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ن  پپتیدهای حاصل از هیدرولیز آنزیمی ضایعات میگوی ضدفشار خو ی ودانیخواص ضداکس سنجش
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 تهران، ایران. مدرس، تربیت دانشگاه زیستی، علوم دانشکده گروه بیوشیمی، -3

 چکـــیده  نوع مقـاله

( توسط آنزیم آلکالاز با نسبت آنزیم به Penaeus semisulcatusدر مطالعه حاضر، ابتدا ضایعات میگوي ببري سبز )  مقاله پژوهشی اصیل

شد و شاخص درجه  ساعت تهیه16( به مدت 7.5)  pHگراد( ودرجه سانتی 55تحت شرایط بهینه دمایی )، 100:1سوبستراي 

هاي الترافیلتراسیون با دقیقه هیدرولیز توسط غشا 300چنین نمونه هیدرولیز شده در زمان همهیدرولیز مورد بررسی قرار گرفت. 

اکسیدانی )مهارکنندگی دست آمد. در ادامه، خاصیت ضدجزء پپتیدي به 4کیلودالتون جداسازي شد و  30و  10، 3هاي وزن

اي ههاي پپتیدي در غلظتولیز شده و فراکسیون( و خاصیت ضد فشار خون پروتئین هیدرABTSو  DPPHهاي آزاد رادیکال

 (.%86/31±95/0) اول پس از هیدرولیز بالاترین میزان را به خود اختصاص داد دقیقه 60 طیگیري شد. درجه هیدرولیز مختلف اندازه

گرم میلی 10ون در غلظت کیلودالت 30ي زیر کنندگی براي نمونهبالاترین میزان مهارنیز نشان داد که  DPPHنتایج مهار رادیکال 

کیلودالتون  30ي زیر نیز براي نمونه ABTSکنندگی رادیکال . بالاترین میزان تخریببود (69/%61 ±15/0لیتر در حدود )بر میلی

-I(ACE  آنژیوتنسین مبدل آنزیم مهارکنندگی فعالیت . سنجشمشاهده گردید (%38/99 ±15/0لیتر )گرم بر میلیمیلی 2در غلظت 

I) ها توانایی مهارکنندگی نیز آشکار ساخت اگرچه همه نمونهACE  ترین (، بیش%12-53را دارا بودند )فعالیت بازدارندگی بین

نتایج این بررسی نشان داد که پپتیدهاي (. بطور کلی %53.23کیلودالتون بود ) 30میزان مهارکنندگی متعلق به جزء پپتیدي زیر

تواند به عنوان یک ضداکسیدان طبیعی در فرمولاسیون غذاداروها مورد استفاده ببري سبز می حاصل از هیدرولیز ضایعات میگوي

 واقع گردد.
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 ضدفشار خون

 

 مقدمه
مانند فشار خون بالا، به طور چشمگیري  عروقیهاي قلبیو بیماري هاي مرتبط با آن، مانند هیپرگلیسمیهاي اخیر، بروز چاقی و بیماريدر سال

فعال کنندگان از سودمندي ترکیبات زیستامروزه، جوامع علمی و نیز مصرف. [1] باشدبواسطه تغییرات در عادات غذایی میافزایش یافته است که 

 اربرديک غذایی مواد به تواندواد خام است که میم هايماندهباقی و زائد مواد از مهمی منبع دریایی غذاي صنعت علاوه،بهباشند. دریایی آگاه می

پوسته  .[2]نماید احشا، پوسته و دم می و امعا سر، شامل زائد مواد %50-60 تولید میگو آوريصنایع عملشود؛ در این میان،  تبدیل افزوده ارزش با

اي از اجزاي کارکردي جهت تهیه تواند به عنوان منبع بالقوهباشد میکیتین می %14-30مواد معدنی و  %35پروتئین،  %18-40میگو که حاوي 

تواند به عنوان پروتئین می %70هاي تجاري قرار گیرد، حدود . اگر بخش پوسته تحت تیمار آنزیم[3]هاي با ارزش افزوده به کار رود فرآورده

ن اشد. پروتئیبشده براي تولید کیتین یا کیتوزان مناسب میزداییکه بخش پروتئینپروتئین هیدرولیزشده محلول در آب بازیابی شود، در حالی

هاي اي را به واسطه دارابودن فعالیتمندي فزآیندهشده از آن علاقهآمینه( مشتقاسید 2-20فعال )حاوي ویژه پپتیدهاي زیستبههیدرولیزشده 

و ضداکسیدان  شدن ضدلخته، 1کننده سیستم ایمنی، ضدچاقی و سیري، ضددیابت، تنظیم(ACE)زیستی متعدد از قبیل ضدتومور، ضدفشارخون 

 .[4، 3]به دست آورده است موجود(  هايرادیکال براي رقابت ایجاد یا و آزاد هايرادیکال تشکیل جلوگیري از طریق )از

                                                           
1 Immunomodulatory 
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 1403، و همکاران طوافی                                                                   ...ن  پپتیدهای حاصل ازضدفشار خو ی ودانیخواص ضداکس سنجش

 که شوندمی بدن به جدي هايآسیب ( باعث2ROSsهاي اکسیژن فعال )آزاد و گونه هايرادیکال با مرتبط هايبیماري امروزه دیگر،ی سوی از

بواسطه مصرف بالاي اکسیژنی آن  ROSگردد؛ مغز به آسیب ناشی از  دیگر هايبیماري از ايگسترده طیف یا و سرطانبه پیري،  منجر تواندمی

( قابل اکسید و PUFAs. مغز داراي مقادیر بالایی از غشاهاي غنی از اسیدهاي چرب چندغیراشباع )[5]باشد ها حساس مینسبت به سایر اندام

( به آسانی 2O2Hهاي هیدروکسیل و پراکسید هیدروژن )هاي سوپراکسید، رادیکالمانند آنیون ROSsباشد؛ پایین میاکسیدانی نسبتا دفاع آنتی

هاي نه تنها به عنوان فرآورده ROSمحققین بیان نمودند . [5]گردد شوند که منجر به مرگ نورونی سلول میطی شرایط استرس اکسیداتیو تولید می

در فرآیندهاي فیزیولوژیکی  3دهندههاي علامتشود، بلکه به عنوان مولکولي متابولیک طبیعی سلولی در نظر گرفته میجانبی ناشی از فرآیندها

هاي دفاع به ناچار و به طور مداوم تولید و بطور موثري بوسیله سیستم ROSنماید. تحت شرایط فیزیولوژیکی نرمال، میدر موجودات عمل 

( CATs( و کاتالاز )GSTs(، گلوتاتیون ترانسفراز )GPx(، گلوتاتیون پراکسیداز )SODsسوپراکسید دیسموتاز )ضداکسیدانی درونی شامل 

ردیده گ توازن سیستم ضداکسیدانی سلولی را برهم زده و منجر به استرس اکسیداتیو ROSهرحال، تولید مقادیر بالاي . به[6]گردد تخریب می

( atherosclerosisهم در توسعه انواع اختلالات شامل سرطان، دیابت، بیماري آلزایمر و تصلب شرایین )زاي مکه به عنوان یک عامل بیماري

نگرانی  و سلامت مسائل روند، اما کاربه جهت مقابله با استرس اکسیداتیو توانندمی هاي سنتزياکسیدانضد از . امروزه بسیاري[7]گردد پدیدار می

اي به بنابراین توجه ویژه .است آورده بوجود مواد این از استفاده براي را هاییمصنوعی محدودیت سنتزي محصولات مصرف از کنندگانمصرف

هنده مرتبط با دهاي طبیعی به ویژه با منشاء آبزیان به منظور کاهش آسیب اکسیداتیو از طریق تنظیم مسیرهاي علامتاستفاده از ضداکسیدان

 .[6]استرس معطوف شده است 

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

هاي کارکردي و خواص ضداکسیدانی پروتئین هیدرولیزشده میگوي پاسفید غربی براي مثال، ویژگی. است شده انجام هاخاصیت ضداکسیدانی آن

( با استفاده از آنزیم %20و  10مورد ارزیابی قرار گرفت. پروتئین هیدرولیز شده با درجات مختلف هیدرولیز ) [8]و همکاران  Latorresتوسط 

ت امولسیفایري هاي تشکیل کف، فعالییین ترکیب اسید آمینه، حلالیت، ویژگیآلکالاز و پروتامکس تهیه گردید. هیدرولیزات به دست آمده جهت تع

ین لو ضداکسیدانی مورد بررسی قرار گرفت. تمامی هیدرولیزات حاوي غلظت بالایی از اسیدهاي آمینه گلوتامیک، آرژینین، گلایسین، لیزین و پرو

درجه هیدرولیز( حاوي مقادیر بالاتر اسیدهاي  %20درجه هیدرولیز( و پروتامکس ) %10بودند. همچنین، هیدرولیزات به دست آمده با آنزیم آلکالاز )

ه پپتیدي رآمینه آبگریز بودند. فعالیت ضداکسیدانی پروتئین هیدرولیزشده نیز متاثر از ترکیب و اندازه پپتید بود به نحوي که هیدرولیزات با زنجی

نشان داد. نتایج مطالعه حاضر نشان داد ضایعات میگو می تواند به عنوان  DPPHیکال آزاد تري در مقابل رادکنندگی قويبالاتر، قدرت تخریب

عال از فلذا پژوهش حاضر بر استخراج و تخلیص پپتیدهاي زیستفعال در فرمولاسیون غذاهاي کارکردي مورد استفاده قرار گیرد. یک جزء زیست

خون به منظور فعالی اعم از ضداکسیدانی و ضدفشارو بررسی خواص مختلف زیست (Penaeus semisulcatus)ضایعات میگوي ببري سبز 

 دارویی تمرکز نمود. کاربردهاي غذا

 

 هامواد و روش

 یگو و مواد اولیهم یهانمونه افتیدر

متر خریداري و سپس تحت فشار و سرما سانتی 5فارس در استان هرمزگان با طول حدودي  هاي خلیجصیدشده از آبسبز  يببر يگویمضایعات 

مدرس منتقل شد. سپس  به آزمایشگاه دانشکده علوم دریایی دانشگاه تربیت 2:1هاي حاوي یخ با نسبت ماهی به یخ منجمد شد و در یونولیت

گراد درجه سانتی -20دي در دماي هاي بعاتیلنی تقسیم بندي شد و جهت بررسیهاي پلیبنديها با آب سرد شستشو شده و در بستهنمونه

                                                           
2 Reactive oxygen species 
3 Signaling molecules 
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  1403 بهار، 2 شماره ،13 دوره                                                               مجله علوم و فنون شیلات                                   

-Sigmaتهیه شده از شرکت  Bacillus licheniformisجهت هیدرولیز آنزیمی، از آنزیم آلکالاز استخراج شده از باکتريسازي شدند. ذخیره

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

 تهیه شدند.  Applichemو Merck ، Sigma-aldrichهاياز شرکت نیز

 شده میگوتولید پروتئین هیدرولیز

جهت [ با اندکی تغییرات انجام شد. 9] Shahidiو   Ambigaipalanتهیه پروتئین هیدرولیزشده از پوسته میگوي خام طبق روش پیشنهاد شده

گرم نمونه  5زدائی صورت گیرد. سپس ساعت داخل یخچال قرار داده شد تا انجماد 24هاي منجمد شده میگو به مدت نمونهها، سازي نمونهآماده

باشد، رسانده که فعالیت بهینه آنزیم آلکالاز می 5/8مخلوط به  NaOH، pHاستفاده از با  مقطر( ترکیب شده و)نمونه: آب 2:1پودرشده با نسبت 

وزن مخلوط به نمونه اضافه شده  %1نسبت  بـهآنزیم آلکالاز د. ش قـرار داده درجه( 55ي دما)ها در انکوباتور نمونه ظـروف حـاوي آن،بعـد از  .شد

. داده شدندقرار  رجـهد 95دقیقـه در دمـاي  15مـدت  بهها واکنش آنزیمی، نمونهتوقف منظـور  زده شدند؛ بهساعت هم 4ها به مدت و نمونه

 گردید. خشـککن انجمادي خشکآوري و با استفاده از دسـتگاه جمعمایع روماند و  شدهوژ یســانتریف ها بعد از خنک شـدن،نمونه

 گیری درجه هیدرولیزسنجش پروتئین محلول و اندازه

به عنوان پروتئین استاندارد براي رسم ( BSAآلبومین سرم گاوي )چنین از مقدار پروتئین محلول در نمونه بر اساس روش بیورت تعیین شد. هم

( TCA) کلرواستیک اسیدتري با استفاده از (DH) هیدرولیز لیتر(. درجهگرم بر میلیمیلی 1تا  0هاي بین شد )غلظتمنحنی استاندارد استفاده 

هاي موجود در به کل پروتئین TCA هاي محلول درنسبت پروتئینگیري درصد اندازه ،. مبناي این روششدگیري اندازه)حجمی/حجمی(  10%

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

هیدرولیز درجه گیري و میزان اندازه[ 10] و همکاران Lowryوش . مقدار پروتئین در فاز محلول به رشد (g8000 ×)دقیقه سانتریفوژ  5به مدت 

 :   گردیدمحاسبه  زیراز طریق معادله 

𝐃𝐇 =
𝟏𝟎% 𝐓𝐂𝐀−𝐬𝐨𝐥𝐮𝐛𝐥𝐞 𝐍 𝐢𝐧 𝐬𝐚𝐦𝐩𝐥𝐞

𝐓𝐨𝐭𝐚𝐥 𝐍 𝐢𝐧 𝐢𝐧 𝐬𝐚𝐦𝐩𝐥𝐞
 × 𝟏𝟎𝟎 

 (Fractionationفعال )جزءگیری پپتید زیست

کیلودالتون استفاده شد.  30و  10، 3 4هاي اولترافیلتراسیونشده، از لولههاي مختلف وزن مولکولی ترکیب هیدرولیزجداسازي محدودهبه منظور 

شده لیتر از محلول هیدرولیزمیلی 12سپس  و( شستشو g ×5000دقیقه و با استفاده از سانتریفیوژ ) 5لیتر آب مقطر، به مدت میلی 5ها با ابتدا الترافیلتر

دقیقه( سانتریفیوژ  40گراد و به مدت درجه سانتی 4، دماي g5000 ×دار )کیلودالتونی ریخته و توسط سانتریفیوژ یخچال 30و  10، 3هاي در فیلتر

درجه  -20ي در دما، شدههاي مولکولی مختلف جدازنگردید. و تعیین شده نیز به روش بیورههاي الترافیلترشد. غلظت پروتئین محلول در نمونه

  وشو بوده است.شست 2بار و  3ي تکرارها براي هر نمونه حداقل گراد نگهداري شدند. کلیهسانتی

 SDS-PAGEآنالیز 

عمولاً جداسازي پروتئین مآمید دودسیل سولفات سدیم( یک روش الکتروفورز ژل است که براي اکریل)الکتروفورز ژل پلی SDS-PAGE آنالیز

آمید در اکریلهاي عالی ژل پلی( و همچنین ویژگیSDSشود. به دلیل استفاده از ماده سدیم دودسیل سولفات )در بیوشیمی مولکولی استفاده می

                                                           
4 Ultrafiltration tube 

(1رابطه )  
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 1403، و همکاران طوافی                                                                   ...ن  پپتیدهای حاصل ازضدفشار خو ی ودانیخواص ضداکس سنجش

 براساس انددهش الکتروفورز هایی کهپروتئین SDS-PAGEباشد. در تکنیک ها بسیار عالی میقدرت تفکیک پروتئین SDS-PAGEتکنیک 

 در شرایط احیایی انجام شد. %12آمید اکریلپلی ژلبا استفاده از  SDS-PAGEشوند. در مطالعه حاضر، می مرتب آمیداکریلپلی ژل در اندازه

 DPPHکنندگی رادیکال آزاد قدرت حذف

 DPPH (1,10-diphenyl-2-picrylhydrazyl)کنندگی رادیکال فعال به وسیله آزمون قدرت حذفظرفیت ضداکسیدانی پپتیدهاي زیست

 با استفاده از رابطه زیر محاسبه گردید. کنندگیمهار [ انجام شد. قدرت11و همکاران ] Youبر طبق روش 

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

  DPPHsample A =جذب نمونه به همراه محلول 

 DPPH =blank  Aجذب متانول همراه با محلول   

 ABTS ظرفیت مهار رادیکال آزاد

میلی ABTS (ABTS 7[ انجام شد. در ابتدا محلول اولیه رادیکال آزاد 12و همکاران ] Alemánبا روش  ABTSظرفیت مهار رادیکال آزاد 

ساعت در دماي اتاق در مکان تاریک نگهداري شد. حجمی از محلول  16مولار( تهیه و به مدت میلی 45/2مولار در محلول پتاسیم پر سولفات 

میکرولیتر  20نانومتر رسید. سپس  734در  7/0 ±02/0ام آزمایش به میزان جذب تهیه شده با آب مقطر رقیق شد تا محلول مورد نظر براي انج

گراد در مکان تاریک درجه سانتی 30دقیقه در دماي  10مخلوط شد و به مدت  ABTSمیکرولیتر از محلول  980نمونه ژلاتین هیدرولیز شده با 

حذف ها به شکل درصد بازدارندگی بر اساس غلظت بیان شدند. قدرتهنانومتر خوانده شد. داد 734نگهداري شد. سپس جذب آن در طول موج 

 با استفاده از رابطه زیر محاسبه شد: کنندگی

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

 ABTSsample  A =جذب نمونه به همراه محلول 

 I(ACE-I )  آنژیوتنسین کننده تبدیل آنزیم مهارکنندگی فعالیت سنجش

شود، اما پپتیدهاي نمایند مانند کاپتوپریل و انالاپریل درمان میجلوگیري می ACEفشار خون بالا اغلب با داروهاي تجاري که از فعالیت 

 ACE از کیت سنجش فعالیتها با استفاده فشار خون نمونهفعالیت ضد .ممکن است یک درمان جایگزین را فراهم نمایندACE مهارکننده 

 10ها طبق دستورالعمل سازنده در بافر سنجش رقیق شدند. به طور خلاصه، ، آمریکا(. در ابتدا همه معرفCS0002ارزیابی شد )سیگما آلدریچ، 

 40ضافه شده و سپس خانه تیره ا 96به یک میکروپلیت  هاي مختلف و کنترل منفی )بافر سنجش(میکرولیتر نمونه رقیق شده در بافر در غلظت

دقیقه انکوبه شد.  5گراد به مدت درجه سانتی 37کننده در دماي به نمونه ها افزوده شد و جهت امکان ارتباط بین آنزیم و مهارACE میکرولیتر 

دقیقه توسط دستگاه میکروپلیت ریدر  5اضافه شد و جذب فلورسانس هر دقیقه به مدت   (ACE fluorogenic)میکرولیتر سوبسترا 50سپس 

میکرولیتر لیتر  100نانومتر تعیین شد. منحنی استاندارد )تهیه شده در  405نانومتر و  320میزان جذب تحریک و انتشار به ترتیب در  خوانده شد.

تعیین مقدار محصول فلورسنت تشکیل شده استفاده شد و درصد مهار طبق روش سازنده کیت نانومول( براي  8/0تا  1/0بافر به ازاي هر چاهک( )

 [.13]محاسبه شد 

 تجزیه و تحلیل آماری 

(3رابطه )  

(2رابطه )  
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  1403 بهار، 2 شماره ،13 دوره                                                               مجله علوم و فنون شیلات                                   

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  

 گیری درجه هیدرولیزنتایج مربوط به اندازه

ساعت( مورد ارزیابی قرار گرفت و  16ساعت و  6الی 1هاي مختلف هیدرولیز )روند تغییرات درجه هیدرولیز پروتئین هیدرولیز شده میگو در زمان

دت و نرخ از شاما  که با افزایش زمان هیدرولیز درجه هیدرولیز افزایش پیدا میکند ه استنتایج نشان دادنشان داده شده است.  1نتایج آن در شکل 

ت دقیقه اول رخ داده اس 60 ي تیمارشده با آنزیم آلکالاز طینمونه در طوري که بیشترین میزان هیدرولیز هیدرولیز کاسته میشود، به

 360دقیقه اول و 60داري بین تفاوت معنی و بود %77/45±05/0و معادل  960 يبالاترین درجه هیدرولیز در دقیقه (. به علاوه95/0±86/31%)

 (.>05/0pدقیقه مشاهده گردید )

 

 

 

 

 

 

 

 (.SD ±هاي مختلف )ميانگين هيدروليز پروتئين هيدروليز شده در زمان. روند تغييرات درجه 1شکل 

 SDS-PAGEآنالیز 

آلکالاز و اجزاي  هاي هیدرولیز شده با آنزیممولکولی پروتئین اندازهجهت تایید نهایی فرآیند جزءگیري وزنی )الترافیلتراسیون( و تعیین پروفایل 

 2همانطور که در شکل  آورده شده است. 2در شکل  SDS-PAGEانجام گردید. نتایج مربوط به  (SDS- PAGEپپتیدي، الکتروفورز ژل )

 ها نشان داد بطوري که پس از هیدرولیز و فیلتراسیون پروتئین هیدرولیز شده و جزء پپتیديآلکالاز کارایی بالایی در تجزیه پروتئین مشخص است

هاي دالتون نشان داده شده است که ممکن است نتیجه پروتئینکیلو 40~ قابل توجه با وزنکیلودالتون، یک باند  30با وزن مولکولی بالاي 

کیلودالتون نیز باند قابل  30تر از هاي با وزن کمدر نمونه اند.تر موجود در مواد خام باشد که به طور کامل توسط آنزیم آلکالاز هیدرولیز نشدهبزرگ

 (.2به صورت کمرنگ ظاهر شدند )شکل  توجهی مشاهده نشد و باندهاي پپتیدي
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 کيلودالتون(. 30و  10، 3نمونه شاهد و اجزاي پپتيدي با وزن هاي مولکولی مختلف ) SDS-PAGE . آنالیز2شکل 

 

 ارزیابی خاصیت ضداکسیدانی

  DPPH کنندگی رادیکال آزادقدرت حذف

 که ترکیب هیدرولیز شده داراي خاصیت هاي مختلف نشان دادشده در غلظتنتایج حاصل از بررسی خاصیت ضداکسیدانی ترکیب هیدرولیز 

(  p>05/0یابد )لیتر خاصیت مهارکنندگی افزایش میگرم بر میلیمیلی 10ها بوده و با افزایش غلظت تا ضداکسیدانی بالایی در تمامی غلظت

. در بود (61/69 ±15/0در حدود )لیتر گرم بر میلیمیلی 10کیلودالتون در غلظت  30ي زیر کنندگی نیز براي نمونهبالاترین میزان مهار(. 3)شکل 

(. از p≤05/0بالاتري بودند ) DPPHکنندگی رادیکال آزاد هاي هیدرولیز شده داراي خاصیت مهارمقایسه با نمونه کنترل )هیدرولیز نشده(، نمونه

 2مثبت استفاده شد و فعالیت ضداکسیدانی آن در غلظت مولار نیز به عنوان کنترلمیلی 002/0-2هاي ( در غلظتcآسکوربیک اسید )ویتامین 

 (.4محاسبه شد )شکل  %77/90مولار میلی

 

 

 

 

 

 

 

 

 (.SD ±)ميانگين هاي مختلف اجزاي مختلف پپتيدي در غلظت DPPH. فعاليت مهار رادیکال آزاد 3شکل 
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 آسکوربیک اسید. DPPH. فعالیت مهار رادیکال آزاد 4شکل 

 ABTSآزاد  ظرفیت مهار رادیکال

زاد آنتایج حاصل از بررسی خاصیت ضداکسیدانی اجزاي مختلف پپتیدي نشان داد که اجزاء پپتیدي و پروتئین هیدرولیز شده توانایی مهار رادیکال 

ABTS  کنندگی رادیکال آزاد هاي مختلف، داراي خاصیت مهارهاي هیدرولیز شده در وزن(. همچنین نمونه5را دارا بودند )شکلABTS  بالاتري

کیلودالتون  30ي زیر کنندگی براي نمونهبالاترین میزان مهار ،DPPH(. همانند آزمون p≤05/0نسبت به نمونه کنترل )هیدرولیز نشده( بودند )

چنین جهت مقایسه، از آسکوربیک اسید به عنوان یک ضداکسیدان متداول هم. بود (38/99 ±15/0لیتر در حدود )گرم بر میلیمیلی 2ظت در غل

 دست آمد.به %43/91لیتر گرم بر میلیمیلی 5/0لیتر(. فعالیت ضداکسیدانی آن در غلظت گرم بر میلیمیلی 0-5/0هاي استفاده شد )غلظت

 

 

 

 

 

 

 

 

 (.SD ±)ميانگين هاي مختلف اجزاي مختلف پپتيدي در غلظت ABTS. فعاليت مهار رادیکال آزاد 5شکل 
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 1403، و همکاران طوافی                                                                   ...ن  پپتیدهای حاصل ازضدفشار خو ی ودانیخواص ضداکس سنجش

 I(ACE-I)  آنژیوتنسین مبدل آنزیم مهارکنندگی فعالیت سنجش

نشان  6لیتر در شکل گرم بر میلیمیلی 5پروتئین هیدرولیز شده و اجزاي پپتیدي حاصل از الترافیلتراسیون در غلظت  ACE فعالیت مهارکنندگی

ترین میزان (. بیش%53-12را دارا بودند )فعالیت بازدارندگی بین  ACEها توانایی مهارکنندگی داده شده است. بر طبق نتایج، همه نمونه

کیلودالتون نداشتند  10هاي زیرداري نسبت به نمونه( و اختلاف معنی%53.23کیلودالتون بود ) 30جزء پپتیدي زیرمهارکنندگی نیز متعلق به 

(05/0P>همچنین طبق نتایج به دست آمده، نمونه .) فعالی را نشان دادند.کیلودالتون کمترین خاصیت زیست 3هاي پپتیدي کمتر از 

 

 

 

 

 

 

 5در غلظت اجزاي مختلف پپتيدي  (ACE-I) 1ي درصد مهارکنندگی آنزیم مبدل آنژیوتانسين نمودار مقایسه .6شکل 

 .(SD ±)ميانگين ليتر ميلیگرم/ميلی

 

 بحث 

ودات دارد. موجباشند، وجود تر که داراي مزایاي سلامتی بالقوه میکنندگان براي مواد غذایی طبیعیاي از جانب مصرفامروزه تقاضاي فزآینده

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

شده از شتقفعال مزیست هاي اخیر مطالعات متعددي در زمینه تولید پپتیدهايویژه در سالباشند. بهها میها و ضدمیکروبفنولیک، ضداکسیدان

یل قابل که این پپتیدها داراي پتانساند، از آنجاییبرداري شده متمرکز شدهتر بهرهماهی و میگو جهت به حداکثر رساندن کارایی منابع دریایی کم

به  2020زاي غذایی ویژه تا سال شود تجارت اجبینی میباشند. پیشهاي غذایی فراسودمند و یا غذاداروها میتوجهی به منظور توسعه فرآورده

 [.14باشند ]ترین سهم تجارت میبرسد، که در این میان مواد غذایی کارکردي داراي بزرگ %5/5میلیارد دلار با نرخ رشد سالانه  2/91

مربوطه  وتئین توسط آنزیمدر واقع میزان تجزیه پر زند. این شاخصدرجه هیدرولیز تغییر محتواي پپتید را در یک واکنش هیدرولیتیک تخمین می

تري از پپتید در محلول تولید بالاتر باشد، تعداد بیش کند و هرچهگیري میهاي مختلف با پروتئین هیدرولیزشده بازیافت شده اندازهرا در نسبت

ازیافتی را به عنوان فاده از پروتئین بشود و امکان استافزایش تولید پپتیدها طی واکنش هیدرولیتیک منجر به افزایش حلالیت پروتئین می شود.می

دهد که [. بر اساس نتایج، درجه هیدرولیز در ساعات اولیه میزان بالایی داشت که این نشان می15دهد ]افزودنی داراي درجه غذایی افزایش می

ه افت، تا اینکه تقریبا ثابت شد کحداکثر شکافت پیوندهاي پپتیدي در ساعت اول هیدرولیز رخ داده است و در ادامه سرعت واکنش کاهش ی

و  Noman[ و 16و همکاران ] Pagánدهنده این بود که هیدرولیز به فاز پایدار رسیده است. این نتیجه مطابق با نتایج محققان از جمله نشان

طح پپتیدي متصل به سکند و سپس زنجیره هاي پلیبه طور کلی، آنزیم به سرعت ذرات نامحلول در پروتئین را جذب می .[ بود17همکاران ]

سرعت هیدرولیز آنزیمی پیوندهاي پپتیدي، سرعت هیدرولیز عمومی را کنترل  شود.شوند و توده پروتئین داخلی کندتر هیدرولیز میتجزیه می
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[. نتایج این تحقیق نشان دهنده درجه هیدرولیز بالاي 16یابد ]زایش زمان واکنش، در دسترس بودن بستر کاهش میبا این وجود، با اف کند.می

زیم باشد. انتخاب آنساعت فرآیند هیدرولیز است که نشان دهنده کارایی بالاي آنزیم آلکالاز جهت هیدرولیز می 6پروتئین هیدرولیز شده در پایان 

ید پروتئین هیدرولیز شده از ماهی و ضایعات آن دارد، زیرا هر آنزیم داراي الگوي متفاوتی در شکستن باندهاي پپتیدي نقش بسیار مهمی در تول

 [. 18هاي تولید شده اثر خواهد گذاشت ]ها، وزن ملکولی و فعالیت زیستی پپتیدباشد که بر ترکیب اسید آمینهمی

. جهت تایید نهایی فرآیند [19]فعال از منابع زیستی می باشد زیستسازي ترکیبات ازیابی و خالصها براي باولترافیلتراسیون یکی از بهترین روش

انجام  (SDS-PAGEهاي هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز و اجزاي پپتیدي، الکتروفورز ژل )مولکولی پروتئینوزن الترافیلتراسیون و تعیین پروفایل 

ها نشان داد. هرچند، جزء پپتیدي با وزن مولکولی اده شده است آلکالاز کارایی بالایی در تجزیه پروتئیننشان د 2گردید. همانطور که در شکل 

کیلودالتون، باند قابل توجهی مشاهده  30تر از هاي با وزن کمدالتون نشان داد در نمونهکیلو 40~ کیلودالتون، یک باند قابل توجه با وزن 30بالاي 

 بود. وجود باندهاي با وزن مولکولی کم در [20]و همکاران  Bordbarنشد و باندهاي پپتیدي به صورت کمرنگ ظاهر شدند که مطابق با نتایج 

 [.19]تر شود فعالی قوياجزاي پپتیدي در این مطالعه ممکن است منجر به تولید پپتیدهایی با خواص زیست

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

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

هایی شده حاوي پپتیدهاي هیدرولیز پروتئین[. 21روند ]ها از بین میشوند، رادیکالسوبستراي اهداکننده پروتون، مانند یک ضداکسیدان مواجه می

متوقف  تر تبدیل کنند. نتیجه این عملکردها را به ترکیبات پایدارهاي آزاد واکنش دهند و آنتوانند با رادیکالدهنده بوده و میهستند که الکترون

گرم میلی 5تئین هیدرولیزشده تا [. نتایج این بررسی نشان داد که با افزایش غلظت پرو22اي اکسیداسیون خواهد بود ]هاي زنجیرهکردن واکنش

لیتر( اندکی کاهش یافت که در تطابق با نتایج گرم بر میلیمیلی 10یابد اما در غلظت بالاتر )یعنی خاصیت مهارکنندگی افزایش میلیتر بر میلی

Zhong [ می23و همکاران ] .نتایج [20]د دهاي با زنجیره بلند دارنپپتیدهاي با زنجیره کوتاه ظرفیت ضداکسیدانی بالاتري نسبت به پپتیباشد .

داد باشد. اعتقاد بر این است که تعگریز در همه اجزاي پپتیدي میهاي آبهاي ضداکسیدانی داراي اسید آمینهحاصل نشان دهنده حضور پپتید

مشتق شده از منابع  گریزپتیدهاي طبیعی آبگذارد. گزارش شده است که بسیاري از پگریز بر شدت فعالیت مهار پپتید تأثیر میاسیدهاي آمینه آب

د و به عنوان دهنهاي غیر پپتیدي واکنش نشان میگریز با ضداکسیدانپروتئینی داراي اثرات ضداکسیدانی قوي هستند؛ اسیدهاي آمینه آب

 .[24]کنند هاي آزاد عمل میهاي مختلف رادیکالهاي موثر گونهجاذب

-، یک کروموفور سبزABTSت که توانایی یک ضداکسیدان براي مهار تشکیل یک رادیکال رنگی سنجی اسیک روش رنگ ABTS آزمون

 توسط اکسیداسیون  ABTS+[. مونوکاسیون رادیکال از پیش ساخته شده25کند ]نانومتر را ارزیابی می 734آبی با جذب مشخص در طول موج 

ABTS یابد هاي شکننده زنجیره کاهش میهاي اهداکننده هیدروژن و ضداکسیداناکسیدانشود و در حضور ضد با پتاسیم پرسولفات تولید می

یابد هاي مختلف نشان داد که با افزایش غلظت خاصیت مهارکنندگی افزایش می[. نتایج حاصل از بررسی خاصیت ضداکسیدانی در غلظت25]

 ABTSجزء پپتیدي توانایی مهار رادیکال آزاد  4یدي نشان داد که هر چنین نتایج حاصل از بررسی خاصیت مهارکنندگی اجزاي پپتهم(. 5)شکل 

داري داراي قدرت مهارکنندگی بالاتري نسبت کیلودالتون به طور معنی 30را دارا بودند و در بین همه اجزا، جزء پپتیدي با وزن مولکولی کمتر از 

ها براي اهداي الکترون یا اتم هیدروژن براي کننده ظرفیت آنمنعکس ABTS توانایی پپتیدها براي مهار رادیکال .به سایر اجزاي پپتیدي بود

توانند فعالیت ضداکسیدانی پپتیدها را افزایش دهند گریز و آروماتیک خاص میهاي آبوجود باقی مانده [.4غیرفعال کردن این گونه رادیکال است ]

 His و  Asp ،Pro ،Trp ،Tyr ،Met ،Cys ،Leu ،Arg،Alaنه مانند گزارش شده است که پپتیدهاي حاوي بقایاي اسیدهاي آمی .[26]

 [. 27دهند ]فعالیت ضداکسیدانی بالاتري نشان می

ACE فعال آنژیوتانسین )دکاپپتیدي به نام آنژیوتانسینآنزیمی است که شکل غیر I ( را به یک عامل انقباض عروق فعال )اکتاپپتیدي به نام

کینین -کردن یک گشادکننده عروق به نام برادي کینین در سیستم کالیکرئینکند. مکانیسم دیگر این آنزیم، غیرفعالتبدیل می ( II آنژیوتانسین
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 ACEها توانایی مهارکنندگی بر طبق نتایج، همه نمونه [.28]کند بنابراین، مسدود کردن یا مهار این آنزیم به کاهش فشار خون کمک می؛ است

[ در خصوص خاصیت ضدفشار خون پپتید حاصل 9] Shahidiو  Ambigaipalan( که با نتایج %53-12)فعالیت بازدارندگی بین را دارا بودند 

فعال از منابع زیستی زیستسازي ترکیبات ها براي بازیابی و خالصاولترافیلتراسیون یکی از بهترین روشاز هیدرولیز پوسته میگو مطابقت داشت. 

نشان داده شده  6همان طور که در شکل [. 29]شود هاي غذایی استفاده میاز پروتئین ACE جداسازي پپتیدهاي مهارکنندهو براي  [19]بوده 

 ACE (. مطالعات قبلی در مورد پپتیدهاي بازدارنده%53.23کیلودالتون بود ) 30ترین میزان مهارکنندگی متعلق به جزء پپتیدي زیربیشاست، 

که برخلاف نتایج به [ 30]وزن مولکولی بالا داشتند  تري نسبت به پپتیدهاي باتر، فعالیت مهاري قويوزن مولکولی پایین نشان دادند پپتیدهاي با

باشد. این می تواند تا حدي به منبع پروتئین و یا پپتید استخراج شده و نحوه فیلتراسیون با غشاهاي اولترافیلتر دست آمده در تحقیق حاضر می

کیلودالتون حاصل از ژلاتین پوست ماهی کاد اقیاتوس  5-10گزارش کردند که پپتیدهایی با وزن مولکولی  [30]و همکاران  Ngo. نسبت داده شود

، اجزاي پپتیدي حاصل [19]و همکاران  Ishakباشند که بانتایج حاصله مطابقت داشت. بر طبق مطالعه می %60اطلس داراي مهارکنندگی حدوداً 

ترمینال توالی پپتیدها  C هاي خاص درون پروتئین هیدرولیز شده به شدت تحت تاثیر توالی پپتیدها و همچنین حضور اسید آمینهاز الترافیلتراسی

 جایی که فعالیت اولیه. از آن[30]دارد، قرار دارد  ACE گریز که تمایل به تعامل با محل فعالو یک اسید آمینه آب  Trp ،Tyr ،Phe،Proمانند 

ACE پپتیددي بریدن C ترمینال سوبستراهاي الیگوپپتیدي با ویژگی گسترده است، فعالیت بازدارنده پپتیدهاي بازدارنده ACE  به شدت تحت

 هاي قويگریز در این موقعیت هستند مهارکنندههاي آبها قرار دارد و پپتیدهایی که شامل اسید آمینهترمینال آن C پپتیديتأثیر توالی تري

ACE [.29]باشند می 

 گیرینتیجه

هاي آزاد را الباشد که توانایی مهار رادیکفعال میاي از پپتیدهاي زیستدهد که ضایعات میگوي ببري سبز، منبع غنینتایج این تحقیق نشان می

دهد، زیرا علاوه بر هاي مصنوعی میانباشند. فعالیت نسبتاً بالا در ارائه خاصیت ضداکسیدانی امکان جایگزینی این ترکیب را با ضداکسیددارا می

 30کمتر از  توسط جزء پپتیدي با وزن ACEمهارکنندگی مطلوب دهند. همچنین، خاصیت  ضداکسیدانی بالا، سمیت کمتري را نشان می

واع خواص زمینه بررسی انباشد. در این راستا لازم است مطالعات بیشتري در کیلودالتون نویدبخش استفاده از پپتیدها در صنایع دارویی می

 اي انجام شود.هاي تغذیهچنین استفاده از پپتیدها در بستر مواد غذایی یا به شکل مکملفعالی و همزیست

  تشکر و قدردانی

و نیز ستاد توسعه “4005007”( برگرفته شده از طرح شماره INSFاین اثر تحت حمایت مادي صندوق حمایت از پژوهشگران و فناوران کشور )

 انجام پذیرفته است.  17015/01فناوري تحت قرارداد پژوهشی شماره زیست

 .گزارش نشده است سندگانیتوسط نو يمورد ییدیه اخلاقی:أت

 . گزارش نشده است سندگانیتوسط نو يمورد تعارض منافع:

 . گزارش نشده است سندگانیتوسط نو يموردمنابع مالی: 

 .گزارش نشده است سندگانیتوسط نو يمورد سهم نویسندگان:
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A B S T R A C T  ARTICLE TYPE 
In the present study, the green tiger shrimp (Penaeus semisulcatus) processing wastes were 

hydrolyzed by alcalase in an enzyme-to-substrate ratio of 1: 100 under optimal conditions of 

temperature (55°C) and pH (7.5) for 16 hours, and the degree of hydrolysis was investigated. 

Also, the hydrolyzed sample during 300 minutes of hydrolysis, was fractionated by 

ultracentrifugal members 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) and the antihypertensive properties of hydrolysate and peptide fractions 

were measured at different hydrolysate concentrations. The degree of hydrolysis was the 

highest (31.86 ± 0.95%) at a hydrolysis time of 60 minutes. The results of DPPH radical 

scavenging activity showed that the peptidic fraction <30 kDa exhibited the highest 

scavenging activity compared to the other fractions (69.61 ± 0.15% at a concentration of 10 

mg/mL). The highest rate of ABTS radical scavenging activity was also observed for the 

sample <30 kDa at a concentration of 2 mg/mL (99.38 ± 0.15%). Measuring the inhibitory 

activity of angiotensin-converting enzyme I (ACE-I) also revealed that although all samples 

could inhibit ACE (inhibitory activity between 12-53%), the highest inhibitory rate belonged 

to the peptide fraction <30 kDa (53.23%). In general, the results of this study showed that the 

peptides obtained from the hydrolysis of green tiger shrimp waste can be used as a natural 

antioxidant in the formulation of nutraceuticals. 
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