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  )مقاله پژوهشی(
آلکالاز  با دانه شنبلیله پروتئین هیدرولیز شده اکسیدانی هاي آنتیي ویژگیمقایسه

  و پانکراتین
  

   3خشایار سرابندي ،2محمد قربانی ،*2، علیرضا صادقی ماهونک1شیما کاوه
  
ذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ، گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غشیمی مواد غذایی ارشددانشجوي کارشناسی -1

  ، گرگان، ایران گرگان
 ، گرگان، ایران گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان،دانشیار -2

ایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ، گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غذشیمی مواد غذایی ي دکتريآموختهدانش -3
  ، گرگان، ایران گرگان

  
  08/02/97 :اریخ پذیرشت                     18/12/96: تاریخ دریافت

  
  

  چکیده
و فواصل زمانی % 2 به سوبسترا در نسبت آنزیم هاي آلکالاز و پانکراتینهیدرولیز آنزیمی پروتئین شنبلیله با آنزیم در این پژوهش

  ، قدرت DPPHفعالیت مهار رادیکال (ها اکسیدانی نمونهآنتی هايویژگیو ي هیدرولیز درجه. انجام گردید دقیقه 40- 200
. ندارزیابی شد )اکسیدانی کل، فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل، فعالیت آنتییون آهن کنندگیکنندگی آهن، قدرت احیاءشلاته

ها افزایش یافت و نمونه هاي حاصل از آلکالاز داراي ي هیدرولیز نمونهمان هیدرولیز، درجهبا افزایش زنتایج نشان دادند که 
، توسط 967/0و % 65/72میزان ترتیب بهکنندگی بهکنندگی آهن و احیاءبیشترین فعالیت شلاته. ي هیدرولیز بالاتري بودنددرجه

ي حاصل از آلکالاز نسبت به پانکراتین قدرت بیشتري در مهار رادیکال هانمونه. دقیقه هیدرولیز حاصل شد 200پانکراتین و پس از 
DPPH با انجام . رسید %38/53دقیقه هیدرولیز به  200ها با افزایش زمان روند افزایشی داشت و پس از داشتند و فعالیت آن

دادند اما با افزایش بیشتري از خود نشان حاصل از پانکراتین فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل  هايدقیقه نمونه 160هیدرولیز تا 
      اکسیدانی کل در بینفعالیت آنتیکمترین . رسید% 70داشت و به حدود ها تفاوت زیادي ندقیقه فعالیت نمونه 200 زمان تا
حاصل شد و بیشترین  004/1و  971/0به میزان هاي آلکالاز و پانکراتین دقیقه هیدرولیز با آنزیم 40هاي هیدرولیز شده پس از نمونه

هاي دست آمده پروتئینبنابر نتایج به. حاصل شد69/1دقیقه هیدرولیز با آنزیم آلکالاز و به میزان  200میزان فعالیت پس از 
عنوان ترکیبات سلامتی بخش مورد هاي دارویی و فرمولاسیون مواد غذایی بهمکمل عنوانبهتوانند هیدرولیز شده حاصل می

  .گیرند استفاده قرار
  

  اکسیدان، پانکراتین، شنبلیله، هیدرولیز آنزیمیآلکالاز، آنتی: کلیدي واژه هاي
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  مقدمه-1
 طور مداوم بههاي آزاد بههاي بدن، رادیکالدرون بافت

    هاي اکسیداتیو تولیدلیسمعنوان محصولات جانبی متابو
ها ضروري هستند اما شوند، اگرچه آنها براي سلول یم

هاي درون سلولی اکسیدانتجمع آنها و عدم وجود آنتی
هاي گردد و بیماريمنجر به وقوع تنش اکسیداتیو می

گوناگونی مانند دیابت، سرطان و اختلالات قلبی عروقی را 
     ترین ها از مهمیپیداکسیداسیون ل ).17( در پی دارد

باشد چرا که منجر هاي صنعت مواد غذایی نیز می نگرانی
و طعم نامطلوب، رنگ تیره و ترکیبات سمی  به ایجاد عطر

هایی که در دلیل نگرانیبه ).30( گردددر مواد غذایی می
 BHAهاي سنتزي مانند اکسیدانمورد ایمنی بلندمدت آنتی

هاي اکسیدانه سمت آنتیوجود دارد تقاضا ب BHTو 
 هاي یندر گذشته پروتئ ).52( طبیعی افزایش پیدا کرده است

 اسیدهاي ینوو آم ياز انرژ یعنوان منبع هتنها ب یی،غذا
 یزیولوژیکیعملکرد ف یمرشد و تنظ يبرا یازمورد ن يضرور

به  محققینامروزه توجه . شدند یبدن در نظر گرفته م
حاصل از منابع گیاهی و  عالفهاي زیستشناسایی پپتید

هاي ها بخشاین پپتید. حیوانی سوق پیدا کرده است
پروتئینی خاصی هستند که در پروتئین اولیه غیرفعال هستند 

هاي فیزیولوژیکی و پس از هیدرولیز آنزیمی از خود ویژگی
 آمینو اسید 2- 20ها داراي این پپتید. دهندمتفاوتی نشان می

 ).45( دالتون هستند 6000ر از وزن مولکولی کمتو ) 36(
به ترکیب و توالی  هاي زیست فعالهاي پپتیدویژگی

ها از جمله این ویژگی .)13( ي آنها وابسته استآمینواسید
، ضد  )44(، آرام بخشی )18(توان به اثرات ایمنی بخشیمی

و ) 24( ضد فشار خون ،)36( آنتی اکسیدانی، )33( میکروبی
تحقیقات زیادي خواص  .نمود اشاره )35(ضد سرطان 

هاي هیدرولیز شده را به اثبات رسانده اکسیدانی پروتئینآنتی
با تولید پروتئین هیدرولیز  ،)43( ، ساکاناکا و همکاراناست
ي تخم مرغ گزارش کردند که ي حاصل از زردهشده

اکسیدانی هایی با خواص آنتیهیدرولیز منجر به تولید پپتید
اسید شده است،  تم اکسیداسیون لینولئیکقابل توجه در سیس

کنندگی افزایش خاصیت شلاته جامدار و همکاران

زمینی ي هیدرولیز پروتئین بادامیون آهن را با افزایش درجه 
و  بلانسا، )39( پور و همکاراناویسی .)21( مشاهده کردند

ترتیب خاصیت به )20( و گومارز و همکاران) 8( همکاران
ي حاصل از هاي هیدرولیز شدهی پروتئیناکسیدانآنتی

 .و بذر کتان را به اثبات رساندند شیرآلا، ضایعات ماهی قزل
 یدرولیزه ینپروتئ یدتول يبرامتعددي  یوانیو ح یاهیمنابع گ
تر و مناسب یمتق یلدلبه یاهی، منابع گمناسب هستند شده
 ).32( اندمورد توجه قرار گرفته یشترکمتر، ب ییزايآلرژ

اي هستند و قیمت پایینی حبوبات منابعی عالی از نظر تغذیه
 1ي فابیاسه، در این میان شنبلیله به خانواده)25( نیز دارند

عنوان گیاهی دارویی با طور گسترده بهتعلق دارد و به
 ي یندهضد سرطان، افزا، خواص متعدد از جمله ضد دیابت

در  نیمازا یلرحم و تسه يدر مردان، مقو یجنس یلم
-گلوبولین حاويو  گرددهاي ایران و هند مصرف میکشور

 یپتوفانتر- Lو  یزیناز ل یغن وها ها و گلوتلینها، پرولامین
هاي تجاري متنوعی از منابع امروزه آنزیم). 29و  17( است

که قابلیت  است گیاهی، حیوانی و میکروبی به دست آمده
و  نزیم مورد استفادهنوع سوبسترا، آ .دارند پروتئولیز مناسبی

 هايشیمیایی پپتیدهاي فیزیکیبر ویژگیدرجه هیدرولیز 
هاي مورد استفاده در آنزیم). 37( گذار استحاصل تاثیر

آلکالاز  این پژوهش آلکالاز و پانکراتین بودند که
هاي قلیایی است که در جهت تولید پروتئین اندوپپتیدازي

اي بهتر از ذیههیدرولیز شده با خواص عملکردي و تغ
پانکراتین،  و )28( گیردپروتئین اولیه مورد استفاده قرار می

هاي ترپسین، کیموتریپسین، الاستاز و مخلوطی از آنزیم
هدف از این پژوهش بنابراین  .)34( کربوکسی پپتیداز است

هاي ي شنبلیله با آنزیمهیدرولیز پروتئین دانهي مقایسه
بر ي هیدرولیز ی تاثیر درجهآلکالاز و پانکراتین و بررس
کنندگی یون ، شلاتهDPPHقابلیت مهار رادیکال آزاد 

اکسیدانی کل و مهار آهن، احیاکنندگی، قدرت آنتی
در مقایسه با پروتئین هاي حاصل پپتیدرادیکال هیدروکسیل 
  .اولیه و ویتامین ث بود

                                                             
1 - Fabaceae 
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  هامواد و روش -2
  مواد- 2-1

تیک اسید، کوماسی تري کلرواس پانکراتین، آلکالاز،
، پتاسیم فري سیانید، فریک G250( ،DPPH(بریلیانت بلو 

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

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

  .علوم کشاورزي گرگان خریداري شدند
  
  هلتهیه کنسانتره پروتئین شنبلی- 2-2

با و  اتاق خشک يشسته و در دما یلهشنبل هاي دانهابتدا 
با  یی،زدایچربفرآیند شدند و پودر  یکیالکتر یابآس

 3مدت و به )حجمی/ وزنی( 1:4به نسبت  اختلاط با هگزان
استفاده از شیکر با دور با اتاق  يدر دماهمزدن  ساعت
rpm150 بوخنر  یفسپس با استفاده از ق .انجام گرفت

ساعت در 1مدت شده بهگیري پودر چربیهگزان جدا و 
و از الک با درجه سانتی گراد قرار گرفت  30آون با دماي 

استخراج پروتئین،  سپس جهت .شدندعبور داده  40مش 
مولار، 3/0د سدیمکلریبا محلول  1:10به نسبت  یلهپودر شنبل

و  تنظیم 2/9نرمال روي1آن با افزودن سود  pHمخلوط و 
به  g×4500محلول حاصل در  ،نساعت همزد 1پس از 
 pHدر مرحله بعد . گردید یفوژسانتر یقهدق 30مدت 

) یلهشنبل پروتئین یزوالکتریکا pH( 5/4 رويسوپرناتانت 
 محلول حاصل در ها، یندر جهت رسوب پروتئ و شد یمتنظ
g×4500 در ادامه . گردید یفوژسانتر یقهدق 20مدت به

 با آب مقطر دو بار شسته شده و در ینرسوب پروتئ
g×4500ینیپروتئ کنسانتره .یفوژ شدسانتر یقهدق 5مدت  ، به 

تا زمان انجام خشک و  خشک کن انجماديحاصل با 
 شد ينگهداردرجه سانتی گراد  - 20 يدر دماها آزمون

)16.(  
  
  رولیز آنزیمیهید- 2-3

ي پروتئینی ي پروتئین هیدرولیز شده از کنسانترهبراي تهیه
ي هاي آلکالاز و پانکراتین در شرایط بهینهشنبلیله از آنزیم

  ).1جدول( ها  استفاده شدفعالیت هر یک از آنزیم
درصد در بافر  5 (w/v)در غلظت  ینیپروتئ يکنسانتره
میلی لیتري حل  100هاي مولار درون ارلن M2/0فسفات 

شد و امکان هیدراته شدن کامل آن با همزدن مداوم به 
پس از رسیدن . دقیقه در دماي محیط فراهم شد 30مدت 

ها درون انکوباتور دماي انکوباتور به دماي مورد نظر نمونه
قرار داده شده و پس از ثابت شدن دماي انکوباتور، آنزیم 

یند هیدرولیز در شرایط فرآ. به محلول اضافه شد %2 به نسبت
، 80، 40زمانی  فواصلدر  rpm200زدن مداوم با دور هم

هاي پس از طی زمان. دقیقه انجام شد 200و  160، 120
ها درون حمام سازي آنزیم، ارلنمنظور غیرفعالمورد نظر، به

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

مدت به g 8000×ها با دور سپس نمونه. محیط سرد شدند
و با استفاده از  سوپرناتانت جدا دقیقه سانتریفوژ شد و 20

دستگاه خشک کن انجمادي خشک گردید و تا زمان انجام 
  ).2( درجه سانتی گراد نگهداري شد - 20ها در دماي آزمون

  
  آنزیم

 

pH (°C) دما  
 

)M2/0 (بافر  
  

  آلکالاز
 

8  50  K2HPO4-KH2PO4  

  پانکراتین
 

4/7  40  K2HPO4-KH2PO4  

  
  ي پروتئین شنبلیلهشرایط انجام هیدرولیز کنسانتره - 1جدول
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  تعیین درجه هیدرولیز  - 2-5
سوسپانسیون پروتئین هیدرولیز شده و تري کلرواستیک 

 15مخلوط و به مدت  1:1در نسبت حجمی ) M44/0(اسید 
سپس، مخلوط در . شدانکوبه  C° 4یقه در دماي دق

rpm10000  و به مدتmin10  مقدار . شدسانتریفوژ
پروتئین موجود در سوپرناتانت حاوي تري کلرواستیک 

در . گردیدتعیین )10( با روش بردفورد M 22/0اسید 
  :نهایت، درجه هیدرولیز با استفاده از فرمول زیر تعیین شد

DH (%) = [Protein (TCA+Supernatant)/ Protein (fenugreek 
hydrolysate suspension)] × 100      )١(  
 

  کنندگی یون آهنفعالیت شلاته- 2-6
نمونه حل شده در آب مقطر در غلظت  ml1ابتدا،  
)mg/ml( 40  باml٠۵/0  محلول دي کلرید آهن)mM2 (

 ml1/0سپس، . شدآب دوبار تقطیر مخلوط  ml85/1و 
-زده افزوده و مخلوط به شدت هم) mM5(زین محلول فرو

نگهداري مخلوط در دماي  min10جذب پس از . شد
از آب دوبار تقطیر به عنوان . شدخوانده  nm562محیط در 

ها با کنندگی نمونهفعالیت شلاته. نمونه شاهد استفاده شد
  ):21( شداستفاده از معادله زیر محاسبه 

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

  تعیین قدرت احیاءکنندگی- 2-7
هاي هیدرولیز شده، براي تعیین قدرت احیاءکنندگی نمونه

ml5/0  در غلظت (نمونه حل شده در آب مقطر
mg/ml40 ( باml5/0  بافرفسفاتM2/0 )pH 6.6 ( و

ml5/0 سیانید پتاسیم فري (W/V)1  درصد مخلوط و در
 ml5/0سپس، . شددقیقه انکوبه  min20براي  C° 50دماي 

درصد به مخلوط اضافه و  10کلرو استیک اسید محلول تري
در نهایت، . سانتریفوژ شد rpm2500در  min10مدت به

mlسوپرناتانت با  ١mlآب مقطر و  ١ml2/0  فریک کلراید
 (W/V)1/0 ونه در جذب نم. درصد مخلوط گردید

nm700  پس ازmin10  ،نگهداري مخلوط در دماي محیط
حجم یکسانی آب مقطر به جاي نمونه براي . شدخوانده 

افزایش جذب مخلوط . شدتهیه نمونه کنترل استفاده 
  .)3( واکنش نشان دهنده افزایش قدرت احیاءکنندگی است

  

  DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد  - 2-8
) mg/ml40(ز شده در آب مقطر ابتدا پودرهاي هیدرولی

از محلول  ml5/1از هر نمونه با  ml5/1سپس، . شدندحل 
ثانیه  20مدت همخلوط و ب )DPPH )mM15/0اتانولی 

در  min30مدت به سپس، مخلوط حاصل. شدورتکس 
به مدت  rpm2500در  تاریکی نگهداري شد و سپس

min10  جذب محلول سوپرناتانت در طول. شدسانتریفوژ 
با  DPPHدرصد مهار رادیکال . شدخوانده  nm517موج 

  ):48( استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید
                                                   )3(        I (%) = [ ] × 100  

  
  فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل-2-9

از  ml 2و ) mM 865/1(فنانترولین  10و 1از  ml 1ابتدا 
 ml1با ) mg/ml 40غلظت (نمونه حل شده در آب مقطر 

مخلوط شدند سپس ) H2O.FeSo4 )mM 865/1از محلول 
ml1 H2O2 )w/v %03/0 (بعد از . به مخلوط اضافه شد

       درجه  37دقیقه در دماي  60انکوباسیون به مدت 
. نانومتر خوانده شد 536گراد، جذب مخلوط در سانتی

عنوان کنترل منفی و اکسیدان بهدون هیچ آنتیمخلوط ب
قدرت مهار . بعنوان بلانک استفاده شد H2O2مخلوط بدون 

رادیکال هیدروکسیل با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد 
)14( :  

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

 As ،جذب نمونهAb ،جذب بلانک An  کنترل منفی جذب
  .باشدمی
  
  ظرفیت آنتی اکسیدانی کل- 2-10

 5ظرفیتی به مولیبدن  6این روش بر مبناي احیاء مولیبدن
باشد که با تشکیل کمپلکس سبز رنگ ظرفیتی می

در این روش . فسفومولیبدن در محیط اسیدي همراه است
1/0 ml  غلظت (از نمونه حل شده در آب مقطرmg/ml50 
مولار، فسفات  6/0اسیدسولفوریک (رف از مع ml1با ) 10- 

در ) میلی مولار 4میلی مولار و آمونیوم مولیبدات  28سدیم 
 90دقیقه در حمام آب  90لوله اپندورف ریخته و به مدت 

پس از سرد شدن، جذب . گراد قرار گرفتدرجه سانتی
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از آب مقطر دوبار تقطیر . نانومتر خوانده شد 695ها در نمونه
ي جذب بیشتر نشان دهنده. مونه شاهد استفاده شدبه عنوان ن

  ).41(ظرفیت آنتی اکسیدانی کل بیشتر است 
  
  تجزیه و تحلیل آماري- 2-11

، 80، 40(هاي مختلف هیدرولیز زماندر این پژوهش اثر 
) آلکالاز و پانکراتین(و نوع آنزیم ) دقیقه 200و  160، 120

ي لیز شدهاکسیدانی پروتئین هیدروهاي آنتیبر ویژگی
با کاربرد آنالیز واریانس یک طرفه و با استفاده از نرم شنبلیله 
کلیه . مورد ارزیابی قرارگرفت 16نسخه  SPSSافزار 
ها با استفاده از آزمون تکرار و مقایسه میانگین 3ها در آزمون

دار بودن متغیر در اي دانکن جهت بررسی معنیچنددامنه
05/0P< با نرم افزار ها نیز و رسم نمودارExcel 2013 

  .انجام گرفت
  
  نتایج و بحث -3
  درجه هیدرولیز - 3-1

پروتئین  هیدرولیز ساختارهیدرولیز معیاري از میزان درجه 
، اثر زمان هیدرولیز و نوع آنزیم را بر میزان 1شکل . باشدمی

آنالیز آماري  .دهددرجه هیدرولیز پروتئین شنبلیله نشان می
ي زمان هیدرولیز و نوع آنزیم قابل ملاحظه ي اثردهندهنشان

که پس از طوري، به)p>05/0( باشدبر درجه هیدرولیز می
- دقیقه از فرآیند هیدرولیز با پانکراتین درجه  200گذشت 

هیدرولیز که درجه دست آمد در حالیبه 63/24%هیدرولیز 
نتایج کانگ و  .بود 17/35% حاصل از فعالیت آلکالاز 

نیز در هیدرولیز گلوتن گندم حاکی از فعالیت همکاران 
درجه  .)27( بیشتر آنزیم آلکالاز در مقایسه با پانکراتین بود

 120در  و پانکراتین آلکالاز هايبا فعالیت آنزیمهیدرولیز 
از اما پس از آن با شیب زیادي افزایش یافت  ي اولدقیقه

تواند این امر میسرعت افزایش درجه هیدرولیز کاسته شد، 
اثر  همچنیني بیش از حد سوبسترا و به دلیل تجزیه

که بر روي فعالیت آنزیم  بازدارندگی محصول نهایی باشد
افزایش زمان اهمیت زیادي در هنگام  گذارد واثر منفی می

     همچنین کاهش سرعت هیدرولیز  ).42( هیدرولیز دارد
د براي هاي پپتیدي موجودلیل کاهش میزان باندتواند به می

این نتایج مشابه ). 19( هیدرولیز و غیر فعال شدن آنزیم باشد
 ، جامدار و همکاران)38( هاي موتیلانگی و همکارانیافته

-می )51(و یو و همکاران  )28(، کریتینسون و راسکو )21(

هاي مختلف را بر درجه ترتیب اثر آنزیمباشد که به
کیموتریپسین، تریپسین، (پنیر هاي آبپروتئین هیدرولیز

، ماهی سالمون )آلکالاز(، بادام زمینی )آلکالاز و نوترئاز
پاپائین و (و ماهی تیان  )آلکالاز، فلاورزیم و کرولاز(

  .بررسی کردند) پروتامکس

  
ر نوع آنزیم و زمان هیدرولیز بر درجه هیدرولیز یثتا - 1شکل

  شنبلیله پروتئین
  
  کنندگی یون آهنفعالیت شلاته - 3-2

هاي اکسیداسیون عمل عنوان کاتالیزور واکنشبه +Fe2یون 
هاي خطرناك براي بدن کند و منجر به تولید رادیکالمی
 +Fe2تواند با یون می حتی در مقادیر کمفروزین . شودمی

کننده این کمپلکس در حضور عوامل شلاته ترکیب شود اما
گردد، گسیخته شده و منجر به کاهش رنگ بنفش می ماز ه
توان میزان گیري میزان کاهش رنگ میبا اندازه راینبناب

با توجه به  ).49( کنندگی ترکیب را تخمین زدفعالیت شلاته
ي هاي هیدرولیز شدهکنندگی پروتئین، فعالیت شلاته2شکل

هاي آلکالاز و پانکراتین به میزان حاصل از فعالیت آنزیم
؛ این امر )p>05/0( قابل توجهی از پروتئین اولیه بیشتر بود

هاي انتخابی در تولید ي عملکرد مناسب آنزیمدهندهنشان
        درصد  .باشدکنندگی میهایی با قابلیت شلاتهپپتید
هاي هیدرولیز شده حاصل از کنندگی در نمونه شلاته

- 65/72و  61/44- 58/68آلکالاز و پانکراتین به ترتیب بین 
  کنندگی تهفعالیت شلااز و کمتر درصد متغیر  74/26
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نتایج ارزیابی درصد . بود) ویتامین ث(ي کنترل نمونه
ي تاثیر قابل توجه زمان و دهندهها نشانکنندگی نمونهشلاته

هاي کنندگی پروتئیندرجه هیدرولیز بر فعالیت شلاته
کنندگی طور کلی قابلیت شلاتهبه .هیدرولیز شده بود

وع آنزیم، میزان هاي هیدرولیز شده تحت تاثیر نپروتئین
 قرار داردهیدرولیز و ساختار آمینواسیدي پروتئین اولیه 

پروتئین شنبلیله غنی از لیزین، علاوه بر این موارد، ). 40(
، پپتیدهاي داراي )16و  7( باشدتریپتوفان و هیستیدین می

ي توالی هیستیدین و تریپتوفان به دلیل دارا بودن حلقه
   اندازي کنندگی و به دامایمیدازول، توانایی شلاته

هاي آزاد را دارند بنابراین احتمالا افزایش زمان و رادیکال
درجه هیدرولیز منجر به تولید پپتیدهایی با این ترکیب شده 

ها آهن توسط آنکنندگی یون و در نتیجه قدرت شلاته
و ) 21( جامدار و همکاران .)46و  23( افزایش یافته است

نیز به ترتیب افزایش فعالیت  )26(کلامپانگ و همکاران
 ي بادام زمینی وهاي هیدرولیز شدهکنندگی پروتئینشلاته
  .هیدرولیز گزارش کردندرا با افزایش درجه 1ماهی نوعی

  
- شلاته فعالیتتاثیر نوع آنزیم و زمان هیدرولیز بر  - 2شکل

  شنبلیله هیدرولیز شده پروتئین +Fe2کنندگی یون 
  
  حیاءکنندگیتعیین قدرت ا - 3-3

سنجش قابلیت  کنندگی در جهتارزیابی قدرت احیاء
. رودکار میاکسیدانی بهدهندگی ترکیبات آنتیالکترون

ند که ارتباط مستقیمی بین قدرت مطالعات مختلفی نشان داد
اکسیدانی ترکیبات زیست فعال کنندگی و فعالیت آنتیاحیاء

        ده مشاه ،3در شکل  همانطور که ).50( وجود دارد
کنندگی مربوط به گردد، کمترین میزان قدرت احیاءمی

بود، ) نانومتر 700جذب در (  216/0پروتئین اولیه و به میزان 

                                                             
1- Selaroides leptolepis 

هاي پانکراتین و نیز نمونه فعالیت هاي حاصل ازتمامی نمونه
دقیقه هیدرولیز، داراي قدرت  120حاصل از آلکالاز پس از 

 بودند) ویتامین ث(ي کنترل کنندگی بیشتر از نمونهاحیاء
)05/0<p( ،هیدرولیز با  مثبتها حاکی از تاثیر این یافته

        افزایش قدرت  برهاي آلکالاز و پانکراتین آنزیم
طور کلی افزایش به .باشدمیکنندگی پروتئین اولیه احیاء

هیدرولیز منجر به افزایش قابل توجه قدرت زمان و درجه 
تواند به دلایل مختلفی باشد از این امر می، کنندگی شداحیاء

آزاد شدن منجر به  که، افزایش میزان هیدرولیزجمله این
عنوان منبع اضافی از گردد که بههاي آزاد میآمینواسید
از طرف دیگر  ،)53( کنندها عمل میها و پروتونالکترون

افزایش درجه هیدرولیز منجر به در دسترس قرار گرفتن 
هاي الکترون دهنده مانند لیزین، تریپتوفان و ینواسیدبیشتر آم

کنندگی افزایش در نتیجه قدرت احیاء گرددمیهیستیدین 
کنندگی نتایج نشان دادند که قدرت احیاء ).21( یابدمی

هاي هیدرولیز شده حاصل از پانکراتین بیشتر از پروتئین
ه است که حاکی از عملکرد بهتر پانکراتین آلکالاز بود

 .باشدکنندگی مینسبت به آلکالاز در افزایش قدرت احیاء
ي نیز با هیدرولیز پروتئین هسته آمبیگایپلان و همکاران

هاي آلکالاز، فلاورزیم و ترمولیزین گزارش خرما، با آنزیم
هاي حاصل از آنزیم آلکالاز داراي قدرت کردند که پپتید

، زو و )51(یو و همکاران  .)4(کنندگی کمتري بودنداحیاء
ترتیب افزایش به ،)48( و همکاران ، وو)53( همکاران

ي حاصل از هاي هیدرولیز شدهکنندگی پروتئینقدرت احیاء
  .ماکرل را گزارش کردند ماهی تیان، زئین و ماهی

  
 ع آنزیم و زمان هیدرولیز بر قدرت    تاثیر نو - 3شکل

پروتئین  هیدرولیز شده شنبلیلهکنندگی احیاء
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  DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد  - 3-4
DPPH رادیکال آزاد محلول در چربی است که داراي ،

دریافت نانومتر است و پس از  517ماکزیمم جذب در 
اکسیدان به ترکیبی پایدار هیدروژن از یک ترکیب آنتی

نتایج . )53و  51( یابدشود و جذب آن کاهش میتبدیل می
دهد که کمترین نشان میحاصل از ارزیابی زمان هیدرولیز 

اولیه بوده و مربوط به پروتئین  DPPHقدرت مهار رادیکال 
، DPPHبا افزایش زمان هیدرولیز، قدرت مهار رادیکال 

ه میزان قابل توجهی افزایش بهاي هیدرولیز شده پروتئین
هاي حاصل از طوریکه در مورد نمونه، به)p>05/0(یافت 

 16/37- 38/53ي در محدودهآلکالاز و پانکراتین به ترتیب 
مقدار این شاخص براي . درصد بود 25/33- 86/47درصد و

بنابراین افزایش زمان  .دست آمددرصد به 54/65ویتامین ث 
ي پروتون هاي دهندهو درجه هیدرولیز منجر به تولید پپتید

، واکنش داده و آن را DPPHتوانند با رادیکال شده که می
اي هاي زنجیرهل کنند و به واکنشبه ترکیبات پایدار تبدی
قدرت  بین ،4با توجه به شکل. رادیکالی خاتمه دهند

 ي حاصل از آنزیمهاي هیدرولیز شدهپروتئینمهارکنندگی 
داري وجود داشت و تفاوت معنیآلکالاز  پانکراتین و

داراي قدرت هاي حاصل از فعالیت آلکالاز نمونه
دقیقه  200ه پسکطوريمهارکنندگی بیشتري بودند به

، DPPHقدرت مهار رادیکال هیدرولیز با آنزیم آلکالاز 
تواند تفاوت در درصد حاصل شد، علت این امر می 38/53

ي درجه ي متفاوت در نتیجهترکیب و توالی و اندازه
هاي حاصل از فعالیت این دو آنزیم هیدرولیز متفاوت پپتید

 پروتئین ضایعات باتیستا و همکاران با هیدرولیز ).12( باشد
فعالیت مهار رادیکال که ، گزارش کردند 1نوعی ماهی

DPPH  آنها  .)6( بدیامیبا افزایش درجه هیدرولیز افزایش
ي هیدروژن که هاي دهندهافزایش پپتید علت این امر را

 .بیان کردندهاي ازاد را دارند، قابلیت واکنش با رادیکال
و چن و  )51( انیو و همکار ،)21( جامدار و همکاران

هاي سویا، ترتیب با هیدرولیز پروتئینبهنیز ، )31( همکاران

                                                             
1 - Apanopus carbo 

ي مستقیمی را بین قدرت اهی تیان و کلاژن خوکی، رابطه
  .هیدرولیز گزارش کردند و درجه DPPHمهار رادیکال 

  
فعالیت مهار تاثیر نوع آنزیم و زمان هیدرولیز بر  - 4شکل

  شده شنبلیله پروتئین  هیدرولیز DPPHرادیکال 
  
  فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل - 3-5

هاي فعال عنوان یکی از گونهرادیکال هیدروکسیل به
سرعت با شوند، بهاکسیژن که در بدن انسان تولید می

ها و پروتئین DNAها، هاي زیستی مانند آمینو اسیدمولکول
گردد، واکنش داده و منجر به اختلال در عملکرد بدن می

هاي هیدروکسیل منجر به حفاظت راین حذف رادیکالبناب
و  23( گرددهاي خطرناك میبدن از بسیاري از بیماري

 هاينمونه آنالیز آماري نتایج نشان داد که به طور کلی  .)11
حاصل از فعالیت پانکراتین نسبت به آلکالاز داراي فعالیت 

 دانگ و همکاراندر پژوهشی  .مهارکنندگی بیشتري بودند
با هیدرولیز پروتئین ماهی کپور با دو آنزیم آلکالاز و 

هاي فلاورزیم گزارش کردند که قدرت مهارکنندگی نمونه
ها آن .)15( حاصل از آلکالاز بیشتر از فلاورزیم بوده است

هاي حاصل از ي هیدرولیز بیشتر نمونهعلت این امر را درجه
هاي نتوانایی پروتئی ، بنابراینآلکالاز گزارش کردند

ي هیدرولیز شده در جلوگیري از اکسیداسیون به ماهیت ماده
با توجه ). 40( اولیه و نوع پروتئاز مورد استفاده بستگی دارد

کمترین  دراین پژوهش ،5به نتایج نشان داده شده در شکل 
میزان فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل مربوط به پروتئین 

درصد بود، مقدار این شاخص  93/10و به میزان شنبلیله 
افزایش زمان  .درصد محاسبه شد 02/84براي ویتامین ث 

یت مهار رادیکال هیدروکسیل منجر به افزایش فعالز هیدرولی
طوریکه پس به .)p>05/0( گردیداي به میزان قابل ملاحظه

هاي آلکالاز و دقیقه با آنزیم 200از انجام هیدرولیز به مدت 
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و  42/69فعالیت مهارکنندگی به ترتیب به میزان پانکراتین 
افزایش زمان هیدرولیز با  .افزایش یافتدرصد  17/70

منجر به تغییر در اندازه و ترکیب افزایش درجه هیدرولیز 
      شده است و در نتیجه خاصیت ها آمینواسیدي پپتید

لف مطالعات مخت. ها افزایش یافته استاکسیدانی آنآنتی
هاي حاوي هیستیدین داراي خاصیت اند که پپتیدنشان داده
هاي فلزي و مهارکنندگی رادیکال کنندگی یونشلاته

اسیدهاي هاي داراي آمینوهیدروکسیل هستند، همچنین پپتید
  دهی به آروماتیک مانند تریپتوفان با قابلیت پروتون

خود هاي آزاد فعالیت ضداکسایشی قابل توجهی از رادیکال
هیدرولیز بنابراین احتمالا افزایش درجه ،)13( دهندنشان می

هاي حاوي هیستیدین و تریپتوفان منجر به رهایش بیشتر پپتید
گشته است و در نتیجه فعالیت مهارکنندگی رادیکال 

این نتایج  .ها حاصل افزایش یافته استل پپتیدیهیدروکس
و یو و  )22(هاي یانگ جی و همکاران یافته    مطابق با 

هاي ترتیب  هیدرولیز پروتئیناست که به )51(همکاران 
و ) آلکالاز، نوترئاز، پروتامکس و فلاورزیم(جگر ماهی تن 

  . را مورد بررسی قرار دادند) پاپائین و پروتامکس(ماهی تیان 

  
تاثیر نوع آنزیم و زمان هیدرولیز بر فعالیت مهار  - 5شکل

  هیدرولیز شده شنبلیله پروتئین  هیدروکسیلرادیکال 
  
  ظرفیت آنتی اکسیدانی کل  - 3-6

ارزیابی فسفومولیبدن یک روش کمی براي ارزیابی قدرت 
همانطور  باشد،اکسیدانی کل ترکیبات زیست فعال میآنتی

نشان داده شده است، در این پژوهش  6که در شکل 
هیدرولیز به میزان قابل توجهی منجر به افزایش ظرفیت 

پروتئین شنبلیله گردید، افزایش زمان یدانی اکسآنتی
هاي آلکالاز و پانکراتین همراه با افزایش هیدرولیز با آنزیم

درجه هیدرولیز پروتئین منجر به افزایش قابل توجه قدرت 
بعد از انجام هیدرولیز که طوريها شد بهاکسیدانی نمونهآنتی

اي هاکسیدانی کل نمونهدقیقه ظرفیت آنتی 40به مدت 
(  004/1و  971/0حاصل از آلکالاز و پانکراتین به ترتیب 

ي فرآیند هیدرولیز تا بود و با ادامه) نانومتر 695جذب در 
داري افزایش اکسیدانی به طور معنیدقیقه قدرت آنتی 200
اما از فعالیت  رسید 6/1و  69/1و به میزان  )p>05/0( یافت
درواقع با . تر بودکم) 27/2(اکسیدانی کل ویتامین ث آنتی

هاي آلکالاز و پانکراتین، افزایش زمان فعالیت آنزیم
دهندگی افزایش هایی با خاصیت الکترونرهاسازي پپتید

هاي آزاد را به اند رادیکالها توانستهاین پپتید .یافته است
در نتیجه پذیري کمتر تبدیل کنند، ترکیباتی پایدار با واکنش

ها با افزایش زمان افزایش ل نمونهاکسیدانی کفعالیت آنتی
فعالیت آنتی  ،)47( آمایاپارواتی و همکاران). 5( یافته است

ي صدف خوراکی شدههاي هیدرولیزاکسیدانی کل پروتئین
را وابسته به غلظت گزارش کردند و بیان کردند که بیشترین 

حاصل  1 (mg/ml)اکسیدانی کل در غلظت فعالیت آنتی
بوگاتف و . کمتر بود) ویتامین ث(ي کنترل نمونهشد اما از 
، با هیدرولیز پروتئین ماهی گزارش کردند که با  همکاران

ها افزایش اکسیدانی کل نمونهافزایش غلظت فعالیت آنتی
اي حاصل از فعالیت تریپسین نسبت به پپسین یافت و نمونه
  .)9(اکسیدانی کل بیشتري داشتندفعالیت آنتی

  
     ع آنزیم و زمان هیدرولیز بر ظرفیتتاثیر نو - 6شکل 
  پروتئین  هیدرولیز شده شنبلیله اکسیدانی کلآنتی
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  گیرينتیجه -4
اکسیدان جهت جلوگیري از استفاده از ترکیبات آنتی

اکسیداسیون امري رایج در صنعت مواد غذایی است اما 
هاي سنتزي اکسیدانهایی که در مورد مضرات آنتینگرانی

د، منجر به افزایش توجه دانشمندان به سمت وجود دار
هاي زیست فعال پپتید. هاي طبیعی گشته استاکسیدانآنتی

شوند و داراي ها تولید میاز طریق هیدرولیز آنزیمی پروتئین
در این پژوهش . اکسیدانی قابل توجهی هستندخواص آنتی

ن هاي آلکالاز و پانکراتیهیدرولیز پروتئین شنبلیله با آنزیم
اکسیدانی نتایج نشان داد که، خواص آنتی. انجام شد
هاي آلکالاز و ي شنبلیله، با آنزیمهاي هیدرولیز شدهپروتئین

ها بستگی دارد و با ي هیدرولیز نمونهپانکراتین به درجه
ها اکسیدانی نمونهي هیدرولیز فعالیت آنتیافزایش درجه

دروکسیل، ، مهار رادیکال هیDPPHقدرت مهار رادیکال (
        کنندگی و فعالیت کنندگی یون آهن، احیاءشلاته
پس . به میزان قابل توجهی افزایش یافت) اکسیدانی کلآنتی
دقیقه هیدرولیز، بیشترین فعالیت مهار رادیکال  200از 

DPPH هاي حاصل از اکسیدانی کل مربوط به نمونهو آنتی
و بیشترین درصد  91/34ي هیدرولیز آلکالاز، با درجه

هاي کنندگی مربوط به نمونهکنندگی و احیاءقدرت شلاته
درصد  63/24ي هیدرولیز حاصل از پانکراتین و با درجه

هاي حاصل از قدرت مهار رادیکال هیدروکسیل نمونه. بود
دقیقه هیدرولیز با یکدیگر تفاوت  200هر دو آنزیم پس از 

زیمی پروتئین بنابراین، هیدرولیز آن. داري نداشتندمعنی
هاي آلکالاز و پانکراتین راهکاري مناسب شنبلیله با آنزیم
اکسیدانی قابل توجه هایی با خواص آنتیجهت تولید پپتید

ها هاي درون زیستی از این پپتیدبا انجام آزمون. باشدمی
        عنوان جایگزین توان در صنعت مواد غذایی بهمی
  .اده نمودهاي سنتزي استفاکسیدانآنتی
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Abstract 
In this study, the enzymatic hydrolysis of fenugreek protein with alcalase and pancreatin 
enzymes in 2% enzyme to substrate ratio and hydrolysis time of 40-200 min was performed. 
The degree of hydrolysis and antioxidant properties of the samples (DPPH radical scavenging 
activity, Fe chelating activity, reducing power, total antioxidant activity, hydroxyl radical 
activity) were evaluated. The results showed that, the degree of hydrolysis of samples 
increased by increasing the hydrolysis time and the alcalase hydrolyzed samples had higher 
degree of hydrolysis. The maximum Fe chelating activity and reducing power were 72.65% 
and 0.967 respectively, which obtained by Pancreatin, after 200 min of hydrolysis. The 
alcalase samples showed higher DPPH radical scavenging capacity than the Pancreatin 
hydrolyzed samples, and their activity increased by increasing hydrolysis time, and after 200 
minutes, reached to 53.38%. By hydrolysis until 160 minutes, Pancreatin hydrolyzed samples 
exhibited higher hydroxyl radical scavenging activity compared to alcalase hydrolyzed 
samples, but they did not show any significance differences after 200 minutes, and reached to 
70%. The minimum total antioxidant activity was obtained after hydrolysis by alcalase and 
pancreatin enzymes for 40 minutes and were 0.971 and 1.004, respectively; and the 
maximum activity was obtained after 200 min of hydrolysis by alcalase enzyme which was 
1.69. According to the obtained results, fenugreek hydrolyzed proteins can be used as 
pharmaceutical supplements and in food formulations as functional components. 
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