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اکسیدانی و ضد میکروبی پروتئین هیدرولیز خاصیت آنتی هاي میکروبی و وزن مولکولی برتاثیر آنزیم ارزیابی

 شده دانه جو 

   3 ، لیلا نجفیان* 2پیمان آریایی، 1 نگار تاجیک
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  رانیا ،آمل،یدانشگاه آزاد اسلام ،یآمل... ا تیواحد آ ،ییغذا عیعلوم و صنا گروه اریشدان -2
  رانیا ،ي،ساریدانشگاه آزاد اسلام ،يواحد سار ،ییغذا عیعلوم و صنا ار،گروهیاستاد  -3

  Email:p.aryaye@yahoo.com:مسئول مکاتبه *

  چکیده

 به بالا سازگاري به با توجه جو. باشدهاي هیدرولیزشده از منابع گیاهی مینهاي طبیعی، پروتئیاکسیدانیکی از منابع جدید آنتی

 و A ،E ،B1 ،B2 ،B12هاي ویتامین بودن دارا علت به همچنین نامساعد و و فقیر هاي زمین در رشد قابلیت و مختلف اقلیمی شرایط

اکسیدانی و ضد میکروبی آنتیف از این تحقیق بررسی هدبنابر این . است خاص توجه مورد بالا نسبتا پروتئین درصد و معدنی مواد

هاي آنزیم از با استفاده استفاده با دانه جوشده پروتئین هیدرولیز  مطالعهدر این  بنابراین .استدانه جو بوده  پروتئین هیدرولیز شده

شامل سه فرکشن با روش اولترافیلتراسیون غشایی استفاده از هیدرولیز و پپتیدهاي زیست فعال که با  ،و فلاورزایم آلکالاز تجاري

و روتئین هیدرولیز شده اکسیدانی پخواص آنتی. جدا گردید کیلو دالتون 30- 10کیلو دالتون و  10- 3، کیلو دالتون 3کمتر از 

 درجه و پروتئین میزان از آلکالاز توسط شده هیدرولیز پروتئین که داد نشان نتایج .مورد ارزیابی قرار گرفت میکروبی ضد

نتایج نشان داد که فعالیت مهار ). p>05/0( برخوردار بودتوسط آنزیم فلاورزایم  شده هیدرولیز پروتئین ي نسبت بهبالاتر هیدرولیز

به طور دانه جو توسط آنزیم آلکالاز هیدرولیز شده  در پروتئینقدرت احیاکنندگی آهن و  ABTSو  DPPH یکال آزادراد

 بر رويمیکروبی بالاتري ، همچنین این پروتئین خاصیت ضد)p>05/0(بود  فلاورزایمداري بیشتر از پروتئین هیدرولیز شده معنی

پروتئین  .بود اشیرشیاکلیبالاتر از  استافیلوکوکوس اروئوسبی علیه باکتري میکروداشت و خاصیت ضدهاي پاتوژن باکتري

بود  میکروبی را دارااکسیدانی و ضدکیلو دالتون داراي بالاترین فعالیت آنتی 3با وزن مولکولی کمتر از  دانه جوهیدرولیز شده 

)05/0<p(. ،تواندمی و بوده بالقوهمیکروبی و ضد اکسیدانیآنتی الیتفع داراي دانه جوهیدرولیز شده پروتئین  نتایج کلی نشان داد 

  .شود توصیه دام خوراك و فراسودمند غذاهاي غذایی، صنایع در استفادهپروتئین جهت  از غنی و خوراکی ایمن منبع یک

 وزن مولکولی، ضد میکروبی، دانه جو  ،آنتی اکسیدان ،پروتئین هیدرولیز شده  :کلمات کلیدي
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 مقدمه -1

 بر سمی هايباقیمانده نیز و تراتوژنیک خواص و سرطانزایی عوارض جمله از شیمیایی هاينگهدارنده آور زیان اثرات روز هر

 بیشتر افزایش یافته، طبیعی صورت به هاآن ماندگاري عمر که غذایی مصرف مواد براي تقاضا و رسدمی اثبات به انسان سلامت

هاي اکسیدانیکی از منابع جدید آنتی .اندشده طبیعی هاينمونه با هاآن جایگزینی درصدد غذایی مواد محققین لذا). 8(شود می
ترکیباتی با وزن مولکولی پایین هاي هیدرولیز شده، وتئینپر. باشدهاي هیدرولیزشده از منابع گیاهی و جانوري میپروتئین ،طبیعی

شوند  پپتیدهاي زیست فعال به عنوان اجزاء پروتئینی شناخته می  ).28(د شونهستند که تحت عنوان پپتیدهاي زیست فعال شناخته می
هاي گوارشی  که در ساختمان پروتئین غیر فعال بوده و پس از آزاد شدن از طریق هیدرولیز، تخمیر، هضم شدن توسط آنزیم

دالتون هستند که  1000ولی کمتر از اسید آمینه و وزن مولک 2- 20پپتیدهاي زیست فعال حاوي . دهنداثرات متعددي بروز می...و
فراسودمند  امروزه پپتیدهاي زیست فعال به علت قابلیت استفاده در تهیه مواد غذایی .اثرات مثبتی بر سلامت مصرف کننده دارند

... ز وضد فشار خون، ضد ترمبو ،ضد سرطان، میکروب ضد، این پپتیدها به عنوان ترکیبات ضد اکسایش. مورد علاقه و توجه هستند
جذب ، هاي عملکردي مانند امولسیون کنندگی و کف کنندگی روند و علاوه بر خواص سلامت بخشی، واجد ویژگی به شمار می

 دیتول یمیآنز زیدرولیو ه یکروبیم ریتخم ،ییایمیبه سه روش سنتز ش دهایپپت نیا ).32( باشند می و ژلسازي آب و جذب روغن
است  میو ملا کنترل قابل نديیکه فرآ باشدیم ییغذا وتکنولوژيیدر ب دیجد هاي از روش یمینزآ زیدرولیه انیم نیشوند، در ا یم

شبدر، دانه جو، همانند هسته انگور،  یاهیگهاي هیدرولیز شده پروتئین). 28، 22( شودیآزاد نم دهايینواسیو منجر به نابودي آم
 در مطالعات مختلف مورد استفاده قرار گرفته استکم،  ییزا و آلرژي  بمناس متیق لیبه دل... جوانه گندم کنجاله کنجد و کلزا و 

)12 ،13 ،19 ،20 ،31.(   
 تولید میزان نظر از جو. گونه زراعی و وحشی دارد 25تعلق دارد این جنس حدود   Hordeumي گندمیان و جنس  گیاه جو به تیره

. رود می شمار به دنیا مهم غله برنج چهارمین و ذرت گندم، از پس میت،اه نظر از ولی. دارد دنیا در غلات میان در را پنجم ي رتبه
 قابلیت و مختلف اقلیمی شرایط به بالا سازگاري به با توجه جو). 6( شود می گرفته نظر در گیاه دومین عنوان به اي علوفه نظر از
 بر علاوه جو ي دانه. است خاص توجه مورد دارد، که مختلفی و مصارف رطوبت به کم نیاز نامساعد، و فقیر هاي زمین در رشد
 مورد سازينشاسته کارخانجات و داروسازي صنعت در آفریقا، شمال مانند کشورهاي فقیر کشورهاي در انسان اي تغذیه مصرف
 در تخم ولیدت تقویت و کنندگان نشخوار براي فیبر و پروتئین انرژي، اصلی منبع به عنوان گیاه این ي دانه. گیرد می قرار استفاده
 فسفر، کلسیم، مانند معدنی مواد و A ،E ،B1 ،B2 ،B12هاي ویتامین بودن دارا علت به همچنین .رود می کاربه گذار تخم مرغان
 سایر به نسبت جو. است شده افزوده آن اهمیت به) درصد 30 تا 8( بالا نسبتا پروتئین درصد و روي، و آهن منیزیم، منگنز، سدیم،
 عامل غلات سایر تولید براي محیطی شرایط که مناطقی در بنابراین باشد، می سازگار محیطی از شرایط وسیعی ي منهدا براي غلات
  ).18، 6(کند  تولید قبولی قابل محصول تواند می جو اي است، کننده محدود

در اي تا بحال مطالعه دانه جوز شده پروتئین هیدرولیدر ارتباط با و اهمیت پروتئین هیدرولیز شده و شده  انیبا توجه به مطالب ب
هاي آلکالاز  توسط آنزیم دانه جو یمیآنز زیدرولیهاز  تخلیص شده يدهایپپتتولید هدف از مطالعه حاضر  ،ایران انجام نشده است

  .باشداین پپتیدها می میکروبی و ضد یدانیاکسیخواص آنت یبررسو فلاورزایم  و
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  مواد و روش ها-2
   اولیهمواد -2-1

آنزیم آلکالاز و . گردید  منتقل آزمایشگاه به و شد خریداري مرکز تحقیقات کشاورزي استان گلستان از) رقم صحرا(دانه جو 
. شدگراد نگهداري درجه سانتی 4از شرکت نووازیم، دانمارك تهیه شد و تا زمان مصرف در درجه حرارت ) 1جدول (فلاورزایم 
  .باشندمی برخوردار آزمایشگاهی درجۀ از از شرکت مرك آلمان تهیه و در آزمایش هاستفاد مورد شیمیایی مواد تمامی

  آنزیم هاي مورد استفاده در آزمایش: 1جدول 
  )واحد آنسون(میزان فعالیت   دامنه دما  pHدامنه   منبع  نام تجاري
Bacillus licheniformis 10 - 6 آلکالاز  70 - 55  4/2  
Aspergillus oryzae 7 – 5 فلاورزایم  70 - 50  5/1  

  تولید پروتئین هیدرولیز شده-2-2
  دانه جوسازي ایزوله پروتئین از آماده -2-2-1

 1000با  پودرگرم  200سپس به منظور تهیه ایزوله پروتئینی ابتدا . شد پودر) چین ساخت کنوود، مدل(برقی توسط آسیاب جو دانه 
 35ساعت در دماي  1مولار تنظیم و مخلوط به مدت  1/0 ستفاده از سودو با ا 9در  pH سپس. میلی لیتر آب مقطر مخلوط گردید

 ,Z36 HK, Labnet(وژ یگراد سانتریفدرجه سانتی 20دقیقه در دماي  15به مدت  g 10000 ×با دوردرجه سانتی گراد همزده و 

Germany (و فاز رویی جمع آوري شد .pH  یم و مخلوط درتنظ 4/3 مولار در 1فاز رویی با اسید هیدروکلریک× g 10000  به
ها جمع آوري شدند و مجددا در آب به صورت در انتها رسوب. وژ شدیگراد سانتریفدرجه سانتی 20در دماي ، دقیقه 15مدت 

  ).9(سوسپانسیون در آمده و براي هیدرولیز آنزیمی در شرایط سرما نگهداري شد 
 دانه جوپروتئینی حاصل از ایزوله هیدرولیز  -2-2-2

به ارلن مایر اضافه ) 2:1(لیتر آب مقطر به نسبت میلی 100میلی لیتري ریخته و سپس میزان  250گرم نمونه، درون ارلن مایر  50
بهینه فعالیت  pHنرمال به  2/0سپس با اضافه کردن هیدروکسید سدیم  .شددقیقه هموژنیزه  2به مدت  و با همزن دیجیتالی  گردید
گراد سانتیدرجه 50در دماي ) ، اسپانیاComecta(ها در حمام آبی متحرك نمونه .شد رسانده ،)7فلاورزایم ، 5/8آلکلاز (ها آنزیم

به ) درصد میزان پروتئین نمونه اولیه 1(، سپس آنزیم شددور در دقیقه قرار داده  200 براي تولید پروتئین هیدرولیز شده با دور ثابت
به منظور قطع واکنش آنزیمی در ) دقیقه 30زمان (در پایان آزمایش  و) دقیقه 20و  10زمان ( گیري آن اضافه و پس از هر بار نمونه

هاي هیدرولیز شده پس از خنک شدن با استفاده پروتئین. شدندگراد قرار داده سانتیدرجه 95دقیقه در دماي  15حمام آبی به مدت 
و پروتئین هیدرولیز  گردیدآوري ، مایع شناور جمعشدوژ یدقیقه سانتریف 20دور در دقیقه به مدت  6700وژ با دور ثابت یاز سانتریف

 )کشورکره ساخت ، Operon FDB-550مدل (سپس با استفاده از دستگاه خشک کن انجمادي شد، شده در فریزر نگهداري 
  ).31( در آمدبصورت پودر 

  گیري میزان پروتیئن دانه جو اندازه -2-3
ها هضم و سپس با بر اساس روش کلدال نمونهدانه جو، ایزوله پروتئنی و پروتئین هیدورلیز شده  مخخقادیر پروتئین ابتدایی

  ). 22(شد محاسبه  یدر فاز آب یرسوب نیمقدار کل پروتئ)  N×6.25(مقدار  ونیتراسیت
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  درجه هیدرولیز -2-4
 هاي پروتئین نسبت درصد گیرياندازه ین روشا مبناي. دش گیري اندازه (TCA)اسید  کلرواستیک کمک تري هیدرولیز به میزان

 با از نمونه لیتر میلی 5 منظور این براي. باشدمی نمونه در هاي موجودپروتئین کل به درصد 10 اسید کلرواستیک در تري محلول
 سپس .شد ژویسانتریف دقیقه10  زمان و rpm 6700با دور  سپس و گردید درصد مخلوط 20 اسید کلرواستیک تري لیترمیلی 5

  ):22(گردید  محاسبه 1 فرمول طریق هیدرولیز از میزان و گیري اندازه محلول فاز در پروتئین مقدار
  :1فرمول 

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

  ترکیب اسید آمینه -2-5
نرمال هیدرولیز  6گراد با استفاده از هیدروکلریک سانتیدرجه 110ساعت در دماي  24ه براي مدت پودر پروتئین هیدرولیز شد

میزان اسیدهاي آمینه کل . سازي اسیدهاي آمینه انجام شدعمل مشتق(PITC) سپس با استفاده از فنیل ایزو تیوسیانات . کامل شد
انجام شد  (RF-530)ساز فلورسنت با آشکار C18استفاده از ستون با ) آلمان(  Smart lineمدل HPLCبا استفاده از دستگاه 

)16.( 

  جداسازي پپتیدها -2-6
سه فرکشن . انجام شد )کیلودالتون 30 تا 3(جداسازي پپتیدها توسط اولترا فیلتراسیون با دو فیلتر آمیکون با وزن مولکولی مختلف 

ابتدا پروتئین هیدرولیز شده خام با استفاده از فیلتر . جدا گردید )لو دالتونکی 30- 10کیلو دالتون و  10- 3، کیلو دالتون 3کمتر از (
 Sigma 2(دور در دقیقه سانتریفیوژ  7500دقیقه و با سرعت  10درجه سانتیگراد، مدت زمان  25کیلودالتون، در دماي  30آمیکون 

- 16kl کیلودالتون، در  3مجددا با استفاده از فیلتر آمیکون  کیلودالتون 30سپس پروتئین هیدرولیز شده کمتر از . شد) ، اسپانیا
 3بدین ترتیب، پپتیدهاي کمتر از . دور در دقیقه سانتریفیوژ شد 7500دقیقه و با سرعت  20درجه سانتیگراد، مدت زمان  25دماي 

  ).34( کیلودالتون جدا شدند 30 تا 10کیلودالتون و  10و  3کیلو دالتون ، بین 

  پروتئین هیدرولیز شدهاکسیدانی  فعالیت آنتی گیري اندازه -2-7
  (DPPH)بررسی مهار رادیکال آزاد  -2-7-1
 DPPHهاي رادیکالی یا آنتی اکسیدان باعث بی رنگ شدن محلول که با اضافه کردن گونه DPPHن آزمایش بر اساس مهار ای

فنیل در ساختارش به راحتی به صورت هاي ترکیبی است بنفش رنگ که به دلیل حضور گروه DPPH .باشدمی ،می شوند
این ترکیب با گرفتن یک الکترون از ترکیب آنتی اکسیدان، از رنگ بنفش . رادیکال در آمده و در واقع منبع رادیکال آزاد میباشد 

یروي ر لامبرت پینانومتر جذب دارند که از قانون ب 512در  DPPHهاي آزاد موجود در رادیکال. دهدبه زرد تغییر رنگ می
 DPPHکنند و کاهش جذب آن با میزان ماده آنتی اکسیدان رابطه خطی دارد هر چه بر مقدار ماده آنتی اکسیدان افزوده شود  می

از تیمارهاي مختلف پروتئین هیدرولیز  تریل یلیم 1بدین منظور  .بیشتري مصرف شده و رنگ بنفش بیشتر به سمت زرد میل می کند
 15 مدت به و شد داده تکان یخوب به حاصل مخلوط و اضافه DPPHمیلی مولار  1/0محلول  تریل یلیم 1جداگانه با  طور به شده

  ).4( در مقابل شاهد خوانده شد nm 517 موج طولدر  ها نمونهداده و سپس جذب نوري  قرار تاریک در اتاق دقیقه

  :2فرمول 
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  DPPH ار رادیکال آزاد درصد مه=  ) جذب نمونه- جذب شاهد/  جذب شاهد(× 100
  )FRAP(گیري قدرت احیاکنندگی آهن اندازه -2-7-2

کنندگی دارند و باعث ءها نقش احیااکسیداندر این روش آنتی. انجام شد) 2009(و همکاران  Bougatefاین آزمون مطابق روش 
ول آزمایش به رنگ سبز یا آبی تغییر کنندگی عصاره، رنگ زرد محلءبسته به قدرت احیا. شودمی فروبه آهن  فریکاحیا آهن 
  ).4( یابد می
 (ABTS)بررسی مهار رادیکال آزاد  -2-7-3

میلی  140پتاسیم پروسولفات  میکرو مولار 88و  میلی مولار ABTS، 7از  میلی لیتر 5با مخلوط کردن  ABTSمحلول رادیکال 
 5 بافر فسفات(میلی لیتر  40از محلول موجود با میلی لیتر 5/0، شدساعت در  دماي محیط درتاریکی نگهداري  16و  شدمهیا مولار 

بدست   70/0 ± 02/0 عددنانومتر  734بتواند در ABTSتا جذب محلول رادیکال ) مولار Nacl 2/0حاوي ، pH  4/7 میلی مولار،
از این مخلوط  میکرو مولار 67/66 شدبافر فسفات ترکیب  میکرو مولار 65با  محلول نمونه میکرو مولار 65 .می شود، ترکیب آمد

محلول  میکرو مولار 910بافر فسفات به عنوان شاهد با  میکرو مولار 67/66 و  شدترکیب   ABTSمحلول  میکرو مولار 910با 
ABTS  24(شد قرائت نانومتر  734و جذب در  گرفتدقیقه در دماي محیط در تاریکی قرار  10و پس از  شدترکیب .(  

  :شدزیر محاسبه  3 با استفاده از فرمول ABTS آزاد رادیکال کنندگیپاك تعیین فعالیت  
  :3فرمول 

  ABTS درصد مهار رادیکال آزاد =  ) جذب نمونه-جذب شاهد/  جذب شاهد(× 100 
  پروتئین هیدرولیز شده میکروبی خصوصیات ضد -2-8

 1112 استافیلوکوکوس اورئوسو PTCC :1399 یشیاکلیاشر: هاي مورد استفاده در این تحقیق عبارتند ازمیکروارگانیسم

PTCC: که از مرکز تحقیقات و پژوهش علمی صنعتی ایران تهیه شد.  
  آماده سازي باکتري -2-8-1

 - 20 فریزر در آزمایشات انجام زمان هاي علمی و صنعتی ایران تهیه و تا از سازمان پژوهش هاسویه استاندارد و لیوفیلیزه باکتري
مایع  محیط داخل محتوي و شکسته هاسر ویال استریل تحت شرایط و دستورالعمل طبق ابتدا. شد نگهداري گرادنتیسادرجه

 گراد گرمخانه سانتیدرجه 37ساعت در دماي  24سپس در لوله ها با پنبه پوشانده شد و به مدت و تخلیه  1مغذي محیط براث

 کمک آنس استریل از با نظر مورد زمان گذشت مدت پس از. د کنندکدورت ایجا و کرده رشد هاباکتري تا شدند گذاري

ساعت  24مدت  به صورت وارونه به هاپلیت. شد کشت داده نوترینت آگار مغذي جامد محیط روي و برداشت کرده مایع محیط
هاي استاندارد  ه سوسپانسیوناز این کلنی براي تهی. نددهاي لازم ایجاد ش تا کلنی گرفتگراد قرار سانتیدرجه 37دیگر در دماي 

ساعت بر روي محیط نوترینت آگار استفاده  24هاي رشد یافته  براي تهیه سوسپانسیون میکروبی استاندرد از کلنی. گردیداستفاده 
هر بدین ترتیب در  .شدنانومتر سنجیده  625سوسپانسیون حاصل براي مطابقت با نیم مک فارلند توسط اسپکتوفتومتر در طول . شد

باکتري در هر   CFU/g 108، با مشخص شدن جذب نوري که معادل تقریبا )تعیین لگاریتم درصد احتمال رشد(بار انجام آزمایش 
   ).14( گردیدکتري در میلی لیتر مشخص با  CFU/g 108میلی لیتر بود، لوله کووت حاوي تقریبا 

                                                
1 Brain Heart Infusion 
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  حداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی پپتید -2-8-2
 مرحله در. شد افزوده هاي آزمایش از لوله یک هر به لیتر میلی 2/0میزان  به CFU/g 108 غلظت تقریبی  مطالعه مورد هاي باکتري

لوله  درون هامحلول از هرکدام از لیتر میلی 2/0مقدار  ریختن با کهشد  تهیه نحوي به مقطر از آب استفاده با پپتید هاي محلول بعد
. شد ساخته )اورئوس لوکوکوسیاستاف و اشریشیاکلی(آزمایش  مورد هاي باکتري آگار BHIکشت  حیطم حاوي هاي آزمایش
 ترین پائین ساعت 24 از پسو  گذاريگرمخانه هاباکتري براي گراد سانتیدرجه 37 دماي در انکوباتور در هاي آزمایش لوله سپس

 درMBC جهت تعیین  MIC تعیین از پس. شد گرفتهنظر در  MICعنوان مشاهده نگردید به کدورتی هیچ آن در که غلظتی

 مشاهده آنها در کدورتی و شفاف بودند هنوز گذاريگرمخانه ساعت 24 از پس که هاییارلن محتویات از استریل کاملا شرایط

 از پس. شد دهدا سطحی کشت باکتري هر گونه مناسب کشت محیط حاوي هايدیش پتري در لیتر میلی 1/0 میزان به باشد نشده

به  نگردید مشاهده رشد آن در که غلظتی اولین و ها بررسی باکتري رشد عدم و رشد مناسب دماي در گذاريساعت گرمخانه 24
  ). 30( شد گرفته نظر در MBCعنوان 

  تجزیه و تحلیل آماري-2-9
 گردیدصورت میانگین با انحراف معیار گزارش سه تکرار انجام شد و نتیجه به باها در طرح آزمایشی کاملاً تصادفی کلیه آزمایش

. صورت گرفت )SPSS version 18( نرم افزار با استفاده از) ANOVA(آنالیز آماري تیمارها توسط جدول آنالیز واریانس 
 Microsoft Excelافزار  نرمنمودارها با شد و  استفاده 05/0آزمون دانکن در سطح  ازها داري میانگین معنیاختلاف براي بیان 
  . ترسیم شد

 نتایج و بحث -3
  پروتئینبررسی مقادیر  -3-1

. بوده است 24/45±93/0درصد و میزان پروتئین اولیه ایزوله دانه جو برابر با  71/12±49/0میزان پروتئین اولیه دانه جو برابر با 
بنابراین ایزوله و پروتئین . د بوده استدرص 35/93 - 43/60همچنین مقادیر پروتئین هیدرولیز شده در تیمارهاي مختلف مابین 

تواند در فرمولاسیون غذاي دام و همچنین هیدرولیز شده به علت دارا بودن مقادیر بالایی از پروتئین، داراي ارزش افزوده بوده و می
مقایسه با ایزوله دانه جو،  همچنین مقادیر بالاتر پروتئین، در پروتئین هیدرولیز شده در). 1(در صنعت غذایی و دارویی استفاده شود 

در حین فرآیند هیدرولیز، سبب جداسازي سانتریفیوژ باشد و همچنین انجام به علت تجزیه پروتئین در حین فرآیند هیدرولیز می
-6/11مقادیر پروتئین اولیه دو رقم مختلف جو را مابین ) 2016(و همکاران  Guo). 12(شود هاي غیر پروتئین نمونه میقسمت

گیري  هبه انداز) 2018(و همکاران  Houde. )15( اعلام نمودند که نتایج آنها با نتایج مطالعه حاضر هم خوانی داشت درصد3/13
آنها اعلام نمودند تیمار آنزیمی . هاي قلیایی و آنزیمی پرداختندمقادیر پروتئین کنسانتره آرد جو بدون چربی با استفاده از روش

مقادیر پروتئین جو را ) 2021(و همکاران  Jaeger. )17( تولید نمودند) درصد0/49(ترین محتواي پروتئین کنسانتره پروتئین با بالا
   .)18( اعلام نمودند درصد56/9
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  مختلف هايمیآنز از استفاده با شده زیدرولیه هاينیروتئپ پروتئین، ریمقاد: 2 جدول

 آلکالاز  فلاورزایم

  آنزیم                        
  

  )دقیقه( زمان هیدرولیز
Bc55/0±43/60  Ac53/0±56/75  10  
Bb56/0±43/70  Ab46/0±67/83  20  
Ba53/0±08/83 Aa85/0±35/93 30  

   )انحراف از معیار ±میانگین (همه اعداد بر حسب درصد بیان شده است ) 1
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا) 2
  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند ستونیک  اعداد در) 3

  درجه هیدرولیز بررسی مقادیر -3-2
 داشتتاثیر مستقیمی بر روند افزایشی درجه هیدرولیز  فرآیندنوع آنزیم و زمان  که دادنتایج مربوط به درجه هیدرولیز نشان 

)05/0<p.( طور پیوسته افزایش یافت، درجه هیدرولیز به طور قابل توجهی آنزیم به به طوریکه مقادیر درجه هیدرولیز توسط هر دو
و طول زنجیره پپتیدي با درجه هیدرولیز نسبت عکس دارد بنابراین افزایش درجه هیدرولیز باعث بود تحت تأثیر زمان فرآیند 

ث شکسته شدن نوارهاي پپتیدي و افزایش شود و در نتیجه باعتر شدن طول زنجیره پپتیدي و کاهش توزیع وزن مولکولی میکوتاه
در بین دو آنزیم، پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز درجه هیدرولیز بالاتري را در ). 27، 2(شود اسیدهاي آمینه آزاد می

در شکست  آلکالازعملکرد دو آنزیم را در قابلیت  این امر ممکن استعلت ). p>05/0( هاي هیدرولیز نشان دادتمامی زمان
  ). 29، 22( ه پپتیدهاي کوچکتر و حتی تولید اسیدهاي آمینه آزاد بیان کردبپپتیدها 

  مختلف هايمیآنز از استفاده با شده زیدرولیه هاينیروتئپ درجه هیدرولیز ریمقاد :3 جدول

  
  فلاورزایم

  
 آلکالاز

  آنزیم                        
  

  )دقیقه(زمان هیدرولیز 

Bc43/0±75/10  Ac44/0±10/14  10  
Bb17/0±19/16  Ab80/0±24/20  20  
Ba55/0±40/20 Aa86/0±94/28 30  

   )انحراف از معیار ±میانگین (همه اعداد بر حسب درصد بیان شده است ) 1
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا) 2
  )..,a, b, c.(ی دار دارندبا حروف متفاوت اختلاف معن ستوناعداد در یک ) 3

 ترکیب اسید آمینه -3-3

وزن مولکولی، طول و توالی . کنداسید آمینه تجزیه می 20- 2ها را به پپتیدهاي کوچک متشکل از هاي پروتئولیتیک پروتئینآنزیم
ینی شامل آمینو اسیدهاي آزاد هیدرولیزهاي پروتئ .گذاردپپتیدها و ترکیب اسید آمینه آنها بر خواص پپتیدهاي زیست فعال تأثیر می

هاي هیدرولیز شده عملکرد پروتئین). 25(زیستی مفیدي دارد  خواص غذایی و ارزش و پپتیدهاي با زنجیره کوتاه هستند که داراي
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تحت ) HAA(نتایج مربوط به مطالعه حاضر نشان داد، که میزان اسیدهاي آمینه آبگریز آزاد . به ترکیب اسید آمینه آن بستگی دارد
و براي  درصد94/41در پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز برابر با  HAAبه طوریکه مقادیر  .تأثیر نوع پروتئاز قرار دارد

اي که داراي خواص آبگریز هستند، نقش مهمی در در مجموع اسیدهاي آمینه. بوده است درصد52/39آنزیم فلاورزایم برابر با 
هاي آزاد این امر به دلیل توانایی اسیدهاي آمینه آبگریز در افزایش دسترسی به رادیکال. هاي آزاد دارندلروند بازدارندگی رادیکا

 HAAمقادیر ) 2021(و همکاران  Jaeger ).11( دهدهاي هدف رخ میهاي آزاد در سلولو در نتیجه کاهش دسترسی رادیکال
بالاترین  . )18( بایدافزایش می HAAرسد پس از هیدرولیز پروتئین مقادیر اعلام نمودند که به نظر می درصد86/37پروتئین جو را 

و بالاترین مقادیر اسید آمینه غیر ) درصد15/6و آنزیم فلاورزایم  درصد99/6آنزیم آلکالاز (ه ضروري در ارتباط با هر دو آنزیم، لوسین نمقادیر اسید آمی
مقادیر لوسین و گلوتامیک  اسید، ) 2021(و همکاران  Jaeger. بود) درصد75/18و آنزیم فلاورزایم  درصد25/19آنزیم آلکالاز (ضروري گلوتامیک اسید 
هاي هیدورلیز شده تنها در مورد پروتئین FAO/WHO (1990)بر اساس توصیه هاي  .)18( اعلام نمودند درصد89/8و  13/3پروتئین جو را به ترتیب 

، بنابراین پروتئین هیدرولیز شده کنجاله کنجد از کیفیت غذایی )10( اي محدودیت نسبت به پروتئین هاي حیوانی بوداسیدهاي آمینه لایزین و فنیل آلانین دار
  ).20(تواند به عنوان یک منبع پروتئین در صنایع غذایی مورد استفاده قرار گیرند مناسبی برخوردار باشد و می

 شده زیدرولیه نیپروتئ در موجود نهیآم دیاس بیترک: 4 جدول

FAO/ WHO, 1990 گرم نمونه 100گرم در (اسید آمینه   آلکالاز  فلاورزایم(  
 1هیستدین 99/2 55/2 

  1ایزو لوسین 58/3 25/3  80/2

 1لوسین 99/6 15/6  60/6

 1لایزین 99/4 58/4  80/5

  1متیونین  56/2  41/2  

 1فنیل آلانین 99/5 55/5  30/6

  1تروئنین 59/3 45/3  4/3

  1والین 55/4  01/4  5/3

  آسپارتیک اسید 35/7  99/7  
  آرژنین 59/4  79/4  
  پرولین 97/10  11/10  
 سرین 55/7  59/8  

 آلانین 25/4  05/4  

 سیستئین 29/2  55/3  

  گلوتامیک اسید  25/19  75/18  
  تیروزین  05/3  99/3  1/1

  گلایسین  25/5  99/4  
  52/39  94/41  HAA2 

  مینه کلآمیزان اسید   79/99  76/98  
 اسیدآمینه ضروري1
  )آلانین، والین، ایزولوسین، لوسین، تیروسین، فنیل آلانین، تریپتوفان، پرولین، متیونین و سیستئین(مجموع اسیدهاي آمینه آبگریز 2
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  خاصیت آنتی اکسیدانی -3-4
   DPPHفعالیت رادیکال آزاد  -3-4-1

ارتباط مستقیمی و  DPPH بودند اما فعالیت مهاري رادیکال اکسیدانی هاي هیدرولیز شده داراي فعالیت آنتیتمامی پروتئین
با یک سوبستراي پروتئینی مانند یک  DPPH هاياگر رادیکال ). p>05/0(داري با وزن مولکولی و نوع آنزیم داشت معنی
اي فعالیت مهار به عنوان معیاري بر کاهش جذب. یابدشوند و جذب کاهش میها پاك میاکسیدان برخورد کنند، رادیکال آنتی

هاي هاي هیدروژن است که با واکنش با رادیکالپروتئین هیدرولیز شده جو، حاوي دهنده .رادیکال آزاد، در نظر گرفته شده است
 توانند سبب انتقال الکترون از پپتیدها به رادیکالهاي زنجیره جانبی آبگریز میآزاد تثبیت می شوند زیرا اسیدهاي آمینه با باقیمانده

DPPH  فعالیت مهاري رادیکال  همچنین ).21( شوندDPPHداري بالاتر ، پروتئین جو تولیدي توسط آنزیم آلکالاز به طور معنی
در این پروتئین باشد، اسیدهاي آمینه آبگریز بالاتر سبب  HAAممکن است به علت بالاتر بودن  ).p>05/0(از فلاورزایم بود 

). 11(هاي هدف رخ می دهد هاي آزاد در سلولاي آزاد و در نتیجه کاهش دسترسی رادیکالهافزایش دسترسی بیشتر به رادیکال
که که کیفیت محصول را با جلوگیري از اکسیداسیون طورياي دارند، بهاکسیدانی در صنایع غذایی اهمیت ویژهپپتیدهاي آنتی
پروتئین ماهی ) (2013(و همکاران  Ovissipourیج با نتایج این نتا). 26(کنند ها، لیپیدها و اسیدهاي نوکلئیک حفظ میپروتئین
 پروتئین، آنها نیز اعلام کردند )31و  23( هم خوانی دارد) پروتئین هسته انگور) (2021(و همکاران   Varedesaraو) کیلکا

با توجه به نتایج مربوط به . دباشاکسیدانی بالاتري نسبت به فلاورزایم دارا میهیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز فعالیت آنتی
کیلو دالتون  10کیلو دالتون، سپس کمتر از  3، بالاترین مقادیر به ترتیب در وزن مولکولی کمتر از DPPH فعالیت مهاري رادیکال 

 DPPH کیلو دالتون فعالیت مهاري 30- 10وزن مولکولی کمتر از  ).p>05/0(کیلو دالتون مشاهده شد 30- 10و در انتهاي مابین 

اسیدهاي آمینه، بالاتري می باند که / کیلو دالتون، حاوي پپتیدها 3پروتئین جو با وزن مولکولی کمتر از . بسیار پایینی را نشان داد
 Nasir and Sarbonنتایج مشابهی توسط . هاي آزاد تثبیت را تثبت نمایندهاي هیدروژن، رادیکالمی توانند به عنوان دهنده

کیلو  3با وزن مولکولی کمتر از ) Decapterus macrosoma(ودند پروتئین هیدورلیز شده اسکلت ماهی نیز گزارش نم) 2019(
نیز اعلام نمودند پروتئین ) 2020(Bakhshizadeh و Taheri .)21( را دارا بود DPPHدالتون بیشترین مهار رادیکال آزاد  

بر  .)33( را نشان داده است DPPHمهار رادیکال آزاد  ون بالاترین کیلو دالت 3 با اندازه مولکولی skipjack tunaهیدرولیز شده 
  .ها تولید می شونداساس این گزارش ها، پپتیدهاي کوچکتر به عنوان اهداکنندگان پروتون مناسب با هیدرولیز گسترده پروتئین
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  DPPHمقادیر فعالیت رادیکال آزاد : 1شکل 

  کنندگی فریکاحیاءقدرت  -2- 3-4 
نوع آنزیم و (پارامترهاي فرآیند تحت تاثیر  معنی داريبه طور  )2شکل ( هاي هیدرولیز شدهکنندگی فریک پروتئین قدرت احیا
بیشترین قدرت احیا کنندگی فریک، مربوط به پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز با وزن . بوده است) وزن مولکولی

که کمترین مقادیر مربوط به پروتئین در حالی ).p>05/0() گرم/ کرومول فروسمی 43/0(بود  کیلو دالتون 3مولکولی کمتر از 
ترکیبات با قدرت ). گرم/ میکرومول فروس 19/0(بود  کیلو دالتون 30- 10هیدرولیز شده توسط آنزیم فلاورزایم با وزن مولکولی 

اکسیدان طبیعی قابل توجهی به عنوان یک آنتی کاهشی بالاتر توانایی بهتري براي اهداي الکترون یا هیدروژن دارند و پتانسیل
احتمالاً حاوي بالاترین سطوح  کیلو دالتون 3پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز با وزن مولکولی کمتر از ). 5(دارند 

اي اکسیداسیون  نش زنجیرههاي آزاد و پایان دادن به واک پپتیدها و اسیدهاي آمینه آزاد است که قادر به اهداي الکترون به رادیکال
در کمترین وزن  بالاترین توانایی کاهندگیپروتئین هیدرولیز شده کنجاله کنجد ) 2020(و همکارن،  Aondona ).34(هستند 

با اندازه  skipjack tunaنیز اعلام نمودند پروتئین هیدرولیز شده ) 2020(Bakhshizadeh و Taheri .)1( مولکولی مشاهده شد
بنابر این بر اساس این دو مطالعه، قدرت کاهنده نیز   .)33( کیلو دالتون بالاترین توانایی کاهندگی را نشان داده است 3 مولکولی

 .مشابه مطالعه حاضر وابسته به وزن مولکولی بوده است
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  آهن کنندگی مقادیر قدرت احیا: 2 شکل

  ABTSفعالیت رادیکال آزاد  -3-4-3
اکسـیدان و اثـر فرآینـد    هـاي تعیـین قـدرت ترکیبـات آنتـی     یکـی دیگـر از شـاخص    ABTSدر آب  ارزیابی مهار رادیکال محلـول 

توانـد  مـی ) لیپوفیل یا هیدروفیل(خاص  عملکرد هر آنزیم از نظر نوع رهایش اسیدهاي آمینه. هیدرولیز آنزیمی بر این شاخص است
هاي آزاد موجب توقف با کـاهش سـرعت   تم هیدروژن به رادیکالاین پپتیدها از طریق اهداء ا. هاي آزاد مؤثر باشدبر مهار رادیکال

، مربوط بـه پـروتئین هیـدرولیز شـده توسـط      )3شکل ( ABTSمهار رادیکال محلول در آب بیشترین  .شوندفرآیند اکسیداسیون می
مربوط به پـروتئین هیـدرولیز   که کمترین مقادیر در حالی). درصد72/90(بود  کیلو دالتون 3آنزیم آلکالاز با وزن مولکولی کمتر از 

اکسـیدانی، توانـایی مهـار    خاصـیت آنتـی  ). درصـد 36/58(بـود   کیلـو دالتـون   30-10شده توسط آنزیم فلاورزایم با وزن مولکـولی  
ها، به نـوع آنـزیم پروتئـاز، درجـه هیـدرولیز و ترکیـب اسـید آمینـه         ، مانند سایر شاخص ABTSرادیکال کاتیونی و محلول در آب

 Shahosseini .)27( باشد ABTSکلیدي در توانایی حذف رادیکال  اندازه پپتیدها می تواند عامل و همچنین تگی داردپپتیدها بس
مـورد   نوع آنـزیم بیان داشته اند  گزارش نموده وبیاح ورد پروتئین هیدرولیز شده ماهی نیز نتایج مشابهی را در م) 2022(و همکاران 

  . )29( بگذارد ABTSدر توانایی حذف رادیکال  تاثیر بسزاییتواند پتیدها میاندازه پ و استفاده براي هیدرولیز
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  ABTSمقادیر فعالیت رادیکال آزاد : 3شکل 

  میکروبیفعالیت ضد  -3-5
 این از جمله است گرفته صورت غذایی صنایع در طبیعی هاياز نگهدارنده استفاده پیرامون فراوانی مطالعات اخیر هايسال در

هاي هیدرولیز شده به طور قابل خاصیت ضد میکروبی پروتئین ).35(باشد می هاي هیدرولیز شدهپروتئین میکروبی، ضد ترکیبات
بیشترین خاصیت ضد میکروبی در ارتباط با هر دو . بوده است) نوع آنزیم و وزن مولکولی(توجهی در ارتباط با پارامترهاي فرآیند 

کیلو دالتون، در حالی که کمترین  3شده توسط آنزیم آلکالاز با وزن مولکولی کمتر از باکتري، مربوط به پروتئین هیدرولیز 
استفاده از . بود کیلو دالتون 30- 10مقادیر مربوط به مربوط به پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم فلاورزایم با وزن مولکولی 

الیت این پپتیدهاي ضد میکروبی باعث اختلال انتخابی غشاي فع. هاي مختلف در تولید پپتیدهاي ضد باکتري بسیار مهم استآنزیم
شود هاي الکتروشیمیایی و در نهایت مرگ سلولی میشود که منجر به نفوذپذیري غشا، دپلاریزاسیون، اتلاف گرادیانسلولی می

  .)33(ها تأثیر گذار می باشد همچنین توالی اسید آمینه، ساختار ثانویه، طول و وزن مولکولی بر فعالیت ضد میکروبی پپتید .)3(
علت این امر، . داشت اشیرشیاکلیتري نسبت به باکتري مقاومت پایین استافیلوکوکوس اورئوسبا توجه به نتایج باکتري گرم مثبت 

 هايباکتري دیواره در این که است ساکاریدي لیپوپلی سلولی دیواره عدم وجود دلیل به مثبت گرم هايباکتري بالاي حساسیت

عملکرد ضد باکتریایی پپتیدها ). 7(آورد  عمل به جلوگیري سیتوپلاسمی غشاي فعال به ترکیبات ورود از است ممکن منفی گرم
بنابراین،  .اول، پپتیدها ممکن است به صورت الکترواستاتیکی به غشاهاي باکتري متصل شوند .هاي باکتریایی بستگی داردبه گونه

و سنتز پروتئین ممکن است تحت تأثیر قرار گیرند و  DNA ،RNAولی، مانند سنتز دیواره سلولی، ساختارها و فرآیندهاي بین سل
  .)26(غشاي پلاسما ممکن است قطع شود 
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  مختلف هايعلیه باکتري شده هیدرولیز هايپروتئین MICمقادیر  :5 جدول

 باکتري                         اورئوس لوکوکوسیاستاف اشیرشیاکلی

 مارتی

Ab00/25±00/525 Bb43/14±33/358  کیلو دالتون 30- 10(آلکالاز( 

Ac43/14±66/466 Bc43/14±33/283  کیلو دالتون 10-3(آلکالاز( 

Ae43/14±33/358 Bd43/14±33/208  کیلو دالتون 3>( آلکالاز( 

Aa00/25±00/625 Ba43/14±33/408  کیلو دالتون 30- 10(فلاورزایم( 

Ab43/14±33/508 Bb43/14±33/358  کیلو دالتون 10- 3(فلاورزایم( 

Ad43/14±33/433 Bc43/14±33/308  کیلو دالتون 3>(فلاورزایم( 

   )انحراف از معیار ±میانگین (بیان شده است  ppmهمه اعداد بر حسب ) 1
   )A, B.(اعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند) 2
 )..,a, b, c.(حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند اعداد در یک ستون با) 3

 
  مختلف هايعلیه باکتري شده هیدرولیز هايپروتئین MBCمقادیر  :6 جدول

 باکتري                         اورئوس لوکوکوسیاستاف اشیرشیاکلی

 تیمار

Ab43/14±33/608 Bb43/14±66/416  کیلو دالتون 30- 10(آلکالاز( 

Ac43/14±33/533 Bc43/14±33/358  کیلو دالتون 10-3(آلکالاز( 

Ae43/14±33/433 Bd43/14±66/266   کیلو دالتون 3>(آلکالاز( 

Aa43/14±66/716 Ba43/14±66/491  کیلو دالتون 30- 10(فلاورزایم( 

Ab00/25±00/625 Bb43/14±66/441  کیلو دالتون 10- 3(فلاورزایم( 

Ad00/25±00/500 Bc00/25±00/375 کیلو دالتون 3>(ورزایم فلا( 

   )انحراف از معیار ±میانگین (بیان شده است  ppmهمه اعداد بر حسب ) 1
   )A, B.(اعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند) 2
  )..,a, b, c.(اعداد در یک ستون با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند) 3
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  نتیجه گیري نهایی -4
 نتایج .شد بررسی دانه جو یمیآنز زیدرولیاز ه تخلیص شده يدهایپپت میکروبی و ضد یدانیاکس یآنتن پژوهش خواص در ای

 پروتئین تواندمی آلکالاز آنزیم ،آلکالاز و فلاورزایم آنزیم میان از که داد نشانهاي پروتئین هیدرولیز شده مربوط به ویژگی

 هاي مذکور داشتمثبتی بر روي ویژگیتأثیر د و همچنین افزایش زمان هیدرولیز کن ولیدت بالاتري هیدرولیز درجه با هیدرولیزي
بالاتر، فعالیت آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی بالاتري  HAAهمچنین پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز، اسیدهاي آمینه 

بنابراین پروتئین  .کیلو دالتون مشاهده شد 3 کمتر از لیو بالاترین خاصیت ضد میکروبی و آنتی اکسیدانی در وزن مولکو داشت
و  اکسیدانآنتیتواند به عنوان میتواند در فرمولاسیون غذاي آبزیان، دام و طیور پیشنهاد شود و همچنین می دانه جوهیدرولیز شده 

 .طبیعی براي جلوگیري از فساد لیپیدها مورد استفاده قرار گیرد میکروبضد 
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Abstract  

One of the new sources of natural antioxidants is hydrolyzed proteins from plant sources. 

Barley is of particular interest due to its adaptability to different weather conditions and the 

ability to grow in poor and unfavorable lands, as well as due to the presence of vitamins A, E, 

B1, B2, B12 and minerals and a relatively high percentage of protein. Therefore, the aim of 

this research was to investigate the antioxidant and antimicrobial properties of hydrolyzed 

barley protein. In this study, barley grain protein was hydrolyze using commercial enzymes of 

alcalase and flavourzyme, and bioactive peptides was separated using membrane ultrafiltration with 

three fractions including less than 3 kDa, 3-10 kDa and 10 -30 kDa. The antioxidant properties of 

hydrolyzed and antimicrobial proteins were evaluated. The results showed that the protein hydrolyzed 

by alcalase had a higher protein content and degree of hydrolysis than the protein hydrolyzed by 

flavourzyme enzyme (p <0.05). The results showed that the free radical scavenging activity of DPPH 

and ABTS and the power of iron reduction in barley grain hydrolyzed protein by alcalase enzyme was 

significantly higher than flavourzyme (p <0.05), also this antimicrobial properties against pathogenic 

bacteria was higer, and its antimicrobial properties against Staphylococcus aureus were higher than 

Escherichia coli. Hydrolyzed barley grain protein with a molecular weight of less than 3 kDa had the 

highest antioxidant and antimicrobial activity (p <0.05). Therefore, it seems that hydrolyzed barley 

grain protein has potential antioxidant and antimicrobial activity and can be recommended as a safe 

and rich source of protein for use in food industry, health foods and animal feed.  
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