
                                            105 -  119صفحه                                   1403 پاییز/ شماره ي سوم / دوره شانزدهم /  نشریه ي نوآوري در علوم وفناوري غذایی

 

  )مقاله پژوهشی(
شده حاصل از  پروتئین هیدرولیزعملکردي و  اکسیدانیهاي آنتیارزیابی ویژگی

  آنزیمی کلرلا ولگاریس توسط هیدرولیز جلبک
 

  5یمرجانه صداقت، 4ییایآر مانیپ، 3يزیعز نیمحمد حس، *2ازجویمژگان امت، 1يریتقد مایش
  

  .رانیتهران، ا ،یتهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامواحد  ،ییغذا عیصنا  علوم وگروه ، يدکتر دانشجوي-1
  .رانی، تهران، ایدانشگاه آزاد اسلام ، واحد تهران شمال،ییایدانشکده علوم و فنون در ،اریدانش -2

  .رانیمدرس، تهران، ا تیدانشگاه ترب ،يدانشکده کشاورز ،ییغذا عیگروه علوم و صنا ،استاد -3
  .رانیا ،آمل،یدانشگاه آزاد اسلام ،یآمل... ا تیواحد آ ،ییغذا عیعلوم و صنا گروه،اریدانش-4
  .رانیتهران، ا ،یواحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلام ،ییغذا عیگروه علوم و صنا ،اریاستاد -5

  
  02/03/1401:تاریخ پذیرش                        14/12/1400:تاریخ دریافت

  
 10.30495/jfst.2022.1954308.1781 DOI: 

  
 

  چکیده
ها، جلبک دریایی سبز رنگی به نام یکی از مشهورترین آن. هاي شیرین هستندها و آبترین ساکنان اقیانوسها از قدیمیریز جلبک

مورد مطالعه  جلبکاز این  پروتئین هیدرولیز شده و عملکرديی دانیاکسیخواص آنتکه در پژوهش حاضر  کلرلا ولگاریس است
هاي بازه در و فلاورزایم آلکالاز هاي تجاريآنزیم توسطکلرلا ولگاریس  جلبک ینیپروتئ زاتیدرولیهبدین منظور  .گرفت قرار
 ،ددا نشان) نیپروتئ افتیو باز زیدرولیدرجه ه(ی نیپروتئ زاتیدرولیههاي مربوط به ویژگی نتایج. تولید شد دقیقه 30 و 20 ،10 زمانی

همچنین افزایش زمان  .بالاتري نسبت به آنزیم فلاورزایم برخوردار بود هیدرولیز درجه از آلکالاز توسطی نیپروتئ زاتیدرولیه
ازیافت پروتئین که بیشترین مقادیر درجه هیدرولیز و بطوريبه). p>05/0( مذکور داشت  پارامترهاي  بر  مثبتی  تاثیر  هیدرولیز،
 جلبکها نشان داد که  همچنین بررسی). درصد 44/18درصد و  63/37به ترتیب (دقیقه مشاهده شد  30 آلکالاز در زمان آنزیم توسط

توسط (ها اکسیدانی و عملکردي پروتئینخاصیت آنتیدر ادامه . بالایی برخوردار بوداسیدهاي آمینه ضروري  ازکلرلا ولگاریس 
نتایج نشان داد، پروتئین هیدرولیز شده توسط . کیلودالتون سنجیده شد 10 و 5، 3 هاي مولکولیبا وزن) دقیقه 30 در زمانآنزیم  هر دو
) p>05/0( اکسیدانیبالاترین فعالیت آنتیعلاوه بر خواص عملکردي مناسب، از کیلو دالتون   3 مولکولی  با وزن  آلکالاز آنزیم

بعنوان جایگزین  )توسط آنزیم آلکالاز( کلرلا ولگاریس جلبکشده حاصل از  وان پروتئین هیدرولیزت بنابراین می. بود  برخوردار
  .استفاده نمود در فرمولاسیون مواد غذایی اهاي حیوانی در رژیم غذایی و همچنین بعنوان ترکیبات عملگرپروتئین

 
  .کلرلا ولگاریس ی، جلبکنیپروتئ زاتیدرولیه، میفلاورزا و آلکالازاکسیدان، آنزیم  آنتی: کلیدي هاي واژه
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  مقدمه -1
هاي پروتئینی خاصی هستند که بخش ،پپتیدهاي زیست فعال

آمینو  20- 2دالتون و داراي  6000 از ها کمتر آن مولکولی جرم
 ساختار پروتئینی اصلی غیرفعال این پپتیدها در. باشندمی اسید

اسیدي بوده و بعد از آزاد شدن بر حسب نوع و توالی آمینو
عملکرد و شرایط بدن و در نتیجه سلامت  مثبتی بر خود، تأثیر

توان به اثرات ایمنی دارند، از جمله این تأثیرات می  فرد
خون و ضد اکسیدانی، ضد فشاربخشی، ضد میکروبی، آنتی

هاي ، پروتئینهاي اخیردر سال .)2، 1(سرطان اشاره نمود 
اکسیدانی و سلامتی بخش از شده با خواص آنتی هیدرولیز
گیاهی بسیاري مانند جلبک، شیر،  دریایی، حیوانی و  منابع
مرغ،  ي تخمسویا، جوانه گندم، کانولا، پروتئین زرده لوبیاي

. )4، 3( اند شدهمیگو تولید  صدف خوراکی، ضایعات ماهی و
ی و حیوانی مناسب براي تولید منابع دریایی، گیاه  بین  در

ها به دلیل شده، منابع دریایی به ویژه جلبک هیدرولیز پروتئین
توجه قرار   کمتر، بیشتر مورد زایی آلرژي  و  مناسبتر  قیمت
ترین ساکنان اقیانوسها ها از قدیمیجلبک ریز .)6 ،5( اندگرفته
ها، جلبک یکی از مشهورترین آن. هاي شیرین هستندو آب
کلرلا ولگاریس . است 1ولگاریس کلرلا نام به رنگی سبز دریایی

ها  جلبکتک سلولی و جزء آغازیان بوده که در خانواده 
میکرون  1- 2هاي کروي آن با قطر حدود سلول .قرار دارد

اسید  8 این جلبک حاوي. گلبول قرمز است یک معادل اندازه
، بیوتین، ٦B، 12B، ١B ،A، C، E هاي ویتامینآمینه ضروري، 

اسیدهاي چرب ضروري آهن، کلسیم، منیزم و روي،  املاح
   پیرامون    هاي مختلفیپژوهش .)11 ،9 ،7( باشدمی 9 امگا و 6 امگا

  است   گرفته  غذایی صورت  مواد  در  جلبک  ریز  این   کاربرد
 امولسیون پایداري  ،کنندگی  امولسیون  بالاي  ظرفیت  گویاي که

 هاي با پروتئین  آن  رقابت  قابلیت  و جلبک این از اصلح پروتئین 
ها  کیفیت پروتئین موجود در ریزجلبک. )10 ،9( است تجاري 
 مرغ تخم  گوشت و شیر،  مانند  سنتی  پروتئین  منابع  از  برخی  با
پروتئین ریزجلبک در مقایسه  محتواي کلی، طور به  .است   مشابه 
 .)8( دهد اي را تشکیل میعمدهبخش کربوهیدرات،و لیپید با
 از  توان پروتئین می خصوصیات بهبود منظور به  دیگر سوي از

                                                
1 - Chlorella vulgaris 

یکی از  هیدرولیز آنزیمیکه  نمود استفاده متعددي هاي روش 
  تواند با استفادهیند هیدرولیز آنزیمی میآفر. هاست روش این
هاي تجاري  مآنزی و) یند اتولیزآفر(ها با منشا داخلی آنزیم  از

 استفاده از جاي  به  تجاري  هاي آنزیم کاربرد .پذیرد صورت
هاي داخلی داراي مزایاي یندهاي شیمیایی و یا آنزیمآفر

یند هیدرولیز کاملا تحت آزیرا کل فر ،زیادي است بسیار
با خواص  یهایکنترل است در نتیجه محصول و فرآورده

کننده  هاي تعیینیکی از فاکتور. )12(شود می مشخص تولید
هاي تجاري، و مهم در هیدرولیز آنزیمی با استفاده از آنزیم

هاي آنزیم  انواع مختلفی از. باشدانتخاب آنزیم پروتئاز می
آمیزي براي هیدرولیز موفقیت صورت به که دارند  وجود تجاري
 یهایآنزیم .است گرفته قرار استفاده مورد غذایی مواد هايپروتئین

، گیرند می قرار استفاده مورد غذایی هايپروتئین هیدرولیز براي  که
مشترك باشند، محصولات  حداقل باید داراي یک ویژگی

و  برخوردار باشند ییاز ارزش غذاباید  ها  آن از اثر يدیتول
ها باید غیر کننده آن دارند، ارگانیزم تولید اگر منشا میکروبی

داراي (آلکالاز  مانند ختلفم هايآنزیم . )13 ،2( باشد زابیماري
اندوپپتیداز (، بروملین )اندوپروتئازي در شرایط قلیایی فعالیت
 اندوپپتیداز از مخلوطی( فلاورزایم ،)متعدد هاي ویژگی با سیستئین

پروتئاز باکتریایی داراي مخلوطی ( پروتامکس ،)اگزوپپتیداز و
ه با جهت تولید پروتئین هیدرولیز شد) از اندو و اگزوپپتیداز

. )2(روند  خصوصیات کاربردي و آنتی اکسیدانی به کار می
به هنگام انجام فرآیند هیدرولیز، پپتیدهاي مختلف با وزن 

هرچه قدر وزن مولکولی . شوند مولکولی متفاوت تولید می
تر باشد پپتید تولید شده داراي خواص زیست فعال پایین

به . ه باشدداشت یدانیاکس  یآنت ییبوده و ممکن است توانا
دالتون  1000 طور معمول، پپتیدهاي با وزن مولکولی زیر

هاي  یکی از ویژگی. )15، 14( باشند ها میداراي این ویژگی
، خواص زیست فعالی آنها  ینیپروتئ يهازاتیدرولیبارز ه

. باشد ها می بوده که ناشی از وزن مولکولی نسبتا پائین آن
به علت دارا بودن  ینیتئپرو يهازاتیدرولیه نایامروزه از 

 ایبه عنوان مکمل و  یدانیاکس یو آنت یکروبیضد م تیخاص
 شود یماستفاده  ییمواد غذا ونیدر فرمولاس نیپروتئ نیگزیجا

و اهمیت پروتئینشده  انیبا توجه به مطالب ب .)39، 16، 15(
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که در ارتباط با پروتئین  شده و با توجه به این هیدرولیز 
اي در تا بحال مطالعهکلرلا ولگاریس لبک  هیدرولیز شده ج

تولید هدف از مطالعه حاضر ایران انجام نشده است، 
کلرلا جلبک  یمیآنز زیدرولیاز ه شده تخلیص يدهایپپت

 یبررسفلاورزایم و  هاي آلکالاز وولگاریس توسط آنزیم
  .بوداین پپتیدها  عملکردي و یدانیاکسیخواص آنت

  
  مواد و روش -2
 د اولیهموا - 2-1

شکل  ، به)ATCC ® 30821( جلبک کلرلا ولگاریس
نور دارو در شهرسـتان گنبد   شرکت  از  رنگ سبز  پودر

 Bacillusاز  شده  استخراج( آلکالاز  آنزیم  .شد تهیه  کاووس

licheniformis( با کدp4860    فلاورزایم و)شده  استخراج
کت از شر 2- 752- 233با کد )Aspergillus oryzaeاز 

شد و تا زمان مصرف در درجه دانمارك تهیه ، نووازیم
 مواد تمامی .شد گراد نگهداري سانتی  درجه  4حرارت 

از شرکت مرك آلمان  در آزمایش استفاده مورد شیمیایی
  .بودند برخوردار آزمایشگاهی درجۀ از تهیه و

  
  سیکلرلا ولگار گیري میزان پروتئیناندازه - 2-2
ها هضم و سپس با تیتراسیون ل نمونهکلدا بر اساس روش 

آبی محاسبه  رسوبی در فاز پروتئین کل مقدار )N× 25/6( مقدار
  .)17( شد

  تولید پروتئین هیدرولیز شده - 2-3
لیتري ریخته و سپس  میلی 250 گرم نمونه، درون ارلن مایر 50

به ارلن مایر ) 2:1(آب مقطر به نسبت  میلی لیتر 100میزان 
دقیقه هموژنیزه  2و با همزن دیجیتالی به مدت د یگرد اضافه 
نرمال به  2/0با اضافه کردن هیدروکسید سدیم در ادامه . شد
pH 5/7، فلاورزایم 5/8آلکلاز (ها  بهینه فعالیت آنزیم(، 

 57 ها در حمام آبی متحرك در دماينمونه .شد رسانده
 گراد درجه سانتی 55آلکالاز و  براي آنزیم گراد سانتی درجه

تولید پروتئین هیدرولیز شده براي آنزیم فلاورزایم در جهت 
درصد  1(دقیقه قرار داده، سپس آنزیم دردور200ثابت با دور

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

آبی به مدت  حمام در آنزیمی به منظور قطع واکنش) دقیقه 30
هاي  پروتئین .شد داده قرار گرادسانتی درجه 95 دماي در دقیقه 15

وژ با یهیدرولیز شده پس از خنک شدن با استفاده از سانتریف
 ودقیقه سانتریفوژ  20دور در دقیقه به مدت  6700دور ثابت 

و پروتئین هیدرولیز شده در  گردید مایع شناور جمع آوري
کن  سپس با استفاده از دستگاه خشکشد، نگهداري  فریزر

هاي آزمون  در ارتباط با .)18( آمد در صورت پودر هب انجمادي
مطالعه حاضر شامل ولگاریس  کلرلا جلبک هیدرولیز به مربوط

 ):1 جدول( ه استتیمار بود 6

تیمارهاي مختلف در این مطالعه - 1جدول  
)دقیقه(زمان هیدرولیز  ه تیمارشمار نام آنزیم   

10 
 آلکالاز

1 
20 2 
30 3 
   

10 
 فلاورزایم

4 
20 5 
30 6 

 
  درجه هیدرولیز - 2-4

 (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 موجودینپروتئ کل

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

زمان و rpm 6700 با دور سپس و گردیددرصد مخلوط
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 محلول فاز در پروتئین مقدارسپس .شد وژیسانتریف  دقیقه10

 سبهمحا 1 فرمول طریق هیدرولیز از میزان و گیري اندازه

  :)18( گردید
  )1(فرمول

  زیدرولیدرجه ه =)نمونه در نیپروتئ زانیم/  درصد10 دیاس کیاست کلرو يتر محلول در شده حل نیپروتئ زانیم( 

  
  میزان بازیافت پروتئینی - 2-5

پروتئین محلول در سوپرناتانت نمونه محلول به روش   میزان
 استاندارد نمودار رسم براي به همین منظور. شد تعیین بیورت

شدت جذب . گردیدگاوي استفاده  سرم آلبومین پروتئین از
 مدل  اسپکتروفتومتر توسط نانومتر 540موج طول در  نور

T80میزان بازیافت پروتئینی  .شد قرائت  انگلستان کشور ساخت
  .)19( محاسبه گردید 2از از طریق فرمول 

 )2(فرمول
  بازیافت پروتئینی) = میزان پروتئین محلول موجود در پروتئین هیدرولیزشده /میزان پروتئین موجود در نمونه (× 100

  

  کل آمینه میزان اسید - 2-6
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   و  انجام  آمینه  اسیدهاي  سازيمشتق  عمل
 Smartمدل HPLCبا استفاده از دستگاه  کل آمینه اسیدهاي

line  )استفاده از ستون  با )آلمانC18 ساز فلورسنت با آشکار
(RF-530) 20( انجام شد(.  

  
  جداسازي پپتیدها - 2-7

آمیکون  فیلتر هسفیلتراسیون با جداسازي پپتیدها توسط اولترا
کیلودالتون  10 و MWCO( 3 ،5(وزن مولکولی مختلف   با

، 5kDa- MW)(  و )MW>3kDa( سه فرکشن. انجام شد
)MW –10kDa (شده  ابتدا پروتئین هیدرولیز. جدا گردید

کیلودالتون، در دماي  10 و 5،3آمیکون  خام با استفاده از فیلتر
 7500و با سرعت دقیقه  10گراد، مدت زمان سانتیدرجه 25
 شد) آمریکا، Biophotometer(دقیقه سانتریفیوژ   در  دور

)21(.  
  
  
 

هیدرولیز  پروتئین اکسیدانی آنتی فعالیت گیري ندازها-8- 2
  شده

  (DPPH)آزاد  بررسی مهار رادیکال - 8-1- 2
از تیمارهاي مختلف پروتئین هیدرولیز  تریل یلیم 1 منظور بدین
 DPPHمولار  میلی 1/0 محلول تریل یلیم 1 با جداگانه طور بهشده 
 مدت به و شد داده تکان یخوب به حاصل مخلوط و اضافه

 ها نمونهداده و سپس جذب نوري  قرار تاریک اتاق در دقیقه 15
و با استفاده در مقابل شاهد خوانده شد  nm 517 موج طولدر 
، میزان مهار رادیکال آزاد بر حسب درصد گزارش 3 رابطه از

  .)22(گردید 
  فرمول

  DPPH درصد مهار رادیکال آزاد =   ) جذب نمونه-جذب شاهد/  جذب شاهد(× 100
  
  )FRAP(آهن  احیاکنندگی قدرت گیرياندازه -2- 2-8
انجام ) 2009(و همکاران  Bougatef مطابق روش آزمون این
کنندگی دارند ءها نقش احیااکسیداندر این روش آنتی. شد

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

توضیح بیشتري در خصوص  .)22( یابد سبز یا آبی تغییر می
  .قرادت عدد آورده شود

  
  خواص عملکردي -9 -2
  حلالیت -2-9-1

و  Beraحلالیت پروتئین هیدرولیز شده با استفاده از روش 
Mukherjee )1989 (100گرم نمونه را در  یک .انجام شد 

کرده و با استفاده از سود و اسید  آب مخلوط لیتر محلول میلی
تنظیم کرده و سپس به مدت  10-2آن را به  pHنرمال  1/0

 20دقیقه در دماي اتاق مخلوط کرده و سپس به مدت  60
سانتریفیوژ انجام شده و محتواي نیتروژن  500 با سرعت دقیقه

در سوپرناتانت نمونه با استفاده از روش کلدال تعیین شد و 
 محاسبه شد) 4(درصد پروتئین قابل حل با استفاده از معادله 

)23(.  
  )4(معادله

اندیس حلالیت در آب=   ) گرم وزن آب ماده جامد محلول در سوپرناتت/  گرم وزن نمونه اولیه(× 100
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  کنندگی سیونامول و پایداريظرفیت  -2-9-2
میلی لیتر روغن  50آب مقطر و  میلی لیتر 50گرم نمونه،  3به 
 شدثانیه با هموژنایزر هموژنیزه  30و به مدت  شداضافه  کلزا

و با  گردیدلوله آزمایش تقسیم  4سپس به مقدار مساوي در 
دقیقه سانتریفوژ  5به مدت زمان  g2000سانتریفوژ با دور 

  .)24( گزارش شد زیر) 5(معادله طبق  EC شد
  )5(معادله

  (%) EC=   حجم قسمت امولیسفیه شده/  حجم کل
  

میلی لیتر محلول پروتئینی  30با  کلزا گیاهی روغن لیتر میلی 10
، 4، 2متفاوت  pHآنها در پنج  pHو  شدمخلوط  درصد1
  rpm2000سپس با هموژنایزر با سرعت  شدتنظیم  10، 8، 6

 50سپس با میکروسمپلر شدهموژنیزه به مدت یک دقیقه 
عمل در  میکرولیتر از قسمت مایع ته لوله برداشته که این

هاي به  سپس نمونه .گرفتانجام  't =10و  't= 0هاي  زمان
سدیم  میلی لیتر 5هاي صفر و ده دقیقه با  آمده در زمان دست

و جذب محلول رقیق شده  شدمخلوط % 1 دودسیل سولفات
  .)24(شد خوانده نانومتر  500ر در طول موج کتوفتومتپبا اس
  )6(معادله

AΔ/tΔ A0 ×   =ESI 

ΔA= A0 –A 10,    Δt= 10 min 
 

  کنندگی کف گیري ظرفیت و پایداريهانداز -2-9-3
هاي  لیتر محلول میلی 20 کنندگی کف ظرفیت اندازگیري براي
ریخته  لیتري میلی 50 نی تهیه شد و در استوانه مدرجیپروتئ
 10000به مدت یک دقیقه با التراترکس با سرعت  سپس. شد
. حجم مخلوط نهایی قرائت شد. زده شد دقیقه هم  بر  دور

درصد افزایش حجم در زمان صفر نسبت به حجم اولیه به 
  .)25() 7معادله (گرفته شد  نظر در کنندگی کف عنوان ظرفیت

 )7(معادله
  (%) ظرفیت کف کنندگی =  حجم نمونه قبل تشکیل کف - هاي مختلف بعد از تشکیل کفنه در زمانحجم نمو/  حجم نمونه قبل تشکیل کف

 

هاي براي محاسبه میزان پایداري کف، حجم کف در زمان
. دقیقه بعد از تشکیل کف قرائت شد 60 و 40، 10، 5، 5/0

مانده  سپس با استفاده از رابطه بالا، درصد حجم کف باقی
هاي مذکور به عنوان شاخص پایداري یک از زماندر هر 

  .)25(کف گزارش شد 

  آماري ارزیابی - 2-10
 کاملاً تصادفی طرح پژوهش این در استفاده مورد آماري طرح

 تحلیل و تجزیه. است بوده تیمار هر براي تکرار سه وشامل

 واریانس، همگنی و ها داده بودن به نرمال توجه با ها،  داده

 (One-Way ANOVA)طرفه یک واریانس آنالیز روش از استفاده با
 در دانکن آزمون از ها داده میانگین براي مقایسه. استفاده شد

 میانگین صورت به ها داده تمام. درصد استفاده شد 5سطح 

 صورت تکرار 3 در ها و ارزیابی شد گزارش معیار انحراف ±

 نالیزآبراي )SPSS version 18(افزارنرم از. پذیرفت

  .گردیداستفاده نمودارها رسم براي Excelها و  داده
  
  نتایج و بحث -3
  اولیه نئیپروتمیزان  - 3-1

 66/50±16/1با  برابر ولگاریس کلرلا جلبک اولیه پروتئین میزان
باشد پروتئین ترکیب اصلی جلبک ها می. درصد بوده است

ها، درصد از وزن خشک اکثر جلبک 70- 50 که به طوري
گونه، مواد مورد نیاز براي  بسته به نوع .)26(باشد ئین میپروت

ها و شرایط رشد، جلبک رشد و ترمیم و نگهداري سلول
درصد از  58- 43محتواي پروتئین برابر با  کلرلا ولگاریس

همچنین مقادیر پروتئین . )28، 27، 9(وزن خشک آن است 
 46/93 - 15/65هیدرولیز شده در تیمارهاي مختلف مابین 

  . درصد بوده است
  
  درجه هیدرولیز بررسی مقادیر - 3-2

درجه هیدرولیز که دهد  مینشانهیدرولیزدرجهبهمربوطنتایج
 فلاورزایمبیشتر از  آلکالازدر حضور آنزیم  داري معنیطور به

و تاثیر زمان بر درجه هیدرولیز   )1 جدول( )>05/0P(بود 
و در  آلکالازیم تیمار با حضور آنزهمچنین . دار بود معنی
). >05/0P( بیشترین درجه هیدرولیز را داشت دقیقه 30 زمان
 پروتئین هیدرولیز زمان بر اثر از آمده دستبه نتایج اساسبر

 آنزیمی هیدرولیز واکنش، زمان افزایش با که گردید مشخص 

زیادي  بسیار تعداد مرحله این در و شودمی آغاز سریع فاز با یک
همچنین، افزایش زمان  .شودمی شکسته پتیديپ پیوندهاي از

اثر آن بر سوبسترا  و آنزیم شدن فعالیت ترطولانی موجب فرآیند
تولید پروتئین در مهمی بسیار نقش آنزیم انتخاب. )29( گردد می
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هیدرولیز شده دارد، زیرا هر آنزیم داراي الگوي متفاوتی در  
آمینو اسیدي، باشد که در ترکیب پپتیدي می باندهاي شکستن

و فعالیت زیستی پپتیدهاي تولید شده اثر خواهد  وزن ملکولی
لکالاز به دلیل تولید پروتئین هیدرولیز شده آ .)13(گذاشت 

مدت زمان کم، به طور مکرر توسط  بالا در با درجه هیدرولیز
  .)20، 13(گیرد  محققین مختلف مورد استفاده قرار می

  
  بازیافت پروتئینیمقادیر پروتئین و  بررسی - 3-3

یکی از فاکتورهاي مهم در بررسی عملکرد  پروتئینی بازیافت
شود هاي غذایی محسوب میها در هیدرولیز پروتئینآنزیم
هاي کننده توانایی یک آنزیم در جداسازي پروتئین که بیان

یند آمحلول از انواع غیر محلول و در نتیجه میزان بازدهی فر
وده که از جنبه اقتصادي نیز مهم آنزیمی ب در طی هیدرولیز

 نتایج مربوط به بازیافت پروتئینی، پروتئین  .)30( باشدمی
هیدرولیزدر مطالعه حاضر باهم، هم خوانی  درجه و )2 جدول(

که با افزایش درجه هیدرولیز و میزان بازیافت  به طوري. دارد
نتایج مشابهی توسط سایر . کندپروتئینی نیز افزایش پیدا می

نمودند با افزایش  گزارش نیز ها شده است، آن گزارش ققینمح
میزان پروتئین افزایش  و پروتئین بازیافت هیدرولیز، مقادیر زمان
و  آلکالازتیمار با حضور آنزیم در مجموع،  .)18، 13( یافت
  ). >05/0P( را داشت پروتئین بازیافت بیشترین دقیقه 30 زمان در

 
سیکلرلا ولگار نیپروتئ زیدرولیه نیپروتئ یابیو باز نیپروتئ يوامحت ز،یدرولیدرجه ه - 2جدول  

بازیافت پروتئینی 
)درصد(  

)درصد(مقادیر پروتئین  درجه هیدرولیز  
)درصد(  

 تیمارها

  نام آنزیم                          زمان هیدرولیز
e21/0±98/13 d25/1±82/70 d38/0±98/18 10   
c31/0±24/16 b85/1±30/82 b56/0±63/27 20 آلکالاز  
a12/0±44/18 a69/0±46/93 a59/0±63/37 30   
e15/0±86/12 e90/0±15/65 e66/0±95/11 10   
d15/0±68/14 c80/0±40/74 d70/0±86/18 20 فلاورزایم  
b29/0±36/17 b22/1±38/81 c65/0±18/24 30   

  )انحراف از معیار ±میانگین (همه اعداد بر حسب درصد بیان شده است ) 1
  )..,a, b, c.(سطح آماري هم ذکر شود اعداد در یک ستون با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند) 2

  
  ترکیب اسیدآمینه- 3-4

هاي اخیر، ترکیب اسیدهاي چرب در مقیاس وسیع در سال
علاقه قابل   هاي دریاییها از جمله جلبکتولید ریز جلبک

این امر عمدتا  .توجهی را در بین محققان ایجاد کرده است
به دلیل مزایاي سلامت بخش اسیدهاي چرب مونو و چند 

که در گیاهان دریایی از   )PUFAو  MUFA( غیراشباع
نتایج مربوط به . )26، 9(شود ها یافت میجمله ریز جلبک

هاي هیدرولیز شده با پروتئین) 3 جدول(ترکیب اسید آمینه 
با توجه به بالاتر (یقه دق 30 در زمان آلکالاز و فلاورزایم آنزیم

نشان داد، مجموع ) بودن بازیافت پروتئینی و درجه هیدرولیز
براي آلکالاز  29/27و  01/32اسیدهاي آمینه آبگریز برابر با 

توان ادعا کرد بنابراین، می. و فلاورزایم به ترتیب بوده است

هاي هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز به دلیل که پروتئین
  )HAA1( مقدار اسید آمینه هیدروفوب دیر بالاتروجود مقا

ممکن است اثرات مهاري بر روي چندین نوع رادیکال آزاد 
 آنزیم نوع خام، ماده در تفاوت کلی، طور به. داشته باشند

 اسید ترکیب در باشد می هیدرولیز شرایط و استفاده مورد

نه در مجموع بالاترین مقادیر اسید آمی .)31(است  موثر آمینه
در مطالعه حاضر اسید آمینه ضروري براي آنزیم آلکالاز و 

درصد بوده است،  01/8و  25/9فلاورزایم، لوسین به ترتیب 
بالاترین مقادیر اسید آمینه در مطالعه حاضر اسید آمینه غیر 
ضروري براي آنزیم آلکالاز و فلاورزایم گلوتامیک اسید 

و همکاران  Jacob-Lopes.استبودهودرصد84/10،01/10

                                                
1-Hydrophobic Amino Acid 
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کلرلا ضروري براي جلبک آمینهاسیدمقادیربالاترین) 2015(
، بالاترین )درصد 84/6(را لوسین اعلام نمودند ولگاریس 

درصد  74/10ک اسید گلوتامیراضروريغیرآمینهاسیدمقادیر
بالاترین ) a2020(و همکاران  Irene. )16(اعلام نمودند 

چند کلرلا ولگاریس ي جلبک آمینه ضروري برااسیدمقادیر
مابین (اعلام نمودند  )اسید آمینه( منطقه متفاوت را لوسین

آمینه غیر ضروري اسیدمقادیربالاترین،)درصد78/10 - 91/6
درصد اعلام نمودند  66/12 - 37/8ن را گلوتامیک اسید مابی

گزارش مشترك سازمان بهداشت با توجه بهبا توجه به . )14(

ها نباید آمینهاسید آمینه ضروري به کل اسیدنسبت جهانی 
آمینه ضروري  درصد باشد و همچنین میزان اسید 40 کمتر از
با توجه به نتایج  . )32(باشد  6/0 کمتر از یر ضروري نبایدبه غ

آمینه مناسبی برخوردار  شده از ترکیب اسید هیدرولیز پروتئین
الاز و ضروري آلک آمینه ضروري به غیر نسبت اسید. است

است و میزان اسید  99/0و  97/0فلاورزایم به ترتیب برابر با 
آمینه ضروري به کل اسید آمینه موجود به ترتیب برابر با 

است، که این نتایج نشان دهنده بالا بودن  88/49و  27/49
  .باشد می ولگاریس کلرلا شده جلبک هیدرولیز پروتئین کیفیت

 
سیکلرلا ولگار نیپروتئ زیلدرویه نهیآم دیاس بیترک - 3جدول  

FAO/ WHO, 
1990 

  )گرم نمونه 100گرم در (اسید آمینه   آلکالاز  فلاورزایم

 1هیستدین 02/5  87/4 

  1ایزو لوسین 55/4  15/4  80/2

 1لوسین 25/9  01/8  60/6

 1لایزین 89/5  21/7  80/5

  1متیونین  59/1  05/1  

 1فنیل آلانین 25/5  05/4  30/6

  1وئنینتر 75/4  05/6  4/3

  1والین 99/5  05/5  5/3

  1آرژنین 58/6  20/8  

  آسپارتیک اسید  35/10  85/9  
  پرولین 45/5 25/5  
 سرین 09/5  87/5  

 آلانین 44/8  35/7  

 سیستئین 18/0  99/0  

  گلوتامیک اسید  84/10  01/10  
  تیروزین  20/5  99/3  1/1

  گلایسین  75/4  55/5  
  ي به کل اسید آمینهنسبت اسید آمینه ضرور  27/49  88/49  
  نسبت اسید آمینه ضروري به اسید آمینه غیرضروري 97/0  99/0  
  میزان اسید آمینه کل  17/99  50/97  
  29/27  01/32  HAA2 

 اسیدآمینه ضروري1
  )ن و سیستئینآلانین، والین، ایزولوسین، لوسین، تیروسین، فنیل آلانین، تریپتوفان، پرولین، متیونی(مجموع اسیدهاي آمینه آبگریز 2
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  خاصیت آنتی اکسیدانی -3-5
 DPPHآزاد  فعالیت رادیکال-3-5-1

شده توانایی  هاي هیدرولیزبا توجه به نتایج تمامی پروتئین
دارا بودند ) 1شکل ( DPPHرادیکال آزاد حذفبرايبالایی
توسط جلبک  DPPH آزادبودن توانایی مهار رادیکالدارا
) 2020(و همکاران  Abdel-Karimتوسطولگاریسکلرلا
. )34، 1(نیز، گزارش شد ) 2019(و همکاران  Taghavi و

 آلکالاز آنزیم  توسط  شدههیدرولیز  پروتئین  اکسیدانیآنتی  فعالیت
اکسیدانی آنتی فعالیت). >05/0P( بود بالاتر داري معنی طور   به 

و وزن  مینه، ساختارآ پپتیدها ارتباط نزدیکی با ترکیب اسید
 هیدروفوباسیدهاي  آمینو معتقدند، محققان برخی .دارد مولکولی

)HAA( که بر این اساس باشندمی اکسایش ضد قدرت داراي ،
هیدرولیز شده توسط آنزیم  پروتئین در HAA آمینه اسید مقادیر
همچینین پتانسیل بالاتر . از فلاورزایم بوده است بالاتر آلکالاز

به دلیل کوچکتر بودن پپتیدهاي  است نممک آزاد رادیکال مهار
حاصل از هیدرولیز و جداسازي یا غلظت بیشتر مواد دهنده 

میزان .)34، 33(باشد  آلکالاز آنزیم توسط هیدرولیز در الکترون
 هايوزن مولکولیدر بین   DPPH  آزاد   رادیکال  فعالیت

 با افزایش .)>05/0P( داشتند باهم داريمعنی مختلف اختلاف
 کاهش DPPHمقادیر فعالیت رادیکال آزاد  وزن مولکولی

 شده توسط آنزیم آلکالاز هیدرولیز پروتئین که طوري به. یافت
 اکسیدانی آنتی فعالیت بالاترین کیلودالتون 3 از کمتر مولکولی وزن با

علت این امر شاید به دلیل وزن ). درصد 35/90(را دارا بود 
پپتیدهاي کم مولکولی بیشتر  .آن باشد پپتیدهاي کم مولکولی
مانده قرار دارند و مسئول تسهیل  باقی جانبی زنجیره در معرض
هاي آزاد هستند بنابراین فعالیت رادیکال بین پپتیدها و واکنش

  .)15(را افزایش می دهند  DPPH مهار رادیکال

 
  هیدرولیز پروتئین کلرلا ولگاریس DPPH فعالیت مهار رادیکال آزاد- 1شکل

 
 قدرت احیا کنندگی فریک-2- 3-5

هاي نشان داد تمامی پروتئین نتایج مربوط به مطالعه حاضر
شکل (قدرت احیاي آهن هیدرولیز شده توانایی بالایی براي 

در پروتئین آهن  قدرت احیايبودن توانایی  دارا بودند دارا) 2
و  Abdel-Karimتوسط  ولگاریس کلرلا جلبک شده هیدرولیز
و  Irene، )2019(و همکاران  Taghaviو ) 2020(همکاران
     قدرت . )14، 34، 1(شد   گزارش  نیز،  )b2020(  همکاران

شده توسط آنزیم  پروتئین هیدرولیز کنندگی یون آهن احیا
نقش  نیروزیتو  یفنول، ندولیا يهاگروه. آلکالاز بالاتر بود

 .اهداي هیدروژن در یک سیستم اکسیداسیون دارند در مهمی
اکسیدانی هیدرولیز پروتئین جلبک کلی، فعالیت آنتی به طور

معمولاً با ترکیب، دنباله و آبگریزي اسیدهاي آمینه همراه 
شده  پروتئین هیدرولیز کاهندگی قدرتاست که افزایش 

توسط آنزیم آلکالاز ممکن است به دلیل مطالب بیان شده 
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 احیا کنندگی قدرت مقادیر مولکولی وزن افزایشبا  .)36( باشد
   اکسیدانی آنتی  فعالیت   ).P>05/0( یافت  کاهش  آهن  یون

با وزن مولکولی کمتر از  شده توسط آنزیم آلکالاز هیدرولیز 
اکسیدانی را دارا بود  بالاترین فعالیت آنتیکیلو دالتون  3
قدرت احیاي  ).P>05/0() گرم /میکرومول فروس   43/0(

یلو دالتون به دلیل وزن مولکولی ک 3 توسط آمده دست به بیشتر

باشد که داراي مقادیر اسید آمینه آبگریز بالاتر در  کمتر می
مقایسه با وزن مولکولی بالا است که با سهولت بیشتري می 

اهدا  Fe2تواند یک الکترون و اتم هیدروژن براي ثبات 
احیاي آهن با کاهش وزن مولکولی  قدرت افزایش. )15( کند

که پتانسیل کاهش الکترون بیشتر ناشی  دهدمیپپتیدها نشان 
 .)37(باشد است هاي پپتیدي کوتاه میاز زنجیره

 
 هیدرولیز پروتئین کلرلا ولگاریس (FRAP) قدرت کاهش آهن - 2شکل

  
  خواص عملکردي- 3-6
 حلالیت-1- 3-6

ها، حلالیت بیشترین از بین تمام خواص عملکردي پروتئین
شده در  دمندي پروتئین هیدرولیزرا در ارتباط با سو تأثیر
سایر خصوصیات خواص  .دهدغذایی را نشان می هايسیستم

هاي ژل سازي  عملکردي مانند کف و امولسیون و ویژگی
 .معمولاً به محلول بودن پروتئین در محیط مربوطه نیاز دارند

هاي نامحلول پتانسیل کاربرد رسد، پروتئین می نظر بنابراین، به
با توجه به نتایج تمامی  .)38(مواد غذایی دارند  رکمی د بسیار

 برخورداربالایی  )3 شکل( حلالیت از شده هیدرولیز هايپروتئین
 حلالیت پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز بودند و

در حلالیت میزان . هاي هیدرولیز بالاتر بوددر تمامی زمان
  اري باهم داشتندداختلاف معنی مختلف هايمولکولی وزن بین

)05/0P<( .با  پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز
بالاترین کیلو دالتون  3کیلو دالتون و کمتر از  5 مولکولی وزن

 ).P>05/0() درصد 60/87و 83/87( را دارا بودحلالیت 
این ممکن است به دلیل وجود اسید آمینه آب دوست بیشتر 

یوندهاي هیدروژن با آب در معرض آب، منجر به تشکیل پ
و همچنین به علت مقادیر  شاخص حلالیت آن باشد افزایش و

شده توسط آنزیم  هیدرولیز پروتئین در HAAآمینه  بالاتر اسید
هنگامی ) 1998(و همکاران  Wuبه گفته  .)39( باشد آلکالاز

گیرند، از طریق می ها قرار آن آمینه در معرض که اسیدهاي
و برهم کنش الکترواستاتیک با مولکول  هیدروژنی پیوندهاي

هاي آب در تعامل خواهند بود و بنابراین هیدرولیزات را 
    .)40، 38(کنند حل می
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  حلالیت هیدرولیز پروتئین کلرلا ولگاریس- 3شکل

 
  کنندگی  خواص امولسیون-2- 3-6

و پایداري  )4شکل ( شده هیدرولیز ظرفیت امولسیون پروتئین
هاي در تمامی زمان توسط آنزیم آلکالاز )5 شکل( امولسیون
ها بالاتر بود در مجموع وجود برخی از پروتئین  هیدرولیز

تواند به نوبه خود سبب افزایش ویسکوزیته و پایداري می
که ممکن است پروتئین هیدرولیز  .)41(ها شود امولسیون

 . شده توسط آنزیم آلکلاز این ویژگی مثبت را دارا باشد

 
  کلرلا ولگاریس ظرفیت امولسیون کنندگی هیدرولیز پروتئین- 4شکل

 
تحت تاثیر وزن مولکولی بود  هاي مولسیونمقادیر ویژگی

با وزن مولکولی  آنزیم آلکالاز پروتئین هیدرولیز شده توسط
 ).درصد56/70( بود دارا را امولسیون پایداري بالاترین دالتون کیلو 5
کیلو دالتون  3 ن مولکولیامولسیون در وز خواص که طوري به

کمتر  پپتیدهاي با وزن مولکولی. کیلو دالتون بود 5کمتر از 
با پپتیدهاي با وزن مولکولی بالاتر به دلیل پپتیدهاي  مقایسه در

منجر به عدم  که آمینه است کوتاه اسید داراي زنجیره کوچک
شود و در مقایسه با پپتید بزرگ مولکولی می رابط در شدن باز
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منظور   به  .است  سطحی  کشش کاهش در  پایین  راندمان يدارا
ها و یا پپتیدها باید امولسیونی بهتر، پروتئین هايفعالیت نمایش

روغن مهاجرت کنند، جایی که آنها / به سرعت به رابط آب
، 15(کنند شوند و رابط را دوباره مرتب می به سرعت باز می

در ) 2019( Sarbon  و Nasirاین نتایج مشابه نتایج . )37

ارتباط با پروتئین هیدرولیز شده اسکلت ماهی ده باله هندي 
)Decapterus macrosoma( ها نیز اعلام  ، آنباشد می

کیلو  3کمتر از  مولکولی شده با وزن هیدرولیز نمودند پروتئین
 .)20(واص امولسیون کنندگی کمتري دارند دالتون خ

 
  هیدرولیز پروتئین کلرلا ولگاریسپایداري امولسیون کننده - 5شکل

 
  کنندگی  کف خواص-3-6-3

و پایداري ) 6 نمودار( کنندگی نتایج مربوط به ظرفیت کف
هاي تمامی پروتئین. ، باهم هم خوانی داشت)7 نمودار( کف

کف  کنندگی بالایی برخوردار بودند و کف شده از هیدرولیز
لاز بالاتر آلکا شده توسط آنزیم کنندگی پروتئین هیدرولیز

 هايوزن مولکولیدر بین ظرفیت کف کنندگی میزان . بود
پروتئین . )>05/0P( داري باهم داشتنداختلاف معنی مختلف
کیلو  5با وزن مولکولی  شده توسط آنزیم آلکالاز هیدرولیز

کاهش وزن. را دارا بودکنندگی  کف ظرفیت بالاتریندالتون 

  
   شودسازي می کف ظرفیت مولکولی پپتید منجر به کاهش 

. هاي کف را ندارندسلول تثبیت توانایی  کوچک پپتیدهاي  زیرا
علاوه بر این، پپتیدهاي کوچکتر اجازه جذب سریع آب را 

مطالعه . دهنددهند بنابراین کشش سطحی را کاهش میمی
در مورد ژلاتین ) 2015(و همکاران  Razali توسط شده انجام

نشان داد، بالاترین ظرفیت  نیز یاکوب ماهی پوست شده هیدرولیز
کیلو دالتون و به دنبال آن  5کف مربوط به هیدرولیز ژلاتین 

بنابراین بر ظرفیت کف . کیلو دالتون بود 3 دالتون و کیلو 10
گذارد  ن مولکولی مختلف تأثیر میوز در هیدرولیزات پروتئین

)27(. 
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  ریسظرفیت کف کردن هیدرولیز پروتئین کلرلا ولگا - 6شکل

 

  
  کلرلا ولگاریس کف هیدرولیز پروتئین پایداري- 7شکل

 
  گیري  نتیجه -4
 يدهایپپت عملکرديو  یدانیاکس یاین پژوهش خواص آنتدر

تعیین کلرلا ولگاریس  جلبکیمیآنززیدرولیهازشدهتخلیص
 نشانشده هاي پروتئین هیدرولیزمربوط به ویژگی نتایج .شد

      آلکالاز آنزیم ،فلاورزایم  و آلکالاز  آنزیم  میان  از  که  داد
بازیافت   و  هیدرولیز  درجه  با  هیدرولیزي  پروتئین  تواند می

زمان هیدرولیز تأثیر  افزایش همچنین د وکن تولید بالایی پروتئین
 سپس خاصیت . هاي مذکور داشتویژگی  روي  بر  مثبتی

هاي مولکولی عملکردي این پروتئین با وزن اکسیدانی و آنتی
نتایج نشان داد، پروتئین . کیلودالتون سنجیده شد 10 و 5، 3

کیلو  3 با وزن مولکولیتوسط آنزیم آلکالاز هیدرولیز شده 
دالتون بالاترین فعالیت آنتی اکسیدانی را دارا بود و همچنین 

اما خاصیت  ،از خواص عملکردي مناسبی نیز برخوردار بود
. کیلو دالتون بالاتر بود 5ولکولی عملکردي پروتئین با وزن م

کلرلا   جلبک  هشد هیدرولیز  پروتئین  از  توانمی  بنابراین
دالتون  کیلو 3 با وزن مولکولی آلکالاز آنزیم توسط  ولگاریس
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Abstract 

Microalgae are one of the oldest inhabitants of the oceans and freshwaters. One of the most famous is 

the green seaweed Chlorella vulgaris. In this study, the antioxidant and functional properties of the 

hydrolyzed protein of Chlorella vulgaris were determined. For this purpose, the hydrolyzed protein of 

Chlorella vulgaris was produced by commercial enzymes alcalase and flavourzyme at intervals of 10, 

20 and 30 minutes. The results related to the properties of hydrolyzed protein showed that the protein 

hydrolyzed by alcalase had a higher degree of hydrolysis than the enzyme flavourzyme. As well as, 

increasing the hydrolysis time had a positive effect on the mentioned parameters (p <0.05). The 

highest values of degree of hydrolysis and protein recovery were observed by alcalase at 30 minutes 

(37.63% and 18.44%, respectively). Chlorella vulgaris was high in essential amino acids. Then, the 

antioxidant and functional properties of proteins (by both enzymes at 30 minutes) were measured with 

molecular weights of 3, 5 and 10 kDa. The results showed that the protein hydrolyzed by alcalase 

enzyme with a molecular weight of 3 kDa had the highest antioxidant activity (p <0.05) and also had 

good functional properties. Therefore, the hydrolyzed protein derived from the alga Chlorella vulgaris 

(by the enzyme alcalase) can be used as a substitute for animal proteins in the diet as well as 

functional compounds in food formulations. 

Keywords: Antioxidant, Alcalase and Flavourzyme Enzyme, Hydrolyzed Protein, Chlorella 

Vulgaris. 
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