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  )مقاله پژوهشی(
 عاتیضاهیدرولیز شده  هاي پروتئین هايویژگی و یکروبیم ضد فعالیتبررسی 

  تجاري هايبا استفاده از آنزیمطلال  یماه
  

  3 يمحمد احمد، * 2، پیمان آریایی1 کمیل حسنی

  
  .رانیا ،آمل،یآزاد اسلام دانشگاه ،یآمل... ا تیواحد آ ،ییغذا عیعلوم و صنا ،گروهيدکتر يدانشجو -1

  .رانیا ،آمل،یدانشگاه آزاد اسلام ،یآمل... ا تیواحد آ ،ییغذا عیعلوم و صنا گروه ،اریدانش -2
  .رانیا ،آمل،یدانشگاه آزاد اسلام ،یآمل... ا تیواحد آ ،ییغذا عیعلوم و صنا ار،گروهیاستاد -3

  
  14/10/1400 :تاریخ پذیرش                       25/07/1400: تاریخ دریافت

  
 

  چکیده
در  و  فلاورزایمو  آلکالازبا استفاده از دو آنزیم  )Rastrelliger kanagurta(طلال  یاهمدر این پژوهش پروتئین هیدرولیز شده 

و  اشریشیاکلیمنفی میکروبی آن علیه باکتري گرم ضدتولید و سپس خاصیت ) دقیقه 30و 20، 10(هاي مختلف هیدرولیز زمان
 درجه و )درصد88/89( نیتروژنی بازیافت مقادیر ینبیشتر که داد نشان نتایج. بررسی شد استافیلوکوکوس اورئوس مثبتگرم 

 نیز آمینه اسیدهاي ترکیب). P >05/0(هیدرولیز مشاهده شد دقیقه  30در زمان و  آلکالازتوسط آنزیم )درصد70/38(هیدرولیز

ر اسید آمینه ضروري براي مقادی بیشترین .هستند مشابهی نسبتا ترکیب داراي هر دو آنزیم با شدههیدرولیز هايپروتئین کهدادنشان
مقادیر اسید  بیشترینبوده است، درصد  21/8و  55/7با  و آرژنیندرصد  19/7، 99/7 با لیزین به ترتیب ،و فلاورزایم آلکالازآنزیم 

 و پس از آن اسید آمینه آسپارتیکدرصد 79/11، 55/12با گلوتامیک اسید  ،و فلاورزایم آلکالازآمینه غیر ضروري براي آنزیم 
 توانندمی خوبی به شده، هیدرولیز دو پروتئین هر که داد نشان شیمیایی شاخص .بوده استدرصد  98/6، 99/7 با اسید به ترتیب

توسط در پروتئین هیدرولیز شده تولیدي  ضد میکروبیبیشترین فعالیت  .سازند مرتفع را آمینه اسیدهاي به اکثر بالغ انسان یکنیاز
 اشریشیاکلینسبت به باکتري تري را مقاومت پایین اورئوس لوکوکوسیاستافباکتري همچنین  .)P>05/0( دمشاهده شآلکالازآنزیم

در  و غذایی مواد هاي پروتئینی درمکمل تواند به عنوانمی پروتئین هیدرولیز شده طلال که رسددر مجموع به نظر می. دارا بود
  .استفاده شود یطبیع ضد میکروبرژیم غذایی، به عنوان  هاي فرمول

  
  استافیلوکوکوس اورئوس، اشریشیاکلی ،غذایی ارزش آنزیمی، هیدرولیز ،طلال ماهی: کلیدي واژه هاي
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 مقدمه -1

اند و یک کردهاز زمین را اشغال  درصد 70 ها بیش ازاقیانوس
شامل ماهی، صدف، از ترکیبات زیست فعال،  غنی طبیعی منبع

ها هستند که به طور قابل اکینودرمنرم تنان، سخت پوستان و 
 ).22، 3(در توسعه اقتصادي و تحقیقاتی نقش دارند  توجهی

تقریباً نیمی از تنوع زیستی جهان را تشکیل  دریایی موجودات
دهند که به عنوان منبع ارزشمند مواد مغذي و ترکیبات می

اکسیدانی،  و داراي فعالیت آنتی اندعملکردي شناخته شده
میکروبی، فعالیت ضد سرطانی، فعالیت ضد فشار  فعالیت ضد

طلال  یماه. )7( باشندمی ...التهابی و خون، فعالیت ضد
)Rastrelliger kanagurta(  ساکن آب هاي کم عمق

 ،با ارزشجمله ماهیان استخوانی به ویژه ساحلی بوده، از 
ها گونهترین گستردهاز  ان است وتن ماهی متعلق به خانواده

این ماهی یک گونه اپی پلازیک  .باشد در سراسر جهان می
هایی ماهی جز گونه این. بوده و غذاي بسیاري ازآبزیان است

  عمان پراکنده ايیفارس و در جیدر سراسر خلاست که 
که با توجه به اندازه کوچک، قیمت مناسب  ).9(باشد می

به طور کلی،  .اي فرآوري مناسب باشدرسد بر آن به نظر می
بقایاي اسید آمینه هستند  20تا  3پپتیدهاي فعال اغلب داراي 

اساس ترکیب و ترتیب  ها بر آن هاي بیولوژیکی و فعالیت
اخیراً توجه زیادي به آشکارسازي . ها است آن آمینه اسید

زیست فعال  خصوصیات ساختاري، ترکیبی و توالی پپتیدهاي
ها یکی از هیدرولیز آنزیمی پروتئین ).22، 15(شده است 

خصوصیات   .هاست پروتئین  خصوصیات  بهبود  هايروش
پروتئین هیدرولیز شده با درجه هیدرولیز و ساختار پپتیدهاي 

 ویژگی شود و این موارد بستگی به شده تعیین می تولید
پروتئین و خصوصاً نوع آنزیم به کار رفته و شرایط هیدرولیز 

تجاري به هاي  آنزیمکاربرد فرآیند  .دارد pHویژه دما و هب
داخلی با منشاء هاي آنزیمشیمیایی و یا فرآیندهاي جاي 
هیدرولیزاسیون فرآیند کل  زیرا است زیادي بسیار مزایاي داراي

هاي کاملا تحت کنترل است در نتیجه محصول و فرآورده
رد هاي موآنزیم ).19(شود با خواص مشخص تولید می

به عنوان( هاي گیاهیبافت استفاده در فرآیند هیدرولیز شامل

به عنوان (هاي حیوانی ، بافت)مثال، فیسین ، پاپائین، بروملین 
هاي میکروبی و سلول) مثال، پپسین، کیموتریپسین، تریپسین

، آلکالاز،  A، پرووناز، کلاژناز، سابتیلیسین Kپروتئینازمانند(
هاي مهمترین آنزیم. )23، 8(باشد می )و نئوترازفلاورزایم 

که طی تحقیقات مختلف مورد استفاده قرار گرفته است 
، آلکالازشامل آنزیم آلکلاز و فلاورزایم می باشد، آنزیم 

که از باکتري اي تیره استیک آنزیم مایع به رنگ قهوه
در حالی که . شودمیجداسازي  1سیفورم یکنیل لوسیباس

اي تیره یک آنزیم مایع به رنگ قهوه آنزیم فلاورزایم که
 5/1است داراي فعالیت اگزوپپتیدازي و میزان فعالیت 

 آنسون به ازاي هر میلی لیتر می باشد که از میکروارگانیزم
خصوصیات  ).21 ،13(شود  می جداسازي  2زایاورا لوسیآسپرژ
ها در تحقیقات و  هیدرولیز شده و کاربردهاي آن پروتئین

اوت از صنعت مورد بررسی قرار گرفته است شاخه هاي متف
هاي کاربردي خاصی را هاي هیدرولیز شده ویژگیپروتئین

قابل دسترس  ها را به عنوان منبعی استفاده آن که دهندمینشان 
. سازدمیها و حیوانات ممکن  ها براي انساناز پروتئین

همچنین در بسیاري از مطالعات به خاصیت ضد میکروبی، 
سیدانی  و ضد سرطانی پروتئین هیدرولیز شده از اک آنتی

بنابراین  ).25، 24، 17(ضایعات ماهی نیز اشاره شده است 
هاي هیدرولیز شده با توجه به خواص ضد میکروبی، پروتئین

 از بهینه استفاده حاضر، مطالعه از از منابع دریایی هدف

 با فرآورده تولید جهت ماهی طلال در ماهی ضایعات

 فعالیت ضد میکروبی پروتئین بررسی و زودهاف ارزش

  .باشدشده ماهی طلال می هیدرولیز
  
  مواد و روش ها-2
  مواد اولیه- 2-1

اسکله صیادي از  ،گرم170±35با میانگین وزنی  طلال ماهی
 و و با ظروف یونولیتیتهیه شد  بندرعباس حقانی شهید

پژوهشکده اکولوژي آزمایشگاه رعایت شرایط صحیح به 
و بلافاصله پس از تخلیه شکمی،  داده شدانتقال  خزر دریاي

پوست و سر ماهی با دستگاه  .گردیدپوست و سر ماهی جدا 

                                                
1 - Bacillus licheniformis 
2 - oryzae Aspergillus 
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سپس مقداري از . شدکاملاً چرخ  چرخ گوشت صنعتی
میزان پروتئین نمونه ها چرخ شده و به منظور تعیین نمونه

و ). 1( شدبرداشته ) AOAC )2005اولیه با استفاده از روش 
 گرمی بسته بندي 50ی در بسته هاي پلاستیکی بصورت مابق

گراد منجمد شده و تا سانتیدرجه - 20دماي  در و گردید
براي انجام . شدندنگهداري  شروع آزمایش در همین حالت

گراد به سانتیدرجه 4ها در یخچال با دماي آزمایش نمونه
آنزیم آلکالاز . گردیدمدت یک شبانه روز انجماد زدایی 

 p4860با کد )Bacillus licheniformisازشدهتخراجاس(

استخراج شده از (فلاورزایم و ) آنسون 4/2میزان فعالیت (  
Aspergillus oryzae( 2- 752- 233با کد ) میزان فعالیت

از  شددانمارك تهیه ، از شرکت نووازیم) آنسون 5/1
شرکت نووازیم، دانمارك تهیه شد و تا زمان مصرف در 

 مواد تمامی. شدگراد نگهداري سانتیدرجه 4رت درجه حرا

از شرکت مرك آلمان  در آزمایش استفاده مورد شیمیایی
  .باشندمی برخوردار آزمایشگاهی درجۀ از تهیه و

 
 تولید پروتئین هیدرولیز شده- 2-2

و  شدمیلی لیتري ریخته  250گرم نمونه، درون ارلن مایر  50
به ارلن ) 2:1(ر به نسبت لیتر آب مقطمیلی 100سپس میزان 
دقیقه  2و با همزن دیجیتالی به مدت  گردیدمایر اضافه 

دقیقه در حمام آبی با درجه  20سپس به مدت  .شدهموژنیزه 
- سازي آنزیمفعالگراد به منظور غیر سانتی درجه 85حرارت 

سپس با اضافه کردن هیدروکسید . شدهاي داخلی قرار داده 
، 5/8آلکلاز (ها هینه فعالیت آنزیمب pHنرمال به  2/0سدیم 

ها در حمام آبی متحرك نمونه .شد رسانده ،)7فلاورزایم 
براي تولید پروتئین هیدرولیز گراد  سانتیدرجه 50 دماي در

، سپس شددور در دقیقه قرار داده  200 شده با دور ثابت
 شدبه آن اضافه ) درصد میزان پروتئین نمونه اولیه 1(آنزیم 
در پایان  و) دقیقه 20 و 10زمان (هر بار نمونه گیري  ازو پس 

به منظور قطع واکنش آنزیمی در ) دقیقه 30 زمان(آزمایش 
گراد سانتیدرجه 95دقیقه در دماي  15حمام آبی به مدت 

هاي هیدرولیز شده پس از خنک پروتئین. شدندقرار داده 
در دقیقه دور  6700 وژ با دور ثابتیشدن با استفاده از سانتریف

، مایع شناور جمع آوري شدوژ یدقیقه سانتریف 20به مدت 
و شد و پروتئین هیدرولیز شده در فریزر نگهداري  گردید

سپس با استفاده از دستگاه خشک کن انجمادي بصورت 
  ).11( در آمدپودر 

 
  درجه هیدرولیز - 2-3

 (TCA)اسید  کلرواستیک کمک تري  به  هیدرولیز میزان

 نسبت درصد گیرياندازه این روش مبناي .دش گیري اندازه

 به درصد 10 اسید کلرواستیک در تري محلول هاي پروتئین

 منظور این براي. باشدمی نمونه در هاي موجودپروتئین کل

 20 اسید کلرواستیک تري لیترمیلی 5 با از نمونه لیتر میلی 5

  زمان و rpm 6700با دور  سپس و گردید درصد مخلوط

 محلول فاز در پروتئین مقدار سپس .شد وژیسانتریف هدقیق10

 محاسبه 1 فرمول طریق هیدرولیز از میزان و گیري اندازه

  ):11(گردید 
  :1فرمول 

  
 زیدرولیدرجه ه =)نمونه در نیپروتئ زانیم/  درصد10 دیاس کیاست کلرو يتر محلول در شده حل نیپروتئ زانیم( 

  میزان بازیافت پروتئینی - 2-4
ن پروتئین محلول در سوپرناتانت نمونه محلول به روش میزا

 استاندارد نمودار رسم براي به همین منظور. شد تعیین بیورت

شدت جذب نور . دشگاوي استفاده  سرم آلبومین پروتئین از

 T80  مدل اسپکتروفتومتر توسط انومترنا 540موج طول  در
افت پروتئینی از میزان بازی. قرائت شد  انگلستان کشور ساخت

  ).14(محاسبه گردید  2از طریق فرمول 

 :2فرمول 

  بازیافت پروتئینی) = میزان پروتئین محلول موجود در پروتئین هیدرولیزشده/میزان پروتئین موجود در نمونه (× 100
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  ترکیب اسید آمینه - 2-5
ساعت در دماي  24پودر پروتئین هیدرولیز شده براي مدت 

نرمال  6گراد با استفاده از هیدروکلریک سانتیدرجه 110
 سپس با استفاده از فنیل ایزو تیوسیانات . هیدرولیز کامل شد

(PITC) میزان . سازي اسیدهاي آمینه انجام شدعمل مشتق
 Smartمدل HPLCبا استفاده از دستگاه  کل آمینه اسیدهاي

line )ستون استفاده از با) آلمانC18 ساز فلورسنتبا آشکار  

(RF-530) )مرکز رشد واحدهاي فناوري طبرستان واقع در ( 
  ).6(انجام شد 

 
  شاخص شیمیاي پروتئین- 2-6

 هاي هیدرولیز شده بر طبق روش شاخص شیمیایی پروتئین
Ovissipour طور خلاصه بر طبق ه ب) 2012(همکاران   و

براساس این روش، اسیدهاي . )14( گردید محاسبه )3( فرمول
د بررسی قرار گرفتند که احتمال کمبود آنها در اي مورآمینه

  .هاي غذایی انسان بیشتر استاکثر رژیم
  :3فرمول 

  شاخص شیمیایی= اسید آمینه ضروري در پروتئین نمونه / ضروري در پروتئین استاندارد آمینه اسید ×  100

  
  بررسی فعالیت ضد میکروبی - 2-7

: حقیق عبارتند ازهاي مورد استفاده در این تمیکروارگانیسم
 استافیلوکوکوس اورئوس وPTCC :1399 اشریشیاکلی

1112PTCC: از مرکز تحقیقات و پژوهش علمی صنعتی  که
 24 ضد میکروبی، فعالیت ارزیابی جهت .شدایران تهیه 

 به ذخیره کشت از تلقیح ها، آزمایش انجام از قبل ساعت
 سوسپانسیون .شد انجام آگار هینتونمولر دارشیب کشت محیط

 رشد از پس رینگر، محلول از استفاده با میکروبی غلیظ

 کدورت سپس .گردید تهیه آگار دارشیب سطح بر باکتري

 موج طول در اسپکتروفتومتر توسط حاصل سوسپانسیون

 محلول کدورت شدن برابر تا و شد گیرياندازه نانومتر 625

 رینگر محلول توسط فارلند، مک 5/0 استاندارد کدورت با

 هاي میکروبی سویه تعداد حالت این در. گردید رقیق

 ×CFU 108 با برابر میکروبی ضد هاي آزمون ارزیابی جهت
 دیسک هر آزمایش، مورد هايدیسک تهیه جهت .بود 5/1

و  45، 30، 15( مختلف هايغلظت  با پپتید ها  از μL 15 با
 از اتآزمایش این در. شد اشباع) لیتر گرم بر میلی میلی 60

حاوي سوسپانسیون میکروبی  کشت مولر هیلتون آگار محیط
 هاکشت محیط گذاري دیسک عمل از بعد. گردیداستفاده 

         ساعت 24 مدت به و گراد سانتی  درجه  37 دماي در
 قطر زمان مدت این طی از بعد .گذاري شدند گرمخانه

 خط وسیله به ها، اطراف دیسک در شده تشکیل هايهاله

  ).4( شد گیري اندازه کش
  
  تجزیه و تحلیل آماري  -2-8
 کاملاً تصادفی طرح پژوهش این در استفاده مورد آماري  طرح

در ارتباط با (است  بوده تیمار  هر  براي  تکرار  سه  شامل و
شده تنها متغییر مورد بررسی،  هاي پروتئین هیدرولیز آزمون

طور رولیز بههاي مختلف هیدزمان هیدرولیز بود، زمان
آنالیز آماري تیمارها توسط  .)تکرار انجام شد 3جداگانه با 

 با استفاده ازنرم افزار) ANOVA(جدول آنالیز واریانس 
)SPSS version 18( براي بیان تفاوت . صورت گرفت

استفاده  05/0سطح  ها از آزمون دانکن درداري میانگین معنی
  . ترسیم شد Microsoft Excelشد و نمودارها با نرم افزار 

  
  نتایج و بحث -3
  درجه هیدرولیز - 3-1

درجه هیدرولیز به عنوان یک پارامتر ناظر بر میزان هیدرولیز 
گیرد، این فاکتور بیشتر به میپروتئین مورد استفاده قرار 

هاي هیدرولیز پروتئینیک شاخص جهت مقایسه میان  عنوان
یدرولیز یکی از طرفی درجه ه. ي مختلف کاربرد داردشده

هاي هیدرولیز پروتئینفاکتورهاي بررسی خواص  از مهمترین
شده است که میزان شکسته شدن پیوندهاي پپتیدي را بیان 

دهندهنشان تحقیق این نتایج ).21( گرددکنترلکند و بایدمی
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 شرایط به بسته آنزیمی هیدرولیز کارایی است که نکته این 

 طوريبه. است متفاوت ولیزهیدر زمان آنزیم ونوع فرآیند،
جدول (که با افزایش زمان هیدرولیز مقادیر درجه هیدرولیز 

 اساس بر. )p>05/0( افزایش یافتداري  معنی به طور) 1

 افزایش با پروتئین، هیدرولیز زمان بر اثر از آمده دست به نتایج

 شود می آغاز سریع فاز  یک  با  آنزیمی هیدرولیز  واکنش، زمان

 شکسته پپتیدي پیوندهاي از زیادي بسیار تعداد مرحله ینا در و

تر شدن فعالیت افزایش زمان فرآیند موجب طولانی .شودمی
 هیدرولیز  درجه  همچنین .گرددمی  سوبسترا  بر  آن  اثر  و  آنزیم

این   .)p>05/0( است  بوده  فلاورزایم  از  بیشتر  آلکالاز   توسط 
خوانی دارد، آنها نیز اعلام همققین با نتایج سایر مح  نتایج

نمودند که درجه هیدرولیز پروتیئن هیدرولیز شده توسط 
  ).24، 21، 11(بالاتر از آنزیم فلاورزایم بود  آلکالازآنزیم 

  
  مختلف هايآنزیم از استفاده با شده هیدرولیز هايروتئینمقادیر درجه هیدرولیز پ -1جدول

  
  
  
  
  
  

  )اریانحراف از مع ± نیانگیم(شده است  انیهمه اعداد بر حسب درصد ب1
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا2

  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند ستوناعداد در یک  3

  
  بررسی مقادیر بازیافت پروتئینی - 3-2

. بوده است% 22/19مقادیر پروتئین ابتدایی در ماهی طلال 
و درجه ) 2جدول (به بازیافت پروتئینی   مربوط  نتایج

به طوریکه . ددر مطالعه حاضر باهم، هم خوانی دار هیدرولیز
به  با افزایش درجه هیدرولیز، میزان بازیافت پروتئینی نیز

به طوري  ).p>05/0( افزایش پیدا می کند طور معنی داري
بیشتر از سایر تیمارها  آلکالازکه بازیافت پروتئینی توسط 

بوده است  و توسط آنزیم فلاورزایم کمتر از سایر تیمارها

 Endoproteinaseقلیایی   پروتئاز  نزیمآ  یک  آلکالاز  آنزیم  .بود 

باشد که داراي منشاء میکروبی بوده و به همین جهت، می
). 20(دهد میخواص مناسب پروتئازي را از خود نشان 

نتایج مشابهی توسط سایر محققین گزارش شده است، آنها 
نیز گزارش نمودند با افزایش زمان هیدرولیز، مقادیر بازیافت 

آنزیم موثرتري  آلکالاز آنزیم همچنین و یافت یشافزا پروتئینی
  ).21، 11(نسبت به سایر آنزیم ها بود 

  
  مختلف هايآنزیم از استفاده با شده هیدرولیز هايروتئینپ ،مقادیر بازیافت پروتئینی -2جدول

  

  

  
  
  

  )اریانحراف از مع ± نیانگیم(شده است  انیهمه اعداد بر حسب درصد ب 1
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا2

  )..,a, b, c.(دبا حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارن ستوناعداد در یک 3

  
  زمان هیدرولیز

  
 فلاورزایم

آنزیم     
 آلکالاز                  

10  Bc72/0±72/17  Ac34/1±39/22  
20  Bb70/0±28/24  Ab05/1±08/30  
30  Ba53/0±40/30 Aa75/0±70/38 

  
  زمان هیدرولیز

  
 فلاورزایم

آنزیم       
 آلکالاز                  

10  Bc09/1±29/44  Ac55/0±43/60  
20  Bb00/1±58/64  Ab44/1±38/70  
30  Ba33/0±30/83 Aa16/1±88/89 
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  نهیدآمیاس بیترک- 3-3
هیدرولیز  پروتئین مانند مغذي مواد آمینه اسیدهاي ترکیب مطالعه

شده براي درك ارزش غذایی، خواص عملکردي و خواص 
خواصی بیواکتیو پروتئین . ضروري است ها آن اکسیدانی آنتی

و پپتید هیدرولیز شده به شدت تحت تأثیر پروفایل اسید 
مقادیر اسید آمینه ضروري  بیشترینمجموع  در. اشدب می آمینه

و فلاورزایم  لایزین به ترتیب  آلکالازبراي آنزیم ) 3 جدول(
بوده است، درصد 21/8و  55/7و آرژنین درصد 19/7، 99/7

و  آلکالازآمینه غیر ضروري براي آنزیم  مقادیر اسید بیشترین
از و پس درصد 79/11، 55/12گلوتامیک اسید  فلاورزایم

درصد 98/6، 99/7آن اسید آمینه آسپارتیک اسید به ترتیب 
گلوتامات فراوانترین اسیدهاي آمینه متابولیزه در . بوده است

بدن است، علاوه بر مقادیر بالاي اسید گلوتامیک موجود در 
ماهی تازه در اثر از بین بردن اسید آمینه گلوتامین به اسید 

مشابهی توسط  نتایج). 16(شود میگلوتامیک تبدیل 
Nurjanah  در ارتباط با ماهی طلال ) 2015(و همکاران

اسید  بیشترینها نیز گزارش نمودند،  هندي گزارش شد، آن
لایزین   فلاورزایم  و  آلکالاز  آنزیم  براي  ضروري  آمینه

اسید آمینه غیر ضروري را گلوتامیک اسید درصد، 29/6
و پس از آن اسید آمینه آسپارتیک اسید درصد 88/10
 FAO/WHOبا توجه به   .)12( گزارش نمودند درصد97/6

ها نبایدآمینهنسبت اسید آمینه ضروري به کل اسید  (1990)

باشد و همچنین میزان اسید آمینه ضروري درصد 40از  کمتر 
با توجه به نتایج . باشد 6/0ضروري نباید کمتر از  به غیر
شده از ترکیب اسید آمینه مناسبی برخوردار  درولیزهی پروتئین
و  آلکالازنسبت اسید آمینه ضروري به غیر ضروري . است

است و میزان اسید  12/1و  02/1فلاورزایم به ترتیب برابر با 
موجود به ترتیب برابر با آمینه آمینه ضروري به کل اسید 

زولوسین، مقادیر ترئونین، والین، ای. )5( است  95/52 و 46/50
لوسین، تیروزین، هیستیدین و لایزین در هر دو 

 FAO/WHOنیز بالاتر از توصیه هاي شده هیدرولیز پروتئین

 ).5( در مورد پروتئین هاي حیوانی یافت شد (1990)
هاي ماهی طلال از پروتئین، نشان می دهد که )2جدول (

کیفیت غذایی بالایی برخوردار هستند و ممکن است به 
یک منبع پروتئین در رژیم غذایی انسان مورد استفاده عنوان 

اسیدهاي آمینه، رادیکال هاي آزاد را با اهداي  .قرار گیرند
کنند، رادیکال هاي آزاد محلول در چربی پروتون خنثی می

که در سراسر اکسیداسیون ) رادیکال هاي پراکسیل(
توسط اسیدهاي  .شونداسیدهاي چرب اشباع نشده تولید می

نه آبگریز مانند لوسین، والین، آلانین و پرولین خنثی آمی
هاي توان ادعا کرد که پروتئینمیبنابراین، ). 17(شوند می

هیدرولیز شده به دلیل وجود اسیدهاي آمینه مختلف ممکن 
است اثرات مهاري بر روي چندین نوع رادیکال آزاد داشته 

.باشند
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 پروتئین هیدرولیز شدهموجود در ترکیب اسید آمینه - 3جدول
FAO/ WHO, 

1990 
  )گرم نمونه 100گرم در (اسید آمینه   آلکالاز  فلاورزایم

 1هیستدین 55/3  29/3 

  1ایزو لوسین 05/4  05/5  80/2

 1لوسین 35/7  99/6  60/6

 1لیزین 99/7  19/7  80/5

  1متیونین  15/3  05/3  

 1فنیل آلانین 25/4  15/4  30/6

  1تروئنین 95/3  15/4  4/3

  1والین 25/5  45/5  5/3

  1آرژنین 55/7  21/8  

  آسپارتیک اسید 99/7  98/6  
  پرولین 29/5 99/4  
 سرین 59/4  69/4  

 آلانین 98/4  25/4  

 سیستئین 95/0  99/0  

  گلوتامیک اسید  55/12  79/11  
  تیروزین  55/3  28/3  1/1

  گلایسین  99/5  25/5  
  روري به کل اسید آمینهنسبت اسید آمینه ض  46/50  95/52  
  غیرضروريآمینه ضروري به اسید آمینه نسبت اسید  02/1  12/1  

  میزان اسید آمینه کل  98/92  75/89  
  اسیدآمینه ضروري1

  
  ییایمیش يشاخص ها- 3-4
، همه )4جدول (نشان داد  ییایمیص شخمربوط به شا جینتا

انسان بالغ را  کی يازهایشده ن زیدرولیه يهانیپروتئ
محدود  نیونیو مت نیزیلا نهیآم يدهایکند اما اسیبرطرف م

مربوط به  جیاست که نتا یدر حال نیا. کننده محسوب شدند
کپور  یماه يازهایبا ن سهیشده در مقا زیدرولیه يها نیپروتئ
و  Nemati. نشان دادند تیمحدود نهیآم يدهایاکثر اس ذر

 زیدرولیه يها نیاعلام نمودند همه پروتئ) 2012(همکاران 
 یدر حال نیا. کند یانسان بالغ را برطرف م کی يازهایشده ن

شده در  زیدرولیه يها نیمربوط به پروتئ جیاست که نتا
 يها نهیآم دیاس کهدهد  ینشان م کپور یماه يازهایبا ن سهیمقا
محدود  نهیآم دیاس ن،یو تروئن نیآلان لیفن ن،یزیلا ن،یونیمت

محدود کننده  نهیآم دیاس نیترشوند و مهم یکننده محسوب م
  ).11( بود نیآلان لیفن نهیآم دیآنها اس قیدر تحق
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 و فلاورزایم آلکالازهاي هیدرولیز شده با استفاده از آنزیم پروتئینشاخص هاي شیمیایی در  - 4جدول 

  FAO/WHO,1990)(آمینه  اسیدهاي به انسان نیاز اساس بر مرجع، پروتئین 1

  )NRC, 1993( آمینه  اسیدهاي به کپور ماهی نیاز اساس بر مرجع، پروتئین2
  
  خاصیت ضد میکروبی بررسی  - 3-5
در  موجود صنایع ترین مهم از یکی غذایی صنایع تردیدبی

رویکرد  با غذایی محصولات تولید که است جهان و ایران
 جامعه سلامت حفظ براي غذایی ارزش و ایمنی افزایش

 بر علاوه که باشد می صنایع این مهم راهبردهاي یکی از

. شود می سلامت ارتقاء و عمر افزایش باعث رفع گرسنگی
    از استفاده  پیرامون  فراوانی  مطالعات  یراخ  هايسال  در

 گرفته صورت غذایی صنایع در طبیعی هاي نگهدارنده

هاي پروتئین میکروبی، ضد ترکیبات این از جمله است
و  5جدول (  با توجه به نتایج). 24(باشد می هیدرولیز شده

بالاتر از  با خاصیت ضد باکتریایی آنزیم آلکلاز )6جدول 
و با افزایش زمان هیدرولیز فعالیت ضد  بود ورزایمآنزیم فلا

 باندهاي میزان هیدرولیز، درجه. میکروبی افزایش یافت

 توسط پروتئینی سوبستراي در یک شده  شکسته پپتیدي

 بیولوژیکی فعالیت .دهدنشان می را پروتئولیتیک عامل

   پروتئینی، سوبستراي ها بهپروتئین از شده آزاد پپتیدهاي

 اندازه و مولکولی کننده، ساختار هیدرولیز آنزیم  زینیگ ویژه

 این اغلب که بستگی دارد هیدرولیز شرایط  و پپتیدها

با توجه به نتایج ).  10(هیدرولیزاند  درجه تابع خود فاکتورها
پایینتري   مقاومت استافیلوکوکوس اورئوس مثبت گرم باکتري

 هايباکتري که اند نموده بیان متعدد گزارشات. را دارا بود

 برابر در منفی گرم هايباکتري به نسبت مثبت گرم

 بالاي حساسیت این هستند و ترحساس باکتریایی ضد ترکیبات

 سلولی دیواره عدم وجود دلیل به مثبت گرم هايباکتري

 گرم هايباکتري دیواره در این که است ساکاریدي لیپوپلی

 غشاي هفعال ب ترکیبات ورود از  است  ممکن  منفی

اولین مانع براي ). 2(آورد  عمل به جلوگیري سیتوپلاسمی
گرم منفی، غشاي  در ارتباط با باکتري میکروبی ضد پپتیدهاي
باشد، پس از زوال این غشا، فعالیت ساکارید میلیپو پلی

آن در تعامل با غشاي سیتوپلاسمی بستگی  پپتید به توانایی
تید و همچنین ترکیب توالی اسیدهاي آمینه و غلظت پپ .دارد

گذارد میغشا باکتري ها، بر مکانیسم ضد میکروبی تأثیر 

پروتئین   آلکالاز  فلاورزایم  2پروتئین مرجع  آلکالاز  فلاورزایم
  1مرجع

  )گرم نمونھ ١٠٠ر گرم د(اسید آمینھ 

 ھیستدین 6/1 21/2  05/2 2/1 95/2  74/2

  ایزو لوسین 3/1 11/3  88/3 5/2 62/1  02/2

 لوسین 9/1 86/3  67/3 3/3 22/2  11/2

 لیزین 6/1 99/4  93/4 7/5 40/1  26/1

  متیونین 7/1 82/1  79/1 1/3 01/1  98/0

 فنیل آلانین -  -   -  5/6 65/0  63/0

  تروئنین 9/0 38/4  61/4 9/3 01/1  06/1

 آرژنین -  -   -  31/1 76/5  26/6

  والین 3/1 03/4  19/4 6/3 45/1  51/1
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)2 .(Da Rocha،)2018 (اعلام نمودند پروتئین هیدرولیز  نیز

داراي ) Umbrina canosai(شده ماهی شوریده اطلسی 
باشد و فعالیت ضد میکروبی علیه فعالیت ضد میکروبی می

و همچنین فعالیت ضد ) 2( گرم مثبت بالاتر بودهباکتري
عواملی .بالانر از پروتامکس بودآلکالازآنزیمتوسطمیکروبی

 سورفکتانت یونی، درجه حرارت، قدرت pH آبگریزي، مانند

 و اندازه بار پپتید، آمینه، اسید ترکیبات پپتید، منشاء ها،
 تحت را ضد میکروبی فعالیت میتوانند پپتید ثانویه ساختار

  ).18( دهند قرار تاثیر

  
  استافیلوکوکوس اروئوسقطر هاله عدم رشد پروتئین هیدرولیز شده براي باکتري - 5جدول

  
  
  
  
  
  
  

-<7mm ،+=7-13 mm ،++=13-18 mm ،+++>18 mm  
  

  اشرشیاکلی قطر هاله عدم رشد پروتئین هیدرولیز شده براي باکتري - 6جدول
  
  
  
  
  
  

-<7mm ،+=7-13 mm ،++=13-18 mm ،+++>18 mm  
  
  گیري نتیجه -4
 ییهستند که به صورت ابتداییدهایفعال، پپت ستیزيدهایپپت
 يهامیتوسط آنز یگوارشدر هنگام هضم یفعال بوده ولریغ

ضد فشار : از جمله يادیشده و اثرات ززیولدریمربوطه ه
در  یدانیاکس یو آنت یکروبیخون، ضد انعقاد خون، ضد م

 از بهینه استفاده حاضر، مطالعه از هدف .کنندیم جادیبدن ا

 ارزش با فرآورده تولید جهت ماهی طلال در ضایعات

بوده است و نتایج مربوط به مطالعه حاضر نشان داد  افزوده
شده ضایعات ماهی طلال توسط  هیدرولیز روتئیننشان داد پ

دقیقه، داراي بیشترین مقادیر  30 هیدرولیز زمان آلکالاز و آنزیم
دجه هیدرولیز و بازیافت پروتئینی و خاصیت ضد میکروبی 

هاي هیدرولیز این پروتئین توان از است، بنابراین می بوده  دارا را

میکروب طبیعی  دغذایی و دارویی به عنوان ض شده در صنایع
  .استفاده نمود
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Abstract  
In this study, Indian mackerel (Rastrelliger kanagurta) waste protein hydrolysate was 
produced using two enzymes, alcalase and flavourzyme, at different times of hydrolysis (10, 
20 and 30 minutes) and then its antimicrobial properties against Gram-positive Escherichia 
coli and Gram-negative Staphylococcus aurous were examined. The results showed that the 
highest values of nitrogen recovery (89.88%) and degree of hydrolysis (38.70%) were 
observed by alcalase enzyme during 30 minutes of hydrolysis (P <0.05). The composition of 
amino acids also showed that the proteins hydrolyzed with both enzymes have a relatively 
similar composition. The highest levels of essential amino acids for alcalase and flavourzyme 
were lysine 7.99%, 7.19% and arginine 7.55% and 8.21%, respectively. The highest levels of 
non- essential amino acids were glutamic acid 12.55%, 11.79% and then aspartic amino acid 
were 7.99% and 6.98%, respectively. The chemical index showed that both hydrolyzed 
proteins could well meet an adult human need for most amino acids. The highest 
antimicrobial activity was observed in the hydrolyzed protein produced by alcalase (P <0.05). 
Staphylococcus aureus had lower resistance to Escherichia coli. Overall, it seems that Indian 
mackerel waste protein hydrolysate can be used as protein supplements in food and in diet 
formulas as a natural antimicrobial. 
  
Keywords: Indian Mackerel, Enzymatic hydrolysis, Nutritional Value, Escherichia coli, 
Staphylococcus aurous  
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