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Introduction 

Investigating anthocyanin-protein complexes is important for the food industry from several perspectives. 1) 
Utilizing the anthocyanin-protein complex formation method to stabilize anthocyanin pigments in food products 
against external factors. This is achieved through various physical interactions with different bond strengths 
established between their binding sites. Studies have shown that the higher the binding constant of this interaction 
and the stoichiometric ratio between them, the lower the concentration of free anthocyanin remains in the 
environment, and most anthocyanins are found bound to the protein. In this state, the stability of anthocyanin 
against external factors increases due to the physical bonds formed with the protein, and its structure is not 
degraded. 2) Changes in the physicochemical and physiological properties of anthocyanin. For example, it has 
been proven that the antioxidant properties of anthocyanins decrease in the presence of proteins. 3) The effect of 
this complex on protein digestibility, which plays a significant role in the nutritional value of the system under 
study. 4) Production of modified biopolymer for use in food formulation. As a results of these interactions, which 
are as covalent or non-covalent, the functional properties of proteins are altered. Consequently, suitable raw 
materials can be designed for various food products. 

 

Materials and Methods 
Fluorescence emission spectra were measured using a fluorimeter (Varian Cary Eclipse, Agilent, USA) 

equipped with a 10 mm cell and a temperature controller at temperatures of 298, 308, and 318 K. All samples were 
excited at a wavelength of 280 nm, and their emission spectra were recorded in the wavelength range of 280 to 
500 nm. The slit width for both excitation and emission was set at 5 nm. To record the protein fluorescence 
quenching spectra, a 1 mg/mL solution of grass pea protein was first prepared and titrated against different 
concentrations of CYG pigment (0 to 4.5 × 10⁻ ⁶  M). The corresponding fluorescence emission spectrum for 
quenching was recorded at each step. For synchronous fluorescence spectra, simultaneous scanning was performed 
at the absorption and emission wavelengths of the tyrosine and tryptophan amino acid chromophores of grass pea 
protein, where their wavelength differences (Δλ) were set at 15 nm and 60 nm, respectively. Three-dimensional 
fluorescence spectra were recorded sequentially within the excitation wavelength range of 220 to 540 nm and the 
emission wavelength range of 220 to 600 nm, with a consecutive 10 nm increment in the excitation wavelength. 
To collect Resonance Light Scattering (RLS) data, the emission intensity of the protein monochromators was 
recorded simultaneously in the wavelength range of 220 to 700 nm at a zero wavelength difference (Δλ=0) between 
excitation and emission. In all experiments, the concentration of CYG pigment used was in the range of 0 to 4.5 × 
10⁻ ⁶  M. 
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Results and Discussion 
The results indicated a key role of hydrogen bonds in the formation of the grass pea protein-CYG complex 

through a combined static and dynamic quenching mechanism, with a binding constant of 1.73×103M⁻ ¹ and a 
binding site number of 0.78 at ambient temperature.Furthermore, the synchronous and three-dimensional 
fluorescence spectra of the protein revealed that the CYG pigment bound near tyrosine amino acid residues in the 
protein structure. This binding induced a local folding change in the protein's conformation. Changes in the RLS 
spectra of the protein indicated that the particle size of the complex decreased at low CYG concentrations. 
However, when the molar ratio of CYG to protein approached 2:1, the particle size of the complex increased. The 
results of the protein binding site saturation also demonstrated that grass pea protein is capable of binding CYG 
pigment at concentrations more than two times. Therefore, the use of this complex is recommended in systems 
that require natural and small quantities of protein to effectively trap the CYG pigment. 

 

Keywords: Anthocyanin, Binding and thermodynamic constants, Interaction, Fluorescence, Protein  
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گلیکوزید و ایزوله پروتئین نخود خلر -3-سیانیدینمطالعه برهم کنش بین رنگدانه 

(Lathyrus sativus L.) در شرایط اسیدی با استفاده از روش فرونشانی فلوئورسانس 

 

 2رضا فرهوش -*1سید حسین رضوی زادگان جهرمی

 09/06/1404تاریخ دریافت: 

 29/07/1404تاریخ پذیرش: 
 

 چکیده
های مناسب جهت پایدارسازی رنگدانه سنجی طراحی سامانهارزشمندی در خصوص امکانبررسی برهم کنش آنتوسیانین با بیوپلیمرها، اطلاعات 

هت کاربردهای گوناگون فراهم ها جهای فیزیکوشیمایی و فیزیولوژیکی آنتوسیانین و بیوپلیمر و همچنین اصلاح ساختار بیوپلیمرآنتوسیانین، تغییر ویژگی
( توسط دستگاه فلوریمتری pH=3( در شرایط اسیدی )CYGگلیکوزید )-3-نخود خلر و رنگدانه سیانیدینکنش بین پروتئین کند. در این پژوهش، برهممی

فلوئورسانس  هایهای نشر سه بعدی پروتئین، مشتق دوم طیفهای حاصل از فرونشانی نشر ذاتی و همزمان فلوئورسانس پروتئین، طیفانجام شد و طیف
ری گیپیوندهای هیدروژنی در شکلبررسی شد. نتایج حاکی از نقش کلیدی  CYGذاتی پروتئین و پراکندگی نور رزونانس پروتئین در حضور و عدم حضور 

 78/0های اتصال بر مولار و تعداد سایت 73/1 × 310از طریق مکانیسم همزمان استاتیک و دینامیک با ثابت اتصال  CYGکمپلکس پروتئین نخود خلر 
های اسید آمینه تیروزین در نزدیکی CYG های همزمان و سه بعدی فلوئورسانس پروتئین نشان داد که رنگدانهدر دمای محیط بود. همچنین، نتایج طیف

رزونانس  های پراکندگی نوراثر این اتصال، تاخوردگی موضعی در ساختار پروتئین مشاهده گردید. تغییرات طیف در ساختار پروتئین متصل شد که در
برابر گردد،  2به پروتئین نزدیک به  CYGغلظت  کاهش یافته و زمانی که نسبت CYGهای پائین پروتئین نشان داد که اندازه ذرات کمپلکس در غلظت

در  CYGهای اتصال پروتئین نیز نشان داد که پروتئین نخود خلر قادر به اتصال رنگدانه اندازه ذرات کمپلکس افزایش یافت. نتایج اشباعیت سایت
صورت هایی که نیاز به بکارگیری مقادیر کمی از پروتئین بهباشد، لذا استفاده از کمپلکس  مذکور در سیستمبرابر غلظت خود می 2های بیشتر از غلظت

 گردد.می باشد، پیشنهاد می CYGطبیعی جهت بدام انداختن رنگدانه 
 

 های اتصال و ترمودینامیکی، فلوئورسانسثابتپروتئین، برهم کنش، : آنتوسیانین، کلیدی هایواژه
 

   1 مقدمه
که دو ترکیب در یک سیستم در کنار مولکولی، زمانیاز منظر 

 هاییکدیگر قرار می گیرند، در برخی از موارد، رفتارها و یا ویژگی
 یک از آنها بصورت های هردهند که با ویژگیمختلفی از خود نشان می

 کنش ایجاد شدهمنفرد متفاوت است. این تفاوت اغلب ناشی از برهم
 های بین اجزاء موجود در یککنشرسی برهمباشد. بربین ترکیبات می

سیستم، اطلاعات بسیار ارزشمندی در خصوص میل ترکیبی اجزاء بهم، 
 ,Ma)کنش گیری کمپلکس، نوع پیوندهای درگیر در برهمنحوه شکل

Cheng, Jiao, & Jing, 2022)، بین  خر و رقابتأترتیب، تقدم و ت
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های دو یا چند جزئی بین اجزاء یک سیستم مورد تشکیل کمپلکس
-Tabasi, Maghami, Amiri)کند مطالعه از منظر مولکولی ارائه می

Tehranizadeh, Saberi, & Chamani, 2023)  آن که بر اساس
توان رفتار سیستم مورد مطالعه را تفسیر کرد. از دیدگاه صنایع می

کنش بین ترکیبات موجود در یک ساختار غذایی، دانش مولکولی برهم
تواند در مواردی نظیر پایدارسازی ترکیبات حساس بواسطه غذایی می

ریزپوشانی کردن،  ،(Yang et al., 2023)های غذایی تشکیل کمپلکس
 ,Joye, Davidov-Pardo)هایش و زیست دسترسی ترکیبات ر

Ludescher, & McClements, 2015)های ، پایداری امولسیون

 نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران 
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بینی و تفسیر تغییرات پیش ،(Zhang, Liang, & Li, 2022)غذایی 
 Cao et al., 2021; Li et)فیزیکوشیمیایی مواد غذایی و بیوپلیمرها 

al., 2024) رقابت بین اجزاء یک ماده غذایی در حالت مدل و واقعی ،
(Cheng, Ma, Li, Yan, & Cui, 2015; Ni, Zhu, & Kokot, 

2011; Rampon et al., 2003)پذیری مواد غذایی ، هضم(Abioye, 

Obeme-Nmom, & Udenigwe, 2024)  و مواردی دیگر کاربرد
کنش های برهمبسزائی داشته باشد. لذا ضرورت پرداختن به مکانیسم

توسعه محصولات غذایی جدید با بین اجزاء یک سیستم غذایی، برای 
های منحصر به فرد، در صنعت غذا بیش از پیش احساس ویژگی

 گردد.می
ثیر أهای حسی مواد غذایی است که ترنگ یکی از مهمترین ویژگی

پسندی محصول نهایی و همچنین ادراک زیادی در پذیرش کلی و بازار
ها آنتوسیانین .(Wu, Oliveira, & Lila, 2023)طعم ماده غذایی دارد 

های طبیعی محلول در آب هستند که به وفور ای از انواع رنگدانهدسته
 Mazza)شوند های رنگی در طبیعت یافت میدر منابع گیاهی و گل

& Miniati, 2018)ها، از دو . اسکلت شیمیایی عمومی این رنگدانه
( که بصورت C( و یک حلقه هتروسیکلیک )B و Aحلقه فنلی )

اند تشکیل شده است که اصطلاحاً به آن کووالانس بهم متصل شده
ها را نیوسیانیدینهای گلیکوزیدی آگویند. فرمآنتوسیانیدین می

های گیری نوع و تعداد گروهرنامند. بر حسب قراآنتوسیانین می
، و B حلقه فنلی ای ازهای ویژههیدروکسی و متوکسی بر روی مکان

همچنین نوع قند و اسیدهای آلی متصل به کربن شماره سوم از حلقه 
Cشوند ها به انواع مختلفی تقسیم می، آنتوسیانین(Castañeda-

Ovando, de Lourdes Pacheco-Hernández, Páez-

Hernández, Rodríguez, & Galán-Vidal, 2009). سیانیدین-
( یکی از اجزاء مشهور آنتوسیانینی بوده که به CYG) 1گلیکوزید -3

جات و های آنتوسیانینی اغلب میوهوفور و به میزان بالا در عصاره
شود. ترکیبات آنتوسیانینی، علاوه بر خواص رنگی می گیاهان یافت

های دهند، دارای نقش)طیف رنگی قرمز تا آبی( که از خود بروز می
اکسیدانی، ضد قند خون بالا، های آنتیبیولوژیکی مختلفی نظیر ویژگی

، (Tsuda, Horio, Uchida, Aoki, & Osawa, 2003)ضد چاقی 
بی عروقی و عص-های محافظتی قلبیلیتضد سرطان، ضد دیابت و فعا

(Konczak & Zhang, 2004; Nichenametla, Taruscio, 

Barney, & Exon, 2006) باشند. می 
نعت پروتئین از چند جنبه در ص-های آنتوسیانینبررسی کمپلکس

استفاده از روش تشکیل کمپلکس  -1غذا حائز اهمیت است. 
ی ین برای پایدارسازی رنگدانه آنتوسیانین در مواد غذایپروتئ-آنتوسیانین

                                                           
1- Cyanidin-3-glycoside (CYG) 

2- Whey protein 

 ,Cai et al., 2022; Cortez, Luna‐Vital)در برابر عوامل خارجی 

Margulis, & Gonzalez de Mejia, 2017) ،برای این منظور .
نسبت  هاهای عاملی متنوع موجود در ساختار پروتئینبدلیل حضور گروه

 ها، تمایل و میل اتصال بسیار بالای آنتوسیانینبه دیگر درشت مولکول
های فیزیکی مختلف و متنوع با قدرت پیوندی کنشبه آنها بواسطه برهم

های اتصال آنها مشاهده شده است گوناگون ایجاد شده بین سایت
(Chung, Rojanasasithara, Mutilangi, & McClements, 

ها نشان داده است که هر چقدر ثابت اتصال این برهم. بررسی(2015
تری از مکنش و نسبت استوکیومتری بین آنها بیشتر باشد، غلظت ک

ها بهآنتوسیانین بصورت آزاد در محیط باقیمانده و اغلب آنتوسیانین
شود. در این حالت، پایداری صورت ترکیب با پروتئین دیده می

آنتوسیانین در برابر عوامل خارجی بدلیل پیوندهای فیزیکی شکل گرفته 
 ,Jahromi)گردد یابد و ساختار آن تخریب نمیبا پروتئین افزایش می

Farhoosh, Hemmateenejad, & Varidi, 2020) .2-  تغییر
های فیزیکوشیمایی و فیزیولوژیکی آنتوسیانین. برای مثال ثابت ویژگی

ها اکسیدانی آنتوسیانین در حضور پروتئینشده است که خواص آنتی
. لذا (Zheng, Zheng, Zhao, Yi, & Cai, 2021)یابد کاهش می

ثیر آن بر خواص أکنش و تداشتن اطلاعات در خصوص نوع برهم
پذیری ثیر این کمپلکس بر هضمأت -3آنتوسیانینی ضرورت دارد. 

 پروتئین که نقش بسزایی در ارزش غذایی سیستم مورد بررسی دارد
(Zheng et al., 2021). 4-  تولید بیوپلیمرهای اصلاح شده برای

در اثر این  .(Li et al., 2024)های غذایی سیونکاربرد در فرمولا
ردد، گها که بصورت کووالانس و غیر کووالانس برقرار میکنشبرهم

توان برای ها تغییر کرده، لذا میهای عملکردی پروتئینویژگی
محصولات غذایی مختلف، مواد اولیه مناسب آن را طراحی کرد. برخی 

 دهای بین آنتوسیانین و پروتئین مطالعه شده تاکنون عبارتنکنشاز برهم
 et al(Chung ,.)2کنش بین آنتوسیانین و پروتئین سرمی شیراز برهم

 ،( 2020et alJahromi ,.)3، آنتوسیانین و سرم آلبومین گاوی(2015
و آنتوسیانین و پروتئین  (Li et al., 2024)آنتوسیانین و پروتئین نخود 

. در تمامی این (Ma et al., 2022; Zheng et al., 2021)سویا 
کنش بین پروتئین و آنتوسیانین با قدرت های اتصال مطالعات، برهم

است. این امر نشان می دهد که تمایل اتصال  گوناگون تشکیل شده
باشد، آنتوسیانین به پروتئین از پروتئینی به پروتئینی دیگر متفاوت می
شان ن لذا برای هر پروتئین بصورت مجزا باید بررسی گردد. همچنین

های گوناگون هر یک از اجزاء شرکت کننده داده شده است که ویژگی
قابل  باشد. نکتههای منفرد آنها کاملاً متفاوت میکنش، با حالتدر برهم

ثیر عوامل مختلفی نظیر نوع پروتئین و أتاًمل در اینگونه مطالعات، ت

3- Bovine serum albumin (BSA) 
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، حرارت، pHهمچنین پارامترهای فیزیکوشیمیایی گوناگونی نظیر 
باشد قدرت یونی و غیره بر روی اتصال آنتوسیانین با پروتئین می

(Cortez et al., 2017) توانند اتصال آنتوسیانین به پروتئین و که می
 ثیر قرار دهند.أهای هر یک از اجزاء را تحت تمتعاقباً اصلاح ویژگی

، یک منبع پروتئینی جدید از ) L.) Lathyrus sativus 1نخود خلر
درصد پروتئین است  25باشد که حاوی خانواده حبوبات می

(Tamburino et al., 2012) ایزوله پروتئین نخود خلر دارای ارزش .
ور اسیدهای آمینه ضروری زیاد( و خواص عملکردی غذایی )بدلیل حض

اده ای مناسب جهت استفها، آن را به گزینهباشد. این ویژگیمطلوبی می
در فرمولاسیون غذایی تبدیل کرده است. این پروتئین از زیرواحدهای 

( تشکیل شده است. تعادل بین 7S) 3( و ویسیلین11S) 2اصلی لگومین
قطبی، باردار و آب دوست و آبگریز در ساختار اسیدهای آمینه قطبی، غیر 

پروتئین نخود خلر، این پروتئین را گزینه مناسب برای ساخت نانوذرات 
 ,Mehr & Koocheki)جهت محافظت از ترکیبات دیگر کرده است 

های هیدروژنی و کنشها، برهمکنشدر بین تمامی برهم .(2021
باشد کنش بین پروتئین و آنتوسیانین میترین نوع برهمآبگریز، اصلی

های فنلی از ساختار های هیدروکسی و حلقهکه از طریق گروه
ین و آبگریز در ساختار پروتئآنتوسیانین با اسیدهای آمینه آب دوست 

های ایزوله پروتئین با توجه به ویژگی .(Li et al., 2024)گردد برقرا می
کنش قوی و مناسبی با آنتوسیانین رود که برهمنخود خلر، انتظار می

 ایجاد شود.
 سیار حساس،های بیکی از روش 4سنجی فلوئورسانسروش طیف

کنش باشد که به وفور در مطالعه برهمدقیق، سریع با کاربری آسان می
بین پروتئین با دیگر ترکیبات، بصورت مکرر استفاده شده است. پایش 

جهت تعیین تغییرات ساختار  5تغییرات موضعی محیط اطراف فلوئوفور
پروتئین، تعیین نوع مکانیسم اتصال پروتئین با دیگر ترکیبات در 

های پروتئینی، بررسی ماهیت پدیده اتصال، نوع پیوندهای کمپلکس
های اتصال و پارامترهای ترمودینامیکی کنش، جایگاهدرگیر در برهم

ا دیگر روتئین بکنش از کاربردهای رایج این تکنیک در مطالعات پبرهم
 .(Jahromi et al., 2020)باشد ترکیبات می

کنش بین بررسی و مشخص کردن برهم -1هدف از این مطالعه، 
گلیکوزید با ایزوله پروتئین نخود خلر جهت امکان-3-رنگدانه سیانیدین

دانه های حاوی این رنگسنجی استفاده از این بیوپلیمر در فرمولاسیون
های خوراکی( با اهداف گوناگون نوشیدنیهای اسیدی )نظیر در محیط

کنش مشخص کردن تغییرات ساختاری پروتئین طی برهم -2باشد. می
 باشد.می

                                                           
1- Grass pea (Lathyrus sativus L.) 

2- Legumin 

3- Vicilin 

4- Fluorescence spectroscopy 

 هامواد و روش
 مواد

 .St)( از شرکت پلی فنل )CYGگلیکوزید )-3-رنگدانه سیانیدین

Hanaveien, Sandnes, Norway تهیه شد. نخود خلر از بازار تهیه )
بر های معتترکیبات از درجه آزمایشگاهی بوده و از شرکتشد. مابقی 

 خریداری شده است.

 

 هاروش

 استخراج پروتئین نخود خلر

 فیضی و همکاران روشج پروتئین از نخود خلر مطابق با استخرا
(Feyzi, Milani and Golimovahhed, 2018) .انجام شد 

 

یاندازه فلوئورسانس پروتئین  6گیری طیف نشر ذات

 گلیکوزید-3-نخود خلر در حضور و عدم حضور سیانیدین

با استفاده از دستگاه فلوریمتر  های نشر فلوئورسانسطیف
(Varian Cary Eclipse, Agilent, USA مجهز به سل )میلی 10

درجه کلوین  318و  308، 982در دماهای  7متری و ابزار کنترل دما
نانومتر تهییج شده و  280ها در طول موج گیری شد. کلیه نمونهاندازه

نانومتر ثبت  500الی  280طول موجی  طیف نشری آنها در محدوده
شد. پهنای شکاف عبور نور در هر دو حالت تهییج و نشر بر روی عدد 

های حاصل از فرونشانی نانومتر تنظیم شد. برای ثبت طیف 5
لیتر پروتئین گرم بر میلیمیلی 1فلوئورسانس پروتئین، ابتدا محلول 

 CYG (0رنگدانه های مختلف نخود خلر تهیه شد و در مقابل غلظت
مولار( تیتر شد و در هر مرحله، طیف نشر فلوئورسانس  5/4 × 10-6الی 

مربوط به فرونشانی فلوئورسانس آن ثبت گردید. بدلیل حضور فیلتر 
داخلی )منظور از فیلتر داخلی، حضور کروموفورها یا ترکیباتی است که 

 ,Shi, Wang)در محدوده طیف نشری پروتئین جذب داشته باشند 

Zhu, & Chen, 2014)ر اصلاح های نشری به روش زی، کلیه داده
  .(Jahromi et al., 2020)شدند 

𝐹𝑐𝑜𝑟 =  𝐹𝑜𝑏𝑠 ∗  10 
𝐴𝑒𝑥𝑐+𝐴𝑒𝑚

2        (1                               )  
عداد شدت نشر اصلاح شده و ترتیب ابه obsFو  corFپارامترهای 

ترتیب اعداد جذب در طول نیز به emAو  excAباشد. گیری شده میاندازه
های باشد. برای رسم نحوه اشغال جایگاهمیهای جذبی و نشری موج

جهرمی و  ، مطابق روشCYG-اتصال پروتئین در کمپلکس پروتئین
از ایزوترم اتصال لانگمیر استفاده  (Jahromi et al., 2020) همکاران

5- Fluorophores 

6- Intrinsic fluorescence spectrum 

7- Peltier 
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شد. برای این منظور، عدد یک بر ثابت اتصال بدست آمده از معادلات 
(. سپس از طریق a=1/KdKد )تقسیم شد تا ثابت تفکیک بدست آی 4

های های اتصال در غلظتفرمول زیر، میزان اشغال شدن جایگاه
 محاسبه شد. CYGمختلف 

B = 
1

1+ 
𝐾𝑑

[𝐶𝑌𝐺]

                                                         2)  (   
 

پروتئین نخود خلر در  1گیری طیف نشری همزماناندازه

 گلیکوزید-3-حضور و عدم حضور سیانیدین

های جذبی و نشری برای این منظور، بصورت همزمان طول موج
های آمینه تیروزین و تریپتوفان پروتئین نخود خلر، کروموفورهای اسید

 60و  15ترتیب جذبی و نشری آنها به( Δλکه اختلاف طول موج )جائی
این  .(Jahromi et al., 2020)یفی انجام شد نانومتر است، اسکن ط

مولار( انجام  5/4 × 10-6الی  0) CYGهای مختلف آزمون در غلظت
با استفاده از دستگاه فلوریمتر  های نشر فلوئورسانسشد. طیف

(Varian Cary Eclipse, Agilent, USA مجهز به سل )میلی 10
 متری ثبت شد.

 

پروتئین  2پراکندگی نور رزونانسیگیری طیف اندازه

 گلیکوزید-3-نخود خلر در حضور و عدم حضور سیانیدین

(، شدت نشر RLSهای پراکندگی نور رزونانسی )جهت ثبت داده
مونوکروماتورهای پروتئینی در اختلاف طول موج جذبی و نشری صفر 

(Δλ=0 ) نانومتر  700الی  220بصورت همزمان در بازه طول موجی
اختلاف پراکندگی نور رزونانسی  .(Jahromi et al., 2020) ثبت شد

-6الی  CYG (0های مختلف پروتئین در حضور و عدم حضور غلظت

های مولار( در طول موج نشر حداکثر در مقابل غلظت 5/4 × 10
های نشر گلیکوزید گزارش شد. طیف -3-گوناگون سیانیدین

 ,Varian Cary Eclipseبا استفاده از دستگاه فلوریمتر ) فلوئورسانس

Agilent, USA متری ثبت شد.میلی 10( مجهز به سل 
 

یاندازه پروتئین  3گیری طیف فلوئورسانس سه بعد

 گلیکوزید-3-نخود خلر در حضور و عدم حضور سیانیدین

بصورت ( پروتئین نخود خلر 3Dهای سه بعدی فلوئورسانس )طیف
الی  220نانومتر و نشری  540الی  220متوالی در بازه طول موج جذبی 

نانومتری طول موج جذبی انجام شد.  10نانومتر با افزایش متوالی  600
( انجام 1:1)نسبت  CYGاین آزمون در غلظت برابر پروتئین نخود و 

با استفاده  های نشر فلوئورسانسطیف .(Jahromi et al., 2020)شد 
( مجهز Varian Cary Eclipse, Agilent, USAفلوریمتر )از دستگاه 

 متری ثبت شد.میلی 10به سل 

                                                           
1- Synchronous fluorescence spectra 

2- Resonance light scattering (RLS) 

 

های فلوئورسانس ذاتی پروتئین نخود مشتق دوم طیف

 گلیکوزید-3-خلر در حضور و عدم حضور سیانیدین

های نشر فلوئورسانس پروتئین نخود خلر برای این منظور، طیف
مولار، را  5/4 × 10-6الی  0 در بازه غلظتی CYGثبت شده در حضور 

مشتق دوم گرفته و پارامتر   b 2022افزار متلب ورژن با استفاده از نرم
H  که نمادی از هیدروفوبیسیتی محیط اطراف اسید آمینه تریپتوفان

محاسبه شد.  (Mozo-Villarıas, 2002)است، بر اساس روش 
 Varianبا استفاده از دستگاه فلوریمتر ) های نشر فلوئورسانسطیف

Cary Eclipse, Agilent, USA متری ثبت میلی 10( مجهز به سل
 شد.

 

 آنالیز آماری

فاکتوریل تک ها در قالب طرح کاملاً تصادفی و آزمون کلیه داده
آنالیز شدند. مقایسه  SPSS 27افزار فاکتوره با دو تکرار توسط نرم

درصد انجام  95ها با استفاده از روش دانکن در سطح اطمینان میانگین
متلب  و Graphpad prism 10افزارهای شد. کلیه نمودارها با نرم

 رسم شد. b 2022 ورژن

 

 نتایج و بحث
 4نسمکانیسم فرونشانی فلوئورسا

بطور کلی ترکیباتی که دارای ساختار آرومتاتیک و یا آلیفاتیک با 
تعداد زیاد پیوندهای دوگانه باشند، خاصیت نشر فلوئورسانس دارند. 

ها بدلیل دارا بودن اسیدهای آمینه حلقوی نظیر تیروزین، پروتئین
باشند که ترپتوفان و فنیل آلانین، دارای خاصیت نشر فلوئورسانسی می

 های پروتئین با دیگر ترکیباتکنشاصیت برای مطالعه برهماز این خ
شکل همانطور که در  .(Joye et al., 2015)شود به وفور استفاده می

 5/4 × 10-6الی  0های مختلفی )شود، در اثر افزودن غلظتدیده می 1
به پروتئین نخود خلر، شدت نشر فلوئورسانس پروتئین  CYGمولار( از 
تواند نشانگر قدرت اتصال درصد کاهش یافت که می 22/11به میزان 

 باشد. این کاهش فرونشانی اندک با نتایج CYGکم بین پروتئین و 
کنش بین پروتئین سرم که برهم (Shi et al., 2014شی و همکاران )

دی  اند و مطالعاتگلیکوزید پرداخته-3-آلبومین گاوی و سیانیدین
که به  (de Carvalho Bertozo et al., 2020) کاروالو و همکاران

رصد اند مشابهت دارد. دبرهمکنش بین آلبومین و اکتیل گالات پرداخته
درصد افزایش  9/21نس با افزایش دما به میزان فرونشانی نشر فلوئورسا

 یافت. 

3- Three-dimensional fluorescence spectra (3D) 

4- Fluorescence quenching 
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 C25°مولار( در دماهای  5/4 × 10-6الی  0) CYGطیف های فرونشانی فلوئورسانی پروتئین نخود خلر در حضور غلظت های مختلف  -1شکل 

(A ،)C35° (B و )C45° (C) 
 باشد.لیتر میگرم بر میلیمیلی 1غلظت پروتئین نخود خلر  

Fig. 1. Fluorescence quenching spectra of grass pea protein in the presence of varying concentrations of CYG (0 to 4.5 × 

10⁻ ⁶  M) at temperatures of 25°C (A), 35°C (B), and 45°C (C) 
The grass pea protein concentration was 1 mg/mL. 

 

مله تواند به عوامل مختلفی از جاین فرونشانی نشر فلوئورسانس می
تشکیل کمپلکس در حالت پایه، فرونشانی ناشی از برخورد ذرات، تبادل 

و غیره ارتباط داشته باشد که اغلب مکانیسم  1انرژی در حالت برانگیخته
کنند می بندیها را به دو دسته استاتیک و دینامیک تقسیماین واکنش

(Van de Weert & Stella, 2011). 
برای اثبات مکانیسم فرونشانی فلوئورسانس پروتئین نخود خلر  

های اصلاح شده نشر فلوئورسانس را بر داده ،CYG ناشی از تماس با
ولمر است برازش داده و -معادله زیر که معروف به معادله استر

 کنیم. پارامترهای حاصل از فرونشانی را بررسی می
𝐹0

𝐹
= 1 + 𝐾𝑆𝑉⌈𝑄⌉ = 1 +  𝐾𝑞𝜏0⌊𝑄⌋  (3       )                    

ترتیب بیانگر به 𝜏0و  0F ،F، 𝐾𝑆𝑉 ،⌈𝑄⌉  ،𝐾𝑞که در این معادله، 
شدت نشر فلوئورسانش در طول موج نشری حداکثر برای پروتئین نخود 

غلظت خاموش ولمر، -، ثابت استرCYGخلر در عدم حضور و حضور 
و عمر زنده  3(، ثابت سرعت فرونشانی زیست مولکولیCYG) 2کننده
ت سا ترکیبات زیست مولکولی بدون هرگونه خاموش کننده )برابر 4مانی
𝐾𝑞باشند. ثانیه( می 10-8با  شاخصی بسیار مناسبی برای تعیین   

که عدد آن باشد که در صورتیمکانیسم فرونشانی پروتئین و لیگاند می
مولار ثانیه بیشتر باشد، مکانیسم فرونشانی از نوع  بر 2 × 1010از 

باشد. همچنین صورت از نوع دینامیک میاستاتیک بوده و در غیر این
ترتیب اعدد ثابت مذکور با افزایش دما، افزایش و یا کاهش یابند، بهاگر 

مکانیسم فرونشانی فلوئورسانس از نوع دینامیک )بدلیل تسریع برخورد 

                                                           
1- Excited-state reaction 

2- Quencher 

 & Van de Weert)باشد بین پروتئین و لیگاند( و استاتیک می

Stella, 2011).  شود، ثابت مشاهده می 1جدول همانطور که در𝐾𝑞 
 × 1210در دمای محیط برابراست با  CYG-برای کمپلکس پروتئین

برمولار ثانیه بیشتر است، لذا  2 × 1010بر مولار ثانیه که از عدد 53/2
 توان انتظار داشت که مکانیسم فرونشانی از نوع استاتیک باشد. می

شود با افزایش دما، مشاهده می 𝐾𝑞با توجه به روند تغییرات ثابت 
یابد که خلاف فرونشانی افزایش می 𝐾𝑞مقادیر ثابت که با افزایش دما 

 Jahromi etجهرمی و همکاران )استاتیک است. این نتایج با نتایج 

al., 2020) کنش بین پروتئین سرم آلبومین گاوی و که به برهمCYG 
که  (Geng et al., 2020اند و نتایج جنگ و همکاران )پرداخته

عه کنش بین ترکیبات فلاونوئیدی و پروتئین بتالاکتوگلوبولین مطالبرهم
اند مشابهت دارد و بیانگر این مطلب است که مکانیسم فرونشانی، کرده

 باشد.های استاتیک و دینامیک مینیسماز نوع ترکیب مکا
 

-پارامترهای اتصال در کمپلکس پروتئین نخود خلر

 گلیکوزید-3-سیانیدین

-برای دستیابی به پارامترهای اتصال کمپلکس پروتئین نخود خلر
CYGهای فرونشانی فلوئورسانس ثبت شده را بر معادله دو ، داده

  .دهیمشده است برازش می( که در زیر نشان داده 4لگاریتمی )معادله 
 
 

3- Biomolecular quenching 

4- Lifetime 

 طول موج طول موج طول موج

شر
ت ن

شد
شر 

ت ن
شد
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𝐿𝑜𝑔 [
𝐹0−𝐹

𝐹
] = 𝑙𝑜𝑔 𝐾𝑏 + 𝑛𝑙𝑜𝑔[𝑄]  (4)                      

ترتیب عبارتند از ثابت اتصال و تعداد به nو   𝐾𝑏که در این معادله، 
 بسیار خوبی بین مقادیرهای اتصال. یک ارتباط خطی سایت

𝐿𝑜𝑔 [
𝐹0−𝐹

𝐹
 (.93/0برابر است با  2Rبرقرار شده است ) 𝑙𝑜𝑔[𝑄]و  [

با پروتئین نخود خلر  CYGهای اتصال های اتصال و تعداد سایتثابت
شود، تعداد نشان داده شده است، همانطور که مشاهده می 1جدول در 
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است که  1نزدیک به عدد CYG -کمپلکس پروتئینهای اتصال سایت
بیانگر این واقعیت است که در پروتئین نخود خلر تنها یک جایگاه برای 

توان انتظار داشت که نوع وجود دارد و احتمالاً می CYG اتصال
کنش از نوع تعاونی باشد. بعبارت دیگر اتصال یک مولکول از برهم

CYG ثیر قرار دهد )اتصالات أتحت ت، اتصال مولکول دیگر از آن را
 .(Van de Weert & Stella, 2011)لیگاندها وابسته به هم هستند( 

 Allahdad, Varidi, Zadmard) الله داد و همکاران این نتایج با نتایج

& Saboury, 2018; Allahdad, Varidi, Zadmard, Saboury 

& Haertlé, 2019) تئینپرو های بین بتاکاروتن با وکنشکه به برهم
 CYG اند مطابقت دارد. ثابت اتصالپرداختهو سرمی شیر کازئین  های

آورده شده است که  1جدول در  C°25 به پروتئین نخود خلر در دمای
بر مولار. این عدد که بیانگر ثابت اتصال ضعیف  73/1×310عبارتست از 

CYG  به پروتئین نخود خلر است، که با درصد اندک فرونشانی نشر
همخوانی دارد. همانطور که  1شکل فلوئورسانس نشان داده شده در 

به  73/1از  C°45 ،bKبه  25شود، با افزایش دما از مشاهده می
دهنده تضعیف بر مولار کاهش یافته است. این روند نشان 35/1×310

ر باشد و دلالت ببه پروتئین نخود خلر با افزایش دما می CYGاتصال 
و پروتئین نخود خلر  CYGکنش بین ماهیت آنتالپی محور بودن برهم

بین  کنشدارد که تضعیف شونده با دما هستند. با توجه به نوع برهم
CYG  خلر که از نوع هیدروژنی است )بر اساس تغییر و پروتئین نخود

های ترمودینامیکی در بخش بعد اثبات شده است( و از علامت پارامتر
بوده  1های هیدروژنی از نوع گرمادهکه ثابت شده است که پیوندآنجایی

های گرماده با افزایش دما تضعیف و تخریب کنشو مانند دیگر برهم
، کاهش (Fennema, Damodaran, & Parkin, 2017b)شوند می

دهنده تشخیص گردد و نشانهای اتصال با افزایش دما توجیه میثابت
و پروتئین نخود  CYGکنش هیدروژنی بین صحیح و درست نوع برهم

که در بخش بعد بر اساس علامت پارامترهای ترمودینامیکی تعیین شده 
یش های پکنشاشد. این روند، عکس اتفاقیست که در برهمباست می

د دههای گرماگیر هیدروفوبی رخ میکنشنظیر برهم 2رونده با آنتروپی
(Fennema et al., 2017b; Jahromi et al., 2020) این کاهش .

و  (Li et al., 2018لی و همکاران ) ثابت اتصال با افزایش دما با نتایج
که به  (Tang, Li, Bi, & Gao, 2016) تانگ و همکاران

اند پرداخته CYGهای بین پروتئین با ترکیبات فلاونوئیدی و کنشبرهم
های اتصال بدست آمده از معادله دو ین کاهش ثابتمطابقت دارد. ا

های (، با میزان فرونشانی فلوئورسانس در دما4لگاریتمی )معادله 
قدری متفاوت است. علت این امر، نوع مکانیسم  (1)شکل مختلف 

و پروتئین نخود  CYGکنش بین فرونشانی فلوئورسانس در برهم
بر  ،1 شکلهای حاصل از فرونشانی فلوئورسانس در دهباشد. از دامی

                                                           
1- Exothermic 

های های ثابتدو پارامتر مهم و کلیدی بنام 4و 3اساس معادلات 
آید که بر اساس مکانیسم ( بدست می𝐾𝑏( و اتصال )𝐾𝑞فرونشانی )

توانند با افزایش دما، افزایش و کاهش یابند. در صورتیفرونشانی می
که مکانیسم فرونشانی از نوع استاتیک باشد، با افزایش دما ثابت 

کنش که نوع برهمیابد اما ثابت اتصال در صورتیفرونشانی کاهش می
بین لیگاند و پروتئین گرماده )مانند پیوندهای هیدروژنی( باشد کاهش 

(Li et al., 2018; Tang et al., 2016) که گرماگیر و در صورتی
 ,.Guo et al)یابد های آبگریز( باشد، افزایش میکنش)مانند برهم

2025; Li et al., 2018; Meng et al., 2021)که . در صورتی
مکانیسم فرونشانی از نوع ترکیب استاتیک و دینامیک باشد، با افزایش 

کنش از که برهمدما، ثابت فرونشانی افزایش اما ثابت اتصال درصورتی
 ,Fenner)نوع گرماده )مانند پیوندهای هیدروژنی( باشد کاهش 

Reynolds, & Basu, 2020; Geng et al., 2020; Jahromi et 

al., 2020) های آبگریز(کنشکه گرماگیر )مانند برهمو در صورتی 

 ,Fenner et al., 2020; Peng, Wang, Qi) یابدباشد افزایش می

Su, & He, 2016; Tian et al., 2012) لذا درست است که با .
افزایش دما شدت فرونشانی نشر بیشتر شده است اما بر حسب نوع 

های مکانیسم فرونشانی و نوع پیوند بین لیگاند و پروتئین، ثابت
 ابند و افزایش شدت فرونشانی همیشهیفرونشانی و اتصال تغییر می

منجر به افزایش ثابت اتصال با دما نخواهد شد که این امری واضح و 
 باشد.رایج می

 

کنش در کمپلکس پارامترهای ترمودینامیکی و نوع برهم

 گلیکوزید-3-سیانیدین-پروتئین نخود خلر

 -نوع نیروهای پیوندی درگیر در کمپلکس پروتئین نخود خلر
CYG  ( 5را بر اساس معادله معروف به معادله ونت هوف )معادله

 محاسبه شد.

ln 𝐾𝑏 =  − (
𝛥𝐻

𝑅𝑇
) +  (

𝛥𝑆

𝑅
)   (5                                        )  

  𝛥𝐺 =  𝛥𝐻 − 𝑇𝛥𝑆 =  −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝑏   (6                            )  
ترتیب عبارتست از به Tو  𝛥𝐻 ،𝛥𝑆 ،𝛥𝐺 ،Rدر این معادله، 

ژول بر  314/8ها )آنتاالپی، آنتروپی، انرژی آزاد گیپس، ثابت جهانی گاز
باشد. یک رگرسیون خطی مول کلوین( و دما بر حسب درجه کلوین می

و عکس دما بر حسب درجه کلوین  blnKبا برازش خیلی خوب بین 
مقادیر ها و (. بطور کلی، بر اساس علامت2R 0.99 =برقرار شده است )

ر کنش بین ذرات را تعیین کرد. دتوان نوع برهمآنتالپی و آنتروپی می
کنش که مقادیر آنتالپی مثبت و آنتروپی نیز مثبت باشد، برهمصورتی

که مقادیر آنتالپی باشد. در صورتیغالب از نوع آبگریز یا هیدروفوبی می
دروژنی یا هی کنش غالب واندروالس وو آنتروپی هر دو منفی باشند، برهم

2- Entropy driven 
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که آنتالپی منفی و آنتروپی مقادیر مثبت باشد، باشد. در صورتیمی
 ,Ross & Subramanian)کنش از نوع الکتروستاتیک است برهم

1981; Shi et al., 2014) جدول. مقادیر پارامترهای ترمودینامیکی در 
( و مقادیر صفر - 42/18آورده شده است. مقادیر منفی آنتالپی ) 1

شود. با توجه دیده می CYGکنش پروتئین نخود خلر با آنتروپی در برهم
کنش از توان نتیجه گرفت که برهمبه منفی بودن مقادیر آنتالپی، می

باشد. با کنش آبگریز یا هیدروفوبی نمینوع گرماده بوده لذا از نوع برهم
های هیدروژنی و الکتروستاتیکی کنشتوجه به این نکته که برهم

ش یکی از کنتوانند مقادیر آنتالپی آنها منفی باشد ممکن است برهممی
تاتیک های الکتروسکنشاین دو مورد باشد. با توجه به این نکته که برهم

باشد و در کیلوژول بر مول می 20الی  0اغلب مقادیر آنتالپی آنها بین 
انواع قوی آن همراه با مقادیر بالا و مثبت آنتروپی بوده، با توجه به 

رود کنش انتظار میبالا در این نوع برهم -42/18مقادیر منفی آنتالپی 
مقادیر بسیار بالا از آنتروپی دیده شود، لذا با توجه به مقادیر صفر 

د خلر و وآنتروپی، احتمال برقراری پیوند الکتروستاتیک بین پروتئین نخ
CYG باشد )هر دو ترکیب در بسیار اندک میpH 3  تقریباً دارای بار

مثبت بوده و دافعه الکتروستاتیکی بین آنها برقرار است(. از طرفی دیگر، 
کیلوژول بر مول  30آنتالپی پیوندهای هیدروژنی اغلب بین صفر الی 

زء مقادیر ج CYG -کنش پروتئین نخود خلربوده، لذا مقدار آنتالپی برهم
باشد. همچنین در ها نمیکنشبالای آنتالپی در این نوع برهم

ها کاهش های هیدروژنی، اغلب آزادی عمل حرکت مولکولکنشبرهم
لیگاند -یافته و در برخی از موارد، مولکول آب از سطح کمپلکس پروتئین

شود( که در چنین شود )لیگاند جایگزین آب در سطح پروتئین میآزاد می
رایطی ممکن است اثرات ناچیز آنتروپی خنثی شود و مقادیر آن به ش

صفر نزدیک شود. این استدلال با تغییرات بسیار اندک ساختار سوم 
های هیدروژنی ( )معمولاًًٌ برهم کنش4و  3شکل پروتئین نخود خلر )

و آزادی  (Fennema et al., 2017b)ه ساختار پروتئین را پایدار کرد
کنند( که قابل صرف نظر کردن است تر میعمل جهت تحرک آن را کم

و نمادی از تغییرات آنتروپی بوده و همچنین با پایداری بیشتر ساختار 
خوانی دارد. لذا های هیدروژنی همکنشپروتئین در اثر ایجاد برهم

کنش از نوع برهم CYG-کنش بین پروتئین نخود خلراحتمالاً، برهم
 جهرمی و همکاران باشد. این نتایج با موارد مشابه نظیرهیدروژنی می

(Jahromi et al., 2020) شی و همکاران و (Shi et al., 2014)  که
ش کناند و نوع برهمآنتوسیانین را بررسی کرده-کمپلکس های پروتئین

 اند مطابقت دارد.را از نوع هیدروژنی گزارش کرده

 

بررسی تغییرات ساختاری پروتئین نخود خلر در 

های همزمان گلیکوزید توسط طیف-3-حضور سیانیدین

 فلوئورسانس

های فرونشانی فلوئورسانس همزمان برای مطالعه استفاده از طیف
محیط اطراف مولکولی نزدیک به اسیدهای آمینه تیروزین و تریپتوفان 

باشد. برای این منظور، از فواصل اختلاف طول موج بسیار رایج می
ترتیب برای پایش محیط اطراف نانومتر به 60و  15جذبی و نشری 

گردد مولکولی نزدیک به اسید آمینه تیروزین و تریپتوفان استفاده می
(Shahsavani et al., 2016). انی تدریجی نشر فلوئورسانس فرونش

 3شکل در  CYGهای مختلف پروتئین نخود خلر در حضور غلظت
شود، شدت نشر فلوئورسانس آورده شده است. همانطور که مشاهده می

نانومتر که نمادی از پایش محیط اطراف اسید آمینه  60معادل  Δλدر 
 Δλن )به مراتب از اسید آمینه تیروزی تریپتوفان در ساختار پروتئین است

نانومتر( بیشتر است. این امر بیانگر مشارکت بیشتر اسید آمینه 15برابر با 
د. همانطور باشتریپتوفان در ایجاد نشر ذاتی فلوئورسانس پروتئین می

( دیده می شود، شدت نشر فلوئورسانس در Bو  A) 3شکل که در 
کاهش یافته و طول موج حداکثر  CYGهای مختلف ظتحضور غل

های کوتاهتر )جابجایی آبی( جابجا شده نشری، اندکی به طول موج
دهد که قطبیت محیط اطراف اسیدهای است. این اتفاق زمانی رخ می

آمینه تریپتوفان و تیروزین کاهش یابد و بدرون ساختار پروتئین مهاجرت 
خوردگی موضعی پروتئین در اثر اتصال دهنده تایابد. این امر نشان

CYG باشد می(Amani, Reza Saberi, & Khan Chamani, 

ی و و. این نتایج جابجایی آبی طول موج حداکثر نشری با نتایج (2011
برکت و و  (Wei, Xu, Zhang, Yang, & Wang, 2018)همکاران 

مطابقت دارد. لذا ساختار پروتئین  (Barakat & Patra, 2013پاترا )
اندکی باز شده و در مرحله بعد دچار تاخوردگی موضعی اطراف این 

های آمینه شده است. بهمین دلیل، کاهش شدت نشر و جابجایی اسید
که شود. در صورتیآبی در طول موج حداکثر نشر فلوئورسانس دیده می

نشر  دلیل افزایش ضریبدر اثر اتصال لیگاند تاخوردگی کامل رخ دهد، ب
کوانتومی پروتئین در این حالت، شدت نشر آن افزایش یافته و این 
افزایش با جابجایی آبی در طول موج حداکثری نشر فلوئورسانس دیده 

دی کیاین کاهش شدت نشر فلوئورسانس تأ .(Royer, 2006)شود می
تاخوردگی موضعی نسبت به تاخوردگی کامل در ساختار بر ایجاد 

کل شباشد. سرعت فرونشانی نشر فلوئورسانس همزمان در پروتئین می
3 (Cآورده شده است. همانطور که مشاهده می ) شود، شیب نمودار

باشد می 60بیشتر از  Δλ 15فرونشانی نشر فلوئورسانس همزمان در 
های نزدیک به حضور تیروزین نسبت به مکان CYGگر اتصال که بیان

ور های آمینه نزدیک به مکان حضبه تریپتوفان )منظور اتصال به اسید
های آمینه تیروزین در ساختار پروتئین است( در ساختار پروتئین اسید
های . در طیف(Jahromi et al., 2020; Shi et al., 2014)باشد می

و  330ذاتی نشر فلوئورسانس پروتئین، شدت نشر در طول موج نشری 
یر های قطبی و غترتیب نمادی از نشر پروتئین در محیطنانومتر به 350
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های بعبارت دیگر طول موج .(Allahdad et al., 2020)باشد قطبی می
ترتیب نمادی از ساختار طبیعی و نانومتر، به 350و  330نشری 

دت باشند. لذا، از نسبت شطبیعی شده )دناتوره شده( پروتئین میغیر
یرات ها، برای بررسی تغینشر فلوئورسانس پروتیئین در این طول موج

( D) 3شکل  گردد. همانطور که درساختاری در پروتئین استفاده می
نانومتر با افزایش غلظت  330به  350شود، شدت نشر مشاهده می

CYGکه در آخرین ، ابتدا افزایش و سپس روند کاهشی دارد بطوری
، مقدار این نسبت اندکی کمتر از نسبت پروتئین نخود CYGغلظت 
اولیه افزودن های دهد که در غلظتباشد. این مطلب نشان میخلر می
CYG  به پروتئین نخود خلر، ابتدا ساختار پروتئین نخود خلر دناتوره

نانومتر( و سپس با افزایش  330به  350شده )افزایش نسبت شدت نشر 
های ایجاد شده )از نوع کنشدر ادامه، در اثر برهم CYGغلظت 

هیدروژنی که در بخش قبل اثبات شد( دچار تاخوردگی موضعی در 
نانومتر که  330به  350که شدت نشرپروتئین شده است بطوری ساختار

نمادی از دناتوره شدن و باز شدن ساختار پروتئین است، از پروتئین 
طبیعی به تنهایی کمتر است. البته اختلاف این نسبت، در بالاترین 

افزوده شده به پروتئین نخود خلر و پروتئین نخود خلر به  CYGغلظت 
تنهایی زیاد نبوده و نشان از تغییرات بسیار اندک ساختاری در پروتئین 

های آبی اندک طول موج حداکثر نشری در دارد. این نتایج با جابجایی
های سه بعدی های همزمان نشری فلوئورسانس و طیفطیف

همچنین تغییرات ساختاری اندک آن با فلوئورسانس مطابقت دارد. 
کنش هیدروژنی و ثبات ساختار مفاهیم مطرح شده در نوع برهم

 پروتئینی در اثر آن، نیز همخوانی دارد.

 

 
 × 10-6الی  CYG (0های مختلف لیتر( در حضور غلظتگرم بر میلیمیلی 1های فرونشانی فلوئورسانس همزمان پروتئین نخود خلر )طیف -3شکل 

(. تغییرات نسبت C) 60و  15های  Δλمقایسه کاهش شدت فرونشانی نشر فلوئورسانس همزمان در (. B) 60و ( A) 15های  Δλمولار( در  5/4

( در Dمولار( ) 5/4 × 10-6الی  0) CYGهای مختلف نانومتر در حضور غلظت 330به  350های شدت فلوئورسانس ذاتی پروتئین در طول موج
 دمای محیط

Fig. 3. Synchronous fluorescence quenching spectra of grass pea protein (1 mg/mL) in the presence of different 

concentrations of CYG (0 to 4.5 × 10⁻ ⁶  M) at Δλ values of 15 (A) and 60 (B). Comparison of the decrease in synchronous 

fluorescence emission quenching intensity at Δλ values of 15 and 60 (C). Changes in the intrinsic fluorescence intensity ratio 

(350 nm/330 nm) of the protein in the presence of varying concentrations of CYG (0 to 4.5 × 10⁻ ⁶  M) (D). 
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مولارCYG (10-6 × 5/4  ) (A)( و عدم حضور Bدر حضور )لیتر( گرم بر میلیمیلی 1های فلوئورسانس سه بعدی پروتئین نخود خلر )طیف -4شکل 

 (=3pHدر دمای محیط )

Fig. 4. Three-dimensional fluorescence spectral of grass pea protein (1 mg/mL) in the presence (B) and absence (A) of CYG 

(4.5 µM) at room temperature (pH 3) 

 

در مولارCYG (10-6 × 5/4  )لیتر( در حضور و عدم حضور گرم بر میلیمیلی 1) پروتئین نخود خلرتغییرات طیف فلوئورسانس سه بعدی  -2جدول 

 (=3pHدمای محیط )

Table 2. Three-dimensional fluorescence spectral changes of grass pea protein (1 mg/mL) in the presence and absence of 

CYG (4.5 µM) at room temperature (pH 3). 

Systems 

 سیستم

Peak 1 
)emλ-ex(λ  

 1پیک 

λ Δ 

 نشری-اختلاف موج جذبی

Emission intensity 

 شدت نشر

Peak 2 
)emλ-ex(λ  

 2پیک 

λ Δ 

 نشری-اختلاف موج جذبی
Emission intensity 

 شدت نشر

Pea  280-328 nm 48 nm 323.48 230-327.07 nm 97.07 nm 164 
Pea-CYG 280-316 nm 36 nm 296.59 230-316 nm 86 nm 159.63 

 

بررسی تغییرات ساختاری پروتئین نخود خلر در 

های سه بعدی گلیکوزید توسط طیف-3-سیانیدینحضور 

 فلوئورسانس

های دقیق برای بررسی تغییرات ساختار سوم پروتئین، یکی از روش
باشد. جابجایی در طول موج های سه بعدی نشر فلوئورسانس میطیف

حداکثر جذبی و نشری و فرونشانی شدت نشر فلوئورسانس آنها، نمادی 
های های متعددی در طیفباشد. پیکن میاز تغییرات ساختاری پروتئی

ای هستند. این شود که هر یک حاوی اطلاعات ویژهسه بعدی دیده می
(، پیک ex= λ emλ)پیک الف( ) 1ها عبارتند از پیک پراکندگی رایلیپیک

 1( )پیک ب (، پیک فلوئورسانس ex=2 λ emλ) 2پراکندگی مرتبه دوم
وفان یدهای آمینه تیروزین و تریپتکه مرتبط به تغییرات محیط اطراف اس

 ( nm=  exλ 280است )

( که مربوط به تغییرات nm=  exλ 230) 2و پیک فلوئورسانس 
، باشد. همچنینپپتیدی پروتئین )پیوندهای آمیدی( میاسکلت پلی

شدت نشر فلوئورسانس همبستگی خوبی با تغییر ساختار دوم پروتئین 

                                                           
1- Rayleigh scattering peak 

2- The second-order scattering peak 

 1 شکلو  4شکل ر همانطوری که د .(Jahromi et al., 2020)دارد 
شود، کاهش شدت نشر فلوئورسانس و جابجایی آبی مشاهده می

های کوتاهتر( در طول موج حداکثر نشری در )جابجایی به طول موج
های عاملی نظیر کربونیل، ، بیانگر حذف گروه2و  1هر دو پیک 

هستند و کاهش  3های پایهیدروکسیل و آمین که دارای الکترون
باشد. این در ساختار می 4نژوگههای آروماتیک و پیوندهای کحلقه

ایی با قطبیت هتغییرات بدلیل جابجایی اسید آمینه تریپتوفان به محیط
 Sattar et)باشد دهنده تاخوردگی موضعی پروتئین میکمتر که نشان

al., 2012) های همزمان نشری کاملاً مطابقت دارد.که با نتایج طیف 

در  (2 )جدولهمچنین فرونشانی بسیار اندک شدت نشر فلوئورسانس 
هر دو پیک، بیانگر تغییرات اندک ساختار دوم در پروتئین نخود خلر در 

جهرمی و همکاران  باشد که شباهت زایدی با نتایجمی CYGتماس با 
(Jahromi et al., 2020) .دارد 

 

3- π-electron systems 

4- Conjugated bonds 

A B 
 پیک الف

 پیک ب
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بررسی تغییرات ساختاری پروتئین نخود خلر در 

های گلیکوزید توسط مشتق دوم طیف-3-حضور سیانیدین

 فلوئورسانس

ثر ؤهای نشر فلوئورسانس، تکنیکی ماستفاده از مشتق دوم طیف
ییرات اندک در محیط پیرامون اسیدهای آمینه تیروزین و برای پایش تغ

نانومتر است  280تریپتوفان در مواردی که طول موج تهییج پروتئین 
ویژه توان حضور اسیدهای آمینه حلقوی بهباشد. با این روش میمی

ن هایی با درجه آبگریزی مختلف تعییاسید آمینه تریپتوفان را در محیط
بعبارت دیگر، میزان تاخوردگی و باز  .(Mozo-Villarıas, 2002)کرد 

 پروتئین با این روش قابل تشخیص است.شدن ساختار 

 

 
( در حضور غلظتB) H( و تغییرات پارامتر Aلیتر( )گرم در میلیمیلی 1های فرونشانی فلوئورسانی پروتئین نخود خلر )مشتق دوم طیف -5ل شک

 C25°مولار( در دماهای  5/4 × 10-6الی  0) CYGهای مختلف 
Fig. 5. Second derivative of fluorescence quenching spectra of grass pea protein (1 mg/mL) (A) and H parameter changes (B) 

in the presence of different concentrations of CYG (0 to 4.5 × 10⁻ ⁶  M) at 25°C 

 

تعریف شده است که عبارتست  Hبرای این منظور، پارامتری بنام 
از اختلاف بین حداقل شدت نشر فلوئورسانس در نواحی طول موجی 

نانومتر نسبت به اختلاف  370نانومتر و شدت نشر در پیک  320-350
بین حداقل شدت نشر فلوئورسانس حداقلی در نواحی طول موجی 

ننشا Hنانومتر. پارامتر  400نانومتر و شدت نشر در پیک  320-350
های آمینه حلقوی دهنده تغییرات آبگریزی محیط پیرامون اسید

 هایباشد. مشتق دوم طیفبخصوص اسید آمینه تریپتوفان می
های فرونشانی نشر فلوئورسانس پروتئین نخود خلر در مقابل غلظت

آورده شده است. همانطور که مشاهده  5شکل در  CYGگوناگون 
، CYGبا افزایش غلظت  Hبرآیند روند تغییرات پارامتر  شود،می

باشد. این نتایج حاکی از افزایش آبگریزی محیط پیرامون صعودی می
اسید آمینه تریپتوفان ناشی از تاخوردگی موضعی پروتئین نخود خلر در 

باشد. این نتیجه با نتایج تغییرات ساختاری می CYGحضور رنگدانه 
(، B و A) 3شکل ونشانی فلوئورسانس همزمان )های فرپروتئین )طیف

و تغییرات نسبت شدت  (4)شکل های سه بعدی فلوئورسانس طیف
نانومتر  330به  350های فلوئورسانس ذاتی پروتئین در طول موج

خوانی دارد و تائید املاً همک CYG(( در حضور ترکیب D) 3شکل )
 رانعبدالله پور و همکا باشد. این نتایج با نتایجکننده آن نتایج می

(Abdollahpour, Soheili, Saberi, & Chamani, 2016)  مطابقت
 دارد.

 

پروتئین نخود بررسی طیف پراکندگی نور رزونانس 

 گلیکوزید-3-خلر در حضور سیانیدین

که اغلب برای  ، روشی استRLSپراکندگی نور رزونانس یا 
تشخیص تجمعات مولکولی ریز و بزرگ کروموفورهایی که بدلیل خود 

ها، تشکیل ساختارهای بزرگ دارای تجمعی یا تجمع با دیگر مولکول
ات کروموفوری رخ دهند )در برخی موارد تجمعمی قوی RLSسیگنال 

داشته  RLSدهد اما اندازه آن به نحوی نیست که سیگنال قوی می
، با اندازه ذرات و حجم هر ذره RLSگردد. لذا مفهوم باشد(، استفاده می

مورد مطالعه، ارتباط خطی مستقیم  از ترکیبات موجود در یک سیستم
کمپلکس پروتئین نخود  RLS. نتایج (Sattar et al., 2012) دارد
گردد آورده شده است. همانطور که مشاهده می 6شکل در  CYG -خلر

دارای دو پیک ماکزیمم در طول  RLSهای (، طیفA 6شکل )
ترتیب بیانگر تجمعات باشند. که بهنانومتر می 472و  405های موج

باشند می CYG-تر در کمپلکس پروتئین نخود خلرریزتر و درشت
(Pasternack & Collings, 1995).  با افزایش غلظتCYG  5/0تا 

، ابتدا بدلیل تشکیل کمپلکس پروتئین نخود (B 6شکل ) میکرومولار
از طریق پیوند هیدروژنی )ثابت شده از بخش قبل(، اندازه  CYG-خلر

در  RLSفته، لذا شدت نشر بیشتری از ذرات پروتئین اندکی افزایش یا
شود که حاکی نانومتر دیده می 472هر دو طول موج بویژه در طول موج 
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 CYGهای باشد. در ادامه با افزایش غلظتاز تجمعات کنترل شده می
شود دیده می RLSمیکرو مولار، کاهش شدت  4الی  1در بازه غلظتی 

-پلکس پروتئین نخود خلرکه بیانگر کاهش اندازه ذرات و تجمعات کم
CYG باشد. این امر احتمالاً بدلیل نحوه اتصال میCYG  به پروتئین

به سطح پروتئین  CYGهای نخود ارتباط دارد که ممکن است مولکول

های آبگریز موجود در سطح پروتئین طوری متصل شده باشند که گروه
و پروتئین  CYGکنش بین پوشانده شده است. با توجه به اینکه برهم

های اتصال پیوندهای نخود خلر از نوع هیدروژنی بوده و مکان
ای را توان چنین پدیدههیدروژنی اغلب در سطح پروتئین می باشد، می

 انتظاری داشت. 
 

 
مولار( در طول موج  5/4 × 610الی  0) CYGمیلی گرم بر میلی لیتر( در حضور غلظت های مختلف  1پروتئین نخود خلر ) RLS( B( و روند تغییرات )Aطیف ها ) .6شکل 

 (.Cایزوترم اتصال لانگمیر در دمای محیط )   نانومتر در دمای محیط. 472نشری 
Figure 6. (A) Spectra and (B) variation trends of RLS (resonance light scattering) of grass pea protein (1 mg/mL) in the presence of 

different concentrations of CYG (0 to 4.5 × 10⁻ ⁶  M) at emission wavelength of 472 nm at room temperature. Langmuir binding 
isotherm at room temperature (C) 

 

توان به دافعه می RLSاز دیگر دلایل کاهش میزان 
)در گلیکوزید -3-الکترواستاتیکی ناشی از بار مثبت ترکیبات سیانیدین

pH 3 توسیانین کتال در آنسهم ترکیب کاتیون فلاویلیوم از ترکیب همی
مثبت است  CYGبیشتر بوده و چون بار مثبت دارد لذا بار 

(Brouillard, 1982))  و پروتئین نخود خلر درpH 3  نیز اشاره کرد که
دهد. تمایل اتصال قوی به هم ندارند و تمایل به تجمعات را کاهش می

 ,Mohseni-Shahri) محسنی شهری و همکاران این نتایج با نتایج

Housaindokht, Bozorgmehr, & Moosavi-Movahedi, 

مطابقت دارد. این محققان بیان کردند که کاهش بار منفی در  (2014
منجر به  ن(سطح پروتئین )و متعاقباً افزایش بار مثبت سطح پروتئی

شود. اثبات شده است که یکی از کاهش میزان تجمعات پروتئین می
-پروتئین هایکنشثر در ایجاد تجمعات پروتئینی، برهمؤعوامل م

 باشدهای آبگریز سطحی در پروتئین میپروتئین از سمت گروه

(Fennema, Damodaran, & Parkin, 2017a)که . در صورتی
 CYGکنش با میزان سطوح آبگریز سطحی پروتئین بواسطه برهم

کاهش یابد، متعاقباً تجمعات آنها از سمت آبگریز سطحی کاهش و لذا 
یابد. نکته دیگری که در این محدوه غلظتی نیز کاهش می RLSشدت 

شود، اندکی جابجایی قرمز طول موج حداکثر مشاهده می CYGاز 
باشد که به تجمعات های بلندتر میبه طول موج RLS نشری در

، این جابجایی طول موجی (Sattar et al., 2012)پروتئینی اشاره دارد 
باشد که علت نمی RLSمحدوده غلظتی همراه با افزایش شدت در این 

تنها تجمعاتی که اندازه آنها در حدی باشدکه  RLSآن این است که 
 ,.Sattar et al)تواند نشان دهد نور فلوئورسانس را پراکنده کنند می

به پروتئین، به  CYGمیکرومولار، با افزودن  5/4. در غلظت (2012
یابد. این اتفاق ممکن است بدلیل افزایش می RLSیکباره شدت 

بر روی سطح پروتئین و رسیدن به حد آستانه  CYGافزایش قرار گیری 
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های پروتئینی بهم و ی نزدیک کردن مولکولبرا CYGغلظتی از 
 CYGهای پروتئین با کنشتشکیل تجمعات پروتئینی از طریق برهم

اند مانند در غلظت بالا توانسته CYGهای باشد. بعبارت دیگر، مولکول
ند و ها را بهم متصل کنها عمل کنند و این مولکولپلی بین پروتئین

پروتئین گردند که با افزایش  سبب ایجاد تجمعات بزرگ در ساختار
شوند. این افزایش تجمعات پروتئینی در اثر دیده می RLSشدت 

 ,.Jahromi et al) جهرمی و همکاران پیوندهای هیدروژنی با نتایج

کنش پروتئین سرم آلبومین گاوی و رنگدانه که به برهم (2020
ن این مطالعه نشاگلیکوزید پرداخته است شباهت دارد. در -3-سیانیدین

به پروتئین سرم  CYGهای بالاتر رنگدانه داده شده است که در غلظت
م های سر(، رنگدانه مانند پلی، پروتئین1به  13آلبومین گاوری )نسبت 

آلبومین گاوی را بهم متصل کرده و سبب ایجاد ساختارهای تجمعی 
 ن نتایجیپروتئین شده و اندازه ذرات کمپلکس افزایش یافته است. همچن

نیز افزایش تجمعات  (Sarzehi & Chamani, 2010) سرزهی و چمنی
 ای دیگردر مطالعه کند.کنش با لیگاند را تائید میپروتئینی ناشی از برهم
 ,Rahnama, Mahmoodian-Moghaddamرهنما و همکاران )

Khorsand-Ahmadi, Saberi & Chamani, 2015)  محققان نشان
کنش بین رغم ایجاد برهمهای پائین لیگاند، علیاند که در غلظتداده

رخ داده است. با ادامه  RLSپروتئین و لیگاند، تغییرات اندکی در شدت 
با شیب  RLSتیتراسیون و افزایش غلظت لیگاند، به یکباره شدت نشر 

یابد. این محققان بیان کردند که تجمعات بین بیشتری افزایش می
گیرد و لیگاند های بیشتر لیگاند شدت بیشتری میپروتئینی در غلظت

 5/4تواند سبب افزایش اندازه ذرات کمپلکس گردد. در غلظت می
نسبت به پروتئین نخود خلر در  CYGهای میکرومولار، میزان مولکول

نسبت به پروتئین  CYGباشد. این افزایش دو برابری برابر می 2محیط 
های اتصال پروتئین از در سطح از یک طرف و عدم اشباعیت مکان

CYG  شکل(6 C)  بدلیل روند خطی با شیب زیاد از اشغال شدن(
عدم مشاهده تغییرات اندک  و CYG( از Bهای اتصال پروتئین )مکان

( از طرفی دیگر CYGهای بالای ها در غلظتدر پر شدن این جایگاه
 5/4 های بالاتر ازسبب شده تا بتوان چنین استدلال کرد که در غلظت

یل های اتصال پروتئین، ممیکرومولار تا رسیدن به حد اشباعیت جایگاه
های بزرگتر گیری کمپلکسو پروتئین موجب شکل CYGترکیبی بین 

نویه در اباشد. لذا این افزایش ثهای بیشتر میکنشبدلیل افزایش برهم

 گیری تجمعات بزرگتر پروتئینیممکن است بدلیل شکل RLSشدت 
 باشد.

 

 گیرینتیجه
نتایج این تحقیق نشان داده که پروتئین نخود خلر قادر به تشکیل 

  از طریق پیوندهای هیدروژنی با ثابت اتصال CYGکمپلکس با رنگدانه 
تعداد  یک ومولار با مکانیسم ترکیب استاتیک و دینام بر 73/1× 310

های همزمان، سه بعدی و باشد. نتایج طیفمی78/0جایگاه اتصال 
به پروتئین  CYGمشتق دوم فلوئورسانس نشان داد که در اثر اتصال 

ه منجر شود کنخود خلر، تاخوردگی موضعی در ساختار پروتئین ایجاد می
ثابت  شود. تضعیفبه حفظ بخش زیادی از ساختار طبیعی پروتئین می

ال پروتئین نخود خلر با افزایش دما نشان داد که استفاده از پروتئین اتص
در  CYGای مناسب برای اتصال به ترکیب نخود خلر گزینه

های غذایی و غیره که در دمای محیط و شرایط اسیدی نیاز به سیستم
که در اثر اتصال باشد بطوریهای پروتئین بوده میمقادیر اندک سامانه

ساختار طبیعی پروتئین دستخوش تغییرات جدی  ،CYGبه رنگداانه 
های عملکردی پروتئین تغییر نکند. همچنین اندازه نشود و ویژگی

نسبت  CYGبرابر غلظت  2های بیشتر از کمپلکس مذکور در غلظت
 یابد که بیانگر رفتار مختلف این کمپلکس دربه پروتئین افزایش می

 باشد. می CYGتر ئینهای پاهای بالاتر نسبت به غلظتغلظت

 

 مین مالیأمنابع ت
این پژوهش با حمایت مالی وزارت علوم تحقیقات و فناوری انجام 

 شده است.
 

 میزان مشارکت نویسندگان 

ها، تحلیل سازی، مدیریت دادهمفهوم رضوی زادگان جهرمی:
شناسی، مدیریت پروژه، مین مالی، تحقیق و بررسی، روشأرسمی، ت

نویس و پیش-افزار، نظارت، اعتبارسنجی، تجسم، نوشتنمنابع، نرم
 مین مالی، بررسی و ویرایش.أت فرهوش: بررسی و ویرایش. -نوشتن
 

 تعارض منافع
 نویسندگان اعلام می کنند که هیچگونه تعارض منافعی ندارند.
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