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Effect of Extraction Temperature of Gelatin from the Skin of 
Cultured Great Sturgeon (Huso huso) on Molecular Weight 
Distribution of Peptides, Amino Acid Composition and 
Antioxidant Activity of Gelatin Hydrolysates

[1] Preventing lipid oxidation in ... [2] Protein carbonyls in meat systems: A ... [3] Novel 
antioxidants in food quality preservation and health … [4] Challenges and realistic 
opportunities in the use of by-products from processing of ... [5] Bioactive peptides from 
marine processing waste and shellfish: A ... [6] ood-derived peptidic antioxidants: A review 
of their production, assessment, and ... [7] Potential application of seafood-derived peptides 
as bifunctional ingredients, ... [8] Development and biological activities of marine-derived 
bioactive peptides: A … [9] Biological activities of fish-protein ... [10] Amino acids, peptides, 
and proteins as antioxidants for ... [11] New developments and applications of bacteriocins 
and peptides in … [12] Advances in food and nutrition ... [13] Antioxidant and cryoprotective 
effects of a tetrapeptide isolated from Amur sturgeon … [14] In vitro antioxidant activity of 
a peptide isolated from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) ... [15] Antioxidant properties of 
a radical-scavenging peptide purified from enzymatically ... [16] Effect of extraction 
temperature on functional properties and antioxidative activities … [17] Characteristics 
and functional properties of gelatin from splendid squid (Loligo formosana) ... [18] A review 
of food hydrolysis specific ... [19] Preparation, isolation and identification of iron-chelating 
peptides derived from Alaska … [20] Microsomal lipid ... [21] Tissue sulfhydryl ... [22] 
Physicochemical changes in Pacific whiting muscle proteins during iced ... [23] A simplified 
procedure for myofibril hydrophobicity … [24] Fish protein hydrolysates: Production, 
bioactivities, and ... [25] Purification and identification of two novel antioxidant peptides 
from perilla ... [26] Production and antioxidant properties of marinederived bioactive ... 
[27] Antioxidant activities of enzymatic rapeseed protein hydrolysates and the ... [28] 
Antioxidant and cryoprotective effects of hydrolysate from gill … [29] Production and 
assessment of Pacific hake (Merluccius productus)  ... [30] Cryoprotective Effects of protein 
hydrolysates prepared from ... [31] Physicochemical and enzymatic changes of cod muscle 
proteins … [32] Antioxidative gelatin hydrolysate from unicorn leatherjacket skin as ... 

Aims The aim of the present study was to extract gelatin from the skin of farmed great sturgeon 
at different temperatures, hydrolysis using Alcalase enzyme, and to measure molecular weight 
distribution of peptides, amino acid composition and antioxidant activity of hydrolysates.
Materials & Methods After removing pigments and non-collagenous proteins, defatting, and 
swelling of triple-helix structure, gelatin was extracted at the temperatures of 50, 60, 70, and 
80°C for 6h and then hydrolysed using Alcalase (E/S ratio of 1:20w/w) for 3h. Molecular weight 
distribution of peptides, amino acid composition and antioxidant activity of hydrolysates were 
determined in different models.
Findings Degree of hydrolysis (DH) reached its maximum within the first 30min in all samples. 
The highest DH was in the 80°C. There were no significant differences among hydrolysates with 
regards to amino acid composition and peptide molecular weight distribution. Hydrolysates 
produced at the extraction temperature of 60°C showed that the content of small peptides 
(molecular weight<1kDa) and total amino acids (g/100g) were slightly higher compared to 
other samples. This could influence antioxidant activity. At higher extraction temperature of 
gelatin, the efficacy of hydrolysates in preventing the loss in total sulfhydryl groups content was 
decreased (p<0.05) while there was no effect on TBARS and surface hydrophobicity (p<0.05).
Conclusion Extraction temperature of gelatin did not reveal a considerable effect on properties 
and antioxidant activities of the resulting hydrolysates and gelatin hydrolysates with antioxidant 
activity and rich in peptides with molecular weight less than 1kDa could be produced at 50°C.
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  چکيده
ماهی پرورشی در درجه استخراج ژلاتین از پوست فیل: هدف مطالعه حاضر اهداف
های مختلف، سپس آبکافت توسط آنزیم پروتئازی آلکالاز و در نهایت حرارت

سنجش دامنه وزن مولکولی پپتیدها، ترکیب اسیدآمینه و ارزیابی فعالیت 
  ها بوده است.ضداکسایشی آبکافته

های ها و پروتئینحذف رنگدانهابتدا ژلاتین از پوست پس از  ها:مواد و روش
درجه گانه کلاژن در های مارپیچ سهگیری و بازکردن زنجیرهغیرکلاژنی، چربی

ساعت استخراج و سپس توسط آلکالاز  ٦طی مدت  C٨٠°و  ٧٠، ٦٠، ٥٠های حرارت
ساعت هیدرولیز  ٣(وزنی/وزنی) برای مدت  ٢٠به  ۱در نسبت آنزیم به پروتئین 

ی ضداکسایش کولی پپتیدها، ترکیب اسیدآمینه و فعالیتشد. دامنه وزن مول
  های مختلف بررسی شد.ها در مدلآبکافته
دقیقه اول به بیشترین میزان  ۳۰ها طی درجه آبکافت در تمامی نمونه ها:یافته

بود. اختلاف  C٨٠°خود رسید. بالاترین درجه آبکافت مربوط به استخراج در دمای 
کافته ژلاتین از لحاظ ترکیب اسیدآمینه و پروفیل های آبمحسوسی بین نمونه

 از لحاص آبکافته پپتیدی تحت تاثیر دمای استخراج ژلاتین مشاهده نشد. در
 مولکولی وزن با( اندازهکوچک پپتیدهای مقدار ،C۶۰° حرارت درجه در استخراج
 به نسبت) گرم۱۰۰ در گرم( آمینه اسیدهای کل میزان و) کیلودالتون۵/۰ از کمتر
اثر ی ضداکسایشبود. این امر تا حدی بر فعالیت  بیشتر اندکی هاآبکافته سایر

ش ها در جلوگیری از کاهداشت. در دماهای بالاتر استخراج ژلاتین، توانایی آبکافته
ی ز یگرآبو  TBARS) ولی بر >۰۵/۰pهای سولفیدریل کل کاهش یافت (گروه
  ).>۰۵/۰pتاثیر نداشت ( سطح
ها هها و فعالیت ضداکسایشی آبکافتدمای استخراج ژلاتین بر ویژگی گیری:نتیجه

ز و غنی اضداکسایشی اثری محسوس نداشت و آبکافته ژلاتین با فعالیت 
قابل  C۵۰°کیلودالتون در دمای استخراج ۱پپتیدهای با وزن مولکولی کمتر از 

  تولید است.
  ی ضداکسایشی، ترکیب اسیدآمینهژلاتین، آبکافته، درجه حرارت، پپتیدها ها:کلیدواژه
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	مقدمه
ی هانهیدآمیاسهای دریایی منبع مناسبی از پروتئین، فرآورده

و  دیاسکیکوزاپنتانوئیا از جمله راشباعیغی چرب دهایاسضروری و 
که اثرات متعدد بر سلامتی انسان  هستند دیاسکیدوکوزاهگزانوئ

 کاهش اصلی علت و پروتئین چربی اکسایشدارند. با این وجود، 

 .[1]های دریایی استکیفیت، فساد و بوی نامطبوع در فرآورده
تغییرات ناشی از اکسایش و واسرشتی در ساختار اسیدهای آمینه 

بریل های میوفیترکیبات کربونیلی در پروتئین به تشکیل منجر
رفتن بافت، افزایش آب آزاد، تغییر که مرتبط با ازدست شودمی

منظور حفظ . به[2]نامطلوب در طعم و کاهش ارزش غذایی است
های غذایی و دریایی ترکیبات سنتزی مختلفی به کار کیفیت فرآورده

ها رات سمیت این افزودنیشوند. ولی گزارشاتی در رابطه با اثبرده می
 شدههای جانوری بررسیهای سنتزی در مدلو از جمله ضداکساینده

گزارش شده است. بنابراین توجه به کاربرد ترکیبات طبیعی در 
های اخیر مورد توجه بیشتری قرار گرفته های غذایی طی سالفرآورده
  .[3]است

ت عنوان ضایعات از فرآوری آبزیان مقادیر زیادی مواد باقیمانده تح
 %٧٠ طوری که در فرآوری صنعتی ممکن است تاشود، بهتولید می

 %٢٣تا  ١٠. ضایعات آبزیان با دارابودن [4]تولید را نیز شامل شود
خراج ای برای استتوانند منبع بالقوهپروتئین با کیفیت بالا، می

. 5]‐[7اشندفعال بهای زیستمنظور تولید آبکافته و پپتیدپروتئین به
های زیستی مختلفی از جمله ضداکسایشی، پپتیدها فعالیتاین 

کنندگی سیستم ایمنی و ضدفشار ضدسرطان، ضددیابتی، تقویت
. مطالعات متعددی نشان دادند که 8]‐[9اندخون از خود نشان داده

ایشی ترکیبات ضداکس ناعنوبه توانندیمی آبزیان دهایپپتآبکافته/
عملکرد  سازوکار. [10	,6]های غذایی مورد استفاده قرار گیرنددر فرآورده

با  دهایپتپبستگی دارد.  هاتا حدی به اندازه آن دهایپپتضداکسایشی 
فعالیت بالاتری در کنترل اکسایش چربی نسبت به  کوچکتراندازه 
اسیدآمینه  ١٠تا  ٢یی با دهایپپت .نشان دادند بزرگتری دهایپپت

 نیروتئپی نسبت به تر یقوکنندگی فعالیت ضداکسایشی و شلاته
ی دهایپپتیا بیشتر) دارند.  دینواسیآم ٥٠تا  ١٠( دیپپتیپلیا 

عنوان هب توانندیمضداکسایشی با توانایی کنترل اکسایش چربی 
ز های دریایی اافزودنی طبیعی برای حفظ کیفیت و تازگی فرآورده

از تندی اکسیداتیو (طعم و بوی نامطبوع) به کار طریق جلوگیری 
ها دارای خواصی هستند که و آبکافته دهایپپت .[10]گرفته شوند

ی آزاد را خاتمه دهند و هاکالیرادی ارهیزنجی هاواکنش توانندیم
ی آمینه هادیاسبنابراین ترکیب . جلوگیری کنند آنهای ر یگشکلیا از 

ی دهایاسو توالی آنها برای فعالیت ضداکسایشی پپتید مهم است. 
ی آمینه هیستیدین، متیونین، سیستئین، دهایاسگریز و آمینه آب

ی دهایپتپفعالیت ضداکسایشی  نیآلانلیفنتیروزین، تریپتوفان و 
	.[11]مختلف را افزایش دادند

ار ن ساختژلاتین پروتئین محلول در آب است که از طریق شکست
 .ودشکلاژن تحت تاثیر فرآیند حرارتی تولید می گانهسهمارپیچ 

درواقع تبدیل کلاژن به ژلاتین محلول، یک فرآیند واسرشتی است 
گانه کلاژن در اثر تخریب اتصالات که در آن ساختار مارپیچ سه

ی زیستی دهایپپت .[12]شودعرضی داخل و بین مولکولی شکسته می
. 13]‐[15اندمختلفی از آبکافته ژلاتین جداسازی شدهو ضداکسایشی 

مطالعات پیشین نشان دادند که درجه حرارت استخراج ژلاتین 
با . [17	,16]های مختلف آن تاثیر بگذاردتواند بر کیفیت و ویژگیمی
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این وجود، تاثیر درجه حرارت استخراج ژلاتین بر فعالیت 
هدف این  های حاصل مشخص نیست.ضداکسایشی آبکافته

ماهی پرورشی در درجه مطالعه، استخراج ژلاتین از پوست فیل
ها و ترکیب ی مختلف، بررسی وزن مولکولی پپتیدهاحرارت

  ها بود.اسیدآمینه و فعالیت ضداکسایشی آبکافته
  

  هامواد و روش
  سازی پوست ماهیتهیه و آماده

پرورشی از مزرعه پرورش ماهی در  (huso	Huso)ماهی فیلپوست 
پروری ساعی؛ ایران) تهیه و پس از منجمدکردن در دمای ساری (آبزی

°Cدر مزرعه درون یونولیت قرار داده و به آزمایشگاه فرآوری  -٢٠
پروری دانشگاه ارومیه منتقل شد. آبزیان پژوهشکده آرتمیا و آبزی

به  و چربی از پوست قبل از استخراج ژلاتین، ابتدا باقیمانده گوشت
ا وشو شد تکمک چاقو گرفته و پوست چند بار با آب و یخ شست

خونابه و مواد لزج (موکوس) تا حد زیادی کم شوند. سپس توسط 
بریده و پس  یمتر یسانت١ با ابعاد تقریبی کوچک یهاتکهبه قیچی 

وشو به روش ذکرشده تا زمان استخراج در دمای از چند بار شست
°Cدار نگهداری شدند. آنزیم آلکالاز های زیپکیسهدر  -٢٠

)AU/gتهیه شد (سیگما؛ ایالات سیلوس لیکنی فورمیسبا ) از٤/٢ 
  متحده).

  استخراج ژلاتین
(پوست به محلول) با  ١٠به  ١پوست تمیزشده به نسبت 

مخلوط و توسط ساعت  ٢مول برای مدت ١/٠ هیدروکسیدسدیم
های غیرکلاژنی ها و پروتئینهمزن به هم زده شد تا حذف رنگدانه

بار دیگر تکرار و  ٢. این فرآیند [16]انجام گیردتا حد ممکن پوست 
حدود خنثی یا کمی قلیایی انجام  pHوشو تا رسیدن به نهایتاً شست

 ١٨بوتانول برای مدت  -١الکل  %١٠زدایی توسط محلول چربیشد. 
وشو تا رفع بوی الکل، توسط عت انجام شد. پس از شستسا
زایی پوست فرآیند تورم ساعت ٣ مدت بهمول ٠٥/٠ کیداستیاس

بار تعویض شد. در ساعت یک ١انجام گرفت. محلول اسیدی نیز هر 
س شد. پداشتن دما استفاده مینگهتمامی مراحل از یخ برای پایین

حدود خنثی، استخراج  pHیافته تا های تورموشوی پوستاز شست
	فت.ساعت انجام گر  ۶به مدت  C۸۰°و  ۷۰، ۶۰، ۵۰ژلاتین در دماهای 

  آبکافت آنزیمی ژلاتین
انجام شد. درجه  [13]و همکاران نیکوآبکافت آنزیمی مطابق با روش 

مول) ١آبکافت از طریق ثبت مقدار محلول قلیایی (هیدروکسیدسدیم 
 -آلدرشده توسط ارایه stat‐pHطی زمان واکنش و به روش 

  محاسبه شد: طبق فرمول زیر [18]نیسن
  

DH	(%)=		ܰܤಳ
ഀ
ൈ ݄௧௢௧ ൈ 	݌ܯ

 
، رتیلیلیم حسب برمصرفی  محلول قلیاییمقدار  Bدر این معادله 

BN مول)،١( قلیایی محلول نرمالیته Mp حسب  بر پروتئین وزن

الان واکی(میلی آبکافتی موجود برای دهایپپتمقدار کل  ௧௢௧݄گرم، 
والان بر گرم پروتئین اکیمیلی١/١١و برای ژلاتین  بر گرم پروتئین)

  است.
  (SEC‐HPLC)ها در آبکافته تعیین دامنه وزن مولکولی پپتید

	TSKgelها توسط ستون دامنه وزن مولکولی پپتیدها در آبکافته

2500	PWXL )؛ ژاپن) متصل به دستگاه توسومتر؛ میلی٨/٧×٣٠٠
HPLC	Agilent	1100 )Agilent و  گوآبه روش  متحده)؛ ایالات

گیری شد. آلبومین سرم گاوی (وزن مولکولی اندازه [19]همکاران
دالتون)، ١٢٣٨٤(وزن مولکولی  Cدالتون)، سیتوکروم ٦٦٠٠٠

دالتون) و گلوتاتیون احیا (وزن ١٤٢٣باسیتراسین (وزن مولکولی 
عنوان استانداردهای وزن مولکولی مورد دالتون) به٣٠٧مولکولی 
  ار گرفتند.استفاده قر 

  هاتعیین ترکیب اسیدآمینه آبکافته
تا  ١٠٠ها (ی آمینه، ابتدا آبکافتهدهایاسبرای تعیین ترکیب 

به  C١١٠°مول در درجه حرارت ٦گرم) در اسیدکلریدریک میلی١٢٠
	Zorbaxساعت آبکافت شدند. از ستون  ٢٢مدت  80A	 C18 

)١٨٠×øمتری؛ میلی٦/٤Agilent ؛ ایالات متحده) متصل به دستگاه
HPLC	Agilent	1100 )Agilent(برای تعیین  ؛ ایالات متحده

	های آمینه استفاده شد.اسید
  ABTSهای کاتیونی فعالیت مهار رادیکال

 [13]و همکاران نیکوبه روش  ABTSی هاکالیرادفعالیت مهار 
و  ABTS مولیلیم٤/٧گیری شد. محلول واکنشی از ترکیب اندازه
 ١٢تهیه و پس از  ١به  ١به نسبت  پرسولفاتپتاسیم مولیلیم٦/٢

ساعت نگهداری در تاریکی در دمای محیط توسط مقدار مناسب 
نانومتر رسانده شد.  ٧٣٤در طول موج  ١٠٠/١متانول جذب آن به 

لیتر به گرم در میلیمیلی٥میکرولیتر از نمونه در غلظت ١٥٠
نگهداری ساعت  ۲اضافه و پس از  ABTSمیکرولیتر محلول ٢٨٥٠

نانومتر خوانده شد. توانایی مهار ٧٣٤در تاریکی، جذب در 
  تعیین شد: درصد حسب براز طریق فرمول زیر  ABTSی هاکالیراد
  

ABTS	RSA	(%)=	
୅ୡ–୅ୱ

୅ୡ
ൈ 100 

  
  های آزاد هیدروکسیلفعالیت مهار رادیکال

 [13]و همکاران نیکوی هیدروکسیل به روش هاکالیرادفعالیت مهار 
 -۱۰و  ۱ مولیلیم۸۶۵/۱محلول  تریلیلیمکیگیری شد. اندازه

حلول م تریلیلیمیک و سپسمخلوط  نمونه تریلیلیم۲با  نیفنانترول
افزودن  پس ازشد.  ورتکسآهن اضافه و مول سولفاتیلیم۸۶۵/۱
 هاو نگهداری نمونه دروژنیهدیپراکس %۰۳/۰محلول  تریلیلیمیک
 رنانومت۵۳۶در  (As)، جذب نمونه C۳۷° یساعت در دما یک یبرا

ل عنوان کنتر بهپپتیدی  نمونهبدون  یخوانده شد. مخلوط واکنش
 (Ab)عنوان بلانک به دروژنیهدیو مخلوط فاقد پراکس (An)ی منف
ی هیدروکسیل از طریق هاکالیرادتوانایی مهار  شدند. هیته زین

  تعیین شد: درصد حسب برفرمول زیر 
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HRSA	(%)=	
୅ୱ–୅୬

୅ୠ–୅୬
ൈ 	100 

  
  کنندگی یون فلزیفعالیت شلاته
 [13]و همکاران نیکوکنندگی یون فلزی به روش فعالیت شلاته

میکرولیتر نمونه با ٣٠٠گیری شد. پس از واکنش اندازه
دقیقه، با  ٣و نگهداری برای  ٢میکرولیتر کلریدآهن٥/٣٥
پس از  مول فروزین مخلوط ومیلی٥میکرولیتر محلول ٥/٦٦
دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد. سپس  ٢٠زدن طی مدت همبه

 کنندگی از طریق فرمولنانومتر خوانده و فعالیت شلاته٥٦٢جذب در 
  تعیین شد: درصد حسب برزیر 

  

Metal	chelating	activity	(%)=	
୅ୡ–୅ୱ

୅ୡ
ൈ 100 

  
  تهیه مدل خمیر ماهی و نگهداری

از یک فروشگاه ماهی  (carpio	Cyprinus)ماهی کپور معمولی 
درون یونولیت به آزمایشگاه منتقل شد.  (ارومیه) خریداری و

جدا شد.  آنهاشدند و پوست و امعا و احشا  شسته و سرزنی هایماه
 ٣) چرخ و پس از متریلیم٣ها با چرخ گوشت (با قطر سوراخ فیله

دقیقه  ١٥به مدت  g٧٠٠٠، در دور C٤°وشو با آب سرد بار شست
 ٦٠، (BSGH50) ٥٠های دمای یفیوژ شدند. آبکافتهسانتر

(BSGH60) ،٧٠ (BSGH70)  ٨٠و (BSGH80)  گرم ۸در سطح
گرم ۸( سوربیتولساکاروز+گرم خمیر شسته شدند و همچنین ۱۰۰در 
 -C١٨°در دمای  هانمونه) نیز اضافه شد. شدهگرم خمیر شسته۱۰۰در 

ساعت  ١٨شامل  انجمادزدایی  -انجماد چرخه ٦و در معرض منجمد 
. آزمایشات [13]قرار گرفتند C٤°در  ساعت انجمادزدایی ٦انجماد و 
  انجام شدند. ٦و  ٣های صفر، در سیکل
  (TBARS) اسیدتیوباربیتوریکی ترکیبات واکنشی ر یگاندازه

 [20]آستو  بواگه روشترکیبات ثانویه اکسیداسیون چربی به 
ها در طول موج نمونهی شدند. پس از واکنش، جذب ر یگاندازه
گرم مالون در آلدهید بر خوانده و نتیجه بر حسب میلی نانومتر٥٣٢

  کیلوگرم بیان شد.
  ی سولفیدریل کلهاگروهی مقدار ر یگاندازه

ها با ی شد. جذب نمونهر یگاندازه [21]المنسولفیدریل کل به روش 
دقیقه) در طول  ١٥(  C٤٠°پس از نگهداری در دمای  DTNBمحلول 

های سولفیدریل بر حسب نانومتر خوانده شد. مقدار گروه٤١٢موج 
  میکرومول در گرم بیان شد.

  ی سطحز یگرآبی ر یگاندازهاستخراج اکتومیوزین و 
و  ولبنجاک روش بهابتدا اکتومیوزین  ی سطحز یگرآبرای سنجش ب

و  چلههبه روش ی سطح ز یگرآباستخراج و سپس  [22]همکاران
میکرولیتر ٢٠٠اکتومیوزین با  تریلیلیم١گیری شد. اندازه [23]همکاران
دقیقه به هم زده و سپس در دور  ١٠به مدت  بلوبروموفنولمحلول 

سانتریفیوژ شد.  C٤°دقیقه در دمای  ١٥به مدت در دقیقه هزار ٢
مخلوط و جذب در  ١به  ١با بافر فسفات به نسبت  مایع روماند

  نانومتر خوانده شد.٥٩٥

  تجزیه و تحلیل آماری
 هاداری دادهبرای آنالیز آماری استفاده و معنی 16	SPSS افزاراز نرم

 آنالیز واریانس دوطرفه با آزمون) >٠٥/٠p( %٩٥در سطح اطمینان 
	.دانکن مشخص شدها با آزمون چنددامنه و تفاوت میانگینبررسی 

  

  هایافته
دقیقه اول به بیشترین  ۳۰ها طی درجه آبکافت در تمامی نمونه

ساعت ادامه  ۳ملایمی تا  سپس با شیب افزایشیمیزان خود رسید. 
یافت. بالاترین درجه آبکافت مربوط به آبکافته تولیدشده از استخراج 

 تفاوت چندانیها بود ولی بین سایر آبکافته C۸۰°ژلاتین در دمای 
  ).۱مشاهده نشد (نمودار 
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ماهی حاصل از درجه حرارت متفاوت روند آبکافت ژلاتین پوست فیل) ١نمودار 

 ١٨٠آنزیم به پروتئین) برای مدت زمان  %٥استخراج با استفاده از آنزیم آلکالاز (
  دقیقه

  
)، %١٠/٥-٠٦/٧)، پرولین (%٦٧/٢١-٧٢/٢٤های آمینه گلیسین (اسید

-٠٧/٨) و آرژنین (%٥٩/٨-٩٢/٩)، آلانین (%٦٩/٩-٠٣/١١گلوتامین (
. )١اند (جدول بودهها ها در آبکافتهبیشترین اسیدآمینه) %٦٩/٦

 هایافزایش درجه حرارت استخراج ژلاتین سبب کاهش اغلب اسید
، آرژنین، گلیسین، گلوتامین، والین و متیونین آسپاراژینآمینه چون 

که البته این شد  C۸۰°و  ۷۰ها در دماهای خصوص در آبکافتهبه
های ژلاتین، تیروزین، در آبکافته). <۰۵/۰p( دار نبودکاهش معنی

هیستیدین و متیونین کمترین درصد را شامل شده بودند (جدول 
١.(  

ها و درصد هر یک از اجزای کولی پپتیدکروماتوگرام دامنه وزن مول
ن های مختلف ژلاتیپپتیدی با اوزان مولکولی مختلف در آبکافته

، در آبکافته SEC‐HPLC). طبق آنالیز ٢؛ جدول ٢تعیین شد(نمودار 
پپتیدها (با وزن مولکولی کمتر پپتیدها و تریدی، درصد C۶۰°دمای 

ها بیشتر از سایر نمونه %٠١/٢تا  ٨٥/٠کیلودالتون) به میزان ٥/٠از 
. پپتیدهای با وزن )<٠٥/٠pدار نبود (بود که البته این تفاوت معنی

ها را شامل کل پپتید %٣/٠دالتون کمتر از ٣٠٠٠مولکولی بالاتر از 
کیلودالتون بین ١شده بودند. پپتیدهای با وزن مولکولی بیشتر از 

 (دقیقه)زمان هیدرولیز 
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ه و کمترین ها بودکل اجزای پپتیدی در آبکافته %٥٩/٩تا  ٨٨/٨
؛ ٢استخراج ژلاتین بود (نمودار  C٦٠°میزان مربوط به آبکافته دمای 

  ).٢جدول 
ها تحت تاثیر دمای استخراج ژلاتین فعالیت ضداکسایشی آبکافته

طوری که با افزایش دمای استخراج، فعالیت مهار قرار گرفت. به
تفاوتی در فعالیت  ).>٠٥/٠pهای آزاد کمتر بود (رادیکال
های در مهار رادیکال C٨٠°و  ٥٠های دمای سایشی آبکافتهضداک
ABTS ) ۰۵/۰مشاهده نشدp> در آبکافته دمای ). ولی°C٦٠ 

، ABTSاستخراج ژلاتین، فعالیت مهار رادیکال کاتیونی 
ا بود هکنندگی بالاتر از سایر نمونههیدروکسیل و توانایی شلاته

  ).>۰۵/۰p؛ ۳(جدول 
های سولفیدریل ، گروهTBARSر تشکیل های مختلف باثر آبکافته

 سیکل ۶و  ۳پس از کپور معمولی خمیر ی سطح ز یگرآبکل و 
در دماهای بالاتر استخراج ژلاتین، یی ارزیابی شد. انجمادزدا -انجماد

های سولفیدریل کل ها در جلوگیری از کاهش گروهتوانایی آبکافته
 TBARS)، ولی بر >٠٥/٠p(کاهش نشان داد  ۶و  ۳در هر دو سیکل 

	).>٠٥/٠p؛ ٣؛ نمودار ٤(جدول تاثیر نداشت ی سطح ز یگرآبو 
  

آبکافته ژلاتین حاصل از درجه گرم) ۱۰۰ترکیب اسیدهای آمینه (گرم در ) ۱جدول 
  های متفاوت استخراجحرارت

  اسیدهای آمینه
	(C°)دمای استخراج 

٨٠  ٧٠  ٦٠  ٥٠  
  ٥٠/٥  ٨٤/٥  ٢٣/٦  ١٢/٦	(Asp)آسپاراژین 
  ٩٦/٩  ٣٤/١٠  ٠٣/١١  ٨٧/١٠	(Glu) گلوتامین
  ٤١/٣  ٤١/٣  ٦٧/٣  ٢٢/٣	(Ser) سرین

  ٧٩/٠  ٨٩/٠  ٩٦/٠  ٩١/٠	(His) هیستیدین
  ٦٧/٢١  ١٣/٢٣  ٧٢/٢٤  ٠١/٢٤	(Gly) گلیسین

  ١٣/٢  ٢٨/٢  ٤١/٢  ٣٣/٢	(Thr)رئونین ت
  ٦٩/٦  ٦٤/٧  ٠٧/٨  ٦٦/٧	(Arg) آرژنین
  ٥٩/٨  ٢٣/٩  ٩٢/٩  ٨٤/٩	(Ala) آلانین
  ٣٣/٠  ٤٣/٠  ٥٣/٠  ٥٠/٠	(Asp) تیروزین
  ٧٣/١  ٠٢/٢  ٠٤/٢  ٠٠/٢	(Cys) سیستئین
  ٥٠/٢  ٦٤/٢  ٨٢/٢  ٧٠/٢	(Val) والین
  ٨٩/٠  ٠٥/١  ٢٦/١  ١١/١	(Met) ونینتیم

  ٨٧/١  ٢  ١٧/٢  ٠٣/٢	(Phe) آلانینفنیل
  ٢٦/١  ٣٤/١  ٤٤/١  ٣٥/١	(Ile) ایزولوسین
  ٨٧/١  ٩٩/١  ١٢/٢  ١٠/٢	(Leu) لوسین
  ٢٧/٣  ٤٥/٣  ٦٣/٣  ٥٥/٣	(Lys) لیزین
  ٩٢/٦  ١/٥  ٠٦/٧  ٩٨/٦	(Pro) پرولین

  

  (الف)

  

  (ب)

  

  (ج)

  

  (د)

  
  C٨٠°و د)  ٧٠، ج) ٦٠، ب) ٥٠شده در دماهای الف) در آبکافته ژلاتین استخراج SEC‐HPLCتوسط کروماتوگرام دامنه وزن مولکولی پپتیدها (دالتون) ) ۲نمودار 
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   ۱۳۹۸ تابستان، ۳، شماره ۸دوره                                                                                                                                                                علوم و فنون شیلاتپژوهشی  -نامه علمیفصل

  های ژلاتین پوستاوزان مولکولی مختلف در آبکافتهدرصد هر یک از اجزای پپتیدی با ) ٢جدول 
دامنه وزن مولکولی پپتیدها 

  (کیلودالتون)
  (C°)دمای استخراج 

٨٠ ٧٠ ٦٠ ٥٠ 
٠٥/٠ >	١٥/٦٦  ٨٥/٦٦  ٧/٦٧  ٦٩/٦٥  
٨١/٢٤  ٠٣/٢٤  ٤٣/٢٣  ٧١/٢٤  ٠٥/٠-١  

<١	٠٤/٩  ١١/٩  ٨٨/٨  ٥٩/٩  
  

  لیترگرم در میلیمیلی٥در غلظت های ژلاتین نتایج فعالیت ضداکسایشی آبکافته) ٣جدول 

  (C°)دمای استخراج 
 ABTSفعالیت مهار رادیکال کاتیون 

  (درصد)
فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل 

  (درصد)
کنندگی یون فلزی فعالیت شلاته

  (درصد)
٥٠  b١٢/٥٨±٩/٠  b٣٦/٦٦±٤٤/٠  a١٢/٧٦±٠٠/٢٠  
٦٠  ab١٥/٦٣±٦٥/٠  ab٢٠/٧٤±٥٤/٠  a٠٥/٨٠±١١/٠  
٧٠  b١٣/٥٤±١٧/٢  ab١٥/٧١±٢٥/٠  a٢٠/٧٨±١٤/١  
٨٠  b٧٨/٥٦±٠٢/١  b١٨/٥٨±١٠/٠  b٣٥/٧٠±٧٨/٠  

  هستند. مختلف هایردیف و هاستون بین هاینمونه بین داریمعنی دهنده تفاوتحروف ذکرشده در انتهای اعداد نشان

  
	ییانجمادزدا -انجماد سیکل ۶و  ۳آبکافته و ساکارز+سوربیتول پس از  گرم١٠٠گرم در ٨کپور معمولی حاوی  عضلهگریزی سطح آب نتایج) ٤جدول 

  نمونه
  ییانجمادزداو  انجمادچرخه 

  ٦  ٣  صفر
  ٥١/٠±b٠٩/٠  ٦٤/٠±a٠٥/٠  ٣٦/٠±c٠١/٠  کنترل

  ١٧/٠±ef٠٢/٠  ٤١/٠±c٠١/٠  ٢٦/٠±de٠١/٠  سوربیتول -ساکارز
  ٢٠/٠±def٠٤/٠  ١٩/٠±def٠١/٠  ٢٥/٠±def٠٧/٠  ٥٠ -ژلاتین هیدرولیز
  ١٨/٠±def٠٤/٠  ٢٠/٠±def٠٢/٠  ١٨/٠±def٠٢/٠  ٦٠ -ژلاتین هیدرولیز
  ٢٠/٠±def٠٥/٠  ٣٥/٠±c٠٣/٠  ٢٠/٠±def٠٥/٠  ٧٠ -ژلاتین هیدرولیز
  ١٦/٠±f٠١/٠  ٣٧/٠±c٠٢/٠  ٢٧/٠±d٠٢/٠	٨٠ -ژلاتین هیدرولیز

  هستند. مختلف هایردیف و هاستون بین هاینمونه بین داریمعنی دهنده تفاوتحروف ذکرشده در انتهای اعداد نشان
  

 

	
 سیکل ۶و  ۳آبکافته و ساکارز+سوربیتول پس از  گرم١٠٠گرم در ٨کپور معمولی حاوی عضله های سولفیدریل کل (ب) ترکیبات ثانویه اکسیداسیون (الف) و گروه) ۳نمودار 
  ییانجمادزدا -انجماد
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  بحث
دقیقه اول افزایش تندی داشت و سپس به  ٣٠درجه هیدرولیز طی 

آهستگی ادامه یافت. این امر نشان داد که پروتئین به پپتیدهای 
های مختلف شکسته شده است. با این وجود کندشدن با اندازه

شدن مناطق قابل دقیقه به دلایلی چون کم ٣٠آبکافت پس از 
گیری ترکیبات زیم و شکلآبکافت در پروتئین، خودهضمی آن

  .[24]بازدارنده فعالیت آنزیم کند شد
نتیجه آنالیز دامنه وزن مولکولی پپتیدهای آبکافته ژلاتین نشان داد 

 پپتیدها،های مختلف پپتیدی شامل پلیها از گروهکه آبکافته
زاد های آمینه آپپتیدها و اسیدپپتیدها و تریاولیگوپپتیدها، دی

 %٩٣/٠شامل استخراج ژلاتین،  C۵۰°دمای  . آبکافتهاندتشکیل یافته
پپتید و پپتید و تریدی %٢٣/٥٢اولیگوپپتید،  %٣٧/٣٣پپتید، پلی
 ٣یا  ٢های با ی آمینه آزاد بوده است. پپتیددهایاس %٤٦/١٣

شکیل ها ترا در تمامی آبکافته دهایپپتاسیدآمینه بیشترین درصد 
استخراج ژلاتین، دامنه وزن  داده بودند. با افزایش درجه حرارت

، C۶۰°دمای مولکولی پپتیدها تغییرات اندکی نشان داد. در 
کیلودالتون نسبت به ۱و بالاتر از  ۱تا  ۵/۰پپتیدهای با وزن مولکولی 

ها کمتر و در عوض درصد پپتیدهای کمتر از سایر آبکافته
ایش ز افبیشتر بوده است. از سویی دیگر،  %۲تا  ۱کیلودالتون بین ۵/۰

آمینه  هایبیشتر دمای استخراج ژلاتین منجر به افزایش درصد اسید
دالتون بوده ٤٣٧تا  ٤٢٧ها بین نشد. متوسط وزن مولکولی آبکافته

است. همچنین متوسط وزن مولکولی پپتیدهای کلاژن آبکافته 
پوست ماهی آلاسکا پولاک تولیدشده توسط آنزیم تریپسین در حدود 

این  .[19]که با نتایج این مطالعه مطابقت دارد دالتون گزارش شد٥٠٠
ی هانتیجه نشان داد که پس از واکنش ژلاتین با آلکالاز، زنجیره

پپتید در ژلاتین شکسته و پپتیدهایی با اندازه مختلف تولید پلی
شدند. مطالعات پیشین نشان دادند که اندازه پپتیدها یکی از عوامل 

  .[10	,7]است هاایشی آنمهم تاثیرگذار بر فعالیت ضداکس
عملکرد آبکافته پروتئین که حاوی پپتید است عمدتاً به ترکیب 

مشخص  ۱طور که در جدول همان .[10]اسیدآمینه آن بستگی دارد
، آرژنین، گلوتامین، گلیسین، آلانین و پرولین است آسپاراژین

ها بودند. مقایسه ترکیب های آمینه در نمونهترین اسیدعمده
ی آمینه آزاد چهار نمونه آبکافته نشان داد که اختلاف دهایاس

افزایش درجه حرارت استخراج ها وجود نداشت. محسوسی بین نمونه
آرژنین، گلیسین، ، آسپاراژیندار ژلاتین سبب کاهش غیرمعنی
 ۷۰ها در دماهای خصوص در آبکافتهگلوتامین، والین و متیونین به

دآمینه سیستئین در ترکیب همچنین مقدار کمی اسیشد.  C۸۰°و 
های علت وجود پروتئینتواند بهها وجود داشت که میآبکافته

 .[17]های استروما باشدغیرکلاژنی به شکل ناخالصی مانند پروتئین
با افزایش دمای استخراج ژلاتین  [17]و همکاران ناگاراجاندر مطالعه 

 پرولین)ها (پرولین و هیدروکسی، میزان ایمینواسیدC٨٠°به  ٥٠از 
شده از پوست اسکوئید کاهش یافت و این در ژلاتین استخراج

پرولین بوده است ولی تغییری دلیل کاهش هیدروکسیکاهش به
 C٧٠°در میزان پرولین مشاهده نشد. در این مطالعه آبکافته دمای 

جود تیروزین، متیونین، دارای کمترین میزان پرولین بوده است. و
هیستیدین و لیزین به میزان زیادی بر فعالیت ضداکسایشی 

پپتید  -وجود تیروزین در ترکیب دی .[10]گذاردها تاثیر میپپتید
ریلا تیروزین آبکافته پروتئین دانه پ -آلانینلوسین و فنیل -تیروزین

سیدآمینه میزان ا .[25]های آزاد آن موثر بودبر فعالیت مهار رادیکال
گرم بوده است. هیستیدین با ١٠٠گرم در ١تا  ٨/٠هیستیدین بین 

ایجاد کرده است و از کاهش  کمپلکسهای فلزی پرواکسایشی یون
آن که برای القای اکسایش چربی ضروری است،  ٢به فرم  ٣آهن

و گلوتامین نیز  آسپاراژینهای آمینه اسید .[26]کندجلوگیری می
های های اضافی که در زمان واکنش با رادیکالدلیل وجود الکترونبه

توانند اهدا شوند، نقش مهمی بر فعالیت ضداکسایشی آزاد می
ها، در رابطه با فعالیت ضداکسایشی آبکافته .[27]گذارندپپتیدها می

های آزاد کاهش با افزایش دمای استخراج، فعالیت مهار رادیکال
 C٨٠°و  ٥٠های دمای افتهیافت. تفاوتی در فعالیت ضداکسایشی آبک

در آبکافته دمای مشاهده نشد، ولی  ABTSهای در مهار رادیکال
°Cاستخراج ژلاتین، فعالیت مهار رادیکال کاتیونی  ٦٠ABTS ،

ا بود. در هکنندگی بالاتر از سایر نمونههیدروکسیل و توانایی شلاته
ه بهای کربوکسیل) پپتیدهای کوچک اندازه نسبت بار منفی (گروه

وزن در مقایسه با پپتیدهای بزرگتر بیشتر است که این امر سبب 
های فلزی کمپلکس ایجاد کنند. طور موثرتری با یونشود تا بهمی

های فلزی برای این حالت سبب کاهش در دسترسی یون
  .[10	,6]شودهای شیمیایی خصوصاً اکسایش چربی میواکنش

 
 

پروتئین ماهی را در خمیر مطالعات متعددی نقش حفاظتی آبکافته 
وان عنشده (سوریمی) منجمد گوشت ماهی بهنشده و شستهشسته
در گوشت ماهی  .28]‐[30های حد واسط شیلاتی نشان دادندفرآورده

انجمادزدایی میزان  -انجماد ٦و  ٣های در نمونه کنترل در چرخه
TBARS ه دمای آبکافت به استثنایها افزایش یافت. کلیه آبکافته

°Cتوانستند مقدار  ٥٠TBARS را در زمان نگهداری کاهش دهند .
 -آلانین -پرولین دیتتراپپت که کردند گزارش [13]همکاران و نیکو

 یماهتاس پوست ژلاتین آبکافته )دالتون۹۹/۴۰۵( تیروزین -گلیسین
 بود. ژاپنی باسسی ماهی مینس مدل در TBARS کاهش به قادر آمور

 خراجاست بالاتر دماهای در کل سولفیدریل هایگروه تغییر با رابطه در

 دریلسولفی هایگروه کاهش از جلوگیری در هاآبکافته توانایی ژلاتین،

حاوی  نمونه کل سولفیدریل هایگروه حال این با یافت. کاهش
 ٦ا حد زیادی پس از و ساکاروز+سوربیتول ت C٦٠°آبکافته دمای 
انجمادزدایی حفظ شد. کاهش در گروه سولفیدریل  -سیکل انجماد

ولفیدریل گروه س ایشاز طریق اکس دیسولفیدتشکیل پیوند  لیدلبه
و  کارنجان اپراتوم. [31]است دیسولفیدی هاگروهو یا تبادلات 

گزارش کردند که آبکافته ژلاتین یونیکورن لترجکت  [32]بنجاکول
ی فلزی هاونکردن یی آزاد و شلاتههاکالیراد مهاراز طریق  واندتیم

ا فعالیت این نتایج ب .پروتئین شود افتادن واسرشتیتعویقسبب به
ژلاتین مطابقت دارد. البته  C٦٠°دمای ضداکسایشی بالاتر آبکافته 

اکسایش چربی و پروتئین الگوی مشابهی از لحاظ درجه حرارت 
شده حاوی ژلاتین طوری که خمیر شستهاستخراج نشان نداد، به
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بیشتر و همزمان  اسیدتیوباربیتوریکدارای  C٦٠°دمای هیدرولیز 
د و وها بهای سولفیدریل کل آن نیز بیشتر از سایر نمونهمقدار گروه

های ژلاتین هیدرولیز حاصل از دماهای بالاتر استخراج برعکس نمونه
سیکل انجماد و  ۶) اکسایش چربی کمتری پس از C۸۰°و  ۷۰(

اکتومیوزین نشان داد که ی سطح ز یگرآبانجمادزدایی نشان دادند. 
انجمادزدایی کمترین  -انجماد ٦ها پس از سیکل خمیر حاوی آبکافته

ی ز یگرآبرا نشان داده است و بیشترین مقدار ح ی سطز یگرآبمقدار 
در نمونه کنترل مشاهده شد. در اکتومیوزین سوریمی سیم سطح 
گریزی سطح با افزایش سیکل انجماد و انجمادزدایی نخی نیز آبدم

گریزی افزایش نشان داد و در سوریمی بدون ژلاتین هیدرولیز آب
هیدرولیز با درجه  ها بود و ژلاتینسطح بیشتر از سایر نمونه

توانایی بالاتری برای جلوگیری از واسرشتی  %١٠هیدرولیز 
دوستی های ژلاتین با ویژگی آبآبکافته .[16]اکتومیوزین داشت

 -دوستیکنش آببالای خود احتمالاً با اکتومیوزین از طریق برهم
دوست اکتومیوزین ناحیه آب دوستی واکنش دهند. درنتیجهآب

گریزی سطحی کاهش گیرد و آبقرار می بیشتر در معرض
ی یخ و افزایش قدرت یونی در زمان هاستالیکرتشکیل  .[22]یابدمی

یی ناشی از واسرشت میوزین و اختلال در انجمادزدا -انجماد
  .[28]اکتومیوزین است

  

  گیرینتیجه
ماهی پرورشی ژلاتین استخراج شد. در مطالعه حاضر، از پوست فیل
های آبکافته ژلاتین از لحاظ ترکیب اختلاف محسوسی بین نمونه

اسیدآمینه و پروفیل پپتیدی تحت تاثیر دمای استخراج ژلاتین 
استخراج ژلاتین، مقدار  C۶۰°مشاهده نشد. در درجه حرارت 

کیلودالتون) اندکی بیشتر بود و ۵/۰اندازه (کمتر از های کوچکپپتید
میزان اسیدآمینه بیشتری در ترکیب اسیدآمینه مشاهده شد. این 

های آزاد نیز اثر داشت. در رابطه امر تا حدی بر فعالیت مهار رادیکال
شده، اکسایش چربی و پروتئین الگوی یکسانی از با مدل بررسی

که خمیر  طوریلحاظ درجه حرارت استخراج نشان ندادند، به
دارای  C۶۰°شده حاوی ژلاتین هیدرولیز دمای شسته

ل کل های سولفیدریبیشتر و همزمان مقدار گروه اسیدتیوباربیتوریک
های ژلاتین ها بود و برعکس نمونهآن نیز بیشتر از سایر نمونه

) اکسایش C۸۰°و  ۷۰هیدرولیز حاصل از دماهای بالاتر استخراج (
سیکل انجماد و انجمادزدایی نشان دادند.  ۶چربی کمتری پس از 
عالیت ها و فرسد دمای استخراج ژلاتین بر ویژگیبنابراین به نظر می
ها اثری نداشته است و از این لحاظ در دامنه ضداکسایشی آبکافته

شده قابل استخراج باشد. ولی با درنظرگرفتن انرژی دمایی بررسی
نیاز در درجه حرارت بالاتر استخراج و احتمال اثر دمای بالا بر مورد 
از لحاظ صنعتی  C۶۰°و  ۵۰های حسی و رنگ ژلاتین، دماهای ویژگی

	تر است.به نظر مناسب
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