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  چکیده

ي بسیاري مانند ها یژگیوبا دارا بودن  هازیست فعال حاصل از هیدرولیز آنزیمی پروتئیندر بین ترکیبات فراسودمند، پپتیدهاي 
ی کنندگ شلاتهبا فعالیت  ها دانیاکس یآنتخون، نقش ضددیابت، ضدسرطان، منبع طبیعی و کارآمد  شاریی کم، کاهندگی فزا يآلرژ
از قدیم نقش مهمی در  .Cannabis sativa Lبا نام علمی شاهدانه. دیگر قرار دارند بخش یسلامتي فلزي و بسیاري مزایاي ها ونی

کشی شاهدانه ، استخراج پروتئین از تفاله حاصل از روغندر این پژوهش. ، دارو و فیبر داشته استییغذا هايفرمولاسیون تولید
، DPPHهاي آزاد بر درجه هیدرولیز، مهار رادیکال) min 300 -60(سپس، اثر زمان فرآیند هیدرولیز آنزیمی با آلکالاز . انجام شد
ABTSارزیابی آماري نتایج با با استفاده از  .ها بررسی گردید، مهار رادیکال هیدروکسیل و قدرت احیاءکنندگی هیدرولیزشده

نتایج هیدرولیز آنزیمی حاکی . انجام شد) ANOVA(طرفه  با آنالیز واریانس یک تکرار 3ها در طرح فاکتوریل و مقایسه میانگین
، DPPH، ABTSهاي آزاد فعالیت مهار رادیکال. بودندهیدرولیز آنزیمی از افزایش درجه هیدرولیز با افزایش زمان فرآیند 

، از 03/80به  13/47، از 04/52به  85/7ترتیب از هیدروکسیل و قدرت احیاءکنندگی پروتئین شاهدانه پس از هیدرولیز آنزیمی به
دقیقه حاکی از تاثیرمثبت  240بطورکلی، هیدرولیز آنزیمی پروتئین خام تا . درصد افزایش یافتند 79/0به  55/0و از  96/72به  13/30

  . هاي آزاد بوداکسیدانی و مهار انواع رادیکالهاي آنتیلیز بر افزایش ویژگیفرآیند هیدرو
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  مقدمه -1
امروزه با افزایش مشکلات جدي پیش رو بشر نظیر انواع 

ابت و سرطان، محققین ، چاقی، دی1عروقی- ي قلبیها يماریب
       بین غذا و سلامتی  تر کینزدبه ارتباط هر چه بیشتر و 

ي در خصوص ا گسترده از این رو، تحقیقات. اند بردهپی 
با انواع ترکیبات  ها یدنینوشي محصولات غذایی و ساز یغن

و تولید غذاهاي ) 2دارو- نظیر انواع مواد غذا(سلامتی بخش 
غذاهاي فراسودمند، . است   هگرفت  صورت  3فراسودمند

ي، موجب بهبود ا هیتغذغذاهایی هستند که علاوه بر اثرات 
. شوند یمها يماریبخطر برخی  کننده و کاهش مصرف سلامت

این نوع غذاها ممکن است با افزودن ترکیبات زیست فعال و 
 ).11(یا حذف برخی ترکیبات مضر و نامطلوب تولید شوند 

ها و محصولات ویژه در روغن ههاي غذایی بدر سیستم
ها و چربی در طول غذایی برپایه روغن، اکسیداسیون روغن

شدید کیفیت و ارزش   فرآوري و نگهداري موجب افت
مصرف این محصولات موجب بروز . شودها میاي آنتغذیه
       اکسیداسیون لیپیدها در   .شودبسیاري می  هايبیماري
چرب و تولید بو و طعم اکسیده  ايغذایی با تجزیه اسیده مواد

   قابلیت استفاده و ماندگاري  رفتن کیفیت،  بین  از  موجب
  اسیدهاي  اکسیداتیو  تخریب  بین،  این  در  .شود می  غذایی   مواد

بودن به اکسیداسیون،   دلیل مستعد چرب چند غیراشباع به 
جاد چالشی در طراحی و تولید غذاهاي پایدار فرآیند شده ای

براي ممانعت یا به حداقل رساندن اثرات . )2(کرده است 
سنتزي و طبیعی  هاياکسیدانآنتی  آزاد از هايرادیکال مخرب

هاي سنتزي مقرون به صرفه و اکسیدانآنتی. شوداستفاده می
اما اثرات سمی و خطرات ناشی از استفاده . کارآمد هستند

اکسیدانی طبیعی ه از ترکیبات آنتیها میل به استفادمداوم آن
هاي طبیعی با دارا اکسیدانآنتی  ).21(را افزایش داده است 

کننده از کارایی  بودن حداکثر ایمنی و حفظ سلامتی مصرف
هاي سنتزي در عنوان جایگزین ضداکسیدان مطلوبی به
یکی از این منابع . برخوردارندمختلف   غذاهاي  فرمولاسیون

                                                             
1- Cardiovascular Diseases  
2- Nutraceutical  
3- Functional Food  

ها اشاره توان به پروتئینهاي طبیعی میاکسیدانیتولید آنت 
ها طبیعی در مواد غذایی به عنوان اما استفاده از پروتئین. کرد
علت  به. هاي فلزي با مشکلاتی همراه استکنندهشلاته

ها هاي اتصال به فلزات آنها، ویژگیپروتئین دناتوراسیون 
هاي پروتئینی هتغییر و با از دست رفتن حلالیت و تشکیل تود

. )17( شودهاي کیفی مواد غذایی میموجب تغییر ویژگی
هاي کاهش و به حداقل رساندن این مشکل، یکی از راه

توان از مزایاي این روش می. هاستاصلاح آنزیمی پروتئین
هاي عملکردي پذیري و ویژگیبه بهبود قابلیت جذب، هضم

    را در طیفها کرد که کاربرد آن مانند حلالیت اشاره
هاي مختلف میسر غذایی و فرمولاسیون  تري از موادوسیع

و افزایش روز  ها چالشدر صنایع غذایی  .)14(ساخته است 
و استفاده از  بخش یسلامتافزون تقاضا براي تولید غذاهاي 

 ریگ چشمترکیبات ریزمغذي و زیست فعال موجب گسترش 
ي و حفظ ساز یغناستفاده از فناوري ریزپوشانی براي 

یکی از این . غذایی شده است  يها ونیفرمولاسترکیبات در 
و پپتیدهاي حاصل از  ها نیپروتئال، فع    ترکیبات زیست

اما . هیدرولیز آنزیمی منابع مختلف حیوانی و گیاهی هستند
استفاده از این ترکیبات در تولید غذاهاي فراسودمند و 

  هالرطوب جاذب  ،4تلخ طعم مانند  ییها چالشدلیل عملگرا به 
، 7، واکنش با ماتریکس غذا، ناسازگاري6يزیگر آب، 5بودن

محدود شده  9و زیست پایداري 8زیست دسترسی محدودیت
فعالی پپتیدها تحت تاثیر    مزایاي زیست ).22(است 
قرار  ها آني زیست دسترسی و زیست پایداري ها شاخص

چندین سال است ریزپوشانی ترکیبات مختلف . ردیگ یم
         و    کاروتنوئیدها   ،ها فنول یپل   مانند(   فعال   زیست

ي ساز یغنو  مندفهدرسانش  هدف با) 3- ب امگاچر اسیدهاي
 شود یمغذایی انجام   صنایع در مختلف غذایی  يها ونیفرمولاس

 یدتول يمناسب برا یوانیو ح یاهیمنابع گ یندر ب ).9(
تر و مناسب یمتق یلدل به یاهیگ شده، منابع یدرولیزه ینپروتئ

                                                             
4- Bitter Tast  
5- Hygroscopicity  
6- Hydrophobicity  
7- Incompatibility  
8- Bioavailability  
9- Biostability  
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. اندفتهگر   قرار    توجه  مورد یشترتر، ب کم ییزا يآلرژ
به عنوان یک گیاه ) .Cannabis sativa L( شاهدانه
کشاورزي و منبع با ارزش غذایی، فیبر و دارویی  مهم

دانه شاهدانه منبع با ارزشی از فیبر، روغن . شودمحسوب می
روغن شاهدانه . است) درصد 25( و پروتئین) درصد 30 حدود(

ین این همچن. نیز غنی از اسیدهاي چرب چند غیراشباع است
دانه منبع غنی از پروتئین با کیفیت بالا و آمینواسیدهاي 

هاي شاهدانه به طور پروتئین. شودضروري به حساب می
در ). 25(عمده از گلبولین و آلبومین تشکیل شده است 

ها و هیدرولیزشده اکسیدانی آنتی فعالیترابطه با ارزیابی 
) 2019(ن ژاي و همکارا، آنزیمی تاثیر فرآیند هیدرولیز

     اکسیدانی هیدرولیز ی و آنتییفیزیکوشیمیا  هايویژگی
هاي در بین نمونه. رو بررسی کردند 1هاي پروتئین ماششده

هاي حاصل از آلکالاز بالاترین درجه مختلف، هیدرولیزشده
همچنین، . داشتند 3و پاپائین 2هیدرولیز را نسبت به نوتراز

س از هیدرولیز پ ABTSو  DPPHمهار رادیکال آزاد 
. )24( طور قابل توجهی افزایش یافتآنزیمی پروتئین خام به

      هیدرولیز ) 2015(آمبیگاپلن و همکاران همچنین 
هاي موجود در آرد هسته خرما را با استفاده از پروتئین
صورت مجزا  به 5و ترمولیزین 4آلکالاز، فلوورزایم هايآنزیم

در بین تیمارهاي مختلف، . یا در ترکیب با هم انجام دادند
ترین قدرت هاي هیدرولیز شده با آلکالاز از کمنمونه

برخوردار  ABTSآزاد  رادیکال احیاءکنندگی و فعالیت مهار
که بازدارندگی آنزیم مبدل آنژیوتنسین و  حالی بودند؛ در

در بین همه . رادیکال هیدروکسیل بیشتري داشتند مهار
شده با ترکیب آلکالاز و   یزهاي هیدرولتیمارها، نمونه

 اکسیدانی برخوردار بودندفلوورزایم از بالاترین فعالیت آنتی
 6، هیدرولیز دانه کاملیا)2015(لی و همکاران در تحقیق . )3(

  .با فلورزایم، تریپسین، نوتراز، آلکالاز و پاپائین انجام شد
یز و آلکالاز بالاترین درجه هیدرول   هاي هیدرولیزشده بانمونه

                                                             
1- Mung Bean  
2- Neutrase  
3- Papain  
4- Flavourzyme  
5- Thermolysin  
6- Camellia Oleifera  

نتایج نشان دهنده اثر قابل . اکسیدانی را داشتند فعالیت آنتی
اکسیدانی  هاي آنتیویژگی  هیدرولیز و درجه بر آنزیم توجه نوع

هاي مختلف هیدرولیزشده همچنین اثر غلظت. ها استنمونه
اکسیدانی بررسی شد و بالاترین درجه بر فعالیت آنتی

مهار رادیکال  الیتفع. هیدرولیز مربوط به آلکالاز بود
DPPH بالاترین درصد و ها وابسته به غلظت هیدرولیزشده

 از آن .)15( هاي فلورزایم بودمربوط به هیدرولیزشده آن
ها، اختصاصی ترین ویژگی آنزیمکه یکی از مهم ییجا

ها و فعالیت در شرایط واکنش ملایم است، با عملکردن آن
گیر و روزافزون تولید درنظر گرفتن مزایا و کاربردهاي چشم

آنزیمی،  حاصل از هیدرولیز فعال و استفاده از پپتیدهاي زیست
از هدف از این پژوهش، بررسی امکان استخراج پروتئین 

تاثیر همچنین . باشدمی  کشی شاهدانهتفاله حاصل از روغن
زمان فرآیند هیدرولیز آنزیمی پروتئین شاهدانه با آنزیم 

انند درجه هیدرولیز، مهار رادیکال هایی مآلکالاز بر شاخص
، مهار رادیکال ABTS، مهار رادیکال کاتیونی DPPHآزاد 

  شدندهیدروکسیل، قدرت احیاءکنندگی پپتیدها بررسی 
 .  
  هامواد و روش -2
  تهیه مواد اولیه - 2-1

مواد شیمیایی مورد  .شاهدانه از بازار محلی خریداري شد دانه
آلکالاز . ان تهیه گردیدنداستفاده نیز از شرکت مرك آلم

)2.4 L.(7کلرواستیک اسید، تري )TCA( کوماسی بلو ،
)G250(سیانید، ، پتاسیم پرسولفات، ترولوکس، پتاسیم فري

کلرید آهن، داکسی ریبوز، دي- فریک کلراید، آلفا
فروزین، سولفات مس، پیریدین، پیروکاتکول ویولت، 

از سیگما ) TBA( 8اسکوربیک اسید و تیوباربیتوریک اسید
  .خریداري شدند

  
  آماده سازي مواد اولیه - 2-2
  استخراج پروتئین  -1- 2-2

 1:4حاصل به نسبت  یی،تفاله خشک زدا یبه منظور چرب
 3و به مدت  شود یبا هگزان مخلوط م )حجمی/ وزنی(

 یفسپس با استفاده از ق. شود یاتاق همزده م يساعت در دما

                                                             
7 - Trichoroacetic Acid  
1-Thio Barbituric Acid  
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اتاق خشک  دمايل در هگزان جدا شده و آرد حاص بوخنر
براي  .شود یعبور داده م 40 گردد و از الک با مشیم

با  1:10شده به نسبت  ییزدا یپودر چرب ،یناستخراج پروتئ
مخلوط شده و به  =25/9pHمولار، NaCl33/0 محلول
سپس محلول حاصل در  شود، یساعت همزده م 2مدت 
×g4500  حله در مر. خواهد شد یفوژسانتر یقهدق 30به مدت

 یزوالکتریکا 5/4pH= )pH درسوپرناتانت  pHبعد 
سپس در جهت رسوب . شد  خواهد یمتنظ) پروتئین
 یقهدق 20به مدت  g×4500محلول حاصل در ها، ینپروتئ
با آب مقطر دو ین در ادامه رسوب پروتئ. شود یم یفوژسانتر

 یفوژسانتر یقهدق 5مدت  ، بهg ×4500بار شسته شده و در
، مولار NaOH 1 دنبا افزو = 2/7pHیمتنظو با  شود یم

 ینپروتئ یزولهسپس ا. شد یلدوباره به حالت محلول تبد
    درجه  4ي خشک شده و در دما یردرا یزحاصل با فر

  ).10( شود یم ينگهدارگراد سانتی
 
  هیدرولیز آنزیمی پروتئین  -2- 2-2

ه آنزیمی، پروتئین استخراج شده از تفال براي فرآیند هیدرولیز
در  درصد 5(W/V) تگیري شده را در غلظشاهدانه روغن
حل نموده و امکان ) =8pH(مولار  M2/0بافر فسفات 

زدن مداوم به مدت هیدراته شدن کامل آن در حین هم
min30 سپس آنزیم آلکالاز در . در دماي محیط محیاء شد

به محلول  درصد2 (W/W)نسبت آنزیم به پروتئین سوبسترا
       دماي واکنش. شودشاهدانه افزودن میحاوي پروتئین 

Cº 50  زدن مداوم با دور و زمان واکنش در شرایط همrpm 

پس از . دقیقه متغیر در نظر گرفته شد 300الی  60بین  200
اتمام فرآیند هیدرولیز، براي غیرفعال کردن واکنش و 

-درجه سانتی 90یت آنزیم، محیط واکنش در حمام آب فعال

پس از آن، محلول تا . قرار داده شد min15 ت به مد گراد
به  rpm 5000محلول در دور . دماي محیط خنک گردید

فیلیزه و تا سوپرناتانت جدا، لیو. سانتریفیوژ شد min10 مدت 
نگهداري گردید گراد سانتی درجه 20ي زمان استفاده در دما

)20.(  
  
  

  تعیین درجه هیدرولیز -2-2-3
رولیز شده و تري کلرواستیک اسید سوسپانسیون پروتئین هید

)M 44/0 ( دقیقه  15مخلوط و به مدت  1:1در نسبت حجمی
سپس، مخلوط در . گراد انکوبه شدنددرجه سانتی 4در دماي 

rpm 10000  مقدار . دقیقه سانتریفوژ گردید 10و به مدت
پروتئین موجود در سوپرناتانت حاوي تري کلرواستیک 

  .)4( رد تعیین شدبا روش بردفو M 22/0اسید 
  
  DPPHآزاد  مهار رادیکال -4- 2-2

با استفاده از روش وو و  DPPHدرصد مهار رادیکال آزاد 
ابتدا . با کمی اصلاحات تعیین گردید) 2003(همکاران 

پودرهاي پروتئین شاهدانه هیدرولیز شده در آب مقطر 
)mg/ml40 (سپس، . شوندحل میml 5/1  از هر نمونه با

ml 5/1 حلول اتانولی از مDPPH )mM 2/0 ( مخلوط و به
سپس، مخلوط حاصل در . شودثانیه ورتکس می 20 مدت
rpm 2500 دقیقه  20سانتریفوژ و سپس دقیقه  10 به مدت

جذب محلول سوپرناتانت در طول . در تاریکی نگهداري شد
سپس درصد مهار رادیکال . شودخوانده می nm 517موج 
  .)23( محاسبه گردید 1له شماره با استفاده از معاد  آزاد

AA (%) = [ ] × 100 
      

جذب ( Asampleو ) جذب نمونه شاهد( Ablankدر اینجا، 
  .هستند) نمونه هیدرولیز شده

  
  ABTSفعالیت مهار رادیکال  -5- 2-2

پودرهاي پروتئین شاهدانه  ABTSرادیکال  مهار فعالیت
روش تشریح شده توسط یو و  شده با استفاده از هیدرولیز

محلول . با کمی اصلاحات تعیین گردید) 2010(همکاران 
با ترکیب نسبت حجمی یکسانی از  ABTS+رادیکال 

ABTS  در غلظتmM 7  وmM 45/2  پتاسیم پرسولفات
مخلوط در تاریکی و در دماي محیط به مدت . تهیه گردید

دت، در این م. ساعت قبل از مصرف قرار داده شد 12- 16
به وسیله پتاسیم  ABTS+اکسیداسیون و تولید رادیکال 

با  ABTS+قبل از آزمون، محلول . گیردپرسولفات انجام می
 7/0 ± 02/0تا جذب  M, pH 7.4 2/0 (1PBS(استفاده از 

                                                             
1- Sodium Phpsphate Buffered Sline  
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 حاوي (از هر نمونه  µl 40سپس . گردیدرقیق  nm 734در 

mg protein/mL4 ( بهml 4  محلول رقیق شده+ABTS 

ثانیه به شدت ورتکس و به  30 مخلوط براي. وده شدافز
جذب محلول نهایی . در تاریکی قرار داده شددقیقه  6 مدت

منحنی استاندارد با واکنش . گردیدگیري اندازه nm 734در 
µl 40 1ترولوکس )μM 1000 ،750 ،500 ،250 ،100 ،50 (
فعالیت مهار . تهیه شد ABTS+محلول رقیق شده  ml 4با 

بر اساس منحنی استاندارد ترولوکس به  ABTS+ال رادیک
 ,TEAC( 2اکسیدانی معادل ترولوکسشکل ظرفیت آنتی

mM ( و با استفاده از معادلهy = 0.0359x + 4.4819  با
R² = 0.9975  27( گردیدتعیین(.  

  
  فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل -6- 2-2

یداسیون فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل با استفاده از اکس
و با ) 1997(بر طبق روش کیم و مینامیکاوا  3داکسی ریبوز- 2

از  ml 2/0براي این آزمون، . اندکی اصلاحات تعیین شد
) mM 10 )FeSO4-EDTA( ،ml 5/0 )mM 10مخلوط 

 ml 9/0نمونه هیدرولیز شده،  ml 2/0آلفاداکسی ریبوز، 
پراکسید  ml 2/0و  )M 2/0 )pH 7.4سدیم فسفات بافر

 37مخلوط در . با هم مخلوط شدند) mM 10(وژن هیدر
 ml 1سپس، . ساعت انکوبه شد 1گراد برايدرجه سانتی

درصد براي توقف  TCA (8/2(تري کلرواستیک اسید 
دقیقه  15مخلوط براي . واکنش به مخلوط افزوده گردید

ابتدا در حمام آب جوش و سپس در یخ سرد شده، قرار 
    با اسپکتروفتومتر nm 532جذب مخلوط در . گرفت
حجم یکسانی آب مقطر به جاي نمونه براي . گیري شداندازه

فعالیت مهارکنندگی رادیکال . تهیه شاهد استفاده گردید
هیدروکسیل به شکل سرعت مهار اکسیداسیون آلفاداکسی 

و با استفاده از  هاي هیدروکسیلوسیله رادیکال ریبوز به
  .)13( شودارزیابی می ،1معادله 

  
  
  

                                                             
1- Trolox Rolox  
2- Trolox Equivalent Antioxidant Capacity  
3- Deoxyribose  

  فعالیت قدرت احیاکنندگی -7- 2-2
شده،  هاي هیدرولیزبراي تعیین قدرت احیاءکنندگی نمونه

ml 5/0 در غلظت (مقطر  شده در آب حل نمونهmg/ml40 (
پتاسیم  ml 5/0و ) M2/0 )pH= 6.6بافرفسفات  ml 5/0با 

مخلوط در دماي . درصد مخلوط شد 1 (W/V)سیانید فري
سپس، . دقیقه انکوبه گردید 20 يگراد برادرجه سانتی 50
ml  5/0 به مخلوط اضافه % 10 کلرو استیک اسیدمحلول تري
در نهایت، . سانتریفوژ شد rpm 2500دقیقه در  10 مدت و به
ml 1  سوپرناتانت باml 1  آب مقطر وml 2/0  فریک کلراید 

(W/V)1/0 جذب نمونه در . درصد مخلوط گردیدnm 

هداري مخلوط در دماي محیط، دقیقه نگ 10پس از  700
مقطر به جاي نمونه براي تهیه حجم یکسانی آب. خوانده شد

افزایش جذب مخلوط واکنش . نمونه کنترل استفاده شد
  ).1(نشان دهنده افزایش قدرت احیاءکنندگی است 

  
  تجزیه و تحلیل آماري - 2-3

میانگین و انحراف معیار . تکرار انجام شد 3 ها درکلیه آزمون
)SD(4 متغیرهاي فرآیند اثر هر یک از . ها محاسبه شدندداده
و  240؛ 180 ؛120؛ 60زمان فرآیند هیدرولیز آنزیمی شامل (

آنالیز واریانس یک طرفه و نرم افزار با استفاده از ) دقیقه 300
SPSS  هاي  گرفتند تا فاکتور مورد ارزیابی قرار 19نسخه

ها مقایسه میانگین سپس .مؤثر از لحاظ آماري شناسایی شوند
  اي دانکن جهت بررسی با استفاده از آزمون چند دامنه

  .انجام گردید )P<0.05(دار بودن اثر متغیرها در معنی
  
  نتایج و بحث -3
  تعیین درجه هیدرولیز - 3-1

یی ها یژگیودرجه هیدرولیز شاخص بسیار مهمی است که 
عالیت بیولوژیکی ي پپتیدها، فها نهیآم اسید ترکیب و اندازه مانند

ي هیدرولیز شده را تحت تأثیر ها نیپروتئو همچنین طعم 
اثر زمان فرآیند بر درجه هیدرولیز  1شکل ). 12( دهدقرار می

. دهدمی     پپتیدهاي حاصل از پروتئین شاهدانه را نشان
نتایج حاکی از افزایش مقدار این شاخص در نتیجه افزایش 

بدین شکل که پس). >05/0P( باشند زمان فعالیت آنزیم می

                                                             
4- Standard Deviation (SD) 
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 25دقیقه هیدرولیز، مقدار این شاخص به حدود  300از  
افزایش زمان فرآیند  دهند کهاین نتایج نشان می. درصد رسید

   آن بر سوبسترا  شدن فعالیت آنزیم و اثر ترموجب طولانی
  ).27و  12(گردد می

  
  ولیز پپتیدهااثر زمان فرآیند هضم آنزیمی بر درجه هیدر - 1شکل 

  
اثر زمان فرآیند هیدرولیز  )2009(در تحقیقی، یو و همکاران 

هاي پاپائین و پرتامکس را بر درجه هیدرولیز و آنزیم با
هاي هیدرولیز شده ماهی اکسیدانی پروتئینهاي آنتیویژگی
ها گزارش کردند که با افزایش زمان آن. کردند بررسی 1تیان

ها ساعت، درجه هیدرولیز نمونه 6و سپس  4به  2فرآیند از 
.)26( درصد افزایش یافت 28و  23درصد به  18ترتیب از به

                                                             
1- Loach  

 DPPHمهار رادیکال آزاد  -3-2
با توجه به اهمیت این شاخص در مطالعات مختلف، رادیکال 

ی دانیاکس یآنتفعالیت ارزیابیبرايگستردهطوربهDPPHآزاد
نتایج ). 26( رود یمترکیبات مختلف احیاءکننده به کار 

حاصل از ارزیابی اثر زمان هیدرولیز آنزیمی بر درصد مهار 
  .ار گرفتمورد بررسی قر 2در شکل  DPPHرادیکال آزاد 

  
  در پروتئین شاهدانه DPPHاثر زمان فرآیند هیدرولیز آنزیمی بر مهار رادیکال آزاد  - 2شکل 
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این نتایج حاکی از تاثیر قابل ملاحظه هیدرولیز آنزیمی بر 
. بودند  DPPHتولید پپتیدهایی با فعالیت مهار رادیکال آزاد 

دقیقه هیدرولیز پروتئین شاهدانه موجب  60 به طورمثال، تنها
بیش از (درصد  36به  8افزایش مقدار این شاخص از حدود 

ند افزایشی این شاخص تا رو). >05/٠P(گردید ) برابر 4
اما هیدرولیز آنزیمی بیش . دقیقه هیدرولیز نیز ادامه یافت 240

از این مقدار، تاثیري بر فعالیت پپتیدها در مهار این رادیکال 
عوامل مختلفی بر فعالیت مهار رادیکال آزاد  .نداشت

DPPH توان به زمان ها میترین آنموثر هستند که از مهم
هیدرولیز و عملکرد هر آنزیم بر تولید پپتیدهاي  درجه فرآِیند،

اکسیدان لیپوفیل اشاره آمینه آنتی فعال و رهایش اسیدهاي
در مورد اثر زمان فرآیند و در نتیجه درجه هیدرولیز، . کرد

افزایش زمان فرآیند هیدرولیز با افزایش درجه هیدرولیز و 
ال رهایش بیشتر پپتیدها و آمینواسیدهاي هیدروفوب و فع

گردد ها میاکسیدانی نمونهموجب افزایش فعالیت آنتی
که واکنش پپتیدها و آمینواسیدهاي ییاز آنجا).12(

هیدروفوب تولید شده تحت تاثیر فعالیت آلکالاز با رادیکال 
پذیرد، لذا این با سرعت بیشتري انجام میDPPH  لیپوفیل

مقایسه با ترکیبات از قابلیت بالاتري در مهار این رادیکال در 
علت کاهش در قابلیت  .هستند انواع هیدروفیل برخوردار

در نتیجه افزایش زیاد درجه  DPPHمهاررادیکال آزاد 
به هیدرولیز کامل پپتیدها نسبت داد که  توان یمهیدرولیز را 

هیدروفیل  آمینواسیدهاي  بالاي دسترسی و کامل رهایش  به  منجر

واکنش    شدن   دشوار   موجب   قطبیت   افزایش   .شود یم
 DPPH لیپید   در  محلول  رادیکال  با  فعال  آمینواسیدهاي

  خصوص عدم افزایش مهار رادیکال آزاد در ).27(شود یم
DPPH تر هاي طولانیهاي حاصل از زماندر هیدرولیزشده
در تحقیق مشابهی، با . هاي مشابهی گزارش گردیدنیز یافته

، مهاررادیکال درصد 23به  18ز افزایش درجه هیدرولیز ا
اما با . افزایش یافت درصد 5/95به  5/83از  DPPHآزاد 

، از فعالیت درصد 23افزایش درجه هیدرولیز به بیش از 
  ).26(کاسته شد  DPPHمهاررادیکال آزاد 

  
  ABTSمهار رادیکال آزاد  - 3-3

اکسیدانی پپتیدهاي هاي فعالیت آنتیاز شاخص دیگر یکی
 ABTS  هیدرولیز آنزیمی، مهار رادیکال کاتیونی حاصل از

. و ارزیابی ظرفیت مهار رادیکال آزاد معادل ترولوکس است
فعالیت ضداکسایشی و قابلیت مهار رادیکال کاتیونی و 

به نوع  ها شاخصنیز مانند سایر  ABTSمحلول در آب 
ي پپتیدها ا نهیدآمیاسآنزیم پروتئاز، درجه هیدرولیز و ترکیب 

دهنده اثر زمان فرآیند هیدرولیز نشان 3شکل .ته استوابس
 ABTSآنزیمی با آلکالاز بر فعالیت مهار رادیکال آزاد 

نتایج حاکی از اثر قابل ملاحظه فرآیند هیدرولیز . است
مقدار این شاخص در . آنزیمی بر این شاخص داشتند

 80به  47دقیقه هیدرولیز از حدود  180پروتئین اولیه پس از 
اگرچه افزایش زمان هیدرولیز تاثیر . افزایش یافت ددرص

  ). >05/٠P(مثبتی بر مقدار این شاخص نشان نداد 
  

  
  در پروتئین شاهدانه ABTSاثر زمان فرآیند هیدرولیز آنزیمی بر فعالیت مهار رادیکال آزاد  - 3شکل 
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هاي مشابهی در ارزیابی اثر فرآیند و زمان همچنین یافته
معادل ترولوکس در پپتیدها  اکسیدانیآنتی فیتظر هیدرولیز بر

 16/2اکسیدانی معادل بالاترین ظرفیت آنتی. مشاهده گردید

دقیقه هیدرولیز  180 از حاصل پپتیدهاي در مولار ترولوکسمیلی
  ). 4شکل (به دست آمد 

  
  ر پروتئین شاهدانهد اکسیدانی معادل ترولوکساثر زمان فرآیند هیدرولیز آنزیمی بر ظرفیت آنتی - 4شکل 

  
تفاوت کاملی از لحاظ نوع حلالیت بین  که نیابا توجه به 

محلول ( ABTSو ) محلول در چربی( DPPHيها کالیراد
ي بر مهار هر ا نهیدآمیاسلذا نوع ترکیب  ،وجود دارد) در آب
بنابراین علت این تغییرات . موثر هستند ها کالیراد این  از  یک
ش رهایش آمینواسیدهاي هیدروفوب و به افزای توان یمرا 

ي هیدروفیل براي واکنش ها دانیاکس یآنتکاهش دسترسی 
یو و  در این راستا،). 26(نسبت داد  ABTSبا رادیکال 

افزایش و سپس کاهش فعالیت مهار  )2009(همکاران 
 يها نیپروتئهیدرولیز  درجه افزایش نتیجه در را ABTS رادیکال

مشابهی، اثر در تحقیق همچنین  .ماهی تیان گزارش کردند
هیدرولیز پروتئین استخراج شده از عضله نوعی ماهی با 

بر مهار ) درصد 30و  20، 10تا درجه هیدرولیز (پپسین 
هاي مختلف، در بین نمونه. بررسی شد ABTSآزاد  رادیکال

درصد از بالاترین  20 هاي با درجه هیدرولیزهیدرولیزشده
. )26( دندبرخوردار بو ABTSدرصد مهار رادیکال آزاد 

همچنین، هضم ثانویه با پانکراتین نیز موجب بهبود فعالیت 
  ).18(ها در مهار این رادیکال گردید هیدرولیزشده

  
  

  مهار رادیکال آزاد هیدروکسیل - 3-4
ي اکسیژن فعال تولید شده در بدن انسان، ها گونه از یکی

ي ها مولکولبا  تواند یم سهولت به که است هیدروکسیل رادیکال
واکنش، و در  DNAو  ها نیپروتئیستی مانند آمینواسیدها، ز

از این رو، ). 5(نتیجه موجب اختلالات فیزیولوژیکی شود 
حذف رادیکال هیدروکسیل موجب حفاظت بدن در برابر 

نتایج حاصل از ارزیابی اثر . شود یمرادیکال هیدروکسیل 
بلیت فرآیند و زمان هیدرولیز آنزیمی بر تولید پپتیدهاي با قا

این ). 5شکل (هیدروکسیل بررسی شدند  مهار رادیکال
ها حاکی از اثر قابل توجه هیدرولیز بر تولید پپتیدهایی یافته

دقیقه هیدرولیز آنزیمی  60 تنها. اکسیدانی بودندبا فعالیت آنتی
به  30از (پروتئین شاهدانه موجب افزایش بیش از دو برابري 

). >05/٠P(یل گردید مهار رادیکال هیدروکس) درصد 63
دقیقه منجر به افزایش مقدار  180افزایش زمان هیدرولیز تا 

. ها گردیددر هیدرولیزشده) درصد 73حدود (این شاخص 
اگرچه زمان بالاتر فرآیند هیدرولیز آنزیمی تاثیري بر مقدار 

  . این شاخص نشان نداد



  99  شده شاهدانه  اکسیدانی پروتئین هیدرولیز بررسی فعالیت آنتی                                                     ثانی و همکاران   علی محمدي
  

  
  در پروتئین شاهدانه ر رادیکال هیدروکسیلاثر زمان فرآیند هیدرولیز آنزیمی بر فعالیت مها - 5شکل 

  
ي هیدرولیز شده در جلوگیري از ایجاد ها نیپروتئتوانایی 

تغییرات مخرب ناشی از اکسیداسیون لیپیدها بسته به ماهیت 
ي ها یژگیوي مختلف پپتیدي، همچنین ها قسمتو ترکیب 

افزایش آمینواسیدها و . پروتئاز مورد استفاده متفاوت است
ي فعال پس از هیدرولیز آنزیمی موجب افزایش اه گروه

ي ا نهیآماسیدهاي . شوند یمها نیپروتئخاصیت ضداکسایشی 
ي شیر و آب پنیر ها نیپروتئمانند تیروزین و سیستئین در 

همچنین، . )19(ي آزاد را دارند ها کالیرادقابلیت مهار 
روي پپتیدهاي حاوي هیستیدین ر مطالعات انجام گرفته ب

ي فلزي، ها ونیکننده عنوانشلاته بهنشان دادند که این پپتیدها 
خاموش کننده اکسیژن فعال و مهارکننده رادیکال 

واسیدهاي از طرف دیگر، آمین. هیدروکسیل هستند
ی به ده پروتونآروماتیک مانند تریپتوفان نیز با قابلیت 

ي ها ستمیسي آزاد داراي فعالیت ضداکسایشی در ها کالیراد

نتایج حاصل از این تحقیق در تطابق با ). 7(غذایی هستند 
است که گزارش کردند با ) 2009(ي یو و همکاران ها افتهی

، مهار رادیکال ددرص 23به  18افزایش درجه هیدرولیز از 
درصد افزایش یافت، اما  1/65به  5/45هیدروکسیل از 

موجب  درصد 33به  23افزایش بیشتر درجه هیدرولیز از 
 کاهش درصد فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل گردید

)26(.  
  
  قدرت احیاکنندگی -3-5

ي ها نمونهدر  ها دانیاکس یآنت يها یژگیوترین یکی از مهم
به شکل فروس ) +Fe3( دیانیس يفرمپلکس غذایی، احیاء ک

)Fe2+ ( است)قدرت احیاءکنندگی یکی دیگر از ). 8
اکسیدانی پپتیدها و دیگر دهنده فعالیت آنتیها نشانشاخص

  . اکسیدان استترکیبات آنتی

  
  در پروتئین شاهدانه اثر زمان فرآیند هیدرولیز آنزیمی بر قدرت احیاءکنندگی - 6شکل 
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ت احیاءکنندگی پپتیدهاي حاصل از هیدرولیز افزایش قدر
دقیقه  240آنزیمی پروتئین شاهدانه با افزایش زمان فرآیند تا 

نتایج حاصل از این تحقیق بر کارایی فرآیند . مشاهده گردید
هیدرولیز در تولید پپتیدهایی با قدرت احیاءکنندگی بالا، 

 شاخص احیاءکنندگی نیز همانند ).6شکل (دلالت داشتند 
اکسیدانی تحت تاثیر نوع پپتید، درجه هاي آنتیسایر ویژگی

ها بر رهایش اسیدهاي آمینه خاص آنزیمهیدرولیز و عملکرد
که آمینواسیدهایی  کردندبیان محققین طورمثال،به .گیردمی قرار

مانند تریپتوفان، متیونین، لیزین، هیستیدین و تیروزین عموما 
حیاءکنندگی خوبی برخوردار انی و ااکسیداز فعالیت آنتی

در نتیجه رهایش بیشتر این آمینواسیدها در طول زمان . هستند
فرآیند هیدرولیز، تحت تاثیر عملکرد هر آنزیم بر قدرت 

نتایج تحقیقات . احیاءکنندگی محصول نهایی موثر است
مختلف، حاکی از فعالیت ضداکسایشی پپتیدهاي حاصل از 

علت افزایش . مختلف بود يها نیپروتئهیدرولیز آنزیمی 
 توان یمي هیدرولیز شده را ها نیپروتئقدرت احیاءکنندگی 

به شکست زنجیره پپتیدي، افزایش رهایش آمینواسیدهاي با 
مانند تریپتوفان، متیونین، لیزین، (فعالیت ضداکسایشی 
ي آزاد نسبت ها کالیمهاررادو قابلیت ) هیستیدین و تیروزین

  . )12(داد 
  
  گیرينتیجه -4
از منابع مختلف هاي طبیعی اکسیدانآنتی تولید اهمیتمروزه ا

تاثیرات درمانی و سلامتی  هاي آزاد،رادیکال مهار با قابلیت
گرفته است و منجر به بیش از پیش مورد توجه قرار  بخش

اکسیدانی پپتیـدهاي تحقیقاتی در زمینه بررسی قابلیت آنتی
. استه، گردیده شد هاي هیدرولیزفعال بیولوژیک از پروتئین

ترین هدف از تولید پروتئین هیدرولیز شده، استفاده بهینه مهم
از بخش پروتئینی مواد غذایی، افزایش جذب و هضم این 

ها و افزایش ارزش ش اندازه آنترکیبات از طریق کاه
مطالعه حاضر نشان . باشدها میغذایی و خواص زیستی آن

    داد که پروتئین هیدرولیز شده شاهدانه یک مهارکننده 
حت باشد و در شرایط مختلف هیدرولیز تاکسیدانی می آنتی

با توجه به . گیردتأثیر فاکتورهایی مانند زمان فرآیند قرار می
، تولید پروتئین پژوهشحاصل از این  مجموع نتایج

علاوه براین که موجب استفاده بهینه  شاهدانههیدرولیزشده 
عنوان یک جزء ه تواند بگردد، میمی گیاهی از این منبع

غذایی داراي خواص عملکردي مناسب و حاوي پپتیدهاي 
اکسیدانی، ی فعال با خواص ویژه از جمله فعالیت آنت زیست

  .دارویی مورد استفاده قرار بگیرد در صنایع غذایی و
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     Abstract 

     Among the beneficial compounds, bioactive peptides from enzymatic hydrolysis of 

proteins have many properties such as low allergenicity, lowering blood pressure, anti-

diabetic, anti-cancer role, natural and efficient source of antioxidants with chelating 

activity of metal ions and many other health benefits. Cannabis, scientifically known as 

Cannabis sativa L., has long played an important role in the production of dietary 

formulations, drugs and fiber. In this study, protein was extracted from the pulp of hemp 

oil. Then, the effect of time of enzymatic hydrolysis process with alkalase (60-300 min) on 

the degree of hydrolysis, inhibition of free radical DPPH, ABTS, inhibition of hydroxyl 

radical and regenerative power of hydrolyzates were investigated. Statistical evaluation of 

the results was performed using factorial design and comparison of means in 3 replications 

with one-way analysis of variance (ANOVA). The results of enzymatic hydrolysis showed 

an increase in the degree of hydrolysis with increasing time of enzymatic hydrolysis 

process. Free radical scavenging activity of DPPH, ABTS, hydroxyl and cannabis protein 

reducing power after enzymatic hydrolysis from 7.85 to 52.04, from 47.13 to 80.03, from 

30.13 to 72.96 and from 55, respectively. Increased to 0.79%. In general, enzymatic 

hydrolysis of crude protein for up to 240 minutes showed a positive effect of the 

hydrolysis process on increasing the antioxidant properties and inhibition of free radicals. 

     Keywords: Bioactive Peptides, Enzymatic Hydrolysis, Antioxidant Activity, Cannabis. 
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