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 07/09/1397تاریخ پذیرش:  ؛22/07/1396تاریخ دریافت: 

  دهیچک
 بـات یترک منبـع  عنـوان  بـه  بلکـه  بـدن  سـلامت  و رشـد  يبـرا  یاصـل  باتیترک و يانرژ منبع عنوان به تنها نه غذا: هدف و سابقه

 مـواد  در راًیاخ که شوندیم محسوب يعملکرد باتیترک جزء فعال ستیز يدهایپپت. شودیم محسوب با اثرات مفید فعال ستیز
مورد استفاده قرار گرفته  یاهیگ يهانیپروتئ يعملکرد يهایژگیو بهبود منظوربه یمیآنز زیدرولیهروش . اندشده شناخته ییغذا

 يهامدل در شیاکسا ضد باتیترک عنوان به را هاآن از استفاده شده زیدرولیه يهانیروتئدر پ یدانیاکسیآنت تیفعالویژگی است. 
 شده زیدرولیه يهانیپروتئ دیتول در هاآن بیترک و مختلف يهامیآنز از استفاده اثر حاضر پژوهش در. سازدیم ریپذامکان ییغذا

  . گرفت قرار ارزیابیمورد  بالا یشیضداکسا فعالیت و مطلوب يعملکرد یژگیو با
  

 يها غلظت در آلکالاز و نیپسیتر يهامیآنز بیترک و آلکالاز ن،یپسیتر يهامیآنز لهیوس به باقلا نیپروتئ يزولهیا: هاروش و مواد
 و گـراد  یسانت يدرجه 50 و 37 يدما ،بیترت به میهر آنز ينهیبه pHو  دما شد. دیتول ساعت 3 واکنش زمان در درصد 3 و 5/1

pH 7  در  تیحلال يهاشاخص. بود 5/8وpHکف در  يداریو پا ی، کف کنندگ2-12 يهاpHی، مهارکنندگ10و  8، 6، 4 يها 
DPPH● قرار گرفت.  یشده مورد بررس زیدرولیه يهانیآهن پروتئ ونی یو شلاته کنندگ  

  

 نیپـروتئ  pH 3شـد. در   يدیاس ـ pH در محـدوده  ژهی ـوبـه  تی ـحلال شیسبب افزا یمیآنز زیدرولینشان داد که ه جینتا :هاافتهی
 نیشـتر یب درصـد از  95/60و  51/64ترتیـب بـا    بـه  درصد 3 نیپسیتر و آلکالاز میآنز بیترک و آلکالاز از حاصل شده زیدرولیه

مشـاهده   pH 8در  یکف کنندگ نیشتریب؛ بطوریکه افتی شیافزا یکف کنندگ 8به  4از pH شیبا افزا .بودند برخوردار  تیحلال
 دانـه  نیپروتئ یکنندگ کف شیافزا سبب نیپروتئ یمیآنز زیدرولیه. افتی کاهش هانمونه یدر تمام pH 10در  یکنندگ کف .شد

فاقـد   قـه یدق 60پس از زمان  pH 4 در نیپروتئ يزولهیاقرار گرفت.  یمورد بررس قهیدق 60کف پس از زمان  يداریپا .شد باقلا
سبب  اقلابدانه  نیپروتئ زیدرولینشان داد که ه جیمشاهده شد. نتا pH 8در  هانمونه یدر تمامنیز کف  يداریپا نیشتریکف بود. ب

 میآنـز  بیترک و نیپسیتر میآنز توسط شده زیدرولیه يهانمونه pH 8). در >05/0P( دیگرد کف يداریپا در يداریمعن شیافزا
در  ياملاحظـه  قابـل  شیافـزا  سـبب  یمیآنز زیدرولیه .داشتند را کف يداریپا نیشتریب درصد 5/1 غلظت در آلکالاز و نیپسیتر

 توسـط  شـده  زیدرولی ـهدر نمونـه  درصد)  41/75( ●DPPH یمهارکنندگ نیشتری. ب)>05/0P(شد  ●DPPH یمهارکنندگ تیفعال
در  ●DPPH یمهارکنندگ تی. فعال)>05/0P( بودبرخوردار  شده زیدرولیه يهانیپروتئ ریسا با يداریمعن تفاوت از آلکالاز میآنز

 و 06/73، 54/72 بی ـترت بـه  درصـد  3 و 5/1 يهـا غلظت با آلکالاز و نیپسیتر بیترک و نیپسیتر يشده زیدرولیه يهانیپروتئ
 يداریمعن شیافزا سبب یمیآنز زیدرولیه .)>05/0P( نشد مشاهده هانمونه نیا نیب يداریمعن تفاوت ؛ هرچندبود درصد 62/73
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 با بیترت به آهن ونی یکنندگ شلاته تیفعال نیشتریب. )>05/0P( شد باقلا نیپروتئ يزولهیا به نسبت آهن ونی یکنندگ شلاته در
   .شد مشاهده درصد 3 و 5/1 غلظت در آلکالاز و نیپسیتر میآنز بیترک توسط شده زیدرولیه نیپروتئ در درصد 68/88 و 72/92

  

. کنندیم اعمال یمتفاوت اثرات ثابت يسوبسترا کی يرو ثابت زیدرولیه طیشرا در مختلف يهامینشان داد آنز جینتا :يریگجهینت
  بهره برد.  ییغذا يهامدل در آن از توانیم که گرددیم یدانیاکسیآنت یعیطب منبع کی جادیا سبب نیپروتئ یمیآنز اصلاح

  

  یدانیاکس یآنت ویژگی فعال، ستیز يدهایپپت ،يعملکرد يهایژگیو ،یمیآنز اصلاح: يدیکل يهاواژه
  

  مقدمه
هاي اخیر غذا نه تنها به عنوان منبع انـرژي  در سال

و ترکیبات اصلی براي رشد و سلامت بـدن بلکـه بـه    
با اثـرات مفیـد نیـز    عنوان منبع ترکیبات زیست فعال 

شود. پپتیدهاي زیست فعال جزء ترکیبات محسوب می
شوند که اخیرا در مواد غذایی عملکردي محسوب می

یسـت فعـال   ایـن ترکیبـات ز  ). 19انـد ( شناخته شـده 
باشـند  اثرات بیولوژیک می باقطعات کوچک پروتئینی 

و در حین هضم و یا هیدرولیز پـروتئین در خـارج از   
ــی  ــد م ــده تولی ــدن موجــود زن ). در 35 ،34شــوند (ب

هـاي  اکسـیدانی پـروتئین  هاي اخیر ویژگـی آنتـی   سال
ــابع  ) بــویژه انــواع21هیــدرولیز شــده ( حاصــل از من

) و سبوس 38)، نخود (10مختلف گیاهی مانند سویا (
ــرنج ( ــا ) 1ب ــیب ــالافعالیــت آنت ــر  اکســیدانی ب در براب

 گزارش شـده اسـت  ها پراکسیداسیون لیپیدها و چربی
)10 ،20 .(  

هـاي گیـاهی و پـروتئین هیـدرولیز     ایزوله پروتئین
ي آن در فرمولاسیون گوشت، سوپ، محصولات شده

بخش قابل  گیرند.نانوایی مورد استفاده قرار می لبنی و
هاي عملکردي مواد غـذایی مربـوط   توجهی از ویژگی

گونـه تغییـر در آرایـش    ). هر3باشد (ها میبه پروتئین
هـاي  ویژگـی هـا سـبب تغییـر در    ساختمانی پـروتئین 

  ).2گردد (عملکردي پروتئین نیز می
اولـین  کلی طـور  بـه تـرین و  حلالیت یکی از مهـم 

ویژگی عملکردي اسـت کـه در حـین تولیـد اجـزاي      
گیرد زیـرا داراي  پروتئینی جدید مورد بررسی قرار می
هـاي عملکـردي   اثر قابـل تـوجهی در سـایر ویژگـی    

). حلالیت کم سبب ایجاد ظاهر نامناسب 18باشد ( می
شـود  و احساس دهانی شنی در محصـول نهـایی مـی   

کننــدگی نیــز داراي اهمیــت کــف). ویژگــی 28 ،26(
باشد زیرا بافت مطلوب و در صنایع غذایی میاي  ویژه

ــده و     ــوادهی ش ــذاهاي ه ــه غ ــردي ب ــه ف ــر ب منحص
دهد. ها از جمله بستنی، نان، کیک و آبجو می نوشیدنی

 مـواد غـذایی   از آنجا که درك مصرف کننده از کیفیت
هـاي  کـف گیـرد، پایـداري   ثیر ظاهر قرار مـی أتحت ت
امـري  پـذیرش مصـرف کننـدگان     از نقطه نظرغذایی 

  . ضروري است
گیـاهی بقـولات داراي   منشـأ  ها با در بین پروتئین

ضـروري هسـتند و بـه     هايآمینواسیدتعادل خوبی در 
هـا،  هاي مختلف (نوشـیدنی صورت گسترده در شکل

دسرها، محصولات بافت داده شده و...) مورد اسـتفاده  
 تعلـق دارد  1ولات خانوادهباقلا به ). 9گیرند (قرار می

 ،ي بقـولات سایر گیاهان متعلـق بـه خـانواده   مشابه  و
ــت (   ــروتئین اس ــوجهی پ ــل ت ــادیر قاب  ؛)13داراي مق

باقلا داراي حدود  دانه گیري شده پودر چربی طوریکهب
  باشد. درصد پروتئین می 26

در رابطه با اثر فرآیند هاي متعددي پژوهشکنون تا
ــر  ــی ب ــدرولیز آنزیم ــی هی ــردي و  ویژگ ــاي عملک ه

ي حاصـل از  هاي هیدرولیز شدهاکسیدانی پروتئین آنتی
هیـدرولیز  بـا  . انجام شده اسـت محصولات کشاورزي 

ي چاي )، دانه22)، گلوتن گندم (41هاي جو (پروتئین
) حلالیت 42) و نخود فرنگی (16)، بادام زمینی (23(

                                                             
1. Leguminosae 
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. در افـزایش یافـت  هاي اسیدي pHویژه در پروتئین به
پژوهشــی هیــدرولیز پــروتئین نخــودفرنگی بــا آنــزیم 

و بـا  شد ها pHآلکالاز سبب افزایش حلالیت در تمام 
ــه ــزایش درجـ ــدرولیز افـ ــه ،هیـ ــت در نقطـ  حلالیـ

 ،42، 14( نشـان داد ایزوالکتریک افزایش چشـمگیري  
 دهـــش زـهیدرولی پروتئین اکسیدانیآنتی فعالیت ).44

 1یورزایمفلا و آلکالاز آنزیم ترکیب از استفاده با نخود
   ).43( بالاتر بود پروتئین يایزوله در مقایسه با

از آنجایی که اطلاعات جامعی در رابطه با ویژگی 
  شده دانـه اکسیدانی پروتئین هیدرولیزعملکردي و آنتی

 از اسـتفاده  اثـر  پـژوهش  ایـن  در ،باقلا وجـود نـدارد  
 تولیــد در هــاآن ترکیــب و مختلــف هــايآنــزیم
 و عملکـردي  ویژگی اـــب شده هیدرولیز هاي پروتئین

    . مورد بررسی قرار گرفت مناسب ضداکسایشی
  

  هامواد و روش
ها از باقلاي رقم براي انجام تمامی آزمایش: مواد اولیه

 استان کشاورزي جهاد یید شده توسط سازمانأتبرکت 
آنزیم آلکالاز حاصـل از بـاکتري    .گلستان استفاده شد

Bacillus licheniformis  واحد آنسـون   4/2با فعالیت
 و ، فـروزین ، آنـزیم تریپسـین  لیتـر)  به ازاي یک میلـی 

DPPH● اســید . نداز شــرکت ســیگما خریــداري شــد
م، اتـانول، کلریـد آهـن    ییک، هیدروکسید سدرکلرید

)II تیتراکم از شرکت) و دي هیدروژن پتاسیم فسفات 
ي آزمایشـگاهی  تمامی مـواد داراي درجـه  تهیه شدند. 

    بودند. 
پس از حذف مواد خارجی : سازي آرد دانه باقلامادهآ

ها به همراه پوست توسط آسیاب هاي باقلا، دانهاز دانه
ایـران) بـه آرد    ،1000مـدل   ،آسان توس شرق(برقی 

الک بـا مـش    عبور از ازپس  . آرد حاصلندتبدیل شد
 1:3ساعت با حلال هگـزان بـه نسـبت     6مدت  به 50

سـاعت   2هر  سپسگیري شد. چربیحجمی) /(وزنی
                                                             
1. Flavourzyme 

و  پـس از حـلال زدایـی    وحلال تازه به نمونه اضافه 
منظور ایجاد پودر دانـه  به خشک شدن در دماي محیط

 در نهایـت . عبـور داده شـد   50از الک بـا مـش    باقلا
تا زمان اسـتخراج پـروتئین در   هاي خشک شده نمونه

گـراد نگهـداري شـد    درجه سانتی -18دماي با فریزر 
)36 .(  

بـه منظـور تهیـه ایزولـه      :استخراج پروتئین دانه باقلا
 گـرم)  100(آرد چربی زدایی شده باقلا  ،پروتئین باقلا

حجمی) مخلوط /(وزنی 10به  1آب مقطر به نسبت با 
 .رسـانده شـد   11بـه   مولار 1با استفاده از سود  pHو 

دقیقـه در دمـاي اتـاق و سـرعت      60مـدت   سپس بـه 
rpm500   ي قلیـایی حاصـل در   هم زده شـد. عصـاره

g×1600  20گـراد بـه مـدت    درجه سـانتی  4و دماي 
شد.  )جنوبی ، کرهCombi-514(هانیل دقیقه سانتریفیوژ 

 بـا اسـتفاده از   pHو تنظـیم   روماندآوري پس از جمع
HCl  پروتئین رسوب داده شـده بـا   ، 3به مولار) (یک

سانتریفیوژ جداسازي شد. در نهایت پروتئین حاصـل  
، کــره  FDB-5503آپـرون ( کــن انجمــاديدر خشـک 

ــوبی ــدرولیز در    )جن ــان هی ــا زم ــد و ت ــک گردی خش
درجـه   -18دمـاي  بـا  هاي پلاستیکی در فریـزر   کیسه

  . )27(گراد نگهداري شد سانتی
منظـور هیـدرولیز   بـه : هیدرولیز پـروتئین دانـه بـاقلا   

حاصـل از   پـروتئین  ایزولـه  پـودر بـاقلا،   پروتئین دانه
حجمی) در بافر /درصد (وزنی 4به نسبت  مرحله قبل

بـراي   pH7 براي آنزیم آلکـالاز و  ) pH=5/8(فسفات 
 بهینههیدرولیز در دماي عمل . آنزیم تریپسین حل شد

 37( تریپسـین  و گـراد) درجه سانتی 50(آنزیم آلکالاز 
سـاعت   6تـا   1ي زمانی و محدوده )گرادسانتی درجه

جنـوبی)   کـره  ،VS-8480در انکوباتور شیکردار (مدل 
سازي  فعالغیرمنظور دور بر دقیقه انجام شد. به 200با 

درجـه   82در حمام آب مجدداً آنزیم، محلول پروتئین 
در استفاده دقیقه قرار داده شد.  15گراد به مدت سانتی

آلکالاز) به این صورت  -از ترکیب دو آنزیم (تریپسین
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 عمل شد که ابتدا سوبسترا به صورت محلـول ایزولـه  
 pH 7حجمی) در /درصد (وزنی 4پروتئین در غلظت 

 3 و 5/1 تهیه شد. سپس محلول تریپسـین در غلظـت  
 مجدداً pHحجمی) در آب مقطر تهیه و /درصد (وزنی

 درجه 37رسانده شد. پس از این مرحله در دماي  7 به
ساعت گرمخانه گذاري شـد.   5/1گراد به مدت سانتی

آنـزیم تریپسـین، محلـول     سـازي لفعـا غیـر منظـور  به
گراد بـه مـدت   درجه سانتی 85پروتئین در حمام آب 

 5/8به  pH ،پس از سرد شدن و دقیقه قرار گرفت 10
درصـــد  3و  5/1 محلـــول آلکـــالاز .رســـانده شـــد

و  صـورت مجـزا اضـافه    حجمی) هر یـک بـه  /(وزنی
ــه مــدت  مجــدداً ــاي  5/1ب درجــه  50ســاعت در دم
ــانتی ــراد  س ــهگ ــذاري  گرمخان ــدندگ ــهش ــور . ب منظ
 85آنزیم، محلول پروتئین در حمام آب سازي  غیرفعال

در  .دقیقـه قـرار گرفـت    15مـدت   گراد بهدرجه سانتی
 بـه مـدت   g×10000ي بعد عمل سانتریفوژ در مرحله

منظـور تولیـد پـودر پـروتئین     دقیقه انجام شد. بـه  20
کن انجمـادي  حاصل در خشکروماند  ،هیدرولیز شده

ــاي  ــتفاده در دم ــان اس ــا زم ــک و ت ــه  -20 خش درج
  . )8( گراد نگهداري شد سانتی
حلالیت پروتئین هیدرولیز شـده  : گیري حلالیتاندازه

همکـاران  هاي مختلف به روش ور و pHدانه باقلا در 
. )40( گیــري شــد) بــا کمــی تغییــرات انــدازه1997(

 /(وزنـی  20 بـه  1پروتئین هیدرولیز شـده بـه نسـبت    
مخلوط حاصل  pHحجمی) با آب مقطر مخلوط شد. 

بـه  مـولار   1 با هیدروکسید سدیم و اسید کلریـدریک 
. سوسپانسـیون حاصـل بـه    شدرسانده  2-12محدوده 

بـه کمــک همــزن  ســاعت در دمـاي محــیط   1مـدت  
دوبـاره   pHو  گرفـت قـرار  مغناطیسی تحت اخـتلاط  

 gدقیقـه بـا دور    15هـا بـه مـدت    . نمونـه دش ـتنظیم 
سانتریفیوژ شده و از کاغذ صافی عبـور داده   12000×

ــدند ــروتئین ش ــد . پ ــرف   رومان ــه مع ــه ک ــر نمون ه
ــروتئین ــی پ ــول م ــه روش هــاي محل ــورت باشــد ب بی

 میزان پـروتئین عنوان به. حلالیت )40شد (گیري  اندازه
  .محاسبه شد 1 رابطهاز طریق  جزء محلولموجود در 

     1  رابطه 
درصد	حلالیت	پروتئین

=
پروتئین	موجود	در	روماند

پروتئین	موجود	در	پروتئین	هیدرولیز	شده
× 100 

لیتـر  میلـی  20: کنندگی و پایـداري کـف  تعیین کف
ــول  ــد  5/0محل ــه  درص ــروتئین ب  10و pH 4 ،6 ،8پ

دور بـر   16000دقیقه در  2مدت  به شد. سپسرسانده 
اصـله بـه   بلاف یکنواخت شدهمخلوط  و هموژندقیقه 

 حجـم  شـد.  لیتري منتقل میلی 100یک استوانه مدرج 
و با استفاده از رابطه ثانیه قرائت  30پس از  کف اولیه

  ). 16(درصد کف کنندگی گزارش شد  2
             2 رابطه

		ቀ%ቁکنندگی	کف =	
حجم	کف	اولیه

حجم	نمونه	قبل	از	زده	شدن
	× 100 

مدت  گیري پایداري کف، نمونه زده شده به براي اندازه
دقیقه به حال خود رها شده و سپس حجم نمونـه   30

  محاسبه شد.  3با استفاده از رابطه زده شده 
   3رابطه 

ቀ%ቁ پایداري	کف	 =	
t	دقیقه	در	کف	حجم	

حجم	نمونه	قبل	از	زده	شدن
	× 100 

بـراي تعیـین   : ●DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال 
لیتـر از  میلـی  DPPH●، 1فعالیت مهارکنندگی رادیکال 

لیتـر  میلی 1با  درصد 1 شده پروتئین هیدرولیزمحلول 
مولار تهیـه شـده در اتـانول    میلی DPPH● 1/0محلول 

دقیقـه در   60درصد مخلوط شد. سپس بـه مـدت    96
نگهــداري و در نهایــت دمـاي اتــاق و مکــان تاریـک   
گیـري  نانومتر اندازه 517جذب محلول در طول موج 

شد. در نمونه شاهد به جاي نمونه پروتئین هیـدرولیز  
. فعالیـت  )6(لیتر آب مقطر استفاده شد میلی 1شده از 

  . محاسبه گردید 4مهارکنندگی رادیکال از رابطه 
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                4رابطه 
ቀ%ቁ 	DPPH	رادیکال	مهارکنندگی	فعالیت

=	
−جذب	شاهد جذب	نمونه

جذب	شاهد
× 100 

براي تعیـین  : )+Fe2( کنندگی یون آهنفعالیت شلاته
لیتر میلی Fe2+(، 7/4فعالیت شلاته کنندگی یون آهن (

 1/0شـده بـا   هیـدرولیز درصـد   1پـروتئین   محلول از
 2/0) و IIمولار کلرید آهن (میلی 2لیتر از محلول میلی
مولار مخلوط گردیـد. سـپس    میلی 5لیتر فروزین میلی

دقیقه در دماي اتاق نگهداري شد. پس از  20به مدت 
نانومتر خوانده  562طی این زمان جذب در طول موج 

ي پـروتئین  ي شاهد به جاي نمونه. در نمونه)30(شد 
از آب مقطر استفاده شـد. فعالیـت شـلاته کننـدگی از     

  محاسبه گردید:  5 رابطه
  5رابطه 

ቀ%ቁکنندگی	شلاته	فعالیت

=	
−جذب	شاهد جذب	نمونه

جذب	شاهد
× 100 

هـا و  بـه منظـور آنـالیز داده   : تجزیه و تحلیل آمـاري 
 بررسی اطلاعات حاصـل از آزمـایش از طـرح کـاملاً    

 pH و آنـزیم  ثابت فاکتور دو اثرتصادفی استفاده شد. 
 پایـداري  و کنندگیکف حلالیت، وابسته متغیرهاي بر

 رادیکـال  یـــمهارکنندگ با رابطه در. شد بررسی کف
DPPH● آهن یون کنندگی شلاته و )Fe2+ ( عنـوان  بـه 

 مـورد ) آنـزیم ( ثابـت  فـاکتور  یـک  اثـر  ،وابسته متغیر
 جهت تعیین اختلاف بین میانگین .گرفت قرار بررسی

اي ها پس از آنالیز واریانس، از آزمون چنـد دامنـه  داده
درصـد اسـتفاده گردیـد.     95 اطمینـان  دانکن در سطح

افـزار   تجزیه و تحلیل آماري نتایج بـا اسـتفاده از نـرم   
انجام شد. براي رسم نمودارها از نرم  SPSS 16آماري 
ها در سه تکرار استفاده شد. تمامی آزمون Excelافزار 

  ند.انجام شد
  

  و بحثنتایج 
نتایج حاصـل از هیـدرولیز آنـزیم    بر اساس : حلالیت

هاي تریپسـین و  ي آنزیمي باقلا به وسیلهپروتئین دانه
حلالیـت   قابـل تـوجهی در   افزایش )1شکل (آلکالاز 
ي هاي هیـدرولیز شـده در مقایسـه بـا ایزولـه     پروتئین

کمترین حلالیت  .)P<0.05( شودپروتئینی مشاهده می
 ؛مشاهده شد pH 3ي تیمارها در در همهدرصد)  6/7(

توسط  هیدرولیز شدههاي در نمونهحلالیت  کهحالیدر
ــزیم    ــب آن ــین و ترکی ــالاز، تریپس ــزیم آلک ــا در آن ه

، 51/64 ترتیب بـه  بهدرصد آنزیم  3و  5/1هاي  غلظت
(شـکل   درصد افزایش یافـت  95/60و  3/54، 33/50
. پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکـالاز داراي  )1

هاي حاصل از نهوبیشترین حلالیت بود و پس از آن نم
درصد حلالیـت بـالاتري    3ها در غلظت آنزیمترکیب 

 هـا حین هیدرولیز آنزیمی پـروتئین . )1(شکل  ندداشت
ــولی  ــی وزن مولکـ ــاهش مـ ــدکـ ــی از  ،یابـ گروهـ

پپتیـدها ایجـاد   الیگـو آزاد، دي، تـري و   آمینواسیدهاي
هاي قطبی و یونیزه شـونده در سـطح   شوند و گروهمی

هیـدرولیز   حلالیت ترکیبـات بنابراین  .دنیابافزایش می
و  رها تغییهاي عملکردي پروتئینویژگی، شده افزایش

هـا افـزایش   کیفیت عملکردي و قابلیـت دسترسـی آن  
 ).29 ،14یابد (می

هیدرولیز پروتئین نخودفرنگی  هااساس پژوهشبر
هـا  pHبا آنزیم آلکالاز سبب افزایش حلالیت در تمام 

حلالیـت   ،هیـدرولیز  با افزایش درجه؛ بطوریکه گشت
نشـان داد  ي ایزوالکتریک افزایش چشمگیري در نقطه

هیدرولیز آنزیمی گلـوتن گنـدم نیـز    با  ).44 ،42، 14(
). 22( افـزایش یافـت   pH 2-12 حلالیت در محدوده

ي چـاي  ي دانهبررسی حلالیت پروتئین هیدرولیز شده
و در درجات هیدرولیز مختلـف   pH 2-12ي در دامنه

هاي هیدرولیز شـده بـا   تمامی نمونهنشان داد حلالیت 
 افزایش یافـت  pH 4هیدرولیز بویژه در  افزایش درجه

یبی ایزوله پروتئین لوبیا با اسـتفاده  کهیدرولیز تر. )23(
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هاي پپسین و پانکراتین سبب افزایش حلالیت از آنزیم
هاي هیدرولیز شده در مقایسـه  کنندگی پروتئینکفو 

 ه بـود ي ایزوالکتریک شـد نقطهي پروتئین در با ایزوله
). این امر به دلیل تغییر در کنفورماسیون پـروتئین  32(

). 5باشد ( ها میاثر فعالیت اندوپپتیدازي آنزیمناشی از 
ــلاحات ــجز اص ــرهئ ــولی زنجی ــاي  ی در وزن مولک ه

هـاي   هـا در محـیط  پروتئینی سبب افزایش حلالیت آن
  ). 25شود (آبی می

 

  
  

   مختلف يهامیآنز توسط باقلا يشده زیدرولیه يهانیپروتئ و) A( باقلا نیپروتئ زولهیا تیحلال -1 شکل
)B :3 آلکالاز ،%C3 نیپسی: تر ،%D :5/1 آلکالاز -%5/1 نیپسیتر ،%E  :در 3 آلکالاز -%3 نیپسیتر (%pHمختلف.  يها  

Figure 1. Solubility of Faba bean protein isolate (A) and Faba bean protein hydrolyzed by different enzymes (B: 
Alcalase 3%, C: Trypsin 3%, D: Trypsin 1.5%-Alcalase 1.5%, E: Trypsin 3%-Alcalase 3%) at different pH values. 

  
هـاي  هـا سیسـتم  کـف : و پایداري کف کنندگیکف

ي مـایع یـا فـاز آبـی و فـاز      فـاز پیوسـته   باکلوئیدي 
در  هاي غذایی عموماًي گاز یا هوا هستند. کفپراکنده

شـوند و  زدن شـدید ایجـاد مـی   اثر تکان دادن و یا هم
هاي کف حاصـل مـوثر   روش مورد استفاده بر ویژگی

کف دو ویژگـی  کنندگی و پایداري کفاست. ظرفیت 
ها هستند. پایداري کف بستگی به اسـتحکام  رایج کف

ــوا دارد.    ــه ه ــذیري آن ب ــوذ ناپ ــی و نف ــیلم پروتئین ف
هاي غذایی توانایی ایجاد کف خـوبی دارنـد.   پروتئین
هـا سـبب کـاهش کشـش     هـا در دیسپرسـیون  پروتئین

ایجاد کف  و در نتیجهسطحی در سطح بین آب و هوا 
بـر اسـاس نتـایج پـژوهش حاضـر،       ).37شـوند ( می

 هاي هیدرولیزپروتئین باقلا و نمونه ایزوله کنندگی کف
 8بـه   4 از pHبـا افـزایش   هـاي مختلـف   pHدر شده 

کنندگی در کفبیشترین  .)الف-2(شکل  افزایش یافت
pH 8 در  و مشاهده شدpH 10   هـا  در تمـامی نمونـه

افـزایش  . )الـف -2(شـکل   کنندگی کاهش یافـت کف
تحـت تـأثیر هیـدرولیز    کنندگی پروتئین دانه باقلا کف

 1دوگانـه دوسـت  تولید پپتیدهاي به توان  آنزیمی را می
چنــین کــاهش وزن هم .پــس از هیــدرولیز نســبت داد

ي لایه تشکیل پذیري ومولکولی سبب افزایش انعطاف
بـا   شود. در نتیجهمیي بین سطحی پایدارتر در منطقه

کننـدگی  کف 2سطح مشترك افزایش سرعت انتشار به
 pH 8دگی در نکنکفبیشترین   ).24( یابدافزایش می

ي تریپسین مشاهده شد و هاي هیدرولیز شدهدر نمونه
شـده  هـاي هیـدرولیز  نمونـه در  ،پس از آن بـه ترتیـب  

درصـد، ترکیـب    5/1ها با غلظت توسط ترکیب آنزیم
درصـد و آلکـالاز مشـاهده شـد.      3ها با غلظت آنزیم

ي پروتئین هیدرولیز جزئی ایزوله ندمطالعات نشان داد
نخود فرنگی بـا آنـزیم آلکـالاز سـبب افـزایش کـف       
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ــد  ــدگی ش ــورتیکنن ــه؛ در ص ــه ک ــروتئین ایزول ي پ
ــودکننــدگی کــف قــدرت نخــودفرنگی فاقــد  ).42( ب

هـاي  آنـزیم  ي سویا بـه وسـیله  پروتئین هیدرولیز شده
نسـبت بـه    7و  5/5، 4هـاي  pHپپسین و پاپـائین در  
 نشـان داد کننـدگی بیشـتري   کفایزوله پروتئین سویا 

 ينشان داد که پروتئین کلزاها نیز سایر پژوهش ).39(

کننـدگی  کـف آنـزیم آلکـالاز    وسـیله بـه  شده هیدرولیز
هیـدرولیز   ).7بیشتري نسبت به پروتئین اولیه داشت (

 ).Phaseolus lunatus L( ن لوبیایپروتئ یبی ایزولهکتر
با استفاده از آنزیم پپسین و پـانکراتین سـبب افـزایش    

 لوبیـا  پروتئین کنندگی در مقایسه با ایزولهکفویژگی 
   .)32( شد

  
  )a) (الف(

 
  )b) (ب( 

هاي  ي باقلا توسط آنزیمهاي هیدرولیز شدهپروتئین ) وAایزوله پروتئین باقلا () ب) و پایداري کف (الفکنندگی (کفظرفیت  - 2شکل
  هاي مختلف.  pH%) در 3آلکالاز  - %3: تریپسین  E%، 5/1آلکالاز  - %5/1: تریپسین D%، 3: تریپسین C%، 3آلکالاز : Bمختلف (

 )P>05/0باشد (ها میدار بین میانگیناختلاف آماري معنی حروف متفاوت نشان دهنده*
Figure 2. Foaming capacity (a) and foaming stability (b) of Faba bean protein isolate (A) and Faba bean protein 

hydrolyzed by different enzymes (B: Alcalase 3%, C: Trypsin 3%, D: Trypsin 1.5%-Alcalase 1.5%, E: Trypsin 3%-
Alcalase 3%) at different pH values. 

*Different letters represent a significant statistical difference between the means (P <0.05) 
 

 60پس از زمان  هاي مختلفpHدر  پایداري کف
ي ب نشان داده شده اسـت. ایزولـه  -2در شکل دقیقه 

دقیقه فاقد کف بود.  60پس از زمان  pH 4پروتئین در 
 pH 8هـا در  بیشترین پایداري کـف در تمـامی نمونـه   

 ـهیـدرولیز پـروتئین دانـه     و مشاهده شـد  اقلا سـبب  ب

-2(شـکل   داري در پایداري کف گردیدافزایش معنی
هاي هیدرولیز شده توسط آنـزیم  نمونه pH 8. در ب)

ر غلظت آلکالاز د تریپسین و ترکیب آنزیم تریپسین و
-2(شکل  درصد بیشترین پایداري کف را داشتند 5/1

ــه   ب). ــدود ایزول ــدرولیز مح ــر هی ــی اث ي در پژوهش
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 pHدر  1ي آنـزیم کیموسـین  پروتئین نخود بـه وسـیله  
کنندگی مورد بررسی کفبر ویژگی  8و  7، 5، 3هاي 

هاي هیدرولیز شده ها نمونهpH تمامیقرار گرفت. در 
پایداري کف بهتري نسـبت بـه   داراي کف کنندگی و 

بـر اسـاس گزارشـات    . )4( ي پروتئینـی بودنـد  ایزوله
در ي گنـدم  ي جوانهدر پروتئین هیدرولیز شدهموجود 

 ظرفیت درصد افزایش در 74هیدرولیز پایین درجات 
   ).11( مشاهده شدپایداري کف  و بیشینهکنندگی کف

نتـایج مهارکننـدگی   : ●DPPHمهارکنندگی رادیکـال  
ي باقلا در شدههاي هیدرولیزپروتئین ●DPPHرادیکال 

بیشـترین مهارکننـدگی   نشان داده شده است.  3شکل 
ي نمونـــهدر درصـــد)  DPPH● )41/75رادیکـــال 

 حـاکی از وجـود  شده توسط آنـزیم آلکـالاز   هیدرولیز
شـده  هـاي هیـدرولیز  دار با سایر پـروتئین تفاوت معنی

فعالیــت مهارکننــدگی رادیکــال ). >05/0P( باشــدمــی
DPPH● ــروتئین ــدرولیز شــدهدر پ ــا هــاي هی ــاقلا ب  ب
، ترکیب تریپسـین و آلکـالاز   درصد) 54/72( تریپسین
درصـد   3و درصد)  06/73( درصد 5/1هاي  با غلظت

 نشـان نـداد  داري تفـاوت معنـی  نیـز   درصد) 62/73(
)05/0P> .( شـکل   شـود همانطور که مشاهده مـی)3( .

در فعالیـت   داريمعنیهیدرولیز آنزیمی سبب افزایش 
بــر اســاس   . )>05/0P(شــد   ●DPPHمهارکننــدگی  

اکسـیدانی پپتیـدها بـه    فعالیت آنتی هاي پیشینپژوهش
تــري  ،عنــوان مثــال هــا وابســته اســت. بــهترکیــب آن

 پایانــهپپتیــدهاي حــاوي تریپتوفــان یــا تــایروزین در 
اکسیدانی بسـیار  آنتی قدرتپپتیدي  زنجیره کربوکسیل

ــالایی  ــب   ب ــاوت ترکی ــد. تف ــیددارن ــاآمینواس در  ه
ــره ــر در   زنجی ــز ســبب تغیی ــدي نی ــاي پپتی ــه  یویژگ

گـردد. از آنجـایی کـه مهارکننـدگی     اکسیدانی می آنتی
ــه فعالیــت هیــدروژن دهنــدگی گــروه رادیکــال آزاد ب

 ،آروماتیـک وابسـته اسـت    هايآمینواسیدهیدروکسیل 
مـذکور   هـاي آمینواسیدبنابراین وجود و یا عدم وجود 

                                                             
1. Chymosin 

متفـاوت   ●DPPHدر پپتیدها بر فعالیـت مهارکننـدگی   
پپتیدها در شرایط مختلف است. بنابراین هیدرولیز پلی

تواند سبب ایجـاد  هاي متفاوت میآنزیم عمل و تحت
اکسـیدانی  هاي هیدرولیز شده با فعالیـت آنتـی  پروتئین

اسـاس نتـایج پـژوهش برخـی     بر .)12( متفاوت گردد
یبـی لوبیـا بـا اسـتفاده از آنـزیم      کهیدرولیز ترمحققان 

اکسیدانی پپسین و پانکراتین سبب افزایش ویژگی آنتی
 پــروتئین ).32پروتئینــی شــد ( در مقایســه بــا ایزولــه

بـا اسـتفاده از ترکیـب آنـزیم     ي نخـود  هیدرولیز شده
اکسـیدانی بهتـري   فعالیـت آنتـی  یـورزایم  آلکالاز و فلا
فعالیــت  ).43( نشــان دادپــروتئین  ایزولــهنســبت بــه 

از جملــه  منـابع پروتئینـی   بسـیاري از اکسـیدانی   آنتـی 
هیـدرولیز  فرآینـد  بعد از  پروتئین سویا، کانولا و ذرت

  ). 31 ،21، 12( آنزیمی افزایش یافت
کننـدگی یـون   شلاته :)+Fe2کنندگی یون آهن (شلاته

 4ي بـاقلا در شـکل   شـده هیـدرولیز هاي آهن پروتئین
شـود  کـه ملاحظـه مـی   . همانطورنشان داده شده است

داري در شـلاته  هیدرولیز آنزیمی سبب افزایش معنـی 
ي پـروتئین بـاقلا   کنندگی یون آهن نسبت بـه ایزولـه  

کننـدگی در  ). بیشترین فعالیـت شـلاته  >05/0Pگشت (
و  پروتئین هیدرولیز شده توسط ترکیب آنزیم تریپسین

و  72/92ترتیـب   درصد به 3و  5/1آلکالاز در غلظت 
داري ). نوع آنزیم اثر معنی4(شکل   درصد بود 68/88

کلـی  ). بطـور >05/0Pکننـدگی دارد ( بر فعالیت شـلاته 
هـاي  در پروتئین اندازه، ساختار و یا وجود توالی ویژه

کننـدگی مـوثر   شده در بهبود ویژگـی شـلاته  هیدرولیز
اثر نوع آنزیم بر شلاته کنندگی یـون آهـن در     .هستند

پژوهشی پیرامون هیدرولیز پـروتئین بـذرکتان توسـط    
هــاي پپســین، تریپســین، پــانکراتین، آلکــالاز و آنــزیم

کننـدگی   فلایورزایم بررسی شد. نتایج نشان داد شلاته
هـاي  شده توسط آنـزیم یون آهن در پروتئین هیدرولیز

ترین مقـدار و در پـروتئین   آلکالاز و پانکراتین در بیش ـ
شده توسط فلایورزایم در کمترین مقدار بـود  هیدرولیز
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) نشـان داد  2016). تحقیقات وانگ و همکـاران ( 17(
پپتیدهاي حاصـل از هیـدرولیز پـروتئین بـذرکتان بـا      

فعالیت  Bacillus  altitudinis استفاده از آنزیم پروتئاز 
). 15شلاته کنندگی یون آهن بسـیار بـالایی داشـتند (   

پروتئین هیدرولیز شده نخود با استفاده از ترمـولایزین  
درصد فعالیت شلاته کنندگی یون آهـن نشـان    95نیز 

  ).33داد (

 
  هاي مختلف ي باقلا توسط آنزیمهاي هیدرولیز شدهو پروتئین )A( ایزوله پروتئین باقلا ●DPPH رادیکال مهارکنندگی -3 شکل
)B : 3آلکالاز ،%C : 3تریپسین ،%D5/1آلکالاز  -%5/1 : تریپسین ،%E در ) %3آلکالاز  -%3 : تریپسینpH .هاي مختلف  

   )P> 05/0باشد (ها میدار بین میانگیناختلاف آماري معنی وجود يحروف متفاوت نشان دهنده*
Figure 3. DPPH● radical scavenging activity of Faba bean protein isolate (A) and Faba bean protein hydrolyzed by 

different enzymes (B: Alcalase 3%, C: Trypsin 3%, D: Trypsin 1.5%-Alcalase 1.5%, E: Trypsin 3%-Alcalase 3%) at 
different pH values. 

*Different letters represent a significant statistical difference between the means (P <0.05) 
  

  
  هاي مختلفباقلا توسط آنزیم هاي هیدرولیز شده) و پروتئینAایزوله پروتئین باقلا (کنندگی یون آهن  شلاته -4شکل

)B : 3آلکالاز ،%C 3: تریپسین ،%D5/1آلکالاز  -% 5/1 : تریپسین ،%E در 3آلکالاز  -%3 : تریپسین (%pH.هاي مختلف  
  )P> 05/0باشد (ها میدار بین میانگیناختلاف آماري معنی دهنده حروف متفاوت نشان*

Figure 4. Fe2+ chelating activity of Faba bean protein isolate (A) and Faba bean protein hydrolyzed by different 
enzymes (B: Alcalase 3%, C: Trypsin 3%, D: Trypsin 1.5%-Alcalase 1.5%, E: Trypsin3%-Alcalase 3%) at different 

pH values. 
*Different letters represent a significant statistical difference between the means (P<0.05) 
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  گیرينتیجه
هــاي مختلــف روي یــک آنــزیمنشــان داد نتــایج 

د. نــکنمــی عمــالسوبسـتراي ثابــت اثــرات متفـاوتی ا  
ــدرولیز شــدهپــروتئین ي حاصــل از ترکیــب هــاي هی

قابـل   ضد اکسایشیهاي عملکردي و ویژگی ،ها آنزیم
ي شـاهد  دار بـا نمونـه  تفـاوت معنـی  و  ندقبولی داشت

 آنـزیم بـر  نـوع  . مشاهده شـد ي پروتئین باقلا) (ایزوله
هـاي  پـروتئین  ضد اکسایشیعملکردي و  هايویژگی

ي باقلا پروتئین هیدرولیز شده .بودهیدرولیز شده موثر 
 کننـدگی ، مهارو پایـداري کـف   کنندگیکفحلالیت، 

DPPH●  در مقایسه بـا ایزولـه   بهتريو شلاته کنندگی 
ــاقلا  ــزیم  .نشــان دادپــروتئین ب اســتفاده از ترکیــب آن

تریپســین و آلکــالاز نیــز روش مناســبی بــراي بهبــود 
پروتئین بـاقلا   ضد اکسایشیهاي عملکردي و ویژگی

هاي هیدرولیز شـده  نمونه که يبطور ؛شودمحسوب می
 ویژگـی آلکـالاز و تریپسـین   توسط ترکیب دو آنـزیم  

ــون آهــن ــدگی ی ــا  شــلاته کنن ــالاتري در مقایســه ب ب
هـا بـه   ي هر یک از آنـزیم هاي هیدرولیز شدهپروتئین

 ●DPPH بیشترین مهارکننـدگی  اگرچه  تنهایی داشتند.

ــدر ــروتئین هی ــزیم آلکــالاز  ودر پ لیز شــده توســط آن
هاي حاصل از هیدرولیز ترکیب نمونه ،مشاهده شد اما

ــار  ــالایی در مه ــت ب ــز از قابلی ــزیم نی   ●DPPHدو آن
هـاي  بـا نمونـه  داري برخوردار بودند و تفـاوت معنـی  

در واقع . هیدرولیز شده توسط آنزیم تریپسین نداشتند
پروتئین سبب ایجاد یک منبـع طبیعـی    یاصلاح آنزیم

توانـد  هاي غذایی مـی در مدل گردید که اکسیدانیآنتی
در نظـر گرفتـه   عنوان یک منبع ضد اکسایش طبیعی  به
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Abstract 
Background and objectives: Food is considered not only as a source of energy and essential 
ingredients for growth and health but as a source of bioactive compounds with beneficial 
effects. Bioactive peptides are considered as functional compounds that have been known in 
food recently. Enzymatic hydrolysis is used to improve the functional properties of plant 
proteins. One of the features of the protein hydrolysates is their antioxidant activity, which 
makes it possible to use them as antioxidant agents in the diet. In this study, the effect of 
different enzymes and their combination in the production of protein hydrolysates with high 
functional and antioxidant properties was investigated. 
 
Material and methods: Faba bean protein isolate was enzymatically hydrolyzed by trypsin and 
alcalase each, and in a successive way with trypsin and alcalase at the concentrations of 1.5 and 
3% for reaction time of 3 h. The optimum temperature of 37 and 50 °C and pH of 7 and 8.5 
was used for trypsin and alcalase, respectively. The solubility parameters at pH 2-12, foaming 
and foam stability at the pH level of 4, 6, 8 and 10, DPPH radical scavenging activity, and iron 
chelating activity of protein hydrolysates were investigated.  
 
Results: The results showed that enzymatic hydrolysis increased the solubility, especially in 
acidic pH range. The protein hydrolysates derived from alcalase and trypsin-alcalase 
combinations (at the concentration of 3%) showed the highest solubility of 64.51% and 60.95% 
at pH value of 3, respectively. Foaming capacity enhanced with pH increment from 4 to 8. The 
maximum and minimum foaming capacity of protein hydrolysates were observed at pH values 
of 8 and 10, respectively, while protein isolate created no foam at pH value of 4. The highest 
foam stability was observed at pH level of 8 in all samples. The results also showed that 
hydrolysis of Faba bean protein significantly increased the foaming stability (P<0.05). 
Hydrolyzed samples from trypsin and trypsin-alcalase combination (at the concentration of 3%) 
showed the highest foam stability at pH=8. The enzymatic hydrolysis significantly increased the 
DPPH radical scavenging activity (P<0.05). Maximum DPPH radical scavenging activity was 
observed in the alcalase treated samples (75.71%) which showed significant difference with 
other treatments (P<0.05). There was no significant difference in the DPPH radical scavenging 
activity of trypsin treated samples (72.54%), and trypsin-alcalase combinations with 
concentrations of 1.5% (73.66) and 3% (73.62%) (P>0.05). The enzymatic hydrolysis 
significantly increased the iron chelating activity compared to Faba bean protein isolate 
(P<0.05).  
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Conclusion: The results showed that different enzymes under constant hydrolysis conditions 
have different effects on a single substrate. Enzymatic modification of proteins creates a natural 
antioxidant source in food models, which may increase the shelf-life of products. 
 
Keywords: Enzymatic modification, Functional properties, Bioactive peptides, Antioxidant 
properties. 


