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 Introduction: The present study aimed to investigate antibacterial and properties of 

proteins produced by the enzyme hydrolysis of lantern fish (Benthosema petrotum) 

produced by alcalase and flavourzyme enzymes. 

Materials & Methods: Membrane ultrafiltration method was used to isolate and purify 

antimicrobial peptides smaller than 3 kDa. Antibacterial activity of protein hydrolyzed 

with alkalase enzyme (BPHA) and flavourzyme enzyme (BPHF) against Aeromonas 

hydrophila, Streptococcus agalactiae, Sterptococcus iniae, Yersinia ruckeri (standard 

strains) was performed by disk diffusion and microdilution method.  

Results: The results showed the appropriate efficiency of enzymes used to isolate 

antimicrobial peptides smaller than 3 kDa from lantern fish. Also, the lowest amount of 

MIC, MBC of hydrolyzed protein by flavourzyme against bacteria S, iniae was 16 and 

32 μg / ml. The diameter of the growth inhibition zone of peptides isolated with alkalase 

enzyme (BPHA) and flavourzyme enzyme (BPHF) against Y. ruckeri and S. iniae was 

competitive with tetracycline antibiotic. 

Conclusion: In general, it can be concluded that bioactive peptides derived from lantern 

fish have relative antibacterial effects against fish bacterial agents, although this effect 

depends on the type of enzyme used and the bacterial species. Therefore, further 

research on the possibility of using these antibacterial agents for fish bacterial 

pathogens is recommended. 
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   پژوهشی  - علمی مقاله

 
 

ضد باکتریایی پپتیدهای زیست فعال فانوس ماهیان دریای عمان  اثربررسی 

(Bebthosema petrotum) زای ماهی های بیماریدر برابر برخی باکتری 
 
 
 

   3رضا صفری  ،2مجتبی علیشاهی  ،1آبادی  علی محمدعلی سالاری  ،1حسین ذوالقرنین ، 1*ریم شکوهمندم
 

 
 

 ، ایران خرمشهر،  زیست شناسی دریا، دانشکده علوم دریایی و اقیانوسی، دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهرگروه    1
 ، ایراناهواز،  دانشگاه شهید چمران اهواز  ،دانشکده دامپزشکی  ،علوم درمانگاهیگروه    2
 ترویج کشاورزی، ساری، ایران  سازمان تحقیقات، آموزش و،  موسسه تحقیقات علوم شیلاتی کشور،  پژوهشکده اکولوژی دریای خزر  3

 چکیده   کلمات کلیدی 
 خواص ضدباکتریایی

 پپتید زیست فعال
 فانوس ماهیان

Yersini ruckeri 
Aeromunas hydrophyila 

Streptococcus agalactiae 

iniae  Sterptococcu   

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

شوند. ها، استفاده میعلت دارابودن خواص بیولوژیکی در برابر طیف وسیعی از میکروارگانیسمپپتیدهای ضدباکتریایی به مقدمه:  

( تولید Benthosema petrotumدریای عمان ) نمطالعه بررسی خواص ضدباکتریایی پروتئین هیدرولیز شده فانوس ماهیادر این 

   .( انجام شدFlavourzyme) و فلاورزایم (Alcalase) های آلکالازشده با آنزیم 

روش  و  اولترافیها:  مواد  روش  خالصاز  و  جداسازی  برای  غشایی  کوچکلتراسیون  ضدمیکروبی  پپتیدهای  از  سازی  کیلو    3تر 

در  (BPHFو آنزیم فلاورزایم ) (BPHA)  با آنزیم آلکالاز  فعالیت ضدباکتریایی پروتئین هیدرولیز شدهدالتون استفاده گردید.  

   Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae , Sterptococcus iniae , Yersinia ruckeri  هایباکتری برابر  

 روش میکرودایلوشن و  انتشار دیسک انجام شد.    (  بههای استانداردسویه)

نشان  نتایج نتایج:   آنزیم  تحقیق  مناسب  کارآیی  بهدهنده  کوچکهای  ضدمیکروبی  پپتیدهای  جداسازی  برای  رفته  از  کار    3تر 

فانوس از  بودند. هم  کیلودالتون  میزان  چنین کم   ماهیان  فلاورزایم  ئپروت  MBCو    MICترین  توسط  هیدرولیز شده  برابر   ین  در 

با آنزیم آلکالاز  میکروگرم بر میلی   32و    16میزان  به   S. iniaeباکتری   لیتر بود. میزان قطر هاله عدم رشد پپتیدهای جدا شده 

(BPHA( و آنزیم فلاورزایم )BPHF)  در برایر باکتریY. ruckeri  وS. iniae بیوتیک تتراسایکلین بود.قابل رقابت با آنتی 

ماهیان دارای اثرات ضدباکتریایی    توان نتیجه گرفت که پپتیدهای زیست فعال حاصل از فانوسطورکلی میبه گیری:  بحث و نتیجه 

  تر باکتری دارد. لذا تحقیق بیش  کار رفته و گونهنسبی در برابر عوامل باکتریایی ماهی بوده، هرچند این اثر بستگی به نوع آنزیم به 

 گردد.زای ماهی اکیداً توصیه می استفاده از این مواد ضدباکتریایی در مبارزه با عوامل بیماری در زمینه امکان

   نویسنده مسئول: پست الکترونیکی * 
shokoohmand_sa@yahoo.com  

 

 

 1403  اردیبهشت 19 تاریخ دریافت: 

 1403  خرداد 20 تاریخ داوری:

 1403  مرداد 31  تاریخ اصلاح:

 1403 شهریور 21 تاریخ پذیرش:
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 قدمه م
  ري یچشمگ  طوربه  ریاخ  دهه  چند  یط  جهان  در  انیآبز  داتیتول      

  حدود  به  2025رود تا سال  انتظار می  کهطوري به   است،  افتهی  ش یافزا

فرآوري    تن  ونیلیم  196 سهم  فوق  آمار  به  توجه  با  رسید.  خواهد 

از   افزایش خواهد یافت  75درصد به    25آبزیان  وسعه  ت  (.1)  درصد 

  . باشد ی م  نینو  يهاک یتکن  يریکارگبه   ازمندین  ،ي پروري آبز  داریپا

  نه یو کاهش هز  يوربهره   شیافزا  در  نینو  يهاي تکنولوژ  از  استفاده

(.  2)  است  داریپا  يپرور ي آبز   در   تیاهم  قابل  موارد  زجملها   دیتول

که    یو انگل  یمختلف عفون  يهاي مار یب  وعیاز بروز و ش  یناش  تلفات

استرس به عوامل  سدنبال  کاهش  و   از  دهدیم  رخ  ی منیا  ستمیزا 

رشد و توسعه    یدهندگان و از موانع اصلپرورش   مشکلات  نیترمهم 

عوامل    یکی  ییایباکتر  يهاعفونت  باشد.یم  رانیا  در  صنعت  نیا از 

از    یکی لا یدروفیه  موناسروئآ  .است  یپرورش  انیماه  ریوممرگ   یاصل

ب  يهواز  متحرک،  ،یمنف  گرم   يهاي باکتر است    يار یاخت  يهواز یو 

کند  ی م یسالم زندگ انیو دستگاه گوارش ماه یآب يهاطیکه در مح

، تورم  ییو احشا  يجلد   يهاي ز ی همراه با خونر  یسمیو موجب سپت

 Red Entric)  ییایباکتر  دهان قرمز  يمار یب  (.3)  شودی روده و مرگ م

Mouth or Yersiniosis) صنعت در مهم  ییایباکتر  يهاي مار یب از  یکی  

اخی م  یبآسرد  انیماه  پرورش   بروز   باعث  ریباشد که در چند سال 

  ي باکتر  ،ي ماریعامل ب. (4) ستا  شده کشور یبآسرد مزارع در تلفات

  خانواده   ء جز  يباکتر   نیباشد. ایم (Yersini ruckeri)  يروکر  اینیرسی

  مهم   اریبس  يزاي ماریب  عامل  کیعنوان  هبکه    بوده  اسهیانتروباکتر

گونه  يار یبس  يبرا  ماه  يهااز    آزاد   خانواده  جمله  از  انیمختلف 

ن  است  انیماه کشور  در  مهم   يماری ب  نیا  زیو    ي هاي ماریب  نیتراز 

از   یکیعنوان  به  زین  سیاسترپکوکوز آلا است.  پرورش قزل  ییایباکتر

  ي ار یبس  در  یبآسرد  انیماه  پرورش  و ریعمده مراکز تکث  يهاي ماریب

ها امکان  این باکتري  .(5) است شده  یمعرف رانیا و ایدن يکشورها  از

  نیز به شیرین و شور را دارند. در ایران    ایجاد بیماري در ماهیان آب 

چنین    آلا مطرح است و هم  زا در ماهی قزلعنوان عامل مهم بیماري 

ترین عامل  آسیایی مهم  باسماهی سی  در ماهیان دریایی مثل پرورش

آسیب بیماري  و  )زا  است  روش  (.6رسان  مرسوم    یدرمان  يهااعمال 

  ي داروها   و  هاکیوتیبی آنت  انواع  از  استفاده  رینظ  هاي ماریب  هیعل

استفاده مداوم    ،مثال  يبرا .  است  یمشکلات  و  بیمعا  يدارا   ییایمیش

آنت   در  یکیوتیبی آنت  مقاومت  دهیپد   بروز  به  منجر  هاک یوتیبیاز 

مصرف  یپرورش  يهاگونه م  و  بلندمدت  در  امکان  شودیکنندگان   .

ا مصرف  نیانتقال  انسان  به  ماه  مقاومت  خطرات    زین  یکننده  از 

  یی ایمیش  يثرات مخرب داروهاا  نیچن  است. هم  یتراپ  کیوتیبینتآ

آب منابع    ان یماه (.7)است    اغماض  رقابلیغ  ستیز  طیمح  و  یبر 

 که . هستند دهایپپت مانند یستیز  فعال  باتیترک از ی غن منبع ییایدر

  ضد و  یروسیضدو ،یضدقارچ ضدباکتري، داروهاي عنوانبه  توانندیم

شده، استفاده دارویی   انجام  براساس مطالعات . (8) شوند  استفاده  تومور

مدل  در  پپتیدها  بهاز  مطالعه  هدف  به  بسته  جانوري  صورت  هاي 

(. درخصوص  9و تزریقی پیشنهاد شده است ) گاواژ، ترکیب با خوراک

به  مراحل لاروي  در  غوطه ماهیان  مولد  صورت  ماهیان  در  یا  و  وري 

قزل به   مانند  )آلا  است  شده  مطرح  تزریقی    ساختار   در (.10صورت 

  به   مختلف  يهانهیدآمیاس  قالب  در  يد یپپت  ياجزا  ،نئیپروت  ییفضا

  وجود   دالتون  10000  از  ترکم  یمولکول  وزن  و  عدد  20  تا  2  تعداد

 کهی هنگام و بوده رفعالیغ صورتبه نیپروت هیاول  شکل در که داشته

  ي دهایپپت  رد،یگیم  قرار  ییایمی وشیب  زیدرولیه  ریتاث  تحت  نیپروت

  د یاس  تعداد  و  یتوال  و  یمولکول  وزن  به  بسته  و  شده  انینما  مذکور

  از   (.11)  دهندی م  نشان  خود  از   یمتفاوت  يکارکرد   خواص  هانهیآم

  جدا   یمختلف  یکروبیم  ضد  دهايیپپت  یماه  شده  زیدرولیه  نیپروتئ

 که  باشندیم  یونیکات  هايبخش  داراي  یکروبیضدم  دهايیپت  .کردند

  ل یتسه  ار  یکروبی م  هايپاتوژن  غشاي  با  هاآن  انفعالات  و  فعل

  ، Aeromunas hydrophyila  زاي مار یب  يهاگونه (.  12)  کنندیم

Yersina ruckeri  و  Staphylococcus aureus)  ي هان یپروت  به  نسبت  

  ان یکپورماه  و  انی ماه  باربوس  ا،یلاپیت  انی ماه  از  شده  زیدرولیه

 که   ییایدر  انیماه  از  يتعداد .(15  ،14  ،13)  دادند  نشان  تیحساس

  سم یارگان عنوانبه ندیآیم دستهب  ترال تور  ژهیوبه  یجانب دیص   جهیدرنت

  . شوند داده قرار مدنظر لاتیش ت یریمد در  یستیبا که بوده رهدفیغ

  که  بوده  (Lantern Fish)  انیماه  فانوس  ان،یماه  نیا  از  خانواده  کی

  اعماق   از  و  دنشوی م  محسوب  یی ایدر  کیمزوپلاژ  انیماه  دسته  از

  جنس  35  تا  30  و   گونه  250  تا  230  با  هاآب  يمتر  1200  تا   300

  . است  گسترده  اریبس  آزاد  يهاآب  در  هاآن  یپراکندگ  و  داشته  وجود

  ان یم  از.  باشدیم  Myctophidae  خانواده  به  متعلق  ،یماه  فانوس

 ,Benthosema pterotum  گونه عمان  يا یدر  در  شده ییشناسا  يهاگونه

Alcock 1890  کهي طور به  ،است   شده  یمعرف  غالب   و  شاخص  گونه 

  فانوس  .باشدیم  تن  ونیلیم  4  تا1  حدوداً  رانیا  يهاآب  در  آن  زانیم

  حدوداً  یوزن و  متری سانت 4  حداکثر  اندازه با کوچک  يهایماه ها،ی ماه

  به  معمولاً و  ندارند یخوراک مصرف رانیا در که باشندی م گرم 5 تا 2

  یغن  ینابعم  انیماه  نیا(.  17  ،16)  رسندی م  یماه  آرد دیتول  مصرف

وچرب  يترکم   زانیمبه  ن،یپروتئ  از  (.18)  هستند  دراتیکربوه  ی 

  ي برا   که  هستند  يانخورده   دست  و  بکر  ریذخا  از  انیماه  انوسف

  ي هاپژوهش   دام  خوراک  و  یانسان   مصرف  جهت  هاآن   از  استفاده

  ینیپروتئ  منابع تیمحدود  به  توجه  با  مطمئناً . است  شده  انجام  يادیز

  ان یماه  فانوس  از  استفاده  به   توجه  ندهیآ  در  ا،یدر  از  استحصال  قابل

  ي برا  انی ماه نیا از استفاده هرچند(. 19) افتی  خواهد يا ژه یو گاهیجا
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  ن یبهتر  از  یکی  یول  است  معمول  دام  هیتغذ  و  یماه  پودر  دیتول

  د یتول  ارزان،  يخداداد   نیپروتئ  عیوس  منبع  نیا  از  استفاده  يهاروش 

   و   ییدارو  عیصنا  در  استفاده  قابل  شمندارز  و  فعال  کیولوژیب  مواد

  ی کروبیضدم  يدهایپپت  کیولوژی ب  مواد  نیا  از  یکی(.  20)  است  ییغذا

  بات یترک  دی تول  يبرا   یمیآنز  زیدرول یه  حاضر  قیتحق  در  لذا  هستند،

  منظور به  و شد گرفته کاربه  عمان  ي ایدر انی ماه  فانوس  از  فعال ستیز

  و  سکید  انتشار  يهاروش  از  مواد  نیا  ییایباکتر  ضد  اثرات  یابیارز

 . دیگرد  استفاده  شده  ذکر  استاندارد  يباکتر  4  برابر  در  يساز قیرق
 

 ها مواد و روش 
  2-10  با وزن متوسط  (Benthosema pterotum)   انیفانوس ماه      

(   E /25 10 N 00 57ییایجغراف  عرض  و  طول)  عمان  يا یگرم از در

  شگاه یبه آزما مایبا هواپ خی کنار و انتقال طیشرا کامل  حفظ باو  دیص

عنوان  بهها  ی ماه  سپس.  شد  منتقل  خزر  ايیپژوهشکده اکولوژي در

گراد  یدرجه سانت  -20  زریتا زمان مصرف در دماي فر  هیماده خام اول

  Licheniformis bacillus  از شده استخراج  زآلکالا  میآنز. دیگرد  داري  نگه
از  میفلاورزاو   شده  نما  Aspergillus oryzae  استخراج    یندگیاز 

  4در دماي  شیو تا زمان آزما هیته رانیدانمارک در ا میشرکت نووزا

 داري شدند.  نگه  گرادی درجه سانت

  سنجش  براي یماه باتیسنجش ترک:  یماه  بات یترک  سنجش       

  ري یگاستفاده شد. براي اندازه  AOAC  روش  از هانمونه   یبیتقر  بیترک

جهت ثابت شدن وزن نمونه    گرادیدرجه سانت  105رطوبت از آون  

تع براي  شد.  چ  نییاستفاده  بوته  در  خشک  نمونه   ی نیخاکستر، 

دماي    ختهیر با  کوره  در  و  سانت  550شده    5مدت  به   گرادیدرجه 

مدی گرد  انکوبهساعت   ب  نیپروتئ  زانی.  آمده با روش کجلدال  .  دست 

 . (21شد )  استخراج  سوکسله  با  زیکل ن  یچرب

  فانوس   از شده زیدرولیه  نیپروتئ  هیته ي برا:  های ماه  زیدرولیه       

 در  یی زداخی  جهت  شده  منجمد  یماه  ابتدا  ،(یماه  کل)  انیماه

  ارلن  دو  به  و  نیتوز  آن  از  گرم  100  سپس  ،گرفت  قرار  اتاق  دماي

  سپس .  شد  داده  انتقال  (گرم  50  کدام  هر)  تريیلیلیم  250  ریما

 به   2  به  1  یحجم  -یوزن  نسبتبا    مقطر  آب  تریلیلیم  100  زانیم

  قه یدق 20 مدتبه هاارلن  سپس.  شد اضافه نمونه حاوي ری ما ارلن هر

  تا  شدند  داده  قرار  گرادیسانت  درجه   85  دماي  با  یآب  حمام  درون

)ش   رفعالیغ  پوست  یداخل  هايمیآنز   شدن  خنک  از  بعد(.  11وند 

  اول   ارلن  به  نیپروتئ  محتوي  درصد  1  زانیمبه   آلکالاز  میآنز  ها،ارلن 

  58  دماي  و  pH  5/8  در  قهیدق  90  مدتبه   زیدرولیه  و  شد  اضافه

  1  مقدار  به  میورزافلا  میآنز  آن  از  پس.  شد  انجامگراد  سانتی   درجه

  مدتبه  زیدرولیه  و  شد  اضافه  دوم   ارلن  به نیپروتئ  محتوي  درصد

.  دیگرد  انجام  گرادسانتی  درجه  50  دماي  و  pH  7  در   قه یدق  90

  جهت  قه یدق 10 مدتبه درجه 90 دماي رد یحرارت ندیفرآ از سپس

  در  هاارلن   زمان،  نیا  از  بعد.  دی گرد  استفاده  هام یآنز  کردن  رفعالیغ

 1000  دور  با  قهیدق  10ها،آن  اتیمحتو  سپس  و خنک  طیمح  دماي

g×هاسوپرناتانت .  شدند  فوژیسانتر  گراد،ی سانت  درجه  4  دماي  در  

(.  22شدند )  خشک انجمادي، کن خشک از استفاده با یی(رو عاتیما)

 درجه   -18  دماي  در  زریفر در  دارپیز  يهاسهیک  در  ديی تول پودرهاي

  سه   در  شده  زیدرولیه  نیپروتئ  دیتول.  شدند  داري  نگه  گرادی سانت

 .د یگرد  انجام  تکرار

  ز ی درولیه  زانیم  يریگاندازه :  ز یدرولیه  زانیم  یریگاندازه        

(DH)  دیاس  کیکلرواستتري  کمک  به   (TCA)  20  ی حجم /یحجم  درصد 

  نسبت  درصد  ري،یگاندازه   روش  نیا  مبناي.  شد  ريیگاندازه 

 کل   به  دیاس  کیکلرواستتري  در  محلول  يزی درولیه  هاين یپروتئ

  ز ی درولیه  از  پس  فوژیسانتر  از  حاصل   نمونه  در  موجود  هاين یپروتئ

  با   شده  جدا  ینیپروتئ  محلول  از  مساوي  حجم  منظورن یبد.  است

  درجه  20  دماي  در  زدن   هم   از  پس  و  شده  مخلوط TCA محلول

  سپس .  شدند  فوژیسانتر(  g×6700)  قهیدق  5  مدتبه  گرادی سانت

  در   .دیگرد  ريیگاندازه   Lowry  روش   با  محلول  فاز  در  نیپروتئ  مقدار

  به  یبستگ  شده  جادیا  رنگ  شدت  و  یرنگ  کمپلکس  جادیا  روش  نیا

  ز یدرولیه  درجه  زانیم  (.23)  دارد  نمونه  در  موجود  ینیپروتئ  غلظت

 (.24)  شد  محاسبه  لیذ  معادله  قیطر  از

×100 DH=  

  ون یلتراسیاولتراف توسط دهایجداسازي پپت:  دهایپپت  یجداساز       

  لویک  (MWCO  3, 10)  مختلف  یمولکول  وزن  با  کونیآم  لتریف  دو  با

شد.    دالتون   از   استفاده  با  خام  شده  زی درولیه  نیپروتئ  تداابانجام 

  مدت به  گرادیسانت  درجه  20  يدما   در  نولودالتیک  10  کونیآم  لتریف

  نیپروتئشد. سپس    وژفیسانتر  g×7500  سرعت  با  و  قهیدق  10  زمان

 مدتبه  درجه  25  يدما  در   نودالت  لویک   3  از  ترکم  شده  زیدرولیه

 بیترتن یبد  شد.  وژفیسانتر  g×7500  سرعت  با  و  قهیدق  20  زمان

ن  ودالت  لویک  3  ریز  يدها ین و پپتودالت  لویک  10و    3  نیب  يدهایپپت

 . شدند  داج

مطالعي باکتر:  استفاده  مورد  یهای باکتر         مورد  شامل    ههاى 

Aeromonas hydrophila  ،Streptococcus agalactiae ، 

Sterptococcus iniae  و  Yersinia ruckeri  لبه از    زهیلیوفیصورت 

باکتر آبز  ییایبانک  دامپزشک  انی بخش  شه  یدانشکده    د ی دانشگاه 

در طول    ماریب  انیاز ماه  هاي باکتر  نی. ادی گرد  استفاده  اهواز  چمران

از   و PCR با یمولکول ص یسابقه تشخ يشده و دارا  يها جداساز سال 

 شده بودند.   یابیی توال  یکینوکلئ  دینظر اس
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  ق یرق  -زی )ر  لوشنیداکرویم  روش به    MBCو    MIC  نییتع       

اولا:  (یساز غل   هیستوک  میلیم  500ظت  با  در  هر    از  تریلیلیگرم 

  ه ب  میفلاورزاشده با دو آلکالاز و    دی تول  یکروبیضدم  يهایداز پپت  کی

ته  صورت برا  هیجداگانه  محلول    يشد.    زه یلیوفی ل  پودر  ازساختن 

استفاده   ریدر آب دوبار تقط  نولودالتیک  3  ریشده ز  زیدرولیه  نیپروت

  نتون یه  مولرکشت    طیاز مح  یمتوال   يهارقت   هیته  يبرا   (.18)  شد

  طور هب  (.25)  شد  استفاده  (Merck Germany, Darmstadt)  براث

مح  تریکرولی م  100ابتدا    خلاصه ه  طیاز  به    نتونیمولر  براث 

سلول  ي اخانه  96  تیکروپلیم  يهاچاهک  گرد  یکشت  و   دیاضافه 

  ت یکروپلی م  در  تکرار  سه  در  دو  يمبنا   بر  یوالت م  يها   رقتسپس  

ه هر  گود  به  هیاول  استوک  تریکرولیم  100  منظورندیب  د،یگرد  هیته

پ  فیرد از  بعد  و  شد  دوم    تریکرولیم  100  ، نگیپتیاضافه  گوده  به 

  100خر  آ خر تکرار شد و از گوده  آصورت تا گوده    نیهممنتقل و به

گرد  تریکرولیم مقدار  دیخارج  سپس  غلظت   تریکرولیم  100.    از 

cfu/ml  810×5/1  استرپتوکوکوس ،  لایدروفیه  آئروموناس  يهايباکتر  

  در  جداگانه  طوره ب  يراکر  نایرسی  و  هیآگالاکت  کوکوس  استرپتو،  نهیا

  ت یکروپلیم  ينور  جذب  سپس.  دیگرد  حیتلقتکرار(    3)در    فیدرهر  

 Bio Tek)  اسپکتروفوتومتر  دستگاه  در  نانومتر  620  موج  طول  در

ELx800, USA)    .ايدم  در  ساعته  24  ونی انکوباس  از  بعدخوانده شد  

بررس   گرادسانتی  درجه  37 بر  باکتري  یچشم  یعلاوه    جذب   ،رشد 

اندازه   630  موج  طول  در  مجدداً  ينور و    شدثبت    و  يریگنانومتر 

نظر    در  MIC  عنوانه ب  ،بودکه باعث مهار رشد شده    یغلظت  حداقل

  ي غلظت مهار   حداقل کهنیا  از  پس،  MBC  نییتع  براي.  دشگرفته  

BPHA    وBPHF  نظر  ییایباکتر  يهاسوش   بر از    نییتع مورد  شد، 

   و   MIC  (2/1    ،4/1  يغلظت بعد   سه
کشت مولر    طیمح  يرو   بر(  8/1

به  نتونیه شرا  لهیوسآگار  در  و   شد  دادهکشت    لیاستر  طیسوآپ 

در    24مدت  به  هاتیپل انکوبه    گرادیسانت  درجه  37  يدما ساعت 

باکتر شدند رشد    MBCی  کشندگ  غلظت  حداقل دهنده  نشان  هاي. 

 . (26)  اشدبیم

به    یکروبیضدم  یهان یپروتئ  ییایقدرت ضدباکتر  نییتع       

  به   دهایپپت  ییایضدباکتر  تیخاص  یابیارز  در:  سکیروش انتشار د

  ل یاستر  بلانک  هاي  سکید ابتدا ( Diffusion Disk) سکید  انتشار روش

  لودالتون یک 3  ر یز فعال  ست یز  دهايیپپت استوکدر  قهیدق 5مدت را به 

د  کامل   هانیپروتئ  تا  شدند  داده  قرار سپس  شوندها  سکیجذب   .

طور  هگار بآ  نتونیمولر ه  طیدر سطح مح  قیمورد تحق  يهاي باکتر

سو  کنواختی از  استفاده  استر آبا  سپس    لیپ  و  شده  داده  کشت 

قرار    هات یپل  يرو   لیآماده شده با استفاده از پنس استر  يهاسکید

  وگرام یبینتآارد مخصوص  استاند   کیوتیبی آنت  يهاسکیداده شدند. د

ساعت   24مدت  به  هاط یکنترل مثبت استفاده شدند. مح  عنوانهم به

انکوباتور   شده و سپس قطر هاله    يدار   نگهگراد  سانتیدرجه    37در 

باکتر رشد  باکتر  يعدم  هر  مورد  پپت  يبرا  يدر  ضد    دیمحصول 

 (. 22)  )سه تکرار(  دیثبت گرد  هاکیوتیبی و آنت  یکروبیم

  و   انجام  تکرار  سه  در  هاش یتمام آزما:  یآمار  ل یو تحل  هیتجز        

  انس ی وار  زیآنال  روش  از  هاداده  لی تحل  و   هیبراي تجز.  دیگرد  ثبت  جینتا

مقا(  ANOVA) طرفه  کی براي    آماري   آزمون  از  هان یانگیم  سهیو 

  انحراف   و  ریمقاد  نیانگی م.  شد  استفاده  درصد  5  سطح  در  دانکن

نسخه   SPSS  افزار آماري محاسبه شد. از نرم  Excel افزار نرم  در اریمع

 . دیاستفاده گرد  هاداده   زی براي آنال  18
 

 تایج ن 
 ی بیتقر  باتیترک  نییمربوط به تع  یبیتقر  باتیترک  نییتع  جی نتا       

شده   پروتئ  یماه  فانوسخشک  دو    زیدرولیه  نیو  توسط  آن  شده 

 کهي طورارائه شده است. همان   1در جدول    میزالاورو ف   آلکالاز  میآنز

  فانوس شده    زیدرولیه  نیدر پروتئ  ،نیپروتئ  زانیم  شودی مشاهده م

توجه  زانیمه ب  انیماه اول  یقابل  ماده  به  سا  یماه  هینسبت    ر یو 

مبالات  ییایمیش  باتیترک بود.  چرب  رطوبت  زان یر  پروتئ  یو    نیدر 

ماده خام    شده  زیدرولیه به   کهی داشت. درحال  کاهش  یماهنسبت 

  خام   نمونه  با  سهیمقا  در  شده  زیدرولیه  نمونه  در  خاکستر  زانیم

هداشت  شیافزا درجه  با    زیدرولیه  نیپروتئ  زی درولی.    آلکالاز شده 

  جدول ( )p<05/0) بود میفلاورزاشده با  زیدرولیه نیاز پروتئ ترشیب

2.) 
 

 

 آن  از حاصل شده زیدرولیه یهانیپروتئ و( خشک وزن اساس)بر خام ماده  ییایمیش زیآنال :1جدول 

 (%) نیپروتئ ( % ) خاکستر ( %ی )چرب ( % ) رطوبت ماده

 a45/0±77 /11 a02/0±3/25 a 05/0 ±4/18 a 12/0 ±15/21 خام نمونه نییپروت

 b04/0±9/36 b01/0±1/36 b 07/0±8/41 b 85/0±8/26 آلکالاز مزیآن باشده  زیدرولیه نییپروت

 c 03/0 ±9/75 c 05/0 ±1/64 c 04/0 ±8/68 c 36/0±79/45 میفلاورزا مزیآن باشده  زیدرولیه نییپروت

 .بیان شده است معیارانحراف  ±صورت میانگین ها بهداده  دهد.دار را نشان میمعنی لافحروف متفاوت اخت
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 انیماه فانوس شده زیدرولیه نیپروتئ زیدرولیدرجه ه :2جدول  

 PH م یآنز
)درجه   دما

 ( گرادیسانت

 زمان

 ( قهی)دق

  زیهبدرول درجه

(% ) 

 a 16/0±35/42 90 58 5/8 آلکالاز

 b 21/0±31/27 90 50 7 میفلاورزا

متفاو لاتین حروف  سطح    دارمعنی  لافاخت  ت  می  0/ 05در  نشان  ها داده   دهد.را 

 بیان شده است. معیارانحراف  ±صورت میانگین به
 

  ي دها یپپت  ییایضدباکتر  تیفعال  یبررس   در  :ییایضدباکتر  تیفعال        

 و  MICروش    به  میورزالافو    آلکالاز  میآنز  توسط  نولودالتیک  3  ریز

MBC  ،ترین میزان  نتایج نشان داد کمMIC    وMBC    به باکتريS. 

iniae  ترین حساسیت را به پپتید  مربوط بود، یعنی این باکتري بیش

BPHF  ( پپتیدهاي    (.3  جدولرا نشان داد  مشاهده هاله عدم رشد 

،  A. hydrophilaهاي  باکتري   کشت  محیط  در  ماهیان  فانوس   فعال   زیست

S. agalactiae  ،S. iniae  ،Y. ruckeri    ضدباکتریایی اثر  موید 

آنتی  با  هاي استاندارد  بیوتیکپپتیدهاي مذکور بود ولی قابل رقابت 

هاي  چنین باکتري کلرامفنیکل و تتراسایکلین نبود. هم  اریترومایسین،

S. iniae    وY. ruckeri  آنتی برابر  تتراسایکلین هیجبیوتدر  گونه  یک 

 . (4جدول  )  هاله عدم رشد مشاهده نگردید
 

 فعال  ستیز یدهایپپت یهافرکشن( MBC) یکشندگ غلظت حداقل و( MIC)  رشد یکنندگ  ممانعت غلظت حداقل زانیم :3 جدول

 آنزیم  یباکتر
MIC 

 لیتر()میکروگرم/ میلی

MBC 

 لیتر()میکروگرم/ میلی

A. hydrophila 
BPHA 32 64 

BPHF 32 64 

S. agalactiae 
BPHA 64 64 

BPHF 32 64 

S. iniae 
BPHA 32 64 

BPHF 16 32 

Y. ruckeri 
BPHA 64 128 

BPHF 32 64 

 

 های استاندارد متر( پپتیدهای زیست فعال در برابر باکتریمیزان قطر هاله عدم رشد )میلی :4جدول 

 باکتری
BPHA 

 متر()میلی

BPHF 
 متر()میلی

Erythromycin 
 متر()میلی

Chloramphenicol 
 متر()میلی

Tetracycline 
 متر()میلی

A. hydrophila 10 8 22 35 28 

S. agalactiae 11 8 22 15 32 

S. iniae 10 8 25 35 - 

Y. ruckeri 8 10 38 18 - 

 

 بحث 
محلول ماهی، منابع غنی از پپتیدهاي زیست فعال   هايپروتین         

باشند. پپتیدهاي زیست فعال  هاي ارزشمند و دارویی میبا پتانسیل 

به تاثیر  که  تحت  دارند،  وجود  اولیه  پروتئین  در  غیرفعال  صورت 

کارگیري تکنولوژي آنزیمی  (. به27شوند )فعال می  هیدرولیز آنزیمی

اي  پروتئینی، منجر به تولید طیف گسترده   و تغییرات  منظور بازیابی به

و محصولات صنعتی گردیده است. هیدرولیز آنزیمی  از اجزاي غذایی 

فعال  پروتئین  زیست  پپتیدهاي  بازیابی  در  موثر  روشی  غذایی  هاي 

می پروتئینقوي  که  است  شده  مشخص  شده  باشد.  هیدرولیز  هاي 

تغذیه کاربردهاي  )ماهی  دارند  دارویی  و  زیادي  28اي  تحقیقات   .)

قسمت آنزیمی  هیدرولیز  از  روي  استفاده  با  ماهی  مختلف  هاي 

اثر  آنزیم تحقیقات  این  از  بسیاري  است.  گرفته  تجاري صورت  هاي 

توان به  هاي مختلف را مورد برررسی قرار دادند که از جمله می آنزیم

آنزیم پاپاین با منشا گیاهی، آنزیم تریپسین و کیموتریپسین با منشا  

م با  نئوتراز  و  فلاورزایم  پروتامکس،  آلکالاز،  آنزیم  نشا  جانوري، 

دهنده توانایی   میکروبی اشاره داشت. راندمان بازیافت پروتئینی نشان

به خصوصیات   که باشدماده می هاي یکپروتئین  جداسازي در آنزیم یک

(.  29ماده مورد نظر، شرایط هیدرولیز و فعالیت آنزیم بستگی دارد )

دهنده آن است که میزان پروتئین پس از  حاضر نشان  نتایج مطالعه 

هیدرولیز با استفاده از آنزیم آلکالاز و فلاورزایم نسبت به نمونه خام  

درصد( و میزان چربی و رطوبت کاهش   65-70اولیه افزایش داشته )
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مطالعات   است.  پروت  Henriquesیافته  روي  بر  هاي  ئین و همکاران، 

هیدرولیز شده چندین گونه از ماهیان شمال غرب اسپانیا با استفاده  

انجام شد که در آن میزان چربی و رطوبت پس از   آلکالاز  آنزیم  از 

درصد    6/76تا    69/ 8هیدرولیز کاهش یافته و میزان پروتئین تا حد  

(. بررسی انجام  30باشد )سو با نتایج حاضر می   افزایش یافت که هم

و همکاران، اثر چهار آنزیم تجاري )آلکالاز،    Ovissipourشده توسط  

هاي امعا و احشا  پروتامکس، نئوتراز و تریپسین( بر هیدرولیز پروتئین

نقره  کپور  )ماهی  گرفت  قرار  مطالعه  مورد  مطالعه  31اي  این  در   .)

استبیش بوده  آلکالاز  آنزیم  به  مربوط  هیدرولیز  درجه  با    ترین  که 

می را  امر  این  دارد.  مطابقت  حاضر  قدرت  مطالعه  به  توجه  با  توان 

معنی که آنزیم ها تحت شرایط این آزمایش توجیه کرد. بدینآنزیم

قوي  آزمایش  این  شرایط  تحت  و  آلکالاز  کرد  عمل  فلاورزایم  از  تر 

طی   بیش   180توانست  درصد  پپتیدي  دقیقه،  پیوندهاي  از  تري 

دیگري   بررسی  در  اساس  برهمین  کند.  تجزیه  را  پروتئین  مولکول 

از   استفاده  با  را  باله  زرد  تون  ماهی  احشا  و  امعا  هیدرولیز  روند 

دادند.  آنزیم قرار  ارزیابی  مورد  فلاورزایم  و  پروتامکس  آلکالاز،  هاي 

به آلکالاز  شده  هیدرولیز  پروتئین  که  داد  نشان  صورت  نتایج 

بازیمعنی پروتئین  میزان  لحاظ  از  درجه  داري  و  نیتروژنی  افت 

پروتئین از سایر  بالاتر  )هاي هیدرولیز شده می هیدرولیز  (.  29باشد 

خوانی دارد. آنزیم آلکالاز باعث تولید    این نتیجه با مطالعه فعلی هم

شده و به نوعی مکمل فعالیت    تريدسترس بیش   آمینه قابل  اسیدهاي

پپتیدها و   استفاده در جهت هیدرولیز فراتر  باکتري مورد  پروتئازي 

می  آزاد  آمینه  اسیدهاي  تولید  آن  حاضر  متعاقب  مطالعه  در  باشد. 

غلظت   با  آلکالاز  آنزیم  بهینه  دماي    5/1عملکرد  درجه   55در 

دقیقه مشاهده شد. این    90و در زمان    PH  5/8گراد، محدوده سانتی 

  5/1در حالی است که شرایط بهینه براي آنزیم فلاورزایم با غلظت  

دقیقه    90و در زمان    PH  7گراد؛ محدوده  درجه سانتی  55در دماي  

حاصل شد. در خصوص آنزیم آلکالاز بایستی اشاره نمود که بهترین  

گراد بوده ولی این  درجه سانتی  57تا   50دما براي فعالیت آنزیم بین  

چنین دامنه   تر و بالاتر و همآنزیم قادر به فعالیت در دماهاي پایین

PH   5/8-7  باشد. در مطالعه نیز میYasemi     و همکاران، بیشینه دو

منظور هیدرولیز امعا و احشا  شاخص دما و زمان براي آنزیم آلکالاز به

دقیقه و   60گراد و در زمان  درجه سانتی  55کپور سرگنده در دماي  

دقیقه حاصل شد.   15گراد  درجه سانتی  35ها در دماي  کمینه آن

در طی هیدرولیز آنزیمی به دو  در واقع سینتیک بازیافت پروتئینی  

هاي  واکنش اولیه سریع که در آن زنجیره  شود؛ یکمی  قسمت تقسیم

شوند  پپتیدي با باندهاي ضعیف از ذرات پروتئینی نامحلول جدا می 

هاي مرکزي زنجیره  تر که در آن پروتئین و یک واکنش اولیه آهسته 

می کاهش  شکسته  به  مربوط  پروتئینی  بازیافت  کل  بنابراین  شوند. 

بازداري محصول می یا  سوبسترا  اشباعیت  آنزیمی،  به فعالیت    باشد. 

هاي  ها با منشا میکروبی از جمله آلکالاز داراي مزیت طورکلی آنزیم

بیش تري هستند که میبیش پایداري  به  و  توان  برابر حرارت  تر در 

PH  ( مطالعه حاضر  32بالا و خصوصیات پروتئولیتیکی اشاره کرد  .)

فلاورزایم نشان  نیز آنزیم  با  مقایسه  در  آلکالاز  آنزیم  برتري  دهنده 

باکتري    باشد.می رشد  مهار  تحقیق  این  هیدروفیلادر  ،  آئروموناس 

راکري  یرسینیا  و  اینیه  استرپتوکوکوس  آگالاکتیه،    استرپتوکوکوس 

پ کمروتئین توسط  شده  هیدرولیز  از  هاي  فانوس  دالتو  کیلو  3تر  نِ 

در پپتیدهاي جدا    MBCو    MICترین میزان  ماهیان دیده شد. بیش 

ترتیب به  Y. ruckeri( در برابر باکتري  BPHAشده با آنزیم آلکالاز )

میلی 128و    64 بر  کممیکروگرم  و  پپتیدهاي  لیتر  در  میزان  ترپن 

( فلاورزایم  آنزیم  با  باکتري  BPHFجدا شده  برابر  در   )S. iniae   به  

بر میلی  32و    16ترتیب   بود. در مطالعه  میکروگرم  و    Cerratoلیتر 

 Yellowfinماهی    شده هیدرولیز  پروتئین  اثرات ضدباکتریایی  همکاران،

tuna    باکتري روش    هیدروفیلا  آیروموناسعلیه    MBCو    MICبا 

توانند باعث  انجام شد. این بررسی نشان داد که پپتیدهاي مذکور می

و همکاران،     Payam(.33گردد ) هیدروفیلا  آیروموناس  باکتري  رشد  مهار

 هاي متانولی گناد و عضله خیار دریایی به گزارش کردند که عصاره 

عنوان مواد زیست فعال اثرات بازدارندگی و کشندگی مشابهی علیه  

بازدارندگی    A. hyydrophylaباکتري   غلظت  حداقل  و  دادند  نشان 

mg/ml  5/62  هم که  نمودند  گزارش  حاضر    را  مطالعه  نتایج  با  سو 

ترین میزان قطر هاله عدم رشد  در بررسی حاضر بیش  (.34اشد )بمی

پپتیدهاي زیست فعال فانوس ماهیان جدا شده با آنزیم آلکالاز علیه 

متر مشاهده  میلی  11میزان به آگالاکتیه استرپتوکوکوسهاي  باکتري 

و همکاران، اثرات     Salavati Khoshghalbشد. در بررسی که توسط

عنوان  به   Didacnaو  Cerastodermaاي،   دوکفه همولنف ضدباکتریایی

گیري قطر هاله عدم رشد  ترکیبات فعال زیستی با استفاده از انداره 

بیش  گردید،  به  بررسی  را  میزان  متر  میلی   15و    17ترتیب  ترین 

انجام    ،و همکاران   Bacoدر بررسی که توسط  (.35گزارش نمودند )

  Fpigmghsrpaه با عنوان شد، پپتیدهاي ضد باکتریایی شناسایی شد

توانند سبب جلوگیري از رشد  باشند، میاسیدآمینه می  12که شامل  

)باکتري  شوند  منفی  گرم  و  مثبت  گرم  اثر  36هاي  مکانیسم   .)

کیلودالتون    3  تر ازپپتیدهاي ضدباکتریایی با زنجیره آمینواسیدي کم 

دو گروه پپتیدهاي    خالص به  هاي بیوشیمیایی مثل باربراساس ویژگی 

می تقسیم  آنیونی  پپتیدهاي  و  پپتیدهاي ضد  کاتیونی  اغلب  شوند. 

ها  مکانیسم دقیق عملکرد آن   هرچند(.  37)  میکروبی کاتیونی هستند

ست که این  ا طور دقیق مشخص نشده است ولی تصور بر آنهنوز به

پوشش سلولی باکتریایی که بار منفی دارد را   ،پپتیدهاي باردار مثبت

می  قرار  سلولهدف  غشاي  درون  به  نفوذ  با  سپس  ساختار    ،دهند. 
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سیتوپ  یسلول اجزاي  تراوش  به  منجر  و  کرده  تخریب  به  لاسرا  م 

که پپتیدهاي ضد  درحالی (.  38)  شوندمرگ سلولی می   بیرون و نهایتاً

آنیونی ویژه گیرنده   ،میکروبی  بههاي  و  داده  قرار  هدف  را  عنوان  اي 

چنین    هم  (.39)  کنندمی  رفتار  متابولیکی  مسیرهاي  اصلی  هايبازدارنده 

می پپتیدها  سلول  این  متابولیسم  تغییر  با  غشایی،  لیز  بدون  توانند 

به مواد  تراوش  و  باکتري    باکتري  رفتن  بین  از  باعث  سلول  داخل 

می  بنابراین  ساخت  گردند.  براي  باکتریایی  ضد  پپتیدهاي  از  توان 

صنایع  بیوتیکآنتی و  دارویی  صنایع  در  جدید  استفاده  هاي  غذایی 

( به  (.40کرد  نتایج  به  توجه  نشان  با  حاضر  بررسی  در  آمده  دست 

باکتري  اولاً حساسیت  که  پپتیدهاي  داده شد  به  مطالعه  مورد  هاي 

زیست فعال بسیار متفاوت است ولی با توجه به نوع باکتري، استفاده  

هاي باکتریایی ماهی  از این پپتیدها در درمان و پیشگیري از بیماري

 هاي مورد ارزیابی قرار گیرد.نیاز به بررسی 
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