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ABSTRACT: In this study, the extraction and purification of bioactive peptides and evaluation of 

antioxidant and anticancer properties of the hydrolyzed protein of whitefish viscera of Caspian Sea 

through enzymatic hydrolysis with alcalase and flavourzyme were investigated. Antioxidant activity 

of the hydrolyzed protein was evaluated by DPPH- free radical scavenging activity, ferric reducing 

power, and metal chelating activity of Fe2+. Results showed that the hydrolyzed protein had 

antioxidant activity and the alcalase had the potential of production of protein powder with a higher 

hydrolysis degree (20.5 ±1.2) in comparison with flavourzyme. DPPH-free radical scavenging and 

metal chelating activities of the protein hydrolyzed by alcalase was significantly higher than that by 

flavourzyme (p < 0.05). The results of cell culture and MCF-7 cell line indicated that the concentration 

of 500 mg/L of the hydrolyzed protein by alcalase with molecular weight of less than 3 kDa 

completely inhibited the growth of breast cancer cells and its inhibitory effect was higher than 

Lynparza (p < 0.05). The results showed that obtained peptides from whitefish with strong antioxidant 

and anti-cancer effects have the potential to be used as a natural antioxidant in the food industry and 

pharmacy. 
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و  (Caspian kutum)هيدروليز آنزيمی امعا و احشا ماهی سفيد دريای خزر

 بررسی خواص آنتی اکسيدانی پروتئين هيدروليز شده

 2ی، عبدالله قوام 1ینيحس مي، ابراه 1* فاني، انوشه شر1لاصخ یزيعز ونام

، تهران ،  دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقيقات ،  يیغذا عيگروه علوم و صنا. 1

 .رانيا

 لندن ، لندن ، انگلستان. تني، دانشگاه متروپول یدانشکده علوم انسان. 2

 (18/6/1399تاريخ تصويب:  -20/4/1399بازنگری: تاريخ  -7/3/1399)تاريخ دريافت: 

 

 یدانياکسیخواص آنت یبررس به استخراج و خالص سازی پپتيدهای زيست فعال و مطالعه حاضر چکيده:

با  توسط هيدروليز آنزيمیخزر  یايدر ديسف یشده امعا و احشا ماه زيدروليه نيپروتئو ضد سرطانی 

شده با استفاده از  زيدروليه نيپروتئ یدانياکسیآنت تيپردازد. فعالیم ميآلکالاز و فلورزا یهاميآنز

 یشلاته کنندگدرصد آهن و  یکنندگ ايقدرت اح ،DPPH ی قدرت مهار کنندگی راديکال آزادهاآزمون

بوده و  یدانياکسیآنت تيفعال یدارا هيدروليز شده نينشان داد که پروتئ جيشد. نتا یبررس 2Fe+ وني

 ± 2/1) یبالاتر زيدروليبا درجه ه ینيپودر پروتئ ديقادر به تول ميفلاورزا ميآلکالاز نسبت به آنز ميآنز

شده با  زيدروليه نيآهن پروتئ وني یکنندگشلاته تيآزاد و خاص کالي. قدرت مهار رامی باشد( 5/20

نتايج حاصل از کشت  (.> 05/0p) بود ميشده با فلورزا زيدروليه نياز پروتئ شتريب یداریآلکالاز بطور معن

پروتئين هيدروليز شده با وزن  بر ليتر ميلی گرم 500نشان داد که غلظت  MCF-7سلولی و رده سلولی 

های سرطان سينه کيلو دالتون توسط آنزيم آلکالاز بطور کامل موجب مهار رشد سلول 3مولکولی کمتر از 

بر اساس (. > 05/0p)بيشتر بوده است  Lynparzaاروی شده است و اثرات مهارکنندگی آن در مقايسه با د

با اثرات قوی آنتی اکسيدانـی و  ديسف یحاصل از ماه یدهايپپتنتايج بدست آمده، به نظر می رسد که 

را  يـیو دارو يـیدر محصولات غذا یعيطب دانياکسـیآنت کي ضـد سرطانی پتانسيل استفاده به عنوان

 دارا می باشند.

 اکسیدانیآنتیهیدرولیز آنزیمی، ماهی سفید، پپتید زیست فعال، خواص  کليدی:های واژه
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 مقدمه

 میزان درنظرگرفتن با و جهان جمعیت افزایش به توجه با

 بدیهی ،(درسال تن میلیون 100 حدود در) جهانی صید

 دریایی از منابع باید پروتئینی، نیازهاي رفع براي است

 & Kristinsson)استفاده شود هوشمندانه کاملا  طور به

Rasco, 2000; Ovissipour et al., 2013) سالانه .

میزان بالایی از ضایعات ماهیان شامل امعا و احشا، سر، 

شود که م در زمان فرآوري آبزیان حاصل میها و دهبال

 مشکلت زیست محیطی را به دنبال خواهد داشت

(Rustad et al., 2011) اهمیت ماهی به عنوان منبعی .

از پپتیدهاي زیست فعال با سرعت نسبتا بالایی در حال 

که با دارا  ،(Najafian & Babaji, 2012) افزایش است

ها، مواد معدنی، مندي مانند ویتامینبودن ترکیبات ارزش

ست اسیدهاي چرب چند غیر اشباعی و پپتیدهاي زی

باشد. ماهی سفید دریاي فعال منبعی از مواد عملگرا می

هاي استخوانی یکی از گونه (Caspian Kutum) خزر

باشد و مصرف بالاي آن منجر به محبوب در ایران می

تواند گردد که مید مقادیر فراوانی امعا و احشا میتولی

منبع مناسبی از پروتئین باشد و اثرات نامطلوب زیست 

محیطی ناشی از دفع ضایعات را به حداقل برساند 

(Hosseini et al., 2015)آنزیمی به طور  . هیدرولیز

اي نظور بهبود خواص عملکردي و تغذیهوسیع به م

شود و پپتیدهاي بهتري هاي غذایی استفاده میپروتئین

 کنداي و کارکردي ایجاد مینظر خواص تغذیهاز 

(Kristinsson & Rasco, 2000)هاي مختلفی . آنزیم

هاي روتئینمانند آلکالاز و فلورزایم براي تولید پ

اص عملکردي مناسب مورد استفاده هیدرولیز شده با خو

گیرد که هیچ اثر سمیتی را در محصول نهایی به قرار می

. تاکنون (Elavarasan et al., 2014) گذاردجاي نمی

 اکسیدانیآنتیمطالعات بسیاري در مورد فعالیت 

هاي مختلف تیلپیا هاي هیدرولیز شده گونهپروتئین

(Raghavan et al., 2008)پوسته ي میگو ، (Kannan 

et al., 2011 ( گوشت ماهی تن ،(Hsu et al., 2011) ، 

و گوشت ( Fu & Zhao, 2013) ژلاتین پوست سالمون

انجام شده است.  (Khaled et al., 2014) ساردین

دهاي مخرب در بسیاري از اکسایش لیپید یکی از فرآین

تغییر در کیفیت غذا و ارزش که منجر به  غذاها بوده

شود و عمر ماندگاري را نیز به ویژه در اي میتغذیه

یدهاي چرب چند ماهیان چرب به علت سطح بالاي اس

 ;Ovissipour et al., 2013) دهدمی غیراشباعی کاهش

Chen et al., 2012) هاي طبیعی اکسیدانآنتی. بنابراین

 توانند شروع اکسایش را به تاخیر اندازندو مصنوعی می

(Khantaphant et al., 2011)امروزه توجه زیادي به . 

هاي طبیعی معطوف شده است. تحقیقات اکسیدانآنتی

زهاي روتیفرها نشان داده است که هیدرولی

(Brachionus plicatilis)  اکسیدانی آنتیداراي فعالیت

چشمگیري است و امکان استفاده از آن به عنوان مکمل 

 Khafaeizadeh et)باشد در مواد غذایی قابل بررسی می

al., 2016.) عامل ايفزاینده بطور از سویی دیگر سرطان 

. بود خواهد آینده هايدهه در بیماري جهانی بار در مهم

 ایران در نفر 40000 مرگ سبب سالانه بیماري این

. است برخوردار ايفزاینده رشد از آن شیوع و گرددمی

 ساله 40-44 زنان در سرطان شایعترین سینه سرطان

 ایران در سرطان نوع این اخیر دهه طی در که باشد،می

. باشدمی کننده نگران بسیار که است داشته بالایی رشد

 در توسعه حال در کشورهاي در سینه سرطان شیوع

 صورت به دنیا نقاط از بسیاري در و است افزایش حال

 است درآمده زنان بین در بدخیم بیماري ترینشایع

(Harirchi et al., 2000) .پپتیدها، سرطانی ضد پتانسیل 

 و تکثیري ضد اکسیدانی،آنتی عملکرد از ناشی عمدتا

 از شده استخراج پپتیدهاي. است هاآن جهش ضد

 ضد آپوپتوزیس، چون مختلفی هايمکانیسم با آبزیان،

 سلولی مرگ تحریك موجب سیتوتوکسیك، و تکثیر

 شیمی جراحی، عمل با هاسرطان از بعضی. گردندمی

 هادرمان این اما است درمان قابل تراپی رادیو و درمانی

 روي بر داروها از استفاده توسط را زیانباري اثرات اغلب

 ,.Hubenak et al) دندار سالم هايبافت و هاسلول

 زیست پپتیدهاي تولید هدف با حاضر تحقیق. (2014
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 منظور به خزر دریاي سفید ماهی ضایعات از فعال

 سینه بافت سرطانی ضد و اکسیدانی ضد خاصیت ارزیابی

بنابراین، با توجه  .پذیرفت صورت آزمایشگاهی شرایط در

به عدم وجود مطالعات کافی در این زمینه، در تحقیق 

حاضر هیدرولیز آنزیمی براي تولید پپتیدهاي زیست 

فعال از امعا و احشا ماهی سفید دریاي خزر بکار گرفته 

یدرولیز اکسیدانی پروتئین هآنتیشده است. لذا فعالیت 

درت احیا ، آزمون قDPPHهاي شده با استفاده از آزمون

و  ن و شلته کنندگی فلزات بررسی شدکنندگی یون آه

ها مورد بررسی ادامه خواص ضد سرطانی این پپتید در

 قرار گرفت.

 هامواد و روش
ماهی سفید دریاي خزر با وزن متوسط از بازار ساري 
تهیه و در کنار یخ به آزمایشگاه پژوهشکده اکولوژي 

احشا ماهی جدا دریاي خزر منتقل شد. سپس امعا و 
گردیده و به قطعات کوچك برش داده شد و به عنوان 

درجه  20م اولیه تا زمان مصرف در دماي ماده خا
نگهداري گردید. آنزیم آلکالاز )استخراج شده  سلسیوس

( و فلورزایم )استخراج شده Bacillus Licheniformisاز 
از نمایندگی شرکت نووزایم  (Aspergillus Oryzae از

درجه  4ارک در ایران خریداري و تا زمان آزمایش در دانم
هاي سنتزي اکسیدانسلسیوس نگهداري شدند. آنتی

BHA  وBHT  شدنداز شرکت مرک تهیه. 

 سنجش ترکيبات شيميايی امعا و احشا ماهی 

هاي ها از روشمنظور سنجش ترکیبات تقریبی نمونهبه
گیري ازه. براي اند(AOAC, 2000) استاندارد استفاده شد
درجه سلسیوس، جهت ثابت  105میزان رطوبت از آون 

شدن وزن نمونه استفاده شد. جهت تعیین خاکستر، نمونه 
 550خشك در بوته چینی ریخته شده و در کوره با دماي 

ساعت سوزانده شد. میزان  5درجه سلسیوس به مدت 
آمد. چربی کل نیز با  پروتئین به روش کجلدال بدست

 اج شد.سوکسله استخر

                                                                                                                                                                  
1 . Fish Protein Hydrolysate 

 (FPH)1توليد پروتئين هيدروليز شده 

ي اتاق هاي منجمد جهت انجام هیدرولیز در دمانمونه

به مدت  ها پس از چرخ شدنانجماد زدایی شدند. نمونه

سلسیوس درجه  85در دماي دقیقه درون حمام آبی  20

هاي داخلی امعا و احشا غیرفعال قرار گرفتند تا آنزیم

 250هر نمونه به دو ارلن مایر گرم از  50د. سپس نشو

 میلی لیتر آب مقطر 100میلی لیتري منتقل شد. سپس 

( به هر ارلن مایر حاوي 2به  1حجمی  -) نسبت وزنی

بعد از  (.Guerard et al., 2012) نمونه اضافه گردید

 درصد 5/1ها، آنزیم الکالاز به میزان خنك شدن ارلن

د و هیدرولیز به )محتوي پروتئین( به یك ارلن افزوده ش

درجه  55و دماي  pH 5/8دقیقه در  180مدت 

که شرایط بهینه فعالیت آنزیم آلکالاز بود،  سلسیوس

رصد به ارلن د 5/1انجام شد. سپس فلورزایم به میزان 

و هیدرولیز در همان دما و  مایر دیگري اضافه گردید

منظور توقف واکنش  انجام شد. به pH 7زمان و در 

درجه  90دقیقه در دماي  10ها به مدت نهآنزیمی، نمو

ها پس از خنك (. نمونه1سلسیوس قرار گرفتند )جدول 

دقیقه با دور  10شدن در دماي محیط به مدت 

×g10000 سانتریفیوژ سلسیوسدرجه  4در دماي ،

شدند و سپس مایعات رویی با استفاده از دستگاه خشك 

درجه  -50در دماي  )BT-5003-FD (کن انجمادي مدل

. (Ovissipour et al., 2013) خشك گردیدند سلسیوس

دار در فریزر در هاي زیپپودرهاي تولیدي در کیسه

 نگهداري شدند.  سلسیوسدرجه  -18دماي 

 گيری درجه هيدروليز اندازه

اسید  کلرواستیك تري کمك به (DH)هیدرولیز  میزان

(TCA) 20 شد  گیرياندازه درصد حجمی/حجمی

 نسبت درصد گیري،اندازه روش این مبناي .(1)جدول 

 کل به اسید استیك کلرو تري در هاي محلولپروتئین

 پس سانتریفیوژ از حاصل نمونه در هاي موجودپروتئین

 محلول از مساوي حجم منظور بدین. هیدرولیز است از

http://www.denavacuum.ir/product-details/%d9%81%d8%b1%db%8c%d8%b2-%d8%af%d8%b1%d8%a7%db%8c%d8%b1-%d8%a2%d8%b2%d9%85%d8%a7%db%8c%d8%b4%da%af%d8%a7%d9%87%db%8c-3-%d9%84%db%8c%d8%aa%d8%b1%db%8c-%d8%a8%d8%a7-%d8%af%d9%85%d8%a7%db%8c-fd-5003-bt/
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 پس و شده مخلوط TCAمحلول  با جدا شده پروتئینی

 5 مدت به سلسیوس درجه 20 در دماي زدن هم از

 مقدار سپس. شدند ( سانتریفیوژg 6700×دقیقه )

گیري گردید. اندازه با روش لوري محلول فاز در پروتئین

 ایجاد رنگ شدت و رنگی در این روش ایجاد کمپلکس

غلظت پروتئینی موجود در نمونه دارد  به بستگی شده

(Lowry et al., 1951)طریق از هیدرولیز درجه . میزان 

 ,Raghavan & Kristinsson)شد  محاسبه (1رابطه )

2008.) 

 (1)رابطه 

= درجه هیدرولیز 
تري کلرو استیك اسید10 درصد − پروتئین هاي محلول در نمونه

پروتئین هاي کل در نمونه
× 100 

 

 پپتيدها جداسازی

 فیلتر دو با فیلتراسیون اولترا توسط پپتیدها جداسازي

کیلو  30و  3 (MWCO) مختلف مولکولی وزن با آمیکون

، MW<3 KDa دالتون انجام شد. سه فرکشن

3kDa<MW<30KDa، MW>30kDa  .جدا گردید

 از استفاده با خام شده هیدرولیز پروتئین ابتدا

 درجه 25 دماي در کیلودالتون، 30 فیلترآمیکون

 g 7500× سرعت با و دقیقه 10 زمان ، مدتسلسیوس

 از کمتر شده هیدرولیز پروتئین شد. سپس سانتریفیوژ

 3 استفاده از فیلترآمیکون با مجددا کیلودالتون 30

 زمان مدت ،سلسیوس درجه 25 دماي در کیلودالتون،

 بدین .شد سانتریفیوژ g 7500× سرعت با و دقیقه 20

 30و 3 بین کیلودالتون، 3 از کمتر پپتیدهاي ترتیب،

 .شدند جدا کیلودالتون 30 از بیشتر و کیلودالتون

 هيدروليز شده ماهی  اکسيدانی پروتئينآنتی خواص بررسی

رادیکال  مهار قدرت یعنی مهم اکسیدانیآنتی شاخص 3

ظرفیتی و فعالیت شلته  سه آهن یون ، احیاDPPH آزاد

 ،300، 200، 100 غلظت در پنج کنندگی یون آهن

محاسبه شد. از  میلی گرم بر لیتر 500و  400 

براي مقایسه  BHT و BHAهاي مصنوعی اکسیدانآنتی

 اکسیدانی استفاده گردید.آنتیفعالیت 

 DPPHآزاد هایراديکال مهار قدرت

 You etبر اساس روش DPPH هايرادیکال مهار قدرت

al. (2010)  با محلول  نمونه از مساوي انجام شد. حجم
DPPH 16/0  (درصد 95 اتانول)حل شده در میلی مولار 
 دقیقه 1 مدت به آمده دست به محلول .گردید مخلوط

 دقیقه 30 مدت به اتاق دماي در سپس و شد داده تکان

 جذب همه نهایت در. شد نگهداري تاریکی شرایط در

دستگاه  با نانومتر 517 موج طول در هانمونه
همین  به نیز شاهد نمونه .گردید قرائت اسپکتروفوتومتر

 آب از نمونه جاي به که تفاوت این با گردید تهیه طریق
 قدرت مقایسه منظور به. شد استفاده مقطر

 از شده هیدرولیز هايپروتئین اکسیدانیآنتی

 200در غلظت  BHTو  BHAسنتزي هاياکسیدانآنتی
 هايپروتئین میلی گرم بر لیتر استفاده گردید. قدرت

 استفاده با DPPH رادیکال مهار براي شده هیدرولیز

 (.Yen & Wu, 1999)  گردید محاسبه (2رابطه )

  (2)رابطه 

  DPPH قدرت مهار رادیکال آزاد =
نمونه جذب

شاهد جذب
× 100 

 (III) قدرت احيا کنندگی يون آهن

میلی لیتر پروتئین هیدرولیز شده  1در این روش ابتدا 

میلی لیتر  5/2میلی گرم بر میلی لیتر با  40با غلظت 

میلی لیتر محلول  5/2و  pH 6/6با  مولار 2/0بافر فسفات 

پتاسیم فري سیانید مخلوط شد.  حجمی/وزنی درصد 1

درجه  50دقیقه در دماي  30این محلول به مدت 

کردن  اضافه با مدت این از بعد انکوبه گردید و سلسیوس

 میلی لیتر کلرید آهن 5/0میلی لیتر آب مقطر و  5/2

(III)1/0  محیط دماي دقیقه در 10درصد ترکیب و 

 در اسپکتروفتومتر با دستگاه آن جذب سپس و انکوبه

 قدرت مقایسه قرائت شد. جهت نانومتر 700موج  طول

-آنتی از هیدرولیزشده، پروتئین احیاءکنندگی

میلی  200در غلظت  BHTو BHAسنتزي  هاياکسیدان

 گرم بر لیتر به عنوان یك عامل احیا کننده استفاده شد.

 يون آهن کنندگی تعيين فعاليت شلاته

توسط پروتئین  (Fe+2)آهن  فعالیت شلته کنندگی یون
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هیدرولیز شده ضایعات ماهی سفید دریاي خزر مطابق 

انجام شد. مطابق با این  Jamdar et al. (2010) با روش

میلی گرم بر میلی لیتر پروتئین  40روش ابتدا محلول 

میلی  7/3میلی لیتر از آن به  1و هیدرولیز شده تهیه 

 صل،لیتر آب مقطر اضافه گردید. سپس به محلول حا

 2/0میلی مولار کلرید آهن و  2میلی لیتر محلول  1/0

 20میلی مولار فروزین اضافه و  5میلی لیتر محلول 

دقیقه در دماي اتاق انکوبه شد. بعد از این مدت، جذب 

نانومتر قرائت و فعالیت شلته  562محلول در طول موج 

 ( محاسبه گردید. 3بطه )کردن از طریق را

 (3)رابطه 

= فعالیت شلته کنندگی فلزات
1 − جذب نمونه در طول موج 562 نانومتر

جذب شاهد
× 100  

 های هيدروليز شده ماهیفعاليت ضد سرطانی پروتئين

 کشت سلولی 

)مولد سرطان  MCF-7 (NCBI code 135)هاي سلول

سینه( از انیستیتو پاستور ایران تهیه گردید. سپس در 

درصد سرم جنین گوساله  5به همراه  DMEMمحیط 

(FCS) و  (لیترواحد بر میلی 100)، پنی سیلین

کشت  (لیترمیکروگرم بر میلی 100)استرپتومایسین 

در  سلسیوسدرجه  37ها در انکوباتور گردید. سلول

درصد قرار  5دي اکسید کربن درصد و  90رطوبت 

درصد  10و  DMEMها در محیط کشت سلولگرفتند. 

FCS ساعت که  24ریخته شده و پس از  هادر پلیت

ها مورفولوژي طبیعی یافتند، در معرض سلول

قرار گرفتند. هاي هیدرولیز شده ماهی سفید پروتئین

هاي هیدرولیز شده ي کنترل فاقد پروتئینهمزمان نمونه

هاي هیدرولیز شده در هاي حاوي پروتئینمانند نمونه

 .(Picot et al., 2006)نظر گرفته شد 
  MCF-7 سلولی رده های هيدروليز شده برسايتوتوکسيک پروتئين اثر

 MTT (5،4،3ها توسط تست بررسی زنده بودن سلول

دي فنیل تترازولیوم( مورد  2،5یل  2دي متیل تیازول 

افزوده شده به محیط کشت  MTTارزیابی قرار گرفت. 

هاي زنده به رنگ توسط فعالیت دهیدروژناز سلول

فورمازان تبدیل شد. چون محتواي دهیدروژناز 

هاي یك نوع نسبتا ثابت است، میزان فورمازان سلول

عداد سلول است. به منظور تولید شده متناسب با ت

محیط کشت سلولی در طی  pHجلوگیري از انحراف 

هاي سازي نمونه، محلول استوک پروتئینلمحلو

 pH 4/7در  PBSمولار  1/0هیدرولیز شده ماهی در 

تایی  96در هر چاهك  5000ها به تعداد تهیه شد. سلول

 1پلیت سلولی در مدت یك شب قرار گرفت. سپس 

هاي هیدرولیز شده لیتر از پروتئینمیلی گرم برمیلی

ها بر روي رشد ساعت اضافه و اثر آن 72براي مدت 

ها با بررسی گردید. سلول MTTسلولی توسط تست 

به مدت  PBSدر  MTTگرم بر میلی لیتر میلی 5محلول 

قرار گرفت. پس از  سلسیوسدرجه  37ساعت در  4

دي متیل  میکرولیتر 200سازي فورمازان توسط محلول

آلمان(  ، Sigma-Aldrichشرکت DMSO) سولفوکسید

 الایزا دستگاه از استفاده بانانومتر  595جذب نوري در 

 شد خوانده (آمریکا ،Elisa Reader Anthos 2020) ریدر

(Sheu et al., 2008) در این مطالعه از داروي .

Lynparza .درصد  به عنوان کنترل مثبت استفاده شد

هاي هیدرولیز شده ي تحت اثر پروتئینهاي زندهسلول

اند ماهی نسبت به سلول هایی که آنها را دریافت نکرده

 ,.Picot et al )( محاسبه گردید 4با استفاده از رابطه )

2006.) 
 (4)رابطه 

درصد سلول هاي زنده =

جذب نوري سلول هاي تیمار شده با پروتئین هیدرولیز شده در هر چاهك

میانگین جذب نوري سلول هاي کنترل
× 100 

 آماری تحليل و تجزيه

گردید.  ثبت نتایج و انجام تکرار سه در هاآزمایش تمام

یك  واریانس آنالیز روش از هاداده تحلیل و تجزیه براي

آزمون  از هامیانگین مقایسه براي و (ANOVA) طرفه

میانگین شد.  استفاده درصد 5 سطح در دانکن آماري

شد و  افزار اکسل محاسبه نرم در معیار انحراف و مقادیر

 و هاداده آنالیز براي 18 نسخه SPSS آماري افزار نرم از
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 .از نرم افزار اکسل براي رسم نمودارها استفاده شد

 و بحث نتايج

 تعيين ترکيبات تقريبی

نتایج مربوط به تعیین ترکیبات تقریبی امعا و احشا ماهی 

هیدرولیز شده آن توسط سفید دریاي خزر و پروتئین 

نشان داده شده  2دو آنزیم آلکالاز و فلورزایم در جدول 

هیدرولیز شده امعا و احشا  نمونهاست. میزان پروتئین در 

به میزان قابل توجهی نسبت به ماده اولیه بالاتر بود 

(05/0  >p) هیدرولیز شده نسبت  نمونه. میزان چربی در

. در میزان رطوبت (p < 05/0) به ماهی تازه کاهش یافت

نیز همین تغییرات مشاهده گردید. در حالیکه خاکستر 

پروتئین هیدرولیز شده نسبت به ماده خام اولیه افزایش 

 (.p<  05/0) داشته است

 
 

 درجه هيدروليز، پروتئين هيدروليز شده امعا و احشا ماهی سفيد -1جدول 

 درجه هيدروليز زمان )دقيقه( غلظت آنزيم )%( )درجه سلسيوس( دما pH آنزيم

 a2/1 ± 5/20  5/1 180 55 5/8 آلکالاز

 b3/0 ± 5/18  5/1 180 55 7 فلورزايم

 .است معيار انحراف ± ميانگين بصورت ها داده. دهد می نشان را ( p< 05/0) دار معنی اختلاف متفاوت *حروف
 

 فلورزايم و آلکالاز آنزيمهای از استفاده با خزر دريای سفيد ماهی ضايعات شده هيدروليز پروتئين و خام نمونه ترکيبات شيميايی -2جدول 

 خاکستر )%( رطوبت )%( چربی )%( پروتئین )%( نوع نمونه

 c2/0 ± 15  a1/0 ± 7/4 a 2/0 ± 8/78 b 02/0 ± 2  خام

 a3/0 ± 4/87 b001/0 ± 6/1  b1/0 ± 5/7  a1/0 ± 4 آلکالاز هیدرولیز شده

 b1/0 ± 1/83 b001/0 ± 6/1  b2/0 ± 7  a04/0 ± 4 فلورزايم

 .باشدمی مختلف های تيمار برای ( p< 05/0) دار معنی اختلاف دهنده نشان ستون هر در متفاوت *حروف

 

 های هيدروليز شدهپروتئين DPPHقدرت مهار راديکال آزاد 

-غلظت در آلکالاز با شده هیدرولیز پروتئین (1) شکل در

میلی گرم بر لیتر،  500و  400، 300، 200، 100هاي 

، DPPH (8/4±0/21 دیکال آزاداقدرت مهار ر

درصد(  1/51±7و  44/4± 1، 35/6± 5/0، 8/2±0/29

بیشتري نسبت به پروتئین هیدرولیز شده با فلورزایم 

(3/0±2/17 ،6/0±6/25 ،8/0±5/39 ،5/1±1/48 

-اکسیدانآنتی .(p<  05/0رصد( داشت )د 3/62±5/1و

میلی گرم بر  200با غلظت  BHTو  BHAهاي سنتزي

و  7/92لیتر داراي قدرت مهار رادیکال آزاد به ترتیب 

 درصد بودند. 5/90

 پروتئين های هيدروليز توسط آهن يون احياکنندگی قدرت

 شده

 با شده هیدرولیز اگرچه پروتئین (،2شکل ) مطابق

احیاکنندگی  هاي اشاره شده قدرتفلورزایم درغلظت

،  5/0 ± 04/0، 4/0 ±05/0 ،35/0±02/0بیشتري )

درصد( از پروتئین هیدرولیز  7/0 ± 02/0، 6/0 ± 02/0

 ± 04/0،  4/0 ± 02/0 ،3/0±01/0شده با آلکالاز )

، اما از درصد( داشت7/0 ± 02/0، 52/0 ± 01/0، 47/0

. (p > 05/0)داري مشاهده نشد آماري اختلف معنینظر 

 قدرت شود،می ( مشاهده2شکل ) در همانطور که

 فلورزایم آنزیم با هیدرولیز شده پروتئین احیاکنندگی

-آنتی .(p<  05/0گردید ) بیشتر غلظت افزایش با

 میلی 200 غلظت با BHTو BHA سنتزي هاياکسیدان

 ترتیب به کنندگی یون آهناحیا  قدرت داراي برلیتر گرم

 درصد بودند. 8/0 و9/0

 هيدروليز های پروتئين قدرت شلاته کنندگی يون آهن توسط

 شده

-غلظت در آلکالاز با شده هیدرولیز ( پروتئین3) شکل در

شلته کنندگی یون آهن  قدرت مشخص، هاي

(4/0±2/18، 5/0±5/25، 7/0±1/38 ،8/1±0/46 

 پروتئین به نسبت بیشتري( درصد 3/61±9/0و
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، 5/21±6/0، 8/16 ± 3/0) فلورزایم با شده هیدرولیز

 داشت( درصد 1/58 ± 8/0و  3/45 ± 1، 9/37 9/0±

(05/0  >p). سنتزي هاياکسیدانآنتی BHA و BHT 

 مهار قدرت داراي بر لیتر گرم میلی 200 غلظت با

 درصد بودند. 6/89و  3/90 ترتیب به آزاد رادیکال

 
 مختلف حروف و معيار انحراف ± ميانگين بصورت ها داده. سفيد دريای خزر ماهی شده هيدروليز امعا و احشا DPPH آزاد راديکال کنندگی مهار فعاليت -1 شکل

 .(p<05/0)باشد می دار معنی اختلاف وجود دهنده نشان

 
 دهنده نشان مختلف حروف و معيار انحراف ±ميانگين بصورت ها داده. خزر دريای سفيد ماهی شده هيدروليز احشا و آهن امعا قدرت احيا کنندگی يون -2 شکل

 .(p<05/0)باشد می دار معنی اختلاف وجود

 

 
 نشان مختلف حروف و معيار انحراف ±ميانگين بصورت ها داده. خزر دريای سفيد ماهی شده هيدروليز احشا و امعا شلاته کنندگی يون آهن قدرت -3 شکل

 (.p<05/0)باشد می دار معنی اختلاف وجود دهنده
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 .دالتون کيلو 3 از کمتر مختلف غلظتهای در سفيد ماهی ضايعات شده هيدروليز پروتئين برابر در MCF-7 سلولهای بقای درصد -4شکل 

 

 پروتئين مختلف های غلظت ضدسرطانی خواص ارزيابی

 خزر دريای سفيد ماهی ضايعات شده هيدروليز

با  MCF-7، درصد بقاي سلول هاي (4) شکل مطابق

هاي هیدرولیز شده افزایش میزان غلظت پروتئین

ضایعات ماهی سفید کاهش یافته است. همچنین درصد 

میلی گرم بر لیتر  500ها در غلظت بقاي این سلول

پروتئین هیدرولیز شده حاصل از هر دو آنزیم آلکالاز و 

فلورزایم به صفر رسیده است و اثرات مهارکنندگی آنها 

به عنوان کنترل مثبت  Lynparzaدر مقایسه با داروي 

 بیشتر بوده است.

هاي هیدرولیز ا توجه به پتانسیل بالاي پروتئینب 

خواص عملگرا، تولید پروتئین هیدرولیز  شده در ارائه

شده از ضایعات منابع دریایی هم از دیدگاه اقتصادي و 

. ولی با ارزش، بسیار حائز اهمیت استهم تولید محص

 مواد کردن فراهم با غذایی مواد شیمیایی ترکیبات

 می ایفا بدن سلمت در را مهمی نقش مغذي ضروري،

 دادند نشان تتحقیقا. (Bakhshan et al., 2014) کنند

 احشا تاسماهی و امعا هیدرولیز در پروتئین میزان که

درصد  66 حدود در آلکالاز، آنزیم از استفاده با ایرانی

 Ovissipour)که با نتایج حاصل مطابقت دارد  باشدمی

et al., 2009).  

 پیوندهاي از درصدي معناي به هیدرولیز درجه

 فرایند طی تجاري آنزیم توسط که پپتیدي است

 درجه حاضر تحقیق در شوند.شکسته می هیدرولیز

 از بیشتر آلکالاز با شده پروتئین هیدرولیز هیدرولیز،

 این .(1فلورزایم بود )جدول  شده با هیدرولیز پروتئین

 شرایط تحت هايقدرت آنزیم به توجه با توانمی را امر

 آلکالاز آنزیم که بدین معنی. کرد توجیه آزمایش این

 عمل فلورزایم از آنزیم قویتر آزمایش این شرایط تحت

 از درصد بیشتري دقیقه، 180 طی توانست و کرد

 . تجزیه کند را پروتئین مولکول پپتیدي پیوندهاي

 فعالیت سنجش جهت مهم هايشاخص از یکی

 DPPHمهار  براي آنها قدرت ها،اکسیدانی پروتئینآنتی

اکسیدان است. قدرت مهار رادیکال آزاد در دو آنتی

درصد  5/90 و7/92به ترتیب  BHTو  BHAسنتزي

-آنتی فعالیت بالاترین با محاسبه گردید که در مقایسه

 7/63که  آلکالاز با شده اکسیدانی پروتئین هیدرولیز

 (p < 05/0)داري را نشان داد درصد بود، اختلف معنی

 افزایش غلظت، افزایش با ال آزادرادیک مهار فعالیت و

امعا و احشا ماهی  هاي محلولپروتئین بنابراین،. یافت

 همچنین و آزاد سازي رادیکالخنثی قابلیت داراي سفید

 با کننده اکسید براي کاهش عوامل عمومی پتانسیل

 انجام مطالعات در نتایج مشابهی. هستند الکترون اهداي

اي، شد. در مطالعه محققان گزارش سایر توسط گرفته

آلکالاز در  با اينقره کپور ماهی شده هیدرولیز پروتئین

اکسیدانی ساعت نشان داد که فعالیت آنتی 5/1مدت 
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علوه بر درجه  اينقره کپور شده هیدرولیز پروتئین

دارد  هیدرولیز با زمان، وزن مولکولی و غلظت آنها ارتباط

(Dong et al., 2008 .)یون کنندگی شلته فعالیت نتایج 

 صورت به آزاد هايرادیکال مهار فعالیت همانند آهن

 فلورزایم از بالاتر آلکالاز آنزیم قدرت و بوده صعودي

 (.3 و1 شکل)  گردید مشاهده

-اکسیدانی پروتئینآنتی هايشاخص از دیگر یکی

قرار  بررسی مورد مطالعه این در که شده هاي هیدرولیز

احیا  فعالیت بالاترین. است آهن احیاء گرفت، قدرت

 با شده هیدرولیز پروتئین توسط یون آهن کنندگی

 8/0میلی گرم بر لیتر به میزان  500غلظت  در فلورزایم

 غلظت هاي سایر با درصد بدست آمد که در مقایسه

 05/0) داد نشان از خود داري معنی اختلف هیدرولیز

> p.) پروتئین احیاءکنندگی مقایسه قدرت جهت 

میلی  200با غلظت  BHTو  BHAشده، از  هیدرولیز

گرم بر لیتر به عنوان یك عامل احیا کننده استفاده شد 

نانومتر برابر  700که جذب نمونه مربوطه در طول موج 

 با جذب نمونه بدست آمد. بین میانگین 8/0و  9/0

 BHTو  BHAتیمار با نمونه جذب و مختلف هايغلظت

که مشابه با  (p < 05/0)داري وجود داشت تفاوت معنی

 اکسیدانی پروتئین هیدرولیزآنتی فعالیت نتایج بررسی

 دو هر که است فلورزایم و آلکالاز آنزیم دو توسط شده

 نشان را فعالیت احیا کنندگی شده هیدرولیز پروتئین

 فعالیت فلورزایم شده توسط هیدرولیز پروتئین و دادند

 هیدرولیز پروتئین نسبت به را رياکسیدانی بیشتآنتی

-آنتی هاينیز فعالیت و داد نشان آلکالاز توسط شده

 پروتئین هیدرولیز شده غلظت افزایش با اکسیدانی

 از آلکالاز فعالتر آنزیم مطالعه این در. یافت افزایش

 در بوده است و DPPHآزاد  رادیکال مهار در فلورزایم

آلکالاز  آنزیم از قویتر فلورزایم آنزیم کاهندگی قدرت

یا  پروتئین اندازه در تفاوت علت به شاید که کرد عمل

 .(Kolompong et al., 2008)باشد  مختلف پپتیدهاي

 آوردن بدست در مطالعه دیگري نشان داده شد که براي

 فعالیت بین ارتباطی بیولوژیك بالا، هايفعالیت

 وزن و هیدرولیز، درجه هیدرولیز زمان بیولوژیك،

-مطالعه در .(Slizyte et al., 2016)دارد  وجود مولکولی

 آنزیم از حاصل اي نیز فعالیت کاهندگی پروتئین

 Elavarasan)آلکالاز بوده است  آنزیم از بیشتر فلورزایم

et al., 2014)مطالعه . در Kim et al. (2011) شد بیان 

 و انتشار کمتر، مولکولی وزن با پپتیدي هايکه فرکشن

 متقابل اثر توانندمی و دارند بیشتري مولکولی تحرک

ایجاد نمایند  سرطانی سلول در موجود اجزاي با بیشتري

. باشند داشته بیشتري سرطانی ضد فعالیت نتیجه در و

 که داد نشان Zhang et al. (2018) مطالعه همچنین

 زیست پپتیدهاي دالتون کیلو 3 از کمتر هايفرکشن

 تکثیري ضد اثرات آلکالاز آنزیم با شده هیدرولیز فعال

 HT-29 کولون سرطان سلولی رده روي بر قویتري

 .(4است )شکل  حاضر نتایج با همسو که داشتند

 نتيجه گيری

هاي آنزیم شده هیدرولیز هايپروتئین که داد نشان نتایج

 تريپایین اکسیدانیآنتی فعالیت فلورزایم و آلکالاز

 سنتزي داشتند. باید توجه هاياکسیدان آنتی نسبت به

دلیل قدرت  به طبیعی هاياکسیدان آنتی که داشت

-آنتی به نسبت بالاتري مقادیر در همیشه ترپایین

بنابراین، . شوندمی استفاده سنتزي هاياکسیدان

در  فلورزایم و آلکالاز با شده هیدرولیز هايپروتئین

هاي اکسیدانآنتی با رقابت به قادر مناسب هايغلظت

 این از آمده دست به نتایج باشند. مطابقمی سنتزي

 با شده استخراج پپتیدهاي مهارکننده اثرات تحقیق،

 و آلکالاز آنزیم در دالتون کیلو 3 از کمتر مولکولی وزن

 افزایش با و بوده مولکولی هايوزن سایر از بالاتر فلورزایم

 بر آنها مهارکننده اثرات بررسی، مورد پپتیدهاي غلظت

 05/0) است یافته افزایش نیز سرطانی سلولی تیره روي

> p). بر گرممیلی 500 غلظت آنکه اهمیت حائز نکته 

 مهار موجب کامل طور به شده هیدرولیز پروتئین لیتر

 اثرات و است شده سینه سرطان هايسلول رشد
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 بعنوان Lynparza داروي با مقایسه در آن مهارکنندگی

 این که( p < 05/0)است  بوده بیشتر مثبت کنترل

 ضد داروي عنوان به غلظت این تولید منظور به مسئله

بنابراین پپتیدهاي . یابدمی اهمیت پیش از بیش سرطان

کیلودالتون  3زیست فعال با وزن مولکولی کمتر از 

آنزیمی ضایعات ماهی سفید دریاي هیدرولیز  حاصل از

اکسیدان و ضد سرطانی قوي بر خزر داراي اثرات آنتی

باشد. انجام مطالعات روي تیره سلولی سرطان سینه می

بالینی تکمیلی به منظور شناسایی دقیق اجزاي موثر 

ترکیبات ضد سرطان موجود در پپتیدهاي زیست فعال 

به منظور تولید داروي ضد سرطان و تجاري سازي آن 

 رسد.در مطالعات آتی ضروري به نظر می
 ه تعارض منافع بين نويسندگان وجود ندارد.  هيچگون
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