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طور مداوم رو به رشد ها به میزان مصرف عدس به دلیل ترکیبات مغذي و خواص عملکردي آن
هاي عدس سرشار از چندین ترکیب زیست فعال با اثر کنترل بر کاهش علائم دانه. بوده است

در این مطالعه اثرات عصاره استونی، فیبر . باشدعروقی و پیري می- هاي قلبیدیابت، بیماري
 بر خواص لیترگرم بر میلی میلی50محلول و پروتئین استخراج شده از عدس سبز در غلظت 

گلوکوزیداز مورد - آمیلاز و آلفا- گیري مهار کنندگی فعالیت آنزیم آلفاضد دیابتی با اندازه
آمیلاز خوکی توسط عصاره استونی - میزان مهار کنندگی فعالیت آنزیم آلفا. بررسی قرار گرفت

ین ترعصاره استونی بیش). p > 05/0(و پروتئین عدس اختلاف معناداري با یکدیگر نداشتند 
همچنین کاهش شدت ).  درصد08/67(تاثیر را بر مهار فعالیت آنزیم گلوکوزیداز موشی داشت 

هاي مختلف عصاره استونی، فیبر محلول و پروتئین عدس فلوئورسانس در اثر افزودن غلظت
گلوکوزیداز نشان - آمیلاز و آلفا- به آنزیم آلفا) لیترگرم بر میلی میلی4 و 2، 1، 50/0، 25/0(

نتایج نشان داد که هر سه ترکیب استخراج . ها بوده ایجاد تغییرات در ساختار سوم آنزیمدهند
               آمیلاز و- هاي آلفاشده از عدس به عنوان یک منبع طبیعی براي مهار فعالیت آنزیم

گلوکوزیداز محسوب شوند و در تهیه تولید مواد غذایی فراسودمند مورد استفاده قرار - آلفا
 .رندگی
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 ...آمیلاز و- هاي آلفاارزیابی مهار فعالیت آنزیم و همکاران                                                                             انی صفریلی جلمیمر

 ٣٦

 مقدمه - 1
هاي يامروزه مشکلات ناشی از اضافه وزن، فشار خون و بیمار

ترین نگرانی در خصوص سلامتی  عروقی تبدیل به مهم- قلبی
 میلیون 451، 2017در سال . ]1[بشر در سراسر جهان شده است 

رود این فرد بزرگسال مبتلا به دیابت وجود داشته و انتظار می
افزایش .  میلیون نفر افزایش یابد693 به 2045تعداد در سال 

 چاقی و شیوه زندگی بی هاي نادرست،جمعیت، پیري، رژیم
تغذیه . دهد را افزایش می2تحرك، میزان شیوع دیابت نوع 

تغذیه درمانی . درمانی نقش کلیدي در مدیریت کلی دیابت دارد
 یکی از .]2[ درصد کاهش دهد 55/0- 2 را 2تواند دیابت نوع می
 درمانی کاهش سطح گلوکز بعد از صرف غذا، مهار هايراه

تواند با مهار این امر می. ساکاریدها استتخریب الیگو و دي
  کنندههاي هیدرولیزجذب گلوکز از طریق مهار آنزیم

هایی که آنزیمگلوکوزیداز - و آلفاآمیلاز - آلفا نظیرکربوهیدرات
ها در دیواره روده کوچک این آنزیم. حیاتی هستند، انجام شود

ها به ساکاریدقرار دارند و مسئول تجزیه الیگوساکاریدها و دي
. مونوساکاریدها به طوري که براي جذب مناسب باشند، هستند

ها بطور اند که مهار این آنزیمبسیاري از مطالعات پیشنهاد کرده
ها را کاهش داده و در قابل توجهی هضم و جذب کربوهیدرات

نتیجه باعث کاهش میزان قند خون پس از صرف غذا در دیابت 
اند  نشان دادهاخیرمطالعات . ]3[ شودغیر وابسته به انسولین می

 ]5[ ، فیبرهاي رژیمی]4[ هایی نظیر ترکیبات فنولیمهار کنندهکه 
، باعث تاخیر در هضم قند و در نتیجه باعث کاهش ]6[ و پروتئین

  .شوند میزان جذب گلوکز می
 نشان )2016 (طی مطالعات انجام شده توسط سان و همکاران

ي استخراج شده از سیب نظیر هافنولداده شده است که پلی
کاتچین اسیدکلروژنیک، کافئین، اسید تانن، کوئرستین و اپی

. آمیلاز دارند- گیري در برابر آنزیم آلفافعالیت مهار کنندگی چشم
این ویژگی مهار کنندگی تا حدودي وابسته به تشکیل پیوند 

ها و بقایاي اسید آمینه فنولهیدروژنی بین گروه هیدروکسیل پلی
ها دریافتند که تغییر در همچنین آن. در جایگاه فعال آنزیم است

ساختار و ماهیت فضایی فلاوونوئیدها نظیر گلیکوزیله کردن به 
ها دلیل ایجاد ممانعت فضایی و محدودیت در توانایی مولکول

آمیلاز، میزان مهار - براي وارد شدن به محل آبگریز آنزیم آلفا

فیبرهاي محلول با توانایی نین  همچ.]7[  کنندگی کاهش یافت
- بتا مشخص شده براي کاهش سطح قند خون بعد از غذا، مانند

-هاي چسبناکی را در غلظت کم ایجاد میگلوکان و گوار، محلول

در واقع، این توانایی براي تولید ویسکوزیته است که اساس . کنند
حضور فیبرهاي محلول در . دهدها را تشکیل میعملکرد آن

ها به سمت نشاسته و هم حرکت ت روده هم حرکت آنزیممحتویا
با  حبوبات غذاهاي. کندگلوکز آزاد شده به دیواره روده را کند می

توانند سطح گلوکز پس از صرف غذا گلایسمی کم هستند و می
رسد که مبتنی بر توانایی تولید را کاهش دهند، اما به نظر نمی

در مقایسه با فیبرهاي فیبرهاي محلول  .]8[ویسکوزیته باشد 
تري براي درمان دیابت، چاقی، فشار نامحلول داراي اثرات بیش

عملکرد با به تاخیر انداختن فیبرهاي محلول . است... خون بالا و 
تولید  باعث کاهش عملکرد هضم و جذبترشحات معده و 

هاي روده اسیدهاي چرب کوتاه زنجیر بیشتري توسط باکتري
 علاوه بر این. ]8, 2[ شوندمیت تخمیر بالا بزرگ به دلیل قابلی

ها با ایجاد پوشش در اطراف مشخص شده است که پروتئین
ها به آمیلازها شده هاي نشاسته باعث کاهش دسترسی آنگرانول

  .]9[دهند و از این رو قابلیت هضم نشاسته را کاهش می
 حاوي منابع عالی و غنی (Lens culinaris Medikus)عدس 

تر بیش(هاي مفید ، چربی) گرم100 گرم بر 20 -30(وتئین از پر
 100 گرم بر 40 -60(ها ، کربوهیدرات)گرم100 گرم بر 2از 
همچنین عدس به . باشدها می، فیبرهاي رژیمی و ریزمغذي)گرم

عنوان یک منبع کامل غذایی براي افراد مبتلا به سوء تغذیه با 
عدس سرشار از چندین  .]10[شود ها در نظر گرفته میریزمغذي

با که  است  نظیر ترکیبات فنولیترکیب ضد اکسایشی طبیعی
عروقی و پیري -هاي قلبیکنترل یا کاهش علائم دیابت، بیماري

 مختلف، از جمله بسیاري از ترکیبات فنولی. ]11[همراه است 
کاتچین، پروسیانیدین، کوئرستین، میریستین، لوتولین، آپیژنین و 

هاي تترامر، در انواع  تریمر و پروآنتوسیانیدینهمچنین دیمر،
عدس منبع   علاوه بر این،.]12[اند هاي عدس یافت شدهپوسته

- درصد می26هاي با کیفیت بالا به میزان متوسط غنی از پروتئین

 درصد 80اند و ها ذخیره شدههاي بذر عدس در لپهپروتئین. باشد
چنین مطالعات برومر و  هم.]13[دهد ها را تشکیل میپروتئین

فیبر حبوبات غنی از پکتین است نشان داد که ) 2015(همکاران 
ها دریافتند  آن.شوندها در بخش فیبر محلول یافت میکه بیشتر آن
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فیبر محلول و نامحلول عدس داراي مقادیر بالایی از 
. باشد، استگالاکتورونیک اسید که از ترکیبات سازنده پکتین می

یباتی نظیر آرابینوز، گلوکز، گزیلوز، گالاکتوز، مانوز و همچنین ترک
  .]8[ رامنوز نیز در فیبر محلول و نامحلول عدس یافت شد
اي در زمینه با توجه به تحقیقات صورت گرفته، تاکنون مطالعه

بررسی اثر ترکیبات فنولی، فیبر محلول و پروتئین عدس سبز بر 
گلوکوزیداز صورت - آلفاآمیلاز و -هاي آلفامهار فعالیت آنزیم

لذا هدف از انجام این پژوهش بررسی میزان . نگرفته است
گلوکوزیداز توسط - آمیلاز و آلفا-آنزیم آلفا ممانعت کنندگی

  .باشدترکیبات فنولی، فیبر محلول و پروتئین عدس می
 

 هامواد و روش - 2
  مواد - 2-1

 1397ان تهران در زمستان  است فروشگاه محلی درعدس سبز از
توسط آسیاب کن سانیو ساخت هاي عدس سپس دانه. تهیه شد

تا  شد و عبور داده 40 و از الک مش کشور ژاپن آسیاب شده 
 .گراد نگهداري شد درجه سانتی- 18 در دماي زمان استخراج
م یسدسیوکالتو، سدیم کربنات، گالیک اسید، دي-معرف فولین

کلریک اسید م هیدروکسید و هیدرویفسفات، نشاسته محلول، سد
 آلمان، متانول و اتانول از شرکت مجللی Merckاز شرکت 

 آنزیم آمیلاز مقاوم در برابر حرارت از باسیلوس سرئوس، ایران،
آنزیم آلکالاز از باسیلوس لیکنیفورمیس، آنزیم آمیلوگلوکوزیداز از 

-PAHBAH (4 آسپرژیلوس نیجر،

Hydroxybenzhydrazide) ،PNPG  

(4-Nitrophenyl α-D-glucopyranoside)آنزیم آلفا ، -
تمام . آمیلاز خوکی و پودر روده موش از شرکت سیگما تهیه شد
سازي مواد شیمیایی بالا با خلوص بالا و بدون هیچ گونه خالص

 .مجدد مورد استفاده قرار گرفت

   سبز استخراج عصاره استونی عدس- 2-2
لک با گذرانده شده از ا(عصاره استونی عدس سبز از آرد عدس 

لیتر ترکیب  میلی40 گرم نمونه به 1تحت شرایط نسبت ) 40مش 
آب مقطر با نگهداري به مدت : وناست) حجمی/حجمی( 20:80

گراد و در محیط تاریک  درجه سانتی4 ساعت در دماي 24
 gدست آمده تحت سانتریفوژ در دور عصاره به. استخراج گردید

. قرار گرفتگراد انتی درجه س4 دماي  دقیقه در15به مدت  5000
 توسط دستگاه آوري شد وجمعرویی به دست آمده از محلول

گراد  درجه سانتی45تبخیر کننده چرخشی تحت خلا در دماي 
سپس نمونه با استفاده از خشک . تا حذف کامل استون تغلیظ شد

  کن انجمادي
(Labconco Corp., Kansas City, MO, USA) خشک 

گراد نگهداري شد  درجه سانتی- 18دماي  حاصل در پودر. گردید
]14[.  
  تعیین میزان فنل کل - 2-3

 گیري شدسیوکالتو اندازه-  با روش فولین کلمیزان ترکیبات فنولی
 16/1 میکرولیتر از محلول عصاره با 20در این روش میزان . ]15[

 میکرولیتر معرف فولین مخلوط شد و 100لیتر آب دیونیزه و میلی
 میکرولیتر از محلول سدیم 300 دقیقه، 8 تا 1ن پس از طی زما

سپس مخلوط در .  به آن افزوده شد(W/V) درصد 20کربنات 
 دقیقه در حمام آب گرم 30دار به مدت هاي آزمایش دربلوله
در نهایت جذب محلول در . گراد قرار داده شد درجه سانتی40

 با استفاده از دستگاه طیف سنج نوري برابر محلول شاهد
 760 در طول موج (Agilent-Carry 60)مرئی -فرابنفش

 میکرولیتر آب مقطر، 20محلول شاهد، (گیري شد نانومتر اندازه
هاي بندي با استفاده از غلظت منحنی درجه).جایگزین عصاره شد

رسم شد و معادله ) امپی پی50- 800(مختلف گالیک اسید 
y=0.0012+0.0048 (R2=0.9922)زان می.  حاصل گردید

-ترکیبات فنولی با استفاده از معادله فوق، تعیین و برحسب میلی

  .گرم گالیک اسید در گرم ماده خشک گزارش گردید
   سبز عدس استخراج فیبر محلول- 2-4

   انجام گرفتAOAC 991.43استخراج آنزیمی طبق روش 
لیتر بافر  میلی50 گرم از آرد عدس به 1 در این روش .]16[

  ماکرولیتر آنزیم آلفا50افه شد و سپس با اض) pH 6(فسفات 
 درجه 95 دقیقه در دماي 35کاملا مخلوط شد و به مدت آمیلاز 
 100پس از سرد شدن . گراد در حمام شیکردار قرار گرفتسانتی

به ترکیب اضافه شد و به ) pH  5/7(ماکرولیتر آنزیم آلکالاز 
سپس . شدگراد گذاشته  درجه سانتی60 دقیقه در دماي 30مدت 

pH ماکرولیتر آنزیم 200 تنظیم شد و 2/4 تا 8/4 مخلوط بین 
 دقیقه در دماي 30ترکیب به مدت . آمیلوگلوکوزیداز اضافه شد
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 ٣٨

پس از سرد . گراد حمام شیکردار قرار گرفت درجه سانتی60
 15 به مدت g 10000 تحت سانتریفوژ در دور ترکیب ،شدن

 برابر حجم 4 دست آمده به به محلول رویی. قرار گرفتدقیقه 
 درصد اضافه شد و به مدت یک ساعت در 96عصاره اتانول 

در نهایت براي بدست آوردن فیبر . دماي اتاق نگه داشته شد
.  دقیقه سانتریفیوژ شد15 به مدت g 10000محلول، محلول در 

و اتانول سه بار شسته شد و سپس ترکیب رسوب کرده با استون 
  .گردیدگراد خشک رجه سانتی د50 دماي توسط آون در

   عدس سبز استخراج پروتئین- 2-5
 با آب مقطر ترکیب شد و با 1:10 به نسبت  گرم آرد عدس100

پس از .  تنظیم شد9 در نقطه pH مولار NaOH 1/0استفاده از 
 g × 8500(استخراج، بخش غیرمحلول با استفاده از سانتریفیوژ 

پروتئین . جدا گردید) گراد درجه سانتی23 دقیقه در 15براي 
 مولار HCl 1/0 با pH 2/4رویی با تنظیم موجود در محلول

 درجه 4رسوب داده شد و براي مدت یک شبانه روز در دماي 
گراد قرار داده شد و سپس رسوب تشکیل شده از طریق سانتی

پروتئین رسوب . جدا شد)  دقیقه30براي  g× 1590 (سانتریفیوژ 
 .]17[  انجمادي خشک گردیدداده شده توسط خشک کن

  هاي ضد دیابتی آزمون- 2-6
  آمیلاز خوکی- قابلیت بازدارندگی آنزیم آلفا-2-6-1

توسط عصاره استونی آمیلاز - میزان بازدارندگی آنزیم آلفا
طبق روش استخراج شده، فیبر محلول و پروتئین عدس سبز 

به طور . ]18[ گیري شداندازه) 2012(آلودات و همکاران 
 لیترگرم بر میلی میلی50( میکرولیتر محلول نمونه 100صه، خلا

 مول بر لیتر 007/0 مول بر لیتر که حاوي 02/0در بافر فسفات 
NaCl 8/6 و = pH ( میکرولیتر محلول آلفا آمیلاز 100و 

)U/mL 5/0 ( دقیقه 5گراد به مدت  درجه سانتی37در دماي 
لیتر  میلی100 سپس گرمخانه گذاري شدند؛) حمام آب گرم(

مخلوط . ه شدبه آن اضاف) وزنی/وزنی( درصد 5/0 محلول نشاسته
مجدد گرمخانه گراد  درجه سانتی37 دقیقه در 20واکنش به مدت 

 100 در دماي ها، مخلوطسازي آنزیمجهت غیرفعال.  شدگذاري
قرار گرفتند و سپس در دماي  دقیقه 10گراد به مدت درجه سانتی

 دور در دقیقه 13000 دقیقه در 3به مدت س سپ. اتاق سرد شدند
 میکرولیتر از 20. سانتیریفوژ شد تا نشاسته هضم نشده جدا شود

 مخلوط  PAHBAHمحلول رنگی لیتر  میلی1رویی با محلول
. گراد گرم شد درجه سانتی70 دقیقه در دماي 10شد و به مدت 

  طول موجدر نهایت، محلول در دماي اتاق خنک و جذب در
 معادله زیر براي ارزیابی درصد از.  شدخوانده نانومتر 410

  :آمیلاز استفاده شد- مهارکنندگی آنزیم آلفا
  :1معادله 

  
  . به ترتیب شیب نمودار جذب نمونه و کنترل بودAcو  Asکه 
 گیري مهار کنندگی آنزیم آلفا گلوکوزیدازاندازه -2-6-2

 توسط عصاره گلوکوزیداز موشی- میزان بازدارندگی آنزیم آلفا
استونی، فیبر محلول و پروتئین عدس سبز با استفاده از روش 

. ]19[ گیري شد اندازه با اندکی تغییر)2014(کانولی و همکاران 
 200با ) لیترگرم بر میلی میلی50( میکرولیتر محلول نمونه 100

 مخلوط شده و در )mU/mL 90 (میکرولیتر آلفا گلوکوزیداز
 گرمخانه گذاري دقیقه 10گراد به مدت ی درجه سانت37دماي 

به   PNPG میلی مولار 5 محلول میکرولیتر از 100سپس . شد
گراد به مدت  درجه سانتی37در دماي مجدد فه شد و اضانمونه 

  دقیقه در2 شد و جذب محلول هر گرمخانه گذاري دقیقه 30
به جاي محلول نمونه از بافر .  نانومتر اسکن شد405 طول موج

از معادله زیر .  به عنوان شاهد استفاده شد)pH = 9/6 (سفاتف
  : گلوکوزیداز استفاده شد- آلفا کنندگیبراي ارزیابی درصد مهار

  :2معادله 

  
  . به ترتیب شیب نمودار جذب نمونه و کنترل بودAcو  Asکه 
  گیري فلوئورسانس ذاتی و خارجیاندازه -2-6-3

) لیترگرم بر میلی میلی20/0تر، لی میلی3(مقادیر خاص آلفا آمیلاز 
 3/0با ) لیترگرم بر میلی میلی25/0لیتر،  میلی3(و آلفا گلوکوزیداز 

لیتر از عصاره استونی استخراج شده، فیبر محلول و پروتئین میلی
گرم بر  میلی4 و 2، 1، 50/0، 25/0(هاي مختلف عدس با غلظت

-ی درجه سانت37ي  دقیقه در دما5 براي ترکیب شد و) لیترمیلی
 با طول موج اهشدت فلورسانس آنزیم. گراد نگهداري شدند

 نانومتر 500 تا 310 نانومتر و طول موج انتشار 290تحریک 
 میزان اثر فرونشاندن در اثر برخورد .]20[ گیري شداندازه

  :ولمر ارزیابی شد- مولکولی با استفاده از معادله استرن
  :3معادله 
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 Fکثر مقدار پیک شدت فلوئورسانس آنزیم و  حداF0که در آن 
یکی از حداکثر مقدار پیک شدت فلوئورسانس آنزیم در حضور 

ترکیبات استخراج شده از عدس سبز نظیر عصاره استخراجی، 
 در معادله (KSV)شیب نمودار . فیبر محلول و پروتئین عدس بود

 ولمر به عنوان شاخصی از اثر فرونشان کننده برخورد - استرن
روي فلوئورسانس ذاتی آنزیم آلفا آمیلاز و آلفا گلوکوزیداز در 

  .]21[نظر گرفته شد 
  تجزیه و تحلیل آماري - 2-7

هاي آلفا آمیلاز و آلفا در این مطالعه، میزان مهار کنندگی آنزیم
گلوکوزیداز و تغییرات شدت فلورسانس این دو آنزیم توسط 

راج شده از عدس عصاره استونی، فیبر محلول و پروتئین استخ
سبز به صورت آزمایشات فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی 

کلیه آزمایشات در سه تکرار انجام شد و میانگین . بررسی گردید
تجزیه و تحلیل . ها به همراه انحراف معیار گزارش شدآن

 صورت 16  نسخهMinitabواریانس با استفاده از نرم افزار 
 95 آزمون توکی در سطح اطمینان ها به روشمیانگین. گرفت

  .درصد مورد مقایسه قرار گرفتند

  نتایج و بحث - 3
  سبز عدس استخراج شده ازترکیبات - 3-1

 فنل کل عصاره استونی استخراج شده، درصد پروتئین و میزان
 ارائه شده 1درصد فیبر استخراج شده از عدس سبز در جدول 

را از طریق حذف هاي طبیعی اثرات مفید سلامتی فنول. است
 این  .کنندها و فعالیت ضد اکسایشی خود اعمال میرادیکال

توانند به کاهش وزن بر فعالیت ضد اکسایشی می هوترکیبات علا
 فنل کل عدس سبز .]22[ کمک کنند 2و کاهش خطر دیابت نوع 

گرم گالیک اسید در گرم نمونه خشک به  میلی79/166 ± 69/8
میزان . میزان بالاي ترکیبات فنلی است که نشان دهنده دست آمد

ژئو و هاي گزارش شده توسط فنل کل به دست آمده با داده
همچنین میزان پروتئین .  مطابقت دارد]14[) 2011(همکاران 

 گرم پروتئین استخراج شده 100 گرم پروتئین در 27/81 ± 23/1
 46/2 ± 78/0درصد فیبر محلول موجود در عدس سبز . ]17[بود 
  .د به دست آمددرص

Table 1 Total phenol content, protein content and soluble fiber of green lentil 
Content Total phenol content (mg 

GAE/g DW) 
Protein content 

 (g/100 g protein) Soluble fiber (%) 

Green lentil 166.79 ± 8.69  81.27 ± 1.23  2.46 ± 0.78 
  

 لیت ضد دیابتی فعا- 3-2
آنزیم آلفا آمیلاز و آلفا فعالیت مهارکنندگی  -3-2-1

  گلوکوزیداز
 کاهش سطح قند ،یکی از رویکردهاي درمانی در درمان دیابت

- ولیز کننده کربوهیدرات نظیر آلفاهاي هیدرخون با مهار آنزیم
تاثیر در این مطالعه، . باشدگلوکوزیداز می- آمیلاز و آلفا

گلوکوزیداز توسط - آمیلاز و آلفا-هاي آلفاممهارکنندگی آنزی
عصاره استونی، فیبر محلول و پروتئین عدس مورد مطالعه قرار 

فیبر آمیلاز توسط - آنزیم آلفاتاثیر مهار کنندگی ). 1شکل (گرفت 
  در مقایسه با عصاره استونی) درصد09/36 ± 56/1 (عدس

 33/42 ± 25/1 ( و پروتئین عدس) درصد02/40 ± 95/0(
در  تاثیر را ینتر بود، درحالی که پروتئین بیشتر ضعیف)رصدد

 61/0 (از طرفی دیگر پروتئین عدس. نشان دادمهار فعالیت آنزیم 
گلوکوزیداز - ترین نقش را در مهار آنزیم آلفا کم) درصد71/9 ±

عصاره استونی استخراج شده از عدس بالاترین درصد . ایفا کرد

 را ) درصد08/67 ± 76/1 (زیدازگلوکو-ندگی آنزیم آلفامهارکن
غذایی با توانایی مهار  بازدارندگی منابع .(P < 0.05)نشان داد 
تواند عوارض گلوکوزیداز می- تر آلفاآمیلاز و مهار قوي-کمتر آلفا

 .]23[جانبی مانند اتساع شکم و نفخ را به حداقل برساند 
هاي مختلف مهار کننده که اندمطالعات مختلف نشان داده

آمیلاز و - هاي آلفاسازوکارهاي متفاوتی را در غیرفعال کردن آنزیم
هاي براي آلفا آمیلاز، مکانیسم. کنندگلوکوزیداز اعمال می- آلفا

تشکیل کمپلکس بین مهار کننده ) 1(مهاري پیشنهادي شامل 
 )2(و آلفا آمیلاز و محدود کردن فعالیت آن یا ) مانند آکاربوز(

 توسط آب ویسکوز فیبرهاي محل فعال،کاهش انتشار گلوکز از 
عامل اصلی و موثر بر مهار  .]25, 24[ باشد میغذایی محلول
مهار گلوکوزیداز توسط ترکیبات فنولی، -  آلفافعالیت آنزیم

گلوکوزیداز هیدروژن مورد نیاز براي - هیدروژن است، زیرا آلفا
. کندگلوکوزید را فراهم می- α)1- 4(کاتالیز کردن هیدرولیز پیوند 

روژن آزاد شده از محل این بازدارنده با جدا کردن یون هید
ژانگ و همکاران  .]24[ کندگلوکوزیداز عمل می- کاتالیزوري آلفا
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 ٤٠

 نوع عدس بر مهار 20با مطالعه بر اثر ترکیبات فنولی ) 2015(
فعالیت آنزیم آلفا گلوکوزیداز در کانادا دریافتند که به دلیل 

هاي خوبی ها در ترکیبات فنلی عدس مهارکنندهضور فلاونولح
  .]22[براي آلفا گلوکوزیداز و لیپاز هستند 

گزارش کردند که درصد مهار ) 2015(موجیکا و همکاران 
گلوکوزیداز توسط - آمیلاز و آلفا-کنندگی فعالیت آنزیم آلفا

 Phaseolus vulgaris)عصاره فنولی استخراج شده از لوبیا 
L.) همچنین .]26[  درصد بود8/20 درصد و 8/25 به ترتیب 

هاي عملکردي هیدروکسیل در ساختار حضور تعداد زیادي گروه
 تواند بر مهار فعالیت آنزیمی تاثیر مثبت بگذاردفیبر محلول نیز می

ها ممکن است ندگی پروتئیننفعالیت مهار ک از طرفی دیگر، .]5[
ها از شود پروتئینتصور می. اشدتحت تاثیر ترکیبات اسید آمینه ب

-هاي الکترواستاتیک بیشکنشطریق پیوندهاي هیدروژنی و برهم
گلوکوزیداز باعث مهار فعالیت آنزیم - جایگاه فعال آنزیم آلفاتر با 

هاي هیدروکسیل در ساختار اسید بنابراین وجود گروه. شوندمی
, 6[  داردها نقش مهمی در مهار آلفا گلوکوزیدازآمینه پروتئین

کنش و سازوکار پیشنهادي برهم) 2016( همچنین نگو و گان .]27
ها با محل فعال آنزیم آلفا آمیلاز و مهار اتصال پپتیدها و پروتئین

در نتیجه سطح تماس . کنش آنزیم و سوبسترا را ارائه دادندبرهم
یکی دیگر از سازوکارهاي . ]28[ یابدآنزیم و سوبسترا کاهش می

ها به محل آلوستریک در ساختار آنزیم ها، اتصال آنتئینمهار پرو
و ایجاد یک ترکیب ناپایدار ) مانند محل یون کلسیم و کلرید(

تواند قرارگیري آنزیم را روي این تغییر شکل می. باشدمی
  .]29[ سوبسترا محدود کند

  
Fig 1 (A) α-amylase and (B) α-glucosidase inhibitory activity of green lentil acetone extract (GLA extract), green 

lentil soluble fiber (GLSF) and protein green lentil (PGL). 
 
  فلوئورسانس ذاتی و خارجی -3-2-2

- آمیلاز و آلفا-طالعه حاضر، شدت فلوئورسانس آلفادر م
گلوکوزیداز قبل و بعد از افزودن عصاره استونی، فیبر محلول و 

  شدگیرياندازهها کنش بین آنئین عدس جهت بررسی برهمپروت
در پروتئین، تریپتوفان اسید آمینه اصلی ساطع کننده . )2شکل (

کنش بین آنزیم و سوبسترا، ریز محیط برهم. باشدیفلوئورسانس م
دهد، بنابراین فلوئورسانس را کاهش بقایاي تریپتوفان را تغییر می

- آمیلاز و آلفا- لوئورسانس براي آلفاطیف انتشار ف. ]30[دهد می
نانومتر با افزودن عصاره استونی، فیبر  em  λ= 290گلوکوزیداز در 

در همه موارد، . )2شکل  (محلول و پروتئین عدس به دست آمد
.  است تریپتوفانکاهش شدت فلوئورسانس ناشی از خنثی شدن

آمینه آمیلاز گروه ایندول باقی مانده اسید - فلوروفور غالب آلفا
بقایاي هتروسیلیک حلقوي ایندول جذب ماوراي . تریپتوفان است

 نانومتر و اوج انتشار فلورسنت در 290بنفش را در نزدیکی 

گزارش شده است که . ]7[ دهد نانومتر را نشان می360نزدیکی 
ها ترکیب شده و کمپلکس ایجاد لی با انواع پروتئینوترکیبات فن

 فعالیت بازدارندگی و ایجاد کمپلکس براساس رابطه بین. کنندمی
آمیلاز، مهار کنندگی تا حدي به تشکیل پیوندهاي - ابا آلف

 نیروهاي هاي هیدروکسیل ترکیبات فنولی وهیدروژنی بین گروه
آمیلاز بستگی - نده اسید آمینه در محل فعال آلفا باقی ماآبگریز
نه سید آمیکه منجر به تغییرات کوچک محیطی در بقایاي ادارد 

-لی، طیف انتشار کاهش میشده و با افزایش غلظت ترکیبات فن
نشان داد که ) 2019(همچنین مطالعه چن و همکاران . ]7[ یابد

آمیلاز - هاي فعال و غیرفعال آلفاتواند به محلپروتئین گلوتن می
-تواند از طریق برهمها میاتصال پروتئین به آنزیم. متصل شود

نیروهاي آبگریز و پیوند هیدروژنی کنش غیر کووالانسی، نظیر 
-ها حاوي گروه هیدروکسیل هستند که میپروتئین. تقویت شود

توانند با تشکیل پیوندهاي هیدروژنی به طور قابل توجهی با 
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هاي جانبی کاتالیزوري آلفا آمیلاز در تعامل باشند، در زنجیره
آمیلاز در - بنزن ممکن است در محل فعال آلفاحالی که حاقه

کاهش شدت  همچنین .]9[کنش آبگریز شرکت کند همبر
هاي فلوئورسانس در اثر افزودن فیبر محلول عدس به آنزیم

گوارشی نشان داد که فیبر فعالیت هر دو آنزیم آلفا آمیلاز و آلفا 
-گلوکوزیداز را از طریق ایجاد تغییرات در ساختار سوم این آنزیم

  .]5[ ندکوالانسی مهار میکنش غیرکوها با برهم

  
Fig 2 Intrinsic tryptophan fluorescence of α-amylase and α-glucosidase suspensions with different concentrations of 
green lentil acetone extract (GLA extract) (a-e: 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg/mL), green lentil soluble fiber (GLSF) (A-E: 
0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg/mL) and protein green lentil (PGL) (A-E: 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg/mL). (A): α-glucosidase-
GLA extract; (B): α-glucosidase-PGL; (C): α-glucosidase-LSF. (D): α-amylase-GLA extract; (E): α-amylase-PGL; 

(F): α-amylase. Glu: α-glucosidase. 
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ولمر -  با معادله استرنتوان¬ی اثر فرونشاندن برخورد را منزایم
 در انتشار فلوئورسانس 3 کاربرد معادله 3شکل .  کردیابیارز
 ،ی با عصاره استوندازیگلوکوز-  و آلفالازیآم- مخلوط آلفاستمیس
همان طور که . دهد¬ی را عدس نشان منی محلول و پروتئبریف

 می عدس با آنزنی پروتئ وول محلبری مخلوط فشود،¬یمشاهده م
 اثر فرونشاندن دازیگلوکوز-  آلفامی عدس با آنزبری و فلازیآم- آلفا

  Ksvزیرا میزان   کردند،جادی ايشتری برخورد را با قدر بقیاز طر

تواند به دلیل  این رفتار می.ها دارندبالاتري نسبت به سایر مخلوط
تریپتوفان ینه اسید آماختلال بیشتر در میزان انتشار فلوئورسانس 

هاي مولکولی در حضور فیبر ددر نتیجه تعداد بیشتر برخور
فعل و . لی باشدومحلول و پروتئین در مقایسه با ترکیبات فن

تواند ناشی از انفعالات بین مولکولی این بسپارهاي زیستی می
   .]21[ساکارید باشد پلی-پروتئین و یا پروتئین- برخورد پروتئین

  

  

  
Fig 3 The quenching constant of the interaction between (A): α-glucosidase-GLA extract; (B): α-amylase-GLA 

extract; (C): α-glucosidase-LSF; (D): α-amylase-LSF; (E): α-glucosidase-PGL and (F): α-amylase-PGL. 
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 گیرينتیجه - 4
استونی، فیبر محلول و در این مطالعه میزان ممانعت عصاره 

گرم  میلی5پروتئین عدس استخراج شده از عدس سبز در غلظت 
گلوکوزیداز مورد -آمیلاز و آلفا-  آنزیم آلفالیتر بر فعالیتبر میلی

نتایج نشان داد که عصاره استونی استخراج  .بررسی قرار گرفت
شده و پروتئین به ترتیب داراي بیشترین و کمترین اثر بر مهار 

. بودند)  درصد71/9 درصد و 08/67(گلوکوزیداز -لیت آلفافعا
آمیلاز توسط عصاره -همچنین در میزان مهار فعالیت آنزیم آلفا

علاوه بر .استونی و فیبر محلول اختلاف معناداري وجود نداشت
آمیلاز و - این، افزودن فیبر محلول و پروتئین عدس به آنزیم آلفا

از اثر فرونشاندن فلوئورسانس گلوکوزید- فیبر عدس به آنزیم آلفا
 به طور کلی، استفاده از عدس .از طریق برخورد را بیشتر نشان داد

تواند براي به دلیل دارا بودن ترکیبات ارزشمند ضد دیابتی می
 .سلامت افراد جامعه مفید باشد
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Lentil consumption has been constantly growing due to its nutritional 
composition and functional properties. Lentil seeds are rich in several 
bioactive compounds with an effect on decreasing the symptoms of 
diabetes, cardiovascular disease, and aging. In this study, the effects of 
acetone extract (GLA extract), soluble fiber (GLSF), and protein (PGL) 
extracted from green lentils (concentration of 50 mg/ml) on anti-diabetic 
properties were investigated by measuring the inhibitory activity of alpha-
amylase and alpha-glucosidase. There was no significant between the 
inhibitory activity of alpha-amylase activity by GLA extract and PGL         
(p<0.05). Also GLA extract had the greatest effect on inhibition of 
glucosidase activity (67.08%). Fluorescence quenching had studied the 
changes in the tertiary structure of alpha-amylase and alpha-glucosidase 
using different concentrations (0, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 4.00 mg/mL) of 
GLA extract, GLSF, and PGL. The results showed that all three compounds 
extracted from green lentils play as a natural source to inhibit the activity of 
alpha-amylase and alpha-glucosidase enzymes and be used in the 
production of functional foods. 
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