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-بر فعالیت ضد باکتریایی پپتیدهای زیست انجمادیکردن خشک روشو  صمغ عربی-ترکیبی مالتودکسترین حاملاثر 

 عامل فساد مواد غذایی های  ( علیه باکتریBenthosema pterotum) ماهی فعال فانوس
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شیمیایی به    ترکیبات های طبیعی در مواد غذایی بجای  استفاده از نگهدارندهتحقیقات پیرامون  طی دو دهه اخیر  

که   هستند  یکی از ترکیبات طبیعی  فعالپپتیدهای زیست  قرار گرفته است.توجه محققین    مورد  بودنایمندلیل  

فساد از  جلوگیری  برای  بالایی  میکروبی(  پتانسیل  و  غذایی  )اکسیدایتو  حاضر دارند  مواد  تحقیق  هدف   . 

)با وزن مولکولی کمتر   (Benthosema pterotumماهی )فانوسفعال تولیدشده از  پپتیدهای زیست  نانوریزپوشانی

ی و سپس صمغ عرب-کردن انجمادی و پوشش ترکیبی مالتودکسترین روش خشککیلودالتون( با استفاده از    3از  

از عامل فساد مواد غذایی    هایهای حامل و پپتیدهای آزاد علیه باکتریارزیابی فعالیت ضد باکتریایی نانوکپسول

 و   کلیاشریشیا،  باسیلوس سرئوس  ،کلستریدیوم پرفرنژنس،  استافیلوکوکوس اورئوس  ،لیستریا مونوسیتوژنز  جمله

زیست  ،نتایجمطابق  بود.    موریومتیفی  سالمونلا پپتیدهای  افزایش   ،فعالنانوریزپوشانی  موجب  اینکه  بر  علاوه 

باکتریایی   باکتری  مقادیر  )افزایش  شد  هاآنفعالیت ضد  بلکه  (MBCو    MICها و کاهش  قطر هاله عدم رشد   ،

  گردید گراد  درجه سانتی 4در دمای  های حامل  نگهداری نانوکپسولروز    60پایداری این خصوصیت طی    موجب

(05/0>p).  میکروگرم بر میلی  150به    30)از    هاآنهای حامل  نانوکپسولفعال و  افزایش غلظت پپتیدهای زیست-

قطر    مقادیر  ها، بیشتریندر بین باکتری  .(p<05/0)  همراه بود  هاباکتری  قطر هاله عدم رشدبا افزایش    غالبا  یتر( ل

های  همچنین حساسیت باکتری.  ثبت شد  لیستریا مونوسیتوژنز  برای  MBCو    MICهاله عدم رشد و کمترین میزان  

 .گردیدهای گرم منفی گزارش های حامل، بیشتر از باکتریفعال و نانوکپسولدر برابر پپتیدهای زیست مثبت  گرم

 و   کلستریدیوم پرفرنژنسهای  قادر به مهار باکتری  لیترمیکروگرم بر میلی  500 و غلظت  60در روز    پپتیدهای آزاد

باکتریاشریشیاکلی   این  نتوانستند  اما  نانوریزپوشانی  این در حالیست کهها را حذف کنند.  بودند  این  فرم  شده 

حامل()نانوکپسول  پپتیدها غلظتدر    های  بوقاد  همین  مذکور  باکتری  کشندگی  به   ،نتایج  براساس  .نددر 

- پوشش ترکیبی مالتودکسترینو    انجمادیکردن  فعال با استفاده از روش خشکپپتیدهای زیستنانوریزپوشانی  

ها در فرمولاسیون مواد  در نتیجه کارائی بیشتر آن و    ایی فعالیت ضد باکتری  و پایداری  افزایش  صمغ عربی موجب
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 ه مقدم-1

امون استفاده از ترکیبات طبیعی با منشاء دریایی  تحقیقات پیر

عنوان نگهدارنده در صنعت غذا و دارو طی دو دهه اخیر    به

این  صنعتی  تولید  بالطبع  و  داشته  چشمگیری  پیشرفت 

ها برخلاف این نگهدارنده  یافته است.ترکیبات هم گسترش  

کنندگان های شیمیایی نه تنها برای سلامتی مصرفنگهدارنده

واکنش بر  مثبتی  اثرات  بلکه  نیستند  فیزیولوژیک  مضر  های 

مستخرج از آبزیان    های طبیعیاز جمله نگهدارندهبدن دارند.  

متعدد    یهاپژوهشکه در    ها و ضایعات حاصل از فرآوری آن

اکسیدانی(  خواص نگهدارندگی )فعالیت ضد میکروبی و آنتی

تائیدآن آن  شده  ها  )استخراج(  تولید  کرده  توسعهها  و   پیدا 

،  [3]   آلژینات  ،[ 2] فوکوئیدان  ،  [ 1]   کیتوزان  کیتین و  توان بهمی

  [5]   فیکوسیانین  و [ 4]  های مختلف نظیر آستاگزانتینرنگدانه

  این  های هیدرولیزشده یکی دیگر ازپروتئین و ... اشاره کرد.

در واقع حاصل هیدرولیز )آبکافت(  که    [ 6]   هستند  ترکیبات

-های مختلف پروتئینی با روشهای موجود در بافت پروتئین

 . [ 7] باشند  میهای آنزیمی و شیمیایی 

هیدرولیزشدههاپروتئین زیست   ی  پپتیدهای  فعال حاوی 

هستند. پپتیدهای زیست فعال اجزای پروتئینی خاصی هستند  

دالتون    6000آمینواسید و وزن مولکولی    20تا    2که معمولا  

. اما وقتی  باشنددارند و در ساختار پروتئین اصلی غیر فعال می

توسط آنزیم و یا فرآیند تخمیر از دیگر آمینواسیدهای موجود  

ها شروع  شوند، فعالیت زیستی آنجدا می   پروتئیندر ساختار  

علاوه بر کارائی در صنایع  فعال  . پپتیدهای زیست [ 8]   گرددمی

-، ضد میکروب و آنتی[ 9]   زاغذایی به عنوان امولسیفایر، کف

اثرات  [ 10]  کسیدانا انسان  توسط  مصرف  از  پس   ،

تنظیم )مانند  خاصی  خون، فیزیولوژیکی  فشار  کنندگی 

اثرات  تقویت  و  کلسترول  کاهندگی  ایمنی،  سیستم  کنندگی 

می اعمال  بدن  بر  میکروبی(  پپتیدهای    .[ 9و    8] کنند  ضد 

فیزیولوژیک(    فعالزیست  )اثرات  این خواص  اعمال  جهت 

باید در جریان هضم و جذب )معده و روده( سالم و فعال  

. از آنجا که  [ 11]   و سپس وارد جریان خون شوند  باقی بمانند

-ممکن است این پپتیدها در شرایط اسیدی و آنزیمی )آنزیم

های پروتئولیتیک( دستگاه گوارش دناتوره و تجزیه شوند، 

هایی جهت حفاظت از این پپتیدها ضروری استفاده از روش

رسد. همچنین جهت حفظ خواص نگهدارندگی  به نظر می

آنتی و  باکتریایی  زیست )ضد  پپتیدهای  در  اکسیدانی(  فعال 

است   لازم  غذایی،  بکار   هایروشمواد  مقتضی  حفاظتی 

)استفاده از    گرفته شود. چرا که هر ماده غذایی شرایط تولید

و نگهداری خاصی دارد و ممکن است پپتیدهای    دماهای بالا(

در  زیست  غذایی  ماده  ماندگاری  افزایش  جهت  که  فعالی 

شده استفاده  نامطلفرمول  تغییرات  دچار  ساختاری اند،    وب 

دهند  شوند از دست  را  کارائی خود  از    .و  های روشیکی 

زیست   پپتیدهای  جمله  از  فعال  ترکیبات  حفاطتی  مقتضی 

. طی این [ 12] باشد  ها میآن  )ریزپوشانی(  پوشانی، درونفعال

شود که این ترکیبات  اطراف پپتیدها ایجاد می پوششیفرایند 

-فعال را در شرایط نامساعد از تغییرات احتمالی حفاظت می

اینکه   اطراف  تشکیلهای  )کپسول(  پوششکند. ضمن  شده 

شده  ، محتویات خود را با سرعت کنترلروشدر این    هاپپتید

 . [ 13]  کنندو شرایط ویژه رها می 

نانو  فرآیند  کربوهیدراتی  در  مختلف  ترکیبات  از  ریزپوشانی 

  ،)... و  کیتوزان، دکسترین، ساکارز  نشاسته،  )مالتودکسترین، 

)کربوکسی متیلمتیلسلولزی  اتیلسلولز،  سلولز،  سلولز، 

نیتروسلولز و ...(، پروتئینی )کازئین، پروتئین آب پنیر، ژلاتین 

بیز پارافین،  واکس،  )لیپوزوم،  لیپیدی   ،)... واکس، و 

پوشش  دی جهت   ... و   )... و  مونوگلیسریدها  گلیسریدها، 

می استفاده  )هسته(  فعال  ترکیبات  .  [ 14]   شود)دیواره( 

های کربوهیدارتی است که از مالتودکسترین یکی از پوشش

ای مانند باشد و از منابع مختلف نشاستهمشتقات نشاسته می

می تهیه  گندم  و  ذرت  زمینی،  بدلیل  سیب  ماده  این  گردد. 

از   رنگ شاخص،  و  بو  داشتن  و عدم  آب  در  بالا  حلالیت 

پلیمهم مواد  یا    ساکاریدیترین  دیواره  عنوان  به  که  است 

و   4]   گردداستفاده می  فرآیند ریزپوشانی  پوشش هسته طی

ساکاریدی است که به دلیل خواص  صمغ عربی نیز پلی.  [ 5

کاربرد گسترده در صنایع   فیزیکی و شیمیایی خاص دارای 

قوام پایدارکننده،  و  تثبیت  )امولسیفایر،  ...(  غذایی  و  دهنده 

  ریزپوشانی است و طی دهه اخیر به عنوان دیواره در فرایند  

است  بوده  توجه  مورد  و [ 15و    14]   بسیار  مالتودکسترین   .
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ویژگی عربی  خوراکیصمغ  مناسب،  قیمت  قبیل  از  -هایی 

همین   که  دارند  پائین  ویسکوزیته  و  بالا  حلالیت  بودن، 

ها به عنوان حامل یا  ها موجب استفاده گسترده از آنویژگی

اکسیدان  دیواره در ریزپوشانی ترکیبات فعال چسبنده و آنتی

 . شده است 

-های عامل فساد مواد غذایی مختلف میترین باکتریاز مهم

به   مونوسیتوژنز توان  اورئوس   ،1لیستریا  ،  2استافیلوکوکوس 

 و 5کلی اشریشیا ،  4باسیلوس سرئوس   ،3کلستریدیوم پرفرنژنس

این   6موریومتیفی  سالمونلا از رشد و تکثیر  اگر  کرد.  اشاره 

ها در مواد غذایی جلوگیری نشود، در نتیجه فعل و  باکتری

صورت  شیمیایی  آنانفعالات  توسط  پروتئینگرفته  و  ها،  ها 

با    غالبا  افتد کهها هیدرولیز و در نتیجه فساد اتفاق میچربی

مواد غذایی بروز    مزه و بو و نهایتا افت کیفیت   تغییر نامطلوب

های  مصرف چنین مواد غذایی باعث بروز مسمومیت   کند.می

گردد. کننده میمختلف و عوارض )اکثرا گوارشی( در مصرف

از   مشکلاتی  چنین  از  جلوگیری  منظور  به  صنعت  در 

کنند که بیشترشان ماهیت شیمیایی و  ها استفاده مینگهدارنده

مصرف سلامت  )برای  از  مضر  استفاده  لذا  دارند.  کنندگان( 

که ماهیت    ن منظور،به ای  فعالترکیباتی مانند پپتیدهای زیست 

افزایش ماندگاری مواد غذایی )از   طبیعی دارند و علاوه بر 

ها(، ها و کنترل اکسیداسیون چربیطریق مهار رشد میکروب

، [ 10-8،  6]   کنندبخشی نیز بر بدن اعمال میخواص سلامت 

 رسد. امر مهم و تا حد زیادی ضروری به نظر می

پروتئین تولید  برای  که  دریایی  هیدرولیزشده  منابع  های 

شوند باید فراوان، ارزان و فعال( استفاده می )پپتیدهای زیست 

دارای بازارپسندی بسیار کم باشند تا تولید محصول از نظر  

صرفه واقع گردد. به همین دلیل استفاده از  بهاقتصادی مقرون

ضایعات و همچنین آبزیانی که بازارپسندی بسیار کمی دارند، 

 7ماهیان یا میکتوفیدهدر اولویت هستند. خانواده بزرگ فانوس

آب  70حدود   مزوپلاژیک  ماهیان  از  را  درصد  آزاد  های 

 

1- Listeria monocytogenes 

2 -Staphylococcus aureus 

3 - Clostridium perfringens 
4 -Bacillus cereus 

ماهیان در زمره ماهیانی  دهند. در حقیقت فانوستشکیل می

هستند که بیشترین پراکنش، جمعیت و تنوع را در میان همه  

  650تا    550ها  ای که زیست توده آنداران دارند؛ به گونهمهره

می برآورد  تن  گونه میلیون  خانواده  شود.  این  مختلف  های 

-نخورده )بکر( در آبتوده عظیم و دست دارای یک زیست 

گونه به  هستند؛  عمان  دریای  ایرانی  که  های  درصد    90ای 

می اختصاص  به خود  را  دریا  این  عنوان ماهیان  به  و  دهند 

تلقی می های مختلف  . در بین گونه[ 16] شوند  صید جانبی 

است که با نام  8بتوزوما پتروتومماهیان، گونه غالب،  فانوس

شناخته فانوس خانواده  می  ماهی  ذخیره  بزرگترین  و  شود 

همین  به  مربوط  شرقی  چین  و  عمان  دریای  در  میکتوفیده 

بودن از نظر رغم غنیماهیان، علیگونه است. خانواده فانوس

، به دلیل مقادیر  [ 17] پروتئین باکیفیت و مواد معدنی فراوان  

  1بالای استرواکس در چربی و همچنین سایز بسیار کوچک )

مصرف  سانتی  5تا   قابل  انسان  غذای  عنوان  به  غالبا  متر( 

ماهیان  گونه فانوس  249گونه از    10نیستند )در واقع کمتر از  

قابلیت استفاده انسانی دارند(. ارزش غذایی بالا، عدم مصرف 

  بودن انسانی به صورت مستقیم، فراوانی زیاد و بالطبع ارزان

-که خانواده فانوس   اندموجب شده  و دسترسی آسان همگی 

ماهیان به عنوان منبع مناسب و مطلوبی در تولید پودر ماهی 

. پیشرفت  [ 18] و تامین غذای دام، طیور و آبزیان مطرح باشند  

کرده  تکنولوژی در زمینه فرآوری آبزیان این امکان را فراهم

فعال تا بتوان از این گونه ماهیان برای تولید ترکیبات زیست

با کاربردهای کلیدی در صنایع غذایی و دارویی نیز استفاده  

ها وارد جیره غذایی انسان  های آنکرد تا به نوعی هم پروتئین

 . [ 17] شوند 

-فانوس  فعال ازهدف تحقیق حاضر تولید پپتیدهای زیست 

 نانوریزپوشانی و سپس    )پروتامکس(  روش آنزیمی  به  ماهی

با پپتیدها  از    این   و  انجمادیکردن  خشک  روشاستفاده 

پوشش ترکیبی مالتودکسترین و صمغ عربی است. در مرحله  

5- Escherichia coli 
6 -Salmonella typhimurium 

7 -Myctophidae 

8 -Benthosema pterotum 
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های  نانوکپسول  وفعالیت ضد باکتریایی فرم آزاد پپتیدها    ،بعد

عامل فساد مواد    های گرم مثبت و گرم منفیحامل، علیه گونه

 شوند.می  (مقایسهو ) ارزیابی  غذایی

 هامواد و روش-2
 هاباکتریو  آنزیم ، سوبستراتهیه  -2-1

پهلوگیری  فانوس از  بندرعباس پس  از صیادان محلی  ماهی 

  5کشتی صید ترال خریداری گردید. سپس ماهی در باکس  

ترین  بندی شد و در کوتاهکیلوگرمی که محتوی یخ بود، بسته

زمان ممکن با هواپیما به تهران و سپس به آزمایشگاه منتقل  

گراد  درجه سانتی  -18و تا شروع آزمایشات در فریزر با دمای  

  مورد استفاده در این پژوهش، آنزیم   آنزیم   .نگهداری گردید

باسیلوس  مستخرج از باکتری  پروتامکسمیکروبی  )تجاری(

نووزایم   بود 9سوبتیلیس  نمایندگی شرکت  از  دانمارک  10که 

گراد  درجه سانتی  4تهیه و تا زمان شروع آزمایش در دمای  

های گرم مثبت از جمله در این پژوهش باکتری  نگهداری شد.

مونوسیتوژنز   استافیلوکوکوس  (،  ATCC 7644)لیستریا 

 PTCC)  پرفرنژنس  کلستریدیوم(،  PTCC 1112)اورئوس  

منفی PTCC 1247)  سرئوس  باسیلوس(،  1766 گرم  و   )

تیفیو   (PTCC 1330)کلی  اشریشیا   موریوم سالمونلا 
(PTCC 1609از سازمان پژوهش ) های علمی و صنعتی ایران

  خریداری شدند.

 تولید پروتئین هیدرولیزشده   -2-2

آماده منظور  فانوسبه  از  مقدار مشخصی  -سازی سوبسترا، 

یخچال  دمای  در  قرارگیری  با  و  فریزر خارج شد  از  ماهی 

سانتی  1±4) مدت  درجه  به  انجمادزدایی    24گراد(  ساعت 

صورت گرفت. سپس نمونه با آب سرد شستشو و نهایتا به  

ابتدا    طور کامل چرخ شد. به منظور آغاز واکنش هیدرولیز، 

-ماهی چرخفانوس)  گرم نمونه  100لیتری  میلی  500در ارلن  

سپس    (دهش شد.  داده  با  میلی  200قرار  فسفات  بافر  لیتر 

4 /7=pH    به ارلن اضافه گردید. در مرحله بعد ارلن به مدت

دمای    20 با  آبی  در حمام  سانتی  85دقیقه  قرار  درجه  گراد 

 

9- Bacillus subtilis 

10 -  Novozyme 

آنزیم تا  از  گرفت  پس  شوند.  غیرفعال  بافت  داخلی  های 

اجازه داده شد تا در دمای محیط    شدن این زمان به ارلنسپری

میزان فعالیت:  پروتامکس )خنک شود. در مرحله بعد آنزیم  

  30  مقداربه    (لیتر آنزیمواحد آنسون به ازای یک میلی  1/ 5

به    (ی پروتئینی)به ازای یک کیلوگرم سوبسترا  واحد آنسون

به انکوباتور شیکردار   مربوطه اضافه شد. بلافاصله ارلن ارلن

دقیقه در این شرایط    90منتقل و  گراد  درجه سانتی  50با دمای  

ها انجام شود. بعد از  پروتئین  هیدرولیزانکوبه شد تا فرایند  

به مدت    ، ارلنهیدرولیزها، به منظور قطع واکنش  این زمان

گراد قرار گرفت. پس از درجه سانتی  95دقیقه در دمای    15

و خنک مدت  ارلناین  ارلنشدن  محتویات  دمای    ،    10در 

سانتریفوژ    g  8000دقیقه با دور    20گراد به مدت  درجه سانتی 

کن انجمادی )فریز  و سوپرناتانت با استفاده از دستگاه خشک

شد   خشک  شرایط    .[ 20و    19] درایر(  است  ذکر  به  لازم 

یابی و سپس  ( بهینه pHهیدرولیز )دما، زمان، میزان آنزیم و  

 .ندبهینه لحاظ شد حدود

 یند فرا و بازیابی پروتئین درجه هیدرولیز  -2-3

آبکافت  فرایند  پایان  از  تریبعد  محلول   11اسید استیککلرو، 

درصد با نسبت برابر به سوپرناتانت افزوده    20(  مرک، آلمان)

-درجه سانتی  4در دمای    g6700شد و محلول حاصل با دور  

مدت  گ  به  نیتروژن    20راد  سپس  گردید.  سانتریفوژ  دقیقه 

 سنجیده شد.   در سوپرناتانت جدید به روش بیورتموجود  

نیتروژن موجود در محلول   هیدرولیزنهایتا درجه   از نسبت 

تری  10 به  استیککلرودرصد  نمونه  کل  نیتروژن  به  اسید 

شد محاسبه  درصد  از    .صورت  استفاده  با  پروتئین  بازیابی 

هیدرولیزشده]نسبت   پروتئین  پروتئین  ×گرم  نیتروژن  میزان 

به    [ میزان نیتروژن سوبسترا ×گرم سوبسترا]بر    [ هیدرولیزشده

 . [ 21]  صورت درصد بدست آمد

 شدههای هیدرولیز پودر تقریبی سوبسترا وآنالیز  -2-4

  105گرم نمونه در دمای    1به منظور تعیین میزان رطوبت،  

سانتی )آون،  درجه  تا Fanazma gostar, BM 55گراد   )

11 -TCA 



 1405شهریور  ،23 دوره ،175 شماره                                                                                                   ایران غذایی  صنایع و علوم مجله 

95 

 

ثابت  بر    ،رسیدن به وزن  نمونه  خشک شد. درصد رطوبت 

پایه اختلاف وزن اولیه از وزن ثانویه محاسبه شد. از قراردادن  

گراد  درجه سانتی  600( با دمای  FM.2.8نمونه در یک کوره ) 

و تفاوت وزن، مقدار خاکستر تعیین گردید. جهت ارزیابی  

استخراج   روش  از  ترتیب  به  نیز  نیتروژن  و  محتوی چربی 

کلدال و سوکسله استفاده شد. پروتئین خام نمونه از طریق  

 . [ 22]  گیری گردیددر محتوای نیتروژن اندازه 6/ 25ضریب 

 جداسازی پپتیدها -2-5

فیلتر   دو  با  اولترافیلتراسیون  از  پپتیدها  منظور جداسازی  به 

( مختلف  مولکولی  وزن  با    30و    MWCO  ،)3آمیکون 

کیلودالتون استفاده شد. در ادامه سه فرکشن با اوزان مولکولی  

از   از    30تا    3کیلودالتون،    3کمتر  بیشتر  و    30کیلودالتون 

با  خام  هیدرولیزشده  پروتئین  ابتدا  شدند.  جدا  کیلودالتون 

کیلودالتون در دمای اتاق به مدت    30استفاده از فیلتر آمیکون  

، Sigma ،  kl  16-2سانتریفیوژ )  g7500دقیقه با سرعت    10

شد.   از  اسپانیا(  کمتر  هیدرولیزشده  پروتئین   30سپس 

کیلودالتون در   3کیلودالتون مجددا با استفاده از فیلتر آمیکون  

اتاق به مدت   سانتریفیوژ    g7500دقیقه با سرعت    20دمای 

از   کمتر  پپتیدهای  ترتیب  بدین  گردید.    3سانتریفیوژ 

کیلودالتون   30کیلودالتون و بیشتر از   30و    3کیلودالتون، بین  

شدند که   . [ 23]   جدا  آنجا  پیش  از  نتایج  اساس  تست،  بر 

کیلودالتون عملکردی    3پپتیدهایی با وزن مولکولی کمتر از  

تری نسبت به دو وزن دیگر از خود نشان دادند، این  مطلوب

 انتخاب شد. بعدیهای وزن برای انجام عملیات

 فعال پپتیدهای زیستکردن نانو ریزپوشانی -2-6

زیست  پپتیدهای  ریزپوشانی  نانو  منظور  پوشش  به  از  فعال، 

)سیگما،    صمغ عربی و    )سیگما، آلمان(  ترکیبی مالتودکسترین 

 ها به هسته نیز نسبت پوشش  استفاده و  1:1با نسبت    آلمان(

از    1به    4 همگنی  سوسپانسیون  ابتدا  شد.  گرفته  نظر  در 

لیتر( تهیه شد. میلی  50گرم در    4مالتودکسترین در آب مقطر )

صمغ عربی سپس جهت تهیه پوشش دوم، سوسپانسیونی از  

 

12 -PBS 

لیتر( و با قراردادن بر  میلی  50گرم در    4در آب مقطر تهیه )

دمای   و  مغناطیسی  همزن  مدت    45روی  برای    30درجه 

دقیقه، سوسپانسیون همگنی از آن حاصل شد. محلول حاوی  

درجه( به محلول دارای    25)پس از کاهش دما به  صمغ عربی  

درجه جهت    4ساعت در دمای    24مالتودکسترین اضافه و  

گرم   2افزایش جذب آب نگهداری گردید. در مرحله انتهایی،  

زیست  پپتیدهای  از    فعالاز  کمتر  مولکولی  وزن   3)با 

-ها اضافه و پس از حل به محلول حاوی پوشش  کیلودالتون( 

از   نانوکپسول،  تولید  جهت  آن،  اولتراسوند  شدن  دستگاه 

(Hilscher, UP200،  )موج    آلمان طول  به  کیلو   40با  هرتز 

ثانیه و   30سیکل )زمان هر سیکل  6دقیقه و تعداد  15مدت 

استراحت   سیکل  15زمان  بین  درجه    25دمای  ها،  ثانیه 

اندازه ذرات و  گراد سانتی بیشتر  کاهش  برای  استفاده شد.   )

با   هموژنایزر  دستگاه  از  نانوکپسوله،  ذرات  راندمان  افزایش 

دور در    10000( با دور  ایتالیا  ،IKaدور بالا )اولتراتوراکس،  

دقیقه استفاده گردید. محلول حاصل از    15دقیقه برای مدت  

گراد منجمد و با استفاده  درجه سانتی  -18فرآیند، در دمای  

در    ، آلمان(Vaco 2 Zirbus)کن انجمادی  از دستگاه خشک 

گراد خشک  درجه سانتی  -50بار و دمای  میلی  0/ 051فشار  

 . [ 26-24]  گردید

 ها ارزیابی خواص فیزیکی نانوکپسول -2-7

پس    ایتوزیع اندازه ذرهو    ذرات  میانگین سایز  هایشاخص

رقیق نمونهاز  میزان  کردن  به  فسفات    10ها  بافر  با  برابر 

پویا  12نمکی  نور  تفرق  روش  دستگاه   13به  از  استفاده  با 

)نانوسایزر،   شرکت  3000زتاسایزر  انگلستان،  ساخت   ،

Malvern  0/ 01درجه و سل مخصوص با عرض    90، زاویه  

گیری پتانسیل زتای  گیری شدند. به منظور اندازهمتر( اندازه

ها، از دستگاه زتاسایزر استفاده شد. در این سطح نانوکپسول

مولار بافر فسفات میلی  50ها با استفاده از  روش نانوکپسول

(4 /7=pH  به میزان )برابر رقیق شدند. ارزیابی پتانسیل   10

زاویه   در  سانتی   173زتا  موج  درجه  طول  و    633گراد 

هلیوم دمای  -نانومتر  )در  سانتی  25تنگستن  گراد(  درجه 

13- Dynamic Light Scattering 
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بازده فرآیند نانو ریزپوشانی نیز با استفاده  .  [ 13] انجام شد  

 . [ 25]  تعیین گردید( 2014و همکاران ) Yanاز روش 

  های مورد استفادهشرایط کشت باکتری -2-8

آماده منظور  به  استفاده  مورد  باکتریمحیط کشت  ها،  سازی 

گاو  قلب  و  مغز  اینفیوژن  بیولب  ) 14آبگوشت  شرکت 

ها در دو  ها، نمونه( بود. پس از کشت اولیه باکتریهندوستان

های  گراد به ترتیب برای باکتریدرجه سانتی  30و    37دمای  

، استافیلوکوکوس اورئوس  ،لیستریا مونوسیتوژنزگرم مثبت )

منفی  سرئوس  باسیلوسو    پرفرنژنس  کلستریدیوم گرم  و   )

به مدت  موریومتیفیسالمونلا    وکلی  اشریشیا) ساعت    18( 

به  گرمخانه دستیابی  جهت  بعد،  مرحله  در  شدند.  گذاری 

محیط باکتریایی،  سوسپانسیون  رسوب  حاوی  کشت  های 

دقیقه    15دور در دقیقه برای مدت    5000ها در دور  باکتری

رویی و افزودن کردن مایع  سانتریفوژ شدند و پس از خارج

بار  دو  سانتریفوژ  فرآیند  باقیمانده،  رسوب  به  فسفات  بافر 

دیگر تکرار گردید. در هر مرحله نیز از بافر فسفات جهت  

کردن اثرات محیط آبگوشت اولیه استفاده شد. سپس  خارج

لوله  با  و  اضافه  فسفات  بافر  مقداری  باقیمانده  رسوب  به 

)معادلمک  0/ 5استاندارد   تشکیل  1/ 5  ×810  فارلند  -واحد 

سازی  . نهایتا با رقیق گردید( مقایسه  15لیتر هنده کلنی در میلید

به منظور انجام آزمایشات بعدی مورد   1×610ها، رقت نمونه

 . [ 28-26] گرفت   استفاده قرار

فعال ارزیابی فعالیت ضد میکروبی پپتیدهای زیست -2-9

 های حامل و نانوکپسول

 روش انتشار در محیط آگار    -2-9-1

  به   هاباکتری  از  شدهتهیه  سوسپانسیون   ابتدا  روش،  این  در

 16آگار   هینتون  مولر  کشت   محیط  روی  بر  سطحی  صورت

-چاهک  بعد،   مرحله  در   شد.  داده  کشت   (سهند  پژوه  شیمی )

  50  مقدار  و  تعبیه   محیط  سطح   در  مترمیلی  6  قطر  به  اییه

  میکروگرم  150  و   120  ،90  ، 60  ،30  هایغلظت   از  میکرولیتر

 

14 -Brain Heart Infusion Broth 

15- CFU/ml 

16 -Muller-Hinton Agar 

17 -Doxycycline 

-های حامل آنفعال و نانوکپسولپپتیدهای زیست  لیترمیلی  بر

  و 35 دمای دو در  هانمونه سپس  گردید. منتقل هاچاهک به ها

 گذاری گرمخانه   ساعت   24  مدت  به  گرادسانتی  درجه  30

  چاهک  اطراف  رشد   عدم   الهه  قطر  انکوباسیون،  از   پس  شدند.

 و   گیریاندازه  مترمیلی  0/ 2  دقت   با  ورنیه  کولیس  زا  استفاده  با

-داکسی   بیوتیکآنتی  از  گردید.  گزارش  مترمیلی  حسب   بر

  مثبت  کنترل  عنوان  به  (طب  پادتن)  گرمیمیلی  30 17سیلین 

 . [ 28-26]  شد استفاده

 18سازی در لولهروش رقیق -2-9-2

غلظت    حداقلو   19کننده مهار  غلظت   حداقل  روش،  این  در

باکتری  زیست 20کشنده  نانوکپسولپپتیدهای  و  های  فعال 

آن رقیق  هاحامل  از  استفاده  لولهبا  در  آزمایش سازی  های 

فعال و  پپتیدهای زیست های مورد استفاده  . رقت مشخص شد

آننانوکپسول حامل    500و    400،  200،  100،  50  ها،های 

لیتر از محیط  همراه یک میلیه  که ب  گرم بودمیکروگرم بر میلی 

  )شرکت بیولب هندوستان(   آبگوشت اینفیوژن قلب و مغز گاو

میکرولیتر از   100به لوله آزمایش اضافه شد. در مرحله بعد،  

ها اضافه و در  های شاخص به لولهساعته باکتری  24کشت  

سانتی  37و    30دماهای   گرمخانهدرجه  . شدندگذاری  گراد 

ها در طول  جهت بررسی تغییرات حاصله، جذب نوری نمونه

ه  سیلین نیز بنانومتر قرائت شد. آب مقطر و داکسی  600موج  

از  گرفته شدند. غلظتی  نظر  در  مثبت  منفی و  کنترل  عنوان 

سوسپانسیون میکروبی که کمترین جذب نوری را نشان داد  

و غلظتی از سوسپانسیون   کننده مهار   غلظت   حداقلعنوان  ه  ب

ساعته، فاقد رشد کلنی در محیط کشت بود    24که بعد کشت  

- 26]     تعیین شدحداقل غلظت کشنده باکتری  عنوان  ه  نیز ب

28 ] . 

 تجزیه و تحلیل آماری  -2-10

پژوهش حاضر در قالب طرح کاملاً تصادفی اجرا و به منظور  

و آزمون  21طرفه ها از آنالیز واریانس یکتجزیه و تحلیل داده

18- Microdilution test 

19- Minimal Inhibitory Concentration (MIC) 

20- Minimal Bactericidal Concentration (MBC) 

21- One way Anova 
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افزار درصد( استفاده شد. از نرم 95دانکن )در سطح اطمینان 

)نسخه   EXCELافزار  ها و نرمبرای آنالیز داده 22SPSSآماری  

 جهت رسم جداول و اشکال استفاده گردید. (16

 نتایج-3
شیمیایی    -3-1 ترکیب  و  هیدرولیز  فرآیند  خصوصیات 

 سوبسترا و پودر هیدرولیزشده

شیمیایی    1در جدول   ترکیب  و  هیدرولیز  فرایند  اطلاعات 

های هیدرولیزشده ارائه شده است. مطابق  سوبسترا و پروتئین

حدود   دارای  هیدرولیزشده  پودر  جدول،  درصد    93این 

از   کمتر  و  بود  0/ 3پروتئین  چربی  درجه    .درصد  همچنین 

 23و بازیابی پروتئین   86 /1±53 /21(  DH) 22هیدرولیز فرایند 

(PR )24 /1±67 /92 .درصد ثبت شد 

Table 1. Analysis of the hydrolysis process, substrate and fish protein hydrolysate (%) 

PR DH Ash Moisture Fat Protein  

  7.89±0.68 66.32±1.43 2.96±0.57 21.04±0.71 Substrate 

92.67±1.24 21.53±1.86 3.7±0.09 0.65±0.1 0.23±0.03 93.21±1.46 Fish Protein 

Hydrolysate 

 هاخواص فیزیکی نانوکپسول -3-2

فعال  های حامل پپتیدهای زیست خواص فیزیکی نانوکپسول

مالتودکسترین ترکیبی  پوشش  جدول  - با  در  عربی    2صمغ 

-ارائه شده است. مطابق این جدول، میانگین سایز نانوکپسول

 ها به ترتیب حدودها، شاخص پراکندگی و پتانسیل زتای آن

ت است. همچنین  ول+ میلی41/ 26و    0/ 398نانومتر،    293/ 6

 . شد ثبت  درصد 89/ 12± 3/ 05ریزپوشانی بازده فرایند نانو 

Table 2- Physical properties of nanocapsules carrying bioactive peptides coated by 

maltodextrin- gum arabic  

Level Physical properties 

293.6±2.83 Average particle size (nm) 

0.398±0.06 particle dispersity index 

+41.26±1.53 Zeta potential (mv) 

89.12±3.05 Encapsulation efficiency (%) 

-پپتیدهای زیستسنجش فعالیت ضد باکتریایی  -3-3

   هاهای حامل آن و نانوکپسول عالف

 قطر هاله عدم رشد -1- 3-3

جدول   و 3در  آزاد  پپتیدهای  باکتریایی  ضد  فعالیت   ،

-غلظت و دو زمان( علیه باکتری  5های حامل )در  نانوکپسول

)ه مثبت  گرم  مونوسیتوژنزای  استافیلوکوکوس  ،  لیستریا 

پرفرنژنس  ،اورئوس سرئوسو    کلستریدیوم  از باسیلوس   )

روش انتشار در محیط کشت حاوی آگار به صورت قطر هاله  

)میلی رشد  جدول، عدم  این  مطابق  است.  شده  ارائه    متر( 

 

22Degree of Hydrolysis  

های  ها در برابر نانوکپسولقطر هاله عدم رشد باکتری  مقادیر

همچنین،  .  (p<0/ 05)د  نباشحامل بیشتر از پپتیدهای آزاد می

 پپتیدهاشده  ریزپوشانیفرم نانو روز نگهداری    60با گذشت  

حامل()نانوکپسول دمای    های  سانتی   4در  گراد  درجه 

قطر هاله   مقادیر  ،ضد باکتریایی  و انجام مجدد تست   )یخچال(

تغییر    نسبت به روز صفر  هاآن  ها در برابر باکتری  عدم رشد

با نگهداری پپتیدهای    اما  (.p>0/ 05)  ندو ثابت ماند  ندنکرد

ضد آزاد   تست  دوباره  انجام  و  یکسان  زمان  و  دما  در 

ها  آن  برابر در  هاهاله عدم رشد باکتری  قطر  مقادیر  ،باکتریایی

23Protein Recovery  
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معنی صورت  یافت به  کاهش  افزایش   (.p<0/ 05)  ندداری  با 

قطر هاله مقادیر  ،  هاآن  های حاملو نانوکپسولپپتیدها  غلظت  

داری  به صورت معنیگرم مثبت  باکتری    چهارعدم رشد هر  

البتهp<0/ 05)  ندبیشتر شد استثنا وجود    (.  دو  این مورد  در 

با   کلستریدیوم پرفرنژنسقطر هاله عدم رشد  مقادیر    داشت؛

میلی  150  به  120  از  غلظت   افزایش بر  و    لیترمیکروگرم 

رشد  مقادیر  همچنین   عدم  هاله  سرئوسقطر    با   باسیلوس 

از   غلظت  میلی  120  به  90افزایش  بر  تغییر    لیترمیکروگرم 

نکردمعنی جدول  (.  p>0/ 05)  ندداری  باکتری  3مطابق   ،

پرفرنژنس به    کلستریدیوم   90و    60،  30سه غلظت  نسبت 

های حامل  و نانوکپسولپپتیدهای آزاد  لیترمیکروگرم بر میلی

)  هاآن بود  برای(Rمقاوم  وضعیت  این  اینکه  ضمن    دو   ؛ 

اورئوس باکتری   سرئوس  و  استافیلوکوکوس  در    باسیلوس 

اما    لیتر نیز ثبت شد.میکروگرم بر میلی  60و    30  هایغلظت 

باکتری   برای  مقاومتی  مونوسیتوژنزچنین  در    لیستریا  فقط 

  چهار از بین  .  لیتر وجود داشت میکروگرم بر میلی  30غلظت  

مطالعه، مورد  مثبت  گرم  کلی  باکتری  طور    )میانگین(   به 

کمترین   و  ترتیب  مقادیر  بیشترین  به  رشد  عدم  هاله  قطر 

به   مونوسیتوژنز  مربوط  پرفرنژنسو  لیستریا   کلستریدیوم 

 (. p<0/ 05) ندبود

 

 

 

 

 

 

Table 3- Diameter of non-growth zone of Gram positive bacteria against bioactive peptides and 

nanocapsules carrying them on days 0 and 60 of storage at refrigerator temperature (mm) 

Positive 

control 
Concentrations (µg/ml) 

T 
Time 

(day) 
Strain 

Doxycy

cline 
150 120 90 60 30 

44.53±

1.82 

21.64±0.42Ab 15.43±0.29Bb 10.32±0.01Cc 6.73±0.18Db R F 
0 

L. monocytogenes 
24.68±1.12Aa 18.41±1.54Ba 14.15±1.05Ca 8.94±0.34Da R N 

17.51±0.01Ad 12.26±0.77Bc 9.51±0.08Cd 5.11±0.16Dc R F 
60 

24.51±1.83Aa 18.29±1.31Ba 14.08±1.46Ca 8.84±0.92Da R N 

35.69±

1.34 

12.84±0.11Ag 9.09±0.16Bd 6.15±0.07Cf R R F 
0 

Staph. aureus 
14.24±0.26Af 12.17±0.1Bc 7.49±0.24Ce R R N 

10.11±0.05Ah 7.23±0.08Bf 5.26±0.09Cg R R F 
60 

14.18±0.44Af 12.14±0.15Bc 7.5±0.32Ce R R N 

30.72±

0.98 

6.32±0.11Aj 6.14±0.38Ag R R R F 
0 

C. perfringens 
8.38±0.23Ai 8.3±0.42Ae R R R N 

5.26±0.21Ak 5.19±0.27Ah R R R F 
60 

8.42±0.15Ai 8.31±0.19Ae R R R N 

39.25±

1.12 

15.28±0.07Ae 9.46±0.1Bd 9.54±0.12Bd R R F 
0 

Bacillus cereus 
18.97±0.29Ac 12.21±0.32Bc 12.09±0.28Bb R R N 

12.84±0.22Ag 7.19±0.34Bf 7.41±0.15Be R R F 
60 

19.02±0.36Ac 12.2±0.22Bc 12.1±0.31Bb R R N 

• T: Treatments, F: Free bioactive peptides, N: Nanoencapsules carrying bioactive peptides, R: Resistant 

• The different lowercase and uppercase letters in each column and row indicate significant difference 

between the data, respectively (p<0.05). 

رشد مقادیر   عدم  هاله  منفی باکتری  قطر  گرم  های 

 پپتیدهای آزاد   در برابر   (موریومتیفی  اشریشیاکلی و سالمونلا)

در   )در پنج غلظت و دو زمان( هاآنهای حامل و نانوکپسول

. همانطور که در این جدول نشان داده شده است   4جدول  

می نانو مشاهده  با  زیست ریزپوشانی  شود،  و  فعال  پپتیدهای 

غلظت، رشد   مقادیر  افزایش  عدم  هاله    و اشریشیاکلی    قطر 

معنی  موریومتیفی  سالمونلا افزایش  به صورت    یافتند داری 

(05 /0>pالبته .)    تیفی  سالمونلاقطر هاله عدم رشد  مقادیر-

برابر  وریومم زیست   در  نانوکپسول  فعالپپتیدهای  های  و 

  لیتر میکروگرم بر میلی  120  و  90  در دو غلظت ها  حامل آن
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روز از    60با گذشت    (.p>05/0)  نددار بودفاقد اختلاف معنی

  گراد، درجه سانتی  4های حامل در دمای  نگهداری نانوکپسول

ها برای ایجاد قطر هاله عدم رشد هر دو باکتری  قابلیت آن

)ثابت  نکرد  تغییری  منفی  رشد(  گرم  عدم  هاله  قطر  ماندن 

(05 /0<p).   اما این توانایی در پپتیدهای آزاد با گذشت زمان

معنی به صورت  کمتر شدنگهداری  به    (p<0/ 05)  داری  که 

مطابق  ها بروز کرد.  صورت کاهش قطر هاله عدم رشد باکتری

غلظت   موریومتیفی  سالمونلا،  4جدول    60و    30های  به 

های مورد غلظت   همه  به  اشریشیاکلی  و  لیترمیکروگرم بر میلی

از   غیر  به  میلی  150مطالعه  بر  پپتیدهای لیتر  میکروگرم 

   .بودمقاوم ها های حامل آنو نانوکپسول فعالزیست 

 

 

 

 

 

Table 4- Diameter of non-growth zone of Gram negative bacteria against bioactive peptides and 

nanocapsules carrying them on days 0 and 60 of storage at refrigerator temperature (mm) 

Positive 

control 
Concentrations (µg/ml) 

T 
Time 

(day) 
Strain 

Doxycycline 150 120 90 60 30 

27.36±1.64 

 6.85±0.02d R R R R F 
0 

E.coli 
 7.57±0.16c R R R R N 

 5.87±0.06e R R R R F 
60 

 7.52±0.11c R R R R N 

32.47±1.28 

 9.25±0.44Ab  6.54±0.18Bb  6.52±0.42Bb R R F 
0 

 S.typhimurium 
11.37±0.43Aa  8.23±0.31Ba  8.25±0.28Ba R R N 

7.56±0.12Ac 5.48±0.16Bc  5.55±0.36Bc R R F 
60 

11.28±0.58Aa 8.25±0.24Ba  8.21±0.22Ba R R N 

•  T: Treatments, F: Free bioactive peptides, N: Nanoencapsules carrying bioactive peptides, R: Resistant 

• The different lowercase and uppercase letters in each column and row indicate significant difference 

between the data, respectively (p<0.05).  

 کننده و حداقل غلظت کشنده حداقل غلظت مهار  -2- 3-3

جدول   مهار5در  غلظت  حداقل  غلظت  ،  حداقل  و  کننده 

های  شده علیه باکتریکشنده پپتیدهای آزاد و نانوریزپوشانی

گرم مثبت و منفی نشان داده شده است. همانطور که در این 

شود، حداقل غلظت مهارکننده پپتیدهای جدول مشاهده می

  500تا    50فعال )آزاد و نانو( برای پنج گونه باکتری از  زیست 

میلی بر  حداقل  میکروگرم  برای  سطح  این  بود.  متغیر  لیتر 

)و بیشتر    لیترمیکروگرم بر میلی  500تا    100غلظت کشنده از  

ثبت شد. در ادامه مشخص    لیتر(میکروگرم بر میلی  500از  

فرم  کشنده  غلظت  حداقل  و  مهارکننده  غلظت  شد حداقل 

مطالعه های مورد  شده پپتیدها برای همه باکترینانوریزپوشانی

روز از    60کمتر از پپتیدهای آزاد است. همچنین با گذشت  

نانوکپسول زیست نگهداری  پپتیدهای  حامل  در های  فعال 

باکتریایی  یخچالدمای   ضد  تست  مجدد  انجام  مقادیر  و   ،

ها برای  حداقل غلظت مهارکننده و حداقل غلظت کشنده آن

های مورد مطالعه تغییری نکردند و ثابت باقی ماندند. باکتری

 60)پس از    فعالفرم آزاد پپتیدهای زیست   دراما این مقادیر  

ها به  باکتریهمه  برای    ها در دمای یخچال(روز نگهداری آن

از   سرئوسغیر    افزایش   موریومتیفیسالمونلا    و  باسیلوس 

باکتری  .یافتند بین  کمترین  در  مطالعه،  مورد    مقادیر های 

مربوط به   حداقل غلظت مهارکننده و حداقل غلظت کشنده

مشاهده    5. همانطور که در جدول  ندبود  لیستریا مونوسیتوژنز

میکروگرم   500و غلظت    60در روز    پپتیدهای آزادشود،  می

 کلستریدیوم پرفرنژنس های  لیتر قادر به مهار باکتریبر میلی

باکتریاشریشیاکلی  و   این  نتوانستند  اما  را حذف  بودند  ها 

های  )نانوکپسول  پپتیدهاشده این  کنند. اما فرم نانوریزپوشانی 

مذکور   هایقادر به کشندگی باکتری همین غلظت در  حامل(

  بودند.
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Table 5- MIC and MBC of bioactive peptides and nanocapsules carrying them against six strain 

of bacteria on days 0 and 60 of storage at refrigerator temperature (µg/ml) 

MBC  MIC  Form of peptides Time (day) Strain 

200 100 Free 
0 

L. monocytogenes 
100 50 Nanoencapsulated 

400 200 Free 
60 

100 50 Nanoencapsulated 

400 200 Free 
0 

Staph. aureus 
200 100 Nanoencapsulated 

500 400 Free 
60 

200 100 Nanoencapsulated 

500 400 Free 
0 

C.perfringens 
400 200 Nanoencapsulated 

- 500 Free 
60 

500 200 Nanoencapsulated 

400 200 Free 
0 

Bacillus cereus  
200 100 Nanoencapsulated 

400 200 Free 
60 

200 100 Nanoencapsulated 

500 400 Free 
0 

E.coli 
400 200 Nanoencapsulated 

- 500 Free 
60 

500 200 Nanoencapsulated 

500 400 Free 
0 

 S.typhimurium 
400 200 Nanoencapsulated 

500 400 Free 
60 

400 200 Nanoencapsulated 

 

 بحث-4
نانوکپسول و  حاضر  پژوهش  در  تولیدشده  های  پپتیدهای 

عامل  های  ها قابلیت مهار رشد و کشندگی باکتریحامل آن

. در تحقیقات متعددی فعالیت دارا بودندرا    فساد مواد غذایی 

زیست  پپتیدهای  باکتریایی  ازضد  حاصل  هیدرولیز    فعال 

آن  آبزیان  آنزیمی ضایعات  شد  ها و  است تائید    نتایج .  ه 

)  Silaپژوهش   همکاران  پپتیدهای 2014و  که  داد  نشان   )

ماهی عضله  از  حاصل    Barbus callensis  هیدرولیزشده 

های گرم مثبت از  دارای فعالیت ضد باکتریایی علیه باکتری

 Staphylococcus aureus  ،Listeriaجمله  

monocytogenes  ،Bacillus subtilis،  Enterococcus 

 

1- Liza abu 

faecalis    وMicrococcus luteus   منفی گرم  و 
Pseudomonas aeruginosa  ،Escherichia coli ،

Klebsiella  pneumonia    وSalmonella  enterica   بودند  

تحقیق    .[ 29]  پولو    یگانهدر  پپتیدهای  1400)  ریحانی   ،)

های  حاصل از هیدرولیز آنزیمی ضایعات میگو و نانولیپوزوم

 Staphylococcusهای  ها توانایی مهار رشد باکتریحامل آن

aureus  ،Bacillus cereus    وEscherichia coli    بروز را 

بیاح   .[ 30]   دادند ماهی  احشاء  و  امعاء  که  پژوهشی  با   1در 

آلکالاز و فلاورزایم   از  زمان    دراستفاده    30و    20،  10سه 

پروتئین باکتریایی  ضد  خاصیت  و  تولیدشده هیدرولیز  های 

ها قابلیت مهار مشخص گردید که این پروتئینارزیابی شد،  

باکتری کشندگی  و   و  Escherichia coliهای  رشد 
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Staphylococcus aureus  و پروتئین هیدرولیزشده   دارند  را

دقیقه در این زمینه کارائی بیشتری    30توسط آلکالاز در زمان  

زیست .  [ 31]   داشت  پپتیدهای  همه  )پروتئینالبته  های  فعال 

فعالیت ضد    با هر ویژگی و در هر شرایطی  هیدرولیزشده(

گونه باکتریایی    ؛ بلکه بسته بهدهنداز خود بروز نمیباکتریایی  

  نوع منبع   ،د()اینکه گرم منفی یا گرم مثبت باش  مورد تست 

بافت    پپتید)اینکه    پپتید از  جانوری،  یا  باشد    جانور گیاهی 

و    یا ضایعات آن، گونه جانوری و یا گیاهی چه باشد  باشد

مشخصات پپتیدها از جمله   ،[ 23] غلظت مورد استفاده    ،(...

، ترکیب و توالی  [ 32] ، وزن مولکولی  [ 31] درجه هیدرولیز  

و همچنین شرایط واکنش هیدرولیز از   [ 33]   اسیدهای آمینه

نسبت آنزیم به    اچ،پی  جمله نوع آنزیم مصرفی، دما، زمان،

وجود یا عدم وجود این خاصیت و میزان    و ...  [ 31]   سوبسترا

زیست   آن پپتیدهای  می  فعالدر  که  .  کندتغییر  پژوهشی 

باکتری ضد  زیست   اییخاصیت  از پپتیدهای  تولیدشده  فعال 

)با وزن مولکولی کمتر از   2کمان آلای رنگینپوست ماهی قزل

با استفاده از دو آنزیم آلکالاز و فلاورزایم را  کیلودالتون(    3

انتشار دیسک و    یهاار داد )با استفاده روشمورد بررسی قر

سازی در لوله(، گزارش کرد که این پپتیدها قابلیت مهار  رقیق

 Escherichia و Staphylococcus aureusهای رشد باکتری

coli    فعال در تحقیق دیگری پپتیدهای زیست   .[ 23] را نداشتند 

سگ پوست  از  از  3ماهی تولیدشده  استفاده  های آنزیم  با 

های  کموتریپسین، تریپسین و پپسین قادر به مهار رشد باکتری

Escherichia coli،  Lactococcus lactis  و  Bacillus 

subtilis  زیست   .[ 34]   نبودند از  پپتیدهای  تولیدشده  فعال 

درصد    38/ 47و    32/ 69،  30/ 12اویستر در درجات هیدرولیز  

لیتر  گرم در میلیمیلی  4و    3،  2،  1،  0/ 5،  0/ 25های  و غلظت 

باکتری رشد  مهار  قدرت   Pseudomonasهای  فاقد 

aeruginosa ،  Staphylococcus aureus،  Listeria 

monocytogenes    وcereus Bacillus    افزایش با  اما  بودند 

های مورد استفاده، پپپتیدها توانستند  درجه هیدرولیز و غلظت 

باکتری کنند  رشد  مهار  را  مذکور  در  [ 35] های   .

 

2 -Oncorhynchus mykiss 

(، فعالیت ضد باکتریایی  2018و همکاران )  Ghelichiتحقیق

کپور  پروتئین ماهی  لیوفلیزه  تخم  هیدرولیز  از  حاصل  های 

دقیقه افزایش    120به    30معمولی با افزایش زمان هیدرولیز از  

پروتئین این  اما  رشد  یافت  مهار  به  قادر   Listeriaها 

monocytogenes  ،Enterococcus faecalis ،

Pseudomonas aeruginosa  ،Klebsiella pneumonia   و  

enterica Salmonella  [ 36] نبودند . 

داشتن   باکتریایی  ضد  پپتیدهای  غالب  مشترک  خصوصیت 

ساختمان دوم آلفاهلیکس است که این ساختمان احتمالا به  

تغییر   و  باکتری  غشای  یونی  کانال  در  قرارگیری  دلیل 

. به  [ 23]   تواند سلول را نابود کندنفوذپذیری این ساختار می

و خلاصه، کلی  مکانیسم ضد    طور  زمینه  در  که  احتمالاتی 

  فعال( )پپتیدهای زیست   های هیدرولیزشدهباکتریایی پروتئین

از   عبارتند  است  سلولمطرح  غشای  به  پپتیدها  های  الف( 

منافذ غیر قابل برگشتی در سطح غشا  متصل شده و    باکتری

می سلول  ایجاد  از  خارج  به  سیتوپلاسم  نتیجه  در  که  کنند 

شود. ب( پپتیدها از یابد و سلول کاملا تخریب میجریان می

سلولی مانند  های درونغشای سلولی عبور کرده و با اندامک

سلول    طبیعی  روند رشد  در  شوند وباند می  و ژنوم  ریبوزم

 . [ 37]  کننداختلال ایجاد می

، علاوه بر افزایش  نانوریزپوشانیدر این تحقیق انجام فرآیند  

باکتریایی ضد  بررسی(   فعالیت  مورد  روش  دو  هر    )در 

زیست  طول  پپتیدهای  در  فعالیت  این  پایداری  به   60فعال، 

در دمای یخچال نیز منجر شد. به این معنی که   نگهداری  روز

فعال با پوشش ترکیبی  های حامل پپتیدهای زیست نانوکپسول

قابلیت  -مالتودکسترین آزاد  پپتیدهای  به  نسبت  عربی  صمغ 

باکتری  رشد  مهار  برای  داشتند؛  بیشتری  مطالعه  مورد  های 

ها بر خلاف  خاصیت ضد باکتریایی نانوکپسولاز  ضمن اینکه  

نشد کاسته  نگهداری  دوره  طول  در  آزاد  )ثابت    پپتیدهای 

  MIC  چنینها و همباکتری  قطر هاله عدم رشد  مقادیر  ماندن

از  نانوکپسول  MBCو پس  نگهداری  60ها  دمای    روز  در 

فعال  افزایش فعالیت ضد باکتریایی پپتیدهای زیست   .(یخچال

3 -Squalus acanthias 
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مربوط به افزایش سطح    تواندمینانوریزپوشانی  با انجام عمل  

باشد باکتریایی  تماس  ضد  فعالیت  پایداری  همچنین   .

روز نگهداری در دمای یخچال(    60ها )در طول  نانوکپسول

توجیه   قابل  بدین صورت  ترکیبی    است احتمالا  پوشش  که 

  ر صمغ عربی( توانسته از ساختا- مورد استفاده )مالتودکسترین

زیست  )پپتیدهای  از هسته  محیطی  شرایط  برابر  در  فعال( 

ای یخچال، رطوبت و ... محافظت و خواص آن را  جمله دم

کند. و    حفظ  پول  ریحانی  پژوهش  که 2023)  یگانهدر   )

هماتوکوکوس  رنگدانه آستاگزانتین مستخرج از میکروجلبک  
مالتودکسترین 4پلوویالیس  ترکیبی  پوشش  از  استفاده  - با 

سدیم انجمادی( خشک  روش )و    کازئینات    کردن 

نانوریزپوشانی شد، افزایش فعالیت ضد باکتریایی و پایداری 

( فعالیت  در    روز  60  طیاین  یخچال(  دمای  در  نگهداری 

. در تحقیق دیگری ثابت شد  [ 4]   آستاگزانتین گزارش گردید

-رنگدانه فیکوسیانین با استفاده از پوششنانوریزپوشانی  که  

کردن خشک   روش)و    های مالتودکسترین و کازئینات سدیم

تواند فعالیت ضد باکتریایی رنگدانه را تقویت  می  انجمادی(

روز نگهداری در دمای    60طی  و به پایداری این خاصیت )

کندیخچال کمک  مذکورهایافته  .[ 26]   (  پژوهش  دو  با   ی 

در تحقیق یگانه   در مقابل،  د.ننتایج تحقیق حاضر مطابقت دار

فعال حاصل از  ( که پپتیدهای زیست1400و ریحانی پول )

نانولیپوزوم   قالب  در  میگو  ضایعات  آنزیمی  هیدرولیز 

شدند، رشد   که  گردیدمشخص    ریزپوشانی  مهار  فعالیت 

و    Staphylococcus aureus  ،Bacillus cereusهای  باکتری

Escherichia coli   زیست پپتیدهای  و  در  آزاد  فعال 

  .[ 30]  ندارندداری های حامل اختلاف معنینانولیپوزوم

پیش تحقیق  باکترینتایج  حساسیت  داد  نشان  گرم رو  های 

باکتری با  مقایسه  در  منفی  مثبت  گرم  مطالعه)های   ( مورد 

های  فعال و بخصوص نانوکپسولپپتیدهای زیست نسبت به  

مربوط    احتمالا  بالاتر  ها بیشتر است. این حساسیت حامل آن

لیپوپلی لایه  وجود  عدم  سلولی به  دیواره  در  ساکاریدی 

ساکاریدی در دیواره  های گرم مثبت است. لایه لیپوپلیباکتری

 

4- Haematococcus pluvialis 

تواند از ورود  های گرم منفی تا حد قابل توجهی میباکتری

-فعال به سلول جلوگیری و اثرات تخریب پپتیدهای زیست 

های گرم . حساسیت بیشتر باکتری[ 23]   کننده آن را خنثی کند

های گرم منفی در برابر ترکیبات ضد مثبت نسبت به باکتری

،  4]   طبیعی در سایر تحقیقات نیز ثابت شده است   باکتریایی

 . [ 38و  26

حاضر،   پژوهش  غلظت اشریشیاکلی    در  به   150  فقط 

های  فعال و نانوکپسولپپتیدهای زیست   لیترمیکروگرم بر میلی

نیز  ها  سایر باکتری  همچنین  حساسیت نشان داد.  هاحامل آن

  انتشار در محیط کشت آگار روش    در  هابه برخی از غلظت 

ها در  مقاوم بودند. این مقاومت باکتری سازی در لولهو رقیق 

زیست برابر   نانوکپسولپپتیدهای  و  آنفعال  حامل   ها های 

-دارد که به طور کلی به دو دسته تقسیم می  دلایل مختلفی

مانند    هستند  ها اول مربوط به خصوصیات باکتریدسته    شوند؛

، های مقاوم در برابر ترکیبات ضد باکتری در سلولوجود ژن

 های گرم منفیباکتری  دیواره  ساکاریدی دروجود لایه لیپوپلی

. دسته [ 34]   محیطی  سلولی در برابر شرایط سخت   و مقاومت 

بادوم   ارتباط  پپتیدهای ویژگی  در  فیزیکوشیمیایی  های 

د که در این  نباشمی  هاهای حامل آنو نانوکپسول  فعالزیست 

می باکتریزمینه  نظیر عدم حساسیت  مواردی  به  به  توان  ها 

-فعال و نانوکپسولهای مورد استفاده پپتیدهای زیست غلظت 

)به این معنی که با افزایش غلظت پپتیدها و    هاهای حامل آن

افتد که این مورد  ها اتفاق میها، مهار رشد باکترینانوکپسول

بودن وزن ، عدم بهینهدر تحقیق حاضر نیز ثبت و تائید شد(

  یا کمبود   عدم وجود  ،[ 31] و درجه هیدرولیز   [ 32]   مولکولی

میکروبی در زنجیره  برخی از اسیدهای آمینه با خاصیت ضد 

های حامل  نبودن خواص فیزیکی نانوکپسولی، مناسب پپتید

ای، پتانسیل )میانگین سایز ذرات، شاخص توزیع اندازه ذره

  زتا و بازده ریزپوشانی( برای اعمال خاصیت ضد باکتریایی 

 اشاره کرد.  و ...

 گیرینتیجه-5
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با استفاده از    ماهیفانوسفعال تولیدشده از  پپتیدهای زیست 

با  -تجاری  آنزیم پروتامکس،  هیدرولیز    میکروبی  درجه 

  کیلودالتون   3وزن مولکولی کمتر از    درصد و  21/ 1±53/ 86

های گرم مثبت و گرم منفی توانایی مهار رشد و تکثیر باکتری

نانوریزپوشانی این  . همچنین عامل فساد مواد غذایی را دارند

پوشش    کردن انجمادی واستفاده از روش خشک  پپتیدها با

مالتودکسترین عرب -ترکیبی  موجب  صمغ  اینکه  بر  علاوه  ی 

شود، بلکه به پایداری  می  هاآنافزایش فعالیت ضد باکتریایی  

کمک    در دمای یخچال  هاآن   طی نگهداری  این خصوصیت 

به    ،های حاملو نانوکپسول  این پپتیدها  کند.قابل توجهی می

احتمالا های گرم مثبت )رشد و تکثیر باکتری مقابله بامنظور 

لیپوپلی لایه  وجود  عدم  واسطه  دیواره( به  در    ساکاریدی 

ها در مواد  به همین دلیل استفاده از آن  .بیشتری دارند  قدرت

 وجود دارد،   های گرم منفیغذایی که احتمال حضور باکتری

بخشی از این    باید مورد ارزیابی دقیق و کارشناسی قرار گیرد.

زیست  پپتیدهای  غلظت  افزایش  به  و  ارزیابی،  فعال 

درآن  حامل  هاینانوکپسول غذایی    فرمولاسیون  ها  مواد 

های در نهایت، به منظور استفاده از نگهدارنده  شود.مربوط می

فعال در فرمولاسیون مواد غذایی، مبتنی بر پپتیدهای زیست 

-ها با پوشش دولایه پیشنهاد می شده آنفرم نانوریزپوشانی 

 گردد.

 تشکر و قدردانی-6
این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه علوم کشاورزی و  

  03-1404-03منابع طبیعی ساری تحت قرارداد با شماره 

 . شودانجام شد که به این وسیله سپاسگزاری می

 مین مالیتا

ای دریافت نکرده  کند که هیچ بودجهنویسنده اعلام می

 است. 

 مشارکت نویسندگان

 ها توسط نویسنده انجام شده است. تمام فعالیت 

 منافع رقابتی

مالی یا منافع   منافع گونه تضادهیچ  که کندید می تاینویسنده 

 رقابتی در این مطالعه ندارد.
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

During the last two decades, research on the use of natural preservatives in 

food instead of chemical compounds has attracted the attention of researchers 

due to their safety. Bioactive peptides are one of the natural compounds that 

have a high potential to prevent food spoilage (oxidative and microbial).  The 

aim of the current research was nanoencapsulation of bioactive peptides 

produced from lanternfish (Benthosema pterotum) (with a molecular weight 

of less than 3 kDa) using freeze-drying method and maltodextrin-gum arabic 

combined coating and then evaluating the antibacterial activity of carrier 

nanocapsules and free peptides against food spoilage bacteria including 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, 

Bacillus cereus, Escherichia coli and Salmonella typhimurium.  According to 

the results, nanoencapsulation of bioactive peptides in addition to increasing 

their antibacterial activity (increasing the diameter values of non-growth halo 

of bacteria and reducing MIC and MBC), also caused the stability of this 

property during 60 days of storage of carrier nanocapsules at 4ºC (p<0.05). 

Increasing the concentration of bioactive peptides and nanocapsules carrying 

them (from 30 to 150 μg/ml) was often associated with increasing the 

diameter of the non-growth halo of bacteria (p<0.05). Among the bacteria, 

the highest diameter values of non-growth halo and the lowest MIC and 

MBC were recorded for Listeria monocytogenes. Also, the sensitivity of 

gram-positive bacteria to bioactive peptides and carrier nanocapsules was 

reported to be higher than gram-negative bacteria. The free peptides on day 

60 and the concentration of 500 μg/ml were able to inhibit Clostridium 

perfringens and Escherichia coli bacteria, but they could not eliminate these 

bacteria. This is while the nanoencapsulated form of these peptides (carrier 

nanocapsules) at the same concentration was able to kill the mentioned 

bacteria. According to the findings, nanoencapsulation of bioactive peptides 

using freeze-drying method and combined coating of maltodextrin-gum 

arabic increases and stabilizes antibacterial activity and, as a result, makes 

them more effective in food formulations. 
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