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 چکیده
ها  پروتئينمنظور شکست باندهای پپتيدی خاص و اصلاح  ها به اصلاح آنزیمی پروتئين

. در این پژوهش پروتئين دانۀ گيرد طور گسترده در صنایع غذایی مورداستفاده قرار می به

درصد( و  9و  2، 9های آلکالاز و تریپسين در سه غلظت ) باقلا با استفاده از آنزیم

درجۀ  93و  01ترتيب  بهينۀ هر آنزیم )به pHساعت در دما و  9-6های واکنش  زمان

( هيدروليز شد. درجۀ هيدروليز، فعاليت مهارکنندگی رادیکال 3و  pH 0/8گراد و  سانتی

های  کنندگی یون فرو پروتئين و شلاته (DPPHهيدرازیل ) پيکریل-9-فنيل دی

هيدروليزشده موردبررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد درجۀ هيدروليز با افزایش زمان 

یش یافت. زمان هيدروليز و نوع آنزیم های آلکالاز و تریپسين افزا واکنش و غلظت آنزیم

های  کنندگی پروتئين اکسيدانی و شلاته داری بر درجۀ هيدروليز، فعاليت آنتی اثر معنی

های هيدروليزشده توسط آنزیم  (. پروتئين>10/1Pهيدروليزشدۀ دانۀ باقلا داشته است )

 19/30اکسيدانی ) ساعت بيشترین فعاليت آنتی 9درصد و زمان  9آلکالاز در غلظت 

 2و  9های  درصد( را داشته است. در غلظت 10/00کنندگی یون فرو ) درصد( و شلاته

ساعت  1در زمان  DPPHدرصد آنزیم تریپسين بيشترین مهارکنندگی رادیکال 

درصد بوده است. بيشترین فعاليت  31/09و  98/12ترتيب  ه شد که بهمشاهد

کنندگی یون فرو در تيمارهای هيدروليزشده توسط آنزیم تریپسين در زمان  شلاته

کنندگی کاهش یافت. فعاليت  ساعت مشاهده شد و پس از آن فعاليت شلاته 2واکنش 

فزایش غلظت آنزیم افزایش کنندگی یون فرو با ا و شلاته DPPHمهارکنندگی رادیکال 

یافت. نتایج نشان دادند آنزیم آلکالاز در مقایسه با آنزیم تریپسين، کارایی بالاتری در 

 اکسيدانی داشته است.  توليد پپتيدهای با خاصيت آنتی

 29/19/9913تاریخ دریافت: 

 29/16/9913تاریخ پذیرش: 

 

 های کلیدی واژه

  يناصلاح پروتئ

 فعال پپتيدهای زیست

 اکسيدانی فعاليت آنتی

 هيدروليز آنزیمی

9 

 مقدمه

صورت آرد، کنسانتره و ایزوله در  های گياهی به پروتئين

عنوان ترکيبات مغذی برای  های غذایی به فرمولاسيون

افزایش محتوای پروتئينی محصول نهایی مورداستفاده قرار 

های با منبع گياهی، بقولات  گيرند. در بين پروتئين می

دارای تعادل خوبی در اسيدهای آمينۀ ضروری هستند و 

ها،  های مختلف )نوشيدنی رت گسترده در شکلصو به

 شده و غيره( مورداستفاده قرار داده دسرها، محصولات بافت

باقلا که . (Chardigny & Walrand, 2016) گيرند می

متعلق به خانوادۀ بقولات است دارای سابقۀ طولانی در 

باشد. دليل این امر  عنوان غذا می بههای متعدد  استفاده

طور دارابودن مقادیر ارزشمندی از پروتئين و انرژی به

http://dx.doi.org/10.22101/JRIFST.2019.09.21.e1285
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. بقولات ازجمله باقلا (Crépon et al., 2010)زمان است  هم

صورت ترکيب با سایر غذاهای گياهی برای افزایش  به

 .گيرند کيفيت و کميت پروتئين مورداستفاده قرار می

های  ها با استفاده از آنزیم اصلاح آنزیمی پروتئين

منظور شکست باندهای پپتيدی خاص و  پروتئولتيک به

طور گسترده در صنایع غذایی  ها به اصلاح پروتئين

 ,Mullally, O'Callaghan)گيرد  مورداستفاده قرار می

FitzGerald, Donnelly, & Dalton, 1994) . ویژگی

تأثير شرایط  پپتيدهای حاصل از هيدروليز آنزیمی تحت

، نسبت آنزیم به سوبسترا و زمان( و pHهيدروليز )دما، 

گيرد. پپتيدهای حاصل از هيدروليز  نوع آنزیم قرار می

ای، عملکردی و بيولوژیکی با  های تغذیه ازنظر ویژگی

ه شد های انجام مطالعه های اوليه متفاوت هستند. پروتئين

های  ای پروتئين های تغذیه بر ویژگی نشان داد علاوه

هيدروليزشده این ترکيبات دارای چندین اثر بيولوژیکی 

های  ها شامل استفاده از آنزیم باشند. این مطالعه نيز می

تجاری )آلکالاز، تریپسين، فليورزایم، پپسين، پانکراتين، 

له کيموتریسين و غيره( در شرایط مختلف هيدروليز ازجم

مخصوص هر آنزیم و  pHزمان، نسبت آنزیم به سوبسترا، 

 ,.Ahn, Je, & Cho, 2012; Alashi et al)باشد  دما می

2014; Fritz, Vecchi, Rinaldi, & Añón, 2011; Onuh, 

Girgih, Aluko, & Aliani, 2013; Zhao et al., 2012). 

پپتيدهای حاصل از هيدروليز دارای فعاليت 

-Iwaniak & Minkiewicz, 2007; Peñta)اکسيدانی  آنتی

Ramos & Xiong, 2002; Zhao, Huang, Zhang, Chen, 

& Jiang, 2011) ضدسرطان ،(Shahidi & Zhong, 2008; 

Silva-Sánchez et al., 2008) ضدميکروبی ،(Harris, 

Mora-Montes, Gow, & Coote, 2009)  و چندین

سازی  باشند. درصورت آماده عملکرد فيزیولوژیک دیگر می

پروتئين هيدروليزشده برای مصارف انسانی هيدروليز 

شود زیرا در شرایط ملایمی انجام  آنزیمی ترجيح داده می

کند و اسيدهای  تر عمل می شود ایمن و اختصاصی می

که هيدروليز اسيدی و  کند درحالی آمينه را تخریب نمی

ها را تخریب کنند و  اسيدآمينه -Lتوانند  ليایی میق

 Zhang)توليد کنند  9ترکيبات سمی ازجمله لایزینوآلانين

et al., 2012) . 

های هيدروليزشده بسته به ساختار پپتيد  پروتئين

تأثير منشأ  مانند اندازۀ پپتيد و توالی اسيدآمينه که تحت

                                                            
1 Lysinoalanine 

گيرند، دارای فعاليت  پروتئين و شرایط هيدروليز قرار می

. (Shahidi & Zhong, 2008)اکسيدانی هستند  آنتی

های  اکسيدانی پروتئين فاکتورهای متعددی ویژگی آنتی

توان به نوع  دهد که می تأثير قرار می هيدروليزشده را تحت

تيمارهای  پروتئين و آنزیم، درجۀ هيدروليز و پيش

 ;Elias, Kellerby, & Decker, 2008)سوبسترا اشاره کرد 

Pazinatto, Malta, Pastore, & Maria Netto, 2013; 

Polanco-Lugo, Dávila-Ortiz, Betancur-Ancona, & 

Chel-Guerrero, 2014)اکسيدانی با یک  . فعاليت آنتی

گيرد که شامل ظرفيت واحدهای  مکانيسم خاص انجام می

های آزاد  ها به رادیکال الکترون انتقالاسيدآمينه در 

فعال دارای توانایی بالایی در  باشد. پپتيدهای زیست می

های آزاد هستند که این امر  کاهش فعاليت مجدد رادیکال

دليل تماس اسيدآمينه و واکنش اثرگذارتر با این  به

 .  (Elias et al., 2008)باشد  رادیکال می

های  های مختلف نشان داد که آنزیم مقایسۀ آنزیم

اند.  مختلف روی یک سوبسترای ثابت اثرات متفاوتی داشته

های  پروتئين هيدروليزشدۀ سویا با استفاده از آنزیم

و  9، کيموتریپسين، آلکالاز، پروتامکس2پاپائينپپسين، 

اکسيدانی هستند که در  فليورزایم دارای خاصيت آنتی

 & Peñta-Ramos)درصد بوده است  60تا  28محدودۀ 

Xiong, 2002) . 

با هيدروليز آنزیم  که مطالعۀ جامعی دررابطه ازآنجایی

صورت نگرفته است هدف این پژوهش بررسی  1دانۀ باقلا

پتانسيل استفاده از آنزیم آلکالاز و تریپسين در هيدروليز 

های  آنزیمی پروتئين دانۀ باقلا و مطالعۀ ویژگی

 باشد.  اکسيدانی پروتئين هيدروليزشدۀ حاصل می آنتی

 

 ها مواد و روش
 سازی آرد دانۀ باقلا آماده

های باقلا توسط آسياب  دانهپس از حذف مواد خارجی، 

به آرد ( ساخت ایران ،9111 مدل) شرق توس برقی آسان

عبور داده شد  01تبدیل شد. آرد حاصل از الک با مش 

 9:9ساعت با حلال هگزان به نسبت  6سپس به مدت 

ساعت حلال تازه به نمونه  2گيری شد. پس از هر  چربی

منظور  به 01زدایی از الک با مش  پس از حلالاضافه شد. 

. سپس در دمای اتاق ایجاد پودر دانۀ باقلا عبور داده شد

                                                            
2
 Papain  

3
 Protamex 

4 Vicia faba 
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 -98خشک و تا زمان استخراج پروتئين در فریزر و دمای 

 & ,Sogi, Arora, Garg)گراد نگهداری شد  درجۀ سانتی

Bawa, 2002) . 

 
 استخراج پروتئین دانۀ باقلا 

شدۀ  زدایی منظور تهيۀ ایزولۀ پروتئين باقلا آرد چربی به

 91به  9مقطر به نسبت  گرم در آب 911باقلا به ميزان 

 pHمولار  9حجمی( مخلوط و با استفاده از سود -)وزنی

دقيقه در دمای  61رسانده شد سپس به مدت  99آن به 

زده شد. عصارۀ قليایی  مدور بر دقيقه  011اتاق و سرعت 

درجۀ  1و دمای  9611نيروی گرانشی دورانی حاصل در 

دقيقه سانتریفيوژ شد. پس از  21گراد به مدت  سانتی

 9آوری سوپرناتانت با استفاده از اسيد کلریدریک  جمع

شده  داده رسانده شد و پروتئين رسوب 9به  آن pHمولار 

با سانتریفيوژ جداسازی شد. درنهایت پروتئين حاصل در 

کن انجمادی خشک گردید و تا زمان هيدروليز در  خشک

درجۀ  -98های پلاستيکی در فریزر و دمای  کيسه

 & ,Makri, Papalamprou)گراد نگهداری شد  سانتی

Doxastakis, 2006) . 
 

 هیدرولیز پروتئین دانۀ باقلا

 1منظور هيدروليز پروتئين دانۀ باقلا، پروتئين به نسبت  به

 ,pH 0/8 (Kongحجمی( در بافر فسفات -درصد )وزنی

Zhou, & Qian, 2007)  3و (Chanput, Theerakulkait, 

& Nakai, 2009) ترتيب برای آنزیم آلکالاز و تریپسين  به

تهيه شد. هيدروليز در دمای بهينۀ آنزیم آلکالاز و 

های  گراد، غلظت درجۀ سانتی 93و  01ترتيب  تریپسين به

ساعت در  6تا  9درصد و محدودۀ زمانی  9تا  9آنزیم 

جنوبی( با  ، ساخت کرهVS-8480انکوباتور شيکردار )مدل 

منظور  قه انجام شد. بهدور بر دقي 211 سرعت

کردن فعاليت آنزیم، مجدداً محلول پروتئين در  غيرفعال

 90گراد به مدت  درجۀ سانتی 82گرم با دمای  حمام آب

 دقيقه قرار داده شد. در مرحلۀ بعد عمل سانتریفيوژ در

دقيقه انجام  21 به مدت 91111 نيروی گرانيش دورانی

شدۀ  روليزمنظور توليد پودر پروتئين هيد شد. به

 -21کن انجمادی در دمای سوپرناتانت حاصل در خشک

ساعت  18بار و زمان  ميلی 11گراد، فشار  درجۀ سانتی

جنوبی( خشک و  ساخت کره ،Operon FDB 5503)مدل 

گراد نگهداری  درجۀ سانتی -21 تا زمان استفاده در دمای

 .  (Chanput et al., 2009)شد 
 

DHتعیین درجۀ هیدرولیز )
9) 

 91برای تعيين درجۀ هيدروليز در انتهای هر واکنش 

ليتر  ميلی 91ليتر از پروتئين هيدروليزشده با  ميلی

مولار مخلوط شد. سپس به  11/1کلرواستيک اسيد  تری

 2611 نيروی گرانشی دورانی دقيقه در 90مدت 

مقدار  .(Hoyle & Merrltt, 1994) سانتریفيوژ گردید

گيری شد  پروتئين سوپرناتانت با روش برادفورد اندازه

(Bradford, 1976)اده از منظور ابتدا با استف این . به

های مختلف پروتئين آلبومين سرم گاوی منحنی  غلظت

استاندارد رسم شد و با رسم منحنی و تعيين معادلۀ خط 

با های مجهول محاسبه شد. درجۀ هيدروليز  غلظت نمونه

 ( محاسبه گردید:9از رابطۀ ) استفاده

 ( 9رابطۀ )
درجه هيدروليز  

  
11/1 مولار ميزان پروتئين موجود در تری کلرو استيک اسيد  

پروتئين کل موجود در نمونه 
 911  

 

DPPHتعیین فعالیت مهارکنندگی رادیکال )
2 ) 

-فنيل دی-2و  2برای تعيين فعاليت مهارکنندگی رادیکال 

ليتر از محلول  ميلی 9( DPPH) هيدرازیل پيکریل-9

ليتر  گرم بر ميلی ميلی 91پروتئين هيدروليزشده )با غلظت 

مولار  ميلی DPPH 9/1ليتر محلول  ميلی 9مقطر( با  آب

درصد مخلوط شد. سپس به مدت  16شده در اتانول  تهيه

دقيقه در دمای اتاق و مکان تاریک نگهداری و  61

ومتر نان 093درنهایت جذب محلول در طول موج 

جای نمونۀ پروتئين  گيری شد. در نمونۀ شاهد به اندازه

مقطر استفاده شد  ليتر آب ميلی 9هيدروليزشده از 

(Bougatef et al., 2009) فعاليت مهارکنندگی رادیکال .

 ( محاسبه گردید: 2از رابطۀ ) با استفاده

 (2رابطۀ )
 درصد فعاليت مهارکنندگی رادیکال(    )

  
جذب شاهد جذب نمونه 

جذب شاهد
 911  

 

Fe)کنندگی یون فرو  فعالیت شلاته
2+) 

 3/1( +Fe2کنندگی یون فرو ) برای تعيين فعاليت شلاته

                                                            
1 Degree of Hydrolysis  
2 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl  
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 91)با غلظت  ليتر از محلول پروتئين هيدروليزشده ميلی

ليتر از محلول  ميلی 9/1با  مقطر( ليتر آب گرم بر ميلی ميلی

 0ليتر فروزین  ميلی 2/1( و IIمولار کلرید آهن ) ميلی 2

دقيقه در  21مولار مخلوط گردید. سپس به مدت  ميلی

دمای اتاق نگهداری شد. پس از طی این زمان جذب در 

 ,Nalinanon)نانومتر خوانده شد  062طول موج 

Benjakul, Kishimura, & Shahidi, 2011) در نمونۀ .

مقطر استفاده شد.  جای نمونۀ پروتئين از آب شاهد به

( محاسبه 9کنندگی با استفاده از رابطۀ ) فعاليت شلاته

 گردید: 

 (9رابطۀ )

فعاليت شلاته  کنندگی(درصد)    
جذب شاهد جذب نمونه 

جذب شاهد
 911 

 
 وتحلیل آماری تجزیه

آناليز منظور  به ها در سه تکرار انجام شد. تمامی آزمون

ها و بررسی اطلاعات حاصل از آزمایش از طرح کاملاً  داده

تصادفی استفاده شد. جهت تعيين اختلاف بين ميانگين 

(، از آزمون ANOVAها پس از آناليز واریانس ) داده

درصد استفاده گردید.  10ای دانکن در سطح  چنددامنه

ری افزار آما تحليل آماری نتایج با استفاده از نرم و تجزیه

SPSS  افزار  انجام شد. برای رسم نمودارها از نرم 96نسخۀ

Microsoft Excel  استفاده شد.  2199 نسخۀ 

 

 نتایج و بحث
 درجۀ هیدرولیز

درصد  91/91دانۀ باقلای اوليه دارای درصد پروتئين 

دهندۀ نسبت پيوندهای  باشد. درجۀ هيدروليز نشان می

باشد.  هيدروليزشده میشده در پروتئين  پپتيدی شکسته

 ازجمله هيدروليزشده، های خواص پروتئين از بسياری

 مولکولی وزن پذیری، انحلال آزاد، ميزان آمينۀ اسيدهای

ضداکسایشی و سایر  خواص حاصل و پپتيدهای

 و شدت به توليدشده وابسته پپتيدهای های زیستی فعاليت

 انميز باشد، بنابراین کنترل می هيدروليز درجۀ ميزان

است  حائز اهميت فرایند هيدروليز طی هيدروليز پيشرفت

(Himonides, Taylor, & Morris, 2011) . 

های آلکالاز و تریپسين  تغييرات درجۀ هيدروليز آنزیم

های مختلف  ساعت و در غلظت 9-6های مختلف  طی زمان

نشان داده شده است.  (9) شکلدرصد( در  9و  2، 9آنزیم )

ها و  با گذشت زمان درجۀ هيدروليز افزایش یافت. زمان

ای بر درجۀ  ملاحظه بلهای مختلف آنزیم دارای اثر قا غلظت

هيدروليز توسط آنزیم آلکالاز و تریپسين بوده است 

(10/1P<با افزایش غلظت آنزیم .)  ها درجۀ هيدروليز

درصد  9افزایش یافت بيشترین درجۀ هيدروليز در غلظت 

آنزیم آلکالاز و تریپسين مشاهده شد. نتایج نشان داد که 

توانایی آنزیم آلکالاز در هيدروليز پروتئين دانۀ باقلا بيشتر 

درصد و زمان هيدروليز  9که در غلظت  طوری بوده است به

ترتيب درجۀ هيدروليز  اعت آنزیم آلکالاز و تریپسين بهس 6

درصد  9تأثير غلظت  اند. تحت درصد داشته 11/93و  19/28

اختلاف ساعت  6و  0، 1های واکنش  و زمانآنزیم آلکالاز 

(، اما <10/1Pداری در درجۀ هيدروليز مشاهده نشد ) معنی

 در غلظت مشابه آنزیم تریپسين درجۀ هيدروليز در زمان

، 9، 2، 9های  ساعت با درجۀ هيدروليز در زمان 6هيدروليز 

(. >10/1Pداری وجود نداشت ) ساعت تفاوت معنی 0و  1

تریپسين یک سرین پپتيداز است و پيوندهای بعد از 

شکند. در واقع تریپسين  واحدهای با بار مثبت را می

ترمينال واحدهای ليزین و آرژنين را  -Cپپتيدهای 

دیگر تریپسين بسيار اختصاصی عمل  يانب شکند. به می

 ,Ng & Khan)کند و نرخ هيدروليز در آن کمتر است  می

های مختلف )آلکالاز،  . در پژوهشی اثر آنزیم(2012

فليورزایم، پپسين و تریپسين( بر ميزان پيشرفت هيدروليز 

پروتئين هستۀ پالم موردمطالعه قرار گرفت. نتایج نشان داد 

که آنزیم آلکالاز بيشترین توانایی را در هيدروليز پروتئين 

هستۀ پالم داشته است و با افزایش غلظت آنزیم درجۀ 

. هيدروليز (Ng & Khan, 2012)دروليز افزایش یافت هي

درصد آنزیم  9با استفاده از غلظت  9پروتئين دانۀ کنار

دقيقه انجام شد. نتایج نشان داد که  1-981آلکالاز و زمان 

با افزایش زمان هيدروليز درجۀ هيدروليز افزایش یافت 

درصد  82/22درجۀ هيدروليز به  981که در زمان  طوری به

که پروتئين هيدروليزشدۀ  ، درحالی(Tatontos, 2015)رسيد 

دقيقه بيشترین  921سویا توسط آنزیم آلکالاز در زمان 

درجۀ هيدروليز را داشته است زیرا بسته به نوع مادۀ اوليه 

 & ,Hrckova, Rusnakova)اثر آنزیم متفاوت است 

Zemanovic, 2002) در پژوهش دیگری پروتئين کنجالۀ .

های آلکالاز، فليورزایم، پروتامکس و  سيلۀ آنزیمو کدو به

هيدروليز شد. پروتئين هيدروليزشده توسط آنزیم  2نئوتراز

                                                            
1 Lotus seed protein 
2 Neutrase 
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درصد( بوده  21/91آلکالاز دارای بيشترین درجۀ هيدروليز )

 & ,Muhamyankaka, Shoemaker, Nalwoga)است 

Zhang, 2013) وسيلۀ  فرنگی نيز به گوجه. پروتئين دانۀ

درصد آنزیم آلکالاز و فليورزایم هيدروليز  2و  9های  غلظت

ها سبب افزایش  شد. نتایج نشان داد که افزایش غلظت آنزیم

درصد آنزیم آلکالاز  2درجۀ هيدروليز گشت و غلظت 

 ،اندی يریام) بيشترین درجۀ هيدروليز را داشت

. درجۀ هيدروليز ایزولۀ (9910 ،پرور ينیحس و معتمدزادگان

پروتئين سویا با افزایش غلظت آنزیم آلکالاز افزایش یافت 

. (9911 ،مقصودلو و یقربان ،ماهونک یصادق ،یاعتماد)

های مختلف  با غلظت 9نتایج هيدروليز ایزولۀ پروتئين نخود

آنزیم تریپسين نشان داد که با افزایش غلظت آنزیم درجۀ 

 & ,Karamac, Amarowicz)هيدروليز افزایش یافت 

Kostyra, 2002) . 
 

 

 
اثر زمان واکنش و غلظت آنزیم بر درجۀ هیدرولیز  -1شکل 

 پروتئازهای مختلف )الف(: آنزیم آلکالاز )ب(: آنزیم تریپسین

 

  (DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال )

فعاليت ضداکسایشی پروتئين هيدروليزشدۀ باقلا 

 9-6تأثير دو آنزیم آلکالاز و تریپسين در بازۀ زمانی  تحت

نشان داده شده است. هيدروليز  (2) شکلساعت در 

آنزیمی سبب افزایش فعاليت مهارکنندگی رادیکال 

                                                            
1 Propulse 

(DPPH) ( شد  01/22نسبت به پروتئين اوليه )درصد

(10/1P<.) 

ساعت توسط آنزیم  9افزایش زمان هيدروليز تا زمان 

( در DPPHآلکالاز سبب افزایش درصد مهار رادیکال )

پروتئين هيدروليزشده گشت و پس از این زمان روند 

نزولی مشاهده شد. بيشترین مهارکنندگی رادیکال 

(DPPH) 19/30  درصد آنزیم آلکالاز و  9غلظت درصد در

 0و  1های  ساعت بوده است که با زمان 9زمان واکنش 

(. در <10/1Pداری مشاهده نشد ) ساعت اختلاف معنی

تمام تيمارها افزایش غلظت آنزیم سبب افزایش درصد 

و  9های  ( گشت. در غلظتDPPHمهارکنندگی رادیکال )

رادیکال درصد آنزیم تریپسين بيشترین مهارکنندگی  2

(DPPH در زمان )درصد آنزیم  9ساعت و در غلظت  1

ساعت مشاهده  9تریپسين بيشترین مهارکنندگی در زمان 

درصد بوده  01/32و  31/09، 98/12ترتيب  شد که به

است. اثر زمان و غلظت آنزیم بر فعاليت مهارکنندگی 

(. ميزان >10/1Pدار بوده است ) ( معنیDPPHرادیکال )

در پروتئين هيدروليزشده توسط آنزیم مهارکنندگی 

تریپسين کمتر از پروتئين هيدروليزشده توسط آنزیم 

دليل نوع  آلکالاز بوده است این امر ممکن است به

اسيدهای آمينۀ موجود در پپتيدهای حاصل و توالی آنها 

های هيدروليزشده بسته  . پروتئين(Marcuse, 1962)باشد 

به ساختار پپتيدها، اندازۀ پپتيد و توالی اسيدآمينه دارای 

 & Shahidi)اکسيدانی متفاوتی هستند  فعاليت آنتی

Zhong, 2008)توسط  . کاهش فعاليت مهارکنندگی

تواند  پروتئين هيدروليزشده با زیادشدن زمان هيدروليز می

ناشی از پيشرفت مقدار هيدروليز و اثر بيشتر آنزیم بر مادۀ 

پروتئينی باشد که این موضوع باعث شکستن زنجيرۀ 

شده در مراحل  برخی از پپتيدهای ضداکسایشی تشکيل

 & ,Wu, Chen)شود  اوليۀ هيدروليز و کاهش آنها می

Shiau, 2003)اکسيدانی  . تفاوت در فعاليت آنتی

های هيدروليزشده با درجۀ هيدروليز یکسان در  پروتئين

بودن آنزیم  اثر تفاوت در فعاليت کاتاليکی و اختصاصی

تواند تعداد و مکان هيدروليز باندهای  باشد که می می

 ,.Polanco-Lugo et al)تأثير قرار دهد  پپتيدی را تحت

با هيدروليز پروتئين نان  . در تحقيقی که دررابطه(2014

های  ای آنزیم زنجبيلی با استفاده از هيدروليز دو مرحله

پپسين و تریپسين انجام شد نتایج مشابهی حاصل شد و 

دقيقه بيشترین فعاليت ضداکسایشی  981در زمان 
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 ,Amza, Balla, Tounkara, Man, & Zhou)مشاهده شد 

شده نشان داد پروتئين  های انجام . مطالعه(2013

گردان توسط آنزیم تریپسين در  هيدروليزشدۀ آفتاب

دقيقه بيشترین فعاليت  981و  61های  زمان

 29/69و  92/11ترتيب  اکسيدانی را داشته است که به آنتی

 & ,Taha, Mohamed, Wagdy)وده است درصد ب

Mohamed, 2013) . 

 

 

 
های  ( در زمانDPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال ) -2شکل 

های مختلف آنزیم آلکالاز و تریپسین )الف(:  واکنش و غلظت

 آنزیم آلکالاز )ب(: آنزیم تریپسین 

 

Feکنندگی یون فرو ) فعالیت شلاته
2+)  

کنندگی یون فرو پروتئين هيدروليزشدۀ دانۀ  فعاليت شلاته

 (9) شکلهای آلکالاز و تریپسين در  باقلا توسط آنزیم

 نشان داده شده است. 

های هيدروليزشده  نتایج نشان داد که تمامی پروتئين

کنندگی بيشتری نسبت به پروتئين اوليۀ  فعاليت شلاته

(. در تيمارهای >10/1Pاند ) درصد( داشته 2/0باقلا )

حاصل از هيدروليز آلکالاز با افزایش غلظت آنزیم درصد 

های آنزیم  کنندگی یون فرو افزایش یافت. در غلظت شلاته

ساعت روند افزایشی در  9تا  9درصد از زمان  9و  9

و  1های  مهارکنندگی یون فرو مشاهده شد سپس در زمان

جۀ هيدروليز کاهش و پس از آن ساعت با افزایش در 0

کنندگی در  افزایش یافت. اگرچه بيشترین فعاليت شلاته

ساعت و  9درصد آنزیم آلکالاز در زمان  9و  9ها  غلظت

درصد بوده است اما در غلظت  10/00و  10/21ترتيب  به

داری در  درصد آنزیم آلکالاز اختلاف معنی 9

يزشده طی کنندگی یون آهن در پروتئين هيدورل شلاته

ساعت مشاهده شد  9و  2های واکنش متوالی  زمان

(10/1P>شلاته .)  کنندگی یون آهن پروتئين

درصد و زمان  9هيدروليزشدۀ حاصل از غلظت آنزیم 

های واکنش اختلاف  درصد با سایر زمان 9واکنش 

درصد  2(. در غلظت >10/1Pداری داشته است ) معنی

 2رکنندگی در زمان آنزیم آلکالاز بيشترین فعاليت مها

درصد( مشاهده شد و پس از آن روند  32/93ساعت )

ساعت ادامه یافت. فعاليت مهارکنندگی  0کاهشی تا زمان 

ساعت  9و  2در این غلظت آنزیم آلکالاز و زمان واکنش 

(.  اثر زمان و <10/1Pداری وجود نداشت ) اختلاف معنی

دار  عنیکنندگی یون فرو م غلظت آنزیم بر فعاليت شلاته

 (.>10/1Pبوده است )

در تيمارهای هيدروليزشده توسط آنزیم تریپسين 

 2کنندگی در زمان هيدروليز  بيشترین فعاليت شلاته

کنندگی با  ساعت مشاهده شد و پس از آن فعاليت شلاته

(. >10/1Pافزایش زمان و درجۀ هيدروليز کاهش یافت )

آنزیم  درصد 9کنندگی در غلظت  بيشترین فعاليت شلاته

درصد بوده است. نتایج نشان داد  29/93تریپسين، 

پپتيدهای حاصل از هيدروليز آنزیم آلکالاز فعاليت 

کنندگی بيشتری نسبت به پپتيدهای حاصل از آنزیم  شلاته

اند. نتایج هيدروليز آنزیمی پروتئين دانۀ  تریپسين داشته

درصد آنزیم تریپسين نشان  2و  9های  کدو توسط غلظت

که افزایش غلظت آنزیم سبب افزایش فعاليت داد 

 ،یقربان ،ماهونک یصادق ،ینورمحمد)کنندگی شد  شلاته

کنندگی پروتئين  . فعاليت شلاته(9911 ،یصادق و یاعلم

هيدروليزشدۀ پروتئين دانۀ چای توسط آنزیم آلکالاز نيز 

در ابتدای زمان هيدروليز افزایش و سپس کاهش یافت 

(Li, Shen, Deng, Li, & Ding, 2014) هيدروليز آنزیمی .

پپتيدهای داخلی  9های سبب در معرض قرارگيری دومين

شدن  شود. اگرچه هيدروليز زیاد سبب شکسته پروتئين می

شود و ساختار پپتيدهای  پروتئين به پپتيدهای کوچک می
                                                            
1 Domains 
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شکند و سبب کاهش فعاليت زیستی آن  فعال را می

. پيشرفت (Kristinsson & Rasco, 2000)گردد  می

هيدروليز بسته به نوع آنزیم، درجۀ هيدروليز و زمان 

هيدروليز بر فعاليت زیستی پپتيدهای حاصل اثرگذار است. 

های هيدروليزشده را  زمان هيدروليز پروفایل پروتئين

دهد و سبب عملکردهای متفاوتی در  می تأثير قرار تحت

 & ,Klompong, Benjakul, Kantachote)شود  آنها می

Shahidi, 2007; Liu, Kong, Xiong, & Xia, 2010) . 
 

 

 
های واکنش و  کنندگی یون فرو در زمان فعالیت شلاته -9شکل 

آلکالاز و تریپسین )الف(: آنزیم های مختلف آنزیم  غلظت

 آلکالاز )ب(: آنزیم تریپسین

 گیری نتیجه

نتایج تحقيق نشان داد با تغيير شرایط هيدروليز ازجمله 

توان به  نوع آنزیم، غلظت آنزیم و زمان هيدروليز می

اکسيدانی  های هيدروليزشده با فعاليت آنتی پروتئين

افزایش زمان متفاوت دست یافت. درجۀ هيدروليز با 

های آلکالاز و تریپسين افزایش  واکنش و غلظت آنزیم

یافت. اثر زمان واکنش و نوع آنزیم بر فعاليت 

های هيدروليزشدۀ  کنندگی پروتئين اکسيدانی و شلاته آنتی
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درصد آنزیم تریپسين بيشترین مهارکنندگی رادیکال  2

(DPPH در زمان )درصد آنزیم  9ساعت و در غلظت  1
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درصد بوده  01/32و  31/09، 98/12ترتيب  شد که به

کنندگی یون فرو در زمان  است. بيشترین فعاليت شلاته

ساعت مشاهده شد و پس از آن فعاليت  2هيدروليز 

کنندگی کاهش یافت. فعاليت مهارکنندگی رادیکال  شلاته

(DPPHو شلاته )  افزایش غلظت آنزیم کنندگی یون فرو با

افزایش یافت. آنزیم آلکالاز در مقایسه با آنزیم تریپسين، 

کارایی بالاتری در توليد پپتيدهای با خاصيت 

 اکسيدانی داشته است.  آنتی
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Abstract 

Enzymetic modification of proteins in order to break down specific peptide bonds and protein 

modification is widely used in the food industry. In this research, protein of faba bean seeds was 

hydrolyzed using alcalase and trypsin enzymes at three concentrations (1, 2 and 3%) and reaction 

times of 1-6 h at optimal temperature and pH of enzymes (50 and 37 °C, pH 8.5 and 7, respectively). 

Hydrolysis degree, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity, and iron 

chelating activity of hydrolyzed proteins were investigated. The results showed that the degree of 

hydrolysis increased with increasing reaction time and concentration of alcalase and trypsin enzymes. 

The time of hydrolysis and type of enzyme has a significant effect on the degree of hydrolysis, the 

antioxidant and chelating activity of the faba bean protein hydrolysates (P<0.05). The proteins 

hydrolyzed by alcalase at concentration of 3% and reaction time of 3 h had the highest antioxidant 

(75.41%) and metal chelating activity (55.95%). At the 1 and 2% concentration of trypsin, the highest 

DPPH radical scavenging activity was observed at 4 h which was 42.38 and 53.7 %, respectively. The 

most metal chelating activity in trypsin hydrolyzed treatments was observed in a reaction time of 2 h, 

after which the activity decreased. DPPH radical scavenging and metal chelating activity increased 

with increasing enzyme concentration. The results showed that alcalase have more efficiency in the 

production of anti-oxidant peptides compared to the trypsin.  
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