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امروزه توجه خاصی به استفاده از پپتیدهاي زیست فعال در تولید غذاهاي فراسودمند و 

 جدا سازي و بررسی خواص زیست فعال  در پژوهش حاضر.داروها معطوف شده است

اي هیدرولیز بر. پپتید هاي حاصل از هیدرولیز آنزیمی آب پنیر سویا مورد بررسی قرار گرفت

 و 37آنزیمی پروتئین آب پنیر سویا، دو نوع آنزیم فیسین و تریپسین در درجه حرارت هاي 

سپس هیدرولیزات هاي .  ساعت به کار گرفته شدند4 و 2سانتی گراد و زمان هاي   درجه45

فاز معکوس تفکیک شده -  بالاپروتئینی به دست آمده با روش کروماتوگرافی مایع با کارایی

تجزیه  .راکسیون هاي بدست آمده براي بررسی فعالیت هاي زیستی جمع آوري گردیدندو ف

آنالیز  همچنین از. انجام شدروش فاکتوریل و تحلیل نتایج درجه هیدرولیز با استفاده از 

فعالیت آنتی اکسیدانی و ضد (واریانس یک طرفه براي تجزیه و تحلیل نتایج خواص زیستی 

اي دانکن در سطح  وش آزمون چند دامنهمیانگین ها به ر. اده گردیدپپتیدها استف) میکروبی

بر اساس نتایج به دست آمده، فراکسیون هاي .  درصد مورد مقایسه قرار گرفتند5احتمال 

اشریشیا پپتیدي فعالیت آنتی اکسیدانی خوبی داشتند، همچنین اثر ضد میکروبی در برابر 

فراکسیون هفتم حاصل از  (T4F7  فراکسیون.د نشان دادناستافیلوکوکوس اورئوس و کلی

 4 درجه سانتی گراد و 45هیدرولیزات پروتئینی تهیه شده به وسیله تریپسین در دماي 

داراي بالاترین خواص آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی بود که به همین دلیل به ) ساعت

سازي اجزاي پپتیدي الکتروفورگرام مربوط به جدا. عنوان فراکسیون برتر در نظر گرفته شد

نشان داد که وجود پپتیدهاي با جرم ) T4F7(در فراکسیون پپتید زیست فعال منتخب 

عامل اصلی بروز  کیلو دالتون 50 کیلو دالتون و کمتر از 10 تا 5ملکولی غالبا در حدود 

بنابراین پپتید حاصل از . هاي مطلوب آنتی اکسیدانی در این تیمار به شمار می رودویژگی

ب پنیر سویا می تواند به عنوان یک ترکیب فراسودمند و نگهدارنده طبیعی در فرآورده هاي آ

 .غذایی استفاده شود

  

 

 

ایران غذایی صنایع و علوم مجله                              
 

www.fsct.modares.ac.ir: مجله سایت  

 یپژوهش_یعلم مقاله
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  مقدمه - 1

با پیشرفت علم و افزایش آگاهی بشر نسبت به تاثیر تغذیه بر 

، زمینه جدیدي از تحقیقات در ارتباط با ترکیبات سلامتی بدن

 اکسیداسیون چربی ها یکی از .]1[ فعال زیستی ظهور پیدا کرد

موارد نگران کننده در صنایع غذایی است زیرا از جمله عوامل 

ایجاد کننده طعم و بوي نامطلوب و برخی بیماري ها در بدن 

است که عامل آن پراکسیداسیون لیپید ها و ترکیبات مولکولی با 

 ].2[وزن کم تولید شده در مرحله نهایی اکسیداسیون می باشد 

این رو استفاده از آنتی اکسیدان هاي مصنوعی در سال هاي از 

گذشته در صنایع غذایی رایج بوده اما با توجه به نگرانی هاي 

شایع مصرف کنندگان در رابطه با آنتی اکسیدان هاي مصنوعی 

و به خطر افتادن سلامتی بدن، تحقیقاتی در رابطه با آنتی 

آنتی .  شده استاکسیدان هاي طبیعی در دو دهه اخیر انجام

اکسیدان هاي مصنوعی نسبت به آنتی اکسیدان هاي طبیعی 

فعالیت قوي تري دارند اما به دلیل سمیت این ترکیبات 

 با توجه به .]3[شیمیایی استفاده از آن ها محدود شده است 

، تحقیقات زیادي روي اهمیت آنتی اکسیدان هاي طبیعی

 وال انجام شده فعالیت آنتی اکسیدانی پپتید هاي زیست فع

 آنتی اکسیدان هاي طبیعی جایگزین مناسبی گردیدهمشخص 

براي آنتی اکسیدان هاي مصنوعی جهت به تاخیر انداختن فساد 

بررسی هاي زیادي همچنین . مواد غذایی و دارویی می باشند

پپتیدهاي زیست فعال انجام  پیرامون خواص ضد میکروبی

 با منشا طبیعی ترکیباتی ،زیست فعالپپتید هاي . پذیرفته است

 و گیاهی، حیوانی( که می توان آن ها را از منابع مختلف بوده

استخراج کرد و در فرمولاسیون مواد غذایی و دارویی ) دریایی

توجه خاصی به در طول دو دهه گذشته،  .]4و5[به کاربرد 

پپتید هاي زیست فعال که از پروتئین هاي مواد غذایی آزاد می 

پپتید هاي زیست فعال در توالی  ].6[ است شدهمعطوف شوند، 

 پس از رها سازي به لیاصلی پروتئین ها غیر فعال هستند و

وسیله هیدرولیز آنزیمی از خود خواص چند گانه نشان می 

هیدرولیز آنزیمی یکی از روش هاي مورد استفاده جهت . دهند

هاي کاربردي و تغذیه اي پروتئین هاي غذایی ویژگیبهبود 

 نتایج. مچنین تولید پپتید هاي زیست فعال استو ه

مطالعات بسیاري از محققان نشان داده که پپتید هاي 

  دامنه وسیعی از فعالیتغذایی مختلف،حاصل از منابع 

آنتی اکسیدانی، فعالیت فعالیت  نظیر  چندگانه بیولوژیکیهاي

 فعالیت ضد میکروبی و دیگر ویژگی هاي ،ضد فشار خون

 کاربرد هاي  دارا بوده و به همین دلیل راسلامت بخش

جدیدي را در تهیه فرمولاسیون هاي غذایی براي گروه هاي 

 همایون ].7[خاص جامعه مثل مبتلایان به دیابت داشته اند 

 به جدا سازي و شناسایی یک  )1393( تبریزي و همکاران،

پپتید جدید آنتی اکسیدانی از بتا کازئین شیر شتر به وسیله 

 RQ-8  که پپتیدگزارش دادند  وو پانکراتین پرداختندپپسین 

جدا سازي شده از پروتئین کازئین شیر شتر داراي فعالیت آنتی 

به جداسازي ) 2021(کریمی و همکاران  ].8[ اکسیدانی است

پپتیدهاي زیست فعال آز آب ماست و بررسی خواص آنتی 

ولیزات هیدر در ابتدا. اکسیدانی و ضد میکروبی آنها پرداختند

هاي پروتئینی حاصل از تریپسین و پپسین از غشاء 

اولترافیلتراسیون عبور داده شد و خواص زیست فعال آنها 

در مرحله بعد فراکسیون داراي بالاترین فعالیت . بررسی گردید

 RP- HPLCآنتی اکسیدانی و ضد میکروبی با استفاده از 

تیدي به در این مرحله، سه فراکسیون پپ. خالص سازي گردید

دست آمد که هرسه خواص آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی 

   ].9[ شتند خوبی دا

پپتید هاي حاصل از  جدا سازي هدف از تحقیق حاضر

 و بررسی خواص زیست فعالهیدرولیز آنزیمی آب پنیر سویا 

 . بودآنها) خواص آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی(

  

   مواد و روش ها- 2

  تهیه شیر سویا- 2-1

ساعت  6مدت  به سویا شده تمیز لوبیاي گرم 700 مقدار اابتد

  نسبت w/w (1:  3 درجه سانتی گراد به نسبت  30دماي در

جدا  از بعد .خیسانده شد ) است1 به 3سویا  وزن به آب 

  w/w( 6:1 نسبت آن، به شستشوي و لوبیا هاي پوسته کردن

 مدت لوبیاها به )  است1 به 6وزن سویا  به آب  نسبت

خرد  شده جوش تصفیه آب کن با مخلوط در دقیقه 3

  80حداقل کردن خرد سویا طی و آب مخلوط دماي .شدند

فعال  غیر کامل بطور لیپوکسیژناز و آنزیم درجه سانتی گراد بود

 بخوبی حاصل مخلوط صافی پارچه از استفاده با سپس .شد

 شیرابه به باکتریهاي آغازگر مناسبتر جهت فعالیت صاف شد و

 از پس سویا شیر .اضافه گردید لاکتوز پودر% 1مقدار اصلح

 درجه سانتی 121 دماي در دقیقه 20 دهی به مدت حرارت

 در نگهداري از قبل و خنک گردید محیط دماي به سریعاً گراد
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 صورت در یا مقطر آب افزودن با آن خشک ماده مقدار یخچال

 )بریکس( محلول جامد مواد %11 به اضافی آن آب تبخیر لزوم

  ].10[تنظیم شد 

  تهیه آب پنیر سویا-1-1- 2

 درجه سانتی گراد رسانده 37شیر سویاي استریلیزه به دماي 

و مخلوط )  گرم به ازا هر لیتر شیر1/0(کلرور کلسیم . شد

لاکتوکوکوس (  مزوفیل DVSمساوي از استار تر هاي 

زیر گونه  لاکتو کوکوس لاکتیس و لاکتیس زیر گونه لاکتیس

 و استرپتوکوکوس ترموفیلوس(و ترموفیل پنیر ) ریسکرمو

بر اساس  ( )بولگاریکوس زیر گونه لاکتوباسیلوس دلبروکی

 )  گرم به ازاي یک تن شیر40دستورالعمل شرکت سازنده 

 درجه سانتی گراد  37 گرمخانه گذاري در دماي . اضافه گردید

 با دلمه هنگام این در.  رسید5/4 به pHصورت گرفت تا اینکه 

 برش دلمه دماي وبرش داده شد  3cm 3 فواصل به چاقو

 30 مدت به و  درجه سانتی گراد رسانده  شد55به  خورده

 بخوبی سویا هاي پروتئین نگهداري شد و این دما در دقیقه

 12 مدت به و منتقل کیسه  به دلمه سپس. گردیدند منعقد

ود ش خارج از دلمه بیشتري آب مقدار تا نگهداري شد ساعت

  ].11و12[

  آنالیز هاي آب پنیر سویا - 2-2

  ، اسیدیته  pH اندازه گیري -2-1- 2

  استاندارد ملی ایران روشبر اساساسیدیته و  pHاندازه گیري 

  ].13و14[ انجام شد 2852 شماره به

   ماده خشکاندازه گیري -2-2- 2

استاندارد ملی ایران روش  بر اساساندازه گیري ماده خشک 

  ].14[جام شد  ان1753شماره

   اندازه گیري خاکستر-2-3- 2

 نمونه و بوته چینی بطور جداگانه براي انجام این آزمایش، ابتدا

  برداشته شد) از ماده خشک ( گرم نمونه2حدود . توزین شدند

بوته چینی حاوي نمونه به مدت  .و داخل بوته چینی ریخته شد

 درجه 550 درون کوره الکتریکی با دماي ساعت12 -18

سپس بوته چینی پس از سرد شدن . دشسانتیگراد قرار داده 

 با استفاده از فرمول زیر درصد در نهایت. توزین گردید

  ].15[ شدخاکستر محاسبه 

 .)خاکستر+ وزن بوته  (–وزن بوته خالی = وزن خاکستر

  

   اندازه گیري چربی-2-4- 2

         10. گیري چربی از روش ژربر استفاده شدبراي اندازه 

حدود . لیتر اسید سولفوریک داخل بوتیرومتر منتقل گردیدمیلی

 1مقدار . لیتر نمونه به داخل بوتیرومتر انتقال داده شد میلی11

دهانه . میلی لیتر آمیل الکل داخل بوتیرومتر ریخته شد

بوتیرومتر چندین بار . بوتیرومتر با سرپوش آن محکم بسته شد

سپس .  هم مخلوط شوندسر و ته گردید تا محتویات آن با

 درجه 65 ± 2 دقیقه به داخل حمام آب 5بوتیرومتر به مدت 

سلسیوس قرار داده شد و بعد از این مرحله به سانتریفوژ ژربر 

 65 ± 2سپس بوتیرومتر مجددا  به حمام آب . منقل گردید

درجه سلسیوس انتقال داده شد و بعد از قرار گرفتن آن به 

 دقیقه، مقدار چربی قرائت شد 10  الی3حالت سکون به مدت 

]15.[ 

  اندازه گیري پروتئین -2-5- 2

 انجام کجلدال روش  با استفاده ازپروتئین گیري اندازه براي

 و شد وارد آزمون اول مرحله به نمونه گرم5/0 . پذیرفت

 در سولفوریک غلیظ اسید لیتر میلی 10 با آن هضم عملیات

 مس سولفات سدیم، سولفات حاوي کاتالیزور قرص یک کنار

 آزمون تیمار، آزمون کنار  در. گردیدانجام سلنیم اکسید دي و

 تیمار هضم عملیات .شد انجام مشابه روش به نیز شاهد نمونه

 روشن سبز رنگ به آن رنگ تا یافت ادامه دقیقه 120مدت  به

 اسیدي، خروج بخارات و بالن کردن سرد از پس .یافت تغییر

 در و شد انجام اسید بوریک و دسو توسط تقطیر عملیات

 کلریدریک اسید با نمونه در موجود ازت  تیتراسیون، مرحله

  ].15[شد  انجام رد متیل معرف حضور در  نرمال1/0

  :شد انجام زیر رابطه کمک به ازت کل درصد محاسبه

[ 1.4 × N × (V2-V1) ] / m × 100  
 جمح V2و  V1و  اسیدکلریدریک،  نرمالیتهNرابطه  این در

 نمونه وزن m ، وتیمار و شاهد نمونه براي اسیدمصرفی

  .باشد می گرم برحسب

   مرحله دوم- 2-3

  آماده سازي پروتئین هاي آب پنیر سویا-3-1- 2

براي جدا کردن بخش پروتئینی از آب پنیر سویاي تهیه شده در 

 آب پنیر در pH و تنظیم pHمرحله قبل، از روش تغییر 

براي این کار از اسید . اده گردید استف60/4 ± 05/0محدوده 

 28/8براي تهیه محلول اسید، .  مولار استفاده شد1کلریدریک 

میلی لیتر از اسیدکلریدریک غلیظ خریداري شده  به تدریج به 
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لیتر و حاوي  میلی100داخل یک بالن حجمی با ظرفیت 

. مقداري آب مقطر وارد کرده و سپس به حجم رسانده شد

 2 شده به کمک همزن گردابی به مدت سپس نمونه اسیدي

براي جداسازي و جدا کردن پروتئین هاي . دقیقه بهم زده شد

 30Ks٫-3مدل(دار آب پنیر سویا از سانتریفوژ یخچال

Hettich استفاده شد و مقدار مناسبی از نمونه آب پنیر )آلمان 

 دقیقه 60 به مدت 5800عمل آوري شده با اسید، در دور 

با سر ریز کردن نمونه، بخش محلول فوقانی . یدسانتریفوژ گرد

تخلیه شد و باقیمانده موجود در ته لوله سانتریفوژ براي 

تعدادي از ظروف و با هدف لیوفیلیزه کردن آنها به یخچال با 

هاي فالکون لوله.  درجه سانتی گراد  منتقل گردید-20دماي 

 حداکثر لیتري اختصاص یافته جهت لیوفیلیزه کردن، با میلی50

به صورت منجمد به آزمایشگاه  لیتر از نمونه میلی8حجم 

)  ایرانChrist DFR-02٫مدل( مجهز به خشک کن انجمادي

.  ساعت لیوفیلیزه شدند36منتقل شد و در آنجا با صرف زمان 

هاي لیوفیلیزه شده به منظور جلوگیري پس از جمع آوري نمونه

ها در دماي دي نمونههاي بعاز جذب مجدد آب تا انجام آزمون

  ].12[گراد نگهداري شدند  درجه سانتی-20

  اندازه گیري غلظت پروتئین ها و پپتیدها-3-2- 2

-Uvمدل( نانومتر با اسپکتوفتومتر595اندازه گیري جذب در 

Vis٫ Heidolphانجام گردید و براي مقایسه جذب )  آلمان

 از یک نمونه هاي مجهول با جذب نمونه هاي معلوم با استفاده

 .میزان پروتئین نمونه اندازه گیري گردید پروتئین استاندارد،

این روش از جمله  دقیق ترین روش هاي بیوشیمیایی با 

 توسط مادیون 1976استفاده از اسپکتوفتومتر است که در سال 

  ].16[برادفورد توسعه یافت 

 میلی 10براي تهیه محلول برادفورد : تهیه محلول براد فورد

میلی لیتر اتانول   5 در -G 250بلوبریلیانت در کوماسی گرم پو

 میلی 10 . دقیقه در تاریکی حل شد30 درصد، به مدت 95

 درصد اضافه شد و پس از حل شدن 95لیتر اسید فسفریک 

سپس به کمک .  میلی لیتر رسانده شد100کامل حجم نهایی به 

  .تر شد میلی متر، دو مرتبه فیل8/1کاغذ صافی واتمن با منافذ 

 براي رسم منحنی، محلول استاندارد: رسم منحنی استاندارد

 سپس . گردید مولار تهیه10 میلی گرم بر 1 با غلظت )آلبومین(

 لیتر را میکرو 100، 80 ، 60 ، 40 ، 20از این محلول به مقادیر 

 100 لوله آزمایش ریخته و حجم هر لوله با آب مقطر به 5در 

این ترتیب محلول هایی با غلظت به .  رسانده شدمیکرولیتر

از هر . ه شد میکروگرم در میلی لیتر تهی10، 8 ، 6 ، 4، 2هاي  

 میلی 1 هر کدام میکرولیتر برداشته و به 100کدام از لوله ها 

 دقیقه در 5نمونه ها به مدت . لیتر محلول برادفورد اضافه شد

دماي اتاق نگهداري شدند و سپس جذب نمونه ها در طول 

  . نانومتر در برابر یک شاهد خوانده شد595موج 

براي اندازه گیري : اندازه گیري غلظت پروتئین در نمونه ها

 لیتر از نمونه را برداشته و حجم آن میکرو 20پروتئین نمونه ها 

 1 آن ه لیتر رسانده شد و سپس بمیکرو 100با آب مقطر به 

 دقیقه در 5نمونه ها . میلی لیتر محلول برادفورد اضافه گردید

انومتر  ن595دماي اتاق نگهداري و سپس جذب نمونه ها در 

 ].16[گردید در برابر یک شاهد قرائت 

  هیدرولیز آنزیمی پروتئین هاي آب پنیر سویا-3-3- 2

براي هیدرولیز آنزیمی نمونه ها از دو نوع آنزیم تریپسین و 

  فیسین استفاده شد 

   هیدرولیز آنزیمی به وسیله تریپسین-الف

 مولار  میلی50هاي جداسازي شده در مقدار مناسبی از پروتئین

براي تهیه محلول بافر، .  حل شدpH = 8/7بافر فسفات با 

 مول مونوسدیم فسفات در داخل یک بشر حاوي 1/0مقدار 

 مول دي سدیم فسفات 9/0آب به خوبی حل شد و به آن 

 به پس از انحلال کافی حجم آن به کمک آب مقطر. افزوده شد

 pHیک لیتر رسانده شد و به کمک  هیدروکسید سدیم رقیق 

 رسانده شد بدین ترتیب یک لیتر محلول استوك یک 8/7آن به 

پیش از هر . مولار بافر فسفات تهیه و در یخچال نگهداري شد

 رقیق شد و به 20بار مصرف، این محلول به نسبت یک به 

استفاده قرار  میلی مولار مورد 50عنوان محلول بافر فسفات 

گرم از پروتئین آب پنیر در مقداري  میلی600با انحلال . گرفت

آب مقطر و در ادامه به حجم رساندن آن در داخل یک بالن 

لیتر گرم در میلی میلی6لیتر، محلول  میلی100ژوژه به ظرفیت 

. پروتئین جهت هیدرولیز آنزیمی در مرحله بعدي آماده شد

 انتخاب 5/12 به 1یم به سوبسترا جهت هیدرولیز، نسبت آنز

محلول پروتئین آماده شده در مرحله قبل در داخل یک . شد

 درجه سلسیوس تحت 45 و 37ماري شیکر دار در دو دماي بن

 قرار گرفت و نمونه برداري rpm 125همزدن پیوسته با دور 

در پایان هر مرحله .  ساعت انجام شد4 و 2از آن در دو زمان 

 درجه 90ن موجود در تیمار با قرارگیري در دماي آنزیم تریپسی

 دقیقه غیرفعال گردید و محلول حاصل 15سلسیوس به مدت 

                دقیقه تحت جداسازي با سانتریفوژ 15به مدت 
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)×g 10,000 (مایع فوقانی حاصل از این مرحله . قرار گرفت

لوله براي هریک از تیمارهاي مورد مطالعه به طور جداگانه در 

 درجه سلسیوس نگهداري -18فالکون وارد شده و در فریزر 

هاي لیوفیلیزه به گردید و در مرحله بعدي جهت تهیه نمونه

. آزمایشگاه مجهز به خشک کن انجمادي منتقل گردید

لیتر با  میلی7تیمارهاي منجمد این مرحله با حداکثر حجم 

ي پس از جمع آور.  ساعت لیوفیلیزه شدند36صرف زمان 

هاي لیوفیلیزه شده به منظور جلوگیري از جذب مجدد نمونه

 درجه - 20ها در دماي هاي بعدي نمونهآب تا انجام آزمون

  .سلسیوس نگهداري شدند

   هیدرولیز آنزیمی به وسیله فیسین - ب

 10 میلی گرم پروتئین در 100پروتئین هاي آب پنیر معادل 

     درجه 37دماي ، pH =6/7(مولار01/0میلی لیتر بافر فسفات

 - L مولار 25/0 میلی لیتر محلول 1. حل شد) سانتی گراد

میلی 1 درجه    سانتی گراد و 57دماي ، pH =7(سیستئین 

 1 مولار و 25/0لیتر محلول اتیلن دي آمین تترا استیک اسید 

 میلی لیتر 3 مولار هیدروکسید سدیم و 25/0میلی لیتر محلول 

 درجه سانتی 37دماي ، pH =7( مولار 1بافر فسفات سدیم 

   میلی لیتر آب مقطر به آن اضافه شد، محلول در 4و ) گراد

 درجه سانتی گراد قرار داده شد و بلافاصله آنزیم 37حمام  

در بافر فسفات )  سوبسترا10آنزیم، 1 (10 به 1فیسین به نسبت 

.  حل شده و به محلول اضافه گردیدpH =7 مولار 1سدیم 

 37 ساعت در دو دماي4 و 2حلول در دو زمان انکوبه کردن م

 درجه سانتی گراد در حمام آب گرم شیکردار با بهم زدن 45و 

 ، ساعت3پس از  ].17و18[ ادامه داشت) rpm120(مداوم 

.  دقیقه غیر فعال شد15 درجه سانتی گراد به مدت 90آنزیم در 

 دقیقه سانتریفوژ 5 به مدت g×10000محلول حاصل در 

 درجه سانتی گراد گذاشته و - 18ایع فوقانی در دمايم. گردید

سپس توسط دستگاه  خشک کن انجمادي به پودر تبدیل 

 . گردید

Table 1 The treatments of the study  
 

Time 
(hours)  

Temperature (degrees 
Celsius) 

Enzyme  Treatment  

2  37 ˚C  trypsin  1  
4  37 ˚C  trypsin  2  
2  45 ˚C  trypsin  3  
4  45 ˚C  trypsin  4  
2  37 ˚C  ficin  5  
4  37 ˚C  ficin  6  
2  45 ˚C  ficin  7  
4  45 ˚C  ficin  8  

  

تعیین ( اندازه گیري گروه آمین هاي آزاد -3-4- 2

  )درجه هیدرولیز

درجه هیدرولیز به وسیله روش اسپکتروفتومتریک تخمین زده 

 ].19[شد 

 :یه گردید به طور روزانه به صورت زیر تهOPA1محلول تازه 

 5/2 میلی مولار ، 100 میلی لیتر سدیم تترا هیدروبورات 25

          درصد 20میلی لیتر محلول سدیم دودوسیل سولفات 

 میلی 1حل شده در  (OPA میلی گرم 40، )وزنی/  وزنی(

 میکرولیتر بتا مرکاپتو اتانول مخلوط شده و 100و ) لیتر متانول

 .لی لیتر رسانده شد می50با آب مقطر به حجم نهایی 

 :تهیه محلول استاندارد

                                                
1 . Ortho Phthaldehyde 

 

 میلی گرم 4( میلی لیتر آب مقطر 15 میلی گرم لوسین در 60

غلظت محلول استاندارد باید در . حل شد) در هر میلی لیتر

منحنی .  میلی گرم در هر میلی لیتر باشد4 تا 1/0دامنه 

 نانومتر در برابر 340استاندارد به صورت جذب در طول موج 

براي ارزیابی . داد میکرومول گروه آمین رسم گردیدتع

پروتئولیز با پروتئین هاي آب پنیر سویا به عنوان سوبسترا 

 5 - 100 میلی مول که حاوي 10 -50معمولا (مقدار کمی 

 در لوله OPA میلی لیتر 1میلی گرم پروتئین است به 

اسپکتروفتومتر اضافه شد و محلول آهسته با وارونه کردن لوله 

 دقیقه در دماي اتاق نگهداري گردید، 2مخلوط شده و براي 

 و بتا OPAگروهاي آلفا آمینو آزاد شده به وسیله هیدرولیز با 

مرکاپتو اتانول واکنش داده و جذب نمونه با دستگاه 

.  نانومتر اندازه گیري شد340اسپکتروفتومتر در طول موج 

رولیز تبدیل مقدار بدست آمده از شاهد کم شده و به درجه هید
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  .گردید

 

جداسازي و خالص سازي پپتیدهاي زیست -3-5- 2

  فعال

-RP) فاز معکوس -روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا

HPLC)  جداسازي و خالص سازي پپتیدهاي زیست براي

 عصاره از گرم  میلی40براي این منظور . فعال استفاده گردید

 میلی 1 در مایشآز لوله یک داخل در شده دراي فریز محلول

% 10 این محلول شامل.شد حل  Aمحلول از لیتر

 .بود آب درTFA اسید فلوراستیک تري% 05/0استونیتریل،

 تحت دقیقه 10 به مدت لوله آزمایش این انحلال، از پس

 45/0فیلتر از  سپس وگرفت قرار xg 14000 سانتریفوژ

  دستگاهبه نمونه  ازμL250  حجم.داده شد عبور میکرون

 ٫ (D-14163KNAUER بالا کارایی با مایع وماتوگرافیکر

Knauer 18ستون روي بر )آلمان C ( 250×21.2 mm, 10 

μm )ل محلو. شد  تزریقB  روي از نمونه شویش براي 

در استو  TFA% 05/0شامل  محلولاین. استفاده شد ستون

 0-80جریان گرادیان  یک.بود آب % 95/49و% 60نیتریل

 دقیقه 100مدت زمان آزمون تقریبی درصد محلول ب طی 

به داخل ستون  mL/min 3/1سرعت جریان . اعمال شد

 نانومتر 220 موج طول در ها نمونه جذب. بودکروماتوگرافی 

 ].20و21[شد   ثبتUV آشکارساز از استفاده با

  اکسیدانی آنتی فعالیت تعیین-3-6- 2

ده از با استفاها فعالیت آنتی اکسیدانی هر یک از فراکسیون 

 μL بر اساس این روش. اندازه گیري شدDPPH  روش 

 μL 1500با )  میلی مولارDPPH) 2/0 از محلول اتانولی500

از محلول اتانولی فراکسیون مورد مطالعه مخلوط شد و سپس 

 دقیقه در دماي اتاق در جاي تاریک نگهداري 30به مدت 

 نانومتر 517سپس جذب محلول حاصل در طول موج . گردید

نمونه شاهد نیز . توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر قرائت گردید

با این تفاوت که در  آن به . در شرایط مشابه و یکسان تهیه شد

جذب این . جاي محلول فراکسیون از آب مقطر استفاده شد

  ].7و22و23[ نانومتر قرائت شد 517محلول نیز در طول موج 

فراکسیون ک از  هر ی براي DPPH رادیکالمیزان مهار کنندگی

  :ها از رابطه زیر محاسبه گردید

  درصد مهارکنندگی رادیکال=جذب شاهد-جذب نمونه × 100 

  جذب شاهد                        

 در واقع روش ساده اي براي کسب اطلاع از DPPHآزمون 

قدرت به دام اندازي رادیکال توسط موادي است که در نمونه 

اقع غلظتی از نمونه است که  در وIC50مقدار . وجود دارد

 نیاز DPPH درصد رادیکال هاي آزاد 50براي به دام اندازي 

کالیبراسیون از طریق رگرسیون خطی  است و از روي منحنی

  .].24[محاسبه و گزارش می شود 

  اندازه گیري فعالیت ضد میکروبی -3-7- 2

اشریشیا کلی و استافیلوکوکوس  فعال سازي باکتري -الف

  اورئوس

 استافیلوکوکوس وPTCC 25922 اشریشیا کلی کتري هاي با

 هر یک به طور مجزا در محیط ATCC 25923اورئوس 

 ساعت 24کشت پلیت کانت آگار کشت داده شدند بعد از

گرمخانه گذاري، کلنی هاي آنها در محیط کشت نوترینیت 

 درجه 37 دقیقه در دماي 15براث کشت داده شدند و به مدت 

 میکرولیتر از این محیط 100سپس . رگرفتندسانتی گراد قرا

کشت به تریپتیک سوي براث انتقال داده شده و مجددا به 

 درجه سانتی گراد گرمخانه 37 ساعت در دماي 24مدت 

  .]25[ گذاري گردیدند

با استفاده از روش مک ) CFU/mL 108× 5/1(تراکم باکتري 

میزان جذب در واقع . فارلند بوسیله اسپکتروفتومتر تعیین شد

           نانومتر 625نور در سوسپانسیون باکتري درطول موج 

  .  بود08/0 -13/0

   بررسی فعالیت ضد میکروبی پپتید هاي زیست فعال- ب

از  هر باکتري به پلیت هاي  CFU/mL 108× 5/1 تراکم 

جهت بررسی . تلقیح شد 2BHAحاوي محیط کشت 

لیوفیلیزه این پپتید ها میکروبی پپتید ها، پودر هاي ضد  فعالیت

 میلی گرم بر  میلی 1در آب حل شده و محتواي پپتید نهایی 

 میلی 100( میکرولیتر از محلول هر پپتید 20. لیتر بدست آمد

به روي دیسک هاي کاغذي در پلیت ها ) گرم بر میلی لیتر

سانتی گراد به   درجه37اضافه شدند و هر پلیت در دماي 

پس . اکتري گرمخانه گذاري گردید ساعت براي هر ب24مدت 

گرمخانه گذاري قطر هاله عدم رشد اندازه گیري   ساعت24از 

   .]26[شد و بر حسب میلی متر گزارش گردید 

جداسازي اجزاي پپتیدي و تعیین جرم - 2-4

  SDS-PAGEمولکولی به روش 

                                                
2. Brain Hearth Infusion Agar 
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به منظور جداسازي بیشتر اجزاي پپتیدي در فراکسیون پپتید 

ترین ویژگی آنتی اکسیدانی و همین طور زیست فعال با بالا

تعیین جرم مولکولی اجزاي پپتیدي از سامانه الکتروفورز و 

بدین منظور از دستگاه .  استفاده شدSDS-PAGEروش 

استفاده )  آمریکاBioRad, Mini ProteinIII٫(الکتروفوز 

. شد و اجزاء پپتیدي براساس جرم مولکولی جداسازي شدند

 درصد ژل جداسازي، با تنظیم 15 شامل شرایط انجام آزمون

 دقیقه و به 20 ولت و انتخاب زمان آنالیز به مدت 20منبع در 

 ولت و ادامه 120دنبال تغییر وضعیت به افزایش پتانسیل تا 

 رنگ آمیزي نوارها با استفاده از . ساعت تنظیم شد20آزمون تا 

: متانول: در حلال آب)  (R-250 0.25% w/v کوماسی بلو

. انجام شد) 45:45:10به نسبت حجمی (سید استیک ا

 ChemiDoc الکتروفورگرام حاصل با استفاده از سیستم

XRS با نرم افزار Image Lab (Bio-Rad)  ثبت و مستند

 به صورت همزمان با KDa5 از نمونه کنترل با جرم .شد

آزمون نمونه استفاده شد و الکتروفورگرام آنها در کنار یکدیگر 

  ].28 و 27[ید ثبت گرد

  آنالیز آماري - 2-5

 با استفاده از تجزیه و تحلیل آماري نتایج درجه هیدرولیز

آنالیز واریانس یک طرفه براي . انجام شدروش فاکتوریل 

تجزیه و تحلیل خواص آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی پپتیدها 

اي  وش آزمون چند دامنهمیانگین ها به ر. به کار گرفته شد

نرم .  درصد مورد مقایسه قرار گرفتند5ح احتمال دانکن در سط

  .  استفاده شدSPSS 22.0افزار 

  

   نتایج وبحث- 3

 نتایج حاصله از ترکیبات شیمیایی آب - 3-1

  پنیر سویا

 ترکیب شیمیایی آب پنیر سویا مشخص گردیده 2در جدول 

  .است

Table 2 Chemical composition of soy whey * (mean± standard deviation) 
Chemical composition of soy whey  

4.67±0.02 pH 
1.03±0.03 Acidity (percentage in terms of lactic acid) 
0.27±0.02 Fat (%) 
1.06±0.04 Ash (%) 
2.92±0.03 Dry matter (gr /100gr) 
0.93±0.04  Protein (gr /100gr)  

 

  آب پنیر سویاجدا سازي پروتئین -1-1- 3

پروتئین  غلظت آب پنیر سویا،جدا سازي پروتئین ز پس ا

  .بود  μg/ml (6/50±0/02(اندازه گیري شد و مقدار آن 

 )تعیین درجه هیدرولیز(اندازه گیري گروه آمین هاي آزاد  2- 3

 8 بیشترین درجه هیدرولیز متعلق به تیمار 3مطابق با جدول 

 45دما  فیسین در هیدرولیزات پروتئینی تهیه شده به وسیله(

بود که با سایر تیمارها )  ساعت4درجه سانتی گراد و زمان 

و کمترین درجه هیدرولیز ) p≥05/0(اختلاف معنی دار داشت 

 هیدرولیزات پروتئینی تهیه شده به وسیله (1متعلق به تیمار 

بود که )  ساعت2 درجه سانتی گراد و زمان 37تریپسین در دما 

در واقع ). p≥05/0(ار داشت با سایر تیمارها اختلاف  معنی د

با افزایش دما و زمان هیدرولیز، درجه هیدرولیز افزایش پیدا 

نمود، همچنین هیدرولیز به وسیله فیسین بیشتر از تریپسین 

به ) 1394(اسماعیل پور،  در یک بررسی مشابه .صورت گرفت

جدا سازي و بررسی خواص زیست فعال پپتید هاي حاصل از 

یر بز پرداخت و گزارش نمود که هیدرولیز هیدرولیز آنزیمی ش

   قطعات  آمدن وجود به   باعث  فیسین به وسیله تریپسین و 

  

 پپتیدي می شود که از نمونه هیدرولیز نشده به طور معناداري 

تعداد گروه آمین نشان می دهد که هیدرولیز . بیشتر است

کازئین به وسیله فیسین بیشتر صورت گرفته است و تریپسین 

نتایج این . موفق بوده استر هیدرولیز پروتئین آب پنیر د

به طور  ].29[مطالعه با نتایج پژوهش انجام گرفته مطابقت دارد 

پپتید به بررسی  هیدرولیز آنزیمی ) 1394(مشابه، میرزایی، 

ساکارومایسس هاي زیست فعال حاصل از پروتئین هاي مخمر 

 و تریپسین سیله پرداخت و دریافت که هیدرولیز به وسروزیه

باعث به وجود آمدن قطعات پپتیدي می شود که کیموتریپسین 

]. 30[از نمونه هیدرولیز نشده به طور معناداري بیشتر است 

در بررسی  هیدرولیز ) 1397( همچنین کرمی و همکاران،

 نتایج آنزیمی پروتئین جوانه گندم با استفاده از آنزیم پپسین به

یک بررسی مشابه دیگر، کریمی و  در ].31[ مشابهی رسیدند

به بررسی هیدرولیز آنزیمی پروتئین آب ) 2022(همکاران 

 و دریافتند که ماست با استفاده از پپسین و تریپسین پرداختند

قدرت هیدرولیز پروتئین آب ماست توسط آنزیم تریپسین 

  ].32 [ بیشتر از آنزیم پپسین می باشد
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 Table 3 Degree of hydrolysis of the studied samples * (mean± standard deviation) 
Degree of hydrolysis (Percentage) Treatment 

11.10±0.30 g T1 

13.80±0.20 f T2 

14.10±0.10 f T3 

17.30±0.30 e T4 

21.10±0.20 d T5 

23.30±0.30 c T6 

25.00±0.40 b T7 

29.30±0.20 a T8 

Dissimilar small letters indicate a significant difference in the column (p <0.05).  
T1: trypsin, 37 ° C, 2 hours, T2: trypsin, 37 ° C, 4 hours, T3: trypsin, 45 ° C, 2 hours, T4: trypsin, 45 ° C, 4 
hours. T5: Ficin, 37 ° C, 2 hours T6: Ficin, 37 ° C, 4 hours, T7: Ficin, 45 ° C, 2 hours, T8: Ficin, 45 ° C, 4 

hours. 

جدا سازي و خالص سازي فراکسیون - 3-3

  هاي پپتیدي

 مربوط RP-HPLC  کروماتوگرام هاي 8 الی 1در شکل هاي 

به فراکسیون هاي پپتیدي جداسازي شده از تیمارهاي مخلف 

 . مشخص گردیده اند

 
Fig 1 RP-HPLC chromatogram for recording different 

fractions of peptides isolated for Treatment1   

 تریپسین در دماي هیدرولیزات پروتئینی حاصل از (1در تیمار 

 و T1F3  پیک هاي) ساعت2 درجه سانتی گراد و زمان 37

T1F4 به عنوان پیک هاي شاخص انتخاب شدند.  

 
Fig 2 RP-HPLC chromatogram for recording different 

fractions of peptides isolated for treatment 2 

 تریپسین در دماي هیدرولیزات پروتئینی حاصل از (2در تیمار 

و T2F8 پیک هاي ) ساعت4 درجه سانتی گراد و زمان 37

T2F10به عنوان پیک هاي شاخص انتخاب شدند .  

 
Fig 3 RP-HPLC chromatogram for recording different 

fractions of peptides isolated for treatment 3 

 تریپسین در دماي هیدرولیزات پروتئینی حاصل از (3در تیمار 

 و T3F4  پیک هاي ) ساعت2 درجه سانتی گراد و زمان 45

T3F8به عنوان پیک هاي شاخص انتخاب شدند . 
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Fig 4 RP-HPLC chromatogram for recording different 

fractions of peptides isolated for treatment 4 

 تریپسین در دماي هیدرولیزات پروتئینی حاصل از (4در تیمار 

 و  T4F5 پیک هاي ) ساعت4 درجه سانتی گراد و زمان 45

T4F7به عنوان پیک هاي شاخص انتخاب شدند .  

 
Fig 5 RP-HPLC chromatogram for recording different 

fractions of peptides isolated for treatment 5 

 
 فیسین در دماي هیدرولیزات پروتئینی حاصل از (5در تیمار 

  و  T5F4پیک هاي  ) ساعت2 درجه سانتی گراد و زمان 37

T5F5  عنوان پیک هاي شاخص انتخاب شدند به. 

 
Fig 6 RP-HPLC chromatogram for recording different 

fractions of peptides isolated for treatment 6 
 

 فیسین در دماي هیدرولیزات پروتئینی حاصل از (6یمار در ت

و  T6F4 پیک هاي ) ساعت4 درجه سانتی گراد و زمان 37

T6F7 عنوان پیک هاي شاخص انتخاب شدندبه.  

 فیسین در دماي هیدرولیزات پروتئینی حاصل از (7در تیمار 

 و  T7F4 پیک هاي ) ساعت2 درجه سانتی گراد و زمان 45

T7F7یک هاي شاخص انتخاب شدندبه عنوان پ.  

 
 

 
Fig 7 RP-HPLC chromatogram for recording different 

fractions of peptides isolated for treatment 7  
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Fig 8 RP-HPLC chromatogram for recording different 

fractions of peptides isolated for treatment 8 

 فیسین در دماي ینی حاصل ازهیدرولیزات پروتئ (8در تیمار 

 به  .شاخص پیک هاي)  ساعت4 درجه سانتی گراد و زمان 45

    انتخاب شدندT8F7و  T8F4پیکعنوان 

 اکسیدانی آنتی فعالیتبررسی - 3-4

پپتیدهاي حاصل از هیدرولیز پروتئین فعالیت آنتی اکسیدانی 

بر مبناي کاهش رنگ آب پنیر سویا به وسیله تریپسین و فیسین 

 داراي پپتیدهاي حاصله.   تعیین گردیدDPPHدیکال را

در خصوص فعالیت آنتی . فعالیت آنتی اکسیدانی بودند

پپتیدها اکسیدانی پپتیدهاي زیست فعال باید متذکر شد که 

هاي  کنندگی یون هاي آزاد، شلاته نقش مهمی در مهار رادیکال

 ترکیبات و. ها دارند فلزي و جلوگیري از اکسیداسیون چربی

ساختار خاص پپتیدها، اتصالات پپتیدي و همچنین خاصیت 

ها مؤثر  گریزي پپتیدها، در ویژگی آنتی اکسیدانی آن آب

علاوه براین، وجود برخی از آمینواسیدها و موقعیت . باشد می

ها در ساختار پپتیدها نیز نقش بسزایی در فعالیت  قرارگیري آن

 فراکسیون 4س جدول بر اسا]. 33[اکسیدانی پپتیدها دارد  آنتی

T4F7 ) هیدرولیزات پروتئینی تهیه فراکسیون هفتم حاصل از

 درجه سانتی گراد و زمان 45 تریپسین در دماي شده به وسیله

بیشترین درصد (بالاترین فعالیت  آنتی اکسیدانی )  ساعت 4

در یک  .را داشت) IC50  و کمترین DPPHمهار رادیکال 

جدا سازي و بررسی به ) 1394(اسماعیل پور بررسی مشابه، 

خواص زیست فعال پپتید هاي حاصل از هیدرولیز آنزیمی شیر 

بز پرداخت و گزارش داد هر دو نمونه کازئین و پروتئین هاي 

آب پنیر پس از هیدرولیز با هر دو آنزیم تریپسین و فیسین و 

مخلوطی از هر دو آنزیم، نسبت به نمونه هیدرولیز نشده خود، 

 همچنین ].29[ ت آنتی اکسیدانی بیشتري می باشندداراي فعالی

به مطالعه هیدرولیز آنزیمی کازئین ) 2011(سلامی و همکاران 

بهترین فراکسیون با بیشترین فعالیت آنتی . شیر شتر پرداختند

. اکسیدانی در هیدرولیز کازئین به وسیله فیسین صورت گرفت

 DPPHال این امر باعث افزایش فعالیت مهار کنندگی رادیک

که با نتایج بدست آمده از تحقیق حاضر مطابقت دارد شد  

نیز به تولید ) 2015(کوسومانینگتیاس و همکاران ]. 34[

پپتیدهاي زیست فعال حاصل از هیدرولیز آب پنیر تولیدي از 

 پپتیدهاي شیر بز به وسیله  پروتئاز پرداختند و اعلام نمودند

 باشند که با نتایج حاصله داراي خواص آنتی اکسیدانی می

همچنین ]. 35 [بدست آمده از تحقیق حاضر مطابقت دارد

به تولید پپتیدهاي زیست فعال از آب  )2019(کمپو و همکاران 

پنیر مکزیکی  با استفاده از تریپسین پرداختند و گزارش دادند 

]. 36 [پپتید هاي حاصله داراي فعالیت آنتی اکسیدانی می باشند

نیز در بررسی پیرامون ) 2021(می و همکاران علاوه بر این کری

تولید پپتیدهاي زیست فعال از آب ماست به وسیله آنزیم هاي 

  ].9[پپسین و تریپسین، به نتایج مشابهی رسیدند 

 
Table 4  Antioxidant activity of peptide fractions of the studied samples * (mean± standard 

deviation))   

Treatment  
IC50 

(µg/ml) 
Inhibitory percent of DPPH 

T1F3 156.73±0.50 e 37.10±0.30 k 
T1F4 145.83±0.40 g 38.80±0.20 i 
T2F8 130.85±0.50 h 41.30±0.30 h 

T2F10 100.80±0.40 j 49.10±0.20 d 
T3F4 130.81±0.51 h 42.80±0.20 g 
T3F8 126.40±0.60 i 44.00±0.40 f 
T4F5 88.75±0.25 l 60.30±0.30 b 
T4F7 70.01±0.50 m 64.90±0.30 a 
T5F4 225.12±0.41 a 21.10±0.10 o 
T5F5 188.41±0.60 c 27.50±0.50 m 
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T6F4 209.56±0.30 b 25.50±0.40 n 
T6F7 157.42±0.4 e 29.10±0.10 l 
T7F4 170.31±0.6 d 29.10±0.20 l 
T7F7 151.30±0.60 f 38.10±0.20 j 
T8F4 100.80±0.40 j 44.60±0.03 e 
T8F7 93.75±0.25 k 49.90±0.10 c 

Dissimilar small letters indicate a significant difference in the column (p <0.05).  
  

  بررسی فعالیت ضد میکروبی- 3-5

خاصیت ضد میکروبی پپتید هاي جدا شده حاصل از هیدرولیز 

 فیسین علیه  تریپسین وآنزیمی آب پنیر سویا به وسیله آنزیم 

 .تعیین گردیداشریشیا کلی و استافیلوکوکوس اورئوس باکتري 

  بیشترین قطر هاله عدم رشد در برابر5بر اساس جدول 

 mmبه ترتیب برابر بااستافیلوکوکوس اورئوس  اشریشیا کلی و

  T4F7 تعیین گردید که مربوط به فراکسیون 15 و 7 

 وتئینی تهیه شده به وسیلههیدرولیزات پرفراکسیون هفتم (

بود و )  ساعت4 درجه سانتی گراد و زمان 45تریپسین در دما 

). p≥05/0(بین این دو قطر اختلاف معنی دار وجود داشت 

 استافیلوکوکوس اورئوسکمترین قطر هاله عدم رشد در برابر 

             تعیین شد که مربوط به فراکسیونmm8برابر با

T7F7  )هیدرولیزات پروتئینی تهیه شده به تم فراکسیون هف

)  ساعت2 درجه سانتی گراد و زمان 45 فیسین در دما وسیله

اشریشیا در حالیکه کمترین قطر هاله عدم رشد در برابر . بود

مشاهده شد و بین این دو قطر   فراکسیون11در  )mm5(کلی

 اثر ضد ).p≥05/0(نیز اختلاف معنی دار وجود داشت 

استافیلوکوکوس ون هاي پپتیدي در برابر میکروبی فراکسی

در خصوص اثر ضد  . بوداشریشیا کلی بیشتر از اورئوس

این پپتید ها  میکروبی پپتیدهاي زیست فعال باید متذکر شد که

با تشکیل ساختار هاي آمفی پاتیک در سطح غشاء میکروب ها 

سبب نفوذ در غشا و اختلال در عملکرد غشا میکروب شده و 

یق فعالیت ضد میکروبی خود را نشان می دهند از این طر

به ) 2010(در یک بررسی مشابه، پریتچارد و همکاران ]. 37[

شناسایی پپتید هاي فعال زیستی در پنیر چدار تجاري پرداختند 

 کیلو 10و دریافتند که پپتید هاي با وزن مولکولی کمتر از 

 و اشریشیا کلیدالتون فعالیت مهار کنندگی بالایی علیه 

همچنین تئولیر و همکاران ]. 38[ دارند باسیلوس سرئوس

به بررسی فعالیت ضد میکروبی پپتید هاي حاصل از ) 2013(

هیدرولیز پروتئین هاي آب پنیر پرداختند و  گزارش دادند که 

 هضم پروتئین هاي آب پنیر به وسیله تریپسین پپتید حاصل از

 و تریا ایوانوويلیسوکیمو تریپسین فعالیت ضد میکروبی علیه 

 هضم به  پپتیدهاي حاصل از نشان نمی دهند ولیاشریشیا کلی

کریمی و ]. 39[فعالیت ضد میکروبی بالایی دارند وسیله پپسین 

نیز در بررسی پیرامون تولید پپتیدهاي زیست ) 2021(همکاران 

فعال از آب ماست، گزارش دادند که فراکسیون هاي پپتیدي 

، اشریشیا کلیدر برابر حاصله اثر ضد میکروبی 

لیستریا  و استافیلوکوکوس اورئوس، سالمونلا تیفی موریوم

  ].9[ دارند منوسیتوژنز

Table 5 Diameter of growth inhibition zone of peptide fractions against Escherichia coli and 
Staphylococcus aureus * (mean± standard deviation)  

Treatment  
Diameter of growth inhibition 

zone against Escherichia 
coli(mm) 

Diameter of growth inhibition 
zone against Staphylococcus 

aureus(mm) 
T1F3 6.00±1.00 gh 11.00±1.00 bc 
T1F4 6.00±0.00 gh 12.00±1.00 b 
T2F8 6.00±1.00 gh 12.00±1.00 b 

T2F10 5.00±0.00 h 11.00±1.00 bc 
T3F4 5.00±0.00 h 10.00±1.00 cd 
T3F8 6.00±1.00 gh 11.00±0.00 bc 
T4F5 5.00±0.00 h 12.00±0.00 b 
T4F7 7.00±1.00 fg 15.00±1.00 a 
T5F4 5.00±0.00 h 9.00±1.00 de 
T5F5 5.00±0.00 h 9.00±0.00 de 
T6F4 5.00±0.00 h 10.00±1.00 cd 
T6F7 5.00±0.00 h 9.00±1.00 de 
T7F4 5.00±0.00 h 10.00±1.00 cd 
T7F7 5.00±0.00 h 8.00±1.00 ef 
T8F4 5.00±0.00 h 10.00±1.00 cd 
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T8F7 5.00±0.00 h 10.00±1.00 cd 
Dissimilar small letters indicate a significant difference in the column (p <0.05). 

  

نتایج جداسازي اجزاي پپتیدي و تعیین - 3-6

 م مولکولیجر

 تصویر الکتروفورگرام مربوط به جداسازي اجزاي 9در شکل 

پپتیدي در فراکسیون پپتید زیست فعال منتخب با بالاترین 

مربوط به نمونه ) T4F7تیمار (ویژگی آنتی اکسیدانی 

در این تصویر . هیدرولیز آب پنیر سویا نشان داده شده است

 پپتیدهاي تعدادي لکه ظاهر شده که مربوط به جداسازي

مختلف می باشد که مقایسه آن در کنار الکتروفورگرام مربوط 

به نمونه کنترل مثبت به وضوح نشان دهنده وجود پپتیدهاي با 

 50 کیلو دالتون و کمتر از 10 تا 5جرم ملکولی غالبا در حدود 

هاي مطلوب آنتی  که عامل اصلی بروز ویژگیکیلو دالتون است

همچنین در این . به شمار می رونداکسیدانی در این تیمار 

تصویر تعداد دیگري از پپتیدهاي زیست فعال در جرم هاي 

مولکولی بالاتر نیز وجود دارند که میتواند به اگلومراسیون 

پپتیدها و ظهور در جرم هاي مولکولی بالاتر پیش از زمان 

به بررسی استخراج و ) 1392( دانشمند .آزمون مربوط باشد

 .ید ضد میکروبی جدید از گیاه عناب پرداختخالص سازي پپت

آنالیز الگوي الکتروفورزي عصاره خام و پپتید هاي خالص 

 انجام شد و یک باند SDS-PAGEشده  با استفاده از 

 کیلو دالتون بدست آمد 8/5پروتئینی با وزن ملکولی کمتر از 

به شناسایی و تولید پپتید ) 2020(پانچال و همکاران ]. 40[

تی اکسیدانی مشتق شده از تخمیر شیر بز توسط هاي آن

به منظور بررسی وزن ملکولی . لاکتوباسیلوس فرمنتوم پرداختند

وجود .  استفاده کردندSDS-PAGEپپتید ها از روش 

 کیلو دالتون 315 تا 10پپتیدهاي با جرم ملکولی غالبا در حدود 

  کیلو دالتون در شیر بز51 تا 10در شیر بز تخمیر نشده و 

  ].41[تخمیر شده گزارش شد 

 
Fig 9 SDS-PAGE analysis of bioactive peptide 

*The columns from left to right are sample 
(bioactive peptide) and positive control, 

respectively. 
  

   نتیجه گیري- 4

در این مطالعه با بکار گیري دو آنزیم پروتئولیتیک فیسین و 

حاصل از آب  ایجاد و جدا سازي پپتید هاي تریپسین امکان

بررسی پنیر سویا که داراي خواص زیست فعال می باشند، 

پس از افزودن این دو آنزیم، هیدرولیزات هاي پروتئینی . گردید

فاز -  بالابه دست آمده با روش کروماتوگرافی مایع با کارایی

معکوس تفکیک شده و فراکسیون هاي بدست آمده براي 

 این فراکسیون .عالیت هاي زیستی جمع آوري گردیدبررسی ف

. ها فعالیت آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی خوبی نشان دادند

فراکسیون هفتم حاصل از هیدرولیزات  (T4F7 فراکسیون

 درجه سانتی 45پروتئینی تهیه شده به وسیله تریپسین در دماي 

د داراي بالاترین خواص آنتی اکسیدانی و ض)  ساعت4گراد و 

میکروبی بود، بنابراین این فراکسیون به عنوان فراکسیون برتر 

الکتروفورگرام مربوط به جداسازي اجزاي . در نظر گرفته شد

نشان ) T4F7(پپتیدي در فراکسیون پپتید زیست فعال منتخب 

 10 تا 5داد که وجود پپتیدهاي با جرم ملکولی غالبا در حدود 

عامل اصلی بروز لتون  کیلو دا50کیلو دالتون و کمتر از 

هاي مطلوب آنتی اکسیدانی در این تیمار به شمار می ویژگی

  .رود
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Today, special attention is paid to the use of bioactive peptides in the 
production of functional foods and drugs. In the present study, isolation 
and evaluation of bioactive properties of peptides derived from 
enzymatic hydrolysis of soy whey were investigated. For enzymatic 
hydrolysis of soy whey protein, two types of enzymes, ficin and 
trypsin, were used at temperatures of 37 °C and 45 °C and at times of 2 
and 4 hours. Then, the obtained protein hydrolysates were separated by 
reverse phase- high performance liquid chromatography and the 
obtained fractions were collected for biological activity. Statistical 
analysis of hydrolysis degree results was conducted by factorial 
method. One-way analysis of variance was used to analyze the results 
of the bioactive properties of peptides. The means were compared by 
Duncan's multiple range test at 5% probability level. Based on the 
results, peptide fractions had good antioxidant activity and also showed 
antimicrobial effect against Escherichia coli and Staphylococcus 
aureus. The T4F7 fraction (the seventh fraction obtained from trypsin-
prepared protein hydrolyzate at 45 °C for 4 hours) had the highest 
antioxidant and antimicrobial properties. Therefore, this fraction was 
considered as the superior fraction. Electrophoregram of separation of 
peptide components in the selected bioactive peptide fraction (T4F7) 
showd that the presence of peptides with a molecular mass often of 
about 5 to 10 kDa and Less than 50 kDa is the main cause of desirable 
antioxidant properties in this treatment. Therefore, soy whey peptide 
can be used as a functional ingredient and natural preservative in food 
products. 
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