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Abstract	
Aims:	The	purpose	of	the	present	study	was	to	hydrolyze	Sardinella	sindensis	
protein	isolate	by	pancreatin	enzyme	and	then	fractionation	hydrolysate	based	
on	molecular	weight	and	finally	evaluating	and	comparing	the	anti‐oxidative	and	
anti‐diabetic	properties	of	the	fractions	with	hydrolysate.	
Materials	&	Methods:	 Protein	 isolate	 from	 Sardinella	 sindensis	 muscle	 was	
extracted	 and	 then	 hydrolyzed	 using	 pancreatin	 enzyme	 in	 two	
enzyme/substrate	 ratio	 of	 2.5	and	5%	 (W/W)	 for	 2h.	The	 hydrolysates	were	
fractionated	into	three	fractions	included	FPH‐I	(<2kDa),	FPH‐II	(2‐10kDa)	and	
FPH‐III	(>10kDa)	using	an	ultrafiltration	(UF)	membranes.	The	antioxidant	and	
anti‐diabetic	activiteis	of	the	fractions	and	hydrolysate	were	investigated.	
Findings:	The	degree	of	hydrolysis	 increased	with	 increasing	hydrolysis	 time	
and	it	was	significant	between	30	and	60	minutes	(p<0.05).	FPH‐III	showed	the	
highest	DPPH	radical	scavenging	activity.	In	terms	of	chelating	activity	on	Fe2+,	
there	 was	 no	 significant	 difference	 between	 the	 fractions	 and	 hydrolysate	
(p>0.05).	Also,	FPH‐III	showed	a	better	ABTS	radical‐scavenging	activity.	FPH‐III	
had	the	highest	inhibitory	potential	against	α‐amylase	at	2.5%.	In	addition,	the	
inhibitory	 effect	 of	 samples	 at	 20mg/ml	 against	 α‐glucosidase	was	 less	 than	
50%.	
Conclusion:	 FPH‐III	 from	 Sardinella	 sindensis	 protein	 isolate	 by	 pancreatin	
enzyme	 had	 the	 highest	 DPPH	 radical	 scavenging,	 ABTS+	 activity	 and	 alpha‐
amylase	inhibitory.	
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هدف از پژوهش حاضر، آبکافت ایزوله پروتئین ماهی ساردین سند توسط اهداف: 
سازی آبکافته براساس وزن مولکولی و در ءجز بهءآنزیم پانکراتین و سپس جز 

شده کهای تفکینهایت ارزیابی و مقایسه خواص ضداکسایشی و ضددیابتی بخش
  بود.با آبکافته 
 ۵/۲ایزوله توسط آنزیم پانکراتین در دو نسبت آنزیم/سوبسترای ها: مواد و روش

ساعت آبکافت شد. آبکافت حاصل توسط غشای ۲(وزنی/وزنی) در مدت  %۵و 
-۱۰(بین  FPH‐IIکیلودالتون)، ۲(کوچکتر از  FPH‐Iفراپالایش به سه بخش 

شد. فعالیت  جزءبهزءجکیلودالتون) ۱۰(بزرگتر از  FPH‐IIIکیلودالتون) و ۲
شده و خود آبکافته مورد سنجش های تفکیکضداکسایشی و ضددیابتی بخش

  قرار گرفت.
تا  ۳۰های درجه آبکافت با افزایش زمان افزایش یافت و بین زمان ها:یافته
بیشترین توانایی مهار رادیکال  FPH‐III). بخش >۰۵/۰pدار بود (دقیقه معنی۶۰

DPPH ی یون آهن کنندگلاتهر شرا داشت. از نظII داری بین تفاوت معنی
‐FPH). همچنین بخش <۰۵/۰pشده و آبکافته وجود نداشت (های تفکیکبخش

III  بیشترین توانایی مهار رادیکال کاتیونABTS  .را داشتFPH‐III  در غلظت
دارای بیشترین قابلیت بازدارندگی آنزیم آلفاآمیلاز بود. همچنین فعالیت  ۵/۲%

لیتر کمتر گرم بر میلیمیلی۲۰ها در غلظت بازدارندگی آنزیم آلفاگلوکوزیداز نمونه
  بود. %۵۰از 
و  DPPH ،+ABTSهای بیشترین فعالیت مهار رادیکال III‐FPH ی:ر یگجهینت

بازدارندگی آنزیم آلفاآمیلاز آبکافته ایزوله پروتئین ماهی ساردین سند حاصل از 
  آنزیم پانکراتین را داشت.

  کنندگی، بازدارندگی آنزیم آلفاآمیلازآبکافته آنزیمی، ماهی ساردین، شلاتهها: کلیدواژه
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	مقدمه
هایی است که امروزه شیوع آن در ترین بیماریدیابت یکی از مهم

 %۸۰-۹۰سرعت رو به افزایش است. دیابت نوع دو حدود جهان به
موارد تشخیص دیابت را که یک بیماری قابل پیشگیری است، شامل 

شود. هیپرگلیسمی بعد از صرف غذا، نقش مهمی در گسترش می
های . در حال حاضر مهارکننده[1]کندایفا می ۲دیابت نوع 

وهای عنوان دارآلفاگلوکوزیداز مانند آکاربوز، مگلیتول و گلیبوز به

بتی با هیپرگلیسمی پس از صرف غذا درمانی برای درمان افراد دیا
شوند. با این حال استفاده مزمن از این عوامل در نظر گرفته می

تواند منجر به عوارض جانبی نظیر استفراغ، اسهال و گرفتگی می
. تعدادی از مطالعات برای شناسایی منابع طبیعی [2]شکم شود
 است. گزارشهای آلفاگلوکوزیداز و آلفاآمیلاز انجام شده مهارکننده

 ه،اختزغال جمله از سبزیجات ها،میوه از وسیعی شده است که طیف
 ئینپروت اخیراً  و ساردین ماهی عضله پپتیدهای نیز و فرنگی توت
  .[2]هستند هاآنزیم این مهارکنندگی فعالیت دارای مرغ تخم
 ندمان اکسیژن فعال هایگونه از ناشی اکسیداتیو تنش طرفی از

 یهایبیماری بروز در مهمی نقش سوپراکسید و پراکسیدهیدروژن
 و قلبی اختلالات سرطان و کبدی، مزمن بیماری دیابت، مانند
ترین از مهم دهایپیل ایشاکس. همچنین [2]کندمی ایفا عروقی
عطر و  جادیچراکه منجر به ااست،  ییغذا مواد صنعت هاینگرانی
. دشویم ییدر مواد غذا یسم باتیو ترک رهیرنگ ت نامطلوب، طعم
 هایضداکساینده بلندمدت یمنیکه در مورد ا ییهاینگران لیدل به

 و (BHA)شده بوتیله انیسولهیدروکسی سنتزی مانند
 به سمت تقاضا، وجود دارد (BHT)تولوئن هیدروکسیبوتیلدی
. مطالعات علمی [3]است کرده دایپ شیافزا یعیطب هایایندهاکسضد

ه و شدهای آبکافتدهند که بسیاری از پروتئیننشان میمتعددی 
 تنانها، نرمپپتیدهای حاصل از منابع مختلف دریایی شامل ماهی

و ضایعات حاصل از فرآوری آبزیان یا محصولات جانبی آنها نیز 
  .[4]توانایی ضداکسایشی بالایی دارند

ا ارزش بهای فرآوردهآبکافت پروتئین، فناوری سودمندی برای تولید 
مصرف و های کمارزش مانند ماهیاز مواد خام کم افزوده بالا

این محصولات  ترین عملكردهایاز مهمضایعات آبزیان است. 
توان به می هستند فعالزیست آبکافتی که حاوی پپتیدهای

 ، ضددیابتی،، ضدمیكروبی، ضدسرطانیهای ضداكسایشفعالیت
 یوزن مولکول. [5]اشاره كرد Iمهارکنندگی آنزیم مبدل آنژیوتانسین 

 تهآبکاف دیتولدر  ترین عواملاز مهم یکی شدهآبکافت نیپروتئ
منظور . به[6]مورد نظر است ی و بیولوژیکیبا خواص عملکرد نیپروتئ

ها با بیشترین خواص زیستی جداسازی و شناسایی آبکافته
ای پیچیدههای مختلفی به کار رفته است. در رابطه با مخلوط روش

ها و پپتیدها مشکل اصلی جداسازی، پپتیدهایی با اندازه از پروتئین
و خواص فیزیکوشیمیایی متفاوت است که روند شناسایی توالی 

کند. در تعدادی مطالعات از غشاهای آنها را دچار مشکل می
فراپالایش با وزن مولکولی مختلف، کروماتوگرافی فیلتراسیون ژلی، 

کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا برای جداسازی  سنج جرمی وطیف
ده فعال از منابع آبزی استفاده شو شناسایی توالی پپتیدهای زیست

 هک دارد را مزیت این فراپالایش غشاهای از استفاده . فرآیند[7]است
 نظر مورد هایآبکافته مولکولی وزن توزیع آن از استفاده با توانمی
 خواص افزایش و موجب کنترل مناسب غشای اندازه انتخاب با را

 رمنج غشایی سازیجزءبهجزء فرآیند ایمطالعه در .شد آن عملکردی
 شیر هایپروتئین آبکافته عملکردی و بیولوژیکی خواص افزایش به
 ایراز س استفاده سمت به تدریجبه بعدی مطالعات در سپس و شد



 ۶۱ ...از حاصل Sardinella sindensis یماهعضله  نیپروتئ زولهیا آبکافته یمولکول وزن ریتاثـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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 گندم نگلیادی هموگلوبین، سویا، هایپروتئین مانند سوبستراهایی
  .[9	,8]یافت جهت آبزیان و

 هایآب در که است دریایی ماهی کوچک گونه یک ساردین ماهی
 عنوان گونه غالباین گونه به. شودمی یافت ایران جنوبی ساحلی

صید این . [10]های شمالی خلیج فارس استساردین ماهیان در آب
آمار صید نسبی طولانی دارد.  ایدر استان هرمزگان پیشینه ماهیان

 ریز از صید کلدهد که سهم صید سطح زیاندر این استان نشان می
افزایش یافته  ۱۳۹۰در سال  %۲۷به  ۱۳۸۰در سال  %۱۰از میزان 
 شود.می استفاده ماهی غذای تولید برای عمدتاً  ساردین .[11]است
 لیدتو در تواندمی پروتئین از غنی داشتن منبع دلیل به اما

 در الاب افزوده با ارزش ایماده به آن تبدیل و فعالزیست پپتیدهای
 دفراسودمن و ضداکساینده عنوانبه غذایی محصولات فرمولاسیون
  .شود استفاده

شده، هدف از پژوهش حاضر تولید بنابراین با توجه به مطالب ارایه
یم توسط آنز سند نیساردآبکافته از ایزوله پروتئین عضله ماهی 

 هب شدهآبکافت سازی پروتئینجزءبهجزءپانکراتین و سپس 
 خواص مقایسه و ارزیابی نهایت در و مختلف هایبخش

ن پروتئی با شدهکیتفک یهابخش یابتیضدد و یشیضداکسا
  .بود شدهآبکافت

  

  هاروشمواد و 
 یایاز در sindensis	Sardinella یسند با نام علم نیسارد یماه

 مهندسیعلوم و  گروه شگاهیبه صورت منجمد به آزما و دیعمان ص
 هاونهنممدرس منتقل شد.  تیترب یدانشکده کشاورز  ییغذا عیصنا
 یهاسهیکدر  -C۸۰° یدر دما نیپروتئ زولهای استخراج زمان تا
 یمنجمد در دما یهایماه. قبل از استفاده، ندشد ینگهدار  دارپیز

°C۴ و جداکردن سر، با استفاده  یشکم هیو بعد از تخل ییانجمادزدا
، شدهمواد خام چرخو سپس از  از چرخ گوشت کاملاً چرخ شدند
منظور آبکافت آنزیمی، آنزیم به .ایزوله پروتئین استخراج شد

ی و همچنین برای بررسی خواص خوک پانکراس نیپانکرات
واحد بر ۵ی (خوک پانکراسآلفاآمیلاز ی هامیآنزضددیابتی، 

واحد بر ۱۰(سروزیه  ساکارومایسسگرم) و آلفاگلوکوزیداز میلی
  تهیه شدند (سیگما؛ ایالات متحده). گرم)میلی

 روش به ئینپروت زولهیا هیتهشده ماهی: تهیه پروتئین ایزوله
و همکاران  نیهولتبا روش  (ISP) کیزوالکتریا بیترس و تیحلال

  .[14]انجام شد
  و تعیین درجه هیدرولیز ایزولهآبکافت آنزیمی 

. [13]و همکاران انجام شد کلمپانگآبکافت ایزوله مطابق با روش 
 شدهداده توضیح ،pH-statروش  تعیین درجه آبکافت به وسیله

 مترpH با آمدهدستبه اطلاعات از استفاده با [14]نیسن و آلدر توسط
 سود، ۸در محدوه  pH داشتننگه برای ثابت .شد انجام ۷۱۸مدل  با

با استفاده از  (%DH)دو نرمال استفاده و درصد درجه آبکافت 
  فرمول زیر محاسبه شد:

DH%=	
஻	ൈ	ே್
ெು

	ൈ	
ଵ


	ൈ	

ଵ

௛೟೚೟
	ൈ 100 

B :تریلیلیم حسب بر سود مصرفی مقدار ،bN :سود،  تهینرمال :
برای   که 2NH‐ هایگروه تفکیک درجه متوسط دهندهنشان
 ۸۷/۰ یدرولیز برابربرای ه C۵۰°آلکالاز با اتخاذ درجه حرارت  یمآنز

 کل تعداد: toth، )گرم( زشدهیدرولیه نیپروتئ : وزنPM. محاسبه شد
والان اکیی بر حسب میلینیپروتئ یسوبسترا در یدیپپت یوندهایپ

کنسانتره  یبرا toth که g	1‐(meqv	protein) بر گرم پروتئین
  است. نیپروتئگرم  یوالان به ازایاکیلیم۶/۸ یماه نیپروتئ
 مارشدهیت (FPH) نیپروتئ زولهیا آبکافته سازی آبکافته:جزءبهجزء
و  ۲ یبا اندازه غشا شیفراپالا یتوسط غشا نیپانکرات میبا آنز
؛ flex‐L/S )Coleman‐Palmer	Masterدالتون با پمپ لویک۱۰

 شده کیشدند: بخش تفک میتقس ریبخش ز سهبه  ایالات متحده)
بخش ، (FPH‐I) لودالتونیک۲کمتر از  یآبکافته با وزن مولکول

‐FPH) لودالتونیک۲-۱۰ نیب یآبکافته با وزن مولکول شده کیتفک

II)  ز ا شتریب یشده آبکافته با وزن مولکولکیبخش تفکو
 توسط هاربخشیز یتمام سپس. (FPH‐III) لودالتونیک۱۰

؛ plus )Christ	LD	1‐2	Alphaمدل  Christ انجمادی کنخشک
  ند.شد ینگهدار  -C۲۰° یدما در کار ادامهبرای  و شکآلمان) خ

  آبکافته یابتیو ضدد یشیضداکساخواص  یابیارز
  DPPHاندازی رادیکال فعالیت به دام

و  نانجو، طبق روش DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال 
گیری شد. روش کار به این با کمی تغییرات اندازه [15]همکاران

های های پودرشده آبکافته و زیربخشصورت بود که ابتدا از نمونه
لیتر تهیه شد. گرم بر میلیمیلی۵آن، محلولی با غلظت 

میکرولیتر از محلول اتانولی ۵۰۰ها با میکرولیتر از محلول نمونه۵۰۰
دقیقه در ۳۰و به مدت  مولار) مخلوطمیلیDPPH )۱/۰رادیکال 

 سنج نوریها توسط طیفتاریکی قرار داده شد. سپس جذب نمونه
Carry	 60	 UV‐Vis )Agilent نانومتر ۵۱۷؛ ایالات متحده) در

با استفاده از معادله  DPPHهای توانایی مهار رادیکال .خوانده شد
  منحنی کالیبراسیون ترولکس زیر محاسبه شد:

  
Y= ۰۱۲۸/۰- X ۶۹۹۱/۰+ 	

Y= ر نانومت۵۱۷ موج طول در نمونه جذب 	
	

  )II )+2Feکنندگی یون آهن شلاتهفعالیت 
 [16]ولچو  دکربا استفاده از روش  IIآهن  یون کنندگیشلاته فعالیت
گرم بر میلی۵با غلظت  ی. ابتدا محلولشد یابیارز ییراتتغ یبا کم
آن،  هاییربخشو ز آبکافتهشده پودر  هاینمونهاز لیتر میلی
شد. سپس  یهته ینمولار از فروزیلیم۵و  IIکلریدآهن مولار از یلیم۲
به آن  وآب اضافه  یکرولیترم۱۸۵۰ بهاز نمونه  یکرولیترم۵۰۰
 گذشتاز  پس. شد هافزود IIکلریدآهن از محلول  یکرولیترم۵۰
 به و افزوده آن به فروزین محلول میکرولیتر۱۰۰ تاریکی، در دقیقه۳

ها در دمای اتاق نگهداری شد. در نهایت جذب نمونه دقیقه۲۰ مدت
عنوان کنترل مثبت به EDTAنانومتر خوانده شد. ۵۶۲در طول موج 

 منحنی لهمعاد از طریق کنندگیشلاته استفاده و فعالیت
  :شد محاسبه زیر EDTA کالیبراسیون



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکارانبهاره فتان  ۶۲

   ۱۳۹۸ بهار، ۲، شماره ۸دوره                                                                                                                                                                      علوم و فنون شیلاتپژوهشی  -نامه علمیفصل

Y= ۰۱۲۸/۰- X ۰۲۱۶/۱+  
Y=  نانومتر۵۶۲جذب نمونه در طول موج  
	

  ABTSفعالیت مهارکنندگی رادیکال کاتیون 
از  ABTSمنظور ارزیابی فعالیت مهارکنندگی رادیکال کاتیون به

از  میکرولیتر۲۰ استفاده شد. ابتدا [17]و همکاران تتسریموانگروش 
اضافه و پس از گذشت  ABTSمیکرولیتر محلول ۹۸۰نمونه به 

نانومتر خوانده شد. ۷۳۴ها در دقیقه در تاریکی، جذب نمونه۱۰
با استفاده از معادله منحنی  ABTSتوانایی مهار رادیکال کاتیون 

  کالیبراسیون ترولکس زیر محاسبه شد:
  

Y= ۰۰۱۹/۰- X ۷۰۹۴/۰+  
Y=  نانومتر۷۳۴جذب نمونه در طول موج  
 

  آلفاگلوکوزیدازسنجش فعالیت بازدارندگی آنزیم 
ها نسبت به آنزیم آلفاگلوکوزیداز بررسی فعالیت بازدارندگی نمونه

میکرولیتر ۲۵۰. میزان [18]و همکاران انجام شد کیمبراساس روش 
میکرولیتر از آنزیم آلفاگلوکوزیداز مخمر ۱۵۰از نمونه با 

لیتر) به محلول اضافه واحد در هر میلی۲/۰( ساکارومایسس سروزیه
گذاری شد. سپس گرمخانه C۲۵°دقیقه در دمای ۵ت و به مد

گلوکوپیرانوزید آلفادینیتروفنیل -۴میکرولیتر از محلول ۱۰۰
(PNPG) به مخلوط واکنش اضافه و جذب نمونه واکنش در 

  میزان بازدارندگی از رابطه زیر محاسبه شد: شد. قرائتنانومتر ۴۱۰
  

دازیآلفاگلوکوز یبازدارندگ درصد= 	
	خط	کنترل بیش شیب	خط	نمونه	ି

	خط	کنترل بیش
×۱۰۰ 

 

 سنجش فعالیت بازدارندگی آنزیم آلفاآمیلاز
اس ها نسبت به آنزیم آلفاآمیلاز براسبررسی فعالیت بازدارندگی نمونه

. به این منظور [19]و همکاران انجام شد دوگالمکروش 
مول بر لیتر حاوی ۲/۰شده در بافر فسفات (میکرولیتر از نمونه حل۱۰۰
میکرولیتر آنزیم ۱۰۰) به pH=۸/۶کلرید و با مول بر لیتر سدیم۰۶۹/۰

لیتر) اضافه شد. واحد بر میلی۵/۰آلفاآمیلاز پانکراس خوکی (فعالیت 
گذاری شد. دقیقه گرمخانه۵به مدت  C۳۷°مخلوط واکنش در دمای 

گرم در ۵/۰میکرولیتر محلول نشاسته (۱۰۰سپس در حدود 
به  C۳۷°) اضافه و دوباره محلول در دمای لیتر بافر فسفاتمیلی۱۰۰

شد. سپس با استفاده از حمام  نگهداری آب دقیقه در حمام۲۰مدت 
دقیقه آنزیم غیرفعال و بعد به مدت ۱۰به مدت  C۱۰۰°گرم در  آب
دور در دقیقه سانتریفیوژ شد تا نشاسته نامحلول ۱۳۰۰۰دقیقه در ۲

ها با رویی نمونهمیکرولیتر از محلول ۲۰رسوب کند. پس از آن 
و  شد نگهداری C۷۰°دقیقه در ۱۰لیتر از محلول رنگی به مدت میلی۱

نانومتر خوانده ۴۱۰سنج نوری در طول موج سپس جذب آن در طیف
  شد. میزان بازدارندگی از رابطه زیر محاسبه شد:

  

لازیآلفاآم یبازدارندگ درصد=
ሺکنترل	ିجذبሺ نهیزم 	 شیپ ሻجذب	نمونهିجذب	

جذب	کنترل
×۱۰۰ 

 ملشا نهیزمشیپ جذب؛ میآنز و نشاسته نمونه، شامل نمونه جذب
 مینزآ و نشاسته بافر، شامل کنترل جذبو  بافر و نشاسته نمونه،
  است.
  آماری تحلیل و تجزیه

طرفه (آنووا) با ها با روش تجزیه واریانس یکتجزیه و تحلیل داده
تصادفی انجام شد. در قالب طرح کاملاً  10	JMPافزار استفاده از نرم

داربودن اثر منظور بررسی اختلاف میانگین در صورت معنیبه
ها با ) از آزمون توکی استفاده شد. رسم شکل>۰۵/۰pفاکتورها (

انجام شد. تمامی نتایج به صورت  2013	Excelافزار استفاده از نرم
  میانگین آماری در سه تکرار بیان شد.

  

  هایافته

  آبکافت درجه
دقیقه ۶۰زمان افزایش یافت، اما بعد از  درجه آبکافت با افزایش مدت

شد. کاسته  سرعت آبکافتشدت و اول با افزایش مدت زمان از 
) >۰۵/۰pدار (دقیقه معنی۶۰تا  ۳۰تغییرات درجه آبکافت بین زمان 

همچنین نتایج  .نبود دارمعنی یقهدق۶۰-۱۲۰ هایبود، اما بین زمان
یر غلظت آنزیم پانکراتین (نسبت آنزیم/سوبسترا) نشان داد که تغی

 داری باعث افزایش درجه آبکافت شدطور معنیبه %۵تا  ۵/۲از 
  ).۱ نمودار(
  

	
 نسبت دو در نیپانکرات آنزیم آبکافت درجات راتییتغ روند )۱ نمودار

  مختلف هایزمان در %۵ و ۵/۲ آنزیم/سوبسترای

  
  ضداکسایشی خواص

ز آزمایشی اها، ابتدا پیشبرای ارزیابی خواص ضداکسایشی نمونه
، رادیکال DPPHها در مهار رادیکال های مختلف نمونهغلظت

+ABTS کنندگی یون آهن انجام شد. نتایج نشان داد که و شلاته
ها وابسته به غلظت هستند و با های ضداکسایشی نمونهآزمون

ایشی آنها نیز افزایش یافت. ها خواص ضداکسافزایش غلظت نمونه
 ها با یکدیگر، یکخواص ضداکسایشی نمونه در ادامه برای مقایسه

عنوان غلظت پایه انتخاب شد. در لیتر) بهگرم بر میلیمیلی۵غلظت (
ها آورده شده است. های ضداکسایشی نمونهنتایج آزمون ۱جدول 

، %۵و  ۵/۲در هر دو سطح  FPH‐IIIنتایج نشان داد که بخش 
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 ۶۳ ...از حاصل Sardinella sindensis یماهعضله  نیپروتئ زولهیا آبکافته یمولکول وزن ریتاثـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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کمترین توانایی را در مهار رادیکال  FPH‐Iبیشترین توانایی را دارد. 
DPPH ری در داتفاوت معنی داشت و تغییر غلظت آنزیم پانکراتین

 تفاوت جینتاطبق  نیهمچن. )<۰۵/۰pمهار این رادیکال نداشت (
 نندگیکشلاته در آبکافته با شدهکیتفک هایبخش نیب داریمعنی

 باعث میآنز غلظت رییتغ و) <۰۵/۰p( نداشت وجود آهن یون
 داشت هانمونه آهن یون کنندگیشلاته در داریمعنی شیافزا

)۰۵/۰p< .(نیهمچن FPH‐I ییتوانا نیشتریبدارای  سطح دو هر در 
  .بود ABTS ونیکات کالیراد مهار

  
	لیترگرم بر میلیمیلی۵غلظت  در ینپروتئ یزولهآبکافته ا هاینمونه یشیضداکسا یتفعال یجنتا )۱ جدول

  شده آبکافتهبخش تفکیک  نسبت آنزیم/سوبسترا
 DPPH رادیکال مهارکنندگی فعالیت

  )خشک ماده گرم/ترولکس میکروگرم(

 فلز کنندگیلیتکی فعالیت
 ماده گرم/EDTA میکروگرم(

  )خشک

 رادیکال مهارکنندگی فعالیت
 میکروگرم( ABTS کاتیون
  )خشک ماده گرم/ترولکس

  FPH‐I  d۲۰/۰±۰۲/۵  b۰۳/۰±۴۲/۱۰  a۷۳/۰±۲۴۲  
  FPH‐II  bcd۰۱/۰±۵۹/۵  d۰۶/۰±۲۱/۸  d۶۴/۱±۹۶/۲۰۸  
۵/۲%  FPH‐III  ab۱۴/۰±۳۹/۶  d۰۶/۰±۷۴/۸  e۷۱/۲±۹۲/۱۹۳  

  FPH  abc۲۰/۰±۱۶/۶  bc۱۷/۰±۹۵/۹  b۰۷/۱±۲۴/۲۳۲  

  FPH‐I  cd۲۰/۰±۲۳/۵  a۲۲/۰±۳۷/۱۳  a۶۵/۲±۷۲/۲۴۳  
  FPH‐II  bcd۰۶/۰±۴۲/۵  c۱۳/۰±۵۰/۹  c۹۲/۱±۹۲/۲۲۰  
۵%  FPH‐III  a۵۲/۰±۱۳/۷  a۳۰/۰±۴۳/۱۳  f۰۵/۰±۱۲/۱۷۶  

  FPH  a۲۶/۰±۶۱/۶  a۱۷/۰±۸۵/۱۳  bc۷۸/۱±۱۴/۲۲۶  
  ).>۰۵/۰p(است  هاميانگين بين دارمعنی یآمار  اختلاف دهندهنشان ستون هر در متفاوت حروف*
  

  خواص ضددیابتی
های آلفاآمیلاز و آلفاگلوکوزیداز بازدارندگی آنزیمبرای بررسی خواص 

ها انجام شد. نمونه های مختلفآزمایشی از غلظتابتدا پیش
لیتر عملکرد گرم بر میلیمیلی۲۰های کمتر از ها در غلظتنمونه

ز های بالا نیها داشتند و در غلظتضعیفی در بازدارندگی این آنزیم
 همنظور مقایسشد. بنابراین در ادامه بهکدورت مانع از انجام آزمایش 
گرم بر میلی۲۰ها با یکدیگر از غلظت خواص ضددیابتی نمونه

های های بازدارندگی آنزیملیتر استفاده شد. نتایج آزمونمیلی
ها نشان داد که غلظت کمتر آنزیم آلفاآمیلاز و آلفاگلوکوزیداز نمونه

بازدارندگی بالاتری دارد. فعالیت  %۵نسبت به  %۵/۲پانکراتین یعنی 
ها در دو کنندگی آنزیم آلفاآمیلاز نمونهدرصد ممانعت ۲در نمودار 

 %۶۶با  %۵/۲در سطح  FPH‐IIIغلظت آورده شده است. همچنین 
کنندگی، بیشترین قابلیت بازدارندگی آنزیم آلفاآمیلاز را ممانعت
 کنندگی، دارایممانعت %۲۹نیز با  %۵در سطح  FPH‐Iداشت. 

  کمترین قابلیت بازدارندگی آنزیم آلفاآمیلاز بود.
  

  
گرم میلی۲۰در غلظت ها کنندگی آنزیم آلفاآمیلاز نمونهدرصد ممانعت )۲نمودار 
حروف مختلف بیانگر  ؛%۵و  ۵/۲لیتر و نسبت آنزیم/سوبسترای بر میلی
  است. %۹۵داری در سطح معنی

ها در هر دو غلظت بر فعالیت آنزیم نتایج بازدارندگی نمونه
بود. در  ۵۰%آلفاگلوکوزیداز عملکرد ضعیف و فعالیت آنها کمتر از 

 %۳۰با  %۵/۲در سطح  FPH‐IIIها، بین تمام نمونه
کنندگی، بیشترین قابلیت بازدارندگی آنزیم آلفاگلوکوزیداز را ممانعت
  .)۳(نمودار  دارا بود

  

  
ها در غلظت کنندگی آنزیم آلفاگلوکوزیداز نمونهدرصد ممانعت )۳نمودار 

؛ حروف مختلف %۵و  ۵/۲لیتر و نسبت آنزیم/سوبسترای گزم بر میلیمیلی۲۰
  است. %۹۵داری در سطح بیانگر معنی

  
  بحث

 افزایش بااول  یقهدق۶۰بعد از  آبکافت شدت کاهش، طبق نتایج
پیوندهای پپتیدی در دسترس آنزیم و آبکافت، کاهش تعداد  زمان

همچنین کاهش میزان فعالیت پروتئولیتیکی آنزیم را به دنبال 
 کننده فعالیتگیری ترکیباتی که ممانعتداشت. از طرفی شکل
  .[20]تواند در این امر دخیل باشدآنزیمی هستند نیز می

ذشت در اثر گ دهایو پپت هااسیدآمینه ، توالیدر اندازه، ساختار رییتغ
. [21]دهدمیقرار  ریرا تحت تاث ضداکسایشی تیفعال ،آبکافتزمان 
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ص واضح مشخ طوربه عنوان ضداکسایندهبه دهایکار عمل پپت و ساز
 ن،یالو ن،یستئیس ن،یدیستیه مانند هاییاسیدآمینه اما ست،ین

 تیعالدر ف ینقش مهم پتوفانیو تر نیروزیت ،نآلانیفنیل ن،یپرول
وجود . [22]دارند یماه شدهآبکافته نیو پروتئ دهایپپت ضداکسایشی
نحلال ا شده،آبکافت نیو پروتئ دهایدر پپت زیگربآهای اسیدآمینه

 هایرادیکال را به آنها یو دسترس داده شیافزا را یدر چرب آنها
 تیفعال شیافزا باعث نیو بنابرا دهدیمیش افزا زیگرآب

مناسب عامل  کیپروتئولت میآنز انتخاب. [23]شودمی ضداکسایشی
 نیاز پروتئ ضداکسایشی یدهایپپت یرهاساز ی برا یمهم اریبس
امکس پروت ن،یپسیموتریمانند آلکالاز، آلفاک هاییآنزیم است. یماه

 یدهایپپت دیتول یبرا آمیزیموفقیت طوربه نیپسیو تر
 در. [24	,22	,21]اندشده یبررس یماه ینیپروتئ از منابع ضداکسایشی

د دما و مانن ییایمیو ش یکیزیف طیمناسب، شرا میکنار انتخاب آنز
pH تآبکافزمان  مدت نیهمچن و میعملکرد مناسب آنز یبرا نهیبه 
کسایشی ضدا تیبا فعال شدهآبکافت نیپروتئ دیعوامل موثر در تولاز 
  .[25]هستند بالا

و  DPPHطبق نتایج حاضر، در آزمون بازدارندگی رادیکال 
، بیشترین فعالیت ضداکسایشی مربوط IIکنندگی یون آهن شلاته

داری تفاوت معنی (FPH)بود که با آبکافته  FPH‐IIIبه بخش 
بیشترین  ABTSکه در آزمون بازدارندگی  ). در حالی<۰۵/۰pنداشت (

بود که با آبکافته  FPH‐Iفعالیت ضداکسایشی مربوط به بخش 
ای و همکاران در مطالعه جون). >۰۵/۰pداری داشت (تفاوت معنی

که بهبود خواص عملکردی آبکافته پروتئین فریم ماهی کاد را با 
استفاده از غشاهای فراپالایش مورد بررسی قرار دادند، گزارش کردند 

بکافته آ شده بهتر ازهای تفکیککه از لحاظ خواص عملکردی آبکافته
شده آبکافته با وزن مولکولی بیشتر از بود و بخش تفکیک

. [6]کیلودالتون فعالیت ضداکسایشی بالاتری را از خود نشان داد۱۰
 ۵/۲همچنین در پژوهش حاضر با افزایش غلظت آنزیم پانکراتین از 

درجه آبکافت و به دنبال آن خصوصیات ضداکسایشی آبکافته  %۵تا 
و  وننالینان. این نتایج مشابه نتایج پژوهش نیز افزایش یافتند

همکاران است که آنها به افزایش خاصیت ضداکسایشی پروتئین 
. در مقابل [26]اندشده با افزایش درجه آبکافت اشاره کردهآبکافت

داری در فعالیت ضداکسایشی و همکاران اختلاف معنی کلومپونگ
مشاهده  %۲۵ تا ۵های آبکافت شده با درجهپروتئین آبکافت

ماده  در تفاوت دلیل به تواندمی هاگزارشاختلاف در . [13]نکردند
 دیلتو که موجب باشد آبکافت طیپروتئاز و شرا مینوع آنز ه،یاول
	.شودمیبا ساختار و عملکرد متفاوت  ییدهایپپت
های پروتئین ماهی حلوای که آبکافته کردند و همکاران گزارش گان

) %۲۲ترین درجه آبکافت (با پپسین، در پایینزرد باله تیمارشده 
بالاتری  DPPHهای دیگر فعالیت مهارکنندگی نسبت به آنزیم
شده یکتفک هایبخش بین از هاضداکساینده مولکولی داشت. وزن

 تعیین یلودالتونک۱۳دالتون،  یلوک۱و کمتر از  ۳-۱، ۵-۳، ۱۰-۵ ،۳۰-۱۰
و همکاران نیز نشان دادند که آبکافته پروتئین کپور  ژانگ. [27]شد
ای تیمارشده با آنزیم پپسین بالاترین خاصیت مهار رادیکال نقره

DPPH )۴/۶۸%  لیتر) نسبت به گرم در میلیمیلی۵در غلظت
های دیگر دارد.  در ادامه آبکافته حاصل از آنزیم پپسین توسط آنزیم

-۵، ۵-۱۰کیلودالتون، بین ۱۰تر از های بزرگغشای فراپالایش به بخش
کیلودالتون تفکیک شد. همچنین در میان ۱و کمتر از  ۳-۱، ۳

کیلودالتون خاصیت ۱شده کمتر از های مختلف، بخش تفکیکبخش
) را نشان داد و آبکافته حاصل از آنزیم %۸/۷۷ضداکسایشی بالاتری (

و  دانگ. [28]داشت DPPHخاصیت مهار رادیکال  %۵۲پپسین، 
های کنندگی آبکافتهمکاران گزارش کردند که بین فعالیت شلاتهه

ای خطی حاصل از آنزیم فلاورزیم و آلکالاز با درجه آبکافت رابطه
وجود دارد. به این معنی که افزایش درجه آبکافت منجر به افزایش 

. همچنین در پژوهش [23]شودها میکنندگی آبکافتهفعالیت شلاته
ی های جانبهای کربوکسیل و آمینو در زنجیرهگروهو همکاران  نزگیم

 IIآهن  یون اسیدی و اسیدهای آمینه بازی در مهار اسیدهای آمینه
  .[29]کنندنقش اصلی را ایفا می

و همکاران گزارش کردند که آبکافته عضله ماهی ساردین  متسویی
ساعت آبکافت بالاترین فعالیت ۱۷تیمارشده با پروتئاز قلیایی در 

گرم بر میلی۷/۴۸برابر  50ICبازدارندگی علیه آلفاگلوکوزیداز با 
 نیاردس هعضل هایآنها آبکافته دهد. به گفتهلیتر را نشان میمیلی

 یگمهارکنند یهایت، فعالبه دست آمدند لفمخت یکه از پروتئازها
ین تفاوت در اآلفاگلوکوزیداز نشان دادند.  ی روی آنزیممختلف
 لیلمختلف به د یتوسط پروتئازها هامهارکنندگی آبکافته تیفعال

  سوبسترای خاص است.  با کیتیدرولیتفاوت در اندازه محصول ه
	Tyr‐Tyr‐مولار و میلی۶/۲۲برابر  50ICبا  Trp‐Valدو پپتید 

Leu‐Pro  50باIC  مولار از آبکافته عضله ساردین میلی۷/۳برابر
شناسایی شدند که خاصیت بازدارندگی روی آنزیم آلفاگلوکوزیداز 

  .[30]داشتند
اند که بین وزن مولکولی پپتیدها با داده مختلف نشان هایبررسی

. استفاده از غشاهای [31]فعالیت زیستی آنها ارتباط وجود دارد
ه دارای تواند پپتیدهایی کها، میمنظور تفکیک آبکافتهفراپالایش به

فعالیت زیستی خاصی هستند را در یک محدوده معین وزن 
شده را زءجبهجزءهای مولکولی تغلیظ کند و فعالیت زیستی آبکافته

سازی آبکافته، به جزءبهجزء. در پژوهش حاضر نیز با [28]بهبود بخشد
دلیل تغلیظ پپتیدهای دارای فعالیت بیشتر در یک بخش، فعالیت 

بت به شده آبکافته نسهای تفکیکضداکسایشی و ضددیابتی بخش
اند خود آبکافته اولیه افزایش یافت. مطالعات متعددی نشان داده

-۱۰بین  (در محدوده نییپا یبا وزن مولکول یدهاییکه پپت
با نها آنسبت به انواع  شترییب ضداکسایشی تیاصخ کیلودالتون)۱

 فعال آزاد هایرادیکالاثر با واکنش بهتر  نیدارند. ا بالای وزن مولکول
  .[32]کوچک مرتبط است دهاییپپت با
  

  گیرینتیجه
 یشیضداکسا تیفعال شیباعث افزا شیفراپالا یاستفاده از غشاها

 FPH‐IIIو  شدبه آبکافته  نسبت لازیآلفاآم یهامیآنز یو بازدارندگ
 یو بازدارندگ DPPH، +ABTS یهاکالیمهار راد تیفعال نیشتریب
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ل از ساردین سند حاص یماه نیپروتئ زولهیآبکافته ا لازیآلفاآم میآنز
  آنزیم پانکراتین را داشت.
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