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 چکيده
هيدروليز آنزيمی پروتئين کنجاله دانه کدو به عنوان ترکيبات ضدميکروب طبيعی مورد  در اين پژوهش اثر پپتيدهای زيست فعال حاصل از

توسط سه آنزيم پپسين، تريپسين و آلکالاز هيدروليز شد. تيمارهای بهينه از نظر  1ارزيابی قرار گرفت. به اين منظور پروتئين کنجاله دانه کدو

 اشرشيا،( تيمارها بر عليه 11/1و  8/1، 4/1، 2/1عصاره تام و رقيق شده )انتخاب و قدرت ضدميکروبی  DPPHقدرت مهار راديکال 
با روش ميکرودايلوشن ارزيابی گرديد. سپس پپتيدهای تهيه شده توسط  استافيلوکوکوس اورئوس، باسيلوس سرئوس و ليستريا مونوسايتوژنز

آلکالاز،  P ،1%)35135(ساعت هيدروليز  3/3درجه سانتيگراد و  33پپسين،  P ،1%)3012(ساعت هيدروليز  2درجه سانتيگراد و  33پپسين،  1%

 33تريپسين،  A ،1%)50235(ساعت هيدروليز  3/3درجه سانتيگراد و  33آلکالاز،  A ،2%)50135(ساعت هيدروليز  3/3درجه سانتيگراد و  33

های به عنوان نمونه T)4551(ساعت هيدروليز  3درجه سانتيگراد و  43تريپسين،  %1و  T)3551 (ساعت هيدروليز 3درجه سانتيگراد و 

های مورد دارای قدرت بازدارندگی مناسبی بر عليه باکتری 50135Aو  3012P ،4551Tهای ضداکسايش بهينه انتخاب شدند. عصاره تام نمونه

 باسيلوسبر عليه  35135Pها نشان نداد. حداقل غلظت مهارکنندگی اثر بازدارندگی بر هيچکدام از باکتری 3551Tبررسی بودند و عصاره تام نمونه 

بود. با توجه به نتايج  8/1 ليسترياو برای  4/1 باسيلوسو  استافيلوکوکوسبر عليه  50235Aو همين ويژگی در 11/1 ليسترياو  8/1 اشرشيا، 2/1

 ت ضداکسايش و ضدميکروب طبيعی استفاده کرد. توان به عنوان روشی مؤثر در توليد ترکيبااز تکنيک هيدروليز آنزيمی می

 .: هيدروليز آنزيمی، ضداکسايش، ضدباکتری، کنجاله دانه کدوواژگان کليدی

 

                                                           
1 . Cucurbita pepo  
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 مقدمه
ها در حال حاضر استفاده بيش از حد از آنتی بيوتيک

های افزايش مقاومت در بسياری از گونهمنجر به 

وم مثبت و گرم منفی مقا باکتريائی شده است و انواع گرم

-ترين عوامل ايجاد عفونتبه آنتی بيوتيک به يکی از مهم

اند. افزايش بيماری و مرگ و ی تبديل شدهيهای باکتريا

های های ايجاد شده توسط باکتریمير ناشی از عفونت

مقاوم به آنتی بيوتيک بسياری از محققان را بر آن داشته 

ن يافتن انواعی از آنتی های خود را پيرامواست تا تلاش

 ,.Cheng et al)های طبيعی متمرکز نمايند بيوتيک

زيست فعال توليد  های پپتيدهای.  يکی از ويژگی(2013

شده در جريان هيدروليز، تخمير يا فرايند هضم اثرات 

 ,Haney and Hancock)باشد ضد باکتری آنها می

ای را بر . پپتيدهای ضد ميکروبی اثر گسترده(2013

های گرم مثبت مختلف شامل باکتری هایميکروارگانيزم

های ها دارند. يکی از ويژگیها و ويروسو گرم منفی، قارچ

منحصر به فرد اين پپتيدها اثر ضدميکروبی آنها بر 

های مقاوم در برابر انواع داروها و گرايش اندک باکتری

شد. باها میکيبات برای افزايش مقاومت باکتریاين تر

ها ممکن است به طرق بيوتيک مقاومت در برابر آنتی

مختلف مانند ممانعت از تشکيل برهم کنش ميان دارو و 

سلول هدف، تغيير در نقاط دريافت کننده دارو در سلول 

هدف و جدا شدن دارو از سلول هدف اتفاق بيفتد. علاوه 

ها قادرند الگوی ژنتيکی خود را در بر اين ميکروارگانيزم

 ,.Seo et al)دهند پاسخ به شرايط محيطی تغيير 

. فعاليت ضدميکروبی پپتيدهای زيست فعال به (2012

علت نحوه عملکرد برجسته اين ترکيبات است. بيشتر اين 

پاتيک بوده و مستقيما بر دارای ساختار آمفیترکيبات 

. (Taha et al., 2013)روی غشاء سلولی اثر ميگذارند 

تاکنون بيشتر پپتيدهای ضدميکروب از شير و مشتقات 

آن جداسازی و مورد مطالعه قرار گرفته اند. محققان 

نشان دادند پپتيدهای زيست فعال توليد شده از هيدروليز 

آنزيمی کازئين واجد خاصيت ضد ميکروبی بر عليه 

، 3ديپلوکوکوس، 2باسيلوس ، 1استافيلوکوکوس

 Silva and)باشند می 3اشرشياو 4استرپتوکوکوس

Malcata, 2005) همين طور پپتيدهای زيست فعال .

توليد شده از هيدروليز آنزيمی لاکتوفرين توسط پپسين 

های مضر ميکروبی بر عليه باکتریهمزمان دارای اثر ضد 

و اثر تقويت کننده بر ميکروفلور طبيعی روده به جز 

 Hancock andHaney, )بودند  1بايفيدوباکتريوم

ای پيرامون هيدروليز کازئين شير . در مطالعه(2013

الو توسط پپسين، پپتيدهايی با قدرت ممانعت بوف

و  شياياشر، 7لوتئوس ميکروکوکوسکنندگی از فعاليت 

جداسازی شدند. در يک آزمون  8باسيلوس سرئوس

)يک پپتيد سنتزی  9تاناتين-حيوانی اثر ضد ميکروبی اس

پرولاين( مورد -متيونين-با توالی آمينواسيدی آلانين

  ×1313بررسی قرار گرفت. پس از آلوده سازی حيوان با 

2 13CFU  و  23، 13تاناتين به مقدار -، اسشياياشراز

گرم بر کيلوگرم وزن بدن تزريق شد. نتايج نشان ميلی 43

-ليپوپلیتاناتين قادر به اتصال موفق به -داد که اس

 ها بوده استساکاريدها و کاهش تعداد ميکروارگانيزم

(Wu et al., 2010) پروتئين هيدروليز شده کلزا .

(Agyei and Danquah, 2012)زوله پروتئين ، اي

آفتابگردان، آلفالاکتالبومين، بتالاکتوگلوبولين و هيدروليز 

، ليزوزيم (Taha et al., 2013)شده پروتئين آب پنير 

                                                           
1. Staphylococcus 

2 .Bacillus 

3. Diplococcus 

4 .Streptococcus 

5 .Escherichia 

6. Bifidobacterium 

7 .Micrococcus luteus 

8. Bacillus cereus 

9 .S-thanatin 

10 .Colony Forming Unit 
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(Agyei and Danquah, 2012)  و صدف اقيانوس آرام

(Salampessy et al., 2010)  ساير منابعی هستند که

يکی از  کدوکروبی آنها به اثبات رسيده است. اثر ضد مي

ای در سرتاسر جهان گياهانی است که به شکل گسترده

-کشت شده و به عنوان غذا و دارو مورد استفاده قرار می

کدوی جهان  درصد 13و  13ترتيب  آسيا و اروپا به گيرد.

چين از نظر ميزان توليد و عملکرد در  و کنندرا توليد می

زيرکشت کدو در  ح. سطاستمقام اول را دار حد سطحوا

هزار تن و متوسط  191هزار هکتار، توليد  43ايران 

تان و سهای گلاستان و تن در هکتار است 13/43عملکرد 

 بهزيرکشت و توليد را  حربی بيشترين سطغ ربايجانذآ

کدوی آجيلی در  زيرکشت ح. سطاندخود اختصاص داده

 ربیغربايجان ذاستان آدر هکتار و  433 استان گلستان

. (1394و همکاران،   زاده مردان)باشد میهکتار  18333

پروتئين،  %4/33گيری شده دانه کدو حاوی آرد چربی

چربی است.  %3خاکستر و  %23/7فيبر خام و  1/28%

( و %1/43اسيدهای چرب اصلی دانه کدو لينولئيک )

گرم از اين  133باشند و از هر ( می%8/37اولئيک اسيد )

. (Lazos 1986)شود مگاژول انرژی توليد می 83/2ماده 

با توجه به اينکه در حال حاضر تحقيقی پيرامون اثر ضد 

يدروليز ميکروبی پپتيدهای زيست فعال حاصل از ه

پروتئين دانه کدو انجام نگرفته، اين پژوهش به هيدروليز 

پروتئين کنجاله دانه کدو با استفاده از سه آنزيم پپپسين، 

تريپسين و آلکالاز و اثر فرايند هيدروليز بر خواص ضد 

 ميکروبی پپتيدهای حاصل پرداخته است. 

 کار مواد و روش

دانه کدو  مواد مورد استفاده در اين پژوهش کنجاله

های آلکالاز، پپسين و )شرکت سويابين گرگان(، آنزيم

تريپسين )شرکت مرک آلمان(، محيط کشت مولر 

هينتون براث )شرکت مرک آلمان( و چهار باکتری 

 1استافيلوکوکوس اورئوس ،ATCC:25922شيا کلیياشر

ATCC:6532، ليستريا مونوسيتوژنز ATCC:13932   و

)کلکسيون کشت  PTCC:1665باسيلوس سرئوس 

 انستيتو پاستور( بودند. ميکروبی

 تهيه کنسانتره پروتئين دانه کدو 

در آب  1:13گيری شده به نسبت کنجاله دانه کدو چربی

نرمال به  1محلول توسط سود  pHپراکنده شد. سپس 

رسانده شده و به مدت يک ساعت در دمای اتاق  13

ا دور دقيقه ب 23مخلوط گرديد. مخلوط حاصل به مدت 

3333g  گراد در سانتريفوژ يخچال درجه سانتی 4و دمای

قرار گرفت.  ، کره جنوبی(Combi514Rمدل  (دار 

های دانه مايع روئی به منظور رسوب پروتئين pHسپس 

رسيده و تحت  3نرمال به  1کدو توسط اسيد کلريدريک 

شرايط مشابه سانتريفوژ شد. رسوب بدست آمده 

رای هيدروليز مورد استفاده قرار )کنسانتره پروتئين( ب

 . (Živanović et al., 2011)گرفت 

 هيدروليز کنسانتره پروتئين دانه کدو 

)وزنی/حجمی( در  %3به اين منظور کنسانتره به نسبت 

های پپسين و برای آنزيم 8و  2برابر با  pHبافر فسفات با 

 9برابر با  pHاسيدکلريدريک با -تريپسين و بافر تريس

 %2تا  %1ها در غلظت برای آنزيم آلکالاز پراکنده و آنزيم

 33-43افزوده شدند. سپس هيدروليز در محدوده دمائی 

گراد درجه سانتی 43-33گراد برای پپسين، درجه سانتی

گراد برای تريپسين و درجه سانتی 33-43برای آلکالاز و 

-8480مدل  (ساعت در انکوباتور شيکردار  2-3به مدت 

VS 233، کره جنوبی( با دور rpm  به انجام رسيد. در

 13گراد به مدت درجه سانتی 83انتها واکنش آنزيمی در 

توقف و سانتريفوژ کردن برای حذف ترکيبات دقيقه م

                                                           
1 .Staphylococcus aureus 

2 .Listeria monocytogenes 
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دقيقه انجام گرفت  33به مدت  g 3333اضافه در 

(Villanueva et al., 1999) . 

 DPPHگيری قدرت مهار راديکال اندازه

های هيدروليز شده توسط سه آنزيم آلکالاز، پپسين نمونه

مورد  DPPHو تريپسين از نظر قدرت مهار راديکال 

 از ميکروليتر 1333 بررسی قرار گرفتند. به اين منظور

ميکروليتر محلول  1333شده با  هيدروليز پروتئين

DPPH (1/3  تهيه شده در اتانول )91ميلی مولار% 

 دمای در دقيقه 13 دتم مخلوط حاصل به شد، مخلوط

 جذب محلول در نهايت در نگهداری و تاريکی در و اتاق

 Bougatef et)شد  گيریاندازه نانومتر 317 موج طول

al., 2009)هيدروليز پروتئين جای به نمونه کنترل . در 

شد. فعاليت  استفاده مقطرآب  ميکروليتر 1333از شده

 مهارکنندگی راديکال از رابطه زير محاسبه گرديد: 

فعاليت مهارکنندگی   = جذب شاهد    –جذب نمونه 

 راديکال %

ضدباکتريايی پپتيدهای زيست فعال به بررسی فعاليت 

 روش ميکرودايلوشن

جهت تعيين خواص ضدباکتريايی پپتيدهای زيست فعال 

حاصل از کنجاله دانه کدو از روش ميکرودايلوشن استفاده 

شد. بدين منظور پس از تلقيح و فعالسازی هريک از 

زای مورد مطالعه در محيط کشت های بيماریباکتری

درجه  37ساعت در دمای 24براث به مدت مولر هينتون 

  CFU/mlسانتی گراد، سوسپانسيون ميکروبی با غلظت 

های مختلفی از ماده ضد آماده شد. سپس رقت 413

باکتری )پپتيد زيست فعال( با ضريب يک دوم تهيه و با 

های ( از هر يک از باکتریCFU /ml 413غلظت ثابتی )

 24ی گراد به مدت درجه سانت 37مورد مطالعه در دمای 

ای انکوبه گرديد. خانه 91ساعت در داخل ميکرو پليت 

اولين رديف پليت به عنوان کنترل منفی در نظر گرفته 

شد و تنها حاوی محيط کشت و ترکيب ضدميکروبی با 

غلظت مشخص بود. رديف آخر به عنوان کنترل مثبت 

تنها حاوی محيط کشت و سوسپانسيون باکتری با غلظت 

( بود. حجم نهايی هر خانه cfu/ml 413) ثابت 

ماکروليتر در نظر گرفته شد. پس از  233ميکروپليت 

گذشت مدت زمان انکوباسيون جذب نوری هريک از 

های ميکروپليت با دستگاه اليزا ريدر در طول موج خانه

نانومترتعيين گرديد و اولين غلظت از ماده آنتی  133

مانع رشد هريک از باکتريال )پپتيد زيست فعال( که 

ها شده بود و کدورتی کمتر از کدورت کنترل باکتری

مثبت داشت به عنوان حداقل غلظت مهارکنندگی 
1(MICدر نظر گرفته شد. بهينه )ها به منظور سازی داده

دستيابی به تيمارهای بهينه از نظر خواص ضداکسايش به 

( CCD2روش سطح پاسخ در قالب طرح مرکب مرکزی )

 انجام گرفت. Design Expert3فاده از نرم افزاربا است

 نتايج

 DPPHقدرت مهار راديکال 

در  DPPHتيمارهای آزمايشی و قدرت مهار راديکال 

های پپسين، تريپسين و های توليد شده توسط آنزيمنمونه

نشان داده شده  3و  2، 1آلکالاز به ترتيب در جداول 

 است. 

                                                           
1 .Minimum Inhibitory Concentration  

2. Central Composite Design 

3 .Design Expert, 8.0.7.1 Trial, Stat-Ease Inc. 

 جذب شاهد
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 در تيمارهای تهيه شده توسط آنزيم پپسين DPPHقدرت مهار راديکال  -1جدول 

غلظت آنزيم  تيمار

)%( 

دمای هيدروليز )درجه 

 گراد(سانتی

زمان هيدروليز 

 )ساعت(

فعاليت مهارکنندگی 

 )%( DPPHراديکال 

1 2 33 2 11/18 

2 1 33 2 37/82 

3 2 33 3 72 

4 1 33 3 31/73 

3 3/1 33 3/3 18/33 

1 3/1 33 3/3 9/13 

7 3/1 33 2 34/73 

8 3/1 33 3/3 13/13 

9 3/1 33 3/3 18 

13 1 33 3/3 24/79 

11 3/1 33 3/3 44/18 

12 3/1 33 3/3 39/12 

13 3/1 33 3/3 84/17 

14 3/1 33 3 93/18 

13 2 33 3/3 79 

11 1 43 3 17/12 

17 3/1 43 3/3 32/43 

18 2 43 2 72/18 

19 1 43 2 83/71 

23 2 43 3 31/13 

 

 

بر اساس نتايج بدست آمده پپتيدهای تهيه شده توسط 

و  %1درجه سانتيگراد، غلظت آنزيم  33پپسين در دمای 

درجه سانتيگراد،  33و دمای  P)3012(ساعت هيدروليز  2

نسبت به  P)35135(ساعت  3/3و زمان  %1غلظت آنزيم 

ساير تيمارهای تهيه شده با پپسين دارای قدرت مهار 

 1394راديکال بيشتری بودند )نورمحمدی و همکاران، 

-الف(. در ميان تيمارهای تهيه شده توسط آلکالاز نمونه

درجه  33آنزيم در دمای  %1های توليد شده با غلظت 

و تيمار تهيه  A)50135(ساعت هيدروليز  3/3سانتيگراد و 

 3/3درجه سانتيگراد و  33آنزيم در دمای  %2ه با شد

ها دارای نسبت به ساير نمونه A)50235(ساعت هيدروليز 

نورمحمدی و  )قدرت مهار راديکال بيشتری بودند 

تهيه شده با غلظت  . در نهايت نمونه(ب 1394همکاران، 

 3درجه سانتيگراد و زمان هيدروليز  33آنزيم، دمای  1%

آنزيم،  %1و نمونه توليد شده توسط  T)3551 (ساعت

به  T)4551(ساعت  3و زمان  درجه سانتيگراد 43دمای 

های ضداکسايش بهينه تهيه شده با آنزيم عنوان نمونه

 1394نورمحمدی و همکاران،  )تريپسين انتخاب شده 

و از لحاظ خواص ضد ميکروبی مورد بررسی قرار  (ج

بررسی قدرت ضد ميکروبی پپتيدهای تهيه شده گرفتند. 

 های پپسين، تريپسين و آلکالازبا آنزيم

حداقل غلظت مهارکنندگی پپتيدهای زيست فعال توليد 

های پپسين، تريپسين و آلکالاز عليه شده توسط آنزيم

، اورئوس استافيلوکوکوس، اشريشياهای بيماريزای باکتری

 4در جدول  سرئوس باسيلوسو  مونوسايتوژنز ليستريا

نشان داده شده است. بر اساس نتايج، پروتئين دست 

ها کدام از باکترینخورده کدو اثر بازدارندگی بر هيچ

دارای قدرت  3012Pکه عصاره تام نمونه نداشت، در حالی
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سی بود. عصاره های مورد برربازدارندگی بر تمامی باکتری

،  اشريشيادارای اثر بازدارندگی بر  4551Tتام نمونه 

بود. عصاره تام  باسيلوس سرئوسو  مونوسايتوژنز ليستريا

 ليسترياو  اشريشياتنها اثر بازدارندگی بر  50135Aنمونه 

اثر  3551Tداشت و عصاره تام نمونه  مونوسايتوژنز

قل غلظت نشان نداد. حدا بازدارندگی بر هيچ باکتری

 سرئوس باسيلوسبر عليه  35135Pمهارکنندگی در نمونه 

بود و اين  11/1 مونوسايتوژنز ليسترياو  8/1 اشريشيا، 2/1

نداشت. در  اورئوس استافيلوکوکوسنمونه اثر بازدارنده بر 

حداقل غلظت مهارکنندگی برای  50235Aمورد نمونه 

و برای  4/1 سرئوس باسيلوسو  اورئوس استافيلوکوکوس

بود. اين تيمار اثر بازدارندگی بر  8/1 مونوسايتوژنز ليستريا

نشان نداد. از لحاظ کمی پپتيدها فعاليت  اشريشيا

متفاوتی را نشان دادند به طوريکه کمترين غلظت 

توسط ليستريامونوسيتوژنر مهارکنندگی برای باکتری 

به دست آمد و باکتری  35135P پپتيدهای نمونه

بيشترين مقاومت را در برابر وکوکوس ارئوس استافيل

 پپتيدهای زيست فعال استخراجی کدو نشان داد.
 

 
 

 در تيمارهای تهيه شده توسط آنزيم تريپسين DPPHقدرت مهار راديکال  -2جدول 

 

 

 

 

 

 
 

 

دمای هيدروليز  غلظت آنزيم )%( تيمار

 گراد()درجه سانتی

زمان هيدروليز 

 )ساعت(

فعاليت مهارکنندگی 

 )%( DPPHراديکال 

1 1 33 3 78 

2 2 33 2 33/38 

3 2 33 3 24/11 

4 3/1 33 3/3 47/12 

3 1 33 2 77/31 

1 3/1 43 3/3 91/48 

7 3/1 43 3/3 11/33 

8 3/1 43 3/3 83/34 

9 3/1 43 3/3 33 

13 3/1 43 3/3 93/47 

11 3/1 43 3/3 47/49 

12 1 43 3/3 29/13 

13 3/1 43 3 33/31 

14 3/1 43 2 93/44 

13 2 43 3/3 37/44 

11 1 43 2 34/48 

17 2 43 2 14/29 

18 1 43 3 31/72 

19 2 43 3 29/43 

23 3/1 43 3/3 19/43 
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 در تيمارهای تهيه شده توسط آنزيم آلکالاز DPPHقدرت مهار راديکال  -3جدول 

دمای هيدروليز )درجه  غلظت آنزيم )%( تيمار

 گراد(سانتی

زمان هيدروليز 

 )ساعت(

فعاليت مهارکنندگی راديکال 

DPPH )%( 

1 1 43 3 33/48 

2 2 43 2 43/47 

3 1 43 2 87/43 

4 3/1 43 3/3 81/41 

3 2 43 3 27/49 

1 2 33 3/3 14/93 

7 3/1 33 3/3 33/18 

8 3/1 33 3/3 11/73 

9 3/1 33 3/3 37/71 

13 3/1 33 3/3 24/77 

11 3/1 33 3/3 77 

12 3/1 33 3/3 42/19 

13 1 33 3/3 93/81 

14 3/1 33 3 38/19 

13 3/1 33 2 37/11 

11 1 33 2 12/38 

17 2 33 2 18/33 

18 1 33 3 71/33 

19 2 33 3 2/41 

23 3/1 33 3/3 37/33 

 

 

 بيماريزای غذا زاد عليه چهار باکتری حداقل غلظت مهارکنندگی پپتيدهای زيست فعال حاصل از کدو -4جدول 

 (MICهای باکتريايی/ حداقل غلظت مهارکنندگی )سويه

 
 باسيلوس سرئوس

 

 
 ليستريا مونوسايتوژنز

 

 
 استافيلوکوکوس اورئوس

 
 اشريشيا

 

و پروتئين کد - - - -  

1+  1+  1+ 1+  P3012 

1+  1+  - 1+  T4551 

(2/1+) (11/1+) - (8/1+)  P35135 

- - - - T3551 

- 1+ - 1+ A50135 

(4/1+) (8/1+) (4/1+) - 50235A 

 + اثر بازدارندگی بر رشد باکتری

 عدم بازدارندگی بر رشد باکتری -

 پپتيد زيست فعال رقيق شده  با آب مقطر استريل( 11/1، 8/1، 2/1،4/1(: عصاره تام پپتيد زيست فعال بدون رقيق سازی، )1)
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 بحث

و  DPPHاين مطالعه به بررسی قدرت مهار راديکال 

قدرت ضدباکتری پپتيدهای زيست فعال حاصل از 

هيدروليز پروتئين کنجاله دانه کدو توسط آلکالاز، پپسين 

و تريپسين پرداخته است. بر اساس نتايج، به دنبال 

هيدروليز قدرت ضداکسايش و توان بازدارندگی از فعاليت 

ها افزايش چشمگيری نشان داد. تفاوت ميان باکتری

 پتيدهای توليدی توسط سه آنزيمقدرت ضداکسايش پ

آلکالاز، پپسين و تريپسين نشان داد که هيدروليز 

تواند منجر های مختلف میها يا پپتيدها با آنزيمپروتئين

به توليد محصولاتی با پتانسيل ضداکسايش متفاوت شود. 

توان گفت ميزان توليد با توجه به نتايج بدست آمده، می

ضداکسايش به ويژه انواع اسيدهای آمينه با خاصيت 

آلانين، ايزولوسين و لوسين در آبگريز مانند والين، فنيل

 3551T و 35135P، 3012P، 50135A، 50235A، 4551Tهای نمونه

در مقايسه با ساير تيمارهای توليد شده بيشتر بوده است. 

های هيدروليز شده در قدرت ضداکسايش پروتئين

قع شده است. هيدروليز مطالعات مختلف مورد ارزيابی وا

های آلکالاز و آنزيمی پروتئين آفتابگردان توسط آنزيم

و همکاران   Tahaتريپسين در تحقيق انجام شده توسط 

( بررسی شد. بنابر گزارش اين محققين، برای 2313)

های هيدروليز شده با حداکثر قدرت دستيابی به پروتئين

ضداکسايش، هيدروليز ايزوله پروتئين آفتابگردان توسط 

ساعت و  1و زمان هيدروليز  %2آنزيم تريپسين در غلظت 

ساعت  3و زمان هيدروليز  %2توسط آلکالاز در غلظت 

لازم بود که به نتايج بدست آمده در اين پژوهش نزديک 

و همکاران  Bougatefط بود. در تحقيق انجام شده توس

( تأثير استفاده از پروتئاز قليائی با وزن مولکولی 2339)

پائين، تريپسين و پپسين بر قدرت ممانعت از 

های نوعی کوسه هيدروليز شدهپراکسيداسيون چربی در 

های مورد مطالعه قرار گرفت. تمامی هيدروليز شده 1ماهی

بروز  توليدی درجات متفاوتی از قدرت ضداکسايش را

دادند و اين قدرت با افزايش در غلظت نمونه هيدروليز 

شده افزايش يافت. بر اساس نتايج گزارش شده، هيدروليز 

های توليدی توسط تريپسين بيشترين قدرت شده

ميلی گرم/ ميلی  3ممانعت از پراکسيداسيون را در غلظت 

های توليدی ليتر به خود اختصاص دادند و هيدروليز شده

 روتئاز قليائی با وزن مولکولی پائين در رديفتوسط پ

که نمونه توليد شده توسط بعدی قرار گرفتند، درحالی

پپسين دارای کمترين قدرت ضد پراکسيداسيون بود. 

به عنوان کنترل مثبت  BHTآنتی اکسيدان سنتزی 

بيشترين قدرت ضد پراکسيداسيون را در مقايسه با 

مشابه به خود  های هيدروليز شده در غلظتنمونه

های اختصاص داد. در مورد قدرت ضدباکتری پروتئين

شود که پپتيدهای زيست فعال هيدروليز شده، تصور می

ها مؤثر باشند. بيشتر بر روی غشاء سيتوپلاسمی باکتری

تجمع پپتيدها در غشاء سيتوپلاسمی منجر به نشت 

شود. محتويات سيتوپلاسمی و در نهايت مرگ باکتری می

پپتيدها با ايجاد منافذی در غشا و تداخل در عبور و  اکثر

توانند مستقيما اثر ضد ها و مواد غذايی میمرور يون

های مولکولی و ميکروبی خود را اعمال نمايند. مکانيسم

نفوذ در غشا در پپتيدهای مختلف ممکن است تحت تأثير 

های پارامترهايی چون توالی اسيد آمينه، ترکيب چربی

. پپتيدهای (Shai 2002)لظت پپتيد قرار گيرد غشا و غ

( اسيد آمينه 12-33) 33ضدباکتری معمولا از کمتر از 

کيلودالتون  3-13تشکيل شده اند، دارای وزن مولکولی 

-بوده و واجد ويژگی های کاتيونی و آمفی پاتيک می

ساختارهای گوناگون )آلفا هليکس و بتا  باشند. عليرغم

شيت، حلقوی و بلند زنجيره( وجود بار مثبت در بسياری 
                                                           
1 .Mustelus mustelus  
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-ها را قادر به اتصال به غشاء باکتريايی میاز پپتيدها آن

نمايد. اين اتصال برای ايجاد خواص ضد ميکروبی ضروری 

-است و پس از آن، پپتيدها بايد برای رسيدن به جايگاه

در داخل سلول از سد غشايی عبور های هدف موجود 

. پپتيدهای ضدميکروب از طريق (Shai 2002)نمايند 

های باردار منفی های با بار مثبت خود با قسمتقسمت

های باکتری بر هم کنش برقرار موجود در غشاء سلول

غشاء سلول هدف تجمع کرده و از اين طريق در سطح 

يابند. درجه آبگريزی سطحی پپتيدها نيز نقش مهمی می

نمايد، زيرا های ضدباکتری آنها ايفا میدر بروز ويژگی

های آبگريز مسئول برقراری ارتباط با اجزاء آبگريز بخش

کنش با غشاء در غشاء هستند. از طريق ايجاد اين برهم

افتد که ار اتفاق میهای عمده ای در ساختسلولی بازآرائی

ممکن است نتيجه برقراری اتصال ميان پپتيد و چربی، 

تغيير مکان پپتيد در طول ممبران سلولی و برقراری 

 ,.Taha et al)کنش با اهداف داخل سلولی باشد برهم

از اسيدهای  %33. تصور بر اين است که حداقل (2013

آمينه موجود در پپتيدهای ضدباکتری از انواع آبگريز 

زولوسين، والين هستند. تريپتوفان، هيستيدين، لوسين، اي

و فنيل آلانين از اسيدهای آمينه يافت شده در اين دسته 

. اتصال به (Taha et al., 2013)از پپتيدها هستند 

ها و ممانعت از اتصال سلول باکتری به انتروتوکسين

تواند در بروز خواص ضد ميکروبی مؤثر سطوح نيز می

باشد. به علاوه پپتيدهای زيست فعال مواد مغذی مورد 

خارج کرده و از  نياز برای بقا و رشد باکتری را از دسترس

نمايند اين طريق نيز اثر ضد ميکروبی خود را اعمال می

(Théolier et al., 2014)های انجام . بر طبق بررسی

ها به پپتيدهای زيست فعال به شده حساسيت باکتری

ماهيت پروتئينی مواد غذايی، نوع آنزيم پروتئاز هيدروليز 

 Shai)کننده و همچنين نوع باکتری بستگی دارد 

توان نظر گرفتن نتايج بدست آمده می. با در (2002

های قدرت ضد باکتری مشاهده شده به ويژه در نمونه

3012P ،35135P ،4551T ،50235A  50135وA  را به وزن

مولکولی پائين، وجود اسيدهای آمينه بازی و آبگريز، 

درجه آبگريزی سطحی بالا، حضور پپتيدهای غنی از 

پتوفان، هيستيدين و ضدباکتری مانند تري اسيدهای آمينه

والين و وجود پپتيدهای حاوی اسيدهای آمينه با بار 

ها نسبت داد. از سوئی، قدرت مثبت در اين نمونه

های هيدروليز شده با افزايش درجه ضدباکتری پروتئين

آبگريزی سطحی تا يک حد آستانه افزايش يافته و پس از 

يمر آن افزايش بيشتر در درجه آبگريزی سطحی به علت د

ها در محلول آبی منجر به کاهش اثر شدن پروتئين

ضدباکتری پروتئين هيدروليز شده خواهد شد، چرا که 

ديمرهای پروتئينی قادر به عبور از ديواره سلولی برای 

 ,.Cheng et al)واکنش دادن با غشاء هدف نخواهند بود 

در  3551T. بنابراين فقدان اثر ضدباکتری در نمونه (2013

اين تحقيق ممکن است به دليل درجه آبگريزی بالا و 

و   Cheng باشد. ديمر شددن نمونه در محيط آبی بوده

( فعاليت ضد ميکروبی کاپا کازئين عليه 2313همکاران )

های را به محتوای بالای اسيدآمينه شياياشرباکتری 

هيدروفوب عمومی مثل لوسين، لايزين، فنيل آلانين و 

پرولين نسبت دادند. به اعتقاد اين محققين پپتيدهای 

توانند پس از ورود به سيتوپلاسم با اتصال ضد باکتری می

های درون سلولی از سنتز ديواره سلولی و لکولبه مو

و پروتئين ممانعت نمايند. بررسی   RNA ،DNAسنتز 

فعاليت ضد ميکروبی پپتيدهای زيست فعال حاصل از 

های پنير چدار با روش ميکرودايلوشن بر سه نمونه

شيا کلی، ياشرباکتری بيماری زای غذازاد )

توسط  استافيلوکوکوس ارئوس و باسيلوس سرئوس(

Pritchard ( نشان داد که پپتيدهايی 2313و همکاران  )

کيلودالتون بيشترين اثر ضدميکروبی  13با اندازه تقريبی 

را بر باسيلوس سرئوس داشتند. همچنين کمترين اثر 
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مشاهده استافيلوکوکوس ارئوس  مهارکنندگی بر باکتری

شد که با نتايج مطالعه حاضر مطابقت دارد. به علاوه 

Taha ( فعاليت ضد ميکروبی 2313و همکاران )

پپتيدهای حاصل از هيدروليز آنزيمی دانه آفتابگردان 

 ليسترياهای های گوارشی را عليه باکتریتوسط آنزيم

استافيلوکوکوس اورئوس و باسيلوس ، مونوسايتوژنز

 به روش ديسک ديفيوژن گزارش کردند. سرئوس 

 نتيجه گيری

ها نسبت به مقاومت باکتریبا توجه به افزايش چشمگير 

های سنتزی، اين مقاله به بررسی امکان آنتی بيوتيک

استفاده از پپتيدهای زيست فعال حاصل از هيدروليز 

پروتئين کنجاله دانه کدو توسط سه آنزيم آلکالاز، پپسين 

و تريپسين به عنوان ترکيبات ضدميکروب طبيعی 

ساير  3551Tر پرداخته است. در اين تحقيق به استثناء تيما

های پروتئين هيدروليز شده دارای قدرت نمونه

های بازدارندگی از فعاليت برخی يا تمامی باکتری

بيماريزای مورد بررسی بودند. بنابراين و با توجه به نتايج 

های هيدروليز شده توان از پروتئينبدست آمده می
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Abstract 

Nowadays a large part of microorganisms are going to become resistant against common antibiotics. In 

this study the effect of bioactive peptides obtained from enzymatic hydrolysis of pumpkin oil cake protein 

as natural anti-microbial agents was examined. In this research pumpkin (Cucurbita pepo) oil cake 

protein was hydrolyzed by pepsin, trypsin and alcalase. Optimum treatments were selected based on 

DPPH radical scavenging activity and anti-microbial activity of total and diluted extracts (1/2, 1/4, 1/8 

and 1/16) were evaluated against Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and 

Escherichia coli. peptides produced by 1% pepsin, 30 ˚C and 2h hydrolysis (P3012), 1% pepsin, 35 ˚C, 

3.5h hydrolysis (P35135), 1% alcalase, 50 ˚C, 3.5h hydrolysis (A50135), 2% alcalase 50 ˚C, 3.5h hydrolysis 

(A50235), 1% trypsin, 35 ˚C, 5h hydrolysis (T3551) and 1% trypsin, 45 ˚C and 5h hydrolysis (T4551) were 

selected as optimum treatments. Total extracts of P3012, T4551 and A50135 showed an appropriate inhibitory 

effect on tested bacteria while total extract of T3551 had no inhibitory activity against pathogens. The 

minimum inhibitory concentration of P35135 was 1/2 against Bacillus, 1/8 against Escherichia and 1/16 

against Listeria. Minimum inhibitory concentration of A50235 was 1/4 on Staphylococcus and Bacillus and 

1/8 against Listeria. Based on the results, enzymatic hydrolysis can be employed as an effective approach 

to produce natural anti-oxidative and anti-microbial agents.   

Keywords: enzymatic hydrolysis, anti-oxidative, anti-bacterial, pumpkin oil cake protein. 


