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 اکسیدان توسط هیدرولیز آنزیمیبهینه سازي تولید پپتیدهاي آنتی
  پروتئین دانه شنبلیله

  
         ، 2، سید مهدي جعفري2، محمد قربانی2، علیرضا صادقی ماهونک1شیما کاوه

  3خشایار سرابندي
  

   غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگانغذایی، گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع ارشد شیمی مواد دانشجوي کارشناسی- 1
  دانشیارگروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان- 2

  ان دکتري شیمی مواد غذایی، گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگ- 3
 )07/03/97: رشیخ پذی  تار96/ 14/11:  افتیخ دریتار(

  
  

 چکیده
در این پژوهش هیدرولیز آنزیمی پروتئین دانه شنبلیله با آنزیم پانکراتین با استفاده از روش سطح . شنبلیله غنی از لیزین و تریپتوفان استدانه پروتئین 

.  درصد، انجام شد25/0 – 25/3 دقیقه و نسبت آنزیم به سوبسترا 30 – 270 گراد، زمان  درجه سانتی20 – 60دما : هاي مستقل پاسخ با سطوح متغیر
 C 12/46، دماي  آهنکنندگیاحیاءو ) DPPH(  پیکریل هیدرازیل-2-  دي فنیل1و1  آزادشرایط بهینه براي رسیدن به بیشترین قدرت مهار رادیکال

 (mg/ml) هاي اکسیدانی تیمار بهینه در غلظت آنتیهايویژگیسپس .  دقیقه به دست آمد96/175 درصد و زمان 84/1  به سوبسترا آنزیمنسبت، و 
 و ) درصدDPPH  )98/52  آزادبیشترین قدرت مهار رادیکال. اکسیدانی پروتئین هیدرولیز نشده و ویتامین ث مقایسه شد با قدرت آنتی10 – 50

  مهار رادیکال هیدروکسیل بیشترین فعالیت و حاصل شدmg/ml (40(در غلظت )  انومتر ن695 در طول موج 26/1جذب (قدرت آنتی اکسیدانی کل 
با  .به دست آمد، mg/ml (50(در غلظت )  نانومتر700 در طول موج80/0( آهنکنندگیو احیاء)  درصد63/72 (شلاته کنندگی آهن  و) درصد99/70(

اکسیدانی قابل توجه گشته منجر به تولید پپتیدهایی با خاصیت آنتیبا آنزیم پانکراتین بلیله پروتئین شن هیدرولیزفرآیند ، توجه به نتایج به دست آمده
  .استفاده نمودهاي فراسودمند در صنایع دارویی و تولید غذاتوان ها میهمچنین، از این پپتید. هاي سنتزي را دارنداکسیدانرقابت با آنتیاست که قابلیت 

  
  زیمی، پانکراتین، پپتید زیست فعال، بهینه سازي، شنبلیله هیدرولیز آن: واژگانکلید

  
  
  

                                                             
 مسئول مکاتبات: sadeghiaz@yahoo.com  
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  مقدمه - 1
تغییر در هاي چرب و منجر به تجزیه اسیدها اکسیداسیون لیپید

 هاآنکاهش کیفیت بافت، طعم و ظاهر موادغذایی و در نتیجه 
هاي اکسیداتیو همچنین مشخص شده است که تنش .گرددمی

هاي وابسته به سن ایفا یماريبرخی از ببروز نقش مهمی در 
هاي ها نقش دارند پراکسیدعواملی که در این بیماري. کنندمی

باشند که در مرحله لیپیدي و ترکیباتی با وزن مولکولی کم می
گردند؛ بنابراین براي هاي اکسیداسیون تولید مینهایی واکنش

و حفاظت از بدن در در موادغذایی جلوگیري از این اثرات 
ها و ها، جلوگیري از پراکسیداسیون لیپیداین بیمارير براب

. ]1[ باشدهاي آزاد فرآیندي حائز اهمیت میتشکیل رادیکال
 و BHAهاي سنتزي مانند در صنعت غذا از آنتی اکسیدان

BHTاگرچه شود جهت جلوگیري از اکسیداسیون استفاده می 
ي طبیعی هااکسیدانها در مقایسه با آنتیاین آنتی اکسیدان

- اما از نظر ایمنی و سلامتی آنها نگرانیقدرت بیشتري دارند

 هایی وجود دارد، این امر منجر به افزایش توجه محققین به
 براي استفاده در موادغذایی و هاي طبیعیاکسیدان آنتیشناسایی
هاي  بخشپپتیدهاي زیست فعال . ]2[ گشته است دارویی

 6000ولی آنها کمتر از  جرم مولک کهپروتئینی خاصی هستند
ها درساختار باشند این پپتید اسید می  آمینو2-20دالتون و داراي 

پروتئینی اصلی غیرفعال بوده و بعد از آزاد شدن بر حسب نوع 
اسیدي خود، تاثیر مثبتی بر عملکرد و شرایط بدن  و توالی آمینو

ه توان ب و در نتیجه سلامت فرد دارند، از جمله این تاثیرات می
، آنتی اکسیدانی ]5[، ضد میکروبی ]4[اثرات ایمنی بخشی 

این  . اشاره نمود]8[ و ضد سرطان ]7[  ، ضد فشار خون]6[
به سه روش سنتز شیمیایی، تخمیر میکروبی و هیدرولیز ها پپتید

- از روش هیدرولیز آنزیمی در این میان،شوند آنزیمی تولید می

 فرآیندي قابل اشد کهبهاي جدید در بیوتکنولوژي غذایی می
-هاي آزاد نمیکنترل و ملایم است و منجر به نابودي آمینواسید

 با هاي هیدرولیز شده هاي اخیر، پروتئین در سال. ]3 [شود
 از منابع حیوانی و اکسیدانی و سلامتی بخشخواص آنتی

، ]11[، کانولا ]10[ لوبیاي سویا، ]9[گیاهی بسیاري مانند شیر 
 blood، جاندار دریایی  ]12[تخم مرغ ي  پروتئین زرده

clam ]13[ صدف خوراکی ،]15[ ضایعات میگو  و]14[ 
در بین منابع گیاهی و حیوانی مناسب براي . تولید شده اند

تولید پروتئین هیدرولیز شده، منابع گیاهی به دلیل قیمت 
 بیشتر مورد توجه قرار ،]16[تر و آلرژي زایی کمتر مناسب

 Fenugreekاین میان دانه شنبلیله با نام علمی  در .اندگرفته

(Trigonella foenum Graceum) و داران  تیره پروانه، از
-تریپتوفان می- L، غنی از لیزین و ]17[از خانواده حبوبات 

ي قند  پایین آورنده: باشد؛ که داراي اثرات مفید زیادي از جمله
د درد، ي چربی خون، ض ي دیابت، کاهنده خون، درمان کننده

ي میل جنسی در مردان، شیر  ضد نفخ، ضد سرطان، افزاینده
 .]18[ افزا، ضد کرم، مقوي رحم و تسهیل زایمان می باشد

سازي روش سطح پاسخ، راهکاري مناسب براي بررسی و بهینه
آمیزي براي صورت موفقیتباشد که بههاي پیچیده میفرآیند
، RSM. گردداده میهاي صنایع غذایی استفسازي فرآیندبهینه

توان از آن باشد که میهاي آماري و ریاضی میشامل فرآیند
براي بررسی یک یا چند متغیر وابسته و مستقل استفاده نمود، 

صورت هاي مستقل را به تنهایی و یا بهاین روش اثر متغیر
-دهد و با ایجاد یک مدل ریاضی بهترکیبی در فرآیند نشان می

بنابراین هدف از . ]19[کندرا تفسیر میصورت دقیق فرآیند 
نزیمی پروتئین دانه شنبلیله هیدرولیزآبهینه سازي ژوهش این پ

  اثربا بررسی روش سطح پاسخ آنزیم پانکراتین به ازبا استفاده 
سه فاکتور دما، زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا  جهت دستیابی 

 آزاد  و مهار رادیکال آهنبه بیشترین قدرت احیا کنندگی
DPPHهاي مختلف تیمار بهینه غلظت تاثیر و سپس بررسی 
  آزادبر قابلیت مهار رادیکال) mg/ml 50 – 10(تولیدي 
DPPHقدرت  آهنکنندگی یون آهن، احیاکنندگی، شلاته ، 
  .  بوددانی کل و مهار رادیکال هیدروکسیلیآنتی اکس

  

  هامواد و روش - 2
  مواد - 2-1

 فري سیانید، فریک کلراید، ، پتاسیمDPPHپانکراتین، 
سولفات آهن، پراکسید هیدروژن، دي کلرید آهن، فروزین، 
آسکوربیک اسید از شرکت سیگما و اتانول، سود، 

هیدروژن فسفات، اسید فسفریک از اسیدکلریدریک، پتاسیم دي
شرکت مرك و دانه شنبلیله از مرکز تحقیقات علوم کشاورزي 

  .گرگان خریداري شدند
  هل شنبلیپروتئینکنسانتره تهیه - 2-2

هاي شنبلیله شسته و  دانهجهت استخراج پروتئین شنبلیله ابتدا 
در دماي اتاق خشک و با آسیاب الکتریکی پودر شدند؛ سپس 

/ وزنی (1:4 حاصل به نسبت پودربه منظور چربی زدایی، 
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 ساعت در دماي اتاق 3 و به مدت  با هگزان مخلوط)حجمی
سپس با . همزده شدrpm150  دور با استفاده از شیکر با

شده به گیري استفاده از قیف بوخنر هگزان جدا و پودر چربی
 درجه سانتی گراد قرار 30ساعت در آون با دماي 1مدت 
در مرحله بعد .  عبور داده شدند40و از الک با مش گرفت 

 با محلول 1:10براي استخراج پروتئین، پودر شنبلیله به نسبت 
نرمال 1 آن با افزودن سود pHولار، مخلوط و م3/0کلرید سدیم

 ساعت همزده شد، سپس 1تنظیم و به مدت  =2/9pH به  
 دقیقه سانتریفوژ 30 به مدت g4500×محلول حاصل در 

 pH) pH=5/4 سوپرناتانت به pHدر مرحله بعد . گردید
ها،  تنظیم شد و در جهت رسوب پروتئین) ایزوالکتریک شنبلیله
 دقیقه سانتریفوژ 20 به مدت g×4500محلول حاصل در 

در ادامه رسوب پروتئین با آب مقطر دو بار شسته شده . گردید
سپس کنسانتره .  دقیقه سانتریفوژ شد5، به مدت g×4500و در 

ها پروتئینی حاصل با فریز درایر خشک و تا زمان انجام آزمون
  .]20[ درجه سانتی گراد نگهداري شد -20در دماي 

  یري ترکیبات شیمیاییاندازه گ- 2-3
 AOACاندازه گیري ترکیبات شیمیایی با استفاده از روش 

براي تعیین میزان پروتئین کل در مواد خام . ، انجام شد2008
، میزان )S3ساخت آلمان، بهر، ( اولیه، از دستگاه کلدال 

ساخت آلمان، نابرترم، (خاکستر با استفاده از کوره الکتریکی 
FX118-30 (د و میزان رطوبت با قرار دادن در استفاده ش

  ساعت، تعیین شد24 درجه سانتی گراد به مدت 105آون 
]21[.  
  تهیه پروتئین هیدرولیز شده- 2-4

ي پروتئین شنبلیله در کنسانتره براي فرایند هیدرولیز آنزیمی،
 =4/7( مولار M2/0 درصد در بافر فسفات 5 (w/v)غلظت 

pH (ي حل شد و امکان  میلی لیتر100هاي درون ارلن
 دقیقه در 30هیدراته شدن کامل آن با همزدن مداوم به مدت 

پس از رسیدن دماي انکوباتور به دماي . دماي محیط فراهم شد
ها درون انکوباتور قرار داده شده و نمونه) 3جدول( مورد نظر

هاي مورد آنزیم به نسبت پس از ثابت شدن دماي انکوباتور،
ي واکنش در محدوده. ل اضافه شدبه محلو) 3جدول (نظر 

هاي پس از طی زمان.  انجام شد3زمانی ذکر شده در جدول
ها درون حمام سازي آنزیم، ارلنمورد نظر، به منظور غیرفعال

 دقیقه قرار داده شده و 10 درجه سانتی گراد به مدت 90آب 
سپس با استفاده از ظرف حاوي یخ تا رسیدن به دماي محیط 

 دقیقه 20 به مدت g 8000×ها با دور س نمونهسپ. سرد شدند
 و با استفاده از سمپلر مایع رویی آنها جدا شد ندسانتریفوژ شد

و با استفاده از دستگاه خشک کن انجمادي خشک گردید و تا 
گراد نگهداري   درجه سانتی-20ها در دماي زمان انجام آزمون

  .]22[ شد
  DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد - 2-5
با استفاده از روش وو و DPPH صد مهار رادیکال آزاد در

ابتدا پودرهاي .  با کمی اصلاحات تعیین گردید]23[همکاران 
سپس، . شدندحل ) mg/ml40(هیدرولیز شده در آب مقطر 

ml5/1 از هر نمونه با ml5/1 از محلول اتانولی DPPH 
)mM15/0 ( سپس، . شد ثانیه ورتکس 20مخلوط و بمدت

 سانتریفوژ و min10 به مدت rpm2500اصل در مخلوط ح
جذب محلول .  در تاریکی نگهداري شدmin30مدت به

درصد مهار . شد خوانده nm517سوپرناتانت در طول موج 
  : با استفاده از فرمول زیر محاسبه گردیدDPPHآزاد رادیکال 
 )1( I (%) =    ×    100      

   یون آهندگیتعیین قدرت احیاءکنن- 2-6
هاي هیدرولیز نمونهیون آهن براي تعیین قدرت احیاءکنندگی 

در غلظت ( نمونه حل شده در آب مقطر ml5/0شده، 
mg/ml40 ( باml5/0 بافرفسفات M2/0) 6/6=pH ( و

ml5/0سیانید  پتاسیم فري (W/V)1 درصد مخلوط و در 
 ml5/0سپس، . شد دقیقه انکوبه min20 براي C° 50دماي 

درصد به مخلوط اضافه و  10کلرو استیک اسید لول تريمح
 ml1در نهایت، .  سانتریفوژ شدrpm2500 در min10مدت به

  فریک کلراید ml2/0 آب مقطر و ml1سوپرناتانت با 

(W/V)1/0جذب نمونه در .  درصد مخلوط گردیدnm700 
. شد نگهداري مخلوط در دماي محیط، خوانده min10پس از 

 آب مقطر به جاي نمونه براي تهیه نمونه کنترل حجم یکسانی
افزایش جذب مخلوط واکنش نشان دهنده افزایش . شداستفاده 

  .]24[ قدرت احیاءکنندگی است
  

ر غلظت بر خصوصیات یاثتبررسی  - 3
  آنتی اکسیدانی تیمار بهینه هیدرولیز شده

 و DPPHفعالیــت مهــار رادیکــال آزاد -3-1
  ون آهن یتعیین قدرت احیاءکنندگی
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بر فعالیت مهار )  mg/ml50 -10(براي تعیین تاثیر غلظت 
  یون آهن و میزان قدرت احیاء کنندگیDPPHرادیکال آزاد 

 و احمدي و ]23[تیمار بهینه به ترتیب از روش وو و همکاران 
   . استفاده شد]24[همکاران 

  کنندگی یون آهنفعالیت شلاته- 3-2
جامدار و طبق روش کنندگی یون آهن بر فعالیت شلاته

 نمونه حل شده در ml1ابتدا، . گیري شد اندازه]25[ همکاران
 محلول دي ml05/0با ) mg/ml50 -10غلظت (آب مقطر 

. شد آب دوبار تقطیر مخلوط ml85/1و ) Mm2(کلرید آهن 
افزوده و مخلوط به ) Mm5( محلول فروزین ml1/0سپس، 

ي مخلوط در  نگهدارmin10جذب پس از . شدزده شدت هم
از آب دوبار تقطیر به . شد خوانده nm562دماي محیط در 

ها با کنندگی نمونهفعالیت شلاته. عنوان نمونه شاهد استفاده شد
  :شوداستفاده از معادله زیر محاسبه می

)2( Chelating 

effect (%) = [(A control – A sample/A control)] × 100 
  

  دروکسیلفعالیت مهار رادیکال هی- 3-3
 از ml 2و ) mM 865/1( فنانترولین 10و 1 از ml 1ابتدا 

با ) mg/ml50  -10غلظت (نمونه حل شده در آب مقطر 
ml1 از محلول H2O.FeSo4 )mM 865/1 ( مخلوط شدند

بعد . به مخلوط اضافه شد ml1 ،) w/v% 03/0 (H2O2سپس 
 درجه سانتی 37 دقیقه در دماي 60از انکوباسیون به مدت 

مخلوط بدون .  نانومتر خوانده شد536د، جذب مخلوط در گرا
عنوان کنترل منفی و مخلوط بدون آنتی اکسیدان بهترکیب هیچ 

H2O2مهار رادیکال  قدرت.  بعنوان بلانک استفاده شد
 :]13[ هیدروکسیل با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد

As ،جذب نمونهAb ،جذب بلانک An جذب کنترل منفی 
  .باشدمی

)3( HRSA(%) = [(As-An) / (Ab-An)] ×100        

  ظرفیت آنتی اکسیدانی کل - 3-4
 5 ظرفیتی به مولیبدن 6این روش بر مبناي احیاء مولیبدن

باشد که با تشکیل کمپلکس سبز رنگ فسفومولیبدن ظرفیتی می

 از نمونه ml 1/0در این روش . در محیط اسیدي همراه است
 از ml1با ) mg/ml50  -10 غلظت(حل شده در آب مقطر 

 میلی 28 مولار، فسفات سدیم 6/0اسیدسولفوریک (معرف 
در لوله اپندورف )  میلی مولار4مولار و آمونیوم مولیبدات 

 درجه سانتی گراد 90 دقیقه در حمام آب 90ریخته و به مدت 
 نانومتر 695 در هاپس از سرد شدن، جذب نمونه. قرار گرفت
طر دوبار تقطیر به عنوان نمونه شاهد از آب مق. خوانده شد
ي ظرفیت آنتی اکسیدانی جذب بیشتر نشان دهنده. استفاده شد

  .]26 [کل بیشتر است
  

  تجزیه و تحلیل آماري - 4
سازي شرایط تولید پروتئین هیدرولیز شده در قالب طرح بهینه

  Design expertمرکب مرکزي و با استفاده از نرم افزار 
هاي دما، زمان متغیر. طح پاسخ انجام گرفت، و روش س7نسخه 

 5هاي مستقل در عنوان متغیرو نسبت آنزیم به سوبسترا به
و قدرت مهار ) 2جدول( تکرار در نقطه مرکزي 4سطح و

هاي وابسته عنوان متغیر و احیاکنندگی بهDPPHرادیکال آزاد 
هاي مستقل روي در نظر گرفته شدند و اثر هر یک از این متغیر

هاي وابسته جهت تعیین شرایط جهت دستیابی به بیشنه تغیرم
در این پژوهش ).3جدول(فعالیت آنتی اکسیدانی، بررسی شد 

داراي بالاترین قدرت مهار (هاي مختلف تیمار بهینه اثر غلظت
آنتی هاي بر ویژگی)  آهنکنندگیو احیاء DPPH  آزادرادیکال

ک طرفه و با استفاده از اکسیدانی آن با کاربرد آنالیز واریانس ی
کلیه .  مورد ارزیابی قرارگرفت16 نسخه SPSSنرم افزار 

ها با استفاده از آزمون  تکرار و مقایسه میانگین3ها در آزمون
دار بودن متغیر در اي دانکن جهت بررسی معنیچنددامنه

05/0P<ها با نرم افزار  و رسم نمودارExcel 2013 انجام 
  .گرفت

  

  بحثنتایج و  - 5
گیري میزان رطوبت، خاکستر و پروتئین پودر چربیدر ابتدا 

اندازه ري نشده و کنسانتره پروتئین حاصل گیشده و چربی
  .)1جدول(گیري شد
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Table 1 chemical composition of undefatted, defatted and protein concentrate of fenugreek  
Protein (%)  Moisture (%)  Fat (%)  Ash (%)   

0/32c±29/77 0/35a±8/03 0/53a±17/25 0/14a±7/65 Undefatted fenugreek 
powder 

0/61b±45/03 0/26b±7/2  0/27b±5/06  0/11b±6/53  defatted fenugreek 
powder 

75/27±0/55a 0/25c±6/2 0/30c±3/20 0/15c±3/11  protein concentrate 
  

Table 2 Independent variables and levels used for optimization 
    Variable 

levels        
α+  1+  0  1-  α-  Independent variables  

60 50 40 30  20  temperature  
270  210 150  90 30 Time(min) 
3/25 2/5  1/75 1  0/25  Enzyme to Substrate Ratio(%)   

  
  سازي هیدرولیز پروتئین دانه شنبلیلهبهینه - 5-1

  آزاد رادیکالمهاربه منظور دستیابی به بیشترین قدرت 
DPPHاحیاء کنندگی از روش سطح پاسخ استفاده  و قدرت 

. افزار انجام شدهیدرولیز در نقاط تعریف شده توسط نرم. شد
  . ها تست گردیداکسیدانی براي هر یک از تیمارهاي آنتیآزمون

 3هاي وابسته در جدول طرح مرکب مرکزي و پاسخ متغیر
اثر عوامل مختلف دما، زمان و نسبت  .نشان داده شده است

 و DPPH  آزادزیم به سوبسترا بر قابلیت مهار رادیکالآن
آهن با تجزیه و تحلیل ضرایب یون  قدرت احیاءکنندگی

  بررسی 5 و 4رگرسیونی و واریانس ذکر شده در جدول هاي 
  .شد
  

Table 3 central composite design and response of variables dependent on independent variables  
Y2 Y1 C B A treatment  
0/5 32/1 0/25 40  150  1  

0/55 27 1 30  210  2  
0/5 33/3 1 50  90  3  

0/77 39/4 1/75 40  150  4  
0/74 39/2 1/75 40  150  5  
0/56 34/75 1/75 40  30  6  
0/62 34/35 2/5 50  210  7  
0/66 37/35 2/5 50  90  8  
0/52 33/8 1 30  90  9  
0/6 34/3 2/5 30  210  10  

0/35 32/7 1/75 20  150  11  
0/68 39/55 1 50  210  12  
0/78 39/6 1/75 40  150  13  
0/66 34/9 3/25 40  150  14  
0/60 31/15 1/75 40  270  15  
0/45 35/25 1/75 60  150  16  
0/6 34/65 2/5 30  90  17  

0/75 39/1 1/75 40  150  18  
A (time, min), B (temperature c), C (Enzyme to Substrate Ratio %), Y1 (DPPH radical scavenging activity %), 

Y2 (Reducing power, Absorbance in 700nm) 
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  DPPH  مهار رادیکال آزادفعالیت - 5-2
 رابطه مهار  کهداد، آنالیز سطح پاسخ نشان 4با توجه به جدول 

صورت معادله  با پارامترهاي واکنش بهDPPH  آزادرادیکال
-می =8766/0R2 با ضریب رگرسیون درجه دومو از نوع ) 4(

 درصد از کل 66/87دهد مدل توانسته ،  که نشان میباشد
 و ]27[ تغییرات در دامنه مقادیر مورد مطالعه را پیش بینی کند

 باشدهاي فرآیند میمدلی مناسب براي پیش بینی اثر متغیر
)05/0<p .(هاي اثر متغیرB ،A2 ،B2 ،C2 بر روي قدرت ،

، اثر معنی B2دار و متغیر  معنیDPPH  آزادر رادیکالمها
  .نشان دادها دارتري نسب به سایر متغیر

   4معادله 
DPPH radical scavenging activity (%) =                  
-27/17 +0/048 A+ 2/15B+ 17/47 C+ 2/17 AB  - 
7/78AC -   0/15BC+ 4/42A2+0.024B2+ 2/59C2 

 

  قدرتي اثر همزمان دما و زمان را برد نمودار سه بع1شکل
  سوبسترا، به آنزیمدر مقدار ثابت  DPPH آزاد رادیکالمهار
با افزایش زمان هیدرولیز تا حدود . دهدنشان می  درصد75/1

 یابد افزایش میDPPH  آزاد دقیقه، قدرت مهار رادیکال150
 افزایش دما. یابد کاهش می،زمان هیدرولیزبیشتر و با افزایش 

منجر به ، )دماي بهینه آنزیم پانکراتین (C 45° تا حدودنیز
 به طوریکه گردد،می DPPH  آزادقدرت مهار رادیکالافزایش 

  آزاد قدرت مهار رادیکالبا ترکیب مناسب از دما و زمان
DPPH  پور و  اویسی.کند درصد افزایش پیدا می40تا حدود
هی قزل آلا به  نیز با هیدرولیز ضایعات ما،)2009( همکاران

  ازادهایی با قابلیت مهار رادیکال دقیقه به پپتید180مدت 

DPPH درصد دست یافتند و گزارش کردند که 40 به میزان 
 شکل. ]28[با افزایش زمان هیدرولیز این قابلیت کاهش یافت 

 مهار قدرت بررا ،  به سوبسترا و نسبت آنزیمزمان اثر متقابل 2
 آنزیم تا  افزایش میزان.دهدان مینش    DPPH آزادرادیکال
 دقیقه، 150 و افزایش زمان هیدرولیز تا حدود 75/1حدود 

بیشتر منجر به افزایش قدرت آنتی اکسیدانی و سپس با افزایش 
 .شودسته میکااز میزان آن میزان آنزیم و زمان هیدرولیز، 

هاي آنتی پیشرفت فرآیند هیدرولیز باعث رهاشدن پپتید
زمان هیدرولیز و اثر بیشتر آنزیم،  افزایش شود امااکسیدان می

گردد و اکسیدان میهاي آنتیمنجر به شکستن تعدادي از پپتید
شود  کاسته میDPPH  آزاددر نتیجه از قدرت مهار رادیکال

با  دقیقه، 150دهد که در زمان ثابت  نشان می3 شکل .]29[
 75/1 تا و افزایش میزان آنزیم C45°افزایش دما تا حدود

 درصد 38، تا حدود DPPH  آزادقدرت مهار رادیکالدرصد، 
نورمحمدي و .  بیشتر دما کاهش یافت و با افزایشیافتهافزایش 
 با هیدرولیز پروتئین دانه کدو توسط انزیم ،)2017(همکاران

 با DPPH  آزاد رادیکالمهارپپسین، گزارش دادند که قدرت 
-، افزایش می) انزیم پپسیندماي بهینه (C 35° افزایش دما تا

-یابد و با افزایش بیشتر دما از قدرت آنتی اکسیدانی کاسته می

 با هیدرولیز پروتئین ،)2011(  طاهري و همکاران.]30[ شود
ماهی ساردین توسط آنزیم آلکالاز گزارش کردند که با افزایش 

 قدرت آنتی ، )دماي بهینه انزیم آلکالاز( C 50°دما تا حدود 
نی افزایش یافته و با افزایش بیشتر دما از میزان آن کاسته اکسیدا

  . ]27[ شودمی

Table 4 Analysis of variance for DPPH radical scavenging activity of hydrolyzed fenugreek protein  
Regression 
coefficient  value P DF Sum of squares   

39/56 0/0173 9 261/27 Model 
-0/69 0/2654 1  7/70 A-time 
2/37 0/0044 1  89/78 B-temperature 
0/79 0/2118 1 9/92 C-E/S 
1/30 0/1528 1  13/52  AB 
-0/35 0/6789 1 0/98 AC 
-1/16 0/1946 1  10/81 BC 
-1/59 0/0184 1 49/13 A2 

-2/46 0/0021 1  117/34 B2 

-1/46 0/0268 1  41/01  C2 
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Fig 1 Surface plot for DPPH radical scavenging 
activity against time (min) and Temperature (0C)  

  
Fig 2 Surface plot for DPPH radical scavenging 

activity against time (min) and Enzyme to 
Substrate Ratio (%)  

  
Fig 3 Surface plot for DPPH radical scavenging 
activity against Temperature (0C) and Enzyme to 

Substrate Ratio (%)  
  قدرت احیاء کنندگی یون آهن- 5-3

ارتباط نشان داد که ها واریانس داده، آنالیز 5با توجه به جدول 
واکنش از نوع متغیرهاي  آهن با  یونکنندگیقدرت احیاءبین 

باشد،  که  می=9964/0R2درجه دوم با ضریب رگرسیون 
 درصد از کل تغییرات در 64/99توانسته دهد مدل نشان می

 و مدلی مناسب ]29[ شرح دهددامنه مقادیر مورد مطالعه را 
معادله ). p>05/0( باشدهاي فرآیند میبراي پیش بینی اثر متغیر

-کنندگی را نشان میهاي واکنش با قدرت احیاء رابطه متغیر5

  :دهد
  5معادله

Reducing power = -1/28 + 2/95A+ 0/06B +
0/48C+ 6/25AB+ 7/2 AC+ 6/66 BC- 1/31A2 - 
9/2 B2- 0/1 C2 

 

هاي دما و زمان بر اثر متغیر ،)4شکل(در نمودار سه بعدي 
 به ، در مقدار ثابت آنزیم یون آهنکنندگیقدرت احیاء

اثر دو متغیر دما و گردد،  درصد، مشاهده می75/1سوبسترا، 
و با ) p>05/0(د بوکنندگی معنی دار زمان بر قدرت احیاء

 دقیقه و افزایش دما تا حدود 150افزایش زمان تا حدود 
°C40 به طور کلی آزمون  .یافت، قدرت احیاءکنندگی افزایش

 +Fe3قدرت احیاءکنندگی، توانایی احیاءکنندگی را در برابر
هاي به عبارت دیگر قدرت الکترون دهندگی پروتئین. باشدمی

 .]31[ دهدي آزاد نشان میهاهیدرولیز شده را به رادیکال
با افزایش زمان و هیدرولیز بیش از حد پروتئین، از بنابراین 

 و این امر منجر به ههاي دهنده الکترون کاسته شدمیزان پپتید
  مقصودلو و همکاران.گرددکاهش قدرت احیاءکنندگی می

 با هیدرولیز پروتئین گرده گل گزارش کردند که با ،)1396(
 ساعت، قدرت احیاءکنندگی 5/3حدود یز تا افزایش هیدرول

یابد و پیشرفت هیدرولیز منجر به کاهش قدرت افزایش می
 نیز ،)2011(  خانتافانت و همکاران.]32[گردد احیاءکنندگی می

افزایش قدرت احیاءکنندگی پروتئین هیدرولیز شده ماهی را با 
 و  اثر زمان5 شکل .]31[افزایش زمان هیدرولیز گزارش کردند 

 C° در دماي  را بر قدرت احیاءکنندگی به سوبسترا آنزیمنسبت
نمودار مشخص است، قدرت همانطور که از . دهدنشان می 40

کنندگی با افزایش زمان تا حدود نقطه مرکزي و افزایش احیاء
 درصد، افزایش یافته سپس با 80/1میزان آنزیم تا حدود 

-180مدت زمان در بنابراین . افزایش بیشتر کاهش یافته است
هاي  درصد آنزیم، میزان پپتید5/1-2ي محدوده دقیقه و 120

ي الکترون افزایش یافته و منجر به افزایش قدرت دهنده
 مقصودلو و همکاران . گردیده استاحیاءکنندگی یون آهن

 به ترتیب با هیدرولیز ،)2009(  و جی و همکاران،)1396(
ارش کردند که با افزایش پروتئین گرده گل و ضایعات ماهی گز

  با.]33 و 32[ آنزیم، قدرت احیاءکنندگی افزایش یافت میزان
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 بر  به سوبسترا آنزیمنسبتاثر متقابل دما و  (6به شکل  توجه
، بیشترین قدرت احیاءکنندگی در دماي )قدرت احیاءکنندگی

 دما  بیشتر درصد بوده و افزایش2 آنزیم میزان و C 43°حدود 
  .م منجر به کاهش قدرت احیاءکنندگی شده استو میزان آنزی

  
Table 5 Analysis of variance for reducing power of hydrolyzed fenugreek protein  

Regression 
coefficient  Value P DF  Sum of squares   

0/77 0/0001< 9 0/22 Model 
0/015 0/0008  1 3/6 A-time 
0/029 0/0001< 1 0/013 B-temperature 
0/013 0/0022<  1  2/5 C-E/S 
0/037 0/0001< 1 0/011 AB 
-0/033 0/0001< 1  8/45 AC 

5/0 0/2243 1  2/0 BC 
-0/047 0/0001<  1  0/043 A2 

-0/092 0/0001< 1  0/16 B2 

-0/061 0/0001<  1 0/072 C2 

  
Fig 4 Surface plot for reducing power against time 

(min) and Temperature (0C) 
  

  
Fig 5 Surface plot for reducing power against time 

(min) and Enzyme to Substrate Ratio (%)  

  
Fig 6 Surface plot for reducing power against 

temperature (0C) and Enzyme to Substrate Ratio 
(%)  

  انتخاب تیمار بهینه - 6
ها، نرم افزار شرایط بهینه جهت دستیابی به پس از آنالیز داده

 را دماي DPPHبیشترین قدرت احیاءکنندگی و مهار رادیکال 
°C 12/46  درصد و زمان 84/1  به سوبسترا آنزیمنسبت، و 
در شرایط ذکر شده هیدرولیز ؛  دقیقه مشخص کرد96/175

 تیمار بهینه از نظر اکسیدانیتی فعالیت آنانجام شد و سپس
 رادیکال مهار، احیاءکنندگی، DPPHقدرت مهار رادیکال 

هیدروکسیل، شلاته کنندگی آهن و آنتی اکسیدانی کل، در 
  .سنجیده شد50-10 (mg/ml)غلظت هاي 

 DPPHمهار رادیکال فعالیت - 6-1
 نانومتر داراست و 517م جذب را در ، ماکزیمDPPHرادیکال 

  شدن با یک ترکیب دهنده پروتون منجر به کاهش رو به رو 
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 DPPH  آزاد قدرت مهار رادیکال.]34[ شودمیزان جذب می
، نشان داده شده 7هاي متفاوت در شکل تیمار بهینه در غلظت

 هیدرولیز به طور شگرفی منجر به با توجه به این شکل،است؛ 
ش با افزای افزایش قدرت آنتی اکسیدانی پروتئین شده است و

  آزاد، قدرت مهار رادیکال30(mg/ml)غلظت، تا حدود  
DPPHیابد و پس از آن افزایش بیشتر تاثیر قابل  افزایش می

 اما قدرت مهار رادیکال .)p>05/0( توجهی بر قدرت آن ندارد
هاي متفاوت از نمونه هاي هیدرولیز شده در غلظتنپروتئی

 و ،)2012(  زائو و همکاران.کمتر است) ویتامین ث(شاهد 
 به ترتیب با هیدرولیز پروتئین ،)2014( آمایاپارواتی و همکاران

برنج و صدف خوراکی گزارش کردند که با افزایش غلظت 
 افزایش DPPH  آزادهاي حاصل قدرت مهار رادیکالپپتید
 مطالعات نشان داده است که قدرت آنتی .]14 و 35[ یابدمی

 وابسته ها آمینواسیدي آن و توالی ترکیبها بهاکسیدانی پپتید
، به دلیل DPPH  آزاداست؛ احتمالا قدرت مهار رادیکال

هاي هاي هیدروکسیل آمینواسیدفعالیت پروتون دهندگی گروه
آروماتیک است، حضور یا عدم حضور آنها قدرت آنتی 

دهد و افزایش بیش از ها را تحت تاثیر قرار میاکسیدانی پپتید
  .]36 [گردددن نقاط فعال میحد غلظت منجر به اشباع ش

 
Fig 7 Comparison of DPPH radical scavenging activity of hydrolyzed protein in concentrations of (10-50 

mg/ml) with primary protein 50 (mg / ml) and vitamin C 50 (mg / ml). 
 
 

  ن آهن یوقدرت احیاء کنندگی- 6-2
قدرت احیاءکنندگی فعالیت آنتی اکسیدانی یک ترکیب را بر 

 از طریق +Fe2 به +Fe3حسب توانایی آن در تبدیل یون 
، قدرت احیاءکنندگی 6جدول . کنداهداي الکترون، ارزیابی می

دهد، هاي متفاوت نشان میپروتئین هیدرولیز شده را در غلظت
 به طور قابل توجهی دهد که هیدرولیزآنالیز نتایج نشان می

با . باعث افزایش قدرت احیاءکنندگی پروتئین شده است
، قدرت احیاءکنندگی افزایش 30 (mg/ml)افزایش غلظت تا 

یافته و افزایش بیشتر تاثیر قابل توجهی بر قدرت احیاءکنندگی 
هاي هیدرولیز علت احیاءکنندگی پروتئین). p>05/0(نداشت 

-هایی با قدرت آنتیآمینواسیدتوان به رها شدن شده را می

اکسیدانی مانند لیزین و متیونین و تریپتوفان در اثر هیدرولیز 
این نتایج در تطابق با نتایج تحقیقات . ]25[نسبت داد 

که ) 2012(، زائو و همکاران )2014(اومایاپاراواتی و همکاران 
به ترتیب تاثیر غلظت هاي متفاوت را بر قدرت احیاءکنندگی 

ن هیدرولیز شده صدف خوراکی و برنج بررسی کردند پروتئی
  .]35 و 14[باشد می
  شلاته کنندگی یون آهنفعالیت - 6-3

ها در محصولات غذایی آهن باعث شکست هیدروپراکسید
-عنوان یک پراکسیدان اکسیداسیون رو تشدید میشده و به

، قدرت شلاته کنندگی پروتئین 6با توجه به جدول . بخشد
– 63/72 بین ،ي غلظتی مورد نظره در محدودههیدرولیز شد

نتایج نشان دادند که افزایش غلظت .  درصد متغیر است01/51
 قدرت شلاته کنندگی را افزایش داده و پس 40 (mg/ml)تا 

با توجه ). p>05/0(اي نداشته است از آن تاثیر قابل ملاحظه
رولیز ه قبل از هیدلبه اینکه قدرت شلاته کنندگی پروتئین شنبلی
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 درصد بوده است و با انجام هیدرولیز افزایش قابل 85/23
دهد که آنزیم پانکراتین توجهی داشته است، این نتایج نشان می

ترکیب آمینواسیدي و زنجیره جانبی هایی با توانسته پپتید

این . مناسب و داراي پتانسیل به دام اندازي فلزات تولید کند
و ) 2010(امدار و همکاران هاي جنتایج در تطابق با یافته

  .]32 و 25[است) 1396(مقصودلو و همکاران 
Table 6 HO• scavenging activity (%), Reducing power (absorbance in 700nm), Fe chelating activity 

(%) in concentrations of (10-50 mg/ml)  
Vitamin c 
50(mg/ml)  

hydrolyzed 
protein 

50(mg/ml)  

hydrolyzed 
protein 

40(mg/ml)  

hydrolyzed 
protein 

30(mg/ml)  

hydrolyzed 
protein 

20(mg/ml)  

hydrolyzed 
protein 

10(mg/ml)  

Fenugreek 
protein 

50(mg/ml) 
  

88/44±4/02a 70/99±2/42b 69/01±1/87c  62/70±91/62c  50/17±3/35d  37/73±2/19e  13/51±1/08f  
HO• 

scavenging 
activity (%)  

0/87±0/02a 0/81±0/02b 0/77±0/01b  0/76±0/03b 0/63±0/03c 0/42±0/02d 0/31±0/02e 

Reducing 
power 

( absorbance in 
700nm)  

83/70±1/91a  72/63±1/12b 70/93±0/95b  63/35±1/38c  59/26±3/04c  51/01±2/01d  23/85±4/02e  Fe chelating 
activity (%)  

Different letters in the same column indicate significant difference among samples P< 0.05  
.

  قدرت مهار رادیکال هیدروکسیل- 6-4
        هاي آزادرادیکال هیدروکسیل مضرترین گونه بین رادیکال

هاي زیستی  تمام مولکولباشد که قادر به نابود کردن تقریبامی
اي زنده هدر سلول)  DNAاسید آمینه، پروتئین، چربی و (

تواند از باشد، بنابراین حذف رادیکال هیدروکسیل میمی
-اندازه. ها باشدها براي جلوگیري از بیماريموثرترین روش

گیري میزان توان مهار رادیکال هیدروکسیل شاخصی از قدرت 
با توجه به . ]37[اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده است آنتی

 مهار رادیکال داري بین قدرت، تفاوت معنی6جدول 
هیدروکسیل پروتئین و نمونه هیدرولیز شده وجود دارد و 
افزایش غلظت پروتئین هیدرولیز شده منجر به افزایش این 

هاي فعال پس ها و گروهاسیدافزایش آمینو. توانایی گشته است
فزایش قابل توجه در توانایی از انجام فرآیند هیدرولیز منجر به ا

تیمار . ]38[گردد هاي هیدرولیز شده میناکسیدانی پروتئیآنتی
، بیشترین قدرت مهار 50 (mg/ml)ي تولیدي در غلظت بهینه

ي پتانسیل آن براي کاربرد رادیکالی را داراست که نشان دهنده
هاي زیستی و مواد غذایی با هدف کاهش آثار در سیستم

، )2015(چی و همکاران . ]39[ زاد استهاي آمخرب رادیکال 
، گزارش blood clamهیدرولیز پروتئین جاندار دریایی با 

هاي حاصل کردند که قدرت مهار رادیکال هیدروکسیل پپتید

با افزایش غلظت تا حد خاصی افزایش یافته و پس از آن 
  .]13[افزایش بیشتر بی تاثیر است

  اکسیدانی کل آنتیظرفیت- 6-5
 یک روش کمی براي سنجش قدرت ارزیابی فسفومولیبدن

 بیشترین ،8با توجه به شکل .  ]40[ باشداکسیدانی کل مینتیآ
، حاصل شد و 30 (mg/ml)اکسیدانی در غلظت قدرت آنتی

-قابل توجهی در قدرت آنتیافزایش بیشتر غلظت تفاوت 

اکسیدانی  فعالیت آنتی).p>05/0 (اکسیدانی کل ایجاد نکرد
که نشان پروتئین هیدرولیز شده بیشتر از پروتئین اولیه بود 

-در افزایش قدرت آنتی فرآیند هیدرولیز تاثیر مثبتي دهنده

ویتامین  ( مثبتباشد؛ اما نسبت به نمونه کنترلمیاکسیدانی 
 تیمار .اکسیدانی کمتري از خود نشان دادندیقدرت آنت) ث

 الکترون دهندگی بوده و منجر ي تولیدي داراي خاصیتبهینه
 و شودمیهاي آزاد دیکالاي راهاي زنجیرهبه توقف واکنش

هاي فعال رادیکالی را به محصولاتی پایدارتر و با واکنش گونه
 بوگاتف و همکاران .]40[نماید میپذیري کمتر تبدیل 

ف ماهی گزارش با هیدرولیز پروتئین ماهیچه صانیز  ،)2009(
اکسیدانی کل با افزایش غلظت افزایش کردند که قدرت آنتی

کسیدانی کمتري انمونه کنترل قدرت آنتیا نسبت به یافته ام
  .]41[داشت
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Fig 8 Total antioxidant capacity of hydrolyzed protein in concentrations of (10-50 mg/ml) with primary protein 

50 (mg/ml) and vitamin C 50 (mg/ml).  
  گیرينتیجه- 7

 دانه ه سازي تولید پروتئین هیدرولیز شدهدر این پژوهش بهین
 با استفاده از آنزیم پانکراتین و روش سطح پاسخ انجام شنبلیله
شرایط بهینه براي دستیابی به بیشترین قدرت مهار . گرفت

 C° و قدرت احیاءکنندگی آهن، دماي DPPH  آزادرادیکال
 96/175 درصد و زمان 84/1، نسبت آنزیم به سوبسترا  12/46
-نتایج حاصل از بررسی قدرت آنتی. یقه به دست آمددق

دگی نکن، احیاءDPPH  آزادقدرت مهار رادیکال(اکسیدانی 
ر رادیکال هیدروکسیل و قدرت آهن، شلاته کنندگی آهن، مها

 mg / ml( 50(هاي تیمار بهینه در غلظت) اکسیدانی کلآنتی
طور  به با پروتئین هیدرولیز نشده نشان داد که هیدرولیز10 –
اکسیدانی پروتئین گشته شمگیري منجر به افزایش قدرت آنتیچ

هاي حاصل داراي پتانسیل کاربرد در بنابراین پپتید. است
-فرمولاسیون مواد غذایی جهت جلوگیري از اکسیداسیون و به

  .باشندعنوان ترکیب دارویی می
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Fenugreek seed protein (Graceum Trigonella foenum) is a rich source of lysine and tryptophan. In this 
study, the enzymatic hydrolysis of fenugreek seed protein with the pancreatin enzyme was performed 
using the response surface methodology with independent variable including: temperature 20 - 60 ° C, 
time 30-270 min, and enzyme to substrate ratio of 0.25-3/25%. Optimum conditions to achieve the 
highest 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH) radical scavenging activity and reducing power were 
obtained at 46/12 °C, and enzyme to substrate ratio of 1.84% and time of 175.96 min. Then, the 
antioxidant properties of the optimum treatment were measured at different concentrations (10-50 
mg/ml) and compared with antioxidant properties of non-hydrolyzed protein and vitamin C. The 
highest DPPH radical scavenging activity (52.98%),  and total antioxidant activity (absorbance 1.28 at 
wavelength  of 695 nm)  were achieved at concentration (40 mg/ml), and  the highest  hydroxyl 
radical scavenging activity (70.99%) and Fe2+ chelating activity (72.63%) and Fe reducing power 
(0.80 at wavelength of 700 nm)  were achieved at concentration (50 mg/ml). According to the results, 
the hydrolysis of fenugreek protein by the pancreatin enzyme had led to the production of peptides 
with significant antioxidant activity that can compete with synthetic antioxidants. Also, these peptides 
can be used in the pharmaceutical industry and the production of functional foods. 
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