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  چکیده

در پژوهش حاضر پروتئین هیدرولیز شده از ماهی کاراس، با به کارگیري آنزیم 
 ،60(گراد) زمان  درجه سانتی 55و  50، 45، 40آلکالاز تولید شد. اثر متغیرهاي دما (

واحد  90و  60، 30و نسبت آنزیم به سوبسترا ( )دقیقه 210 و 180 ،150 ،120 ،90
آنسون بر کیلوگرم پروتئین)، بر میزان درجه هیدرولیز و فعالیت ضداکسایشی در قالب 

درجه  45        ً                                                    طرح کاملا  تصادفی بررسی گردید. بیشترین میزان درجه هیدرولیز در 
(واحد آنسون/کیلوگرم  60و نسبت آنزیم  دقیقه 180گراد، زمان هیدرولیز  سانتی

 درصد 38/39سوبسترا) حاصل شد، که تحت این شرایط میزان درجه هیدرولیز به 
هاي فعالیت  رسید. بررسی فعالیت ضداکسایشی پروتئین هیدرولیز شده، توسط آزمون

، قدرت احیا کنندگی پروتئین هیدرولیز شده و فعالیت DPPHمهار رادیکال آزاد 
 در DPPH آزاد رادیکال مهار فعالیت گیري شد. بیشترین کنندگی یون آهن اندازه شلاته
 5/57 با برابر کیلوگرم بر آنسون واحد 60 آنزیم نسبت و دقیقه 150 هیدرولیز زمان

دست آمد. بالاترین فعالیت مهارکنندگی یون آهن که در دما و فعالیت آنزیمی  هب درصد
 180واحد آنسون بر کیلوگرم و در زمان هیدرولیز  60گراد و  درجه سانتی 45به ترتیب 

 هاي پروتئین احیاکنندگی درصد حاصل شد. بالاترین قدرت 56/44دقیقه به میزان 
 دست آمد که در مقایسه با  دقیقه، به 120هیدرولیز شده در زمان هیدرولیز

 درصد قدرت 32/67درصد)،  100قسمت در میلیون ( 100اسیدآسکوربیک 
  ).> 05/0pگی از خود نشان داد (احیاکنند

  
  05/08/92 تاریخ دریافت:
  08/11/92 تاریخ پذیرش:

  
  هاي کلیدي واژه

  شده هیدرولیز پروتئین
  فعالیت ضداکسایشی

  ماهی کاراس
هیدرولیز آنزیمی

  مقدمه
به منظور پیشگیري از فساد غذاها و محافظت در 

ها ضروري است که جلوي  مقابل بسیاري از بیماري
هاي آزاد  ها و تشکیل رادیکال پراکسیداسیون چربی

هاي زنده  هاي غذایی و سلول وجود آمده در فرآورده به
هاي سنتزي به  اکسیدان گرفته شود. بسیاري از آنتی

وگیري از کاهش عنوان افزودنی غذایی جهت جل
شوند که در ارتباط با ایمنی  کیفیت غذا به کار برده می

هایی وجود  ها نگرانی هاي وابسته به سلامتی آن و جنبه
دارد. از این رو پیشرفت در استفاده از 

هاي طبیعی به منظور جایگزینی با  اکسیدان آنتی
هاي مصنوعی مورد توجه پژوهشگران  اکسیدان آنتی
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هاي اخیر توجه به استفاده از  لباشد. در سا می
هاي طبیعی، منجر به تحقیقاتی در  اکسیدان آنتی

از  اکسیدانی پپتیدها ي بررسی قابلیت آنتی زمینه
اي نظیر پروتئین سویا،  هاي هیدرولیز شده پروتئین

گندم، کازئین شیر، پروتئین ماهی و... شده است. 
هیدرولیز پروتئین فناوري سودمندي براي تولید 

هاي  باشد و روش ي بالا، می هاي با ارزش افزوده راوردهف
شیمیایی و بیولوژیکی براي این منظور به کار گرفته 

هاي تجاري به جاي  شوند. فرایند کاربرد آنزیم می
هاي داخلی داراي  فرایندهاي شیمیایی و یا آنزیم

مزایاي بسیار زیادي است، زیرا کل فرایند هیدرولیز 
هاي با  است و در نتیجه فرآورده    ً           کاملا  تحت کنترل 

 آنزیمی شود. هیدرولیز خواص مشخص تولید می
 پپتیدهاي بازیابی در موثر روشی غذایی هاي پروتئین

هاي هیدرولیز شده  باشد. پروتئین می قوي فعال زیست
ترکیباتی هستند با وزن مولکولی پایین که تحت 

این . شوند عنوان پپتیدهاي زیست فعال شناخته می
کیبات پس از ورود به بدن به آسانی جذب شده و تر

هاي بیولوژیکی مهمی را در سطوح سلولی ایفا  نقش
کنند. از مهمترین عملکردهاي این ترکیبات زیست  می

هاي ضد اکسایش، ضد  توان به فعالیت فعال می
ي سیستم  میکروبی، ضد سرطان و افزایش دهنده

این ایمنی بدن اشاره کرد. ویژگی ضداکسایشی 
ترکیبات، هم در شرایط درون زیستی و هم به صورت 

. )Vioque et al., 2001(باشد  تن قابل توجه می برون
ها به  شدهاکسیدانی این هیدرولیز  قابلیت آنتی

هاي  ها در زدودن رادیکال هایی شامل توانایی آن ویژگی
ي فلزات، خاموش  کننده آزاد، عمل به عنوان شلاته

ي هیدروژن و امکان  دهنده ي اکسیژن یا کننده
هاي اکسیداسیون چربی  جلوگیري از نفوذ آغازکننده

اي در اطراف قطرات روغن  ي تشکیل لایه وسیله هب
  .)Li et al., 2008(شود  نسبت داده می

اي از  )، گونهCarassius carassius( ماهی کاراس
 ي کپور ماهیان ماهیان آب شیرین و از خانواده

)Cyprinidae( ي  است. این ماهی به دلیل اندازه
کوچک، مزه و بوي نامناسب از ارزش تجاري اندکی 

باشد و فقط در برخی کشورها به عنوان  برخوردار می
منبع مهم پروتئینی مطرح است. این ماهی در 

دلیل رقابت ه استخرهاي پرورش ماهیان گرم آبی ب

 غذایی با کپور ماهیان به عنوان یک ماهی مزاحم
گردد. به دلیل قیمت بسیار پایین و تولید  می محسوب

بالاي این ماهی، فرآوري محصولات با ارزش افزوده از 
 ,FAO, 2011; IFISگردد ( این گونه، مطرح می

 ماهی پروتئین ). هدف از این پژوهش تبدیل2009
 با اي ماده عنوان ) بهCarassius carassius( کاراس
 خاصیت با کیبیتر به پایین،      ًنسبتا  اقتصادي ارزش

بخش  سلامتی و مفید خواص داراي و ضداکسایشی
بود. همچنین در شرایط مناسب دمایی و آنزیمی 

 هاي مختلف هیدرولیز، فعالیت هیدرولیز و در زمان
 و نیز قدرت )++Fe(آهن  یون مهارکنندگی
هیدرولیزشده نیز تعیین  پروتئین احیاکنندگی

  گردیدند.
  

  ها مواد و روش
هیدرولیز آنزیمی، از آنزیم آلکالاز (با  براي فرایند

ي  و دانسیته 1واحد آنسون بر گرم 4/2فعالیت مشخص 
گرفته  2لیتر) که یک اندوپروتئیناز گرم بر میلی 18/1

باشد،  می فورمیس باسیلوس لیکنیشده از باکتري 
 3استفاده شد. این آنزیم از نمایندگی شرکت نووزایمز
 4دانمارك در ایران تهیه شد و تا زمان آزمایش در 

گردید. ماهی کاراس  گراد نگهداري درجه سانتی
)Carassius carassius گرم در  107) با وزن متوسط

به صورت زنده از بازار ماهی گرگان تهیه  1390آبان 
 کلرواستیک تري پتاسیم، سیانید فري ،4گردید. فروزین

، اسید 5تریس اتانول، کلریدآهن، اسید،
از شرکت  BHTهیدروکلریدریک، اسید آسکوربیک، 

و اسید  7از شرکت سیگما DPPH6مرك، معرف 
هاي معتبر  سولفوریک، هگزان و سود پرك از شرکت

داخلی تهیه گردیدند. تمامی مواد شیمیایی مورد 

                                                
 آنـزیم  ازمیزان است عبارت) Anson unit( آنسون واحد یک -1

 تیـروزین  اسیدآمینه والان اکی میلی یک آزادشدن براي نیاز مورد
ي  درجــه 25دمــاي  در دقیقــه در هموگلــوبین ازسوبســتراي

  .)pH5/7 )Aspmo et al., 2005 گراد و  سانتی
2- Endoproteinase 
3- Novozymes 
4- Ferrozine 
5- Tris 
6- 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl 
7- Sigma Chemical Co. 
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ي آزمایشگاهی برخوردار  استفاده در آزمایش از درجه
  بودند.
  

  ي ماهی هیدرولیزشدهتهیه پروتئین 
زنی و  گیري، سر و دم ماهی کاراس پس از پوست

جدا نمودن امعاء و احشاء با آب شسته شده، سه بار 
 1گوشت (ساخت انگلستان، شرکت کنوود توسط چرخ

هاي  ) چرخ گردید و سپس در بستهKM010مدل 
دار تقسیم و تا زمان آزمایش در فریزر  پلاستیکی زیپ

گراد نگهداري شد. گوشت چرخ  درجه سانتی 20منفی 
شده منجمد ماهی کاراس به منظور انجمادزدایی در 

گراد) گذاشته  درجه سانتی 8طول شب در یخچال (
 ها توزین شده و به منظور شد، سپس درون فلاسک

هاي با منشاء داخلی درون حمام  سازي آنزیم غیرفعال
 WNB، مدل 2(ساخت آلمان، شرکت ممرت 85آب 

دقیقه قرار گرفت  20گراد به مدت  سانتیي  ) درجه22
)Guerard et al., 2002(هاي حرارت دیده با  . نمونه

 1حجمی  -اسیدکلریدریک به نسبت وزنی - بافر تریس
مناسب  pHبه حالت سوسپانسیون یکنواخت و با  2به 

) و سپس =8pHجهت فعالیت آنزیم آلکالاز در آمده (
ت تعریف شده در دماي آزمایش، آنزیم براساس فعالی

ها در  به سوسپانسیون اضافه شد. تمامی واکنش
لیتري در انکوباتور شیکردار  میلی 100هاي  فلاسک

) و VS-8480مدل  3(ساخت کره جنوبی، شرکت ویژن
دور در دقیقه و در دماي تعریف شده  200با دور ثابت 

براي هر تیمار انجام شدند. در انتهاي هر تیمار به 
ان از غیرفعال شدن آنزیم، منظور حصول اطمین

ون در دماي یواکنش آنزیمی با حرارت دادن سوسپانس
دقیقه به اتمام  20گراد به مدت  ي سانتی درجه 85

رسیده و ترکیب هیدرولیز شده در حمام یخ به سرعت 
دار  سرد گردید و در انتها در سانتریفیوژ یخچال

 - Combi، مدل  4(ساخت کره جنوبی، شرکت هانیل

514R(  با دورg×8000  ي  درجه 10در دماي
آوري  دقیقه جهت جمع 20گراد به مدت  سانتی

. )Ovissipour et al., 2009b(سوپرناتانت قرار گرفت 

                                                
1- Kenwood 
2- Memmert 
3- Vision Scientific Co., Ld. 
4- Hanil science industrial 

ي مناسب شرایط هیدرولیز  به منظور یافتن دامنه
تیمارهایی در شرایط  سازي، ابتدا پیش جهت بهینه

گراد  سانتی درجه 55و  50، 45، 40مطابق با دماهاي 
دقیقه و  210و  180، 150، 120، 90، 60هاي  و زمان
واحد آنسون بر  90و  60، 30هاي آنزیمی  فعالیت

  کیلوگرم پروتئین صورت پذیرفت.
  
  گیري ترکیبات شیمیایی اندازه

گرم از نمونه روي  5به منظور تعیین رطوبت، 
ظرف آلومینیومی از قبل وزن شده، قرار داده شد. 

گراد  درجه سانتی 103آون در دماي ها در  سپس نمونه
ساعت قرار داده شدند تا اینکه وزن  24براي مدت 

). براي تعیین میزان 1385ظرف، ثابت گردید (پروانه، 
پروتئین کل در مواد خام اولیه، از روش کلدال ضریب 

 بهر، شرکت آلمان، ساخت(استفاده شد  25/6نیتروژن 
ر نیز با و میزان خاکست )S3( ،)AOAC, 2000 مدل

قرار دادن نمونه خام در کوره الکتریکی (واحد تقطیر 
-FX118، مدل 5کلدال ساخت آلمان، شرکت نابرترم

گراد، تعیین گردید  درجه سانتی 600) در دماي 30
)AOAC, 2000( براي تعیین میزان چربی نیز از .

دستگاه سوکسله با حلال هگزان (سوکسله ساخت 
) استفاده شد R 254 Sآلمان، شرکت بهر، مدل 

)AOAC, 2000(.  
  

  هیدرولیز ي تعیین درجه
درجه هیدرولیز یکی از فاکتورهاي مهم در تعیین 

باشد و در واقع  هاي هیدرولیز شده می خواص پروتئین
میزان شکسته شدن باندهاي پپتیدي را در محصول 

 بر هیدرولیز ي کند. درجه هیدرولیز شده بیان می
. گردید برآورد) Merritt )1994 و Hoyle روش اساس

 اسید کلرواستیک تري سوپرناتانت، از برابري حجم به
 و g 6700 ×  دور در سپس و گردید اضافه درصد 20

 به دقیقه 20 مدت به گراد سانتی ي درجه 10 دماي
در  محلول ترکیبات آوري جمع منظور

(سانتریفوژ  سانتریفیوژ درصد 10 اسید کلرواستیک تري
) K2042، مدل 6شرکت سنتریونساخت انگلستان، 

                                                
5- Nabertherm 
6- Centurion Scientific LTd. 
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محاسبه  زیر فرمول براساس هیدرولیز ي درجه. گردید
  گردید.
  )1رابطه (

هیدرولیز (درصد)درجه  	= 
درصد 10 اسید کلرواستیک میزان نیتروژن در تري

کل نیتروژن در نمونه
100 ×  

  DPPHهاي آزاد  گیري فعالیت مهار رادیکال اندازه
میکرولیتر از هر نمونه با  500براي این منظور 

میکرولیتر  25درصد و  5/99میکرولیتر از اتانول  500
درصد مخلوط  5/99درصد در اتانول  DPPH 02/0از 

دقیقه در دماي اتاق و  60گردید؛ مخلوط براي مدت 
در  DPPHدر تاریکی نگه داشته شده و جذب رادیکال 

پکتروفوتومتر (ساخت نانومتر توسط اس 517طول موج 
)، T80مدل  1انگلستان، پی جی اینسترومنت

با  DPPHهاي  گیري گردید. فعالیت مهار رادیکال اندازه
  ي زیر محاسبه شد. توجه به رابطه

  )2رابطه (
DPPH(درصد)  =  فعالیت زدودن رادیکال 

جذب نمونه -جذب کنترل 
 کنترل جذب

100 ×  

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

ي فعالیت مهار  جذب کمتر مخلوط نشان دهنده
 ,.Bougatef et al(باشد  بالاتر می DPPHرادیکالی و 

اکسیدانی  ي قدرت آنتی به منظور مقایسه .)2009
در  BHTاکسیدان  پروتئین هیدرولیزشده از آنتی

  ید.استفاده گرد ppm 100غلظت 
  

  احیاءکنندگی قدرت آزمون
 در شده هیدرولیز هاي پروتئین قدرت گیري اندازه

 )2009همکاران ( و  Bougatefروش از III آهن احیاي
 از لیتر میلی 1صورت پذیرفت. براي این منظور 

 از لیتر میلی 5/2 با ها نمونه از کدام هر محلول ي نمونه
 از لیتر میلی 5/2 و) pH= 6/6( مولار 2/0 فسفات بافر
 در مخلوط. گردید مخلوط درصد 1 سیانیدپتاسیم فري
 دقیقه 30 مدت به سانتیگراد ي درجه 50

                                                
1- PG instruments 

 محلول از لیتر میلی 5/2 سپس و گذاري شده گرمخانه
 به) حجمی -وزنی( درصد 10 اسید کلرواستیک تري
 10 براي g 1650 ×  در مخلوط. گردید اضافه آن

 از لیتر میلی 5/2 نهایت در و شده سانتریفوژ دقیقه
 5/0 و مقطر آب لیتر میلی 5/2 با سوپرناتانت محلول

 کلرید) حجمی - وزنی( درصد 1/0 محلول از لیتر میلی
 جذب واکنش، دقیقه 10 از بعد. گشت مخلوط آهن

 افزایش. شد قرائت نانومتر 700 در حاصل محلول
 قدرت افزایش بیانگر واکنش، مخلوط جذب

جهت مقایسه قدرت  باشد. می آن احیاکنندگی
هیدرولیزشده، از محلول  احیاکنندگی پروتئین

قسمت در میلیون  100اسیدآسکوربیک با غلظت 
)Jayaprakasha et al., 2001( به عنوان یک عامل .

  .احیا کننده استفاده شد
  

  )++Fe( آهن یون مهارکنندگی فعالیت
 با هیدرولیزشده پروتئین محلول لیتر میلی 7/4

 و II آهن کلرید مولار میلی 2 محلول از لیتر میلی 1/0
 و گردیده مخلوط مولار میلی 5 فروزین لیتر میلی 2/0
 در. شد داشته نگه اتاق دماي در دقیقه 20 مدت به

 در. گردید قرائت نانومتر 562 موج طول در جذب انتها
 استفاده مقطر آب از نمونه جاي به شاهد ي نمونه
 زیر ي رابطه طریق از مهارکنندگی فعالیت. گشت
  .)Nalinanon et al., 2011( آمد بدست
  )3رابطه (

 =	فعالیت شلاته کنندگی (درصد)
جذب شاهد -جذب نمونه 
شاهد جذب

 

  
  تجزیه و تحلیل آماري

                                 ً           این مطالعه با استفاده از طرح کاملا  تصادفی در 
قالب آزمایش فاکتوریل انجام شد و بررسی اثر 

درجه  55و  50، 45، 40(در سطوح متغیرهاي دما 
، 150، 120، 90، 60گراد)، زمان (در سطوح  سانتی
 60، 30دقیقه) و میزان آنزیم (در سطوح  210و  180

واحد آنسون) و در سه تکرار صورت پذیرفت.  90و 
ها با آزمون دانکن در سطح  ي میانگین مقایسه

از  ها با استفاده % صورت گرفت. آنالیز داده95اطمینان 
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 2با نرم افزار اکسل هاو رسم نمودار SAS1نرم افزار 
 انجام گردید.

  
  نتایج و بحث

خام اولیه و پروتئین ترکیبات شیمیایی مواد 
  ي آن هیدرولیز شده

ترکیبات شیمیایی ماهی کاراس و پودر پروتئین 
ي  ي حاصل از آن که در شرایط بهینه هیدرولیز شده

انجمادي خشک کن  هیدرولیز، حاصل و با خشک
طور که در  آورده شده است. همان 1گردید در جدول 

مشخص است، میزان پروتئین، در پروتئین  1جدول 
ي ماهی کاراس به میزان قابل توجهی  هیدرولیز شده
ي اولیه و سایر ترکیبات شیمیایی بالاتر  نسبت به ماده

بود که در تحقیقات پیشین نیز به اثبات رسیده است 
)Bhaskar et al., 2008; Ovissipour et al., 2009b; 

Diniz & Martin, 1997 و این ناشی از جدا شدن ،(
رطوبت از نمونه است. علاوه بر این در روند هیدرولیز و 
طی سانتریفوژ، اغلب ترکیبات غیرپروتئینی از پروتئین 

  گردند. هیدرولیز شده جدا می
میزان چربی در پروتئین هیدرولیزشده نسبت به 

ي خام کاهش قابل توجهی داشت که دلیل آن  دهما
هاي نامحلول بعد از  ها به پروتئین تواند اتصال چربی می

شکسته شدن پیوندهاي پپتیدي طی هیدرولیز و 
 Rasco &( ها هنگام سانتریفوژ باشد رسوب آن

Kristinsson, 2000( .Kristinsson و Rasco )2000 (
هاي  پروتئیناند که میزان چربی در  گزارش نموده

باشد.  درصد می 1هیدرولیز شده معمولا کمتر از 
Slizyte ) مشخص نمودند، زمانی 2005و همکاران (

ها با منشاء  سازي آنزیم که از حرارت براي غیرفعال
هاي پایداري از پروتئین  داخلی استفاده شود امولسیون

ي  و چربی شکل گرفته و میزان چربی در فرآورده
  اهد رفت.نهایی بالاتر خو

میزان خاکستر در پروتئین هیدرولیز شده نسبت 
توان دلیل آن را افزایش  به ماهی افزایش یافت که می

میزان ماده خشک پروتئین هیدرولیز شده و ورود 
برخی از عناصر به محلول سوپرناتانت بعد از هیدرولیز 

پور و  . اویسی)Ovissipour et al., 2009a(دانست 
                                                
1- SAS, 9.1.3 service pack 4  
2- Microsoft Excel 2010 

ي پروتئین هیدرولیز شده از  تهیه ) در1389همکاران (
امعاء و احشاء ماهی تون زرد باله با استفاده از آنزیم 

درصد در مقایسه با  34/22آلکالاز به خاکستر 
  درصد بود دست یافتند. 46/4ي خام که  خاکستر ماده

  
  ارزیابی میزان پیشرفت هیدرولیز

کنترل میزان پیشرفت هیدرولیز طی فرآیند 
باشد، چرا که بسیاري از خواص  میهیدرولیز مهم 

پروتئین هیدرولیز شده، از جمله اسیدهاي آمینه آزاد، 
میزان انحلال پذیري، وزن مولکولی پپتیدهاي حاصل 
و حتی خواص ضداکسایشی پروتئین تولید شده 

  باشد. وابسته به شدت و میزان درجه هیدرولیز می
ي  اثر زمان و فعالیت آنزیم بر میزان درجه

نشان داده شده  4و  3، 2، 1هاي  لیز در شکلهیدرو
ي  داري بر میزان درجه است. عامل زمان اثر معنی

 افزایش با کلی صورت ). به>05/0pهیدرولیز داشت (
 .یافت افزایش هیدرولیز ي درجه میزان هیدرولیز، زمان

بیشترین میزان درجه هیدرولیز در تمامی سطوح دما 
دقیقه حاصل  210ن و میزان فعالیت آنزیم، در زما

ي  شد، که در مقایسه بین تیمارها مشخص شد، درجه
دقیقه تفاوت  210و  180هیدرولیز در تیمارهاي 

داري ندارد. کمترین میزان درجه هیدرولیز نیز  معنی
دقیقه به دست آمد. افزایش  60در زمان هیدرولیز 

 150تا  60میزان هیدرولیز در اکثر تیمارها از زمان 
بیشتري یافت. فاکتور دما نیز اثر  دقیقه شدت

ي هیدرولیز نشان داد  داري بر میزان درجه معنی
)05/0p< داري بین دماهاي  ). با توجه به عدم معنی

تیمارهاي اولیه  گراد در پیش درجه سانتی 50و  45
)05/0p> و با توجه به بالاتر بودن میانگین درجات (

درجه  40 گراد نسبت به درجه سانتی 55هیدرولیز در 
گراد و از طریق آزمایشات تجربی که در دماهاي  سانتی
و  48، 47، 46گراد یعنی  درجه سانتی 50و  45بین 
گراد انجام پذیرفت (نتایج ذکر  درجه سانتی 49

ي دمایی  به عنوان دامنه 5/48اند) دماي  نگردیده
و همکاران  Ovissipourمناسب تعیین گردید. 

)b2009 55، دماي 55و  45، 35دماي  3) از بین 
ي  گراد را براي دستیابی به بالاترین درجه درجه سانتی

هیدرولیز و بازیافت نیتروژنی از امعاء و احشاء ماهی 
ازون برون، با استفاده از آنزیم آلکالاز، تشخیص دادند. 
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Chabeaud ) سازي خواص  ) در بهینه2009و همکاران
اهی ي م اکسیدانی پروتئین هیدرولیزشده آنتی
 65تا  45سیاه، با استفاده از آنزیم آلکالاز، از رنج  پشت

 60گراد استفاده نموده و دماي بهینه را  درجه سانتی
 Motamedzadeganگراد تشخیص دادند.  درجه سانتی
 Rascoو  Kristinsson) به نقل از 2010و همکاران (

هاي  اند که در برخی از موارد آنزیم گزارش نموده
ي ارائه شده از طرف  با شرایط بهینه پروتئولیتیک

شرکت سازنده، توسط محققین مورد استفاده قرار 
گیرند بدون توجه به این موضوع که شرایط بهینه  می

باشد.  وابسته به سوبستراي مورد استفاده نیز می
داري بر میزان درجه  فعالیت آنزیم نیز اثر معنی

یش ). نتایج، گویاي افزا>05/0pهیدرولیز داشت (
به  30درجه هیدرولیز با بالابردن فعالیت آنزیمی از 

هاي آنزیمی  باشند. بین فعالیت واحد آنسون می 90
دار وجود داشت  مورد استفاده، اختلاف معنی

)05/0p<هاي  ). اختلاف درجات هیدرولیز بین فعالیت
و  30واحد آنسون کمتر از اختلاف  90و  60آنزیمی 

گراد بین  درجه سانتی 50بود و همچنین در دماي  60

تفاوت   90و واحد آنسون  60هاي آنزیمی  فعالیت
داري ملاحظه نشد. به دلیل هزینه بر بودن  معنی

 آنزیم، استفاده از مقادیر بالاي آنزیم در تولید پروتئین
رسد، لذا فعالیت  شده اقتصادي به نظر نمی هیدرولیز
ور ي مناسب براي این منظ به عنوان نقطه 60آنزیمی 

لحاظ گردید. شرایط بهینه براي دستیابی به بیشترین 
گراد،  درجه سانتی 45میزان درجه هیدرولیز دماي 

(واحد  60دقیقه و نسبت آنزیم  180زمان 
آنسون/کیلوگرم سوبسترا) به دست آمد، که تحت این 

 درصد رسید. 38/39شرایط میزان درجه هیدرولیز به 
Taheri ) ي هیدرولیز  رجه) میزان د2011و همکاران

ي ماهی ساردین را با استفاده  پروتئین هیدرولیز شده
 62/45از آنزیم آلکالاز، در شرایط بهینه در دماي 

درصد گزارش کردند.  14/35گراد،  ي سانتی درجه
Bhaskar ) شرایط بهینه براي تولید 2008و همکاران (

پروتئین هیدرولیز شده از امعاء و احشاء گوسفند را با 
ي  درجه 43فاده از یک نوع پروتئاز قارچی دماي است

   دقیقه گزارش کردند. 45د و زمان گرا سانتی

  ي حاصل از آن ترکیبات شیمیایی ماهی کاراس و پروتئین هیدرولیز شده - 1جدول 

  اند. نمونه گزارش گردیده  2و چربی بر اساس وزن خشک 1راساس وزن مرطوب* پروتئین، رطوبت و خاکستر، ب
  اند. تکرار صورت پذیرفته 4** تمامی آزمایشات در 

  
هاي  هاي آنزیمی و زمان گراد و فعالیت درجه سانتی 40درجه هیدرولیز پروتئین هیدرولیز شده ماهی کاراس در دماي  - 1شکل 

  مختلف
                                                
1- Wet basis 
2- Dry basis 

  خاکستر (درصد)  رطوبت (درصد)  چربی (درصد)  پروتئین (درصد)  
  61/1 ± 18/0  61/79 ± 33/0  52/11 ± 28/0  43/16 ±0/ 39  ماهی کاراس

  87/11 ± 28/0  96/7 ± 31/0  12/1 ± 26/0  13/79 ± 61/0  پروتئین هیدرولیز شده
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هاي  و زمان آنزیمی هاي فعالیت و گراد سانتی درجه 45 دماي کاراس در ماهی شده هیدرولیز پروتئین هیدرولیز درجه -2 شکل

  مختلف

  
هاي  هاي آنزیمی و زمان گراد و فعالیت درجه سانتی 50درجه هیدرولیز پروتئین هیدرولیز شده ماهی کاراس در دماي  -3شکل 

  مختلف.

  
هاي  هاي آنزیمی و زمان گراد و فعالیت درجه سانتی 55هیدرولیز شده ماهی کاراس در دماي درجه هیدرولیز پروتئین  - 4شکل 

مختلف
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  DPPHهاي آزاد  مهار رادیکال
تغییرات فعالیت ضداکسایشی پروتئین 

 هاي رادیکال ي ماهی کاراس در مهار هیدرولیزشده
گراد که دمایی  سانتی درجه 45 ، در دمايDPPH آزاد

هیدرولیز تشخیص داده شده بود و مناسب جهت 
هاي آنزیمی مختلف با گذشت زمان، در شکل  فعالیت

  نشان داده شده است. 5

  
هاي آنزیمی مختلف ها و فعالیت گراد و زمان ي سانتی درجه 45در  DPPHهاي آزاد  قدرت مهار رادیکال - 5شکل 

مشخص است با افزایش  5گونه که در شکل  همان
 90و  60، 30زمان هیدرولیز در هر سه فعالیت آنزیم 

آنسون بر کیلوگرم پروتئین، ابتدا فعالیت  واحد
دقیقه به اوج  150و  120هاي  اکسیدانی تا زمان آنتی

خود رسید و پس از آن روند نزولی پیدا نمود. درصد 
 BHT ،65/83 براي DPPH آزاد هاي رادیکال مهار

محاسبه گردید که در مقایسه با بالاترین فعالیت 
درصد  5/57ضداکسایشی پروتئین هیدرولیزشده که 

). کمترین میزان >05/0pدار داشت ( بود اختلاف معنی
هیدرولیز، در هر سه سطح آنزیم در تیمارهایی با زمان 

). دلیل این >05/0pدقیقه قرار داشت ( 60هیدرولیز 
فرصت کم براي دسترسی مناسب آنزیم موضوع شاید 

. به سوبسترا، جهت شکستن پیوندهاي پپتیدي باشد
دهد که فعالیت مهار رادیکال آزاد با  نشان می 5شکل 

پیشرفت زمان هیدرولیز، به مقدار مشخصی رسید و 
سپس از میزان آن کاسته شد. این فعالیت در اغلب 

دقیقه،  150تیمارها با رسیدن زمان هیدرولیز تا حدود 
ي افزایش زمان، از  به حداکثر خود رسید و با ادامه

میزان آن کاسته شد. بیشترین فعالیت مهار رادیکال 
 60دقیقه و نسبت آنزیم  150 آزاد در زمان هیدرولیز

درصد بود  5/57کیلوگرم برابر با  بر آنسون واحد

دار بود  اختلاف با تیمارهاي قبل و بعد معنی(
)05/0p<(( مقدار فعالیت مهارکنندگی توسط . کاهش

پروتئین هیدرولیز شده با زیاد شدن زمان هیدرولیز 
تواند ناشی از، پیشرفت مقدار هیدرولیز و اثر بیشتر  می

ي پروتئینی باشد که این موضوع باعث  آنزیم بر ماده
ي برخی از پپتیدهاي ضداکسایش  شکستن زنجیره

اهش ي هیدرولیز و ک تشکیل شده در مراحل اولیه
شود. تغییر در اندازه، میزان و ساختار  ها می آن

آمینواسیدها و پپتیدها در اثر گذشت زمان هیدرولیز، 
 Wu(دهد  اکسیدانی را تحت تاثیر قرار می فعالیت آنتی

et al., 2003(.  
  

  )++Fe(آهن  یون مهارکنندگی فعالیت
مشخص است بالاترین  6گونه که در شکل  همان

 180یون آهن در زمان هیدرولیز فعالیت مهارکنندگی 
درصد به دست آمد که در  56/44دقیقه و به میزان 

داري  هاي هیدرولیز اختلاف معنی مقایسه با سایر زمان
با  30هاي  ). بین زمان>05/0pدهد ( از خود نشان می

داري  دقیقه اختلاف معنی 210با  150دقیقه و  60
  ).<05/0pمشاهده نگردید (
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گراد و فعالیت آنزیمی  درجه سانتی 45آهن پروتئین هیدرولیز شده ماهی کاراس در دماي  یون کنندگی شلاته فعالیت - 6شکل 

  واحد آنسون بر کیلوگرم 60

آهن برخلاف  یون مهارکنندگی نتایج فعالیت
که ابتدا صعودي  DPPH آزاد هاي رادیکال فعالیت مهار

از روند مشخصی پیروي نکرده  و سپس نزولی بود
دقیقه ابتدا به ماکزیمم  120است و در زمان هیدرولیز 

دقیقه دوباره کاهش  150نسبی رسیده و سپس در 
 دقیقه بیشترین فعالیت180یافت. در زمان هیدرولیز 

دقیقه  210مهارکنندگی مشاهده گردید و در زمان 
     ً                                     مجددا  کاهش یافت. به دلیل ایجاد پپتیدها با 

هاي مولکولی مختلف در هر تیمار زمانی، فعالیت  اندازه
. )Je et al., 2009(کنندگی متفاوت خواهد بود  شلاته

Samaranayaka  وLi-Chan )2008 در بررسی (
قدرت مهارکنندگی پروتئین هیدرولیز شده ماهی 

)، Merluccius productus( 1هیک اقیانوس آرام
درصد را ثبت نمودند و  46تا  7فعالیت مهارکنندگی 

Thiansilakul ) فعالیت 2007و همکاران (
ي  درصد را از پروتئین هیدرولیز شده 60مهارکنندگی 

) حاصل Decapterus maruadsiماهی اسکاد حلقوي (
  نمودند.

Gimenez ) ي  ) در مطالعه2009و همکاران
ست سول و اسکوئید، به ي پو پروتئین هیدرولیز شده

درصد جهت این منظور دست یافتند.  80مقادیر بالاي 
هاي کربوکسیل و آمینو  اند که گروه ها گزارش نموده آن

                                                
1- Pacific hake 

ي اسیدي (اسید  هاي جانبی اسیدهاي آمینه در زنجیره
ي  آسپارتیک و اسید گلوتامیک) و اسیدهاي آمینه

هاي  بازي (آرژینین، هیستیدین و لایزین) در مهار یون
گونه  توان این نمایند. می فلزي نقش اصلی را ایفا می

دقیقه  180استنباط نمود که در زمان هیدرولیز 
بیشترین میزان این اسیدهاي آمینه در دسترس 

باشند و به همین دلیل بالاترین میزان  می
  هاي آهن به دست آمده است. مهارکنندگی یون

  
  قدرت احیاکنندگی پروتئین هیدرولیزشده

 احیاکنندگی روند تغییرات مربوط به قدرت
 7کاراس آن در شکل  ي ماهی هیدرولیزشده پروتئین

گونه که مشخص است  نشان داده شده است. همان
 120تا زمان  احیاکنندگی روند افزایشی قدرت

دقیقه  150ي هیدرولیز ادامه یافته و در زمان  دقیقه
دقیقه  180ده و دوباره در زمان دستخوش کاهش ش

دقیقه نیز کاهش از خود  210افزایش یافته و در زمان 
نشان داد. این روند تقریبا مشابه روند مشاهده شده در 

بود، با این تفاوت آشکار  DPPH هاي آزاد مهار رادیکال
دقیقه، از قدرت  150که در زمان هیدرولیز 
.د کاسته شدهاي قبل و بع احیاکنندگی نسبت به زمان



 360                                                                                           4، شماره 2، جلد 1392پژوهش و نوآوري در علوم و صنایع غذایی، سال 

 

  
واحد  60گراد و فعالیت آنزیمی  درجه سانتی 45قدرت احیاکنندگی پروتئین هیدرولیز شده ماهی کاراس در دماي  -7 شکل

  آنسون بر کیلوگرم

 جهت مقایسه قدرت احیاکنندگی پروتئین
هیدرولیزشده، از محلول اسیدآسکوربیک با غلظت 

 )Jayaprakasha et al., 2001(قسمت در میلیون  100
کننده استفاده شد که جذب به عنوان یک عامل احیا

 762/0نانومتر،  700نمونه مربوط به آن در طول موج 
ها و  دست آمد، بین میانگین جذب تمامی نمونه هب

دار  کوربیک تفاوت معنیها با تیمار اسیدآس جذب نمونه
 احیاکنندگی ) و بالاترین قدرت>05/0pوجود داشت (

 120هیدرولیزشده در زمان هیدرولیز  هاي پروتئین
به دست آمد که در  513/0دقیقه، با میزان جذب 

قسمت در میلیون،  100 اسیدآسکوربیک مقایسه با
احیاکنندگی از خود نشان داد.  درصد از قدرت 32/67

Samaranayaka  وLi-Chan )2008 در بررسی (
احیاکنندگی پروتئین هیدرولیز شده ماهی  قدرت

دست  603/0تا  227/0هیک اقیانوس آرام به مقادیر 
  یافتند.

  
  گیري نتیجه

نتایج این تحقیق در رابطه با فرایند تولید پروتئین 
ي حاصل از ماهی کاراس نشان داد که  هیدرولیز شده

ل به صورت موثري تحت تاثیر شرایط تولید این محصو
واکنش قرار دارد، در واقع هر یک از فاکتورهاي دما، 

داري بر کیفیت                              ً     زمان و مقدار آنزیم تاثیر کاملا  معنی
محصول دارند. همچنین نتایج مطالعات دیگر تحقیقات 

ي پروتئینی در رابطه با تولید محصول هیدرولیز شده
ورد استفاده نیز یکی دهد که انتخاب آنزیم منشان می

باشد. از فاکتورهاي تاثیرگذار در کیفیت محصول می
آنزیم ممکن است بر اساس چندین معیار از جمله 
گسترش طعم محصول، خصوصیات فیزیکی و 
شیمیایی و یا کاهش تلخی پروتئین هیدرولیز شده، 

قابلیت خوبی در  L Alcalase 2.4انتخاب شود. آنزیم 
از خود نشان داده است که هضم منابع پروتئینی 

  باشد.         ً             اي نسبتا  پائین نیز میداراي هزینه
هاي سنتزي به امروزه استفاده از آنتی اکسیدان

دلیل خطراتی که براي سلامتی انسان دارند، با 
هایی مواجه است. بر این اساس استفاده از  محدودیت

هاي طبیعی نسبت به محصولات آنتی اکسیدان
را به خود جلب کرده است. به سنتزي توجه زیادي 

همین دلیل در پژوهش حاضر، علاوه بر تولید محصول 
ي پروتئینی، به بررسی و شناسایی رفتار هیدرولیز شده

ضداکسایشی محصول و بررسی اثر شرایط مختلف 
ها پرداخته شد. نتایج حاکی از تولید بر ویژگی آن

 پایین تر بودن قدرت پروتئین هیدرولیزشده نسبت به
و اسید  BHTمقادیر تیمارهاي مقایسه شامل 

هاي اکسیدانکه آنتی آسکوربیک بود. با توجه به این
تر خود طبیعی به طور معمول به دلیل قدرت پایین

هاي مصنوعی در مقادیر اکسیداننسبت به آنتی
شوند، بیشتري به عنوان جایگزین با آنها استفاده می
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درصدهاي بالاتر را توان مصرف در این مورد نیز می
جهت اثر هرچه بیشتر توصیه نمود. در نهایت با 

ي عملکرد ضداکسایشی پروتئین بررسی و مقایسه
توان گفت که این محصول به عنوان هیدرولیز شده می

طبیعی به همراه ارزش  یک منبع آنتی اکسیدان
هاي اي بالا و دیگر خواص زیستی، در غلظتتغذیه

هاي سنتزي آنتی اکسیدان مناسب قابل رقابت با
 باشد. می

  
  تشکر و قدردانی

بدینوسیله نویسندگان مراتب قدردانی و تشکر 
خود را از جناب آقاي دکترمحمودرضا اویسی پور به 
دلیل مساعدت هاي فکري در انجام پژوهش اعلام 

دارند. می
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Abstract 

In this study protein hydrolysate was produced from the crucian carp using Alcalase 2.4L. 
The effect of temperature (40, 45, 50 and 55°C), time (60, 90, 120, 150, 180 & 210min) and 
enzyme/substrate (Protein) at ratio of (30, 60 and 90 Anson unit), on degree of hydrolysis and 
antioxidant activity of product were investigated in a in a completely randomized design. The 
highest degree of hydrolysis was observed at 45°C, after 180min and enzyme/substrate ratio of 
60 Anson unit/ Kg substrate. Under these conditions, degree of hydrolysis was 39.38 %. The 
antioxidant activity of protein hydrolysate was studied using DPPH radical scavenging activity, 
reducing power and Fe++ chelating activity. The most DPPH radical scavenging activity was 
57.5%, that was obtained at 45ºC,  enzyme activity of 60 Au/kg and 150min of time of 
hydrolysis. Highest Fe++ chelating activity (44.56%) observed at 45ºC, enzyme activity of 60 
Au/kg, and hydrolysis time of 180min. The highest reducing ability of protein hydrolysate 
observed at 120min. Hydrolysis time which showed 67.32% reducing power compared to 100 
ppm ascorbic acid (100 %). 

 
Keywords: Antioxidant activity, Carassius carassius, Enzymatic Hydrolysis, Protein 
hydrolysate 


