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  چکیده
 مختلف زمان سه و در و فلاورزایم آلکالاز هاي تجاريآنزیم از با استفاده استفاده باجوانه شبدر شده  هیدرولیز پروتئین مطالعه در این

 و نیتروژنی بازیافت پروتئین، میزان از آلکالاز توسط شده هیدرولیز پروتئین که   داد نشان  نتایج. تولید شد ،)دقیقه 30 و 20 ،10(
همچنین افزایش زمان هیدرولیز،  .توسط آنزیم فلاورزایم برخوردار بود شده هیدرولیز پروتئینبالاتري نسبت به  هیدرولیز درجه

 هايآنزیم با شده هیدرولیز يهاپروتئین که داد نشان نیز آمینهاسیدهاي ترکیب). p>05/0( تاثیر مثبتی بر پارامترهاي مذکور داشت

آلکالاز و فلاورزایم  ضروري براي آنزیمآمینه غیردر مجموع، بالاترین مقادیر اسید. هستند مشابهی سبتان ترکیب داراي مختلف
و  78/7لوسین هاي مذکور،  آمینه ضروري براي آنزیمو بالاترین مقادیر اسید) به ترتیب( درصد58/17، 99/18 آسپارتیک اسید

اکسیدانی  آنتی فعالیت دقیقه، بیشترین 30 زمان  آلکالاز درآنزیمتوسطشده تولیدي پروتئین هیدرولیز .بوده است)به ترتیب( درصد12/7
هاي سلول( SW742 يهاسلولضد سرطانی علیه و خاصیت ) ، قدرت احیاءکنندگی فریکDPPH آزاد رادیکال سازي خنثی(

 و فلاورزایم آلکالازهاي  وسیله آنزیمه ب انه شبدرجوکلی نتایج نشان دادند که هیدرولیز پروتئین  طوره ب. را دارا بود )سرطان کولون
پروتئین رسد، بنابراین به نظر می. فلاورزایم بودآنزیم موثرتري از  آلکالاز، آنزیم شود ومی یاکسیدانآنتی باعث تولید پپتیدهاي

استفاده قرار مورد  رژیم غذایی هاي در فرمول و غذایی مواد در پروتئین، از غنی و خوراکی ایمن منبع یک عنوانبه جوانه شبدر
  .گیرد

  
  .DPPH آزاد رادیکالجوانه شبدر،   ،هاي تجاريآنزیم ،شده پروتئین هیدرولیز :کلیدي هاي واژه
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 مقدمه -1

 اهیگ کی(.Trifolium resupinatum L) ایرانی شبدر
ایط نیمه خشک مناطق شراست که در  ياعلوفه ساله کی

از  ی، که غنشبدرجوانه  نیپروتئ. کنداي رشد میمدیترانه
باشد،  یمحلول در آب و محلول در آب نمک م يهانیپروتئ
برخوردار است که آن را  یمطلوب يعملکرد هايیژگیاز و
 ییغذا يها وردهآفر استفاده در  يبرا سودمند یبیترک به لیتبد

حفظ آب بالا،  ییتوانا ،يریافیامولس تیفعال. کرده است
 باشند یم ها یژگیو نیبالا، از جمله ا تیحلال و یکنندگ کف

 ژهیو به نهیآم يدهایاز اس یغن نیهمچنشبدر جوانه  ).14، 5(
 ياهغل  يها دانه  از  ياریکه در بس  يضرور نهیآم  يدهایاس
باشد، به  یم نیو ترئون نیونیمت ن،یزیهستند، مانند لا ابیکم
 يها نیاز منابع مهم و با ارزش پروتئ یکی ل،یدل نیهم
با شبدر جوانه  که نیتوجه به ا با. رود یبه شمار م یاهیگ

 يرو يدیبالا، اثرات مف يا هیبا ارزش تغذ باتیداشتن ترک
ارزان  ینیحال منبع پروتئ نیانسان داشته و در ع یسلامت

ن در آن را که به عنوا دموجو نیتوان پروتئ یاست، م متیق
شود، به  یشناخته م یاهیگ يها نیمنابع پروتئ نیاز بهتر یکی

کرده و در  زیدرولیه ایاستخراج و  ،یمنظور مصارف انسان
از هرگونه  هدف). 33، 5(کار برد  به ،ییغذا مواد ونیفرمولاس

 يدهایاس يها جداساز نیپروتئ يبر رو زیدرولیواکنش ه
 ندیفرآ یدر ط باتیکتر نیا یکم یابیباز و هیاز ماده اول نهیآم
 زیبه نوع آنال زیدرولیانتخاب روش مناسب جهت ه. باشد یم

تواند به صورت  یم زیدرولیه. دارد یمحصول بستگ ینهان
 ،باشد یم ییایو قل يدیسي اها نشکه شامل واک ییایمیش

با  هیسدر مقا. ردیگ  صورت  میآنز  توسط ایانجام شود و 
داده  حیترج یمیآنز يامارهیمعمولا ت ،ییاشیمی يمارهایت
و  است ازین يرت میملا طیحالت شرا نیدر ا رایشوند، ز یم

 یجانب يها فرآورده دیشود و تول یتر کنترل م راحت نشواک
 ندآیفر کی یمیآنز زیدرولیه). 17(نامتناسب حداقل است 

به منظور درك و  یفراوان هیبوده و مطالعات اول دهیچیپ
به منظور . است يضرور مؤثر یمیآنز ندآیفر کی جادیا

 زیدرولیقادر به ه یستیبا میآنز ش،یضد اکسا يدهایپپت دیتول
 يرهایمتغ. باشد ینیپروتئ رهیخاص در زنج يدیپپت يوندهایپ

داشته و به  میآنز تیبر فعال یمیمستق ریتأث زیدرولیمستقل ه
. مؤثرند یینها يدهایپپت شیدنبال آن بر خواص ضد اکسا

 حیترج ياقتصاد يها از لحاظ جنبه یشیضد اکسا يدهایپپت
 مؤثرند زین نیدر غلظت پائ باتیترک نیا رایشوند، ز یداده م

 هیشود که باعث تجز یم گفته ییها میبه آنز پروتئاز). 28، 20(
 يرهایبا مس يا وستهیپروتئازها به طور پ. شوند یها م نیپروتئ
ت تصور اهمی نیبنابرا. باشند یدر ارتباط م یکیولوژیمهم ب

 شان قشها و ن سمیارگان نیتر ییدر ارتباط با ابتدا یها حت آن
 يها سمیارگان یتکامل يها یدگیچیپ .ستین دشوار یتکامل ریس در

متنوع را به  ياز پروتئازها با عملکردها يا زنده دامنه گسترده
از دانشمندان را به خود جلب  ياریوجود آورده که توجه بس

 عملکردشان نوع   پروتئازها   مشخصه   نیتر واضح   چه  گر  .است   کرده
کاملا  شانیها یدگیچیپ لیدل به یسوبسترا است اما گاه  يرو 

به دو دسته  تیپروتئازها بر اساس نوع فعال. شود یمشخص نم
 دازها،یاندوپپت. شوند یم میتقس دازیاندوپپت  و دازیاگزوپپت

که  یلکنند در حا یقطع م رهیرا از وسط زنج يدیپپت وندیپ
هاي مهمترین آنزیم .کنند یم اثر رهیزنج يانتها بر دازهایاگزوپپت
گرفته است شامل  مختلف مورد استفاده قرار تحقیقات که طی
) داراي فعالیت اندوپروتئازي در شرایط قلیایی( آلکلاز آنزیم

 باشد می )اگزوپپتیداز مخلوطی از اندوپپتیداز و(و فلاورزایم 
و اهمیت شده  انیبا توجه به مطالب ب ).30، 28، 21، 20، 9(

شده و با توجه به اینکه در ارتباط با پروتئین  هیدرولیز پروتئین
اي در ایران انجام هیدرولیز شده جوانه شبدر تا بحال مطالعه

تخلیص  يدهایپپتتولید هدف از مطالعه حاضر نشده است، 
لاز هاي آلکاتوسط آنزیم شبدر جوانه یمیآنز زیدرولیاز ه شده

 یسرطانو ضد یدانیاکسیخواص آنت یبررسفلاورزایم و  و
  .باشداین پپتیدها می

  
  روش هامواد و -2
  مواد اولیه - 2-1

تولیدات کشاورزي سرچین، (نام تجاري راوك  با شبدر جوانه
آنزیم آلکالاز  .شد خریداري آرین ايزنجیره فروشگاه از) ایران

و فلاورزایم ) Bacillus licheniformisشده از استخراج(
شرکت نووازیم، از)Aspergillus oryzae از  شده استخراج(

 4حرارت  درجه  در  مصرف  زمان  تا  دانمارك تهیه شد و
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 مورد شیمیایی مواد تمامی. شدگراد نگهداري درجه سانتی

 درجۀ از از شرکت مرك آلمان تهیه و در آزمایش استفاده

  .باشندمی برخوردار آزمایشگاهی
  
  تولید پروتئین هیدرولیز شده- 2-2
  آماده سازي ایزوله پروتئین از جوانه شبدر-1- 2-2

-nساعت توسط  8شدن به مدت  زیپس از تم شبدرجوانه 

 شبدرجوانه . شد اتاق خشک يو در دمایی زدا یهگزان چرب
 و ابیآس یشگاهیآزما یچکش ابیسبا استفاده آ یفاقد چرب

 درجه 4  يدما  در  ،70 مش  با  شدن  غربال  از  پس  حاصله  آرد
  ).35( ي شدگراد تا زمان استفاده نگهدار یسانت

 
 جوانه شبدرپروتئینی حاصل از  ایزوله هیدرولیز -2- 2-2

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

دقیقه هموژنیزه   2و با همزن دیجیتالی به مدت  دگردیاضافه 
نرمال به  2/0سپس با اضافه کردن هیدروکسید سدیم  .شد
pHرسانده ،)7 ، فلاورزایم5/8آلکلاز (ها بهینه فعالیت آنزیم 
گراد سانتی  درجه 50 دماي در متحركآبی حمام در هانمونه .شد

   در  دور  200 ثابت  دور  با  شده هیدرولیز  پروتئین  تولید  براي
درصد میزان پروتئین   1(  آنزیم ، سپسشدقرار داده   دقیقه

   زمان(گیري  به آن اضافه و پس از هر بار نمونه) نمونه اولیه
به منظور ) دقیقه 30 زمان(در پایان آزمایش  و) دقیقه 20 و 10

دقیقه در دماي  15آبی به مدت  آنزیمی در حمام قطع واکنش
هاي هیدرولیز پروتئین. شدندگراد قرار داده سانتیجهدر 95

وژ با دور ثابت یشده پس از خنک شدن با استفاده از سانتریف
، مایع شدوژ یدقیقه سانتریف 20دور در دقیقه به مدت  6700

و پروتئین هیدرولیز شده در فریزر  گردیدشناور جمع آوري 
نک سپس با استفاده از دستگاه خشکشد، نگهداري 
ه ب )کشورکره ساخت ،OperonFDB-550مدل(انجمادي

  ).28( در آمدصورت پودر 
 
  درجه هیدرولیز - 2-3

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

 به درصد 10 اسید کلرواستیک در تري محلول هاي پروتئین

 منظور این براي. باشدمی نمونه در هاي موجودپروتئین لک

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

  زمان و rpm 6700با دور  سپس و گردید درصد مخلوط

 محلول فاز در پروتئین مقدار سپس .شد وژیسانتریف دقیقه10

 محاسبه 1 رابطه طریق  هیدرولیز از میزان و گیري اندازه

  ):20(گردید 
  )1( رایطه

 دیاس کیاست کلرو يتر محلول در شده حل نیپروتئ زانیم (
  زیدرولیدرجه ه =)نمونه در نیپروتئ زانیم/  درصد10
 
  میزان بازیافت پروتئینی - 2-4

میزان پروتئین محلول در سوپرناتانت نمونه محلول به روش 
 استاندارد دارنمو 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 پروتئینی .شدقرائتانگلستانکشورساخت
  ).22(محاسبه گردید  2 رابطهاز از طریق 

 )2(رابطه

ن پروتئین محلول میزا/ موجود در نمونه  پروتئین میزان(× 100
  بازیافت پروتئینی) = موجود در پروتئین هیدرولیزشده

  
  آمینه ترکیب اسید - 2-5

ساعت در دماي  24پودر پروتئین هیدرولیز شده براي مدت 
نرمال  6گراد با استفاده از هیدروکلریک سانتیدرجه 110

 سپس با استفاده از فنیل ایزو تیوسیانات . هیدرولیز کامل شد

(PITC)میزان . سازي اسیدهاي آمینه انجام شدمل مشتقع
 Smartمدل HPLCبا استفاده از دستگاه  کل آمینهاسیدهاي

line  )با استفاده از ستون  )آلمانC18 ساز فلورسنت با آشکار
(RF-530)  9(انجام شد.(  

  
هیدرولیز  پروتئین اکسیدانی آنتی فعالیت گیري اندازه -6- 2

  شده
  (DPPH)دیکال آزاد بررسی مهار را -1- 2-6

از تیمارهاي مختلف پروتئین هیدرولیز  تریل یلیم 1 منظور بدین
میلی مولار  1/0محلول  تریل یلیم 1جداگانه با  طور به شده

DPPH و شد داده تکان یخوب به حاصل مخلوط و اضافه
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داده و سپس جذب  قرار تاریک در اتاق دقیقه 15 مدت به 
در مقابل شاهد خوانده  nm 517 موج طولدر  ها نمونهنوري 

  ).6(شد 
  )3(رابطه

  DPPH درصد مهار رادیکال آزاد =   ) جذب نمونه-جذب شاهد/  جذب شاهد(× 100
  
  )FRAP(گیري قدرت احیاکنندگی آهن اندازه - 6-2- 2

انجام ) 2009(و همکاران  Bougatef روش مطابق این آزمون
کنندگی دارند ءش احیاها نقاکسیداندر این روش آنتی. شد

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

  ).6( یابد سبز یا آبی تغییر می
  
  پروتئین هیدرولیز شده سرطانیخصوصیات ضد - 2-7
  یکشت سلول-1- 2-7
 تویاز انست )هاي سرطان کولونسلول( SW742 يهاسلول 

 DMEM1 طیسپس در مح ،گردید هیتهران ته - رانیا پاستور
 100 سیلینپنی ) 2FCS(گوساله  نجنی سرم درصد 5به همراه 
 تریلیلیمبر  کروگرمیم 100 استرپتومایسینو  لیتر میلی واحد بر
گراد و سانتیدرجه 37ها در انکوباتور سلول. گردیدکشت 

ي ها سلول. گرفت قرار درصد CO2 56 و درصد 90 رطوبت در
 L929 (Mouse C34/An connective tissue) نرمال

ساعت  72 و 48  ، 24  از  بعد. گرفت قراردرصد  FCS  10 در
  .گرفت  قرار  شده  هیدرولیز پروتئین  معرض   در ها سلول
 لیمت يد MTT )5 ،4 ،3ها توسط تست سلول بودن  زنده

قرار  یابیمورد ارز) ومیلتترازو  لیفن يد 2، 5  لی  2   ازولیت
 96پلیت هزار در  5ها به تعداد طور خلاصه سلول هب. گرفت
ساعت پس  72و  48،  24 يهاو در زمان گرفت قرار ايخانه

   طیها محبه سلولهیدرولیز شده   پروتئین  کردن  از اضافه
      MTT  ها در محلولو سلول شد ختهیدور ر ییرو  کشت

به مدت) 3PBS( بافر فسفات سالین در تریل یلیم/  گرم یلیم5( 

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

تبدیل (فرمازان  يو پس از محلول ساز گرفتساعت قرار  4 
 4DMSO  تریکرولیم  100 توسط) ارغوانی  بنفش  به  رنگ

  اسپکتوفتومترتوسط دستگاه   نانومتر  570  در  ينور  جذب
  ).12(شد   خوانده

  
  آماري تجزیه و تحلیل  - 2-8

آزمایشی کاملاً تصادفی در سه تکرار  طرح در هاآزمایش کلیه
صورت میانگین با انحراف معیار گزارش انجام شد و نتیجه به

آماري تیمارها توسط جدول آنالیز واریانس  آنالیز. گردید
)ANOVA (با استفاده از نرم افزار )SPSS version 18( 

ها از داري میانگین براي بیان اختلاف معنی. صورت گرفت
استفاده شد و نمودارها با  05/0زمون دانکن در سطح آ

  . ترسیم شد Microsoft Excelافزار  نرم
  
 نتایج و بحث -3
  بررسی مقادیر پروتئین - 3-1

درصد  81/30±04/1میزان پروتئین اولیه جوانه شبدر برابر با 
 63/48±20/1پروتئین اولیه ایزوله جوانه شبدر برابر با  میزان و

همچنین مقادیر پروتئین هیدرولیز شده در  .درصد بوده است
درصد  24/91 - 85/50مابین ) 1 جدول(تیمارهاي مختلف 

و پروتئین  ایزوله در بر اساس نتایج، پروتئین. بوده است
تواند می باشد، که می برخوردار از میزان بالایی شده هیدرولیز

افزوده در توسعه محصول غذایی استفاده   به عنوان ارزش
تواند براي افزایش سطح پروتئین در فرمولاسیون ا میشود ی
هیدرولیز  نمونه). 4(غذایی و خوراك دام  استفاده شود  مواد
 جوانه و ایزوله با مقایسه در بالاتري پروتئین داراي شده

 در پروتئین تجزیه شدن موضوع این علت .بود شبدر دانه

 به منجر هک بود سانتریفیوژ آن دنبال  به  و  هیدرولیز  اثر

 شده هیدرولیز نمونه از هاي غیرپروتئینیقسمت جداسازي

 ). 13(گردید 

                                                
4-Dimethyl SulfoXid 
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  مختلف هايمیآنز از استفاده با شده زیدرولیه هاينیروتئپ پروتئین، ریمقاد - 1جدول

 آلکالاز  فلاورزایم

  آنزیم                        
  

  )دقیقه(زمان هیدرولیز 
Bc23/1±85/50  Ac09/1±21/61  10  
Bb91/0±14/63  Ab96/0±89/74  20  
Ba05/1±99/76 Aa30/1±24/91 30  

  )انحراف از معیار ±میانگین (همه اعداد بر حسب درصد بیان شده است ) 1
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا) 2
  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند ستوناعداد در یک ) 3

  
  مقادیردرجه هیدرولیز و بازیافت پروتئینی بررسی - 3-2

ارائه شده است،  2مربوط به درجه هیدرولیز در جدول  نتایج
 شرایط به بسته آنزیمی هیدرولیز کارایی با توجه به نتایج،

که  طوريبه. است متفاوت هیدرولیز زمان و آنزیم نوع فرآیند،
درجه هیدرولیز به طور مقادیر   هیدرولیز  زمان  با افزایش

 از آمده دست به نتایج اساس بر. داري افزایش یافت معنی

 واکنش، زمان افزایش با پروتئین، هیدرولیز  زمان بر  اثر

 این در و شودمی آغاز سریع فاز با یک آنزیمی هیدرولیز

    شکسته پپتیدي پیوندهاي زیادي از بسیار تعداد مرحله
تر ان فرآیند موجب طولانیهمچنین، افزایش زم .شودمی

). 32(گردد شدن فعالیت آنزیم و اثر آن بر سوبسترا می
مهمی بین   شاخص  عنوان  به  معمولاً   هیدرولیز  درجه

گیرد هیدرولیزهاي مختلف پروتئینی مورد استفاده قرار می
توان از آن براي تعیین تاثیري که بر خصوصیات زیرا می

به عنوان مثال، درجه  .فاده کردعملکردي پپتیدها دارد است
  شود که بالاتر منجر به پپتیدهاي کوچکتر می هیدرولیز

اکسیدانی فعالیت بیولوژیکی مانند ظرفیت آنتی یک توانندمی

درجه هیدرولیز توسط آلکالاز بیشتر از ). 29(داشته باشند  
تولید پروتئین هیدرولیز  توانایی لکالازآ. فلاورزایم بوده است

       را دارا  با درجه هیدرولیز بالا در مدت زمان کمشده 
 ایجاد سببها پروتئین در آنزیمی هیدرولیز ).28(باشد  می

 رهیتاثیر زنج .گرددمی خاص عملکردي خواص با پپتیدهاي
 گرفتن قرار دسترستواند با در آنها می Rگروه فعال  یجانب

 هايآنزیم .باشد مرتبط آمینواسیدها گروه در بیشتر هرچه

 آلکالاز، کیموتریپسین، همانند پپسین، بسیاري متفاوت

 و گیاهی مختلف هايهیدرولیز پروتئین براي...و فلاورزایم
 مصرفی هايآنزیم نوع .گرفته است قرار استفاده مورد حیوانی

 تاثیرگذار ها آن خواص عملکردي و تولیدي پپتیدهاي نوع بر

 پروتئینها هیدرولیز شده در هاستفاد آنزیم نوع همچنین .باشدمی

       ایفا پپتیدهاي زیست فعال تولید در مهمی بسیار نقش
 مستقیم، طور پروتئین به هیدرولیز الگوي بر زیرا کنند، می

 مقدار بر سایز، ها،آنزیم اختصاصی فعالیت .هستند گذار تاثیر

 و تولید شده پپتیدي هايدر توالی آمینواسیدها ترکیب و
  ).11(است  موثر آن زیستی فعالیت بر بنابراین
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  مختلف هايمیآنز از استفاده با شده زیدرولیه هاينیروتئپ درجه هیدرولیز ریمقاد -2 لجدو

  
  فلاورزایم

  
 آلکالاز

  آنزیم                        
  

  )دقیقه(زمان هیدرولیز 

Bc44/0±24/8  Ac73/0±17/17  10  
Bb16/0±23/13  Ab46/0±06/26  20  
Ba92/0±98/17 Aa79/0±90/31 30  

  )انحراف از معیار ±میانگین (همه اعداد بر حسب درصد بیان شده است ) 1
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا) 2
  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند ستوناعداد در یک ) 3

  
از فاکتورهاي مهم در بررسی عملکرد  بازیافت پروتئین یکی

شود، هاي غذایی محسوب میها در هیدرولیز پروتئینآنزیم
هاي کننده توانایی یک آنزیم در جداسازي پروتئین که بیان

محلول از انواع غیر محلول و در نتیجه میزان بازدهی فرآیند 
در طی هیدرولیز آنزیمی بوده که از جنبه اقتصادي نیز مهم 

نتایج مربوط به مطالعه حاضر نشان داد که بازیافت . شدبامی
توسط آلکالاز بیشتر از فلاورزایم بوده ) 3 جدول(پروتئینی 

   Endoproteinaseقلیایی پروتئاز آنزیم یک آلکالاز آنزیم .است

باشد که داراي منشاء میکروبی بوده و به همین جهت، می
با ). 20( دهد مناسب پروتئازي را از خود نشان می  خواص
 داري معنی طور به پروتئینی بازیافت مقادیر هیدرولیز زمان افزایش
ارتباط و ضریب همبستگی  از حاکی تحقیق نتایج. یافت افزایش

اي که با بین بازیافت پروتئینی و درجه هیدرولیزبوده به گونه
افزایش درجه هیدرولیز، میزان بازیافت پروتئینی افزایش پیدا 

 . کندمی

  
  مختلف هايمیآنز از استفاده با شده زیدرولیه هاينیروتئپ ینیپروتئ افتیباز ریمقاد -3جدول

  
  فلاورزایم

  
 آلکالاز

  آنزیم                        
  

  )دقیقه(زمان هیدرولیز 

Bc25/0±44/10  Ac22/0±57/12  10  
Bb18/0±97/12  Ab20/0±38/15  20  
Ba97/1±84/16 Aa27/0±74/18 30  

  )انحراف از معیار ±میانگین (اعداد بر حسب درصد بیان شده است  همه) 1
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا) 2
  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند ستوناعداد در یک ) 3
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   ترکیب اسید آمینه - 3-3
برابر با  )4 جدول( (HAA١) آبگریز آمینه جموع اسیدهايم

براي آلکالاز و فلاورزایم به ترتیب بوده  60/37 و 97/40
آمینه آن بستگی  پپتید بیشتر به ترکیب اسید عملکرد هر .است
 اکسیدانیآنتی  داراي فعالیت شدت به HAA مثال، عنوان به دارد
به ویژه به دلیل تجزیه حلقه ایمیدازول آن، فعالیت . باشدمی

توان بنابراین، می). 2(شود ادیکال شناخته میشدید مهار ر
شده توسط آنزیم آلکالاز  هیدرولیز هايادعا کرد که پروتئین

ممکن است اثرات مهاري   HAAمقادیر بالاتر به دلیل وجود
 کلی،طور به. بر روي چندین نوع رادیکال آزاد داشته باشند

 شرایط و استفاده مورد آنزیم نوع خام، ماده در تفاوت

 ).26( است موثر آمینه اسید ترکیب در باشدمی هیدرولیز
Liao  اعلام نمودند مجموع اسیدهاي ) 2020(و همکاران
 Pleurotus( قارچ  شده  هیدرولیز  پروتئین   آبگریز  آمینه

geesteranus(  به   فلاورزایم  و  آلکالاز  هايآنزیم  توسط 
  در مجموع، .)18( درصد بوده است 96/30و  66/40ترتیب   

بالاترین مقادیر اسید آمینه غیر ضروري براي آنزیم آلکالاز 
و بالاترین  درصد58/17، 99/18اسید  آسپارتیک و فلاورزایم

آمینه ضروري براي و بالاترین مقادیر اسید آمینه  اسید مقادیر
 درصد12/7و  78/7لوسین هاي مذکور، براي آنزیم ضروري

بالاترین ) 2015(و همکاران  Purwin .بوده است) ترتیب به(
آمینه ضروري براي پروتئین شبدر قرمز را لوسین  مقادیر اسید

آمینه غیر ضروري را ، بالاترین مقادیر اسید)درصد 35/5(

                                                
1- Hydrophobic Amino Acids 

 Penkov. )25( نمودند اعلام )درصد08/12( اسید آسپارتیک 

آمینه ضروري براي  بالاترین مقادیر اسید) 2003(و همکاران 
 78/7 - 89/6ما بین ( مختلف شبدر را لوسین هايهگون پروتئین
آمینه غیر ضروري را آسپارتیک  اسید مقادیر بالاترین ،)درصد
مطابق . اعلام نمودند) درصد45/195 - 23/13ما بین (اسید 

   هاي شبدر متفاوت گونه  براي  آمینه مطالعات مقادیر اسید
قادیر اسید هاي مذکور بالاترین مباشد اما در تمامی گونهمی

  با توجه به ).23( آمینه مربوط به آسپارتیک اسید بوده است
FAO/WHO(1990) به کل  ضروري  آمینه نسبت اسید  

باشد و همچنین میزان  درصد 40  ها نباید کمتر ازمینهآاسید 
. باشد 6/0آمینه ضروري به غیر ضروري نباید کمتر از  اسید

آمینه  شده از ترکیب اسیدبا توجه به نتایج پروتئین هیدرولیز 
آمینه ضروري به غیر  نسبت اسید. مناسبی برخوردار است

 75/0و  74/0ضروري آلکالاز و فلاورزایم به ترتیب برابر با 
مینه موجود آاست و میزان اسید آمینه ضروري به کل اسید 

همچنین مقادیر . )7( است 30/48 و 54/48به ترتیب برابر با 
ولوسین، لوسین، تیروزین، هیستیدین و ترئونین، والین، ایز

شده نیز بالاتر از توصیههاي  پروتئین هیدرولیز دو هر در لایزین
FAO/WHO (1990) هاي حیوانی بوده در مورد پروتئین

تنها در ارتباط با فنیل آلانین داراي محدودیت بوده  ،است
دهد که پروتئین جوانه است که تمامی این نتایج نشان می

بالایی برخوردار هستند و ممکن   کیفیت غذاییشبدر از 
است به عنوان یک منبع پروتئین در رژیم غذایی انسانی و 

 ).7( حیوانی مورد استفاده قرار گیرند
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 شده زیدرولیه نیپروتئ در موجود نهیآم دیاس بیترک- 4جدول
FAO/ WHO, 

1990 
  )هگرم نمون 100گرم در (اسید آمینه   آلکالاز  فلاورزایم

 1هیستدین 25/2  95/2 

  1،2ایزو لوسین 97/3  15/3  80/2

 1،2لوسین 78/7  12/7  60/6

 1لایزین 96/5  82/6  80/5

  1،2متیونین  45/0  32/0  

 1،2فنیل آلانین 45/5  55/4  30/6

  1،2تروئنین 55/6  35/7  4/3

  1والین 25/5  09/5  5/3

  1آرژنین 59/4  45/5  

  آسپارتیک اسید 99/18  58/17  

  2پرولین 98/7 58/8  

 سرین 99/4  78/5  

 2آلانین 85/5  39/5  

 سیستئین 35/0  59/0  

  گلوتامیک اسید  59/10  95/9  

  2تیروزین  97/3  40/3  1/1

  گلایسین  968/4  13/5  

  نسبت اسید آمینه ضروري به کل اسید آمینه  55/42  15/43  

  نسبت اسید آمینه ضروري به اسید آمینه غیرضروري 74/0  75/0  

  میزان اسید آمینه کل  92/99  20/99  

  60/37  97/40  HAA2 

 اسیدآمینه ضروري1
 )آلانین، والین، ایزولوسین، لوسین، تیروسین، فنیل آلانین، تریپتوفان، پرولین، متیونین و سیستئین(مجموع اسیدهاي آمینه آبگریز 2
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  خاصیت آنتی اکسیدانی - 3-4
 DPPHفعالیت رادیکال آزاد  -1- 3-4

DPPH  یک رادیکال آزاد پایدار است که در طول موج
باشد، زمانی که این نانومتر داراي حداکثر جذب می 517

ي پروتون مواجه رادیکال آزاد با یک ترکیب اهدا کننده
یابد و این و میزان جذب آن کاهش می شدهشود، مهار می

گیري فعالیت مهار عنوان مقیاسی براي اندازه میزان کاهش به
هاي  پروتئین  تمامی  با توجه به نتایج ).8( باشدمی آزاد  ادیکالر

 DPPHرادیکال آزاد  حذف براي بالایی توانایی شده هیدرولیز

اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده دارا بودند و فعالیت آنتی
 زمان هیدرولیزبا افزایش  توسط آنزیم آلکالاز بالاتر بود و

. یافت افزایش) 1شکل ( DPPHآزاد  رادیکال فعالیت مقادیر
با  پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالازبه طوریکه 

اکسیدانی را بالاترین فعالیت آنتیدقیقه  30 زمان هیدرولیز
اکسیدانی پپتیدها ارتباط نزدیکی با فعالیت آنتی. دارا بود

 همان). 29( مولکولی دارد  وزن  و  آمینه، ساختار ترکیب اسید
در ارتباط با نتایج اسید آمینه مشاهده شد، پروتئین طور که 

اسیدهاي  هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز بالاترین سطح

آلانین، والین، ایزولوسین، لوسین،  ، از جمله)HAA( آبگریز
تیروسین، فنیل آلانین، تریپتوفان، پرولین، متیونین و سیستئین 

آبگریز با رادیکال  نهآمی تواند از طریق اسیدهاي که می بود دارا
هاي آزاد تعامل داشته باشد و در نتیجه مجاورت رادیکال

همچنین ). 18(دهد فعال افزایش می عاملی گروهاي به  را   آزاد
اثر زمان فرآیند و در نتیجه درجه هیدرولیز، افزایش  در مورد

زمان فرآیند هیدرولیز با افزایش درجه هیدرولیز و رهایش 
و آمینواسیدهاي هیدروفوب و فعال موجب بیشتر پپتیدها 

  دارا  ).19(گردد ها میافزایش فعالیت آنتی اکسیدانی نمونه
در پروتئین   DPPH آزاد  رادیکال  حذف  توانایی  بودن

 ,He et al(کلزا نظیرگیاهیهايپروتئینهیدرولیز شده سایر

، گز روغنی )Ye et al, 2018(، بذر هویج )2013
)Moringa oleifera()Aderinola et al, 2018 (دانه ،

 آشلانتوسگیاهو) Mahdavi-Yekta et al, 2019(کینوآ 
)Amaranthus cruentus()Ramkisson et al,2020( ،

  ).31، 27، 19، 10، 1(نیز اعلام شد 

  
  DPPHمقادیر فعالیت رادیکال آزاد  - 1شکل

  
  احیاءکنندگی فریکقدرت  -4-2- 3 

پتانسیل اهداي الکترون یک آهن  قدرت احیاي سنجش روش
در کند که اکسیدانی مانند پپتیدها را ارزیابی میترکیب آنتی

   قدرت ). 30( یابدمی کاهش +Fe2 یون به +Fe3 نتیجه

پروتئین هیدرولیز شده توسط ) 2 شکل( آهن یون کنندگی احیا
 نیروزیتو  یفنول، ندولیا يهاگروه .آلکالاز بالاتر بود آنزیم

نقش مهمی در اهداي هیدروژن در یک سیستم اکسیداسیون 
اکسیدانی هیدرولیز پروتئین به طور کلی، فعالیت آنتی .دارند
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معمولاً با ترکیب، دنباله و آبگریزي اسیدهاي آمینه همراه 
پروتئین هیدرولیز شده  کاهندگی قدرتاست که افزایش 

کالاز ممکن است به دلیل مطالب بیان شده توسط آنزیم آل
 وکاهش هیدرولیز زمان افزایش همچنین با). 24(باشد 

 آزاد هايرادیکال حذف قابلیت بر تولیدي پپتیدهاي اندازه

نتایج مشابهی توسط  ).28( شد افزوده پپتیدها توسط
Varedesara   در ارتباط با پروتئین ) 2021(و همکاران

ها نیز اعلام نمودند  نگور مشاهده شد آنشده هسته ا هیدرولیز

افزایش  قدرت احیاي آهنبا افزایش زمان هیدرولیز مقادیر 
بالاتري  قدرت احیاي آهنیافت و آنزیم آلکالاز داراي 

و همکاران  Liao ).28(نسبت به آنزیم فلاورزایم بود 
نیز اعلام نمودند قدرت احیاي آهن پروتئین ) 2020(

توسط ) Pleurotus geesteranus(هیدرولیز شده قارچ 
ها  آنزیم فلاورزایم بوده است، آن آلکالاز بالاتر از هايآنزیم

نیز علت این امر را بالاتر بودن اسیدهاي آمینه آبگریز توسط 
 ). 18(آنزیم آلکالاز اعلام نمودند 

  
  آهن کنندگی قدرت احیا مقادیر - 2شکل

  ضد سرطانیفعالیت  - 3-5
یکی از علل عمده مرگ و میر در سراسر جهان است  سرطان

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

سرطان نقش دارند، ترکیبات با خاصیت کاهش فعالیت 
ROS سرطان  بالا به احتمال زیاد قادر به جلوگیري از بروز

نتایج مربوط به مطالعه حاضر نشان داد با افزایش ). 3(هستند 
به . زمان هیدرولیز مقادیر فعالیت ضد سرطانی افزایش یافت

طوریکه پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز با زمان 
دقیقه بالاترین فعالیت ضد سرطانی را دارا بود  30هیدرولیز 

که آلکالاز می تواند گزارش شده است ). درصد71/78(
  یک به عنوان زنجیرهپیوندهاي پپتیدي را در قسمت داخلی 

  

  
آندوپپتیداز برش دهد و برخی از پپتیدهاي آنتی اکسیدانی با 

دارا بودن خاصیت ). 34(کوچک و متوسط تولید کند  اندازه
هاي شده سایر پروتئین  در پروتئین هیدرولیز سرطانی  ضد

، گردو )Li et al, 2013(  رتذ  گیاهی نظیر پروتئین
)Jahanbani et al, 2016( آشلانتوس  گیاه  و )Amaranthus 

cruentus( )Ramkisson et al, 2020 (اعلام شد نیز )12 ،
با افزایش زمان هیدرولیز طول زنجیره پپتیدي ). 27، 16

گزارش داد که پپتیدهاي با ) Kim )2011کاهش می یابد، 
اهتر داراي تحرك بیشتر وزن طول زنجیره پپتیدي کوت

مولکولی و تعامل بیشتر با اجزاي موجود در سلول سرطانی 
 ).15(هستند که نتیجه آن فعالیت ضد سرطان بیشتري است 
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  هاي سرطان کولون سرطانی علیه سلول ضدمقادیر فعالیت - 3شکل
  
  گیري  نتیجه -4

ول در آب محل يها نیاز پروتئ ی، که غنشبدرجوانه  نیپروتئ
برخوردار است  یمطلوب يعملکرد هايیژگیباشد، از و یم

 يها وردهآفر  در  استفاده  يبرا  سودمند  یبیترک  به  لیتبد  را  آن  که
و  رینظ یب يا هیبا توجه به خواص تغذ .کرده است ییغذا

در کاهش کلسترول  جوانه شبدر نیپروتئ بخش یسلامت اثرات
تولید پروتئین هیدرولیز  ،یروقع - یقلب يهايماریخون و ب

در این پژوهش . رسدمیشده از آن امري ضروري به نظر
 تخلیص شده يدهایپپت یو ضدسرطان یدانیاکس یخواص آنت

مربوط به  نتایج .جوانه شبدر بررسی شد یمیآنز زیدرولیاز ه
 میان از که داد نشانهاي پروتئین هیدرولیز شده ویژگی

 پروتئین تواندمی آلکالاز آنزیم ،یمآلکالاز و فلاورزا آنزیم

پروتئینی، خاصیت  بازیافت، هیدرولیز درجه با هیدرولیزي
د و کن تولید بالاتري اکسیدانی و خاصیت ضدسرطانی آنتی

هاي  بر روي ویژگی مثبتی تأثیر هیدرولیز افزایش زمان همچنین
 بنابراین پروتئین هیدرولیز شده جوانه شبدر. مذکور داشت

در فرمولاسیون غذاي آبزیان، دام و طیور پیشنهاد  تواندمی
اکسیدان طبیعی براي تواند به عنوان آنتیشود و همچنین می

  .گیرد جلوگیري از فساد لیپید 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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