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  سر سینه میگوي ببري سبز سازي شرایط هیدرولیز آنزیمی پروتئین ضایعات بهینه
)Penaeus semisulcatus( با استفاده از روش سطح پاسخ  

  
  3خاطره نظري و 2معظمه کردجزي*، 1بهاره شعبانپور

استادیار گروه فراوري 2ستاد گروه فراوري محصولات شیلاتی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، ا1
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  1چکیده
سازي شرایط تولید پروتئین هیدرولیز شده شامل نسبت آنزیم به سوبسترا، دمـا و زمـان   جهت بهینه  

اکسیدانی، مینس تهیه شـده از ضـایعات میگـوي ببـري سـبز      منظور دستیابی به بالاترین خواص آنتی به
)Penaeus semisulcatus(  تیمار تعیین شده با طرح  18تجاري آلکالاز بر اساس با استفاده از پروتئاز

صـورت پـودر آمـاده گردیـد.      آزمایشات سطح پاسخ، هیدرولیز شـده و بـا خشـک کـن انجمـادي بـه      
اکسـیدانی پـروتئین هیـدرولیز شـده بـا سـه روش قـدرت دفـع         هاي مربوط به خـواص آنتـی   آزمایش
هـاي  طـور کلـی فـرآورده    انجام شدند. بههیدروکسیل و قدرت احیاي آهن  ،DPPHهاي آزاد   رادیکال

در مقایسـه بـا قـدرت دفـع رادیکـال آزاد       DPPH آزاد تولید شـده پاسـخ بهتـري بـه دفـع رادیکـال      
و میـزان   درصـد  7/49درجـه هیـدرولیز آنـزیم آلکـالاز     . هیدروکسیل و قدرت احیاي آهن نشان دادند

(نسبت آنزیم به سوبسترا  11ها، تیمار از میان تیماروزن خشک بود.  درصد 9/86پروتئین حاصل از آن 
 عنوان تیمار بهینه بـر اسـاس خـواص     دقیقه) به 85گراد و مدت زمان درجه سانتی 75، دما درصد 5/2

  .اکسیدانی برگزیده شدآنتی
  

 اکسیدانی، میگوي ببري سبزآلکالاز، سطح پاسخ، آنتی کلیدي: هاي واژه

                                                             
 kordjazi.m@gmail.com مسئول مکاتبه:*
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  مقدمه
 ستون فلس، پوست، احشا، و امعا شامل آبزیان آوري ع عملصنای جانبی مواد ترین عمدهیکی از   
پوستان است (بنجاکول و ضایعات سرسینه و پوست میگو و دیگر سخت ماهیان تنه هاي استخوان ،مهره

). این ضایعات حاوي مواد غذایی ارزشمندي مانند پروتئین، چربی، کیتین، فیبر، مواد 1997 و موریسی،
شود (بهاسکار و  ها میکه وجود این مواد مغذي باعث تسریع فساد در آن ها هستندمعدنی و رنگدانه

رو یافتن راهی براي استفاده از این ضایعات و بازیافت مواد زیستی ارزشمند  ). از این2008 همکاران،
رسد تا علاوه بر رفع مشکل انهدام این ضایعات، تولید محصولاتی با ارزش نظر می  ها ضروري بهآن

   گردد.افزوده 
تبدیل محصولات جانبی و ضایعات فرآوري صـنایع شـیلاتی بـه مـواد دیگـري کـه داراي ارزش         

هاي شـیمیایی و  کند. فرآینداي باشند هر روزه علاقمندي بیشتري را به خود جلب میدارویی یا تغذیه
اربرد هاي خاص خود را در رابطـه بـا کیفیـت و ک ـ    فیزیکی براي انجام این تغییرات هریک محدودیت

رسد روش آنزیمی داراي اولویت بیشـتري بـوده و   نظر می  که به کنند؛ در حالیمحصول نهایی ایجاد می
نظـر   هاي صورت گرفته در این راسـتا، بـه  توجه به پژوهش با .کندتري تولید میمحصول نهایی مناسب

نظـر   بـه  ها است.از پروتئازاستفاده  ،ها از ضایعاتها جهت بازیافت پروتئینرسد یکی از بهترین راهمی
دست آمـده از هیـدرولیز آنزیمـی ارزش     رسد کاربرد این روش رو به افزایش است زیرا پروتئین بهمی

رو نیاز به انجام تحقیقات گسترده در ایـن   از اینغذایی، دارویی و خواص کاربردي بسیار خوبی دارد. 
کریستینسـون و راسـکو،   شـود ( سـاس مـی  زمینه و افزایش اطلاعات براي توسعه بیشتر ایـن روش اح 

  ).2001جرارد و همکاران، ؛ 2000
که براي این ضایعات دو مشکل  پوسته است درصد 6/28سر و  درصد 4/71شامل ضایعات میگو   

بزرگ انهدام و فساد مطرح است. از طرفی نیز این ضایعات حاوي مـواد ارزشـمندي ماننـد پـروتئین،     
ی براي استخراج هستند. بنابراین ضایعات صنایع فرآوري میگو، منبع مهمآستاگزانتین  چربی و رنگدانه

مطالعات گذشته نشان  ).2005در تولیدات آبزیان است (روتاناپورنواري و همکاران،  این مواد ارزشمند
هاي پروتئولیتیک جهت هیدرولیز پـروتئین   در بین آنزیم ها مدترین آنزیمآکاریکی از اند که آلکالاز  داده
  ).2012ولید بالاترین درجه هیدرولیز است (انجی و مهدخان، باشد که قادر به ت می

خـواص   عنوان غذاي سالم و کاربردي مطرح شده، همچنین معمولاً به شده آبزیانروتئین هیدرولیزپ  
ا داررا نیـز  باکتریایی، ضد حساسیت و ضد سـرطانی  اکسیدانی، ضددارویی مختلفی مانند خواص آنتی
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سازي سازي و خالص رو جدا از این .)2012؛ چالامایاه و همکاران، 2005د (آسپمو و همکاران، نباش می
توانـد چـاره خـوبی بـراي افـزایش      می از ضایعات میگو )2007(جه و همکاران، اکسیدان طبیعی آنتی

خطرات هایی مبنی بر وجود آوري میگو باشد. به آن سبب که گزارشکیفیت ضایعات در صنعت عمل
هـاي مصـنوعی بـر سـلامتی انسـان مطـرح شـده اسـت و اسـتفاده از           اکسـیدان اشی از برخـی آنتـی  ن

  ).2010ها محدود شده است (باتیستا و همکاران، هاي مصنوعی در برخی از کشوراکسیدان آنتی
رسـد کـه   نظـر مـی   با توجه به صنعت رو به رشد آبزي پروري و صنایع وابسته به آن در ایران، بـه   

در ایـن پـژوهش از ضـایعات    بالایی جهت تولید پروتئین هیدرولیز شده وجود داشـته باشـد.   پتانسیل 
بـراي تولیـد پـروتئین     )Penaeus semisulcatus De Haan, 1844( (سرسینه) میگوي ببـري سـبز  

  هیدرولیز شده استفاده شده است.
  

  هامواد و روش
 از کیلوگرم 10 میزان به 1390 سال ماه دمردا ي ببري سبز درمیگو سر سینه ضایعات: سبز میگوي ببري

گـراد منجمـد شـدند.    درجه سـانتی  -20 دماي در بوشهر تهیه و استان در واقع احرار فرآوري کارخانه
گـذاري شـده بـه آزمایشـگاه فـرآوري دانشـکده شـیلات و        سپس با استفاده از یونولیت به شـکل یـخ  

آنـزیم  ) L 2.4آلکـالاز ( د. گشـتن گـان منتقـل   زیست دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گر  محیط
نووازیم دانمارك  آید، از شرکت دست می هب Bacillus licheniformis از باکتريپروتئاز میکروبی که 

    گراد نگهداري شد. درجه سانتی 4دماي در ایران تهیه و تا زمان مصرف در 
 )2001(کـاران  ماز روش جـرارد و ه  هبراي تهیه پروتئین هیدرولیز شد: تولید پروتئین هیدرولیز شده

 مـاري آب) در بن (نمونه چرخ شده: 1:2حجمی  به نسبت وزنی:نمونه انجماد زدایی شده استفاده شد. 
)Memert,WMB14,Germany دقیقـه جهـت غیرفعـال     20مـدت   گراد به درجه سانتی 85)، با دماي

ها با اسـتفاده از هیدروکسـید   حلولم pHدهی شدند. شده حرارتهاي داخلی نمونه چرخنمودن آنزیم
شـیکر  هـا در  نمونـه  مـوردنظر رسـانده شـد.    pHمولار به  2نرمال و یا هیدروکلریک اسید  2/0سدیم 

) بـراي انجـام   1در دمـاي مـوردنظر (جـدول     )IKA KS 4000 ic Control, Germany( انکوبـاتور 
هـا بـه مقـادیر مشـخص بـر اسـاس       یمآنـز  دور در دقیقه قرار داده شدند. 200با دور ثابت ها آزمایش

حاوي مخلوط ماده خام اولیه و آب مقطر تزریق شدند. پس از هر  به ارلن مایرهاي، 1اطلاعات جدول 
منظور قطـع واکـنش    به) و در پایان آزمایش گرفتصورت تصادفی انجام  ها بهگیريگیري (نمونهنمونه

هی شدند (جرارد دحرارتدقیقه  15مدت  به گرادتیدرجه سان 95بن ماري با دماي در  هاآنزیمی، نمونه
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گـراد بـا   درجـه سـانتی   10در دماي ها  سپس نمونه). 2009 ،پور و همکاراناویسی ؛2001و همکاران، 
قـرار   )eppendorf, 5810R, Germany( داریخچـال  سـانتریفیوژ  در دقیقـه  20مدت  به g  8000دور

  ). 2000 ،(کریستینسون و راسکو فیلیزه گردیدو لیو آوريها جمع. مایع رویی آنگرفتند
اسید  کلرواستیک کمک تري ) به1994( روش هویل و مریت هیدرولیز براساس میزان: درجه هیدولیز

  شد. گیري  اندازه
  درجه هیدرولیز =/ میزان پروتئین در نمونه)درصد 10(میزان پروتئین حل شده در محلول تري کلرو استیک اسید  )1معادله (
  

هـا  گیـري پـروتئین نمونـه   انـدازه : ماده خام و پروتئین هیدرولیز شده تولیدي شیمیاییعیین ترکیب ت
هـا  گیري چربی نمونـه اندازه، )N×6.25((ماده خام و پروتئین هیدرولیز شده تولیدي) به روش کلدال 

و رولیـوم اتـر   (ماده خام و پروتئین هیدرولیز شده تولیدي) با روش سوکسله و با اسـتفاده از حـلال پت  
 ندگراد صورت گرفتدرجه سانتی 550ها با سوزاندن کامل در کوره گیري مقدار خاکستر در نمونهاندازه

)AOAC ،2005.(  
  

  اکسیدانیتعیین خواص آنتی
 ،) با اندکی تغییـرات 1992و همکاران ( شیمادابا استفاده از روش  :DPPHقدرت دفع رادیکال آزاد 
لیتر میلی 5/1گیري شد. بر این اساس براي تیمار آلکالاز اندازه DPPHل آزاد درصد بازدارندگی رادیکا

مول که میلی 1/0با غلظت  درصد 95در اتانول  DPPHلیتر از محلول میلی 5/1از محلول واکنش را با 
دقیقه در دماي اتـاق و در تـاریکی    30صورت چرخشی مخلوط و سپس  محلولی بنفش رنگ است به

متـر  متـر بـا اسـپکتروفتو   نـانو  517هـا در  ردیدند. پس از این مدت زمـان جـذب نمونـه   انکوباسیون گ
)Biochrom, Libra S12, UKجاي  ) قرائت گردید. نمونه شاهد نیز به همین ترتیب تهیه شد، فقط به

نمونه محلول پروتئین هیدرولیز شده از آب مقطر استفاده گردید. سپس با استفاده از معادله زیر درصـد  
  محاسبه شد. DPPHفع رادیکال آزاد د
  درصد بازدارندگی =جذب نمونه شاهد)}  -{جذب نمونه شاهد / (جذب نمونه × 100              )2معادله (
  

) با اندکی تغییرات 1997با استفاده از روش چونگ و همکاران ( قدرت دفع رادیکال آزاد هیدروکسیل:
 10) با غلظـت  FeSo4.7H2oرولیتر سولفات آهن آبدار (میک 200گیري گردید. طبق این روش  اندازه
میکرولیتر دي اکسی ریبوز با غلظت  200مول،  میلی 10با غلظت  EDTAمیکرولیتر  200مول را با  میلی

فسفات  لیتر محلول بافر میلی 1میکرولیتر محلول پروتئین هیدرولیز شده رقیق شده و  200مول،  میلی 10
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مول به آن میلی 10غلظت  با H2O2لیتر میکرو 200وبی مخلوط گردیده، سپس خ ) بهpH 4/7مولار ( 2/0
لیتـر  میلـی  1سـاعت در انکوبـاتور قـرار گرفـت. سـپس       4گراد به مدت درجه سانتی 37افزوده و در 

مول به آن اضافه نمـوده و   میلی 20لیتر تیوباربیتوریک اسید میلی 1و  درصد 8/2استیک اسید  کلرو تري
دقیقـه   15مدت  گراد بهدرجه سانتی 100خلوط گردید. سپس نمونه را در حمام آبی با دماي خوبی م به

ها سرد و دقیقه ظروف حاوي نمونه 5مدت  وري در مخلوط آب و یخ بهقرار داده و پس از آن با غوطه
هیدروکسیل  درصد دفع رادیکال آزاد 2متر قرائت گردید. و با استفاده از معادله نانو 532ها در جذب آن

  محاسبه شد. در نمونه شاهد به جاي پروتئین هیدرولیز شده از آب مقطر استفاده گردیده است. 
لیتـر از پـروتئین   میلـی  1)، مقـدار  1986بر اساس روش ایاایزو ( ):+Fe2به  +Fe3قدرت احیاي آهن (

 5/2) و pH 6/6و  مـول  2/0لیتر محلول بافر فسفات (غلظت میلی 5/2هیدرولیز شده رقیق شده را با 
مخلوط کرده سپس محلول تهیه شده در تاریکی و  درصد 1لیتر محلول پتاسیم هگزانوفرات آبدار میلی

لیتـر  میلـی  5/2دقیقـه انکوباسـیون گردیـد. در مرحلـه بعـد       30مـدت   گـراد بـه  درجه سانتی 50دماي 
 10مـدت   ماي اتاق بـه به ظروف حاوي مخلوط واکنش اضافه و در د درصد 10استیک اسید  کلرو تري

لیتـر آب مقطـر و   میلی 5/2لیتر از مخلوط تهیه شده با میلی 5/2دقیقه انکوباسیون گردیدند. پس از آن 
نانومتر بـا   700ها در به خوبی مخلوط کرده و جذب نمونه درصد 1/0فریک آبدار لیتر کلریدمیلی 5/0

حیاي آهن محاسبه گردید. در تهیه نمونـه شـاهد   درصد ا 2اسپکتروفتومتر قرائت و با استفاده از معادله 
  به جاي پروتئین هیدرولیز شده از آب مقطر استفاده شده است.

 CCD                        ً                                 آزمایشات براساس روش کاملا  تصادفی در قالب طرح مرکب مرکـزي   :تجزیه و تحلیل آماري
 18     ً  جمعـا  ) و =3nنقطـه محـوري (   n2نقطه فاکتوریـل و   n2)، rشامل چهار تکرار در نقطه مرکزي (

محاسبه  682/1(فاصله نقاط محوري از مرکز طرح و مقادیر کدگذاري شده)  αتیمار انجام شد. مقدار 
 ـشد. سطوح آزمون و مقادیر واقعی بر اساس رابطه تبدیل مقادی دسـت آمدنـد و در    هر کدگذاري شده ب

  گیرد.سطح مورد آزمون قرار می 5ثبت شدند. در این روش هر متغیر مستقل در  1جدول 
  

  .مقادیر عوامل متغیر براي آنزیم آلکالاز -1جدول 
  α  +1  0  -1  -α+  هامتغیر

 X1(  4  39/3  5/2  61/1  1) (درصدنسبت آنزیم به سوبسترا (

  X2(  75  94/70  65  06/59  55) (گراد سانتیدما (
  X3(  120  8/105  85  2/64  50زمان (دقیقه) (
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ها از تحلیل رگرسیونی استفاده شد. و بیان روابط بین متغیر هابراي تحلیل داده: نتایجهاي  آنالیز داده
منظور  ) به1/9، نسخه SASافزار آماري ( )، با استفاده از نرمRSREGروش رگرسیون سطح پاسخ (

  اي زیر استفاده شد:برازش معادله چند جمله
  

Y= ß0 +                                                 )3معادله (


3

1i
ßiXi +



3

1i
ßiiXi

2 +


2

1i



3

1ij
 ßijXiXj  

  

(عرض از  ß0)، DPPHهاي آزاد دهنده متغیر تابع یا پاسخ (قدرت دفع رادیکال نشان Yکه در آن 
در روش  هاي مستقل هستند.، متغیرXj و Xi ضرایب مدل رگرسیون و ßijو  ßi ،ßiiمبدأ) عدد ثابت، 

RSREGها برازش شده و دهند، بر دادههاي یک معادله درجه دوم کامل که تشکیل سطح می، پارامتر
هاي برازش داده شده، تعیین ها و سطح حاصل از معادله درجه دوم بر دادهیک از پارامترمقادیر بهینه هر

رسم  5/6، نسخه MATLABافزار  ده از نرمهاي سطح پاسخ و کانتور، با استفاشد. سپس نمودار
  گردیدند.

  
  نتایج

اثر آنزیم تجاري آلکالاز روي ترکیب شیمیایی، درجه هیدرولیز و خواص  :تأثیر نوع آنزیم
  اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده مورد مطالعه قرار گرفت که نتایج آن در زیر ارائه شده است. آنتی

  

  .بر اساس وزن خشک تیمار پروتئین هیدرولیز شده میگوي ببري سبز 18اولیه و میانگین  ترکیب شیمیایی ماده خام - 2جدول 
  )درصدخاکستر (  )درصدچربی (  )درصدپروتئین (  

  4/29±4/2  8/9±6/0  4/43±3/1  ماده خام
  3/5±8/0  3/1±4/0  9/86±25/2  پروتئین هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز
  انحراف از معیار) ±ت (میانگین همه اعداد بر حسب درصد بیان شده اس

  

 سازي فرآیند هیدرولیز پروتئینبهینه

ها بر روي پروتئین هیدرولیز شده با دست آمده از آزمایش نتایج به :هاي برازش شدهبررسی مدل
 3در جدول به همراه درجه هیدرولیز پروتئین صورت مقادیر پاسخ در طرح مرکب مرکزي  آلکالاز به

اي  منظور برازش معادله چند جمله به SASافزار  در نرم RSREGت. دستورالعمل نشان داده شده اس
، X11)، درجه دوم (X1 ،X2 ،X3هاي آزمایشی استفاده شد. تمام ضرایب ساده (درجه دوم براي داده
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X22 ،X33ها () و اثرات همزمان آنX21 ،X31 ،X32دار بودن با آزمون  ) براي بررسی معنیt  محاسبه و
هاي رگرسیونی هر یک از نسبت آنزیم به سوبسترا، دما و زمان واکنش برآورد شده براي مدل ضرایب

منظور تعیین معادلات مدل سطح پاسخ  ارائه شده است. به 4اکسیدانی در جدول هاي آنتیبر ویژگی
صورت مدل در  دار به) حذف شدند و ضرایب معنی<05/0Pبرازش شده، تمام ضرایب فاقد معنی (

داري و اعتبار مدل پیش از استفاده بررسی شد تا صحت نشان داده شده است. همچنین معنی 5ل جدو
بالاترین مقدار آن  نشان داد که هیدرولیز درجه سنجش نتایج. )6(جدول  شودو اثر بخشی مدل تعیین 

  .است بوده درصد 5/49 معادل آلکالاز آنزیم با شده تولید تیمارهاي مربوط به
  

هاي متغیرهاي وابسته به متغیرهاي مستقل براي تولید پروتئین هیدرولیز شده از ح مرکب مرکزي و پاسخطر -3 جدول
  .و درجه هیدرولیز با استفاده از آنزیم آلکالاز ضایعات میگوي ببري سبز

 X1  X2  X3  Y1  Y2  Y3  DH  مشاهدات
1  1  1  1  4/81  5/88  4/37  8/45  
2  1  1  1 -  1/89  9/93  7/56  5/41  
3  1  1 -  1  2/81  2/90  1/14  2/31  
4  1  1 -  1 -  82  1/89  8/37  5/18  
5  1 -  1  1  5/69  6/86  4/45  6/23  
6  1 -  1  1 -  6/69  3/85  1/48  5/11  
7  1 -  1 -  1  6/69  4/90  3/50  2/30  
8  1 -  1 -  1 -  70  8/89  1/27  2/10  
9  0  0  682/1  7/86  8/84  6/49  5/49  
10  0  0  682/1-  1/83  86  1/26  3/21  
11  0  682/1  0  7/78  96  7/58  4/26  
12  0  682/1-  0  8/82  8/94  9/26  1/29  
13  682/1  0  0  9/97  7/91  1/45  6/46  
14  682/1-  0  0  3/57  8/89  1/38  8/21  
15  0  0  0  6/94  96  4/19  4/26  
16  0  0  0  8/91  4/95  2/32  6/30  
17  0  0  0  5/87  94  6/23  32  
18  0  0  0  85  4/95  7/23  2/27  

X1  ،درصد(نسبت آنزیم به سوبسترا ،(X2 دما، درجه سانتی) ،(گرادX3  ،(زمان، دقیقه)Y1  قدرت دفع رادیکال)DPPH ،
  .درجه هیدرولیز DH، )درصد(قدرت احیاي آهن،  Y3 )،درصددفع رادیکال هیدروکسیل،  (قدرت Y2)، درصد
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  .فهاي مختلاي برازش شده براي پاسخجمله ضرایب معادله چند -4جدول 
 Y1 Y2 Y3 پارامتر  آنزیم

  آلکالاز

 832408/24*  249901/95*  924690/89* عرض از مبدأ
X1 

*029667/9 *937500/0  963004/0-  
X2 006449/0-  233349/0-  *188028/8  
X3 216346/0-  323640/0-  244430/1  
X11 

*163496/5 -  *793457/1 -  *512345/5  
X21 975000/0  *425000/1  262500/3  
X22 *047424/4 -  145923/0-  *937515/5  
X31 000000/1-  775000/0-  *937500/7 -  
X32 825000/0-  725000/0-  687500/2-  
X33 577044/2-  *689007/3 -  517132/2  

X1  ،درصد(نسبت آنزیم به سوبسترا ،(X2 دما، درجه سانتی) ،(گرادX3  ،(زمان، دقیقه)Y1  قدرت دفع رادیکال)DPPH ،ددرص ،(
Y2  ،درصد(قدرت دفع رادیکال هیدروکسیل،( Y3  ،قدرت احیاي آهن)05/0 دار * معنی )درصدp≤.  

   

  .مدل سطح پاسخ -5جدول 
 R2  P-Value  ايمعادله چند جمله  هاپاسخ  آنزیم

  آلکالاز
Y1 Y1 (%) = 89.924 + 9.029 X1– 5.163 X1

2– 4.047X2
2  873/0 009/0 

Y2  Y2 (%) = 95.249 + 0.937 X1– 1.793 X1
2+ 1.425 X2*X1– 3.689 X3

2  934/0 000/0 
Y3  Y3 (%) = 24.832 + 8.188 X2 + 5.512 X1

2+ 5.937 X2
2– 7.937 X3*X1  786/0 055/0 

X1  ،درصد(نسبت آنزیم به سوبسترا( ،X2 دما، درجه سانتی)(گراد ،X3 (زمان، دقیقه) Y1 ) قدرت دفع رادیکال آزادDPPH ،
  .)درصد(قدرت احیاي آهن، Y3 ، )درصددفع رادیکال آزاد هیدروکسیل،  ت(قدر Y2 )،درصد

  

 .هاي مورد آزمایش) اثر ساده متغیرها بر ویژگیANOVAآنالیز واریانس ( -6جدول 
  P سطح  F سطح  میانگین مربعات مجموع مربعات  آزادي درجه  متغیر  اهپاسخ  آنزیم

  آلکالاز

Y1 

  

X1  4  385/1464  096/366  602/12  001/0  
X2  4  653/219  913/54  890/1  205/0  
X3  4  840/97  460/24  842/0  535/0  

Y2 

X1  4  608/73  402/18  921/8  004/0  
X2  4  461/21  365/5  601/2  116/0  
X3  4  071/182  517/45  065/22  000/0  

Y3  X1  4  685/686  671/171  535/5  019/0  

  X2  4  240/160  060/40  292/1  350/0  
X3  4  817/456  204/114  682/3  055/0  

X1  ،درصد(نسبت آنزیم به سوبسترا( ،X2 دما، درجه سانتی)(گراد ،X3 (زمان، دقیقه) Y1 ) قدرت دفع رادیکال آزادDPPH ،
  )درصد(قدرت احیاي آهن، Y3 ، )درصددفع رادیکال آزاد هیدروکسیل،  (قدرت Y2 )،درصد
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  .) پاسخ متغیرهاي وابستهANOVAآنالیز واریانس ( -7جدول 

درجه   تغییر منابع     ها   پاسخ  آنزیم
  آزادي

مجموع 
  P سطح  F سطح  R2 مربعات

  آلکالاز

Y1 

  009/0  120/6  873/0  159/1600  9  مدل رگرسیون
  002/0  773/12  607/0  166/1113  3 ساده

  025/0  346/5  254/0  942/465  3  درجه دوم
  865/0  242/0  011/0  050/21  3  همزمان

Y2  

  000/0  581/12  934/0  582/233  9  مدل رگرسیون
  155/0  289/2  056/0  164/14  3 ساده

  000/0  374/31  776/0  162/194  3  درجه دوم
  049/0  081/4  101/0  255/25  3  همزمان

Y3  

  055/0  264/3  786/0  439/2347  9  مدل رگرسیون
  053/0  957/3  317/0  583/948  3 ساده

  087/0  136/3  251/0  892/751  3  درجه دوم
  116/0  699/2  216/0  963/646  3  همزمان

X1  ،درصد(نسبت آنزیم به سوبسترا( ،X2 دما، درجه سانتی)(گراد ،X3 (زمان، دقیقه) Y1 ) قدرت دفع رادیکال آزاد
DPPH ،درصد،( Y2 قدرت)  ،درصددفع رادیکال آزاد هیدروکسیل( ، Y3 ،قدرت احیاي آهن)درصد(.  

  
 .گرسیونهاي رهاي مدلآنالیز باقیمانده -8جدول 

  منابع            پاسخ   آنزیم
درجه 
  آزادي

 مجموع 
 مربعات

میانگین 
  مربعات

  P سطح  F سطح

  
Y1  
 

  313/0  919/1  410/35  051/177  5  عدم برازش
      449/18  347/55  3 خطاي خالص  
      049/29  398/232  8  خطاي کل  
  

Y2  
  

  142/0  984/3  868/2  342/14  5  عدم برازش
      720/0  160/2  3 لصخطاي خا  آلکالاز
      062/2  502/16  8  خطاي کل  
  

Y3  
  

  149/0  832/3  543/110  717/552  5  عدم برازش
      849/28  547/86  3 خطاي خالص  
      908/79  265/639  8  خطاي کل  

X1  ،درصد(نسبت آنزیم به سوبسترا( ،X2 دما، درجه سانتی)(گراد ،X3   (زمـان، دقیقـه)، Y1 )   زاد قـدرت دفـع رادیکـال آ
DPPH ،درصد،( Y2 قدرت)  ،درصددفع رادیکال آزاد هیدروکسیل( ، Y3 ،قدرت احیاي آهن)درصد(  
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تـوان آن را  بعد از تشخیص اعتبار مدل به لحـاظ آمـاري، مـی    :هاي سطح پاسخ و اثر فاکتورهاپلات
ولیز شـده  اکسیدانی پـروتئین هیـدر  منظور آنالیز و برآورد اثر سطوح مختلف متغیرها بر خواص آنتی به

منظور تعیین اثرات متغیرها و اثرات متقابـل   هاي گرافیکی (دو و سه بعدي) بهتولیدي به کار برد. روش
روند. رسم نمودار سطح پاسـخ ارتبـاط بـین    کار می اکسیدانی محصول بهها بر خواص آنتی احتمالی آن

ارهـا و سـطوح پاسـخ، نـواحی     دهد. با مطالعـه ایـن نمود  متغیرهاي مستقل و متغیر وابسته را نشان می
شـود و  اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده تولیـدي شناسـایی مـی   آنتی مطلوب نمودار بر اساس خواص

  سازي نهایی را انجام داد. توان بهینه می
  

هـاي  اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده تولیدي بـا آنـزیم  تأثیر شرایط مختلف تولید بر خواص آنتی
  آلکالاز

پروتئین هیدرولیز شده تولیـدي بـا    DPPHمختلف تولید بر قدرت دفع رادیکال آزاد تأثیر شرایط 
(جـدول   DPPHآنالیز واریانس اثر ساده متغیرهاي فرآیند بر قدرت دفع رادیکـال آزاد   :آنزیم آلکالاز

دار شـده اسـت   دهد کـه اثـر متغیـر نسـبت آنـزیم بـه سوبسـترا معنـی        ) براي آنزیم آلکالاز نشان می6
)05/0p<.(  شکل) اثرات همزمان نسبت آنـزیم بـه سوبسـترا و دمـاي     1نمودار سطح پاسخ و کانتور (

گراد تا نقطـه مرکـزي و همچنـین افـزایش     درجه سانتی 55دهند که با افزایش دما از واکنش، نشان می
توسط پـروتئین   DPPH) قدرت دفع رادیکال آزاد درصد 5/2تا نقطه مرکزي ( درصد 1مقدار آنزیم از 

رادیکـالی  یدرولیز شده تولیدي افزایش یافته است و افزایش دما به آرامی سبب افزایش قـدرت آنتـی  ه
  پروتئین هیدرولیز شده گردیده است.

  

A2  A1  
تأثیر همزمان مقدار آنزیم و دما بر دفع رادیکال آزاد  )A2) و کانتور دو بعدي (A1سطح پاسخ سه بعدي ( -1شکل 

DPPH ده ضایعات میگوي ببري سبز با آنزیم آلکالازپروتئین هیدرولیز ش.  
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تأثیر شرایط مختلف تولید بر قدرت دفع رادیکال آزاد هیدروکسیل پروتئین هیدرولیز شده تولیدي 
آنالیز واریانس اثر ساده متغیرهاي فرآیند بر قـدرت دفـع رادیکـال آزاد هیدروکسـیل      :با آنزیم آلکالاز

دار دهد که اثر دو متغیر نسبت آنزیم به سوبسترا و زمـان معنـی  می) براي آنزیم آلکالاز نشان 6(جدول 
اثـرات همزمـان مقـدار     ،)A2و  A1( 2نمودارهاي سطح پاسخ و کانتور شـکل   ).>05/0pشده است (

دهند که افزایش مقدار آنزیم تا محدوده نقاط مرکزي همزمان با افزایش دما سبب آنزیم و دما نشان می
کال هیدروکسیل شده و پس از آن در مقدار ثابت آنزیم در نقطـه مرکـزي، بـا    افزایش قدرت دفع رادی

 )B2و  B1( 2هـاي شـکل   در نمودار افزایش دما قدرت دفع رادیکال هیدروکسیل افزایش داشته است.
شـود، بـا افـزایش    دهد، بر اساس آنچـه مشـاهده مـی   که تأثیر همزمان مقدار آنزیم و زمان را نشان می

تغیر تا محدوده نقاط مرکزي قدرت دفع رادیکاي آزاد هیدروکسیل افزایش یافته است همزمان هر دو م
هاي مقدار آنزیم و زمـان قـدرت دفـع رادیکـال هیدروکسـیل      و پس از آن با افزایش هر کدام از متغیر

 2هاي سطح پاسخ و کانتور شکل در نمودارهمچنین  توسط پروتئین هیدرولیز شده کاهش یافته است.
)C1  وC2( دقیقه تا  50گردد که با افزایش مدت زمان واکنش از اثرات همزمان دما و زمان، مشاهده می

دقیقه) قدرت دفع رادیکال آزاد هیدروکسیل افزایش یافته است و تغییـرات   85محدوده نقاط مرکزي (
آنالیز  کهنچنانرادیکالی پروتئین هیدرولیز شده اثر گذار است و آافزایشی دما به آهستگی بر قدرت آنتی

) بـراي آنـزیم   6واریانس اثر ساده متغیرهاي فرآیند بر قدرت دفع رادیکال آزاد هیدروکسـیل (جـدول   
  ).<05/0pدار نشده است (دهد اثر متغیر دما معنیآلکالاز نشان می

  

  
A2    

A1  
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B2  B1  

  
C2  

  
C1  

) B1سطح پاسخ سه بعدي (، مزمان مقدار آنزیم و دما) تأثیر هA2) و کانتور دو بعدي (A1سطح پاسخ سه بعدي ( - 2شکل 
) تأثیر همزمان C2) و کانتور دو بعدي (C1سطح پاسخ سه بعدي ( ،) تأثیر همزمان مقدار آنزیم و زمانB2و کانتور دو بعدي (

  .لازدما و زمان بر دفع رادیکال آزاد هیدروکسیل پروتئین هیدرولیز شده ضایعات میگوي ببري سبز با آنزیم آلکا
  

 :تأثیر شرایط مختلف تولید بر قدرت احیاي آهن پروتئین هیدرولیز شده تولیدي با آنزیم آلکالاز
دهند، ) اثرات همزمان نسبت آنزیم به سوبسترا و دما را نشان میA2و  A1( 3ها در شکل نمودار
درت احیاي آهن براي آید با افزایش دما در مقادیر ثابت آنزیم قمیطور که از نمودار کانتور بر همان

هاي نمودار پروتئین هیدرولیز شده تولیدي افزایش یافته است و مقدار آنزیم تأثیر زیادي نداشته است.
دهد که با افزایش یک متغیر ) اثرات همزمان زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا نشان میB2و  B1( 3شکل 

. و افزایش همزمان مقدار آنزیم و زمان اثر یابدو کاهش دیگري و بالعکس قدرت احیاي آهن افزایش می
مشخص  طور که در نمودار کانتور کاملاً منفی بر قدرت احیاي آهن پروتئین هیدرولیز شده دارد. همان

است با افزایش دما در مقدار کم و ثابت آنزیم و افزایش مقدار آنزیم در محدوده ثابت و کم دمایی قدرت 
اثرات  )C2و  C1( 3نمودار سطح پاسخ و کانتور شکل همچنین  یابد.احیاي آهن فرآورده افزایش می
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یابد و دهند که با افزایش دما، قدرت احیاي آهن افزایش میهمزمان نسبت دما و زمان واکنش، نشان می
  زمان واکنش تأثیري بر قدرت احیاي آهن پروتئین هیدرولیز شده میگوي ببري سبز نداشته است.

  
  

 
A2  

  
A1 

 
B2  

 
B1  

 
C2  

 
C1  

سطح پاسخ سه بعدي  ) تأثیر همزمان مقدار آنزیم و دما،A2) و کانتور دو بعدي (A1سطح پاسخ سه بعدي ( - 3شکل 
)B1) و کانتور دو بعدي (B2) تأثیر همزمان مقدار آنزیم و زمان و سطح پاسخ سه بعدي (C1) و کانتور دو بعدي (C2 (

  .اي آهن پروتئین هیدرولیز شده ضایعات میگوي ببري سبز با آنزیم آلکالازتأثیر همزمان دما و زمان بر قدرت احی
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، 4اکسیدانی جدول هاي خواص آنتیبا توجه به نتایج کمی حاصل از آزمایش :انتخاب تیمار بهینه
  ).9تیمار بهینه تولید شده با آنزیم آلکالاز انتخاب شد (جدول 

  
  .بهینه مربوط به آنزیممقادیر عوامل متغیر در نقاط تیمار  -9جدول 

  آنزیم  مشاهدات
نسبت آنزیم به سوبسترا 

 )درصد(

  دما
  )گراد سانتی(

  زمان
  (دقیقه)

  مقادیر پاسخ
 )درصد(

  8/77  85  75  5/2  آلکالاز  11
  

  بحث
هاي تولید شده با ارائه شده محتوي پروتئینی بر اساس وزن خشک در تیمار 2که در جدول  آنچنان  

هاي سایر محققـین نتـایج حاصـل از ایـن     باشد که نتایج پژوهشمیدرصد  9/86±25/2آنزیم آلکالاز 
سـازي پـروتئین هیـدرولیز شـده امعـا و       بهینه) 2009همکاران ( پور و اویسی. کنندپژوهش را تأیید می

ها گـزارش نمودنـد   را مورد بررسی قرار دادند. آن آلکالازآنزیم توسط  )Huso huso(احشا فیل ماهی 
درصـد   43/66±62/3میزان محتوي پروتئینی مربوط به فرآورده تولید شده با آنزیم آلکالاز  که بیشترین

سـه گونـه   شده در پروتئین هیدرولیز  را پروتئین) مقدار 2005ساکول و همکاران (روتاناپورنواريبود. 
 ترتیــب ) بــهPenaeus monodon) و (Pandalus eous(، )Metapenaeus endeavouri( میگـو 

) با بررسـی  2010چالامایاه و همکاران ( گزارش کردند. درصد 00/91و  درصد 47/91، درصد 79/89
درصـد را   0/85±32/2میزان پروتئین   (Cirrhinus mrigala)روي پروتئین هیدرولیز شده تخم ماهی

) روي محصول جنبی مـاهی تیلاپیـا   2014رسلان و همکاران ( پژوهشمقدار پروتئین در  بیان نمودند.
)Oreochromis niloticus( 29/0±71/62 .درصد بود  

درصد بوده که بعد  8/9±6/0در این پژوهش میزان چربی در ماده خام اولیه بر اساس وزن خشک   
هاي تولیدي با آنـزیم  از انجام فرآیند هیدرولیز، میزان چربی به شدت کاهش پیدا نموده است، در تیمار

دلیل شکسته شدن باندهاي پپتیدي  تواند بهبود. این کاهش می درصد 3/1±4/0آلکالاز این میزان معادل 
محلول متصـل  ها باشد که باعث شده طی سانتریفوژ با دور بالا، چربی به پروتئین ناو سانتریفیوژ نمونه

صورت یـک لایـه مجـزا، بعـد از      ها رسوب کند. همچنین بخش اعظمی از چربی بههمراه آن شده و به
شود که به راحتی قابل برداشت اسـت (کریستینسـون و راسـکو،    اتانت دیده میسانتریفوژ روي سوپرن
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هاي هیـدرولیز شـده در اکسیداسـیون    میزان لیپید پروتئین کاهش). 2010چالامایاه و همکاران،  ؛2000
سـاکول و همکـاران   گردد. روتوناپورنواريسبب پایداري محصول میو  شتهها نقش چشمگیري دالیپید

 Pandalus eous) ،(Metapenaeus( ،لید پروتئین هیدرولیز شده از سـه گونـه میگـو   ) در تو2005(

endeavouri) و (Penaeus monodon ( و  درصـد  01/0، درصـد  02/0 ترتیـب  را بـه محتوي چربی
  (Cirrhinus mrigala)با بررسی که روي پروتئین هیدرولیز شده تخم ماهی ذکر کردند. درصد 01/0

 درصـد گـزارش شـد.    1/6±20/0 ) انجـام گرفـت، میـزان چربـی    2010کاران (توسط چالامایاه و هم
امعـا و   هیدرولیز شده چربی پروتئین میزان ،کار بردن آنزیم آلکالاز هبا ب) 2009پور و همکاران ( اویسی
) روي 2014رسـلان و همکـاران (   پژوهشدر  گزارش نمودند.درصد  34/1±23/0ماهی را فیل  احشا

نتـایج   درصد بود. 08/0±05/0مقدار چربی  )Oreochromis niloticus(لاپیا محصول جنبی ماهی تی
  باشد.درصد می 5/0آن است که میزان چربی در پروتئین هیدرولیز شده کمتر از  بیانگر

پژوهش محتوي خاکستر در پروتئین هیدرولیز شده تولید شده به شدت کاهش یافتـه و   این همچنین در  
روي ) 2005سـاکول و همکـاران (  که نتایج پژوهش روتاناپورنواري بوده است، درصد 3/5±8/0میانگین آن 

 ترتیـب  ) بهPenaeus monodon) و Pandalus eous) ،(Metapenaeus endeavouri)( سه گونه میگو
رسلان و همکاران همچنین  کند.پژوهش را تأیید میاین نتایج  درصد 09/5و  درصد 20/5، درصد 72/4

مقـدار خاکسـتر را    )Oreochromis niloticus(محصـول جنبـی مـاهی تیلاپیـا      ) بـا بررسـی  2014(
) با نتایج ایـن پـژوهش   1389پور و همکاران (اما پژوهش اویسیدرصد گزارش کردند.  94/0±34/25

که محتوي خاکسـتر در پـروتئین هیـدرولیز شـده امعـا و احشـاي مـاهی تـن         مغایرت داشته به طوري
 )درصـد  46/4±21/1نسبت به امعا و احشا ( )درصد 38/1±34/22(  (Thunnus albacores)باله زرد

دلیل استفاده از بـافر فسـفات در تهیـه پـروتئین      تواند بهافزایش چشمگیري داشته است که این امر می
پژوهش به جاي استفاده از بافر فسفات به تنهایی، از ترکیب آب مقطر و این هیدرولیز شده باشد که در 

  ستفاده شده است.بافر فسفات ا
و دمـاي   pHدلیل استفاده از  واکنش آنزیمی به هنگام) بیان داشتند که در 2007جرارد و همکاران (  

امکان رویداد واکنش هیدرولیز شیمیایی نیز وجـود   ،بالا و مناسب، طبق طرح مشخص شده آزمایشات
تـوان  گردد و در این خصـوص مـی  یتري در فرآورده ایجاد مهاي بالا رنگ تیرهکه در دما دارد، آنچنان
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و پروتئین که در پوسته میگو  1اذعان داشت که این رنگ در اثر شکسته شدن پیوند رنگدانه آستاگزانتین
پروتئین  -کیتین شود. همچنین در پیوندوجود دارد، ایجاد شده و سبب تولید مشتقات کاروتنوئیدي می

پیوند داشـته کـه بـه راحتـی قابـل       2هاي استالباند پروتئین با درصد 90موجود در پوسته میگو حدود 
هیدرولیز آنزیمی ضایعات میگو در شرایط پژوهش حاضر  ،هانظر آن با توجه بهباشد. می شکسته شدن

مانند مشتقات کاروتنوئیدي کـه از شکسـته شـدن     DPPHتواند مخلوطی از ترکیبات بازدارنده نیز می
پپتیـد (ماننـد انسـرین و    دي -آینـد، هیسـتیدین  وجود می هه میگو بآستاگزانتین در پوست -پیوند پروتئین

هاي آزاد (آسپارتیک اسید، گلوتامیـک  اسیدهاي با وزن مولکولی کم مانند آمینوکارنوزین) و دیگر پپتید
  اسید، آلانین، لوسین، لایزین و ترئونین) فراهم کرده باشد. 

هاي تولید شده با آنزیم آلکـالاز  براي فرآورده DPPHپژوهش فعالیت بازدارندگی رادیکال این در   
) 13گراد (تیمار درجه سانتی 65و دماي  درصد 5/2دقیقه، مقدار آنزیم  120در نقطه حداکثر زمان یعنی

اي بـرازش شـده   جملـه  ضرایب معادله چنـد راي ب 4جدول که در بوده و آنچنان درصد 9/97و معادل 
هاي تولید براي فرآورده DPPHاثر زمان بر قدرت دفع رادیکال  ،شودهاي مختلف دیده میبراي پاسخ

و اثر ساده دو متغیر دما و نسبت آنـزیم بـه سوبسـترا و     )<05/0pدار نشده است (شده با آلکالاز معنی
هـاي سـطح پاسـخ و کـانتور     طور که در نمـودار همان .)>05/0pدار شده است (ها معنیدرجه دوم آن

زایش مقدار آنزیم و دما تا محدوده نقاط مرکزي سبب افـزایش قـدرت دفـع    ) نمایان است اف1(شکل 
افزایش دمـا بـا   پروتئین هیدرولیز شده میگوي ببري سبز با آلکالاز شده است و  DPPHرادیکال آزاد 

رادیکالی گردیده است و در این مورد اثر مقدار آنزیم بر فعالیت روند ملایمی سبب افزایش فعالیت آنتی
گردد که اثر مشاهده می 6یکالی پروتئین هیدرولیز شده میگو بیشتر از دما بوده است. در جدول رادآنتی

دار نشـده اسـت   ) و اثـر متغیـر زمـان معنـی    >05/0pدار شده اسـت ( دو متغیر مقدار آنزیم و دما معنی
)05/0p> .(و وو ) (با تحقیق روي ماهی ماکرل  )2003همکارانScomber austriasicus( تیستا و و با

گـزارش نمودنـد کـه قـدرت دفـع       (Aphanopus carbo)روي مـاهی  پژوهش با  )2010همکاران (
ایـن   بـا یابد کـه  پروتئین هیدرولیز شده با افزایش مدت زمان واکنش افزایش می DPPHرادیکال آزاد 

ایط مختلـف  دلیل تفاوت در ماده اولیه مورد استفاده یـا شـر   تواند بهپژوهش مطابقت ندارد؛ این امر می
  کار گرفته در فرآیند هیدرولیز مانند دما، مقدار آنزیم و نسبت آب به ماده خام ایجاد شده باشد. به

                                                             
1- Astaxanthine  
2- O-Glycosid bonds 
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الاواراسـان و   .شد) درصد DPPH )9/97پژوهش بالاترین درصد قدرت دفع رادیکال آزاد این در   
بتـی و  و  )درصـد  48/1±65/64( Catla catla) قدرت دفع رادیکال را براي مـاهی  2012همکاران (
 درصـد  90ایـن مقـدار را    )Rastrineobola argentea( روي مـاهی  پـژوهش ) بـا  2014همکاران (

  تواند در ماهیت پروتئین ماده خام جستجو گردد.دلیل این عدم تطابق می گزارش کردند.
مـا  د و متغیر بررسی شده یعنی نسبت آنزیم به سوبسـترا  دودهند که نشان می 4هاي جدول معادله  

اند. براي فرآورده تولید شده با آنزیم آلکالاز تأثیرگذار بوده DPPHبر فعالیت بازدارندگی رادیکال آزاد 
در مقایسـه بـا رادیکـال هیدروکسـیل و      DPPHفعالیت بیشتري براي دفـع رادیکـال   ها  هیدرولیز شده

تئین هیدرولیز شده بستگی اکسیدانی پروآنتی طور کلی فعالیت به قدرت احیاي آهن از خود نشان دادند.
 ـ کار گرفته در آزمایش دارد، از این کار برده، ماده اولیه و شرایط به  به پروتئاز به دسـت آمـده    هرو نتایج ب

باتیسـتا و   ،2004ا یکدیگرند (جون و همکـاران،  همیشه موافق یکدیگر نبوده و گاهی حتی در تضاد ب
  .)2012؛ چالامایاه و همکاران، 2010همکاران، 

هاست و قدرت دفع رادیکال هیدروکسیل براي لیپید رادیکال هیدروکسیل یک اکسیدان اختصاصی  
ها مرتبط است طور مستقیم با پیشگیري از گسترش فرآیند اکسیداسیون لیپید اکسیدان بهتوسط یک آنتی

فـع رادیکـال   پژوهش فرآورده تولید شده با آنزیم آلکالاز قدرت د این ). در2010(باتیستا و همکاران، 
تواند مربوط به فعالیـت بیشـتر   ) از خود نشان داده است؛ دلیل این موضوع میدرصد 96هیدروکسیل (

آنزیم آلکالاز باشد. حداکثر قدرت دفع رادیکال هیدروکسیل در نقاط مرکزي بوده اسـت. در پـژوهش   
ل هیدروکسیل هیدرولیز ارائه گردیده است فعالیت دفع رادیکا 5هاي جدول که در معادلهحاضر آنچنان

ها با هر سه متغیر نسبت آنزیم به سوبسترا، دما و مدت زمان واکنش در ارتباط بوده و بـا افـزایش   شده
هر سه متغیر تا رسیدن به نقطه مرکزي فعالیت بازدارندگی رادیکـال هیدروکسـیل  پـروتئین هیـدرولیز     

    ). 6      (جدول   شده افزایش یافته است
) پـروتئین هیـدرولیز شـده تولیـدي قـدرت دفـع رادیکـال        2010کـاران ( در پژوهش باتیستا و هم  

هیدروکسیل اندکی از خود نشان داد و این محققین گزارش نمودند که پروتئین هیدرولیز شده با درجه 
هـایی  داري توانایی دفع هیدروکسیل کمتري نسبت به تیمارطور معنی هیدرولیز و درصد آنزیم بالاتر، به

) در پژوهش خود بر روي 2008کمتري داشتند، از خود نشان دادند. دانگ و همکاران (که درصد آنزیم 
بـا  ) Hypophthalmichthys molitirix( اينقرهاکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده کپور بررسی خواص آنتی

رصـد دفـع   هاي آلکالاز و فلاورزایم دریافتند که پروتئین هیدرولیز شده تولیدي با آنزیم آلکالاز دآنزیم
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رادیکال هیدروکسیل بیشتري نسبت به فرآورده هیدرولیز شده با آنزیم فلاورزایـم از خـود نشـان داده    
تواند مربوط به بالاتر بودن درجه هیدرولیز آلکالاز نسـبت بـه   است و اظهار داشتند که دلیل این امر می

بازدارنـدگی رادیکـال    فلاورزایم باشد. همچنین گـزارش نمودنـد کـه رابطـه مسـتقیمی بـین فعالیـت       
  هیدروکسیل و مقدار آنزیم استفاده شده براي تولید پروتئین هیدرولیز شده وجود دارد.

هاي تولید شده بـا آنـزیم آلکـالاز در نقطـه     که از میان تیمار نشان دادپژوهش این نتایج حاصل از   
 .بـوده اسـت   درصد 4/26درجه هیدرولیز معادل  ،)درصد 7/58، 11(تیمار  حداکثر قدرت احیاي آهن

در ) 2008( بنجاکولو خانتافانت و  (Aphanopus carbo)با بررسی روي ) 2010باتیستا و همکاران (
دریافتند که قدرت احیاي آهن پروتئین هیدرولیز شده تولیـدي   (Lutjanus vitta)روي  پژوهش خود

نظریه ارتباط مستقیم بین درجه  یابد، که این موضوعفزایش میبا افزایش درجه هیدرولیز آن به تدریج ا
دهـد.  هاي آزاد را ارائه میهیدرولیز پروتئین هیدرولیز شده و توانایی آن براي دادن الکترون به رادیکال

) در مقابل افزایش درجه هیدرولیز پروتئین هیدرولیز شده 2007اما در پژوهش کلومپونگ و همکاران (
بـراي پـروتئین هیـدرولیز شـده      ایـن پـژوهش  در  .ه استبا آلکالاز قدرت احیاي آهن آن کاهش داشت

تولیدي با آنزیم آلکالاز اگرچه هر سه متغیر (مقدار آنـزیم، دمـا و زمـان) بـر قـدرت احیـاي آهـن آن        
اند اما اثر دو متغیر نسبت آنزیم به سوبسـترا و زمـان بـر قـدرت احیـاي آهـن پـروتئین        گذار بوده تأثیر

  .)6(جدول   )>p 0 /  05 (دار شده است هیدرولیز شده با آلکالاز معنی
) در تولید پروتئین هیدرولیز شده از ضایعات میگو و بررسی سـه متغیـر   2007جرارد و همکاران (  

اکسیدانی آن، گزارش نمودند که هر چنـد هـر سـه    بر خواص آنتی pHنسبت آنزیم به سوبسترا، دما و 
نقـش   pHانـد امـا   رولیز شـده مـؤثر بـوده   اکسیدانی پروتئین هیـد فاکتور مورد آزمایش بر خواص آنتی

اکسیدانی ) نیز در پژوهش خود درباره بررسی خواص آنتی2008مؤثرتري داشته است. رن و همکاران (
خوار گزارش نمودند کـه نسـبت آنـزیم بـه سوبسـترا و پـس از آن       پروتئین هیدرولیز شده کپور علف

اکسـیدانی پـروتئین هیـدرولیز شـده تولیـدي      گذار بر خواص آنتـی زمان واکنش عوامل مهم تأثیر مدت
هاي تولیدي بـا آنـزیم آلکـالاز در    اند و دما تأثیر کمتري داشته است مشابه آنچه که در مورد تیمار بوده

  این پژوهش گزارش شد. 
) 3 گونه کـه بیـان شـد (شـکل    هاي تولید شده با آنزیم آلکالاز همانپژوهش در مورد تیماراین در   

افزایش قدرت احیاي آهن پروتئین هیدرولیز شده میگوي ببري سبز شده است. رن و  افزایش دما سبب
اکسیدانی پروتئین هیدرولیز که افزایش دما سبب کاهش خواص آنتیگزارش نمودند ) 2008همکاران (
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هاي حرارتی پروتئین سارکوپلاسمیک مورد استفاده دلیل ویژگی تواند بهشود و این موضوع میشده می
تواند تفـاوت  که این موضوع با یافته حاصل از پژوهش حاضر مطابقت ندارد و دلیل این امر می باشد.

کار برده در فرآیند و نوع پروتئـاز مـورد اسـتفاده     در ماهیت ماده اولیه مورد استفاده، شرایط مختلف به
 باشد.

 آناي و دارویـی  غذیـه نقـش ت  ،پروتئین هیدرولیز شده تولیـدي  هدف ازکه زمانی: انتخاب تیمار بهینه
چه هدف تولید تجـاري  اکسیدانی بالا به تنهایی یک فاکتور مطلوب است ولی چنانباشد، خواص آنتی

ها براي انتخاب تیمار بهینـه در نظـر   پروتئین هیدرولیز شده باشد، باید اقتصادي بودن هر یک از فاکتور
   گرفته شود.

جـاري و قابلیـت سـوددهی اقتصـادي، خـواص      منظـور تولیـد ت   با توجه بـه ایـن موضـوع کـه بـه       
از پـروتئین   2که تیمار  اکسیدانی قابل قبولی از پروتئین هیدرولیز شده ضروري است، با وجود این آنتی

تري نسبت به سایر تیمارها بود اما اکسیدانتی مطلوبهیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز داراي خواص آنتی
)، همچنین در 1ده شده براي تولید آن، مقدار زیادي بوده است (جدول که مقدار آنزیم استفا دلیل این به

 11کار رفته زیاد است، تیمار  چون مدت زمان به اگرچه خواص آنتی اکسیدانی بالاست 13مورد تیمار 
  . )9(جدول  عنوان تیمار بهینه براي پروتئین هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز انتخاب شدبه
  

  گیري کلی نتیجه
 هیـدرولیز  هـاي پـروتئین اکسیدانی آنتی خواص آلکالاز بر تجاري پروتئاز آنزیم اثر این پژوهش رد  
 نشـان  نتـایج  .گرفـت  قرار بررسی مورد )P. semisulcatus(سرسینه میگوي ببري سبز  ضایعات شده
 ـ محتواي هیدرولیز، درجه با شده هیدرولیز پروتئین تواندمی آلکالاز آنزیم که ندداد و خـواص   یپروتئین

هاي تولید شده در خصوص خـواص  تیمار مشخص شدطور که د. همانکن تولید بالاتري اکسیدانیآنتی
در مقایسه با دفع رادیکال هیدروکسـیل و قـدرت    DPPHاکسیدانی، پاسخ بهتري به دفع رادیکال آنتی

سـازي   ت بهینهنشان داد که کاربرد روش سطح پاسخ جهپژوهش  این احیاي آهن نشان دادند. همچنین
باشـد.  شرایط تولید پروتئین هیدرولیز شده از ضایعات میگوي ببري سبز روشی سـودمند و دقیـق مـی   

دهد که پروتئین هیدرولیز شده حاصل از ضایعات میگـوي ببـري سـبز بـا     نتایج این پژوهش نشان می
اکسـیدانی دارد و  تـی استفاده از آنزیم آلکالاز داراي مقادیر بالاي پـروتئین بـوده و خـواص مناسـب آن    

ماهی پیشنهاد شـود و   پودرعنوان جایگزینی براي  و طیور به تواند در فرمولاسیون غذاي آبزیان، دام می
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اکسـیدان طبیعـی   عنوان آنتی د بهنتوانمی در صورت تخلیص این پروتئین، پپتیدهاي تولید شده همچنین
  د.نها مورد استفاده قرار گیربراي جلوگیري از فساد لیپید
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