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فعالیت ضداکسیدانی پپتید حاصل از هیدرولیز پروتئین ایزوله عضله کیلکای 

با استفاده از عصاره آنزیمی ضمائم  (Clupeonella cultriventris caspia)معمولی 

 پیلوریک
 

 2مریم خواجوی  ،1*عباس زمانی

 

 استادیار گروه شیلات دانشکده منابع طبیعی و محیط زیست دانشگاه ملایر، همدان -1

 ورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگاندانشگاه علوم کشا ،دکتری دانشجوی -2 

 
 23/03/95 پذیرش:             03/11/94دریافت: 

 
      a.zamani@malayeru.ac.irول مقاله:ئنویسنده مس*

 :چکیده

مهواد ذهذایی    ای انهوا  تغذیهه ارزش اصلی در کاهش کیفیت و های فراینداکسیداسیون چربی یکی از 

. هدف از انجام این تحقیق تعیین فعالیت ضداکسهیدانی پتتیهد صاصهز از هیهدرولی      شودمیمحسوب 

با اسهتفاده از  بود که  (Clupeonella cultriventris caspia)ین ای وله عضله کیلکای معمولی ئتوپر

 د.شه تولیهد  ضمائم پیلوریک ماهی کیلکای معمهولی   استخراج شدهعصاره موجود در آن یم تریتسین 

–BAPNA   Nα (برای هیهدرولی  سوبسهترای  آن یم تریتسین  بهینه فعالیت pHبررسی نشان داد دما و 

benzoyl-DL-argenine-ρ-nitroanilide-HCL ( فعالیهت   بهود.  0/8وگهراد  درجه سهانتی  60ترتیببه

 20پتتید صاصز از هیدرولی  پروتئین ای وله نی  نشان داد که با اف ایش درجه هیدرولی  از ی ضداکسیدان

قهدرت ضداکسهیدانی   همچنهین  و  ABTS و DPPH فعالیت بازدارندگی رادیکالمی ان  ،درصد 40 تا

کنهد آنه یم   پیشهنهاد مهی  نتهای   (. p<05/0ی اف ایش یافت )دارمعنا طوربه (FRAP) آهن بازدارندگی

اب ار مناسبی  تواندمیضمائم پیلوریک ماهی کیلکای معمولی  شده عصاره مستخرجتریتسین موجود در 

و جایگ ین مناسبی  ودمحسوب ش این گونه با فعالیت ضداکسیدانی برای تولید پتتید از پروتئین ای وله

  باشد.مانند آن یم میکروبی رولی  شده مورد استفاده در تولید پروتئین هیدی تجاری هاآن یمبرای 

 

Clupeonella cultriventris caspiaضداکسیدانی، پروتئین ای وله، هیدرولی  آن یمی، : واژگانکلید 
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 مقدمه

ناشهی از   ذنهی از پهروتئین  امروزه صجهم زیهادی از مهواد    

طهور  بهه  ن بازیابی مناسهب وددریایی بمحصولات  فراوری

یا برای تولیهد محصهولات بها     و تخلیه شدهدریا به مستقیم 

 بازیههابی شههود.مههیدر نظههر گرفتههه  ینیارزش افهه وده پهها

و تبهدیز آنهها بهه     مواد جنبهی  در اینهای موجود پروتئین

بالا، مانند پتتیهدهای زیسهت   با ارزش اف وده های فراورده

دلیهز دارا  هبه  و مناسبی تلقی شده جایگ ین تواندمی فعال،

 ماننهد ضهد فشهار  هون و     عملکردهای فی یولوژیکبودن 

 کاربردههای ذهذایی و دارویهی    برای ضداکسیدانی فعالیت

 ,Naqash and Nazeer) رونهد شهمار  هب یمحصولات مناسب

2010; Roslan et al., 2014; Zamani and Benjakul, 

میهانگین   ،براساس آمار ارائهه شهده از سهوی فهائو     .(2015

 149صدود ، 2012 تا 2007تولید آب یان در جهان از سال 

میلیهون تهن    91صدود  از این می ان باشد کهمیلیون تن می

درصد آن به  5/29 که استاز منابع آبی  صیدآن متعلق به 

اصتمهالا  بهیش از   . (FAO, 2014) شودمیپودر ماهی تبدیز 

تلقهی  ضهایعات   عنهوان بهدرصد باقیمانده بافت ماهیان  50

بههرای آنههها متصههور     ذههذاییبهینههه   اسههتفاده و شههده 

 Kristinsson and Rasco,2000; Safari et)نیسهههت

al.,2012).  و  جهههان  ا افهه ایش چشههمگیر جمعیههت   بهه

کهه  بهدیهی اسهت    ،موجود در صید آب یهان های محدودیت

 تهری بینهی هوشهمندانه  دریایی باید با پیش استفاده از منابع

 بازیههابیبههرای  هههاروشتههرین متههداولاز  .صهورت گیههرد 

تهوان  مهی  مهاهی  فراوریپروتئین از بقایای مواد صاصز از 

 امکان تولیهد  د کهکراشاره  آن یمیی شیمیایی و هاروش به

 بها های صهنعتی  فراوردهمواد ذذایی یا  ای ازطیف گسترده

ی هها روشیکی از ایهن   .دکنفراهم میرا کاربردهای متنو  

م ایهایی از  باشد که دارای میروش آن یمی  ،مداو کار مؤثر

 محصهولات می ان  بودن پایین واکنش، شرایط ملایم جمله

و منهابع  است  تولیدی کیفیت محصول بودنو بالا نامطلوب

آب یهان یها    فراوریمواد باقیمانده از  تواندمیشده استفاده 

معمهولا    باشهد. فاقهد ارزش تجهاری و  هوراکی    های گونه

هها از طریهق شکسهت پیونهدهای     هضهم آن یمهی پهروتئین   

 میکروبهی تیهک  ی پروتئولیهها آنه یم پتتیدی با اسهتفاده از  

در صنایع ذهذایی   )مانند آلکالاز، نئوتراز، پروتامکس و....(

 ;Cassia et al., 2000) دههههای زیهههادی دار  کاربرد

Kristinsson and Rasco, 2000; Safari et al., 2012; 

Roslan et al., 2014).     اکسیداسههیون چربههی یکههی از

 ای درتغذیهه ارزش کیفیهت و   اصلی در کاهش های فرایند

منجهر   علاوه بر ایهن و  شودمیمحسوب مواد ذذایی  انوا 

 علهت  توانهد مهی  کهه  گهردد مهی می سمحصولات  به تولید

قلبی عروقی، سهرطان   مانندمهمی های بیماریبروز اصلی 

 شهمار رود هزودرس ب و ا تلالات عصبی و همچنین پیری

(Kinsella, 1987; Khantaphant et al., 2011).   بههرای

جلوگیری از بروز این مشکلات در اثر اکسیداسیون چربی 

ههای طبیعهی و   از طریق تولید رادیکال آزاد، ضداکسهیدان 

که انوا  یطوربه شوندمیسترده استفاده گ طوربهمصنوعی 

 هود بهه    ،دلیز ایجاد سمیت در طولانی مهدت همصنوعی ب

 د.کننه کننهدگان ایجهاد مهی   نوعی مشکلاتی را برای مصرف

 بهههرای اسهههتفاده از  علاقهههه رو بهههه رشهههد   بنهههابراین

 مشهتق شهده از   پتتیهدهای ویژه ، بهطبیعیهای ضداکسیدان

 ,Tavano) وجهود دارد  مواد ذذایی شدهپروتئین هیدرولی 

از  یمنبهع بهالقوه آن یمه   یهک   انماهی یامعا و اصشا .(2013

بر هی  هوام منحصهر    دارای ها است کهه  ازپروتئ جمله

 Klomklao et) باشهد مهی فرد برای کاربردههای صهنعتی   به

al., 2014). 

امعا و ی پروتئازی موجود در هاآن یمین ترمهمیکی از 

آنه یم تریتسهین    ،ضهمائم پیلوریهک   ویژههماهیان ب یاصشا

(EC 3.4.21.4) نقهش بسهیار مهمهی در هیهدرولی       که است

 ;Khantaphant and Benjakul, 2008)  پههروتئین دارد
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Klomklao et al.,2010).ین ماهیهان  تهر مههم ماهیان از  کیلکا

 شوند کهه در تهیهه پهودر   پلاژیک دریای   ر محسوب می

به میه ان   1392صید آن در سال و  شوندماهی استفاده می

 ماهیان دریای کیلکا. (Shilat, 2013) تن بوده است 23221

گونه    شامز سهه  بوده و Clupeonellaجنس  به   ر متعلق

 آنچوی کیلکای ، (C.cultriventris caspia)عمولیمکیلکای 

(C.engrauliformis) درشت  چشم و کیلکای (C.grimmi) 

ها، کیلکای معمهولی بهیش از   این گونهبین باشند که در می

درصههد صههید را بههه  ههود ا تصههام داده اسههت      90

(Karimzadeh et al., 2010).   این ماهی همانند سایر ماهیهان

 ویهژه هدارای فعالیت بالایی از پروتئازها به کوچک پلاژیک 

منبع  وبی  تواندمیو است  و اصشا امعا در آن یم تریتسین

برای میکروبی با منبع  یهاآن یمبجای  بوده و این آن یم از

استفاده  یضداکسیدانبا فعالیت  شدهتهیه پروتئین هیدرولی 

 ,.Kishimura et al., 2005; Castillo-Yanez et al)  شهود 

2005; Zamani and Benjakul, 2015)  . 

هدف از انجام این مطالعه تهیه عصاره ضمائم پیلوریک 

بهرای تهیهه پهروتئین    از کیلکای معمهولی و اسهتفاده از آن   

اسهت و سهتس فعالیهت     از عضله این گونه هیدرولی  شده

ی پتتیدهای صاصز از پروتئین هیهدرولی  شهده   ضداکسیدان

 .شودمی ارزیابی

 

 هاروشمواد و 

 تهیه نمونه ماهی

صهیدگاه   از مطالعهه  ایهن  در نیاز مورد معمولی کیلکای ماهی

 دا ز در صیداز  پس اهیانم. یدگرد تهیه بابلسر شهرستان

بهه   مخلهو  و  یه   بها  2 بهه  1 نسهبت  با یونولیتی ظرف یک

آزمایشهگاه،   بهه  ماهیان انتقال از پس. شدند منتقز آزمایشگاه

 نمونه 180 ازتریتسین  منبع آن یم عنوانبه پیلوریک ضمائم

گهراد  سانتیدرجه  -80 فری ر در و شده جدا ی  صضور در

 Zamani and). شهدند  نگههداری  هها تا زمان انجام آزمایش

Benjakul, 2015) ترتیهب بهه  ماهیان کز طول و متوسط وزن 

 متر بودند.سانتی45/12 ±5/0گرم و  5/10 5/1±

 هانمونه سازیآمادهزدایی و چربی

سهاعت در دمهای    4ضهمائم پیلوریهک بهرای مهدت     نمونه 

( قهرار گرفهت تها از صالهت     گهراد درجه سانتی 4یخچال )

با اسهتفاده از   زداییعمز چربی ستسانجماد  ارج شود. 

کهه ابتهدا    انجام شهد  (گرادسانتیدرجه  -20)استون سرد 

 3بهه   1با استون سرد با نسهبت   شده و نمونه تعیین صجم

سازی دقیقه عمز یکنوا ت 1 و برای مدتگردید مخلو  

 Hand Held WT130) سهههازهمگهههندسهههتگاه بههها 

homogenizer, Lab Tissue & Cell Tearor, Malysia) در 

 با کمکانجام شد. ستس نمونه یکنوا ت شده  صضور ی 

 ,Whatman grade No. 2, Lawrence) کاذههذ صههافی 

Kansas, USA)      فیلتر شهده و مهواد باقیمانهده روی فیلتهر

مهواد   و در نهایت چندین مرتبه با استون سرد شسته شدند

روی فیلتر برای مدت یک شبانه روز در دمهای اتهاق قهرار    

سهتس  . (El-Beltagy et al., 2005) گرفتند تا  شک شهوند 

-mM Tris 50) اسهتخراج  بهافر  کمهک  بها ماده  شک شده 

NaCl), 0.5M 2HCl, pH 7.5, 10mM CaCl    بهه   1بها نسهبت

درجهه   4 ساعت در دمهای  3 ترکیب شده و برای مدت 50

ن مغناطیسهی بهه آرامهی مخلهو      بر روی همه   گرادسانتی

دقیقه در  45برای مدت  شده ستس مخلو  صاصز شدند.

 گردیهد  سهانتریفیوژ g14000در  گراددرجه سانتی 4دمای 

(Hermle Z36HK) عصهاره   عنهوان بهستس محلول رویی  و

 Khantaphant and)نظرگرفتههه شههد   ههام آن یمههی در 

Benjakul, 2010) .  

 آمونیوم سولفاتسازی با راسب
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ههای  صهذف بر هی پهروتئین    بهرای ابتهدا  این مرصلهه   در

آمونیههوم  کمههک بهها  ههام آن یمههیعصههاره  ،ذیرضههروری

درصههد  بهها (Sigma, St. Louis, MO, USA)سههولفات 

سازی راسب درصد برای 30-60و درصد  0-30اشباعیت 

تها بهتهرین درصهد صههاوی    شهد  آنه یم تریتسهین مخلهو     

بهرای ایهن   . آیهد  دسهت بهبیشترین فعالیت آن یم تریتسین 

 30منظور ابتهدا آمونیهوم سهولفات تها صصهول اشهباعیت       

آرامهی بهه نمونهه اضهافه شهد تها       در صضور ی  بهه درصد 

 ،ساعت، نمونه در سانتریفیوژ 2از  پس وبی صز شود. هب

 45مهدت  برای  گراددرجه سانتی 4 در دمای g 14000در 

و  آوریجمهع یافته دقیقه قرار گرفت. ستس قسمت رسوب

نی  مجهدد   محلول روییصز شد و  استخراجبافر  ml 5در 

مخلهو   درصد  60با آمونیوم سولفات تا صصول اشباعیت 

درجهه   4در دمهای g 14000سهاعت در   2از  پسگردید و 

دقیقه سانتریفیوژ شهد. قسهمت    45برای مدت  گرادسانتی

صز شهد.   استخراجبافر  ml 5و در  آوریجمعیافته رسوب

درصهد   30-60و درصهد   0-30نمونه صاصز از اشباعیت 

از صههز شههدن در بههافر اسههتخراج در کیسههه دیههالی    پههس

(Sigma, St. Louis, MO, USA)   ریختههه و بههرای یههک

 4عمز دیالی  در دمای  استخراج شبانه روز در صضور بافر

ههای آمونیهوم   صهذف یهون   منظهور بهه گهراد  درجهه سهانتی  

سهولفات انجهام شهد. سهتس فعالیهت آنه یم تریتسههین در       

درصدهای مورد آزمایش سنجش گردید. بیشترین فعالیهت  

یجه این درصهد  د. در نتشمشاهده درصد  30-60آن یم در 

 انتخاب شد.برای تولید پروتئین هیدرولی  شده 

 آنزیم تریپسین فعالیت بهینه pH و دماتعیین 

هیهدرولی  پهروتئین    منظهور بهه بهینه  pHبرای تعیین دما و 

مخلو  شدن  از طریق دمای بهینهآن یم تریتسین،  وسیل به

 مهولار  میلهی  1) بهافر  -آن یمی با محلول سوبسهترا  نمونه

BAPNAبههافر در HCl, pH 8.0, 10mM -50 mM Tris

2CaCl)  دقیقه در دماهای مختلف  20 مدتبهو انکوباسیون

 گهراد سانتیدرجه  70و 65 ،55،60 ،45،50 ،35، 25 شامز

طهول مهوج   فعالیت آن یم تریتسین در . ستس تعیین گردید

nm410 شهههد گیهههریانهههدازه Benjakul, 2010) and  

(Erlanger et al., 1961; Khantaphant.  بهرای تعیههینpH 

 مختلهف ههای  pHبهافر بها    -محلهول سوبسهترا  ابتدا بهینه، 

 (1بافرهای ذکر شده در جدول  در BAPNAمولار میلی1)

 20بهرای تهیه و ستس با نمونه آن یمهی مخلهو  گردیهد و    

به صالت انکوباسهیون  گراد درجه سانتی 60دقیقه در دمای 

طهول مهوج   فعالیت آنه یم تریتسهین در   گرفت. ستس قرار

nm410 شههد  گیههریانههدازه (Erlanger et al., 1961; 

Khantaphant and Benjakul, 2010). 

 

 BAPNAمولار میلی 1سوبسترای  -محلول بافر سازیآمادهبرای  شده انوا  بافرهای استفاده 1جدول

 mM acetic acid–sodium acetate, pH 4.0-6.0, 10mM CaCl2 50: بافر شماره 1 

 mM Tris-HCl, pH 7.0-9.0, 10mM CaCl2 50 : بافر شماره 2 

 mM Glycine-NaOH, pH 10.0-11.0, 10mM CaCl2 50: بافر شماره 3 

 

 پروتئین محلولو  سنجش فعالیت آنزیم تریپسین

و   Erlangerبرای سنجش فعالیت آن یم تریتسهین از روش 

–BAPNA   Nα ( از سوبسههترایو  (1961همکههاران )

benzoyl-DL-argenine-ρ-nitroanilide-HCL ( بههافر   در 

2HCl ,pH 8.0, 10mMCaCl-50 mM Tris  گردیهد اسهتفاده 

بهرای  انجهام شهد.    nm410 طهول مهوج   و قرائت نوری در

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
25

51
3.

13
95

.5
.4

.4
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jf

st
.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-1
1-

24
 ]

 

                             4 / 14

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23225513.1395.5.4.4.5
https://jfst.modares.ac.ir/article-6-3682-fa.html


 اجویوزمانی و خ  __________________________________________________  ... فعالیت ضداکسیدانی پپتید حاصل

47 

ها از جملهه نمونهه   در نمونه سنجش می ان پروتئین محلول

استفاده ( 1951و همکاران )  Lowryاز روش هیدرولی  شده

 / mgبا ذلظت  گردید. در این روش از آلبومین سرم گاوی

ml 1 هانمونهو قرائت نوری  استاندارد استفاده شد عنوانبه 

 .(1)شکز  انجام شد nm 750در 

 
 .: جذب نوری (Y، محور )μ 100  /gμ(BSA : l: ذلظت  X)محور  BSAمنحنی استاندارد  1شکل

 

 تولید پروتئین ایزوله و پروتئین هیدرولیز شده 

برای تولید پروتئین ای ولهه و پهروتئین هیهدرولی  شهده از     

اسههتفاده گردیههد. ( 2009و همکههاران ) Rawdkuen روش

دسهت، بها   بها کمهک   از جداسازی  پسعضله ماهی کیلکا 

آب بها   و چاقو به قطعات کوچهک تبهدیز شهد    استفاده از

دقیقهه بها    1و برای مهدت   ( مخلو  شده9: 1مقطر سرد )

ستس  .سازی صورت گرفتعمز همگن سازهمگندستگاه 

تنظیم شده و برای مدت  pH 2/11در  دست آمدهبهمخلو  

سانترفیوژ  g5000در  گرادسانتیدرجه  4 دقیقه در دمای 10

 pH 5/5 و در آوریجمع صاصز شدهگردید و محز رویی 

دقیقهه در   10تنظیم گردید و عمز سانترفیوژ بهرای مهدت   

مهاده   انجهام شهد.    g5000در گهراد  درجه سهانتی  4دمای 

و  در نظر گرفته شد «پروتئین ای وله» عنوانبهرسوب یافته 

 (AOAC, 2000)میهه ان پههروتئین آن بهها روش کجلههدل    

 درصد بود. 14/95سنجش شد که مقدار آن معادل 

 پروتئین هیدرولی  شده، پروتئین ای وله سازیآمادهبرای 

تها صصههول ذلظههت   mM Tris-HCl ,pH 8.0 50 بها بههافر 

دقیقه  1گردید. ستس برای مدت درصد مخلو   2پروتئین 

سازی انجام شد و عمز همگن ،سازهمگندستگاه با کمک 

دقیقه  10ه برای مدت شد مخلو  صاصزعمز انکوباسیون 

واکنش هیدرولی   انجام شد. گراددرجه سانتی 60 در دمای

 5/4، 5/2ضهمائم پیلوریهک صهاوی    با اضافه کردن عصاره 

بهه گهرم   نسهبت   ،(IU)فعالیت آن یم تریتسهین واصد  5/6و

و  30، 20درجه هیدرولی  تقریبی تا صصول پروتئین ای وله 

 .(Benjakul and Morrissey, 1997) انجهام شهد  درصد  40

، گراد درجه سانتی 60 دقیقه در دمای 120از گذشت  پس

 SDS 1 لیتهر میلی 1با  مخلو  هیدرولی  شدهاز  لیترمیلی 1

ترکیهب شهده و بهرای     (گرادسانتیدرجه  90دمایدرصد )

 منظهور بهه گهراد  درجهه سهانتی   90دقیقه در دمای 10مدت 

سهتس   کردن آن یم تریتسهین صهرارت داده شهد.    یرفعالذ

گهراد  درجه سانتی 4دقیقه در دمای  10مخلو  برای مدت 

دسهت آمهده   بهه نتریفیوژ گردید و مایع رویی سا g2000در 

پروتئین هیدرولی  شده در نظر گرفته شد و بهرای   عنوانبه

 .شدی استفاده ضداکسیدانتعیین فعالیت 
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 تعیین درجه هیدرولیز

  Benjakulبهههرای تعیهههین درجهههه هیهههدورلی  از روش  

نمونه هیدرولی  شده  استفاده گردید.Morrissey  (1997 )و

 درصهد  01/0و محلهول   pH 2/8 مولار 2/0با بافر فسفات 

(TNBS) acid  2,4,6-trinitrobenzenesulfonic   مخلهههو

بهرای  گهراد  درجه سانتی 50 شده و در صمام آب در دمای

 بهرای توقهف واکهنش از    قرار گرفت.در تاریکی دقیقه  30

سهتس   مولار سولفیت سدیم اسهتفاده گردیهد.   1/0محلول 

دقیقه در دمای اتهاق  نهک    15مخلو  واکنش برای مدت 

و نانومتر انجهام شهد    420گردید و قرائت نوری نمونه در 

 از طریق منحنی اسهتاندارد متعلهق بهه    محتویات اسیدآمینه

شهد و   تعیهین  مولار(میلی 5تا  0)ذلظت  مینه لوسیناسیدآ

 درولی  نی  از فرمول زیر محاسبه گردید:جه هیدر
100× )] 0L − max(L∕ ) 0L − t[(L(%) = DH  

tL  دقیقه 120= مقدار اسید آمینه رهاسازی شده در زمان. 

0L = اسید آمینه در محلول پروتئین ای وله اولیه مقدار. 

maxL =  پروتئین ای ولهه   مینه در محلولآمقدار کز اسید

درجه  100 مولار در دمای HCl 6از هیدرولی  در  پساولیه 

 ساعت. 24برای گراد سانتی

 نمونه هیدرولیز شده یضداکسیدانتعیین فعالیت 

  DPPH فعالیت بازدارندگی رادیکال  -

از  DPPH فعالیهت بازدارنهدگی رادیکهال    برای تعیین 

در ایهن  استفاده گردید.  (2008و همکاران )  Binsanروش

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl  )روش از 

میلی مولار استفاده شد و جذب نمونه در طول موج  15/0

 نانومتر قرائت شد. 517

 ABTS فعالیت بازدارندگی رادیکال  -

از روش  ABTS بازدارندگی رادیکالبرای تعیین فعالیت 

Binsan  ( 2008و همکاران ) استفاده گردید. در این روش از

ABTS (2,2′-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid) )4/7 مولار استفاده شد و جذب نمونه در طول میلی

 نانومتر قرائت شد. 734موج 

  (FRAP)قدرت ضداکسیدانی اصیاکنندگی آهن  -

از  برای تعیین قدرت ضداکسیدانی اصیاکننهدگی آههن  

در ایهن   اسهتفاده گردیهد.  Strain (1996 ) و  Benzieروش 

  TPTZ روش از

(2,4,6-tripyridyltriazine)  مههولار میلههی 10بهها ذلظههت

نهانومتر   593و جهذب نمونهه در طهول مهوج     د شاستفاده 

 قرائت گردید.

ی ناشههی از ضداکسههیدانبهرای تعیههین مقههدار فعالیهت   

د و شاستفاده  Troloxهای فوق از منحنی استاندارد سنجش

گهرم پهروتئین بیهان    در Troloxصورت میکرومول همقادیر ب

سهنجش فعالیهت    بهرای ذلظهت پهروتئین محلهول     گردید.

 در نظر گرفته شد. لیترمیلیگرم در میلی 5/2ضداکسیدانی 

 آنالیز آماری

مختلهف  ی بهین درجهات   ضداکسیدانفعالیت برای مقایسه 

نمودارهها از   همچنهین رسهم  و هیدرولی  پهروتئین ای ولهه   

د. بهرای تعیهین   شه استفاده  Excelو  SPSS 21 هایراف انرم

واریهانس یههک طرفههه   دار بههودن ا هتلاف از تج یههه امعنه 

(ANOVA)  استفاده گردیهد و  در قالب طرح کاملا  تصادفی

درصد مقایسه  5با آزمون دانکن در سطح ها میانگینستس 

 .تکرار انجام گرفت 3در  نی ها شدند. تمام ارزیابی

 

 نتایج

 تریپسینآنزیم  فعالیت بهینه pHو دما 

مهاهی  آنه یم تریتسهین    دمای بهینهنتای  صاصز از بررسی 

نشان داده شهده اسهت. نتهای      2در شکز کیلکای معمولی 

عصاره ضمائم  فعالیت آن یم تریتسیننشان داد دمای بهینه 

کهه بها   یطوربه ،بودگراد درجه سانتی 60برابر با پیلوریک 

فعالیهت آنه یم    ،گهراد درجه سانتی 60تا 25اف ایش دما از 

به صهداکرر  هود   گراد درجه سانتی 60اف ایش یافت و در 
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یک کاهش ناگهانی گراد درجه سانتی 70تا  60از  اما ،رسید

 pHنتای  صاصز از بررسهی   .دشدر فعالیت آن یم مشاهده 

داده نشهان   3نی  در شکز آن یم تریتسین فعالیت بر بهینه 

بود و  0/8برابر بهینه فعالیت آن یم تریتسین  pHشده است. 

 pH، فعالیت آن افه ایش و از   0/8تا  0/4از pHبا اف ایش 

 فعالیت کاهش یافت. 0/11تا  0/8

 
 (C. cultriventris caspia) کیلکای معمولی بر فعالیت آن یم تریتسین دماثیر أت 2شکل

 

 
 (C. cultriventris caspia) کیلکای معمولی بر فعالیت آن یم تریتسین pHثیر أت 3شکل

 

 تعیین درجه هیدرولیز

 صاصهز از  نتهای  صاصهز از فعالیهت ضداکسهیدانی پتتیهد     

کیلکههای معمههولی در  عضههلهپههروتئین ای ولههه هیههدرولی  

گونهه کهه در   همان نشان داده شده است. 6تا  4های شکز

 20با اف ایش درجه هیدرولی  از ، شودمشاهده می 4 شکز

افه ایش  DPPH  بازدارندگی رادیکهال درصد فعالیت  40 تا

سایر نسبت به  ،درصد 40که درجه هیدرولی یطوربه یافت

بههالاترین فعالیههت ی دارمعنهها طهور بهههدرجهات هیههدرولی   

، 5براساس شهکز  (. p< 05/0) را داشت DPPHکاهندگی 

 ABTS فعالیت بازدارندگی رادیکالنتای  صاصز از بررسی 

، درصهد  40تها   20با اف ایش درجه هیدرولی  از  نشان داد

درصهد نسهبت بهه     40درجه هیدرولی فعالیت بازدارندگی 

 و ی همهراه بهود  دارمعنااف ایش  با درجات هیدرولی  دیگر

فعالیهت بازدارنهدگی   بهالاترین   درصهد  40درجه هیدرولی 
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قهههدرت  (. p< 05/0) نشهههان داد را ABTS رادیکهههال 

نیه  بها افه ایش درجههه    ضداکسهیدانی اصیاکننهدگی آههن    

درجهه  و  درصد نیه  افه ایش یافهت    40تا  20هیدرولی  از

 طهور بهه  درصهد  30و  20درصهد نسهبت بهه     40هیدرولی 

قدرت ضداکسیدانی اصیاکنندگی آهن را بالاترین ی دارمعنا

   .(6)شکز  (p<05/0) داشت
 

 
 (C. cultriventris caspia) معمولیکیلکای ثیر درصد مختلف هیدرولی  پروتئین ای وله صاصز از عضله أت 4شکز

 .(α ،3  =n ،Mn ± SD=  05/0) است دارمعناصروف کوچک ذیرمشترک بیانگر ا تلاف . DPPHفعالیت بازدارندگی رادیکال بر 

 

 
 (C. cultriventris caspia)کیلکای معمولی ثیر درصد مختلف هیدرولی  پروتئین ای وله صاصز از عضله أت 5شکل

 (.α ،3  =n ،Mn ± SD=  05/0) است دارمعناصروف کوچک ذیرمشترک بیانگر ا تلاف . ABTSفعالیت بازدارندگی رادیکال بر 
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 (C. cultriventris caspia) کیلکای معمولیثیر درصد مختلف هیدرولی  پروتئین ای وله صاصز از عضله أت 6شکل

 .(α ،3  =n ،Mn ± SD=  05/0) اسا دارمعناصروف کوچک ذیرمشترک بیانگر ا تلاف . قدرت ضداکسیدانی اصیاکنندگی آهنمی ان  بر

 بحث

مختلهف  ههای  ههای مختلهف بهدن گونهه    از قسمتتاکنون 

ی هها آنه یم پروتئین هیدرولی  شده بها اسهتفاده از    ،ماهیان

 هوام  پتتیدهای بها  تولید شده است که دارای  میکروبی

 ;Thiansilakul et al., 2007) باشههندی مههیضداکسههیدان

Klompong et al., 2008; Khantaphant et al., 2011; 

Roslan et al., 2014 ; Liu et al., 2014; Silva et al., 

2014; Chi et al., 2015)  .  مههاهی ترکیههب اسههید  عضهله

ههای  پهروتئین از منبهع عهالی    و دارد مناسبیبسیار  ایآمینه

با این صال، بسیاری از  .باشدبالا می هضمبا قابلیت  مغذی

دارا بهودن قابلیهت بهالای فسهاد و     دلیز به انماهیهای گونه

 بوی نامطلوب، بافت و طعم مربو  بهدیگر مشکلات ذاتی 

ههای  گونهه  هعضهل  ههای پهروتئین  ند.شهو مهی کمتر استفاده 

با فعالیت  شدهبرای تولید پروتئین هیدرولی  انمختلف ماهی

 Bougatefاندبررسی شده مختلف با موفقیت اکسیدانیآنتی

et al., 2009; Hsu, 2010; Klompong et al., 2008; 

Nakajima et al.,2009; Nalinanon et al., 2011;) 

(Naqash  and Nazeer, 2011; Raghavan and 

Kristinsson, 2008; Rajaram and Nazeer, 2010. 

ی عصاره ضمائم پیلوریهک  هاآن یمدر زمینه استفاده از 

تولید پروتئین هیدرولی  شده از  برایماهی  یو اصشا یا امعا

 اسههت انجههام شههده ماهیههان مطالعههات بسههیار انههدکی   

(Khantaphant et al., 2011;Klomklao et al., 2013; 

Zamani and Benjakul, 2015). 

 عضههله مههاهیDPPH فعالیههت بازدارنههدگی رادیکههال 

نشان داد که با افه ایش درجهه هیهدرولی     کیلکای معمولی 

و همکهاران   Nakajima ی افه ایش یافهت.  دارمعنها  طهور به

ماهی آزاد اقیانوس  نشان دادند که هیدرولی  عضله (2009)

 Oncorhynchus)و ماهی آزاد کوهو  (Salmo salar) اطلس

kisutch)       با اسهتفاده از آنه یم پهانکرآتین باعهز افه ایش

داری را اا هتلاف معنه   اما ،گردید DPPHفعالیت کاهندگی 

نیتروژن آلی  پایدار نسبتبهیک رادیکال  DPPH نشان نداد.

 رادیکالروش ارزیابی مهار نخستین عنوان و اذلب به است

که زمانی .شودمی استفادهنانومتر 517آزاد در جذب بیشینه 

DPPH    با یک ماده دهنده پروتون مانند یهک ضداکسهیدان

رادیکال مهار شده و جذب واکنش کهاهش   ،شودمیمواجه 

نی  نشانه فعالیهت مهارکننهدگی    بو کاهش در جذ ابدیمی

و  Bougatef .(Barkia et al., 2010) باشههد.رادیکههال مههی

مههاهی  یثیر عصههاره امعهها و اصشهها أتهه (2010)همکههاران 

Sardinella aurita  را بر فعالیتDPPH   پروتئین هیدرولی

داد کهه   نو نتای  آنها نشها  کردندشده همین گونه بررسی 

و  Nalinanon نتهای  مطالعهه   اف ایش یافت. DPPHفعالیت 

 یپروتئاز امعا و اصشاثیر آن یم أتبر روی  (2011)همکاران 
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عضهله گونهه   هیهدرولی   بهر   Katsuwonus pelamisماهی 

Nemipterus hexodon    نشههان داد کههه افهه ایش درجههه

ی بههر فعالیههت دارمعنههادرصههد افه ایش   20هیهدرولی  تهها  

تأثیر عصهاره ضهمائم    داشتند.DPPH بازدارندگی رادیکال 

بر می ان هیدرولی   Priacanthus macracanthusپیلوریک 

اف ایش هیهدرولی  تها    ،ژلاتین پوست همین گونه نشان داد

بازدارنهدگی   فعالیتی در دارمعنادرصد باعز اف ایش  15

 .(2010و همکهاران، Phanturat گردیهد ) DPPH رادیکهال  

تأثیر روی  (2011همکاران ) و  Khantaphant نتای  مطالعه

عصاره ضمائم پیلوریک بر می ان هیدرولی  پروتئین عضهله  

نشههان داد کههه بها افهه ایش درجههه   Lutjanus vittaمهاهی  

فعالیت ضداکسیدانی پتتید صاصز از هیهدرولی    ،هیدرولی 

 ابد.یپروتئین ای وله اف ایش می

عضههله مههاهی ABTS فعالیههت بازدارنههدگی رادیکههال 

کیلکای معمولی نشان داد که با افه ایش درجهه هیهدرولی     

 نتهای  صاصهز از مطالعهه     ی اف ایش یافت.دارمعنا طوربه

Khantaphant   ثیر عصههاره تههأروی  (2011)و همکههاران

مهاهی  بر می ان هیدرولی  پروتئین عضهله  ضمائم پیلوریک 

Lutjanus vitta  هیهدرولی    ،نشان داد که با اف ایش درجهه

فعالیت ضداکسیدانی پتتید صاصهز از هیهدرولی  پهروتئین    

پروتئین هیهدرولی    ابد.یاف ایش میی دارمعناطور بهای وله 

 Misgurnus)شههههده صاصههههز از مههههاهی کلمههههه    

anguillicaudatus) (You et al., 2009)   و مههههاهی

(Selaroides leptolepis) (Klompong et al., 2008)    نیه

 بودنهههد.ABTS بازدارنههدگی رادیکههال   دارای فعالیههت  

Nalinanon  ثیر آن یم پروتئاز امعها و  أت (2011)و همکاران

عضله هیدرولی  را بر  Katsuwonus pelamisماهی  یاصشا

آنهها  و نتهای    کردندبررسی  Nemipterus hexodon گونه

درصد افه ایش   20نشان داد که اف ایش درجه هیدرولی  تا 

 داشهتند. ABTS  بازدارندگی رادیکهال داری بر فعالیت امعن

Phanturat تههأثیر عصههاره ضههمائم    (2010)همکههاران  و

 بر می ان هیدرولی  Priacanthus macracanthusپیلوریک 

آنهها  و نتهای    کردنهد بررسی  را ژلاتین پوست همین گونه

درصهد باعهز افه ایش     15اف ایش هیدرولی  تها  نشان داد 

ا هتلاف   امها گردیهد  ABTS بازدارندگی رادیکهال  فعالیت 

 یاب ار بسیار مناسب ABTSروش ارزیابی  ی نداشت.دارمعنا

ی بوده کهه در آن رادیکهال   ضداکسیدانبرای تعیین فعالیت 

. شودمیتبدیز  ABTS -صورت ترکیب ذیرفعال رادیکالهب

یها   هیدرولی  شهده صهاوی پتتیهد   ترکیبات  تمام طورکلی،به

بها   تواننهد مهی  ،هیدروژن هسهتند  اهداکنندگان کهپروتئین 

بها   واکنش نشان دهنهد و آنهها را بهه محصهولات     رادیکال

ای زنجیهره ههای  واکهنش و در نتیجهه   تر تبدیز کهرده ثبات

 ند.کنرادیکال را صذف 

پتتید صاصهز از   قدرت ضداکسیدانی اصیاکنندگی آهن

با اف ایش هیدرولی  عضله ماهی کیلکای معمولی نشان داد 

اف ایش  یدارمعنا طوربهدرصد  40تا  20درجه هیدرولی  از 

تأثیر عصاره ضمائم  (2010و همکاران ) Phanturat .یافت

بر می ان هیدرولی   Priacanthus macracanthusپیلوریک

آنهها  و نتهای    کردنهد بررسی را ژلاتین پوست همین گونه 

درصهد باعهز افه ایش     15نشان داد اف ایش هیدرولی  تها  

داری اا تلاف معن اماگردید ضداکسیدانی اصیاکنندگی آهن 

و همکاران   Khantaphantنتای  صاصز از مطالعه نداشت. 

بر روی تأثیر عصاره ضمائم پیلوریهک بهر میه ان     (2011)

نشان داد که  Lutjanus vittaماهی هیدرولی  پروتئین عضله 

با اف ایش درجه هیدرولی  قدرت ضداکسیدانی اصیاکنندگی 

 طهور بهه آهن پتتید صاصهز از هیهدرولی  پهروتئین ای ولهه     

انی اصیاکنندگی قدرت ضداکسید ابد.یداری اف ایش میامعن

ه و یدیهون آههن را سهنج    برابرشدن در  آهن توانایی اصیا

الکتهرون بهه   توانایی ترکیبات هیدرولی  شده در انتقال یک 
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و از گسهترش اکسیداسهیون    دهدرادیکال آزاد را نشان می

  اندازد.را به تعویق مینآیا  کندمی چربی جلوگیری

 پتتیهدهای زیهادی در زمینهه    تحقیقات ر صال صاضر،د

 وگه ارش شهده    ذهذایی  از منهابع  مشتق شده ضداکسیدان

بحهز   نیه   پتتیدها تأثیرگذاری و سا تاربین  ابطهر دربارة

ی مختلفی بسهته بهه   ضداکسیدان. پتتیدها فعالیت شده است

انهدازه مولکهولی، ترکیهب اسهید آمینهه و تهوالی آن نشهان        

. تهاکنون  (Samaranayaka and Li-Chan, 2011)دهنهد  مهی 

ضداکسهیدان   عنهوان بهه دقیهق عملکهرد پتتیهدها     سهازوکار 

موجود در های بعضی از اسید آمینه امامشخص نشده است 

تهوان بهه   کهه مهی   رنهد مهمی در این زمینهه دا  پتتیدها نقش

هیستیدین، متیونین، سیستئین، والین، لوسین، ای ولوسین و 

فعالیت بهالایی نسهبت بهه اسهیدهای     د که کراشاره پرولین 

تهأثیر مهمهی در    تواننهد مهی  چرب چند ذیراشبا  داشته و

صذف رادیکاهای آزاد در مواد ذذایی پرچرب داشته باشند. 

آروماتیک ماننهد تیهروزین، فنیهز آلانهین و     ای هاسید آمینه

 یتوانایی اهدا ،دلیز دارا بودن صلقه آروماتیکهتریتتوفان ب

های در سا ت گونه مؤثرهای الکترونی پروتون به رادیکال

صذف رادیکال را دارنهد   فراینداکسیژنی فعال و پایدار در 

(Sarmadi and Ismail, 2010). ویهژه  آزاد، بهه ههای  رادیکال

 فعهال نیتهروژن  های ( و گونهROSاکسیژن فعال )های گونه

(RNS در ،) شهدید  کننهده  های م من و تحلیهز بیماریبروز

ههای  قلبهی و عروقهی، بیمهاری   ههای  مانند التهاب، بیماری

عصبی، سرطان و ا تلالات مربو  به پیری نقهش دارنهد.   

 عملکردهههای ثانویههه در پیههامبران  RNSو  ROSاگرچههه 

ههای  سهازوکار هستند و در موجودات ژیکی طبیعی فی یولو

تولید بیش از صد شرکت دارند، مختلف اکسایش و کاهش 

تی را مختهز  محهافظ ی هاآن یمفعالیت  تواندمیها این گونه

 Locatelli)شهود   مخرب و کشنده سلولی آثارو باعز  کند

et al., 2009). 

 گیرینتیجه

کنهد آنه یم   نتای  صاصهز از مطالعهه صاضهر پیشهنهاد مهی     

ضههمائم  اسههتخراج شهده از عصهاره  تریتسهین موجههود در  

اب ار مناسبی برای  تواندمی ،پیلوریک ماهی کیلکای معمولی

تولیههد پتتیههد از پههروتئین ای ولههه ایههن گونههه بهها فعالیههت   

ی هها آنه یم بهرای  توانهد  مهی  همچنین باشد،ضداکسیدانی 

تفاده در تولید پروتئین هیدرولی  شده مانند تجاری مورد اس

های آن یم میکروبی و پتتید صاصز شده برای ضداکسیدان

 باشد.جایگ ین مناسبی شیمیایی 
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Abstract: 

Lipid oxidation is one of the major processes in deterioration of food quality and 

nutritional value. In this study, antioxidative activity of peptide was determined 

from hydrolysate of protein isolate from common kilka (Clupeonella cultriventris 

caspia) muscle using trypsin enzyme of pyloric caeca extraction. The optimum pH 

and temperature of trypsin enzyme for BAPNA (Nα –benzoyl -DL- argentine – ρ – 

nitroanilide -HCL) hydrolysis were measured 8.0 and 60 °C, respectively. The 

finding showed that antioxidative activities determined by DPPH, ABTS radical 

scavenging activities and ferric reducing antioxidant power (FRAP) increased 

significantly with variation of degree of hydrolysates from 20 to 40% (p<0.05). The 

results suggest that trypsin enzyme from pyloric caeca extraction could be a useful 

tool for peptide production from protein isolate with antioxidant activity and used as 

an alternative for commercial enzymes such as microbial enzymes in production of 

protein hydrolysates. 

 

Keywords: Antioxidative, Protein isolate, Enzymatic hydrolysis, Clupeonella 

cultriventris caspia 
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