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 97 مهرتاریخ پذیرش:  97 اردیبهشتتاریخ دریافت: 

 چکیده
بسیاری از  ایجاد و پیشرفت که در است بدن ردوکس وضعیت در تعادل عدم از ناشی اکسیداتیو استرس

 و ضداکسایشی اثرات هدف از این مطالعه ارزیابی ها انسان از جمله سرطان نقش اساسی دارد. بیماری

بود.  (Liza klunzingeri) مید ماهی عضله آنزیمی و میکروبی هیدرولیز از حاصل پپتیدهای سیتوتوکسیک

 Bacillusپروتئین عضله ماهی مید با روش هیدرولیز آنزیمی توسط آنزیم الکالاز و میکروبی توسط باکتری 

licheniformis های  در مهار رادیکال به دست آمدههای  هیدرولیز شد. فعالیت ضداکسایشی نمونه

DPPH،ABTS  تعیین  ظرفیتی دو آهنو شلاته کنندگی یون  ظرفیتی سه آهنهیدروکسیل، کاهندگی یون  و

 با 4T1 رده سلول سرطان سینه های پروتئین هیدرولیز شده بر نمونه سیتوتوکسیک شد. علاوه بر این اثرات

از هیدرولیز توسط به دست آمده های  روتئینشد. محدوده وزن مولکولی پ بررسی MTT آزمون از استفاده

بیشتری در مهار ضداکسایشی د. نمونه میکروبی در مقایسه با نمونه آنزیمی فعالیت شتعیین  HPLCدستگاه 

(. فعالیت سیتوتوکسیک نمونه >50/5Pیون آهن نشان داد )و کاهندگی کنندگی  ، شلاتهABTSهای  رادیکال

 درصد آنزیمی، هیدرولیز پروتئین (. در>50/5Pبیشتر از نمونه آنزیمی بود )داری  طور معنی میکروبی نیز به

بود.  درصد 07/70 میکروبی نمونه در ولی درصد 00/62 دالتون 0555 از کمتر مولکولی وزن با پپتیدهای

و سیتوتوکسیک بیشتری در مقایسه با نمونه ضداکسایشی پروتیئن هیدرولیز شده به روش میکروبی فعالیت 
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 مقدمه

ه ب آزاد های رادیکال زیستیهای  در سیستم

 و نیتروژن اکسیژن، های از مولکول طور معمول

 های رادیکال ترین شوند. مهم می ایجاد گوگرد

 اکسیژن پذیر واکنش های گونه شامل آزاد

(ROS)0 نیتروژن و (RNS)6 طور به  که است

 متابولیکی مختلف یمسیرها طریق از طبیعی

 تنفسی هنجیرز در ازیهو متابولیسم مانند

های  و نقش ندشو می تولید ری،میتوکند

 سلول، رسانی پیام همانند متعددی یفیزیولوژیک

را  ها یون انتقال و ژن تنظیم بیان القای آپوپتوز،

با این . (Sheih et al., 2010)به عهده دارند 

 ترکیبات این حد از بیش تولید حال
 برای آوری زیان اثرات شرایط، برخی تحت

های حیاتی به دنبال دارد.  مولکول از بسیاری

 اسیدهای باRNS و   ROSهای رادیکال

 در آمینه اسید جانبی های زنجیره نوکلئیک،

 چرب اسیدهای دوگانه پیوندهای و ها پروتئین

آغاز و پیشرفت  سبب داده، واکنش غیراشباع

که نقش مهمی در  ندشو می اکسیداتیو استرس

ها از جمله سرطان  بسیاری از بیماری ایجاد

 فعال های . گونه(Nikoo et al., 2014) دارد

 به منجر احتمالی مسیر دو طریق از اکسیژن

                                                           
1- Reactive Oxygen Species 

2- Reactive Nitrogen Species 

که  شودند می زایی سرطان یندآفر پیشرفت

 بر اثرگذاری و ژنی های جهش القای شامل

 . زمانیاست رونویسی م وپیا لنتقاا یمسیرها

دیده یا اکسید  آسیب DNAدارای  سلول که

 شود، می تقسیم های آزاد، شده توسط رادیکال

 جهش ،شده نظم بی آن تکثیر و متابولیسم

 زایی سرطان در مهمی فاکتور که افتد می اتفاق

است. علاوه بر این، محصولات پراکسیداسیون 

ترکیبات  ،های فلزی واکنش داده لیپیدها با یون

فعال همانند اپوکسید و آلدهید را تولید 

 DNAکنند که سبب ایجاد جهش در  می

 .  (Aleman et al., 2011a)شود  میسلول 

 غذایی رژیم که اند کرده ثابت ژوهشگرانپ

 و بروز پیشگیری، در  مهمی نقش افراد روزانه

 کند. مصرف می ایفا ها سرطان انواع درمان

 از های طبیعی ضداکساینده از غنی غذاهای

های  و گونه آزاد های رادیکال با مقابله طریق

 از برخی پیشرفت فعال اکسیژن، مانع توسعه و

در  . (Sheih et al., 2010)شود  می ها سرطان

تا  6) فعال زیستهای اخیر پپتیدهای  سال

آمینه( به دلیل وزن مولکولی  اسید 65کمتر از 

قابل ضداکسایشی پایین، جذب راحت، فعالیت 

زایی پایین و ثبات بالا تحت  ملاحظه، حساسیت

را به خود پژوهشگران شرایط مختلف توجه 
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. (Aleman et al., 2011b)اند  جلب کرده

 غذایی ارزش بر علاوه فعال زیست پپتیدهای

 آمینه اسیدهای گذاشتن اختیار در حیث بالا از

 متعددی فیزیولوژیک عملکردهای ضروری،

 فعالیت ضدمیکروبی، ایمنی، تحریک همانند

دهند  می نیز نشان ضدسرطانی و ضداکسایشی

(Harnedy and FitzGerald, 2012) .

از منابع مختلف گیاهی، فعال  زیستپپتیدهای 

 آیند. موجودات و میکروبی به دست می جانوری

با   پروتئین از غنی منبع که این بر علاوه دریایی

 اولیه ماده عنوان به ارزش غذایی بالا هستند،

 کار به نیزفعال  زیست پپتیدهای تولید برای

 .(Bamdad et al., 2011)شوند  می برده

فعال  زیستتوان پپتیدهای  به طور کلی می

های تخمیر  ساز توسط روش  را از پروتئین پیش

. تخمیر کردمیکروبی و هیدرولیز آنزیمی جدا 

های نگهداری مواد  ترین روش یکی از قدیمی

یند تخمیر تجزیه آطی فر ،استغذایی 

های  ها و آنزیم وسیله میکروببه ها  پروتئین

-افزایش ارزش غذا ها سبب پروتئولیتیک آن

شود  میدارویی و ماندگاری محصول 

(Harnedy and FitzGerald, 2012) .

که است مطالعات آزمایشگاهی نشان داده 

همانند سنتی  های تخمیری وردهآبرخی فر

 ,.Rajapakse et al)سس تخمیر شده ماسل 

 Faithong et)خمیر میگو و کریل  و (2005

al., 2010)  حاوی مقادیر بالایی از پپتیدهای

تعدادی از در اخیرا  .هستندضداکسایشی 

 Bacillusهای جنس  باکتریاز  ،مطالعات

 Bacillusو  Bacillus subtilis A26 همانند

pumilus ضداکسایشی تولید پپتیدهای  برای

اند  از منابع پروتئینی استفاده کرده

(Fakhfakh et al., 2011; Jemil et al., 

ولیز آنزیمی متداولترین روش هیدر. (2014

فعال  زیستمورد استفاده برای تولید پپتیدهای 

ند هیدرولیز باعث تولید پپتیدهای آیفر .است

های زیستی  فعال با عملکرد و ویژگی زیست

. هیدرولیز آنزیمی توسط شود میمطلوب 

اتولیز  فرآیندپروتئازهای تجاری و همچنین 

گیرد. در حال حاضر پروتئازهای  صورت می

تجاری مختلفی از منابع گیاهی، جانوری و 

موتریپسین، یمیکروبی شامل تریپسین، ک

پپسین، آلکالاز، پاپائین، پروناز، کلاژناز و 

فعال  زیستبروملئین برای تولید پپتیدهای 

Bamdad et)شودند  میاستفاده   al., 2011) . 

 جهانی خواربار سازمان گزارش بر بنا

(FAO )ماهیان در  کفال های صید گونه میزان

، 6502های سواحل جنوبی ایران در سال  آب

تن برآورد شده است که از این میزان  9355

 Lizaگونه مید با نام علمیتن به  6905
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klunzingeri  تعلق دارد(FAO, 2016) این .

ماهی به دلیل اندازه کوچک و وجود پرده 

صفاق تیره رنگ دارای قیمت پایینی بوده و 

 Kiabi)رود  مصرف به شمار می جزء ماهیان کم

et al., 1999) استفاده از ماهی مید برای تولید .

فعال سبب ایجاد ارزش افزوده  ترکیبات زیست

امکان استفاده بهینه از ذخایر دریایی که  ،شده

ها در حال کاهش است را فراهم  میزان آن

العه حاضر از دو روش هیدرولیز کند. در مط می

آنزیمی توسط آنزیم آلکالاز و هیدرولیز 

 Bacillusمیکروبی توسط باکتری 

licheniformis  )تولید کننده آنزیم آلکالاز(

از عضله فعال  زیستتولید پپتیدهای برای 

و ضداکسایشی شد و اثرات  ماهی مید استفاده

در  به دست آمدهسیتوتوکسیک پپتیدهای 

 د. شمحیط آزمایشگاهی تعیین 

 

 ها روش و مواد
 عضله تقریبیتعیین ترکیب ماهی مید و  تهیه

به صورت ( Liza klunzingeri)ماهی مید 

تازه از بازار ماهی فروشان تهیه و توسط یخ به 

بیوشیمی دانشگاه علوم پزشکی  آزمایشگاه

پس از شست و ها  منتقل شد. ماهی شهرکرد

و سپس توسط چرخ گوشت چرخ ، فیله شو

درجه  -65در دمای  و تا زمان آزمایش ندشد

نگهداری شدند. به منظور تعیین  گراد سانتی

گوشت چرخ گرم از  6ترکیب تقریبی عضله، 

 رسیدن تا گراد سانتی درجه 050 در دمایشده 

بر آن میزان رطوبت  و وزن ثابت خشک شد به

اساس تفاوت وزن اولیه و ثانویه نمونه محاسبه 

 در نمونه ،برای تعیین محتوای خاکسترشد. 

درجه  255 تا 005 دمای با کوره یک داخل

 و نیتروژن . محتوایقرار داده شدگراد  سانتی

 استخراج روش به ترتیب توسط کل چربی

انجام شد.  سوکسله و (Kjeldahlکلدال )

 محتوای در 60/2 ضرب طریق از خام پروتئین

 .(AOAC, 1990)نیتروژن محاسبه شد 

 

  هیدرولیز آنزیمی

 شده، هیدرولیز پروتئین تولید به منظور

 در ارلن میدگوشت چرخ شده ماهی  گرم 05

 055ریخته شد و  لیتری میلی 605 مایر

اضافه شد. به آن  pH 8فسفات با  لیتر بافر میلی

 های درونی، آنزیم سازی غیرفعال منظور به

 آبی در حمام درون دقیقه 65 مدت نمونه به

 داده شد. بعد قرار گراد سانتی درجه 80 دمای

آنزیم با نسبت به آن  نمونه، شدن خنک از

)مقدار آنزیم به پروتئین نمونه،  0:05

 انکوباتور دستگاه وزنی/وزنی( اضافه شد و در

 گراد سانتی درجه 00 در دمای)رایمند، ایران( 
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 3به مدت  دقیقه در دور 655 ثابت دور با

پیشین مطالعات  بر اساس .داده شد ساعت قرار

گراد به عنوان دمای  درجه سانتی 00دمای 

 )در نظر گرفته شد اپتیمم فعالیت آلکالاز 

Diniz and Martin, 1996; Guerard et 

al., 2001; Ovissipour et al., 2009)در . 

 آنزیمی، قطع واکنش منظور به واکنش پایان

درجه  90 دمای در دقیقه 00 مدت برای نمونه

د. پس از خنک شدن در شگراد قرار داده  انتیس

 05در دمای  به دست آمدهدمای اتاق نمونه 

دور  8555 با سرعتدقیقه  35درجه به مدت 

دار  توسط سانتریفیوژ یخچالدر دقیقه 

(Hettich )مایع  . سپسسانتریفیوژ شد، آلمان

 Ovissipour) آوری و لیوفلیزه شد رویی جمع

et al., 2009) . 

 

 میکروبی هیدرولیز

 باکتری لیوفیلیزه و استاندارد سویه

Bacillus licheniformis سازمان از 

. شد تهیه ایران صنعتی و علمی های پژوهش

 BHI (Brain Heartبه محیط کشت   باکتری

Infusion ساعت در 64و به مدت ( منتقل 

 055انکوبه شد.  گراد سانتی درجه 37 دمای

میکرولیتر از نمونه باکتری کشت شبانه مجددا 

ساعت دیگر  64اضافه و  BHIبه محیط کشت 

گراد انکوبه شد.  درجه سانتی 37در دمای 

با استفاده از کدورت سنجی  ها باکتری غلظت

 CFU/mL  روی نانومتر 075در طول موج 

 075در  0/5شد )جذب نوری  نظیمت 058

رقیق به دست آمده سپس سوپانسیون . نانومتر(

به دست  CFU/mL 054 شد تا غلظت باکتری

. برای تایید نتایج، شمارش باکتریایی به آید

 TSAروش کشت سطحی روی محیط 

(Tryptone Soya Agarو گرمخانه )  گذاری

گراد  درجه سانتی 37ساعت در  48به مدت 

 استفاده شد. 

 گرم 055 هیدرولیز، فرآیند انجامبرای 

 055 ارلن بهماهی  شده چرخگوشت  نمونه

 در دقیقه 65 مدت به و شد اضافه لیتری میلی

 گراد توسط اتوکلاو سانتی درجه 060

(PHCbi )655 سپس. شد استریل، هلند 

 054حاوی  باکتری سوسپانسیون لیتر میلی

 پس و شد اضافه نمونه لیتر به باکتری در میلی

 استریل گاز لایه چند با ارلن کردن مسدود از

 37 دمای در روز 2 مدت به تخمیر یندآفر

پس . گرفت صورت درصد 80 رطوبت و درجه

اتوکلاو شد و به دست آمده روز مایع  2از 

دقیقه  35درجه به مدت  05سپس در دمای 

در  .سانتریفیوژ شددور در دقیقه  8555در 

آوری و لیوفلیزه شد  مایع رویی جمعنهایت 

(He et al., 2012.) 
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 DPPHهای  فعالیت مهارکنندگی رادیکال

لیتر از نمونه  گرم بر میلی میلی 0غلظت 

 0در آب مقطر تهیه و  هیدرولیز شده  پروتئین

 DPPH 0لیتر محلول  میلی 0لیتر از آن با  میلی

(Sigma-Aldrichآمریکا ، )مولار  میلی 0/5

 .درصد( ترکیب شد 90)تهیه شده در اتانول 

جذب  ،در تاریکینمونه پس از انکوباسیون 

نانومتر تعیین شد. در نمونه  007نوری آن در 

آب مقطر از هیدرولیزه،   به جای پروتئین شاهد

 DPPHهای   استفاده شد. درصد مهار رادیکال

(IADPPH ) محاسبه شد  0 اساس رابطهبر

(Aleman et al., 2011b) . 

 

 :8 رابطه
IADPPH

 
(%)

 
=

 
(AS

 –
 
AC)

 
×

 
100 

AS :؛ نمونه نوری جذبAC : شاهدنوری جذب. 
 

 دو ظرفیتی آهن  کنندگی یون فعالیت شلاته

هیدرولیزه   لیتر از محلول پروتئین میلی 0

 0/5لیتر با  گرم بر میلی میلی 0شده با غلظت 

لیتر  میلی 6/5مولار و  میلی FeCl2 6لیتر  میلی

 0، آمریکا( Sigma-Aldrich) 6فروزین

مولار ترکیب و حجم آن توسط آب مقطر  میلی

                                                           
1- 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

2- (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-

triazine-4′,4′′-disulfonic Acid Sodium 

Salt) 

 65 گذشت لیتر رسانده شد. پس از میلی 0به 

 نمونه در جذب نوری ،دقیقه در دمای اتاق

به  شاهدگیری شد. در نمونه  نانومتر اندازه 026

جای نمونه از آب مقطر استفاده شد. درصد 

بر  (ChFe) کنندگی یون آهن فعالیت شلاته

 ,.Aleman et al)محاسبه شد  6 رابطهحسب 

2011b). 

 

 :2 رابطه
ChFe

 
(%)

 
=

 
(AS

 –
 
AC)

 
×

 
100 

AS جذب نوری نمونه؛ :AC.جذب نوری شاهد : 

 

 آهن سه ظرفیتی  فعالیت کاهندگی یون

هیدرولیز   لیتر از نمونه پروتئین میلی 6

 6لیتر با  گرم بر میلی میلی 0شده  در غلظت 

( pH 2/2 مولار، 6/5لیتر بافر فسفات ) میلی

لیتر پتاسیم  میلی 6ترکیب شد و سپس 

ها  اضافه شد. نمونهدرصد به آن  0سیانید  فری

گراد  درجه سانتی 05دقیقه در  65به مدت 

لیتر  میلی 6انکوبه شدند. پس از انکوباسیون، 

TCA 05 6اضافه شد و  ها به نمونه درصد 

 6با  به دست آمدهلیتر از محلول  میلی

 FeCl3 0/5لیتر  میلی 4لیتر آب مقطر و  میلی

دقیقه جذب  05درصد ترکیب شد. پس از 

گیری و  نانومتر اندازه 755طول موج  نوری در

 . (Aleman et al., 2011b)گزارش شد 
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 ABTSهای  فعالیت مهارکنندگی رادیکال

 ، آمریکاABTS 0 (Sigma-Aldrich)ابتدا 

 2/6مولار با پتاسیم پرسولفات  میلی 4/7

ساعت  06( ترکیب و 0:0مولار به نسبت ) میلی

. پیش از آزمایش، شددر دمای اتاق قرار داده 

فعال شده توسط متانول رقیق  ABTSمحلول 

 734در طول موج  0/0شد تا به جذب نوری 

  میکرولیتر از نمونه پروتئین 005نانومتر برسد. 

گرم بر  میلی 0هیدرولیز شده  با غلظت 

مخلوط  ABTSمیکرولیتر  6805لیتر با  میلی

ساعت در دمای اتاق جذب  6شد و پس از 

 به شاهد نمونه گیری شد. در نوری آن اندازه

 مقطر آب ه،شد هیدرولیز  پروتئین جای

 ABTS های  رادیکال مهار درصد. شد استفاده

(IAABTS)  شد  محاسبه 3 رابطه حسب بر( 

Aleman et al., 2011b) . 

 

 :9 رابطه
IAABTS

 
(%)

 
=

 
(AS

 –
 
AC)

 
×

 
100 

AS جذب نوری نمونه؛ :AC.جذب نوری شاهد : 
 

های  رادیکال فعالیت مهارکنندگی

 یدروکسیله

                                                           
1- 2,2'-Azinobios-(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) 

 820/0فنانترولین ) -05و0ابتدا 

، Sigma-Aldrich؛ لیتر میلی 0مولار،  میلی

 6هیدرولیز شده )  ( و نمونه پروتئینآمریکا

لیتر( به لوله  گرم بر میلی میلی 0لیتر،  میلی

آزمایش اضافه و مخلوط شدند. سپس محلول 

FeSO4 (820/0 به  میلی 0 مولار، میلی )لیتر

 0مخلوط اضافه شد و در نهایت با افزودن 

درصد حجمی/حجمیH2O2 (3  )لیتر  میلی

 37دقیقه در  25واکنش آغاز شد. پس از 

گیری  نانومتر اندازه 032درجه جذب نوری در 

 شاهد هیدرولیز پروتئین فاقد شد. مخلوط

 پروتئین حاوی و H2O2 فاقد مخلوط و منفی

به عنوان بلانک در نظر گرفته شده  هیدرولیز

های  رادیکال شد. فعالیت مهارکنندگی

محاسبه  4 رابطهتوسط ( IAOH)هیدروکسیل 

 . (Aleman et al., 2011b)شد 

 

 :4 رابطه
IAOH

 
(%)

 
=

 
[(AS

 – 
ANC)

 
/
 
(AB

 –
 
ANC)]

 
×

 
100 

AS جذب نوری نمونه؛ :ANCجذب نوری شاهد : 

 .جذب نوری بلانک: ABمنفی؛ 
 

سیتوتوکسیک با روش  فعالیتسنجش 
MTT 
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MTT آزمون
است یک روش رنگ سنجی  0

ها و اثرات  که برای بررسی میزان تکثیر سلول

 MTT شود. استفاده میسیتوتوکسیک داروها 

رنگ محلول در آب است  ماده تترازولیوم زرد

 های زنده احیا که توسط میتوکندری سلول

غیرمحلول در  )بنفش( به نمک فورمازان ،شده

 انستیتو از 4T1های  سلول شود. آب تبدیل می

کوچک شکل  Tهای  در فلاسکو  تهیه پاستور

کشت داده شدند. متر مربع(  سانتی 70)

 نظر، مورد تراکمبعد از رسیدن به ها  سلول

، Sigma-Aldrich) تریپسین -EDTAتوسط 

دا شدند. تعداد جاز کف فلاسک  آمریکا(

یتومتر شمارش ها با استفاده از لام هموس سلول

میکرولیتر از سوسپانسیون  655سپس  د.ش

  سلول به هر چاهک از پلیت 00×053حاوی 

ها  د. در مرحله بعد سلولشای اضافه  خانه 92

  پروتئیناز با استفاده تکرار  بار سهصورت  به

 3و  6 ،0های  در غلظتشده هیدرولیز 

ساعت  64لیتر به مدت  گرم بر میلی میلی

انکوبه شدند. بعد از گذشت زمان انکوباسیون 

ها خارج شد، سپس  کل محیط داخل چاهک

گرم بر  میلی MTT (6میکرولیتر محلول  25

( به هر چاهک اضافه PBSدر بافر  لیتر میلی

                                                           
1- 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium ) 

ساعت در  4ها به مدت  شد. سپس سلول

درصد  0اکسیدکربن  درجه و دی 37انکوباتور 

قرار داده شدند. بعد از انکوباسیون، محیط 

 میکرولیتر از 005ها خارج شد و  داخل چاهک

DMSO
به هر چاهک اضافه شد. سپس  6

درجه  37دقیقه در دمای  35ها به مدت  پلیت

سانتیگراد و در جای تاریک انکوبه شدند. 

های حاوی سلول و بدون پروتئین  چاهک

های  چاهکو  شاهدهیدرولیز شده به عنوان 

فاقد سلول و دارای محیط کشت به عنوان 

در نهایت جذب بلانک در نظر گرفته شد. 

، BioTek)ها توسط دستگاه الایزاریدر  پلیت

 .خوانده شدنانومتر  075طول موج  درآمریکا( 

 0 رابطهتوسط  (CT) درصد سمیت سلولی

 شد. هسباحم

 

 :5 رابطه

CT
 
(%)

 
=

 
[1

 
-

 
((AS

 – 
AB)

 
/
 
(AB

 –
 
AC))]

 
×

 
100 

AS جذب نوری نمونه؛ :ANC جذب نوری شاهد :

 : جذب نوری بلانک.ABمنفی؛ 

 

 تعیین دامنه وزن مولکولی

های هیدرولیز  دامنه وزن مولکولی پروتئین

، HPLC (1100دستگاه توسط شده 

Agilent، ستون با ( آمریکاTSK-gel 2000 

                                                           
2- Dimethyl Sulfoxide 
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SWXl (mm 355 ×8/7.تعیین شد )  فاز

، 25:45) آب:استونیتریل متحرک حلال

درصد تری  0/5حجمی/حجمی( حاوی 

. سرعت جریان بود( TFAفلورواتیک اسید )

 660یقه بود و جذب در لیتر بر دق میلی 0/5

 c (0638سیتوکروم نانومتر بررسی شد. 

-Glyدالتون(،  0466)باسیتراسین  دالتون(،

Gly-Try-Arg (400  و )دالتونGly-Gly-

Gly (089  به عنوان استانداردهای )دالتون

وزن مولکولی پروتئین مورد استفاده قرار 

برای محاسبه میانگین وزن  2از رابطه  گرفتند.

لگاریتم . نمونه استفاده شد( MW)مولکولی 

وزن مولکولی و مدت زمان بازداری رابطه خطی 

 . (Nikoo et al., 2015) داشتند

 

 :6رابطه 
MW

 
(Da)

 
=

 
∑(Mn

 
×

 
Ai)

 
/
 
100 

Mn :؛ میانگین وزن مولکولی عددیAi :فراوانی. 

 

 تجزیه و تحلیل آماری

و  SPSS 18افزار آماری  ها توسط نرم داده

واریانس  تحلیلو  t-Testهای آماری  آزمون

در سطح اطمینان آزمون توکی  و پسطرفه  یک

%90 (50/5P< ) .نتایج تجزیه و تحلیل شدند

انحراف  ±بر حسب میانگین  به دست آمده

 معیار بیان شدند.

 

 نتایج

به محتوای  نتایج مربوط 0در جدول 

ماهی  عضلهپروتئین، چربی، خاکستر و رطوبت 

نتایج مربوط به  مید نشان داده شده است.

فعالیت ضداکسایشی نمونه پروتئین هیدرولیز 

های آزاد  در مهار رایکالآنزیمی و میکروبی 

DPPH ،ABTS ، هیدروکسیل و شلاته

و  0دو ظرفیتی در شکل  آهنکنندگی یون 

کاهندگی یون آهن سه  نتایج مربوط به فعالیت

های پروتئین هیدرولیز شده در  ظرفیتی نمونه

 ،توجه به نتایج بانشان داده شده است.  6شکل 

نمونه آنزیمی در مقایسه با نمونه میکروبی 

های  فعالیت مهارکنندگی بیشتری بر رادیکال

DPPH ( 550/5و هیدروکسیل نشان دادP< ،)

در حالی که نمونه میکروبی فعالیت 

، ABTSهای  مهارکنندگی رادیکال

کنندگی یون آهن دو ظرفیتی و  شلاته

تری در کاهندگی یون آهن سه ظرفیتی بیش

 (.>550/5Pمقایسه با نمونه آنزیمی نشان داد )

نمونه پروتئین  3با توجه به نتایج شکل  

 3و  6، 0های  هیدرولیز میکروبی در غلظت

گرم بر کیلوگرم فعالیت سیتوتوکسیک  میلی

نشان داد   4T1های سرطانی  بیشتری بر سلول

(550/5P<.)



 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان

 8931اییز پسال هفتم، شماره سوم، 
 

 انحراف معیار( ±)میانگین  مید ماهی عضلهتقریبی  اتترکیب :8 جدول

 )%( رطوبت )%( پروتئین )%( خاکستر )%(چربی  *ترکیبات

60/6 عضله ± 03/5  55/6 ± 46/5  40/66 ± 40/3  32/73 ± 95/3  

 : درصد وزن تر نمونه*

 
 کنندگی یون آهن و شلاته( OH)، هیدروکسیل DPPH ،ABTSهای  رادیکالمهارکنندگی فعالیت : 8شکل 

دهنده اختلاف  نشان b  و aراف معیار(. حروف حان ±نمونه پروتئین هیدرولیز آنزیمی و میکروبی )میانگین 

 .(>008/0Pاست )دار  معنی

 

   5  

   05  

   65  

   35  

   45  

   05  

   25  

   75  

   85  

   95  

   055  

فعالیت مهارکنندگی 

 DPPHرادیکال های 

فعالیت مهارکنندگی 

 ABTSرادیکال های 

فعالیت مهارکنندگی 

 OHرادیکال های 

فعالیت شلاته کنندگی یون 

 آهن

ی 
دان

سی
ی اک

آنت
ت 

الی
فع

(
صد

در
) 

 ضداکسایشی

 نمونه میکروبی نمونه آنزیمی

a 

b 

b 

a 

a 

b b 

a 
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راف معیار(. حان ±)میانگین  نمونه پروتئین هیدرولیز میکروبی و آنزیمی کاهندگی یون آهنفعالیت : 2شکل 

 (.>008/0Pاست )دار  دهنده اختلاف معنی نشان b  و aحروف 

 

انحراف معیار(.  ±)میانگین  نمونه پروتئین هیدرولیز میکروبی و آنزیمی سیتوتوکسیکفعالیت : 9شکل 

 (.>008/0Pاست )دار  دهنده اختلاف معنی نشان b  و aحروف 

 
 

 نمونه پروتئین مولکولی وزن دامنه

و نمونه پروتئین  4آنزیمی در شکل  هیدرولیز

نشان داده شده  0هیدرولیز میکروبی در شکل 

 پپتیدهای درصد 40/43است. با توجه به نتایج 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

 نمونه میکروبی نمونه آنزیمی

ی 
ور

ب ن
جذ

(
O

D
 )

در 
79

4
 

تر
وم

نان
 

 نمونه پروتئین هیدرولیز شده

a 

b 

5/8 
5/7 
5/2 
5/0 
5/4 
5/3 
5/6 
5/0 
5/5 

   5  

   05  

   65  

   35  

   45  

   05  

   25  

   75  

   85  

   95  

   055  

1 2 3 

ک 
سی

وک
وت

یت
 س

ت
الی

فع
(

صد
در

) 

 (میلی گرم بر میلی لیتر)غلظت پروتئین هیدرولیز 

 نمونه میکروبی نمونه آنزیمی

b 

a b 

a b 

a 
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دارای وزن مولکولی بیشتر از  آنزیمی نمونه

کیلودالتون( و عمدتا  05دالتون ) 05555

درصد پپتیدها  02/04 .پپتیدها بود شامل پلی

کیلودالتون  05تا  0بین  نیز وزن مولکولی

، شده داشتند. در این نمونه پروتئین هیدرولیز

با وزن مولکولی کمتر از  d درصد پپتیدهای

و نشان  درصد بود 00/62دالتون تنها  0555

داد که آنزیم آلکالاز توانایی کمی در هیدرولیز 

پیوندهای پپتیدی عضله ماهی مید داشت 

ی، (. برخلاف هیدرولیز آنزیم6)جدول 

میکروبی سبب افزایش درصد  هیدرولیز

که  طوریه د بشپپتیدهای کوچک در نمونه 

درصد پپتیدها وزن مولکولی کمتر از  07/70

دالتون نشان دادند. در این نمونه  0555

درصد پپتیدها  57/45، شده پروتئین هیدرولیز

دالتون و  085دارای وزن مولکولی کمتر از 

آزاد بودند. عمدتا به شکل اسید آمینه 

درصد  66ود پپتیدها نیز حد پپتیدها و تری دی

 (.3ند )جدول پپتیدی بودجزء کل 

 

 
 دامنه وزن مولکولی پروتئین هیدرولیز آنزیمی: 4شکل 

 

 زمان بازداری

ی
کا

ی
 

ی
ار

تی
خ

ا
 (

A
U

) 
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 دامنه وزن مولکولی پروتئین هیدرولیز میکروبی :5شکل 

 

 آنزیمی هیدرولیز پروتئین مولکولی وزن : دامنه2 جدول

 شماره زمان بازداری وزن مولکولی سطح زیر منحنی درصد توزیع وزن مولکولی

40/43  65924258 08463-05550  030/05  8 

02/04  2837364 4980-05550 753/00  2 

56/7  3395765 6994-4980 539/03  9 

46/4  6034964 0929-6994 507/04  4 

83/4  6334539 973-0929 866/04  5 

69/3  0095548 620-973 070/02  6 

52/05  4807800 620-002  228/08  7 

85/06  2085795 002>  289/09  1 
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 میکروبی هیدرولیز پروتئین مولکولی وزن دامنه :9جدول 

منحنی سطح زیر درصد توزیع وزن مولکولی  شماره زمان بازداری وزن مولکولی 

09/3  0939486 05550-7608  75/00  8 

23/2  4569867 4986-7608 309/06  2 

33/4  6236635 6650-4986 540/03  9 

66/3  0908277 0382-6650 258/04  4 

44/7  4066609 048-0382 066/02  5 

46/03  8005735 079-048 676/07  6 

28/60  0302870 004-079 465/09  7 

57/45  6433984 004>  706/09  1 

 

  بحث

 ژوهشپاز  به دست آمدهبر اساس نتایج 

پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم  ،حاضر

ای در حذف  ملاحظه قابل آلکالاز فعالیت

(، درصد 83/5±00/36) DPPHهای  رادیکال

ABTS (40/0±02/02 درصد)  و هیدروکسیل

(، فعالیت متوسطی در درصد 60/6±24/68)

 دو ظرفیتی شلاته کنندگی یون آهن

( و فعالیت نسبتا ضعیفی درصد 6/5±97/60)

)جذب  سه ظرفیتی آهندر کاهندگی یون 

( نشان 755در طول موج  03/5±55/5نوری 

داد. پروتئین هیدرولیز شده توسط باکتری 

Bacillus licheniformis  فعالیت چشمگیری

 ABTS (45/6±96/80های  ف رادیکالدر حذ

 دو ظرفیتی کنندگی یون آهن (، شلاتهدرصد

آهن ( و کاهندگی یون درصد 40/5±99/03)

در  27/5±553/5)جذب نوری سه ظرفیتی 

(، فعالیت متوسطی در حذف 755طول موج 

 30/65±86/5های هیدروکسیل ) رادیکال

های   ( و فعالیت ضعیفی در حذف رادیکالدرصد

DPPH (52/0±79/05 نشان داد. در درصد )

پروتئین هیدرولیز آنزیمی، درصد پپتیدهایی با 

 00/62دالتون  0555وزن مولکولی کمتر از 

درصد  07/70درصد ولی در نمونه میکروبی 

رسد فعالیت بالای نمونه  به نظر می بنابراینبود. 

و  ABTSهای  میکروبی در حذف رادیکال

ن آهن به دلیل کنندگی و کاهندگی یو شلاته

حضور مقادیر بالایی از پپتیدهایی با وزن 

 مولکولی پایین باشد. 



 [30] 8031 (،0)7 آبزیان: بیوتکنولوژی و فیزیولوژی      مید       ماهی از آمده دست به پپتیدهای سیتوتوکسیک و ضداکسایشی اثرات

 

و  Alemanدر مطالعه صورت گرفته توسط 

مشاهده شد که ژلاتین  (a6500همکاران )

هیدرولیز اسکوئید با درجه هیدرولیز بالاتر و 

کنندگی  از فعالیت شلاته ،وزن مولکولی کمتر

که نمونه با  طوریبه ، بودآهن بهتری برخوردار 

بیشترین فعالیت شلانه کنندگی آهن دارای 

دالتون  055-0455پپتیدهایی با وزن مولکولی 

. این در حالی (Aleman et al., 2011a) بود

، 6500و همکاران در سال  Bamdadاست که 

گزارش کرد که پپتیدهایی با وزن مولکولی 

هن بیشتری کنندگی آ بیشتر، فعالیت شلاته

دهند که ناشی از به دام افتادن یون  نشان می

Bamdad et) استآهن داخل زنجیره پپتید   

al., 2011) در مطالعات مختلف نتایج .

متناقضی نیز در ارتباط با وزن مولکولی و 

یون آهن سه ظرفیتی فعالیت کاهندگی 

برخی رابطه معکوس بین  .گزارش شده است

و وزن آهن سه ظرفیتی فعالیت کاهندگی یون 

,.Aleman et al )مولکولی   2011b)  و برخی

اند  گزارش کرده را دیگر نیز رابطه مثبتی

(Theodore et al., 2008)تناقضات موجود . 

کند که وزن  در مطالعات مختلف پیشنهاد می

مولکولی عامل اصلی در تعیین فعالیت 

های پروتئین هیدرولیز و  نمونهضداکسایشی 

ضداکسایشی های  ویژگیپپتید نیست و 

تحت تاثیر عوامل دیگری  فعال زیستپپتیدهای 

نوع اسیدهای آمینه، توالی اسیدهای  مانند

 Nو  Cهای  آمینه و قرارگیری در موقعیت

قرار ها  انتهایی زنجیره یا نزدیک به این موقعیت

. (Giri and Ohshima, 2012) گیرد می

عواملی چون تیمار ماده اولیه، نوع آنزیم، درجه 

حرارت، مدت واکنش و تراکم پروتئین بر 

 گذارند ثیر میاعملکرد پپتید تساختار پپتید و 

(Harnedy and FitzGerald, 2012). 

پروتئین هیدرولیز   در مطالعه حاضر نمونه

کنندگی  میکروبی با فعالیت کاهندگی و شلاته

های  گیر، اثر مهاری قوی بر رادیکال آهن چشم

ABTS های  الو اثر مهاری ضعیفی بر رادیک

DPPH راستا با نتایج حاضر در  نشان داد. هم

هیدرولیز   مطالعه صورت گرفته بر روی پروتئین

شده ضایعات کشتارگاه مشاهده شد که نمونه 

پروتئین هیدرولیز با بیشترین فعالیت 

کنندگی آهن کمترین اثر مهاری را بر  شلاته

 Damgaard) دادنشان  DPPHهای  رادیکال

et al., 2014) در مطالعه صورت گرفته بر .

روی ژلاتین هیدرولیز پوست اسکوئید نیز 

کنندگی آهن با  مشاهده شد که فعالیت شلاته

در  ABTSهای  فعالیت مهارکنندگی رادیکال

. در (Aleman et al., 2011a)ارتباط است 

 مطالعه صورت گرفته بر روی پروتئین هیدرولیز
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مشابهی برای فعالیت شده زئین نیز روند 

کنندگی یون مس و مهارکنندگی  شلاته

 Zhu et)مشاهده شد  ABTSهای  رادیکال

al., 2008). 

ماهی مید  عضلهدر بررسی حاضر تخمیر 

سبب تولید  B. licheniformisتوسط باکتری 

 پپتیدهایی با فعالیت سیتوتوکسیک قابل

ضداکسایشی که فعالیت  طوریبه ملاحظه شد، 

( دو درصد 68/32/±70/0میکروبی )پپتیدهای 

( درصد 00/00/±32/0برابر پپتیدهای آنزیمی )

بود که این امر ممکن است به دلیل حضور 

پپتیدهای با وزن مولکولی پایین )کمتر از 

درصد پپتیدهای  70دالتون( باشد که  0555

و  Sheihدادند.  نمونه را به خود اختصاص می

روی پروتئین در مطالعه بر ( 6505)همکاران 

هیدرولیز جلبک گزارش کردند که نمونه حاوی 

 655-6555 مولکولی وزن پپتیدهایی با
درصد پپتیدهای نمونه( بیشترین  95) دالتون

 های سلولفعالیت سیتوتوکسیک را علیه 

نشان  (AGS)ه معد یسینومارنوکاآد سرطانی

در مطالعه صورت گرفته بر روی پروتئین  .داد

هیدرولیز برنج نیز مشاهده شده که جزء حاوی 

 0555پپتیدهای با وزن مولکولی کمتر از 

دالتون فعالیت سیتوتوکسیک بیشتری بر 

 دادندهای سرطانی کبد و کولون نشان  سلول

(Kannan et al., 2008) . 

، تلقیح این پژوهشهای  بر اساس یافته

 .Bماهی مید توسط باکتری  عضله

licheniformis با  یسبب تولید پپتیدهای

 قابلضداکسایشی فعالیت سیتوتوکسیک و 

به دست پپتیدهای به طوری که ملاحظه شد، 

به ضداکسایشی فعالیت سیتوتوکسیک و  آمده

مراتب بیشتری در مقایسه با نمونه آنزیمی 

 .Bداشتند. بنابراین استفاده از باکتری 

licheniformis  تولید پپتیدهای برای

نسبت به روش ضداکسایشی سیتوتوکسیک و 

تر است  آنزیمی از نظر اقتصادی مقرون به صرفه

در ها خواهد شد. تاکنون  و سبب کاهش هزینه

مطالعات اندکی به تولید پپتیدهای 

 میکروبیروش هیدرولیز  باضداکسایشی 
و  Coda مطالعه در .ستا شده پرداخته

 Lactobacillusهای  ( باکتری6506همکاران )

alimentarius ،L. brevis ،L. 

sanfranciscensis و L. hilgardii  به منظور

از آرد گندم، ضداکسایشی تولید پپتیدهای 

و  Heجو مورد استفاده قرار گرفتند. چاودار و 

 Bacillus ( از باکتری6506همکاران )

subtilis  از ضداکسایشی برای تولید پپتیدهای

و  Rajendran پروتئین کلزا استفاده کردند.
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را از ضداکسایشی پپتیدهای ( 6508)همکاران 

ضایعات ماهی سالمون توسط هیدرولیز 

تولید های اسیدلاکتیک  میکروبی با باکتری

 کردند. 

های هیدرولیز  در بررسی حاضر پروتئین

شده آنزیمی و میکروبی عضله ماهی مید 

و سیتوتوکسیک قابل ضداکسایشی های  ویژگی

نشان دادند،  in vitroای در محیط  ملاحظه

ولی کارایی این ترکیبات در بدن موجود زنده 

یندهای آنزیمی و آممکن است تحت تاثیر فر

 بنابرایند. شوهضمی دستخوش تغییراتی 

شود پیش از معرفی پپتیدهای فوق  توصیه می

بخش،  به عنوان ترکیبات فراسودمند و سلامتی

های جانوری نیز ارزیابی و  ها در مدل کارایی آن

د. پس از تایید در مطالعات جانوری و شوتایید 

 توان مجوزهای لازم، می دریافتانسانی و 

عضله  و سیتوتوکسیکضداکسایشی پپیتدهای 

و به  کردصورت تجاری تولید به ماهی مید را 

عنوان ترکیبات فراسودمند مورد استفاده قرار 

 و سیتویوکسیکضداکسایشی داد. پپتیدهای 

آبزیان علاوه بر تامین اسیدهای آمینه ضروری 

دهند  بدن، اثرات سلامتی بخش نیز نشان می

ها در آینده خواهد  فاده آنکه سبب افزایش است

 شد. 
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Abstract  

Oxidative stress reflects an imbalance in the redox status of the body and plays 

an important role in the pathogenesis and development of several human diseases 

such as cancer. This study aimed to evaluate the antioxidant and cytotoxic effects of 

peptides derived from enzymatic and microbial hydrolysis 

of Liza klunzingeri muscle. L. klunzingeri muscle was hydrolyzed using enzymatic 

hydrolysis with alkalase and microbial hydrolysis by Bacillus licheniformis. The 

antioxidant activity of samples was measured using DPPH, ABTS and hydroxyl 

radical scavenging, Fe3+ reduction and Fe2+ chelating effects. The cytotoxic 

effects of hydrolysates on 4T1 cell line were evaluated using MTT assay. The 

molecular weight distribution of hydrolysates was determined using HPLC. The 

microbial sample showed better antioxidant activity in the inhibition of ABTS, 

chelating and reducing of iron (P<0.05). The cytotoxic activity of the microbial 

sample was significantly higher than that of the enzymatic sample (P<0.05). The 

percentage of peptides with a molecular weight of less than 1000 Da was 26.15% in 

enzymatically prepared protein hydrolysate and 75.15% in the microbial sample. 

The protein hydrolyate derived from microbial hydrolysis shows better antioxidant 

and cytotoxic activity, probably due to the presence of low molecular weight 

peptides. 

Key words: Klunzingeri mullet, Enzymatic Hydrolysis, Microbial hydrolysis, 

Antioxidant Activity, Cytotoxic Activity. 
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