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  چكيده
 مختلف زمان سه و در و فلاورزايم آلكالاز هاي تجاريآنزيم از با استفاده استفاده باجوانه شبدر شده  هيدروليز پروتئين مطالعه در اين

 و نيتروژني بازيافت پروتئين، ميزان از آلكالاز توسط شده هيدروليز پروتئين كه   داد نشان  نتايج. توليد شد ،)دقيقه ٣٠ و ٢٠ ،١٠(

همچنين افزايش زمان هيدروليز،  .توسط آنزيم فلاورزايم برخوردار بود شده هيدروليز پروتئينبالاتري نسبت به  هيدروليز درجه

 هايآنزيم با شده هيدروليز يهاپروتئين كه داد نشان نيز آمينهاسيدهاي تركيب). p>٠٥/٠( تاثير مثبتي بر پارامترهاي مذكور داشت

آلكالاز و فلاورزايم  ضروري براي آنزيمآمينه غيردر مجموع، بالاترين مقادير اسيد. هستند مشابهي سبتان تركيب داراي مختلف

و  ٧٨/٧لوسين هاي مذكور،  آمينه ضروري براي آنزيمو بالاترين مقادير اسيد) به ترتيب( درصد٥٨/١٧، ٩٩/١٨ آسپارتيك اسيد

اكسيداني  آنتي فعاليت دقيقه، بيشترين ٣٠ زمان  آلكالاز درآنزيمتوسطشده توليدي پروتئين هيدروليز .بوده است)به ترتيب( درصد١٢/٧

هاي سلول( SW742 يهاسلولضد سرطاني عليه و خاصيت ) ، قدرت احياءكنندگي فريكDPPH آزاد راديكال سازي خنثي(

 و فلاورزايم آلكالازهاي  وسيله آنزيمه ب انه شبدرجوكلي نتايج نشان دادند كه هيدروليز پروتئين  طوره ب. را دارا بود )سرطان كولون

پروتئين رسد، بنابراين به نظر مي. فلاورزايم بودآنزيم موثرتري از  آلكالاز، آنزيم شود ومي ياكسيدانآنتي باعث توليد پپتيدهاي

استفاده قرار مورد  رژيم غذايي هاي در فرمول و غذايي مواد در پروتئين، از غني و خوراكي ايمن منبع يك عنوانبه جوانه شبدر

  .گيرد

  
  .DPPH آزاد راديكالجوانه شبدر،   ،هاي تجاريآنزيم ،شده پروتئين هيدروليز :كليدي هاي واژه
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 مقدمه - ١
 اهيگ كي(.Trifolium resupinatum L) ايراني شبدر

ايط نيمه خشك مناطق شراست كه در  ياعلوفه ساله كي

از  ي، كه غنشبدرجوانه  نيپروتئ. كنداي رشد ميمديترانه

باشد،  يمحلول در آب و محلول در آب نمك م يهانيپروتئ

برخوردار است كه آن را  يمطلوب يعملكرد هاييژگياز و

 ييغذا يها وردهآفر استفاده در  يبرا سودمند يبيترك به ليتبد

حفظ آب بالا،  ييتوانا ،يريافيامولس تيفعال. كرده است

 باشند يم ها يژگيو نيبالا، از جمله ا تيحلال و يكنندگ كف

 ژهيو به نهيآم يدهاياز اس يغن نيهمچنشبدر جوانه  ).١٤، ٥(

 ياهغل  يها دانه  از  ياريكه در بس  يضرور نهيآم  يدهاياس

باشد، به  يم نيو ترئون نيونيمت ن،يزيهستند، مانند لا ابيكم

 يها نياز منابع مهم و با ارزش پروتئ يكي ل،يدل نيهم

با شبدر جوانه  كه نيتوجه به ا با. رود يبه شمار م ياهيگ

 يرو يديبالا، اثرات مف يا هيبا ارزش تغذ باتيداشتن ترك

ارزان  ينيحال منبع پروتئ نيانسان داشته و در ع يسلامت

ن در آن را كه به عنوا دموجو نيتوان پروتئ ياست، م متيق

شود، به  يشناخته م ياهيگ يها نيمنابع پروتئ نياز بهتر يكي

كرده و در  زيدروليه اياستخراج و  ،يمنظور مصارف انسان

از هرگونه  هدف). ٣٣، ٥(كار برد  به ،ييغذا مواد ونيفرمولاس

 يدهاياس يها جداساز نيپروتئ يبر رو زيدروليواكنش ه

 نديفرآ يدر ط باتيكتر نيا يكم يابيباز و هياز ماده اول نهيآم

 زيبه نوع آنال زيدروليانتخاب روش مناسب جهت ه. باشد يم

تواند به صورت  يم زيدروليه. دارد يمحصول بستگ ينهان

 ،باشد يم ييايو قل يديسي اها نشكه شامل واك ييايميش

با  هيسدر مقا. رديگ  صورت  ميآنز  توسط ايانجام شود و 

داده  حيترج يميآنز يامارهيمعمولا ت ،يياشيمي يمارهايت

و  است ازين يرت ميملا طيحالت شرا نيدر ا رايشوند، ز يم

 يجانب يها فرآورده ديشود و تول يتر كنترل م راحت نشواك

 ندآيفر كي يميآنز زيدروليه). ١٧(نامتناسب حداقل است 

به منظور درك و  يفراوان هيبوده و مطالعات اول دهيچيپ

به منظور . است يضرور مؤثر يميآنز ندآيفر كي جاديا

 زيدروليقادر به ه يستيبا ميآنز ش،يضد اكسا يدهايپپت ديتول

 يرهايمتغ. باشد ينيپروتئ رهيخاص در زنج يديپپت يوندهايپ

داشته و به  ميآنز تيبر فعال يميمستق ريتأث زيدروليمستقل ه

. مؤثرند يينها يدهايپپت شيدنبال آن بر خواص ضد اكسا

 حيترج ياقتصاد يها از لحاظ جنبه يشيضد اكسا يدهايپپت

 مؤثرند زين نيدر غلظت پائ باتيترك نيا رايشوند، ز يداده م

 هيشود كه باعث تجز يم گفته ييها ميبه آنز پروتئاز). ٢٨، ٢٠(

 يرهايبا مس يا وستهيپروتئازها به طور پ. شوند يها م نيپروتئ

ت تصور اهمي نيبنابرا. باشند يدر ارتباط م يكيولوژيمهم ب

 شان قشها و ن سميارگان نيتر ييدر ارتباط با ابتدا يها حت آن

 يها سميارگان يتكامل يها يدگيچيپ .ستين دشوار يتكامل ريس در

متنوع را به  ياز پروتئازها با عملكردها يا زنده دامنه گسترده

از دانشمندان را به خود جلب  ياريوجود آورده كه توجه بس

 عملكردشان نوع   پروتئازها   مشخصه   نيتر واضح   چه  گر  .است   كرده

كاملا  شانيها يدگيچيپ ليدل به يسوبسترا است اما گاه  يرو 

به دو دسته  تيپروتئازها بر اساس نوع فعال. شود يمشخص نم

 دازها،ياندوپپت. شوند يم ميتقس دازياندوپپت  و دازياگزوپپت

كه  يلكنند در حا يقطع م رهيرا از وسط زنج يديپپت ونديپ

هاي مهمترين آنزيم .كنند يم اثر رهيزنج يانتها بر دازهاياگزوپپت

گرفته است شامل  مختلف مورد استفاده قرار تحقيقات كه طي

) داراي فعاليت اندوپروتئازي در شرايط قليايي( آلكلاز آنزيم

 باشد مي )اگزوپپتيداز مخلوطي از اندوپپتيداز و(و فلاورزايم 

و اهميت شده  انيبا توجه به مطالب ب ).٣٠، ٢٨، ٢١، ٢٠، ٩(

شده و با توجه به اينكه در ارتباط با پروتئين  هيدروليز پروتئين

اي در ايران انجام هيدروليز شده جوانه شبدر تا بحال مطالعه

تخليص  يدهايپپتتوليد هدف از مطالعه حاضر نشده است، 

لاز هاي آلكاتوسط آنزيم شبدر جوانه يميآنز زيدرولياز ه شده

 يسرطانو ضد يدانياكسيخواص آنت يبررسفلاورزايم و  و

  .باشداين پپتيدها مي

  
  روش هامواد و - ٢
  مواد اوليه -١- ٢

توليدات كشاورزي سرچين، (نام تجاري راوك  با شبدر جوانه

آنزيم آلكالاز  .شد خريداري آرين ايزنجيره فروشگاه از) ايران

و فلاورزايم ) Bacillus licheniformisشده از استخراج(

شركت نووازيم، از)Aspergillus oryzae از  شده استخراج(

 ٤حرارت  درجه  در  مصرف  زمان  تا  دانمارك تهيه شد و
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 مورد شيميايي مواد تمامي. شدگراد نگهداري درجه سانتي

 درجة از از شركت مرك آلمان تهيه و در آزمايش استفاده

  .باشندمي برخوردار آزمايشگاهي

  
  توليد پروتئين هيدروليز شده-٢- ٢
  آماده سازي ايزوله پروتئين از جوانه شبدر- ١-٢- ٢

- nساعت توسط  ٨شدن به مدت  زيپس از تم شبدرجوانه 

 شبدرجوانه . شد اتاق خشك يو در دمايي زدا يهگزان چرب

 و ابيآس يشگاهيآزما يچكش ابيسبا استفاده آ يفاقد چرب

 درجه ٤  يدما  در  ،٧٠ مش  با  شدن  غربال  از  پس  حاصله  آرد

  ).٣٥( ي شدگراد تا زمان استفاده نگهدار يسانت

 
 جوانه شبدرپروتئيني حاصل از  ايزوله هيدروليز - ٢-٢- ٢

ميلي ليتري ريخته و سپس  ٢٥٠ نمونه، درون ارلن ماير گرم ٥٠

به ارلن ماير ) ٢:١(نسبت   به  مقطر  آب ليتر ميلي  ١٠٠ ميزان

دقيقه هموژنيزه   ٢و با همزن ديجيتالي به مدت  دگردياضافه 

نرمال به  ٢/٠سپس با اضافه كردن هيدروكسيد سديم  .شد

pHرسانده ،)٧ ، فلاورزايم٥/٨آلكلاز (ها بهينه فعاليت آنزيم 

گراد سانتي  درجه ٥٠ دماي در متحركآبي حمام در هانمونه .شد

   در  دور  ٢٠٠ ثابت  دور  با  شده هيدروليز  پروتئين  توليد  براي

درصد ميزان پروتئين   ١(  آنزيم ، سپسشدقرار داده   دقيقه

   زمان(گيري  به آن اضافه و پس از هر بار نمونه) نمونه اوليه

به منظور ) دقيقه ٣٠ زمان(در پايان آزمايش  و) دقيقه ٢٠ و ١٠

دقيقه در دماي  ١٥آبي به مدت  آنزيمي در حمام قطع واكنش

هاي هيدروليز پروتئين. شدندگراد قرار داده سانتيجهدر ٩٥

وژ با دور ثابت يشده پس از خنك شدن با استفاده از سانتريف

، مايع شدوژ يدقيقه سانتريف ٢٠دور در دقيقه به مدت  ٦٧٠٠

و پروتئين هيدروليز شده در فريزر  گرديدشناور جمع آوري 

نك سپس با استفاده از دستگاه خشكشد، نگهداري 

ه ب )كشوركره ساخت ،OperonFDB-550مدل(انجمادي

  ).٢٨( در آمدصورت پودر 

 
  درجه هيدروليز -٣- ٢

      (TCA)  اسيد  كلرواستيك  تري  كمك  به  هيدروليز  ميزان

 نسبت درصد گيرياندازه اين روش مبناي  .دش گيري اندازه

 به درصد ١٠ اسيد كلرواستيك در تري محلول هاي پروتئين

 منظور اين براي. باشدمي نمونه در هاي موجودپروتئين لك

 ٢٠ اسيد كلرواستيك تري ليترميلي ٥ با از نمونه ليتر ميلي ٥

  زمان و rpm ٦٧٠٠با دور  سپس و گرديد درصد مخلوط

 محلول فاز در پروتئين مقدار سپس .شد وژيسانتريف دقيقه١٠

 محاسبه ١ رابطه طريق  هيدروليز از ميزان و گيري اندازه

  ):٢٠(گرديد 

  )١( رايطه

 دياس كياست كلرو يتر محلول در شده حل نيپروتئ زانيم (

  زيدروليدرجه ه =)نمونه در نيپروتئ زانيم/  درصد١٠

 
  ميزان بازيافت پروتئيني -٤- ٢

ميزان پروتئين محلول در سوپرناتانت نمونه محلول به روش 

 استاندارد دارنمو رسم براي به همين منظور. تعيين شد بيورت

شدت جذب . دشگاوي استفاده  سرم آلبومين پروتئين از

 اسپكتروفتومتر مدل  توسط نانومتر ٥٤٠ موج طول درنور 

T80ميزان بازيافت پروتئيني .شدقرائتانگلستانكشورساخت

  ).٢٢(محاسبه گرديد  ٢ رابطهاز از طريق 

 )٢(رابطه

ن پروتئين محلول ميزا/ موجود در نمونه  پروتئين ميزان(× ١٠٠

  بازيافت پروتئيني) = موجود در پروتئين هيدروليزشده

  
  آمينه تركيب اسيد -٥- ٢

ساعت در دماي  ٢٤پودر پروتئين هيدروليز شده براي مدت 

نرمال  ٦گراد با استفاده از هيدروكلريك سانتيدرجه ١١٠

 سپس با استفاده از فنيل ايزو تيوسيانات . هيدروليز كامل شد

(PITC)ميزان . سازي اسيدهاي آمينه انجام شدمل مشتقع

 Smartمدل HPLCبا استفاده از دستگاه  كل آمينهاسيدهاي

line  )با استفاده از ستون  )آلمانC18 ساز فلورسنت با آشكار

(RF-530)  ٩(انجام شد.(  

  
هيدروليز  پروتئين اكسيداني آنتي فعاليت گيري اندازه -٦- ٢

  شده

  (DPPH)ديكال آزاد بررسي مهار را - ١-٦- ٢
از تيمارهاي مختلف پروتئين هيدروليز  تريل يليم ١ منظور بدين

ميلي مولار  ١/٠محلول  تريل يليم ١جداگانه با  طور به شده

DPPH و شد داده تكان يخوب به حاصل مخلوط و اضافه
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داده و سپس جذب  قرار تاريك در اتاق دقيقه ١٥ مدت به 

در مقابل شاهد خوانده  ٥١٧ nm موج طولدر  ها نمونهنوري 

  ).٦(شد 

  )٣(رابطه
  DPPH درصد مهار راديكال آزاد =   ) جذب نمونه- جذب شاهد/  جذب شاهد(× ١٠٠

  
  )FRAP(گيري قدرت احياكنندگي آهن اندازه - ٢-٦- ٢

انجام ) ٢٠٠٩(و همكاران  Bougatef روش مطابق اين آزمون

كنندگي دارند ءش احياها نقاكسيداندر اين روش آنتي. شد

بسته به قدرت . شودمي فروبه آهن  فريكو باعث احيا آهن 

كنندگي عصاره، رنگ زرد محلول آزمايش به رنگ ءاحيا

  ).٦( يابد سبز يا آبي تغيير مي

  
  پروتئين هيدروليز شده سرطانيخصوصيات ضد -٧- ٢
  يكشت سلول- ١-٧- ٢
 توياز انست )هاي سرطان كولونسلول( SW742 يهاسلول 

 DMEM١ طيسپس در مح ،گرديد هيتهران ته - رانيا پاستور

 ١٠٠ سيلينپني ) ٢FCS(گوساله  نجني سرم درصد ٥به همراه 

 تريليليمبر  كروگرميم ١٠٠ استرپتومايسينو  ليتر ميلي واحد بر

گراد و سانتيدرجه ٣٧ها در انكوباتور سلول. گرديدكشت 

ي ها سلول. گرفت قرار درصد ٥٦ CO2 و درصد ٩٠ رطوبت در

 L929 (Mouse C34/An connective tissue) نرمال

ساعت  ٧٢ و ٤٨  ، ٢٤  از  بعد. گرفت قراردرصد  ١٠  FCS در

  .گرفت  قرار  شده  هيدروليز پروتئين  معرض   در ها سلول

 ليمت يد ٣، ٤، ٥( MTTها توسط تست سلول بودن  زنده

قرار  يابيمورد ارز) وميلتترازو  ليفن يد ٢، ٥  لي  ٢   ازوليت

 ٩٦پليت هزار در  ٥ها به تعداد طور خلاصه سلول هب. گرفت

ساعت پس  ٧٢و  ٤٨،  ٢٤ يهاو در زمان گرفت قرار ايخانه

   طيها محبه سلولهيدروليز شده   پروتئين  كردن  از اضافه

      MTT  ها در محلولو سلول شد ختهيدور ر ييرو  كشت

به مدت) ٣PBS( بافر فسفات سالين در تريل يليم/  گرم يليم٥( 

                                                
1-Dulbecco's Modified Eagle Medium 
2-Fetal Calf Serom 
3-Phosphate Buffered Saline 

تبديل (فرمازان  يو پس از محلول ساز گرفتساعت قرار  ٤ 

 ٤DMSO  تريكروليم  ١٠٠ توسط) ارغواني  بنفش  به  رنگ

  اسپكتوفتومترتوسط دستگاه   نانومتر  ٥٧٠  در  ينور  جذب

  ).١٢(شد   خوانده

  
  آماري تجزيه و تحليل  -٨- ٢

آزمايشي كاملاً تصادفي در سه تكرار  طرح در هاآزمايش كليه

صورت ميانگين با انحراف معيار گزارش انجام شد و نتيجه به

آماري تيمارها توسط جدول آناليز واريانس  آناليز. گرديد

)ANOVA (با استفاده از نرم افزار )SPSS version 18( 

ها از داري ميانگين براي بيان اختلاف معني. صورت گرفت

استفاده شد و نمودارها با  ٠٥/٠زمون دانكن در سطح آ

  . ترسيم شد Microsoft Excelافزار  نرم

  
 نتايج و بحث - ٣
  بررسي مقادير پروتئين -١- ٣

درصد  ٨١/٣٠±٠٤/١ميزان پروتئين اوليه جوانه شبدر برابر با 

 ٦٣/٤٨±٢٠/١پروتئين اوليه ايزوله جوانه شبدر برابر با  ميزان و

همچنين مقادير پروتئين هيدروليز شده در  .درصد بوده است

درصد  ٢٤/٩١ - ٨٥/٥٠مابين ) ١ جدول(تيمارهاي مختلف 

و پروتئين  ايزوله در بر اساس نتايج، پروتئين. بوده است

تواند مي باشد، كه مي برخوردار از ميزان بالايي شده هيدروليز

افزوده در توسعه محصول غذايي استفاده   به عنوان ارزش

تواند براي افزايش سطح پروتئين در فرمولاسيون ا ميشود ي

هيدروليز  نمونه). ٤(غذايي و خوراك دام  استفاده شود  مواد

 جوانه و ايزوله با مقايسه در بالاتري پروتئين داراي شده

 در پروتئين تجزيه شدن موضوع اين علت .بود شبدر دانه

 به منجر هك بود سانتريفيوژ آن دنبال  به  و  هيدروليز  اثر

 شده هيدروليز نمونه از هاي غيرپروتئينيقسمت جداسازي

 ). ١٣(گرديد 

                                                
4-Dimethyl SulfoXid 



  ١٥١ ...پروتئينسرطاني  اكسيداني و ضدآنزيم بر فعاليت آنتي بررسي تأثير زمان هيدروليز و نوع                  پيمان آريايي و همكاران

 

  مختلف هايميآنز از استفاده با شده زيدروليه هاينيروتئپ پروتئين، ريمقاد - ١جدول

 آلكالاز  فلاورزايم

  آنزيم                        

  

  )دقيقه(زمان هيدروليز 

Bc٨٥/٥٠±٢٣/١  Ac١٠  ٢١/٦١±٠٩/١  

Bb١٤/٦٣±٩١/٠  Ab٢٠  ٨٩/٧٤±٩٦/٠  

Ba٩٩/٧٦±٠٥/١ Aa٣٠ ٢٤/٩١±٣٠/١  

  )انحراف از معيار ±ميانگين (همه اعداد بر حسب درصد بيان شده است ) ١

  )A, B.(ف معني دار دارنداعداد در يك رديف  با حروف متفاوت اختلا) ٢

  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معني دار دارند ستوناعداد در يك ) ٣

  
  مقاديردرجه هيدروليز و بازيافت پروتئيني بررسي -٢- ٣

ارائه شده است،  ٢مربوط به درجه هيدروليز در جدول  نتايج

 شرايط به بسته آنزيمي هيدروليز كارايي با توجه به نتايج،

كه  طوريبه. است متفاوت هيدروليز زمان و آنزيم نوع فرآيند،

درجه هيدروليز به طور مقادير   هيدروليز  زمان  با افزايش

 از آمده دست به نتايج اساس بر. داري افزايش يافت معني

 واكنش، زمان افزايش با پروتئين، هيدروليز  زمان بر  اثر

 اين در و شودمي آغاز سريع فاز با يك آنزيمي هيدروليز

    شكسته پپتيدي پيوندهاي زيادي از بسيار تعداد مرحله

تر ان فرآيند موجب طولانيهمچنين، افزايش زم .شودمي

). ٣٢(گردد شدن فعاليت آنزيم و اثر آن بر سوبسترا مي

مهمي بين   شاخص  عنوان  به  معمولاً   هيدروليز  درجه

گيرد هيدروليزهاي مختلف پروتئيني مورد استفاده قرار مي

توان از آن براي تعيين تاثيري كه بر خصوصيات زيرا مي

به عنوان مثال، درجه  .فاده كردعملكردي پپتيدها دارد است

  شود كه بالاتر منجر به پپتيدهاي كوچكتر مي هيدروليز

اكسيداني فعاليت بيولوژيكي مانند ظرفيت آنتي يك توانندمي

درجه هيدروليز توسط آلكالاز بيشتر از ). ٢٩(داشته باشند  

توليد پروتئين هيدروليز  توانايي لكالازآ. فلاورزايم بوده است

       را دارا  با درجه هيدروليز بالا در مدت زمان كمشده 

 ايجاد سببها پروتئين در آنزيمي هيدروليز ).٢٨(باشد  مي

 رهيتاثير زنج .گرددمي خاص عملكردي خواص با پپتيدهاي

 گرفتن قرار دسترستواند با در آنها مي Rگروه فعال  يجانب

 هايآنزيم .باشد مرتبط آمينواسيدها گروه در بيشتر هرچه

 آلكالاز، كيموتريپسين، همانند پپسين، بسياري متفاوت

 و گياهي مختلف هايهيدروليز پروتئين براي...و فلاورزايم

 مصرفي هايآنزيم نوع .گرفته است قرار استفاده مورد حيواني

 تاثيرگذار ها آن خواص عملكردي و توليدي پپتيدهاي نوع بر

 پروتئينها هيدروليز شده در هاستفاد آنزيم نوع همچنين .باشدمي

       ايفا پپتيدهاي زيست فعال توليد در مهمي بسيار نقش

 مستقيم، طور پروتئين به هيدروليز الگوي بر زيرا كنند، مي

 مقدار بر سايز، ها،آنزيم اختصاصي فعاليت .هستند گذار تاثير

 و توليد شده پپتيدي هايدر توالي آمينواسيدها تركيب و

  ).١١(است  موثر آن زيستي فعاليت بر بنابراين
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  مختلف هايميآنز از استفاده با شده زيدروليه هاينيروتئپ درجه هيدروليز ريمقاد - ٢ لجدو

  

  فلاورزايم

  

 آلكالاز

  آنزيم                        

  

  )دقيقه(زمان هيدروليز 

Bc٢٤/٨±٤٤/٠  Ac١٠  ١٧/١٧±٧٣/٠  

Bb٢٣/١٣±١٦/٠  Ab٢٠  ٠٦/٢٦±٤٦/٠  

Ba٩٨/١٧±٩٢/٠ Aa٣٠ ٩٠/٣١±٧٩/٠  

  )انحراف از معيار ±ميانگين (همه اعداد بر حسب درصد بيان شده است ) ١

  )A, B.(ف معني دار دارنداعداد در يك رديف  با حروف متفاوت اختلا) ٢

  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معني دار دارند ستوناعداد در يك ) ٣

  
از فاكتورهاي مهم در بررسي عملكرد  بازيافت پروتئين يكي

شود، هاي غذايي محسوب ميها در هيدروليز پروتئينآنزيم

هاي كننده توانايي يك آنزيم در جداسازي پروتئين كه بيان

محلول از انواع غير محلول و در نتيجه ميزان بازدهي فرآيند 

در طي هيدروليز آنزيمي بوده كه از جنبه اقتصادي نيز مهم 

نتايج مربوط به مطالعه حاضر نشان داد كه بازيافت . شدبامي

توسط آلكالاز بيشتر از فلاورزايم بوده ) ٣ جدول(پروتئيني 

   Endoproteinaseقليايي پروتئاز آنزيم يك آلكالاز آنزيم .است

باشد كه داراي منشاء ميكروبي بوده و به همين جهت، مي

با ). ٢٠( دهد مناسب پروتئازي را از خود نشان مي  خواص

 داري معني طور به پروتئيني بازيافت مقادير هيدروليز زمان افزايش

ارتباط و ضريب همبستگي  از حاكي تحقيق نتايج. يافت افزايش

اي كه با بين بازيافت پروتئيني و درجه هيدروليزبوده به گونه

افزايش درجه هيدروليز، ميزان بازيافت پروتئيني افزايش پيدا 

 . كندمي

  
  مختلف هايميآنز از استفاده با شده زيدروليه هاينيروتئپ ينيپروتئ افتيباز ريمقاد - ٣جدول

  

  فلاورزايم

  

 آلكالاز

  آنزيم                        

  

  )دقيقه(زمان هيدروليز 

Bc٤٤/١٠±٢٥/٠  Ac١٠  ٥٧/١٢±٢٢/٠  

Bb٩٧/١٢±١٨/٠  Ab٢٠  ٣٨/١٥±٢٠/٠  

Ba٨٤/١٦±٩٧/١ Aa٣٠ ٧٤/١٨±٢٧/٠  

  )انحراف از معيار ±ميانگين (اعداد بر حسب درصد بيان شده است  همه) ١

  )A, B.(ف معني دار دارنداعداد در يك رديف  با حروف متفاوت اختلا) ٢

  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معني دار دارند ستوناعداد در يك ) ٣

  

  

  

  

  



  ١٥٣ ...پروتئينسرطاني  اكسيداني و ضدآنزيم بر فعاليت آنتي بررسي تأثير زمان هيدروليز و نوع                  پيمان آريايي و همكاران

 

   تركيب اسيد آمينه -٣- ٣
برابر با  )٤ جدول( (HAA١) آبگريز آمينه جموع اسيدهايم

براي آلكالاز و فلاورزايم به ترتيب بوده  ٦٠/٣٧ و ٩٧/٤٠

آمينه آن بستگي  پپتيد بيشتر به تركيب اسيد عملكرد هر .است

 اكسيدانيآنتي  داراي فعاليت شدت به HAA مثال، عنوان به دارد

به ويژه به دليل تجزيه حلقه ايميدازول آن، فعاليت . باشدمي

توان بنابراين، مي). ٢(شود اديكال شناخته ميشديد مهار ر

شده توسط آنزيم آلكالاز  هيدروليز هايادعا كرد كه پروتئين

ممكن است اثرات مهاري   HAAمقادير بالاتر به دليل وجود

 كلي،طور به. بر روي چندين نوع راديكال آزاد داشته باشند

 شرايط و استفاده مورد آنزيم نوع خام، ماده در تفاوت

 ).٢٦( است موثر آمينه اسيد تركيب در باشدمي هيدروليز

Liao  اعلام نمودند مجموع اسيدهاي ) ٢٠٢٠(و همكاران

 Pleurotus( قارچ  شده  هيدروليز  پروتئين   آبگريز  آمينه

geesteranus(  به   فلاورزايم  و  آلكالاز  هايآنزيم  توسط 

  در مجموع، .)١٨( درصد بوده است ٩٦/٣٠و  ٦٦/٤٠ترتيب   

بالاترين مقادير اسيد آمينه غير ضروري براي آنزيم آلكالاز 

و بالاترين  درصد٥٨/١٧، ٩٩/١٨اسيد  آسپارتيك و فلاورزايم

آمينه ضروري براي و بالاترين مقادير اسيد آمينه  اسيد مقادير

 درصد١٢/٧و  ٧٨/٧لوسين هاي مذكور، براي آنزيم ضروري

بالاترين ) ٢٠١٥(و همكاران  Purwin .بوده است) ترتيب به(

آمينه ضروري براي پروتئين شبدر قرمز را لوسين  مقادير اسيد

آمينه غير ضروري را ، بالاترين مقادير اسيد)درصد ٣٥/٥(

                                                
1- Hydrophobic Amino Acids 

 Penkov. )٢٥( نمودند اعلام )درصد٠٨/١٢( اسيد آسپارتيك 

آمينه ضروري براي  بالاترين مقادير اسيد) ٢٠٠٣(و همكاران 

 ٧٨/٧ - ٨٩/٦ما بين ( مختلف شبدر را لوسين هايهگون پروتئين

آمينه غير ضروري را آسپارتيك  اسيد مقادير بالاترين ،)درصد

مطابق . اعلام نمودند) درصد٤٥/١٩٥ - ٢٣/١٣ما بين (اسيد 

   هاي شبدر متفاوت گونه  براي  آمينه مطالعات مقادير اسيد

قادير اسيد هاي مذكور بالاترين مباشد اما در تمامي گونهمي

  با توجه به ).٢٣( آمينه مربوط به آسپارتيك اسيد بوده است

FAO/WHO(1990) به كل  ضروري  آمينه نسبت اسيد  

باشد و همچنين ميزان  درصد ٤٠  ها نبايد كمتر ازمينهآاسيد 

. باشد ٦/٠آمينه ضروري به غير ضروري نبايد كمتر از  اسيد

آمينه  شده از تركيب اسيدبا توجه به نتايج پروتئين هيدروليز 

آمينه ضروري به غير  نسبت اسيد. مناسبي برخوردار است

 ٧٥/٠و  ٧٤/٠ضروري آلكالاز و فلاورزايم به ترتيب برابر با 

مينه موجود آاست و ميزان اسيد آمينه ضروري به كل اسيد 

همچنين مقادير . )٧( است ٣٠/٤٨ و ٥٤/٤٨به ترتيب برابر با 

ولوسين، لوسين، تيروزين، هيستيدين و ترئونين، والين، ايز

شده نيز بالاتر از توصيههاي  پروتئين هيدروليز دو هر در لايزين

FAO/WHO (1990) هاي حيواني بوده در مورد پروتئين

تنها در ارتباط با فنيل آلانين داراي محدوديت بوده  ،است

دهد كه پروتئين جوانه است كه تمامي اين نتايج نشان مي

بالايي برخوردار هستند و ممكن   كيفيت غذاييشبدر از 

است به عنوان يك منبع پروتئين در رژيم غذايي انساني و 

 ).٧( حيواني مورد استفاده قرار گيرند
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 شده زيدروليه نيپروتئ در موجود نهيآم دياس بيترك- ٤جدول

FAO/ WHO, 
1990 

  )هگرم نمون ١٠٠گرم در (اسيد آمينه   آلكالاز  فلاورزايم

 ١هيستدين ٢٥/٢  ٩٥/٢ 

  ١،٢ايزو لوسين ٩٧/٣  ١٥/٣  ٨٠/٢

 ١،٢لوسين ٧٨/٧  ١٢/٧  ٦٠/٦

 ١لايزين ٩٦/٥  ٨٢/٦  ٨٠/٥

  ١،٢متيونين  ٤٥/٠  ٣٢/٠  

 ١،٢فنيل آلانين ٤٥/٥  ٥٥/٤  ٣٠/٦

  ١،٢تروئنين ٥٥/٦  ٣٥/٧  ٤/٣

  ١والين ٢٥/٥  ٠٩/٥  ٥/٣

  ١آرژنين ٥٩/٤  ٤٥/٥  

  آسپارتيك اسيد ٩٩/١٨  ٥٨/١٧  

  ٢پرولين ٩٨/٧ ٥٨/٨  

 سرين ٩٩/٤  ٧٨/٥  

 ٢آلانين ٨٥/٥  ٣٩/٥  

 سيستئين ٣٥/٠  ٥٩/٠  

  گلوتاميك اسيد  ٥٩/١٠  ٩٥/٩  

  ٢تيروزين  ٩٧/٣  ٤٠/٣  ١/١

  گلايسين  ٩٦٨/٤  ١٣/٥  

  نسبت اسيد آمينه ضروري به كل اسيد آمينه  ٥٥/٤٢  ١٥/٤٣  

  نسبت اسيد آمينه ضروري به اسيد آمينه غيرضروري ٧٤/٠  ٧٥/٠  

  ميزان اسيد آمينه كل  ٩٢/٩٩  ٢٠/٩٩  

  ٩٧/٤٠  ٦٠/٣٧  HAA٢ 

 اسيدآمينه ضروري١
 )آلانين، والين، ايزولوسين، لوسين، تيروسين، فنيل آلانين، تريپتوفان، پرولين، متيونين و سيستئين(مجموع اسيدهاي آمينه آبگريز ٢
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  خاصيت آنتي اكسيداني -٤- ٣
 DPPHفعاليت راديكال آزاد  - ١-٤- ٣

DPPH  يك راديكال آزاد پايدار است كه در طول موج

باشد، زماني كه اين نانومتر داراي حداكثر جذب مي ٥١٧

ي پروتون مواجه راديكال آزاد با يك تركيب اهدا كننده

يابد و اين و ميزان جذب آن كاهش مي شدهشود، مهار مي

گيري فعاليت مهار عنوان مقياسي براي اندازه ميزان كاهش به

هاي  پروتئين  تمامي  با توجه به نتايج ).٨( باشدمي آزاد  اديكالر

 DPPHراديكال آزاد  حذف براي بالايي توانايي شده هيدروليز

اكسيداني پروتئين هيدروليز شده دارا بودند و فعاليت آنتي

 زمان هيدروليزبا افزايش  توسط آنزيم آلكالاز بالاتر بود و

. يافت افزايش) ١شكل ( DPPHآزاد  راديكال فعاليت مقادير

با  پروتئين هيدروليز شده توسط آنزيم آلكالازبه طوريكه 

اكسيداني را بالاترين فعاليت آنتيدقيقه  ٣٠ زمان هيدروليز

اكسيداني پپتيدها ارتباط نزديكي با فعاليت آنتي. دارا بود

 همان). ٢٩( مولكولي دارد  وزن  و  آمينه، ساختار تركيب اسيد

در ارتباط با نتايج اسيد آمينه مشاهده شد، پروتئين طور كه 

اسيدهاي  هيدروليز شده توسط آنزيم آلكالاز بالاترين سطح

آلانين، والين، ايزولوسين، لوسين،  ، از جمله)HAA( آبگريز

تيروسين، فنيل آلانين، تريپتوفان، پرولين، متيونين و سيستئين 

آبگريز با راديكال  نهآمي تواند از طريق اسيدهاي كه مي بود دارا

هاي آزاد تعامل داشته باشد و در نتيجه مجاورت راديكال

همچنين ). ١٨(دهد فعال افزايش مي عاملي گروهاي به  را   آزاد

اثر زمان فرآيند و در نتيجه درجه هيدروليز، افزايش  در مورد

زمان فرآيند هيدروليز با افزايش درجه هيدروليز و رهايش 

و آمينواسيدهاي هيدروفوب و فعال موجب بيشتر پپتيدها 

  دارا  ).١٩(گردد ها ميافزايش فعاليت آنتي اكسيداني نمونه

در پروتئين   DPPH آزاد  راديكال  حذف  توانايي  بودن

 ,He et al(كلزا نظيرگياهيهايپروتئينهيدروليز شده ساير

، گز روغني )Ye et al, 2018(، بذر هويج )2013

)Moringa oleifera()Aderinola et al, 2018 (دانه ،

 آشلانتوسگياهو) Mahdavi-Yekta et al, 2019(كينوآ 

)Amaranthus cruentus()Ramkisson et al,2020( ،

  ).٣١، ٢٧، ١٩، ١٠، ١(نيز اعلام شد 

  
  DPPHمقادير فعاليت راديكال آزاد  - ١شكل

  
  احياءكنندگي فريكقدرت  - ٢- ٤-٣ 

پتانسيل اهداي الكترون يك آهن  قدرت احياي سنجش روش

در كند كه اكسيداني مانند پپتيدها را ارزيابي ميتركيب آنتي

   قدرت ). ٣٠( يابدمي كاهش +Fe2 يون به +Fe3 نتيجه

پروتئين هيدروليز شده توسط ) ٢ شكل( آهن يون كنندگي احيا

 نيروزيتو  يفنول، ندوليا يهاگروه .آلكالاز بالاتر بود آنزيم

نقش مهمي در اهداي هيدروژن در يك سيستم اكسيداسيون 

اكسيداني هيدروليز پروتئين به طور كلي، فعاليت آنتي .دارند
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معمولاً با تركيب، دنباله و آبگريزي اسيدهاي آمينه همراه 

پروتئين هيدروليز شده  كاهندگي قدرتاست كه افزايش 

كالاز ممكن است به دليل مطالب بيان شده توسط آنزيم آل

 وكاهش هيدروليز زمان افزايش همچنين با). ٢٤(باشد 

 آزاد هايراديكال حذف قابليت بر توليدي پپتيدهاي اندازه

نتايج مشابهي توسط  ).٢٨( شد افزوده پپتيدها توسط

Varedesara   در ارتباط با پروتئين ) ٢٠٢١(و همكاران

ها نيز اعلام نمودند  نگور مشاهده شد آنشده هسته ا هيدروليز

افزايش  قدرت احياي آهنبا افزايش زمان هيدروليز مقادير 

بالاتري  قدرت احياي آهنيافت و آنزيم آلكالاز داراي 

و همكاران  Liao ).٢٨(نسبت به آنزيم فلاورزايم بود 

نيز اعلام نمودند قدرت احياي آهن پروتئين ) ٢٠٢٠(

توسط ) Pleurotus geesteranus(هيدروليز شده قارچ 

ها  آنزيم فلاورزايم بوده است، آن آلكالاز بالاتر از هايآنزيم

نيز علت اين امر را بالاتر بودن اسيدهاي آمينه آبگريز توسط 

 ). ١٨(آنزيم آلكالاز اعلام نمودند 

  

  آهن كنندگي قدرت احيا مقادير - ٢شكل

  ضد سرطانيفعاليت  -٥- ٣
يكي از علل عمده مرگ و مير در سراسر جهان است  سرطان

سال به سال در حال افزايش  ،و رخدادهاي سرطان به سرعت

در توسعه ) ROS(هاي اكسيژن فعال از آنجا كه گونه. است

سرطان نقش دارند، تركيبات با خاصيت كاهش فعاليت 

ROS سرطان  بالا به احتمال زياد قادر به جلوگيري از بروز

نتايج مربوط به مطالعه حاضر نشان داد با افزايش ). ٣(هستند 

به . زمان هيدروليز مقادير فعاليت ضد سرطاني افزايش يافت

طوريكه پروتئين هيدروليز شده توسط آنزيم آلكالاز با زمان 

دقيقه بالاترين فعاليت ضد سرطاني را دارا بود  ٣٠هيدروليز 

كه آلكالاز مي تواند گزارش شده است ). درصد٧١/٧٨(

  يك به عنوان زنجيرهپيوندهاي پپتيدي را در قسمت داخلي 

  

  

آندوپپتيداز برش دهد و برخي از پپتيدهاي آنتي اكسيداني با 

دارا بودن خاصيت ). ٣٤(كوچك و متوسط توليد كند  اندازه

هاي شده ساير پروتئين  در پروتئين هيدروليز سرطاني  ضد

، گردو )Li et al, 2013(  رتذ  گياهي نظير پروتئين

)Jahanbani et al, 2016( آشلانتوس  گياه  و )Amaranthus 

cruentus( )Ramkisson et al, 2020 (اعلام شد نيز )١٢ ،

با افزايش زمان هيدروليز طول زنجيره پپتيدي ). ٢٧، ١٦

گزارش داد كه پپتيدهاي با ) ٢٠١١( Kimكاهش مي يابد، 

اهتر داراي تحرك بيشتر وزن طول زنجيره پپتيدي كوت

مولكولي و تعامل بيشتر با اجزاي موجود در سلول سرطاني 

 ).١٥(هستند كه نتيجه آن فعاليت ضد سرطان بيشتري است 
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  هاي سرطان كولون سرطاني عليه سلول ضدمقادير فعاليت -٣شكل
  
  گيري  نتيجه - ٤

ول در آب محل يها نياز پروتئ ي، كه غنشبدرجوانه  نيپروتئ

برخوردار است  يمطلوب يعملكرد هاييژگيباشد، از و يم

 يها وردهآفر  در  استفاده  يبرا  سودمند  يبيترك  به  ليتبد  را  آن  كه

و  رينظ يب يا هيبا توجه به خواص تغذ .كرده است ييغذا

در كاهش كلسترول  جوانه شبدر نيپروتئ بخش يسلامت اثرات

توليد پروتئين هيدروليز  ،يروقع - يقلب يهايماريخون و ب

در اين پژوهش . رسدميشده از آن امري ضروري به نظر

 تخليص شده يدهايپپت يو ضدسرطان يدانياكس يخواص آنت

مربوط به  نتايج .جوانه شبدر بررسي شد يميآنز زيدرولياز ه

 ميان از كه داد نشانهاي پروتئين هيدروليز شده ويژگي

 پروتئين تواندمي آلكالاز آنزيم ،يمآلكالاز و فلاورزا آنزيم

پروتئيني، خاصيت  بازيافت، هيدروليز درجه با هيدروليزي

د و كن توليد بالاتري اكسيداني و خاصيت ضدسرطاني آنتي

هاي  بر روي ويژگي مثبتي تأثير هيدروليز افزايش زمان همچنين

 بنابراين پروتئين هيدروليز شده جوانه شبدر. مذكور داشت

در فرمولاسيون غذاي آبزيان، دام و طيور پيشنهاد  تواندمي

اكسيدان طبيعي براي تواند به عنوان آنتيشود و همچنين مي

  .گيرد جلوگيري از فساد ليپيد ها مورد استفاده قرار
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Abstract 
In this study, hydrolyzed clover sprout protein was produced using commercial enzymes of 
Alcalase and Flavourzyme at three different times (10, 20 and 30 minutes). The results 
showed that the protein hydrolyzed by alcalase was higher than the proteins hydrolyzed by 
flavourzyme enzyme in terms of protein content, nitrogen recovery and degree of hydrolysis, 
as well as, increasing the hydrolysis time had a positive effect on the mentioned parameters 
(p <0.05). The combination of amino acids also showed that the proteins hydrolyzed with 
different enzymes have a relatively similar composition. In total, the highest levels of non-
essential amino acids for alcalase and flavourzyme, aspartic acid were 18.99%, 17.58% 
(respectively) and the highest levels of essential amino acids for these enzymes were leucine 
7.78% and 7.12%. (respectively). The protein hydrolyzed by the alcalase enzyme in 30 
minutes had the highest antioxidant activity (DPPH free radical scavenging, ferric 
regenerative power) and anti-cancer properties against SW742 cells (colon cancer cells). In 
general, the results showed that hydrolysis of clover spourt protein by alcalase and 
flavourzyme enzymes produced antioxidant peptides and alcalase was a more effective 
enzyme than flavourzyme. Therefore, clover sprout protein seems to be used in food and in 
diet formulas as a safe source of food and rich in protein.  
Keywords: Hydrolyzed Protein, Commercial Enzymes, Clover Sprout, DPPH Free Radical. 
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