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 استرس و دیابت کنترل در نوین هاي استراتژي از ها آن  متابولیت و  لاکتوباسیل هاي سویه از استفاده مروزها

 اکسیدانی آنتی و دیابتی ضد هاي ویژگی بررسی هدف با حاضر مطالعه اینرو از. است اکسیداتیو

 ها نمونه. شد انجام بولگاریکوس زیرگونه دلبروکی لاکتوباسیلوس باکتري کشت از حاصل هاي متابولیت

          تخمیري شیر سرم ،)CFE (سلولی شکسته اجزاي ،)CFS (تخمیري کشت محیط روماند شامل

)CFS-FM (اولترافیلتراسیون از شده جداسازي فعال زیست پپتیدهاي و) kDa10,5,3 (ارزیابی مورد 

 غیرتخمیري نمونه با مقایسه در) FM (تخمیري شیر پروتئین پروتئولیز در باکتري توانایی. گرفتند قرار

)NFM (اورتوفتالدئید روش با) OPA (آلفا هاي آنزیم مهار اساس بر دیابتی ضد فعالیت. شد ارزیابی 

 پیکریل-1-فنیل دي-2،2 مهار روش با اکسیدانی آنتی فعالیت. شد گیري اندازه گلوکوزیداز آلفا و آمیلاز

. شد ارزیابی) ABTS (اسید سولفونیک -6-لیناتیلبنزوتیازو- 4-آزینوبیس-2و1 و) DPPH (هیدرازیل

 را%) 6/26 (گلوکوزیداز آلفا و%) 25 (آمیلاز  آلفا هاي آنزیم تخمیري، شیر سرم نمونه که دادند نشان نتایج

 ،)گرم میلی816/13 (بالاتر پروتئینی محتواي با کیلودالتون 10 از بالاتر جزء پپتیدي، اجزاي بین در. کرد مهار

 نسبت). p>05/0 (داشت را%) 54 (گلوکوزیداز آلفا و) 80/%64 (آمیلاز آلفا آنزیم مهار یزانم بیشترین

 پپتیدي اجزاي سایر به نسبت بیشتري مهارکنندگی کیلودالتون 3-5 جزء داد نشان)  IER(مهار کارایی

 را یدازگلوکوز آلفا آنزیم سلولی شکسته اجزاي و تخمیري کشت محیط روماند همچنین). p>05/0 (داشت

 هاي رادیکال مهار شد مشاهده اکسیدانی آنتی خاصیت زمینه در. کردند مهار%  25 و% 50 میزان به ترتیب به

 کیلودالتون 3-5 پپتیدي اجزاي). p>05/0 (دارد افزایش غیرتخمیري سرم به نسبت تخمیري سرم آزاد

 را ABTS و  DPPHآزاد هاي ادیکالر مهار میزان بیشترین%) 63/43 (کیلودالتون10 از بالاتر و%) 85/80(

) پروتئین گرم میلی/ ترولوکس میکرومول (ترولوکس معادل پپتیدي اجزاي اکسیدانی آنتی ظرفیت. داشتند

 مهار توانایی). p>05/0 (داشت را اکسیدانی آنتی فعالیت بیشترین کیلودالتون 3 از کمتر جزء داد نشان

 نشاندهنده نتایج این. شد مشاهده تخمیري کشت محیط روماند و سلول شکسته اجزاي در آزاد هاي رادیکال

 .است آن عملکردي نقش و آغازگر کشت بعنوان دلبروکی لاکتوباسیلوس کاربرد اهمیت

 

رانیا ییغذا عیصنا و علوم مجله                              
 

www.fsct.modares.ac.ir  مجله تیسا:   

 پژوهشی_مقاله علمی
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  مقدمه - 1

 است که به یک مشکل بزرگ در دیابت یک اختلال متابولیک

 ياترکیب و عملکرد میکروبیوت و سراسر جهان تبدیل شده است

ها،  پروبیوتیکبا توجه به اینکه . ]2و1 [دهد میروده را تغییر 

توانند عملکرد میکروبیوتاي  میغذاهاي تخمیري ها و  بیوتیک پري

 درجدید   استراتژيیک به عنوان اخیراً ،  بهبود بخشند راروده

محققین  .]3[ ند ا مورد توجه قرار گرفته مدیابت نوع دوکنترل 

وجود بدلیل  را تخمیري شیر بویژه د متعدتخمیريمحصولات 

روماند محیط هاي  نمونهخطر و حتی   بیپپتیدهاي زیست فعال

نجش پتانسیل جهت سرا  1 ام آر اس محیط کشتاز جملهکشت 

 .]5-4[ اند همورد استفاده قرار دادلاکتیکی هاي  ضد دیابتی سویه

  شیر غیرفعال هستندهاي والی پروتئیندر ت پپتیدهاي زیست فعال

 متفاوت از جمله فرایند تخمیر و بواسطه فعالیتهاي   روشبا و

نه تنها  بنابراین .]6[د شون آزاد میها  میکروارگانیسمپروتئولیتیک 

 ها آنکه پپتیدهاي مشتق شده از هاي آب پنیر، بل  و پروتئین کازئین

در بدن یزیولوژیکی عملکردهاي فباعث بهبود توانند  مینیز 

 پپتیدهاي تولیددر  هاي اسید لاکتیک باکتري توانایی .]7 [شوند

 آلفا آمیلاز و هاي آلفا آنزیم کنندگیهارمبا  زیست فعال

 .]10-8[ گزارش شده است در تحقیقات متفاوتی ازگلوکوزید

پپتیدهاي مشتق شده از قوي نقش گروهی از تحقیقات 

تأیید  هاي اکسیداتیو ز آسیب در جلوگیري ارا هاي غذایی فرآورده

هاي آزاد  رادیکالاز سوي دیگر نقش مهارکنندگی  .]11[ اند  هکرد

 به اثبات پیامدها و عوارض دیابتو استرس اکسیداتیو در کنترل 

غذایی مواد  موجود در یاکسیدان پپتیدهاي آنتی .]12[ رسیده است

هاي  ، نقشی حیاتی در حفظ سیستمهاي آزاد با مهار رادیکال

زیستی مشتق شده پپتیدهاي  از اینرو .]5[ دارند ها دفاعی ارگانیسم

در نظر غذایی  هاي نوین اکسیدان آنتیاز پروتئین شیر به عنوان 

 آغازگرهاي  تخمیر شیر با باکترياز آنجا که  .]6[ دنشو گرفته می

خصوصیات لوب در مط اتباعث تغییر ،لبنیمحصولات در تولید 

د  مورهاي لاکتوباسیل سویهو  ]13[ده ششیر حسی و کیفی 

 درد پپتیدهاي زیست فعال  بر تولیها اثر آن چگونگی واستفاده 

 ارزیابیبا هدف  این مطالعهخواص محصول نقش کلیدي دارند، 

کننده   متابولیزه  آنزیم دومهاربر اساس  خصوصیات ضد دیابتی

                                                           
1. De Man, Rogosa and Sharpe  

ترکیبات حاصل از کشت  آنتی اکسیدانی نقش و ها کربوهیدرات

به  و  شیر درنه بولگاریکوسزیرگو لاکتوباسیلوس دلبروکیسویه 

. قرار گرفتطور مشخص پپتیدهاي زیست فعال مورد بررسی 

اجزاي شکسته سلولی و روماند محیط کشت تخمیري نیز جهت 

بررسی منشاء و نقش سوبسترا در ایجاد این خواص مورد 

  . قرار گرفته استملاحظه

  

  ها مواد و روش - 2

  اولیه  مواد-1- 2

،  تهرانکاله از شرکت  چربیدرصد 5/1 )فرادما(استریلیزه  شیر 

 EC( گلوکوزیدازآنزیم آلفا، )EC 3.2.1.1 (آلفا آمیلازآنزیم 

 دي-2و2 ،گلوکوپیرانوزید یتروفنیل آلفا ديپاران، )3.2.1.20

 بنزوتیازولین-4-آزینوبیس-2و1هیدازیل، پیکریل -1فنیل

 ,USA(از شرکت سیگما  اورتوفتالدئید، سولفونیک اسید-6-اتیل

Sigma (مرك  از شرکتمواد با درجه آزمایشگاهی سایر  و

)Germany, Merck (شدند تهیه. 

سازي  آمادهو باکتریایی  سویهفعالسازي  -2- 2

  ها نمونه

گونه زیر لاکتوباسیلوس دلبروکی  سویهازحاضر  پژوهشبراي 

 محصول ماست جدا شده از )PTCC1900( بولگاریکوس

 این سویه .دشاستفاده ن روستاي دودانگه استان خوزستامحلی 

و جهت ارزیابی خواص سویه ابتدا در محیط کشت ام آر اس 

هاي مورد  نمونه. مورد سنجش قرار گرفتسپس در شیر تخمیري 

مهار آنزیم آلفا آمیلاز و آلفا فعالیت سنجش آزمون براي 

 روماند محیط کشتشامل آنتی اکسیدانی خاصیت   وگلوکوزیداز

رسوب از پس جدا شده ام آر اس   کشت مایع رویی( تخمیري

عصاره سلولی بدست آمده از (اجزاي شکسته سلولی  ،)باکتري

 اجزاي پپتیديو سرم شیر تخمیري  ،)پس از سونیکاسیون باکتري

پس از  ها، سازي نمونه  براي آماده.دنباش بدست آمده از آن می

 درجه -80از فریزر لاکتوباسیلوس دلبروکی خروج باکتري 

لیتر محیط   میلی10به  کشت ذخیره  میکرولیتر از100، سلسیوس

 ساعت در 48و به مدت گردید تلقیح  کشت ام آر اس مایع

  تا باکتري فعالگردیدگذاري  نه گرمخاآئروفیل میکروشرایط
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)CFU/ml 107( دقیقه با سـرعت 15به مدت   سپس.شد g 

، Universal(سانتریفوژ سلسیوس  درجه 4در دماي  2010×

Germany( پس از آن .شد،pH    مایع رویی حاصل)روماند( 

 ،اجزاي شکسته سلولیبراي تهیه  .]5 [گردیدتنظیم  4/7 بر روي

  ازپسشسته و   pH)=4/7( بافر فسفات بازیرین رسوب 

فراز طب ( اولتراسونیکدستگاه دیواره سلولی توسط ، سانتریفوژ

  سپسو شکسته)  پالس5-8( کیلووات100با توان  )ایران ،تجهیز

سانتریفوژ سلسیوس  درجه 4 دقیقه در 20 به مدت g ×12000 در

شکسته شده جهت آزمایش مورد استفاده  عصاره سلولی شد و

 توده زیستی ،تخمیريشیر  سرم نمونهبراي تهیه .]5[ قرار گرفت

پس از ) حجمی/حجمی% 1(از پیش کشت  بدست آمده

 درجه 37در  ز آن بعد ا ولیتر شیر اضافه  میلی100به سانتریفوژ 

نمونه   pH و سپسگرماگذاري شد ساعت 48به مدت  سلسیوس

محلول و تنظیم  6/4  مولار بر روي1سود /  اسیدکلریدریکتوسط

  درجه20دقیقه در دماي  15به مدت  g× 20000 درحاصل 

هاي  ئینپس از جداسازي پروت. سانتریفوژ گردید سلسیوس

 pH تایج آزمایش، در ن pHرسوب داده شده جهت عدم تداخل

) سرم تخمیري( مایع حاصل . رسید6ها با کربنات کلسیم به  نمونه

اجزاي . ]8[ هاي بعدي مورد استفاده قرار گرفت جهت ارزیابی

غشاهاي تخمیري توسط شیر سرم  حاصل ازپپتیدي

 10 و5، 3با دامنه عبوري  )Sartorius، USA( اولترافیلتراسیون

  .]14[ شدندجداسازي کیلودالتون 

  محلول گیري محتواي پروتئین ندازها-3- 2

ابتدا محلول ،  روش لوريبه گیري میزان پروتئین براي اندازه

 5/0، )%1(سولفات مس  لیتر میلی 5/0شیمیایی از ترکیب 

لیتر کربنات سدیم   میلی25 ،)%2(لیتر سدیم پتاسیم تارتارات  میلی

 500سپس.  حاصل شد نرمال1/0 سود لیتر میلی 25و %) 2(

شیمیایی مخلوط  لیتر از محلول  میلی5/2 با  از نمونه کرولیترمی

در دماي محیط و مکان تاریک قرار داده  دقیقه 10 بمدت گردید و

به رقیق شده با آب فولین رولیتر محلول  میک250 سپس. شد

 750 طول موج  دريدقیقه جذب نور 30 پس از. نمونه اضافه شد

ین با مقایسه میزان جذب با ر پروتئمقدا . شدگیري اندازهنانومتر 

 میکروگرم در 0- 100( گاوي ینسرم آلبوم استانداردمنحنی 

  .]15[ گردیدمحاسبه ) لیتر میلی

  فعالیت پروتئولیتیکگیري  اندازه-4- 2

 گیري اندازه) OPA( روش اورتوفتالدئید با یتیکئولفعالیت پروت

 1حاوي وله میکرولیتر از نمونه به ل 20 براي انجام آزمون. شد

 340جذب در طول موج. گردید اضافه OPA محلوللیتر  میلی

در معادله استاندارد   و پس از قرار دادنشدگیري  نانومتر اندازه

 آمین آزاد در مقایسه  میزان)لیتر گرم در میلی  میلی25/0- 4( لوسین

  .]16[ گرفته شد  اندازه و میزان هیدرولیز شد با لوسین محاسبه

به روش  دیابتیگیري فعالیت ضد  اندازه -5- 2

  مهار آنزیمی

  آلفا آمیلاز مهار آنزیم  روش -5-1- 2

                  از آنزیم آلفا آمیلاز  میکرولیتر 400 در این روش

)≥5 units/mg( در بافر فسفات )9/6=pH(  کرولیتر  می200با

 %)1 ( میکرولیتر سوبستراي نشاسته400سپس  مخلوط شد نمونه

 به سلسیوس درجه 25واکنش در دماي . ط اضافه گردیدبه مخلو

لیتر از معرف دي   میلی1 و با افزودن گرفت دقیقه انجام 10مدت 

در تحت گرما مخلوط واکنش و قرار دادن  نیتروسالیسیلیک اسید

 واکنش متوقف شد دقیقه 15به مدت  سلسیوس درجه 100دماي 

 قند آزاد شده در .شدلیتر آب مقطر رقیق   میلی10 با  نمونهسپس

، BioTek( نانومتر توسط میکروپلیت ریدر 540طول موج 

USA (طبق فرمول مهارکنندگیدرصد گیري شد و  اندازه )1( 

  .]8[ گردیدمحاسبه 

  )1(فرمول 

   کنندگیدرصد مهار=  

  مهار آنزیم آلفا گلوکوزیداز روش  -5-2- 2

 10≤( آنزیم آلفا گلوکوزیدازمیکرولیتر از  100 ین روشدر ا

units/mg ( در بافر فسفات پتاسیم محلول)8/6=pH( 50 با 

 بعنوان )مولار میلی 5( نیتروفنیل دي گلیکوپیرانوزید میکرولیتر پارا

واکنش  .لیتر نمونه مخلوط شد  میلی50سوبسترا اضافه و با 

براي هر دو . گرفتم انجاسلسیوس  درجه 37آنزیمی در دماي 

لوله حاوي تمام عناصر واکنش فاقد نمونه و یک نمونه یک آنزیم 

. در نظر گرفته شد شاهدو آنزیم فعال به عنوان کنترل مثبت فاقد 

رات در شرایط استاندارد منحنی تغیی ،براي بدست آوردن نتایج

 نانومتر رسم 405 طول موج درکننده بدون مهارهمراه با نمونه و 

طبق فرمول میزان مهار  ،شیب منحنیپس از بدست آوردن  وشد 

  .]8[ گردیدمحاسبه ) 2(
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  )2(فرمول 

  درصد مهار کنندگی= 

  

  اکسیدانی    آنتیفعالیت گیري اندازه -6- 2

   DPPH مهار رادیکال آزاد به روش  -6-1- 2

 DPPH، 250 آزاد  مهارکنندگی رادیکالخاصیتسنجش براي 

 میکرولیتر 250 به )لاتانول بعنوان کنتریا (  نمونهمیکرولیتر از

 درصد اضافه و به 96 در اتانول DPPH درصد 002/0 محلول

میزان جذب . دقیقه در دماي اتاق و تاریکی نگهداري شد30مدت 

 مهارو درصد  گیري شد نانومتر اندازه 517 طول موجدر محلول 

    .]17 [گردیدمحاسبه  )1(با استفاده از فرمول آزاد یکال راد

  ABTS  روشمهار رادیکال آزاد به  -6-2- 2

ابتدا ، ABTSرادیکال آزاد براي سنجش خاصیت مهارکنندگی 

 45/2(پرسولفات پتاسیم و ) مولار میلی ABTS) 7 حاويمحلول 

ر  ساعت د12- 16مخلوط حاصل به مدت . تهیه شد )مولار میلی

با بافر ABTS  سپس محلول. دماي اتاق و تاریکی قرار گرفت

 میزان جذب این .مخلوط شد pH ،4/7با  مولار  میلی5فسفات 

در ادامه .  بود7/0 ±02/0 معادل  نانومتر734  طول موجمحلول در

 980با ) بافر فسفات بعنوان نمونه کنترل(  از نمونه میکرولیتر 20

آن  جذب ، دقیقه6 و پس از مخلوط  ABTSمیکرولیتر از محلول

  رادیکالدرصد مهار .  شدگیري اندازهنومتر  نا734طول موج در 

   .]18[ شد محاسبه )1(مطابق فرمول  ABTS آزاد

  آزمون آماري -7- 2

  و    انجام شد )2010( آفیس   تحت محاسبات با نرم افزار اکسل

بررسی  براي. شد انحراف معیار ارائه ±میانگیننتایج به صورت 

 آنالیز تحلیل و هتجزی از جدول ها اختلاف بین میانگین داده

استفاده  8گراف پد ورژن از نرم افزار رسم نمودارها  وواریانس 

   .شد

  نتایج و بحث - 3

 میکروبی هیدرولیز قدرت -1- 3

هاي   در نمونهلاکتوباسیلوس دلبروکیفعالیت پروتئولیتیک باکتري 

هاي آمین  گروهین محلول و  پروتئبا بررسی میزانشیر تخمیري 

 تخمیر یر تخمیري و مقایسه آن با نمونه قبل از سرم ش آزاد نمونه

هاي  فعالیت زیستی نمونهاز آنجا که علاوه بر آن . ارزیابی شد

تخمیري و اجزاي پپتیدي حاصل از آن وابسته به محتوا و سایز 

در هاي آمین آزاد  پپتیدهاي تولیدي است، لذا محتواي گروه

به . گرفتزاي پپتیدي مختلف مورد بررسی و مقایسه قرار اج

هاي  هاي مختلف، محتواي گروه تر بین نمونه دقیقمنظور مقایسه 

شد که ین نیز محاسبه  آزاد بر اساس وزن یکسان از پروتئآمین

شود  مشاهده می همانطور که . ارائه شده است1 جدول درنتایج 

 یري شده در نمونه سرم شیر تخمیريگ محتواي پروتئین کل اندازه

نشاندهنده است که  تخمیري غیر شیربالاتر از نمونه سرم

هاي شیر در جریان تخمیر و فعالیت  هیدرولیز پروتئین

که  طوريه ب.  استلاکتوباسیلوس دلبروکیپروتئولیتیک باکتري 

ه پپتیدهایی با سایز کوچک شد هیدرولیز پروتئین باعث ایجاد

، به pHین با فرایند تغییر است که در جریان رسوب دادن کازئ

  مانده شان به صورت محلول در فاز رویی باقی ز کوچکدلیل سای

هاي با سایز درشت، در سرم  و بعد از جداسازي پروتئین

  ].19[گیري شده اند  اندازه

Table 1 Microbial hydrolysis of FM by Lactobacillus delbrueckii and peptide fractions from FM in 
protein content, proteolysis, inhibition of  α-amylase and α-glucosidase enzymes compared with NFM 

**ND: Not Detected, Different letters, show a statisticalysignificant different between treatments (P<0.05) 
 

<3 kDa 3-5 kDa 5-10 kDa >10 kDa CFS-FM NFM Sample 
Sample volum (ml) 4 8 8 8 30 30 

Protein (mg/ml) 0.077±0.008e 0.287±0.003d 0.446±0.003c 1.727±0.05a 0.942±0.004b 0.086±0.004d 
Total Protein  (mg sample) 0.308±0.03f 2.296±0.02e 3.568±0.02c 13.816±0.40b 28.260±0.12a 2.580±0.12d 

Protein recovery*  (%) 1.08 8.12 12.62 48.88 100 --- 
Free amine (µM Leucine/ml) 1.654±0.03f 5.220±0.05 d 6.220±0.07c 8.660±0.07a 7.318±0.02b 3.040±0.03e 

Total free amine (µM Leucine/ sample) 6.616±0.12f 41.760±0.40e 49.760±0.40d 69.280 ±0.50c 219.30±0.60a 91.20±0.90b 
µM Leucine/mg protein 21.48b 18.18c 13.94d 5.01f 7.76e 35.34a 

Inhibition of α-amylase (%) ND 46.96±0.01b 39.17±0.03c 80.64±0.06a 25.00±0.02d 20.00±0.03e 
Inhibition of α-glucosidase (%) ND 21.65±0.06c 15.850±0.05d 54±0.03a 26.6±0.05 b 14.54±0.02e 
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 ء جز کل درمیزان پروتئینشود  مشاهده می 1 جدول مطابق 

نسبت به سایر  کیلودالتون 10 پپتیدي با وزن مولکولی بالاتر از

که عمده و نشاندهنده این است اجزاي پپتیدي بیشتر است 

داراي وزن مولکولی ، یدهاي تولید شده در شرایط تخمیريپپت

  مناسبجداسازيبا توجه به اینکه . ن هستندیلودالتو ک10بالاتر از 

 مزایایی چون عملکرد اولترافیلتراسیون غشاهاي توسطپپتیدها 

مناسب، نیاز به انرژي کمتر، حفظ پایداري پروتئین در حین 

ها و  جداسازي، شفافیت نمونه و عدم نیاز به استفاده از حلال

جهت عبور کامل  حصحی اعمال فشارسایر مواد شیمیایی دارد اما 

از صورت بالا بودن غلظت نمونه در منافذ  و گرفتگی جزءهر 

از اینرو میزان بازیابی  .]20[باشد   این روش میهاي محدودیت

 نمونهپروتئین به کل یدي پروتئین بر اساس درصد هر جزء پپت

مقایسه نتایج محتواي بررسی علاوه بر این . شدمحاسبه %) 7/70(

یید أتنیز  هاي قبل و بعد از تخمیر اد در نمونهآزهاي آمین  گروه

و افزایش محتواي ین شیر  نقش باکتري در هیدرولیز پروتئکننده

 .باشد می  هاي آمین آزاد در نمونه سرم شیر تخمیري گروه

Rubak سویه  بالا بودن فعالیت پروتئولیز، )2020 (و همکاران

رده اند گزارش ک تخمیري شیر را در لاکتوباسیلوس دلبروکی

 پروتئینازهاي فعالیتبه لیتیک  پروتئوتوانکه  طوريه ب ]21[

هاي اسید لاکتیک در طی  باکتريو وابسته به غشاي خارج سلول 

 که منجر به تجزیه شود ه میفرایند تخمیر شیر نسبت داد

تر و   و کوچک هاي پیچیده و بزرگ به پپتیدهاي ساده پروتئین

که در  طورهمان .]22[شود  هاي آزاد می افزایش غلظت آمین

شد، ین اجزاي پپتیدي مختلف گفته مقایسه بین محتواي پروتئ

اي مختلف نیز زهاي آمین آزاد بین اج نتایج مقایسه محتواي گروه

بیشترین محتواي آمین آزاد مربوط به اجزاي پپتیدي داد که نشان 

ي کند عمده پپتیدها یید میباشد که تأ  کیلودالتون می10بالاتر از 

 کیلودالتون 10 تولید شده در محدوده وزن مولکولی بالاتر از

 3تر از  ک و کوچ3-5، 5-10به ترتیب اجزاي آن  هستند و بعد از

نیز میزان ) 2019 (سلیمانزاده و همکاران .اند کیلودالتون قرار گرفته

در اجزاي پپتیدي با وزن مولکولی آمین آزاد هاي  بالاي گروه

سویه توسط  شدهسرم شیر تخمیرون  کیلودالت5- 10بالاي 

 به همچنین .]23[ نده اکردرا گزارش  لوکونوستوك لاکتیس

هاي مختلف پروتئین در اجزاي پپتیدي،  منظور حذف اثر غلظت

در هر نمونه  بر اساس وزن یکسان پروتئین آمین آزادمیزان 

 که نتایج نشاندهنده فعالیت پروتئولیز بیشتر در اجزاي شدمحاسبه 

 بدلیل قطعات پپتیدي تولید شده تر ي با وزن مولکولی پایینپپتید

  .باشد میدر حین تخمیر 

  دیابتی فعالیت ضد -3- 2

 سویه تخمیري سرم شیرها شامل  نمونه نتایج فعالیت ضد دیابتی

روماند محیط  ،تخمیريسرم شیر غیر لاکتوباسیلوس دلبروکی،

 شده ارائه 1در شکل   اجزاي شکسته سلولیوکشت تخمیري 

  .است

✱

✱
✱

✱

  
Fig 1 Anti-diabetic activity of CFE, CFS-MRS, CFS-FM, MRS-broth and NFM by α-amylase (A) and α -glucosidase 

(B) inhibition  
The data marked with an asterisk are significantly different (P<0.05), ND: Not Detected 

میان میزان مهار آنزیم آلفا  که شود مشاهده می 1 مطابق شکل

در سرم شیرهاي ) 6/26(و آلفا گلوکوزیداز %) 25(آمیلاز 

 با سرم شیر تخمیر نشده دلبروکی لاکتوباسیلوستخمیري سویه 

شیر تخمیري اینرو از   ).>05/0p(داري وجود دارد  تفاوت معنی

 براي تولید پپتیدهاي فعال زیستی با قابلیتمحیط مناسبی 

از باشد که   میآلفا گلوکوزیدازنزیم آلفا آمیلاز و مهارکنندگی آ
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 10[شوند  تولید میهاي اسید لاکتیک  باکتريفعالیت پروتئولیتیک 

آنزیم آلفا کنندگی پتانسیل مهار  نیزمحققیقاز  برخی ].

هاي اسید  باکتريدر محصولات تخمیر شده با  گلوکوزیداز

ها  سط باکتريي تولید شده توساکاریدها اگزوپلیرا به لاکتیک 

 اجزاي دیابتیضد  جهت مقایسه فعالیت .]24[ نسبت داده اند

 بر أساس  مهارکنندگیعالیتبه منظور استاندارد کردن فپپتیدي، 

وزن به  مبناي نسبت میزان فعالیت بر نتایجن یکسان پروتئیوزن 

 در شکل )IER(کارایی بازدارندگی عنوان و با  محاسبه ینپروتئ

   . ]21 [ ارایه شده است2

          
Fig 2 Inhibitory efficiency ratio (IER) in CFS-FM and peptide fractions from fermented milk by Lactobacillus 

delbrueckii by α-amylase/mg protein (A) and α-glucosidase/mg protein (B)  
Different letters show a statisticaly significant different between treatments (P<0.05), ND: Not Detected 

 آلفا آمیلاز هاي در مهار آنزیم IER بیشترین مقدار، 2مطابق شکل 

 کیلودالتون است 3-5ه جزء پپتیدي و آلفا گلوکوزیداز مربوط ب

)05/0<p.(  کارایی بازدارندگی با سایز پپتیدهادر بررسی میزان، 

 آلفا هاي در مهار آنزیم کوچک اندازه با يپپتیدهاثیر مثبت أت

بصورتیکه  .آمیلاز و آلفاگلوکوزیداز بخوبی قابل مشاهده است

دالتون در مقایسه با سایر اجزاي پپتیدي کیلو 3- 5جزء پپتیدي 

هاي آلفا آمیلاز و آلفا  نزیممهار آرا در بیشترین توانایی 

خشی بیشتر اثرب به توان  میاین یافته راکه دلیل  داردگلوکوزیداز 

که نسبت داد ها  نجیره در آزادسازي الکترونزکوتاه پپتیدهاي 

آنزیم آلفا آمیلاز و آلفاگلوکوزیداز و  منجر به افزایش تعامل با

برخی از محققین معتقدند که . دشو می از کاتالیز سوبسترا ممانعت

 نفوذ بهتري در محل فعال آنزیم یاقابلیت پپتیدهاي کوچکتر 

 از سوي دیگر . ]25 [فعال دارندهاي غیر ر با سایتت تعاملات قوي

 پپتیدهاي با وزن مولکولی پایین به این احتمال وجود دارد که

آنزیم متصل  به سپسرسند   میآسانی به محل کاتالیزوري آنزیم

 اتصال بین آنزیم و جلوگیري از وشوند و با تغییر شکل آن  می

ی فعالیت ضد دیابتی در بررس .]26 [دشون می مهار باعث سوبسترا

 اجزاي شکسته سلولی و روماند محیط کشت تخمیريهاي  نمونه

هار آنزیم  مقابلیتها  این نمونهکه شود   مشاهده می1مطابق شکل 

به  )محیط کشت ام آر اس(  ولی نمونه کنترلآلفا آمیلاز را ندارند

 را دارد آنزیم آلفا آمیلازقابلیت مهار  درصد 7/12میزان 

)05/0<p.(  روماند محیط هاي  نمونه که گردیدهمچنین مشاهده

توانستند آنزیم آلفا  اجزاي شکسته سلولی و کشت تخمیري

نتایج تحقیق . درصد مهار کنند 25و  50را به ترتیب گلوکوزیداز 

Frediansyah نشان داد که روماند محیط )2019 (و همکاران 

 زوسپنتو لاکتوباسیلوسکشت تخمیري و عصاره سلولی سویه 

دو آنزیم آلفا آمیلاز و آنزیم مهار پتانسیل مهارکنندگی خوبی در 

 همکاران و Son نتایج پژوهش .]27[ داردآلفاگلوکوزیداز 

در  آلفاگلوکوزیداز نشان داد که فعالیت مهارکنندگی آنزیم) 2017(

هاي لاکتوباسیل مورد مطالعه  سویه روماند محیط کشت تخمیري

 5/10 تا 0 بین اي شکسته سلولیاجز  درصد و1/24تا  1/10

به نوع سویه، ها را  دلیل این تفاوتلذا  .]28[باشد  می درصد

جنس گونه، نوع محیط کشت، فرایند شکست سلول، تعداد 

  . مرتبط دانستباکتري و نوع آنزیم سلولی

   آنتی اکسیدانیفعالیت -3- 3

 تخمیري سرم شیر  شاملها نمونه فعالیت آنتی اکسیدانینتایج 

روماند  ،تخمیريغیرسرم شیر ، یسویه لاکتوباسیلوس دلبروک

 ارائه 3شکل در   اجزاي شکسته سلولیومحیط کشت تخمیري 

  .شده است
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✱

✱

      

✱
✱

  
Fig 3 Anti-oxidant activity of CFE, CFS, CFS-FM, MRS-broth and NFM by DPPH (A) and ABTS free radical 

scavenging (B) 
 The data marked with an asterisk are significantly different (P<0.05) 

 نمونه سرم شیر تخمیري به بررسی خاصیت آنتی اکسیدانیدر 

،  ABTS وDPPHهاي آزاد با دو روش  مهار رادیکال روش

 آنتی اکسیدانی مطلوب نمونه سرم شیر فعالیتحاکی از نتایج 

 .)p>05/0( استسرم شیر غیرتخمیري نمونه  نسبت به تخمیري

با خاصیت آنتی  فعالزیست  پپتیدهاي مربوط به تولیدآن که دلیل 

  تخمیر باکتریاییدر حینهیدرولیز پروتئین ناشی از اکسیدانی 

 تولید پپتیدها با ا شیر تخمیري بستر مناسبی برايلذ. باشد می

ر شیر این ترکیبات دکه  طوريه ب است اکسیدانیآنتی فعالیت 

آنزیمی اسیدهاي چرب اسیون آنزیمی و غیرتخمیري از پراکسید

در بررسی مهار رادیکال آزاد با  .]8[کنند  ضروري جلوگیري می

 عصاره سلولیشود که نمونه  دو روش مورد آزمون مشاهده می

در  روماند محیط کشت تخمیريو نمونه  درصد 25کمتر از 

 DPPHهاي آزاد   مهار رادیکالقابلیت درصد 80 تا 70محدوده 

توان به وجود   میدلیل این یافته راکه دارند را   ABTSو

همچنین مشاهده  .ترکیبات پروتئینی در مایع رویی نسبت داد

  نسبت به نمونهروماند محیط کشت تخمیري نمونه شود که  می

رادیکال داراي قابلیت مهار )  مایعمحیط کشت ام آر اس(کنترل 

باسیلوس لاکتو سویه که طوريه ببیشتري است   DPPHآزاد

محیط کشت  و اکسیدان موثر است ایش سطح آنتی در افزدلبروکی

 منبع نیتروژن عصاره مخمر، پپتون و عصاره  که حاويام آر اس

ي در محیط رشد و فعالیت باکتر در. ]29[گوشت گاو است 

 DPPH هایی با فعالیت مهار رادیکال آزاد تولید متابولیتکشت و 

 رادیکال آزاد میزان مهارست که این در حالی ا . استموثر بوده

ABTS  به نمونه نسبتروماند محیط کشت تخمیري نمونه در 

 کاهش داشته است که دلیل آن )ام آر اسمحیط کشت (کنترل 

هاي تولیدي در مهار  ن است واکنش پذیري کمتر متابولیتممک

اکسیدانی   آنتیظرفیتدر مرحله بعد  . باشد ABTSرادیکال آزاد 

لاکتوباسیلوس   سویهي سرم شیر تخمیر شده توسطاجزاي پپتید

ی قرار  مورد بررسABTS و DPPHبا دو روش  دلبروکی

  .  نشان داده شده است4 شکلنتایج آن در که گرفت 

     
Fig 4 Anti-oxidant activity of NFM, CFS-FM and peptide fractions from fermented milk by Lactobacillus 

delbrueckii by DPPH (A) and ABTS (B) free radical scavenging 

Different letters show a statisticaly significant different between treatments (P<0.05) 
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تمام  در  DPPHمهار رادیکالشود که  مشاهده می مطابق شکل

سرم شیر غیر  بیشتر از نمونهطور مطلوبی ه باجزاي پپتیدي 

و نشاندهنده فعالیت آنتی اکسیدانی ) p>05/0 (تاس  تخمیري

 .است لاکتوباسیلوس دلبروکیمحصول حاصل از تخمیر باکتري 

توان بیان   میDPPHبا مشاهده میزان مهار رادیکال آزاد مچنین ه

مهار  توانایی خوبی در کیلودالتون 5 تا 3 کرد که اجزاي پپتیدي

 دارندیدي  سایر اجزاي پپت نسبت به DPPHرادیکال آزاد 

)05/0<p( نتیجه پژوهشیافته با  که اینQian  و همکاران 

اکسیدانی در اجزاي پپتیدي  در زمینه بررسی خاصیت آنتی) 2011(

 تخمیر شده با سویه بدون چربیخشک مشتق شده از شیر 

بر اساس نتایج این مطالعه . همخوانی دارد لاکتوباسیلوس دلبروکی

، 3پتیدي با وزن مولکولی کمتر از  آنتی اکسیدانی اجزاي پفعالیت

 5- 10 کیلودالتون بیشتر از جزء پپتیدي بالاتر از 3- 5 و 3-1

و   Aguilar-Toaláدر این زمینه .]6[باشد  کیلودالتون می

 وزن مولکولیبا یک رابطه قوي بین پپتیدهاي ) 2017 (همکاران

 در پپتیدهاي سرم شیر تخمیر شده سویه دالتون کیلو3ز کمتر ا

 اکسیدانی مشاهده کردند با فعالیت آنتی، پلانتاروم توباسیلوسلاک

 مشاهده  ABTSمهار رادیکال آزاد به روش  بررسیدر .]30[

 10شود که میزان مهار رادیکال آزاد در جزء پپتیدي بالاي  می

باشد و میزان مهارکنندگی در این   درصد می63/43کیلودالتون 

 جهت. )p>05/0( ستاجزء از اجزاي پپتیدي دیگر بالاتر 

، قابلیت مهار  بر اساس نمونه آنتی اکسیدانیظرفیت ارزیابی

 ترولوکس معادل بر اساس پپتیدي اجزايرادیکال آزاد 

)MTE/mg proteinµ ( 5در شکل   آنشد که نتایجمحاسبه 

 . استارایه شده

     
 

Fig 5 Anti-oxidant capacity of  CFS-FM and peptide fractions from fermented milk by Lactobacillus delbrueckii 
The data of DPPH (A) and ABTS (B) free radical scavenging activities are expressed as trolox equivalent 

 (µM TE/mg protein) 
Different letters show a statisticaly significant different between treatments (P<0.05) 

 
مهار رادیکال  بیشترین میزانشود   مشاهده می5مطابق شکل 

 میکرومولار ترولوکس به  بر اساسABTS و  DPPHآزاد

 3پروتئین نمونه مربوط به جزء پپتیدي کمتر از  گرم میلی

خاصیت آنتی اکسیدانی بالاتر  ).p>05/0(کیلودالتون است 

توانند  ها می نپپتیدهاي با جرم مولکولی کم تأیید شده است زیرا آ

هاي چربی واکنش دهند و از پراکسیداسیون  به راحتی با رادیکال

  حاضرپژوهش لذا. ]31[لیپید با واسطه رادیکال آزاد بکاهند 

هاي آزاد  مهار رادیکال نقش مهمی در دهد که اندازه پپتید نشان می

اجزاي بدست روي  نیز بر )2015 (همکاران و میرزایی .]7[د دار

 آنزیم با سرویزیه ساکارومایسس مخمر پروتئین هیدرولیز آمده از

 بالاترین  کیلودالتون3مشاهده کردند که جزء کمتر از  تریپسین

دارد  را ABTS  وDPPHرادیکال آزاد  مهار فعالیت میزان

علاوه بر اندازه پپتید، ماهیت و ترکیبات پپتیدها نیز در  .]32[

ترکیب و توالی  .]7[تند هاي آزاد موثر هس قابلیت مهار رادیکال

آمینواسیدي پپتیدها در تعیین خاصیت آنتی اکسیدانی پپتیدها نقش 

حال با توجه به ارتباط عملکرد آنتی اکسیدانی  با این. ]33[ دارد

هاي غذایی با ترکیب، ساختار و  پروتئینمشتق شده از پپتیدهاي 

هاي  هاي آزاد به آنزیم آبگریزي پپتیدها، توسعه مهار رادیکال

هاي میکروبی مرتبط  پروتئولیتیک اختصاصی بدست آمده از سویه

فعالیت مهارکنندگی بررسی نتایج  .]34[ است
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 به صورت ظرفیت  ABTS و DPPHهاي رادیکال

 دهد که مقادیر  نشان می)5 شکل(اکسیدانی معادل ترولوکس  آنتی

 است که  DPPH بیشتر از روش ABTS با روشبدست آمده

 هاي آزاد  پذیري بیشتر رادیکال تواند با واکنش  میعلت این یافته

ABTSهاي در مقایسه با رادیکالDPPH ،  تفاوت در

 سنجش در روش حساسیت و رادیکالی مهار هاي مکانیسم

 باشد   مرتبطدوست چربی و آبدوست اکسیدانی آنتی هاي سیستم

هاي   در محیط ABTSهاي آلی و  در محیط DPPHزیرا ]32[

    .]22[ شوند میل آبی و آلی ح

  

  کلینتیجه گیري  - 4

هاي ضد  با توجه به نتایج مطالعه مبنی بر توانایی بروز ویژگی

سویه  از هاي حاصل متابولیتو آنتی اکسیدانی دیابتی 

، روماند محیط کشت تخمیري در نمونه دلبروکیلاکتوباسیلوس 

تخمیري و پپتیدهاي زیست فعال ، سرم شیراجزاي شکسته سلولی

لاکتوباسیلوس  سویه  شده از نمونه سرم شیر تخمیريمشتق

 عملکرديهاي  با ویژگی این سویهتوان بیان کرد که  میدلبروکی 

به عنوان کشت آغازگر براي تولید  دتوان می داردکه  مفیدي

آنتی اکسیدانی ضد دیابتی و پتانسیل شیرهاي تخمیر شده با 

ها  میکروارگانیسماین یافته بار دیگر نقش همچنین  .شوداستفاده 

دهد  در تولید محصولات تخمیري فراسودمند جدید نشان میرا 

د ابزاري قدرتمند براي نتوان  میها این میکروارگانیسمکه  طوريه ب

 يبیشترمطالعات  شود مید از اینرو پیشنهاد ن باشها کنترل بیماري

انجام ثیر این محصولات بر نشانگرهاي متابولیکی أدر زمینه ت

پپتیدهاي شیر اگرچه ظرفیت بازدارندگی لازم بذکر است . گردد

 اما تولید باشد موجود يکمتر از داروهاممکن است تخمیري 

 پیشگیري ازبراي  یجایگزین سالم ،ها از منابع طبیعی آن

  .باشد می  بدون عوارض شیمیاییهاي مزمن بیماري
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Today, the use of Lactobacill strains and their metabolites is the new strategies in 
control of diabetes and oxidative stress. Therefore, the present study aimed to 
investigate the antidiabetic and antioxidant properties of metabolites obtained from of 
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus culture media. The samples were evaluated 
including cell free supernatant (CFS), cell free extracts (CFE), cell free supernatant of 
fermented milk (CFS-FM) and bioactive peptides separated from ultrafiltration (3,5,10 
kDa). The ability of bacteria in proteolysis of protein of  fermented milk (FM) was 
evaluated by O-phthaldialdehyde method compared with non-fermented milk (NFM). 
The antidiabetic activity was measured based on inhibition of α-amylase and α-
glucosidase. The antioxidant activity was evaluated by inhibition of 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid 
(ABTS). The results showed that the sample of CFS-FM inhibited α-amylase (25%) 
and α-glucosidase (26.6%) enzymes. Among the peptide fractions, fraction  of >10 
kDa with higher protein content (13.816 mg (had the highest inhibition of α-amylase 
(80.64%) and α-glucosidase enzyme (54%) (p<0.05). The inhibitory efficiency ratio 
(IER) showed that the 3-5 kDa fraction had more inhibitory than other peptide 
fractions (p<0.05). Also, the CFS and CFE inhibited α-glucosidase enzyme by 50% 
and 25%, respectively. In case of antioxidant properties, it was observed that the free 
radicals scavenging of CFS-FM increased compared with NFM (p<0.05). Also, the 
peptide fractions of 3-5 kDa (80.85%) and >10 kDa (43.63%) had the highest DPPH 
and ABTS free radicals scavenging. The antioxidant capacity of trolox equivalent 
from peptide fractions (µmTE/mg protein) showed that the <3 kDa fraction had the 
highest antioxidant activity (p<0.05). The ability to free radicals scavenging in CFS 
and CFE was observed. Results indicate the importance of  Lactobacillus delbrueckii 
as a starter culture and its functional role. 
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