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ترین ترکیب ساختمانی بافت پیوندي است  ترین پروتئین با منشأ حیوانی و مهم کلاژن فراوان

ین تحقیقات اخیر علاوه بر ا .گیرد استفاده قرار می مورد   صنعت غذا و نوشیدنیدر که

ویژگیهاي عملکردي، فراسودمند و پتانسیل مصرف کلاژن استخراج شده از ضایعات آبزیان 

دارو و سامانه هاي رسانش ترکیبات حساس زیست فعال به اثبات رسانده - را در قالب غذا

 اکسیدانی و هاي ساختاري، خواص آنتی بررسی ویژگی هدف از این تحقیقلذا .  است

 کلاژن و کلاژن هیدرولیز شده از پوست ماهی هامور معمولیعملکردي در 

(Epinephelus coicoides)کلاژن به روش اسیدي و این تحقیق  در.  قرار داده شد

.  توسط آنزیم پپسین هیدرولیز گردیددهآنزیمی استخراج و سپس کلاژن هاي استخراج ش

، )FTIR(یل فوریه قرمز تبد سنج مادون ي طیف وسیله ویژگیهاي ساختاري آنها به

 )SDS-PAGE( الکتروفورز ژل پلی اکریل آمید  و)SEM(میکروسکوپ الکترونی 

 ،DPPHهمچنین ویژگیهاي عملکردي شامل  قدرت مهارکنندگی رادیکال . بررسی شد

قدرت کاهندگی و میزان تولید، خصوصیات و پایداري کف حاصل از کلاژن و کلاژن 

الکترونی نشانگر ساختار تصاویر میکروسکوپ . گرفتهیدرولیز شده مورد ارزیابی قرار 

ماتریکس از  فیبریلی و ساختار فضایی دوم و سوم بوده،  شبکه  ورقه اي ؛ حفاظت شده 

 حضور گروه هاي  (FTIR)قرمز سنجی مادون ،  در طیفتشکیل شده منافذ متحدالشکل

ن امیدهاي نوع  همچنیB و A مشتمل بر پیوندهاي آمید Iدر کلاژن نوع شاخص عاملی 

II,IوIIIآمده در مورد خواص عملکردي، کلاژن پوست  دست نتایج به.  به اثبات رسید

ماهی هامور نیز نشان داد که با افزایش غلظت، و بویژه در کلاژن هیدرولیز شده قدرت 

کرده، همچنین بررسی کلاژن و   افزایش پیداDPPHکاهندگی و توانایی مهار رادیکال 

.  شده نشان داد که تنها کلاژن پوست ماهی هامور پتانسیل تولید کف داردنمونه هیدرولیز

در نهایت می توان گفت کلاژن و کلاژن هیدرولیز  و استخراج شده از پوست ماهی هامور 

به عنوان یک ماهی پرمصرف دریایی با خواص آنتی اکسیدانی مطلوب، و ویژگیهاي 

ید و به عنوان یک ترکیب زیست فعال و عملکردي مناسب میتواند در مقیاس انبوه تول

  . امولسیفایر در صنعت غذا  و در تولید محصولات فراسودمند مورد استفاده قرار گیرد
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  مقدمه - 1

 ویژه بهسیر رو به رشد جمعیت جهان و کمبود مواد غذایی 

ایی دریبه منابع  محققین علوم تغذیه توجه ویژه سبب پروتئین

و  فلس  پوست، فراوري ماهی شامل سر، ضایعات.شده است

 را هیانوزن ما  از کل درصد60ء داخلی حدود  و احشاامعاء

 دورریزفیله فرآوري و تولید از پس  و دهند میتشکیل 

مقادیر  حاوي  ضایعات اینکه  است درحالیاین  .شوند می

 بخش عمده اي کلاژن   .کلاژن هستندژه پروتئین و بویبالایی 

 غضروف، ندي شامل پوست ، استخوان،هاي پیو از بافت

  ، همچنین[1]را تشکیل می دهد خونی هاي و سلول تاندون

خارج س ک و میکروفیبریلی ماتریفیبریلی هاي شبکهدر تشکیل 

 داراي مقدار  کلاژن. زیرین شرکت داردو غشاهايسلولی 

هیدروکسی لیزین و  پرولین ودرو کسیهی اسیدآمینهدي زیا

در واقع ژلاتین  .استهاي گوگرد دار  اسیدآمینهمقدار اندکی 

ي کلاژن است که وزن مولکولی کمتري  فرم دناتوره شده

هاست  نسبت به کلاژن دارد و نیز مخلوطی از پپتیدها و پروتئین

کلاژن  ].2[شود که توسط هیدرولیز جزئی کلاژن ساخته می

اي و فیبریل  اصی چون آنتالپی بالا، ساختار شبکهباوجود خو

برابر  ي ایزو الکتریک پایه و مقاومت در تر ، نقطه هاي بزرگ

 ].3[هیدرولیز توسط پروتئاز نسبت به ژلاتین ارجحیت دارد

هاي فیبریلی موجود در  گانه و شبکه هاي سه همچنین مارپیچ

تر است و قدرت مکانیکی و قابلیت  کلاژن محکم

که ژلاتین در توصیف   دارد درحالیبهتريپذیري  تبرگش

خواص رئولوژیک مانند استحکام ژل، ثبات حرارتی و خواص 

 منابعدر حال حاضر   ].4[فرد است  ویسکوالاستیک منحصربه

 ، خوك،حیواناتی چون گاوضایعات اصلی استخراج کلاژن 

 با اما. است و استخوان ماهی  فلس، پوستو همچنین مرغ

جنون گاوي و چون  هایی بیماري شیوع احتمال  بهتوجه 

 اسلام در مصرف کلاژن حاصل از هاي محدودیتهمچنین 

 که ذبح شرعی ندارند گوشتی حلال هاي دامخوك یا ضایعات 

 از تولیدشده کلاژن ي درزمینهتوجه محققین به تولید و تحقیق 

نظرات  بر اساس ].6و 5[ آبزیان معطوف گردیده است

 موارد ،کلاژنزیست فعال ا توجه به خواص گلین و ب-گومز

 هاي و مکمل افزودنی صورت بهکلاژن در غذا استفاده از 

ین گروه به  اول.می تواند به دو شکل محدود شود ،غذایی

ي  الگومرتبط با تولیدخواص  کاربردهاي کلاژن براساس 

  آب به، تشکیل ژل و ظرفیت اتصال ژل، ضخامتشبکه ژل

 کاربرد ژل در تولید در رابطه با  ،دومورو مح .مربوط می شود

امولسیون، تشکیل کف، تثبیت، چسبندگی و پیوستگی، عملکرد 

با توجه به  و ظرفیت تشکیل فیلم کلوئیددارندگی در  نگه

  ].7[استخواص مرتبط با رفتار سطحی پروتئین کلاژن 

Wu پژوهشی با عنوان اسید امینه هاي ازاد و  ]8[وهمکاران

ین هاي ئتبط با خواص انتی اکسیدانی پروتپپتید هاي مر

 (scomberهیدرولیز شده از ماهی ماکرل خال خالی 

(Austriasicus روش هاي مختلف سنجش . انجام دادند

مهار اکسایش خود به خودي : قدرت انتی اکسیدانی از جمله

 a,a-dipH  رادیکال ازاداثرمهارکنندگی بروي اسید لینولئیک،

enyl-b-picrylhydrazyl و قدرت کاهندگی نشان داد که 

این ماهی از قدرت انتی اکسیدانی   هیدرولیز شده پپتیدهاي

همچنین بین مقدار پپتید ها و  .قابل توجهی برخوردار است

نتایج بررسی . فعالیت انتی اکسیدانی رابطه مثبتی وجود داشت

توسط خالص سازي شده  پپتیدي  هايبخشبر روي 

 داد که در شرایط ازمایشگاهی پپتید کروماتوگرافی وزنی نشان

 دالتون از نظر فعالیت آنتی 1400هایی با وزن ملکولی حدود 

 900و200 از پپتید هایی با وزن ملکولی ترقوي، اکسیدانی 

 .دالتون هستند

خواص عملکردي و آنتی اکسیدانی  ]9[ و همکاران وازکوئز

ط سه پروتئین هیدرولیز شده ماهی قزل آلاي رنگین کمان توس

را مورد بررسی قرار ) پاپایین، پپسین, فلاورزایم(نوع انزیم 

ین هیدرولیز شده با پپسین بیشترین ئانها دریافتند که پروت .دادند

 . و کاهندگی یون فریک را داردDPPHقدرت مهار رادیکال

همچنین پایداري امولسیونی پروتئین هیدرولیز شده با 

طور معناداري بالاتر از  هاي بررسی شده به pHفلاورزایم در 

نیز تحقیقاتی  ]10[  و همکاران Wang .دو پروتئین دیگر بود

در زمینه  پپتید هاي انتی اکسیدانی حاصل از پروتئین هیدرولیز 

) Crassostrea talienwhanensis(شده صدف خوراکی 

پژوهشی تحت عنوان  ]11[لین و همکاران . انجام دادند

زپوست هامور غول پیکر جداسازي و شناسایی کلاژن ا

)Epinephelus Lanceolatus, giant grouper ( انجام

 شامل دو PSC  وASCنتایج پژوهش انها نشان داد که . دادند

 I بودند و ساختار کلاژن نوع ) 1αوα )2α زنجیره متفاوت

ایمینواسید موجود در . توسط باند دي سولفید مشخص شد
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ASCو PSCبترتیب 1 پوست ماهی هامورغول پیکر 

دماي دناتوراسیون .  ازهر هزار واحد ماده باقی بود181و189

 درجه سانتی گراد مشخص 31-29کلاژن در پوست این گونه 

) pH ) 5-6 بترتیب درPSC وASCبالاترین حلالیت . گردید

 3مشاهده شد وکاهش شدید حلالیت درغلظت نمک بالاتر از

  .اتفاق افتاد) حجمی/وزنی(درصد 

 منفی ویژگیهاي/زیت هاي کلاژن ماهی وتاثیراتبا توجه به م

لاتین استخراج شده از ضایعات احشام،  بویژه ژزلاتین حیوانی

کلاژن آبزیان درمیان مردم از به مرور زمان و در حال حاضر، ، 

 دیگر هزینه سوي از . است گردیدهمطلوبیت بیشتري برخوردار

 کلاژن عال راندمان بالاي استخراج و ویژگیهاي زیست ف،پایین

 منجر  سایر منابع ژلاتیندر مقایسه با از ضایعات آبزیان حاصل

در سطح جهان و  تقاضا براي تولید کلاژن از آبزیان به افزایش

با توجه به منابع عظیم دریایی درایران  و  .ست اگردیدهایران 

نظر به اینکه ماهی هامور هم بصورت وحشی و هم بصورت 

و با توجه به تفاوت   میشودرف و مصپرورشی به وفور یافت 

هاي ساختاري و عملکردي کلاژن هاي استخراج شده از 

آبزیان مختلف و فقدان اطلاعات در مورد ویژگیهاي کلاژن 

این ماهی پرمصرف و ارزشمند ، استفاده از آن ضخیم پوست 

  .باشدصرفه و اقتصادي ه  بجهت تولید کلاژن می تواند مقرون

 

  ها روشمواد و  - 2

  ها نمونه سازي  آماده -1- 2

جهت انجام این پژوهش در گام نخست ماهی هامور معمولی 

)Epinephelus coioides( از بازار  کیلوگرم3- 2 به وزن 

طور کامل از  ها نیز به پولک خریداري شد و )شهر تهران(بعثت 

در مرحله بعد  . از گوشت جدا شددقت بهپوست آن پوست  و 

قطر سرد شستشو داده شد و پوست سه مرتبه توسط آب م

            برش و در سانتیمتر 0,5×0,5 توسط قیچی به قطعات

  .نگهداري شد گراد سانتیدرجه  - 20 فریزر

  روش اسیديبه  تهیه کلاژن از پوست  - 2-2

جیا و ا با استفاده از روش نASC)(اسید در کلاژن محلول 

  تمام].12[ تغییر استخراج شدباکمی و (2000)یسوزوک

                                                           
 

 

اوم انجام د زدن مباهمو  گراد سانتیدرجه   4 دماي مراحل در

 حذف  جهت.(Remi Magnetic Stirrer, ML)دش

 1/0 پوست در محلول سودقطعات  غیر کلاژنی هاي پروتئین

و به گردید  ور غوطه) حجمی/وزنی( 10:1 نسبت  با مولار

 بطور مداوم هم زده  گراددرجه سانتی  4 دماي در روز 2 مدت

در . محلول قلیایی تعویض گردید یکبار  ساعت 6هر و  .شد

شستشو داده  مقطر سرد پوست چندین مرتبه توسط آب پایان

 . شدگیري اندازهتوسط کاغذ تورنسل   شستشوآب pH و شد

 محلول بوتیل  در پوست، مرحله بعد براي حذف چربیدر

 4 دردماي) حجمی/وزنی( 1:20 )با نسبت  درصد10الکل 

 ساعت 6هر  و ور غوطه روز 2 و به مدت گراد  درجه سانتی

 آب  توسطمرتبهسپس پوست چندین . گردیدمحلول تعویض 

 مرحله بعد پوست در اسید  در. شدشستشو داده  مقطر سرد

 3به مدت ) حجمی/وزنی( 1:15 مولار با نسبت 5/0استیک 

 پوست و اسید توسط تنظیف دولایه  مخلوط. شدور غوطهروز 

 تحت مانده باقیپوست   روند استخراج مجدداصاف شد و

  به شدهاستخراج  محلول  سپس. داده شد ادامه شرایط مشابه

  در.محلول حاوي کلاژن از استخراج مرحله اول   اضافه شد

 6/2 محلول نمک   کردنبا اضافه نهایی کلاژن محلول مرحله

 حاصل توسط  رسوب.رسوب داده شد )NaCL(مولار

 دور درجه و 12 در دماي  )Sigma 8k( سانتریفیوژ

g×18000  سپس طی دو مرحله  ،آوري جمعدقیقه  30به مدت

با اضافه کردن آب مقطر و تکرار سانتریفوژ حذف نمک انجام 

 (ALPHA 1-2 LDplus)  انجماديکن خشک توسط و

  . نگهداري شدگراد سانتیدرجه  - 20 دردمايخشک و 

   کلاژن از پوست توسط آنزیم پپسینتهیه -3- 2

با ) ASC( از استخراج کلاژن توسط اسید مانده باقیپوست 

براي و باکمی تغییر  )2011 (استفاده از روش ماتارو و همکاران

 ].13[  قرار گرفتمورداستفاده استخراج کلاژن توسط پپسین

 0,5محلول اسید استیک   پوست درمانده باقیدر این مرحله 

مخاط معده  پپسین با )حجمی/وزنی( 1:15 مولار با نسبت

 Units/mg (SIGMA/P7000, powder ≥250) خوك

Soild)  مقدار  به u/g 20 2به مدت استخراج  . شدور غوطه 

 ادامه یافت مداوم  زدنباهم و گراد سانتیدرجه  6دماي -روز در

  رسوب دادن و سانتریفیوژ همانند روش،صاف کردن و مراحل

ASC  ط از خشک شدن توسپس  رسوب حاصل .انجام شد

 - 20 دماي  در(Alpha 12 LDplus) انجماديکن خشک
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  . نگهداري شدگراد سانتی درجه

کلاژن  هیدرولیز شده از کلاژن  تهیه -4- 2

لاژن  و کياسیدبه روش استخراج شده 

  استخراج شده توسط پپسین

 ASC کلاژن  هیدرولیز - 1- 2-4

از   )(ASC  شده با اسیداستخراجلاژن ک ،جهت هیدرولیز

مولار  5/0اسید استیک محلول  هامور معمولی ت ماهیپوس

)pH5/2( 1:20با نسبت پپسین   سپس.تهیه و ) محلول

 37دردماي ساعت  5 به مدت پوست  اضافه و) پوست/آنزیم

، جهت لیزر انتهاي زمان هیدرود . انکوبه شدگراد سانتیدرجه 

 90 دردمايدقیقه  10 محلول به مدت ،  سازي پپسینغیرفعال

سپس مخلوط با .  شدنگهداري بن ماريدر  گراد سانتیدرجه 

 5000 و دور گراد سانتیدرجه  4دردمايدقیقه  15به مدت 

 جدا و  حاوي کلاژن هیدرلیز شده محلول.سانتریفیوژ شد

درجه  -20 دردماي  و خشک، انجماديکن خشکتوسط 

 . نگهداري شدگراد سانتی

  استخراج شده توسط پپسینکلاژن هیدرولیز - 2- 2-4

PSC)(  

و انجام   ASCمانند هیدرولیز کلاژن هیدرولیز تمام مراحل 

 انجمادي کن خشکتوسط رولیز شده دکلاژن هی درنهایت

 . نگهداري شدگراد سانتی درجه - 20دردمايخشک و 

  (SEM)  میکروسکوپ الکترون روبشی -5- 2

پوشش دقیقه با طلا  90به مدت کلاژن و کلاژن هیدرولیز شده 

 Scaning(روبشی وسکوپ الکترونی و توسط میکردهی 

Electron Microscopy, Phenom prox ( مشاهده و

  . انجام شدتصویربرداري

آنالیز طیف سنجی تبدیل فوریه طیف  -6- 2

 (FTIR)قرمز  مادون

هاي عاملی کلازن و کلاژن  منظور مطالعه و بررسی گروه به

 رمزق هیدرولیز شده از پوست ماهی هامور  و آنالیز طیف مادون

)transform infrared spectroscopy-Fourier(، 

هاي کلاژن تهیه شد، بدین  هاي پتاسیم برمید ازکلیه نمونه قرص

گرم پتاسیم  میلی 100گرم نمونه خشک با  ترتیب که یک میلی

هاي  قرصو صورت دیسک فشرده شد  به (KBR) برمید

 قرار داده شد   حاصله در سلول هاي مخصوص دستگاه

(FTIR, Nicolet 8700)  افزار  سپس با استفاده از نرم و

OPUS آنالیزهاي مربوطه انجام و در نهایت طیف FTIR 

 cm−1  و نمونه هیدرولیز شده در محدوده تقریبی ASCبراي 

  ].14[هاي مربوطه تهیه گردید اسکن و طیف 4000

-SDSژل پلی اکریل آمید الکتروفورز -7- 2

PAGE)(1 

 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide)تکنیک

gel electrophoresis)   SDS–PAGE بر اساس روش 

 درصد 8 و 4استفاده از دولایه ژل با ) 2000  (ناجیا و همکاران

ه شد گرم از پودر کلاژن استخراج میلی 5  مقدار].12[انجام شد

 pH=8/6(  مولار درTrisHCl 5/0(لیتر از بافر   در یک میلی

درصد و  25 درصد،  گلیسرول SDS   5 به همراه )

mercaptoethanol  - 2) 2میکرو لیتر  20. حل شد)  درصد

جریان  شده بر روي ژل الکتروفورز و با شدت از پروتئین حل

. ساعت بارگذاري گردید 4ولت به مدت  150الکتریکی 

  .ها بر اساس رنگ امیري نیترات نقره انجام شد آمیزي ژل رنگ

  DPPH رادیکال فعالیت مهارکنندگی -8- 2

شده   قابلیت مهار رادیکالت هاي آزاد توسط کلاژن استخراج 

 با استفاده از معرف (Bleaching) بر اساس رنگبري 

DPPH ) 2,2-Diphenylpicryl hydrazyl (  و بتا

براي  ].12[گیري شد  تومتري اندازهکاروتن به روش  اسپکتروف

، 01/0، 1/0 (هاي مختلف  لیتر از غلظت این منظور یک میلی

کلاژن و کلاژن هیدرولیز شده در حلال اتانول تهیه ) 001/0

) درصد DPPH )004/0لیتر محلول متانولی   میلی4شد سپس 

دقیقه دردماي اتاق و  30ها به مدت  نمونه. به هر یک اضافه شد

  موج طول در میزان جذب ی تاریک انکوبه و در نهایت در محل

 توسط DPPH و مهار رادیکال آزاد قرائت نانومتر 517 

  .فرمول زیر محاسبه گردید

I%=A blank – Asample/ A blank ×100                      
                                                          

 جذب نمونه در Asampleجذب کنترل و Ablank رمولدر این ف

 به کووت حاوي Asampleجهت قرائت جذب . نظر گرفته شد

دو میلی لیتر آب مقطر محلول هاي نمونه با غلظت هاي 

 همان محلول با Ablank و جهت تعیین .  مختلف اضافه شد

.  گردیداضافه آب مقطر و به شیوه محلول نمونه تهیه
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عنوان  توکوفرول نیز به-αو BHT) (تولوئن هیدروکسی بوتیل

  .استاندارد مورد استفاده قرار گرفت

 Reducing(کاهندگی تعیین قدرت  -9- 2 

power( 

 روشبر اساس هیدرولیز شده کلاژن و کلاژن قدرت کاهندگی 

 صورت بدین ].15[ شداندازه گیري  (2001)ناو همکارچی 

 هاي غلظت با  از کلاژنهایی محلولابتدا که 

 یک  سپسوتهیه   (mg/ml 0.001,0.01,0.1)مختلف

 5/2با  ,هیدرولیز شدهکلاژن و کلاژن هردو محلول  از لیتر میلی

 لیتر میلی 5/2 و pH)  = 6(/ 6 نرمال2/0 بافر فسفات لیتر میلی

 دردماي دقیقه 30 مخلوط و به مدت  درصد1  پتاسیمفرسیانید

 کلرو  تريلیتر لیمی 5/2  سپس. انکوبه شدگراد سانتیدرجه  50

 اضافه شد و ها نمونه به) حجمی/وزنی( درصد 10اسید استیک 

 سانتریفیوژ 3000×  با سرعتدقیقه 10 به مدت ها نمونه

از پس  حاصل  از محلوللیتر میلی Sigma 8k(. 5/2(شدند

 5/0 و  آب مقطرلیتر میلی 5/2و   سانتریفیوژ با دقت برداشته 

 اضافه و در ) حجمی/وزنی (صددر 1/0  فریک کلریدلیتر میلی

  موج طولمحلول حاصل در   جذب دقیقه 10از نهایت پس 

nm  700 قرائت گردید.  

  تولید کفقابلیت -10- 2

 (Foam stabilityآن  تولید کف و پایداري یا قابلیتپتانسیل

 (Foam capacity,  و همکارانچی بر اساس روش 

و کلاژن ) ASC(لی از کلاژن محلو ].15[شد تعیین) 2014(

 دردماي و ، تهیه  گرم1/0غلظتبا   (ASCH)هیدرولیز شده 

C° 1± 25  هم زدن با سرعت بهدقیقه  2به مدت g×16000  

 )10،30، 3، 0(  در دقایق کلحجمسپس  .هوا مخلوط شدبا 

 کف بر اساس معادله زیر  گسترشنهایت در و گیري اندازه

  :محاسبه شد

              Foam expansion (%) =×100  

  حسب حجم بعد از تولید کف برA که در این رابطه 

 حجم قبل از تولید کف Bو  مختلف هاي زمانو در ) لیتر میلی(

 پس از   )(FS  پایداري کف در ادامهبوده،)لیتر میلی(حسب بر 

  . شدگیري اندازهدقیقه  10 گذشت

  

   و بحث نتایج- 3

وش اسیدي و آنزیمی بافت هر دو کلاژن استخراج شده به ر

  .سفید،نرم، اسفنجی و متخلخل را نشان داد

 

 
Fig 1 A: Acid soluble collagen (ASC) and B: Pepsin soluble collagen (PSC) 

  

  )SEM( میکروسکوپ الکترونی روبشی -1- 3

مربوط به کلاژن  (SEM) تصاویر میکروسکوپ الکترونیدر 

از  PSC)(آنزیمی  و (ASC)به دو روش اسیدي شده استخراج

 و کلاژن هیدرولیز شده به دو   )2شکل(پوست ماهی هامور

 صفحات بتا و رشته هاي مارپیچی روش اسیدي و آنزیمی، 

 شده استخراج کلاژنکلاژن بخوبی دیده می شود  هر چند در 

 به شده استخراج در مقایسه با کلاژن (PSC) آنزیمیبه روش 

 تر منظمماتریکس  بکه اي و شساختار ) ASC(اسیدي روش 

  درنشان داد  و این در حالی است که با منافذ حباب مانند را 

ساختار صفحه اي منظم کلاژن استخراج شده به روش اسیدي 

 قابل مشاهده ، با سطح چروکیده، روي هم خوابیدهمتراکم، 

  طی فرآیند می تواند  بنظر می رسد که چروکیدگی ها. است

 بتظر و در نهایت ]13[ آمده باشدود ج بوخشک شدن انجمادي

هیدرولیز منجر به تکمیل فرآیند دو نوع کلاژن در هر  می رسد

هاي با وزن مولکولی  و تولید کلاژن با ساختار  شکستگیروند

 فیبریلار يهابکه آزاد شدن شو  منظم شبکه اي ایجادکمتر و 

 ساختار شبکه اي منظم از ویژگیی هاي ،)3شکل ( .شده باشد

ت و متمایز کلاژن هاي دریایی بوده ، در صنعت غذا و دارو بمث

جهت انتقال مولکول هاي دارویی، ترکیبات زیست فعال و ریز 

مورد توجه و استفاده وسیع و روز افزون قرار گرفته مغزي ها 

 ساختار منظم در این کلاژن ها بستري مناسب جهت. است  

کنواختی فرآیند حفظ و ی سایر ترکیبات و همچنین استقرار

   .می گرددمایعات در تبخیر 
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Fig 2 Scanning Electron Microscopic (SEM) images of  acid soluble collagen(C) and collagen Hydrolysate 
(CH) extracted from the skin of Epinephelus coioides ) with magnifications of ×500(1), ×1000(2), ×2000(3) 

  

  

  
Fig 3 Scanning Electron Microscopic (SEM) images of  pepsin soluble collagen(PSC) and collagen Hydrolysate 
(PSCH) extracted from the skin of Epinephelus coioides ) with magnifications of ×500(1), ×1000(2), ×2000(3) 

C1 C2 C3 

CH1 CH2 CH3 

PSC1 PSC2 PSC3 

PSCH1

1 

PSCH2 PSCH3 
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در مورد پوست  (2007) ط لی و همکاراندر تحقیقی که توس

 انجام شد مشخص شد که پوست این ماهی بعد از گربه ماهی

کردن انجمادي مانند پوست ماهی هامور ساختار  خشک

 در تحقیقی همچنین ].16[دهد اي منظمی را نشان می شبکه

آمده  دست کلاژن بهدریافتند که ) 2014(دیگر چی و همکاران 

مانند نیز  ماهی اسپانیش ماکرل  از پوستASCبه روش 

اي و یکپارچه اما با ورقه  پوست ماهی هامور ساختاري ورقه

دو برابر ( میکرون 100هاي قطور و سنگین با طول حدود 

نشان داده، همچنین پس ) طول صفحات بتا در اسپانیش ماکرل

حاصل از  از هیدرولیز توسط پپسین، کلاژن هیدرولیز شده

پانیش ماکرل به قطعات کوچکتر تبدیل و استخوان اس و  پوست

بدنبال تبخیر مایع، بافتی  سست، نرم و مانند کلاژن هیدرولیز 

  یک، اي حاصل از پوست ماهی هامور ساختار حفرهPSC شده

 25شکل، منظم با قطر نازك تر صفحات بتا با طول حدود  

 اندازه منافذ در بافت  ،میکرون نشان داده است، همچنین

سازي افزایش   لاژن با افزایش مقدار آب طی امادهاسفنجی ک

  ].15[نشان داد 

کلاژن و کلاژن   درFTIRمقایسه  -2- 3

 پوست ماهی هامور هیدرولیز شده از

شود در طیف هاي  مشاهده می 4  طور که در شکل همان

FTIR کلاژن هیدرولیز شده باند   مر بوط به کلاژن و 

ده ارتعاشات کششی دهن که نشان A شاخص پیوندهاي آمیدي

آمینواسیدها در ساختار پلی پپتیدي  N-H پیوند هاي آزاد

همچنین . ظاهر شد cm-1  3219  فرکانسدر کلاژن است

 کلاژن هیدرولیز  و  در کلاژنN-H  هاي تعداد کثیري از گروه

شده حاصل از پوست ماهی هامور، درگیر پیوند هاي 

 )1975( دویل هیدروژنی هستند، زیرا بر اساس گزارش

معمولاً در محدوده  N-H ارتعاش کششی پیوند هاي آزاد

 NH هاي و هرچه گروه  ]17[ شود  ظاهر می3400- 3440

بیشتري در پپتید درگیر باندهاي هیدروژنی شوند به فرکانس 

 FTIR از سوي دیگر در طیف. شوند تري منتقل می پایین

ر از پوست ماهی هامو (ASC) شده با اسید کلاژن استخراج

 در فرکانس A شده در پیک آمید یک پیک ضعیف و ادغام

cm-1    3000 دهنده پیوند هاي  تشخیص است که نشان قابل

.  است CH2 هاي نامتقارن در اطراف زنجیره و کشش B آمیدي

 cm-1   1652 کلاژن پیک سوم در ناحیه FTIR در طیف

 و به I دهنده پیوند هاي پیوندهاي آمید شاهده شد که نشانم

ها  عبارتی طیف شاخص در شناسایی ساختمان دوم پروتئین

. شود ظاهر می  cm-1 1700-1600  محدودهاست و معمولاً در

 پیوند(مربوط به ارتعاشات کششی گروه کربونیل  I باند آمید

(C=O  در اطراف محور اصلی و یک شاخص و مارکر

دهنده وضعیت ساختمان دوم پلی پپتید کلاژن  حساس و نشان

پوست ماهی هامور در مقایسه با کلاژن  کلاژن ].18[است

عدد موج کمتري را  )cm-1   1663(گوساله دیالیز شده پوست 

دهنده میزان بیشتر پیوند  که نشان نشان داد I در محدوده آمید

در  ].30[ باشدمی I هاي هیدروژنی در گیر در پیوندهاي آمید

مور باند شده از پوست ماهی ها کلاژن استخراج FTIR طیف

هر شد و این در حالی ظا cm-1 1537   در محدوده II آمید

در کلاژن پوست گوساله در  II است که کمترین عدد موج امید

لذا در مقایسه . مشخص گردیده است cm-1  1545 محدوده

 N-H کلاژن پوست گوساله و ماهی هامور مشخص گردید که

 chains  -α   در کلاژن پوست گوساله، بیشتر درگیر باندهاي

روتئین هاي مجاور بوده لذا کلاژن ماهی هامور خلوص پ

و سایر گونه هاي بالاتري نسبت به کلاژن پوست گوساله 

در طیف کلاژن پوست  III آمید ].19[دهد نشان میماهیان 

 III پیوندهاي امید. ظاهر شد cm-11243 هامور در فرکانس

یر و تغی C-N نشان دهنده ترکیب کشش هاي ارتعاشی

واسطه پیوند آمیدي و همچنین تحت تاثیر   به N-Hشکل

، گلایسیندر  CH2 جاذبه ناشی از نوسان ارتعاشات گروه

هاي جانبی ظاهر   در زنجیره اصلی کلاژن با زنجیره وپرولین

 ضریب میزان جذب پیوندهاي  , بعلاوه ].20، 19[ شوند می

 ماهی  در کلاژن و کلاژن هیدرولیز شده پوستIII و IIامید 

 به دست آمد و نشان داده شد که  ساختار 1هامور حدود 

گانه درطی فرآیند استخراج بخوبی  فضایی مارپیچی سه

 IIIدر طیف باندهاي کلاژن  باند امید . محافظت شده است

صورت ادغام با ساختار اسکلتی در طیف  آزاد نشده و به

FTIRو 536-590بعلاوه باندهایی در محدوده . ، دیده شد  

cm-1 592 اسکلتی  هاينیز نشان داده شد که مربوط به کشش 

براي هر دو نوع کلاژن  همچنین .گروه هاي غیرعاملی است

(ASC,PSC) امید  از پوست اسپانیش ماکرلBدر محدوده  

cm-1 3081  که در مطالعه   درحالی ].15[ ظاهر شد2926و

 از پوست ماهی هامور هیدرولیز شدهشده روي کلاژن  انجام

و  در ساختار   cm-1  2900قوي در محدوده طیف فقط یک 

  cm-1صورت یک پیک ضعیف در محدوده   بهB، امید  کلاژن
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در مجموع بر خلاف کلاژن استخراج شده از . ظاهر شد 3100

 گروه ها و پیوندهاي آمیدي FTIRسایر ماهیان، در طیف 

ان نداده و تنها پس کلاژن ماهی هامور پیک هاي شاخصی نش

از هیدرولیز تمام پیوندها و گروه هاي آمیدي در دیاگرام ظاهر 

  . شدند

  

 
  

Fig 4 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) spectra of acid soluble A) collagen and B)  acid soluble 
Collagen Hydrolysate, and (FTIR) spectra of pepsine soluble C) collagen and D) pepsine soluble Collagen 

Hydrolysate.   

-SDS)ژل پلی اکریل آمید الکتروفورز -3- 3

PAGE)   
شده به روش  ن استخراجکلاژمربوط به  الکتروفورز الگوي

و  پوست ماهی هامور از (PSC)یمی  و آنز(ASC)اسیدي

 5 در شکل ASCH,PSCH)( ها ي آن هاي هیدرولیز شده نمونه

دوزنجیره  داراي PSC و ASC کلاژن . استشده  نشان داده

α) α1,α2 ( کیلودالتون و125-115با وزن مولکولی حدود  

همچنین  . است β ازجملهاجزایی با وزن مولکولی بالا 

 1αهاي  برابر زنجیره  تقریباً دو2αهاي  ضخامت باند زنجیره

در این تحقیق اگر چه تفاوتی بین الگوهاي  .بدست آمد

 ي  مشاهده نشد اما در نمونهPSC و ASC الکتروفورزي

PSCH  پس از فرایند هیدرولیز توسط پپسین درpH  حدود 

ساعت، باندهاي  5گراد به مدت  درجه سانتی 37  و دماي5/2

کاملاً ناپدید شدند   وزن مولکولی بالا و ترکیباتی باβزنجیره 

زمان  زیرا پپسین اتصالات عرضی تلوپپتید را تفکیک و هم

 H PSCکند، درنتیجه در   تبدیل میα را به دوزنجیره βزنجیره 

در  ].22و 21[ترکیباتی با وزن مولکولی بالا عملا وجود ندارد 

 کلاژن، اتصالات عرضی با وزن مولکولی بالا با افزایش سن

و این اتصالات عرضی در   ]23[ کند جانور افزایش پیدا می

 در .هایی با تغذیه مناسب است هاي گرسنه بیشتر از ماهی ماهی

 روي الگوي (2013)  و همکارانJeongاي که  مطالعه

رد باله  ز استخوان ماهی تنPSC و ASCکلاژن  الکتروفورز

)Thunnus obesus ( انجام دادند دوزنجیره متفاوت α               

)α1و  α2(, اتصالات عرضی بتا و ɣنوع کلاژن   را در هردو

مولکولی و  مشاهده کردند؛ که اتصالات عرضی درون و بین

 .  بودPSC بیشتر از کلاژن ASC در کلاژن α وɣقطعات

متفاوت با   ASCکلاژن علاوه براین، در پوست ماهی هامور 

 کیلو 1200کولی  با وزن مولα3 یک باند مشخص PSCکلاژن 

].24[نشان داد به دست  α2  وα1هاي  بین زنجیره دالتون

C D 
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Fig 5 SDS-PAGE of extracted collagen from the skin of epinepheius coicoides.Lane 1 & 8:  High molecular 

weight/protein markers; Lane 2: ASC; Lane3: PSC; Lane4, 5: ASC Hydrolysate; Lane 6, 7: PSC Hydrolysate. 
 

  )Reducing power(قدرت کاهندگی -4- 3

کلاژن  وASC  کلاژن کهدر این تحقیق مشخص گردید

حاوي   از پوست ماهی هامور، و استخراج شدههیدرولیز شده

 توانایی مهار و بوده الکترون اهداکننده مولکول هاي

  هی نمونه هیدرولیز شده پوست ماودارند  را آزاد هاي رادیکال

 به روش اسیدي شده  هامور در مقایسه با کلاژن استخراج

همچنین  . نشان دادبالاتري  پتانسیل و قدرت احیا کنندگی 

 پروتئین قدرت احیا کنندگی در نتایج این تحقیق نشان داد که

در   )B 6شکل( ASCH)(هامور پوست ماهی  شده هیدرولیز

  ).A6شکل( بیشتر است% 50 کلاژن مقایسه با

  

 
Fig 6  Reducing powers of collagen hydrolysate (A) and reducing powers of acid soluble collagen (B), exated 

from the skin of Epinephelus coioides at different concentrations. 

A 
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هایی با  پروتئین حضور ی از وجود می تواند ناش که این امر

و پپتیدهاي زیست  تر وزن مولکولی کمتر زنجیره هاي کوتاه

 اهداکنندهعنوان  فعال بیشتر  بوده،  این مولکولها قادرند  به

 و واکنش هاي آزاد رادیکال با عمل نموده ؛) الکتون( هیدروژن

 درنتیجه باعث کنند، تبدیل پایدارتري محصولات به را ها آن

  در ارزیابی قدرت .شوند می رادیکالی  اي زنجیره واکنش قطع

و ) ASC( شده به روش اسیدي مربوط به کلاژن استخراج

 از پوست ماهی هامور با ASCH)( کلاژن هیدرولیز شده

 قدرت بیشترین،   )6 شکل() 001/0 ، 01/0 ، 1/0(هاي  غلظت

 و  .مشاهده شد 1/0غلظت  در هر دو نمونه در کاهندگی

 و ASCغلظت در هر دو نمونه  افزایش با شخص گردید کهم

ASCHپاره اي تحقیقات نیز  . قدرت کاهندگی افزایش میابد 

ي معکوس  بین وزن مولکولی،     یک رابطهنشان داده است 

 اکسیدانی و قدرت احیا کنندگی  وجود دارد هاي آنتی فعالیت

]25.[  

 DPPH رادیکال مهار فعالیت -5- 3

 نشان داد نمونه DPPHن مهار رادیکال هاي آزاد نتایج آزمو

هیدرولیز شده توسط پپسین با میانگین وزن مولکولی کمتر 

علاوه . ادیکال هاي آزاد دارد.  داردرقابلیت بیشتري در مهار 

براین، پروتئین هیدرولیز شده شامل پپتیدهاي اهداکننده 

رکیبات و تتواند با رادیکال واکنش داده  الکترون بوده که می

اي  هاي زنجیره پایداري تولید کند و منجر به ختم واکنش

)  2011 (و همکارانکیم در تحقیقی که توسط . رادیکال شود

بر روي پروتئین هیدرولیز شده ماهی حلواي زرد 

 Pinck)ماهی پینک پرچ  و عضله(yellowfin sole)باله

pearch)هاي هیدرولیز شده   انجام شد دریافتند که نمونه

رادیکال بیشتري بر روي وسط پپسین قدرت مهارکنندگی ت

DPPH همچنین  ].25-27[ نسبت به سایر هیدرولیزها دارند

 بیشتر مهار دهنده نشان تر پایین با توجه به اینکه قابلیت  جذب

 DPPHاست، میزان بازدارندگی رادیکال  هاي آزاد رادیکال

 و کلاژن هیدرولیز (ASC) در دو نمونه کلاژن

  با افزایش غلظت،. پوست ماهی هامور  (ASCH)ي شده

 بر گرم میلی( 1/0غلظت با نمونه که طوري بهافزایش نشان داد، 

 قدرت مهار رادیکال بالاترینمیزان جذب و   کمترین)لیتر میلی

نشان  راانتی اکسیدانی  خاصیت و لذا بالاترین  DPPHآزاد 
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Fig 7  DPPH Scavenging Activity of collagen hydrolysate (A) and the Scavenging Activity of acid 

soluble collagen (B) extracted from the skin of epinephelus coioides. 
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 تولید کف) ظرفیت(  پتانسیل -5- 3

 بازآرایی نفوذ و ،تشکیل کف توسط سه فاکتور عبور 

  براي.شود می کنترل وهوا آب مشترك  در سطحها مولکول

 بین سطح سرعت به باید پروتئینمولکول هاي  ،تشکیل کف 

 نقطه در ].28[دنرایی شوآباز  مهاجرت کرده ووهوا آبمشترك 

ویژگیها و پایداري  با کاهش حلالیت زمان هم ایزو الکتریک

 وزن مولکولی  کههایی پروتئین ].29[کند میکف نیز کاهش پیدا 

پلی پپتیدهاي بزرگی هستند که با افزایش داراي  ،ی دارندبالای

کف را افزایش پایداري  هوا هاي حبابهنگام تولید ثبات فیلم 

 که پپتیدهاي دهد می ثبات کف زمانی رخ  کاهش.دهند می

شته  پایداري کف را ندااظت ازمیکروسکوپی دیگر توانایی حف

ه انعطاف با افزایش دامن  پایداري کفهمچنین ].30[باشند

 و ضخامت پروتئین  غلظت، در فاز آبیویسکوزیته ،پروتئین

 اي ملاحظه  قابل طور بهنیز   pH ].31[کند میفیلم افزایش پیدا 

 ].32[ گذارد می تأثیر  آنپایداري و بویژه بر خواص کف 

 به روش شده  استخراج مربوط به کلاژن تولید کف ظرفیت

                    هاي زمان در از پوست ماهی هامور) ASC(اسیدي 

نشان  8 در شکل) 1/0 (و با غلظت دقیقه) 30,10,3,0 (

 و پروتئین کف در خواصدر این آزمایش  . استشده داده

اختلاط از پس  حجم گیري اندازهبا   شدههیدرولیز کلاژن نمونه 

 و توان تولید   قرار گرفتموردبررسیمختلف  هاي زماندر 

دقیقه تعیین  10در طول و صفر  زمان درکف و پایداري آن 

  شده هیدرولیز پروتئیندر نهایت مشخص گردید که  .شد

بتدریج با گذشت از زمان اما کلاژن  .اردقابلیت تولید کف ند

 قابلیت گسترش کف را نشان  بیشترین، دقیقه 3 در زمان صفر

گذشت از پس  تدریج  بهکف  پایداري و قابلیت گسترش  وداد

که  دریافتند ) 2014(همکاران  و  لی.نشان دادش  دقیقه کاه3

بالا باعث لکولی میانگین وزن مو با  و پروتئین هايها نمونه

 نشان دادند که  همچنین.شوند میکف تولید افزایش پتانسیل 

میانگین لگاریتم ظرفیت و پایداري کف ارتباط مستقیمی با 

 حقیقاتتنتایج  ].32[ مختلف دارد هاي زمان در وزن مولکولی

 کفشک زرد و ماهیکلاژن تولید کف توسط  پتانسیل بر روي

 طور به pHکه نشان داد  ماهیچه ماهی پینک پرچپروتئین هاي 

تولید و نیز پتانسیل  گذارد می تأثیر بر پایداري کف توجهی قابل

کف در ماهی پینک پرچ با کاهش حلالیت در نقطه ایزو 

].34و 33[ نشان داد کاهش ،الکتریک
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Fig 8 Foam extension of Acid soluble collagen (ASC) 

 

  گیري نتیجه - 4

خواص انتی اکسیدانی و عملکردي کلاژن در تحقیق حاضر 

به دو روش اسیدي و شده از پوست ماهی هامور  استخراج

 قرار موردبررسی ها آن   هیدرولیز شدههاي و نمونه آنزیمی

 کلاژن هايحضور فیبرمیکروسکوپ الکترونی ویر تصا .گرفت

 تبدیل فوریه سنجی طیف  نتایج. کردتائیددر هر چهار نمونه را 

 Aآمید هاي حضور گروه هاي عاملی و پیوند هاي  قرمز مادون

و با بالاترین تنوع و در کلاژن را  IIIوII,I امیدهاي،  B و

ت ساختار نشان داد و در نهایمیزان در کلاژن هیدرولیز شده 

 همچنین بررسی الگوي .مارپیچ سه گانه را  به اثبات رساند

 را βو زنجیره α)(α1,α2وجود دوزنجیره  الکتروفورزي نیز

 و β زنجیره PSCHاما درهر سه نمونه کلاژن تائید کرد 

 براین  علاوه.ترکیباتی با وزن مولکولی بالا ناپدید شدند

حیاء کنندگی بیشتري  کمتر قدرت امولکولی با وزن هایی نمونه

آمده از پژوهش حاضر  دست نتایج به .را به نمایش گذاشتند

 با DPPHمشخص نمود که خاصیت بازدارندگی رادیکال 

یافته  افزایش غلظت در کلاژن و کلاژن هیدرولیز شده افزایش
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 کلاژن ،کلاژن با توچه به راندمان بالاي استخراج و لذا . است

% 70حدود (ز پوست ماهی آمور هیدرولیز  و استخراج شده ا

با خواص آنتی اکسیدانی مطلوب، و ویژگیهاي ) وزن پوست

عملکردي مناسب میتواند در مقیاس انبوه تولید و به عنوان یک 

، ]35[اي لبنیدر غنی سازي فرآورده هترکیب زیست فعال 

آماده براي نوشیدنی هاي  انواع نوشیدنی ها ازجمله پودر

  ]6[ و امولسیفایر در صنعت غذا  ]36[از جمله چاي مصرف 
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Collagen is the most abundant protein of animal origin and the most 
important compound in the connective tissue which is widely used in 
the food and beverage industry. In addition, recent research has 
demonstrated the functional, beneficial, and potential properties of 
collagen extracted from aquatic wastes as nutraceuticals and for 
delivery systems of sensitive bioactive compounds. Therefore, the aim 
of this research was considered to study the structural charachters, 
antioxidant and functional properties of collagen and collagen 
hydrolysate extracted from the skin of common grouper (Epinephelus 
coicoides). In the present experimental study, the collagen sample was 
extracted by acid and enzymatic method and structural characters were 
studied by Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy, Scanning 
Electron Microscope (SEM) and polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE). DPPH radical scavenging, reducing Power and foam 
producing capacity also assessed.The results of Scanning Electron 
Microscope confirmed schistose structure, filamentus network, 
secondary and third structure, and the good interconnection and 
uniform porus matrix was noticed. The typical characters for type I 
collagen, including five peaks (amide A, amide B, amide I, amide II 
and amide III  are observed in the spectrogram of collagen and collagen 
hydrolysate, also the preserved triple-helical  structure were comfirmed. 
The results of the functional properties and antioxidant activity of 
collagen from orange-spotted grouper skin also showed that with 
increasing the concentration, reducing power and DPPH radical 
scavenging ability increased. Comparing collagen and hydrolyzed 
sample, the foam producing capacity was proved just for collagen.  
Finally, it can be said that collagen and hydrolyzed collagen extracted 
from the skin of orange-spotted grouper with suitable antioxidant 
properties, and appropriate functional properties can be mass-produced 
as a bioactive compound and as emulsifier may be used in the food 
industry and in the production of Functional foods. 
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