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 جلبک شده زیدرولیه یهانیپروتئ آنزیم مبدل آنژیوتانسین و مهار یدانیاکسیآنت تیفعال یبررس

 گوارشیهای میآنز با Spirulina platensis اسپیرولینا پلاتنسیس

 

 چکیده
اکسیدانی و مهار آنزیم اسپیرولینا بر فعالیت آنتی جلبک ریزهای بررسی اثر هیدرولیز آنزیمی پروتئین منظوربهاین تحقیق 

های علمی و صنعتی ایران انجام در سازمان پژوهش 1398و  1397های این پژوهش در سال مبدل آنژیوتانسین انجام شد.

با روش ترکیبی  یسلول وارهیشکستن د . بعد اززاروک کشت داده شد استاندارد کشت طیدر مح نایرولیاسپ جلبک ریزشد. 

حرارت  دقیقه 15گراد به مدت درجه سانتی 85در  ، نمونه حاصلنایرولیاسپ یهامیکردن آنز رفعالیغ یبرا ذوب،-انجماد

 ینگهدارگراد درجه سانتی -20حاصل در  ییرو عیما ،گراد(درجه سانتی 4دقیقه،  g 9000 ،15) وژیفیبعد از سانتر .داده شد

 -های پپسین، تریپسین و آلفاگانه آنزیمسه و دوگانههای های اسپیرولینا با ترکیب. هیدرولیز آنزیمی پروتئینشد

درجه  85با جوشاندن در دمای  هامیآنز تیفعالبهینه انجام گرفت.  pHگراد و درجه سانتی 37کیموتریپسین در دمای 

جزء( و مایع رویی حاصل فراکشنه )جزءبه وژیفیسانتر شده زیدرولیه یهانیپروتئدقیقه متوقف شد.  15گراد به مدت سانتی

، (OPA) آلدئیددیفتال-اورتو استفاده ازها با تست لوری، میزان پیشرفت درجه هیدرولیز با شد. میزان پروتئین نمونه

 آزینوبیس-2’و 2 و (DPPH) هیدرازیلپیکریل -1-فنیل دی-2 و 2 هایرادیکال سازیپاکاکسیدانی با فعالیت آنتی

 با سوبسترای( ACEو فعالیت مهار آنزیم مبدل آنژیوتانسین ) (ABTS) سولفونات(-6-بنزوتیازولین-اتیل 3)

 - FAPGG (Furilacriloil - L - phenylalanyl نیسیگلا -لیسیگلا-لیآلانلیفن -ال -لیلوئیآکرلیفور

glycyl - glycine )با روش آماری آنالیز واریانس  داریمعنیآزمایشات سه بار تکرار و قرار گرفت.  موردسنجش

های گانه آنزیمهای آبکافت شده اسپیرولینا با ترکیب سهدرجه هیدرولیز پروتئین قرار گرفت. موردبررسی طرفهیک

های های دوگانه آنزیمو ترکیب گرم پروتئینمیکرومولار لوسین بر میلی 725/15 ±260/1پپسین+تریپسین+کیموتریپسین 

 ± 031/1و تریپسین+کیموتریپسین  191/15 ± 653/0، پپسین+کیموتریپسین 294/15 ± 290/0 پپسین+ تریپسین

 هیدرولیز محصول دالتون کیلو 3فراکشن پپتیدی کمتر از  .آمد دست به گرم پروتئینمیکرومولار لوسین بر میلی 212/11

 ± 53/11را به ترتیب به میزان  DPPHو  ABTS هایکالیرادمهار  تیفعال نیشتریببا پپسین+تریپسین  پروتئین

دار اختلاف معنی هافراکشنپروتئین نشان داد که با سایر  گرممیکرومولارترولوکس بر میلی 650/48 ± 00/0و  21/498

هیدرولیزات حاصل از  (ACE) مبدل آنژیوتانسین آنزیم مهار فعالیت (IC50) غلظت مهار میانه(. ˂05/0P) داشت

 دار نداشتندپپسین+تریپسین و پپسین+ کیموتریپسین اختلاف معنی ،+کیموتریپسیناستفاده  های تریپسیناثر آنزیم

(05/0P>.) های اسپیرولینا را پروتئین، پپتیدهای مشتق از هیدرولیز آنزیمی شدهمشاهدهاکسیدانی با توجه به اثرات آنتی

 .های فراسودمند در غذاها کردافزودنی عنوانبهتوان می

 

 های، رادیکالاکسیدانی، فعالیت آنتیACEمهار درجه هیدرولیز، ، Spirulina ،اسپیرولینا :کلیدی گانواژ

ABTS و.DPPH 

 

 مقدمه

شوند هوازی تولید می هایارگانیسمتنفس سلولی در انسان و  ویژهبههای فیزیولوژیکی های آزاد در طی فعالیتهای فعال اکسیژن و رادیکالگونه

های آزاد و بنابراین ارتباط بین رادیکال ؛بارزیانها مانند تصلب شرائین، فشارخون بالا، سرطان، دیابت و آلزایمر نقش دارند و در بسیاری از بیماری
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 است.
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باشد. این پپتیدها با وزن ، پپتیدهای حاصل از منابع طبیعی میموردتوجههای اکسیداناست. گروهی از آنتی قرارگرفته موردتوجهها پیری و بیماری

 (.Dong et al., 2017) کنندو پاسخ ایمنی ایجاد نمی شدهجذب آسانیبهمولکولی کم 

 عنوانبه، هابیماریفعال زیستی با توجه به اثرات سلامت بخشی و دارویی و توانایی در ارتقاء سطح سلامتی انسان و کاهش خطر برخی  ایدهیپپت

 الیو تو بیبر اساس ترک شانزیستی هایفعالیتدارند و  دینواسیآم 20تا  3فعال زیستی معمول  دهایی. پپتشوندمیغذا در نظر گرفته  ترینمهم

و  دهندنمینشان  هیوالد و اول نیزیستی را درون توالی پروتئ هایفعالیت دیینواسیهای کوتاه آمرهیاین زنج درواقعاست.  دهایدر پپت دهاینواسیآم

 وند.شآزاد می ری، پردازش غذا یا تخمایآبکافت آنزیمی در اثر هضم روده بعد از

 مورداستفادهمنبع پروتئین  .(Ramírez-Rodrigues et al, 2021)کنند مهمی ایفا میری از سوءتغذیه نقش ها در سلامتی و پیشگیپروتئین

هایی مانند فیکوسیانین و پروتئینفیکوبیلی. (Ramírez-Rodrigues et al. 2021) اهمیت دارد محیطیزیستای و ارزش تغذیه ازنظر

کسیداتیو دارند های حاصل از استرس اآلوفیکوسیانین کاربردهای متعدد مانند رنگ دهنده طبیعی غذا و مواد آرایشی و عامل درمانی بیماری

(Liestianty et al., 2019). در منابع نیست؟ 

و متعلق به خانواده  (Zhang and Zhang, 2013) (%70تا  50) بالاپروتئین میزان با  یخوراک کننده فتوسنتز آبی-اسپیرولینا جلبک سبز

 شدهگرفتهد در نظر غذای فراسودمن عنوانبه اسپیرولینا .(Heo et al., 2017) کندمیشیرین زندگی  هایآبدر دریا و که  باشدمیاوسیلاتوریاسه 

و فیکوسیانین( و سایر  کلروفیل، مواد فعال بیولوژیکی )کاروتن-بتاها، ویتامین آمینواسیدهای ضروری، دارای و (Darwish et al., 2020)است 

سیستم  کنندهتحریک، ضدویروسیفعالیت اسپیرولینا  جلبک ریز(. Ratha et al., 2020؛ Mikryukov et al., 2021)ت ترکیبات مغذی اس

 سازماناز  اسپیرولینا .(Ratha et al., 2020)اکسیدانی دارد ی و آنتیمنیا ستمیس کنندهتقویت، ضدالتهابی ،(Hassan et al., 2021) ایمنی

منبع مناسبی  عنوانبهتواند بنابراین پروتئین اسپیرولینا می ؛است شدهگرفتهدر نظر  (GRAS)ایمن  ارگانیسم عنوانبه (FDA) غذا و دارو آمریکا

 (.Safitri et al., 2017 ؛Lisboa et al., 2014) برای ایجاد پپتیدهای فعال زیستی در نظر گرفته شود

 یجانور ای یاهیگ ،یکروبیمختلف با منشأ م یهامیبا آنز هانیپروتئ یمیآنز زیدرولیه ییاز مواد غذا یستیفعال ز یدهایپپت دیتول یهااز روش یکی

ای های عملکردی و تغذیهدر طی فرایند هیدرولیز به دلیل تشکیل پپتیدهای فعال زیستی، ویژگی .(Benedé and Molina, 2020) است

با فعالیت  پپتیدهااین  ،نخوردهدستهای . در مقایسه با پروتئیناستفاده کرد ییغذا میدر رژ ییمکمل غذا عنوانبه توانیکه م یابدیش میافزا غذاها

 .(Cristiane et al., 2016)شوند هضم و جذب می آسانیبهدر بدن انسان  گراعمل

 و (Arise et al., 2019) گیاهان، (Ibrahim et al., 2017) منابع طبیعی مانند شیر هایتولید پپتیدهای زیست فعال با هیدرولیز پروتئین

 اکسیدانی و بازدارندگی آنزیم مبدل آنژیوتانسینهای آنتیفعالیتاست.  شده گزارش(  Ko et al., 2012؛Cao et al., 2017) مانند هاجلبک

 زیدرولیبا ه زیدر دستگاه گوارش انسان ن. (Ratha et al., 2020 ؛Carrizzo et al., 2018) اندرا نشان داده نایرولیاز اسپ جداشده یدهایپپتدر 

 یهامیبا آنز هانیپروتئ یمیآبکافت آنز دهایپپت دیتول یهااز روش یکی نیبنابرا ؛شوندیم جادیفعال ا ستیز یدهایپپت یگوارش یهامیغذا توسط آنز

 بررسی و نیپسیموتریو ک نیپسیتر ن،یپپس یگوارش یهامیآنز بیبا ترک نایرولیاسپ یهانیپروتئ زیدرولیمطالعه ه نیهدف از ا. باشدیم یگوارش

 .باشدیحاصل م یدهایپپت یدانیاکسیآنت تیو فعال ACEمهار  تیفعال

 

 هامواد و روش

محیط لیتر میلی 100لیتر، میلی 250در ارلن مایرهای با حجم اسپیرولینا  جلبک ریزهای علمی و صنعتی ایران، در سازمان پژوهش 1397در سال 

 کشت داده شدکیلولوکس  5/2تا  2نانومتر( با شدت نور  620در  2/0حجم مایع تلقیح )جذب اولیه حدود  درصد 10کشت استاندارد زاروک با 
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(Dineshkumar et al., 2016)  آوری شدجمع تودهزیستو در مرحله رشد لگاریتمی (Safi et al., 2014.) دیواره سلولی و  نبعد از شکست

( گرم 12000دقیقه و  15گراد به مدت درجه سانتی 4)، سانتریفیوژ سونیکاسیون سیکل( و 4) ذوب-با روش ترکیبی انجماد پاره شدن غشا سلولی

دقیقه حرارت داده  15به مدت  گرادسانتیدرجه  85 درمایع رویی  یرولیناهای اسپبرای غیرفعال کردن آنزیم(. Chen et al., 2016) انجام شد

 (.Ma et al., 2015) نگهداری شد -20عصاره سلولی اسپیرولینا در وژ مجدد، مایع رویی حاصل یا همان شد و بعد از سانتریفی

 نیپسیموتری+ ک نیپسی+ تر نیپپسهای آنزیم گانهسهاسپیرولینا مشابه با الگوی دستگاه گوارش با ترکیب  جلبک ریز هایدر این تحقیق، پروتئین

اسپیرولینا عصاره سلولی  ،های گوارشیآنزیماسپیرولینا با  هایپروتئینبرای هیدرولیز .  (Heo et al., 2017)شدها هیدرولیز و ترکیب دوگانه آنزیم

مشابه گذاری شد.  گرمخانه دور در دقیقه 120و چرخش  دقیقه، 15راد به مدت گدرجه سانتی 37در  تریلیلیدر م گرممیلی 5 پروتئین با غلظت

هیدرولیزات پپسین به سه بخش تقسیم شد  8به  pHقرار گرفت و بعد از تغییر آنزیم پپسین  تحت اثر ابتداهای اسپیرولینا پروتئیندستگاه گوارش 

کیموتریپسین )ترکیب دوگانه( و آنزیم تریپسین (، آنزیم هاآنزیم گانهسههای تریپسین + کیموتریپسین )ترکیب به ترتیب تحت اثر آنزیمهر بخش و 

 بود. 10به  1)ترکیب دوگانه( قرار گرفت. نسبت آنزیم به سوبسترا 

 در لیتر،میلی در گرممیلی 5 پروتئین غلظت با اسپیرولینا سلولی عصارههای تریپسین و کیموتریپسین، آنزیم ترکیب دوگانه هیدرولیز با منظوربه 

 سوبسترا به آنزیم نسبت) (EC 3.4.21.1) کیموتریپسین و (EC 3.4.21.4) تریپسین هایآنزیمتحت اثر  ،pH، 8 و گرادیسانت درجه 37 دمای

 قرار گرفت.( 10 به 1

 وژ،یفیبعد از سانترجوشانده شدند.  قهیدق 15به مدت  گرادیسانتدرجه  85ها در نمونه ،یمیآنز یهاو توقف واکنش هامیکردن آنز رفعالیغ یبرا

ی ها با روش لورنمونه نیپروتئ زانیم(. Famuwagun et al., 2020) شد ینگهدار گرادیدرجه سانت -70 یو در دما زهیلیوفیل ییرو عیما

(1951., et alLowry  ) شد ارزیابی دیالدئیدفتال-رتوبا او زیدرولیدرجه هپیشرفت و (2020., et alChan ) 

 Jayaprakash and Pereraطبق متد  دیآلدئیدفتال -ورتوآزاد با ا ینویآم -آلفا تروژنیاکنش نو از زیدرولیه درجه بررسی میزان پیشرفت یبرا

 (.Jayaprakash and Perera, 2020) شد استفاده

 3-5، 5-10، 10بیشتر از  جزء 4 به لودالتونیک 3و  5، 10 یوزن مولکول بر اساس ونیلتراسیفاولترا یبا غشا نایرولیشده اسپ زیدرولیه یهانیپروتئ

 شد. ارزیابی ABTSو  DPPHهای با رادیکال اجزاء اکسیدانییآنتتقسیم شد و فعالیت  دالتون یلوک 3و کمتر از 

در  DPPHدرصد  004/0 بررسی شد؛ به این منظور، محلول DPPH آزاد هایکالیرادهای هیدرولیز شده اسپیرولینا برای مهار توانایی پروتئین

 180 هب های هیدرولیز شده یا اجزاء()پروتئین نمونه یترل یکروم 20. آمد به دست 7/0 ± 02/0 نانومتر 517آن در  هیشد و جذب اول تهیهمتانول 

 ینگهدار کیتار یجا واتاق  یدر دما قهیدق 30به مدت . میکروپلیت شدای اضافه خانه 96 تیکروپلیمون در DPPH متانولی محلول یترل یکروم

د ش یریگنانومتر اندازه 517 موجطول در( Biotek, USA) دستگاه اسپکتروفتومتر بابعد میزان جذب (. Hashim and Fry, 2020) شد

(Suryaningsih et al., 2021.)  گرم پروتئینمیکرومولار ترولوکس بر میلی صورتبهنتایج (µM TE/mg protein) بیان شد (Joaquín-

Ramos et al., 2020.) 

. معرف شد انجام و همکاران Joaquín-Ramosبا استفاده از روش  ABTSآزاد  کالیراد ونیکات ییزدابا روش رنگ یدانیاکسیآنت تیفعال

 Joaquín-Ramos) شد هیدر آب ته پرسولفات میپتاس مولاریلیم 45/2در آب و  ABTSمحلول  متریلیم 7، با مخلوط کردن ABTS کالیراد

et al., 2020) .مولاریلیم 5 فسفاتبا استفاده از بافر شیاز آزما قبلانکوبه شد.  یکیساعت در تار 12-16حاصل  سبزرنگ مخلوط pH 4/7 

 + ABTS) محلول تریلیلیم 1 ( باکنترل یآب مقطر برا) نمونه یترل یکروم 25شد.  میتنظ 7/0 ±02/0نانومتر حدود  734جذب محلول در 

8O2S2K) با استفاده از اسپکتروفتومترقهیدق 6شد و بعد از  مخلوط ، (Biotek, USA )نانومتر خوانده شد 734در  جذب (., et alAvanza 

 .شد انیب (µM TE/mg protein) نیپروتئ گرمیلیم بر کرومولارترولوکسیم صورتبه جینتا .(2021
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 و همکاران از ریه خرگوش استخراج شد Lossow، این آنزیم با استفاده از روش (ACE) 1-برای سنجش فعالیت مهار آنزیم مبدل آنژیوتانسین

(Lossow et al., 1964). 

 pHمولار با  tris-HCl 05/0لیتر میلی 10گرم پودر استونی ریه خرگوش در  ACE ،1سنجش فعالیت مهار  منظوربه ACEبرای تهیه آنزیم 

درجه  g29000 ،4، مخلوط حاصل در گرادیسانتدرجه  4ساعت نگهداری در  24بعد از  .)حجمی/حجمی( حل شد درصد 5و گلیسرین  2/8

 گرادیسانتدرجه  4استفاده شد و در دمای  ACEآنزیم  عنوانبهای قهوه -قرمز بارنگدقیقه سانتریفیوژ شد. مایع رویی  20به مدت  گرادیسانت

 (.Cushman and Cheung 1971؛ Minervini et al., 2003) نگهداری شد

 10(. Holmquist et al., 1979) شدگیری اسپکتروفتومتریک اندازه صورتبه FAPو تشکیل  FAPGGبا هیدرولیز  ACEفعالیت آنزیم 

حاوی  tris- HCl ،pH=8.2مولار میلی 50مولار در میلی FAPGG (87/0محلول  یترل یکروم 150نمونه )هیدرولیزات آنزیمی( با  یترل یکروم

NaCl 400 ول محل یترل یکروم 10شد.  یگرمخانه گذاردقیقه  5به مدت  گرادیسانتدرجه  37( مخلوط شد و در متریلیمACE  در  شدهیهتهتازه

منتقل شد و  (Biotek, USA) دستگاه اسپکتروفتومتر ثانیه شیک، بلافاصله میکروپلیت به 20کمتر از یک دقیقه به هر چاهک اضافه شد بعد از 

با استفاده از معادله زیر محاسبه  ACEنانومتر خوانده شد. درصد مهار آنزیم  340در  کینتیس صورتبهجذب دقیقه هر یک دقیقه  30به مدت 

 .شد

  100 × [(شیب بلانک/شیب نمونه بازدارنده) − 1] =)%( مهار ACE                                                    :1رابطه 

 

 یجابهدر زمان است و شیب بلانک شیب این منحنی در غیاب نمونه )در حضور آب مقطر  FAPGGشیب منحنی تجزیه  بازدارنده، نمونه شیب

 50غلظتی از بازدارنده است که بتواند شیب منحنی را  IC50 بیان شد.( mg/mL) لیترگرم بر میلیب میلیبرحس IC50نتایج با  نمونه( است.

 (.Amado et al., 2014؛ Henda et al., 2013؛ Shalaby et al., 2006) درصد کاهش دهد

 ارائه شد.( نیانگیم ± اریانحراف معمیانگین با محاسبه میزان خطای استاندارد ) بر اساساز نتایج  آمدهدستبههای در بررسی آماری مقایسه داده

استفاده  Minitab 18 افزارنرم ازاستفاده شد  05/0دار در سطح معنی ANOVA طرفهیک انسیوار زیروش آنالبودن از  داریمعنجهت بررسی 

 شد.

 

 نتایج

هیدرولیز  نیپسیموتریک و نیپسیتر ،نیپپسهای مشابه با الگوی دستگاه گوارش با ترکیب آنزیم اسپیرولینا جلبک ریزدر این تحقیق، نمونه پروتئین 

 های دوگانهترکیبو  پپسین + تریپسین + کیموتریپسینهای گانه آنزیماسپیرولینا با ترکیب سه های آبکافت شدهدرجه هیدرولیز پروتئین .شد

 ± 653/0 ،294/15 ± 290/0 ،725/15 ± 260/1های پپسین + تریپسین، پپسین + کیموتریپسین و تریپسین + کیموتریپسین به ترتیب آنزیم

 .آمد دست بهگرم پروتئین میکرومولار لوسین/ میلی %212/11 ± 031/1و  191/15

پپسین + تریپسین،  ن + کیموتریپسین و ترکیب دوگانهی پپسین + تریپسیهاآنزیم گانهسهبا ترکیب اسپیرولینا  هایهیدرولیز آنزیمی پروتئینبعد از 

اولترافیلتراسیون  با غشاء یبر اساس وزن مولکول حاصل و پپتیدهای شده هیدرولیزهای پروتئین، تریپسین + کیموتریپسین و پپسین + کیموتریپسین

-بنزوتیازولین-اتیل 3) آزینوبیس-2’و 2 آزاد هایرادیکال حذفبا روش  آمدهدستبه اجزاءاکسیدانی و فعالیت آنتی ندشد جدا دالتون کیلو 3و  5، 10

 .ارزیابی شد ABTS سولفونات(-6
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حاصل  دالتون کیلو 3و کمتر از  3-5، 5-10، 10بیشتر از را در حضور پپتیدها با وزن مولکولی  ABTSبررسی میزان مهار رادیکال آزاد ، 1شکل 

میکرومولارترولوکس  87/376 ± 94/1) دالتون کیلو 5-10 جزء. دهدمینشان  نیپسیموتری+ ک نیپسی+ تر نیپپسهای آنزیمگانه ترکیب سهاز اثر 

 جزءبعد از  ABTSبیشترین فعالیت مهار رادیکال نشان داد.  اجزاءنسبت به سایر را  ABTS گرم پروتئین( بیشترین فعالیت مهار رادیکالبر میلی

کمترین فعالیت  پروتئین بود.گرم میکرومولارترولوکس بر میلیو  13/340 ± 25/1به میزان  دالتون کیلو 3کمتر از  جزء، دالتون کیلو 10-5

 نشان داد. گرم پروتئین(میکرومولارترولوکس بر میلی 96/234 ± 56/0) دالتون کیلو 10بیش از  جزءاکسیدانی را آنتی

با  شدهتولید دالتون کیلو 3کمتر از  و 3-5، 5-10، 10توسط پپتیدها با وزن مولکولی بیشتر از  ABTSمیزان بازدارندگی رادیکال آزاد ، 2شکل 

 ± 42/6 میزانبه ترتیب به  دالتون کیلو ˂3و  3-5 اجزاءاکسیدانی فعالیت آنتی دهد.مینشان را  نیپسیموتری+ ک نیپپسهای آنزیمترکیب دوگانه 

 5-10و  10بیش از  اجزاء .شتنداد اجزاءفعالیت بیشتری نسبت به سایر گرم پروتئین ولارترولوکس بر میلیمیکروم 67/388 ± 60/2و  32/400

 کمتری داشتند. ABTSظرفیت حذف رادیکال  دالتون کیلو

 21/498 ± 53/11و  70/399 ± 04/8به میزان های پپسین + تریپسین آنزیمترکیب دوگانه هیدرولیز با  حاصل دالتون کیلو ˂3و  3-5 اجزاء

 اجزاء نسبت به سایر یشتریب تیفعالکه  نشان دادند ABTSرادیکال  اکسیدانی حذفگرم پروتئین ظرفیت آنتیمیکرومولارترولوکس بر میلی

 .(3)شکل  ندداشت

 

 
 توسط اجزاء حاصل از هیدرولیز پروتئین اسپیرولینا ABTSاکسیدانی مهار رادیکال بررسی فعالیت آنتی: 1شکل 

 یها بر اساس وزن مولکولحاصل از آن های پپسین + تریپسین + کیموتریپسین و اجزاءآنزیم گانهسهدر حضور ترکیب 

 .دالتون لویک 3و کمتر از  3-5، 5-10، 10از  شتریب

سه  صورتبه. آزمایشات باشدمی ABTSدر مهار رادیکال  (˂05/0P) داراختلاف معنی دهندهنشانحروف متفاوت  .است شدهارائه میانگین ±معیار انحراف صورتبه نتایج
 های هیدرولیز شده اسپیرولینا است که بر اساس وزن مولکولی جدا نشده است.نشده پروتئین فراکشنهتکرار انجام شد. 
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توسط اجزاء حاصل از هیدرولیز پروتئین اسپیرولینا در  ABTSاکسیدانی مهار رادیکال : بررسی فعالیت آنتی2شکل 

، 10از  شتریب یبر اساس وزن مولکول هاآنحاصل از  های پپسین + کیموتریپسین و اجزاءآنزیم حضور ترکیب دوگانه

 .دالتون لویک 3و کمتر از  5-3، 10-5

مهار رادیکال  در (˂05/0P) داراختلاف معنی دهندهنشان. حروف متفاوت سه تکرار انجام شد صورتبه هاآزمایش .است شدهارائه میانگین ±معیار انحراف صورتبه نتایج
ABTS های هیدرولیز شده اسپیرولینا است که بر اساس وزن مولکولی جدا نشده است.باشد. فراکشنه نشده پروتئینمی 

 

 
توسط اجزاء حاصل از هیدرولیز پروتئین اسپیرولینا در  ABTSاکسیدانی مهار رادیکال بررسی فعالیت آنتی: 3شکل 

، 5-10، 10از  شتریب یبر اساس وزن مولکول هاآنحاصل از  پپسین + تریپسین و اجزاء هایدوگانه آنزیم حضور ترکیب

 .دالتون لویک 3و کمتر از  5-3

مهار رادیکال در  (˂05/0P) داراختلاف معنی دهندهنشان. حروف متفاوت سه تکرار انجام شد صورتبه هاآزمایش .است شدهارائه میانگین ±معیار انحراف صورتبه نتایج
ABTS باشد.می 
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توسط اجزاء حاصل از هیدرولیز پروتئین اسپیرولینا در  ABTSاکسیدانی مهار رادیکال : بررسی فعالیت آنتی4شکل 

، 10از  شتریب یبر اساس وزن مولکول هاآنحاصل از  تریپسین +کیموتریپسین و اجزاء هایدوگانه آنزیم حضور ترکیب

 .است شدهارائه میانگین ±معیار انحراف صورتبه . نتایجدالتون لویک 3و کمتر از  5-3، 10-5
های هیدرولیز شده اسپیرولینا است باشد. فراکشنه نشده پروتئینمی ABTSدر مهار رادیکال ( ˂05/0P)دار اختلاف معنی دهندهنشانفاوت . حروف متسه تکرار انجام شد صورتبه هاآزمایش

 که بر اساس وزن مولکولی جدا نشده است.

، پسین + کیموتریپسینهای تریآنزیم ترکیب دوگانه حاصل از هیدرولیز توسط اجزاءدر  ABTSهای آزاد میزان مهار رادیکالبررسی  4شکل 

و  3-5 اجزاء .را نشان داد ABTSمهار رادیکال  ظرفیت نیپروتئ گرمیلیترولوکس بر م کرومولارمی 75/362 ± 11/42شده  زیدرولیه نیپروتئ

نشان  را ABTS فعالیت مهار رادیکالگرم پروتئین میکرومولارترولوکس بر میلی 32/370 ± 07/1 و 79/334 ± 50/3به ترتیب  دالتون کیلو ˂3

 کمتر بود. دالتون کیلو 5-10و  10بیشتر از  اجزاءدر  ABTSظرفیت مهار رادیکال  بود. اجزاءدادند که بیش از سایر 

+  پپسین هایآنزیم نهدوگا هایو ترکیب های پپسین + تریپسین + کیموتریپسینآنزیم گانهترکیب سه باهای هیدرولیز شده اسپیرولینا پروتئین

وزن مولکولی  اساس بر دالتون کیلو 3و  5، 10رافیلتراسیون لتبا استفاده از غشاء اوتریپسین + کیموتریپسین  و پپسین + تریپسینکیموتریپسین، 

 DPPH( با روش مهار رادیکال آزاد دالتون کیلو 3و کمتر از  3-5، 5-10، 10پپتیدی حاصل )بیشتر از  اجزاءیدانی ساکجدا شدند و فعالیت آنتی

 13/35 ± 68/0 و 16/13 ± 06/2 بینرا  DPPH رادیکال حذف فعالیت نایرولیاسپ شده زیدرولیه هاینیپروتئ قرار گرفت. موردبررسی

 .دادندنشان  پروتئین گرممیلی بر میکرومولارترولوکس

پپسین + تریپسین  هایآنزیم گانهسهترکیب در اثر آبکافت با  تولیدشدهپپتیدی  اجزاءرا در حضور  DPPHهای آزاد میزان مهار رادیکال 5 شکل

 59/23 ± 41/1به ترتیب  دالتون کیلو ˂3و  3-5 اجزاء DPPHهای آزاد رادیکال سازیپاکدهد. در این نمودار میزان نشان می + کیموتریپسین

 دالتون کیلو 5-10و  10بیشتر از  اجزاء بود. اجزاءپروتئین به دست آمد که بیش از سایر  گرممیلی بر میکرومولارترولوکس 62/22 ± 70/2 و

 را نشان دادند. DPPHرادیکال  سازیپاککمترین فعالیت 

+  پپسینهای آنزیم دوگانه ترکیب حضوراسپیرولینا را در  هایاز هیدرولیز پروتئین آمدهدستبه اجزاء DPPHحذف رادیکال  ظرفیت 6شکل 

 73/36 ± 97/0و  00/31 ± 02/1را به ترتیب  DPPH رادیکالمهار  تیفعال دالتون کیلو ˂3و  3-5اجزاء دهد. کیموتریپسین نمایش می

 اکسیدانی را نشان داد.کمترین فعالیت آنتی دالتون کیلو 10بیش از  جزءدر این گروه  .نشان دادندپروتئین  گرممیلی بر میکرومولارترولوکس
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پپسین های آنزیم با ترکیب دوگانهاسپیرولینا  هایاز هیدرولیز پروتئین آمدهدستبه اجزاء را توسط DPPHهای آزاد میزان مهار رادیکال ،7شکل 

که به  را نشان دادند DPPHرادیکال  سازیپاک بالایی از میزان دالتون کیلو ˂3و  3-5 اجزاءدهد. در این نمودار نیز نمایش می + تریپسین

 کیلو 5-10 و 10بیشتر از  اجزاءدر این گروه  .آمد دست به نیپروتئ گرمیلیبر م کرومولارترولوکسیم 650/48 ± 00/0و  79/35 ± 40/0 ترتیب

 .دادند نشان را DPPH رادیکال حذف ظرفیت کمترین دالتون

تریپسین +  یهامیآنز دوگانه بیبا ترکدر اثر آبکافت  تولیدشدهپپتیدی  اجزاءرا در حضور  DPPHهای آزاد رادیکالمیزان مهار  ،8شکل 

 بر ترولوکس میکرومولار 17/23 ± 29/0اسپیرولینا  شده هیدرولیز هایپروتئین DPPH رادیکال سازیپاک تیفعال .دهدمی نشانکیموتریپسین 

 گرممیلی بر میکرومولارترولوکس 55/19 ± 99/0و  23/20 ± 91/0به ترتیب  دالتون کیلو 3-5 و ˂3 اجزاء آمد. دست بهپروتئین  گرممیلی

 کیلو 5-10و  10بیش از  اجزاء .بود شتریب اجزاء رینسبت به سا شانیدانیاکسیآنت تیفعال را نشان دادند که DPPHفعالیت حذف رادیکال  پروتئین

 .ی نشان دادندکمتر DPPHمهار رادیکال  فعالیت دالتون

 

 

پیرولینا اس هایتوسط اجزاء حاصل از هیدرولیز پروتئین DPPHاکسیدانی مهار رادیکال : بررسی فعالیت آنتی5شکل 

ها بر اساس وزن حاصل از آن های گوارشی پپسین + تریپسین + کیموتریپسین و اجزاءآنزیم گانهدر حضور ترکیب سه

 .دالتون لویک 3و کمتر از  5-3، 10-5، 10از  شتریب یمولکول

 

 داراختلاف معنی دهندهنشانجام شد. حروف متفاوت سه تکرار ان صورتبه هاآزمایش .است شدهارائه میانگین ±معیار انحراف صورتبه نتایج 

(05/0P˂ ) در مهار رادیکالDPPH پیرولینا است که بر اساس وزن مولکولی جدا نشده های هیدرولیز شده اسباشد. فراکشنه نشده پروتئینمی

 است.
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سپیرولینا در توسط اجزاء حاصل از هیدرولیز پروتئین ا DPPHاکسیدانی مهار رادیکال بررسی فعالیت آنتی: 6شکل 

، 10از  شتریب یبر اساس وزن مولکول هاآنحاصل از  های پپسین + کیموتریپسین و اجزاءآنزیم دوگانه ترکیبحضور 

 .است شدهارائه میانگین ±معیار انحراف صورتبه . نتایجدالتون لویک 3و کمتر از  5-3، 10-5

های هیدرولیز شده باشد. فراکشنه نشده پروتئینمی DPPHر مهار رادیکال  (˂05/0P) داراختلاف معنی دهندهنشانام شد. حروف متفاوت سه تکرار انج صورتبه هاآزمایش
 اسپیرولینا است که بر اساس وزن مولکولی جدا نشده است.

 

 
توسط اجزاء حاصل از هیدرولیز پروتئین اسپیرولینا در  DPPHاکسیدانی مهار رادیکال : بررسی فعالیت آنتی7شکل 

، 5-10، 10از  شتریب یبر اساس وزن مولکول هاآنحاصل از  پپسین + تریپسین و اجزاء هایآنزیم دوگانه حضور ترکیب

 .است شدهارائه میانگین ±معیار انحراف صورتبه . نتایجدالتون لویک 3و کمتر از  5-3

های هیدرولیز شده باشد. فراکشنه نشده پروتئینمی DPPHدر مهار رادیکال  (˂05/0P) داراختلاف معنی دهندهنشانحروف متفاوت سه تکرار انجام شد. در  هاآزمایش
 اسپیرولینا است که بر اساس وزن مولکولی جدا نشده است.
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توسط اجزاء حاصل از هیدرولیز پروتئین اسپیرولینا در  DPPHاکسیدانی مهار رادیکال : بررسی فعالیت آنتی8شکل 

، 10از  شتریب یبر اساس وزن مولکول هاآنحاصل از  تریپسین + کیموتریپسین و اجزاء هایدوگانه آنزیم حضور ترکیب

 .است شدهارائه میانگین ±معیار انحراف صورتبه . نتایجدالتون لویک 3و کمتر از  5-3، 10-5

های هیدرولیز شده باشد. فراکشنه نشده پروتئینمی DPPHل در مهار رادیکا (˂05/0P) داراختلاف معنی دهندهنشانحروف متفاوت سه تکرار انجام شد.  هاآزمایش
 اسپیرولینا است که بر اساس وزن مولکولی جدا نشده است.

 

گرم میلی برحسب IC50 غلظت مهار میانه با 1 جدولرا  FAPGGبا استفاده از سوبسترای  1آنژیوتانسین مبدل گیری فعالیت مهار آنزیم اندازه

اصل از آبکافت با در هیدرولیزات ح داددرصد کاهش  50که شیب منحنی را شده  غلظتی از نمونه هیدرولیز IC50. دهدمینشان  لیتربر میلی

 35/0و  79/3 ± 45/0، 61/3 ± 04/0های تریپسین + کیموتریپسین، پپسین + تریپسین و پپسین + کیموتریپسین به ترتیب آنزیم گانهترکیب دو

 دست آمد. به لیترمیلیگرم بر میلی 01/4 ±

 

 شده اسپیرولینا با ترکیب دوگانههای هیدرولیز پروتئین (ACE) 1: فعالیت مهار آنزیم مبدل آنژیوتانسین 1جدول 

انحراف  صورتبه جینتا تریپسین و تریپسین + کیموتریپسین.پپسین + تریپسین، پپسین + کیمو گوارشی هایآنزیم

 .است شدهارائه لیترگرم بر میلیمیلی برحسب نیانگیم ±اریمع

 (لیترگرم بر میلیمیلیمیانگین ) ±انحراف معیار  ،50IC اسپیرولینا هایپروتئینهای... بر هیدرولیزات حاصل از اثرآنزیم

 79/3 ± 45/0 پپسین + تریپسین

 01/4 ± 35/0 پپسین + کیموتریپسین

 61/3 ± 04/0 تریپسین + کیموتریپسین

 

 گیرینتیجه وبحث 

 وهای غذا در معده هیدرولیز پروتئین کنندهشروع، نیپپس آنزیم ازمشابه با الگوی دستگاه گوارش  نایرولیاسپ یهانیپروتئهیدرولیز  منظوربه

 ها در روده باریک استفاده شد.هیدرولیز پروتئین دهندهادامه نیپسیموتریو ک نیپسیتر هایآنزیم
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 3اکسیدانی بالایی داشتند. مطابق با شکل فعالیت آنتی دالتون کیلو 5نشان داد اجزاء پپتیدی کمتر از  ABTS رادیکالیسه میزان فعالیت مهار مقا

را داشت و با دیگر  ABTS رادیکالبیشترین فعالیت مهار  های پپسین + تریپسینحاصل آبکافت آنزیم دالتون کیلو 3پپتیدی کمتر از  فراکشن

 .(˂05/0P) دار نشان دادهای گوارشی اختلاف معنیگانه و دوگانه آنزیمسه هایاجزاء پپتیدی حاصل از هیدرولیز با ترکیب

های از هیدرولیز آنزیم آمدهدستبه دالتون کیلو ˂3( و جزء 7های پپسین + تریپسین )شکل حاصل هیدرولیز با آنزیم دالتون کیلو 3جزء کمتر از 

 (.˂05/0P) دار داشتندا یکدیگر اختلاف معنیب Tukeyرا نشان دادند و طبق متد  DPPH رادیکالحذف  تیفعال نیشتریبپپسین + کیموتریپسین 

 کیلو 3-5و  3تر از اجزاء پپتیدی با وزن مولکولی کم وزن مولکولی نشان داد اساس بریدی اجزاء پپت DPPHرادیکال  سازیپاکمقایسه فعالیت 

نتایج زانگ و همکاران )که  ها مشابهبیشتری نسبت به سایر اجزاء پپتیدی با وزن مولکولی بالا داشتند. این یافته اکسیدانیآنتیفعالیت  دالتون

 Zhao, Zhao and)و همکاران  Zhao، (Zhang et al., 2018) اکسیدانی اجزاء پپتیدی هیدرولیزات سویا را بررسی کردند(فعالیت آنتی

Lu, 2020) (نمودندآریس و همکاران )که پروتئین بامبارا را مطالعه  و (Arise et al., 2016 )باشد.می 

DPPH  از بنفش به آن رنگ  رییمنجر به تغاست که با پذیرش الکترون و کاهش جذب آن،  نانومتر 517رادیکال آزاد پایدار با حداکثر جذب در

های آزاد توسط پپتیدها احتمالاً به طبیعت فیتوشیمیایی و توانایی دهندگی هیدروژن به رادیکال DPPHرادیکال  سازیپاک. فعالیت شودمیزرد 

 (.Merculieff et al., 2014) استمربوط  پایدار واکنشی غیرهای به گونه هاآنواکنشی و تبدیل 

 دالتون کیلو 5بیشتر از سایر اجزاء با وزن مولکولی بالای  دالتون کیلو 3-5 و ˂3 اجزاء در ABTSو  DPPHهای رادیکال سازیپاکمیزان 

اکسیدانی بالایی دارند. ( اثر آنتیدالتون کیلو ˂5با وزن مولکولی کمتر ) ی پپتیدیهادر سایر پژوهش شدهارائهنتایج با توجه به  که ؛مشاهده شد

های آزاد و که قادر به واکنش با رادیکال هستند تری با ویژگی دهنده هیدروژن یا الکترونلهای فعاپپتیدها با وزن مولکولی کمتر دارای گروه

 (.Zhang et al., 2011) دهندای رادیکال را خاتمه میباشند و واکنش زنجیرهضرر میبه محصولات با ضرر کمتر یا بی هاآنتبدیل 

افزایش درجه هیدرولیز (. Gonzalez-Tello et al., 1994) هیدرولیز متفاوت استبسته به درجه  وزن مولکولی پپتیدهای حاصل از هیدرولیز

اکسیدانی پپتیدهای فعالیت آنتی(. Silvestre et al., 2013) شودپروتئین سبب تولید بیشتر پپتیدهای با اندازه متوسط و اسیدهای آمینه می

 ,Tadesse and Emire) دهندا با الگوهای متفاوت پیوندهای پپتیدی را برش میهزیست فعال به نوع آنزیم هیدرولیز کننده بستگی دارد آنزیم

 باشندیم نهیآم یدهایکوتاه از اس ییهایفعال توال ستیز یدهای. پپتشودیم دیتول دهایاز پپت یاگسترده فیط ینیهضم مواد پروتئ یدر ط(. 2020

 یخبر رایز باشدیم میانتخاب نوع آنز زیدرولیه ندی. عامل مهم در فراشوندیم جادیا یمیبوده و با هضم آنز رفعالیغ هیاول نیکه در ساختار پروتئ

 دهایپپت یستیز تیاندازه و فعال ،یانهیدآمیاس بیپروتئازها بر ترک یدارند. عملکرد اختصاص یدیپپت یوندهایپ زیدرولیه یبرا یخاص یالگو هامیآنز

 (.Harnedy and FitzGerald, 2012) ثرندؤم

 (.Thaha et al., 2021) است مؤثرپپتیدها  اکسیدانیآنتیدر فعالیت پپتیدها  شکل فضاییترکیب آمینواسیدی، اندازه پپتیدها، توالی آمینواسیدها و 

اکسیدانی آنتیدالتون فعالیت  3000تا  200وزن مولکولی جزء پپتیدی است. اجزاء پپتیدی با وزن مولکولی  تأثیراکسیدانی پپتیدها تحت فعالیت آنتی

وزن مولکولی،  کنند. علاوه برشان را اعمال میکنند و اثرات بیولوژیکیای عبور میاز سد روده آسانیبهآمینواسید  2-20بالایی دارند. پپتیدهایی با 

مانند پرولین، هیستیدین، ترکیب و توالی آمینواسیدی، فاکتورهای مهمی در فعالیت پپتیدهای فعال زیستی هستند، آمینواسیدهای هیدروفوب 

آمینواسیدهای حاوی (. Yu et al., 2016) اکسیدانی پپتیدها را افزایش دهندمتیونین، سیستئین، تیروزین و تریپتوفان ممکن است فعالیت آنتی

محصولات اکسیداسیون  ،لهای فعامستعد اکسیداسیون هستند و در واکنش با گونه Sهای گوگرد مانند سیستئین و متیونین به دلیل داشتن گروه

وجود آمینواسید سیستئین در انتهای آمین و کربوکسیل پپتید باشد  علت به تواندمی DPPHمهار رادیکال  در بالافعالیت  دهند.پایدار تشکیل می

تقیم مس طوربهآلانین  فنیل وآمینواسیدهای آروماتیک تیروزین  .(Sonklin et al., 2021) شودو به گروه سولفیدریل سستئین نسبت داده می

های فنلی دهنده هیدروژن هستند. سیستئین دهنده هیدروژن گوگرد و گروه ایمیدازول هیستیدین دهنده و گروه کنندهای آزاد را حذف میرادیکال
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اثر مثبت بر  بنه هیدروفوآمینواسیدهای اسیدی مانند گلوتامیک اسید و آسپارتیک اسید و اسیدهای آمی. (Thaha et al., 2021) پروتون است

اکسیدانی بالا به مقادیر بالای هیستیدین و لوسین نسبت داده فعالیت آنتی .(Benedé and Molina, 2020) اکسیدانی دارندفعالیت آنتی

 (.El-Salam and El-Shibiny, 2013) ستا هاآنطبیعت هیدروفوبی  ACEاکسیدان و مهارکننده . ویژگی عمومی پپتیدهای آنتیشودمی

های پپسین + حاصل هیدورلیز با ترکیب دوگانه آنزیم دالتون کیلو ˂3در جزء پپتیدی  شدهمشاهدهاکسیدانی قوی در این مطالعه فعالیت آنتی

بعد از  آنزیم پپسین پیوندهای پپتیدی را کهازآنجاییتواند به علت حضور آمینواسیدهای هیدروفوب و آروماتیک در پپتیدها باشد. تریپسین می

کند. همچنین پیوندهای بین اسیدهای آمینه آروماتیک مانند تیروزین، تریپتوفان و آلانین، لوسین و متیونین هیدرولیز میآمینواسیدهای فنیل

رادیکال  زیساپاکگروه فنیل انتهایی در زنجیره پپتیدی دارای فعالیت  .(Luo et al., 2018)شکند آلانین را با سایر اسیدهای آمینه میفنیل

)از طرف  نیزیو ل نینیآرژ آمینواسیدهایبعد ازتریپسین سرین اندوپپتیدازی است که ، اینعلاوه بر  .(Mazloomi et al., 2019)آزاد است 

فعالیت آزاد و لیزین  رادیکال سازیپاکآمینواسید آرژینین فعالیت  (.Hernandez and Mejia, 2019) شکندیم را یدیپپت وندی( پلیکربوکس

 .(Xu et al., 2018) کلاته کردن فلزات را دارد

حاصل  IC50 غلظت مهار میانه نتایج .(<05/0P) اشتنددندار معنی اختلافها با یکدیگر گروههیدرولیزات  نشان داد ACEمقایسه فعالیت مهار 

های پپسین، تریپسین با آنزیم را های نانوکلروپسیس اوکولاتاپروتئین 2013در سال است که ساماراکون و همکاران  ها بیشتر از نتایجاز این آزمایش

بیش از نتایج سئونگ ، IC50 غلظت مهار میانه همچنین نتایج .(Samarakoon et al., 2013) جداگانه هیدرولیز کردند طوربهو کیموتریپسین 

های پپسین + تریپسین + کیموتریپسین ای از اسپیرولینا را با آنزیمدریایی گونه جلبک ریزهای پروتئین هاآنباشد ( می2017) و همکاران یئونگ هو

 (.Heo et al., 2017) هیدرولیز کردند

Liu  68/0 ± 03/0غلظت مهار میانه فعالیت بازدارندگی آنزیم مبدل آنژیوتانسین الیگوپپتیدهای گلوتن گندم را ( 2021)و همکاران 

لیتر به دست گرم/میلیمیلی 2/1و همکاران غلظت مهار میانه هیدرولیزات پروتئین ساردین را  Bougatef لیتر گزارش نمودند.گرم/میلیمیلی

 Liu) ندلیتر به دست آوردگرم بر میلیمیلی 17/0 – 7/501 های دریایی هیدرولیز شدهروتئینو همکاران غلظت مهار میانه را برای پ Heآوردند. 

et al., 2021 .)اند.آنزیم مبدل آنژیوتانسین کمتری داشتههای اسپیرولینا فعالیت مهار ها هیدرولیزات حاصل از پروتئیندر مقایسه با این پژوهش 

 دالتون کیلو 5کمتر از  های پپتیدیفراکشن نشان دادها مشابه با دستگاه گوارش اکسیدانی پپتیدهای حاصل از هیدرولیز با ترکیب آنزیمفعالیت آنتی

ها نگرانی کهایناکسیدانی بیشتری نشان دادند. به دلیل پپسین و تریپسین فعالیت آنتیهای های اسپیرولینا با آنزیماز هیدرولیز پروتئین آمدهدستبه

تواند منبع طبیعی و ایمن برای اسپیرولینا میهای های حاصل از هیدرولیزات پروتئینفراکشنوجود دارد  اکسیداندر مورد ایمن بودن ترکیبات آنتی

پپتیدی با وزن مولکولی کمتر، مشتق از  اجزاء شدهمشاهدهاکسیدانی با توجه به اثر آنتی بنابراین ؛باشد اکسیدانآنتی تولید پپتیدهای زیست فعال

شناسایی توالی  جهتدر ضمن تحقیقات بیشتری فاده کرد. های فراسودمند یا مکمل غذایی استنیدافزو عنوانبهتوان پروتئین اسپیرولینا را می

 ضروری مختلف یهاسلولپپتیدها بر  یرتأثو  عملکرد -ارتباط ساختار یینهدرزمبیشتر  مطالعه منظوربهاکسیدانی ص آنتیآمینواسیدی پپتیدها با خوا

 رسد.نظر میبه 

 

 سپاسگزاری

برای در اختیار گذاشتن آقای دکتر حجازی همچنین از کرده قدردانی تشکر و  نژاد شیخیها عمیدی و جعفری و آقای های خانمنویسندگان از کمک

 .کنیماسپیرولینا قدردانی می جلبک ریز
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