
   اي هفت گونۀ علوفه در محلول هاي بررسی خصوصیات پروتئین
  SDS-PAGEبا استفاده از تکنیک 
  
  1علی محرري

  
  چکیده

شده  روباه و ذرت سیلو پنج نوع علوفه شامل یونجۀ آفتاب خشک، شبدر، اسپرس، توت
ر به منظو Glyceria plicata friesو  Lolium perenneهمراه با دو نوع علوفۀ مرتعی شامل 

پذیري آنها مورد آزمایش واقع  تعیین درصد پروتئین محلول و تأثیر این نوع پروتئین بر تجزیه
گیري  ، پروتئین محلول در آب اندازه)دیونیزه(با آب فاقد یون   گیري علوفه بعد از عصاره. شدند

از  از باقیماندة مواد حاصل. و رسوب داده شد و از آن براي ژل الکتروفورز استفاده گردید
گیري  اندازهبا  (in vitro)پذیري در آزمایشگاه  تجزیه گیري نیز به منظور تعیین قابلیت عصاره

نتایج این آزمایش نشان داد که بالاترین درصد پروتئین  .قرار گرفتاستفاده مورد گاز تولیدي، 
%) 34/5(علوفه توت روباه  مربوط به) روتئین موجود در نمونهتصحیح شده براي کل پ(محلول 

بود %) Glyceria plicata fries )64/3و کمترین درصد پروتئین محلول مربوط به علوفۀ مرتعی 
محلول  هايترسیب پروتئین). >05/0P(باشد  دار می که اختلاف بین این دو از نظر آماري معنی

 با استفاده انجام و% 75شده و گونۀ مرتعی لولیوم با استن  در آب یونجه، اسپرس، ذرت سیلو
هاي ناشی از  باقیمانده .صورت گرفتها  جداسازي پروتئین SDS-PAGEاز تکنیک 

هاي کامل از نظر تولید گاز ندارند  داري با نمونه گونه تفاوت معنی هیچنیز گیري با آب  عصاره
پذیري مواد  تجزیههاي محلول در آب بر  تئینکه این خود دلالت بر عدم نقش مؤثر پرو

  .رداي در شکمبه دا علوفه
  .تولید گاز و الکتروفورز ژل محلول، هاي پروتئین علوفه، :کلیدي هاي واژه
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  مقدمه
پروتئین یکی از مواد . دهد اي تشکیل می ها را مواد علوفه خوراك دام بیشترقسمت 

مغذي مهم مورد نیاز دام است که کمبود آن سبب وارد آمدن صدمات جدي به تولید و 
ه پذیري در شکمب اي از نظر تجزیه هاي محلول مواد علوفه پروتئین. گردد سلامت دام می

حلالیت و ). 1983 و همکاران، Nugent(هاي آشکاري با یکدیگر دارند  تتفاو
سولفیدي، شارژ سطحی، آب  خصوصیات ساختمانی پروتئین نظیر، پیوندهاي دي

در  پذیري آنها اي بر تجزیه هاي ساختاري، همگی نقش تعیین کننده و چین 1گریزي
). Mangan، 1981و   Nugentو 1983 ،انو همکار Nugent(گذارد  میشکمبه باقی 

پذیري آن  بنابراین ارزش استفاده از پروتئین محلول به عنوان شاخصی در تعیین تجزیه
افزون بر این اگر در تعیین ). Broderick،  1996و  Peltekova (گردد  محدود می

ي کل نیتروژن استفاده شود در این صورت بین گیر پروتئین محلول از روش اندازه
از این رو علاوه بر . توان تفاوتی قائل شد پروتئینی نمی پروتئین محلول و نیتروژن غیر

تواند تأثیر فرآیندهاي مختلف را  ، استفاده از تکنیک الکتروفورز میواقعیتعیین پروتئین 
 ؛ 1988و همکاران،  Fairbairn(طور دقیق نشان دهد  هها ب بر حلالیت پروتئین علوفه

Grum ،و 1991و همکاران Makoni  ،1993و همکاران.(  
تواند  گیري گاز تولیدي در شرایط آزمایشگاه نیز می استفاده از روش اندازه

نه و وقت اي را تحت شرایط مختلف با صرف کمترین هزی پذیري مواد علوفه تجزیه
  .نشان دهد

جام آزمایش حاضر تعیین میزان پروتئین حقیقی با عنایت به این مقدمه، هدف از ان
اي مورد مصرف دام همراه با تعیین کیفیت این  ترین مواد علوفه محلول در آب در عمده

                                                           
1- Hydrophobicity 
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بررسی تأثیر عصارة آبی  ،افزون بر این. نوع پروتئین از نظر ساختار مولکولی بوده است
  .یش بوده استها هدف دیگر آزما پذیري علوفه در تجزیه) مواد محلول در آب(

  
  هامواد و روش

روباه و ذرت سیلوشده همگی از  پنج نوع علوفه شامل یونجه، شبدر، اسپرس، توت
 Loliumمزرعۀ دانشکده کشاورزي دانشگاه شهرکرد تهیه شد و دو گونۀ مرتعی شامل 

perenne  وGlyceria plicata fries ز ها بعد ا نمونه. آوري شد نیز از مراتع استان جمع
عبور داده  میلیمتر 9/0شده و از توري نمرة  شدن در آون تحت خلاء، آسیاخشک 
استخراج . هاي تحت آزمون شامل برگ و ساقۀ یک گیاه کامل بودند نمونه. شدند

انجام ) Broderick)1996 و  Peltekova پروتئین محلول در آب با استفاده از روش
) 1951(و همکاران  Lowryروش گردید و براي تعیین پروتئین محلول در آب از 

از . ها نیز با استفاده از روش کلدال تعیین گردد پروتئین کل نمونه. استفاده شد
گلایکول  اتیلن پلی% 20هاي محلول در آب با محلول  که برخی از پروتئین ییجا آن

 سپس .رسوب تولید نکردند از استن براي ترسیب پروتئین محلول استفاده گردید
اما این روش قادر به . شده با روش ژل الکتروفورز جداسازي شدپروتئین ترسیب 

هاي  براي جداسازي پروتئین  SDS-PAGEروش بنابراین ،جداسازي پروتئین نبود
بر اساس این روش بعد از محلول نمودن پروتئین ترسیب . ترسیب شده بکار گرفته شد
محلول در هر چاهک ژل میکرولیتر از این  20، به اندازه 1شده در بافر مخصوص نمونه

در چاهک استاندارد نیز مخلوط پروتئین با . داشت، قرار داده شد% 5/12که غلظتی برابر 
بعد از پایان الکتروفورز، ژل . قرار داده شد 21و  31، 42، 55، 67، 97اوزان مولکولی 

  .آمیزي گردید حاصل با نیترات نقره رنگ

                                                           
1- Sample buffer 



SDS-PAGE  376با استفاده از تکنیک  اي هفت گونۀ علوفه در محلول هاي بررسی خصوصیات پروتئین

راي انجام این قسمت از آزمایش از یک شیرابۀ شکمبۀ لازم ب، تولید گازبه منظور 
صورت  هکنسانتره را ب% 50کاه و % 50رأس گاو مادة غیر شیرده که خوراکی حاوي 

 100از حیوان مورد نظر حدود منظور  این به .کرد، گرفته شد کاملاً مخلوط دریافت می
گرفته شد  1زنبا سواز شکمبه برداري  تکنیک نمونه با استفاده از شکمبه لیتر شیرابۀ  میلی

هوازي به آزمایشگاه تغذیۀ دام و بیوتکنولوژي دانشکدة کشاورزي انتقال  و در شرایط بی
مخلوط شده و ) McDougal )1949با بزاق  5به  1نمونۀ شیرابه به نسبت . داده شد
گرم نمونۀ  25/0هایی که هر کدام حاوي  لیتر از این محلول به لوله میلی 6به اندازة  بعد

ها با درپوش  در لوله. گیري شده با آب بودند، ریخته شد وفه یا نمونۀ عصارهکامل عل
لاستیکی کاملاً مسدود گردید و در داخل اینکوباتور مجهز به مخلوط کننده در دماي 

ها  ساعت فشار گاز موجود در لوله 5/1سپس هر . درجۀ سانتیگراد قرار داده شدند 39
ساعت انجام  24این عمل به مدت . و ثبت شدند گیري با استفاده از مانومتر اندازه

دور در دقیقه  4000ها با  گردید و در انتهاي این قسمت از آزمایش، تمامی لوله
گیري  ها اندازه و آمونیاك موجود در مایع فوقانی موجود در لوله pHسانتریفیوژ شده و 

  .گردید
ها در یک  نمونه مقایسۀ بین پروتئین محلول موجود در :آماري تجزیه و تحلیل

انجام پذیرفت و مقایسه ) SAS )1988افزار  طرح کاملاً تصادفی با استفاده از نرم
به علت مقادیر متفاوت پروتئین خام موجود در . میانگین با آزمون دانکن انجام شد

انجام  تجزیه و تحلیلبه عنوان کوواریت استفاده شد و سپس  عاملنمونۀ کامل از این 
تجزیه و جفتی -tگیري شده از طریق  ، صفات اندازهمت تولید گازدر قس. پذیرفت
دار در نظر  ملاك براي وجود یا عدم وجود اختلاف معنی% 5سطح . آماري شدند تحلیل

  .گرفته شد

                                                           
1- Ruminocentesis 
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  نتایج
هاي تحت آزمایش  هاي مربوط به پروتئین کل و پروتئین محلول در آب نمونه داده

شود بیشترین درصد  طور که مشاهده می همان. آورده شده است 1شماره در جدول 
پروتئین محلول در آب مربوط به علوفۀ توت روباه است و کمترین درصد مربوط به 

Glyceria plicata fries 05/0( دار بود باشد که اختلاف موجود بین آنها معنی میP< .(
یوم هاي یونجه، اسپرس، ذرت سیلو شده و لول در مورد پروتئین محلول در آب علوفه

حتی افزایش  ،ل نتوانست سبب ترسیب پروتئین شودگلایکو اتیلن پلی% 20پرنه، محلول 
آزمایش نیز نتوانست سبب ترسیب   حجم نمونۀ تحت% 25حجم این محلول به بیش از 

درجۀ سانتیگراد تقلیل داده  -20استن که دماي آن تا % 75اما محلول . پروتئین شود
در ). 1 شماره جدول(ها رسوب پروتئین ایجاد کند  هشده بود توانست در تمامی نمون

توانستند پروتئین محلول در آب علوفۀ ) Broderick )1996و  Peltekova این ارتباط 
اما بعد از . سولفات آمونیوم رسوب دهند% 50و % 20هاي  یونجه را با استفاده از محلول

ت سولفات آمونیوم تا ، افزایش غلظ%50ترسیب پروتئین محلول با سولفات آمونیوم 
هاي یونجۀ آفتاب  نتوانست سبب ترسیب پروتئین قابل الکتروفورز از نمونه% 100

  . خشک و یونجۀ سیلو شده شود
  .هاي تحت آزمون برخی از خصوصیات پروتئین محلول در آب نمونه -1شماره جدول 

  فهنمونۀ علو  
سیلو ذرت  روباه توت  اسپرس  شبدر  یونجه

  لولیوم   شده
Glyceria 
plicata fries 

  90/8  60/8  90/7  72/16  70/16  00/19  30/16  (%)پروتئین خام 
پروتئین محلول در آب 

(%)  
50/4 c b 98/4  d 08/4  a 34/5  d 98/3  ab 17/5  e 64 /3  

پروتئین محلول از کل 
  پروتئین

e  59/27  ef  23/26  f 40/24  d 94/31  b 41/50  a 16/60  c 95/40  

ترسیب با 
  گلایکول اتیلن پلی

-  +  -  +  -  -  +  

  +  +  +  +  +  +  +  ترسیب با استن
در  ).>05/0P(باشند از نظر آماري با هم تفاوت دارند  در هر ردیف اعدادي که داراي حروف مشترك نمی

  .آماري انجام نشد تجزیه و تحلیلمورد پروتئین خام 
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ه نتوانست هاي پروتئین در روش پروتئین غیر تغییر ماهیت یافت الکتروفورز نمونه
اما استفاده از ). 1 شماره شکل( جداسازي شود SDSبدون استفاده از % 5/7توسط ژل 

SDS-PAGE  الگوي ). 2شماره شکل (هاي محلول شد  سبب جداسازي پروتئین
–حدود ( kDa21–دهد که پروتئین با کمتر از  نشان می 2 شمارهمشاهده شده در شکل 

kDa18 (اما پروتئین با وزن . ود استدر یونجه، شبدر و اسپرس موج–kDa15  در توت
پروتئین محلول در این . الگو در مورد ذرت سیلو شده متفاوت است. روباه وجود دارد

اما در این . دهد علوفه طیف متنوعی از پروتئین با اوزان مولکولی مختلف را نشان می
  .شود مشاهده نمی kDa21–نمونه پروتئین با وزن مولکولی کمتر از 

  

  
به غیر از دو طرف . SDSالکتروفورز پروتئین محلول بدون استفاده از  -1شماره شکل 

  .شود دهد، باند دیگري دیده نمی هاي استاندارد را نشان می تصویر که پروتئین
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به ترتیب  7تا 1هاي  نمونه. SDSهاي پروتئین با کمک  الکتروفورز نمونه -2شماره شکل 

روباه، ذرت سیلو شده و  ندارد، یونجه، شبدر، اسپرس، توتهاي استا مربوط به پروتئین
  .لولیوم پرنه است

  
گیري با آب نتوانست  شود، عصاره مشخص می 2هاي جدول  طور که از داده همان

در . دکاهش ده داري طور معنی به گیري شده هاي عصاره حجم گاز تولیدي را در نمونه
شیرابۀ نهایی حاصل از هضم میکروبی  گیري سبب شد که اسیدیته همین ارتباط عصاره

دار است  از نظر آماري معنی هاي کامل باشد که اختلاف بین این دو بالاتر از نمونه
)01/0P< .( آمونیاك موجود در شیرابۀ نهایی حاصل از هضم وضعیت متفاوتی را نسبت

ازاي دهد و آن اینست که آمونیاك تولیدي بر حسب میکروگرم به  به اسیدیته نشان می
هاي  هاي کامل بیشتر از نمونه در نمونه) یا عصارة علوفه(هر گرم مادة خشک علوفه 

مل ولی قابل تأ ،دار نیست باشد که اگر چه این اختلاف معنی گیري شده با آب می عصاره
  .باشد می

  



  .پذیري هاي تحت آزمایش تجزیه گیري شده بر روي نمونه برخی از عوامل اندازه -2 شماره جدول
    میانگین نوع نمونه    علوفه  نوع  
  P  عصاره  کامل    GPF  لولیوم  ذرت سیلو شده  روباه توت  اسپرس  شبدر  یونجه  نمونه  صفت
          9/221  1/265  9/266  2/230  2/262  3/301  7/236  کامل  

  ml(                    9/254  1/252  8743/0(تولیدي  گاز
          7/253  5/324  2/220  9/173  1/296  1/273  4/223  عصاره  
                          
          34/6  43/6  84/5  49/5  54/5  74/5  27/5  کامل  
pH                   81/5  90/6  0006/0  
          94/6  89/6  97/6  08/7  80/6  77/6  88/6  عصاره  
                          
          60/13  25/12  36/15  89/1  18/8  70/9  77/12  کامل  

  آمونیاك
)μg/g DM(                    54/10  39/8  1980/0  

          14/12  49/10  74/6  59/6  29/5  28/6  23/11  هعصار  
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  بحث
یونجه، اسپرس، هاي  طور که توضیح داده شد پروتئین محلول براي علوفه همان

گلایکول نتوانست سبب ترسیب  اتیلن پلی% 20ذرت سیلو شده و لولیوم پرنه، محلول 
  تحتحجم نمونۀ % 25حتی افزایش حجم این محلول به بیش از . پروتئین شود
استن که دماي آن تا % 75اما محلول  ،ز نتوانست سبب ترسیب پروتئین شودآزمایش نی

ها رسوب پروتئین  درجۀ سانتیگراد تقلیل داده شده بود توانست در تمامی نمونه -20
توانستند ) 1996( Broderickو  Peltekovaدر این ارتباط  ).1 شماره جدول(ایجاد کند 

سولفات % 50و  %20هاي  وفۀ یونجه را با استفاده از محلولپروتئین محلول در آب عل
، %50اما بعد از ترسیب پروتئین محلول با سولفات آمونیوم  ،آمونیوم رسوب دهند

نتوانست سبب ترسیب پروتئین قابل % 100افزایش غلظت سولفات آمونیوم تا 
رسیب پروتئین ت. هاي یونجۀ آفتاب خشک و یونجۀ سیلو شده شود الکتروفورز از نمونه

نتایج . تواند سبب آن شود یک نوع تغییر ماهیت پروتئین است که عوامل متعددي می
پلی اتیلن گلایکول عامل مناسبی  ،هاي فوق این تحقیق نشان داد که در مورد علوفه

  .نیستها  براي تغییر ماهیت پروتئین محلول در آب این علوفه
ها ین قابل تجزیه توسط میکروارگانیسمتئپرو از لحاظ ماهیتیپروتئین محلول در آب 

ها قرار گرفته به راحتی در دسترس میکروارگانیسمزیرا این پروتئین . شناخته شده است
و در این تحقیق ذرت (ها  در حین عمل سیلوسازي علوفه. شوند تجزیه می سرعت بهو 

فعال ها خیلی  ط مناسب محیطی میکروارگانیسمبه علت فراهم شدن شرای) اي علوفه
یکی از این مواد مغذي . نمایند شروع به تخمیر مواد مغذي موجود در محیط می

باشد که بسته به اندازه مولکولی آنها درجات متفاوتی از تجزیه را نشان  ها می پروتئین
 محلول در آب پروتئینذرت سیلو شده در  نتایج تحقیق حاضر نشان داد که. دهند می
 نتایجنتایج این تحقیق مشابه  .شود مشاهده نمی kDa21–ا وزن مولکولی کمتر از ب
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Fairbairn آنها نیز نتوانستند پروتئین با وزن مولکولی کمتر  .است) 1988( و همکاران
   .را از ذرت سیلو شده جدا نمایند kDa21–از 

گیري با آب نتوانست حجم  عصاره )2شماره جدول (نشان داده شد طور که  همان
توضیح براي این مطلب نیاز . گیري شده کاهش دهد هاي عصاره مونهگاز تولیدي را در ن

هاي  رسد اینست که اگر چه پروتئین اما آنچه که به نظر می     ،به تحقیق بیشتري دارد
توانند محلول  ها که می اما یکسري ممانعت کننده ،محلول در آب اهمیت فراوانی دارند

ها  مسبب اشکال در کار میکروارگانیس ادر آب نیز باشند وجود دارند که وجود آنه
و راه ها از محیط عمل خارج شده  ها این ممانعت کننده گیري از نمونه با عصاره. شود می

نیز وجود دارد و  تناقصجا یک  اما در این ،آید ها فراهم می ممیکروارگانیس براي فعالیت 
گیري  هاي عصاره الهضم محلول در آب در نمونه هاي سهلم حضور کربوهیدراتآن عد

توانند شرایط مطلوبی را در شروع هضم میکروبی فراهم  ها نمی این نمونه. شده است
ها کمتر باشد که البته  رود که حجم گاز در این نمونه به همین دلیل انتظار می ،آورند
اما همین موضوع در دیگري را بر روي توجیه یکسان بودن گاز . گونه نیست این

گردد  توجه شود مشخص می 2شماره ها در جدول  نمونه pHاگر به . دکن تولیدي باز می
افت  pHهاي کامل،  هاي محلول در آب در نمونهکه به علت فراهم بودن کربوهیدرات
این افت . شود، دارد گیري شده مشاهده می هاي عصاره زیادي را نسبت به آنچه در نمونه

pH ها کند و یا حتی متوقف شود و مسمیکروارگانی بیشتررشد قسمت  تا گردد سبب می
با این . شود ها انتظار تولید گاز نیز کم میین با کند شدن رشد میکروارگانیسمبنابرا

  .نمونه یکسان استنوع گردد که چرا تولید گاز در هر دو  می  توصیف مشخص
دار  ها بر روي منابع نیتروژن بمیکرو میزان آمونیاك تولیدي نیز ناشی از فعالیت

گیري شده در محیط  هاي عصاره که بخش وسیعی از پروتئین در نمونه ییاز آنجا. است
اما با توجه به  ،هاي کامل منطقی است یاك در نمونهوجود ندارد انتظار تولید بیشتر آمون

  .دار نیست هاي کامل این اختلاف از نظر آماري معنی بیشتر بودن آمونیاك در نمونه
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تحت  يها درصد از علوفه 5/5تا  5/3داد که بین  نتایج حاصل از این تحقیق نشان
خصوصیت این نوع پروتئین . دهد تشکیل میاز نوع محلول در آب آزمون را پروتئین 

شود که پروتئین با  سیلوسازي علوفه سبب می. هاي مختلف متفاوت است در علوفه
در به و از این ر. هاي بزرگتر تجزیه شوند اوزان مولکولی کوچک زودتر از پروتئین

پذیري کمتري در شکمبه  که تجزیه ییها ها و پروتئین این نوع پروتئینها به  نژادي علوفه
  .بایست توجه نمود دارند، می
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  سپاسگزاري
مراتب تشکر و سپاسگزاري خود را از معاونت محترم  تا داند نگارنده لازم می

سطۀ فراهم آوردن پژوهشی و ریاست محترم دانشکده کشاورزي دانشگاه شهرکرد به وا
  .شرایط آزمایش و تحقیق ابراز دارد
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