر ویژگی

پروتئین هیدرولیز شده حاصل از امعاء و احشا ماهی هوور 

های مسقطی صورت گرفت. نتایج نشان داد که ویژگی
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پروتئین هیدرولیز شده تحت تاثیر نوع آنزیم،  ضداکسایشی

م می باشند. مقایسه فعالیت زمان هیدرولیز و غلظت آنزی

های حاصل از فعالیت آلکالاز و هیدرولیز شده ضداکسایشی

عنوان یک اندوپپتیداز پانکراتین نشان داد که آنزیم آلکالاز به

های منجر به تولید پروتئین هیدرولیز شده با ویژگی

تری نسبت به پانکراتین شد. مطالعات قوی ضداکسایشی

پروتئین  ضداکسایشیهای نشان داده است که ویژگی

هیدرولیز شده به شرایط هیدرولیز )دما، زمان و غلظت 

آنزیم(، درجه هیدرولیز  و توالی و ترکیب آمینواسیدی 

طور کلی با توجه به نتایج حاصل از پپتیدها بستگی دارد. به

این پژوهش پروتئین هیدرولیز شده حاصل از امعاء و احشا 

آلکالاز در زمان هیدرولیز و  ماهی هوور مسقطی توسط آنزیم

بسیار زیادی برخوردار  ضداکسایشیغلظت آنزیم از پتانسیل 

سنتزی پر  ضداکسایشیاست که قابلیت رقابت با ترکیبات 

های غذایی کاربرد در صنایع غذایی و استفاده در فرمولاسیون

 جهت تولید محصولات فراسودمند را دارد. 
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

Oxidation in living organs causes dangerous diseases, including cancer, and in food, it 

causes spoilage and heavy economic losses. Synthetic antioxidants have adverse and 

dangerous effects on human health, therefore identifying natural antioxidant compounds is 

one of the main needs of the food industry. In fish processing industries, about 50-70% of 

fish, which are potential sources of valuable nutritional com such as essential amino acids, 

are produced as waste. Therefore, finding a way to optimally use these wastes and produce 

healthy compounds with high added value such as bioactive peptides has great 

importance. In this research, the effect of hydrolysis conditions (time: 30-300 min and 

enzyme concentration 0.5-3 %) and type of protease (alcalase and pancreatin) on the 

degree of hydrolysis and antioxidant properties (DPPH radical scavenging activity, Fe 

chelating activity, nitric oxide radical inhibition, total antioxidant capacity and Fe 

reducing power) of protein hydrolysate from skipjack viscera was investigated using the 

response surface methodology. The results showed that the optimum conditions for 

achieving the most antioxidant properties with alcalase and pancreatin were: hydrolysis 

time of 146.9 and 171.67 minutes and enzyme concentration of 1.94 and 2.17%; in these 

conditions, the degree of hydrolysis of the produced protein hydrolysates was 25.12% and 

20.35%, respectively. Comparing the antioxidant properties of hydrolysates produced by 

both proteases showed that the alcalase enzyme led to the production of protein 

hydrolysates with stronger antioxidant properties than pancreatin. Therefore, it can be 

concluded that the protein hydrolysate of the skipjack fish viscera using alcalase enzyme 

as a healthy and value-added product can be used in the production of functional products 

and health supplements. 
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