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 هچکید

دما، زمان و نسبت  نظیرو شرایط هیدرولیز آنزیمی فعالیت آنزیم فعالیت زیستی محصولات هیدرولیز پروتئینی تحت تاثیر نوع آنزیم،  مقدمه:

تواند از طریق تاثیر بر ساختار فضایی پروتئین و افزایش دسترسی فرآیند پیش تیمار می باشد.میو فرآیند پیش تیمار پروتئین سوبسترا  آنزیم/
 اکسیدان موثر باشد. به باندهاي پپتیدي، بر پیشرفت هیدرولیز آنزیمی و تولید پپتیدهاي آنتی آنزیم

و دقیقه(  06به مدت  گراددرجه سانتی 06، 56، 56پروتئین استخراج شده از عدس ابتدا تحت پیش تیمارهاي حرارت ) ها:مواد و روش

به وسیله آنزیم آلکالاز آنزیمی هیدرولیز  وو یخ زدایی در دماي محیط( گراد سانتیدرجه  -01 يسیکل انجماد در دما 9یخ زدایی )-انجماد
پیشرفت هیدرولیز  ( قرار گرفت. در طی زمان،ساعت 9، گراددرجه سانتی 66آنسون / کیلوگرم پروتئین، دماي  11)با نسبت آنزیم به سوبسترا 

قرار بررسی مورد  ABTSو  DPPHهاي هاي مهارکنندگی رادیکالیدانی با روشاکسو فعالیت آنتی( OPAد )آلدئی ارتوفتال آنزیمی با روش
 و با نمونه کنترل )بدون پیش تیمار( مقایسه شدند.  گرفتند

اثر را در افزایش شدت هیدرولیز آنزیمی نسبت به بیشترین دقیقه،  001به مدت گراد درجه سانتی 56دماي پیش تیمار نمونه در  ها:يافته

 ( مربوط به نمونه پیش تیماردرصد 65/59) DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال میزان حداکثر کنترل بدون پیش تیمار داشت.  هاينمونه
( مربوط به نمونه پیش تیمار شده درصد 02/95) ABTSکنندگی رادیکال فعالیت مهار میزان گراد و حداکثردرجه سانتی 56شده در دماي 

 . بود دقیقه 001در زمان  زدایییخ -بوسیله فرآیند انجماد

یخ زدایی قبل از هیدرولیز آنزیمی اثر مثبتی بر پیشرفت هیدرولیز آنزیمی و -تیمار حرارتی و انجمادنتایج نشان دادند که پیشگیری: نتیجه

-درجه سانتی 56عدس در دماي  اکسیدان دارد. بر اساس نتایج حاصل از این تحقیق، فرآیند پیش تیمار حرارتی پروتئینتولید پپتیدهاي آنتی

یخ زدایی و هیدرولیز آنزیمی بوسیله آنزیم آلکالاز روشی موثر در تولید محصول هیدرولیز پروتئین عدس براي کاربرد در -گراد یا انجماد
 .فرمولاسیون محصولات غذایی فراسودمند شناخته شد

 

 اکسیدان، هیدرولیز آنزیمییت، پروتئین عدس، پپتیدهاي آنیییخ زدا-پیش تیمار حرارت، پیش تیمار انجماد کلیدی: های واژه
 
 email: mahtam86@gmail.com                                                                                                             مکاتبات مسئول نویسنده *
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 مقدمه
اند نشان داده هاي گذشتهدر طی سالمختلف تحقیقات 

که ارتباط مستقیمی بین تغذیه و سلامت وجود دارد. تا به 
 نظیرها )حال ترکیبات زیست فعال بسیاري از ماکرومولکول

اند. ترکیبات مشتق شده از ها( مشتق شدهلیپیدها و پروتئین
ترین انواع مورد مطالعه ترین و متداولها جز مهمپروتئین
محصولات هیدرولیز  (.Mirdamadi et al., 2017) هستند

به دلیل اثرات  پپتیدهاي زیست فعالپروتئینی حاوي 
اي و سلامت بخشی مورد توجه بسیاري از دانشمندان تغذیه

اند و منابع پروتئینی مختلفی براي تولید این نوع قرار گرفته
 Sarmadi)اند محصولات مورد مطالعه و تحقیق قرار گرفته

and Ismail, 2010) در این میان پروتئین حبوبات و از .
ی مَرجمَُک با نام علم یا مَرجو عدس،آن جمله پروتئین 

Lens esculinaris  ،بعنوان یک منبع پروتئینی با ارزش
داراي پتانسیل بالایی براي تولید محصولات هیدرولیز 

 Shekib) باشدپروتئینی حاوي پپتیدهاي زیست فعال می

et al.,1986; Shahidi et al., 2008; Joshi et al., 

2017 .) 
خصوصیات پروتئین هیدرولیز شده به عوامل زیادي از 

نوع  ،pH))دما، زمان،  شرایط هیدرولیز ،جمله نوع سوبسترا
 بستگی داردو نوع فرآیند پیش تیمار پروتئین آنزیم 

(Adjonu et al., 2013 امروزه از .)مختلفی  هايروش
)امواج  کردن، سونیکاسیون دقلیا، اسید، اکسترو ر بانظیر تیما

-براي پیش غیره حرارت و ،کروویو، انجمادیفراصوت(، ما

 Ramaswamy and)شود تیمار پروتئین استفاده می

Singh, 2014.) از پیش تیمار و هیدرولیز  استفاده ترکیبی
باعث ایجاد تغییراتی در خصوصیات فیزیکی و  آنزیمی

 Chen et) شودهاي هیدرولیز شده میپروتئینشیمیایی 

al., 2011 یکی از پیش تیمارهاي موثر بر دناتوره شدن .)
 ها و باز شدن ساختار پروتئین، تیمار حرارتی پروتئین

شود که باعث هیدرولیز غیر اختصاصی پیوندها می باشدمی
 دهد.هاي کروي را افزایش میو هیدرولیز برخی از پروتئین

با ه از پیش تیمار حرارت قبل از هیدرولیز آنزیمی استفاد
باعث پیدایش  تواندمی بعدي پروتئینتغییر در ساختار سه

 و از این رو عملکرد گرددپپتیدهاي آزاد در طول هیدرولیز 
 (.Adjonu et al., 2013)دهد بهبود  هیدرولیز آنزیمی را

یکی دیگر از پیش تیمارهاي موثر بر پیشرفت هیدرولیز 
 در این روش باشد.یخ زدایی می-پیش تیمار انجماد ،نزیمیآ

و بدون ایجاد  بدون استفاده از مواد شیمیایی یا کاتالیزور
باز شده و  ساختار چهارم پروتئینآلودگی زیست محیطی 

 سطح دسترسی پروتئین براي هیدرولیز آنزیمی افزایش 
 (.Rooni et al., 2017)یابد یم

کسیدان به عنوان نسل جدید اتولید پپتیدهاي آنتی
هاي اخیر بسیار مورد هاي طبیعی در سالاکسیدانآنتی

هاي مصنوعی نسبت اکسیدانآنتی توجـه واقـع شـده است.
تري دارند اما به هاي طبیعی فعالیت قوياکسیدانبه آنتی

ها محدود دلیل سمیت این ترکیبات شیمیایی استفاده از آن
(. در تحقیق حاضر اثر Wang et al., 2017) شده است

بر هیدرولیز آنزیمی  یخ زدایی-پیش تیمار حرارت و انجماد
ي پروتئین عدس به وسیله آنزیم آلکالاز در تولید پپتیدها

 کسیدان مورد مطالعه قرار گرفته است. اآنتی
 

 هامواد و روش
 مواد  -

از بازار محلی تهیه  (Lens culinaris)واریته  عدس
از شرکت  Au/kg protein  2/0الاز بافعالیتشد، آنزیم آلک

پیکریل  -0-دي فنیل 0-0نوونزایم دانمارک خریداري شد، 
-بنزوتیازولین  اتیل-9آزینو بیس  0و0 (،DPPHهیدرازیل )

آمریکا  -( از شرکت سیگماABTSسولفونیک اسید ) 5
 (، ارتوفتالBSAخریداري شدند. سرم آلبومین گاوي )

کربنات سدیم، سدیم پتاسیم تارتارات، (، OPA)د آلدئی
ت، سود سوزآور، معرف فولین ابور سدیم تترا سولفات مس،

 آلمان خریداري شدند. -از شرکت مرک
 

 سازی محلول پروتئینيروش آماده -

و  DE Castroسازي محلول پروتئینی طبق روش آماده
آسیاب استفاده از  ابتدا عدس با ( انجام شد.0105همکاران )

میلی لیتر آب  0111گرم آرد با  011آرد شد. سپس برقی 
 0/1با استفاده از سود  1 آن در pHمقطر مخلوط شد و 

ساعت در دماي  0مولار تنظیم شد. سپس مخلوط به مدت 
 گراد همزده و نگهداري شد و دردرجه سانتی 96
g  ×01111  درجه سانتی 06دقیقه در دماي  06به مدت-

و آلمان(  Centric MF48-R ،Merck)گراد سانتریفیوژ 
محلول  pHجمع آوري شد. سپس )فاز رویی( سوپرناتانت 

 pH) 9/2در مولار  0 هیدروکلریک با اسید رویی
 06به مدت  g ×01111تنظیم و مخلوط در ایزوالکتریک( 
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گراد سانتریفیوژ شد. درجه سانتی 06دقیقه، در دماي 
و مجددا در آب به صورت  آوري شدندها جمعرسوب

 0/1آن توسط سود  pHو مجددا سوسپانسیون درآمده 
و براي هیدرولیز آنزیمی در شرایط سرما مولار خنثی گردید 

 (.DE Castro et al., 2017) نگهداري شد
 

 پیش تیمار محلول پروتئیني -

لیتر گرم / میلیمیلی 15/0محلول پروتئینی در غلظت 
 06 گراد به مدترجه سانتید 06و  56 ،56در دماهاي 

ها بلافاصله سرد دقیقه حرارت داده شدند. سپس نمونه
 شدند و در شرایط سرما براي مراحل بعدي نگهداري شدند

(Arrutia et al., 2016.) 
 

 يخ زدايي -پیش تیمار انجماد -

یخ زدایی محلول -براي استفاده از پیش تیمار انجماد 
در دماي  گرم/ میلی لیتر(میلی 15/0)با غلظت  پروتئینی

گراد منجمد شد و مجددا یخ زدایی شد. درجه سانتی -01
این فرآیند سه بار تکرار شد و سپس نمونه براي مطالعات 

 ,.Rooni et al) ندبعدي در شرایط سرما نگهداري شد

2017.) 
 

 هیدرولیز محلول پروتئیني -

نی پروتئی ایزوله به در ابتدا به منظور هیدرولیز آنزیمی،
، (میلی مولار 6 ، با استفاده از بافر فسفاتpH=0)شده  آماده
لیتر(، نسبت  میلی بر آنسون 2/0فعالیت  با) آلکالاز آنزیم

 .شد آنسون / کیلوگرم پروتئین اضافه 11آنزیم به سوبسترا 
گراد به درجه سانتی 66سپس هیدرولیز آنزیمی در دماي 

، INC108)ساعت در انکوباتور شیکردار  9مدت 
Memmert  )درانجام شد. دور در دقیقه  001با آلمان 

-نمونه دقیقه 001و  001، 51، 21، 01، 1فواصل زمانی 

گراد به درجه سانتی 06سپس در دماي . برداري انجام شد
دقیقه آنزیم غیرفعال شد. نمونه به منظور حذف  06مدت 

( دقیقه 06، به مدت g ×6111رسوبات احتمالی سانتریفوژ )
سی نمونه سی 6. و سپس در دماي یخچال نگهداري شد

نیز به عنوان نمونه کنترل و بدون آنزیم مورد بررسی قرار 
 (.et al., 2015 Nourmohammadi)گرفت 

 

 پروتئین  میزان گیریاندازه -

 ها با استفاده از روش کلدال محتواي پروتئین کل نمونه
 

(Morr et al., 1985 ) ها با محلول نمونهو میزان پروتئین
  گیري شد.روش لوري اندازه

-سی 0از ترکیب )ریجنت( A در روش لوري، محلول 

 سی سدیم پتاسیم تارتاراتسی0، %(0) سی سولفات مس
 سی کربناتسی 21نرمال و  0/1سی سود سی 21، %(0)
میکرولیتر از  611سدیم تهیه شدند. در زمان آزمایش،  %(0)

 01ط شد و بلافاصله ورتکس ومخلوA محلول  نمونه با
 .دقیقه در شرایط تاریکی و در دماي اتاق نگهداري شدند

با آب( به هر  0:0 محلول فولین رقیق شده )به نسبت سپس
 01نمونه اضافه و بلافاصله ورتکس شد. بعد از گذشت 

 PG) توسط دستگاه اسپکتروفوتومتردقیقه میزان جذب نور 

Instruments ،Merck  )نانومتر  592طول موج در آلمان
ها بر اساس منحنی خوانده شد. مقدار پروتئین نمونه

-گرم / میلیمیلی 1 -011هاي )در غظت BSAاستاندارد 

1160/1Rلیتر، 
2
لیتر گرم / میلیمیلیو بر حسب  ( =

 (.Lowry et al., 1951گزارش شد )

 
 به روش  های آمین آزادمیزان گروهگیری اندازه -

OPA 
سی سدیم تترا سی 06ارتوفتال آلدئید از مخلوط محلول 

دسیل  0 سی سدیمسی 6/0، میلی مولار( 011) بورات
در  میلی گرم ماده ارتوفتال آلدئید 21، %(01) سولفات

تهیه شد سپس با کرولیتر بتامرکاپتواتانول یم 011متانول و 
. در زمان آزمایش، رسانده شد سیسی 61حجمآب مقطر به 

سی از محلول ا یک سیر از نمونه پروتئینی بمیکرولیت 06
دقیقه در  0تهیه شده مخلوط شد و بلافاصله ورتکس و 

-سی 0 نگهداري شد. سپسو در شرایط تاریکی دماي اتاق 

نانومتر  921ها در سی آب مقطر اضافه شد و جذب نمونه
)در  قرائت گردد. سپس با استفاده از منحنی استاندارد لوسین

R 1151/1لیتر، گرم / میلیمیلی 0-2هاي غلظت
2
( مقدار =

 به ازاءرومول لوسین یکهاي آمین آزاد براساس مگروه
 (.Church et al., 1983) گرم پروتئین گزارش شدمیلی

 
 DPPHفعالیت مهارکنندگي راديکال  -

اکسیدانی بر اساس مهار براي تعیین فعالیت آنتی
)یا اتانول به  کرولیتر از نمونهیم DPPH، 011رادیکال 

 110/1 کرولیتر محلولیم 0011با  عنوان کنترل(
در اتانول مخلوط شد. سپس مخلوط واکنش   DPPHدرصد
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دقیقه در تاریکی نگهداري شد  51در دماي اتاق به مدت 
گیري شد. نانومتر اندازه 605سپس کاهش جذب نمونه در 

زیر و  رابطهبر اساس DPPH درصد مهارکنندگی رادیکال 
 Bondet et) دازاء وزن مشخصی از پروتئین گزارش شه ب

al., 1997.) 
 (0)رابطه 

( ) فعالیت مهارکنندگی رادیکال  
جذب نمونه جذب کنترل

جذب کنترل
      

 
 ABTSفعالیت مهارکنندگي راديکال  -

 با پرسولفات پتاسیمABTS  میلی مولار از 5 محلول
مخلوط و در دماي یخچال براي مدت  میلی مولار 26/0
ساعت، نگهداري شد. محلول سبز آبی با بافر  05-05

( تا رسیدن به میزان جذب pH=5مولار،  میلی 6فسفات )
 06نانومتر رقیق شد.  592در طول موج  10/1±5/1

 ABTSسی معرف سی 0با پروتئینی  کرولیتر از نمونهیم
دماي اتاق میزان  دقیقه نگهداري در 5مخلوط شد و بعد از 

گیري شد. درصد مهارکنندگی نانومتر اندازه 592جذب در 
ازاء وزن ه زیر و ب رابطهبر اساس ABTS رادیکال 

 (.Re et al., 1999) از پروتئین گزارش شد یمشخص
 (0)رابطه 

( ) فعالیت مهارکنندگی رادیکال  
جذب نمونه جذب کنترل

جذب کنترل
     

 
 آماری  تجزيه و تحلیل -

رسم ها در سه تکرار، انجام شدند. آزمون تمامی
و (  Two-way ANOVAنمودارها و آنالیز آماري )با روش

و به  Turkey multipleها توسط تست مقایسه میانگین
. براي انجام شد  graphpad prism 8افزارکمک نرم

ها از تجزیه دار بودن تفاوت بین میانگینبررسی معنی
-Pو میزان  ستفاده شد( اANOVAواریانس یکطرفه )

Value< 0.05 .به عنوان سطح معنادار در نظر گرفته شد 
 

 هايافته
 میزان پروتئین استخراج شده از دانه عدس -

% بر  5/02محتواي کل پروتئین عدس با روش کلدال 
 میزان پروتئین محلولاساس وزن خشک پودر عدس و 

با روش میلی لیتر آب(  0111گرم در  011پودر عدس )

-اندازهگرم/ میلی لیتر میلی 15/0 پروتئین به میزانلوري 

 .گیري شد
 

بر  يخ زدايي-اثر پیش تیمارهای حرارت و انجماد -

قبل  های پروتئینيهای آمین آزاد نمونهمیزان گروه

 از آنزيم زني

، 56)دماهاي  پیش تیمار حرارتیقبل از پرداختن به اثر 
یخ  -دقیقه( و انجماد 06گراد به مدت درجه سانتی 06و  56

بر پیشرفت  گراد در سه سیکل(درجه سانتی -01زدایی )
هیدرولیز آنزیمی، اثر پیش تیمارها به تنهایی بر محتواي 

هاي پروتئینی قبل از آنزیم هاي آمین آزاد در نمونهگروه
 زنی مورد بررسی قرار گرفت. 

-میزان گروه ،شودمشاهده می 0همانگونه که در شکل 

 در نمونه کنترلقبل از هیدرولیز آنزیمی ین آزاد هاي آم
 گرم پروتئینلوسین/ میلیمول میکرو 00/9 )بدون تیمار(

هاي نمونههاي آمین آزاد در اما میزان گروهگیري شد. اندازه
 –گراد و انجماد درجه سانتی 06، 56، 56پیش تیمار تحت 

 65/5و  26/5، 09/5، 11/9به ترتیب مقادیر یخ زدایی 
گیري شد. نتایج گرم پروتئین اندازهمیکرومول لوسین / میلی

 (.p<0.05)نشان دادند تفاوت معناداري با نمونه کنترل 
 

يخ زدايي بر -اثر پیش تیمارهای حرارتي و انجماد -

اکسیداني محلول پروتئین عدس قبل فعالیت آنتي

 از آنزيم زني

هیدرولیز آنزیمی پیش تیمارها بر روند قبل از بررسی اثر 
پروتئین عدس، اثر هیدرولیز اکسیدانی محلول فعالیت آنتیو 

-بر فعالیت آنتیبه تنهایی پیش تیمارهاي حرارتی و انجماد 

( ABTSو  DPPHهاي اکسیدانی )بر اساس مهار رادیکال
ارائه شده  0بررسی شد. نتایج در شکل نمونه مورد آزمایش 

   است.
شود درصد شاهده میم A0 همانگونه که در شکل 

در محلول پروتئینی عدس   DPPHمهارکنندگی رادیکال
لیتر پروتئین( قبل گرم / میلیمیلی 15/0)با غلظت پروتئین 

 55/62از هیدرولیز آنزیمی در نمونه کنترل )بدون تیمار( 
گیري شد. اما تیمارهاي به کار رفته باعث افت درصد اندازه

ها شد. بطوریکه درصد نمونه اکسیدانی درنسبی فعالیت آنتی
هاي تحت پیش در نمونه  DPPHمهارکنندگی رادیکال

گراد ( به ترتیب درجه سانتی 06، 56،  56حرارت ) تیمار
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گیري شدند و تفاوت درصد اندازه 00/ 91، 29/ 09، 10/60
دار بود نسبت به نمونه کنترل )بدون تیمار( معنی

(p<0.05)رادیکال . مقدار فعالیت مهارکنندگیDPPH   در
گراد( درجه سانتی -01نمونه تحت پیش تیمار انجماد )

باشد که تفاوت معناداري با نمونه کنترل درصد می 60/26
  (.p<0.05)شود )بدون تیمار( مشاهده می

  ABTSدرصد مهارکنندگی رادیکال B0 مطابق شکل 
قبل از هیدرولیز آنزیمی در نمونه کنترل )بدون تیمار(، 

هاي گیري شد و این مقدار در نمونهدرصد اندازه 16/90
-درجه سانتی 06، 56،  56هاي حرارت )تحت پیش تیمار

درصد  01/09، 09/ 55، 29/02گراد ( به ترتیب به مقادیر  
رسیدند وتفاوت معناداري را با نمونه کنترل )بدون تیمار( 

 ABTSدرصد مهارکنندگی رادیکال (.p<0.05نشان دادند )

 گراد (درجه سانتی -01ونه تحت پیش تیمار انجماد )در نم 
گیري شد که تفاوت معناداري با درصد اندازه 51/02نیز 

 (.p<0.05نمونه کنترل )بدون تیمار( داشت )

control T1 T2 T3 T4

0

2

4

6

8

10

ن
ئي
وت
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پ
رم

گ
ي
يل
/م

ن
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وم

ر
ک
مي

a
b

c d
d

 
گراد درجه سانتي 56 ،(T1)گراد درجه سانتي 56پیش تیمار های تحت های آمین آزاد در نمونهبررسي میزان گروه -1شکل 

(T2) ،56 گراد درجه سانتي  (T3) يخ زدايي –انجماد  (T4) آنزيمي هیدرولیز از و مقايسه با نمونه کنترل )بدون تیمار( قبل .

 است. يکسان هانمونه همه پروتئین محتوای

باشد. حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف آماري هاي هر تیمار در طی زمان میداده حروف کوچک لاتین براي نشان دادن اختلاف آماري بین
(p>0.05( و حروف غیر مشابه نشان دهنده اختلاف آماري معنادار )p<0.05بین داده ).هاست 

control T1 T2 T3 T4
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های پیش تیمار داده شده )بدون تیمار( و نمونهی کنترل در نمونه ABTS (B) و  DPPH (A)های مقايسه مهار راديکال -2شکل 

 (.T4يخ زدايي )–( و انجماد T3گراد )درجه سانتي 56(، T2گراد )درجه سانتي 56(، T1گراد )درجه سانتي 56در دمای 
دهنده عدم اختلاف آماري حروف کوچک لاتین براي نشان دادن اختلاف آماري بین داده هاي هر تیمار در طی زمان می باشد. حروف مشابه نشان 

(p>0.05( و حروف غیر مشابه نشان دهنده اختلاف آماري معنادار )p<0.05بین داده ).هاست 



 

 بر هیدرولیز آنزیمی پروتئین عدس یخ زدایی -حرارت و انجماد اثر پیش تیمارهای
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تولید محصول هیدرولیز پروتئین عدس بوسیله  -

 آنزيم آلکالاز

هاي آمین آزاد میزان گروهنتایج مربوط به تغییرات 
در در طی زمان  یشرفت هیدرولیز آنزیمیبعنوان معیاري از پ

 نمونه هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالازنمونه فاقد آنزیم و 
 0و  0هاي کنترل که بعدا به ترتیب تحت عنوان نمونه

 ارائه شده است.  9در شکل شوند شناخته می
با گذشت گردد، مشاهده می 9شکل  همانگونه که در

محتواي گروه آمین آزاد  آنزیمی،از شروع واکنش دقیقه  51
آنزیمی، افزایش یافته  هیدرولیزبعنوان معیاري از شدت 

دقیقه اول اتفاق  01. بیشترین میزان هیدرولیز در است
 00/9هاي آمین آزاد از افتاده است. بطوري که میزان گروه

گرم پروتئین رسیده میکرومول لوسین / میلی 60/91به 
فرآیند هیدرولیز  تا پایان واکنشدقیقه  51است و بعد از 

. علاوه برآن نتایج نشان آنزیمی کند و یا متوقف شده است
هیدرولیز شده توسط دهند که میزان هیدرولیز در نمونه می

بالاتر از نمونه  داريبه طور معنی( 0)کنترل  آنزیم آلکالاز
 (. p<0.05) است( 0)کنترل  فاقد آنزیم آلکالاز

 
بر يخ زدايي -حرارتي و انجماد های اثر پیش تیمار -

 پیشرفت هیدرولیز آنزيمي پروتئین عدس بوسیله
 

 آنزيم آلکالاز 

هاي قرار در ادامه، پیشرفت هیدرولیز آنزیمی در نمونه
گرفته تحت پیش تیمارهاي حرارتی و غیرحرارتی ارزیابی و 

 د.مقایسه ش 0و کنترل  0هاي کنترل با نمونه
 ، نشان 2شده در شکل نتایج ارائه همانگونه که 

-درجه سانتی 56دهند پیش تیمارهاي حرارتی در دماي می

( و B2 گراد )شکل درجه سانتی 56(، A2 گراد )شکل 
( باعث افزایش میزان D2یخ زدایی )شکل -انجماد

هاي آمین آزاد در مقایسه هیدرولیز آنزیمی و آزادسازي گروه
 A2اند. همانطور که در شکل هاي کنترل شدهبا نمونه

هاي آمین آزاد در نمونه گردد، میزان گروهمشاهده می
گراد از درجه سانتی 56عدس تیمار داده شده در دماي 

همان ابتداي کار روند افزایشی داشته است به نحوي که در 
میکرومول لوسین/ میلی 20/61به  11/9 دقیقه اول از 21

با توقف روند هیدرولیز گرم پروتئین رسیده است. سپس 
دقیقه دوباره روند افزایشی  001همراه بوده است و در 

گرم پروتئین میکرومول لوسین/ میلی 00/61داشته و به 
دماي تیمار در  در نمونه تحترسیده است. میزان هیدرولیز 

 0و کنترل 0گراد در مقایسه با نمونه کنترلدرجه سانتی 56
 (.p<0.05) داد اختلاف معناداري را نشان
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( و مقايسه آن با نمونه کنترل فاقد آنزيم 2ساعت )کنترل  3بررسي هیدرولیز آنزيمي به وسیله آنزيم آلکالاز در طي  -3شکل 

 . OPAگیری شده با روش ( اندازه1)کنترل 
 

هاي هر تیمار در طی زمان و حروف بزرگ متفاوت نشاندهنده اختلاف آماري معنی دار بین دادهاختلاف آماري معنیحروف کوچک متفاوت نشاندهنده 
 (.p<0.05)باشد دار بین تیمارها در هر زمان می
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هاي آمین آزاد در نمونه عدس تیمار داده میزان گروه
گراد به وسیله آنزیم آلکالاز درجه سانتی 56شده در دماي 

( از همان ابتداي کار روند افزایشی داشته است B2 )شکل 
میکرومول  90/50 به 11/9دقیقه  51به نحوي که در 

گرم پروتئین رسیده است. سپس با توقف روند میلی لوسین/
هیدرولیز همراه بوده است. میزان هیدرولیز حاصل از تیمار 

گراد در مقایسه با نمونه نتیدرجه سا 56نمونه با دماي 
داد اختلاف معناداري را نشان  0و کنترل 0کنترل

(p<0.05.) 
، گراددرجه سانتی 06تیمار داده شده در دماي  در نمونه

با وجود اینکه پیش تیمار حرارتی به تنهایی باعث افزایش 
( اما در C2 هاي آمین آزاد شده بود )شکل میزان گروه

می بوسیله آلکالاز با وجود پیشرفت جریان هیدرولیز آنزی
هاي آمین هیدرولیز آنزیمی، اما در تمام مراحل مقدار گروه

 0گیري شده کمتر از مقدار آن در نمونه کنترل اندازه
 )هیدرولیز شده( بود.

هاي آمین آزاد در نمونه میزان گروه D2 مطابق شکل 
و یخ زدایی  –انجماد  شرایطتیمار داده شده در  پیش عدس

 از میزان  دقیقه 51در ، به وسیله آنزیم آلکالازهیدرولیز شده 
گرم پروتئین میکرومول لوسین/ میلی 22/59به  11/9

میکرومول  91/65رسید. سپس با کاهش روند هیدرولیز به 
 001 تا دقیقه گرم پروتئین رسید و دوبارهلوسین/ میلی

کرومول می 05/51به در نهایت دقیقه روند افزایشی داشته و 
گرم پروتئین رسید. میزان هیدرولیز حاصل از لوسین / میلی

-درجه سانتی -01تیمار نمونه به وسیله انجماد )در دماي 

اختلاف  0و کنترل 0گراد( در مقایسه با نمونه کنترل
 (.p<0.05)داد معناداري را نشان 
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 (، A) نمودار  T1گراد درجه سانتي 56های پیش تیمار داده شده در دمای مقايسه پیشرفت هیدرولیز آنزيمي در نمونه -0شکل 

( و D)نمودار   T4يخ زدايي-( و تحت شرايط انجمادC)نمودار T3 گراد درجه سانتي 56(، B)نمودار  T2گراد درجه سانتي 56

 .2و کنترل  1مقايسه با نمونه کنترل 
هاي هر تیمار در طی زمان و حروف بزرگ متفاوت نشاندهنده اختلاف آماري معنی دار بین دادهحروف کوچک متفاوت نشاندهنده اختلاف آماري معنی

  (.p<0.05)باشد دار بین تیمارها در هر زمان می
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يخ زدايي بر -اثر پیش تیمارهای حرارتي و انجماد  -

روند تولید پپتیدهای آنتي اکسیدان با خاصیت مهار 

در جريان هیدرولیز آنزيمي  DPPHراديکال 

 پروتئین عدس بوسیله آنزيم آلکالاز

د که فعالیت ندهنشان می 6نتایج ارائه شده در شکل 
 0ل کنتردر نمونه  اکسیدانی محلول پروتئین عدسآنتی

(. به عبارتی قرار p>0.05) داري نداشته استتغییر معنی
گرفتن در شرایط هیدرولیز آنزیمی )از نظر دمایی و زمانی( 

دقیقه باعث تغییري در این فعالیت نشده است.  001تا زمان 
تر تحت شرایط دمایی فوق، باعث افت گرچه زمان طولانی

 (.p<0.05) دار در میزان فعالیت شده استمعنی
هیدرولیز آنزیمی علیرغم اینکه باعث  0در نمونه کنترل 

داري بر فعالیت اما تاثیر معنی شدافزایش درجه هیدرولیز 
نداشت و باز هم در دقیقه DPPH مهارکنندگی رادیکال 

 درصدي در میزان فعالیت مشاهده شد.05 ، افت001
گراد درجه سانتی 56پیش تیمار حرارتی در دماي 

اکسیدانی در آغاز باعث افت فعالیت آنتی (،C 6 شکل)
اکسیدانی در ابتداي فرآیند فرآیند شد. بطوریکه فعالیت آنتی

هاي کنترل ارزیابی شد. اما نتایج نشان دادند کمتر از نمونه
گراد باعث تشدید درجه سانتی 56تیمار حرارتی در دماي 

-هیدرولیز آنزیمی و افزایش میزان تولید پپتیدهاي آنتی

گردد. بطوریکه فعالیت مهارکنندگی رادیکال کسیدان میا
DPPH ، 02/61 و به مقدارافزایش یافته  21تا دقیقه 
دقیقه به مقدار  001رسید و در نهایت در زمان درصد 

ي داري بالاتر از نمونهدرصد رسید و بطور معنی 65/59
باشد. پیش تیمار حرارتی در دماي درصد( می 05) 0کنترل 

یخ زدایی نیز -گراد و تحت شرایط انجمادسانتی درجه 56
، به مقادیر DPPHباعث شد، فعالیت مهارکنندگی رادیکال 

 001درصد در دقایق  26/61و  01/61حداکثري به ترتیب 
گراد باعث افت درجه سانتی 06برسد. پیش تیمار در دماي 

اکسیدانی در ابتداي فرآیند شد و با وجود شدید فعالیت آنتی
اکسیدان در جریان هیدرولیز آنزیمی، د پپتیدهاي آنتیتولی

اما میزان فعالیت از دست رفته جبران نشد. بطوریکه میزان 
درصد  56/90درصد در ابتداي فرآیند به  91/00فعالیت از 

 دقیقه رسید. 001بعد از 
 

يخ زدايي بر -اثر پیش تیمارهای حرارتي و انجماد -

ن با خاصیت مهار روند تولید پپتیدهای آنتي اکسیدا

در جريان هیدرولیز آنزيمي  ABTSراديکال 

 پروتئین عدس بوسیله آنزيم آلکالاز

هیدرولیز شود مشاهده می B5 شکل همانگونه که در 

آنزیمی پروتئین عدس بوسیله آنزیم آلکالاز باعث افزایش 

شده است.  ABTSهاي فعالیت مهارکنندگی رادیکال

 51تا دقیقه  ، ABTSآزادمیزان مهار رادیکال بطوریکه 

 و 001روند افزایشی را طی کرده  است. سپس در دقیقه 

 (.P>0.05) ، بدون تغییر باقی مانده است001

گراد و درجه سانتی 56، 56پیش تیمار حرارتی در دماي 

یخ زدایی با وجود اینکه باعث شدند -در شرایط انجماد

-تیدهاي آنتیاکسیدانی کاهش یابد، اما تولید پپفعالیت آنتی

را در مقایسه با نمونه  ABTSاکسیدان مهارکننده رادیکال 

)هیدرولیز شده( در طی فرآیند هیدرولیز آنزیمی  0کنترل 

)هیدرولیز  0ي کنترل افزایش یافت. به طوریکه در نمونه

درجه  56، 56هاي تحت پیش تیمارهاي شده( و نمونه

، 15/92، 92/95گراد و انجماد یخ زدایی به ترتیب سانتی

درصد افزایش فعالیت مشاهده شد در  02/95، 09/96

درجه  06هاي حرارت داده شده در دماي حالیکه در نمونه

 گراد، چنین اثري مشاهده نشد.سانتی

 
مقايسه  فعالیت آنتي اکسیداني نمونه ها بر اساس  -

 ABTSو  DPPHدو مکانیسم مهار راديکال های 

اکسیدانی فعالیت آنتینتایج به دست آمده از مقایسه 

هاي کنترل تیمار شده در مقایسه با نمونههاي پیشنمونه

 56و  56( نشان داد که پیش تیمار در دماهاي 5)شکل 

دقیقه باعث افزایش تولید  001گراد بعد از درجه سانتی

و پیش  DPPHپپتیدها با فعالیت مهارکنندگی رادیکال 

راد و در شرایط گدرجه سانتی 56، 56تیمار در دماهاي 

دقیقه باعث افزایش فعالیت  001یخ زدایی بعد از -انجماد

هاي هیدرولیز در نمونه ABTSمهارکنندگی رادیکال 

پروتئینی شده است. علاوه بر آن نتایج نشان دادند در تمام 

موارد محصول هیدرولیز پروتئین عدس فعالیت مهارکنندگی 

 ABTSیکال بالاتري در مقایسه با راد DPPHرادیکال 

 دارد.
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، C)) نمودار  T1گراد درجه سانتي 56های پیش تیمار داده شده در دمای در نمونه  DPPHمقايسه مهار راديکال آزاد  -6شکل 

( و F)نمودار  T4يخ زدايي -و تحت شرايط انجماد (E)نمودار T3 گراد درجه سانتي 56(، D)نمودار  T2 گراد درجه سانتي 56

 (.A)نمودار  1( ونمونه کنترل B)نمودار  2مقايسه با نمونه کنترل
 

هاي هر تیمار در طی زمان می باشد. حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف آماري حروف کوچک لاتین براي نشان دادن اختلاف آماري بین داده
(p>0.05) ( و حروف غیر مشابه نشان دهنده اختلاف آماري معنادارp<0.05) هاست.بین داده 
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(، C) نمودار  T1گراد درجه سانتي 56در نمونه های پیش تیمار داده شده در دمای  ABTSمقايسه مهار راديکال آزاد  -5شکل 

و  (F)نمودار   T4يخ زدايي-تحت شرايط انجماد (،E)نمودار T3 گراد درجه سانتي 56(، D)نمودار  T2گراد درجه سانتي 56

 (.A)نمودار  1( ونمونه کنترل B)نمودار  2مقايسه  با نمونه کنترل
 

هاي هر تیمار در طی زمان می باشد. حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف آماري حروف کوچک لاتین براي نشان دادن اختلاف آماري بین داده
(p>0.05) نشان دهنده اختلاف آماري معنادار  و حروف غیر مشابه(p<0.05) هاست.بین داده 
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های پیش تیمار داده شده در و نمونه 2و کنترل  1ی کنترل هادر نمونه ABTS و  DPPH هایمقايسه مهار راديکال -5شکل 

( بر فعالیت T4يخ زدايي )-( و انجمادT3گراد )درجه سانتي 56(، T2گراد )درجه سانتي 56(، T1گراد )درجه سانتي 56دمای 

 اکسیداني.آنتي
 

هاي هر تیمار در طی زمان می باشد. حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف آماري حروف کوچک لاتین براي نشان دادن اختلاف آماري بین داده
(p>0.05)  و حروف غیر مشابه نشان دهنده اختلاف آماري معنادار(p<0.05) هاستبین داده. 

 

 بحث
% بر  5/02محتواي کل پروتئین عدس با روش کلدال 

این میزان با  گیري شد.اساس وزن خشک پودر عدس اندازه
 مطالعات دیگري مورد آزمایش در پروتئینی نمونه يامحتو

مقدار نیز ( 0105و همکاران ) Joshi. مطابقت داشت
وزن خشک  ءازاهب درصد 2/90- 5/01پروتئین عدس را 

 (.Joshi et al., 2017عدس گزارش کردند )
از آنجاییکه ممکن است فرآیندهایی که بعنوان پیش 

اند، به خودي خودي تیمار هیدرولیز آنزیمی به کار رفته
هاي پروتئین اکسیدانی در نمونهباعث کاهش فعالیت آنتی
اثر پیش تیمارهاي حرارتی و غیر  عدس شوند، قبل از آنکه

اکسیدان در جریان هیدرولیز حرارتی بر تولید پپتیدهاي آنتی
آنزیمی مورد بررسی قرار گیرد، در فاز اول تحقیق به این 
موضوع پرداخته شد که آیا پیش تیمارهاي حرارتی اعمال 

هاي آمین آزاد و شده به خودي خود بر محتواي گروه
نی که بصورت طبیعی در نمونه اکسیداترکیبات آنتی

 پروتئینی استخراج شده وجود دارند، تاثیرگذار هستند یا خیر.
-میزان گروهنشان دادند که  0نتایج ارائه شده در شکل 

 06، 56، 56پیش تیمار هاي تحت نمونههاي آمین آزاد در 

یخ زدایی تفاوت معناداري با  –گراد و انجماد درجه سانتی
بنابراین فرآیند پیش تیمار  (.p<0.05) داردنمونه کنترل 

یخ زدایی احتمالا از طریق باز کردن -حرارتی و تیمار انجماد
هاي آمین ساختار پروتئینی، باعث افزایش محتواي گروه

شدن نسبی باز  نیز (0100) و همکاران Chenاند. آزاد شده
هاي ساختار پروتئین و در معرض قرار گرفتن بیشتر گروه

 Chen et)را در پی تیمار حرارتی گزارش کردند  آمین آزاد

al., 2011.)  
-نشان دهنده فعالیت آنتی 0 نتایج ارائه شده در شکل

درصد فعالیت مهارکنندگی رادیکال  55/62اکسیدانی معادل 
DPPH  درصد فعالیت مهارکنندگی  16/90و معادل
در محلول پروتئینی استخراج شده از دانه  ABTSرادیکال 

درجه  06، 56، 56باشد. تیمارهاي حرارت )عدس می
یخ زدایی به کار رفته سبب افت  –گراد( و انجماد سانتی

هاي آزاد اکسیدانی براساس مهار رادیکالفعالیت آنتی
DPPH وABTS تواند وجود شدند. که دلیل این امر می

بصورت طبیعی در دانه عدس  باشد کهترکیبات فنلی می
وجود دارد. ترکیبات فنلی از جمله مواد طبیعی هستند که 

شوند. این ترکیبات در ساختار خود توسط گیاهان سنتز می
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داراي یک حلقه آروماتیک و یک گروه هیدروکسیل هستند. 
روند و هاي طبیعی بشمار میاکسیداناین ترکیبات از آنتی

اکسیدانی عدس مربوط به یت آنتیرسد عمده فعالبه نظر می
حضور این نوع ترکیبات در نمونه باشد. اما از طرفی این 
ترکیبات بسیار ناپایدار بوده و در اثر عواملی مانند قلیا، اسید 

 Mercado-Mercado et) روندو حرارت و غیره از بین می

al., 2020).  بنابراین احتمالا ترکیبات فنلی موجود در نمونه
عدس تا حدودي نسبت به تیمارهاي اولیه به کار رفته 

اند و بنابراین از بین رفتن نسبی آنها باعث ناپایدار بوده
هاي پروتئینی اکسیدانی اولیه در نمونهکاهش فعالیت آنتی

رفت در تحت پیش تیمار حرارتی شده است. اما انتظار می
طی فرآیند هیدرولیز آنزیمی توسط آنزیم آلکالاز پپتیدهاي 

اکسیدان تولید شوند و پیش تیمارهاي به کار رفته، آنتی
علیرغم تاثیر منفیشان بر ترکیبات فنلی موجود، از طریق 

آیند هیدرولیز آنزیمی، تاثیر بر ساختار پروتئین و بهبود فر
اکسیدان از ساختار پروتئین عدس آزادسازي پپتیدهاي آنتی

را بهبود دهند. بنابراین در فاز دوم تحقیق، اثر پیش 
-تیمارهاي به کار رفته بر میزان تولید پپتیدهاي آنتی

اکسیدان در طی زمان هیدرولیز آنزیمی مورد بررسی و 
 مقایسه قرار گرفت. 
ابتدا اثر آنزیم آلکالاز بر میزان پیشرفت براین اساس در 

هیدرولیز مورد بررسی قرار گرفت. نتایج ارائه شده در شکل 
، بیانگر نقش آنزیم آلکالاز بر هیدرولیز پروتئین عدس 9

 باشد که با نمونه فاقد آنزیم مقایسه شده است. نتایجمی
 آنزیم آلکالاز در هیدرولیز آنزیمی موثر نقشنشان دهنده 

دهند باشد. ضمن اینکه نتایج نشان میمیئین عدس پروت
نمونه محلول پروتئین عدس آماده شده با روش فوق فاقد 

ها نقشی در پیشرفت هاي درونی است و یا آنآنزیم
آنزیم  اند.نداشتهدر شرایط اعمال شده  هیدرولیز آنزیمی

 این آنزیم باشد.آلکالاز یک اندوپروتئاز اختصاصی می
 پروتئینی زنجیره در را انتهایی دروفوبهی پیوندهاي
 پپتیدهاي تولید در بالایی توانایی بنابراین کند.می هیدرولیز

  Muzaifa et)دارد  اکسیدانیآنتی خاصیت با هیدروفوب
al., 2012; Hou et al., 2006)بالاي آنزیم . توانایی 

 پروتئینی منابع از پروتئین هیدرولیز و استخراج در آلکالاز
در تحقیقات دیگري نیز گزارش  عدس جمله من مختلف

شده است و نتایج ما، گزارشات دیگر محققین را تایید کرد 
(Muzaifa et al., 2012; Maqsoudlou et al., 

2019).  Elmalimadi ( در تحقیقی 0105و همکاران ،)
اکسیدانی گلوتن گندم انجام دادند از که بروي خواص آنتی

آنزیم آلکالاز به منظور هیدرولیز استفاده کردند و گزارش 
درصد  56/50از  ABTSکردند که میزان مهار رادیکال آزاد 

ها دریافتند که توالی و درصد رسیده است. آن 69/11به 
اکسیدانی هستند پپتیدها عمدتا مسئول فعالیت آنتیترکیب 

(Elmalimadi et al., 2017).  در تحقیقی که
Moslehishad ( 0109و همکاران)،  بر روي پپتیدهاي

میزان مهار  که دریافتند حاصل از شیر انجام دادند
 . با میزان هیدرولیز رابطه مستقیم دارد  ABTSرادیکال

که افزایش میزان هیدرولیز به معناي ها بیان داشتند آن
 ,.Moslehishad et al)باشد هاي آمینو میافزایش گروه

مطالعات محققین دیگر در میزان هیدرولیز آنزیمی  .(2013
هاي آلکالاز، فلاورزایم، نوتراز پروتئین آب پنیر توسط آنزیم

و پرتامکس نشان دهنده تاثیر آنزیم آلکالاز در پیشرفت 
ها ها بود. علاوه بر این، آنسبت به سایر آنزیمهیدرولیز ن

گزارش کردند هیدرولیز توسط آنزیم آلکالاز سبب افزایش 
 اکسیدانی براساس رادیکال درصدي فعالیت آنتی 20

ABTS شد. که دلیل این تفاوت را تغییر سوبستراي
 Dryáková et)پروتئینی و تغییر در آبگریزي بیان داشتند 

al., 2010) . 
نتایج حاصل از اثر پیش تیمارها بر پیشرفت هیدرولیز 

نشان دادند که پیش تیمارهاي  2ارائه شده در شکل 
گراد درجه سانتی 56گراد، درجه سانتی 56حرارتی در دماي 

یخ زدایی باعث افزایش میزان هیدرولیز آنزیمی و -و انجماد
هاي هاي آمین آزاد در مقایسه با نمونهآزادسازي گروه

 اند. علاوه بر آن نتایج نشان دادند که در نمونهکنترل شده
(، در تمام C2 ) درجه سانتیگراد 06تیمار داده شده در دماي 

گیري هاي آمین اندازهمراحل هیدرولیز آنزیمی، مقدار گروه
)هیدرولیز شده(  0شده کمتر از مقدار آن در نمونه کنترل 

-درجه سانتی 06رسد پیش تیمار در دماي بود. به نظر می

-درجه سانتی 66گراد و سپس قرار گرفتن نمونه در دماي 

ها ده است پروتئینگراد براي هیدرولیز آنزیمی باعث ش
هاي آمین آزاد آگلوتینه شوند و در نتیجه محتواي گروه

(. درصورتی که Farrokhi et al., 2019اند )کاهش یافته
Adjonu ( 0109و همکاران ،) که پیش تیمار گزارش کردند

دقیقه(  06گراد به مدت درجه سانتی 01)دماي  حرارتی
ي هیدرولیز شده هادر نمونه باعث افزایش درجه هیدرولیز
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ه نسبت به نمونه کنترل شد بوسیله آنزیم پپسین و تریپسین
  تفاوت مشاهده شده (.Adjonu et al., 2013)است 

و همچنین  تواند مربوط به شرایط حرارت دهی نمونهمی
 .باشدشرایط هیدرولیز آنزیمی 

اکسیدانی محصول هیدرولیز پروتئین عدس فعالیت آنتی
 ABTSو  DPPHهاي مهار رادیکال بر اساس دو مکانیسم

هاي بررسی و مورد مقایسه قرار گرفت که از جمله روش
اکسیدانی پپتیدها هستند. نتایج مهم در بررسی فعالیت آنتی

-حاصل از بررسی پیش تیمارها بر تولید پپتیدهاي آنتی

ارائه  ABTS و DPPHاکسیدان با فعالیت مهار رادیکال 
نشان دادند که هیدرولیز  B 5و  B6 هاي شده در شکل

-آنزیمی بوسیله آنزیم آلکالاز باعث تولید پپتیدهاي آنتی

هاي کنترل بدون هیدرولیز اکسیدان در مقایسه با نمونه
اکسیدان با شده است. علاوه بر آن تولید پپتیدهاي آنتی

از هیدرولیز  001تا دقیقه   DPPHخاصیت مهار رادیکال 
هش یافته است. علت روند افزایش داشته و سپس کا

 اکسیدانی در طی زمان هیدرولیز کاهش فعالیت آنتی
پپتیـدهاي  از برخـی زنجیـره تواند به دلیل شکسـتنمی

باشد  هیدرولیز اولیه مراحل در شده تشکیل اکسیدانیآنتی
(et al., 2017 Pezeshk.)  ،بطوري که تغییر در اندازه

طول زمان هیدرولیز هاي ساختاریپپتیدها در تعداد و ویژگی
اکسیدانی را تحت تاثیر قرار بدهد تواند فعالیت آنتیمی

(Sarmadi and Ismail, 2010.) Lassoued   و همکاران
(0106 ،)Kittiphattanabawon ( 0100و همکاران )
گزارش کردند  نیز Yemenicioğlu (0101)و   Arcanو

هاي رههیدرولیز آنزیمی بیشتر، باعث کوتاهتر شدن زنجی که
را شود و کارایی آنها میپپتیدها پپتیدي و افزایش آبدوستی 

 Arcan and) دهدکاهش می  DPPHدر مهار رادیکال

Yemenicioglu, 2010; Kittiphattanabawon et 

al., 2012; Lassoued et al., 2015 .)Elmalimadi  و
که میزان درجه  نیز گزارش کردند (0105همکاران )

درصد باعث بهبود عملکرد مهار رادیکال  06هیدرولیز تا 
شد، در حالی که هیدرولیز بیش از حد آن  DPPHآزاد 

 گرددمیاکسیدانی سبب کاهش فعالیت آنتی
(Elmalimadi et al., 2017.) 

در ادامه، نتایج مربوط به اثر هر کدام از پیش تیمارها بر 
 اکسیدان در شرایط هیدرولیز آنزیمیتولید پپتیدهاي آنتی

( نشان داد که پیش تیمارهاي حرارتی و 5و  6هاي )شکل

اکسیدانی یخ زدایی سبب افزایش فعالیت آنتی -انجماد
در طی  ABTS و  DPPHها براساس مهار رادیکال نمونه

اند. به نحوي که تغییر ایجاد شده در ساختار زمان شده
ها به نوعی بر دسترسی بیشتر آنزیم به ساختار پروتئین

اکسیدان نقش ن و بنابراین تولید پپتیدهاي آنتیپروتئی
همانطور که  .(Adjonu et al., 2013)مثبتی داشته است 

یخ زدایی نیز قبل از فرآیند  -چند سیکل مداوم انجماد
اکسیدان را تقویت هیدرولیز آنزیمی تولید پپتیدهاي آنتی

یخ  -کرده است در تحقیقات دیگري نیز روش انجماد 
زدایی روشی موثر بر هیدرولیز آنزیمی شناخته شده بود به 

 کاتالیزور خاص، یا شیمیایی نیاز به مواد نحوي که بدون
 ,.Rooni et al) شودمی میبهبود هیدرولیز آنزی باعث

یخ  -بطور کلی هر دو پیش تیمار حرارت و انجماد .(2017
زدایی قبل از هیدرولیز آنزیمی از طریق تغییر در خصوصیات 

ها را مولکولی پروتئین، خواص ساختاري و عملکردي آن
 ,.Chandrapala et alدهد )دستخوش تغییر قرار می

2011). Alizadeh   و Aliakbarlu(0101 نیز دلیل )
اکسیدانی در اثر فرآیند پیش تیمار را افزایش فعالیت آنتی

هاي سولفیدریل و افزایش آبگریزي در آزاد شدن گروه
  (.Alizadeh and Aliakbarlu, 2020)سطح بیان کردند 

 Eو  E 6 هاياما همانطور که نتایج ارائه شده در شکل
دانی براساس مهار اکسیدهند، میزان فعالیت آنتینشان می 5

هایی که تحت در نمونه ABTSو  DPPHهاي رادیکال
گراد قرار گرفته بودند سانتی درجه 06پیش تیمار در دماي 

در مقایسه با نمونه کنترل کاهش یافته است. بر اساس 
نتایج به دست آمده احتمالا حرارت بالا باعث آگلوتینه شدن 

هاي آمین آزاد از وهها و بنابراین کاهش میزان گرپروتئین
اکسیدانی از طرف دیگر یک طرف و کاهش فعالیت آنتی

Farrokhiشده است. 
( در تحقیقی که 0101و همکاران ) 

درجه  01ها در دمايانجام دادند بیان کردند که پروتئین
-گراد دناتوره و آگلوتینه )بهم چسبیدگی پروتئین( میسانتی

در اثر رسوب کردن از ها شوند در نتیجه بخشی از پروتئین
 (.Farrokhi et al., 2019)روند بین می

هاي پیش تیمار بر در مجموع در مقایسه بین انواع روش
( 5اکسیدان، همانطور که نتایج )شکل تولید پپتیدهاي آنتی

گراد و درجه سانتی 56و  56تیمارهاي  دهند پیشنشان می
-د پپتیدهاي آنتییخ زدایی بیشترین تاثیر را در تولی –انجماد 

و  Zhangاند. اکسیدان در جریان هیدرولیز آنزیمی داشته
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( نیز دریافتند پیش تیمار حرارت قبل از 0109همکاران )
ها، باعث هیدرولیز پیوندهاي دي هیدرولیز آنزیمی پروتئین

سولفید درونی و بین مولکولی وتغییرات احتمالی در ساختار 
 در تولید پپتیدها تواند بربنابراین می شود.اولیه پروتئین می

 .(Zhang et al., 2013)موثر باشد  هیدرولیز جریان
Rooni ( 0105و همکاران،)  نیز در تحقیقی بر روي

آنزیم آلکالاز انجام به وسیله  سرویزیه مخمرساکارومایسس
دادند گزارش کردند که پیش تیمار انجماد، ساختار چهارم 

کند و سطح دسترسی قابل توجهی از پروتئین را باز می
دهد و سبب پروتئین را براي هیدرولیز آنزیمی افزایش می

 (.Rooni et al., 2017)گردد افزایش تولید پپتیدها می
علاوه بر آن نتایج نشان دادند در تمام موارد محصول 
هیدرولیز پروتئین عدس فعالیت مهارکنندگی رادیکال 

DPPH  بالاتري در مقایسه با رادیکالABTS  دارد
(p<0.05) .Cotabarren ( بیان کردند 0101و همکاران )

 و DPPHکه تفاوت در میزان مهارکنندگی رادیکال 

ABTS هیدروفوبیستی پپتیدها فاوت در تواند به دلیل تمی
 باشد در محیط واکنش هاآن انتشارو  حلالیتو 

(Cotabarren et al., 2019.)  بنابراین نتایج ما نشان
دادند هیدرولیز آنزیمی پروتئین عدس توسط آنزیم آلکالاز 

ها تحت پیش تیمار قرار داشتند و یا در شرایطی که نمونه
، منجر به تولید پپتیدهایی بدون پیش تیمار هیدرولیز شدند

با خاصیت هیدروفوب بیشتر و با قابلیت بالاتر در مهار 
 شده است.  DPPHهاي رادیکال

 

 گیرینتیجه
اثر هیدرولیز آنزیمی بوسیله نتایج حاصل از بررسی 

آنزیم آلکالاز آنزیمی موثر در نشان داد که  آنزیم آلکالاز
هیدرولیز آنزیمی باشد و هیدرولیز آنزیمی پروتئین عدس می

اکسیدان با در شرایط به کار رفته باعث تولید پپتیدهاي آنتی
از پروتئین  ABTSو  DPPHهاي خاصیت مهار رادیکال

شود. علاوه بر آن پیش تیمارهاي به کار رفته عدس می
قبل از انجام فرآیند هیدرولیز آنزیمی احتمالا از طریق تغییر 

ساختار پروتئین، دسترسی آنزیم ساختار پروتئینی و باز شدن 
به باندهاي پپتیدي را افزایش داده است و بنابراین نقش 
موثري در پیشرفت هیدرولیز آنزیمی و تولید پپتیدهاي 

، 56اند. گرچه حرارت دهی در دماهاي اکسیدان داشتهآنتی
یخ زدایی به -گراد و پیش تیمار انجماد درجه سانتی 56

اکسیدانی محصول پروتئین آنتی تنهایی باعث افت فعالیت
اند اما در عدس احتمالا بواسطه تخریب ترکیبات فنلی شده

-مجموع با تاثیر مثبتی که بر فرآیند هیدرولیز آنزیمی داشته

اند محصول هیدرولیز آنزیمی پروتئین عدس اند، باعث شده
اکسیدانی بالاتري در مقایسه با نمونه کنترل فعالیت آنتی

 56مجموع نتایح نشان دادند که پیش تیمار  نشان دهد. در
گراد و هیدرولیز آنزیمی بوسیله آنزیم آلکالاز به درجه سانتی

-دقیقه بیشترین تاثیر را در تولید پپتیدهاي آنتی 001مدت 

 56و پیش تیمار DPPH اکسیدان با خاصیت مهار رادیکال 
یخ زدایی و -گراد و فرآیند انجماددرجه سانتی 06و 

دقیقه بیشترین تاثیر را در  001یز آنزیمی به مدت هیدرول
هاي اکسیدان با فعالیت مهار رادیکالتولید پپتیدهاي آنتی

ABTS اند.داشته 
 

 سپاسگزاری
دانشگاه آزمایشگاه گیاهان دارویی تحقیق حاضر در  

از جناب  آزاد اسلامی واحد شهر قدس انجام شده است.
هاي مکپور به خاطر ک آقاي دکتر مهدي ملک

 گردد. ارزشمندشان در انجام این پایان نامه قدردانی می
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Abstract
 

Introduction: The biological activity of protein hydrolysis products is affected by the 

enzyme type, protein type and enzymatic hydrolysis conditions including temperature, time 

and enzyme/substrate ratio and pre-treatment process.The protein pretreatment process can 

cause improving the enzymatic hydrolysis and production of antioxidant peptides by affecting 

the spatial structure of the protein and increasing the enzyme access to the peptide bounds. 

Materials and Methods: In this study, The protein extracted from lentils was first subjected 

to heat pretreatment (65,75, 85°C, for 15 min) and freeze-thaw (3 freezing cycles at -20 °C 

and thawing at room temperature). It was then exposed to hydrolysis for 3 hr by alcalase (with 

an E/S of 90 AU / kg protein, 55°C). Over time, the progress of enzymatic hydrolysis and 

antioxidant activity were investigated by O-phthaldialdehyde (OPA) assay and DPPH and 

ABTS radical scavenging methods and compared with the control sample (without 

pretreatment). 

Results: Pre-treatment at 75°C causes the highest value of free amino groups .The maximum 

DPPH (63.57%) and ABTS (36.24%) radical scavenging activity were observed respectively, 

for samples pre-treated at 65°C and by freeze-thaw process.  

Conclusion: Heat pretreatment and freezing-thawing before enzymatic hydrolysis have a 

positive effect on the development of enzymatic hydrolysis and production of antioxidant 

peptides. Based on the results of this study, the process of heat treatment of lentil protein at 

65°C or freezing-thawing and enzymatic hydrolysis by enzyme alcalase was identified as an 

effective method in the production of lentil protein hydrolysis for use in the formulation of 

functional foods. 
 

Keywords: Antioxidant Peptides, Enzymatic Hydrolysis, Freeze- Thaw Pretreatment, Heat 

Pretreatment, Lentil Protein. 
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