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 چکیده
 )Liza abu(  بیاحامعاء و احشاء ماهی  از شده هیدرولیز پروتئین میکروبیصیت ضداکسیدانی و خافعالیت آنتیپژوهش  این در

هاي تجاري آلکالاز و ، با استفاده از آنزیم)دقیقه 30و  20، 10(هیدرولیز در سه زمان مختلف  پروتئین. گرفت قرارمورد بررسی 
که با  نشان نتایج. گراد تولید شددرجه سانتی 50حرارت  درصد آنزیم به پروتئین نمونه اولیه، در درجه 1فلاورزایم و به نسبت 

 توسط شده هیدرولیز و پروتئین) p>05/0( یابدافزایش می درجه هیدرولیز  و پروتئینی بازیافت افزایش زمان هیدرولیز میزان

). p>05/0( شده بود هیدرولیز هايپروتئین سایر از درجه هیدرولیزبالاتر و نیتروژنی بازیافت پروتئین، میزان لحاظ از آلکالاز
 انداختن دام ، قدرت احیا کنندگی فریک و فعالیت بهDPPHآزاد  رادیکال انداختن دام فعالیت به(اکسیدانی بیشترین فعالیت آنتی

 استافیلوکوکوسو  یاکلیاشرشمیکروبی پروتئین هیدرولیز شده علیه باکتري  و بیشترین خاصیت ضد) ABTSآزاد  رادیکال
پروتئین  که داد نشاننتایج ). p>05/0(دقیقه مشاهده شد 30در پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز در زمان  رئوسوا

هاي مکمل تواند به عنوان که می بالاست،و ضد میکروبی  فعالیت آنتی اکسیدانی داراي بیاحامعاء و احشاء ماهی هیدرولیز شده 
  .استفاده شود رژیم غذایی يهافرمولدر  و غذایی مواد پروتئینی در

 
  .یکروبیضدم تیفعال ،فعالیت آنتی اکسیدانی تجاري، هايآنزیم آنزیمی، هیدرولیز ، بیاحماهی : کلیدي هايواژه
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  مقدمه-1
اي در مقوله در بین اقلام غذایی، آبزیان داراي اهمیت ویژه

به طوري که در حال حاضر بخش  .تامنیت غذایی اس
بخصوص در سواحل و   جهان  از امنیت غذاي مهمی

پروتئین  .در حال توسعه به عهده آبزیان است  کشورهاي
    ماهی یک منبع ضروري غذایی براي بسیاري از مردم 

تخمین زده شده است که معیشت یک میلیارد نفر . باشدمی
رآوري و تجارت ماهی در سرتاسر جهان وابسته به تولید، ف

ماهیان کم مصرف وضایعات آبزیان منبع  .)26(بستگی دارد 
هیدرولیز طراحی یند آفر .تولید پروتئین هیدرولیزه هستند

      شده تا ماهیان کم مصرف و ضایعات آبزیان را قابل 
استفاده  به جاي استفاده در غذاي دام یا تابهره برداري کند 

). 33(غذاي انسانی واقع گرددبه شکل کود، مورد مصرف 
طی پروسه هیدرولیز پروتئین، سوبستراي پروتئین از طریق 

هاي پروتئولتیکی، اسید یا باز و باکتري هاي تخمیر آنزیم
در هیدرولیز  .گیردمیهیدرولیز قرار یند آفرکننده، تحت 

شیمیایی بیشترین کاربرد  روش هاي بیولوژیکی و ،پروتئین
هاي هیدرولیز شیمیایی در صنعت روشاز را دارد و استفاده 

هاي هیدرولیز روش آنزیمی روشاما از بین . تر است متداول
آمده از   دست  به هايباشد چرا که پروتئینمی  ترمناسب

بسیار  عملکرديخواص  هیدرولیز آنزیمی ارزش غذایی و
هاي هیدرولیز شده ماهیان به دلیل  پروتئین). 24( خوبی دارند
پتیدهاي زیست فعال، کندروتین سولفات و خواص داشتن پ

ضداکسایشی، از جمله مواد مناسب براي درمان سرطان 
بودن زنجیره  از طرف دیگر به دلیل کوتاه. شوند محسوب می

توانند  بالایی هستند و می  داراي قابلیت هضم  پپتیدي،
و آبزیان مورد عنوان مکمل پروتئینی در تغذیه انسان، دام  به

اهمیت اکسیداسیون در بدن و مواد ). 27( ده قرار گیرنداستفا
است و این متابولیسم براي بقاي سـلول  غذایی شناخته شده
یکی از اثرات جانبی این واکنش تولید  .ضـروري اسـت

هاي اکسـیژن فعـال اسـت گونههـاي آزاد و دیگر رادیکال
 ناکسیداسیو). 25( شودمیاکسیداتیو  کـه باعـث تغییـرات

   بوي نامطلوب و تولید  طعم و  چربی منجر به توسعه
هاي اکسیدانآنتیبسیاري از . گردد هاي سمی میورده آفر

مصنوعی ممکن است براي کنترل اکسیداسیون چربی مورد 
هاي سلامتی و همچنین جنبهاما از نظر  دناستفاده قرار گیر

          گانکنند مصرف توسط مصنوعی اياکسیدانآنتی پذیرش عدم
 است شدههاي غذایی محدود وردهآفرها در آنکاربرد 

 اکسیدانی آنتی   خواص شناسایی  به  منديعلاقه  بنابراین   .  )35(
بسیاري از ترکیبات طبیعی شامل برخی از ترکیبات پروتئینی 

یکی از منابع . اي یافته استاي رشد فزایندهتغذیه و
ه مورد توجه محققان اکسیدانی طبیعی که امروز آنتی
. باشدمیشده از ماهی  پروتئین هیدرولیز ،گرفتهقرار

خصوصیات پروتئین هیدرولیز شده و کاربردهاي آنها در 
هاي متفاوت از صنعت مورد بررسی قرار شاخهتحقیقات و 

هاي ویژگی اساس  برهیدرولیز شده  هايپروتئین .است گرفته
ي متعددي مانند هانقشساختاري و ترکیب آمینواسیدي، 

کنندگی عناصر کمیاب، تقویت کنندگی سیستم ایمنی،  مهار
اکسیدانی، کاهش دهندگی آنتی فعالیت میکروبی، فعالیت ضد

        کلسترول و فعالیت ضد فشار خون بالا از خود نشان 
                در بسیاري از مطالعات به خاصیت که .دهندمی
پروتئین هیدرولیز شده نیز  و ضد میکروبی اکسیدانیآنتی

با عنایت به مطالب ذکر ). 36، 32، 28، 12(اشاره شده است 
شده تا کنون تحقیقی در خصوص  تولید پروتئین هیدرولیز 

هاي آبکه داراي  ذخایر مناسب در (  ماهی بیاحاز شده 
ها و آنزیمتوسط ) باشد میسواحل جنوبی  و قیمت ارزان  

یدانی و ضد میکروبی  آن صورت بررسی فعالیت آنتی اکس
هاي آنزیمتحقیق حاضر با هدف بررسی اثر   .نپذیرفته است

 بازیافت هیدرولیزاسیون، آلکالاز و فلاورزایم بر درجه

فعالیت آنتی اکسیدانی و ضد ، پروتئینی، طول زنجیره پپتیدي
ماهی بیاح امعا و احشاء میکروبی پروتئین هیدرولیز شده از 

  .انجام شد
  
   هاروشواد و م-2
 تهیه ماهی و مواد اولیه- 2-1

از  ،400±35با میانگین وزنی  )Liza abu(بیاح ماهی 
به  .صید شد )جزیره خور موسی(  خلیج فارسسواحل 

منظور جلوگیري از تخریب آنزیمی و میکروبی، توسـط 
جعبـه یونـولیتی در مجاورت پـودر یـخ بـا نسـبت مـاهی بـه 



  145  ....امعاء  اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شدهآنتیخواص ضد میکروبی  و بررسی                     جوادیان و همکاران... سید روح ا
  

مایشگاه پژوهشکده اکولوژي دریاي خزر بـه آز 2بـه  1یـخ 
ابتدا در آزمایشگاه امعا و احشاء جداسازي و . منتقل گردید

      5/0گوشت با قطر سوراخ در ادامه با استفاده از چرخ
از  گرم 50سپس . کامل چرخ و هموژن شدطورمیلی متر به 

 )پروتئین و چربی ( گیري ترکیب شیمیاییاندازهنمونه جهت 
 چرخ شده جهت تولید پروتئینامعا و احشاء  و مابقی

هاي پلاستیکی قرار داده و به منظور شده، در کیسههیدرولیز 
 گراد سانتیدرجه  - 20بعدي در دماي   هايآزمایش

آنزیم آلکالاز و فلاورزایم از نمایندگی  .نگهداري شدند
در ایران تهیه و تا زمان مصرف ) دانمارك(شرکت نووازیم 

  .درجه سانتی گراد نگهداري شد 4رارت در درجه ح
 
  تولید پروتئین هیدرولیز شده- 2-2

گرم از نمونه  هموژن شده امعا و احشاء  ماهی بیاح پس  50
 درون ارلنبه  گرادسانتیدرجه  4از انجمادزدایی در دماي 

لیتر آب  میلی 100میلی لیتري ریخته و سپس میزان  250مایر 
مایر اضافه گردید و با همزن  به ارلن) 2:1(مقطر به نسبت 

 20 سپس به مدت ،دقیقه هموژنیزه شد  2دیجیتالی به مدت 
گراد درجه سانتی 85دقیقه در حمام آبی با درجه حرارت 

. به منظور غیر فعال سازي آنزیم هاي داخلی قرار داده شد
 pH ،نرمال 2/0با اضافه کردن هیدروکسید سدیم  در ادامه

تنظیم  7و فلاورزایم  5/8آلکالاز اي ه فعالیت آنزیمبهینه 
درجه  50ها در حمام آبی متحرك در دماي نمونه. گردید
 شده با دور ثابت براي تولید پروتئین هیدرولیزگراد سانتی

درصد میزان  1(م آنزی ودور در دقیقه قرار داده  200
           به آن اضافه و پس از هر بار ) پروتئین نمونه اولیه

زمان (و در پایان آزمایش ) دقیقه 20و  10زمان (ري گی نمونه
به منظور قطع واکنش آنزیمی در حمام آبی به ) دقیقه 30

قرار داده گراد درجه سانتی 95دقیقه در دماي  10مدت 
تا هاي هیدرولیز شده پس از خنک شدن پروتئین. شدند

با دور ) ، ژاپنKokusan(با استفاده از سانتریفوژ دماي اتاق 
، نددقیقه سانتریفوژ شد 20دور در دقیقه به مدت  8000بت ثا

آوري و با استفاده جمعمایع رویی حاصل از سانتریفوژ، 
تحت ) ی، کره جنوبOperon(کن انجمادي از خشک

خشک و به گراد درجه سانتی - 50شرایط خلاء و دماي 

تولید  ).28(هیدرولیز شده تبدیل گردیدندپودر پروتئین 
سه تکرار انجام   در  آنزیم،هر رولیزشده توسطهید پروتئین

   شد
  
  تعیین ترکیب شیمیایی- 3- 2

به  AOACپروتئین از روش استاندارد  براي تعیین میزان
). 15(استفاده گردید  05.942، 01.954، 15.930شماره 

 ،Behr( براي تعیین میزان پروتئین کل، از دستگاه کلدال
استفاده  25/6ل نیتروژن و با استفاده ازضریب تبدی )آلمان
براي تعیین میزان چربی از استاندارد ملی ایران به شماره . شد

  ). 3(استفاده شد  742
  
  تعیین درجه هیدرولیز- 2-4

-استیککلرودرجه هیدرولیز با افزودن حجم برابر از تري

هیدرولیزشده  درصد به نمونه پروتئین TCA( 20( اسید
  ).16(گردید طه زیر محاسبهشد و از طریق راباندازه گیري

  )درصد(درجه هیدرولیز ) = درصد 10اسید استیککلرومیزان نیتروژن محلول در محلول تري) /(نیتروژن کل در نمونه هیدرولیزشده(× 100
  

  طول زنجیره پپتیدي- 2-5
 حاصل از پپتیدهاي طول تقریبی گیرياندازه براي 

 Kristinsson روش هاي مختلف  ازآنزیم با هیدرولیز

and Rasco  )2000  (درجه از روش این در. استفاده شد 

 فرمول زیر کمک به طول زنجیره محاسبه براي هیدرولیز

  ).21(گردید استفاده

 
  
  بازیافت پروتئین - 2-6

بازیافت پروتئین به صورت درصد بیان شد و با استفاده 
  ).22(از رابطه زیر محاسبه گردید 

 
  
لیت مهارکنندگی رادیکال هاي اندازه گیري فعا - 2-7

DPPH  
گرم بر میلی لیتر از نمونه پروتئین هیدرولیز شده  میلی 1 غلظت

میلی لیتر محلول  1میلی لیتر از آن با  1در آب مقطر تهیه و 
DPPH 1/0 درصد 90 تهیه شده در اتانول( مولار میلی( 
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 پس از انکوباسیون نمونه در تاریکی، جذب .ترکیب شد
شاهد به جاي  در نمونه. نانومتر تعیین شد 517 نوري آن در

  ).7( استفاده شد پروتئین هیدرولیزه، از آب مقطر
  
احیاکنندگی آهن سه ظرفیتی  قدرت گیري اندازه- 2-8
 )یون فریک(

و همکاران   Alemanتوسطبا استفاده از روش معرفی شده 
و با اندکی تغییر از این روش براي بررسی قدرت  )2011(

امعاء و شده حاصل از  کسیدانی پروتئین هیدرولیزا آنتی
لیتر میلی 5/0ابتدا مقدار ). 7(استفاده شد  احیاحشاء ماهی  ب

 5/2لیتر با گرم بر میلیمیلی 40هیدرولیز شده با غلظت پودر 
لیتر میلی 5/2و  pH=6/6مولار با  2/0لیتر بافر فسفات میلی

سیانید مخلوط  فري حجمی پتاسیم - وزنی درصد 1 محلول
درجه  50دقیقه در دماي  30 این محلول به مدت. گردید
 5/2قرار گرفت و پس از این مدت با افزودن  گرادسانتی
درصد، واکنش  10 اسیدکلرواستیکلیتر محلول تريمیلی

 3000دقیقه با سرعت  10 سپس این محلول. پایان یافت
لیتر از میلی 5/2دور در دقیقه سانتریفیوژ و در نهایت 

لیتر میلی 5/2مقطر و آب  لیترمیلی  5/2رویی با  مایع
دقیقه در دماي  10درصد ترکیب و  1/0فریک کلرید

محیط قرارگرفت و سپس جذب آن با دستگاه 
طول موج  در) PerkinElme،  لامبدا لمد(اسپکتروفتومتر

ي دهندهجذب بالاتر نشان. گردیدتعیین  نانومتر  700
هیدرولیزشده   دگی بالاتر پودر پروتئینقدرت احیاکنن

  .بود
  
 به آنتی اکسیدانی میزان فعالیت اندازه گیري-2-9

   ABTSروش 
با  ABTSآزاد  کنندگی رادیکال تعیین فعالیت پاك

محلول  ).7(تعیین شد) 2011(و همکاران   Alemanروش
 ABTS 7میلی لیتر از  5با مخلوط کردن  ABTSرادیکال 

    140میکرو مولار پتاسیم پروسولفات  88مولار و  میلی
ساعت در  دماي محیط درتاریکی  16میلی مولار مهیا شد و 

میلی  40میلی لیتر از محلول موجود با 5/0نگهداري شد، 
 Nacl 2/0، حاوي pH  4/7میلی مولار،  5بافر فسفات (لیتر 
 734بتواند در ABTSتا جذب محلول رادیکال ) مولار

 65.دست آید، ترکیب شده ب 70/0 ± 02/0 نانومتر عدد
میکرو مولار بافر فسفات  65میکرو مولار نمونه محلول با 

 910میکرو مولار از این مخلوط با  67/66ترکیب شد 
میکرو  67/66 ترکیب شد و   ABTSمیکرو مولار محلول 

میکرو مولار  910مولار بافر فسفات به عنوان شاهد با 
دقیقه در دماي محیط 10ترکیب شد و پس از ABTS محلول

نانومتر قرائت شد  734در تاریکی قرار گرفت و جذب در 
با استفاده  ABTSآزاد  رادیکال کنندگیتعیین فعالیت پاك

  :از فرمول زیر محاسبه شد

 
 
  بررسی فعالیت ضد میکروبی- 2-10
  آماده سازي باکتري-1- 2-10

: ند ازهاي مورد استفاده در این تحقیق عبارتمیکروارگانیسم
هاي گرم به نمایندگی از باکتري PTCC :1399 یاکلیاشرش
به نمایندگی  PTCC1112 و استافیلوکوکوس اورئوسمنفی 

که از مرکز تحقیقات و پژوهش  هاي گرم مثبتاز باکتري
 Grisi and Lira طبق روش وعلمی صنعتی ایران تهیه 

  ).14(سازي شد آماده) 2005(
  
و  MIC  بازدارندگی  لظتغ  حداقل  تعیین-2- 2-10

  MBC1حداقل غلظت کشندگی
میزان  به cfu/g 108غلظت تقریبی  مطالعه مورد هايباکتري

 در. شد افزوده هاي آزمایشلولهاز  یک هر به لیتر میلی 2/0

از  استفاده با پروتئین هیدرولیز شده هايمحلول بعد مرحله
Tween 80 )تهیه نحوي به مقطر آب و )مرك آلمان 

 از هرکدام از لیتر میلی 2/0مقدار  ریختن با که دندش

 و کشت مایع محیط حاوي لوله آزمایش درون هامحلول
 و اورئوس استافیلوکوکوس(آزمایش  مورد هاي باکتري
 در هاي آزمایشلوله سپس. شد ساخته )یاکلیاشرش

 هاباکتري براي گراد سانتی درجه 37 دماي در انکوباتور

 ترین پائین ساعت 24  از پس. شودمی  گذاريگرمخانه

عنوان  مشاهده نگردید به کدورتی هیچ آن در که غلظتی

                                                             
1- Minimum Bactericidal Concentration 
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MIC  تعیین از پس. شد گرفته نظر در MIC  جهت تعیین 

MBC که هاییارلن محتویات از استریل کاملا شرایط در 

 و شفاف بودند هنوز گذاريگرمخانه ساعت24 از پس
      1/0 میزان به دنباش نشده مشاهده ها آن در کدورتی
هر  مناسب کشت محیط حاوي هايدیش پتري در لیتر میلی
 24 از پس. دنشومی داده سطحی کشت باکتري گونه

 رشد عدم و رشد مناسب دماي در گذاريگرمخانهساعت 

 مشاهده رشد آن در که غلظتی اولین و ها بررسیباکتري

  ).5(می شود  گرفته نظر در MBCبه عنوان  نگردید
  

  تجزیه و تحلیل آماري- 2-11
 و ها داده بودن به نرمال توجه با ها،  داده تحلیل و تجزیه
آنالیز واریانس یک  روش از استفاده با واریانس، همگنی

 براي مقایسه. استفاده شد (One-Way ANOVA)طرفه 

درصد استفاده  5سطح  در دانکن آزمون از ها داده میانگین
 معیار انحراف ± میانگین صورت به ها داده تمام. شد

 از .پذیرفت صورت تکرار 3 در ها و ارزیابی شد گزارش

 ها استفاده داده آنالیز براي )SPSS version 18(افزار  نرم

 .نمونه ها به صورت زیر کدگذاري شد .گردید

  هاکدگذاري نمونه -1 جدول

  

  و بحث نتایج-3
امعاء و احشاء گیري ترکیبات شیمیایی  اندازه- 3-1

  هاي هیدرولیز شده حاصل از آنپروتئینو  بیاح  ماهی
نتایج مربوط به ماده خام و پروتئین هاي هیدرولیز شده 

 .شده است ئهارا 2توسط آلکلاز و فلاورزایم در جدول 
اختلاف معنی داري از لحاظ میزان پروتئین بین نمونه هاي 

 میزان به طوري که. )p>05/0 (دارد هیدرولیز شده وجود
بیشتر ) 91/78±25/1(پروتئین هیدرولیز شده توسط آلکالاز 

همچنین میزان چربی . باشدمی)  16/72±57/2(از فلاورزایم 
نسبت به ماده خام اولیه به طور قابل توجهی کاهش پیدا 

اختلاف معنی داري در میزان چربی بطوریکه کرده است 
  .)<05/0p(دیده نمی شود رولیز شدهي هیدبین نمونه ها

  
  مختلف هايآنزیم از استفاده با شده هیدرولیز هايپروتئین و خام ماده شیمیایی ترکیب -2جدول

  ماده پروتئین چربی
a43/1±26/8  c45/0±53/13  ماده خام  

97/0        ± 09/0  b a25/1±91/78  آلکالاز  
02/1        ± 11/0  b b57/2±16/72  فلاورزایم  

  )انحراف از معیار ±میانگین (همه اعداد بر حسب درصد بیان شده است *
  .اعداد در یک ستون با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند*

  

  نمونه کد
F10 قهیدق 10 میشده با فلاورزا زیدرولیه نیپروتئ 

F20 قهیدق 20 میشده با فلاورزا زیدرولیه نیپروتئ 

F30 قهیدق 30 میشده با فلاورزا زیدرولیه نیپروتئ 

A10 قهیدق 10شده با آلکالاز  زیدرولیه نیپروتئ 

A20 قهیدق 20شده با آلکالاز  زیدرولیه نیپروتئ 

A30 قهیدق 30شده با آلکالاز  زیدرولیه نیپروتئ 
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آنزیم پروتئاز را روي  3اثر ) 1389(اویسی پور وهمکاران 
خواص پروتئین هیدرولیز شده امعاء و احشاء ماهی تن زرد 

آنها گزارش نمودند بیشترین . باله مورد بررسی قرار دادند
از ماده  میزان محتوي پروتئینی مربوط به فرآورده تولید شده

با آنزیم آلکالاز و کمترین محتواي پروتئینی  خام اولیه
میزان چربی در ماده خام  .مربوط به آنزیم فلاورزایم بود

بعد از انجام عمل هیدرولیز، که درصد بود  8اولیه در حدود 
هر دو پروتئین هیدرولیز شده به شدت  میزان چربی در

توانند به دلیل میدلیل این کاهش، . کاهش پیدا نمود
 دانستها نمونه ژشکسته شدن باندهاي پپتیدي و سانتریفو

شود در طی سانتریفوژ با دور بالا، چربی به میکه باعث 
. متصل شده و همراه آنها رسوب کندمحلول  ناپروتئین 

چربی به صورت یک لایه مجزا،  همچنین بخش اعظمی از
که به راحتی شودجمع مینت ابعد از سانتریفوژ روي سوپرنات

ارزش غذایی بالایی ضمنا این چربی از . استقابل برداشت 
براي  لیپیدبنابراین مقدار اندکی ). 28، 2( برخوردار می باشد

کاهش . شرکت در اکسیداسیون چربی وجود خواهد داشت
هاي هیدرولیز شده در پایداري نمیزان لیپید پروتئی

سبب پایداري اکسیداسیون لیپیدها نقش چشمگیري دارد و 
نتایج سایر محققین حاکی از آن ). 29( شودمحصول می

 5/0است که میزان چربی در پروتئین هیدرولیز شده کمتر از 
با بکار بردن  )2009(و همکاران اویسی پور .درصد می باشد
امعاء و  هیدرولیز شده چربی پروتئین میزان ،آنزیم آلکالاز

گزارش  درصد 18/0 ،دقیقه 205ماهی را بعد از فیل  احشاء
  ).27(نمودند 

  
درجه هیدرولیز، طول زنجیره پپتیدي و بازیافت - 3-2

 پروتئینی
و بازیافت پروتئینی و طول زنجیره  نتایج درجه هیدرولیز 

هیدرولیز  با افزایش زمان. ارائه شده است 3 در جدول پپتیدي
                      به طورو بازیافت پروتئینی  درجه هیدرولیز

همچنین نتایج طول .افزایش یافت   )p>05/0(معنی داري
زنجیره پپتیدي با نتایج درجه هیدرولیز و بازیافت پروتئینی 

با افزایش زمان هیدرولیز طول زنجیره رابطه عکس داشت 
کاهش یافت و طول ) p>05/0(پپتیدي به طور معنی داري

کمتر از آنزیم فلاورزایم  آلکالازآنزیم  درزنجیره پپتیدي 
  .بود

  
  2و1پروتئین هیدرولیز شده درجه هیدرولیز، طول زنجیره پپتیدي و بازیافت پروتئینی، - 3جدول 

  بیان شده اندانحراف از معیار  ±همه اعداد بر حسب میانگین *
  )..,a, b, c(اعداد در یک ستون با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند*

  
یکی از مهم ترین فاکتورهاي بررسی خواص پروتئین هاي 

       باشد که میزان هیدرولیز شده، درجه هیدرولیز می
کند و باید کنترل شدن باندهاي پپتیدي را بیان می شکسته
نترل آن بسیار مهم است، زیرا که کواین فاکتور . گردد

شده، از جمله میزان بسیاري از خواص پروتئین هیدرولیز 

پذیري و وزن مولکولی پروتئین  آمینه، میزان انحلالاسیدهاي
). 29(باشد  تولید شده وابسته به شدت و درجه هیدرولیز می

درجه هیدرولیز افزایش یافت و ، هیدرولیزبا افزایش زمان 
هیدرولیز توسط آلکالاز بیشتر از آنزیم میزان درجه 
نتایج سایر محققین، نتایج تحقیق  )p>05/0(فلاورزایم بود

(%)بازیافت پروتئینی  (%)درجه هیدرولیز طول زنجیره پپتیدي   تیمار 
25/1±56/46 e 57/0±26/11 a 45/0±89/8 e F10 

57/1±36/52 d 03/0±74/9 b 03/0±27/10 d F20 

25/0±05/60 c 19/0±16/8 c 28/0±25/12 c F30 

41/1±45/59 c 19/0±81/7 c 31/0±80/12 c A10 

36/2±92/72 b 15/0±40/6 d 38/0±62/15 b A20 

55/1±35/81 a 05/0±00/5 e 21/0±00/20 a A30 
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توان میدلیل این حالت را ). 23، 1( کندمیحاضر را تائید 
در میزان فعالیت بیشتر آنزیم آلکالاز نسبت به آنزیم دیگر 

همان طور که در بالا اشاره شد با افزایش  .در نظر گرفت
زمان هیدرولیز میزان درجه هیدرولیز افزایش پیدا مدت 

. کرده است که در چندین مطالعه این امر گزارش شده است
) 2011(و همکاران  Khantaphantدر مطالعاتی که توسط 

شده عضله ماهی سرخوپهلو قهوه بر روي پروتئین هیدرولیز
و همکاران  Lutjanus vitta( )19( ،Klonopong( اي

 شده شانک زرد بالهي پروتئین هیدرولیزبر رو) 2007(
)Selaroides leptolepis( )20(  وBougatef  و

شده محصولات بر روي پروتئین هیدرولیز) 2010(همکاران 
انجام شده  )Mustelus mustelus( )9( جانبی ساردین

است گزارش شده است که با افزایش مدت زمان هیدرولیز، 
تواند این میدلیل این امر  .درجه هیدرولیز افزایش می یابد

باشد که در مدت زمان بیشتر فعالیت آنزیمی بیشتر صورت 
گرفته و باندهاي پپتیدي مدت زمان بیشتري در دسترس قرار 

شوند که حاصل شکست میشکست بیشتر  گیرند و دچارمی
بیشتر باندهاي پپتیدي نتیجه درجه هیدرولیز بیشتر را در پی 

          طول زنجیره پپتیدي نشان داد کهنتایج مربوط به  .دارد
کلی با افزایش زمان هیدرولیز، طول زنجیره کاهش  به طور
باشد و طول میآنزیم مشابه  دویابد و این حالت در هر می

. زنجیره پپتیدي توسط آلکالاز کمتر از آنزیم فلاورزایم بود
نتایج تحقیق حاکی از ارتباط بین طول زنجیره پپتیدي و 

با که  استاین یافته حاکی از آن . باشدمیهیدرولیز  درجه
افزایش درجه هیدرولیز، طول زنجیره پپتیدي کاهش پیدا 

 عملکرديمحاسبه طول متوسط زنجیره با خواص . می کند
هیدرولیز تا حد زیادي تطابق دارد چرا که در شرایط 

شود میضعیف  عملکرديهیدرولیز شدید پروتئین، خواص 
مطلوب باید پپتیدها حداقل  عملکرديخواص و براي بروز 

نتایج سایر محققین،  ). 35(مینه تشکیل شوند آاسید 20از 
بازیافت  ).25، 23( کندمینتایج تحقیق حاضر را تائید 

یکی دیگر از فاکتورهاي مهم در بررسی عملکرد  پروتئینی

هاي غذایی محسوب می شود آنزیم ها در هیدرولیز پروتئین
نده توانایی یک آنزیم در جدا سازي پروتئین هاي کن که بیان

محلول از انواع غیر محلول، و در نتیجه میزان بازدهی فرآیند 
ولیز آنزیمی بوده که از جنبه اقتصادي نیز مهم در طی هیدر

به  ینیپروتئبا افزایش زمان هیدرولیز بازیافت  ).17(باشد می
 ینیپروتئداري افزایش یافت و میزان بازیافت  طور معنی

که با نتایج . توسط آلکالاز بیشتر از آنزیم فلاورزایم بود
آلکالاز،  میآنز ).17،23،27( مطابقت داردسایر محققین 

 1نازاندوپروتئی که است رهیت ايبه رنگ قهوه عیما میآنز کی
 یکنیل لوسیباس ياز باکتر داراي منشاء میکروبیو باشد  یم

مناسب پروتئازي را  بوده و به همین جهت، خواص2سیفورم
در مطالعه  ).1387اویسی پور و قمی، (دهد میاز خود نشان 

حاضر با افزایش مدت زمان هیدرولیز، میزان بازیافت 
که این امر در چندین مطالعه گزارش  یافتافزایش  ینیپروتئ

در تحقیقی که توسط شکرپور و همکاران . شده است
و  ینیپروتئیافت بر روي اثر شدت هیدرولیز بر باز) 1395(

اندازه مولکولی پروتئین گوشت کوسه چانه سفید انجام شد، 
 30دقیقه به  10از  گزارش شد که با افزایش زمان هیدرولیز

-تحقیقنتایج  .)4(افزایش یافته است ینیپروتئدقیقه بازیافت 

حاکی از ارتباط و ضریب همبستگی بین بازیافت پروتئینی و 
افزایش درجه هیدرولیزا، میزان با که باشد میدرجه هیدرولیز

    ).8(کند  میبازیافت پروتئینی افزایش پیدا 
  
 خاصیت آنتی اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده- 3-3

هیدرولیز شده   اکسیدانی پروتئین آنتی نتایج مربوط به خاصیت
، DPPHآزاد  هايرادیکال هاي پاك کنندگیشامل روش

آزاد  هايرادیکال دگیقدرت احیا کنندگی فریک و پاك کنن
ABTS  روش  3شده است نتایج مربوط به هر  ارائه 4در جدول

اکسیدانی با هم، هم خوانی دارد و با توجه به  آزمون فعالیت آنتی
اکسیدانی به طور معنی داري تحت تاثیر نوع  نتایج، فعالیت آنتی

با افزایش زمان هیدرولیز فعالیت . آنزیم و زمان هیدرولیز است
افزایش یافت و ) p>05/0(داري  معنی  اکسیدانی به طورآنتی

داري معنیمیزان فعالیت آنتی اکسیدانی توسط آلکالاز به طور 
)05/0<p (بیشتر از آنزیم فلاورزایم بود.  

                                                             
1  - Endoproteinase 
2  - Bacillus Licheniformis 
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  2و1فعالیت آنتی اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده  - 4جدول 

ABTS (%) قدرت احیا کنندگی فریک DPPH (%) تیمار 

96/2±35/53 e 002/0±17/0 e 63/2±71/47 e F10 

39/0±17/57 d 023/0±27/0 d 12/1±04/59 d F20 

28/3±91/62 c 004/0±31/0 c 97/1±85/63 c F30 

02/2±88/62 c 002/0±30/0 c 94/1±91/62 c A10 

29/2±04/74 b 003/0±35/0 b 72/0±05/79 b A20 

00/1±83/86 a 003/0±39/0 a 87/1±88/88 a A30 
  انحراف از معیار بیان شده اند ±میانگین  همه اعداد بر حسب*

  )..,a, b, c(اعداد در یک ستون با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند*
  

اي براي سنجش گستردهبه طور  DPPHفعالیت رادیکال 
هاي آزاد و یا رادیکالتوانایی ترکیبات براي به دام انداختن 

 ارزیابیبه عنوان اهدا کردن اتم هیدروژن و در مجموع 
 .)18(مورد بررسی واقع شده است  اکسیدانیآنتیفعالیت 

هاي هیدرولیز پروتئیننتایج مطالعه حاضر نشان داد تمامی 
ها اکسیدانآنتی. باشدمیاکسیدانی آنتیشده داراي فعالیت 

هاي واکنشتوانند با مکانیسم حذف رادیکال آزاد از می
یک رادیکال آزاد  DPPH. اکسیداسیون جلوگیري کنند

 517باشد که بیشترین جذب را در طول موج میپایدار 
در  DPPHهنگامی که رادیکال . دهدمینانومتر نشان 
اکسیدان ي الکترون دهنده از قبیل آنتیمادهمعرض یک 

گیرد، رادیکال مهار خواهد شد و جذب کاهش میقرار 
آزاد در چندین مطالعه میزان حذف رادیکال  ).7(یابد می

DPPH 50هاي هیدرولیز شده تولید شده بیش از پروتئین 
همچنین در مطالعه  ).37، 9(گزارش شده است  درصد

اکسیدان، آنتیحاضر با افزایش زمان هیدرولیز، فعالیت 
  ) 2012(و همکاران  Fangاي که مطالعهدر . افزایش یافت

تئین هاي هیدرولیز شده پروپروتئینسازي تولید بهینهبر روي 
عضله اسکوئید با استفاده از روش سطح پاسخ انجام دادند، 

    درجه  51به  45که هنگام افزایش دما از شدگزارش 
گراد میزان حذف رادیکال آزاد افزایش پیدا کرد و با سانتی

دقیقه میزان  51دقیقه به  30افزایش مدت زمان هیدرولیز از 
دقیقه  60 ه بهدقیق 51حذف رادیکال آزاد افزایش ولی از 

در تحقیقی . )13(داد کاهش نشان  آزاد میزان حذف رادیکال
 تولید  سازيبهینه   بر روي) 2008(همکاران   و Ren که توسط

هاي سارگوپلاسمیک کپور  پروتئین  اکسیدانیآنتی  پپتیدهاي 
اي با استفاده از روش سطح پاسخ صورت گرفت نقره

        60 گراد بهسانتیدرجه 52دما از  گزارش شد که با افزایش
. )30(یافت افزایش  آزاد رادیکال حذف میزان گرادسانتیدرجه  

هاي خام پروتئینکه این احتمالا مربوط خصوصیات دمایی 
. یابدمیبستگی دارد و با افزایش دما انتقال گرماگیر افزایش 

-شود و گروهمیشکست  دچار با افزایش دما ساختار پروتئین

ي پروتون در معرض قرار کنندهیدروفوبیک و اهدا هاي ه
اکسیدانی شرکت آنتیگیرند و از این طریق در فعالیت می
 کاهش کلی طور به کنندگی فریک قدرت احیا. کنند می

با  کند ومی گیرياندازه را )+Fe3(فریک  یون ظرفیت
). 6(ارتباط است  هاي آزاد دررادیکالپاك کردن  ظرفیت

هاي هیدرولیز پروتئینتمامی ، دادحاضر نشان  نتایج مطالعه
   د و فعالیت نباش اکسیدانی می آنتیشده داراي فعالیت 

اکسیدانی آنتیاکسیدانی آنزیم آلکالاز بالاتر از فعالیت آنتی
قدرت کاهندگی براي تعیین توانایی .  آنزیم فلاورزایم بود

ده مورد استفا) II(به آهن ) III(ترکیبات در کاهش آهن 
 redoxسنجی  ي یک واکنش رنگ گیرد و به وسیلهمیقرار 

- linked  اکسیدان در آنتی حضور). 7(شود میتعیین
شده باعث کاهش کمپلکس آهن  هاي هیدرولیزپروتئین

)III( سیانید به شکل آهن  فریک یا)II (با توجه . شودمی
امعاء و احشاء  شده زیدرولیه هاي، پروتئین4به نتایج جدول

      ماهی بیاح داراي توانایی اهداي الکترون یا هیدروژن 
کاهندگی نشان از افزایش  که افزایش قدرت. باشندمی

     قدرت ). 34، 29( باشدمیاهداي الکترون یا هیدروژن 
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 شده، هاي هیدرولیزپروتئینکنندگی فریک براي  احیا
mackerel (Scomber austriasicus) )34( ،

-و) 11(  (Hypophthalmichthys militrix)اي کپورنقره
Cuttlefish (Sepia pharaonis) )6( ماهی کیلکاي ،

گزارش ) Clupeonella engrauliformis)  (28(آنچوي 
یک معیار عالی براي  ABTSآزمایش رادیکال  .شده است

باشد و همچنین به عنوان میاکسیدانی آنتیتعیین فعالیت 
لیپوفیلیک  و هیدروفیلیک تترکیباکردن  معیاري براي پاك
 پاك کنندگی با توجه به نتایج مربوط به .گزارش شده است

اکسیدانی، آنتیبودن فعالیت  و بالا ABTSآزاد  هايرادیکال
 قادر به ماهی بیاح،امعاء و احشاء شده  پروتئین هیدرولیز

 از، در نتیجه باشدمی ABTS رادیکالکردن  پاك
 رادیکال ايزنجیرهکنش وا طریق از اکسیداسیون چربی

 ABTSآزاد  هايرادیکال پاك کنندگی .کندمیجلوگیري 
 mackerel (Scomberشده،  هاي هیدرولیزپروتئینبراي 

austriasicus))34(، اي کپورنقره(Hypophthalmichthys 

militrix)  )11 (و ماهی مرکب (Sepia pharaonis)  )6( ،
، کیلکاي )18( (Oreochromis niloticus)تیلاپیاي نیل 

گزارش ) Clupeonella engrauliformis()28(آنچوي 
هاي هیدرولیز شده پروتئیناکسیدانی آنتی فعالیت .شده است

گرفته شده  کاره هیدرولیز شده ب وابسته به پروتئاز و شرایط
اي از پپتیدهاي گستردههیدرولیز طیف  در طی ).7(باشد می

 هاي آنزیمویژگیسته به آمینه آزاد باسیدهايکوچک و 

تغییر در اندازه، مقدار و ترکیب اسیدهاي . دنشو میتولید 
اکسیدانی آنتیفعالیت  کوچک بر روي آزاد و پپتیدهاي آمینه
در  مدت زمان هیدرولیز ممکن است). 29(گذارد میتأثیر 

هایی که باعث تسهیل واکنش میان افزایش شکست گروه

هاي واکنش پذیر اکسیژن گونه هاي آزاد،رادیکالپپتیدها و 
فعالیت   افزایش  به  منجر  که  تغییر  قابل  فلزي  هايیونو 
ولی این . شود تأثیر مستقیم داشته باشدمی اکسیدانی آنتی

داراي  اي کههاي هیدرولیز شدهبدان معنا نیست که پروتئین
اکسیدانی آنتی   ظرفیت همیشه داراي ،بیشتر هستند زمان مدت
     مطالعات متعددي بیانگر این موضوع  . هستند تريبالا
 تواند باعث کاهش خواصکه هیدرولیز گسترده میباشد می

هیدرولیز گسترده باعث تولید   .)35( شوداکسیدانی آنتی
کل پپتیدها در. شودهاي آزاد میآمینه بیش از حد اسید

آمینه اسیدهاياکسیدانی بهتري نسبت به آنتی داراي پتانسیل
به علت فعالیت حذف رادیکال آزاد و فعالیت کلاته کردن 

گسترده نیز  هیدرولیزهمچنین  . باشندمییون فلزي بیشتر 
. ي پپتیدها بیش از حد کوچک شودشود که اندازهمیباعث 

به خوبی پذیرفته شده است که پپتیدهاي کوتاه مسئول بخش 
ي هیدرولیز هاپروتئیناکسیدانی آنتیاي از فعالیت عمده

در بررسی انجام شده توسط یعقوب زاده ) 7(شده می باشند
گزارش شده است که پپتیدهاي ،)2020( و همکاران

هاي یون فلزي یا کننده اکسیدانی داراي بعضی کلاته آنتی
باشند، که به آنها میهیدروژن یا فعالیت الکترون دهندگی 

ن واکنش اجازه واکنش با رادیکال هاي آزاد و محدود کرد
  .)35(  زنجیره رادیکال یا جلوگیري از تشکیلشان را دهد

  
 میکروبی پروتئین هیدرولیز شده خاصیت ضد- 3-4

میکروبی پروتئین هیدرولیز شده  نتایج مربوط به خاصیت ضد
در رئوس واستافیلوکوکوس ا و یاکلیاشرشعلیه باکتري 

با افزایش زمان هیدرولیز خاصیت  .شده است ارائه 5جدول 
  .افزایش یافت) p>05/0(ضد میکروبی به طور معنی داري 

  
  )ppmبر حسب ( 2و1حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت کشندگی پروتئین هیدرولیز شده - 5جدول 

 تیمار )MIC( یاکلیاشرش  )MBC( یاکلیاشرش )MIC( لوکوکوسیاستاف )MBC( لوکوکوسیاستاف

39/4±432/948 a 40/21±07/774 a 57/6±19/1255 a 57/24±62/1006 a F10 

60/21±93/729 b 71/0±74/650 b 20/40±57/1028 b 90/13±41/755 b F20 

06/20±39/528 c 53/3±71/477 c 19/20±87/859 c 39/9±80/551 c F30 

09/14±25/524 c 94/16±23/464 c 67/0±73/840 c 39/11±920/533 c A10 

79/7±76/345 d 19/9±95/291 d 05/29±77/534 d 01/29±48/366 d A20 

77/0±90/218 e 71/1±10/156 e 99/4±68/290 e 87/5±41/215 e A30 

  انحراف از معیار بیان شده اند ±همه اعداد بر حسب میانگین  *
  )..,a, b, c(اعداد در یک ستون با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند*
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وسیله بیشتر محققین جهت اندازگیري  که به معیارهایی از یکی
 ،گرددمی باکتریایی عوامل ضد میکروب استفاده  فعالیت ضد

کنندگی و حداقل غلظت مهاراندازگیري حداقل غلظت 
           نتایج مربوط به خاصیت ). 31(باشد میکشندگی 

میکروبی علیه هر دو باکتري با هم، هم خوانی دارد و با  ضد
داري  میکروبی به طور معنی توجه به نتایج، خاصیت ضد

نتایج مطالعه . ر نوع آنزیم و زمان هیدرولیز استتحت تاثی
هاي پروتئین حاضر نشان دهنده خاصیت ضد میکروبی بالاي

 ویژگی. باشدمیآنزیم آلکالاز هیدرولیز شده توسط 
دارا بودن ساختمان  1میکروبیاکثر پپتیدهاي آنتی مشترك

           آلفا هلیکس است و این ساختمان احتمالا به دلیل 
گیریشان در کانال یونی غشاي باکتري و تغییر نفوذ  قرار

 ) 5(  پذیري و به دنبال آن شکستن سلول باکتري است
قسمت عمده  3به طور عمده به  AMPsمکانیسم دفاعی 
  .تقسیم می شود

   هاي شوند و سوراخمیپپتیدها به غشاي باکتري باند - 1 
را از بین  کنند و یا غشاي باکتريمیغیر قابل برگشتی ایجاد 

این شیوه . شوندمیبرند و باعث جریان یافتن سیتوپلاسم  می
ها  باکتري نابودي کاملنام دارد باعث  2شده مختل غشا که
  .شود می

کنند و با باند شدن میپپتیدها از بین غشاي باکتري عبور  - 2
کنند میبا ترکیبات داخل سلولی از رشد باکتري جلوگیري 

  . شودمینامیده  3ختل شدهغشا غیر م که این روش

در مقابل   4مختل شده غیرهایی که به صورت پپتیدیشتر - 3
پرولین  - آمینه آرژنین  کنند غنی از اسیدمیفعالیت  هاباکتري
با توجه به عملکرد آنزیم آلکالاز براي شکستن ، هستند

لیزین اسید آمینه را  - زنجیره پروتئینی که از موقعیت آرژنین 
غنی از آرژنین را  هتوان وجود اسید هاي آمین میشکند  می

باکتري  ،همچنین با توجه به نتایج .در پپتیدها محتمل دانست
مقاومت پایین تري  رئوسواستافیلوکوکوس اگرم مثبت 

 گزارشات. دارا بود) منفی گرم( یاکلیاشرشنسبت به باکتري 

                                                             
1  - AMPs 
2- Membrane - Disruptive 
3- Membrane - Non – Disruptive 
4-  Non - Disruptive 

 به نسبت مثبت گرم هايباکتري که اندنموده بیان متعدد

 ترحساس باکتریایی ضد ترکیبات برابر در منفی گرم هايريباکت

 دلیل به مثبت گرم هايباکتري بالاي حساسیت این هستند و

 این که است ساکاریديلیپوپلی سلولی دیواره عدم وجود

 ورود از است ممکن منفی گرم هايباکتري دیواره در

 عمل به جلوگیري سیتوپلاسمی غشاي به فعال ترکیبات

 مواد برابر در منفی گرم هايباکتري مقاومت .)10(آورد 

 هاباکتري خارجی غشاي هیدروفیلی سطح با باکتریایی ضد

 حائل یک و است ساکارید لیپوپلی هايمولکولاز  غنی که

   ایجاد مختلف بیوتیکی آنتی هاي مولکولنفوذ  برابر در
 به قادر پلاسمی که پري فضاي هايآنزیمبا  نیز و کندمی

 در هستند نیز خارج از شده وارد هاي مولکولستن شک

 خارجی غشاي چنین مثبت گرم هايباکتري. باشدمی ارتباط

 بیوتیک آنتی از برخی .ندارند سلولی دیواره در ساختار

 سیتوپلاسمی غشاي و باکتریاي سلول دیواره آسانی به توانندمی

 آن سیتوپلاسم خروج به منجر و نموده را تخریب

  ).5(گردند
  
  نتیجه گیري -4
آلکالاز و  ( پروتئاز تجاري آنزیم اثر دو حاضر تحقیق در

امعاء و  شده هیدرولیز هايخواص پروتئین روي )فلاورزایم
 دقیقه 30و  20، 10هاي هیدرولیز در زمان احیاحشاء ماهی  ب

    میان از که داد نشان نتایج .گرفت قرار مورد بررسی
 پروتئین تواند می آلکالاز یمبررسی، آنز مورد هايآنزیم

هیدرولیز، طول زنجیره پپتیدي کوتاهتر  درجه با هیدرولیزي
همچنین نتایج نشان  .کند تولید بالاتري پروتئینی بازیافت و
دقیقه از درجه  30 پروتئین هیدرولیز شده در زمان ،داد

. هیدرولیز و بازیافت پروتئینی بیشتري برخوردار است
اکسیدانی و ضدمیکروبی  آنتی فعالیت از دهش پروتئین هیدرولیز

هاي صورت بررسیطبق ، بالایی نیز برخوردار بوده است
ي تولیدي شدههاي هیدرولیز پروتئینگرفته در این تحقیق 

قابل ملاحظه و  DPPHداراي خاصیت حذف رادیکال آزاد 
همچنین از نتایج . میزان قدرت کاهندگی قابل قبولی بودند

فزایش زمان هیدرولیز باعث افزایش فعالیت آید که امی بر
ضد میکروبی  فعالیت بالاترین همچنین .شد آزاد رادیکال حذف
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دقیقه مشاهده شد و  30 توسط آنزیم آلکالاز در در زمان 
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Abstract 
In the present study, Antioxidant and antimicrobial activities of protein hydrolysates from 
viscera of Liza abu by products were investigated. Hydrolysis was performed at three 
different times (10, 20 and 30 min), using commercial enzyme alcalase and flaverzyme and 
an enzyme to substrate ratio of 1% meat protein at 50°C. The results indicated that, Protein 
recovery and degree of hydrolysis increased with increasing incubation time (P<0.05) and the 
protein hydrolysate from alcalase had the highest protein recovery and degree of hydrolysis 
(P<0.05). The highest antioxidant activity (DPPH radical scavenging activity, ferric reducing 
antioxidant power and ABTS radical scavenging activity) and the highest antimicrobial 
activity of protein hydrolyzed against Escherichia coli and Staphylococcus aureus were 
observed in protein hydrolysates with alcalase after 30 min (P<0.05). The results revealed 
that Liza abu by product hydrolysates have high antioxidant and antimicrobial activity, which 
may be useful ingredients in food and formulated diets applications.  
 
Keywords: Liza abu, Protein Hydrolysates, Commercial Enzymes, Antioxidant Activity, 
Antibacterial Activity 
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