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هاي فیزیکوشیمیایی و عملکردي پروتئین هیدرولیز شده ارزیابی ویژگی

  توسط آنزیم آلکالاز پنبه دانه يحاصل از کنجاله

  

  2، پریا شعبانی1بهروز اکبري آدرگانی

 

  دانشیار مرکز تحقیقات آزمایشگاهی غذا و دارو، سازمان غذا و دارو، وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشکی، تهران، ایران -1

  رانکارشناس ارشد صنایع غذایی، مرکز تحقیقات آزمایشگاهی غذا و دارو، سازمان غذا و دارو، وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشکی، تهران، ای -2

  

  چکیده 

پتیدها در فراورده پپتیدهاي زیست فعال از اتصال اسیدهاي آمینه تشکیل شده اند و با پیوندهاي کوالانسی به یکدیگر پیوند یافته اند. اگرچه برخی از این پ

آنزیمی آزاد می شوند. هدف از اند و از طریق فرآیندهاي ها در ساختار پروتئینی اصلی پنهان  شدههاي طبیعی به صورت آزاد هستند ولی تعداد زیادي از آن

  پنبه دانه توسط آنزیم آلکالاز می باشد. يهاي فیزیکوشیمیایی و عملکردي پروتئین هیدرولیز شده حاصل از کنجالهانجام این پژوهش، ارزیابی ویژگی

 2و  5/1، 5/0و نسبت آنزیم به سوبستراي  ᵒC 55و 50، 45ساعت، دماي  5و  5/3، 2زمانی  ي، بازه8ثابت  pHهیدرولیز آنزیمی توسط آنزیم آلکالاز در 

تئین درصد مورد بررسی قرار گرفت. بهینه سازي شرایط هیدرولیز آنزیمی توسط روش سطح پاسخ انجام شد و در شرایط بهینه برخی از ویژگی هاي پرو

، قدرت شلاته کنندگی یون  DPPHدانه، مهار رادیکال آزادبهحاصل از کنجاله پن ياکسیدانی پروتئین هاي هیدرولیز شدههیدرولیز شده شامل فعالیت آنتی

 بهینه ، شرایط32پژوهش نشان می دهد که با درجه هیدرولیز % بررسی قرار گرفت. نتایج اکسیدانی کل و قدرت احیا کنندگی موردآهن، ظرفیت آنتی

 رادیکال مهار بوده است. در این شرایط، مقدار 7/1و نسبت آنزیم به سوبسترا % ᵒC 55 دماي ساعت، 5 زمان پنبه دانه شامل يپروتئین کنجاله براي هیدرولیز

با  برابر کنندگیانگستروم و قدرت شلاته 078/0میلی مول آلفا توکوفرول بر میلی لیتر، قدرت احیا کنندگی  1/2، ظرفیت آنتی اکسیدانی کل 69/62آزاد %

بخش هستند. روش سطح پاسخ به پنبه دانه داراي خواص فیزیکوشیمیایی و عملکردي سلامت يالهمی باشد.پپتیدهاي زیست فعال حاصل از کنج %20/80

هاي مطلوب سلامت بخش مفید و مؤثر سازي پروتئین هیدرولیز شده و در جهت دستیابی به ویژگیصورت یک روش آسان، معتبر و در دسترس در بهینه

  هاي غذایی و دارویی توصیه می شود.پنبه دانه در برخی از فرمولاسیون يیز شدههاي هیدرولبود. از این رو استفاده از پروتئین

  

  هیدرولیز آنزیمی، پپتیدهاي زیست فعال، پنبه دانه، روش سطح پاسخ، ویژگی هاي عملکردي: گانکلید واژ

  

  

  

  

  

  

                                                           
 مکاتبات مسئول:analystchemist@yahoo.com  
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  مقدمه - 1

واکنش هاي اکسیداسیون در مواد غذایی منجر به کاهش کیفیت 

ویژگی هایی از جمله عطر، طعم، رنگ و بافت می شوند. اصلی 

ترین هدف واکنش اکسیداسیون که بر کیفیت غذا اثرگذار است 

چربی ها و پروتئین هاي موجود در ماده غذایی می باشد. انواع 

کال هاي آزاد در واکنش هاي اکسیداسیون مستلزم وجود رادی

مسیر شکل گیري هیدروپراکسیدهاي لیپیدها  می باشد که در 

نهایت در حضور پراکسیدها به ترکیبات کربونیلی با وزن 

مولکولی کمتر تقسیم می شوند. شناخته شده است  که فساد مواد 

غذایی خام و فراوري شده ناشی از یک سري فرایندهاي پیچیده 

ی مانند اکسیداسیون، هیدرولیز و شیمیایی، فیزیکی و میکروب

گسترش فلور میکروبی می باشد که ارتباط نزدیکی با هم دارند. 

رخداد و سرعت این فرایندها تحت تأثیر بسیاري از فاکتورها از 

، ترکیبات و حالت سیستم غذایی، ذخیره و pHجمله : رطوبت، 

فرآوري مواد  خام، فعالیت آنزیمی، حضور آنتی اکسیدان ها، 

]. انواع 1رکیبات ضد میکروبی و مواد نگهدارنده می باشد [ت

نگهدارنده هاي طبیعی و مصنوعی و آنتی اکسیدان جهت طولانی 

شدن مدت زمان نگهداري مواد خوراکی مورد استفاده قرار می 

گیرند.  امروزه توجه زیادي به استفاده از آنتی اکسیدان هاي 

مشتق شده از مواد گیاهی  طبیعی بر پایه پلی فنول ها و پپتیدهاي

]. نقش پروتئین ها به 2-4بسیار مورد توجه قرار گرفته است [

عنوان اجزاء فعال فیزیولوژیکی در رژیم غذایی به طور فزاینده 

تأیید شده است.  پروتئین ها و اسیدهاي آمینه ضروري موجود در 

) که KCal/gr4رژیم غذایی یک منبع مهم انرژي می باشند (

، حفظ توابع فیزیولوژیکی مانند تجدید بافت و انتقال براي رشد

اطلاعات سلولی مورد نیاز بدن می باشند. پپتیدهاي زیست فعال 

به عنوان قطعات پروتئینی خاص تعریف می شوند که در نهایت 

]. پپتیدهاي زیست 5[ بر سلامتی و عملکرد بدن تأثیر مثبت دارند

ال هستند و پس از رها فعال در توالی اصلی پروتئین ها غیر فع

سازي به وسیله ي هیدرولیز آنیزیمی از خود خواص عملکردي 

چندگانه نشان می دهند. نتایج مطالعات بسیاري از محققان نشان 

داده که پپتیدهاي حاصل منابع پروتئین مختلف از جمله 

محصولات لبنی، پروتئین هاي حیوانی، گیاهی، دریایی رنج 

یکی چندگانه را از خود بروز می دهند وسیعی از فعالیت بیولوژ

]، فعالیت آنتی اکسیدانی 6به طور مثال: فعالیت ایمونولوژیکی [

] و 9و فعالیت ضد میکروبی [ ]8[، فعالیت ضد فشارخون ]7[

دیگر ویژگی هاي سلامت بخش که کاربردهاي جدیدي را در 

تهیه فرمولاسیون هاي غذایی براي گروه هاي خاص جامعه مثل 

یان به دیابت داشته اند. هیدرولیز آنزیمی یک روش مؤثر مبتلا

جهت تولید پپتیدهاي زیست فعال است که هدف اصلی آن تولید 

]. 11اي مطلوب می باشد[محصولاتی با کارایی بالا و ارزش تغذیه

در بین آنزیم هاي رایج به کار رفته در صنعت غذا، آنزیم آلکالاز 

روبی است که توسط باکتري یک پروتئاز قلیایی با منشاء میک

Bacillus licheniformis  تولید می شود، این آنزیم در کوتاه

مناسب، درجه هیدرولیز بالاتري را pH ترین زمان و شرایط 

، خانواده 1]. پنبه گیاهی است از جنس گوسیپوم10ایجاد کند [

توسط انسان  می باشد. یکی از اولین گیاهانی است که 2آمالواسه

سال قدمت دارد. به دلیل فیبر بالاي  4000و بیش از کشف شده 

آن در صنعت نساجی استفاده می شود، این دانه سرشار از روغن 

است و از کنجاله ي پنبه دانه به دلیل میزان پروتئین بالا، انرژي 

]. 12بالا و کم هزینه بودن جهت خوراك دام استفاده می شود [

 و روغن)  و کنجاله کنسانتره (شامل 64حاوي % محصول این

 خواص مهمترین از .می باشد وپرز) پوسته (شامل علوفه %36

 زیاد رنگ روشن، شیرین، طعم دانه، پنبه هاي فرآورده پروتئینی

 پذیري ماشین تولید، در پذیري شکل اي، تغذیه ارزش بودن

 خاصیت روغن، جذب قابلیت آنتی اکسیدانی، خاصیت مناسب،

تولیدي  محصولات رنگ بهبود و آب جذب قابلیت امولسیفایري،

     باشد. می

  

  مواد و روش ها -2

  مواد  - 2-1

مواد مورد نیاز هیدرولیز آنزیمی با استفاده از آنزیم آلکالاز تهیه 

آلدریچ انجام شده است. هیدروکلریک -شده از شرکت سیگما

اسید و هیدروکسید سدیم، بافر فسفات، اتانول و واکنشگر 

DPPH3 ) از شرکت  آلدریچLuis, USA و (TCL4 فري ،

                                                           
1  . Gossypium spp 
2. Malvaceae family 
3. 1,1-Diphenyl-2-Picrylhyrazyl radical, 2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-
trinitrophenyl)hydrazyl 
4. Trichloro acetic acid 
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سیانید پتاسیم، آمونیوم مولیبدات، فروزین، سدیم دي هیدروژن 

از شرکت مرك  % 9/99فسفات با درجه خلوص بیش از 

)Dortmond, Germany .تهیه شده است (  

  روش ها - 2-2

بررسی خصوصیا ت شیمیایی کنجاله ي پنبه  -2-1- 2

  دانه

با کمترین مقدار چربی از یک دامداري در استان کنجاله پنبه دانه 

گیري میزان پروتئین اصفهان شهرستان مبارکه تهیه شد. براي اندازه

  ].13استفاده شد[ AACC  46- 12کنجاله از روش کجلدال 

آماده سازي هیدرولیز آنزیمی جهت استخراج -2-2- 2

  پروتئین کنجاله پنبه دانه

در آب مقطر مخلوط  V/W ( 1:15آرد توزین شده را به نسبت (

دما)  بدون(استایرر ساعت توسط دستگاه هیتر 2کرده و به مدت 

IkA®RH bacic 2  ساخت کشور آلمان هم زده شد، باید

توسط  pH= 50/10توجه داشت این مخلوط در حین هم زدن در 

) ثابت ,spain GLP, Barcelonaمتر دیجیتال  ( pHدستگاه 

مولار). سپس توسط سانتریفیوژ یخچال  1/0بماند ( توسط سود 

  ͦ C، دماي g 11000با گرانش  ) Heidolph, Germany( دار

 v/wدقیقه انجام شد. رسوب حاصل با رقت  25و به مدت  4

در آب مقطر تهیه شد و عمل سانتریفیوژ مطابق مرحله قبل  1:15

 يمحلول فوقانی حاصل از هر دو مرحله pHانجام شد. تنظیم 

انجام شد و جهت  3/4در  M1/0 HClیوژ توسط سانتریف

استخراج پروتئین مطابق مراحل فوق عمل سانتریفیوژ ادامه یافت. 

در نهایت با رقیق کردن رسوب حاوي پروتئین توسط آب مقطر و 

، آنزیم آلکالاز در نسبت آنزیم به سوبستراي 8آن به   pHرساندن

بازه هاي  درصد اضافه شد. عمل هیدرولیز در 2و 25/1، 5/0

انجام شد.  C ͦ 55و  50، 45ساعت و دماي 5و  5/3، 2زمانی 

محلول فوقانی حاصله لیوفیلیز شد و تا زمان آزمون در دماي 

  ].14نگهداري شد [ -C ͦ 4فریزر 

  آزمون قدرت احیاء کنندگی -2-3- 2

mL 1 هاي مختلف با از محلول نمونه در غلظتmL 5/2  بافر

محلول فري سیانید  mL 5/2ا ) بM 1/0 )6/6  =pHفسفات

دقیقه در  30ترکیب شد. محلول حاصل به مدت  1پتاسیم %

از محلول  mL 5/2گرمخانه گذاري شد، در ادامه  C ͦ 50دماي

TCA v/w %10  10اضافه شد. سوسپانسیون حاصل به مدت 

آب  mL 5/2از فاز فوقانی با  mL 5/2دقیقه سانترفیوژ شد و 

کلرید آهن اضافه شد. بعد  v/w %1/0محلول  mL 5/0مقطر و 

 700دقیقه در دماي اتاق جذب محلول در طول موج  10از 

  ]. 15[ نانومتر ثبت شد

  ظرفیت آنتی اکسیدانی کل -2-4- 2

mL 1/0   نمونه به علاوه ي mL1  دقیقه  90معرف را به مدت

گرمخانه گذاري شد، شدت جذب نور در طول  90و در دماي 

اي نمونه جده شد. در نمونه ي شاهد به نانومتر خوان 695موج 

جهت ساخت معرف، در یک  مورد نظر از آب مقطر استفاده شد.

سدیم دي هیدروژن  g 386/0از ترکیب  mL 100بالن ژوژه 

آب مقطر،  mL 20آمونیوم مولیبدات در  g 494/0فسفات و 

mL 26/3  اسید سولفوریک غلیظ اضافه شد و توسط آب مقطر

  ].15[دشم رسانده جبه ح

  فعالیت شلاته کنندگی  -2-5- 2

mL 7/4 محلول پروتئین هیدرولیز شده با mL 1/0  از محلول

ترکیب شده و به مدت  mM 5فروزین  mL 2/0کلرید آهن و  

شد. شدت جذب نور در طول   دقیقه در دماي اتاق قرار داد 20

نانومتر خوانده شد. در نمونه شاهد به جاي نمونه از  562موج 

آب مقطر استفاده شد. فعالیت شلاته کنندگی از رابطه ي زیر 

  ]. 16بدست می آید: [

  : 1رابطه 

  %فعالیت شلاته کنندگی=  جذب شاهد  - نمونهجذب  

 جذب شاهد

  DPPH هايمهاررادیکالبررسی میزان فعالیت  -2-6- 2

Lµ500  نمونه در غلظت هاي مختلف به علاوهµL500   اتانول

ترکیب  5/99در اتانول % DPPH %02/0از  µL 125و  %5/99

ساعت در دماي اتاق و تاریکی  1شدند. محلول حاصل به مدت 

نگهداري شد. در نمونه شاهد بجاي نمونه مورد نظر از آب مقطر 

نانومتر توسط  517ور در طول موج استفاده شد. شدت جذب ن

) مورد Cecil, United kingdomدستگاه اسپکتروفتومتر (

  ].15بررسی قرار گرفت [

  =%DPPH جذب شاهد  - نمونهجذب 

                          جذب شاهد
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  تعیین درجه هیدرولیز -2-7- 2

تهیه  20فوقانی و تري کلرو استیک اسید % محلولحجم برابر از 

و به مدت  g  6700،  با دور  C ͦ 10شد، محلول حاصل در دماي

دقیقه جهت جمع آوري ترکیبات محلول در تري کلرو استیک  10

 ي درجه هیدرولیز] محاسبه17سانتریفیوژ انجام شد [ 10اسید %

  :انجام شداز رابطه زیر  با استفاده

  :3رابطه 

 100× میزان نیتروژن در  % TCA 10  =درجه هیدرولیز (درصد)

                   نمونه نیتروژن کل

  طراحی آزمایش و آنالیز آماري -2-8- 2

در این پروژه جهت رسیدن به شرایط بهینه فعالیت آنتی  

اکسیدانی پپتیدهاي زیست فعال حاصل از عمل هیدرولیز به 

طرح آزمایشی در  10نسخه   Design Expertوسیله نرم افزار 

رابطه با متغیرهاي مستقل تعییین شد، با استفاده از نرم افزار آماري 

SPSS  آزمون آنالیز واریانس  24نسخهANOVA  جهت

ارزیابی مناسب بودن مدل سطح پاسخ برازش شده جهت تفسیر 

کل تغییرات در بازه ي مطالعاتی استفاده شد. طرح مرکب مرکزي 

)، نسبت آنزیم به سوبسترا C1X°با سه متغیر مستقل دما (

)%2X) زمان ،(h3X) یک بلوك و شش 1،0،-1) در سه سطح (+

تکرار در نقطه مرزي طرح جهت بررسی تکرار پذیري آزمایشات 

انجام شده مورد استفاده قرار گرفته است. براي آنزیم آلکالاز اثر 

، 2(در سطوح )، زمان55و  C  ͦ 45 ،50متغیرهاي دما (در سطوح

   25/1، 5/0ساعت)، نسبت آنزیم به سوبسترا (در سطوح  5و  5/3

درصد) بررسی شد. مقایسه میانگین ها با آزمون آماري دانکن  2 و

]. جهت اندازه 30[ درصد صورت گرفت 95در سطح اطمینان 

خصوصیات فیزیکوشیمیایی، از یک مدل درجه دوم  گیري تغییر

  رت زیر استفاده شده است: چند جمله اي به صو

 :1معادله 

 

Y  ،0پاسخ پیش بینی شده  ،1ضریب ثابت ،2 ،3 

)i(  ،11ضرایب خطی ،22،33
)ii اثرات مربعی و (

12،13
23و 

)ij
  ) اثرات متقابل می باشند.

ضرایب رگرسیون چندگانه با استفاده از روش حداقل مربعات 

اي درجه دوم براي متغیر پاسخ جهت پیش بینی مدل چند جمله

داري ضرایب مدل هاي پیشنهادي تعیین شد و با توجه به معنی

  زیر ارائه گردید:

  

 3/75 + 44/61= مهار رادیکال آزاد DPPH  (رابطه شماره 1) 

X1 + 8/74X2 + 8/71X3 + 0/76X1X2 – 2/79X1X3 + 

6/21X2X3 + 2/95 X1
2 – 1/45X 

2
2 - 7/97X3

2 

 + 0/012X1 +0/068 =قدرت احیا کنندگی (رابطه شماره 2)

2/150X2 + 0/014X3 – 4/5X1X2 – 8/750X1X3 + 

5/250X2X3 – 6/455X1
2 + 1/045X2

2 – 0/014X3
2 

 + 10/24X1 + 69/04 =فعالیت شلاته کنندگی  (رابطه شماره 3)

4/39X2 + 8/08X3 + 0/19X1X2 – 4/51X1X 3– 

2/29X2X3 + 2/77X1
2 + 0/97X2

2- 3/10X3
2 

 0/23X1 + 1/55   =ظرفیت آنتی اکسیدانی کل (رابطه شماره 4)

+ 0/12X2 + 0/27X3 + 0/098X1X2 + 0/015X1X3 + 

7/292X2X3 – 0/11X1
2 – 0/026X2

2 +  0/13X3
2 

  

  نتایج  - 3

  هاي عملکرديسازي ویژگیبهینهنتایج  -1- 3 

براي آنزیم آلکالاز در  ANOVA نتایج حاصل از آزمون آماري 

اي درجه نشان داده شده است که مدل چند جمله 1جدول شماره 

باشد. در جدول دوم به خوبی بیانگر پاسخ با ضرایب مشخص می

نتایج هر چهار آزمون فعالیت آنتی اکسیدانی ارائه شده  2شماره 

است که این نتایج با استفاده از روش سطح پاسخ آنالیز گردید. 

، تنها اثر خطی 1به نتایج مندرج شده در جدول شماره  باتوجه

 داري با فعالیت مهار کنندگی رادیکال هاي آزاد زمان ارتباط معنا

DPPH  دارد، همینطور اثر متقابل زمان و نسبت آنزیم به

 DPPH سوبسترا ارتباط معناداري را با مهار رادیکال هاي آزاد 

  2R=  82/0،  88/0،  87/0،  83/0). مقادیر ≤p 05/0دارد ( 

بیانگر این است که مدل رگرسیون واکنش را به خوبی توضیح 

به  70/0،  77/0،  76/0،  80/0داده و مدل برازش شده توانسته 

ترتیب از کل تغییرات در دامنه مقادیر فعالیت آنتی اکسیدانی 

گی، فعالیت مربوط به مهار رادیکال هاي آزاد، قدرت احیا کنند
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شلاته کنندگی و ظرفیت آنتی اکسیدانی کل را توضیح دهد. نتایج 

به دست آمده توسط روش سطح پاسخ جهت دستیابی به شرایط 

بهینه هیدرولیز پروتئین در این مطالعه این گونه بوده است: در 

درجه سانتی گراد و  55دقیقه)، دماي  286ساعت ( 5زمان حدود 

، مقدار بهینه فعالیت مهار رادیکال 7/1ي %نسبت آنزیم به سوبسترا

، 078/0، قدرت احیا کنندگی برابر با %69/62برابر % DPPHآزاد 

میلی مول آلفا توکوفرول  1/2ظرفیت آنتی اکسیدانی کل برابر با 

در بوده است.   20/85بر میلی لیتر و شلاته کنندگی برابر با %

با مقدار  DPPHبالاترین درصد مهار کنندگی رادیکال  2جدول 

ساعت، دماي  2در مدت زمان  12مربوط به آزمون شماره  %2/66

°C 55  % بوده، بیشترین میزان  2و نسبت آنزیم به سوبستراي

، C 55°در دماي  2قدرت احیا کنندگی مربوط به آزمون شماره 

برابر با  25/1ساعت، نسبت آنزیم به سوبستراي % 5/3زمان 

لاترین میزان آنتی اکسیدانی کل فعالیت آنگستروم بوده،  با 080/0

، مدت C 55°در دماي  12شلاته کنندگی مربوط به آزمون شماره 

به ترتیب برابر با  2ساعت و نسبت آنزیم به سوبستراي % 5زمان 

توکوفرول و فعالیت شلاته کنندگی برابر با - میلی مول آلفا 2/2

  بوده است. %83

  

 
Table 1 Analysis variance for a second order equation model from response surface method 

 DPPH radical-scavenging assay Reducing power Total antioxidant capacity Metal-Chelating activity 

Source 
Sum of 
Squares 

df 
Mean  
Square 

p-value 
Sum of 
Square 

df 
Mean 
Square 

p-value 
Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

p-Value 
Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

p-value 

Model 1770.76 9 196.75 0.007 3.632 9 4.036 0.0016 1.55 9 0.17 0.0015 1651.68 9 183.52 0.0076 

X1 135.76 1 135.76 0.0812 1.468 1 1.468 0.0003 0.52 1 0.52 0.0006 1014.13 1 1014.13 0.0003 
X2 737.61 1 737.61 0.0011 4.467 1 4.467 0.3687 0.15 1 0.15 0.0241 186.01 1 186.01 0.0426 
X3 396.53 1 396.53 0.0078 9.724 1 9.724 0.0014 0.39 1 0.39 0.0016 341.96 1 341.96 0.0103 

X1X2 4.65 1 4.65 0.7271 1.620 1 1.620 0.1033 0.077 1 0.077 0.0861 0.28 1 0.28 0.9298 
X1X3 45.60 1 45.60 0.2873 4.500 1 4.500 0.7712 1.250 1 1.250 0.8135 119.35 1 119.35 0.0924 
X2X3 230.05 1 230.05 0.0302 1.620 1 1.620 0.1033 3.125 1 3.12 0.9060 30.81 1 30.81 0.3667 
X1

2 23.86 1 23.86 0.4351 1.146 1 1.146 0.1626 0.035 1 0.035 0.2263 21.14 1 21.14 0.4517 
X2

2 5.82 1 5.82 0.6965 3.006 1 3.006 0.8120 1.859 1 1.859 0.7738 2.60 1 2.60 0.7891 
X3

2 94.26 1 94.26 0.1372 3.006 1 3.006 0.0347 0.027 1 0.027 0.2893 14.26 1 14.26 0.5346 
Residual 360.96 10 36.10  5.041 10 5.041  0.21 10 0.021  344.71 10 34.47  

Lack of 
Fit 

285.37 5 57.07 0.0856 3.227 5 6.455 0.2711 0.091 5 0.018 0.6255 278.86 5 55.77 0.0696 

Pure 
Error 

75.59 5 15.12  1.813 5 3.627  0.12 5 0.024  65.85 5 13.17  

Cor Total 2131.72 19   4.137 19   1.76 19   1996.39 19   

C.V.%    13.81    11.52    9.29    8.29 
R2    0.83    0.87    0.88    0.82 

Adj-R2    0.80    0.768    0.77    0.70 
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Table 2 The results of the central composite test and the levels of variables and the response of 
independent variables for the antioxidant activity of the hydrolyzed protein 

  

فعالیت مهار کنندگی رادیکالهاي آزاد درمدت زمان  1در شکل 

اولیه واکنش به طور تقریبی در مقدار ثابت بوده و سپس روند 

افزایشی پیدا کرده است. فعالیت مهار کنندگی رادیکال هاي آزاد 

DPPH  ساعت بیشترین درصد را برخوردار  5در مدت زمان

دما  روند افزایشی با افزایش  2بوده است و همچنین در شکل 

 2، نسبت آنزیم به سوبسترا در میزان 3داشته است. در شکل 

درصد  1,5درصد در پایین ترین سطح خود قرار دارد. و در میزان 

 نتایج مندرج در به توجه در ماکزیمم درصد خود قرار دارد. با

 احیا قدرت بر سوبسترا به آنزیم نسبت و زمان خطی اثر، 1جدول

). در رابطه قدرت p< 0.05داشته است( معناداري ارتباط کنندگی

بیشترین قدرت احیا کنندگی را در  2احیا کننندگی، آزمون شماره 

درصد را  25/1ساعت، نسبت آنزیم به سوبستراي  5/3مدت 

قدرت احیا کنندگی رو به افزایش بوده  4داشته است. در شکل 

. در شکل است و در نهایت به مقدار ثابت خود رسیده است

با افزایش نسبت آنزیم به سوبسترا قدرت احیا کنندگی  5شماره 

با افزایش دما قدرت احیا   6نیز افزایش یافته است. در شکل 

ارتباط معنادار اثر خطی هر سه  کنندگی در مقدار ثابت قرار دارد.

 > pمتغیر مستقل با ظرفیت آنتی اکسیدانی کل دیده شده است ( 

با گذشت زمان ظرفیت آنتی اکسیدانی  7ماره ). در شکل ش 0.05

تا حدودي افایش یافته است و سپس به مقدار به ثابتی رسیده 

با افزایش دما نیز قدرت احیا کنندگی  8است، در شکل شماره 

با توجه به افزایش نسبت  9افزایش یافته است. در شکل شماره 

 رده است.آنزیم به سوبسترا هم قدرت احیا کنندگی افزایش پیدا ک

در مورد نتایج آزمون شلاته کنندگی اثر خطی هر سه متغیر 

مستقل ) دما، زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا ارتباط معناداري با 

). با توجه به شکل p> 05/0فعالیت شلاته کنندگی دارند ( 

، با گذشت زمان، فعالیت شلاته کنندگی افزایش یافته 10شماره 

ا افزایش آنزیم به سوبسترا هم میزان نیز ب 11است، شکل شماره 

شلاته کنندکی افزایش پیدا کرده است. افزایش دما نیز سب 

با  12افزایش قدرت شلاته کنندگی می شود، شکل شماره 

  افزایش دما نیز فعالیت شلاته کنندگی افزایش می یابد. 

  

Metal-
chelating 
activity 

(%) 

Total 
antioxidant 

capacity ( -
tocopherol 
mmol/ml) 

Reducing 
power 

assay (A) 

DPPH 
radical-

scavenging 
assay (%) 

E/S 
(X3) 

Time 
(X2) 

Temperature 
(X1) 

Run 

75.6 1.512 0.071 40 1.25 3.5 50 1 
76.1 1.845 0.080 54.6 1.25 3.5 55 2 
57.7 1.179 0.052 37.2 1.25 2 50 3 
48 1.119 0.03 32.2 0.5 2 45 4 

75.1 1.319 0.065 49 1.25 3.5 50 5 
78.6 1.953 0.06 40.6 2 3.5 50 6 
71 1.669 0.078 50.9 1.25 3.5 50 7 

62.3 1.02 0.03 30.4 0.5 2 55 8 
78 1.881 0.075 36 2 5 45 9 
61 1.362 0.065 30.8 1.25 3.5 45 10 
83 1.853 0.078 57 1.25 5 50 11 

70.5 1.645 0.065 66.2 2 2 55 12 
66.2 1.702 0.06 45 1.25 3.5 50 13 
72.8 1.552 0.04 31.2 2 2 45 14 
77.4 1.231 0.061 31.2 0.5 5 45 15 
66.2 1.702 0.06 45 1.25 3.5 50 16 
69.5 1.719 0.068 48.9 1.25 3.5 50 17 
52 1.503 0.062 36 0.5 3.5 50 18 

83.7 1.692 0.05 47.8 0.5 5 55 19 
85.2 2.2 0.075 58.7 2 5 55 20 
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Fig 1 The response surface curve for evaluating the 

effect of independent variables (temperature and 
time) on DPPH-free radical inhibitory activity  

  
Fig 2 The response surface curve for evaluating the 

effect of independent variables (Time and 
Enzyme/Substrate) on DPPH-free radical inhibitory 

activity  

  
Fig 3 The response surface curve for evaluating the 
effect of independent variables (Enzyme/Substrate 
and temperature) on DPPH-free radical inhibitory 

activity 

  

  
Fig 4 The response surface curve for evaluating the 
effect of independent variables (temperature of the 

time) on reducing power 

 
Fig 5 The response surface curve for evaluating the 
effect of independent variables (Enzyme/Substrate 

and time) on reducing power 
  

  
Fig 6The response surface curve for evaluating the 
effect of independent variables (temperature and 

Enzyme/Substrate) on reducing power 
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Fig 7 The response surface curve for evaluating the 

effect of independent variables (temperature and 
time) on total antioxidant capacity changes 

  
Fig 8 The response surface curve for evaluating the 
effect of independent variables (Enzyme/Substrate 

and time) on total antioxidant capacity changes 
 

  
Fig 9The response surface curve for evaluating the 
effect of independent variables (Enzyme/Substrate 

and temperature) on total antioxidant capacity 
changes 

  

  
Fig 10The response surface curve for evaluating the 

effect of independent variables (temperature and 
time) on metal chelating activity 

  

  
Fig 11 The response surface curve for evaluating the 
effect of independent variables (Enzyme/Substrate 

and time) on chelating activity 

  
Fig 12 The response surface curve for evaluating the 
effect of independent variables (Enzyme/Substrate 

and temperature) 
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نتایج درجه هیدرولیز جهت تعیین شرایط  - 3-2

  بهینه

همانطور که نتایج مربوط به تغییرات درجه هیدرولیز در گذر 

نشان می دهد، که با افزایش مدت زمان  13زمان در شکل 

واکنش، درجه هیدرولیز افزایش می یابد، در واقع بیشترین درصد 

ساعت  5درجه هیدرولیز در رابطه با آنزیم آلکالاز در مدت زمان 

را در مقدار بهینه براي بوده و همینطور نسبت آنزیم به سوبست

بوده است . این ارزیابی میزان درجه   %7/1آنزیم آلکالاز 

  می دهد.  %32هیدرولیز را برابر با 

  
Fig 13 The progress of hydrolysis in the presence of 

Alcalase 

  

  بحث و نتیجه گیري - 4

 از ممانعت در ها اکسیدان آنتی ویژگی علت به اخیر هاي سال در

 نقش غذایی، فساد مواد و هايبیمار ایجاد در آزاد رادیکال اثرات

 گرفته قرار پزشکان و محققین توجه مورد ها اکسیدان آنتی اثر و

 ترینجرای از کیی آنتی اکسیدانی ظرفیت گیري اندازه .است

 کار، و ساز تنوع علت به .است بوده بررسی مورد موضوعات

 دخالت مواد حضور قبیل از خصوصیات واکنش سایر و فعال مواد

 و استفاده مورد روش مختلف، هايناکسیدا آنتی نمونه، در کننده

 اکسایشی واکنش در نمونه هاياناکسید آنتی شرکت همه عدم

- آنتی اکسیدان مقدار تعیین جهت یصحیح ارزیابی که شده سبب

 زیست پپتیدهاي اکساینده فعالیت ضد ]. قابلیت18ارائه نشود [ ها

 کل در و پپتید ساختار نظر، مورد پروتئاز انتخابی مقدار به فعال

 هاي ونی کنندگی شلاته هاي ویژگی و شده پپتیدهاي آزاد ماهیت

طور  همین و آمینه اسیدهاي توالی آزاد، هاي رادیکال پیوند فلزي،

]. 18است[ وابسته پپتیدي زنجیره در خاص آمینه اسیدهاي وجود

 دو به آنزیمی هیدرولیز طی در پروتئین بازیافت سینیتیک واقع در

 زنجیره آن در که اولیه سریع واکنش کی شود، می تقسیم مرحله

 نامحلول پروتئینی ذرات از ضعیف باندهاي با پپتیدي پلی هاي

 هاي پروتئین آن در که تر آهسته ک واکنشی و شوند می جدا

 فعالیت تغییرات ]. توجیه20شوند[ می شکسته زنجیره مرکزي

 هاي زنجیره طول تغییر دلیل به زمان گذشت با اکسیدانی آنتی

 این زیادي محققان بوده، افزایش هیدرولیز با شده تولید پپتیدي

 6000 از کمتر مولکولی وزن با پپتیدهاي که اند داشته را نظر

دهند  می نشان خود از بیشتري اکسیدانی آنتی فعالیت  دالتون

 باید نظر مورد آنزیم اکسایش، ضد پپتیدهاي تولید منظور ]. به21[

 پروتئینی زنجیره در خاص پپتیدي پیوندهاي به هیدرولیز قادر

 به نسبت آنزیم زمان، دما، ( هیدرولیز مستقل متغیرهاي .باشد

 بر آن دنبال به و داد نشان آنزیم فعالیت بر مستقیم تاثیر ) سوبسترا

]. 31بود [ مؤثر شده تولید پپتیدهاي نهایی اکسایش ضد خواص

 به اکسیداسیون ضد پپتیدهاي عمل مکانیسم حاضر حال در

 دلیل به زیاد احتمال به اثر این ولی نشده است، مشخص درستی

 گونه مهار و ها رادیکال کردن باند فلزي، هاي ونی کردن مهار

 پپتیدهاي اکسایشی ضد قدرت و است بوده اکسیژن هاي فعال

 ]. در22می باشد [ فرآیندها این مشارکتی اثر نتیجه فعال زیست

 تحت زمان گذشت با اکسیدانی آنتی فعالیت فعالیت تغییرات واقع

 هیدرولیز افزایش با حاصل هاي پپتیدهاي زنجیره طول تغییر تاثیر

که  دهد می نشان محققان از بسیاري مطالعات نتایج . است بوده

 از بالاتري اکسیدانی آنتی فعالیت پایین مولکولی وزن با پپتیدهاي

 زمان اثر از آمده دست به نتایج اساس ]. بر23اند [ داده نشان خود

 با آنزیمی هیدرولیز واکنش، زمان افزایش با پروتئین، هیدرولیز بر

 زیادي بسیار تعداد مرحله این در و شود می آغاز فاز سریع کی

 هیدرولیز در سرعت کاهش شود. می شکسته پپتیدي پیوندهاي از

 قابل پپتیدي پیوندهاي غلظت کاهش علت به است ممکن واکنش

 آنزیم سازي فعال غیر و آنزیمی، هیدرولیز مهار براي دسترس

 بر اساس اکسیدانی آنتی ظرفیت تعیین هاي ]. روش24[ باشد

 اشاره قبل در که مهاري اکسیدان آنتی توسط آزاد رادیکال مهار

 روش و انتقال هیدروژن روش  :شوند می تقسیم گروه دو به شد

 و اکسیدان آنتی هیدروژن، اتم انتقال روش در الکترون انتقال
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 از شده تولید هیدروکسیل با رادیکال واکنش سر بر سوبسترا

 در روش . کنند می رقابت کدیگری با آزو ترکیبات حرارتی تجزیه

 رایکال کاهش بر مبناي اکسیدانی آنتی الکترون، ظرفیت انتقال

 شودکه این می گیري اندازه است همراه رنگ تغییر با که آزاد

 می تغییر محیط در موجود اکسیدانی آنتی اساس غلظت بر رنگ

  از شده تهیه پروتئاز( آلکالاز مانند میکروبی ]. آنزیم هاي16کند [

با  پروتئین تولید علت ) بهBacillus licheniformisباکتري 

 متعادل شرایط در و زمان ترین کوتاه در آبکافت بالاي درجه

 می استفاده طور گسترده به اسیدي ای خنثی هاي آنزیم به نسبت

 DPPHآزاد  هاي رادیکال مهار میزان گیري ]. اندازه25شود [

قابلیت  با صرفه به مقرون دقیق، آسان، معتبر، هاي روش از یکی

 اکسیدانی آنتی فعالیت بررسی در که باشد می بالا تکرارپذیري

 می قرار مورد استفاده آزمایشگاهی شرایط در گیاهی هاي عصاره

 اتم با پایدار آزاد رادیکال کی واقع در DPPH].  26گیرد [

 هیدروژن گرفتن توسط فرایندهاي احیا با که بوده نیتروژن مرکزي

 ترکیباتی .شود می تبدیل زرد به ارغوانی از آن رنگ الکترون ای

 اکسیدان آنتی کی عنوان به دارند را این عمل انجام قابلیت که

 است مبنایی (III) آهن کنندگی احیا ]. توان27شوند [ می مطرح

 فنولی، ترکیبات اکسیداسیون و دهندگی الکترون قابلیت براي

 IIIآهن  احیاء از ناشی ها، نمونه در کنندگی احیا سنجش قدرت

این  باشد. می الکترون اهداء با (فروس)  II آهن به (فریک)

ردوکتان. باشد می ها ردوکتان با رابطه در معمول طور به آزمون

 مختل و دادن هیدروژن طریق از را خود اکسیدانی آنتی نقش ها

 ای و آزاد هاي رادیکال اي،تشکیل زنجیره هاي واکنش کردن

 تشکیل از جلوگیري و سازهاي پراکسید پیش از برخی با واکنش

 بین در ها پراکسیدان ترین قوي از ]. یکی28کنند [ می ایفا ها آن

 سرعت و آغاز به منجر که ) استFe++آهن( ونی فلزي، هاي ونی

 طی هیدروژن پراکسید مداخله با چربی به اکسیداسیون بخشی

آزاد  هاي رادیکال و اکسیژن فعال هاي گونه تولید واکنش

 و مس مانند دیگري فلزات آهن، جز به  شود می می هیدروکسیل

 شلاته .دارند را لیپید به اکسیداسیون بخشی سرعت توانایی کبالت

 آنزیمی هیدرولیز از حاصل پپتیدهاي توسط فلزي هاي ونی شدن

]. 29اندازد [ تأخیر به را اکسیداسیون واکنش ها میتواند پروتئین

 در آزاد هاي رادیکال مهار و اکسیدانی آنتی خواص بررسی جهت

 پارامتر دو آنزیمی هیدرولیز توسط شده هیدرولیز هاي پروتئین

 پپتیدهاي مولکولی وزن بررسی مورد پارامتر اولین است ضروري

 باشد دالتون کیلو 10 از کمتر طور معمول به فعال است که زیست

 و سوبسترا دهنده تشکیل آمینه اسیدهاي مهم پارامتر دومین و

باشد. در این پروژه شرایط بهینه  می شده پپتیدهاي تولید

هیدرولیز پروتئین پنبه دانه با استفاده از آنزیم آلکالاز با روش 

ارزیابی شد . بر  Design Expertسطح پاسخ توسط نرم افزار 

جهت  پاسخ سطح روش توسط آمده دست به اساس نتایج

 زمان در مطالعه این در پروتئین هیدرولیز بهینه شرایط به دستیابی

درجه سانتی گراد و نسبت آنزیم به  55دماي  ساعت، 5 ودحد

 DPPHآزاد  رادیکال مهار فعالیت بهینه ، مقدار7/1سوبستراي %

میلی مول  1/2، ظرفیت آنتی اکسیدانی کل برابر با 69/62برابر با %

و 078/0آلفا توکوفرول بر میلی لیتر، قدرت احیا کنندگی برابر با %

توان بوده است. به طور کلی می 20/80%با  برابر کنندگی شلاته

نتیجه گرفت که پپتیدهاي حاصل از هیدرولیز پروتئین پنبه دانه با 

تواند به عنوان یک غنی منبع آنتی اکسیدانی در آنزیم آلکالاز می

 فرمولاسیون مواد غذایی و دارویی مورد استفاده قرار گیرد.
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Bioactive peptides are organic substances composed of amino acids, which are linked by covalent bonds, 
are known as peptide bonds or amide bonds. Although some of these peptides are free in natural products, 
but many of them are encrypted in the primary protein structures that are released through enzymatic 
processes. The aim of this study was to evaluate the physicochemical and functional properties of 
hydrolyzed protein derived from cottonseed meal by alcalase enzyme. The enzyme hydrolysis was 
investigated with alcalase enzyme at constant pH equal to 8, different time interval (2, 3.5 and 5 hours), 
temperature (45, 50 and 55 °C) and enzyme/ substrate ratio (0.5, 1.5 and 2 %). Optimization of enzyme 
hydrolysis was performed by surface response method. In optimal conditions, some of the hydrolyzed 
protein features including antioxidant activity of hydrolyzed proteins derived from cottonseed meal, 
including free radical DPPH inhibiting, iron ion fermentation strength, capacity total antioxidants and 
regenerative effects were investigated. The results of this study show that with a degree of hydrolysis 
32%. The optimal hydrolysis conditions for cottonseed meal protein were 5 hours, 55 °C and the ratio of 
enzyme to the substrate 1.7%, In these conditions, the optimum amount of free radical inhibitory activity 
DPPH was 62.69%, total antioxidant capacity was 2.1 mmol α-tocopherol/mL, regenerative capacity 
equaled 0.078%, and chelating capacity was 80.20%. The bioactive peptides derived from cottonseed 
meal have physicochemical and functional properties. The response surface method was also used as an 
easy, reliable and available method to optimize protein hydrolysis and was effective in achieving 
desirable health features. Therefore, the use of cottonseed hydrolyzed proteins is recommended in some 
of food and medicinal formulations. 
 
Keywords: Enzyme hydrolysis, Bioactive peptides, Cottonseed, Response surface method, Functional 
properties. 
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