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علت محـدودیت تولیـد و   به ،ي شیر پنیر حیوانی با سایر پروتئازهاي منعقدکننده هاي متعددي براي جایگزین کردن مایهتلاش :سابقه و هدف
از  منبع غنی پروتئازهاي منعقدکننده شیر است که ویتانیاکواگولانسي گیاه دارویی پنیر باد یا  میوه. قیمت در حال افزایش آن انجام شده است

هاي  ه و بررسی ویژگیمطالعات در خصوص این گیا .شده استهاي سنتی در جنوب ایران استفاده میپنیر در تولید پنیر عنوان مایهگذشته به 
ي شـیر از گیـاه    هـاي آنـزیم منعقدکننـده    سازي جزئـی و توصـیف ویژگـی    هدف این تحقیق، استخراج، خالص. آنزیم آن صورت نگرفته است

  .بود ویتانیاکواگولانس
فعالیـت انعقـادي شـیر و     اج واستخر NaCl درصد 85/0با استفاده از محلول  ویتانیا کواگولانسي گیاه  ي آنزیمی میوه عصاره :هامواد و روش

سـازي شـد و وزن    عصاره به صورت جزئی خالص. بررسی شد) ، غلظت و پایداري گرماییpHتأثیر دما، (ي شیر  هاي آنزیم منعقدکنندهویژگی
  .تعیین شد SDS- PAGEي خام و اجزائی که بیشترین فعالیت انعقادي شیر را داشتند با  ملکولی عصاره

سازي جزئی نشان داد که انعقاد شیر توسط آنزیم خالص شده با سولفات  خالص. بود 4و  C70°بهینه براي آنزیم به ترتیب  pHدما و  :هایافته
یـک  . را نشـان داد ) کیلو دالتون 29و  66(دو باند  SDS-PAGEوزن ملکولی این جزء با . ، بیشتر از سایر اجزاي خالص شده بود%50آمونیوم 

  .دقیقه حفظ کرد 30به مدت  C60°فعالیت خود را در دماي % 74به طوري که . ي گرمایی آن بودویژگی مهم آنزیم، پایدار
  .پنیر در صنعت لبنیات باشد عنوان جایگزین مایهتواند آنزیم مناسبی به می ویتانیا کواگولانسرسد آنزیم پروتئیناز گیاه نظر میبه  :گیري نتیجه

  SDS-PAGEسازي جزئی،  ، استخراج، خالصویتانیا کواگولانس :واژگان کلیدي

 مقدمه 
یکی از مراحـل اصـلی و مهـم فراینـد انـواع پنیـر انعقـاد        

ي ژلـی   سیستم کازئینی پروتئین شیر و تبدیل آن به شـبکه 
انعقـاد سیسـتم کـازئینی بـا چنـدین روش      . بعدي اسـت  سه

ي  ها انعقـاد بـه وسـیله   ترین آن یکی از مهم. پذیر است امکان
اي نبـه اسـتث  . اسـت ) پنیـر  مایه(صی هاي اختصا عمل پروتئاز

کـه  )Quarg(و کـوارگ  ) Cottage(پنیرهاي تازه مانند کاتیج 
شود، در تولیـد سـایر    ها شیر با اسید لاکتیک لخته میدر آن

پنیـر صـورت    ي عمـل مایـه   پنیرهاي تشکیل لخته به وسـیله 
ي شیر، رنت  از میان چندین آنزیم منعقدکننده. )1( گیرد می

ي شیرخوار به عنوان اولـین   به دست آمده از شیردان گوساله
امـا افـزایش تولیـد    . مایه پنیر استاندارد گزارش شـده اسـت  

ــاري  ــر و مصــرف آن، ظهــور بیم ــزمن و  جهــانی پنی ــاي م ه
هـاي   ، کـاهش کشـتار گوسـاله   )مثل جنون گاوي(خطرناك 

] جوان به دلیل افزایش تقاضـا بـراي گوشـت، افـزایش رژیـم      
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 ٣٢

غذایی گیاهخواري در برخی جوامع و عدم مصـرف ایـن نـوع    
پنیر در برخی از کشـورها بـه دلایـل مـذهبی و اخلاقـی       مایه

از ایـن  . )2( پنیر شـده اسـت   سبب کاهش تولید این نوع مایه
ــلاش  ــ رو، ت ــردن آن ب ــایگزین ک ــا در خصــوص ج ــایر ه ا س

ها بررسی. ي شیر افزایش یافته است پروتئازهاي منعقدکننده
ــی     ــب معرف ــب، موج ــایگزین مناس ــی ج ــوص معرف در خص

پنیرهاي میکروبی مختلف شد که با وجود برخـی مزایـا،    مایه
به دلیل طعم تلخ و کاهش بازده محصول نهـایی ایـن منـابع    

د چنین، در برخـی کشـورها بـراي تولی ـ    هم. اند مناسب نبوده
  . )3( شود پنیرها استفاده نمی پنیرهاي رایج از این نوع مایه

هـاي گیـاهی   یکی دیگر از منابع جـایگزین رنـت، عصـاره   
یـر در  پنیر بـراي تولیـد پن   هستند که از دیرباز به عنوان مایه

در . نـواحی روســتایی و بــه طــور سـنتی اســتفاده شــده انــد  
پنیرها بنا بـه دلایلـی از    هاي اخیر توجه به این نوع مایه سال

هاي طبیعی  جمله مناسب بودن پنیرهاي تولید شده با آنزیم
هاي حیـوانی اسـتفاده    گیاهی براي افراد گیاهخوار که از رنت

صولات بـه عنـوان   گونه محچنین معرفی این نمی کنند و هم
بنـابراین،  . )4( محصولات حلال و کوشر افزایش یافتـه اسـت  

جستجو براي پروتئازهاي گیاهی مناسب، به منظور صـنعتی  
ولـی متأسـفانه اغلـب    . )5( نـان ادامـه دارد  چ ها هم کردن آن

ه بــه دلیــل فعالیــت پنیرهــاي گیــاهی بــه دســت آمــد مایــه
پروتئولیتیکی شدید براي مصارف صـنعتی مناسـب نیسـتند،    

ــاه    ــد گی ــود دارد مانن ــز وج ــتثناهایی نی ــه اس ــینارا اگرچ س
ــاردونکلوس  ــیاري از ) Cynara cardunculus(ک ــه در بس ک

کشورها از جمله پرتغال و اسـپانیا از آن در تولیـد پنیرهـاي    
 (Los Pedroches)و لـوس پـدروچ    ( La Serena )لاسـرنا  

ي  مطالعـات متعـددي هـم روي عصـاره    . استفاده شده اسـت 
یکی دیگـر از پروتئازهـاي   . )6( حاصل از آن انجام شده است

گیاهی داراي پتانسیل انعقاد شیر، پروتئاز یک گیـاه دارویـی   
 Withaninaارزشمند بـا نـام عمـومی پنیربـاد و نـام علمـی       

coagulans  ــاه انتظــار مــی. اســت رود در خصــوص ایــن گی
  .)7(هاي نامطلوب فوق الذکر وجود نداشته باشد ویژگی

ي  بـه خـانواده  متعلـق  ) ویتانیا کواگولانس  ( گیاه پنیرباد
هاي به ارتفاع اي، با بوتهگیاهی است پایا، درختچه سولاناسه

متـر کـه بـه صـورت خـودرو در سراســر      سـانتی  100تـا   30
. رویـد چنین جنوب غربی هند و افغانستان می همپاکستان و 

ي بلوچستان در  در ایران پراکنش این گیاه محدود به منطقه
هـاي  استان سیستان و بلوچستان است و عمدتاً در رویشـگاه 

هاي سراوان، خاش و ارتفاعـات بـم پشـت    طبیعی شهرستان
  .)8(کند رشد می

ي درمـان  هاي مختلف این گیاه در طب سنتی بـرا  قسمت 
ــی   ــویز م ــارخون تج ــتفراغ و فش ــهال، اس ــود اس ). 9، 10(ش

ــأثیر    یافتــه ــأثیر ضــد ســرطانی و ت ــد حــاکی از ت هــاي جدی
دامداران محلـی در اسـتان سیسـتان و    . دیابتی آن است آنتی

بـا   ویتانیـا کواگـولانس  هاي گیـاه دارویـی    بلوچستان از میوه
تولیـد   استفاده از شیر گاو و گوسفند یک نوع پنیر سفید نرم

  . شودکنند که کاملا ًبه صورت تجربی تهیه میمی
بــاوجود اســتفاده از ایــن گیــاه از دیربــاز در تولیــد پنیــر، 

سازي  مطالعات بسیار کمی در خصوص استخراج آنزیم، خالص
با توجـه بـه    .هاي آنزیم آن انجام شده استو توصیف ویژگی

ــود   توســعه ي صــنعت پنیرســازي در دو دهــه گذشــته، کمب
پنیرها و پتانسـیل   پنیر حیوانی، معایب ناشی از سایر مایه یهما

ي  خوب پروتئازهاي موجود در گیاه پنیرباد، پـژوهش دربـاره  
سـازي و توصـیف    ي شیر، خـالص  استخراج آنزیم منعقدکننده

هـاي آن جهـت کـاربرد در صـنعت ضـروري بـه نظـر        ویژگی
گیاه هاي هاي حاصل از میوهدر این پژوهش، پروتئاز. رسد می

اسـتخراج و   یک منبع آنزیمی جایگزین رنت عنوان پنیرباد به
هـاي آنـزیم    ویژگـی . سازي شد سپس به صورت جزئی خالص

  . ي شیر نیز مورد بررسی قرار گرفت منعقدکننده
 ها مواد و روش 

 بـاد پنیري گیاه  هاي میوه نمونه: گیاه يها آوري نمونه جمع
مرکـز  توسـط   1391تـا مـرداد    1391ي زمـانی تیـر    در بازه

ــتان و    ــگاه سیس ــی دانش ــی و زینت ــان داروی ــی گیاه پژوهش
ایـن  . آوري شد از نواحی اطراف شهر سراوان جمع بلوچستان،

در ایــن ( C34°و دمــاي % 20منطقـه داراي رطوبــت نســبی  
آوري بـا آب بـدون   ها بعد از جمـع نمونه. است) موقع از سال

در محـیط آزمایشـگاه خشـک     C25°ته و در دماي یون شس
  .شد

ي آنزیمـی بـا    استخراج عصاره :ي گیاه گیري از میوهعصاره
ي گیـاه   گرم میـوه  10. انجام شد NaCl درصد 85/0محلول 

پـودر  . ي آسـیاب آزمایشـگاهی پـودر شـد     پنیرباد به وسـیله 
] مخلوط . هموژنیزه شد NaClلیتر از محلول  میلی 60حاصل با
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ساعت همراه بـا هـم زدن آرام در دمـاي     24ه مدت حاصل ب
°C4 بعد از گذشت مدت زمـان لازم بـه منظـور    . قرار گرفت

 30جدا سازي مواد جامد و نامحلول، ترکیب حاصل به مدت 
پـس از  . سـانتریفوژ شـد   g×20800در  C4°دقیقه در دماي 

صاف شدن مجدد محلول فوقـانی، عصـاره حاصـل تـا زمـان      
  .)11( نگهداري شد C4°استفاده در دماي 

پـروتئین تـام   غلظـت  : شناسایی آنزیم و تعیین مقدار آن
ــاره ــورد  عص ــق روش برادف ــی طب ــتگاه   )12(ي آنزیم ــا دس ب

ــپکتروفتومتر  ــتانCECIL(اس ــوج  ) ، انگلس ــول م  595در ط
استاندارد  گاوي به عنوان نانومتر و با استفاده از آلبومین سرم

 .تعیین شد

گیـري   به منظور انـدازه : گیري فعالیت انعقادي شیر اندازه
 pH=5/6با % 10فعالیت انعقادي شیر، ابتدا پودر شیر خشک 

بـراي ایـن منظـور پـودر شـیر      . به عنوان سوبسترا تهیه شـد 
گـرم در   10با حل کردن ) کالهبدون چربی، شرکت (خشک 

سـپس شـیر   . بازسـازي شـد   CaCl2لیتر محلـول   میلی 100
دقیقه نگهداري شد و بـه   15به مدت  C35°حاصل در دماي 

. عنوان سوبسترا در سرتاسر مطالعه مورد استفاده قرار گرفت
pH ها با استفاده از اسید لاکتیک و هیدروکسید سدیم نمونه

  ).3(تنظیم شد 
و با انـدکی  ) 1991(ي شیر به روش اوتانی فعالیت انعقاد

لیتر از سوبستراي قـرار   میلی 2به . )3( گیري شدتغییر اندازه
ي آنزیمـی   میکرولیتـر عصـاره   C37  ،200°گرفته در دمـاي  

کیل لخته با چرخش دسـتی لولـه در فواصـل    تش. اضافه شد
ي پایانی زمـانی   نقطه. بررسی شد C37° زمانی کم در دماي

به طور مجزا درون لوله آزمایش مشاهده ) لخته(بود که اجزاء 
آزمون در سه تکرار انجـام و میـانگین آن بـه عنـوان     . شد می

  .زمان انعقاد گزارش شد
کـه باعـث   یک واحد انعقاد شـیر، مقـدار آنزیمـی اسـت     

  .شوددقیقه  30لیتر سوبسترا در مدت زمان میلی 10انعقاد
  ).3(فعالیت انعقادي شیر توسط این فرمول محاسبه شد 

 
MCA (Milk Clotting Activity) (units) = 2400/T × S/E  

T = ثانیه(زمان انعقاد(  
S =حجم سوبسترا  
E =ي آنزیمی حجم عصاره  
  

ي گیـاه   ي میوه عصاره) جزء بندي(سازي جزئی خالص
سازي جزئی  خالص: پنیرباد توسط سولفات آمونیوم جامد

. )13( انجام شـد ) 2007(و همکاران ونگ عصاره طبق روش 
ي اجزا ابتدا مقادیر سولفات آمونیوم مورد نیاز براي  براي تهیه

اشـباع،  % 10براي دستیابی بـه حالـت   . هر جزء محاسبه شد
 گرم سولفات آمونیوم جامد به آرامی به عصاره افـزوده  05/0

. انکوبـه شـد   C4°دقیقه در دمـاي   10شد و سپس به مدت 
دقیقه  10به مدت  g18000×رسوب حاصل با میکروفیوژ در 

مطابق روش فوق براي دسـتیابی  . بازیافت شد C4°در دماي 
ي قبل  حاصل از مرحله محلول روئیاشباع به % 20به حالت 

دقیقـه در   20گرم سولفات آمونیوم اضافه و بـه مـدت    05/0
 g×رسوب حاصل توسط میکروفیوژ در. انکوبه شد C4°دماي 

جـزء . بازیافت شد C4°دقیقه در دماي  10به مدت  18000
، 50، 40، 30بندي به همین ترتیب ادامـه یافـت تـا اجـزاي     

  ین اجزا بـه ترتیـب   ا. درصد اشباع حاصل شد 80و  70، 60
P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8 سـپس هـر   . نامیده شدند

میکرولیتـر محلـول    600هاي به دست آمده در یک از رسوب
NaCl زدایی  به منظور نمک. براي انجام آزمون بعدي حل شد

ي دیـالیز   سـازي کیسـه   از اجزاي خالص شده، پـس از فعـال  
)43mm, D9527  شرکتSigma ( اگانـه دیـالیز   هر جـزء جد

در آب  C4°سـاعت در دمـاي    48ایـن عمـل بـه مـدت     . شد
 8به منظور انجام بهتر عمل دیالیز هـر  . دیونیزه انجام گرفت

سـپس فعالیـت   . ساعت یـک بـار آب دیـونیزه تعـویض شـد     
انعقادي شیر و غلظت پروتئین هر یک از اجزاي خالص شـده  

  . شدگیري  هاي فوق اندازهکه دیالیز شده بود، طبق روش
ا      تعیین وزن ملکولی عصاره و اجـزاي خـالص شـده بـ

بـه منظـور تعیـین وزن ملکـولی     : استفاده از الکتروفـورز 
سـازي   ي میوه و اجزاي به دست آمده از مراحل خالص عصاره

که بیشـترین فعالیـت انعقـادي شـیر را داشـتند، از تکنیـک       
SDS-PAGE   آمیـزي کوماسـی بلـو     به روش لاملی بـا رنـگ
  .)14(استفاده شد 

ه براي فعالیـت آنـزیم   بهین pH: بر فعالیت آنزیمpH تأثیر 
گیري بیشترین فعالیت انعقـادي شـیر عصـاره میـوه      با اندازه

گیـري   در بافرهـاي مختلـف انـدازه    9تا  4، از pHدرمحدوده 
 :بافرهاي استفاده شده عبارت بودند از. شد

]   =5pHو  =4pHمیلی مولار سیترات سدیم با  50بافر -
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 ٣٤

  pH=7و  pH=6میلی مولار فسفات سدیم با  50بافر -
 PH=9و  pH=8با   Tris-HClمیلی مولار 50بافر  -

ویتانیـا  ي پـودر شـده    گـرم میـوه   10براي ایـن منظـور   
لیتر از محلول بافرهاي  میلی 60به طور جداگانه با کواگولانس

سـاعت   24مخلوط حاصل به مـدت  . ذکر شده هموژنیزه شد
بعـد از  . قـرار گرفـت   C4°همراه بـا هـم زدن آرام در دمـاي    

ت زمان لازم به منظور جدا سـازي مـواد جامـد و    گذشت مد
 4دقیقـه در دمـاي    30نامحلول، مخلوط حاصـل بـه مـدت    

پس از صـاف  . سانتریفوژ شد g×20800در  گراددرجه سانتی
ي حاصل به منظور بررسی  شدن مجدد محلول فوقانی، عصاره
 C4°هاي بعدي در دمـاي  فعالیت انعقادي شیر تا زمان آنالیز

   .نگهداري شد
به منظور : تأثیر غلظت متفاوت میوه در زمان انعقاد شیر

هاي متفـاوتی   ي آنزیمی، غلظت ي عصاره تعیین غلظت بهینه
 200و  150، 100، 50، 20، 15، 10، 5(ي آنزیمی  از عصاره

لیتـر از   میلی 2به این ترتیب که ابتدا . بررسی شد) میکرولیتر
انکوبـه شـد،    C37°دقیقـه در دمـاي    10گر به مدت  واکنش

،  10،  5( هاي متفـاوتی از عصـاره اسـتخراجی   سپس غلظت
به هر یـک از  ) میکرولیتر 200و  150،  100،  50، 20،  15
ها اضافه شد و تشکیل لخته با چـرخش دسـتی لولـه در    لوله

ي پایانی  نقطه. بررسی شد C37°فواصل زمانی کم در دماي 
زمـایش مشـاهده   زمانی بود که اجزاء به طور مجزا در لولـه آ 

  . شد می
بـه  : ي میـوه  تأثیر دما بر زمان انعقاد شیر توسط عصاره

منظور تعیین دماي بهینه براي فعالیت آنـزیم، زمـان انعقـاد    
ــیر در دماهـــاي   ي  درجـــه 80و  70، 60، 50، 40، 37شـ

به ایـن ترتیـب   . گراد مانند روش ذکر شده بررسی شد سانتی
دقیقه در هر یک  10مدت گر به  لیتر واکنش میلی 2که ابتدا 

میکرولیتر عصاره بـه   200از دماهاي بالا قرار داده شد، سپس
تشکیل . ها در دماي مورد نظر افزوده شدگر هر یک از واکنش

لخته در دماهاي مورد نظر با چـرخش دسـتی لولـه هرچنـد     
  .)11(وقت یک بار مورد بررسی قرار گرفت 

پایـداري  (ي میـوه   تأثیر دما بر فعالیت آنزیمی عصـاره 
ي آنزیمــی در  پایــداري گرمــایی عصــاره): گرمــایی آنــزیم

. گراد بررسی شـد ي سانتی درجه 70و  60،  50 ، 40ماهاي د
ي میـوه بـه مـدت     میکرولیتر از عصاره 200براي این منظور 

دقیقه در هر یک از این دماها انکوبه شد و پس از گذشت  30
. مدت زمان تعیین شده، عصاره تـا دمـاي محـیط سـرد شـد     

ه لیتر سوبسترا اضافه و تشکیل لخت ـ میلی 2سپس به هرکدام 
 C37° با چرخش دستی لوله در فواصل زمانی کـم در دمـاي  

ي پایانی زمانی بود کـه اجـزاء    نقطه. مورد بررسی قرار گرفت
  .شد به طور مجزا در لوله آزمایش مشاهده می

هاي بـه دسـت آمـده، پـس از     داده: تجزیه و تحلیل آماري
ي طـرح   تست نرمالیته در قالب طرح آماري فاکتوریل بر پایه

در . تصادفی در سـه تکـرار مـورد آزمـون قـرار گرفـت       کاملاً
ها بـا اسـتفاده از   ي میانگین داري، مقایسهصورت وجود معنی

. انجـام شـد  % 5اي دانکن در سطح احتمال آزمون چنددامنه
ها توسط نرم افزار ي میانگین ها و مقایسهتجزیه و تحلیل داده

SPSS 18 12افـزار  نمودارها بـا اسـتفاده از نـرم   . انجام گرفت 
systat sigma plot ترسیم شد.  

 هایافته  
ي  غلظـت پـروتئین عصـاره   : گیري غلظت پـروتئین اندازه

آنزیمی بعد از ترسیم نمودار اسـتاندارد بـا بـالاترین ضـریب     
 و = 984/0R2ي منحنــی بــه ترتیــب  همبسـتگی و معادلــه 

034/0 +x 928 /0 =y ي  غلظت پـروتئین عصـاره  . تعیین شد
  .بود mg/ml1آنزیمی 
ي  عصـاره میـوه  ) جزء بندي(سازي جزء به جزء خالص

نتایج حاصـل  : گیاه پنیرباد توسط سولفات آمونیوم جامد
ي گیــاه  ي میــوه ســازي آنــزیم موجــود در عصــاره از خــالص

جزء به دست آمده،  7نشان داد که از میان  کواگولانس ویتانیا
و ) P5% (50بیشترین میزان فعالیت انعقـادي شـیر در جـزء    

). .الـف  .1شکل (مشاهده شد ) P4% ( 40پس از آن در جزء 
ــزان فعالیــت انعقــادي شــیر  %  50ولــی جــزء  بیشــترین می

)U/ml2707 (   ــروتئین ــدار پ ــا مق ــت ) mg/ml)7.1ب را داش
). ر اجــزا نشــان داده نشــده اســتهــا مربــوط بــه ســای داده(

هاي به دست آمده از هر یک از اجزا هـم  ي عینی ژل مقایسه
نسبت به ژل حاصـل از  %  50نشان داد که ژل حاصل از جزء 

نتـایج  . تري برخودار است تر و محکم سایر اجزا از بافت سفت
هـاي   گیري فعالیت انعقاد شیر مختلف با یافته حاصل از اندازه
گیري میزان پروتئین هر یـک از اجـزا    از اندازهبه دست آمده 
 P4و سـپس جـزء   P5 بـه طـوري کـه جـزء     . مطابقت داشت
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درصد کمتـرین   10بیشترین میزان محتواي پروتئینی و جزء 
درصد هـیچ   80چنین، در جزء  هم. میزان پروتئین را داشتند

هاي  وزن ملکولی پروتئین. گونه فعالیت انعقادي مشاهده نشد
بـا اسـتفاده از ژل    P5و  P4 ي خام و اجزاي صارهموجود در ع

الکتروفوتوگرام حاصل بـراي جـزء   . آمید تعیین شد آکریل پلی
P5 کیلـو دالتـون را    66باند پروتئینـی بـا وزن ملکـولی     یک

باند دیگر بـا   دوعلاوه بر باند فوق داراي  P4نشان داد و جزء 
بـه  هاي  پروتئین. کیلو دالتون نیز بود 170 و 29وزن ملکولی

دست آمده از عصاره خام در الکتروفوتوگرام به صورت هفـت  
ــدوده  ــا مح ــد ب ــولی  بان ــا  20ي وســیعی از اوزان ملک  170ت

  ). 2شکل (کیلودالتون مشاهده شدند 

  

    
  pH=5/6و  C37°سازي جزئی در دماي  هر یک از اجزاي حاصل از خالصMCA میانگین و انحراف  استاندارد داده هاي حاصل از  .الف. 1شکل 

  ویتانیا کواگولانسي آنزیمی گیاه  سازي عصاره غلظت پروتئینی هر یک از اجزاي به دست آمده از خالص .ب. 1شکل 
  
  

  
   ویتانیا کواگولانسعصاره میوه   SDS –PAGEالکتروفورتوگرام حاصل از  .2شکل 

  (F5)سازي درصد حاصل از خالص 50جزء . 4  (F4)سازي جزئی  درصد حاصل از خالص 40جزء . 3ي میوه   عصاره. 2مارکر ملکولی، . 1
  : مارکر ملکولی استفاده شده

Myosin (200 kDa), β-Galactosidase (116 kDa), phosphorylase b (97.40 kDa), bovine serum albumin (66.kDa), ovalbumin( 43.0 
kDa), carbonic anhydrase (29.0 kDa), trypsin inhibitor (20.1 kDa), and lysozyme (14.3 kDa). 

  
  

 ب الف

  هاي عصاره جزء  هاي عصاره جزء
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ي آنزیمـی بـا    استخراج عصاره: بر فعالیت آنزیم  pH تأثیر 
بـافر فعالیـت    pHبافرهاي مختلف نشان داد کـه بـا افـزایش    

فعالیـت   pHکند و با کـاهش   انعقادي عصاره کاهش پیدا می
الـف نیـز   . 3طور که در شـکل  همان. یابدانعقادي افزایش می

یک افـزایش   7تا  4از  pHشود با افزایش مقادیر مشاهده می
تدریجی و سریع در زمان انعقاد شـیر بـه وجـود آمـد، ولـی      

ت، ایـن افـزایش خیلـی    افزایش یاف 9تا  7از  pHهنگامی که 
درصـد از   31حـدود   pH= 9که در به طوري. قابل توجه نبود

با وجـود  . حفظ شد pH= 4فعالیت انعقادي مشاهده شده در 
ي اسـتخراجی در   این، بیشترین فعالیـت انعقـادي در عصـاره   

4=pH )مشاهده شد) با بافر سیترات سدیم .  
انعقادي شیر فعالیت : تأثیر دما بر فعالیت و پایداري آنزیم

ي  درجـه  80تـا   37ي دمـایی   در دماهاي مختلف از محدوده
با افزایش دما میزان فعالیت آنزیم به . گراد ارزیابی شدسانتی

 C70°به طوري کـه در دمـاي   . داري افزایش یافت طور معنی
برابر بیشـتر از فعالیـت آنزیمـی در دمـاي      9فعالیت آنزیمی 

°C40  تـا  ( یش بیشتر دما اما افزا). ب . 3شکل( بود°C80 (
بررسی پایداري گرمایی آنـزیم  . سبب کاهش زمان انعقاد شد

دقیقـه   30گراد به مدت ي سانتی درجه 70تا  40در دماهاي 
درصـد از فعالیــت   74بررسـی شـد، نشــان داد کـه بــیش از    

 C60°دقیقه انکوباسیون در دمـاي   30آنزیمی عصاره پس از 
  ). ج . 3شکل ( حفظ شده است

ي آنزیمی بـر فعالیـت    هاي مختلف عصارهثیر غلظتتأ
هـاي  دسـت آمـده از تـأثیر غلظـت     نتایج بـه : انعقادي شیر

با افزایش غلظت . د نشان داده شده است. 3مختلف در شکل 
ــاره ــی از  عص ــر  5ي آنزیم ــا ) mg/ml01/0(میکرولیت  200ت

ثانیه  7/47به  4/558زمان انعقاد از ) mg/ml 4/0(میکرولیتر 
 ي بـه  با وجود این افزایش غلظت، بافـت لختـه  . یافت کاهش

تــر از ســایر میکرولیتــر ســفت 200دســت آمــده بــا غلظــت 
ي تلخ در این غلظـت مشـاهده    ها بود و هیچ گونه مزه غلظت

  .نشد

    

    
 

  ، غلظت آنزیم بر زمان انعقاد و میزان فعالیت انعقادي شیر pHتأثیر دما،  .3شکل 
ي  تأثیر دما بر پایداري گرمایی عصاره). تأثیر دماي شیر بر زمان انعقاد ؛ ج). ؛ ب 9تا  4از  pHي میوه در محدوده  بر فعالیت انعقادي عصاره pHتأثیر ). الف(

  )انحراف استاندارد گزارش شده است ±صورت میانگین سه تکرار نتایج به (هاي متفاوت عصاره آنزیمی بر زمان انعقاد تأثیر غلظت). آنزیمی ؛ د

  

 ب الف

 د ج

)mg/ml (غلظت  )°C (دما  

)°C (دما  
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 بحث  
گیرد، هنگامی که یک جایگزین رنت مورد بررسی قرار می

، دمـا و غلظـت بسـیار    pHارزیابی حساسیت آن به تغییـرات  
طور که در نتایج هـم ذکـر شـد، بیشـترین     همان. مهم است

در  ویتانیا کواگولانسي آنزیمی  میزان فعالیت انعقادي عصاره
4 =pH  ي  ي میـوه  مشاهده شد یعنی آنزیم موجود در عصـاره

پروتئاز اسیدي است و به همـین  ویتانیا کواگولانس یک  گیاه
شود به ان فعالیت آن کاسته میدلیل در محیط قلیایی از میز

فعالیـت   pHبافر اسـتخراجِ کمتـر و بـه     pHکه هر چه طوري
ي آنزیم نزدیک شود، سرعت منعقد کردن شیر توسـط   بهینه

ویتانیـا  ي آنزیمـی   از ایـن نظـر، عصـاره   . یابـد آن افزایش می
مشابه سایر آسپارتیک پروتئینازهاي دیگر اسـت   کواگولانس

پنیرهـاي تجـاري    چنین الگوي رفتاري در بیشتر مایـه . )15(
بـه   7از مقادیر  pHشود که با کاهش موجود نیز مشاهده می

نتایج حاصل از این . )16(یابدافزایش می MCAمیزان  5تا  4
بهینه براي  pHو همکاران که  Macedoهدات پژوهش با مشا

  .)17(گزارش کردند  5تا  3را بین  سیناراکاردونکلوسگیاه 
یکی دیگر از عوامل مؤثر روي فرایند انعقاد، غلظت آنزیم  

ي  وجـود رابطـه   )18(و همکـاران   Storch. منعقدکننده است
پنیر با غلظت آنزیم  معکوس بین زمان انعقاد شیر و عمل مایه

م، به طـوري کـه بـا افـزایش غلظـت آنـزی      . را گزارش کردند
به . یابدفعالیت انعقادي شیر افزایش و زمان انعقاد کاهش می

عبارت دیگر، سـرعت انعقـاد شـیر بـا غلظـت آنـزیم نسـبت        
-این تغییرات به افـزایش سـرعت هیـدرولیز    . مستقیم دارد

به عبارت دیگر در زمان کمتـري  . شودکازئین نسبت داده می
ــتري  ــدار بیشــ ــازئین و  -مقــ ــه پاراکاپاکــ ــازئین بــ کــ

ي بـه هــم   شـود و در نتیجـه  زئینوماکروپپتیـد تبـدیل مـی   کا
خوردن تعادل الکترواستاتیکی محیط، انعقـاد شـیر در زمـان    

ي مستقیمی بین این  اگرچه رابطه. پذیردتري انجام میکوتاه
ــدارد  ــاره ). 16، 19، 20(دو وجــود ن ــن موضــوع در عص ي  ای

ترتیب نیز مشاهده شد به این  ویتانیا کواگولانسآنزیمی گیاه 
که با افزایش غلظت آنزیم، زمان انعقاد کاهش قابل تـوجهی  

و همکـاران   Chazarraمطالعات انجـام شـده توسـط    . داشت
نشان داده کـه بـا    سینارا اسکولیموسدر خصوص گیاه  )11(

یابد و  ي آنزیمی، زمان انعقاد کاهش می افزایش غلظت عصاره
  .از این نظر با نتایج حاصل از این پژوهش مطابقت دارد

 دما یکی از عوامل تأثیر گذار بر فراینـد انعقـاد اسـت بـه     
دنبـال عمـل   بـه   C10°طوري که در درجه حرارت کمتـر از  

خورد و نقـش محافظـت از    کازئین برش می-پنیر فقط  مایه
-هاي کازئین و به دنبال آن تشکیل لخته اتفـاق نمـی  میسل

در . علت، بالا بودن ضریب حرارتی فاز دوم انعقاد اسـت . افتد
 گـراد سـرعت تشـکیل   ي سانتی درجه 20تا  10دماهاي بین 

 20ولی با افزایش درجه حرارت بـین  . لخته بسیار کند است
گراد سرعت تشکیل لختـه مرتبـاً افـزایش    درجه سانتی 40تا 
مجـدداً سـرعت تشـکیل     C50°در دماهاي بـالاتر از  . یابدمی

موجود (و در مورد آنزیم کیموزین  )19(. یابدلخته کاهش می
سـرعت انعقــاد بـه نحــو    C52°در دمــاي ) در رنـت گوسـاله  

انعقـاد   C65°یابد و در دمـاي بـالاتر از    محسوسی کاهش می
 .)21(پذیردصورت نمی

نتایج حاصل از تأثیر دماي شیر بر زمان انعقاد شیر توسط 
زمـان   C70°ي میوه نشان داد که با افـزایش دمـا تـا     عصاره

رابـر کمتـر از   ب 9(یابـد  انعقاد به طور قابل توجهی کاهش می
دمـاي   C70°از این رو، دمـاي  ). C37°زمان انعقاد در دماي 

. در نظر گرفته شـد  ویتانیا کواگولانسي فعالیت آنزیم  بهینه
توان گفت تسریع در انعقاد همراه بـا افـزایش   در حقیقت می

بـا افـزایش   . ي فعالیت آنـزیم اسـت   دما بر اثر گسترش دامنه
یت انعقادي روندي کاهشـی را  میزان فعال C80°بیشتر دما تا 

دلیل کاهش فعالیت انعقادي در دماي بـالاتر از  . هد نشان می
°C70  ایـن الگـوي   . به دلیل دناتوراسیون نسبی آنزیم اسـت

در  ویتانیــا کواگــولانسي آنزیمــی  تغییــرات دمــایی عصــاره
مشـابه الگـوي   . مقایسه با کیموزین بسیار قابل توجـه اسـت  

 ویتانیا کواگـولانس ي  مده با عصارهتغییرات دماییِ به دست آ
ي آنزیمی گیـاه   در مورد عصاره )22(و همکاران احمد توسط 

و  Kumarچنـین   هم. نیز گزارش شده است سولانیوم دوبیوم
حـداکثر دمـا بـراي فعالیـت انعقـادي آنـزیم        )23(همکاران 

اسـتخراج شـده از   ) آسپارتیک پروتئیناز( ي شیر منعقدکننده
کـه  طـوري   گزارش کردند به C60°را دماي  رایزوپوس اوریزا

  . شود سرعت غیرفعال میبه  C70°این آنزیم در دماي 
ي  گیـري پایـداري گرمـایی عصـاره    نتایج حاصل از انـدازه 

، مقاوم بودن عصاره در دماهاي بالا ویتانیا کواگولانسآنزیمی 
درصـد از   C60  ،74°که در دماي طوريبه . دهد را نشان می
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رسد که پایداري نظر می به .فعالیت انعقادي عصاره حفظ شد
 C70°بیشـتر از   ویتانیا کواگـولانس ي آنزیمی  گرمایی عصاره

ها در دماهاي بالا به طور کامـل یـا تـا    بیشتر آنزیم. نیز باشد
ــ ــی ح ــاتوره م ــادي دن ــوندد زی ــاظ  . ش ــوع از لح ــن موض ای

بنـابراین،  . )24(شـود   سازي یک عامل منفی تلقی می تجاري
ویتانیا کواگولانس ي آنزیمی  گرمایی عصارهدارابودن پایداري 

هایی که پایداري حرارتی دارند، آنزیم. نسبتاً قابل توجه است
از مزایــاي متعــددي مثــل مقاومــت در مقابــل اکثــر عوامــل  

و پایـداري در  ) هـاي آلـی  حـلال (ي شـیمیایی   کننده دناتوره
و  و همکــاران Rapaso. )25(شــرایط انبارمــانی برخوردارنــد 

پایداري گرمایی آسپارتیک پروتئاز استحصالی  با بررسی )26(
کردنــد در دمــاي  گــزارش Centaurea calcitrapa از گیــاه

°C52  ي آنـزیم از   درصد از فعالیت انعقادي عصاره 60حدود
شود و  آنزیم کاملاً غیرفعال می C70°رود و در دماي بین می

و  Kumarچنـین   هـم . فعالیت انعقادي مشاهده نشـده اسـت  
را در  Rapasoمشابه نتایج ارائه شـده توسـط    )27(همکاران 

 رایزوپـوس اوریـزا  مورد آسپارتیک پروتئاز به دسـت آمـده از   
درصد از فعالیت  62آنزیم  C60°گزارش کردند که در دماي 

  .ي خود را از دست داده است اولیه
ي  هر یک از اجزاي به دسـت آمـده در جزءبنـدي عصـاره    

ي  عنـوان یـک مرحلـه   آنزیمی توسط سـولفات آمونیـوم بـه    
ي نتـایج   مقایسـه . فعالیت انعقادي متفاوتی داردسازي  خالص

گیري غلظت پروتئین هر یک از اجزا و نتـایج  حاصل از اندازه
دهـد کـه   حاصل از فعالیت انعقادي اجزاي مختلف نشان مـی 

اجـزا و فعالیـت    همبستگی بین مقدار پروتئینـی هـر یـک از   
به این معنی که بالا بـودن غلظـت   . ها وجود دارد انعقادي آن

تواند بـه دلیـل حضـور آنـزیم     وتئین در هر یک از اجزا میپر
 ویتانیـا کواگـولانس  ي آنزیمـی   در عصاره. انعقادي شیر باشد

درصد اشباع، بیشترین مقـدار پـروتئین و بیشـترین     50جزء 
درصد بیشترین  40پس از آن جزء . فعالیت انعقادي را داشت
نیـز بـا    )28(و همکاران  Campos. فعالیت انعقادي را داشت

 سـینارا کـاردونکلوس  ي آنزیمـی   سازي جزئی عصـاره  خالص
فعالیت انعقادي هـر یـک از   توسط سولفات آمونیوم و تعیین 

اجزاي بـه دسـت آمـده، گـزارش کردنـد بیشـترین فعالیـت        

از سوي دیگـر،  . درصد اشباع وجود دارد 50انعقادي در جزء 
ي آنزیمـی   سـازي عصـاره   مشاهدات به دست آمده در خالص

و همکاران احمد با نتایج ارائه شده توسط  ویتانیا کواگولانس
سـولانیوم  ي گیـاه   سازي جزئی عصـاره  در مورد خالص )22(

  . کاملاً مطابقت دارد دوبیوم
 یـک  P5در جـزء   SDS-PAGEالکتروفورتوگرام حاصل از 

.. کیلو دالتون را نشـان داد   66ملکولی  باند پروتئینی با وزن
هـاي بـه دسـت آمـده از      چنین، با وجود این که پـروتئین  هم

باند با محدودة وسـیعی از اوزان از   7ي خام به صورت  عصاره
کیلو دالتون مشاهده شدند، ولی اکثریت بانـدها   170تا   20

برخی از ایـن بانـدها   . کیلو دالتون قرار داشتند 66تا  20بین 
هـاي   آنـزیم ( هاي ملکولی مشـابه آسـپارتیک پروتئازهـا    جرم

پـروتئین   P4در جـزء  . را داشتند) داراي پتانسیل انعقاد شیر
کیلو دالتون مشاهده شد کـه مشـابه وزن    29با وزن ملکولی 

دست آمده از گیاه به   ي ملکولی یکی از سه آنزیم خالص شده
  )29(است) Aسیناراز (سینارا کاردونکلوس 

ترسیب با سولفات آمونیوم نه تنها یک روش ساده، مؤثر  
سازي آنزیم اسـت، بلکـه سـبب     و ارزان براي تغلیظ و خالص

به مقـادیر زیـادي   شود که  خارج شدن ترکیبات فنلی نیز می
هـاي   ي خام وجـود دارد و بـه آسـانی بـه رنگدانـه      در عصاره

عـلاوه بـر ایـن، پیشـرفت     . شـود اي رنـگ اکسـیده مـی    قهوه
این . ي نهایی دارد سازي اثر شدیدي روي کیفیت لخته خالص

درصــد اشــباع نیــز  50هــاي حاصــل از جــزء موضــوع در ژل
  . مشاهده شد
ویتانیـا  گیـاه ارزشـمند   هـاي دارویـی و غـذایی از    استفاده
بـا   سـازگاري شـرایط فعالیـت آنـزیم     از دیرباز و کواگولانس

ــر و هــم  ــزیم در   شــرایط تولیــد پنی ــن آن چنــین پایــداري ای
در صنعت غـذا  را  ي وسیعی از دما امکان کاربرد آن  محدوده
دوره لبنیات براي تولید و سرعت بخشیدن به  صنعت به ویژه

  . دهد پنیر را نشان می گیرسید
انداز را براي استفاده از این گیـاه   نتایج این پژوهش، چشم

پنیر در صنعت لبنیات ترسیم  عنوان جایگزین مایهدارویی به 
  .کند می
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Background and objective: Numerous attempts have been made to replace calf rennet with other milk-
clotting proteases because of limited supply and high prices of calf rennet. Fruit of Withania coagulans 
(solanaceae), a medicinal plant rich in milk-cloting proteases, have been traditionally used in the south of 
Iran as a plant coagulant for cheese-making. No systematic study on the characterization of W. coagulans 
milk-clotting enzyme has been conducted so far. The purpose of this study was to extract, partially purify 
and characterize the milk-clotting enzyme from W.coagulans.  

Materials and methods: An enzyme extract was prepared from the fruit of W. coagulansusing using a 
0.85% NaCl solution, and the milk-clotting activity and characteristics of the milk-cloting enzyme (effect 
of temperature, pH, enzyme concentration and thermal stability) were assessed. The extract was partially 
purified, and the molecular mass of the crude extract and the fractions with the highest milk-clotting 
activity were determined by SDS- PAGE. 

Results: The optimal temperature and pH for the enzyme were 70˚C and 4, respectively. Partial 
purification showed that the milk-clotting activity of the enzyme purified with 50% ammonium sulphate 
was greater than samples purified with other ammonium sulphate solutions at other concentrations. The 
molecular mass of this fraction using SDS-PAGE showed two bands, namely, 66 and 29 kDa. An 
important characteristic of the enzyme was its excellent thermal stability; it retained 74% of its milk-
clotting activity at 60˚C for 30 min.   

Conclusion: It seems that W. coagulans proteases can be used as a suitable source of enzyme in the dairy 
industry as an alternative clotting agent. 

Keywords: Withania coagulans, Extraction, Partial purification, SDS-PAGE 
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