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  چکیده
 هاي آنزیم از استفاده با دانه انگور یمیآنز زیدرولیاز هشده  صیتخل يدهایپپت یسرطان و ضد یدانیاکس یآنتدر این پژوهش خواص 

و  آلکالاز تجاريهاي آنزیم از با استفاده ،)دقیقه 30 و 20 ،10( مختلف زمان سه در هیدرولیز پروتئین. تعیین شد میکروبی پروتئاز
درصد آنزیم به پروتئین نمونه اولیه،  1 به نسبت) فلاورزایم و آلکالازهاي بهینه فعالیت آنزیم pH( 7و   5/8 هاي pHدر  فلاورزایم

که با افزایش  نشان نتایج. تولید شد میفلاورزا میآنز يگراد برایدرجه سانت 55آلکالاز و  میآنز يبرا گرادیدرجه سانت 57 يدمادر 
همچنین مقادیر پارامترهاي ). p>05/0( یافت  افزایشبه طور معنی داري  هیدرولیز درجه و یپروتئین بازیافت میزان ،زمان هیدرولیز

 سازي خنثی(بیشترین فعالیت آنتی اکسیدانی ). p>05/0( داري بالاتر از آنزیم فلاورزایم بود آلکالاز به طورمعنی آنزیم توسط مذکور

 يهاسلوله ضد سرطانی علیو خاصیت ) ABTS آزاد رادیکال سازي خنثی کنندگی فریک وء، قدرت احیاDPPH آزاد رادیکال
SW742 )با . دقیقه مشاهده شد 30در زمان  توسط آنزیم آلکالاز در پروتئین هیدرولیز شده تولیدي )هاي سرطان کولونسلول
بالاترین مقادیر اسید آمینه  ،تعیین شداي آن آمینهپروفایل اسید ) دقیقه 30آنزیم آلکالاز و زمان (تیمار  بهتر بودن این توجه به

 و بالاترین مقادیر اسید آمینه غیر ضروري گلوتامیک اسیددرصد  11/7و پس از آن اسید آمینه لوسین درصد  98/7ضروري، والین 
دانه پروتئین هیدرولیز شده  که رسدمینظر در مجموع به .بوده استدرصد  55/12و پس از آن اسید آمینه گلایسین درصد  55/19

در  و غذایی مواد هاي پروتئینی در مکمل تواند به عنوان میکه  بالاست،نی و ضدسرطا اکسیدانی آنتیفعالیت  داراي انگور
  .قرار گیرداستفاده مورد  رژیم غذایی هاي فرمول

 
  .سرطان کولون، DPPH آزاد رادیکال، پروفایل اسید آمینه ،هاي تجاريآنزیم ،پروتئین هیدرولیز شده :کلیدي واژه هاي
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 مقدمه -1
هستند که  یخاص ینیپروتئ هاي فعال بخش ستیز دهايیپپت

 2- 20دالتون و داراي  6000ها کمتر از آن یجرم مولکول
 یاصل ینیپروتئدرساختار  دهایپپت نیباشند ایم دیاس نویآم
 یتوال و بوده و بعد از آزاد شدن بر حسب نوع رفعالیغ
در  و بدن طیبر عملکرد و شرا یمثبت ریثأخود، ت ديیاسنویآم
 توان به یم راتیثأت نیاز جمله ا .سلامت فرد دارند جهینت

، ضدفشاریدانیاکس یآنت، یکروبی، ضدمیبخش یمنیا اثرات
به سه روش  دهایپپت نیا ).24( خون و ضدسرطان اشاره نمود

 دیتول یمیآنز زیدرولیو ه یکروبیم ریتخم ،ییایمیسنتز ش
 هاي از روش یمیآنز زیدرولیه انیم نی، در ا)20( شوند یم

 قابل نديیکه فرآ باشدیم ییغذا وتکنولوژيیدر ب دیجد
آزاد  دهايینواسیاست و منجر به نابودي آم میو ملا کنترل
ها یکی از روشهیدرولیز آنزیمی پروتئین). 13( شودینم

خصوصیات پروتئین . هاستهاي بهبود خصوصیات پروتئین
ه هیدرولیز و ساختار پپتیدهاي تولید هیدرولیز شده با درج

شود و این موارد بستگی به ویژگی پروتئین و شده تعیین می
ویژه هخصوصاً نوع آنزیم به کار رفته و شرایط هیدرولیز ب

تواند با استفاده هیدرولیز آنزیمی مییند آفر .دارد pHدما و 
اي هو نیز آنزیم) اتولیزیند آفر(ها با منشا داخلی از آنزیم
هاي تجاري به جاي کاربرد آنزیمیند آفر. انجام شودتجاري 

هاي داخلی داراي مزایاي یا آنزیم  شیمیایی ویندهاي آفر
هیدرولیزاسیون کاملا یند آفرزیرا کل  .بسیار زیادي است
هاي با دهردر نتیجه محصول و فرآو ،تحت کنترل است

یکی از فاکتورهاي تعیین . شودخواص مشخص تولید می
هاي کننده و مهم در هیدرولیز آنزیمی با استفاده از آنزیم

هاي که براي  آنزیم. باشدتجاري، انتخاب آنزیم پروتئاز می
گیرند، هاي غذایی مورد استفاده قرار میهیدرولیز پروتئین

ها باید از حداقل باید داراي یک ویژگی مشترك باشند، آن
یکروبی دارند، م أمنشارزش غذایی برخوردار باشند و اگر 

  ). 2(زا باشد بیماري ها باید غیرآن  تولیدکننده  ارگانیزم
داراي فعالیت اندوپروتئازي (مانند آلکالاز  مختلف هايآنزیم

   اندوپپتیداز سیستئین با (، بروملین )در شرایط قلیایی
 مخلوطی از اندوپپتیداز و(یم اورز، فلا)هاي متعددویژگی

پروتئاز باکتریایی داراي مخلوطی (مکس ، پروتا)اگزوپپتیداز
جهت تولید پروتئین هیدرولیز شده با ) از اندو و اگزوپپتیداز

). 29( روند میاکسیدانی به کار  آنتیکاربردي و  خصوصیات
ی که طی تحقیقات مختلف مورد استفاده یهاترین آنزیم مهم

لاز و فلاورزایم می باشد اقرار گرفته است شامل آنزیم آلک
 شده با زیدرولیهاي هنیپروتئ ر،یهاي اخدر سال ).28(

 و یوانیبخش از منابع ح یو سلامت یدانیاکسیآنت خواص
، کانولا، جوانه گندم، ایسو ايیلوب، ریمانند ش اريیبس یاهیگ

 ،blood clamsیی ایي تخم مرغ، جاندار درزرده نیپروتئ
. )10( اند شده دیتول گویم ماهی و عاتیو ضای خوراک صدف
 نیپروتئ دیتول مناسب براي یوانیو ح یاهیمنابع گ نیدر ب
  و  ترمناسب متیق لیدل  به  یاهیگ  شده، منابع زیدرولیه

در  ).17( اندمورد توجه قرار گرفته شتریکمتر، ب ییزاآلرژي
هاي  از فرآورده که)Vitis vinifera(دانه انگور  انیم نیا

از چربی،  ترکیبیداراي . باشد می میوه آب هاي کارخانه جانبی
ل است و وفن پلیدرصد  8الی  5پروتئین، کربوهیدرات و 

). 18( بسته به گونه و جنس انگور متفاوت است مقادیر آن
 باشدمی  درصد 14گرم پودر دانه انگور 100 میزان پروتئین در

ها، انگور شامل فلاونوئیددانه هاي موجود در لوفنپلی). 16(
-3کاتچیناپی کاتچین،3- ریک فلاواناسید گالیک، مونوم

 مریک پروآنتوسیانیدیندیمریک، مونومریک و پلی و گالیت
ترکیبات دانه مطالعات نشان می دهد که ). 31( باشد می

در از بین بردن رادیکال انگور داراي پتانسیل بسیار بالایی
بوده و در سرطانی  و ضدمهار استرس اکسیداتیو  ،هاي آزاد
هاي قلبی و ایسکمی برقراري مجدد کتوسانفار موارد

گردش خون بافتی، نقش مهاري آن در برابر استرس 
سازمان غذا و دارو ). 8( اکسیداتیو به اثبات رسیده است

 ییمواد غذا یافزودن عنوانرا به   دانه انگور )FDA( کایآمر
 بهGRAS1ی به عنوان کرده و به طور کل دییو تا بیتصو
و شده  انیبا توجه به مطالب ب ).38( شناخته است تیرسم

اهمیت پروتئین هیدرولیز شده و با توجه به اینکه در ارتباط 
در اي با پروتئین هیدرولیز شده هسته انگور تا بحال مطالعه

تولیدهدف از مطالعه حاضر  ،ایران انجام نشده است

                                                
1-Generally Recognized As Safe 
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دانه انگور  یمیآنز زیدرولیهاز  تخلیص شده يدهایپپت 
خواص  یبررسو فلاورزایم  لکالاز وهاي آتوسط آنزیم

  .باشداین پپتیدها می یسرطانو ضد یدانیاکسیآنت
  
  مواد و روش ها-2
  مواد اولیه - 2-1

 Vitis( فرا وینیانگور مورد استفاده از خانواده ویتیس 

vinifera(  ،از بازار محلی گونه انگور ایرانی بوده است
و توسعه انستیتو  گروه کشتییدأتو به  شهرستان گیلان تهیه

بعد از خریداري انگور قرمز، . گیاهان دارویی تهران رسید
ها از تفاله انگور قرمز به طور دستی اقدام به جداسازي دانه

در آون تحت خلأ با درجه  ،شستشواز ها پس دانه. شد
. خشک شد قهیدق 30گراد به مدت یسانتدرجه  50حرارت 

تا  و شدندپودر  هاي خشک شده توسط خردکن کاملاًدانه
نگهداري گراد درجه سانتی 25در دماي شروع آزمایشات 

) دانمارك(نووازیم  شرکت از فلاورزایم و آلکالاز آنزیم .شدند
  درجه  4و تا زمان مصرف در درجه حرارت  شدتهیه 
صورت میزان فعالیت آنزیمی به. شدگراد نگهداري سانتی
 Au/kg)به سوبسترا  نیتئپرو لوگرمیک هر يازا به  آنسون واحد

protein)  شدارائه.  
 
  تولید پروتئین هیدرولیز شده - 2-2
  آماده سازي ایزوله پروتئین از دانه انگور-1- 2-2

هاي به منظور از بین بردن ترکیبات پلی فنولی از دانه ها، دانه
گراد در درجه سانتی 45ساعت در دماي  2انگور به مدت 

خیسانده شد این کار ) NH4OH )1:4 v:wدرصد 4محلول 
بی رنگ شد،  حاصلمرتبه تکرار شد تا زمانی که محلول  3

  سپس  وندین بار با آب شیر شسته شدند ها چسپس دانه
انگور به منظور هاي دانه. ها در آفتاب خشک شدنددانه

. استخراج پروتئین با استفاده از آسیاب خانگی پودر شدند
 Nacl ١ mol/ L محلولفاقد چربی در  دانه انگور پودر

)w:v 1:8 (همزده شد و سپس  دقیقه 30 در دماي محیط براي
pH توسط 9/5 آن روي mol/ L ١NaOH  بعد . تنظیم شد
 20به مدت  rpm 800دقیقه همزدن، سوسپانسیون در  30از 

، Z36HKمدل (درجه سانتی گراد سانتریفیوژ  4 دماي در دقیقه
با استفاده از  pH=4ر مایع رویی د. شد) هامبورگ، آلمان

mol/ L ١ Hcl مجدداشد و  افزودهها پروتئینجهت رسوب 
درجه سانتی گراد  4دقیقه در دماي  20به مدت  rpm 800 در

رسوبات چندین بار با آب مقطر شسته شدند . سانتریفیوژ شد
 افزوده pH  7تا  mol/ L 1/0NaOHمقطر حاوي  و در آب

 انجمادي  کن خشک  از  دهاستفا  با  پراکنده  ذرات  .شد
)Operon FDB-5503(خشک شد  )، کره جنوبی(.  
  
 پروتئینی حاصل از دانه انگورایزوله هیدرولیز  2- 2-2

لیتري ریخته شد و میلی 250گرم نمونه، درون ارلن مایر  50
به ارلن ) 2:1(لیتر آب مقطر به نسبت میلی 100سپس میزان 

دقیقه  2الی به مدت گردید و با همزن دیجیت اضافه مایر
 2/0سپس با اضافه کردن هیدروکسید سدیم . هموژنیزه شد

، فلاورزایم 5/8آلکلاز (ها بهینه فعالیت آنزیم pHنرمال به 
درجه  57 يدمادر ها در حمام آبی نمونه. ، رسانده شد)5/7

 يگراد برایدرجه سانت 55آلکالاز و  میآنز يبرا گرادیسانت
ي تولید پروتئین هیدرولیز شده با دور برا میفلاورزا میآنز
درصد میزان  1(قرار داده شد، سپس آنزیم  rpm 200 ثابت

        اضافه شد و پس از هر بار آن به) پروتئین نمونه اولیه
زمان (و در پایان آزمایش ) دقیقه 20و  10زمان (گیري  نمونه

به منظور قطع واکنش آنزیمی در حمام آبی به ) دقیقه 30
گراد قرار داده درجه سانتی 95دقیقه در دماي  15مدت 
هاي هیدرولیز شده پس از خنک شدن با پروتئین. شدند

 20به مدت  rpm 6700استفاده از سانتریفوژ با دور ثابت 
آوري گردید و پروتئین  جمع سانتریفوژ شد، مایع شناور دقیقه

 )درجه سانتی گراد - 20دماي ( هیدرولیز شده در فریزر
ري شد و سپس با استفاده از دستگاه خشک کن نگهدا

   ).14(آمد درصورت پودر هانجمادي ب
  
  درجه هیدرولیز- 2-3

 (TCA)اسید  کلرواستیک کمک تري هیدرولیز به میزان
 نسبت درصد گیرياندازه این روش مبناي  .دش گیري اندازه

 درصد 10 اسید کلرواستیک در تري محلول هاي پروتئین

 منظور این براي. باشدمی نمونه در هاي موجودپروتئین کل به

 اسید کلرواستیک تري لیتر میلی 5 با از نمونه لیتر میلی 5

و rpm 6700با دور  سپس و گردید درصد مخلوط 20
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 فاز در پروتئین مقدار سپس .شد سانتریفوژ دقیقه10  زمان 

 1 فرمول طریق هیدرولیز از میزان و گیري اندازه محلول

  .)28(دید گر محاسبه
  1فرمول 

  ونیزاسیدرولیدرجه ه =)نمونه در نیپروتئ زانیم% / 10 دیاس کیاست کلرو يتر محلول در شده حل نیپروتئ زانیم( 
 

  میزان بازیافت پروتئینی -  2-4
میزان پروتئین محلول در سوپرناتانت نمونه محلول به روش 

 ارداستاند نمودار رسم براي به همین منظور. تعیین شد بیورت

شدت جذب . دشگاوي استفاده  سرم آلبومین پروتئین از
 اسپکتروفتومتر مدل  توسط نانومتر 540 موج طول درنور 

T80میزان بازیافت . قرائت شد  ساخت کشور انگلستان
  ).30( گردید پروتئینی از رابطه زیر محاسبه

  بازیافت پروتئینی) = ر پروتئین هیدرولیزشدهمیزان پروتئین محلول موجود د/  پروتئین موجود در نمونه میزان(× 100
  

پروتئین اکسیدانی  گیري فعالیت آنتی اندازه - 2-5
  هیدرولیز شده

  (DPPH)بررسی مهار رادیکال آزاد  - 1- 5- 2
از تیمارهاي مختلف پروتئین هیدرولیز  تریل یلیم 1 منظور بدین
میلی مولار  1/0محلول  تریل یلیم 1جداگانه با  طور به شده

DPPH شد داده تکان یخوب به حاصل مخلوط و شد اضافه 

داده و سپس جذب  قرار تاریک در اتاق دقیقه15 مدت به و
در مقابل شاهد خوانده  nm 517 موج طولدر  ها نمونهنوري 
 دانیاکس یآنت عنوان به BHA1این مراحل در مورد تمامی.شد

  ).9(استاندارد انجام گرفت 
  2فرمول 

  DPPH درصد مهار رادیکال آزاد =  ) جذب نمونه-جذب شاهد/  جذب شاهد(× 100
  
  )FRAP(گیري قدرت احیاکنندگی آهناندازه - 5-2- 2

انجام ) 9(و همکاران  Bougatefاین آزمون مطابق روش 
کنندگی دارند ءها نقش احیااکسیداندر این روش آنتی. شد

بسته به قدرت . شودمی فروبه آهن  فریکو باعث احیا آهن 
کنندگی عصاره، رنگ زرد محلول آزمایش به رنگ ءیااح

   .یابد سبز یا آبی تغییر می
  
  
  
  

                                                
1- Butylated  آydroxyanisole 

  (ABTS)آزاد  مهار رادیکال بررسی -3- 2-5
با روش  ABTS آزاد رادیکالپاك کنندگی تعیین فعالیت 

Bougatef محلول رادیکال  .شد تعیین) 9( وهمکارانABTS 
 88و  ولارممیلی ABTS 7از  لیتر میلی 5با مخلوط کردن 

و  شدمهیا میلی مولار  140پتاسیم پروسولفات  مولارمیکرو
 5/0، شدساعت در  دماي محیط درتاریکی نگهداري  16
  5 بافر فسفات(لیتر میلی 40از محلول موجود با لیترمیلی

تا جذب ) مولار Nacl 2/0حاوي ، pH 4/7 میلی مولار،
 02/0 دعدنانومتر  734بتواند در ABTSمحلول رادیکال 

 65با  محلول نمونه میکرو مولار 65 .آیددست  هب ±70/0
از  میکرو مولار 67/66، بافر فسفات ترکیب میکرو مولار

ترکیب   ABTSمحلول  میکرو مولار 910این مخلوط با 
دقیقه در دماي محیط در تاریکی قرار  10و پس از شد 
  شدقرائت نانومتر  734و جذب در  گرفت

با  ABTS آزاد رادیکال کنندگیپاك تعیین فعالیت 
  می شوداستفاده از فرمول زیر محاسبه 

  3فرمول
  ABTSآزاد  کالیراد یکنندگ پاك درصد= ] 1 - )نمونه جذب زانیم / کنترل جذب زانیم(×[100

  

  پروتئین هیدرولیز شده سرطانیخصوصیات ضد - 2-6
   یکشت سلول-1- 2-6

 تویتاز انس )سلول هاي سرطان کولون( SW742 يهاسلول
 DMEM٢ طیسپس در مح ،گردید هیتهران ته - رانیا پاستور

 100 سیلین پنی  )٣FCS(گوساله  نجنی سرم درصد 5به همراه 
 یلیمبر   کروگرمیم 100 استرپتومایسینو  واحد بر میلی لیتر

سانتی  درجه 37ها در انکوباتور سلول. گردیدکشت  تریل
. گرفتر قرا درصدCO2 56درصد و  90در رطوبت گراد و 
 (Mouse C34/An connective tissue) نرمال يهاسلول

L929 در FCS  10 ساعت،  24بعد از . گرفتقرار درصد
پروتئین هیدرولیز ها در معرض سلولساعت  72ساعت و  48

 MTTها توسط تست سلول بودنزنده  .گرفتقرار شده 
) ومیتترازول لیفن يد 2، 5 لی 2 ازولیت لیمت يد 3، 4، 5(
  ها به تعداد طور خلاصه سلولهب. گرفتقرار  یابیرد ارزمو
24 يهاو در زمان گرفتقرار  خانه اي 96پلیت هزار در  5

                                                
2-Dulbecco's Modified Eagle Medium 
3-Fetal  Calf  Serom 
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ساعت پس از اضافه کردن عصاره  72ساعت و  48ساعت،  
ها در و سلول شد ختهیدور ر ییکشت رو طیها محبه سلول
 لینبافر فسفات سا در تریل یلمی/ گرم  یلیمMTT   )5 محلول

)١PBS(  و پس از محلول  گرفتساعت قرار  4به مدت
 100توسط) تبدیل رنگ به بنفش ارغوانی(فرمازان  يساز
نانومتر توسط دستگاه  570 در ينور جذب 2DMSO  تریکرولیم

  ).19(شد خوانده اسپکتوفتومتر 
  
  ترکیب اسید آمینه-  2-7

آمینه بهترین  هاي فوق پروفایل اسیدپس از انجام آزمایش
پودر پروتئین هیدرولیز شده . پروتئین تیمار اندازگیري شد

گراد با استفاده سانتی درجه 110 در دمايساعت 24براي مدت 
سپس با ). 28( نرمال هیدرولیز کامل شد 6از هیدروکلریک 

سازي مشتق  عمل (PITC) تیوسیانات  استفاده از فنیل ایزو
با استفاده  ینه کلآم میزان اسیدهاي. اسیدهاي آمینه انجام شد

با استفاده از ) آلمان(  Smart lineمدل HPLC از دستگاه
  . انجام شد (RF-530)ساز فلورسنت با آشکار C18ستون 

  
  تجزیه و تحلیل آماري - 2-8

آزمایشی کاملاً تصادفی در سه تکرار  طرح درهاآزمایش کلیه
ش صورت میانگین با انحراف معیار گزارانجام شد و نتیجه به

آنالیز   جدول  توسط  تیمارها  آماري  آنالیز  .گردید
 ) SPSS version 18( افزارنرم از  استفاده  با  )ANOVA( واریانس
 ازها داري میانگین معنیاختلاف براي بیان . گرفت صورت
افزار  نرمنمودارها با شد و  استفاده05/0سطح دردانکنآزمون

Microsoft Excel ترسیم شد .  
  
 نتایج و بحث -3
  بررسی مقادیر درجه هیدرولیز  - 3-1

 خواص یبررس يفاکتورها نیتر مهم از یکی زیدرولیدرجه ه
 شدن شکسته زانیم که است شده زیدرولیه يها نیپروتئ

                                                
1-Phosphate Buffered Saline 
2-Dimethyl SulfoXid 

 نیا. گردد کنترل دیبا و کند یم انیب را يدیپپت يوندهایپ
 از ياریبس که رایز است، مهم اریبس آن کنترل و فاکتور
 نهیآم يدهایاس زانیم جمله از شده زیدرولیه نیپروتئ خواص
 دیتول نیپروتئ یمولکول وزن و يریپذ انحلال زانیم آزاد،
با ). 35( باشد یم زیدرولیو درجه ه شدت به وابسته شده،

 ،)1جدول ( ونیزاسیدرولیه زمان شیافزا باتوجه به نتایج 
به طوریکه در  )P>05/0( یافت شیافزا زیدرولیه درجه

بود % 09/11دقیقه برابر با  10 ارتباط با آنزیم آلکالاز در زمان
بوده است و در ارتباط با آنزیم % 51/21دقیقه  30و در زمان 

بود و در زمان % 38/8دقیقه برابر با  10فلاورزایم در زمان 
 نیا تواند یم افزایش نیا لیدل .بوده است% 80/15دقیقه  30
 یمیآنز تیفعال شتریب هیدرولیز زمان مدت در که باشد
 يشتریب زمان مدت يدیپپت يباندها و گرفته صورت يشتریب
 شوندیم يشتریب شکست دچار و رندیگ یم قرار دسترس در

 درجه جهینت و در يدیپپت يباندها شتریب شکست حاصل که

 زیدرولیدرجه ه نیهمچن). 4( دارد یپ در را بالاتر زیدرولیه
 میبوده است انتخاب آنز میااز فلاورز شتریتوسط آلکالاز ب

 رایشده دارد، ز زیدرولیه نیپروتئ دیدر تول یمهم ارینقش بس
 يدیپپت يدر شکستن باندها یمتفاوت يالگو يدارا میهر آنز

 تیفعال و یملکول وزن ،يدیاس نویآم بیباشد که ترکیم
). 23( دهدرا تحت تاثیر قرار می شده دیتول يدهایپپت یستیز
شده با درجه  زیدرولیه نیپروتئ دیتول لیلکالاز به دلآ
بالا در مدت زمان کم، به طور مکرر توسط  زیدرولیه

). 28، 21( گرفته استمختلف مورد استفاده قرار  نیمحقق
 انیب )2016( همکاران و Sbroggioتوسط  یمشابه جینتا
شامل  میو نوع آنز زیدرولیزمان ه ریتاث یبه بررس هاآن شد،

 نیپروتئ ونیزاسیدورلیه  درجه   بر میزافلاور  و  آلکالاز
) ایکم ارزش سو یمحصول جانب( 3شده اوکارا زیدرولیه

 زیدرولیزمان ه شیاعلام نمودند، با افزا زیها نپرداختند، آن
 زیدرولیدرجه ه ریمقاد نیو بالاتر شیافزا زیدورلیدرجه ه
   .)34( آلکالاز مشاهده شد میتوسط آنز

                                                
3-kara 
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  مختلف هايمیآنز از استفاده با شده زیدرولیه هاينیروتئپ زیدرولیه درجه ریمقاد- 1 جدول

  فلاورزایم
 آلکالاز

  آنزیم

  )دقیقه(زمان هیدرولیزاسیون 

Bc38/0±38/8  Ac14/0±09/11  10  

Bb58/0±65/12  Ab51/0±54/17  20  

Ba04/1±80/15 Aa55/0±51/21 30  

  )حراف از معیاران ±میانگین (همه اعداد بر حسب درصد بیان شده است *
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا*

  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند ستوناعداد در یک *
  
  بررسی مقادیر بازیافت پروتئینی - 3-2
 عملکرد یبررس در مهم يفاکتورها از یکی یتروژنین افتیباز
 شودیم محسوب ییغذا يهانیپروتئ زیولدریه در هامیآنز
 يهانیپروتئ يجداساز در میآنز کی ییتوانا کننده انیب که

 ندیفرآ یبازده زانیم جهیمحلول و در نتریمحلول از انواع غ
مهم  زین يبوده که از جنبه اقتصاد یمیآنز زیدرولیه یدر ط
) 2 جدول(مربوط به مطالعه حاضر نشان داد  جینتا. باشد یم
 به طور معنی داري توسط آلکالاز ینیپروتئ افتیباز که

به طوریکه  )P>05/0( بوده است میفلاورزاآنزیم از  بالاتر
% 43/57دقیقه برابر با  10آلکالاز در زمان  در ارتباط با آنزیم

بوده است و در ارتباط با % 81/80دقیقه  30بود و در زمان 
بود و در % 95/40 دقیقه برابر با 10آنزیم فلاورزایم در زمان 

 کیآلکالاز  میآنز لیدل .بوده است% 39/67دقیقه  30زمان 
 يباشد که دارا یم Endoproteinase ییایپروتئاز قل میآنز

جهت، خواص مناسب   نیهم  به  و  بوده  یکروبیمنشاء م
زمان  شیبا افزا). 1(دهد  یرا از خود نشان م يپروتئاز

 شیافزا يدار یمعن طور به ینیپروتئ افتیباز ریمقاد زیدرولیه
 بیضر و ارتباط از یحاک قیتحق جینتا. )P>05/0( افتی

 نیا. بود زیدرولیه درجه و ینیپروتئ افتیباز نیب یهمبستگ
 زانیم ز،یدرولیدرجه ه شیاز آن بود که افزا یحاک افتهی
 است شده مشخص. می یابد شیافزانیز  ینیپروتئ افتیباز
 ینیپروتئ افتیو باز زیدرولیه درجه نیب يادیز یهمبستگ که

و همکاران  Nematiتوسط  یمشابه جینتا). 31(وجود دارد 
گزارش نمودند با  زیها نگزارش شده است، آن )2012(

 شیافزا نیپروتئ افتیباز ریمقاد ز،یدرولیزمان ه شیافزا
نسبت به  يموثرتر میآلکالاز آنز میآنز نیو همچن افتی
  ).28(ها بود  میآنز ریسا
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  مختلف هايمیآنز از استفاده با شده زیدرولیه هاينیروتئپ ینیپروتئ افتیباز ریمقاد -2 جدول

  آنزیم                         آلکالاز  فلاورزایم

  )دقیقه(زمان هیدرولیزاسیون 

Bc71/0±95/40  Ac13/2±43/57  10  

Bb54/0±58/53  Ab50/0±66/64  20  

Ba22/1±39/67 Aa24/1±81/80 30  

  )انحراف از معیار ±میانگین (همه اعداد بر حسب درصد بیان شده است *
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا*

  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند ستوناعداد در یک *

  
  خاصیت آنتی اکسیدانی - 3-3
 DPPHفعالیت رادیکال آزاد - 1- 3-3

گیري  اندازهمعمولاً براي DPPH آزادرادیکالفعالیتآزمون
 .)5(شود میتوانایی مهار رادیکال آزاد یک نمونه استفاده 

تمامی  )1 شکل( نتایج مربوط به مطالعه حاضر نشان داد
بالایی براي حذف رادیکال تواناییشدههیدرولیزهايپروتئین

 DPPH آزادت رادیکالفعالیمقادیر  .بودندداراDPPHآزاد 

 68/88 - 96/50مختف مابین هايآلکالاز در زمانآنزیمبراي
هاي بوده است و براي آنزیم فلاورزایم در زماندرصد 

 پپتیدهاي. بوده استدرصد  28/63 - 51/34مختف مابین 

 فعالیت شده هیدرولیز هايدرپروتئین موجود فعال زیست

 مختلف هايسمطریق مکانی از را خود اکسیدانی آنتی

 آزاد هايرادیکال لیپید، مهار پرواکسیداسیون مهار همچون

دارا بودن ). 11(اعمال میکنند  فلزي هايیون کردن شلاته و
در پروتئین هیدرولیز  DPPHتوانایی حذف رادیکال آزاد 

، جوانه )40(هاي گیاهی نظیر بذر هویج شده سایر پروتئین
، دانه کینوآ )Moringa oleifera()5(روغنی ، گز)3(گندم

نیز ) Amaranthus cruentus( )33( آشلانتوسگیاهو)27(
  .شد گزارش

  
  DPPHمقادیر فعالیت رادیکال آزاد  - 1شکل
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 اختصاصی بودن اولیه، ماده نوع که است این بر اعتقاد 

 ساختار اسیدهاي و میزان اندازه، و هیدرولیز شرایط آنزیم،

 هايبر فعالیت مؤثر فاکتورهاي از ديتولی پپتیدهاي و آمینه

 نشان این تحقیق نتایج و) 21( روند می شمار به بیولوژیکی

 آنتی اکسیدانی هیدرولیز فعالیت بر هیدرولیز شرایط که داد

آنتی اکسیدانی   و فعالیت باشدمی گذار تأثیر انگور هسته پروتئین
ی طور معنبهپروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز 

که طوريبه. )P>05/0( بود داري بالاتر از آنزیم فلاورزایم
فعالیت آنتی اکسیدانی براي آنزیم آلکالاز و فلاورزایم در 

بوده  درصد 28/63و   68/88دقیقه به ترتیب برابر با 30 زمان
 جریان در ضداکسایش پپتیدهاي تولید منظور به .است

 پیوندهاي هیدرولیز به قادر بایستی آنزیم ها،پروتئین هیدرولیز

باشد که در این مطالعه  پروتئینی زنجیره در خاص پپتیدي
). 12(پپتیدي بهتري ایجاد نماید  آلکالاز توانست پیوندهاي

هم ) 2013(و همکاران  Ovissipourاین نتایج با نتایج 
ها نیز اعلام کردند پورتئین هیدرولیز شده  خوانی دارد، آن

یت آنتی اکسیدانی بالاتري نسبت توسط آنزیم آلکالاز فعال
-Mahdaviبا نتایج همچنین  ).30(باشد  می دارا به فلاورزایم

Yekta  نیز اعلام ها خوانی دارد، آن هم) 2019(همکاران،  و
مقادیر ) دقیقه 150تا (نمودند با افزایش زمان هیدرولیز 

فعالیت آنتی اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده دانه کینوآ 
 مستقیمی تأثیر هیدرولیز مستقل متغیرهاي ).27( افتی افزایش

اکسایش د ض خواص بر آن دنبال به و داشته آنزیم فعالیت بر
 آنتی اکسیدانی پتانسیل ارزیابی بنابراین .مؤثرند نهایی پپتیدهاي

 درك روش نوع یک بیش از انجام طریق از شده هیدرولیز

  . میدهد ارائه هاآن فعالیت از بهتري
  
 کنندگی فریکاحیاءقدرت  -2- 3-3

پتانسیل اهداي الکترون آهن  ءروش سنجش قدرت احیا
یک ترکیب آنتی اکسیدانی مانند پپتیدها را ارزیابی می کند 

نتایج  ).5( یابد میکاهش  +Fe2به یون  +Fe3 نتیجهدر که 
هاي پروتئین  تمامی ) 2 شکل(داد  نشان حاضر مربوط به مطالعه

دارا قدرت احیاي آهن بالایی براي شده توانایی  هیدرولیز
هاي زمان در آلکالاز آنزیم برايآهن  ءاحیا قدرتمقادیر  بودند

گرم بوده است / میکرومول فروس 33/0 - 21/0 مختف مابین

 - 16/0هاي مختف مابین آنزیم فلاورزایم در زمان و براي
روتئین هیدرولیز پ . گرم بوده است/ میکرومول فروس 22/0

در  درت کاهندگی یون آهن باشد رنگ سبزشده داراي ق
تر باشد  گردد، هرچه رنگ سبز قوي محیط واکنش ایجاد می

نانومتر بالاتر باشد،  700و میزان جذب نوري در طول موج 
دارا بودن  ).5(نشان دهنده فعالیت کاهندگی بالاتر است 

در پروتئین هیدرولیز شده سایر قدرت احیاي آهن توانایی 
 Moringa(روغنی  گز ،)40( هویج بذر نظیر گیاهی هايپروتئین

oleifera( )5(  آشلانتوس گیاه و ) Amaranthus cruentus( 
پروتئین  آهن کنندگی یوناحیاءقدرت  .شد نیز گزارش) 33(

طور معنی داري بالاتر بهشده توسط آنزیم آلکالاز  هیدرولیز
زمان  با افزایشهمچنین  .)P>05/0(  از آنزیم فلاورزایم بود

 به طور  قدرت احیا کنندگی یون آهنمقادیر  هیدرولیز
اکسیدانی پروتئین  ، فعالیت آنتییافت افزایش داري معنی

بالاترین دقیقه  30با زمان  آنزیم آلکالاز شده توسط هیدرولیز
میکرومول  P( )33/0>05/0(بود  دارا را اکسیدانی آنتی فعالیت
هاي پروتئین بین آهن یکنندگ احیا قدرت تفاوت  ).گرم /فروس

 دلیل به توان می را هاي مختلفشده توسط آنزیم هیدرولیز

 وزن و خاص آمینواسیدي توالی با خاص حضور پپتیدهاي

 که است شده گزارش مثال براي . دانست مولکولی معین

 1500تا  500مولکولی  وزن با پپتیدها اکسیدانی فعالیت آنتی
 وزن از بالاتر مولکولی زنو با پپتیدها از تردالتون قوي

باشد می دالتون 500 از تر پایین پپتیدهاي و 1500مولکولی 
 آمینه اسیدهاي حضور که است شده گزارش همچنین). 38(

 حضور و پپتید توالی در) دارشاخه یا آروماتیک( هیدروفوب

 پرولین، هیستیدین، هايمانده باقی از تعداد بیشتري یا یکی

 احتمالا متیونین یا آلانین فنیل تریپتوفان، سیستئین، تیروزین،

 افزایش با). 3(  دهد می افزایش را اکسیدانی فعالیت آنتی

 قابلیت بر تولیدي پپتیدهاي اندازه وکاهش هیدرولیز زمان

 شد برطبق افزوده پپتیدها توسط آزاد هاي رادیکال حذف

 هیدرولیز مورد در )2011(و همکاران   Lahartگزارش

 هاي شده هیدرولیز  مولکولی وزن هیدرولیز، پیشرفت اب کازئین،

 مولکولی وزن با هاییشدهو هیدرولیز یافت کاهش حاصل

  .)25( دادند بروز ضداکسایش قویتري فعالیت کمتر
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  آهن کنندگی مقادیر قدرت احیا - 2 شکل

 
 ABTSفعالیت رادیکال آزاد - 3- 3-3

یدانی، یکی دیگر از روش هاي سنجش فعالیت آنتی اکس
این روش است که  ABTS ارزیابی قدرت مهار رادیکال

و  ABTSبر اساس جذب رادیکال نسبتا پایدار سبزآبی 
نتایج  ).40(باشد تبدیل آن به یک محصول بی رنگ می
     تمامی ) 3 شکل(مربوط به مطالعه حاضر نشان داد 

حذف رادیکال  براي بالایی شده توانایی هاي هیدرولیزپروتئین
  مقادیر فعالیت رادیکال آزاد. دارا بودند ABTSاد آز

ABTS  47/47مختف مابین  هايزمان در آلکالاز آنزیم براي- 
       در درصد بوده است و براي آنزیم فلاورزایم 55/87
. درصد بوده است 80/64 - 66/31هاي مختف مابین زمان

م اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزی آنتیفعالیت  
طور معنی داري بالاتر از آنزیم فلاورزایم بود بهآلکالاز 

)05/0<P(. شده حاوي  هیدرولیز هايپروتئین همه کلی، طورهب
توانند با  و می هپپتیدها هستند که اهدا کننده هیدروژن بود

بینی واکنش قابل پیش ها براي تبدیل محصولات غیر رادیکال
را خاتمه آزاد رادیکال نشان دهند، بنابراین واکنش زنجیره 

توانایی حذف رادیکال آزاد دارا بودن  .)30(دهند  می
ABTS گیاهی هاي ن هیدرولیز شده سایر پروتئیندر پروتئی
 Moringa(، گز روغنی )3(گندم  ، جوانه)40( هویج بذر نظیر

oleifera()5(آشلانتوس گیاه و)Amaranthus cruentus( 
  . نیز گزارش شده است) 33(

  
ABTSمقادیر فعالیت رادیکال آزاد  - 3 شکل
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مقادیر فعالیت رادیکال آزاد  زمان هیدرولیزبا افزایش 
ABTS شده  پروتئین هیدرولیزکه به طوري. یافت افزایش
         بالاترین فعالیت  دقیقه    30 با زمان  آلکالاز  آنزیم توسط
 اختمانس تخریب) درصد 55/87(را دارا بود  اکسیدانی آنتی

    گیريمعرض به منجر آنزیم توسط هاپروتئین طبیعی

 میگردد اکسایشی ضد قابلیت با آمینواسیدي فعال هايگونه

 و محیطی شرایط هیدرولیز، درجه آنزیم، نوع به بسته که
 بود خواهد متفاوت اولیه ماده بر شده اعمال تیمارهاي پیش

آنزیم آلکالاز  شده تولید هايشده هیدرولیز احتمالاً. )36(
 ترکیبات و خاص آمینواسیدهاي حاوي دقیقه 30با زمان 

 آزاد هايرادیکال با واکنش قابلیت با ايدهنده الکترون

 آمینواسید تولید میزان تاس ممکن علاوه به .اندبوده

 این تحت است، اکسیدانی پرو خاصیت داراي که سیستئین

 که است شده گزارش). 37( باشد بوده کمتر شرایط

 ضد اثر میتواند شده هیدرولیز هايپروتئین غلظت افزایش

 افزایش از پس و برساند بیشینه حد یک به را اکسایشی

 تبدیل اکسیدانی پرو به ضداکسایشی اثر مزبور، غلظت

  ).36( گردد

  فعالیت ضد سرطانی -3-4
سرطان یکی از علل عمده مرگ و میر در سراسر جهان 

سال به سال در حال  ،سرعت است و رخدادهاي سرطان به
) ROS(هاي اکسیژن فعال از آنجا که گونه. افزایش است

در توسعه سرطان نقش دارند، ترکیبات با خاصیت کاهش 
بالا به احتمال زیاد قادر به جلوگیري از بروز  ROSفعالیت 

نتایج مربوط به مطالعه حاضر نشان داد  ).6(سرطان هستند 
هیدرولیز شده داراي خاصیت  هايتمامی پروتئین) 4 شکل(

مقادیر خاصیت ضد سرطانی براي آنزیم  .ضد سرطانی بودند
درصد  88/56 - 45/71هاي مختف مابین آلکالاز در زمان

هاي مختف بوده است و براي آنزیم فلاورزایم در زمان
خاصیت دارا بودن . درصد بوده است 84/58 - 58/39مابین 

هاي ده سایر پروتئیندر پروتئین هیدرولیز ش ضد سرطانی
 Amaranthus( آشلانتوس گیاه و )26( ذرت پروتین نظیر گیاهی

cruentus( )33 (ه استشد گزارش نیز.  
  
  

  

  

  

  

  

  

  
  ضد سرطانی علیه سلول هاي سرطان کولونمقادیر فعالیت  - 4 شکل

  
نیز به  ضد سرطانیمقادیر فعالیت  ،زمان هیدرولیزافزایش با 
پروتئین که طوري به. )P>05/0( یافت افزایش داري معنی طور

دقیقه  30 با زمان هیدرولیز آلکالاز آنزیم شده توسط هیدرولیز
 )درصد45/71(بالاترین فعالیت آنتی اکسیدانی را دارا بود 

)05/0<P.(است که آلکالاز می تواند پیوندهاي  شده گزارش

پپتیدي را در قسمت داخلی زنجیره پلی پپتید به عنوان یک 
پتیداز برش دهد و برخی از پپتیدهاي آنتی اکسیدانی با آندوپ

) 2011( Kim). 41(اندازه کوچک و متوسط تولید کند 
هاي پپتید با وزن مولکولی کمتري گزارش داد که بخش

داراي تحرك بیشتر وزن مولکولی و تعامل بیشتر با اجزاي
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      موجود در سلول سرطانی هستند که نتیجه آن فعالیت  
نتایج مربوط به مطالعه حاضر  .)22( ان بیشتري استسرط ضد

ارتباط نشان داد مابین فعالیت آنتی اکسیدانی و ضدسرطانی 
بین فعالیت آنتی ارتباط دارا بودن  .وجود دارد مستقیم

، 19(گزارش شده است نیز قبلاً  یاکسیدان و ضد سرطان
33(.  
  
  ترکیب اسید آمینه - 3-5

اي آمینه پروتئین هیدرولیز شده نتایج مربوط به مقادیر اسیده
نشان داد، بالاترین مقادیر ) 3جدول (توسط آنزیم آلکالاز 

اسید آمینه در مطالعه حاضر اسید آمینه غیر ضروري والین 
  درصد 11/7آمینه لوسین  و پس از آن اسیددرصد  98/7

بوده است، بالاترین مقادیر اسید آمینه در مطالعه حاضر اسید 
و پس از آن   درصد 55/19لوتامیک اسید آمینه ضروري گ

و  Ding . است  بوده   درصد  55/12  گلایسین  آمینه اسید
پروتئین   ضروري  آمینه اسید مقادیر بالاترین  ،)2015(همکاران 
اسید و لوسین والین و  ،تروئنین  را  انگور   هسته   شده  هیدرولیز

 اعلام گلایسین گلوتامیک اسید، پرولین و  ضروري غیر آمینه 
اسیدهاي آمینه، رادیکال هاي آزاد را با اهداي . )14( نمودند

هاي آزاد محلول در چربی کنند، رادیکالپروتون خنثی می
که در سراسر اکسیداسیون اسیدهاي  )هاي پراکسیل رادیکال(

اسیدهاي آمینه آبگریز  توسط .شوندمی تولید اشباع نشده چرب
). 32(شوند نین و پرولین خنثی میمانند لوسین، والین، آلا

هاي هیدرولیز شده به بنابراین، می توان ادعا کرد که پروتئین
آمینه مختلف ممکن است اثرات مهاري  وجود اسیدهاي دلیل

 با توجه به .بر روي چندین نوع رادیکال آزاد داشته باشند
FAO/WHO )1990 ( نسبت اسید آمینه ضروري به کل
باشد و همچنین میزان   درصد 40د کمتر از اسید امینه ها نبای

 باشد 6/0کمتر از  ضروري نباید آمینه ضروري به غیر اسید
شده از ترکیب اسید  با توجه به نتایج پروتئین هیدرولیز. )15(

نسبت اسید آمینه ضروري به  .آمینه مناسبی برخوردار است
است و میزان اسید آمینه ضروري  74/1غیر ضروري برابر با 

 . است 62/63مینه موجود برابر با آه کل اسید ب

  
 شده زیدرولیه نیپروتئ در موجود نهیآم دیاس بیترک- 3 جدول

  )گرم نمونه 100گرم در (اسید آمینه   آلکالاز
 1هیستدین 25/4

  1ایزو لوسین 98/2

 1لوسین 11/7

 1لایزین 16/2

  1متیونین  05/1

 1فنیل آلانین 45/2

  1تروئنین 98/6

  1والین 98/7

  آسپارتیک اسید 25/10
  آرژنین 98/5
  پرولین 98/2
 سرین 95/3

95/1 
 

 آلانین

 

 سیستئین 09/1

  گلوتامیک اسید  55/19
  تیروزین  59/4
  گلایسین  55/12
  نسبت اسید آمینه ضروري به کل اسید آمینه  62/63
  نسبت اسید امینه ضروري به اسید امینه غیرضروري 74/1
  ید امینه کلمیزان اس  85/98

  اسیدآمینه ضروري1
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  نتیجه گیري  -4
گیاهی  ی از منابعمیآنز زیدرولیاز ه تخلیص شده يدهایپپت

ی، دانیاکسیاثرات آنت لیاز قب یسلامت بخش خواصداراي 
در این پژوهش . اندرا نشان داده یکروبیمضد و ضدسرطانی
تخلیص  يدهایپپت یو ضدسرطان یدانیاکس یآنتاثر خواص 

 نتایج .شدابتدا تعیین  دانه انگور یمیآنز زیدرولیز ها شده

 از که داد نشانهاي پروتئین هیدرولیز شده مربوط به ویژگی

 تواندمی آلکالاز آنزیم ،آلکالاز و فلاورزایم آنزیم میان

 بازیافت، هیدرولیزاسیون درجه با هیدرولیزي پروتئین

 و خاصیت ضدسرطانی اکسیدانی آنتیخاصیت ، پروتئینی

تأثیر د و همچنین افزایش زمان هیدرولیز کن تولید بالاتري
در مجموع به نظر . هاي مذکور داشتمثبتی بر روي ویژگی

انگور توسط آنزیم  دانهرسد پروتئین هیدرولیز شده  می
به عنوان منبع خوبی از تواند  میدقیقه  30آلکالاز و زمان 

غذایی به  پپتیدها و اسیدهاي آمینه با کیفیت در سیستم هاي
و ضد  اکسیدانی آنتیعنوان یک افزودنی طبیعی با خاصیت 

  .استفاده شود سرطانی
  
 منابع -5
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شده امعاء و احشاءهیدرولیز هايپروتئین خواص
 استفاده با) Thunnus  albacares(زردبالهتونماهی
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Abstract 
In this study, the antioxidant and anti-cancer properties of bioactive peptides resulting from 
enzymatic hydrolysis of grape seed were determined using the microbial protease enzymes 
alcalase and flavourzyme. Protein hydrolysis was produced at three different times (10, 20 
and 30 minutes), using commercial alcalase and flavourzyme enzymes at pHs of 8.5 and 7 
(optimal pH of alcalase and flavourzyme enzymes) and in a ratio of 1 percentage of enzyme 
to the protein at a temperature of 50 ° C. The results showed that with increasing the 
hydrolysis time, the amount of protein recovery and the degree of hydrolysis increased and 
also the values of the mentioned parameters by the alcalase enzyme were significantly higher 
than the flavourzyme enzyme (p <0.05). The highest antioxidant activity (DPPH free radical 
scavenging activity, ferric regenerative power and ABTS free radical scavenging activity) 
and anti-cancer properties against SW742 cells (colon cancer cells) was observed in the 
protein hydrolyzed by alcalase enzyme and in 30 minutes (p <0.05). Due to the bitterness of 
this treatment (alcalase enzyme at time 30 minutes) its amino acid profile was determined, 
the highest levels of essential amino acid, valine 7.98% and then the amino acid leucine 
7.11% and the highest un-essential amino acid glutamic acid was 19.55% and then the amino 
acid glycine was 12.55%. Overall, the hydrolyzed grape seed protein appears to have high 
antioxidant and anti-cancer activity, which may be useful ingredients in food and formulated 
diets applications. 
 
Keywords: Hydrolyzed Protein, Commercial Enzymes, Amino Acid Profile, DPPH Free 
Radical, Colon Cancer 
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