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 چکـــیده  نوع مقـاله

توسط آنزیم آلکالاز با  (Leiognathus bindus)در این تحقیق، در ابتدا ماهی پنجزاري باله نارنجی   مقاله پژوهشی اصیل
گیري ساعت اندازه 5دقیقه هیدرولیز و درجه هیدرولیز طی  300به مدت  100:1نسبت آنزیم به سوبستراي 

 10، 3هاي هاي الترافیلتر با وزندقیقه هیدرولیز توسط غشا 240چنین نمونه هیدرولیز شده در زمان شد. هم
اکسیدانی )مهارکنندگی دست آمد. در ادامه، خاصیت ضدبه جزء پپتیدي 4کیلودالتون جداسازي شد و  30و 

چنین هاي مختلف هیدرولیز و هم( پروتئین هیدرولیز شده در زمانABTSو  DPPHهاي آزاد رادیکال
دقیقه پس از هیدرولیز بالاترین میزان  240گیري شد. درجه هیدرولیز در زمان هاي پپتیدي اندازهفراکسیون

پروتئین هیدرولیز شده ماهی داراي مقدار بالایی از اسیدهاي  (.%43/55 ±11/2) دادرا به خود اختصاص 
 DPPHباشند. نتایج مهار رادیکال که عامل ایجاد خاصیت ضداکسیدانی می (%6/50بود ) گریزآمینه آب

 (.%59/75 ±46/1دقیقه هیدرولیز مشاهده شد ) 240کنندگی در زمان نیز نشان داد که بالاترین میزان مهار
کیلودالتون داراي خاصیت مهارکنندگی بالاتري نسبت به سایر  3-10چنین، جزء پپتیدي با وزن مولکولی هم

بر اساس میزان مهار رادیکال آزاد  (.لیترگرم بر میلیمیلی 5در غلظت  %58/80 ±96/2ها بود )فراکسیون
ABTS ،گزارش شد.  %54/50 ±63/0هیدرولیز با میزان دقیقه  240کنندگی در زمان بالاترین میزان مهار

داري کیلودالتون به طور معنی 3-10چنین در بین همه اجزاي پپتیدي، جزء پپتیدي با وزن مولکولی هم
 %58/84 ±44/0کنندگی داراي قدرت مهارکنندگی بالاتري نسبت به سایر اجزاي پپتیدي بود )درصد مهار

نتایج این بررسی نشان داد که پپتیدهاي حاصل از هیدرولیز آنزیمی . لیتر(گرم بر میلیمیلی 5در غلظت 
تواند به عنوان یک ضداکسیدان طبیعی در فرمولاسیون غذاداروها مورد ماهی پنجزاري باله نارنجی می

 استفاده واقع گردد.
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 مقدمه

ی و هاي مرتبط با رژیم غذایجهت رفع گرسنگی و عرضه مواد مغذي ضروري به انسان بلکه براي جلوگیري از بیماري امروزه، مواد غذایی نه تنها

( اجزاي رژیم غذایی هستند که به طور طبیعی در Pharmafoodsغذاداروها ) .شوندکنندگان مصرف میافزایش سلامت جسمی و روانی مصرف

هاي غذایی و غذاهاي در چند دهه گذشته،  استفاده از غذاداروها، مکمل. [1]باشند لامتی و پزشکی میشوند و داراي مزایاي سغذاها یافت می

 ها، محبوبیت قابل توجهی را در سطح جهانی پیدا کرده است.کارکردي به دلیل افزایش علاقه به محصولات طبیعی و مزایاي بالقوه سلامتی آن
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خواص درمانی غذاداروها . [2]دهند تري را ارائه میسمیت کم عمدتاًمصنوعی،  منشاءعلاوه بر این، محصولات طبیعی در مقایسه با محصولات با 

ه عمدتا به دهند کمیکروب و موارد دیگر را ارائه میاکسیدان، ضدهیپوکلسترولمیک، ضد فشار خون ودیابت، ضدشماري از جمله فعالیت ضدبی

ها به طور معمول در ها و فیبراکسیدانضدها، ، ویتامین3-هاي امگامانند روغناگرچه این ترکیبات . [3] شودها نسبت داده میترکیب شیمیایی آن

از  .دشونمیها از لحاظ فیزیولوژي موثر بوده و موجب اثرات مفید سلامتی در انسان شوند، اما این غلظتهاي پایین به غذاها اضافه میغلظت

را  اي از ترکیبات طبیعیها پوشیده شده است، تنوع گسترده جانوران دریایی، منبع غنیاز سطح جهان توسط اقیانوس %70جایی که بیش از آن

تنی بر بفعال جدیدي پیدا کرده است که براي کاربردهاي مختلف مهاي بر پایه دریا، ترکیبات زیستتحقیقات در مورد مولکولدهد. ارائه می

حال، تنها بخش کوچکی از فعال از منابع دریایی استخراج شده است، با اینترکیب زیست 20000تا به حال بیش از . [4] غذاداروها مناسب است

میلیارد  10از  شده از دریا بیش، بازار جهانی ترکیبات مشتق2018اند. در سال ها به طور کامل مطالعه و تا حدي مورد بهره برداري قرار گرفتهنآ

جایی از آن .[5]( برسد 2025-2019هاي میلیارد دلار )طی سال 22به  %3/11با نرخ رشد سالانه  2025رود تا سال دلار آمریکا بود که انتظار می

مختلفی  گیرند، انواعمیکنند و در معرض شرایط سخت مانند شوري، فشار، دما و نور قرار هاي پیچیده زندگی میکه موجودات دریایی در زیستگاه

ها اکسیدانضد و فعالهاي زیستها، پپتیدها، آنزیمساکاریدها و مواد معدنی، پلینشده، ویتامینهاي ثانویه شامل اسیدهاي چرب اشباعاز متابولیت

کنند زیرا از بدن در برابر گونهن ایفا مینقش مهمی در تغذیه و سلامت انسا هااکسیدانضد. [6] شوندکنند که در جاهاي دیگر یافت نمیتولید می

عامل بسیاري   ROSکنند.محافظت میهاي هیدروکسیل و پراکسید هیدروژن هاي سوپراکسید، رادیکالمانند آنیون فعال (ROS) هاي اکسیژن

علاقه رو  امروزه،. [7]باشد عروقی، آب مروارید، اختلالات نورودژنراتیو و پیري میهاي قلبیهاي مختلف، از جمله سرطان، دیابت، بیمارياز بیماري

 با عوارض سلامتی ارائه مزایاي داراي زیرا دارد طبیعی با منشاء غذایی وجود هاياکسیدانضد با مصنوعی هاياکسیدانضد جایگزینی در رشدي به

پپتیدهایی که داراي . [8]عمل کنند  زاسرطان و زاجهش عوامل عنوان به است ممکن مصنوعی هاياکسیدانچنین ضدباشند، هممی کم جانبی

 .[9]اکسیدانی هستند ممکن است به عنوان ترکیبات کاربردي براي افزایش ایمنی و ماندگاري مواد غذایی عمل کنند فعالیت ضد

و داراي الگوي  درخشانهاي کوچک شوند، ماهیشناخته می Slipmouths یا Ponyfishes که معمولا به نام  Leiognathidaeهايگونه

 51جنس و  10این خانواده شامل  .[10]شوند می اقیانوس آرام و هند مشاهده هايباشند که در نزدیکی ساحل و در آبمی schoolingشناي 

 16)به ندرت بیشتر از ها داراي ابعاد کوچک تا متوسط باشند. آنهاي دریایی مناطق گرمسیري و نیمه گرمسیري پراکنده میاست که در آب گونه

و  Leiognathidaeجزو خانواده کوچک  )Leiognathus bindus(نارنجی ماهی پنجزاري باله. [11]باشند متر( و فرم دهان کشیده میسانتی

از صید جانبی در خلیج فارس را به  %55شود و این گونه در خلیج فارس و قسمت غربی دریاي عمان یافت میباشد. میشکلان راسته سوف ماهی

تور ترال  هاي کوچک هستند و معمولا به عنوان صید ضمنی دردر خلیج فارس داراي اندازه Ponyfish هاياکثر گونه .[12]دهد خود اختصاص می

و نیز پپتیدهاي  شدهمانند پروتئین هیدرولیز  افزوده بـا ارزش ترکیباتتولید  .[10]د شونبراي تولید آرد ماهی استفاده می اًدام افتاده و اکثر به

توجه  اًاخیر. [13]د تواند راه را براي استفاده کامل از این گونه هموار ساز، میفعال از این گونه به دلیل کوچک بودن و فقدان ارزش تجاريزیست

ها براي پوستان و اسفنجمختلف دریایی از جمله ماهی، جلبک، سخت موجوداتفعال از ها و پپتیدهاي زیستدست آوردن پروتئینزیادي جهت به

یی جدید و کارآمد هاي داروانداز جدیدي را براي پیشرفتبه تازگی پپتیدهاي دریایی چشم. [14]دارویی شده است کاربردهاي آرایشی بهداشتی و غذا

کننده سیستم ایمنی، میکروبی، تنظیماکسیدانی، ضدهاي ضدداراي عملکرد( آمینهاسید 2-20حاوي)فعال پپتیدهاي زیست .[15]اند باز کرده

در . [17] ودشتعیین میها بر اساس توالی و ترکیب اسیدهاي آمینه هاي زیستی آنفعالیت. [16]باشند فشار خون میدیابت و ضدسرطانی، ضدضد

 بررسی چنینهم و فعالهایی با ارزش اقتصادي پایین، جهت بازیابی پپتیدهاي زیستاستفاده از گونه درمورد مطالعات متعددي هاي اخیر،سال

اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده فعالیت ضد، [18]و همکاران  Yarnpakdeeدر مطالعه اي توسط . است شده انجام هاخاصیت ضداکسیدانی آن

پروتئین هیدرولیز شده توسط پروتئازهاي آلکالاز، فلاورزیم،  مرحله هیدرولیز ارزیابی شد. 2طی  (Oreochromis niloticus)ماهی تیلاپیاي نیل 

نیز افزایش یافت. در بین تمام ترکیبات هیدرولیز  اکسیدانیعالیت ضد، فدرصد 40پروتامکس و پاپائین هیدرولیز شد. با افزایش درجه هیدرولیز تا 
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زمانی که این نمونه توسط  .بالاترین فعالیت ضداکسیدانی را نشان داد درصد 40با میزان درجه هیدرولیز  شده، نمونه هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز

را براي کنندگی فلزات( و فعالیت چلاته ABTS)رادیکال آزاد اکسیدانی پاپائین هیدرولیز شد، ترکیب هیدرولیز شده حاصل بالاترین فعالیت ضد

ي گریز بود و اسیدهاهاي آبپروفایل اسید آمینه پروتئین هیدرولیز شده حاوي مقدار زیادي اسید آمینه .هاي آزمایش شده نشان دادتمام سنجش

گوشت  ،[19]و همکاران  Bordbar دهاي آمینه غالب حضور داشتند.آمینه گلوتامیک/ گلوتامین، لیزین و اسید آسپارتیک/ آسپاراژین به عنوان اسی

ساعت هیدرولیز کرده و خواص ضداکسیدانی آن را تعیین کردند. ترکیب  8را توسط آنزیم آلکالاز طی  (Actinopyga lecanora)سنگ ماهی 

DPPH (-1-diphenyl-2,2هاي آزاد لیتر جهت مهار رادیکالگرم بر میلیمیلی 33/0و  5/0به ترتیب  50ICبه دست آمده داراي میزان 

picrylhydrazyl ) وABTS (sulphonic acid)-6-ethylbenzothiazoline-bis(3-azino-2,2' ) .اي توسط در مطالعهبود

Vázquez  ضایعات کفشک ماهی [20]و همکاران ،)(Scophthalmus maximus ت هیدرولیز آنزیمی با آلکالاز قرار گرفته و خاصیت حت

(، محتواي %37-30( درجه هیدرولیز قابل توجه )%83 )بالاتر از پذیريعملکرد بالایی از لحاظ هضمها اکسیدانی آن بررسی شد. تمام نمونهضد

ارد هاي ضداکسیدانی در همه موفعالیت ز خود به نمایش گذاشتند.گرم در لیتر( و پروفایل عالی اسید آمینه را ا 62بالاي پروتئین محلول )بالاتر از 

به  ABTSو  DPPHها، نمونه هیدرولیز امعا و احشا بالاترین میزان را دارا بود )مهار رادیکال آزاد مورد بررسی قرار گرفت و در میان همه نمونه

نمونه هیدرولیز امعا و احشا داراي بالاترین محتواي پپتیدهاي بالاي  (. توزیع اندازه پپتید نشان داد کهμg BHT/mL 12/ 81و  %15/65ترتیب 

کمان تخلیص آلاي رنگین، اجزاي پپتیدي را از ژلاتین پوست ماهی قزل[21]و همکاران  Ramezanzade. است دالتون 200و زیر  دالتون 1000

تر با لهاي الترافیپپتیدي توسط لوله ءجز 4را سنجش کردند. ( ABTSو  DPPHهاي آزاد کرده و خواص ضداکسیدانی آن )شامل مهار رادیکال

  Gly ،Pro ،Ala،Hyp کیلودالتون10-30 ءاسیدهاي آمینه آزاد غالب در جز دست آمد.کیلودالتون به 30و  10-30 3-10، 3هاي کمتر از وزن

رولیز شده فعالیت ضداکسیدانی بالایی را نشان دادند. علاوه همه اجزاي پپتیدي و پروتئین هید .بود %5/61گریز بوده و میزان کل اسید آمینه آب

 10،غلظت  %7/74 و %7/67) را  نشان داد  ABTSو DPPH هاي آزادکیلودالتون بالاترین فعالیت مهار رادیکال 10-30 فراکسیونبر این، 

هاي خلیج از کل صید جانبی آب %55شود )شامل می هرچند ماهی پنجزاي باله نارنجی، بخش بزرگی از صید ضمنی را لیتر(.گرم بر میلیمیلی

اکسیدانی در نظر گرفته شود. در این راستا اي مناسب براي استخراج پپتیدهاي ضدتواند به عنوان گزینهفارس(، اما به دلیل فقدان ارزش تجاري می

ی با ارزش اقتصادي پایین و سپس بررسی خواص ضداکسیدانهدف این مقاله ابتدا هیدرولیز پروتئین ماهی پنجزاري باله نارنجی به عنوان گونه 

 باشد. می ABTSو  DPPHشامل مهار رادیکال آزاد  آنحاصل از  يپپتید هايفراکسیونو  پروتئین هیدرولیزشده

 هاو روش مواد

 ی و مواد اولیهماه یهانمونه افتیدر

هاي متر خریداري شده و در جعبهسانتی 10در استان خوزستان با طول تقریبی فارس  هاي خلیجماهی پنجزاري باله نارنجی تازه صیدشده از آب

ها به آزمایشگاه علوم دریایی واقع در دانشکده علوم دریایی دانشگاه تربیت مدرس )نور( منتقل شد. سپس نمونه 2:1حاوي یخ با نسبت ماهی به یخ 

سازي شدند. گراد ذخیرهدرجه سانتی -20هاي بعدي در دماي ه شده و جهت ارزیابیهاي پلی اتیلنی قرار دادبنديبا آب سرد شستشو و در بسته

آمریکا  Sigma-Aldrichتهیه شده از شرکت  Bacillus licheniformisجهت هیدرولیز آنزیمی، از آنزیم آلکالاز استخراج شده از باکتري

از  این تحقیق نیز در استفاده مورد استفاده گردید. سایر ترکیبات شیمیاییلیتر آنزیم( میلی 1واحد آنسون به ازاي  4/2)فعالیت آنزیمی 

 تهیه شدند.  Applichemو Merck ، Sigma-aldrichهايشرکت

 شده ماهیتولید پروتئین هیدرولیز

 24پنجزاري باله نارنجی به مدت هاي منجمد ماهی با اندکی تغییر تهیه شد. نمونه [23]و همکاران  Hosseiniپروتئین هیدرولیز شده به روش 

گراد در حمام آبی قرار درجه سانتی 85شدن، در دماي ها پس از چرخزدائی صورت گیرد. نمونهساعت داخل یخچال قرار داده شد تا عمل انجماد
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، NaOHاستفاده از با  کیب شده ومقطر( تر)نمونه: آب 2:1با نسبت  شدهچرخ گرم نمونه 50فعال شد. سپس هاي درونی آن غیرگرفته تا آنزیم

pH  گراد(درجه سانتی 55ي دما)ها در انکوباتور نمونه ظروف حاوي آن،بعد از  .باشد، رسانده شدکه فعالیت بهینه آنزیم آلکالاز می 5/8مخلوط به 

واکنش توقف منظور  زده شدند؛ بهعت همسا 4ها به مدت وزن مخلوط به نمونه اضافه شده و نمونه %1نسبت  بـهآنزیم آلکالاز د. ش قرار داده

مایع روماند  سپس و شدهوژ یسانتریف شدن،ها بعد از خنک. نمونهداده شدقرار گراد درجه سانتی 85دقیقه در دماي  15مدت  بهها آنزیمی، نمونه

 هاي بعدي نگهداري شد. تا ارزیابی گراددرجه سانتی -80 در دمايآوري و جمع

 گیری درجه هیدرولیزمحلول و اندازهسنجش پروتئین 

به عنوان پروتئین ( BSA) چنین از آلبومین سرم گاويتعیین شد. هم [24]و همکاران  Lowryمقدار پروتئین محلول در نمونه بر اساس روش 

کلرواستیک تري با استفاده از (DH) یدرولیزه لیتر(. درجهگرم بر میلیمیلی 1تا  0هاي بین شد )غلظتاستاندارد براي رسم منحنی استاندارد استفاده 

به کل پروتئین TCA هاي محلول درگیري درصد نسبت پروتئیناندازه ،. مبناي این روششدگیري اندازه)حجمی/حجمی(  10%( TCA) اسید

 20سپس در دماي و  شده مخلوط TCAمیکرولیتر محلول  500شده با  میکرولیتر از محلول پروتئینی جدا 500باشد. هاي موجود در نمونه می

گیري و میزان اندازه [24] و همکاران Lowry. مقدار پروتئین در فاز محلول به روش شد (g8000 ×)دقیقه سانتریفوژ  5به مدت گراد انتیسدرجه 

 :   گردیدمحاسبه  زیرهیدرولیز از طریق معادله درجه 

𝐃𝐇 =
𝟏𝟎% 𝐓𝐂𝐀−𝐬𝐨𝐥𝐮𝐛𝐥𝐞 𝐍 𝐢𝐧 𝐬𝐚𝐦𝐩𝐥𝐞

𝐓𝐨𝐭𝐚𝐥 𝐍 𝐢𝐧 𝐢𝐧 𝐬𝐚𝐦𝐩𝐥𝐞
 × (1رابطه )                                                                                                            𝟏𝟎𝟎  

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

 ABTSsample  A =جذب نمونه به همراه محلول 

دار بین ، تفاوت معنیp≤05 داريچنین آزمون دانکن درسطح معنیو هم (ANOVA) و آنالیز واریانس یک طرفه SPSSافزار با استفاده از نرم

چنین به منظور رسم نمودارها، از نرم انحراف معیار بیان شد. هم ±تکرار انجام شده و نتایج به صورت میانیگن  3ها در . آزمونمتغیرها تعیین شد

  استفاده شد. Excelافزار 

 نتایج  

 تقریبی  اتتعیین ترکیب

ارائه شده است. بر این اساس، ترکیب تقریبی از نظر  1نتایج مربوط به تعیین ترکیب تقریبی ماده خام اولیه بر اساس وزن خشک نمونه در جدول 

پنجزاري باله نارنجی را به  ترین ترکیب بدن ماهیبیش %91/70فراوانی به ترتیب شامل رطوبت، پروتئین، چربی و خاکستر بود. رطوبت با میزان 

( با محتواي خاکستر کم %44/15( و پروتئین )%91/70داراي رطوبت بالا )پنجزاري باله نارنجی  بدن ماهی به طور کلیخود اختصاص داده بود. 

    .( بود%10( و چربی )5/3%)

 

 (n=3اند )انحراف معیار ارائه شده ±ها به صورت میانگین داده ؛ترکیب تقریبی ماهی پنجزاری باله نارنجی. 1جدول

 پروتئین )%( خاکستر )%( چربی )%( رطوبت )%( ماده

91/70 کل بدن  ± 95/0  10± 18/0  5/3 ± 04/0  44/15 ± 22/0  

 

(3رابطه )  
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 گیری درجه هیدرولیزنتایج مربوط به اندازه

دقیقه( مورد ارزیابی قرار گرفت  300و  240، 180، 120، 60، 0هاي مختلف هیدرولیز )روند تغییرات درجه هیدرولیز پروتئین هیدرولیز شده در زمان

 نشان داده شده است.  1و نتایج حاصل از آن در شکل 

  

(. حروف انگلیسی متفاوت نشان دهنده SD±های مختلف )میانگینروند تغییرات درجه هیدرولیز پروتئین هیدرولیز شده در زمان .1شکل 

 .باشندهای هیدرولیز میدار در درجهاختلاف معنی

  

 (BSAمنحنی استاندارد آلبومین سرم گاوی ) .2شکل 

س از گذشت اي که پبه گونه، و سپس به میزان ثابتی رسید افزایش یافت ،زمان هیدرولیزبر اساس نتایج، میزان درجه هیدرولیز با افزایش مدت 

دست آمد. با وجود روند افزایشی، درجه هیدرولیز به %26/55±52/1و در پایان فرآیند هیدرولیز  %97/45±46/4دقیقه از آغاز فرآیند هیدرولیز،  60
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هاي (. بین زمانp≤05/0دار داشتند )دقیقه اختلاف معنی 300و  240هاي (. اما با زمانp>05/0نبود )دار دقیقه معنی 180و  120، 60هايبین زمان

 (.%43/55 ±11/2دقیقه هیدرولیز داراي بالاترین میزان درجه هیدرولیز بود ) 240داري مشاهده نشد. زمان دقیقه هیدرولیز تفاوت معنی 300و  240

 های آمینهترکیب اسید

هاي بازیابی شده از کل اسید آمینه آورده شده است. 2گرم در جدول  100گرم در هر ها بر حسب میلیط به تعیین ترکیب اسیدآمینهنتایج مربو

هاي اصلی پروتئین هیدرولیز شده شامل گلوتامیک اسید، آسپارتیک اسید، گلایسین، گرم بود. اسیدهاي آمینه 100گرم/ میلی 7/97هیدرولیز آنزیمی 

. هیستیدین گرم( 100گرم/میلی 8/17دست آمده، پروتئین هیدرولیز شده غنی از اسید آمینه گلایسین بود )و لوسین بودند. مطابق با نتایج بهوالین 

نشان داده شده است، پروتئین ماهی پنجزاري  2همان طور که در جدول  .گرم( 100گرم/میلی 8/0)ترین مقدار را به خود اختصاص داده بود کم

هاي علاوه بر این، پروتئین هیدرولیز داراي اسید آمینه .گرم( بود 100گرم در میلی 6/50گریز )باله نارنجی داراي مقدار بالایی از اسیدهاي آمینه آب

 گرم( بود.  100گرم/میلی 9/4گرم( و تیروزین )100گرم/میلی 3/3فنیل آلانین ) آروماتیک، مانند

 

 پروتئین هیدرولیز شده ماهی پنجزاری باله نارنجی ینههای آمترکیب اسید .2جدول 

  گرم نمونه 100گرم در میلی اسید آمینه
8/11 آسپارتیک اسید  

8/17 گلوتامیک اسید  

3/7 سرین  
8/0 هیستیدین  

1/11 گلایسین  

1/5 ترئونین  

2/3 آرژنین  

3/3 آلانین  

4/3 پرولین  

9/4 تیروزین  

4/2 متیونین  

2/9 والین  
3/3 فنیل آلانین  

2/4 ایزولوسین  

8/8 لوسین  
1/1 لایزین  

گریزهاي آباسیدآمینه  6/50  

2/8 اسید آمینه هاي آروماتیک  
9/34 اسید آمینه هاي ضروري  

7/97 کل اسیدهاي آمینه   

 هاي آروماتیکمینهاسید آ؛ گلایسین، متیونین، پرولین، فنیل آلانین، تیروزین، لوسین، ایزولوسین، والین، آلانین :شامل گریزهاي آبکل اسید آمینه

 والین ،ترئونین، فنیل آلانین، متیونین، لیزین، لوسین، هیستیدین، ایزولوسین :شامل هاي ضرورياسید آمینه؛ تیروزین ،فنیل آلانین :شامل
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 ارزیابی خاصیت ضداکسیدانی

  DPPH کنندگی رادیکال آزادقدرت حذف

اي خاصیت که ترکیب هیدرولیز شده دار هاي مختلف هیدرولیز نشان دادضداکسیدانی ترکیب هیدرولیز شده در زمان نتایج حاصل از بررسی خاصیت

دقیقه هیدرولیز  300یابد اما در زمان ها بوده و با افزایش زمان هیدرولیز، خاصیت مهارکنندگی افزایش میضداکسیدانی بالایی در تمامی زمان

 ±46/1دقیقه هیدرولیز مشاهده شد ) 240کنندگی در زمان (. بالاترین میزان مهار3( )جدول p>05/0ار نبود )داندکی کاهش یافت که معنی

بالاتري  DPPHکنندگی رادیکال آزاد هاي هیدرولیز شده داراي خاصیت مهارچنین در مقایسه با نمونه کنترل )هیدرولیز نشده(، نمونه(. هم59/75

 >30و  10-30، 3-10، <3از بررسی خاصیت ضداکسیدانی اجزاي پپتیدي نشان داد که همه اجزاي پپتیدي ). نتایج حاصل (p≤05/0بودند )

را دارا بودند و با افزایش غلظت، مهارکنندگی نیز افزایش یافت. نتایج مربوط به مقایسه درصد  DPPHکیلودالتون(، توانایی مهار رادیکال آزاد 

 3هاي یکسان در شکل هاي مولکولی مختلف در غلظتئین هیدرولیز شده و اجزاي پپتیدي داراي وزنپروت DPPHکنندگی رادیکال آزاد مهار

تاثیر فرآیند توجهی تحتاجزاي مختلف پپتیدي به طور قابل DPPH هاي مهار رادیکالنتایج نشان داد که فعالیتنشان داده شده است. 

جزء پپتیدي با وزن مولکولی  ،ءدر بین همه اجزا .را بهبود بخشید DPPHن فعالیت مهار رادیکال الترافیلتراسیون قرار دارند. فرآیند الترافیلتراسیو

چنین در هم ود.دار نببود اما این تفاوت معنی هافراکسیونها داراي خاصیت مهارکنندگی بالاتري نسبت به سایر کیلودالتون در اکثر غلظت 10-3

( در cاز آسکوربیک اسید )ویتامین  (.%58/80 ±96/2مشاهده شد )  DPPHتوانایی مهار رادیکال آزاد لیتر بالاترینگرم بر میلیمیلی 5غلظت 

 1/0مثبت استفاده شد و فعالیت ضداکسیدانی آن در غلظت و کنترل شاهدلیتر به عنوان یک ضداکسیدان گرم بر میلیمیلی 0-1/0هاي غلظت

 (.4 محاسبه شد )شکل %34/86لیتر گرم بر میلیمیلی

 

 های مختلف هیدرولیز آنزیمیخاصیت ضداکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده در زمان .3جدول 

 )%( ABTSمهارکنندگی رادیکال آزاد  )%( DPPHمهارکنندگی رادیکال آزاد  زمان )دقیقه(

 c99/0±88/32 f4/0 ± 60/10 کنترل

60 b62/0 ± 21/70 e69/0 ± 73/20 

120 b64/1 ± 38/72 d69/0 ± 67/26 

180 a35/0 ± 35/74 c71/0 ± 15/32 

240 a46/1 ± 59/75 a63/0 ± 54/50 

300 a17/0 ± 38/75 b23/0 ± 26/40 
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حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنادار بین تیمارها در  .اجزای مختلف پپتیدی DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد  .3شکل 

 باشد( می>05/0Pسطح )

  

 آسکوربیک اسید DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد  .4شکل 

 ABTSآزاد  ظرفیت مهار رادیکال

 ABTSنندگی کهاي مختلف هیدرولیز نشان داد که ترکیب هیدرولیز شده داراي خاصیت مهارنتایج حاصل از بررسی خاصیت ضداکسیدانی در زمان

دقیقه هیدرولیز به طور  300یابد، اما در زمان هاي هیدرولیز بوده و با پیشرفت زمان هیدرولیز خاصیت مهارکنندگی افزایش میدر تمامی زمان
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گزارش شد.  %54/50 ±63/0دقیقه هیدرولیز با میزان  240کنندگی در زمان (. بالاترین میزان مهار3( )جدول p<05/0داري کاهش یافت )معنی

بالاتري نسبت به نمونه کنترل  ABTSکنندگی رادیکال آزاد هاي مختلف هیدرولیز داراي خاصیت مهارهاي هیدرولیز شده در زمانچنین نمونههم

مهار رادیکال جزء پپتیدي توانایی  4(. نتایج حاصل از بررسی خاصیت ضداکسیدانی اجزاي پپتیدي نشان داد که هر p≤05/0)هیدرولیز نشده( بودند )

داري داراي ها به طور معنیکیلودالتون در تمامی غلظت 3-10(. در بین همه اجزا، جزء پپتیدي با وزن مولکولی 5را دارا بودند )شکل  ABTSآزاد 

گرم بر میلی 5غلظت چنین در هم ؛لیتر(گرم بر میلیمیلی 3و  2هاي قدرت مهارکنندگی بالاتري نسبت به سایر اجزاي پپتیدي بود )به جز غلظت

چنین جهت مقایسه، از آسکوربیک همرا نشان داد.   ABTSبالاترین توانایی مهار رادیکال آزاد %58/84 ±44/0کنندگی لیتر با درصد مهارمیلی

گرم میلی 5/0غلظت لیتر(. فعالیت ضداکسیدانی آن در گرم بر میلیمیلی 0-5/0هاي اسید به عنوان یک ضداکسیدان متداول استفاده شد )غلظت

 (.6دست آمد )شکل به %43/91لیتر بر میلی

  

اجزای مختلف پپتیدی. حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنادار بین تیمارها در سطح  ABTSفعالیت مهار رادیکال آزاد  .5شکل 

(05/0P<می )باشد 

  

 آسکوربیک اسید ABTSفعالیت مهار رادیکال آزاد  .6شکل 
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 بحث 

 باشند، وجود دارد. موجوداتتر که داراي مزایاي سلامتی بالقوه میکنندگان براي مواد غذایی طبیعیاي از جانب مصرفامروزه تقاضاي فزآینده

فوتوسینتتیک، ترکیبات هاي ، رنگدانه3-ها، پپتیدها، اسیدهاي چرب امگافعال مانند پروتئینهاي متعددي از اجزاي کارکردي زیستگاهدریایی ذخیره

شده از شتقفعال مهاي اخیر مطالعات متعددي در زمینه تولید پپتیدهاي زیستویژه در سالباشند. بهها میها و ضدمیکروبفنولیک، ضداکسیدان

ابل توجهی دها داراي پتانسیل قکه این پپتیاند، از آنجاییبرداري شده متمرکز شدهتر بهرهماهی جهت به حداکثر رساندن کارایی منابع دریایی کم

میلیارد  2/91به  2020شود تجارت اجزاي غذایی ویژه تا سال بینی میپیش باشند.می اهاي غذایی فراسودمند و یا غذاداروهبه منظور توسعه فرآورده

 مواد شیمیایی ترکیبات .[28]باشند ت میترین سهم تجاربرسد، که در این میان مواد غذایی کارکردي داراي بزرگ %5/5دلار با نرخ رشد سالانه 

 جنس و سن به توجه با ماهی پوست کنند. نسبت بین ترکیباتمی ایفا بدن سلامت در را مهمی نقش مغذي ضروري، مواد کردن فراهم با غذایی

باشد. میزان رطوبت به دست آمده در این ارزیابی راستا با نتایج این مطالعه میباشد. در این راستا، مطالعات زیادي انجام شده و هممتفاوت می ماهی

دست آمده مشابه با میزان محاسبه شده در امعا و احشاي (، میزان خاکستر به%16/71) [29]و همکاران  Kimگیري شده توسط مشابه با مقدار اندازه

میزان پروتئین گزارش شده با میزان پروتئین و  [31]( %03/01، میزان چربی مشابه با میزان چربی ماهیچه ماهی مرکب )(%24/3) [30] ماهی سالمون

مشابه بود. با توجه به ماهیت پروتئینی ماده مورد استفاده در این تحقیق، تعیین ترکیب تقریبی این گونه،  [32]( %60/14ضایعات ماهی تیلاپیا 

خمین محتواي پپتید را در یک واکنش هیدرولیتیک ت هیدرولیز تغییردرجه  دهد. اطلاعاتی را در مورد محتواي پروتئینی منشاء اولیه استخراج آن می

ري گیشده بازیافت شده اندازههاي مختلف با پروتئین هیدرولیزتمربوطه را در نسب در واقع میزان تجزیه پروتئین توسط آنزیم زند. این شاخصمی

افزایش تولید پپتیدها در طی واکنش هیدرولیتیک منجر به افزایش  شود.د میتري از پپتید در محلول تولیبالاتر باشد، تعداد بیش کند و هرچهمی

بر اساس نتایج، درجه . [33]دهد شود و امکان استفاده از پروتئین بازیافتی را به عنوان افزودنی داراي درجه غذایی افزایش میحلالیت پروتئین می

دهد که حداکثر شکافت پیوندهاي پپتیدي در ساعت اول هیدرولیز رخ داده است و ن میهیدرولیز در ساعات اولیه میزان بالایی داشت که این نشا

ا دهنده این بود که هیدرولیز به فاز پایدار رسیده است. این نتیجه مطابق بدر ادامه سرعت واکنش کاهش یافت، تا اینکه تقریبا ثابت شد که نشان

و همکاران  Noman، [36]و همکاران  Moreno-García، [35]و همکاران  Nasri، [34] و همکاران Ktariنتایج بسیاري از تحقیقات از جمله 
پتیدي پکند و سپس زنجیره هاي پلیبه طور کلی، آنزیم به سرعت ذرات نامحلول در پروتئین را جذب می .بود [38]و همکاران  Camargoو  [37]

سرعت هیدرولیز آنزیمی پیوندهاي پپتیدي، سرعت هیدرولیز عمومی  شود.هیدرولیز میشوند و توده پروتئین داخلی کندتر متصل به سطح تجزیه می

. نتایج این تحقیق نشان دهنده درجه هیدرولیز [39]یابد با این وجود، با افزایش زمان واکنش، در دسترس بودن بستر کاهش می کند.را کنترل می

خاب باشد. انتهیدرولیز است که نشان دهنده کارایی بالاي آنزیم آلکالاز جهت هیدرولیز میساعت فرآیند  5بالاي پروتئین هیدرولیز شده در پایان 

ي اآنزیم نقش بسیار مهمی در تولید پروتئین هیدرولیز شده از ماهی و ضایعات آن دارد، زیرا هر آنزیم داراي الگوي متفاوتی در شکستن بانده

ها، آنزیم . بر طبق گزارش[40]هاي تولید شده اثر خواهد گذاشت ملکولی و فعالیت زیستی پپتید ها، وزنباشد که بر ترکیب اسید آمینهپپتیدي می

هاي مهم پروتئین هیدرولیز درجه هیدرولیز یکی از ویژگی .[42و  41؛ 31]باشد ها براي استخراج پپتید از آبزیان میآلکالاز یکی از کارآمدترین آنزیم

، pHپارامترهاي مختلفی از جمله نسبت آنزیم به سوبسترا، دما،  .[43]گذارد زیستی محصول تولید شده اثر میشده است که بر خواص کارکردي و 

هاي عملکردي و ارزش پروفایل اسید آمینه، مربوط به ویژگی .[44]گذارند فعالی پروتئین هیدرولیز شده اثرزمان هیدرولیز و درجه هیدرولیز بر زیست

چنین خواص کارکردي پروتئین هیدورلیز شده مربوط . هم[45]اهمیت زیادي دارد  ايشده بوده و براي درک خواص تغذیهپروتئین هیدولیز  غذایی

تواند نامزد مشخص شده است که پروتئین هیدرولیز شده ماهی حاوي مقادیر مناسب اسیدهاي آمینه می. [46]باشد می آن آمینه به محتواي اسید

یک اسید آمینه یا یک مولکول پپتید به عنوان یک . [47]فشار خون وضداکسیدان قوي باشد اي براي استفاده جهت ایجاد خواص ضدبالقوه

پید یا پروتئین، هایی مانند لییی حیاتی را داشته باشد که قبل از اکسیداسیون ماکرومولکولکند، مشروط بر اینکه این تواناضداکسیدان عمل می

 ینتعیاسید آمینه گلایسین بالاترین میزان را به خود اختصاص داده بود.  مطالعه،. در این [48]ها را از تخریب حفظ کند اکسید شود و در نتیجه آن
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طور که همان. [45]ه در پروتئین هیدرولیز شده ماهی در برخی از تحقیقات قبلی مورد توجه قرار گرفته است ترین اسید آمینگلایسین به عنوان رایج

گرم(  100گرم در میلی 6/50گریز )نشان داده شده است، پروتئین ماهی پنجزاري باله نارنجی داراي مقدار بالایی از اسیدهاي آمینه آب 2در جدول 

تواند به گریز پروتئین هیدرولیز شده میماهیت آب. دهددهد و برهمکنش با غذاهاي لیپیدي را افزایش میرا ارائه میهاي ساختاري بود که ویژگی

هاي لیپیدي غشا کمک کند. اعتقاد بر این است که این فرآیند گریز با دو لایههاي هدف از طریق فعل و انفعالات آبافزایش ورود پپتید به اندام

گریز و یک یا چند باقیمانده هیستیدین، پرولین، متیونین، سیستئین، وجود اسیدهاي آمینه آب .[49]دهد را افزایش می   in vivoیاثرات ضداکسیدان

پروتئین  علاوه بر این را بهبود بخشد. پروتئین هیدرولیز شده تواند فعالیت ضداکسیدانی پپتیدهاي موجود درآلانین میتیروزین، تریپتوفان و فنیل

اي آزاد را ههاي آروماتیک توانایی حذف رادیکالاسید آمینهآلانین و تیروزین بود. ینه آروماتیک از جمله فنیلآمهاي هیدرولیز شده جاوي اسید

تیروزین به عنوان گزارش شده است که تریپتوفان و . [51]کنند دارند و بنابراین از انتشار محصولات فرعی لیپیدي اکسیده شده جلوگیري می

 .[50] هاي آمینه آروماتیک مسئول ایجاد خواص ضداکسیدانی هستند، به ویژه در جلوگیري از کوري ناشی از تشکیل آب مروارید نقش دارنداسید

DPPH داراي جذب  شوداز نیتروژن آلی است که داراي رنگ بنفش تیره بوده و زمانی که در اتانول یا متانول حل می یک رادیکال نسبتا پایدار

با یک سوبستراي  DPPH هايدهد. هنگامی که رادیکالکننده هیدروژن واکنش نشان میباشد و با ترکیبات اهدانانومتر می 528-515در محدوده 

هایی هستند که پپتید هاي هیدرولیز شده حاويپروتئین. [51]روند ها از بین میشوند، رادیکالاهداکننده پروتون، مانند یک ضداکسیدان مواجه می

تر تبدیل کنند. نتیجه این عملکرد متوقف کردن ها را به ترکیبات پایدارهاي آزاد واکنش دهند و آنتوانند با رادیکالدهنده بوده و میالکترون

یابد صیت مهارکنندگی افزایش می. نتایج این بررسی نشان داد که با افزایش زمان هیدرولیز خا[52]اي اکسیداسیون خواهد بود هاي زنجیرهواکنش

[ 54] و همکاران Jangو  [53]و همکاران  Wangدار نبود. این نتیجه مشابه با نتایج دقیقه هیدرولیز اندکی کاهش یافت که معنی 300اما در زمان 

لازم به ذکر  .[19]د یابداکسیدانی کاهش میشود، بنابراین فعالیت ضهاي آزاد زیادي میها موجب تولید اسید آمینهبود. هیدرولیز گسترده پروتئین

ترکیب هیدرولیز شده داشته و به مواد خام هیدرولیز شده و تیمار آنزیمی  DPPH تأثیر متفاوتی بر فعالیت مهار( DHدرجه هیدرولیز ) است که

نتایج حاصل از بررسی خاصیت ضداکسیدانی اجزاي پپتیدي نشان داد که همه اجزاي پپتیدي توانایی مهار رادیکال  .[36]مورد استفاده بستگی دارد 

و  Zhongنتیجه تحقیق را بهبود بخشید. این نتیجه مطابق با  DPPHفرآیند الترافیلتراسیون فعالیت مهار رادیکال . را دارا بودند DPPHآزاد 

تواند پپتیدهاي ضداکسیدانی را که اهداکننده الکترون هستند تخلیص کند و پپتیدهاي حاصل اولترافیلتراسیون می فرآیندباشد. می [55]همکاران 

در بین  .[55]ها را خاتمه دهند اي رادیکالها را به محصولات پایدارتر تبدیل کنند و واکنش زنجیرههاي آزاد واکنش دهند تا آنتوانند با رادیکالمی

بود.  ديي پپتیها داراي خاصیت مهارکنندگی بالاتري نسبت به سایر اجزاکیلودالتون در اکثر غلظت 3-10پپتیدي با وزن مولکولی  همه اجزا، جزء

هاي نتایج حاصل نشان دهنده حضور پپتید .[19]پپتیدهاي با زنجیره کوتاه ظرفیت ضداکسیدانی بالاتري نسبت به پپتیدهاي با زنجیره بلند دارند 

گریز بر شدت اعتقاد بر این است که تعداد اسیدهاي آمینه آب .[56] باشدگریز در همه اجزاي پپتیدي میهاي آبنی داراي اسید آمینهضداکسیدا

داراي اثرات  گریز مشتق شده از منابع پروتئینیگزارش شده است که بسیاري از پپتیدهاي طبیعی بسیار آب. گذاردفعالیت مهار پپتید تأثیر می

لف هاي مختهاي موثر گونهدهند و به عنوان جاذبپپتیدي واکنش میهاي غیرگریز با ضداکسیداننه آباسیدهاي آمی .ضداکسیدانی قوي هستند

است که توانایی یک ضداکسیدان براي مهار تشکیل یک رادیکال  سنجییک روش رنگ ABTS آزمون. [57]کنند هاي آزاد عمل میرادیکال

مونوکاسیون رادیکال از پیش ساخته . [18]کند نانومتر را ارزیابی می 734آبی با جذب مشخص در طول موج -کروموفور سبز، یک ABTSرنگی 

هاي اهداکننده هیدروژن و شود و در حضور ضد اکسیدانبا پتاسیم پرسولفات تولید می ABTS توسط اکسیداسیون  ABTS+ شده

دوست و هم براي توان هم براي ترکیبات چربیرا می  ABTS. سنجش فعالیت مهار رادیکال[58]یابد هاي شکننده زنجیره کاهش میضداکسیدان

نتایج حاصل از بررسی  .[59]فعالیت ضداکسیدانی استفاده شده است  شاخص دوست استفاده کرد و به طور گسترده به عنوان یکترکیبات آب

اما در زمان  یابد،هاي مختلف هیدرولیز نشان داد که با پیشرفت زمان هیدرولیز خاصیت مهارکنندگی افزایش میخاصیت ضداکسیدانی در زمان

و  Klomklaoهاي ندگی با افزایش زمان هیدرولیز مطابق با یافتهکنداري کاهش یافت. کاهش میزان مهاردقیقه هیدرولیز به طور معنی 300
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Benjakul [58] ،Shahi و  [60] و همکارانGuerrero-Chel  اجزاي  مهارکنندگینتایج حاصل از بررسی خاصیت چنین هم بود.[ 61]و همکاران

 3-10در بین همه اجزا، جزء پپتیدي با وزن مولکولی  ند ورا دارا بود ABTSجزء پپتیدي توانایی مهار رادیکال آزاد  4پپتیدي نشان داد که هر 

 ABTS توانایی پپتیدها براي مهار رادیکال .داري داراي قدرت مهارکنندگی بالاتري نسبت به سایر اجزاي پپتیدي بودکیلودالتون به طور معنی

گریز هاي آبوجود باقی مانده .[21]ها براي اهداي الکترون یا اتم هیدروژن براي غیرفعال کردن این گونه رادیکال است کننده ظرفیت آنمنعکس

انند گزارش شده است که پپتیدهاي حاوي بقایاي اسیدهاي آمینه م .[62]توانند فعالیت ضداکسیدانی پپتیدها را افزایش دهند و آروماتیک خاص می

Asp ،Pro ،Trp ،Tyr ،Met ،Cys ،Leu ،Arg، Ala و His [63]دهند فعالیت ضداکسیدانی بالاتري نشان می. 

 گیرینتیجه

نتایج حاصل از این تحقیق گویاي این مسئله است که ماهی پنجزاري باله نارنجی به عنوان یک گونه صید ضمنی با ارزش تجاري پایین، منبع 

باشند. فعالیت نسبتا بالا در ارائه خاصیت ضداکسیدانی امکان هاي آزاد را دارا میباشد که توانایی مهار رادیکالگریز میاي از پپتیدهاي آبغنی

نشان تر و خاصیت  ضداکسیدانی بالا، سمیت کمتري را دهد. زیرا علاوه بر قیمت پایینجایگزینی این ترکیب را با ضداکسیدان هاي مصنوعی می

ذایی چنین استفاده از پپتیدها در بستر مواد غفعالی و همن راستا لازم است تا مطالعات بیشتري در زمینه بررسی انواع خواص زیست. در ایدهندمی

 اي انجام شود.هاي تغذیهیا به شکل مکمل
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A B S T R A C T  ARTICLE TYPE 
In this study, the orangefin ponyfish (Leiognathus bindus) was hydrolyzed by alcalase 

in an enzyme to substrate ratio of 1: 100 for 300 minutes, and the degree of hydrolysis 

was measured for 5 hours. Also, the hydrolysate was fractionated by centrifugal 

having molecular mass cutoffs of 3, 10, and 30 kDa, and four peptide fractions were 

obtained. Then, the antioxidant activity (DPPH and ABTS free radicals scavenging 

activity) of peptide fractions, as well as hydrolysate, were measured at different 

hydrolysis times. The degree of hydrolysis was the highest (55.43 ± 2.11%) at a 

hydrolysis time of 240 minutes. The hydrolysate had a high amount of hydrophobic 

amino acids (50.6%) which cause antioxidant properties. The results of DPPH radical 

scavenging activity showed that the highest scavenging activity was obtained at a 

hydrolysis time of 240 minutes (75.59 ± 1.46). Also, among all the fractions, the 3-

10 kDa fraction exhibited the highest scavenging activity compared to other fractions 

(80.58 ± 2.96% at a concentration of 5mg /ml). Based on the result of ABTS radical 

scavenging, the highest activity was reported at 240 minutes after hydrolysis (50.54 

± 0.63). Also, among all peptide fractions, the 3-10 kDa fraction had significantly 

higher scavenging activity than other fractions (84.58 ± 0.44 at a concentration of 5 

mg /ml). The results of this study showed that the peptides obtained by enzymatic 

hydrolysis of orangefin ponyfish are a good candidate for providing antioxidant 

properties. 
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