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ن یوزیز دراکتومیدرولین هی ژلاتيت ضد انجمادیم بر فعالیر غلظت آنزیتاث

                    انجماد ين قرار گرفته در معرض چرخه هایریخرچنگ دراز آب ش
 ییانجماد زدا و
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  دهیچک
ن قرار گرفته در معرض یرین خرچنگ دراز آب شیوزی آن در اکتومير ضد انجمادید و تاثی تولی پرورشیل ماهیز از پوست فیدرولین هین مطالعه ژلاتیدر ا

 بالاتر در یدانی اکسیت آنتی فعاليم دارای درصد آنز5د شده از غلظت یز تولیدرولین هیژلات.  مورد مطالعه قرار گرفتییکل انجماد و انجماد زدایشش س
ز یدرولین هین در حضور ژلاتیوزی در اکتومیون چربیداسیاکس.  درصد بوده است4 تا 1 ي هاسه با غلظتیدر مقاABTS و DPPH آزاد يکال هایمهار راد
-+Ca2ت یکاهش فعال.  مشخص شدییانجماد زدا-کل انجمادیک بعد از شش سیتوریوباربید تی اسیبات واکنشیل ترکیق کاهش تشکیافت که از طریکاهش 

ATPase5ز شده از غلظت یدرولین هی ژلاتين حاویوزیاکتوم.  رخ دادییانجماد زدا-  انجماديکل هایس ین طیوزیل کل در اکتومیدری سولفي و گروه ها 
 که نشان دهنده ییانجماد زدا- انجماديکل هایل کل پس از شش سیدری سولفيشتر گروه های و مقدار بCa2+-ATPaseت بالاتر ی فعاليم دارایدرصد آنز

ز یق آنالی طی بوده ولي متعدديد های پپتيم دارای درصد آنز5ز شده از غلظت یدرولین هیژلات. ن بودیوزین میره سنگیون زنجی در برابر دناتوراسینفش حفاظت
MALDI-TOF MSزات یدرولین هید ها در این پپتی دالتون غالب تر07/2135 و 80/1716، 74/1627، 1579/ 82، 72/1436 ی با وزن مولکوليد هایپپت

 خرچنگ یعین طبیوزیون اکتومی سبب کاهش  دناتوراسيدیب خاص پپتیم با ترکی درصد آنز5ز شده از غلظت یدرولین هیژلاتجه نشان داد که ینت. . بوده اند
  .دین گردیریدراز آب ش

  
 زیدرولین هی، ژلاتییانجمادزدا- کل انجمادی، سیعین طبیوزین، اکتومیری خرچنگ دراز آب ش:د واژگانیکل
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   مقدمه- 1
 حفاظت فرآورده ين روش های از مهمتریکی در انجماد ينگهدار

ن و ی، پروتئیت چربیفینکه کیرغم ایعل]. 1[ باشد ی مییای دريها
زان ی در انجماد به مي فرآروده در زمان نگهداری حسي هایزگیو

ت همواره یفی کیجی کاهش تدری گردد ولی حفظ میقابل توجه
باشد ی منجمد ميه ها صنعت فرآورديش روی از مشکلات پیکی
 ي ساختاريهانین پروتئیل مهمتریبریوفی ميهانیچون پروتئ]. 2[

جاد شده در زمان یرات اییباشند، تغی مییای دريهادر فرآورده
]. 2[ شود ی آن مي و عملکرديت ساختاریر ماهییانجماد سبب تغ

ل است در برابر انجماد یبریوفین مین پروتئین که مهمتریوزیم
 ين داراین پروتئی اي کرويهاسر. باشدیر میب  پذیسار آیبس

 يرات ساختاریی باشد که در برابر تغی مCa2+-ATPaseت یفعال
در زمان ]. 4، 3[ر است یب پذین تحت اثر انجماد آسیدر پروتئ

 ینین و تجمع پروتئیوزی در سر ميرات ساختارییل تغیانجماد، بدل
ن یهمچن. ابدی یم کاهش مین آنزیت این قسمت، فعالیدر ا
ن قرار یوزیه سر میل که در ناحیدری سولفيده شدن گروه هایاکس

از . نقش داردCa2+-ATPaseت یگرفته اند، در کاهش فعال
ک شاخص جهت یم به عنوان ین آنزیت اینرو، کاهش فعالیا

ل در زمان انجماد مورد یبریوفی مين هایت پروتئیفی کیابیارز
  ].5[رد ی گیمطالعه قرار م

 مختلف ي با ساختارهايد هایکنواخت از پپتیر ین مخلوط غیژلات
].  7، 6[ شود ید می کلاژن تولين مادری باشد که از پروتئیم

 يهاوندی به کلاژن در آب سبب باز شدن پیحرارت ده
چ ین بردن ساختار مارپین امر موجب از بیده و ای گردیدروژنیه

گردد که ی میچی به مارپ1کسیسه گانه کلاژن و عبور از حالت هل
ل گردد ین محلول تبدی شود تا کلاژن به ژلاتیت سبب میدر نها

نه ی آميد های اسي درصد بالاي داراین بطور کلیژلات]. 9، 8[
وجود ]. 10[ناست ی پرولیدروکسین و هین ،پرولین، آلانیسیگل

ن جزء در یکه مهمتر -Gly-X-Y-  ينه اید آمی اس3 یتوال
 يت ضد انجمادی در خاصیلاژن است نقش مهم کيره آلفایزنج
 یا توالیب ین ترکی با چنيهادیپپت].11[ز دارد یدرولین هیژلات
 و يری جلوگیل آب خارج سلولی توانستند از تشکينه اید آمیاس

  ].12[ند ی نمايریل انجماد جلوگین به دلیون پروتئیاز دناتوراس

                                                             
1. Helix 

ل یبریوفی مي هانیدراته آب پروتئی هين مولکول هایمابیف واکنش
ت آب مرتبط با یل سبب تثبیدروفی هيد های پپتی قطبيو گروهها

ده و منجر به مقدار بالاتر آب منجمد نشده ین ها گردین پروتئیا
 يرات ساختاریین حالت سبب کاهش تغیا.  گرددیدر فرآورده م

نه آبدوست شامل ی آميد هایاس. دین خواهد گردیدر پروتئ
ن و یسین،گلین،آرژنیدیستین،هین،سریامن،گلوتین،آسپاراژیپرول

 آب داشته و سبب يت نگهدارید خاصی پپتین در توالیترئون
ت ین امر سبب تثبیا. گردندیخ میل یکاهش مهاجرت آب در تشک

م ی چون نوع آنزییپارامترها]. 14- 12[د ی آب گرديمولکول ها
جتا ید و نتیز بر اندازه پپتیدرولیط هین و شرای، نوع پروتئيپروتئاز

گذشته از اندازه ]. 15[گذارند یر می آنها تاثيعملکرد ضد انجماد
ز ید نیره پپتی آنها در زنجيرینه و قرار گی آميهادیب اسید، ترکیپپت

 خواهد بود يت ضد انجمادین کننده خاصیی تعيادیزان زیبه م
ز از منشاء یدرولین هین نشان داد که ژلاتیشیمطالعات پ].16[
ن و محصول در یت پروتئیفیتوانست از افت ک یا ماهی یوانیح

د ی نمايری جلوگیی انجماد و انجمادزدايکل هایا سیزمان انجماد 
 يبات ضد انجمادینرو ممکن است بتوانند به عنوان ترکیو از ا

ز با ساختار یدرولین هیژلات. رندین مورد استفاده قرار گیگزیجا
ل کل، یدریف سولي خود نه تنها از کاهش گروه هايدیخاص پپت

 يادی تا حد زCa2+-ATPaseم یت آنزیت و فعالیحلال
د و حرکت آب ی سولفي ديوندهایل پی نموده بلکه تشکيریجلوگ

زان قابل ی آن به میلار به مخازن خارجیبریوفی میاز مخازن داخل
 ي هایژگین ها از وین پروتئیا].17، 16.[افتی کاهش یتوجه
ن مطالعه استفاده یهدف ا. دز برخوردار بودنی ني مناسبتریحرارت

د یعات جهت تولی به عنوان ضای پرورشیل ماهیاز پوست ف
ز با یدرولین هی ژلاتير ضد انجمادی تاثیز و بررسیدرولین هیژلات

ون ی از دناتوراسيری مختلف بر جلوگيدی پپتیرنج وزن مولکول
کل ین قرار داده شده در معرض سیریعضله خرچنگ دراز آب ش

  . بوده استییماد و انجماد زدا مختلف انجيها
  

   مواد و روشها- 2
  نیه پوست و استخراج ژلاتی ته- 2-1

، يسار( گستر یساع  از مزرعهیل ماهی پوست فينمونه ها
مانده گوشت و ی باقيه و پوست آن پس از جداسازیته) مازندران
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 به یچی شسته شد و توسط قیخ بخوبی توسط آب و یچرب
جهت .ده شدی بري متریلی م5 قطعات کوچک به ابعاد متوسط

 ين هایها و پروتئن در مرحله اول حذف رنگدانهیاستخراج ژلات
ن امر، پوست به یجهت ا.  پوست صورت گرفتیر کلاژنیغ

 مول مخلوط و 1/0م ید سدیدروکسی با محلول ه10 به 1نسبت 
 ي در دمایکی ساعت  توسط دستگاه هم زن اکتر6 مدت يبرا

 ساعت 2م هر ید سدیدروکسیمحلول ه.  بهم زده شدندیمعمول
 با آب سرد ی پوست بخوبيسپس نمونه ها. دیض گردیتعو

 در مرحله بعد نمونه .دی رسیک خنثی اچ به نزدیشسته شده تا پ
 ساعت 18 درصد به مدت 10بوتانول-ها با استفاده از الکل ان

. بهم زده شدندیکی توسط دستگاه هم زن الکتریی زدایجهت چرب
 3 مول بمدت 05/0ک ید استیشو به روش فوق، از اسپس از شست

ن در یژلات. دی پوست استفاده گرديند متورم سازی فرايساعت برا
 ساعت استخراج شد و 6 مدت ی گراد طی درجه سانت50 يدما

ن خشک یه پودر ژلاتی به منظور تهيتوسط خشک کن انجماد
  . دیگرد
  نیز ژلاتیدرولی ه- 2-2

 Bacillus licheniformis, 2.4 L, 2.4(م آلکالاز یاز آنز

AU/g; Sigma Co., USA (مختلف يدر غلظت ها )1% ،
درجه حرارت . دیز استفاده گردیدرولیجهت ه%) 5، 4%، 3%، 2%
 ی درجه سانت50(م یت آنزیط مناسب فعالیز در حد شرایدرولیه

.  ز ثابت نگهداشته شدیدرولی زمان هیدر ط) 8 اچ یگراد  و پ
. قه صورت گرفتیدق180 زمان یط)  درصد3(ن یز ژلاتیدرولیه

م، از سود یمم آنزیت اپتی اچ جهت فعالیجهت ثابت نگه داشتن پ
ز با افزودن یدرولیبعداز اتمام ه. دی نرمال استفاده گرد1
 رسانده شده و جهت 7 به يدی اچ محلول پپتیکپیدریدکلریاس
با  يقه در بن ماری دق10م محلول به مدت یر فعال کردن آنزیغ

ه محلول ها در دور یکل.  حرارت داده شدیدرجه سانت100  يدما
وژ شده و یفیقه سانتری دق10قه بمدت ی دور در دق10000

 بدست آمده تا زمان خشک کردن در خشک کن يسوپرناتانت ها
مقدار .  شدنديگراد نگهداری درجه سانت- 80 ي در  دمايانجماد

ن سرم یا استفاده از آلبومورتبیز به روش بیدرولین هین ژلاتیپروتئ
  .دین گردیی تع(BSA) يگاو

  

  زیدرولین درجه هیی تع- 2-3
  :ن شدییتع] 18[ر یق رابطه زیز از طریدرولیدرجه ه

DH (%) = BNb/α × htot × Mp 
 Nbتر، ی لیلی بر حسب می حجم باز مصرفBن معادله یکه در ا

 htotن بر حسب گرم، ی وزن پروتئMp، ) مول1(ته باز ینرمال
 ی اکیلی م1/11(ز یدرولی هي موجود برايد هایمقدار کل پپت

  :ن شدییر تعیق معادله زی از طرαو ) گرم/والان
α = 10pH-pK/1 + 10pH-pK 

 دارد و لذا یز بستگیدرولی به درجه حرارت هpKدر معادله بالا 
  : گرددیر محاسبه میق رابطه زیاز طر

pK = 2400(7.8 + 298 – T/298T) 
 درجه 50م آلکالاز با اتخاذ درجه حرارت ی آنزي براαمقدار 

  . محاسبه شد87/0ز، یدرولی هي گراد برایسانت
 
  MALDI-TOF/MSز ی آنال- 2-4

-MALDIک ید ها توسط تکنی پپتیرنج وزن مولکول

TOF/MSیلی گرم در میلی م2(ز یدرولین هیژلات.  استفاده شد 
خته شده و ی رMALDI target plate صفحه يبر رو) تریل

تر محلول یکرولی م1سپس . اجازه داده شد تا در هوا خشک شوند
α-cyano-4-hydroxycinnamicل یتریه شده در استونی ته

اجازه خته شد و دوباره  ی خشک شده ريدی نقاط پتيبه رو% 85
د ها با ی پپتیرنج وزن مولکول. داده شد تا در هوا خشک شوند

 UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOFاستفاده از دستگاه 
mass spectrometer (BrukerDaltonics, Bremen, 

Germany)بدست آمده توسط نرم افزار ي انجام و اسپکتراها 
FlexAnalysis 3.3 software ز شدندی آنال.  

 يکال های رادیت حذف کنندگی فعال- 2-5
DPPH  

 سوراغ به روش يد های پپتDPPH يکال هایر مهار رادیتاث
Senphan و Benjakul] 19 [د در غلظت یپپت.  شديریاندازه گ

تر محلول ی لیلی م1 مختلف با آب مقطر مخلوط و سپس يها
ه ی ثان10 درصد مخلوط و به مدت 95تر اتانول ی لیلی م1 با يدیپپت

 انکوبه شده یکیقه در تاری دق30نمونه ها به مدت . هم زده شدند
 دستگاه  نانومتر توسط519و جذب نمونه ها در طول موج 

ق ید ها از طری پپتیدانی اکسیت آنتیفعال. اسپکتروفتومتر قرائت شد
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 يکال های رادیت حذف کنندگیفعال: دیر محاسبه گردیفرمول ز
DPPH =  100× جذب کنترل / جذب نمونه–جذب کنترل 

 يکال های رادیت حذف کنندگی فعال- 2-6
ABTS  

 سوراغ به روش ABTS يکال های رادیر حذف کنندگیتاث
Senphan و Benjakul] 19 [يکال هایراد.  شديریاندازه گ 

ABTSمول یلی م4/7ق مخلوط نمودن محلول ی از طر ABTS 
ه ی ته1 به 1م به نسبت ی مول پرسولفات پتاسیلی م6/2با محلول 

 و یکی ساعت در تار12 مدت يمخلوط حاصل سپس برا. دیگرد
ر طول سپس با مقدار مناسب متانول مخلوط تا جذب محلول د

ن عدد، یدن جذب به ایبعد از رس.  برسد1/1 نانومتر به 734موج 
 یکالیتر محلول رادیکرولی م2850 با يدیتر عصاره پپتیکرولی م150

ه، به ی ثان10ش مخلوط و پس از ورتکس به مدت یدر لوله آزما
ه نمونه کنترل ی تهيبرا. دندی انکوبه گردیکی ساعت در تار2مدت 

جذب نمونه ها . دیاز آب مقطر استفاده گرد يدی محلول پپتيبجا
 نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر قرائت 734در طول موج 

: دیر محاسبه گردیق فرمول زی از طریدانی اکسیت آنتیفعال. دیگرد
 –جذب کنترل  = ABTS يکال های رادیت حذف کنندگیفعال

   100× جذب کنترل /جذب نمونه
ن ی ژلاتيادت ضدانجمی فعالیبررس - 2-7
  نیریز در خرچنگ دراز آب شیدرولیه
ن یریه خرچنگ دراز آب شی ته-2-7-1

(Astacusleptodactylus)   
ن یانگی عدد، م100تعداد (ن یری خرچنگ درازآب شينمونه ها

ه و یاچه سد ارس تهیاوائل فصل تابستان از در) گرم50- 20 یوزن
اه شگیخ به آزمای يت حاویونولیبه صورت زنده در جعبه 

ز ی تميه دم خرچنگ ها توسط چاقویناح. دندی منتقل گرديفرآور
. دی جدا گردی از قسمت گوشتیچیجدا و پوسته آن توسط ق

  . نس بکار برده شدندیه می بدست آمده جهت تهينمونه ها
  نیوزی استخراج اکتوم-2-7-2

استخراج ] 20[ و همکاران Benjakulن به روش یوزیاکتوم
م ید پتاسی برابر کلر10با مقدار )  گرم200(نس ینمونه م. دیگرد

) 7 اچ یپ( مول یلی م20ه شده در بافر فسفات ی مول ته6/0
) Heidolph DIAX900, Germany(زر یتوسط هموژنا

 از بالا رفتن حرارت و يریجهت جلوگ. دندی هموژن گردیبخوب
. دیخ استفاده گردید شدن نمونه از مخلوط آب و یاکس

نس یکه مید به طوریقه استخراج گردی دق4 زمان ین طیوزیاکتوم
.  شدندیه بعد استراحت داده می ثان20ه هموژن وی ثان20به مدت 

گراد در ی درجه سانت4 يقه در دمای دق30ها به مدت سپس نمونه
به سوپرناتانت حاصل مقدار  . دندیوژ گردیفی سانتری ج5000دور 

ن یوزیاکتوم. دیوب نمان رسیبرابر  آب مقطر سرد اضافه تا پروتئ3
پلت . دی گرديوژ طبق روش ذکر شده جمع آوریفیله سانتریبوس

 اچ یپ(  مول سرد 2/1م ید پتاسین در محلول کلریوزی اکتوميها
سپس . قه بهم زده شدندیدق30 مخلوط و بمدت  1:1به نسبت ) 7

 30 مدت ير محلول، محلول برایغ يهانی پروتئي جدا سازيبرا
 ين هایژلات. دیوژ گردیفیط فوق سانتریق شراگر طبیقه دیدق
، %1(م آلکالاز  ی مختلف آنزيه شده با غلظت هایز تهیدرولیه
 بعنوان EDATک و ید آسکوربین اسیو همچن%) 5، 4%، 3%، 2%

  .  ن  اضافه شدندیوزیکنترل مثبت  به اکتوم
  ییانجمادزدا-کل انجمادی س-2-7-3
- کل انجمادی س6معرض  در يه نمونه ها پس از آماده سازیکل

 - 18 ي ساعت در دما18که ی قرار داده شدند بنحوییانجمادزدا
 نمونه ها یی و جهت انجماد زداي گراد نگهداریدرجه سانت

در .  گراد قرارداده شدندی درجه سانت4 ي ساعت در دما6بمدت 
) 6کل یا نمونه منجمد نشده و سی 0کل یس(ن شده یی تعيزمان ها

  .ز قرارگرفتندیها برداشته شده و مورد آنالمقدار لازم نمونه 
  )TBARS(د یک اسیتوریوبابین مقدار تیی تع-2-7-4
ن یبد] 21[د روش بوآگه و اوست یک اسیتوریوباربیزان تیم

تر از یل یلی م10 گرم نمونه با5/0 شد که مقدار يریب اندازه گیترت
 گرم پودر معرف 375/0شامل (د یک اسیتوریوباربیمحلول ت

د یو اس2د یک اسی کلرواستي گرم تر15د، یک اسیتوریربوبایت
سپس . دیه هموژن گردی ثان30به مدت)  مول25/0( کیدریکلر

  حرارت داده یگراد در حمام آبی درجه سانت95 ينمونه ها در دما
سپس نمونه . دندیخ خنک گردیشد و با استفاده از مخلوط آب و 

فوژ و جذب یقه سانتری دق10 مدت ي برای ج7000ها  دردور
 532با استفاده از اسپکتروفتومتر در طول موج 3محلول شفاف 

  . نانومتر خوانده شد
                                                             
2. C2HCl3O2 
3. Supernatant 
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  ل کلیدرین مقدارسولفیی تع-2-7-5
] Ellman]22 و به روش DTNBل کل با استفاده از یدریسولف

گرم نمونه را به 5/0ن منظور، مقدار  ی ايبرا.  شديریاندازه گ
 ) 2/7 اچ ی مول، پیلی م50(تر بافر فسفات یلیلی م10همراه

زر هموژن یه توسط دستگاه هموژنای ثان30 و بمدت مخلوط
تر یلیلی م9تر از محلول هموژن شده بایلیلیم1سپس. دیگرد

 EDAT  ،8مولیلی م6م، یدسدیمولکلر6/0 يحاو(بافرفسفات 
 يقه در دمای دق15مخلوط شده و بمدت ) 2/7 اچ ی، پمول اوره 

وژ شدند یفیقه سانتریدور در دق14000 گراد با دور ی درجه سانت4
تر محلول یکرولی م40 با ییتر از ماده شفاف رویلیلیم3پس از آن .

م ی مول استات سد05/0ه شده در محلول ی تهDTNB مول 01/0
 گراد به مدت ینت درجه سا40مخلوط کرده و در درجه حرارت 

 محلول يه نمونه کنترل، بجای تهيبرا. دیقه انکوبه گردی دق15
 يحاو(تر بافر فسفات ی لیلیم1نس از یهموژن م

 اچ ی مول اوره ، پEDTA  ،8مولیلی م6م، یدسدیمولکلر6/0
 نانومتر 412جذب نمونه ها در طول موج . استفاده شد) 2/7

  .دیقرائت گرد
   Ca2+-ATPaseت ین فعالیی تع-2-7-6

] 23[ وهمکاران Wellsطبق روش Ca2+-ATPaseتیفعال
 یلی گرم در میلیم3ن ها به یوزین منظور، اکتومی ايبرا. ن شدییتع
 با  ینیتر از محلول پروتئیلیلیم2/0ق شده و مقدار ینرقیتر پروتئیل

 یلی مATP ،15 مول یلی م6/7شامل  (یتر از بافر واکنشیل یلیم2
 مول یلی م180م، ید پتاسی مول کلریلی م150م، ید کلسیمول کلر

Tris-HClيبعد از واکنش در دما. مخلوط شدند) 4/7 اچ ی، پ 
 10تر محلول یلیلیم1قه، ی دق10 مدت ي گراد برایدرجه سانت25

.  توقف واکنش افزوده شديد برایک اسی کلرو استيدرصد تر
 1ده و یوژ گردیفیقه سانتری دق5 ي براg 2500سپس نمونه ها در

 درصد 66/0تر از محلول یلیلیم3تر از سوپرناتانت با  یلیلیم
ک وارد ید سولفوری نرمال اس75/0وم در محلول یبدات آمونیمول

ه شده در یتر سولفات آهن تهیلیلی م5/0سپس . دیواکنش گرد
قه نمونه ی دق2 مدت ي نرمال اضافه  و برا15/0ک ید سولفوریاس

نانومتر 700ن،  جذب در طول موج   بعد از آ. ها انکوبه شدند
  .قرائت شد

  

  يز آماری آنال- 2-8
کطرفه یانس یز واریداده ها با استفاده از آنال يز آماریآنال

(ANOVA)ن ها توسط آزمون چند یانگین میسه بی انجام و مقا
 SPSSنرم افزار از . رفتی دانکن صورت خواهد پذيدامنه ا
 داده ي داریمعن.  گرددی استفاده ميز آماری جهت آنال16شماره 

  . گرددی می بررس(P < 0.05) درصد 95نان یها در سطح اطم
  

  جی نتا- 3
 یل ماهین پوست فی ژلاتيدی پپتيوندهایز پیدرولینمودار درجه ه

ز یدرولیدرجه ه.  نشان داده شده است1 در شکل یپرورش
رار ز قیدرولیم و زمان هیر غلظت آنزی تحت تاثيدی پپتيوندهایپ

وند ی پی درصد، شکستگ5 تا 1ش غلظت آلکالاز از یبا افزا. گرفت
 نمونه ها، یدر تمام.  اتفاق افتاديزان بالاتری به ميدی پپتيها

قه اول رخ ی دق30 مدت ی طيدی پپتيوند هایز پیدرولیحداکثر ه
ه نمودارها به ی موجود کليوندهایداد  و بعد از آن با کم شدن پ

 غلظت ين برایز ژلاتیدرولیدرجه ه.  اند قرار گرفتهیشکل افق
، %88/7ب یبه ترت%) 5، %4، %3، %2، %1(م یمختلف آنز يها

  .دیمحاسبه گرد% 99/12، و 9/10%، 04/11%، 36/8%
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Fig 1 Degree of hydrolysis (DH) of gelatin peptides 
produced with enzyme-to-substrate ratio of 1:100, 

2:100, 3:100, 4:100, and 5:100. 
 یل ماهین پوست فی ژلاتيد های پپتیز رنج وزن مولکولیجه آنالینت

، %1د شده توسط سه غلظت ی تولMALDI-TOF MSتوسط 
  . نشان داده شده است2در شکل % 5و % 3
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Fig 2 Molecular weight distribution of gelatin peptides produced with enzyme-to- substrate ratio of 1:100 (A), 3:100 
(B) and 5:100 (C) by MALDI-TOF MS. 
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د شده در غلظت یز تولیدرولی هين هایجه نشان داد که ژلاتینت
 و 04/11، 88/7ز یدرولی درجه هي مختلف آلکالاز که دارايها

 مختلف ی مولکولي وزن ها بايد های درصد بوده اند از پپت99/12
ن ی موجود در ژلاتيد های از پپتییدرصد بالا. افته اندیل یتشک

 در يآلکالاز از اندازه بزگتر% 1د شده توسط یز تولیدرولیه
% 5و % 3 بالاتر يد شده با غلظت های توليد هایسه با پپتیمقا

% 1د شده توسط یز تولیدرولین هیژلات. آلکالاز برخوردار بوده اند
، 73/1436، 69/1360، 96/378 ی با وزن مولکوليد هایکالاز پپتآل

 يد های دالتون پپت45/2882 و 08/2135، 88/1928، 78/1627
د ها ی، اندازه پپت%3م به یش غلظت آنزیبا افزا. غالب بوده اند

آلکالاز، % 3د شده توسط یز تولیدرولین هیدر ژلات. افتیکاهش 
 47/2882 و 08/2135، 72/1436 ی با وزن مولکوليد هایپپت

روند . ن درصد را خود اختصاص داده بودندیشتریدالتون ب
ز مشاهده ین%) 5(م یرات مشابه در خصوص درصد بالاتر آنزییتغ

 کبلودالتون 3 کمتر از ید ها از وزن مولکولیکه پپتید بطوریگرد
  .افته بودندیل یتشک

 زیدرولین هیژلاتDPPH يکال های رادیت حذف کنندگیفعال
ن یژلات.   نشان داده شده است5 در شکل یل ماهیپوست ف

، %2م در سطح ید شده با آنزی توليز بخصوص نمونه هایدرولیه
 یت آنتیتر فعالی لیلی گرم در میلی م5در غلظت % 5و % 3

ن یبجز ژلات).  درصد99/91 تا 66/91( نشان داد یی بالایدانیاکس
ر نمونه ها با یساآلکالاز، % 5د شده با غلظت یز تولیدرولیه

 کاهش یدانی اکسیت آنتیز، فعالیدرولین هیش غلظت ژلاتیافزا
 يکال های رادیت مهار کنندگین فهالیکمتر. (P<0.05)افت ی

DPPH تر بوده است ی لیلی گرم در میلی م20مربوط به غلظت
(P<0.05) .درصد منجر 5جه نشان داد که آلکالاز در غلظت ینت 

ز یدرولین هی در ژلاتیدانی اکسیت آنتین فعالیبه بالاتر
ن ی ژلات+•ABTS يکال های رادیت حذف کنندگیفعال.دیگرد

.  نشان داده شده است6 در شکل یل ماهیز پوست فیدرولیه
کال ی در مهار رادیی بالایدانی اکسیت آنتیز فعالیدرولین هیژلات
 . نشان دادند+•ABTS يها
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Fig 3 Radical scavenging activities of gelatin hydrolysates produced using different enzyme-to-substrate ratio 
(1:100, 2:100, 3:100, 4:100, and 5:100)against DPPH and ABTS radicals. Bars (representing SD, n = 3) with 

different letters have significantly different (p < 0.05) mean values. 
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 ي نمونه هایدانی اکسیت آنتی، غلظت آلکالاز بر فعالیبطور کل
 دار بود یتر معنی لیلی گرم در میلی م5ز در غلظت یدرولین هیژلات

م، یآنز% 5و % 4 يد شده با غلظت های توليکه نمونه هایبطور
 يسه با غلظت های در مقايکال بالاتری رادیت حذف کنندگیفعال

 20 و 10 يدر غلظت ها. (P<0.05)نشان دادند % 3، و 2%، 1%
 نبود  داریم معنی آنزير غلظت هایز، تاثیدرولین هی گرم ژلاتیلیم

(P>0.05 .یلی م20کال ها در غلظت ی رادیت حذف کنندگیفعال 
در . نمونه ها بودی درصد در تمام90تر در حدود ی لیلیگرم در م

ن افزوده یوزی اکتومي در نمونه هاTBARSر مقدار یی تغ4شکل 
 و قرار گرفته در معرض یل ماهیز پوست فیدرولین هیشده با ژلات

  .  نشان داده شده استییانجمادزدا-کل انجمادیشش س
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Fig 4 Thiobarbituric acid-reactive substances 

(TBARS) of freshwater crayfish natural actomyosin 
(NAM) added with gelatin peptides 

(enzyme/substrate ratio 1%-5%) and subjected to six 
freeze-thaw cycles. Different letters and capital 

letters on the bars within the same freeze–thaw cycle 
and the same cryoprotectant, respectively, indicate 
significant differences (P < 0.05). Bars represent 

standard deviation (n = 3). 
 

ن یب) 0کل یس( منجمد نشده ي  در نمونه هاTBARSمقدار 
لوگرم ید در کی آلدهي گرم معادل مالون دیلی م22/1 تا 09/1

ر نمونه ها ی در سا(BSSGH-1) 2مار ینمونه بوده و بجز ت
 پس از شش TBARSمقدار .  دار وجود نداشتیتفاوت معن

  شین افزایشتریب. افتیش ی افزاییانجمادزدا- کل  انجمادیس
ز بوده است یولدرین هیمربوط به نمونه کنترل فاقد ژلات

(P<0.05) . مقدارTBARSن افزوده یوزی اکتومين نمونه های ب  
% 5و % 4، %3 يد شده با غلظت هایز تولیدرولین هیشده با ژلات

                       ن یکمتر. گر تفاوت نداشتیکدیآلکالاز با 
                            يمارهای تين هایوزی مربوط به اکتومیون چربیداسیاکس

BSSGH-1 و BSSGH-2 بوده است (P<0.05).  
در Ca2+-ATPaseت یل کل  و فعالیدریرات مقدار سولفیتغ

 يکل هاین قرار گرفته در معرض سیوزی مختلف اکتومينمونه ها
 5ز در شکل یدرولین هی و افزوده شده با ژلاتییانجمادزدا- انجماد

ل کل نمونه ها یدری مقدار سولفیبطور کل. نشان داده شده است
 يگروه ها. افتی کاهش ییانجمادزدا-کل انجمادیش سیبا افزا
نمونه (ز یدرولین هین فاقد ژلاتیوزیل کل در اکتومیدریسولف

 کاهش نشان يشتریزان بیر نمونه ها به میسه با سایدر مقا) کنترل
جتا یل کل و نتیدرین کاهش سولفیکمتر. (P<0.05) داد

ن ی ژلاتي حاوين هایوزی به اکتومن مربوطیون پروتئیدناتوراس
. (P<0.05)آلکالاز بوده است % 5و % 4د شده با یز تولیدرولیه

ش ین با افزایوزیاکتوم Ca2+-ATPaseم یت آنزین فعالیهمچن
ن کاهش یشریب.  کاهش نشان دادییانجمادزدا-کل انجمادیس

ن ین فاقد ژلاتیوزیاکتوم( در نمونه کنترل یمیت آنزیفعال
ن مقدار ی بیمار ها، تفاوتیر تیدر سا. شاهده شدم) زیدرولیه

انجماد - کل انجمادیپس از شش سCa2+-ATPaseم یت آنزیفعال
  .(P<0.05) وجود نداشت  ییزدا
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Fig 5 Total sulfhydryl groups andCa2+ -ATPase activity of freshwater crayfish natural actomyosin (NAM) added 
with gelatin peptides (enzyme/substrate ratio 1%-5%) and subjected to 6 freeze-thaw cycles. Different letters and 
capital letters on the bars within the same freeze–thaw cycle and the same cryoprotectant, respectively, indicate 

significant differences (P < 0.05). Bars represent standard deviation (n = 3). 
 

  بحث - 4
ث ی با ساختار مختلف از حيد های، پپتیمیز آنزیدرولیپس از ه

 آن ها در يریت قرار گینه و موقعی آميد هایب اسیاندازه، ترک
ز رنج وزن یجه آنالی نت].16، 15[ شوندید می توليدیره پپتیزنج

ن ی نشان داد که ژلاتیل ماهین پوست فی ژلاتيد های پپتیمولکول
 يد های مختلف آلکالاز از پپتيد شده در غلظت هایز تولیدرولیه

ن ی، ژلاتیبطور کل. افته اندیل ی مختلف تشکیبا وزن مولکول
 درصد آلکالاز شامل شامل درصد 1ه توسط د شدیز تولیدرولیه

% 5و % 3 يسه با غلظت های با اندازه بزگتر در مقايد هایبالاتر پپت
 با وزن يد هایز پپتیدرولین هین ژلاتیدر ا. آلکالاز بوده است

، 88/1928، 78/1627، 73/1436، 69/1360، 96/378 یمولکول
ش یبا افزا. ند غالب بوده ايد های دالتون پپت45/2882 و 08/2135

ز یدرولین هیدر ژلات. افتید ها کاهش یم، اندازه پپتیغلظت آنز
 ی با وزن مولکوليد هایآلکالاز، پپت% 3د شده توسط یتول
ن درصد را خود یشتری دالتون ب47/2882 و 08/2135، 72/1436

رات مشابه در خصوص درصد ییروند تغ. اختصاص داده بودند
 کوچک يد هایکه پپتید بطوریه گردز مشاهدین%) 5(م یبالاتر آنز

م و یجه مشابه توسط اوفینت. د شدندی توليشتریزان بیره به میزنج
 سالمون اطلس توسط یعات ماهیز ضایدرولیدر ه] 24[همکاران 

 80 تا 54که ید بطوری گزارش گردی و هضمي تجاريم هایآنز
.  دالتون بوده اند500 کمتر از ی وزن مولکوليد ها دارایدرصد پپت

ن، متوسط وزن یم پاپایز شده توسط آنزیدرولی هين گاویدر ژلات
 درصد 10 تا 1ن از یش غلظت پاپاید ها با افزای پپتیمولکول

 با اندازه کوچکتر يد هاید پپتیافت که نشان دهنده تولیکاهش 
 مختلف آلکالاز يجه نشان داد که غلظت هاینت]. 25[بوده است 

 ي با اندازه هايد هاید پپتیلن منجر به تویز ژلاتیدرولیدر ه
 یکیدها ین نشان دادند که اندازه پپتیشیمطالعات پ. دیمختلف گرد

 و ضد یدانی اکسیت آنتیرگذار بر خاصیاز عوامل مهم تاث
  ]. 14، 12[ باشد ی مییای دري آن ها در فرآورده هايانجماد

م در ید شده با آنزی توليز بخصوص نمونه هایدرولین هیژلات
ت یتر فعالی لیلی گرم در میلی م5در غلظت % 5و % 3، %2سطح 

بجز ).  درصد99/91 تا 66/91( نشان داد یی بالایدانی اکسیآنت
ر نمونه ها یآلکالاز، سا% 5د شده با غلظت یز تولیدرولین هیژلات

 کاهش یدانی اکسیت آنتیز، فعالیدرولین هیش غلظت ژلاتیبا افزا
مربوط DPPH يکال هاید رایت مهار کنندگین فعالیکمتر. افتی

ز یدرولین هیژلات. تر بوده استی لیلی گرم در میلی م20به غلظت 
ن درجه ی بالاتري درصد آلکالاز که دارا5د شده با غلظت یتول
 یدانی اکسیت آنتین فعالیبوده، بالاتر)  درصد13حدود (ز یدرولیه

 غلظت ها از خود ی را در تمامDPPH يکال هایدر مهار راد
 و Kittiphatanabawonجه مشابه توسط ی نت.نشان داد
ز پوست یدرولین هیکه ژلاتید بطوریگزارش گرد] 14[همکاران 

ن مهار ی بالاتريز دارایدرولین درجه هیشتریاه با بیکوسه پوزه س
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ش غلظت ین مطالعه، با افزایدر ا.  بودDPPH يکال هایراد
درصد  4 تا 1د شده با آلکالاز در سطوح یز تولیدرولین هیژلات
ت حذف یفعال. افتیکال ها  کاهش ی رادیت حذف کنندگیفعال
جه نشان ی قرار گرفت و نتی مورد بررس+•ABTS يکال هایراد

د یز تولیدرولی زمان هی در طیدانی اکسی آنتيد هایداد که پپت
ن ی ژلاتي نمونه هایدانی اکسیت آنتیغلظت آلکالاز بر فعال. شدند

 دار بود یتر معنی لیلیر م گرم دیلی م5ز در غلظت یدرولیه
م، یآنز% 5و % 4 يد شده با غلظت های توليکه نمونه هایبطور
 يسه با غلظت های در مقايکال بالاتری رادیت حذف کنندگیفعال

کال ها در ی رادیت حذف کنندگیفعال. نشان دادند% 3، و 2%، 1%
 ی درصد در تمام90تر در حدود ی لیلی گرم در میلی م20غلظت 

 و DPPH يکال هایت حذف رادیفعال.  بودنمونه ها
ABTS•+دان در ی اکسی آن آنتییدان به توانای اکسیتوسط آنت
ل آن به  یکال آزاد و تبدیک الکترون به رادیا یدروژن یدادن اتم ه
جه نشان داد که ینت]. 26[ باشد ی میر واکنشیکال غیگونه راد

صد  در5 و 4 يد شده توسط غلظت هایز تولیدرولین هیژلات
 مهار یی بودند، توانايز بالاتریدرولی درجه هيآلکالاز که دارا

 یون چربیداسی توانند از اکسی آزاد را داشته و لذا ميکال هایراد
  .ندی نمايریجلوگ

ن شاه یوزیز در اکتومی نیدانی اکسیز نقش آنتیدرولین هیژلات
- ن چرخه انجمادین قرار گرفته در معرض چندیری آب شيگویم

 ين حاویوزی در اکتومیون چربیداسیاکس.  نشان دادییانجمادزدا
 یر آنتیتاث. افتیسه با گروه کنترل کاهش یز در مقایدرولین هیژلات
. ر غلظت آلکالاز قرار گرفتیز تحت تاثیدرولین هی ژلاتیدانیاکس
 مختلف يد شده توسط غلظت هایز تولیدرولی هين هایژلات

 یف و رنج وزن مولکول مختلي اندازه هايآلکالاز احتمالا دارا
.  آنها موثر بوده استیدانی اکسیت آنتیمتفاوت بوده که بر فعال

Giri و Ohshima]27 [نه ید آمیب اسیان داشتند که ترکیب
 آنها یدانی اکسیت آنتین کننده بر فعالییز نقش تعیدرولین هیپروتئ
ن در ین و پرولیسینه آبدوست مانند گلی آميد های  وجود اس.دارد

ن حاصل از ید ژلاتی کد اطلس و در پپتین پوست ماهی ژلاتدیپپت
 آزاد يکال هایت مهار رادی بر فعاليادیزان زید به میپوست اسکوئ

ک مانند ینه آروماتی آميد هایاس].29، 28[ر داشتیآنها تاث
نه ی آميد هاین و اسیل آلانیپتوفان و فنین، تریدیستین، هیروزیت
 ين براین و آلانیسین، گلیونیتیمن، ین، لوسئیدروفوب مانند والیه

 يد هایوجود اس]. 30[  هستنديد ضروری پپتیدانی اکسینقش آنت
ت ین در موقعین و لوسئین، والین، آلانینه آبدوست مانند پرولیآم
Nن، ین، لوسئیونیتین، مین، والیروزینه تی آميد های و اس

 در Cییت انتهایپتوفان در موقعین و ترین، گلوتامیزولوسئیا
د ی نماید ها دخالت می پپتیدانی اکسیات آنتیصوصخ
ق ین از طریستئین و سیونین، متیروزین، تین، لوسیدیستیه].16[

. کنندیرفعال میها را غ آزاد، آنيهاکالیدادن پروتون به راد
با ) نیروزیپتوفان و تین، تریل آلانیفن(ک ینه آروماتی آميدهایاس

دار ی پايهاها را به مولکول آزاد آنيهاکالیدادن الکترون، راد
نه ی آميد های از اسی غنین بطور کلیژلات]. 24[کنند یل میتبد
ن ینه در ژلاتی آميد هاین اسین بوده و و جود این و پرولیسیگل
ر ی تاثییای آنها در فرآورده دریدانی اکسیت آنتیز بر خاصیدرولیه
 از د شدهیز تولیدرولی هين هاینرو ژلاتیاز ا]. 16[ گذاردیم

د شده با درصد ی تولي به خصوص نمونه هایل ماهیپوست ف
 بوده ينه اید آمیل خاص اسی پروفيم احتمالا دارای بالاتر آنزيها

. ر گذاشتین تاثیوزی آنها در اکتومیدانی اکسیت آنتیکه به فعال
- نیپرول- نیسی گلي سه تکرارین وجود توالی در ژلاتیبطور کل

X - که Xی تواند باشد و توالیه منید آمی اس20ک از ی هر 
 تواند ینه مید آمیست اسی از بیکی هر Z که - Z-X-نیسیگل

ن ی آب مرتبط با پروتئيت مولکول های در تثبیباشد نقش مهم
 ی مختلف آبيت های از حرکت جمعيریل و جلوگیبریوفی ميها

ل آب یجه کاهش تشکی در انجماد و در نتيعضله در زمان نگهدار
  ].16، 11[ن دارد ی پروتئونیآزاد و دناتوراس

ن خرچنگ دراز آب یوزی در اکتومير ضد انجمادی تاثیبررس
 ییانجمادزدا-  انجمادين قرار گرفته در معرض چرخه هایریش

 مقدار يز دارایدرولین هی ژلاتين حاویوزینشان داد که اکتوم
- ل پس از شش چرخه انجمادیدری سولفيبالاتر گروه ها

ر اندازه یز تحت تاثیدرولین هیر ژلاتیثن تایا.  بودندییانجمادزدا
ن در یوزیکه اکتومیم قرار گرفت بطوری از غلظت آنزید ها ناشیپپت

م ی درصد آنز5 و 4د شده توسط با یز تولیدرولین هیحضور ژلات
ر در ییکاهش  تغ. ل بوده استیدری سولفين گروه های بالاتريدارا

د از یولف سي ديوندهایل پیل تشکیل بدلیدری سولفيگروه ها
مولکول ]. 2[ باشدیل میدری سولفيون گروه هایداسیق اکسیطر

ل است که در یدری سولفي گروه هايادی تعداد زين دارایوزیم
 يرات ساختارییکه تغیزمان.  سر و دم مولکول قرار گرفته انديرو
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شتر یل بیدری سولفی واکنشي افتد، گروه هاین اتفاق میوزیدر م
ل یدری در معرض قرار سولفيگروه ها. رندی گیدر معرض قرار م
 ی طییرات دماییا تغی فرآورده در انجماد يدر زمان نگهدار

نک یل کراس لیده و منجر به تشکید گردی در انجماد اکسينگهدار
ن منجر به یوزیز به اکتومیدرولین هیافزودن ژلات].2[ گرددیها م

-  انجمادي از چرخه هایل ناشیدری سولفير گروه هاییکاهش تغ
ن ی ژلاتین امر نشان دهنده نقش حفاظتیا. دی گردییانجمادزدا

ون گروه یداسی از اکسيری در جلوگیل ماهیز پوست فیدرولیه
 و Kittiphattanabawon. ل بوده استیدری سولفيها

ز پوست کوسه یدرولین هی ژلاتیز نقش حفاظتین] 14[همکاران 
ل در یدری سولفي از کاهش گروه هايریاه را بر جلوگیپوزه س

 قرار گرفته در معرض شش چرخه ییایم دری سی ماهیمیسور
  .  گزارش نمودندییانجمادزدا- انجماد

 خرچنگ دراز ين هایوزیاکتوم Ca2+-ATPase  ت یکاهش فعال
. دی مشاهده گردییانجمادزدا- کل انجمادیش سین با افزایریآب ش
 میت آنزین کاهش فعالیشتریز بیدرولین هین بدون ژلاتیوزیاکتوم

Ca2+-ATPaseن یوزین حالت نشان داد که اکتومیا. را نشان داد
ر یب پذیون آسیبدون وجود ماده ضد انجماد در برابر دناتوراس

ستم ی در سیونیش قدرت یخ و افزای يستال هایل کریتشک. است
- نی کمپلکس اکتیختگین و از هم گسیوزیون میسبب دناتوراس

شن در یگیون و اگریاسدناتور.  گرددین در زمان انجماد میوزیم
 افتند که محل ین اتفاق میوزیه سر مین بخصوص ناحیوزیم

ن افزوده شده یوزی اکتوم.]2[است Ca2+-ATPaseم یت آنزیفعال
 بعد از يبالاترCa2+-ATPaseت یز از فعالیدرولین هیبا ژلات

 برخوردر بود که نشان دهنده ییانجمادزدا-کل انجمادیشش س
 يد هایاد اسید ها با مقدار زیپپت.  است آن بودهينقش ضد انجماد

افته و لذا از مهاجرا ی آب اتصال يل با مولکول هایدروفینه هیآم
خ ی يستال هایل کریگر و تشکیکدی ي آب به سويمولکول ها

ن ی در پروتئين امر منجر به ثبات ساختاریا.  شودی ميریجلوگ
  ]. 12[ گردد یل میبریوفی ميها
  

  يریجه گی نت- 5
ن ید ژلاتی جهت تولی پرورشیل ماهیمطالعه پوست فن یدر ا

 مورد استفاده ي و ضد انجمادیدانی اکسیت آنتیز با فعالیدرولیه

 يزات هایدرولی مختلف در هي با اندازه هايد هایپپت. قرار گرفت
د یپپت.  از خود نشان دادندیر متفاوتید شده که تاثیمختلف تول

 را در یون چربیداسیسز شده توانستند اکیدرولین هی ژلاتيها
ن یوزین اکتومین کاهش داده و همچنیری آب شيگویعضله شاه م

ت یل کل و فعالیدری سولفي گروه هاي آن داراي حاویعیطب
ن امر سبب کاهش یا. ن داشته اندیوزی بالاتر در مولکول میمیآنز

ز یدرولین هینرو، ژلاتیاز ا. دین خرچنگ گردیت پروتئیفیافت ک
دان و ضد ی اکسی آنتیعنیملکرد دوگانه  عیل ماهیپوست ف

 در معرض يرین در زمان قرار گیت پروتئیفی در حفظ کيانجماد
  .  در طول انجماد از خود نشان دادییرات دماییتغ
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Effect of enzyme concentration on cryoprotective activity of gelatin 
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In this study, gelatin hydrolysates were produced from the skin of farmed beluga sturgeon and their 
cryoprotective effects on freshwater crayfish actomyosin subjected to six freeze-thaw cycles was 
investigated. Gelatin was extracted from beluga sturgeon skin and hydrolyzed with alcalase (1-5%). H-
5:100 had the higher 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH) and 2,2'-azinobios-(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulphonic acid) (ABTS) radical scavenging activities compared with H-1:100-4:100(P<0.05). Lipid 
oxidation was impeded as evidenced by the lower formation of thiobarbituric acid-reactive substances 
(TBARS) after six freeze-thaw cycles. The decrease in Ca2+-ATPase activity and total sulfhydryl group 
content was noticeable in natural actomyosin after six freeze-thaw cycles (P<0.05). Natural actomyosin 
incorporated with H-5% had higher Ca2+-ATPase activity with the coincidental higher content of total 
sulfhydryl groups, indicating protection of myosin heavy chain against freeze denaturation. H-5:100 was 
consisted of numerous peptides and those corresponding to molecular mass of 1436.72, 1579.82, 1627.74, 
1716.80 and 2135.07 Da were the dominant peptides as determined by MALDI-TOF MS spectrometry. 
Results indicated the potential of H-5:100 with specific size of peptides in protection of freshwater 
crayfish natural actomyosin during freeze-thaw cycles. 
 
Keywords: Crayfish, Natural actomyosin, Freeze-thaw cycle, Antioxidant activity, Gelatin hydrolysates 
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