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. ها شده استاکسیدانی بالایی در این پروتئین ود در پروتئین هیدرولیز شده منجر به فعالیت آنتیپپتیدهاي زیست فعال موج :سابقه و هدف
هدف از این مطالعه، تولید پروتئین هیدرولیز شده . شودپپتیدهاي زیست فعال استفاده می ضایعات غذایی، به عنوان یک ماده بالقوه براي تولید

  .باشداکسیدانی آن می بهینه با بررسی خاصیت آنتی از امعاء و احشاء تن زردباله در شرایط
اکسیدانی آن با استفاده  سازي تولید پروتئین هیدرولیز شده با تاکید بر خاصیت آنتیبعد از تهیه امعاء و احشاء تن زردباله بهینه :هامواد و روش

، درجه حرارت، زمان واکنش و نسبت آنزیم به pHاکتور سازي چهار فجهت بهینه. از روش سطح پاسخ بر پایه طرح مرکب مرکزي انجام گرفت
گیري فعالیت مهار اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده با استفاده از اندازه طول زنجیره پپتیدي و خواص آنتی. سوبسترا به کار گرفته شدند

  .گیري شدندهاي آزاد و آزمون قدرت احیاءکنندگی اندازهرادیکال
اکسیدانی و طول زنجیره  ، درجه حرارت، زمان واکنش و نسبت آنزیم به سوبسترا بر میزان خاصیت آنتیpHاز متغیرهاي  تأثیر هر یک :هایافته

 982/0بالا بودن ضریب همبستگی . با این وجود هیچ ارتباط مستقیمی بین این دو پارامتر وجود نداشت). >05/0p( دار بود پپتیدي معنی
با توجه به نتایج، تیمار . حاکی از توانایی خوب مدل در پیش بینی شرایط واکنش بود) طول زنجیره پپتیدي( 967/0و ) اکسیدانی خاصیت آنتی(

  ).10ران (است  98/2و طول زنجیره پپتیدي  1/0، قدرت کاهندگی آهن DPPH 43/81هاي آزاد بهینه داراي فعالیت مهار رادیکال
  باشدهاي ذاتی پروتئین هیدرولیز شده میکند ویژگیترین نقش را ایفا می اکسیدانی آنچه که مهم در ارتباط با پارامتر فعالیت آنتی :گیري نتیجه

    اکسیدانی، پروتامکس روش پاسخ سطحی، تن زردباله، فعالیت آنتی :واژگان کلیدي

  مقدمه 
ها علاقه اکسیدان هاي اخیر تحقیقات بر روي آنتیدر سال

. دنیا به خود جلب کرده است زیادي را در بسیاري از مناطق
هاي اکسیداتیو به ها جهت جلوگیري از آسیباکسیدان آنتی

هاي آزاد تولید شده توسط اکسیداسیون و انواع واسطه رادیکال
اکسیژن یا نیتروژن فعال و همچنین براي جلوگیري از وقوع 
انواع اختلالات سلامتی از جمله فرآیندهاي پیري، سرطان، 

و اختلالات عصبی مانند بیماري آلزایمر شناخته  دیابت، التهاب
اکسیدانی به طور عمده  اگرچه ترکیبات آنتی .)1(شده است 

ها و سبزیجات وجود دارند، با این وجود پروتئین در میوه

هیدرولیز شده مواد غذایی مانند کازئین شیر، پروتئین سویا، 
 پروتئین زرده تخم مرغ و پروتئین محصولات دریایی نیز

فعالیت ). 2(اند اکسیدانی را نشان داده فعالیت آنتی
اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده به طور عمده به دلیل  آنتی

باشد که ترکیب پپتیدهاي زیست فعال موجود در آن می
اسیدهاي آمینه یک فاکتور بسیار مهم در عملکرد این پپتیدها 

ي پپتید اثر آنزیم نیز در خصوصیات کاربرد.  شودمحسوب می
ها و آبگریزي  مهم است زیرا تأثیر زیادي بر روي اندازه مولکول
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 ١٠٠

ها دارد، بنابراین پپتیدهاي به دست آمده هیدرولیز شده
    ).3(پروفایل مولکولی و سطح انرژي متفاوت دارند 

ضایعات غذایی و به طور خاص ضایعات ماهی، به عنوان 
ال استفاده پپتیدهاي زیست فع یک ماده بالقوه براي تولید

هاي کوتاهی، به طول در پپتیدهاي زیست فعال توالی. شود می
اسیدهاي آمینه دارند که در داخل بدن موجود  20 -  2حدود 

آنها در توالی پروتئین . کنندزنده مزایاي فیزیولوژیک اعمال می
منشا غیر فعال هستند و ممکن است با هیدرولیز پروتئولیتیک 

هاي جاري موجود و یا میکروارگانیسمهاي ت با استفاده آنزیم
پس از هضم، . هاي تخمیر آزاد شوندپروتئولیتیک و روش

تواند در روده جذب و به طور پپتیدهاي فعال زیستی می
مستقیم وارد جریان خون شوند و اثر فیزیولوژیکی خود را در 

   ).4(کنند نقاط مورد نظر اعمال 
یز شده حاصل از طور که اشاره شد پروتئین هیدرول همان

ماهی و ضایعات آن، از جمله بهترین منابع براي تولید 
از طرفی هیدرولیز آنزیمی . پپتیدهاي زیست فعال هستند

ثر براي تولید پروتئین هیدرولیز شده و ؤتواند یک روش م می
تحقیقات نشان داده . استفاده از مواد مغذي این ضایعات باشد

آلکالاز، پروتامکس، (وبی هاي با منشاء میکراست که آنزیم
هاي با منشاء گیاهی به آنزیم نسبت) فلاورزایم و نئوتراز

، داراي مزایاي )تریپسین و کموتریپسین (و جانوري ) پاپاین(
توان به پایداري بیشتر در بیشتري هستند که از آن جمله می

هاي بالا و خصوصیات مناسب پروتئولتیکی اشاره  pHحرارت و 
مثل کنترل (زودن آنزیم در شرایط کنترل شده اف). 5(نمود 
تواند زمینه را براي تولید می...) ، مدت زمان واکنش و pHدما، 

پپتیدهاي با خواص زیست فعال متفاوت فراهم کند و آنچه از 
هائی که بدین منظور اهمیت برخوردار است این است که آنزیم

زا  ريهاي غیربیمابایست از باکتريشوند میاستفاده می
پروتامکس یک پروتئاز تهیه شده از ). 6(استخراج گردند 

باشد که به دلیل تولید پروتئین می Bacillus subtilisباکتري 
با درجه هیدرولیز بالا در زمان کوتاه و با تلخی کمتر نسبت به 

گیرد هاي دیگر، به طور گسترده مورد استفاده قرار میآنزیم
)7 .( 

هاي ماهی ترین گونه ترین و مهمديماهی تن یکی از اقتصا
در بحث فرآوري غذاهاي دریایی . هاي جنوب کشور استآب

تلاش بر آن است تا از مواد خام جهت تولید محصول هدف 
برداري صورت گیرد با این حال تولید مقدار قابل حداکثر بهره

توجهی دورریز ضایعات به عنوان محصولات کم ارزش همانند 
یکی از ). 8(باشد ناپذیر میشاء و دم اجتنابسر ماهی تن، اح

 Thunnus( ترین گونه هاي تن ماهیان، ماهی تن زردباله مهم

albacares (هزار  200باشد که بر اساس آمار رسمی ، از می
هزار تن را به  41تن صید تن ماهیان در سال، رقمی معادل 

این ). 1385سازمان شیلات ایران، (خود اختصاص داده است 
آوري، می بالاي صید و در کنار آن، صنایع عمل میزان نسبتاً

لذا ). 9(تواند میزان زیادي از ضایعات را به دنبال داشته باشد 
با توجه به مطالب ارائه شده در تحقیق حاضر تأثیر شرایط 

اکسیدانی مختلف هیدرولیز بر اندازه پپتید و خواص آنتی
 Thunnus( تن زردبالهپروتئین هیدرولیز شده امعاء و احشاء 

albacares ( با استفاده از آنزیم پروتامکس مورد بررسی قرار
  .گرفت

  هامواد و روش  
امعاء و احشاء ماهی تن زردباله به عنوان ماده خام : مواد 

تهیه و به  از کارخانه تولید کنسرو ماهی تن در بابلسراولیه، 
و علوم صورت منجمد به آزمایشگاه دانشکده منابع طبیعی 

 .انتقال داده شدند) نور، ایران( دریایی دانشگاه تربیت مدرس
ها در چرخ گوشت کاملا خرد و مخلوط شدند و تا زمان نمونه

آنزیم . گراد نگهداري گردید درجه سانتی - 20مصرف در دماي 
با فعالیت  Bacillus spپروتامکس استخراج شده از باکتري 

نمایندگی شرکت نووزایم  واحد آنسون بر گرم از 5/1آنزیمی 
درجه  4در ایران تهیه و تا زمان آزمایش در دماي ) دانمارك(

  .گراد نگهداري شد سانتی
ها براي انجام آزمایش نمونه: تولید پروتئین هیدرولیز شده

گراد انجمادزدایی شدند و سپس در  درجه سانتی 4در دماي 
 1ه نسبت لیتري ب میلی 250هاي گرمی در ارلن 50هاي اندازه

مخلوط تهیه شده توسط . با آب مقطر مخلوط شدند 2به 
دقیقه در  2به مدت ) IKA t25, German(دستگاه هموژنایزر 

دماي معین همگن  و سپس به منظور غیرفعال کردن 
 20گراد به مدت  درجه سانتی 85هاي داخلی در دماي  آنزیم

جهت  هیدرولیز پروتئینی. دقیقه در حمام آبی قرار داده شد
سازي توسط آنزیم پروتامکس در شرایط ذکر شده در بهینه

  .انجام گرفت 1جدول 
  

فاکتورهاي مستقل و سطوح مورد استفاده براي بهینه سازي  .1جدول 
  شرایط هیدرولیز با آنزیم پروتامکس

  کد  سطوح آزمایش  فاکتور
  +1، 0، -1  )گراد درجه سانتی( 60، 45، 35  دما

  +1، 0، -1  )ساعت( 3، 2، 1  زمان

pH  5 ،7 ،9  1- ،0 ،1+  

  +1، 0، -1  3، 2، 1  (%)نسبت آنزیم به سوبسترا 
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مـورد نظـر    pHنرمال و اسید استیک  2با استفاده از سود  
تنظــــیم و هیــــدرولیز در دســــتگاه انکوبــــاتور شــــیکردار 

)COMECTA, Spain ( با دور rpm 150 در پایـان  . انجام شد
شـده جهـت غیـر فعـال شـدن      فرآیند آنزیمی نمونه هیدرولیز 
گراد بـه مـدت    درجه سانتی 90آنزیم پروتامکس در حمام آبی 

  .دقیقه قرار داده شدند 15
سازي شرایط هیدرولیز با بهینه: آزمایشات بهینه سازي

 RSM )Response surfaceاستفاده از روش سطح پاسخ 

methodology  ( بر پایه طرح مرکب مرکزيCCD )Central 

composite design (چهار فاکتور . انجام شدpH درجه ،

در سه ) E/S(حرارت، زمان واکنش و نسبت آنزیم به سوبسترا 
). 2جدول (به کار گرفته شدند ) - 1و  0و + 1(سطح مساوي 

pH  نرمال و اسید استیک تنظیم و  2با استفاده از سود
. انجام شد rpm 150هیدرولیز در دستگاه انکوباتور شیکردار با 

هاي هیدرولیز شده جهت غیر فعالسازي ایان فرآیند نمونهدر پ
درجه  90دقیقه در حمام آبی  15آنزیم پروتامکس به مدت 

ها در پس از سرد شدن نمونه. گراد حرارت داده شدند سانتی
درجه  10دقیقه و در دماي  20دماي محیط، به مدت 

، به منظور جمع آوري سوپرناتنت g 6000گراد و با دور  سانتی
  . )2(سانتریفیوژ  شدند 

  
  اکسیدانی طرح آزمایش و سطوح کدبندي شده متغیرهاي مستقل، اندازه پپتید و میزان خواص آنتی .2جدول 

run Coded levels of variable Response 
 X1 X2 X3 X4 PCL DPPH FRAP 

1 1 1 1 -1 99/1 6/34 09/0 
2 0 0 2 0 61/2 91/42 07/0 

3 -1 1 -1 1 72/1 93/40 09/0 
4 0 0 0 0 11/2 12/51 1/0 
5 1 -1 -1 -1 02/2 48/27 08/0 
6 0 0 0 -2 55/2 07/51 1/0 
7 1 1 -1 -1 6/2 86/39 05/0 
8 0 -2 0 0 24/2 1/42 09/0 
9 0 0 0 0 25/2 29/44 08/0 
10 1 - 1 - 1 1 - 98/2 43/81 1/0 
11 1 - 1 - 1 - 1 - 83/2 94/76 08/0 
12 1 - 1 1 - 1 - 76/1 61/39 08/0 
13 1 - -1 1 1 72/2 28/54 07/0 
14 0 0 -2 0 4/2 16/51 08/0 
15 1 1 - 1 1 96/2 84/61 09/0 
16 1 - 1 1 1 76/1 18/39 08/0 
17 1 - 1 1 1 - 07/2 07/47 08/0 
18 1 1 - 1 1 - 86/2 26/51 08/0 
19 0 0 0 0 06/2 07/51 07/0 
20 0 0 0 2 68/2 52/60 08/0 
21 2 0 0 0 19/2 33/10 2/0 
22 0 2 0 0 53/1 28/37 05/0 
23 0 0 0 0 09/2 41/49 08/0 
24 1 1 1 1 1/2 39/44 09/0 
25 1 1 1 - 1 84/1 33/31 1/0 
26 1 - 1 - 1 - 1 85/2 3/82 07/0 
27 1 1 - 1 - 1 41/2 2/38 08/0 
28 -2 0 0 0 89/2 5/55 15/0 
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 ١٠٢

  PCLقریبی پپتیدطول ت:  گیري طول زنجیره پپتید اندازه
)Peptide chain length(  به روشKristinsson  وRasco  
در این روش مطابق رابطه زیر از درجه . گیري شداندازه) 10(

هیدرولیز جهت محاسبه طول تقریبی زنجیره پپتید استفاده 
بر حسب درصد به ) DH(در این رابطه درجه هیدرولیز . گردید

  .کار برده شده است
PCL                                                )1رابطه ( = ଵ଴଴

ୈୌ
 

 Merritt و  Hoyleگیري درجه هیدرولیز مطابق روش اندازه
گیري درصد نسبت مبناي این روش اندازه. انجام شد) 11(

 TCA (10(هاي محلول در تري کلرو استیک اسید پروتئین
  .اشدبهاي موجود در نمونه میدرصد به کل پروتئین

  )2رابطه (

ܪܦ =
پروتئین حل شده در محلول 10 درصد از ܣܥܶ

هايپروتئین نمونه کل 
 

 
بدین : DPPH هاي آزاد گیري فعالیت مهار رادیکالاندازه

مولار با استفاده از متانول تهیه شد و  DPPH 16/0منظور 
میکرولیتر از  500میکرولیتر از هر نمونه با  500سپس 
DPPH نمونه .ر دماي اتاق در تاریکی گذاشته شدمخلوط و د-

ي کنترل نیز به همان طریق تهیه شد؛ با این تفاوت که به 
دقیقه از هر  30بعد از . جاي نمونه از آب مقطر استفاده گردید

خانه ریخته شد و در طول موج  96هاي پلیت نمونه در خانه
الیت فع). 12( نانومتر به وسیله دستگاه الایزا خوانده شد 517

  .شد محاسبه زیر رابطه به با توجه DPPHهاي مهار رادیکال
  )3رابطه ( 

 ቀدرصدቁDPPH فعالیت زدودن رادیکال =
100∗جذب کنترلିجذب نمونه

  جذب کنترل
  

گیري جهت اندازه: FRAPکاهندگی آهن  قدرت آزمون
 100هاي هیدرولیز شده، ابتدا قدرت کاهندگی پروتئین

 250ها را با ل هر کدام از نمونهمیکرولیتر  نمونه محلو
میکرولیتر  250و  )=pH 6/6(مولار  2/0میکرولیتر بافرفسفات 
 30مخلوط به مدت . درصد مخلوط شد 1فري سیانید پتاسیم 

گراد نگهداري شده و سپس  درجه سانتی 50دقیقه در دماي 
. به آن اضافه گردید%) 10(میکرولیتر تري استیک اسید  250

دقیقه به منظور برداشتن  10به مدت  g1650  مخلوط با دور
 250میکرولیتر از سوپرناتانت سانتریفیوژ شد و با  250

درصد  1/0میکرولیتر کلراید آهن  50میکرولیتر آب مقطر و 
مخلوط به دست آمده به . مخلوط گشت) در جاي تاریک(

دقیقه جهت ایجاد رنگ نگهداري شد و سپس از هر  10مدت 
خانه ریخته شد و در طول موج  96هاي پلیت نمونه در خانه

افزایش جذب . نانومتر به وسیله دستگاه الایزا خوانده شد 700
باشد مخلوط واکنش، بیانگر افزایش قدرت احیاکنندگی آن می

)13 .(  
ترین مسئله این تحقیق بررسی  مهم: تجزیه و تحلیل آماري 

آماري سطح  رو طرح آثار اصلی و متقابل فاکتورها بود، از این
: پاسخ انتخاب شد در این مطالعه اثر متغیرهاي مستقل شامل 

pH )X1( دما ،)X2( زمان ،)X3 ( و نسبت آنزیمی)X4 ( به
مورد ) -1، 0، +1(عنوان متغیرهاي مستقل در سه سطح 

مدل مورد استفاده در روش ). 1جدول (آزمایش قرار گرفت 
در روش سطح  .باشدسطح پاسخ عموما رابطه ي درجه دوم می

شود که آثار پاسخ براي هر متغیر وابسته مدلی تعریف می
-اصلی و متقابل فاکتورها را بر روي هر متغیر جداگانه بیان می

  .باشدنماید ، مدل چند متغیره به صورت معادله زیر می
  ) 4رابطه ( 

Y=b0+Σbixi + Σbiixi
2+ Σbijxixj + ε            

  
ضریب   b0پیش بینی شده، پاسخ  Yدر معادله مذکور، 

  xi.باشدمی برآورد شده توسط مدل ضرایب bijو  bi  ،biiثابت، 
 که نشان دهنده باشنداز متغیرهاي مستقل می سطحی  xjو

 بر پاسخ 4Xو، 1X ،2X، 3X و متقابل خطی، درجه دوم اثرات
 . هستند

در این تحقیق از طرح کامپوزیت مرکزي با پنج متغیر 
دما، زمان و نسبت آنزیمی در سه سطح و  ،pH شامل مستقل

براي محاسبه تکرار پذیري (تکرار در نقطه مرکزي طرح  4
سازي ها و بهینهثیر شرایط بر پاسخأجهت بررسی ت) فرآیند

  ).14) (2جدول (فرآیندهاي مذکور استفاده شد 
 هایافته  

  اکسیدانی سازي اثر آنزیم پرتامکس بر خواص آنتیمدل
اکسیدانی در  مقادیر درصد خاصیت آنتی: تید و اندازه پپ

آورده  2هاي متفاوتی از متغیرهاي مستقل در جدول ترکیب
آنالیز واریانس اثر ساده متغیرها را نشان  3جدول .  شده است

    .دهدمی
  

اکسیدانی و  آنالیز واریانس اثر متغیرها بر میزان فعالیت آنتی .3جدول 
  اندازه پپتید

 اکسیدانی زان فعالیت آنتیمی اندازه پپتید

 ضریب رگرسیونی pعدد  ضریب رگرسیونی pعدد 

3609/0 0551/0 Lack of fitness 

9677/0 9825/0 R-Squared 
9353/0 9740/0 Adj R-Squared 

8143/0 9558/0 Pred R-Squared 
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اکسیدانی  معادله رگرسیونی مربوط به میزان فعالیت آنتی
)A (پپتید با توجه به رابطه  و اندازه)به صورت زیر برازش ) 4

  :شد
  )5رابطه ( 

Y( اکسیدانی فعالیت آنتی ) = 53/24  – 05/3 X1 – 23/4 X2 – 095/0 X3 – 26/2 X4 – 
92/23 A + 99/1 X1X2 + 8/0 X1X4 + 06/3 X1A + 22/0 X2X3 + 

95/1 X2X4 + 23/4 X2A + 26/2 X4A – 4/0 X1
2 + 49/0 X2

2 – 17/0 X3
2 – 

52/0 X4
2 

   
  )6بطه را(

Y(طول زنجیره پپتید) = 13/2  – 11/0 X1 – 44/0 X2 + 17/0 X3 + 038/0 X4 + 
061/0  X1X2 + 13/0 X1X3 + 11/0 X1X4 – 08/0 X3X4 + 11/0 X1

2 – 
18/0 X2

2 + 05/0 X3
2 + 13/0 X4

2 
 

اکسیدانی با ارزش بسـیار   مدل آنتی) 2r(ضریب همبستگی 
یـق  همچنین شاخص عـدم تطب ).  982/0(بالایی به دست آمد 

 دار نشـد هـاي آزمایشـی بـراي ایـن مـدل معنـی      مدل بـا داده 
)05/0p<(.  

ــت       ــد فعالی ــر درص ــتقل، ب ــاي مس ــل متغیره ــر متقاب اث
) الـف  -1(شـکل  . ارائه شده اسـت ) 1(اکسیدانی در شکل  آنتی

تـر   پایین pHاکسیدانی در  دهد که میزان فعالیت آنتینشان می
در مقـدار  ) 47-41(تـر   و در درجه حرارت پـایین ) 25/6-5/7(

) نقطـه مرکـزي  (دقیقـه   120و زمـان  % 2ثابت نسبت آنزیمی 
و نسبت آنزیمـی   pHاثر متقابل ) ب -1(شکل . یابدافزایش می

بـا توجـه   . دهداکسیدانی نشان می را برروي میزان فعالیت آنتی
اکسـیدانی در دمـاي    به شکل براي افزایش میزان فعالیت آنتـی 

گراد و زمان ثابت و مرکـزي   درجه سانتی 5/47ثابت و مرکزي 
بایستی میزان آنـزیم را تـا حـدودي     pHدقیقه، با کاهش  120

اثر متقابـل دمـا و زمـان را بـر میـزان      . کاهش داد%) 2-5/1%(
در  pH(ارائه شده است ) ج-1(اکسیدانی در شکل  فعالیت آنتی

ثابت و مرکـزي در نظـر گرفتـه    % 2و نسبت آنزیمی  5/7نقطه 
ه به شکل با افزایش درجه حرارت بیشـتر از  با توج). شده است

اکسـیدانی کاسـته    گراد از میزان فعالیت آنتـی  درجه سانتی 47
شـود، ایـن در حـالی اسـت کـه بـا افـزایش زمـان فرآینـد          می

شود بـه طـوري کـه    هیدرولیز بر میزان این خاصیت افزوده می
 150اکسیدانی در این مطالعـه در زمـان    بیشترین فعالیت آنتی

اثر متقابل درجه حرارت ) د-1(در شکل . مشاهده گردید دقیقه
در نقطه مرکزي و ثابت . و نسبت آنزیمی نشان داده شده است

و نسـبت  ) 44-41(در درجـه حـرارت    pH  5/7دقیقـه و   120
اکسـیدانی   بیشـترین میـزان فعالیـت آنتـی    %) 2-%5/1(آنزیمی 

  . ارزیابی شد

  

 
  ب

 

 
  الف

  د 

 

  ج 
) E/S(اثر متقابل نسبت آنزیمی : ، بpHو ) گراد سانتی(اثر متقابل دما : ، الف(%)اکسیدانی  اثر متقابل متغیرهاي مستقل بر میزان فعالیت آنتی .1شکل 

  )وزنی/حجمی) (E/S(و نسبت آنزیمی ) گراد سانتی(اثر متقابل دما : ، د)دقیقه(و زمان واکنش ) گراد سانتی(اثر متقابل دما : ، جpHو ) وزنی/حجمی(
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اثر متقابل متغیرهاي مستقل را بر درصـد انـدازه   ) 2(شکل 
را  pHاثـر متقابـل دمـا و    ) الف -2(شکل . دهدپپتید نشان می

و نسبت آنزیمی در نقطـه   120ي زمان در نقطه(دهد نشان می
با توجـه بـه شـکل بـا     ). ثابت و مرکزي، در نظر گرفته شد% 2

گـراد   درجـه سـانتی   75/53تـا   6/50افزایش درجه حـرارت از  
طول زنجیره پپتید کاهش بیشتري یافتـه اسـت در حـالی کـه     

تأثیر محسوسی را بر طول زنجیـره پپتیـد نشـان     pHتغییرات 
بـر طـول زنجیـره پپتیـدي در      pH اثر متقابل زمان و. دهدنمی

و  5/47ي دمـا در نقطــه (ب نشـان داده شــده اسـت   -2شـکل  
). ثابت و مرکزي، در نظر گرفته شد% 2نسبت آنزیمی در نقطه 

فزایش زمـان کـاهش   ابا توجه به شکل طول زنجیره پپتیدي با 
روي این پـارامتر مشـاهده    pHیابد در حالی که تأثیر مقدار می

و نسبت آنزیمی،  pHد اثرات متقابل -2ج و -2هاي شکل. نشد
. دهـد زمان نسبت آنزیمی را بر طول زنجیره پپتیـد نشـان مـی   

طـول  % 2دهنـد در نسـبت آنزیمـی حـول     ها نشـان مـی  شکل
بـر روي ایـن پـارامتر     pHتـأثیر  . باشـد زنجیره پپتید کمتر می

باشد، درحالی که در تقابل بین نسبت آنزیمـی و  محسوس نمی
  .یابدزنجیره پپتید با افزایش زمان کاهش میزمان، طول 

اکسـیدانی و طـول زنجیـره     رابطه بین فعالیت آنتی 3شکل 
در واقــع بیشــترین فعالیــت   . دهــدپپتیــدي را ارائــه مــی  

اسـت،  % 3-6/2اکسیدانی مربوط به طول زنجیره پپتیـدي   آنتی
درحـالی کــه کمتــرین طــول زنجیــره پپتیــدي داراي فعالیــت  

  .باشدمی% 40تر از اکسیدانی کم آنتی

   
 اکسیدانی و طول زنجیره پپتیدي ارتباط بین فعالیت آنتی  .3شکل 

  
  

 
  ب

 

 
 الف

 
  د

  

 
  ج

اثر متقابل نسبت : ، جpHو ) دقیقه(اثر متقابل زمان : ، بpHو ) گراد سانتی(اثر متقابل دما : ، الف(%)اثر متقابل متغیرهاي مستقل بر اندازه پپتید  .2شکل 
  )وزنی/حجمی) (E/S(و نسبت آنزیمی ) دقیقه(اثر متقابل زمان : ، د pHو ) وزنی/حجمی) (E/S(آنزیمی 
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  بحث  
نشان دهنده این اسـت کـه تـأثیر هـر یـک از       6و  5رابطه 

ایـن  ). >05/0p(باشـد  دار مـی متغیرها بر میزان پاسخ ها معنی
اکسیدانی ها بیانگر این هستند که رابطه بین خواص آنتیرابطه

و طول زنجیره پپتید با پارامترهاي هیدرولیز از نوع درجـه دوم  
بـالا بـودن ضـریب همبسـتگی      3با توجه بـه جـدول   . باشدمی

ــی( 982/0 ــره ( 967/0و ) اکســیدانی خاصــیت آنت ــول زنجی ط
مـدل در پـیش بینـی شـرایط     حاکی از توانایی خوب ) پپتیدي

 . باشدواکنش می
نشان دهنـده آن اسـت کـه    ) 1شکل (نتایج به دست آمده 

اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده با افزایش  میزان فعالیت آنتی
دقیقـه بـالاتر رفتـه و بـا ادامـه       150زمان هیدرولیز تـا زمـان   

کـاهش میـزان فعالیـت    . افزایش زمان از میزان آن کاسته شـد 
توانـد ناشـی از   کسیدانی با افـزایش زمـان هیـدرولیز مـی    ا آنتی

پیشرفت مقدار هیدرولیز و اثر بیشتر آنزیم بـر مـاده پروتئینـی    
باشد که در واقع باعث شکسـتن زنجیـره برخـی از پپتیـدهاي     

اکسیدانی تشکیل شده در مراحل اولیه هیدرولیز و کاهش  آنتی
ساختار اسیدآمینه تغییر در اندازه، تعداد و ). 15(گردد آنها می

اکسـیدانی را   ها و پپتیدها در طول زمان هیدرولیز فعالیت آنتی
و درجـه   pHبـا کـاهش میـزان    ). 16(دهد تحت تأثیر قرار می

%) 5/1(حرارت در مقـدار متوسـطی از میـزان نسـبت آنزیمـی      
نتـایج  . اکسیدانی روند افزایشی را نشـان داد  مقدار فعالیت آنتی

Chabeaud  نیز نشان داد که شرایط هیـدرولیز  ) 2(و همکاران
)pH تأثیر مستقیم بر میزان فعالیـت آنـزیم و   ) و درجه حرارت

شرایط بهینـه جهـت   . گذارداکسیدانی می تولید پپتیدهاي آنتی
اکسـیدانی دمـاي    دستیابی به بیشـترین میـزان فعالیـت آنتـی    

ــانتی 25/41 ــه س ــراد،  درج ــان pH 25/6گ ــه و  150، زم دقیق
  . به دست آمد% 5/1نسبت آنزیمی 

انـدازه پپتیـد تحـت    ) 2شـکل  (با توجه به نتایج ارائه شده 
تأثیر سه فاکتور درجه حرارت، زمان و نسبت آنزیمی قرار دارد 

ــاکتور    ــأثیر ف ــه ت ــالی ک ــی  pHدرح ــاض م ــل اغم ــدقاب . باش
نشان دادند کـه طـول تقریبـی    ) 17(معتمدزادگان و همکاران 

کیلکـا تـابع درجـه دوم    زنجیره پپتیـدي حاصـل از هیـدرولیز    
میـزان شکسـته شـدن    . باشـد فعالیت آنزیم و زمان اثر آن مـی 

زنجیره پپتیدي، به میزان و شدت هیدرولیز، شرایط هیـدرولیز،  
شود بستگی دارد غلظت آنزیم و نوع پروتئینی که هیدرولیز می

طول زنجیره پپتیدي فاکتوري است که با کنترل آن می ). 18(
 دید پروتئین جلوگیري کرد، به دلیـل ایـن  توان از هیدرولیز ش

که افزایش شدت هیدرولیز منجر بـه ایجـاد پپتیـدهاي بسـیار     

در مطالعـه  ). 10(گـردد  محلول با خـواص کـارکردي کـم مـی    
حاضر طول زنجیره پپتیدي کمتـر بـا افـزایش زمـان و دمـاي      

گـراد و در   درجه سانتی 60دقیقه و  120هیدرولیز به ترتیب تا 
متوسط حاصل گردید که در واقع افزایش زمـان   نسبت آنزیمی

ــا(هیــدرولیز  ــاد  ) دقیقــه 180ت ــزایش غلظــت زی ــه اف منجــر ب
باعث کاهش سرعت هیـدرولیز   وپپتیدهاي تولید شده گردیده 

  ).19(دهد شده و طول زنجیره پپتیدي را افزایش می
نشان دهنـده ایـن موضـوع اسـت کـه هـیچ        3نتایج شکل 

رامتر طــول زنجیــره پپتیــدي و ارتبــاط مســتقیمی بــین دو پــا
اکسیدانی وجود ندارد و این نشان دهنده آن اسـت   فعالیت آنتی

تواند به عنوان معیار اصلی جهـت  که طول زنجیره پپتیدي نمی
اکسـیدانی   اي بـا خـواص آنتـی   تولید پروتئین هیدرولیزه شـده 

هاي ذاتی پپتیـدها نیـز در بیـان خـواص     در واقع ویژگی. باشد
و  Rajapakse. کنندها نقش مهمی را ایفا میی آناکسیدان آنتی

در مطالعه بـر پـروتئین هیـدرولیز شـده عضـله      ) 20(همکاران 
ــیت      ــده خاص ــل عم ــه دلی ــد ک ــوان کردن ــب عن ــاهی مرک م

اکسیدانی این ماده مربوط به حضور پپتیـدها و اسـیدهاي    آنتی
رسـد   علاوه بر این، بـه نظـر مـی   . آمینه آبگریز و کاتیونی است

و توالی اسـید آمینـه، بـا توجـه بـه منبـع پروتئینـی و        ترکیب 
-23(آنزیمی نقش اساسی را در این موضـوع بـه عهـده دارنـد     

بـه عنـوان تیمـار     10با توجه بـه نتـایج آورده شـده، ران    ). 21
ــار     ــت مه ــالاترین فعالی ــور نســبتی داراي ب ــه ط ــه ب ــه ک بهین

بـالاترین قـدرت    همچنـین و  DPPH 43/81هاي آزاد  رادیکال
  .شناخته شد 98/2با طول زنجیره پپتیدي  1/0ندگی کاه

  نتیجه گیري
 اسـتفاده  ،ترین هدف از تولید پروتئین هیدرولیز شـده  مهم

بهینه از بخش پروتئینی مواد غـذایی، افـزایش جـذب و هضـم     
آنها و افزایش ارزش غذایی  این ترکیبات از طریق کاهش اندازه

ر نشـان داد کـه   مطالعـه حاض ـ . باشـد و خواص زیستی آنها می
پروتئین هیدرولیز شده امعاء و احشاء ماهی تـن زردبالـه یـک    

باشـد و در شـرایط مختلـف    مهار کننده قوي اکسیداسیون مـی 
و نســبت  pHهیـدرولیز تحـت تـأثیر فاکتورهـاي زمـان، دمـا،       

اي داراي سطوح متفـاوتی  آنزیمی پروتئین هاي هیدرولیز شده
در ارتبـاط بـا پـارامتر    . رددگاکسیدانی تولید می از خواص آنتی

تر از طول زنجیره پپتیدي آنچه که  مهم ،اکسیدانی فعالیت آنتی
زنجیـره   کند ترکیب و توالی اسید آمینـه نقش اصلی را ایفا می

  . باشدپپتیدي می
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Background and Objectives: Bioactive peptides in the protein hydrolysate lead to high antioxidant activity of these 
proteins. Food waste can be used as a potential material for the production of bioactive peptides. The aim of this study 
was to produce protein hydrolysate of yellowfin tuna viscera in optimal conditions and analyze its antioxidant activity. 

 Materials & Methods: After performing the preparation of viscera yellowfin tuna to optimize the production of 
protein hydrolysates with an emphasis on the antioxidant properties using response surface method based on central 
composite design. Four factors (pH, temperature, reaction time and enzyme to substrate ratio) were used for 
optimization. Peptide chain length and antioxidant properties (measured by free radical scavenging activity and 
reducing power assay test) of hydrolyzed protein were measured. 

Results: The impact of each variable (pH, temperature, reaction time and ratio of enzyme to substrate) on the amount of 
antioxidant properties and peptide chain length was significant (p <0/05). However, there was no direct correlation 
between the two parameters. The high correlation coefficient 982.0 (antioxidant properties) and 967.0 (peptide chain 
length) showed a good ability to be a model to predict reaction conditions. According to the results, the optimum 
treatment for free radical scavenging activity DPPH was 43.81 (µmol Trolox equivalents TE/g), FRAP 1.0 (Absorbance 
at 700 nm) and peptide chain length was 98.2 (Run 10). 
Conclusion: The most important role in regards to the antioxidant activity, are the inherent properties of protein 
hydrolysates. 

Keywords: Response surface methodology, Yellowfin tuna, Antioxidant activity, Protamex 
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