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در این تحقیق از عصاره گیاه کارده، جهت تولید پپتیدهاي زیست فعال از گلوتن گندم استفاده 
نتایج نشان داد . ص بیولوژیکی و خواص عملکردي اجزاي تولیدي بررسی گردیدگردید و خوا

. می باشد) U/ml 3/7( درجه داراي بالاترین میزان فعالیت خود 45 و دماي pH 5گیاه کارده در 
 3 پپتیدهاي با وزن مولکولی کمتر از تمامی پپتیدها خواص ضداکسایشی مطلوبی داشتند ولی

این پپتیدها قابلیت مهارکنندگی رادیکال . ترین خواص ضداکسایشی بودندکیلودالتون داراي بالا
را ) µ mol TE/g  05/±2 81/295  (•ABTSو ) DPPH  )mol TE/g 64µ/2 85±/65هاي 

 با F2جز .  کیلودالتون داراي کمترین خاصیت ضد اکسایشی است100دارند و جز کوچکتر از 
 را ACE توانایی مهار آنزیم 3/76± 11/3 با داشتن F3 آن جز  و پس از3/86± 48/0داشتن 
داراي قدرت بازدارندگی بر )  کیلودالتون3با وزن مولکولی کمتر از  (F1آبکافته هاي . داشت

خواص .  اثري بر رشد پاتوژن ها نداشتF4تمامی باکتري هاي مورد بررسی را داشت در حالیکه 
 در تمامی نمونه ها کاهش یافت و در  ه ها در محیط اسیديعملکردي نشان داد که حلالیت آبکافت

PH  4 با افزایش وزن مولکولی میزان حلالیت نمونه ها افزایش معناداري پیدا کرد، همچنین با 7و 
افزایش وزن مولکولی، قدرت ایجاد امولسیون کاهش می یابد ولی قدرت تشکیل کف و پایداري 

هاي تولیدي گلوتن حاصل از  دهد که آبکافته یج نشان مینتا. امولسیون و کف افزایش می یابد
  .ضایعات کارخانجات تولید نشاسته، پتانسیل بالایی جهت استفاده در سایر صنایع را داراست
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  مقدمه - 1
 باقی مانده آمینواسیدي 2-20پیتیدهاي زیست فعال معمولاً داراي 

ها تا  این توالی.  دالتون دارند6000بوده و وزن مولکولی کمتر از 
زمانی که درون پروتئین هاي بزرگ هستند غیرفعال هستند اما 

هاي گوارشی، آنزیم  پس از هیدرولیز پروتئین والد توسط آنزیم
 قادر ،شوند  فرآوري مواد غذایی آزاد میهاي میکروبی یا طی

کی و کاربردي خود را خواهند بود اثرات فیزیولوژیکی، بیولوژی
براساس خصوصیات ساختاري، ترکیب و توالی . ]1[اعمال کنند 

آمینواسیدي، پیتیدها می توانند نقش هاي مختلفی از جمله شبه 
ونده به مواد معدنی، تنظیم کننده فعالیت ایمنی، افیونی، متصل ش

کاهش دهنده  ، پایین آورنده کلسترول و پاداکسندهضد میکروبی، 
اند علاوه بر این پیتیدهاي متعددي یافت شده. فشار خون ایفا کنند

تاکنون فعالیت هاي  .که خصوصیات چندگانه اي داشته اند
هاي حاصل از  پاداکسندگی پیتیدهاي زیست فعال و آبکافته

 ،]4[ پوست ماهی کاد ،]3[ ژلاتین ،]2[پروتئین آفتاب گردان 
 ]7[ پروتئین زرده تخم مرغ ،]6[لوبیا  ،]5[پروتئین مغز گردو 

و بسیاري موادر دیگر  ]10[ تیلاپیلا ،]9[میگو  ،]8[کازئین شیر ،
قابلیت ضد میکروبی بودن پپتیدها . مورد بررسی قرار گرفته است

آب  اي ساختاري پیتید، اندازه پیتید، ترکیب آمینواسید،ه به ویژگی
 و همکاران Timon. گریز بودن آنها و ساختار ثانویه بستگی دارد

 گزارش دادند که پپتیدهاي حاصل از افزودن 2018در سال 
پروبیوتیک ها به پنیر کوتاج موجب کاهش یک سیکل باکتري 

 .]11[ ده است نگهداري ش روز20لیستریا مونوسیتوزنز در طی 
ي پپتیدهاي داراي قدرت کاهش فشار خون، اکثرا کوتاه  زنجیره
اسیدهاي  باشند که حاوي آمینو می)  اسید آمینه2- 12(زنجیر 

باشند و  اسیدي مانند آسپارژیک اسید و گلوتامیک اسید می
حاوي یک گروه قلیایی در انتهایی (همچنین داراي بار مثبت 

مطالعات بسیاري در مورد  .]12[تند ، و اکثرا آبگریز هس)آمینی
 ]16[ تخم کتان و ]15[نخودفرنگی  ،]14[سویا  ،]13[برنج 

  . گزارش شده است
 از گیاهان Biarum carduchcorumبا نام علمی گیاه کارده 

کارده نوعی گیاهی خوراکی، تردکننده . می باشدتیره گل شیپوري 
 کند ان رشد میباشد که سه گونه آن در ایر هاي پهن می با برگ

 و شیر انعقاد توانایی 1396 سال در همکاران و لاري امین .]71[

 قرار ارزیابی مورد کارده گیاه عصاره با را تولیدي پنیر خواص
 گیاهی، آنزیم با شده تهیه پنیر نمونه در که داد نشان نتایج .دادند
 سفتی از حاصل پنیر بافت و بود تیزتر پنیر بوي و بیشتر تلخ طعم

 سال در همکاران و شکرفروش. ]81[ بود برخوردار متريک
 واحد 150 و 100 حاوي کارده گیاه آبی عصاره افزودن با 1396
 کالباس هاي ویژگی گوساله، ران گوشت گرم کیلو هر به آنزیم

 عصاره که هرچند تحقیق این در. ]19[ نمودند سیربر را تولیدي
 امولسیون تقدر افزایش گوشت، شدن ترد موجب کارده آبی

 کاربرد اما گردید مربوطه هاي شاخص دار معنی بهبود و کنندگی
 تولیدي هاي کالباس بافت قوام بهبود سبب شده ترد گوشت
   .نداشت ها آن حسی خصوصیات بر داري معنی تاثیر و نگردید
تر، گلوتن، عامل مهمی در  هاي گندم یا به عبارت دقیق پروتئین

ها از دسته  این پروتئین. آید  شمار میبودن گندم به منحصر به فرد
اي بوده  به دلیل عدم حلالیت در آب به  هاي ذخیره پروتئین

توان آنها را به شکل تقریبا خالص از سایر اجزاء گندم  راحتی می
 درصد 80داراي ) بر حسب ماده خشک(گلوتن . جدا نمود
 درصد لیپید و مقادیري کربوهیدرات و خاکستر 8پروتئین، 

  .اشدب می
در سالهاي اخیر، تولید پپتیدهاي زیست فعال از محصولات 

استفاده از این . جانبی فرآیند غذا مورد توجه قرار گفته است
ترکیبات ارزان قیمت به دلیل کاهش هزینه تولید، افزایش ارزش 

رو  از این. اهمیت چشمگیري داردافزوده و مصرف موثر ضایعات 
، براي اولین بار است که با توجه به مطالعات صورت گرفته

 با گلوتن گیاه کاردهي  سازي شده خالص عصاره آنزیمی جزئی
پپتیدهاي زیست دي از آرد گندم تیمار شده و تولید خمیر تولی

 افزودن این پپتیدها که فعالیت زیستی دارند  علاوه بر .نماید می
بهبود خواص عملکردي گلوتن، موجب فراسودمند شدن فرآورده 

هاي حاصل به عنوان  توان از آبکافته نیز خواهدشد و میي غلاتی 
  . در صنعت غلات سود بردمکمل غذا

  

  مواد و روش ها - 2
 مورد استفاده در این ) درصد پروتئین45/80 (گلوتن گندم

 در کارده گیاه. پژوهش از کارخانه گلوکوزان خریداري گردید

 هرستانش اطراف نواحی خردادماه از تا اردیبهشت زمانی فواصل
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 تایید مورد و گردید ع آوريفارس جم استان در واقع کازرون

تمام . بخش گیاه شناسی دانشکده علوم دانشگاه شیراز قرار گرفت
 Merckمواد شیمیایی به کار برده شده در این پژوهش از شرکت 

  .تهیه شدند و از درجه آزمایشگاهی برخوردار بودند
  آماده سازي عصاره آنزیمی - 2-1

 ها پس از جمع آوري با آب دیونیزه شسته شده و در محیط نمونه
 درجه خشک گردیدند و سپس توسط 25آزمایشگاه در دماي 

. داري گردیدهآسیاب برقی آسیاب گردید و در دماي یخچال نگ
کلرید   میلی لیتر محلول سدیم600گرم گیاه کارده با 100مقدار 

 ساعت، 24 درصد مخلوط شده و پس از همزدن به مدت 85/0
صاف گردیده و سپس جهت جداسازي مواد جامد و نامحلول 

درجه 4سانتریفوژ شده و مایع رویی تا زمان استفاده در دماي 
در این مرحله عصاره خام آنزیمی تولیدي در  .نگهداري شد

 درصد 65آمونیوم با درصد اشباعیت  قسمت قبل را با سولفات
بدین منظور . یدجهت رسوب آنزیم پروتئاز کارده مخلوط گرد

 درصد اشباعیت در حضور 65ابتدا سولفات آمونیوم را تا حصول 
یخ و به آرامی به نمونه اضافه نموده تا به خوبی حل شود و اجازه 

 درجه همزده شود 4ساعت در دماي  3شود به مدت زمان  داده می
 و به مدت g 12000و پس از طی این مدت زمان مخلوط را در 

 درجه سانتریفوژ نموده و رسوب حاصل را 4ي  دقیقه در دما15
 دالتون در محیط بافر cut off 14000در کیسه هاي دیالیز با 

 درجه دیالیز 4 ساعت در دماي 24 به مدت pH 7فسفات با 
 .]20[ گردید

  تعیین خصوصیات بیوشیمیایی پروتئاز - 2-2
 pH بررسی فعالیت و پایداري آنزیم در دماها و-2-2-1

  هاي مختلف
فعالیت پروتئازي عصاره کارده در دماي محیط و در محیط بافر 

 میلی EDTA ،5 میلی مولار 2 میلی مولار که حاوي 50فسفات 
 ، با استفاده از pH =7سیستئین، -  میلی مولار ال5 و DTTمولار 

 میکرولیتر 50در ابتدا . کازئین به عنوان سوبسترا صورت پذیرفت
 میکرولیتر بافر افزوده شد 350ي از عصاره آنزیمی به تیوبی حاو

به آن ) حجمی/وزنی( درصد 1 میکرولیتر کازئین 400سپس 
 دقیقه و در 60 به مدت زمان 37افزوده شد و واکنش در دماي 

در ادامه واکنش با افزودن .  دقیقه اي انجام شد10حدواسط هاي 

 درصد متوقف 10 میکرولیتر محلول تري کلرواستیک اسید 800
 دقیقه 30ونه سپس در دماي محیط به مدت زمان نم. گردید

 دقیقه 10 و به مدت زمان g 12000نگهداري و سپس در 
.  نانومتر قرائت گردید280سانتریفوژ شد و جذب روماند را در 

یک واحد آنزیمی به معنی میزانی ازآنزیم است که می تواند 
ل کند تبدی)  اسید آمینه تیروزین(کازئین را به اکی والان محصول 

آمینواسید تیروزین نیز به ) میلی مولار1 - 1/0(و از غلظت هاي 
مقدار پروتئین محلول  .]21[عنوان منحنی استاندارد استفاده شد 
) BSA( سرم آلومین گاوي نیز به روش برادفورد و با استفاده از

به عنوان پروتئین ) ی لیتر میلی گرم بر میل1- 1/0(در غلظت هاي 
 منحنی فعالیت . نانومتر سنجش شد595 موج د در طولرااستاند

پایداري دمایی آنزیم . آنزیمی  بر حسب دماهاي مختلف رسم شد
 درجه 55- 25پروتئاز با انکوباسیون آنزیم در طیف دمایی مختلف 

 ساعت انجام شد و فعالیت باقی مانده آنزیم 1سانتیگراد به مدت 
پروتئازي در فعالیت . طبق روش استاندارد اندازه گیري گردید

pH هاي مختلف با استفاده از یک بافر مخلوط انجام شد که 
                pHمقادیر  میلی مولار 100شامل ترکیبات زیر با غلظت 

 بافر سدیم )5(بافر فسفات، ) 7و 6(، Tris-HCLبافر  )9و  8(
فعالیت آنزیمی نمونه ها با استفاده از .  تنظیم گردیدسیترات

ین و در شرایط ذکر شده انجام گرفت و منحنی سوبستراي کازئ
 تمامی آزمایش ها .. رسم گردیدpHفعالیت آنزیمی بر حسب 

   . مربوط به فعالیت با سه تکرار انجام شد
  فرآیند آبکافت - 2-3

فرآیند آبکافت با استفاده از عصاره آنزیمی گیاه کارده در دما و 
pHدرصد 5پودر گلوتن گندم با نسبت . انجام شد  بهینه 

حجمی درون ظرف واکنش مجهز به همزن، در آب مقطر /وزنی
 درجه نگهداري 85 دقیقه در دماي 10پراکنده و به مدت زمان 

.  بهینه تنظیم گردیدpHشد و سپس قبل از افزودن آنزیم، دما و 
براساس محتواي پروتئین (آنزیم /  سوبسترا10:100آنزیم با نسبت 

فرآیند هضم آنزیمی به مدت . ردیدبه سوسپانسیون اضافه گ) پودر
در این مخلوط .  ساعت در همین شرایط ثابت انجام شد6زمان 
pH واکنش نیز با روش pH-State نرمال 1 و با استفاده از سود 

  با غوطه وري یآنزیمظرف محتواي پس از هضم، . ثابت گردید
 دقیقه غیرفعال 10 درجه به مدت زمان 90ظرف واکنش در حمام 
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فورا در یخ ظرف حاوي نمونه  و پس از این مدت زمان گردید
اجزاي غیرمحلول توسط سانتریفوژ با سرعت . نک گردیدخ

8000g  درجه سانتریفوژ 4 دقیقه و در دماي 15 به مدت زمان 
شد و در نهایت فاز بالایی از کاغذ صافی عبور داده شد و سپس 
توسط خشک کن تحت خلا خشک گردید و پودر حاصله تا 

  .]22[نجام مراحل بعد در یخچال نگهداري شد ا
  pH-Stateتعیین درجه آبکافت به روش  - 2-4

میزان آبکافت آنزیمی با اندازه گیري درجه آبکافت به روش 
pH-Stateدرجه آبکافت توسط معادله زیر محاسبه .  برآورد شد

  .گردید
  )                     1- 2(معادله 

DH%=B × Nb / (α ×Mp × htot) × 100 
                                          

B و Nb مقدار سدیم هیدروکسید مصرفی در طول آبکافت و 
-αهاي   میانگین آزاد شدن گروهα. نرمالیته آن را نشان می دهد

NH2  از پیش ماده وMp است) گرم( جرم پروتئین .htot  تعداد
وتن گندم برابر پیوندهاي پپتیدي موجود براي آبکافت و براي گل

  .]23[ است mEq/g 37/8با 
  غشاهاي فراپالایش - 2-5

به منظور جداسازي محدوده هاي مختلف وزن مولکولی پروتئین 
) Millipour( کیلودالتون 100 و 30، 3آبکافت شده از غشاهاي 

بدین منظور ابتدا غشاهاي فراپالایش را  ). 1- 3شکل (استفاده شد 
 دقیقه  و با استفاده از 5ه مدت  میلی لیتر آب مقطر، ب5با 

سپس محلول پروتئین آبکافت .  شستشو شدندg 5000سانتریفوژ 
 کیلودالتون و با استفاده از 100شده به وسیله غشاهاي فراپالایش 

 40 درجه و به مدت 4، دماي g 5000(سانتریفوژ یخچال دار 
ه از محلول باقیمانده در بالاي فیلتر با استفاد. فیلتر شد) دقیقه

 30میکروسمپلر جدا شده و به عنوان نمونه به عنوان بیشتر از 
محلول رد شده از فیلتر مجددا با . کیلودالتون در نظر گرفته شد

 کیلودالتون و به روش بالا ذکر شده در بالا جداسازي 30غشاي 
 کیلودالتونی 3محلول رد شده از فیلتر مجددا با غشاي . شد

غلظت .  فرکشن جداسازي گردید5در نهایت . فراپالایش شد
پروتئین محلول در نمونه هاي فراپالایش شده نی به روش لوري 

  .تعیین گردید

  بررسی خواص عملکردي - 2-6
  حل پذیري آبکافته ها -2-6-1

 با حل 10، 7، 4، 2 هاي pHحل پذیري آبکافته هاي گلوتن در 
یلی  م10 نمونه ي شاهد در  میلی گرم از آبکافته ها و100دن کر

از سود و یا اسید ،  pHلیتر از آب مقطر انجام شد و براي تنظیم 
محلول به دست آمده به مدت .  مولار استفاده شد1هیدروکلریک 

 15 دقیقه در دماي اتاق نگهداري شد و در مرحله ي به مدت 30
سانتریفوژ شد و سپس میزان در دماي اتاق  g  10000دقیقه در 

 با استفاده از Lowryاستفاده از روش پروتئین رویه ي شناور با 
میزان حل پذیري  .]24[تاندارد آلبومین گاوي به دست امداس

  :آبکافته ها با استفاده از معادله ي زیر محاسبه شد
   2- 2رابطه 

  میزان حل پذیري  = میزان پروتئین در رویه ي شناور
نمونه اولیهمیزان پروتئین در   

  گیویژگی هاي امولسیون کنند -2-6-2
و اندیس پایداري امولسیون ) 1EAI(اندیس فعالیت امولسیونی 

)ESI2 ( با استفاده از روشPearse با 1978 و همکاران در سال 
 میلی لیتر 10روغن آفتابگردان به میزان . اندکی تغییرات انجام شد

 میلی گرم در 2 غلظت با میلی لیتر از محلول آبکافته ها 30به 
 7 نمونه ها بر روي pH پس از اختلاط میلی لینر افزوده شد و

 دقیقه 1 به مدت g 12000مخلوط یاد شده در . تنظیم گردید
 میکرولیتر از امولسیون تشکیل شده را برداشته و 50. همگن شد

به میزان صد مرتبه با استفاده از محلول سدیم دودسیل سولفات 
سپس میزان جذب نمونه ي یاد شده در .  درصد رقیق شد1/0

همین مراحل براي امولسیون .  نانومتر خوانده شد500 موج طول
 دقیقه ماندگاري در دماي اتاق تکرار شده 10تشکیل شده پس از 

 .]25[ و میزان جذب آن در طول موج مورد نظر به دست آمد
  : با استفاده از معادلات زیر به دست آمدESI و EAIمیزان 

  3- 2رابطه  
 

EAI(m2g-1)= 2× 2.303 × 100× A/ C× 0.25× 10000 
  

 C نانومتر ، 500 برابر میزان جذب نمونه ها در Aدر این معادله 
  برابر است با غلظت پروتئین در نمونه بر حسب گرم بر لیتر

                                                             
1. Emulsifying activity index 
2. Emulsion stability index 
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  4- 2رابطه 
 

 ESI  (min) = A0× 10     
                      A0- A10 

                        

 برابر A10 میزان جذب در نمونه ي اولیه و A0در این معادله 
   دقیقه10است با جذب پس از 

  ویژگی هاي کف گنندگی -2-6-3
تولیدي از ) FS(و پایداري کف ) FE(میزان گسترش کف 

با ) 1995( و همکاران Shahidiآبکافته ها با استفاده از روش 
ها با  محلول آبکافته  میلی لیتر از20. اندکی تغییرات انجام شد

در هموژنایزر به مدت یک دقیقه حجمی /  درصد وزنی1غلظت 
نمونه هاي .  دور بر دقیقه در دماي اتاق همگن شد12000و در 

ه بندي شده منتقل شد و به به دست آمده به یک استوانه ي درج
قابلیت تشکیل کف . دقیقه در دماي اتاق نگهداري شد 10مدت 

کف در زمان صفر دقیقه و پایداري کف نیز را قابلیت انتشار 
 با FS و FE .]26[ دقیقه می باشد10میزان انتشار کف پس از 

  :استفاده ازمعادلات زیر به دست آمد
   5- 2معادله 

   VT-Vo/Vo  =)درصدFE( قابلیت تشکیل کف  
   

   6- 2معادله 
   Vt-Vo/Vo  =)درصدFS (  کفپایداريقابلیت   

  

بر است با حجم کل پس از همگن کردن  براVTدر این معادلات 
 برابر است با حجم کف پس از Vt، )بر حسب میلی لیتر(

 برابر است Vo، )بر حسب میلی لیتر( دقیقه 30نگهداري به مدت 
بر حسب میلی (با حجم اولیه ي محلول پیش از همگن سازي 

 )لیتر

  بررسی خواص ضداکسایشی - 2-7
   •DPPHد دیکال آزاسنجش توانایی حذف را-2-7-1

فعالیت حذف رادیکال آزاد دیفینیل پیکریل هیدرازیل به روش 
Wang بدین . با تغییرات اندك سنجیده شد) 2010( و همکاران
 میلی مولار در DPPH• ) 16/0 میکرولیتر از محلول 500منظور 
 میکرولیتر از نمونه، در میکروتیوب 500را با )  درصد96اتانول 

نمونه شاهد نیز با جایگزینی . دید میلی لیتري مخلوط گر5/1
سپس مخلوط به خوبی ورتکس شده . نمونه با آب مقطر تهیه شد

.  دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی نگهداري شد30و به مدت 
 خانه 96پس از گذشت مدت نگهداري، میزان جذب نمونه ها در 

 نانومتر توسط دستگاه اسپکتوفوتومتر قرائت 517و طول موج 
 با استفاده از منحنی •DPPHنایی مهار رادیکال هاي توا. شد

در هر )  میکرومول بر میلی لیتر10 – 200(استاندارد ترولکس 
  .]27[ میلی گرم ماده خشک بیان شد

  •ABTSسنجش توانایی مهار رادیکال آزاد  -2-7-2
از روش  •ABTSبه منظور سنجش توانایی مهارکنندگی رادیکال 

Aleman میلی مولار 7محلول .  استفاده شد )2011( و همکاران 
ABTS•  میلی مولار در ظرف شیشه 45/2در پتاسیم پرسولفات 

 ساعت در دماي محیط و 16اي تیره رنگ تهیه شده و به مدت 
پس از طی مدت زمان مورد نظر، . در جاي تاریک نگهداري شد

 در طول 7/0رقیق سازي با آب مقطر تا رسیدن به میزان جذب 
 980 میکرولیتر از نمونه با 20سپس . انومتر انجام شد ن764موج 

مخلوط شده و  •ABTSمیکرو لیتر از محلول رقیق سازي شده 
 درجه نگهداري 30 دقیقه در مکان تاریک و دماي 10به مدت 

شد و پس از طی این مدت زمان جذب نمونه ها در طول موج 
یون توانایی مهار رادیکالهاي کات.  نانومتر خوانده شد734

ABTS• با استفاده از فرمول منحنی استاندارد ترولکس     
  .]28[محاسبه گردید) لیتر  میکرومول بر میلی50 - 1100(
سنجش فعالیت مهارکنندگی آنـزیم تبـدیل     -2-8

  Iکننده آنژیوتنسین 
پروتئین هیدرویز شده و هر یک از ( میکرولیتر از نمونه 50مقدار 

               ACEلیتر محلول  میکرو50با ) فرکشن هاي پپتیدي
 3 دقیقه در دماي 5مخلوط می شود و ) میلی لیتر/ واحد25(

 میگرولیتر 150سپس مخلوط حاصل را با . درجه انکوبه می گردد
 میلی مولار در بافر سدیم Hip-His-Leu( ،3/8(سوبسترا 

 دقیقه در دماي مشابه انکوبه 60به مدت )  میلی مولار50بورات 
 مولار اسید 1 میکرولیتر محلول 250واکنش با افزودن . کنیم می

 3000بعد از انجام عمل سانتریفوژ در . شود کلریدریک متوقف می
 میلی لیتر از لایه بالایی به 2/0 دقیقه، 15دور بر دقیقه به مدت 
گراد به   درجه سانتی80شود و در دماي  لوله آزمایش منتقل می

 میلی 5/0ریک اسید در هیپوبو. گردد  ساعت خشک می1مدت 
 228شود و جذب محلول نهایی را در  لیتر آب مقطر حل می
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شاخص . شود نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر خوانده می
IC50  درصد آنزیم 50به عنوان غلظتی  که براي مهار ACE 

  .]29[گردد مورد نیاز است نیز گزارش می
  ارکنندگی قدرت مه= 1- )  جذب شاهد–جذب نمونه * (100

بررسی فعالیت ضدباکتریایی پپتیدهاي  - 2-9
  زیست فعال به روش میکرودایلوشن

جهت تعیین خواص ضدباکتریایی پپتیدهاي زیست فعال حاصل 
بدین . از پروتئین گلوتن گندم از روش میکرودایلوشن استفاده شد

منظور پس از تلقیح و فعالسازي هر یک از باکتري هاي بیماري 
 24لعه در محیط کشت مولر هینتون براث به مدت زاي مورد مطا

درجه سانتی گراد، سوسپانسیون میکروبی با 37ساعت در دماي 
سپس رقت هاي مختلفی از ماده  .آماده شد CFU/ml 104غلظت 

با ضریب یک دوم تهیه و با ) پپتید زیست فعال(ضدباکتري 
از هر یک از باکتري هاي مورد ) CFU/ml 104(غلظت ثابتی 

 ساعت در 24 درجه سانتی گراد به مدت 37العه در دماي مط
اولین ردیف پلیت .  خانه اي انکوبه گردید96داخل میکروپلیت 

به عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شد و تنها حاوي محیط کشت 
ردیف اخر به . ونرکیب ضد میکروبی با غلظت مشخصی بود

سیون عنوان کنترل مثبت تنها حاوي محیط کشت و سوسپان
حجم نهایی هر خانه . بود) CFU/ml 104( غلظت باباکتري 

پس از گذشت .  میکرولیتر در نظر گرفته شد200میکروپلیت 
مدت زمان انکوباسیون، جذب نوري هر یک از خانه هاي 

 نانومتر تعیین 600میکروپلیت با دستگاه الیزاریدر در طول موج 
) پپتید زیست فعال(گردید و اولین غلظت از ماده آنتی باکتریال 

که مانع رشد هر یک از باکتري ها شده بود و کدورتی کمتر از 
کدورت کنترل مثبت داشت به عنوان حداقل غلظت مهارکنندگی 

)MIC (در نظر گرفته شد . 

           بررسی خواص بازدارندگی آنزیم  - 2-10
  گلوکوزیداز - آلفا

 و  Connellyگلوکوزیدازي روده موش - آزمون بازدارندگی آلفا
در ابتدا غلطت . با کمی تغییرات انجام گرفت) 2014(همکاران 

20 mg/ml از نمونه ساخنه شد و در ادامه استخراج آنزیم از 
پودر روده موش توسط بافر صورت گرفت و سپس عصاره 

اندازه گیري فعالیت آنزیم .  رقیق گردیدMU/ml 90حاصل به 
ومتر براي هر نمونه انجام  نان405 درجه و طول موج 37در دماي 

 به عنوان کنترل مثبت مورد mg/ml 5از محلول آکاربوز . گرفت
استفاده قرار گرفت و میزان بازدارندگی بر اساس رابطه زیر 

 :محاسبه گردید
  بازدارندگی قدرت = 1- )  جذب شاهد–جذب نمونه * (100

  آمیلاز خوکی- آزمون بازدارندگی آلفا - 2-11
ارندگی آبکافته هاي آنزیمی گلوتن نسبت به بررسی فعالیت بازد

 با کمی )2017( وهمکاران  Liuآنزیم آلفا آمیلاز خوکی با روش 
 میکرولیتر از 100در ابتدا مخلوطی از . تغییرات انجام گرفت

 میکرولیتر از نمونه در 100را با ) U/ml 3.75(محلول آنزیمی 
س در ادامه  دقیقه انکوبه کرده و سپ10 درجه به مدت 37دماي 

) w/v % 0.5( میکرولیتر از محلول نشاسته 200با افزودن 
 37 دقیقه در دماي 15واکنش آغاز می شود و پس از طی شدن 

 واکنش متوقف DNS میکرولیتر محلول 400درجه، با افزودن 
 دقیقه در آبجوش قررا داده و پس از 5می شود و سپس به مدت 

آب مقطر رقیق می نماییم و  ml 3ان فورا در یخ فرو برده و با 
همچنیین از .  نانومتر می خوانیم540میزان جذب مخلوط را در 

   . آکابوز به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید
  تجزیه تحلیل آماري - 2-12

 تجزیه  براي.گردید ثبت نتایج و انجام تکرار سه در آزمایشهاتمام 

) ANOVA (یک طرفه واریانس آنالیز روش از ها داده تحلیل و
 5و براي مقایسه میانگین ها از آزمون آماري دانکن در سطح 

 Excelمیانگین و انحراف معیار در نرم افزار . درصد استفاده شد
ها و   جهت آنالیز داده18 نسخه SPSSاز نرم افزار . محاسبه شد

  . استفاده گردید براي رسم نمودارهاExcelافزار  نرم
 

  نتایج - 3
اي به دست آمده، میزان پروتئین عصاره آبی گیاه ه بر اساس یافته 

 3/7 می باشد و میزان فعالیت آنزیمی نیز mg/ml 41/5کارده 
U/mlمشاهده می شود 1همانطور که در شکل شماره .  می باشد 

 این  pHو در این  می باشد pH 5بالاترین فعالیت آنزیم در 
افزایش و با  درصد فعالیت خود را حفظ نموده است 82نزیم آ

pHدن  و رسیانی محیطpH عالیت آنزیم  درصد از ف30، 9 به
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کاهش معناداري  pHبا افزایش فعالیت آنزیم مانده است و  باقی
)p˂0.05 (این مطلب نشان دهنده آن است که آنزیم . یابدمی

پروتئاز موجود در این عصاره گیاه کارده پروتئازي اسیدي می 
لیایی از میزان فعالیت آن کاسته باشد و به همین خاطر در شرایط ق

 بافر استخراج کننده کمتر شده و pHمی شود به طوریکه هرچه 
گردد، میزان فعالیت باقی مانده  فعالیت بهینه نزدیک میpHبه 

این نظر عصاره آنزیمی گیاه کارده مشابه سایر  از. دیاب افزایش می
 .]31و 30[باشد  آسپارتیک پروتئازهاي دیگر می

 
Fig 1 Enzyme activities of Biarum carduchcorum 

extract partial purification in different pH and 
temperature 

 درجه 45 درجه تا 25 با افزایش دما از 1با توجه به شکل شماره 
افزایش معناداري در فعالیت آنزیم گیاه کارده مشاهده شد که با 

رو  از این. پیدا کردطح درجه حالت مس55یشتر به دماي افزایش ب
ترین   درصد فعالیت، به عنوان مطلوب79 درجه با حفظ 45دماي 

در . دماي فعالیت جهت انجام عمل آبکافت مورد استفاده قرار داد
تحقیقی حداکثر دما براي فعالیت آنزیمی آنزیم آسپارتیک 

 درجه گزارش 60استخراج شده از ریزوپوس اوریزا را در دماي 
 در دماهاي بالا نزیم به سرعتآان نمودند که این کردند و عنو
نتایج مشابهی توسط پروتئاز جداشده از  .]32[گردد  غیرفعال می

مشاهده شد که در ) 1396(گیاه کارده توسط گلکاري وهمکاران 
 مناسبترین شرایط فعالیت PH 5 درجه و 45آن تحقیق نیز دماي 

هت تولیدپنیر از شیر اره جصعصاره گیاه کارده و استفاده از این ع
  .]19و 18[می باشد

درجه آبکافت، میانگین طول زنجیره  - 3-1
  پپتیدي و بازیابی پروتئینی

نه گلوتن توسط عصاره گیاه کارده نتایج حاصل ازآبکافت نمو
 ساعت درجه آبکافت 6نشان داد که با افزایش زمان تا ) 2شکل (

ه است، به روند افزایشی اما شدت و نرخ آن روند کاهشی داشت
گونه اي که در یک ساعت اول بیشترین میزان ابکافت رخ داده 

گونه عنوان نمود که باافزایش  علت این امر را می توان این. است
 و  پیوندهاي پپتیدي در دسترس آنزیممدت زمان آبکافت، تعداد

این امر با نتایج سایر . یابد همچنین فعالیت آنزیم کاهش می
طول زنجیره  پارامتر بعدي میانگین. دها مطابقت دار پژوهش

پپتیدي است که از عوامل مهم در خواص پروتئین هاي آبکافتی 
نمونه گلوتن با درجه . است و با درجه آبکافت رابطه عکس دارد

.  می باشد36/15نگین طول زنجیره ي ، داراي میا % 51/6آبکافت 
 متري، که پارا)پروتئینی(یتروژنی در پژوهش حاضر، بازیابی ن

جهت نشان دادن خلوص و گرم پروتئین آبکافتی نسبت به مقدار 
 درصد 22/87پروتئین سوبستراست، نمونه پروتئین آبکافت شده 

ه خواص عملکردي پژوهشی ک .پروتئین را به خود اختصاص داد
مشتق شده از فیله ماهی را مورد ارزیابی قرار پروتئین آبکافتی 

جه آبکافت و بازیابی پروتئین را  رابطه مستقیم بین دردداد، وجو
 .]33[نشان داد 

  
Fig 2 Degree of hydrolysis of wheat gluten versus 

time (6 h) 
 

  •DPPHقدرت مهار رادیکال  - 3-2
 هر یک از جزهاي غشاي •DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال 

. مده است آ1هاي پروتئین گلوتن در جدول  فتهفراپالایش آبکا
 3هاي کوچکتر از   مهارکنندگی در جزهاي آبکافتهمیزانبالاترین 

 میکرومول µmol TE/g 64/±2 85/65 کیلودالتون و برابر با
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ترین میزان  پایین. باشد تورلکس برگرم ماده خشک می
 کیلودالتون و برابر با 100مهارکنندگی مربوط به جز بزرگتر از 

mol TE/gµ 74/±1 25/18وهش هاي  این نتایج با پژ.باشد  می
هی و همکاران در مورد آبکافته دانه کتان، لی و همکاران در مورد 
آبکافته نخود، چن و همکاران در مورد آبکافته سفیده تخم مرغ، 

این . چانگ و همکاران در مورد آبکافته ماهی همخوانی داشت
وهشگران گزارش نمودند که پپتیدهاي با اندازه کوچک تر، ژپ

رادیکال بالاتري نسبت به سایر جزهاي داراي اثر مهارکنندگی 
شاي فراپالایش دارند همچنین نوع اسیدآمینه موجود در این 

 اثر گذار خواهد بود •DPPHآبکافته ها بر فعالیت مهارکنندگی 
  .]35و 34[
فعالیت مهارکنندگی رادیکال کاتیونی  - 3-3

ABTS•  
 هر جز •ABTS فعالیت مهارکنندگی رادیکال 1 در جدول
نتایج نشان داد که تمامی . اپالایش نشان داده شده استغشاي فر

هستند و   •ABTSاجزا داراي قدرت مهارکنندگی رادیکال 
 کیلودالتون 3بالاترین میزان مهارکنندگی مربوط به جز کوچکتر از 

 و پایینترین قدرت mol TE/g µ05/±2 81/295و برابر با 
 mol  برابر با کیلودالتون و100مهارکنندگی به جز بزرگتر از 

TE/gµ 48/5± 24/115این نتایج با پژوهش هاي ژوانگ و .  بود
این پژوهشگران گزارش . همخوان خوبی داشت) 2013(همکاران 

 کیلودالتون آبکافته ذرت داراي 10نمودند که جز کوچکتر از 
بیشتري نسبت به جزهاي با  •ABTSقدرت مهاررادیکال کاتیون 

مچنین سایر محققان گزارش نمودند ه. وزن مولکولی بالاتر است
 کیلودالتون آبکافته 3که پپتدهاي با وزن مولکولی کمتر از 

زهاي با جلوبیاچیتی قدرت مهارکنندگی بالاتري نسبت به سایر 
وهشگران بیان داشتند که توضیح این پژ. وزن مولکولی بالاتر دارد

مالی در مورد این یافته ها ممکن است به سبب فراوانی احت
سیدهاي امینه آبگریز و آبدوست در پپتیدهاي غنی شده در طول ا

خصوصیات . فراپالایش به ویژه با وزن مولکولی پایین باشد
ضداکسایشی پپتیدهاي با وزن مولکولی پایین با توجه به همین 

توانند به راحتی با  نها تایید شده است، زیرا آنها میآوزن مولکولی 
ده و پراکسیداسیون لیپیدي را رادیکال هاي لیپیدي واکنش دا

  .]36[کاهش دهند 
، اندازه و ساختار پپتیدها و توالی •DPPH هماننند رادیکال 

اثرگذار  •ABTSاسیدآمینه آن ها بر میزان مهار رادیکال کاتیون 
تخریب ساختار طبیعی پروتئین ها در اثر هیدرولیز آنزیمی . است

در معرض گروه هاي نجر به بازشدن ساختار طبیعی و قرارگیري م
فعال آمینواسیدي که قابل واکنش با رادیکال هاي آزاد می باشند 

لوتن سرشار از اسیدهاي آمینه گ آبکافته هاي پروتئین .خواهد شد
و  )2جدول (اسیدي آسپارتیک اسید و گلوتامیک اسید می باشد 

توانند  به سبب حضور الکترونهاي اضافی میاین اسیدهاي آمینه 
هاي آزاد به عنوان دهنده الکترون عمل کنند   با رادیکالدر برخورد

و از این طریق واکنش هاي زنجیره اي رادیکال را با تولید 
محصولات غیررادیکالی متوقف کنند و اثر ضد اکسایشی ایجاد 

ویژگی آبگریز بودن پپتیدها نیز نقش مهمی در  .]3و 2[نمایند 
رادیکال هاي آزاد فعالیت ضداکسایشی آنها به خصوص در مهار 

آمینه آبگریز مانند والین، لوسین، آلانین، حضور اسیدهاي . دارد
               ایزولوسین، پرولین و تریپتوفان در ساختار پپتیدها،

.]4و12[کنند  تري را ایجاد می خواص ضداکسایشی قوي
Table 1 Antioxidant and and antihypertension activity (ACE-I) of gluten hydrolysated fractions. 

Peptide fraction DPPH• radical scavenging 
activity (µ mol TE/g) 

ABTS• radical scavenging 
activity (µ mol TE/g) 

Antihypertension activity 
(ACE-I) (%) 

F1 (˂3 kDa) 65.85±2.64a 295.81±2.05a 24.4±0.55c 
F2 (3-30 kDa) 51.45±3.37b 232.55±3.31b 86.3±0.48a 

F3 (30-100 kDa) 48.4±1.21b 188.25±1.49c 81.3±3.11a 
F4 (>100 kDa) 18.25±1.74c 115.24±5.48d 46.87±2.23b 

Concentration of peptide fraction for antioxidant activity and ACE inhibitory was 5 mg/ml and 10 mg/ml, 
respectively. Results are expressed in mean ± standard deviation (n = 3). Different letters indicate the significant 

difference between fractions and concentrations (p < 0.05). 
  ACEقابلیت ممانعت کنندگی  - 3-4

 در تمامی فرکشن هاي ACEفعالیت نسبی ممانعت کنندگی 

 2 فرکشن تولیدي، 4از میان .  آمده است1تولیدي در جدول 
 ) کیلودالتون30 و 3 وزن مولکولی بین باپپتیدهاي  (F2فرکشن، 

 ) کیلودالتون100 و 30 وزن مولکولی بین باپپتیدهاي  (F3و 
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تري نسبت به سایرین نعت کنندگی بالاعالیت ممافداراي 
 فعالیت ممانعت کنندگی 3/86± 48/0 با داشتن F2 جز .باشند می

 3/81± 11/3 با داشتن F3ترین قابلیت و پس از آن داراي بالا
هر چند که تفاوت ( را داشت ACEتوانایی مهار این آنزیم 

وان به ت که این امر را می)  وجود نداشتF2,F3معناداري بین 
بب دارا بودن محتواي آمینواسیدي آبگریز و آروماتیک بالا در س

 داراي کمترین قابلیت 4/24±55/0 با F1جز  .این دو جز دانست
توان بیان داشت که  از این نتایج می. باشد مهارکنندگی می

با برقراري پیوندهاي  F3 و F2پپتیدهاي حاصل در دو جز 
اتصال به جایگاه فعال هیدروژنی، آبگریزي و واندروالسی قابلیت 

و با مکانیسم هاي متفاوتی موجب کاهش  را داشته ACEآنزیم 
نتایج به دست آمده در مقایسه با .  فعالیت این آنزیم شده است

نتایج سایر محققان نشان می دهد که آبکافته هاي حاصل از 
پروتئین گلوتن با استفاده از عصاره گیاه کارده داراي قابلیت 

 و همکاران Jiang. هش فشار خون می باشدبهتري جهت کا
 پروتئین گردوي ACE قابلیت ممانعت کنندگی از )2018(

 اند  درصد گزارش نموده20آبکافت شده با پاپائین را حدود 
]37[.Cheung  دن که آبکافته گزارش دا) 2009( و همکاران

هاي حاصل از پروتئین جو با استفاده از آنزیم ترمولایزین حدود 
  .]38[ باشد صد می در90
  قابلیت ضدمیکروبی - 3-5

فعال تولید شده  حداقل غلظت مهارکنندگی پپتیدهاي زیست
هاي   توسط عصاره کارده بر روي پروتئین گلوتن بر روي باکتري

کلی، استافیلوکوکوس اورئوس، لیستریا مونوسیتوژنز و  اشریشیا
بر اساس .  نشان داده شده است2باسیلوس سرئوس در جدول 

اثر بازدارندگی ) نمونه شاهد(تایج به دست آمده پروتئین گلوتن ن
با ( F1بکافته هاي آها نداشت، در حالیکه  بر هیچ یک از باکتري
داراي قدرت بازدارندگی بر )  کیلودالتون3وزن مولکولی کمتر از 

 F2آبکافته هاي جز . تمامی باکتري هاي مورد بررسی بود
اثر  داراينیز  ) کیلودالتون30 و 3 پپتیدهاي با وزن مولکولی بین(

و بازدارندگی بر اشریشیاکلی ، لیستریا و باسیلوس سرئوس 
.  داشتندF1استافیلوکوکوس اما با غلظت هاي بیشتري نسبت به 

 100 و 30با وزن مولکولی بین  ابکافته هاي( F3پپتیدهاي جز 
تنها اثر بازدارندگی بر اشریشیاکلی و لیستریا ) کیلودالتون

 F4و آبکافته هاي جز  را داشتند  و باسیلوس ونوسیتوژنزم
بر هیچ )  کیلودالتون100آبکافته هاي با وزن مولکولی بیشتر از (

از لحاظ کمی پپتیدها فعالیت . اثر بازدارندگی نداشت باکتري
از خود نشان ندادند و نتایج نشان داد که باکتري  متفاوتی

ر پپتیدهاي را در براب تاستافیلوکوکوس ائوروس بیشترین مقاوم
گلوتن گندم دارد و باکتري لیستریامونوسیتوژنز نیز داراي بیشترین 

  .باشد حساسیت به این پپتیدهاي تولیدي از گیاه کارده می
فذي در غشا و تداخل در عبور و مرور اکثر پپتیدها با ایجاد من

یون ها و مواد غذایی می توانند مستقیما اثر میکروبی خود را 
مکانیسم هاي مولکولی و نفوذ در غشا در پپتیدهاي . ال نماینداعم

مختلف ممکن است تحت تاثیر پارامترهایی چون توالی 
 .]39[اسیدآمینه، ترکیب چربی هاي غشا و غلظت پپتید قرار گیرد 

) 12 - 50 (50پپتید هاي ضدباکتریایی معمولا از کمتر از 
 کیلودالتون 5- 10ی اسیدآمینه تشکیل شده اند، داراي وزن مولکول

. باشند بوده و واجد ویژگی هاي کاتیونی و آمفی پاتیک می
 وجود بار مثبت دربسیاري از علیرغم ساختارهاي گوناگون، 

. پپیتدها آن ها را قادر به اتصال به غشاي باکتریایی می نماید
پپتیدهاي ضدمیکروب از طریق قسمت هاي با بارمثبت  .]39[

نفی موجود درغشاي سلول هاي ر مخود با قسمت هاي با با
 برهمکنش برقرار کرده و از این طریق در سطح غشاي باکتري

درجه آبگریزي سطحی پپتیدها نیز . سلول هدف تجمع می یابند
نماید،  نقش موثري در بروز ویزگی هاي ضدباکتریایی آنها ایفا می

رتباط با اجزاي آبگریز ا بخش هاي آبگریز مسئول برقراري ازیر
از طریق این برهمکنش با غشاي سلولی . غشا هستنددر 

اي در ساختار اتفاق می افتد که ممکن است  هاي عمده بازآرائی
نتیجه برقراري اتصال میان پپتید و چربی، تغییر مکان پپتید در 
طول غشاي سلولی و برقراري برهمکنش با اهداف داخل سلولی 

ن هاي هیدرولیز از سوئی، قدرت ضدباکتریاي پروتئی .]40[باشد 
شده با افزایش درجه آبگریزي سطحی تا یک حدآستانه افزایش 
می یابد و پس از آن افزایش بیشتر در درجه آبگریزي سطحی به 
سبب دیمر شدن پروتئین ها در محلول آبّی منجر به کاهش اثر 
ضدباکتریایی پروتئین هیدرولیز شده خواهد شد، چرا که 

لی براي واکنش با بور از دیولره سلوئینی قادر به عدیمرهاي پروت
بنابراین فقدان اثر  .]42[غشاي هدف را نخواهند بود 

بگریزي آ در این تحقیق به سبب درجه F4ضدباکتریایی در نمونه 
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 و Cheng. بالا و دیمر شدن نمونه در محیط آب بوده است
 فعالیت ضد میکروبی کاپاکازئین را علیه) 2013(همکاران 

ا به محتواي لوسین، لیزین، فنیل آلانین و پرولین اشریشیا کلی ر
بررسی فعالیت ضد میکروبی پپتیدها زیست فعال . نسبت داد

حاصل از پنیرچدار با روش میکرودایلوشن برسه باکتري 
توسط ) اشرسشیا، استافیلوکوکوس ارئوس و باسیلوس سرئوس(

Pritchard نشان داد که پپتیدهاي با وزن ) 2010( و همکاران
 کیلودالتون بیشترین اثر ضدمیکروبی را بر 10ولکولی کمتر از م

باسیلوس سرئوس داشتند و همچننی کمترین اثر مهارکنندگی نیز 
 نتایج این بر باکتري استافیلوکوکوس ارئوس مشاهده شد که با

 .]43[ مطالعه مطابقت دارد

Table 2 Minimum inhibitory concentration (MIC) of bioactive peptides derived from gluten hydrolysate 
fractions against four foodborne pathogenic bacteria 

Bacillus cereus Listeria 
monocytogenes 

Staphylococcus 
aureus E. Coli    

-  -  -  -  Gluten hydrolysate  
+1/4 +1/16  +1/4 +1/8  F1 (˂3 kDa)  
+1  +1/8  +1  +1 F2 (3-30 kDa)  
+1  +1  -  +1  F3 (30-100 kDa)  
-  -  -  -  F4 (>100 kDa)  

Concentration of gluten fraction hydrolysates was 10 mg/ml. (+: Inhibitory effect on bacterial growth, - : Lack of 
inhibition of bacterial growth), (1: Bioactive peptide without dilution; 1/16, 1/8, 1/4: Bioactive peptide diluted with 

sterile distilled water) 
  حلالیت - 3-6

گیري این ترکیبات در  حلالیت پروتئین ها به سبب به کار
محصولات غذایی، داروسازي و پزشکی و سایر صنایع، به عنوان 
یکی از مهمترین خواص پروتئین ها و آبکافته در نظر گرفته می 

یت آبکافته ها میزان حلال 3شکل .]44[شود 
)F4,F3,F2,F1,gluten hydrolyzed(C) را در pH هاي 
حلالیت پروتئین استاندارد سرم آلومین .  نشان می دهد10 و 7،4،2

 7، 4، 2هاي به ترتیب   pH درصد براي 98 و 99، 98، 96گاوي 
 در تمامی نمونه ها حلالیت میزان کمی  pH 2در .  می باشد10و 

ن از حلالیت پایین این آبکافته ها در محیط می باشد و این امر نشا
حلالیت ) BSA(باشد در حالیکه نمونه استاندارد هاي اسیدي می
 با افزایش وزن مولکولی 7و pH  4در .  داردpHمطلوبی در این 

در محیط هاي . میزان حلالیت نمونه ها افزایش معناداري یافت
ت آبکافته ها دارد قلیایی نیز کاهش اسیدیته تاثیري مثبتی بر حلالی

ها میزان حلالیت نیز فلذا با افزایش وزن مولکولی در آبکافته
آبکافته هاي با دیگر محققان نیز گزارش کردند که . افزایش یافت

بودن، تمایل به برقراري تروزن مولکولی کوچک تر به سبب قطبی
د و از حلالیت پیوند هیدروژنی و الکتروستاتیک بیشتري دارن

نتایج این تحقیق با نتایج آبکافته  .]45و 34[برخوردارندبالاتري 
و آبکافته هاي ژلاتین ماهی  ]46[هاي ژلاتین پوست ماهی اونیکور 

 pHمطابقت دارد که در تمامی این مطالعات با افزایش  ]47[ سولو

  . میزان حلالیت افزایش می یابد 7 به 5از 

 
Fig 3 Solubility of gluten hydrolysate fractions in 
different pH (2, 4, 7, 10). Concentration of gluten 

fraction hydrolysates was 10 mg/ml 

  خواص امولسیون کنندگی - 3-7
د در فعالیت بین نمونه ها و شاه) P ˂0.05(تفاوتهاي معناداري 

بالاترین قدرت ایجاد امولسیون ). 4شکل (امولسیون وجود دارد 
و پس از ) BSA) (160 m2/g( استاندارد مربوط است به نمونه

و وپس ) m2/g 142) ( کیلودالتون3آبکافته هاي کمتر از  (F1آن 
)  کیلودالتون30 و 3آبکافته هاي با وزن مولکولی بین  (F2از آن 

)111 m2/g ( که بیان کننده ي این مطلب است که با افزایش وزن
نتایج .  دیابمولکولی نمونه قدرت ایجاد امولسیون کاهش می

 مطابقت دارد  )2018( و همکاران Hajfathalianحاصل با نتایج 
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که این محقق بیان نمود که با کاهش وزن مولکولی، میزان آبگریزي 
 خواهد شد که EAIشود که منجر به افزایش بالایی مشاهده می

ممکن است به سبب افزایش کمی تعداد گلبول هاي چربی کوچک 
ابی و بازآرایی مجدد مولکول در حدواسط و سالم که منجر به وات

امولسیون شده و منجر به افزایش تعداد سطوح روغن در آب و در 
  . [48] دهدنهایت قابلیت تشکیل امولسیون را افزایش می

پایداري امولسیون در نمونه ي استاندارد از سایر آبکافته ها بیشتر 
)160 min ( بود) ر نمونه میزان پایداري امولسیون د). 4شکل

  بود و براي سایر نمونه ها با افزایش وزن مولکولیmin 90شاهد 
ها و مولکول. ولسیون یک افزایش معناداري یافتداري اممیزان پای
هاي با وزن مولکولی پایین  به سبب اینکه داراي سطح پروتئین

تر دارند، به خوبی خارجی کمتري نسبت به پروتئینهاي سنگین
یجاد یک محیط ویسکوز کنند و همین امر توانند موجب انمی

مولکولهاي  .]49[موجب کاهش پایداري امولسیون خواهد شد 
کوچک تر کارایی کمتري در کاهش تنش بین سطحی و از این رو 
. امولسیون این ترکیبات با سرعت بالاتري شکسته خواهد شد

Alolod بیان داشتند که ویژگی هاي ) 2019( وهمکاران
افته هاي ژلاتینی پوست ماهی یونیکور یه میزان امولسیونی آبک

تر پپتیدهاي کوچک. زیادي به غلظت و اندازه پپتیدها وابسته است
روغن حرکت کرده و امولسیون -سریعنر به فضاي بین سطحی آب

دهند اما امولسیون هایی که پایداري بالایی ندارند که را تشکیل می
دوستی در دو طرف آب- این امر به سبب کاهش تعادل آبگریزي

  .]46[باشدسطوح امولسیون می

  
Fig 4 Emulsifying properties of gluten hydrolysate 

fractions. Concentration of gluten fraction 
hydrolysates was 2 mg/ml 

  قابلیت کف کنندگی - 3-8
سرم آلبومین (نموه استاندارد کنندگی مربوط به بالاترین قابلیت کف

گلوتن آبکافت (باشد و پس از آن نمونه هاي شاهد می) گاوي
، جز ) درصد78 (F3، جز )درصد93 (F4، جز ) درصد95( )شده

)F2 52درصد  ( و کمترین میزان هم مربوط به جزF1) 42 
گزارش ) 2019( و همکاران Alolod). 5شکل (می باشد ) درصد

وست کردند که قابلیت تشکیل کف ابکافته هاي حاصل از ژلاتین پ
 درصد بالاتر از نمونه شاهد در این 83/5ماهی یونیکور به میزان 

در این تحقیق قابلیت تشکیل کف به وزن  .]46[ تحقیق بود
ها وابسته می باشد، همچنانکه ضعف در تشکیل مولکولی آبکافته

آبکافته . کف در آبکافته هاي با وزن ملکولی پایین مشاهده شد
و نمونه کنترل به ) F3,F4ز هاي ج(هاي با وزن مولکولی بالا 

سبب توانایی در بازسازي سطح بین هوا و آب، نیازي به ایجاد نیرو 
  .]48[جهت تشکیل ساختار کف ندارد 

 
Fig 5 Foaming properties of gluten hydrolysate 

fractions. Concentration of gluten fraction 
hydrolysates was 1 mg/ml. 

 
 دقیقه نشان از پایداري کف 10 پایداري کف پس ازنتایح حاصل از

. دهد مولکولی بالاتر می هاي با وزن در نمونه هاي شاهد و آبکافته
ها تفاوت معناداري  پایداري کف تشکیل شده در تمامی نمونه

 درصد بود که به 93در نمونه شاهد میزان ). p˂0.05(داشت 
 درصد 60ه میزان  رسید و همینطور بF4 درصد در نمونه 85میزان 

 و Alolodهمچنین روند مشابهی را .  کاهش یافتF3در نمونه 
کاهش پایداري کف در  .]46[ گزارش کردند) 2019(همکاران 

هاي با وزن مولکولی پایین به سبب برهمکنش  نمونه هاي آبکافته
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 پروتئین ها، قادر به تشکیل فیلم و لایه مناسبی - کمتر پروتئین
کف نخواهد بود و  وج هوا از سلول هايجهت جلوگیري از خر

    .]50[این امر موجب کاهش پایداري کف خواهد گردید 
  قابلیت بازدارندگی آلفا گلوکوزیداز - 3-9

نتایج نشان داد که تمامی فرکشن هاي آبکافته هاي تولیدي در 
 غلظت به کار رفته، داراي اثر بازدارندگی آنزیم آلفا گلوکوزیداز

 چهار آبکافته داراي 4میزان بازدارندگی هر . روده موش بودند
بالاترین میزان بازدارندگی به جز . اختلاف معنادار با یکدیگر بودند

  ± 0.12 با مقدار) F3( کیلودالتون 100 تا 30آبکافته ي بین 
 100قابلیت بازدارندگی فرکشن بزرگتر از .  درصد نشان داد49.37

 کمترین بود و با 25.15  ± 0.33به میزان ) F4(کیلودالتون 
) 0.26 ±  25.44 (F2 و )F1 ) 0.11 ±  24.70آبکافته هاي 

صی بودن این آنزیم و حضور اختصا. اختلاف معناداري نشان نداد
 هیدروکسیلی و آبگریز در این پپتید، دلیل بالاتر بودن دهايآمینواسی

به سایر فرکشن ها می تواند  قابلیت بازدارندگی این فرکشن نسبت
با اتصال ) پرولین، لوسین، ایزولوسین( آمینواسیدها این .]50[د باش

عال این آنزیم موجب بازدارندگی این آنزیم می فهاي  به جایگاه
بررسی الگوهاي فعالیت ساختاري نشان می دهد که آلفا . شوند

گلوکوزیداز و پپتیدهاي مهارکننده بیشتر از طریق پیوندهاي 
 .]37[ می کنند نشکتیک برهمهیدروژنی و تمایلات الکتروستا

حضور اسیدهاي آمینه قلیایی، پیوندهاي هیدروژنی و اسیدهاي 
آمینه حاوي گوگرد، به طور قابل توجهی توانایی پپتیدها را براي 

  .]50[مهار آلفا گلوکوزیداز افزایش می دهد 
  آمیلاز خوکی- قابلیت بازدارندگی آلفا - 3-10

 میلی گـرم بـر میلـی    10غلظت  (انتایج نشان داد که تمامی آبکافته ه 
در فرکـشن هـاي   . ز را دارنـد لا قابلیت مهارکنندگی آنـزیم آمـی    )لیتر

 79.19  ±  1.13بـا  )  کیلودالتـون 3کمتر از (F1تولیدي، فرکشن 
 100بزرگتـر از     (F4درصد ممانعت کننـدگی بیـشترین و فرکـشن          

 کمترین میـزان ممانعـت کننـدگی را    40.07  ± 2.92) کیلودالتون
 درصد ممانعت کنندگی و 57.83  ± 2.33 با F2فرکشن . شتنددا

F3 درصد ممانعت کنندگی اندازه گري شـد 44.25  ± 0.95 با  .
 کیلودالتون بیـشترین  2 کردند که فرکشن کوچکتر از   گزارش محققان

  سازوکار پیشنهادي.  آنزیم آلفا آمیلاز را داراسته باثر بازدارندگی
  

زوکار حملـه چندگانـه مـی باشـد و      براي فعالیـت ایـن آنـزیم، سـا     
حرکت کشویی است که آنزیم بدون جـدا شـدن از پـیش مـاده در                 
ــد  ــی نمای . طــول ان حرکــت نمــوده و واحــدهاي قنــدي را آزاد م

برهمکنش میان نشاسته و انـزیم نـسبتا ضـعیف اسـت و از  طریـق                 
پیـشنهاد شـده    . پیوندهاي هیدروژنی و واندروالـسی رخ مـی دهـد         

شناسایی شده در ایـن پـژوهش داراي اسـیدهاي      است که پپتیدهاي    
 محققـان  .]50[ آمبنه پرولین در انتهاي آمینـی و کربوکـسیلی بودنـد          

، والـین   )P(، پـرولین    )I(بیان داشتند که اسیدهاي آمینه ایزولوسـین        
)V (   و لوسین)L (         نقش مهمی در قابلیت مهارکنندگی آلفـا آمـیلاز

  می تـوان  F1 در فرکشن    دارد که با توجه به آمینواسیدهاي موجود      
این قابلیت مهارکننـدگی را بـه محتـواي امینواسـیدي ایـن فرکـشن           

 بیان داشتند که دو آسیدآمینه لوسـین و   وهشگرانپژ .]50[ نسبت داد 
پرولین در آبکافته هاي حاصـل از پـروتئین سـویا نقـش مهمـی در                

ــد خــون دارد   درصــد  25/37  وجــود.جلــوگیري از افــزایش قن
تامین و گلوتامیک اسید نقش مهمی در اثر ضـددیابتی          اسیدآمینه گلو 

 کننـدگی  قابلیت مماتعت  اذعان داشتند که     محققان. این فرکشن دارد  
ین لوبیاي سیاه به سبب وجـود آسـپارتیک اسـید،      ئ پروت و ضددیابتی 

پـروتئین لوبیـا سـیاه بـه     . گلوتامیک اسید، والین و سرین مـی باشـد    
سـپارتیک اسـید، لوسـین،      سبب غنـی بـودن از گلوتامیـک اسـید، آ          

  .]48[ ترئونین و سرین قابلیت مهارکنندگی بالایی دارد
  

  نتیجه گیري - 4
چهار جز آبکافته گلوتن حاصل از عصاره گیاه کارده خالص سازي 

این . شده در این تحقیق به صورت موفقیت آمیزي تولید گردید
ضدمیکروبی و ضداکسایشی و (ها خواص بیولوژیکی  آبکافته

حلالیت، تولید (و خواص عملکردي ) خون گی فشار هندهکاهش د
. از خود نشان دادند) و پایداري کف و خواص امولسیفایري

که از هاي حاص از گلوتن  توان نتیجه گرفت که آبکافته بنابراین می
باشد، پروتیئن با  ضایعات جانبی کارخانجات تولید نشاسته می

قابلیت  شده گیاه کارده سازي استفاده از آنزیم به طور نسبی خالص
بالایی به عنوان یک بهبوددهنده در فرمولاسیون مواد غذایی ، 

  .توان استفاده نمود دارویی و حتی پزشکی می
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Production of bioactive peptides from wheat gluten by Biarum carduchcorum 
extract and the biological and functional capacity were investigated in the present 
study. Results showed that Biarum carduchcorum have the highest protease activity 
in (5, 45) pH and temperature, respectively. All fractions obtained (F1˂3, F2: 3-30, 
F3: 30-100, F4> 100 kDa) exhibited antioxidant activity, However F1 registered the 
highest DPPH scavenging activity (65.85±2.64 µmol TE/g) and reducing power 
ABTS (295.81±2.05 µmol TE/g) and F4 have the lowest antioxidant activity. The 
highest ACE-inhibitory activity was F2 (86.3%) and F3 (76.3%). F1 Fractions 
showed an appropriate inhibitory effect on tested bacteria while total extract of F4 
had no inhibitory activity against pathogens. Functional properties suggested that 
the solubility of hydrolysates in all samples decreased in acidic pH but as molecular 
weight of hydrolysates fractions increased, solubility of hydrolysate in pH (4, 7) 
increased significantly. Emulsifying activity index decreased and foaming and 
emulsion stability index increased. It seems that hydrolysates of gluten, by-product 
of starch industry, have a good potential biotechnological alternative for the 
industry. 
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