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 چكیده

مورد  هستند بعنوان منبع پروتئینی برای تولید پروتئین هیدرولیز شده میکروسکوپی های جلبک از ها که گروهی سیانوباکتری امروزه :مقدمه

 و بررسی خواص ضداکسیدانی و ضدباکتریایی آن بود.  آنابنالذا هدف از مطالعه حاضر تولید پروتئین هیدرولیز شده از  .اند توجه قرار گرفته

 هیدرولیز ساعت 8 مدت به pH  8 و گراد سانتی درجه 55 دمای در آلکالاز آنزیم توسط آنابنا از شده استخراج پروتئین :ها روش و مواد

های مورد بررسی قرار گرفت. خواص ضداکسیدانی نمونه RP-HPLC سیستم یک توسط شده هیدرولیز پروتئین آمینه اسید پروفایل .شد
های فلزی سنجیده شد. در ادامه خواص  و شلاته کنندگی یون DPPH ،ABTSهای آزاد بدست آمده با روش سرکوب کنندگی رادیکال

 های بیماریزا بررسی شد.   عدادی از پاتوژنضدباکتریایی پروتئین هیدرولیز شده تولید شده در برابر ت

، 15/5، 03/5 ،02/5 ،61/0 ،75/2 مقادیر حاوی نمونه این که داد نشان آمده بدست شده هیدرولیز پروتئین آمینه اسید پروفایل :ها یافته

 به نسبت بالاتری و لیسین بود که مقادیر آلانین، ایزولویسن، لوسین هیستیدین، ترونین، متیونین، والینریال فنیل رصدد 13/1 و 13/5، 17/5
 خنثی درصد بالاترین. دارد نیز را ضروری آمینه اسیدهای از مناسبی مقادیر همچنین و باشد می بزرگسالان و کودکان آمینواسیدی روزانه نیاز

 آمده بدست نمونه کنندگی شلاته فعالیت بالاترین. بود% 14/18 و% 22/88 ترتیب به ABTS و DPPH آزاد های رادیکال برابر در کنندگی
 برابر در بررسی مورد نمونه ضدباکتریایی خواص بالاترین داد نشان نتایج همچنین. شد مشاهده لیتر میلی/گرم میلی 2 غلظت در% 11/12

 ترتیب هاله عدم رشد به براساس قطر موریوم تیفی سالمونلا و کلی اشریشیا  مونوسیتوژنز، لیستریا اورئوس، استافیلوکوکوس باکتریهای
 (.P< 0.05) بود لیترمیلی/  گرممیلی 644 غلظت در متر میلی 84/3 و 34/1 ،14/5 ،42/1

 هیدرولیز پروتئین تولید برای استفاده قابلیت آنابنا از شده استخراج پروتئین که گردید مشخص آمده بدست نتایج اساس بر :گیری نتیجه

 . دارد را دارویی و غذایی صنایع در استفاده پتانسیل و دارد را ضدباکتریایی ضداکسیدانی، های ویژگی با شده
 

 آلکالاز، پروتئین هیدرولیز شده، خواص ضداکسیدانی، خواص ضدباکتریایی ،آنابنا :کلیدی های واژه

 
 email: mahnaz.sadeghi55@gmail.com                                                                                                    مکاتبات مسئول نویسنده *
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 مقدمه
امروزه پروتئین حیوانی به عنوان پروتئین اصلی در صنایع 

شود، در  مختلف از جمله صنایع غذایی و دارویی شناخته می
حالی که استفاده بیش از حد از این نوع پروتئین منجر به 
مشکلات زیست محیطی خطرناکی نظیر بالا رفتن نرخ 

خی ای، تغییرات آب و هوا، انقراض بر انتشار گازهای گلخانه
های وحشی و کمبود تنوع زیستی شده است  از گونه

(Costa et al., 2023; Osanlou et al., 2022) در .
ی درباره های اخیر به سبب افزایش سطح آگاهی عموم سال

های جهانی، منابع گیاهی زمینی و دریایی  این چالش
ای توسط بسیاری از دانشمندان به عنوان منابع  بطورگسترده

اند  پروتئین جایگزین با هزینه کم مورد بررسی قرار گرفته
(Akbarbaglu et al., 2022; Costa et al., 2023) از .

ها به دلیل غنی  ها و سیانوباکتری همین رو، میکروجلبک
بودن از ترکیبات زیستی ارزشمند نظیر پروتئین، 
کربوهیدرات، اسیدهای چرب اشباع نشده و رنگدانه به 

 Mendiola et)عنوان منبع با کیفیت برتر شناخته شده اند 

al., 2008; Paliwal et al., 2022; Vejdani nia et 

al., 2022(،ها به عنوان یک  سیانوباکتری . در این راستا
ها هستند که به دلیل مقاومت  وه متنوع از پروکاریوتگر

عالی در مقابل غلظت نمک بالا و تنش خشکی همراه با 
توانایی منحصر به فرد در فتوسنتز در شرایط نوری نامناسب 

 (;Abd El-Aty et al., 2014هایی هستند  دارای مزیت

(Kini et al., 2020های  . آنابنا به دلیل تولید رنگدانه
شود. این  عنوان جلبک سبز آبی شناخته می خاص به

توان به طور  چند سلولی را می 6ای سیانوباکتری رشته
گسترده در محیط آب شیرین یافت و نقش زیادی در تثبیت 
نیتروژن کمپلکس نیتروژنیزه کننده حساس به اکسیژن دارد 

(Fadl et al., 2020) این گونه دارای سرعت رشد مناسب .
و مقاومت در برابر شوری و تابش نور زیاد در شرایط 

ه که فرآیند کشت آن مقرون به صرفه آزمایشگاهی بود
است. کشت در فضای باز آنابنا مرتبط با برخی از عوامل از 

، شوری و تامین مواد مغذی است که pHجمله نور، دما، 
 Moreno et)تأثیر مستقیمی بر عملکرد رشد این گونه دارد 

al., 2003(ت براین، عوامل زیادی در فرآیند کش  . علاوه
تواند  دخیل هستند و با توجه به اینکه هر یک از عوامل می

بر عوامل دیگر تأثیر بگذارد، ارزیابی این عوامل برای 

                                                   
2 Central Composite Design 

های  سازی شرایط کشت نیازمند زمان و معرف بهینه
. از (Amaral et al., 2020)شیمیایی بسیار زیادی است 

حلی  تواند راه سازی می اینرو، در نظر گرفتن یک مدل بهینه
های موجود مرتبط با کشت این  مناسب برای کاهش چالش

 ,.Safari et al)ایط آزمایشگاهی باشد سیانوباکتری در شر

سازی  های بهینه . در این بین انواع مختلف مدل2019)
اند. روش  برای اهداف تحقیقاتی مختلف توسعه داده شده

تواند  ها است که می ( یکی از این مدلRSM2)6سطح پاسخ 
حجم عظیمی از اطلاعات را در تعداد محدودی آزمایش 

جویی در زمان و هزینه  خلاصه کند که منجر به صرفه
. همچنین طرح های (Bezerra et al., 2008)شود  می

( به دلیل توانایی تشخیص آنها به CCD)2مرکب مرکزی 
به عنوان یکی دیگر  Box-Behnken (BBD)های  طرح

 (Bilanovicهای سطح پاسخ مورد توجه هستند  از طراحی

(et al., 2009. 
مانند بسیاری از سویه های سیانوباکتری، آنابنا حاوی 
ترکیبات متعددی از جمله لیپیدها، کلروفیل و پروتئین است 

دهند.  اکسیدانی را نشان می که اثرات ضد باکتریایی و ضد
ها به  پروتئین خاص از فیکوبیلیعلاوه بر این، سه نوع 

ها در  ها و آلوفیکوسیانین ها، فیکوسیانین های فیکواریترین نام
های غذایی و  آنابنا وجود دارد که به طور گسترده در مکمل

  های فلورسنت و ضد لوازم آرایشی به عنوان ردیاب
 (,.Johnson et alشوند  های طبیعی استفاده می اکسیدان

. آنابنا همچنین به دلیل دارا بودن پپتیدهای فعال 2014)
باکتری،  ر خواص ضدزیستی و مزایای سلامتی بخشی نظی

 اکسیدان، ضدفشارخون و ضدسرطان شناخته شده است ضد
(Kini et al., 2020) پپتیدهای فعال زیستی در شکل .

فعال هستند و برای نشان دادن فعالیت  اصلی خود غیر
. (Kini et al., 2020)لوژیک باید هیدرولیز شوند فیزیو
ها  های متداولی برای هیدرولیز پروتئین از سیانوباکتری روش

های آبی و آلی برای  وجود دارد که شامل استفاده از حلال
عصاره پودری وجود دارد. در عین حال، این  به دست آوردن

های سنتی می توانند بازده استخراج عصاره نهایی را  روش
. در (Garcia-Moscoso et al., 2015) کاهش دهند

تواند خلوص و عملکرد  حالی که هیدرولیز آنزیمی می
های سنتی بهبود  پروتئین بازیافت شده را در مقایسه با روش

. این فرآیند به (Wahyuningtyas et al., 2022)ببخشد 
                                                   
1 Response Surface Methodology 
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شود و  های پروتئاز انجام می طور کلی با استفاده از آنزیم
تواند با تغییر برخی پارامترها از جمله  ستخراج میشرایط ا

، غلظت آنزیم، نسبت آنزیم به سوبسترا و حتی pHدما، 
. (Morris et al., 2008)مدت زمان فرایند متفاوت باشد 

از این رو، استخراج آنزیمی یک روش انتخابی برای 
ها و  ابی به پروتئین هیدرولیز شده از جلبکدستی

 Samarakoon et)شود  ها در نظر گرفته می سیانوباکتری

al., 2013( . 
در مطالعه حاضر بر اساس نتایج مطالعات قبلی در زمینه 
بهینه سازی شرایط کشت آنابنا، این سیانوباکتر در شرایط 
محیطی که بالاترین محتوای پروتئین را تولید کرده بود 
کشت داده شد و برای تولید پروتئین هیدرولیز شده استفاده 
شد. در ادامه خواص زیست فعالی نظیر ضداکسیدانی و 
ضدباکتریایی این پروتئین هیدرولیز شده مورد ارزیابی قرار 

 گرفت. 
 

 ها مواد و روش -

 آنابناسیانوباکتری   تهیه -

سیانوباکتری مورد مطالعه با استفاده از نتایج مطالعه قبلی 
. بر اساس مطالعات (Doraj et al., 2023)کشت داده شد 

، محتوای pH 5/5قبلی مشخص گردیده بود که در شرایط 
میلی گرم/ لیتر و  54گرم/ لیتر، محتوای فسفر  میلی 54ازت 

لوکس بالاترین مقدار تولید پروتئین بدست  3444شدت نور 
تحقیق استفاده شد. آمده است. لذا از این نمونه برای این 

 ها پودر و خشک گردید.   سپس نمونه
 
 استخراج پروتئین  -

و  Dorajاستخراج پروتئین از آنابنا بر اساس روش 
های  ( با کمی تغییرات انجام شد. نمونه2423همکاران )

مخلوط  6:24پودر بدست آمده ابتدا با آب مقطر به نسبت 
دقیقه  34 دقیقه انجماد، 14ذوب ) -شدند. روش انجماد 

بار( برای شکستن دیواره سلولی و تهیه عصاره  3ذوب: 
سیانوباکتر انجام شد. برای استخراج بهتر پروتئین بعداز 

ذوب از یک مرحله فرایند التراسونیکیش به -فرایند انجماد
استفاده شد. پس از  W 644و  kHz 24دقیقه در  5مدت 

 0در دمای دور در دقیقه  8444ها با سرعت  فراصوت، نمونه
دقیقه سانتریفیوژ شدند و مایع  04گراد به مدت  درجه سانتی

 (,TCAکلرواستیک اسید رویی جمع آوری شد. تری

(Sigma-Aldrich 25%  به مایع  6:  2/5سرد با نسبت
دقیقه در حالیکه با یخ  34رویی اضافه شد و به مدت 

 24ها به مدت  پوشانده شده بود باقی ماند. سپس نمونه
گراد  درجه سانتی 0دور در ساعت و دمای  8444ه در دقیق

سانتریفیوژ شدند. رسوبات باقیمانده جدا شده و با استفاده از 
5 %TCA  .شسته و در همان شرایط سانتریفیوژ شدند

رسوب حاصل به عنوان عصاره پروتئینی جمع آوری شد. 
Lowry (6156 )محتوای پروتئین محلول بر اساس روش 

(Lowry et al., 1951)  و با استفاده از آلبومین سرم
( به عنوان استاندارد BSA, Sigma-Aldrichگاوی )

های پروتئین قبل از استفاده برای  گیری شد. نمونه اندازه
 هیدرولیز در دمای یخچال نگهداری شدند.

 
 هیدرولیز پروتئین استخراج شده از آنابنا -

پروتئین با استفاده از آنزیم آلکالاز هیدرولیز 
(ALCALASE® Enzyme| 126741, Merck انجام )

، آنزیم به نمونه ها pH=8شد. به این منظور، پس از تنظیم 
ساعت در دمای  8سپس مخلوط حاضر به مدت  .اضافه شد

  گراد انکوبه شد. پس از هضم آنزیمی، نمونه درجه سانتی 55
سپس درجه  ;وب داده شد% رسTCA 24با استفاده از 

هیدرولیز تعیین شد. همچنین، پس از سانتریفیوژ، مایع 
رویی جدا شده و محتوای پروتئین آن بر اساس روش 

Lowry ( اندازه6156و همکاران ) .گیری شد 
 
آنالیز پروفایل اسیدهای آمینه پروتئین هیدرولیز  -

 شده بدست آمده 

ابتدا هر نمونه به به منظور تعیین پروفایل اسیدهای آمینه، 
 664نرمال در دمای  1ساعت با اسید کلریدریک  20مدت 

( v/vدرصد ) 6ساعت با فنل  20درجه سانتیگراد به مدت 
هیدرولیز شدند هیدرولیز گردید و پس از سانتریفیوژ در 

g×12000   دقیقه مشتق سازی  3در دمای محیط به مدت
الیز اسیدهای ( )سیگما( بر اساس آنOPAبا افتادی آلدئید )

آمینه به روش فلوئورومتری انجام شد. پس از مشتق سازی 
 ,RP-HPLC (Agilent 1200 اسیدهای آمینه با دستگاه 

US 68( با ستونC-RP   سانتی  65×میلی متر  01با ابعاد
، اسپانیا( با جریان Teknokromaمیکرومتر ) 5متر به قطر 

 Labنس )کانادا،میلی لیتر بر دقیقه و دیتکتور فلئورسا 3/6

Alliance LC305( )ex.:330/em.:480 .آنالیز گردید )
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مقدار هر اسید آمینه در مقایسه با استاندارد اسیدهای آمینه 
  (Naghdiتکرار انجام گرفت 3آزمایشها در  تعیین گردید.

(et al., 2023a . 
 
های آزاد  فعالیت مهارکنندگي کنندگي رادیكال -

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

)مرک(  DPPHهای آزاد   فعالیت مهارکنندگی رادیکال
توسط پروتئین هیدرولیز شده با استفاده از 

( مورد بررسی قرار 2460و همکاران )  Mahakhantروش
 تهیه شده و با DPPHمیلی مولار  61/4گرفت. محلول 

تا  DPPHدرصد رقیق شد. محلول  11استفاده از اتانول 
زمان استفاده در جای تاریک نگهداری شد. در ادامه محلول 

DPPH  34مخلوط شده و به مدت  6:6با نمونه در نسبت 
دقیقه در یک مکان تاریک نگهداری شد. پس از واکنش، 

 BioTec ELxجذب نمونه با استفاده از دستگاه الایزا )

800, US نانومتر خوانده شد. همان  567( در طول موج
و اتانول به عنوان شاهد در نظر گرفته شد و  DPPHنسبت 
BHA  متر به عنوان  میکروگرم بر میلی 644در غلظت

پروتئین  DPPHاستاندارد استفاده شد. مهار رادیکال 
 هیدرولیز شده به شرح زیر اندازه گیری شد:

DPPH (%) = ((Ac-As))/((Ac)) × 100 

 
Ac  وAs های  بترتیب میزان جذب کنترل و نمونه

 پروتئین هیدرولیز شده هستند.
 

-azino-'2,2های آزاد  کنندگي رادیكال فعالیت مهار -

bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) 

(ABTS ) 
)مرک( نمونه بدست آمده  ABTSفعالیت مهار رادیکال 

 .( انجام شدa2423و همکاران )  Naghdiطبق روش
ساعت  61تهیه و به مدت  ABTSمحلول استوک کاتیونی 

در مکانی تاریک در دمای محیط نگهداری شد. محلول 
( pH 7.4مولار،  میلی 644با بافر فسفات ) ABTSرادیکال 
 سپس. شد رقیق نانومتر 730 در 74/4 ± 442تا جذب 

لیتر  میلی 5/6گرم نمونه به  میلی 2 تا  5/4 های غلظت
دقیقه انکوباسیون در  34اضافه شد. پس از  ABTSمحلول 

نانومتر  730تاریکی در دمای محیط، جذب در طول موج 
با  ABTSگیری شد. فعالیت مهار رادیکال های  اندازه

 استفاده از رابطه زیر محاسبه شد:

ABTS (%) = [AC- AS/ Ac] × 100 
 

 جذب نمونه بود. ASجذب کنترل و  Acکه در آن 
 

 توانایي شلاته کنندگي یونهای آهن -

 Naghdiنمونه مورد بررسی با استفاده از روشی که توسط 
( شرح داده شد، از نظر فعالیت شلاته 2423و همکاران )
 های آهن مورد آزمایش قرار گرفت. به طور کنندگی یون

میکرولیتر از پروتئین هیدرولیز شده در  644خلاصه، 
 54میکرولیتر آب مقطر و  054های مختلف با  غلظت

مولار( مخلوط شده و به مدت  میلی 2) FeCl2میکرولیتر 
 244پنج دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد. در مرحله بعد، 

میکرولیتر از محلول فروزین به مخلوط اضافه شده و به 
قه به شدت تکان داده شد. همزمان در تیمار دقی 64مدت 

گیری جذب  شاهد، از آب مقطر استفاده شد. در نهایت، اندازه
 نانومتر انجام شد. 512ها در طول موج  نمونه
 

 های باکتریایي و شرایط کشت سویه -

دو سویه باکتری گرم مثبت )استافیلوکوکوس اورئوس و 
رم منفی لیستریا مونوسیتوژنز( و دو سویه باکتری گ

موریوم( برای تعیین خواص  )اشریشیا کلی و سالمونلا تیفی
ضد باکتریایی پروتئین هیدرولیز شده بدست آمده استفاده 

(، استافیلوکوس CMCC 5407شد؛ لیستریا مونوسیتوژنز )
(، و O157:H7کلی ) (، اشرشیاCMCC 26001اورئوس )

(. قبل از آزمایش ATCC 13311موریوم ) سالمونلا تیفی
گراد  درجه سانتی 37ساعت در دمای  20دو بار به مدت 
 رشد داده شدند.

 
سنجش فعالیت ضد باکتریایي پروتئین هیدرولیز  -

 شده

های  فعالیت ضد باکتریایی پروتئین هیدرولیز شده در غلظت
لیتر با استفاده از روش انتشار  گرم در میلی میلی 644و  54

. (Sadeghi et al., 2018) در آگار بررسی شد
در  48/4های کشت باکتری که دارای جذب  سوسپانسیون
ه شدند. سپس یک سوآپ نانومتر بود تهی 144طول موج 

های  میکرولیتر از سوسپانسیون 244استریل برای توزیع 
تهیه شده روی محیط کشت تریپتیک سوی آگار استفاده 

های نمونه در  میکرولیتر از محلول 54شد. در مرحله بعد، 
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متر( بارگذاری  میلی 1صفحات پانچ شده استریل شده )قطر 
تریپتیک دیش حاوی محیط کشت  و روی ظروف پتری

ها در  سوی آگار قرار داده شد. پس از آن، پتری دیش
گراد به  درجه سانتی 37انکوباتور قرار گرفتند و در دمای 

بر   میکروبی نمونه ساعت انکوبه شدند. فعالیت ضد 20مدت 
اساس ناحیه مهارکنندگی رشد اطراف آنها )قطر هاله عدم 
رشد بر حسب میلی متر( ارزیابی شد. تمام آزمایشات در سه 

 تکرار انجام شد.
 
 تجزیه و تحلیل آماری -

ها استفاده شد.  برای تجزیه و تحلیل داده SPSS 22نسخه 
داری بین متغیرها با استفاده از آزمون آنالیز  تفاوت معنی

ای دانکن ارزیابی شد.  طرفه و آزمون چند دامنه انس یکواری
 دار در نظر گرفته شد. معنی p > 45/4داری  سطح معنی

 

 ها  یافته

 درجه هیدرولیز  -

بر اساس نتایج بدست آمده مشخص گردید که درجه 
 12/4هیدرولیز پروتئین هیدرولیز شده بدست آمده برابر با 

 .بود 13/22 ±
 

 پروفایل اسید آمینه -

نتایج بررسی پروفایل اسید آمینه پروتئین هیدرولیز شده 
گزارش شده است. همانطوری که  6بدست آمده در جدول 

های اسید آسپارتیک و اسید  از نتایج پیداست اسید آمینه
 12/48 ±  0/22و 11/23 ± 0/28گلوتامیک با درصدهای 

اسیدهای تشکیل دهنده  بالاترین درصد را در بین آمینو
هیدرولیز شده داشتند. همچنین محتوای اسید  پروتئین

و  50/03 0/08±های ضروری و آبگریز به ترتیب  آمینه
 بود. 73/03 ±0/08

 

 پروفایل اسید آمینه پروتئین هیدرولیز شده. -1جدول 

Table 1- Amino acid profile of the hydrolyzed protein. 

Amino acid Average (Percent) Daily requirement according to WHO report 

Aspartic acid 11/23 ± 0/28 Adults Children 

Glutamic acid 12/48 ± 0/22   

Serine 4/73 ± 0/08   

Histidine 2/75 ± 0/06 1/6 1/5 

Glycine 5/48 ± 0/25   

Threonine 5/43 ± 0/07 2/8 0/9 

Arginine 5/57 ± 0/27   

Alanine 6/54 ± 0/07   

Tyrosine 6/11 ± 0/28   

Methionine 4/19 ± 0/16 2/2 1/7 

Valine 5/65 ± 0/10 2/5 1/3 

Phenylalanine 5/67 ± 0/15 2/2 1/9 

Isoleucine 5/63 ± 0/08 3/1 3/1 

Leucine 6/63 ± 0/17 6/1 5/9 

Lysine 5/42 ± 0/15 4/8 4/5 

Cysteine 2/55 ± 0/06   

Proline 3/94 ± 0/04   

Hydrophobic amino acid 43/73 ± 0/08   

Essential amino acid 50/03 ± 0/08   

Results are reported based on the average of three replicates ± SD. 
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 DPPHنتایج سرکوب کنندگي رادیكال آزاد  -

 پروتئین هیدرولیز شده بدست آمده

های  نتایج خواص ضداکسیدانی نمونه بدست آمده در غلظت
در برابر  BHAاکسیدان صنعتی   مختلف در مقایسه با ضد

مورد بررسی قرار گرفت و نتایج آن   DPPHرادیکال آزاد 
نشان داده شده است. همانطور که از نتایج  6در شکل 

اکسیدانی آنها نیز  ص ضدپیداست با افزایش غلظت خوا
افزایش یافت که مشابه با یافته های گزارش شده توسط 

(. از طرفی Naghdi et al., 2023 a,bمحققین دیگر بود )
گرم در میلی لیتر پروتئین هیدرولیز شده  میلی 2در غلظت 

% سرکوب کنندگی از خود نشان دهد که  22/88توانست 
 (. P< 0.05داشت ) BHAاختلاف نسبتا کمی در مقایسه با 

 
 ABTSنتایج سرکوب کنندگي رادیكال آزاد  -

 پروتئین هیدرولیز شده بدست آمده

پروتئین  ABTSدرصدهای سرکوب کنندگی رادیکال آزاد 
 2و  5/6، 6، 5/4های  هیدرولیز شده بدست آمده در غلظت

% بود. نتایج  14/18و  01/15، 38/16، 52/55به ترتیب 
های  داری بین غلظت اختلاف معنیاین بخش نشان داد که 

مختلف نمونه پروتئین هیدرولیز شده در این آزمون وجود 
داشت و مشخص گردید که بالاترین غلظت مورد بررسی 

%( بر علیه  14/18بالاترین ویژگی سرکوب کنندگی )
(. بین P< 0.05نشان داد ) ABTSهای آزاد  رادیکال
گرم/  میلی 5/6لیتر و  گرم / میلی میلی 2های  غلظت
که  داری مشاهده نشد در حالی لیتر نمونه اختلاف معنی میلی

داری نشان  ها اختلاف معنی این دو غلظت با سایر غلظت
 دادند.

 
توسط  نتایج شلاته کنندگي یونهای فروزین -

 پروتئین هیدرولیز شده بدست آمده

های  با افزایش غلظت نمونه درصد شلاته کنندگی یون
(. درصد P< 0.05داری نشان داد ) نیفروزین افزایش مع

های  شلاته کنندگی پروتئین هیدرولیز شده در تمام غلظت
کمتر بود. همچنین بین  BHAبررسی شده در برابر 

لیتر نمونه پروتئین  گرم/میلی میلی 2و  5/6های  غلظت
لیتر  گرم/ میلی میلی 6و  5/4های  هیدرولیز شده و غلظت

  (.P> 0.05مشاهده نشد )داری  نمونه اختلاف معنی

 

 
Figure 1- DPPH free radical suppressing properties of hydrolyzed protein obtained. 

 پروتئین هیدرولیز شده DPPHخواص سرکوب کنندگي رادیكال های آزاد  -1شكل 
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Figure 2- ABTS free radical suppressing properties of the obtained hydrolyzed protein. 

 شده. زیدرولیه نیپروتئ ABTSآزاد  یها كالیراد يخواص سرکوب کنندگ -2شكل 

 

 
Figure 3- Chelating properties of ferrozine ions of the hydrolyzed protein. 

 شده.خواص شلاته کنندگي یونهای فروزین پروتئین هیدرولیز  - 4شكل 
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نتایج خواص ضدباکتریایي پروتئین هیدرولیز  -

 شده بدست آمده

خواص ضدباکتریایی پروتئین هیدرولیز شده بدست آمده در 
 و اورئوس استافیلوکوکوس) مثبت های گرم برابر باکتری

 سالمونلا و کلی اشریشیا) منفی گرم و( مونوسیتوژنز لیستریا
لیتر نمونه  گرم/ میلی میلی 644در غلظت  (موریوم تیفی

بالاترین مقادیر را نشان داد. همانطور که از نتایج پیداست 
 استافیلوکوکوسهای  هاله عدم رشد بدست آمده در باکتری

 سالمونلا و کلی مونوسیتوژنز، اشریشیا اورئوس، لیستریا
 84/3و  34/1، 14/5، 42/1به ترتیب  موریوم تیفی
 (.P< 0.05تر بود )م میلی

 

 بحث 
های  از عوامل تاثیرگذار بر خواص زیست فعالی پروتئین

 Akbarbaglu et)باشد  هیدرولیز شده درجه هیدورلیز می

(al., 2022 نتایج درجه هیدرولیز کمتر از نتایج بدست .
( بود که آنها 2422و همکاران ) Akbarbagluآمده توسط 

های  به بررسی خواص زیست فعالی و کارکردی پروتئین
هیدرولیز شده بدست آمده توسط پروتئازهای مختلف از 

برای  درجه هیدرولیز کلی، طور اسپیرولینا پرداختند. به
 ارزیابی ها و  پروتئین( هیدرولیز) تجزیه ارزیابی سرعت

 ,.Noman et al) شود می استفاده واکنش سینتیک

 فعالیت تعیین مسئول زیادی . این شاخص تاحد(2020
 Akbarbaglu et) است زیستی هیدرولیزها و عملکردی

al., 2022)آن بدلیل عملکرد متفاوت  . همچنین مقدار
تواند متفاوت باشد  مختلف می سوبستراها با ها آنزیم

(Noman et al., 2020)تأثیر تحت نیز آنزیمی ز. هیدرولی 
 ممکن که است آنزیمی ویژگی جمله از متعددی عوامل
 ,.Baharuddin et al)کند  توجیه را تفاوت این است

 سرعت بر pH و آنزیم غلظت دما، این بر . علاوه2016)
درجه  بر نحوی به بنابراین و گذارد می تأثیر واکنش

 . به(Naghdi et al., 2023a)گذارند  می تأثیر هیدرولیز
 فرآیند که دهد می نشان بالای این شاخص مقدار کلی، طور

شکسته است  را بیشتری پپتیدی پیوندهای آنزیمی هیدرولیز
(Noman et al., 2020)برای پروتئازها حاضر، حال . در 

 حاوی که پپتیدهایی تولید به منظور ها پروتئین هیدرولیز
 اسید 24 تا 2 مختلف های اندازه و ای  آمینه اسید توالی

. (De Quadros et al., 2019)روند  آمینه، بکار می
 آنها سطح و آمینه اسید ترکیب با پپتیدها عملکرد همچنین

 هیدرولیز شده های پروتئین مختلف، منابع. شود می تعیین
 که کنند، می تولید متنوع آمینه اسید های پروفایل متفاوتی با

 مورد سوبسترای نوع که دهد را توضیح واقعیت این توان می

 

 

Figure 4- Antibacterial properties of hydrolyzed protein obtained against a number of food pathogens. 

 خواص ضدباکتریایي پروتئین هیدرولیز شده بدست آمده بر علیه تعدادی از پاتوژنهای غذایي. -3شكل 
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 نقش شده هیدرولیز های پروتئین تولید برای استفاده
 ها آن آمینه اسید محتوای و ها پروفایل تعیین در ای عمده
 به این، بر علاوه. (Baharuddin et al., 2016)دارد 
 نسبت آنزیم، نوع مانند عواملی که است شده ثابت خوبی
 آمینه اسید محتوای بر غیره و pH دما، سوبسترا، به آنزیم

 (,.Noman et al تأثیرگذار است شده هیدرولیز های پروتئین

 که است شده گزارش قبلی، تحقیقات اساس بر. )2020
 متیونین هیستیدین، تیروزین، جمله از آمینه برخی اسیدهای

هستند  قوی رادیکال مهار توانایی دارای لیزین و
(Akbarbaglu et al., 2022)یدهای ، که محتوای این اس

 ± 41/4، 66/1 ± 28/4آمینه در تحقیق حاضر به ترتیب 
% بود. همچنین  02/5 ± 65/4و  61/0 ± 61/4، 75/2

 گلیسین، از قبیل اسیدهایی آمینو گزارش شده است که
 با پرولین و ایزولوسین آلانین، فنیل والین، متیونین، آلانین،

 خاصیت غشایی لیپیدی های دولایه های رادیکال مهار
 ,.Naghdi et al)دهند  نشان می خود از اکسیدانی دض

2023b). حضور درصدهای بالای آمینو این، بر علاوه 
تریپتوفان  و آلانین فنیل تیروزین، نظیر آروماتیک اسیدهای
 اکسیدانی  ضد پتانسیل هیدرولیز شدههای پروتئین  در نمونه

 کنندگی یونهای فروزین از شلاته فعالیت در خوبی بسیار
 حال، این با .(Naghdi et al., 2023b) اند داده نشان خود

 توالی پپتیدها، در خاص اسیدهای آمینو حضور بر علاوه
 قابل طور به تواند می پپتید کلی ترکیب و آمینه اسید آرایش
بگذارد  تأثیر آنها  ضداکسیدانی  پتانسیل بر توجهی

(Akbarbaglu et al., 2022)از برخی است، توجه . جالب 
 نقش توانند می Leu و Val مانند آبگریز آمینه اسیدهای

 های سیستم با واکنش با اکسیدانی ضد فعالیت در مهمی
 ,.Ruthu et al)کنند  ایفا غذایی مواد و بدن در لیپیدی

پیداست محتوای  6همانطور که از جدول  .)2014
آلانین، ایزولوسین، لوسین  هیستیدین، ترونین، والین، فنیل 

و لیزین پروتئین هیدرولیز شده بدست آمده بیشتر از مقادیر 
و بزرگسالان است. از  مورد نیاز مصرف روزانه کودکان

تواند  همین رو پروتئین هیدرولیز شده تولید شده بخوبی می
نیازهای روزانه آنها را برطرف سازد و مورد توجه صنعت 

 غذایی و دارویی قرار بگیرد.
 با فعال زیست ترکیبات اکسیدانی ضد خواص تعیین

 DPPH آزاد های رادیکال کنندگی سرکوب روش از استفاده
 ضداکسیدانی قدرت سنجش در موثر و شرفتهپی روش یک

این نشان می دهد که این نمونه پتانسیل . است ترکیبات
کاربرد بعنوان ترکیب ضداکسیدان را در صنایع مختلف دارد. 
ویژگی سرکوب کنندگی رادیکال های آزاد توسط پروتئین 
های هیدرولیز شده به عوامل مختلفی نظیر وزن مولکولی، 
پروفایل اسید آمینه، درجه هیدرولیز و... بستگی دارد 

(Ktari et al., 2013; Akbarbaglu et al., 2022) از .
ی اسید آمینه های هیدروفوبیک طرفی دیگر محتوای بالا

که شامل گلایسین، آلانین، متیونین، والین، فنیل آلانین، 
تواند دلیل دیگر بالا  ایزولوسین، لوسین و پرولین است می

بودن درصد سرکوب کنندگی در این  مطالعه بوده باشد 
(Naghdi et al., 2023b)اند ه کرد گزارش مطالعه . چندین 

 خواص بر ها آنزیم با هیدرولیز فرآیند چگونه که
 این. گذارد می تأثیر پروتئینی هیدرولیزهای اکسیدانی ضد

مولکولی در  بین اتصالات در تغییراتی به منجر فرآیند
 و ساکاریدها پلی-پروتئین مانند مختلف، های کمپلکس
 های محلول ایجاد به منجر که شود می لیپیدها-پروتئین

 ;Chai et al., 2012) شود می متنوع پروتئین هیدرولیز

Noman et al., 2020) .کارآیی از توان می این، بر علاوه 
 DPPH های رادیکال برابر در هیدرولیز شده های پروتئن
 طور به آمینه اسیدهای پپتیدی از مخلوط که کرد استنباط
 جفت تشکیل طریق از را DPPH های رادیکال موثری

 ;Ktari et al., 2013)کنند  می سرکوب الکترون

Akbarbaglu et al., 2022) .Akbarbaglu  و همکاران
 مهار بر هیدرولیزها تأثیر که کردند ( پیشنهاد2422)

 روی مثبت بارهای وجود به توان می را آزاد های رادیکال
 اکسیدانی ضد آمینه اسیدهای آزادسازی نتیجه در و پپتیدها
 در آبگریز آمینه اسیدهای خاص، ورط به. داد نسبت

DPPH شدند تلقی زمینه این در مرتبط عوامل. 
گزارش شده است که پپتیدهای فعال زیستی با وزن 

های فیزیولوژیکی مناسب نظیر  مولکولی کم ویژگی
ساختاری را از خود  سازگاری و غشاء بالای نفوذپذیری
 وجود،این  با (.Naghdi et al., 2023b)اند  نشان داده

. است زیستی آنها قدرت در مهمی عامل پپتیدها بزرگی
 توالی و ترکیب تأثیر تحت است ممکن زیستی فعالیت

 برای ABTS رادیکال سنجش. گیرد قرار آمینه اسیدهای
 به پروتئینی هیدرولیزهای ضداکسیدانی فعالیت ارزیابی
 گیرد می قرار استفاده مورد مختلف منابع از آمده دست

(Pezeshk et al., 2019). گسترده طور به حاضر، حال در 
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 و ها آنزیم از خاصی ترکیبات که است شده پذیرفته
 با شده هیدرولیز پروتئین چندین توانند می سوبستراها

 که تولید کنند، را متمایز آمینه اسیدهای از مختلفی سطوح
 حاصل های نمونه در را متمایزی ضداکسیدانی های ویژگی
 Sadeghi et al., 2018; Heffernan et)کنند  می ایجاد

al., 2021; Mousaie et al., 2022)به این، بر . علاوه 
 جمله از مختلفی عوامل که است شده شناخته گسترده طور

 تولید پپتیدهای مولکولی وزن آمینه، اسید ترکیب و توالی
 ضد فعالیت ایجاد در مهمی عوامل هیدرولیز، درجه و شده

-Gómez)هستند  ABTS های آزاد مانند رادیکال

Guillén et al., 2010; Pezeshk et al., 2019; 

Naghdi, Lorenzo, et al., 2023)باید حال، این . با 
 بالقوه طور به شده ذکر عوامل از یک هر که داشت توجه
 به مختلف های نمونه بین در را متفاوتی نتایج تواند می

 که همانطور .(Noman et al., 2020)باشد  داشته همراه
 رسد می نظر به است، گزارش شده مختلف مطالعات توسط
 افزایش و هیدرولیز درجه بین رابطه در متفاوتی نتایج

 Latorres et)باشد  داشته وجود آزاد رادیکال جذب ظرفیت

al., 2018). افزایش تحقیقات از عنوان مثال برخی به 
 نشان هیدرولیز سطوح افزایش با را الذکر فوق ظرفیت

 خی ازبر که حالی در ،(Latorres et al., 2018)اند  داده
 ,.Park et al) اند گزارش کرده را مخالفی نتایج تحقیقات

 پپتیدهایی تری که است شده داده همچنین نشان. (2014
 هستند، خود پایانه-C در تیروزین یا تریپتوفان دارای که

 دهند می نشان خود از توجهی قابل رادیکال مهار فعالیت
(Senadheera et al., 2021) .تحقیقاتی های یافته Song 

 مانند خاصی پپتیدهای که دادند نشان( 2424) همکاران و
Lys، Arg، His و Pro، از ای برجسته اکسیدانی ضد فعالیت 
 حاوی پپتیدی های فراکسیون که حالی در دادند، بروز خود

 در بیشتری کارآیی توجهی، قابل اساسی آمینه اسیدهای
 تولید .دادند نشان ABTS رادیکال های کاتیون مهار

زیستی  های سیستم در[ OH] هیدروکسیل های رادیکال
 عمدتاً فلزی، های یون حد از بیش حضور با تواند می

Fe(II)، شود  ایجاد شبه فنتون های واکنش طریق از
(Tkaczewska, 2020)شامل جانبی های . زنجیره 

 ،Lys، His) آمینه های گروه و( Glu، Asp) کربوکسیل
Arg)، عنوان به واسطه، فلزات به دسترسی از ممانعت با 

 های واکنش نتیجه در و کنند می عمل فلز کننده شلات

کنند  می مهار را رادیکال واسطه با اکسیداتیو ای زنجیره
(Ranathunga et al., 2006; Klompong et al., 

2009). 
 ( پپتیدهایی2461همکاران ) و Nikoo های یافته طبق

 به نسبت بیشتری منفی بار نسبت پایین مولکولی وزن با
 کربوکسیل های گروه حضور طریق از ویژه به خود، جرم

 تا سازد می قادر را ها آن خاصیت این. دهند می نشان
 با مقایسه در را مؤثرتری فلزی یون های کمپلکس
 ها آن حساسیت نتیجه در دهند، تشکیل تر بزرگ پپتیدهای

 را لیپید اکسیداسیون ویژه به شیمیایی، های واکنش به
 ( گزارش2468) همکاران و Sadeghi .دهد می کاهش
 دست به فراکشن و شده هیدرولیز های پروتئین که کردند
 فعالیت اورئوس استافیلوکوکوس برابر در اسپیرولینا از آمده
اشرشیا کلی  باکتری نسبت به را بالاتری باکتریایی ضد

 ,.Sadeghi et al)همسو بود  ما نتایج با که دادند نشان

 تابع پروتئینی هیدرولیزهای میکروبی ضد . فعالیت)2018
 آمینه، اسید ترکیب شامل که است عوامل از ای مجموعه

 و بار آبگریزی، ساختاری، های ویژگی توالی، مولکولی، وزن
 ,.Naghdi et al)است  موجود باکتری های گونه نوع

 ضد پپتیدهای که است داده نشان . تحقیقات(2023
 اند شده تشکیل آمینه اسید 644 تا 54 از معمولاً میکروبی
 و هستند آبگریز آمینه اسیدهای این از درصد 54 که حدود

هستند  دالتون کیلو 64 از کمتر مولکولی جرم دارای
(Zamora-Sillero et al., 2018)دقیقی که  . مکانیسم

 طور های هیدرولیز شده را به باکتریایی پروتئین فعالیت ضد
است. در این راستا بیان  نشده توضیح دهد مشخص کامل

 باکتری سلولی متابولیسم است پپتیدها ممکن که شده است
شوند  باکتری مرگ به منجر نهایت در و کنند مختل را

Ruthu et al., 2014; Mirzapour-Kouhdasht et) 

al., 2021( .های  اساس یافته برAkbarbaglu  و
 و پپتیدها میکروبی ضد (، فعالیت2422همکاران )

 یعنی خاص آبگریز آمینه اسیدهای حضور به ها هیدرولیزه
. شد است داده نسبت گلیسین و پرولین آرژنین، هیستیدین،

 و مثبت بار با پپتیدهای باکتریواستاتیک همچنین اثرات
 با واکنش و نفوذ در آنها توانایی به آبگریز آمینه اسیدهای

بطورکلی بر  .شود می داده نسبت باکتری سلولی غشای
اساس نتایج بدست آمده میتوان اذعان کرد که پروتئین 
هیدرولیز شده بدست آمده از سیانوباکتری آنابنا دارای 
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ای و یا افزودنی در  پتانسیل کاربرد بعنوان مکمل تغذیه
 باشد.  صنایع غذایی می

 

 گیری   نتیجه
کشت داده شده با بیشترین  آنابنایدر مطالعه حاضر 

وتئین برای تولید پروتئین هیدرولیز شده استفاده محتوای پر
شد. پروتئین هیدرولیز شده بدست آمده از نظر پروفایل اسید 
آمینه دارای محتوای مناسبی از اسیدهای آمینه ضروری 
بود. این نمونه خواص ضداکسیدانی مناسبی در برابر 

ای  و شلاته کنندگی یونه DPPH ،ABTSهای آزاد  رایکال
از خود نشان داد. علاوه بر این  BHAفروزین در مقایسه با 

خواص ضدباکتریایی مناسبی در برابر تعدادی از عوامل 
بیماریزای غذایی مشاهده شد. بر اساس نتایج بدست آمده 

توان اذعان کرد که پروتئین هیدرولیز شده بدست آمده  می
ان مکمل دارای پتانسیل کاربرد بعنو آنابنااز سیانوباکتری 

 باشد.  ای و یا افزودنی در صنایع غذایی می تغذیه
 

 سپاسگزاری
شمال کمال  تهران نویسندگان از دانشگاه آزاد اسلامی واحد

 تشکر را دارند. 
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Abstract
 

nIrtnudortnI Introduction: Nowadays, cyanobacteria, a group of microscopic algae, have gained 

attention as a protein source for the production of hydrolyzed protein. Therefore, this study aimed to 
produce hydrolyzed protein from Anabaena and to evaluate its antioxidant and antibacterial properties. 
Materials and Methods: The protein extracted from Anabaena was hydrolyzed using alkaline 

enzymes at a temperature of 55 degrees Celsius and a pH of 8 for a duration of 8 hours. The amino 

acid profile of the hydrolyzed protein was analyzed using RP-HPLC system. The antioxidant 
properties of the obtained samples were assessed through DPPH and ABTS radical scavenging 

methods, as well as metal ion chelation. Furthermore, the antibacterial properties of the produced 

hydrolyzed protein were evaluated against several pathogenic bacteria. 
Results: The amino acid profile of the obtained hydrolyzed protein showed that the sample contained 

2.75%, 5.43%, 4.19%, 5.65%, 5.67%, 5.63%, 6.63%, and 5.42% histidine, threonine, methionine, 

valine, phenylalanine, isoleucine, leucine, and lysine, respectively, which were higher than the daily 
amino acid requirements for both children and adults, and it also contained suitable levels of essential 

amino acids. The highest radical scavenging percentages against DPPH and ABTS free radicals were 

88.22% and 68.90%, respectively. The highest chelation activity of the obtained sample was observed 

at 62.69% at a concentration of 2 mg/mL. Additionally, the results indicated that the highest 
antibacterial properties of the sample were observed against Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli, and Salmonella Typhimurium, with inhibition zone diameters of 

6.02 mm, 5.90 mm, 6.30 mm, and 3.80 mm, respectively, at a concentration of 100 mg/mL (P < 0.05). 
Conclusion: Based on the obtained results, it was determined that the protein extracted from 

Anabaena has the potential to be used for producing hydrolyzed protein with antioxidant and 

antibacterial properties, indicating its potential applications in the food and pharmaceutical industries. 
 

Keywords: Anabaena, Alcalase, Antioxidant Properties, Antibacterial Properties, Hydrolyzed Protein. 
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