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 1397اسفند تاریخ پذیرش:                                                     1397دي تاریخ دریافت: 

 چکیده
 هیدرولیز شده پوست ماهی قزل آلای رنگین کمان یناکسیدانی پروتئآنتیضدباکتریایی و  مطالعه حاضر به بررسی خواص

(Oncorhynchus mykiss) باکتریایی پروتئین هیدرولیز  پردازد. فعالیت ضدهای آلکالاز و فلاورزایم میتولید شده با آنزیم
هیدرولیز شده فعالیت آنتی اکسیدانی پروتئین انجام شد. چاهك و رقیق سازی  دیسك، انتشار انتشار به روش های (FPH) شده

 ppm 800و 500 ،200 غلظت سهکنندگی آهن در ءو قدرت احیا DPPH آزاد کالیقدرت مهار رادبا استفاده از آزمون های 
 بازدارندگی غلظت حداقل) قادر به مهار رشدتوسط آلکالاز و فلاورزایم  شده زیدرولیه نیپروتئشد. نتایج نشان داد که بررسی 
(MIC هایباکتری Pseudomonas aeruginosa  وStaphylococcus aureus ولی دارای  ،استاندارد( نبودند )سویه های

بالاتری به آنزیم آلکالاز قادر به تولید پودر پروتئینی با درجه هیدرولیز  آنزیم فلاورزایم نسبته و فعالیت آنتی اکسیدانی بود
داری بیشتر از پروتئین  معنی ده با آلکالاز به طورپروتئین هیدرولیز ش DPPHرادیکال  مهار قدرت بود. (75/1±83/43)

هیدرولیز شده  پروتئین و بود نتیجه این آهن عکس کنندگیءاحیا قدرت مورد در (. اما>05/0pهیدرولیز شده با فلاورزایم بود )
یش غلظت خاصیت آنتی با افزا (.>05/0pآلکالاز داشت ) از هیدرولیز حاصل به نسبت بالاتری کنندگیاحیاء با فلاورزایم قدرت

رادیکال  مهار قدرت BHTو  BHAهای سنتزی آنتی اکسیدان . در صورتیکه پروتئین هیدرولیز شده افرایش یافتاکسیدانی 
DPPH داد نتایج نشان های هیدرولیز شده آلکالاز و فلاورزایم داشتند.نسبت به پروتئین آهن بالاتری احیاءکنندگی و قدرت 

ها قادر به مهار رشد باکتری کمان رنگین آلای قزل ماهی پوست کیلودالتون 3شده کمتر از  زیولدریه یهانیپروتئکه 
 د.نشو پیشنهاد یغذاها و محصولات بهداشت هیدهنده در ته لیمواد تشک طبیعی اکسیدانآنتی عنوان به دنتوان اما می باشند، نمی

 

  آنتی اکسیدانی، خواص  ییباکتریاضدن، پروتئین هیدرولیز شده، خواص هیدرولیز آنزیمی، ماهی قزل آلای رنگین کما کلیدی: لغات

 
 نویسنده مسئول*
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 مقدمه

ماهیان شامل سر، امعا و  ضایعاتسالانه حجم عظیمی از 
هاي فرآوري آبزیان  اسکلت در کارخانه احشا، پوست، باله و

  استحصال
 شود شامل میدرصد از کل وزن صید را  75شوند که تا می

(Rustad et al., 2011) .ضایعات شیلاتی به  تبدیل
ترکیباتی با ارزش افزوده، راه حلی مناسب جهت کاهش 
آلودگی زیست محیطی و استفاده بهینه از ضایعات آبزیان 

ضد  يدهایپپت  .(Guerard et al., 2002)باشد می 
آنها ، هستند یذات یمنیا ستمیاز س یجزء مهم یکروبیم

 يتوانند پاسخ هایو م دارند منابع مختلفی وجوددر 
(. Devin & Hancock, 2002کنند ) لیرا تعد یالتهاب

 که باشندمی یکروبیضد م يدهایانواع پپتداراي  ماهیان
ضد  ،یضد قارچ ،يضد باکتر ياروهاتوانند به عنوان د یم
 & Rajanbabu) استفاده شوند ضد تومور و یروسیو

Chen, 2011)هايدیپپت یماهز شده هیدرولی نی. از پروتئ 
ی کروبیضد م فعالیت. کردندجدا  ی مختلفیکروبیضد م

Epinephelus fario پوست هموژن شده ماهی
 (Zhang 

et al., 2004)، ماهی تونپوست  نیژلات (Thunnus 

tonggol)  اسکوئیدو (Dosidicus gigas) (Gómez-

Guillén et al., 2011)، زیدرولیه یبرف مهین ينچوآ فیله 
شده ماهیچه  زیدرولیه نیپروتئ و (4) نیپپسبا آنزیم ه شد

 يهاباکتري بر ضد( Sila et al., 2014) ماهی باربل
 مختلف انسان اثبات شده است.بیماریزاي 

 نهیآم دیاس 50کمتر از  معمولاً یکروبیضد م يدهایپپت
 عتیطب ی درکروبیضد م يدهایاز پپت یمین بایو تقر دارند

 Shahidi & Zhong, 2008; Najafianهستند ) آبگریز

& Babji, 2012از حد  شیاستفاده باخیر، ر چند دهه (. د
به  یو دامپزشک یانسان يها در داروها کیوتیب یاز آنت

مقاوم  يها يباکترمنظور کاهش پاتوژن ها منجر به بروز 
 یک(. یTohidpour et al., 2010) استشده  به چند دارو

ضد  يدهایاستفاده از پپت هاي حل این مشکلروشاز 
 (. Najafian & Babji, 2012) باشد می یکروبیم

سرطان  عروقی،-قلبی هاي بیماري با لیپیدها اکسیداسیون
 است مرتبط پیري فرآیند همچنین و عصبی اختلالات و

(Ovissipour et al., 2013از .) هاياکسیدانآنتی 

و  BHT (Butylated hydroxyl ltoluene)مانندسنتزي 
BHA ( Butylated hydroxy anisole) جلوگیري براي 

  شودمی استفاده در غذا لیپیدها پراکسیداسیون از

(Gómez-Ruiz et al., 2008).  امروزه توجه زیادي به
هاي طبیعی در گیاهان و آبزیان شده است. آنتی اکسیدان

نشان داد که  (1395زاده و همکاران ) خفاییهاي  بررسی
داراي  (Brachionus plicatilisروتیفرها )اي هیدرولیزه

و امکان استفاده  استفعالیت آنتی اکسیدانی چشمگیري 
از آن به عنوان مکمل در مواد غذایی قابل بررسی می 

( گزارش کردندکه خیار 1395) . دیبا و همکارانباشد
داراي فعالیت آنتی اکسیدانی   Holothuria arva دریایی

با  BHTو  BHA سنتزيهاي دانآنتی اکسی بوده است.
 DPPHرادیکال  مهار قدرتداراي  ppm 200غظت

احیاءکنندگی آهن   قدرتو   38/87 و 39/92بترتیب 
 et al., Elavarasan) داشتندرا  089/0 و 093/0بترتیب 

 نازیآندوپروتئ کیمختلف مانند آلکالاز ) يهامیآنز(. 2014
 میورزلافعال است(، ف ییایقل طیتحت شراکه  نیسر

 دیتول ي(، برايدازیپپتی اندو و اکسداراي فعالیت )
و  یدانیاکسیبا خواص آنت پروتئین هیدرولیز شده

 Elavarasan et) مورد استفاده قرار گرفته است يعملکرد

al., 2014.)  يهادانیاکس یآنت عوارض جانبیبا توجه به 
 ضروري یعیطب يهادانیاکس یآنتتحقیق بر  ،سنتزي

 زیدرولیه نیپروتئ. (Chalamaiah et al., 2012) است
به عنوان که  هستند یفعال ستیز باتیترک، یشده ماه

 يهاتیفعال يو برا شده جذبی براحت ییغذا مکمل
 Chalamaiah et) شوند میاستفاده  کیمختلف متابول

al., 2012) .طی آبزیان از فعال زیست پپتیدهاي دتولی 

 است گرفته ارقر توجه مورد بسیار دهه گذشته

(Raghavan & Kristinsson, 2008, 2009.)  در حال
آلاي درصد از تولید تجاري آزاد ماهیان را قزل 26 ،حاضر

بخود اختصاص  (Oncorhynchus mykiss)رنگین کمان 
 هايگونه از یکی کمان رنگین آلايقزل ماهیداده است. 

 نآ فرآوري باشدکه می ایران در شیرین آب پرورشی مهم
 گذاردبر جاي می خام پوست فراوانی مقادیر

(Tabarestani et al., 2010).   
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 از برخی فیله توسط صورت به ماهی عرضه دلیل به

 از یکی به ماهی پوست امروزه شیلاتی، هايکارخانه

 شده تبدیل شیلاتی محصولات فرآوري مشکلات صنعت

 از توان میجهت کاهش آلودگی زیست محیطی  .است

 زیست ترکیبات استخراج و تبدیلی صنایع در اهیپوست م

 هیدرولیز حاضر تحقیق در ،بنابراین .کرد استفاده فعال

پوست ماهی  از فعال زیست ترکیبات تولید براي آنزیمی
 فعالیت ،لذا .است شده گرفته بکار کمانقزل آلاي رنگین

 چاهک و  دیسک، انتشار هاي انتشاربا روش ییباکتریاضد
 هیدرولیز پروتئین اکسیدانیآنتی فعالیتو  سازيرقیق

 قدرت آزمون و DPPH هايآزمون از استفاده با ،شده

  .شد بررسی کنندگی یون آهنءاحیا
 

 ها روش و مواد

 800 -1000با وزن متوسط کمان آلاي رنگینماهی قزل
در و  آلا در ساري تهیهاز استخر پرورش ماهی قزلگرم 
 وهشکده اکولوژي دریاي خزرپژ آزمایشگاهیخ به  کنار

قطعات به  . سپس پوست ماهی جدا گردیدهمنتقل شد
 کوچک برش داده شد و

 -20دماي در زمان مصرف تا اولیه به عنوان ماده خام 
 استخراج) آنزیم آلکالاز .گردید نگهداري گراد سانتی درجه
 استخراج) و فلاورزایم (Bacillus licheniformis از شده

 شرکت نمایندگی ( ازAspergillus oryzae شده از

 در آزمایش زمان تا و تهیه ایران در نووزایم )دانمارك(

 هاىباکترى شدند. نگهداري گراد درجه سانتی 4 دماي

با شماره  Pseudomonas aeruginosa  مطالعه مورد
ATCC 27853 و Staphylococcus aureus شماره با  
ATCC25923 سازمان از لیوفیلیزه صورت به که بود 

 .گردید تهیه ایران صنعتى علمى هاىپژوهش
 مرك از شرکت BHTو  BHA سنتزي هاياکسیدان آنتی

  .نداستفاده شد تهیه و
 

 ترکیبات پوست ماهی سنجش
 AOACروش  از ها نمونه تقریبی ترکیب سنجش براي

 درجه 105 آون از رطوبت گیري اندازه براي .شد استفاده

 براي .شد استفاده نمونه وزن شدن تثاب گراد، جهت سانتی

 و شده ریخته بوته چینی در نمونه خشک خاکستر، تعیین
ساعت  5 مدت به گراد سانتی درجه 550 دماي کوره با در

 .آمد کجلدال بدست روش با پروتئین میزان .شد سوزانده
 .(AOAC, 2000شد ) سوکسله استخراج با نیز کل چربی

 
پوست ماهی قزل  از شده هیدرولیز پروتئین تهیه

  آلای رنگین کمان
شده،  منجمدپوست براي انجام عملیات هیدرولیز، ابتدا 

گرم  100سپس  جهت یخ زدایی در دماي اتاق قرار گرفت
)هر کدام  میلی لیتري 250 ارلن مایر به دواز آن توزین و 

میلی لیتر آب  100شد. سپس میزان  انتقال داده گرم( 50
( به هر ارلن مایر 2به  1جمی ح -)نسبت وزنی مقطر

دقیقه  20 به مدت سپس ارلن ها حاوي نمونه اضافه شد.
داده  قرار گراد سانتی درجه 85درون حمام آبی با دماي 

 غیرفعال شوندهاي داخلی پوست  آنزیم شدند تا

(Guerard et al., 2012). ها، بعد از خنک شدن ارلن
ارلن  هروتئین( ب)محتوي پدرصد  1به میزان  آنزیم آلکالاز

 pH 5/8دقیقه در  90هیدرولیز به مدت  و شداضافه  اول
آنزیم فلورزایم به پس از آن  شد. درجه انجام 58و دماي 

 و اضافه شدارلن دوم  ه)محتوي پروتئین( بدرصد  1مقدار
درجه  50و دماي pH 7دقیقه در  90به مدت  هیدرولیز

درجه  90ي از فرآیند حرارتی در دما انجام گردید. سپس
-استفاده  هادقیقه جهت غیرفعال کردن آنزیم 10به مدت 

، ارلن ها در دماي محیط خنک و این زمانبعد از  د.یگرد
در دماي  g× 10000 با دور دقیقه 10سپس محتویات آنها،

ها درجه سانتی گراد، سانتریفیوژ شدند. سوپرناتانت 4
خشک کن انجمادي، با استفاده از خشک )مایعات رویی(

در  يپودرهاي تولید .(Ojagh et al., 2012)گردیدند 
درجه سانتی  -18هاي زیپ دار در فریزر در دماي  کیسه

شده در سه  تولید پروتئین هیدرولیز گراد نگهداري شدند.
 تکرارانجام گردید.

 
 اندازه گیری درجه هیدرولیز

( به کمک تري کلرواستیک اسید DHمیزان هیدرولیز )
(TCA)20 حجمی/ حجمی( اندازه گیري شد.  درصد(

هاي  گیري، درصد نسبت پروتئین مبناي این روش اندازه
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محلول در تري کلرو استیک اسید به کل پروتئین هاي 
موجود در نمونه حاصل از سانتریفیوژ پس از هیدرولیز 
است. بدین منظور حجم مساوي از محلول پروتئینی جدا 

ز هم زدن در مخلوط شده و پس ا TCAشده با محلول 
( g×6700دقیقه ) 5گراد به مدت  درجه سانتی 20دماي 

سانتریفیوژ شدند. سپس مقدار پروتئین در فاز محلول با 
در این روش ایجاد  .گیري گردیداندازه  Lowryروش 

کمپلکس رنگی و شدت رنگ ایجاد شده بستگی به غلظت 
 .(Lowry et al., 1951) داردپروتئینی موجود در نمونه 

 محاسبه شد ذیلیدرولیز از طریق معادله زان درجه همی

(Raghavan and Kristinsson, 2008). 

 
 

 جداسازی پپتیدها

جداسازي پپتیدها توسط اولترا فیلتراسیون با دو فیلتر 
 30و 3(، MWCO) آمیکون با وزن مولکولی مختلف

 (،MW<3kDaفرکشن ) سه کیلودالتون انجام شد.
(3kDa<MW<30kDa،) (MW>30kDa.جدا گردید ) 

ابتدا پروتئین هیدرولیز شده خام با استفاده از فیلتر 
درجه سانتیگراد،  25در دماي  ،کیلودالتون 30آمیکون 

سانتریفیوژ  g×7500دقیقه و با سرعت  10مدت زمان 
(Sigma 2-16kl،  شد. سپس پروتئین هیدرولیز )اسپانیا

ز فیلتر مجددا با استفاده اکیلودالتون  30شده کمتر از 
درجه سانتیگراد،  25، در دماي کیلودالتون  3آمیکون 

. سانتریفیوژ شد g×7500دقیقه و با سرعت  20مدت زمان 
و  3، بین کیلودالتون  3پپتیدهاي کمتر از  بدین ترتیب،

 .جدا شدندکیلودالتون  30و بیشتر از  کیلودالتون  30
 

 میكروبی ضد اثرات بررسی

تفاده از غلظت هاي متفاوت در فعالیت ضد میکروبی با اس
و  Pseudomonas aeruginosa باکتريبرابر دو نوع 

Staphylococcus aureus مورد بررسی قرار گرفتند. 
 22/0 سر سرنگی فیلترمحلول پروتئین هیدرولیز شده از 

استریل باکتریایی عبور داده شد تا از نظر آلودگی  میکرون
 گردد.

 پتیدهاارزیایی خاصیت ضدباکتریایی پ
 (Disk Diffusion) دیسك انتشار روش

دقیقه  5به مدت  ،در این روش دیسک هاي بلانک استریل
قرار کیلودالتون  3زیر  زیست فعال يپپتیدهامحلول در 

داده شدند تا پروتئین ها کاملا جذب دیسک ها شدند. 
گراد قرار  درجه سانتی 35سپس این دیسک ها در دماي 

ساعته باکتري  24از کشت  داده شده تا خشک شوند.
 استافیلوکوکوس اورئوسو  سودوموناس آئروجینوزا

به  فارلند تهیه ومکمعادل نیم باکتریایی سوسپانسیون 
یکنواخت کشت  TSAبر سطح محیط کشت سوآپ وسیله 

داده شد. دیسک هاي حاوي پروتئین هیدرولیز شده بر 
ر ساعت د 24مدت ه ها ب و پلیتگرفتند سطح آگار قرار 

گیري  با اندازه .گذاري شدندگرمخانهگراد  سانتیدرجه  35
ها، حساسیت یا  قطر هاله عدم رشد در اطراف دیسک

 مشخص شد زیست فعال يپپتیدها ها به مقاومت باکتري
(Ojagh et al., 2012). 

 
 (Well Diffusion) چاهك انتشار روش

دیسک سوسپانسیون  روش انتشار همانند روش دراین
سودوموناس آئروجینوزا و استافیلوکوکوس  یباکتریای

 ،گردید پخش طوري آگار پلیت سطح در اورئوس را
را بپوشاند.  پلیت سطح تمام طوریکنواخت طوریکه بهب

 شرایط در متر میلی 6-8 به قطر چاهک سپس، یک

آگارتعبیه شده و حجم مشخص  پانچ استریل از با استریل
 3زیر  فعال تزیس پپتیدهاي میلی لیتر( از 100-20)

به چاهک اضافه  شده با غلظت معین تهیه کیلودالتون
شدند  ينگهدار گراد یدرجه سانت 4 ها ابتدا در شدند. پلیت

درجه سانتیگراد انکوبه  37ساعت در  24و سپس به مدت 
هاله عدم قطر  يریبا اندازه گ یکروبیضد م تیشدند. فعال

 Jemil) قرار گرفت یمورد بررس متر یلیمرشد بر حسب 

et al., 2014.)  

 
 (Micro dilution) رقیق سازی روش

تایی رقت پروتئین هیدرولیز  10هاي  در این روش سري
لوله  10در میلی لیتر  5/0به مقدار کیلودالتون  3شده زیر 

میلی لیتر محیط  2ها  به تمام لولهآزمایش ریخته شد. 
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 سوسپانسیون باکتري اضافه شد lµ 100و  TSBکشت 
ت نهایی باکتري در هر لوله در حد نیم مک فارلند )غلظ

تنظیم شد(. یک لوله حاوي محیط کشت و باکتري براي 
شاهد مثبت و یک لوله حاوي محیط کشت براي شاهد 

ساعت  24ها به مدت  منفی تهیه شد . تمامی لوله
کمترین غلظت از پروتئین  سپسگذاري شدند.  گرمخانه

ه کدورت ناشی از رشد هیدرولیز شده که در آن هیچگون
عنوان حداقل غلظت ممانعت کنندگی در ه ب، مشاهده نشد

 .(Ojagh et al., 2012) نظر گرفته شد

 
پروتئین هیدرولیز  اکسیدانی آنتیبررسی خواص 

 شده ماهی
شاخص ضد اکسیدانی مهم یعنی قدرت مهار رادیکال  2 

 و (DPPH) پیکریل هیدرازیل -1دي فنیل  2و2آزاد 
  و 500، 200در سه غلظت  ن آهن سه ظرفیتییو ءاحیا

ppm 800  شد.محاسبه  
 

 لیكریپ -1 لیفن ید 2و2آزاد  كالیقدرت مهار راد
  DPPH لیدرازیه

میلی گرم در  2ابتدا پروتئین هیدرولیز شده تا غلظت 
میلی لیتر محلول  5/1. سپس شددر آب حل میلی لیتر 

درصد  5/99در اتانول  DPPHمیلی مولار رادیکال  1/0
د. محلول حاصل با سرعت بالا هموژن و به یاضافه گرد

و متعاقب  شددقیقه در مکان تاریک قرار داده  30مدت 
استفاده از دستگاه با نانومتر  517جذب آن در طول موج 
نمونه شاهد نیز به همین  .گردیداسپکتروفوتومتر قرائت 

ب با این تفاوت که به جاي نمونه از آ گردیدطریق تهیه 
به منظور مقایسه قدرت آنتی اکسیدانی مقطر استفاده شد. 

  سنتزي هايهاي هیدرولیز شده  از آنتی اکسیدانپروتئین
BHA  وBHT  در غلظتppm 200  .استفاده گردید

قدرت پروتئین هاي هیدرولیز شده براي مهار رادیکال 
DPPH  گردیدمحاسبه  ذیلبا استفاده از فرمول (Yen 

and Wu,1999).  

 DPPHآزاد  کالیقدرت مهار راد           

 

 (III)آهن  یوناحیاءکنندگی قدرت 
میلی لیتر پروتئین هیدرولیز شده با  1، ابتدا در این روش

میلی لیتر بافر  5/2میلی گرم بر میلی لیتر با  40غلظت 
% 1میلی لیتر محلول  5/2و  pH 6/6مولار با  2/0فسفات 

. این محلول شدسیانید مخلوط  سیم فريوزنی حجمی پتا
درجه سانتی گراد انکوبه  50دقیقه در دماي  30به مدت 

میلی لیتر آب  5/2و بعد از این مدت با اضافه کردن گردید 
درصد ترکیب  1/0 (IIIکلرید آهن )میلی لیتر  5/0مقطر و 

دقیقه در دماي محیط انکوبه و سپس جذب آن با  10و 
نانومتر قرائت  700تر در طول موج دستگاه اسپکتروفتوم

قدرت احیاءکنندگی پروتئین هیدرولیز مقایسه  جهت شد.
در  BHAو  BHT زيسنت از آنتی اکسیدان هايشده، 

به عنوان یک عامل احیاءکننده استفاده  ppm200غلظت 
 .شد

 
 آماری تحلیل و تجزیه

ها در سه تکرار انجام و نتایج ثبت گردید. تمام آزمایش
 یک واریانس آنالیز روش از ها داده تحلیل و جزیهتبراي 

 آزمونها از  میانگین مقایسه براي ( وANOVA) طرفه
میانگین .  شد استفاده درصد 5 سطح در دانکن آماري

 ازمحاسبه شد.   Excelمقادیر و انحراف معیار در نرم افزار

 از وها  داده آنالیز براي 18 نسخه SPSSآماري  افزار نرم

  . گردید استفاده نمودارها رسم براي Excel ارافز نرم
 

 نتایج
 تقریبی ترکیبات تعیین

خشک شده  پوست تقریبی ترکیبات تعیین به مربوط نتایج
و پروتئین هیدرولیز شده آن  کمان رنگین قزل آلاي ماهی

 شده  ارائه 1 جدول درفلاورزایم توسط دو آنزیم الکالاز و 

 در پروتئین، میزان ،شود مشاهده میکه ی. همانطوراست

 قابل میزان به قزل آلا ماهیپوست  شده هیدرولیز پروتئین

 ترکیبات سایر و پوست اولیه ماده به نسبت توجهی

 پروتئین. میزان رطوبت در بود بالاتر شیمیایی

اما  .داشت پوست افزایش خام ماده به نسبت هیدرولیزشده
 مادهی به نسبت هیدرولیزشده پروتئین در چربی میزان

 پروتئینخاکستر  حالیکهدر  .داشت کاهشپوست  خام
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پوست  خام ماده به نسبتبا فلاورزایم  هیدرولیزشده
 نسبتبا آلکالاز  شده هیدرولیز پروتئینافزایش و خاکستر 

هیدرولیز،  درجه پوست کاهش داشته است. خام ماده به
پروتئین  از فلاورزایم بیشتر با هیدرولیز شده پروتئین

  (.2( )جدول>05/0pآلکالاز بود ) رولیز شده باهید
 

 ضدباکتریایی فعالیت
توسط دو آنزیم آلکالاز وباکتریایی فعالیت ضد  بررسیدر

و  انتشار چاهک ،دیسک هاي انتشار ورزایم به روشفلا 
کیلودالتون  3کمتر از  پروتئین هیدرولیز شده رقیق سازي

 Pseudomonas هاي قادر به مهار رشد باکتري

aeruginosa   وStaphylococcus aureus نبود 
ها مشاهده نشد و در سطح پلیت مهاري هاله (.3 )جدول

 .بودندکدورت داراي تمامی لوله ها  رقیق سازيدر روش 
 

 
 آن از حاصل هیدرولیز شده پروتئینهای و )وزن خشك اساس بر(ماده خام  شیمیایی آنالیز :1 جدول

Table 1: Chemical analysis of raw material (based on dry weight) and its hydrolyzed proteins. 
 (%) نیپروتئ (%) خاکستر (%) چربی (%) رطوبت ماده

 a33/0±37/5 a36/0±37/47 a39/0±35/6 a41/0± 56/41 پوست قزل آلا 

 b49/0± 52/8 b65/1± 60/20 b53/0± 44/5 b65/0± 45/73 پروتئین هیدرولیز شده با آلکالاز

 c46/0± 53/7 c65/0± 35/24 a28/0± 85/6 c76/0± 45/69 پروتئین هیدرولیز شده با فلاورزایم

 معیار است. انحراف ± صورت میانگینه حروف متفاوت اختلاف معنی دار را نشان می دهد. داده ها ب            

 

 : درجه هیدرولیز، پروتئین هیدرولیز شده پوست ماهی قزل آلا2جدول 

Table 2: Hydrolytic degree, Hydrolyzed protein of salmon skin. 
 درجه هیدرولیز % زمان)دقیقه( دما )درجه سانتیگراد( pH آنزیم

 a 64/1±38/28  90 58 5/8 آلکالاز

 b 75/1±83/43  90 50 7 فلاورزایم

 معیار است. حرافان ± حروف متفاوت اختلاف معنی دار را نشان می دهد. داده ها بصورت میانگین

 

 سكیبا روش انتشار د باکتریاییضد  تیفعال یبررس:  3جدول 
Table 3: Antibacterial activity with disk diffusion method. 

 Pseudomonas نمونه

aeruginosa 
Staphylococcus 

aureus 
 R R پروتئین خام محلول 

 R R پروتئین هیدرولیز شده با آلکالاز

 R R ولیز شده با فلورزایمپروتئین هیدر

R =(ي وجود نداشتمنطقه مهار چیمشاهده شد )ه یکروبیم يرشد سلول ها ،S  =منطقه مهار مشاهده شد. 

 
 هایپروتئینDPPH آزاد رادیكال مهار قدرت

   هیدرولیز شده
 غلظتسه  در پروتئین هیدرولیز شده با آلکالاز 1شکل در 

 DPPH یکالراد مهار قدرت ppm 800و  500، 200
 بیشتري( 25/0±38/56، 29/0±4/39، 13/0±1/28)

، 26/25±15/0نسبت پروتئین هیدرولیز شده با فلاورزایم )
آنتی  (.>05/0p) ( داشت05/0±24/48، 06/0±22/34

 ppm 200با غظت BHTو  BHA سنتزيهاي اکسیدان

 44/89±71/0بترتیب  DPPHرادیکال  مهار قدرتداراي 

 (.<05/0p) بودند  07/86±06/0 و

 
 هایپروتئین هن توسطآیون احیاءکنندگی قدرت 

 هیدرولیز شده
در سه پروتئین هیدرولیز شده با فلاورزایم  2شکل  مطابق

احیاءکنندگی  قدرت ppm800 و 500، 200غلظت 
از  (65/0±02/0، 44/0±01/0، 34/0±01/0) بیشتري
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، 32/0±01/0)پروتئین هیدرولیز شده با آلکالاز 
داشت و از نظر آماري اختلاف  (04/0±57/0، 01/0±43/0

 2 شکل در کهیهمانطور  (.<05/0p)داري نشان نداد  معنی
پروتئین هیدرولیز کنندگیاحیاءقدرت  شود، می مشاهده

 گردیدبیشتر غلظت  با افزایششده با آنزیم فلاورزایم 
(05/0<p)  .BHA  وBHT با غظتppm 200  داراي

 و 84/0±02/0تی بترتیب ظرفی کاهندگی آهن سه قدرت
 (.<05/0p)بودند  03/0±8/0
 

 
 ± پوست هیدرولیز شده ماهی قزل آلای رنگین کمان. داده ها بصورت میانگین DPPH آزاد رادیكال کنندگی مهار فعالیت :1شكل 

:  FHرولیز شده آلكالاز : پروتئین هید  05/0p<( .)AHمعیار و حروف مختلف نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار می باشد) انحراف

 پروتین هیدرولیز شده فلاورزایم(

Figure 1: Free radical inhibitory DPPH activity of rainbow trout, hydrolyzed. Data showed a significant difference 

between mean ± standard deviation and different letters (p <0.05). (AH: Hydrolyzed Protein of Alkaline FH: 

Hydrolyzed Protein of Fluoramide  (  

 
 انحراف ± پوست هیدرولیز شده ماهی قزل آلای رنگین کمان.  داده ها بصورت میانگین FRAPآزاد رادیكال کنندگی مهار : درصد2شكل 

: پروتین  FHهیدرولیز شده آلكالاز  : پروتئین  05/0p<( .)AHمعیار و حروف مختلف نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار می باشد)

 هیدرولیز شده فلاورزایم(
Figure 2: Free radical inhibitory FRAP concentration of rainbow trout hydrolized. Data showed a significant 
difference between mean ± standard deviation and different letters (p <0.05). (AH: Hydrolyzed Protein of Alkaline 

FH: Hydrolyzed Protein of Fluoramide). 
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 بحث

 ستیز يها دیاز پپت یمنابع غن ،یماه محلول يها نیپروتئ
 ییو دارو ییارزشمند مواد غذا يها لیبا پتانس فعال
صورت غیرفعال در ه بکه زیست فعال  يدهایپپت باشند. می

 یمیآنز زیدرولیه تحت تاثیر ،دارند دپروتئین اولیه وجو
مطالعات (. Elavarasan et al., 2014)شوند  می فعال

خصوص خواص عملکردي پروتئین هیدرولیز  مختلفی در
هاي مختلف انجام گرفته است. در  شده آبزیان توسط آنزیم

 Pseudomonas  این تحقیق مهار رشد باکتري هاي

aeruginosa  وStaphylococcus aureus  توسط
پوست کیلودالتون،  3شده کمتر از  زیدرولیه يها نیپروتئ
به  نشدکه احتمالاً مشاهده قزل آلاي رنگین کمان ماهی

 دارا بودنو  دلیل مقاوم بودن در شرایط سخت محیطی
ها باشد.  برابر آنتی بیوتیکهاي قوي و مقاومت در  ژن

بواسطه ها این پروتئینعمل  وهیاست که ش نیاعتقاد بر ا
است که  ءدر غشا و به دنبال آن نفوذ یئغشا منافذ لیتشک

در (. Amissah, 2012)شود  یسلول م بیمنجر به تخر
 Rajendran (2012)باکتریایی ضد  تیمطالعه فعال

با آنزیم کموتریپسین، شده  زیدرولیه هاينیپروتئ
قادر به از پوست سگ ماهی دریایی و پپسین تریپسین 

، DH5αي اشرشیاکلی سویه ها باکتريمهار رشد 
Lactococcus lactis

Bacillus subtilis و  
 نیبودند. ان 

به علت عدم  تواندمی آنتی باکتریایی تیعدم فعال
 فقدان ،هیدرولیز شده نیپروتئها به  باکتري تیحساس

ممکن است به  نیز و یکروبیضد م تیبا فعال ییدهایپپت
 هاباکتريبا  واکنش يبرا زاتیدرولینامناسب ه ارائهعلت 
و همکاران  Sila ولی  .(Rajendran, 2012) باشد

 شده از زیدرولیه يدهای( گزارش داد که پپت2014)
ضد  تیفعال داراي Barbus callensis عضله نیپروتئ

 Staphylococcus) هاي گرم مثبتباکتري هیعل یکروبیم

aureus ،listeria monocytogenes،  Micrococcus 

luteus, Enterococcus faecali وBacillus subtilis )
 ،Pseudomonas aeruginosa) یو گرم منف

Escherichia coli  ،Klebsiella pneumoniae  ،
Salmonella enterica

 ( بودند.Enterobacter spو   
درجه حرارت،  ،یونی، قدرت pH ،آبگریزيمانند  یعوامل

بار  نه،یآم دیاس باتیترک د،یمنشاء پپت ،ها نتسورفکتا
ضد  تید فعالننتوایم دیپپت هیو ساختار ثانو هانداز د،یپپت

 ,Ramos-Villarroelدهند )قرار  ریرا تحت تاث یکروبیم

2010; Shahidi & Zhong, 2008.)  
 پپتدي پیوندهاي از درصدي معناي به هیدرولیز درجه 

 شکسته هیدرولیز فرایند تجاري طی آنزیم توسط که است

 رولیز، پروتئینهید درجه حاضر تحقیق در  .می شوند

پروتئین هیدرولیز شده  از بیشتر فلاورزایم با هیدرولیز شده
 قدرت به توجه با توان می را امر این .آلکالاز می باشد با

 بدین .کرد توجیه آزمایش این تحت شرایط يها آنزیم

 از قویتر آزمایش این تحت شرایط فلاورزایم آنزیم که معنی

 درصد دقیقه، 90 طی تتوانس و کرد عمل آلکالاز آنزیم

تجزیه  را پروتئین مولکول پپتیدي پیوندهاي از بیشتري
 دازیپپتگزو اندو و افلاورزایم یک آنزیم  ،علاوه بر این .کند

 است. 
 آنتی فعالیت سنجش جهت مهم هاي شاخص از یکی

است.  DPPH مهار براي آنها قدرت ها،اکسیدانی پروتئین
DPPH است اتانول در محلول و پایدار آزاد یک رادیکال 

 این .دارد نانومتر 517 موج را در طول جذب بیشترینکه 

 مهار هااکسیدان آنتی دهنده مانند الکترون مواد با لرادیکا

ریحانی پول و جعفرپور، )یابد می کاهش جذبش و شود می
 BHA براي DPPHهاي آزاد درصد مهار رادیکال(. 1396

حاسبه گردید که در م 70/86 و 44/89بترتیب  BHTو 
ایسه با بالاترین فعالیت آنتی اکسیدانی پروتئین قم

اختلاف  ،درصد بود 38/56هیدرولیز شده با آلکالاز که 
( و فعالیت مهار رادیکال >05/0p) داري نشان داد معنی

 يها نیپروتئ ،بنابراین آزاد با افزایش غلظت، افزایش یافت.
 خنثی سازي تیقابل يدارا قزل آلا یمحلول پوست ماه

کاهش  يبرا یعموم لیپتانس نیآزاد و همچن کالیراد
 نتایجالکترون هستند.  يکننده با اهدا دیعوامل اکس

 محققان سایر توسط گرفته انجام مطالعات در مشابهی

در مطالعات  (2008) همکاران و Dong گزارش شد.
 دربا آلکالاز  يا کپور نقره یشده ماه زیدرولیه پروتئین
( نشان داد که زیدرولیساعت )زمان ه 5/1مدت 
درصد  60از  شیدالتون ب 1000کمتر از  يها فرکشن

 یدانیاکس یآنت تیفعالطبق این بررسی،  نیهمچن .است
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، زیدرولیدرجه ه اب اي کپور نقره شده زیدرولیه نیپروتئ
 Dong et)ارتباط دارد  یو وزن مولکول زیدرولیزمان ه

al., 2008). بیان کردند  (1395)مکاران رمضان زاده و ه
 و ارزیابی DPPH آزاد هاي رادیکال مهار میزان بالاترین

با پروتئین هیدرولیز شده ماهی قزل آلا ) قدرت کاهندگی
بترتیب  لیتر میلی بر گرم میلی 10 غلظت در (آنزیم آلکالاز

 پروتئین اکسیدانیآنتی. فعالیت بوده است 123/0% و8/39

 درجه آنزیم، نوع جمله از عامل چندین به شده هیدرولیز

 حضور و پپتیدها طبقه ها، حلالیت پروتئین هیدرولیز،

 (. Galla et al., 2012) بستگی داردآزاد  هاي آمینه اسید

هاي پروتئین آنتی اکسیدانی هايشاخص از دیگر یکی
 گرفت، قرار بررسی مورد این مطالعه در هیدرولیز شده که

ترین فعالیت احیاءکنندگی یون بالااست.  آهن ءاحیاقدرت 
هیدرولیز شده با فلاورزایم در غلظت  آهن توسط پروتئین

ppm 800  درصد بدست آمد که در  65/0به میزان
داري از  هاي هیدرولیز اختلاف معنیمقایسه با سایر غلظت

نتایج فعالیت احیاءکنندگی یون (. >05/0p) خود نشان داد
ه ب DPPHهاي آزاد لآهن همانند فعالیت مهار رادیکا

مقایسه  (. جهت2و 1 هاي شکل) صورت صعودي بوده است
و  BHA  قدرت احیاءکنندگی پروتئین هیدرولیز شده، از

BHT  با غلظتppm200 کننده ءبه عنوان یک عامل احیا
استفاده شد که جذب نمونه مربوط به آن در طول موج 

ذب بدست آمد. بین میانگین ج 80/0و 84/0نانومتر  700
و  BHAهاي مختلف و جذب نمونه با تیمار نمونه با غلظت

BHT داري وجود داشت تفاوت معنی (05/0p< .) مشابه
 و همکاران Klompong مطالعه در با نتایج این تحقیق،

 نیپروتئ یدانیاکس یآنت تیفعال یرسدر بر (2008)
 انیب میآلکالاز و فلاورزا میشده توسط دو آنز زیدرولیه

 تیشده فعال زیدرولیه نیر دو پروتئکردند که ه
شده  زیدرولیه نینشان دادند و پروتئ احیاءکنندگی را

را نسبت  يشتریب یدانیاکس یآنت تیفعال میتوسط فلاورزا
 و نیز شده توسط آلکالاز نشان داد زیدرولیه نیبه پروتئ

 نیغلظت پروتئ شیفزاا ی بادانیاکسی آنت يها تیفعال
بد. در این مطالعه آنزیم آلکالاز یا یم هیدرولیزات افزایش

بوده است  DPPHآزاد  فعالتر از فلاورزایم در مهار رادیکال
قدرت کاهندگی آنزیم فلاورزایم قویتر از آنزیم آلکالاز و در 

 ای نیپروتئاندازه  به علت تفاوت در عمل کرد که شاید
( 2016همکاران ) و Slizyte .اشدبمختلف ي دهایپپت

هاي بیولوژیک فعالیت بدست آوردن يرابگزارش دادند که 
درجه  ، زیدرولیهزمان  ک،یولوژیب تیفعال نیب یارتباط ،بالا
مطالعه در  وجود دارد. یو وزن مولکول زیدرولیه

Elavarasan   یکاهندگ تیفعال نیز( 2014)و همکاران 
آلکالاز  میاز آنز شتریب میفلاورزا میآنز پروتئین حاصل از

  .استبوده 

هاي هاي هیدرولیز شده آنزیمشان داد که پروتئیننتایج ن
تري نسبت  آنتی اکسیدانی پایین آلکالاز و فلاورزایم فعالیت

باید  .داشت BHTو  BHAهاي سنتزي  به آنتی اکسیدان
هاي طبیعی به دلیل قدرت توجه داشت که آنتی اکسیدان

همیشه در مقادیر بالاتري نسبت به آنتی تر پایین
 ،بنابراین .سنتزي استفاده می شوند هاياکسیدان
هاي هیدرولیز شده با آلکالاز و فلاورزایم در پروتئین

هاي هاي مناسب قادر به رقابت با آنتی اکسیدان غلظت
 باشند.سنتزي می

 
 منابع

.، ب ،دوست شناسن.،  ،سخایی .،ک ،خفایی زاده
ارزیابی فعالیت  .1395 ، ح.،ذوالقرنین و ، ک.غانمی

انی پپتید هاي تخلیص شده از هیدورلیز آنتی اکسید
 شیلات علمی مجله .Brachionus plicatilis  روتیفر
 :DOI .69-78صفحات (, 2)25 ,ایران

 10.22092/ISFJ.2017.110240 
بررسی  .1395 ی، ا.،رمضان و ی، ش.،لی، جم ، گ.باید

 Holothuria آنتی اکسیدانی خیار دریایی خاصیت

parva در دو حالت خشک ) آبدهی شده( و تازه .
 .77-87صفحات   (4)25، مجله علمی شیلات ایران

 DOI:  10.22092/ISFJ.2017.110300        
، س.ف. و نیكخواه. م.، حسینی ، ل.،رمضان زاده

 هیدرولیز آنزیمی ژلاتین پوست ماهی قزل .1395
و ( Oncorhynchus mykiss) آلاي رنگین کمان

. مجله علوم و فنون ارزیابی خاصیت ضداکسیدانی آن
 .29-44 ات،صفح 2،شمارة  5دورة شیلات. 
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Abstract  

The present study aimed to investigate antibacterial and antioxidant properties of proteins produced by 

the enzyme hydrolysis of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) skin produced by alcalase and 

flavourzyme enzymes. Antibacterial activity of skin protein hydrolysate were done by disc diffusion, 

agar pit diffusion and microdilution methods. Antioxidant activity of skin protein hydrolysate were 

investigated by DPPH free radical inhibitory and ferric reducing antioxidant power (FRAP) at three 

concentrations of 200, 500 and 800 ppm. The results showed that skin protein hydrolysate by alcalase 

and flavourzyme were not able to inhibit growth of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus 

aureus strains (standard strains) but they had antioxidant activity. Degree of hydrolysis in SPH 

produced by flavourzyme was more than the alcalase (43.83 ± 1.75   ). The radical DPPH inhibitory 

power of SPH produced by alcalase was significantly higher than the flavourzyme (p<0.05). However, 

FRAP results in SPH produced by flavourzyme was significantly higher than the alcalase (p<0.05). By 

increasing protein concentrations, the antioxidant properties of the SPH increased. In the event that, 

the synthetic anti-oxidants BHA and BHT had radical DPPH inhibitory power and ferric reducing 

power higher than alcalase and flavourzyme hydrolyzed proteins.The results showed that the 

hydrolyzed proteins less than 3 kD of Rainbow trout skin could not inhibit the growth of bacteria but 

they can be offered as a natural antioxidant in the preparation of foods and health products. 
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