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پروتئین هیدرولیز شده ماهی کیلکاي معمولی  ضداکسیدانی فعالیت ارزیابی

)Clupeonella cultriventris caspia(  
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  چکیده

درجـه   55) در دماي 1:100از آنزیم آلکالاز (با نسبت استفاده  با معمولیکیلکاي هیدرولیزشده پروتئین 

شد و درجه هیدرولیز و فعالیت ضداکسیدانی آن ارزیابی  تهیه ساعت 4در مدت  pH  5/8گراد وسانتی

سـاعت بیـانگر افـزایش     4و  3، 2، 1شده در فواصـل زمـانی    گیرياندازه هیدرولیز د. نتایج درجهگردی

هـاي   آزمـون  وسیله به FPHضداکسیدانی  چنین، ارزیابی فعالیتهم درجه هیدرولیز با افزایش زمان بود.

DPPH ،ABTS ترین لیتـر، بیـانگر بـالا   گـرم در میلـی  میلـی  5و  2، 1غلظت  3در قدرت کاهندگی  و

 نانومتر 700جذب در  8/1% و 3/72%، 4/74شامل گرم به ترتیبمیلی 5خاصیت مهارکنندگی در غلظت 

هاي این تحقیق بطور کلی، یافته. بوده استو آزمون قدرت کاهندگی  DPPH ،ABTSهاي براي آزمون

مـورد تاکیـد    غذاییطبیعی براي کاربردهاي  هايضداکسیدان از منبعی را به عنوان کیلکا ماهیان پتانسیل

  دهد.قرار می

  

تسـت قـدرت    ،DPPH ،ABTSکیلکاي معمولی، آنزیم آلکالاز، فعالیت ضداکسیدانی،  :کلید واژگان

  .کاهندگی

  

 مقدمه

بـا درنظـر    و جهـان  جمعیت افزایش روزافزون به توجه با

 در تـن  میلیـون  100 حـدود  در( جهانی صیدگرفتن میزان 

 از بایـد  پروتئینـی،  زهـاي نیا رفـع  براي است بدیهی ،)سال

 اســتفاده هوشــمندانه کــاملاً طــور بــه دریــایی منــابع

 ,.Kristinsson and Rasco, 2000; Ovissipour et al)شـود 
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 گذارد می فردي سلامت بر مثبتی تأثیر ماهیمصرف  .(2013

 مـاهی  اسـت؛  روانـی  حالـت  و جسمی تندرستی شامل که

 کـه  باشـد  مـی  سلامتی ةارتقادهند ترکیبات حاوي همچنین

 پیشـگیري  بیمـاري  بـروز  از سنتی مغذي ترکیبات از فراتر

ــد مــی ــ .(Šližytė et al., 2005) کن  از غنــی منبــعان ماهی

 غیراشـباع،  چنـد  چـرب  ياسیدها ،هضم قابل يها پروتئین

 و حفظ ،سلامتی براي که باشند میمعدنی  مواد و ها ویتامین

از  ند،هسـت  ضـروري  بدنهاي  بافت و ها ماهیچه از مراقبت

 کارکردي غذاهاي عنوان به استفاده براي منبعی ماهی رو این

 از برخـی . (Khora, 2013) شـود  مـی  پیشـنهاد  ها و غذادارو

 رنگ و طعم ،بافت کوچک، اندازه علت هب دریایی يها گونه

 مصـرف  انسـان  از سـوي  زیاد چربی يامحتو و غیرجذاب

 ـ متعلـق  مصـرف  کـم  ماهیـان  از ایـن  بسیاري. شوند مین  هب

زیادي  میزان به که باشند می )Pelagicسطح زي ( يها گونه

 .(Venugopal., 1995) شوند می ضمنی، صید صید عنوان به

 سراسـر  در سـالانه  ،ارزش کـم  ماهیان از این فراوانی حجم

 ـ یـا  و ،شـوند  می ریخته دور و صید جهان  انـدازه  علـت ه ب

 و گیـاهی  کودهـاي  عنوان به ،کم خوراکی ارزش و کوچک

هرچنـد   .(Kim et al., 2013) شـوند  مـی  استفاده دام يغذا

 ایـن  جدیـد  هـاي  فنـاوري  از اسـتفاده  بـا  محققان از برخی

 بـا ، کنند می فراوري شده بازسازي محصولات به را ها گونه

 ماهیـان  ایـن  از ضروري مغذي مواد بازیابی براي حال این

 آنزیمـی  هیـدرولیز  .اسـت  نگرفتـه  صـورت  زیـادي  تلاش

 از را ارزش بـا  يها پروتئین که است عملی و مؤثر فناوري

 خـواص  دست رفتن از بدون برداري شده تر بهرهکم ماهیان

   .(Lin et al., 2014) کند می بازیابی شان اي تغذیه

از خـانواده شـگ ماهیـان     کیلکـا مـاهی  ، بـاره در این 

)Clupeidae (جنس  از Clupeonella ترین  غالب که است

 ـ دو شـامل و  باشـد  مـی ماهی در دریاي خزر  جنس  ۀگون

و  C. engrauliformis (Borodin, 1904) کیلکاي آنچـوي 

و زیر  C. grimmi (Kessler, 1877)کیلکاي چشم درشت 

 C. cultriventris caspiaکیلکـــاي معمـــولی  گونـــه

(Svetovidov, 1941)  اسـت (Ovissipour et al., 2013) .

 ی دریايماه شگ گونه از اي زیرگونه که کیلکاي معمولی

 C. Cultriventris  (Nordmann, 1840)نام هب آزوف- سیاه

 سـاحل دریـاي   بـه  نزدیـک  و عمق مناطق کم ساکن ،است

 این برداشت افزایش ها موجب صیدگاه تغییر .باشد می خزر

 Motalehi( شـده اسـت   گذشته هاي به سال نسبت ذخیره

and Perafkandeh, 2009 ؛Pourqolam et al., 1996.( 

شده  وردابر تن هزار 6/49خزر  دریاي این گونه درذخیره 

 شامل را ماهیانکیلکا  درصد از ذخایر 76از  بیش که است

ایـن  . (Perafkandeh and Keymaram, 2012) شـود  مـی 

از میزان صید کیلکـا ماهیـان در سـواحل    درصد  97گونه 

گونـه غالـب    عنوان بهجنوبی دریاي خزر را شامل شده و 

میزان صید  همچنین . (Fazli, 2011)دشو میصید شناخته 

خـزر در سـال    کیلکا ماهیان در سـواحل جنـوبی دریـاي   

 Iran Fisheries) هزار تن بوده اسـت  24، بیش از 1391

Organization, 2013). انـدازه کوچـک،    دلیل بهسفانه، أمت

ي بالا و عدم تخلیه شکمی تنها بخش کـوچکی  فسادپذیر

) به مصـرف انسـانی   صددر 4از کیلکا ماهیان صید شده (

 شود میي تولید پودر ماهی استفاده رسیده و مابقی آن برا

(Shabanpour et al., 2006; Khoshkhoo et al., 2010) .

ارزشی ماننـد   بنابراین، تبدیل این ماهیان به محصولات کم

حـداقل سـود بـراي صـنایع      دلیل بهسیلاژ و غذاي ماهی 

 ,.Rustad et al) شیلاتی توجیه اقتصادي نخواهد داشـت 

کـارایی   بیشـترین دستیابی بـه   منظور بهدر نتیجه، . (2011

از کیلکا ماهیـان در صـنایع تبـدیلی و اسـتخراج      توان می

  د. کرفعال استفاده  ترکیبات زیست



 و همکاران سلیمانی  ________________________________________________ ...  ضداکسیدانی فعالیت ارزیابی

97 

 سرطان عروقی، قلبی هاي بیماري با لیپیدها اکسیداسیون

 .اسـت  مـرتبط  پیـري  یندافر همچنین و عصبی اختلالات و

 از بسـیاري  در مخرب یندهايافر از یکیلیپید  یوناکسیداس

 ارزش و غـذا  کیفیـت  در تغییـر  به منجر که باشد می غذاها

 ماهیـان  در ویژه بهو عمر ماندگاري را نیز  شود می اي تغذیه

 ـ چرب کـه   چنـد  چـرب  ياسـیدها  بـالاي  سـطح  علـت  هب

 ,.Bougatef et al) دهـد  مـی کاهش ، باشد میآنها  غیراشباع

2010; Chen et al., 2012; Ovissipour et al., 2013). 

 و بو تولید موجب تنها نه غیراشباع يها چربی اکسیداسیون

 اي تغذیه مواد امنیت و کیفیت بلکه ،شود می نامطلوب طعم

پختن  حین در ثانویه ترکیبات تولید وسیله بهتواند  نیز می را

 يهـا  ضداکسـیدان بنـابراین،  . دهـد  کـاهش  فـراوري و  غذا

 خیرأت به را اکسیداسیون شروع ندتوان می مصنوعی و طبیعی

  .(Khantaphant et al., 2011) اندازند

BHT مانند مصنوعی يها ضداکسیدان از
1 ،BHA

و  2

TBHQ
 در لیپیـدها  پراکسیداسـیون  از جلـوگیري  براي 3

 بـا  ، (Gómez-Ruiz et al., 2008) شـود  می استفاده غذا

 ـ مصنوعی يها ضداکسیدان از استفاده حال این  علـت  هب

 سـخت  مقررات تحت ،سلامت افتادن خطر به و سمیت

 بـــراین عـــلاوه .(Wang et al., 2012) دارد قـــرار

 تهیه غذاهاي مصرف از اي یندهافز طور به کنندگان مصرف

 ؛کننـد  می پرهیز شیمیایی أمنش با نگهدارنده مواد با شده

 از طبیعی يها ضداکسیدان از برداري بهره اهمیت بنابراین

 بـا  مصنوعی يها ضداکسیدان جایگزینی و مختلف منابع

 است گرفته قرار توجه موردبه میزان زیادي  طبیعی مواد

(Farvin et al., 2014). 

 هـا  پروتئین که است شده آشکار اخیر هاي دهه طول در

                                                             
1. Butylated hydroxytoluene 
2. Butylated hydroxyanisole 
3. tert-Butylhydroquinone 

 و گیـاهی  يها پروتئینعلاوه،  هب .باشند می تغذیه اصلی منبع

 بـا  ییپپتیـدها  براي تولید یمنبع عنوان به ندتوان می جانوري

  . شوند استفاده زیستی فعالیت

ی ضداکسـیدان فعالیـت  بـارة  در تاکنون مطالعات زیادي

 ي مختلـف ماننـد تیلاپیـا   هـا  گونـه پروتئین هیدرولیز شده 

)Raghavan et al., 2008)   آلاسـکا پـولاك ، )Je et al., 

 Jun et( )، تـون زردبالـه  Wu et al., 2003( )، ماکرل2005

al., 2004 و پروتئین کـاپلین ( )Amarowicz and shahidi, 

  ه است.شد) انجام 1997

 تولید براي آنزیمی هیدرولیز ،حاضر تحقیقبنابراین در 

 گرفتـه  کار به ي معمولیکیلکا ماهی از فعال زیست اتترکیب

 پـروتئین  یضداکسـیدان  فعالیـت در این راسـتا،   .است شده

، DPPHي ها آزمونده از با استفا کیلکاماهی  شده هیدرولیز

ABTS  شد ارزیابیقدرت کاهندگی  آزمونو.  

  

  مواد و روش کار

  ماهی و مواد آزمایشگاهی تهیه نمونه

 بـا وزن  مـاهی کیلکـاي معمـولی پـس از صـید     ي ها نمونه

 گذاري  یخ(ماهی:یخ)،  2:1با نسبت و گرم  51±5/0توسط م

 به آزمایشگاه دانشـکده علـوم دریـایی دانشـگاه تربیـت     و 

. پـس از شستشـو بـا آب سـرد، در     شدمدرس انتقال داده 

ــاي درب  پلاســتیک ــدي و  دار بســته ه ــهبن ــور ب انجــام  منظ

 .نگهـداري شـد   گراد سانتیدرجه  -20در فریزر  ها آزمایش

آلکـالاز اسـتخراج شـده از بـاکتري      ،آنزیم مـورد اسـتفاده  

Bacillus licheniformis   ــرکت ــده از ش ــه ش -Sigmaتهی

Aldrich درجـه   4ا بود و تا زمان اسـتفاده در دمـاي   آمریک

شـده   اسـتفاده  شیمیایی مواد سایرنگهداري شد.  گراد سانتی

  Merck ،Sigma-aldrichهاي از شرکتنیز  این پژوهش در

  تهیه شدند.  Applichem و
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  ها نمونهسنجش تقریبی 

) AOAC )2002طبق روش استاندارد  ها آنالیز تقریبی نمونه

  (Germanyرطوبـت از آون  گیري اندازهاي . برگردیدتعیین 

Memmert, ()105  شدن وزن  ثابت براي) گراد سانتیدرجه

در  خشـک  نمونـه استفاده شد. براي تعیین خاکستر،  نمونه

بـا  ) Nabertherm, Germany(چینی ریخته و در کوره  بوته

. شدساعت سوزانده  5 مدت به گراد سانتیدرجه  550دماي 

 ,Foss Kjeltec 2300( روش کجلـدال میـزان پـروتئین بـا    

Sweden( چربی کل نیز با سوکسله . دآم دست به)Sweden 

Foss Soxtec 2050, (.استخراج شد  

  FPH(1تولید پروتئین هیدرولیز شده (

ساعت  24 مدت به ي معمولیي منجمد ماهی کیلکاها نمونه

عمـل  تـا   شـدند قـرار داده   گراد سانتیدرجه  4 در یخچال

پـس از چـرخ شـدن     هـا  نمونهی صورت گیرد. یزدا انجماد

در حمـام   گـراد  سانتیدرجه  85دقیقه در دماي  20 مدت به

ي درونـی آن غیرفعـال شـود.    هـا  آنـزیم تا  ندقرار گرفت آبی

 چرخ شـده  يها نمونهگرم از  50، ابتدا FPHتولید  منظور به

سـپس بـا   د. شدني ریختـه لیتر میلی 250در ارلن مایرهاي 

) لیتر میلی 100مقطر) با آب مقطر (  نه: آب(نمو 2:1نسبت 

مخلـوط   PH  ،مولارNaOH 2/0استفاده از با  و ترکیب شد

 پس .رسانده شد ،بودکه فعالیت بهینه آنزیم آلکالاز  5/8به 

در انکوبـاتور متحــرك    هـا  نمونـه  ظـروف حــاوي  آن،از 

)Comecta, Spain (بـا دور   گـراد  سانتیدرجه  55ي در دما

 آنـزیم آلکـالاز  د. ش قـرار داده )دور در دقیقـه 200( ثابـت

 1نسـبت   بــه آنزیم)  لیتر میلی 1ازاي  واحد آنسون به 4/2(

 هـا  نمونـه و  گردیـد وزن مخلوط بـه نمونـه اضـافه     درصد

د. شـدن زده  سـاعت در انکوبـاتور متحـرك هـم     4 مدت به

دقیقــه   15 مدت به ها نمونهواکنش آنزیمی، توقف  منظور به

                                                             
1. Fish protein hydrolysate 

 پـس  ها نمونه. گرفتندقرار  گراد سانتی درجـه 95در دمـاي 

دمــاي معمـــولی اتـــاق،   رسیدن به تــا  از خنک شـدن

ـــانتریف  ـــتفاده از سـ ـــا اسـ  ,Universal 320 R( وژیبـ

Germany(  20 مـدت  بـه ، گـراد  سانتیدرجـه  10در دماي 

 2مـایع رومانـد  و  شـده وژ یســـانتریف )، g 8000×( دقیقــه

ـــتگاه  و  شــدآوري  جمــع ــتفاده از دس ــا اس ــن  خشــکب ک

ــادي ــه  -80( 3انجم ــانتیدرج ــراد س ـــک )،گ ــدند خش  ش

(Ovissipour et al., 2013).  

 درجه هیدرولیز گیري اندازه

اسـتیک اسـید    کلـرو  به کمک تـري  DH(4( میزان هیدرولیز

)TCA(5 20 د. ش ـ گیـري  انـدازه (حجمی/حجمـی)   درصد

ي هـا  ئینپـروت درصد نسـبت   ،گیري اندازهمبناي این روش 

 ي موجـود در نمونـه  هـا  پـروتئین به کـل   TCA محلول در

 منظـور  بـدین . است حاصل از سانتریفیوژ پس از هیدرولیز

 TCAبا محلول  هحجم مساوي از محلول پروتئینی جدا شد

 گراد سانتیدرجه  20در دماي  زدن و پس از هم شدمخلوط 

شـد. سـپس مقـدار    وژ یسانتریف )g6700×(دقیقه  5 مدت به

ــرو ــول  پ ــاز محل ــا روش تئین در ف ــاران  Lowryب و همک

رســم نمــودار اســتاندارد از  بــرايو  گیــري انــدازه) 1951(

و ) اسـتفاده گردیـد   BSA6پروتئین آلبـومین سـرم گـاوي (   

 دش ـمحاسـبه   زیـر هیدرولیز از طریـق معادلـه   درجه میزان 

(Kristinsson and Rasco, 2000):   

Samplein  N Total

 100samplein  N soluble - 10%TCA =DH 
  

ــین خــو بــراي ــهی، ضداکســیداناص تعی  3در  هــا نمون

در  گـرم  میلی 2، (KPH7 1) لیتر میلیدر  گرم میلی 1غلظت، 

 (KPH 5) لیتـر  میلـی در  گـرم  میلـی  5و  (KPH 2) لیتر میلی

                                                             
2. Supernatant 
3. Freeze-dryer 
4. Degree of hydrolysis 
5. Trichloroacetic acid 
6. Bovine serum albumin 
2. Kilka Protein Hydrolysate 
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طبیعی  ضداکسیدانعنوان  بهنیز  Cاز ویتامین  .ندشدبررسی 

  .ی استفاده گردیدضداکسیدانمقایسه فعالیت  براي

DPPHل آزاد کنندگی رادیکا قدرت حذف
1  

 Youروش  اساسبر DPPHکنندگی رادیکال  قدرت حذف

) انجام شد. حجم مسـاوي از نمونـه بـا    2010و همکاران (

درصـد   95مولار کـه در اتـانول    میلی DPPH 16/0محلول 

 1 مـدت  بـه آمده  دست به. محلول گردید حل شده مخلوط 

 30 مـدت  بـه سپس در دمـاي اتـاق    و شد دقیقه تکان داده 

در نهایـت جـذب   در شرایط تاریکی نگهداري شـد.   دقیقه

نــانومتر بــا دســتگاه  517در طــول مــوج  هــا نمونــههمــه 

 قـدرت  .) خوانـده شـد  Biotek, USAمیکروپلیـت ریـدر (  

  :گردید با استفاده از رابطه زیر محاسبه  کنندگی مهار

Asample :نمونه با DPPH 

Ablank : اتانول باDPPH Free radical scavenging (%) = (Ablank – Asample) × 100/ Ablank  

 ABTSقدرت حذف رادیکال 

و  Wangبـا روش    ABTSکنندگی رادیکـال  قدرت حذف

 7( ABTSمحلول ابتدا شد.  گیري اندازه) 2012(همکاران 

میلـی مـولار)    45/2(میلی مولار) بـا پتاسـیم پرسـولفات    

سـاعت در دمـاي اتـاق در     16 مـدت  بـه و  همخلوط شـد 

در  ABTSی نگهداري شد. محلول رادیکال شرایط تاریک

تـا  سازي شـد   رقیق ) =4/7pH( بافرفسفات پتاسیم نمکی

محلول مورد نظر براي انجام آزمـایش بـه میـزان جـذب     

ــید.  734در  7/0 02/0± ــانومتر رسـ ــه، نـ  980 در ادامـ

ــر ــول  میکرولیتـ ــا  ABTSاز محلـ ــر 20بـ از  میکرولیتـ

دقیقه  10 و پس از هاي مختلف نمونه مخلوط شد غلظت

نــانومتر خوانــده شــد. قــدرت  734در  هــا نمونــهجـذب  

با اسـتفاده از فرمـول زیـر     ABTSکنندگی رادیکال  حذف

 :  گردیدمحاسبه 

                                                             
1. DPPH radical scavenging activity   

Free radical scavenging (%) = (A blank – Asample)/ 
Ablank ×100 

 .باشد می، کنترل عنوان بههمراه آب  به ABTSمحلول 

  2قدرت کاهندگیآزمون 

بافر فسـفات   لیتر میلی 5/2نمونه با  لیتر میلی 1ظور بدین من

سـیانید   فـري  لیتر میلی 5/2) و pH= 6/6مولار ( 2/0پتاسیم 

ــد ( 1پتاســـیم  ــترک) potassium Ferricyanideدرصـ  بیـ

 50دقیقه در دمـاي   20 مدت به هشد حاصل بیترک. گردید

 TCA 10 لیتر میلی 5/2قرار گرفت، سپس  گراد سانتیدرجه 

 محلـول شد. در ادامه  به آن اضافه حجمی/حجمی) (درصد 

دقیقــه ســانتریفیوژ  10 مــدت بــه g1650×بــا دور  حاصــل

 5/2ی، یاز فــاز بــالا لیتــر میلـی  5/2. در نهایــت بــه گردیـد 

 III  1/0کلریـد آهـن   لیتـر  میلـی  5/0آب مقطـر و   لیتر میلی

 30مـدت  بـه سپس محلول در دمـاي ثابـت   و درصد اضافه 

. میزان جذب یابدبه رنگ سبز تغییر ا تشد دقیقه نگهداري 

گردید  گیري اندازهنانومتر  700ی در طول موج یمحلول نها

(Bougatef et al., 2009).  

  

  تجزیه و تحلیل آماري

انجـام  ها با استفاده از آزمون شـاپیروویک   بودن داده طبیعی

 آنـالیز  از روش اسـتفاده  بـا  هـا  داده تحلیـل  و تجزیـه شـد.  

 ها میانگین پذیرفت. براي مقایسه انجام 3طرفه یک واریانس

درصـد اسـتفاده    5اعتمـاد   سـطح  در دانکن آماري آزمون از

 از هـا و  داده آنـالیز  براي SPSS (16) آماري افزار نرم شد. از

تمـام   .گردیـد  اسـتفاده  نمودارها رسمبراي  Excelافزار  نرم

  . شدتکرار انجام  3در  ها آزمایش

                                                             
2. reducing power assay 
3 . One – Way ANOVA 
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  نتایج

  ها نمونهسنجش تقریبی 

 1براساس ترکیب شیمیایی ماده خام اولیه که در جدول 

ارائه شـده اسـت، میـزان رطوبـت، پـروتئین، چربـی و       

 02/5، 03/17، 48/76 ترتیـب  بهخاکستر ماهی کیلکا نیز 

  بوده است. درصد  46/1و 

  کیلکاي معمولی ترکیبات تقریبی ماهی 1جدول 

  د چربیدرص  درصد پروتئین  خاکستردرصد   درصد رطوبت  ماده

48/76  ماهی کیلکا معمولی  ± 37/0  46/1  ± 1/04 03/17  ± 0/6 02/5  ± 0/16 

  

  درجه هیدرولیز

آنزیم آلکالاز در وسیله  بهدرجه هیدرولیز  ایج سنجشنت

کـه   دهـد  مـی   نتایج نشان. نمایش داده شده است 1نمودار 

زمان هیدرولیز  تأثیري تحت معنادار طور بهمیزان هیدرولیز 

بالاترین میزان درجـه هیـدرولیز در   که  يطور به، ردقرار دا

 . است درصد 8/55آن مقدار و  240دقیقه 

 

  
 

  .مختلفهاي  در زمان وسیله آنزیم آلکالاز درجه هیدرولیز به مقادیر 1شکل 

  

    DPPH کنندگی رادیکال قدرت حذف

ل آزاد کننـدگی رادیکـا   نتایج مربـوط بـه درصـد مهـار    

DPPH  طور که در  هماننشان داده شده است.  2در نمودار

بـرده شـده    کـار  بـه ي هـا   همه غلظت ،شود مینمودار دیده 

 افـزایش  بـا بودنـد.   DPPHقدرت حـذف رادیکـال    داراي

 ،یافـت  افزایش رادیکال آزاد کنندگی حذف فعالیت ،غلظت

 افـزایش  لیتـر  میلـی در  گـرم  میلـی  5که در غلظت  يطور به

 زادآ رادیکال کنندگی حذف فعالیت )درصد 4/74( گیرچشم

DPPH  حـذف  فعالیـت  دهـد  مـی  نشان نتایج د.شمشاهده 

IC50 با رادیکال
 لیتـر  میلـی در  گـرم  میلـی  36/3در حدود  1

   .است

                                                             
1. Inhibitory concentrate 
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صورت  هها ب داده. C.cultiventris caspia ي معمولیکیلکا پروتئین هیدرولیز شده DPPHکنندگی رادیکال آزاد فعالیت مهار 2شکل 

  .)p >05/0( باشند میاختلاف معنادار  ةدهند انحراف معیار است. حروف نشان ±میانگین 

  

  ABTSکنندگی رادیکال  قدرت حذف

اثر حفاظتی پـروتئین هیـدرولیز شـده    در مطالعه حاضر 

کـه در   شـد ارزیـابی   ABTSهـاي آزاد   رادیکال برابردر

 دهـد  مـی نتایج نشـان   .است داده شده یشنما 3 نمودار

  بودند ABTSقدرت حذف رادیکال داراي ها  همه غلظت

 در ABTSکنندگی رادیکال آزاد  بالاترین قدرت حذف و

مشاهده  )درصد 35/72( لیتر میلیدر  گرم میلی 5غلظت 

 50 ،لیتـر  میلـی در  گـرم  میلـی  45/3در غلظت  ؛ البتهشد

 اثـر  غلظت افزایش با ها حذف شدند. از رادیکال درصد

 رادیکـال آزاد  پروتئین هیدرولیز شده بـر  کنندگی حذف

ABTS  یافت. افزایش   

  

 الف
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  ب

  
  

پروتئین هیدرولیز  ABTSاسید آسکوربیک (الف) و فعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد  ABTS کنندگی رادیکال آزاد درصد مهار 3شکل 

  .)p >05/0(باشند  دهندة اختلاف معنادار می انحراف معیار است. حروف نشان ±صورت میانگین  ها به شده کیلکا (ب). داده

  

 III قدرت کاهندگی آهن

قدرت کاهندگی آهن ترکیب هیدرولیز شده کیلکـا بـا   

 ـ   بـه آنزیم آلکـالاز    درروي غلظـت  ر صـورت جـذب ب

ــد قــدرت اســت.  نمــایش داده شــده 4 نمــودار هرچن

شـد، امـا    ههـا مشـاهد   کاهندگی آهن در تمامی غلظت

 لیتر میلیبر  گرم میلی 5در غلظت جذب بالاترین میزان 

  . ثبت گردید

  

  الف
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  ب

  
  

دست آمده از آزمون  بهمنحنی استاندارد آسکوربیک اسید (الف) و میزان جذب پروتئین هیدرولیز شده کیلکا بر حسب غلظت  4نمودار 

FRAP 05/0(باشند دهندة اختلاف معنادار می حروف نشانانحراف معیار است.  ±صورت میانگین  ها به (ب). داده< p(.  

  

  بحث 

ی ضداکسیدانپروتئین هیدرولیز شده کیلکاي معمولی فعالیت 

حذف رادیکال و قدرت کاهندگی ي ها آزمون برابر خوبی در

با توجه به نتایج درجه هیـدرولیز، فعالیـت    از خود نشان داد.

 ـ  وط بـه  حذف رادیکال و قدرت کاهندگی ممکن اسـت مرب

ي شکل گرفته باشد و بـه احتمـال   پپتیدها اندازه کوچک پلی

ي بـا  مؤثر طور بهی کوچک ضداکسیدانهاي  زیاد این مولکول

گیـري   داده و از چرخه شـکل نشان هاي آزاد واکنش  رادیکال

 ,.Saito et al)کنـد  مـی جلـوگیري   هـا  چربـی پراکسیداسیون 

2003; Kitts and Weiler, 2003)  .  ان درجـه  بـالاترین میـز

. نتـایج  است درصد 8/55و به مقدار  240هیدرولیز در دقیقه 

 و همکـاران  Ovissipourمربوط به درجه هیدرولیز با نتـایج  

 .داردبـود، مطابقـت   درصـد   56در حدود  ) که تقریبا2013ً(

ایـن اسـت کـه میـزان      ةدهنـد  نتایج درجـه هیـدرولیز نشـان   

یـدرولیز قـرار   زمـان ه  تأثیري تحت معنادار طور بههیدرولیز 

 ,.Sheriff et al)است ن ادارد که در تطابق با نتایج سایر محقق

2014; Ovissipour et al., 2009).  

Wang که فعالیت  دندکرگزارش ) 2012( و همکاران

ی ترکیبات هیدرولیز شده مربوط به بعضـی از  ضداکسیدان

ي آمینه مانند تیروزین، متیونین، هیستیدین، لیزین، اسیدها

بـا توجـه بـه     همچنـین  .باشـد  مـی گلایسین و تریپتوفـان  

 تـوان  مـی ها وجـود دارد   ي که بین غلظتمعناداراختلاف 

ی ضداکسـیدان  ویژگـی  ،نتیجه گرفت که با افزایش غلظت

 Khaled et al., (2012) Ktari  با نتایجکه  یابد میافزایش 

et al., (2012)  ،Nasri et al., (2013)  وTaheri et al., 

  مطابقت دارد. (2014)

ــداري ــبی پای ــال نس ــا   DPPH رادیک ــده ت ــب ش موج

 ترکیبات آنهـا توانـایی   که هایی آزمایش براي گستردهرطو به

باشند،  می هیدروژن ةو یا دهند رندرا دا آزاد رادیکال حذف

بـا   ،DPPH رو یـن ا از .(Jao and Ko, 2002) شـود  استفاده

-diphenyl-2-1,1 بـه  هیـدروژن  یـا  الکتـرون  یک پذیرفتن

picrylhydrazine ،تبـدیل  اسـت،  پایـدار  مولکـول  یک که 

 ماده پروتون حضور در و کاهش تدریج به جذبو  دشو می

 یابـد  مـی  تغییـر  زرد بـه  بـنفش  از محلـول  رنگ اهداکننده
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)Yamaguchi et al., 1998; Xie et al., 2008.(  اهـداي 

 بـه  منجـر  آزادهـاي   رادیکال به ها ضداکسیدان از هیدروژن

 فـاز  گیـري  شـکل  از و شـود  مـی  ها رادیکال شدن غیرسمی

ــار ــیوناکسی در انتش ــدها داس ــنش و لیپی ــره واک  اي زنجی

 همـین  بـه . (Li et al., 2008) کنـد  مـی  ممانعـت  ها رادیکال

 ارزیـابی  بـراي  سوبسـترایی  عنـوان  بـه  اغلب DPPH علت،

 .شود می استفاده یضداکسیدان فعالیت

ABTS جـذب  کـه  اسـت  رنگـی  کاتیونی رادیکال یک 

 ترکیـب  یـک  وقتـی . دهـد  مـی نشـان   نانومتر 734 در قوي

ــه یســیدانضداک ــا نمون ــه ی ــن ب ــول ای  ،شــود  اضــافه محل

 مقـدار  واکـنش،  افتـد و  مـی  تعویق به ABTS اکسیداسیون

 فعالیـت  میـزان  به مربوط کهرا  الکتریکی جریان از بیشتري

 کنـد  مـی  مصـرف  اسـت،  شـده  اضـافه  نمونه یضداکسیدان

)Wang et al., 2012( . ــایج فعالیــت حــذف رادیکــال نت

DPPH  وABTS   از سـوي  نتـایجی کـه  بـا Cheng et al., 

(2006) ،Xie et al., (2008) ،Zhang et al., (2008)  و

Wang et al., (2012)  مطابقـت دارد.   اسـت،  گزارش شـده

 کیلکاي معمولی پروتئین هیدرولیز شده داد نشان نتایج این

 اهـدا کننـده   عنـوان  بـه  که است ییپپتیدها/اسیدآمینه حاوي

 ـ ایـن  از کرده و عمل هیدروژن  بـه  را آزاد رادیکـال  قطری

   .کنند می تبدیل پایدار هاي مولکول

آزمون قدرت کاهندگی اغلـب بـراي ارزیـابی توانـایی     

در اهـــداي الکتـــرون اســـتفاده    ضداکســـیدانمـــواد 

 بـه  بسته آزمایش این در.  (Yildirim et al., 2000)شود می

 آبـی  و سبز به آزمایش محلول زرد رنگ ،غلظت هر قدرت

ی در ضداکسـیدان هـا یـا مـواد     حضور کاهنده ؛یابد می تغییر

ــه ــا نمون ــکل   ه ــاهش ش ــه ک ــر ب ــپلکس   منج ــري کم گی

Fe3+/ferricyanide   ــرو ــرم ف ــه ف ــدیل ب ــی 1و تب ــود  م ش

(Bougatef et al., 2009) . مطالعات مختلفی گزارش کردند

                                                             
1. ferrous form 

ی و قـدرت  ضداکسـیدان که ارتباط مستقیمی بـین فعالیـت   

ــده    ــدولیز ش ــد هی ــروتئین و پپتی ــدگی پ ــود دارد کاهن وج

(Bougatef et al., 2009; Duh et al., 1999).  توانــایی

نشـان   ، +Fe2بـه    +Fe3پروتئین هیدرولیز شـده در کـاهش   

ي موجـود در ترکیـب هیـدرولیز    ها ضداکسیدانکه  دهد می

را  Fe3+/ferricyanideگیـري کمـپلکس    شده کیلکـا شـکل  

، (2003)و همکـاران   Wu کـه بـا نتـایج    دهنـد  مـی کاهش 

Klompong (2008) و همکـــاران ،Raghvan  و همکـــاران

(2008) ،Ovissipour  ــاران و  Taheriو  (2013)و همکــــ

   مطابقت دارد. (2014)همکاران 

، (2008)و همکـــاران  Klompongهمـــین راســـتا، در 

 ی پروتئین هیدرولیز شده گیش خط زردضداکسیدانفعالیت 

)Selaroides leptolepis ( مطالعـه  . در این کردندرا بررسی

و همـه  بـود   درصـد  15 آمده برابر دست به درجه هیدرولیز

ي فعالیـت  ها آزمون برابری در ضداکسیدانها فعالیت  غلظت

ــذف ــال   ح ــدگی رادیک ــدگی و  DPPHکنن ــدرت کاهن ، ق

 نشان دادند.را کنندگی آهن  چلاته

ــین ــی همچنـ ــر در تحقیقـ و  García-Moreno، دیگـ

ونــه مــاهی گ 5ی ضداکســیدان ویژگــی)، 2014همکــاران (

 sardina)ي سـاردین  هـا  ارزش دریاي مدیترانه بـه نـام   کم

pilchrdus) ، ماکرل(Trachurus meditrraneus) سی بریم ،

(Pagellus acarne) بوگـــو ،(Boops boops)  ــه و کوسـ

د. در این کردنبررسی را  (Scyliorhinus canicula)اي  گربه

ــق، محــدود ــدرولیز از  ةتحقی و درصــد  13-21درجــه هی

بـود.  درصـد   7/60-5/89ي پروتئینـی نیـز در دامنـه    احتوم

، DPPHکننـدگی رادیکـال    ، بالاترین قدرت حذفهمچنین

2بـا  مـاکرل   و سـاردین براي ترکیب هیدرولیز شـده  
EC50 

بـود. ترکیـب    لیتـر  میلـی پروتئین در  گرم میلی 78/1-91/0

، بالاترین قدرت کاهندگی را بوگو و ساردینهیدرولیز شده 

                                                             
2. Concentration of antioxidant required to quench 50% of the 
stable free radicals. 
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ی ضداکسـیدان کلـی، پتانسـیل فعالیـت     طـور  به. دننشان داد

شده نشان داد که دستیابی به محصولات  ترکیبات هیدرولیز

ي طبیعـی از ایـن   هـا  ضداکسـیدان بـا ارزش افـزوده ماننـد    

  است. پذیر امکانارزش  ي دور ریز و کمها گونه

تولید پـروتئین هیـدرولیز    ،این تحقیقهاي  یافتهبر پایه 

، ارزش ي کمها گونهاز ی مناسب دانضداکسیبا فعالیت شده 

ي ها ضداکسیدانجاي  ل استفاده از این ترکیبات را بهیپتانس

هـر چنـد    .دهـد  مـی ي غذایی نویـد  کاربردهامصنوعی در 

ی پــروتئین هیــدرولیز شــده کیلکــاي ضداکســیدانفعالیــت 

د کربیان  توان می اما ،بوده است Cمعمولی کمتر از ویتامین 

ولیز شده از ماهی کیلکـاي معمـولی   تولید پروتئین هیدر که

 ،علاوه بـر اسـتفاده بهینـه از ایـن منبـع بـا ارزش دریـایی       

 یضداکسـیدان یک جزء غذایی با فعالیـت   عنوان بهد توان می

تولید محصولاتی بـا ارزش   براي، در صنایع غذایی مطلوب

  . کار رود به ،افزوده بالاتر

  

  تشکر و قدردانی

نامـه کارشناسـی    پایـان  تحقیق حاضر در راستاي بخشـی از 

ارشد دانشگاه تربیت مدرس انجام شده است. از دانشـکده  

 بـراي منابع طبیعی و علوم دریایی دانشگاه تربیـت مـدرس   

دریـغ   هـاي بـی   هاي مالی و معنـوي و نیـز از کمـک    کمک

ــیلا   کارشناســان آزمایشــگاه، و همچنــین خــانم مهنــدس ل

تشکر و  زاده و خانم مهندس مینا اسمعیلی خاریکی رمضان

  . آید میعمل  قدردانی به
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Abstract 
 Fish protein hydrolysates from whole kilka, using alcalase enzyme (ratio 1: 
100) under optimal temperature (55°C) and pH (8.5) was evaluated for its 
hydrolysis degree and antioxidant activity. Results of the hydrolysis degree 
recorded at time intervals of 1, 2, 3 and 4 hours indicated the hydrolysis 
degree increased with increase in the hydrolysis time. The evaluation of FPH 
antioxidant activity, using DPPH, ABTS and reducing power assay tests at 3 
concentrations (1, 2 and 5 mg/ml indicated the highest inhibitory effect at 5 
mg/ml was 74.4%, 72.3% and 1.8 absorbance in 700 nm for DPPH, ABTS 
and reducing power assay, respectively. Generally, the findings of this 
research confirmed the potential of kilka as a source of natural antioxidants 
for food applications. 
 

Keywords: Common Kilka, Alcalase, Antioxidant activity, DPPH, ABTS, 
Reducing power assay. 

 

 

 
 

 


