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  چکیده
جلوگیري و  هارگ دیواره یريپذانعطافحفظ باعث  ،)ACE( یوتنسینمبدل آنژ یمآنز بازدارندگیفعال با  یستز يهایدپپتبرخی است که تحقیقات نشان داده 

 يبرا یللب فاکتوردر قا یاز طرح کاملا تصادف ،یقتحق ایندر است.  شدهشناخته یدهاپپت گونهینایک منبع  عنوانبهپروتئین سویا  .شوندمی خون فشار از افزایش
 جایگزین آرد گندم و سه زمان تخمیردرصد  10و  5 هايسطحدر  یاسو ینپروتئهیدرولیزات اکسترود شده و  یاسو ینپروتئ یا،سو ینپروتئ یزولهااثر افزودن  یبررس
 یولوزن مولک یلپروفا یپس از بررس یرخم یعصاره آب استفاده شد. جدا شده از خمیر آرد گندم پپتیدهاي ACEبازدارندگی  فعالیت بررسیجهت  ،دقیقه 90و  60، 30

شده جدا  زیست فعال پپتیدهاي ودالتون عبور داده شد  یلوک 3 غشاياز با وزن مولکولی کم،  پپتیدهايو اطمینان از حضور غلظت مناسب  SDS-PAGEبه روش 
 یبازدارندگ تیفعالمیزان بر و  یدرولیزدرجه هشدت بر با  ، درصد جایگزینی و زمان تخمیریننشان داد که نوع پروتئ یجنتاآنالیز واریانس . مورد آزمون قرار گرفت

ACE، زیست فعال جدا شده از خمیر، موثر بودند پپتیدهاي )P<0.05(.  یدرولیزدرجه ه یشترینب یاسو ینپروتئهیدرولیزات خمیر حاوي نشان داد که  یانگینممقایسه 
شده،  اکسترود یاسو ینو پروتئ یاسو ئینپروت یزولها. حاوي این مشتق پروتئینی مشاهده شد هاينمونهدر  ACEمیزان بازدارندگی  بیشترینرا داشت و همچنین 

 یدتول پروتئین سویاهیدرولیزات از  درصد 5جایگزینی آرد گندم با ، شدهحاصل یج. بر اساس نتاداشتند مشابهی ACE یدرصد بازدارندگدرجه هیدرولیز متفاوت ولی 
  .سازدمی پذیرامکاندرصد  83تا حد بازدارندگی بیشتر از را در خمیر  ACE گیبازدارنددر موثر  پپتید هايگونه

  
  .هیدرولیزات، نان، اکسترود یاسو ینپروتئ یا،سو ینپروتئ یزولهاآنزیم مبدل آنژیوتنسین، : کلیدي هايواژه

  
  12مقدمه

 مثبتی ثرا که هستند پروتئینی زیر واحدهاي فعال زیست پپتیدهاي
 .باشند اثرگذار سلامتی روي توانندمی و داشته بدن عملکرد روي

 مکنم دارند که اياسیدآمینه توالی بر اساس فعال زیست پپتیدهاي
 گوارش، دستگاه عروق، و قلب انسان مثل هاي بدناست سیستم

 پتیدهايپ توالی دهند. اندازه قرار تاثیر تحت ایمنی را و عصبی سیستم
 داراي پتیدهاپ بعضی اما است متغیر اسیدآمینه بیست تا دو از فعال زیست
 .)Singh et al., 2014( باشندمی آمینه اسیدهاي از بلندي زنجیره
 ديبا روش هاي آنزیمی یا اسی هاپروتئینهیدرولیز محصول اثر  پپتیدها

اولیه،  ینپروتئبه منبع زیست فعال  پپتیدهايتوالی و غلظت هستند. 
و  ، دماpHو سوبسترا،  یمغلظت آنزفراوري مانند  پارامترهايآنزیم و 

 زنجیر کوتاه پپتیدهاي .)Li-Chan, 2015(د باشیزمان واکنش م
                                                        

الی عموسسه آموزش کارشناسی ارشد، گروه علوم و صنایع غذایی،  آموختهدانش -1
 ایران. ، کاشمر،جهاد دانشگاهی کاشمر

 يپژوهشکده علوم و فناورغذایی،  پژوهشی کیفیت و ایمنی مواداستادیار، گروه  -2
  ، ایران.مشهدخراسان رضوي، یی، جهاد دانشگاهی مواد غذا

 سرعت اب آزاد آمینه اسیدهاي به نسبت اسیدآمینه سه یا دو از متشکل
 تربزرگ پپتیدهاي. )Webb, 1990( دشونمی جذبدر بدن  بیشتري

 صورتبه توانندمی نیز غذایی رژیم در موجود) اسیدآمینه 10-51(
 ند،را باعث شو بیولوژیکی اثرات و شده جذب روده طریق از نخوردهدست
 ندکمی پیدا کاهش زنجیره طول افزایش با پپتیدها کارایی اگرچه

)Roberts et al., 1999(.   
 و سیستولی خون فشار در افزایش صورتبه بالاخون  فشار
 عروق اضانقب. شودمی تعریف نرمال سطوح از بالاتر میزان به دیاستولی

. گردد ونخ فشار افزایش سبب تواندمی کرونر عروق توسط سیستمیک
 خونریزي قلبی، هايبیماري به ابتلا خطر خون، فشار مداوم افزایش
افزایش  .)Ganong, 1995( دهدمی افزایش را کلیه نارسایی و مغزي

اتفاق  )3ACEفشار خون تحت تاثیر فعالیت آنزیم مبدل آنژیوتنسین (
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شار خون را که کنترل ف یوتنسینآنژ-ینرن یستمدر س یمآنز ینا .افتدمی
. نمایدیم یدرولیزدو ه یوتنسینرا به آنژ یک یوتنسینآنژ  ،بر عهده دارد
 باعثآن  پذیريانعطافو کاهش  هارگبا اثر بر دیواره  این سیستم

ت شدبازدارندگی این آنزیم، باعث کاهش  .گرددمی فشار خونافزاش 
 ,Fitzgerald and Murray( گرددمیاثر آن و کاهش فشار خون 

براي بازدارندگی  2کپتوپریل و 1آلاسپریل مانند يسنتزهاي دارو .)2006
ن ولی ای قرار گرفته است مورداستفادهاین آنزیم و کاهش فشار خون 

 سرفه خشک و مشکلات پوستی به همراه داردداروها اثرات جانبی مانند 
)Mojallal-Tabatabaei et al., 2014(.  بر این اساس، محققان به

 عالزیست ف پپتیدهايهستند و  طبیعی ACE هايبازدارندهیافتن دنبال 
 شده شناختهموثر  راهکارهاي ازجمله منابع گیاهی و لبنیاز  تولیدشده

 .)Chen et al., 2007; FitzGerald et al., 2004( است
 و عمده مردم دنیا است یدراتیکربوهنان منبع اصلی تامین انرژي 

یست ز پپتیدهايافزایش غلظت به لحاظ تئوري، . مصرف بالایی دارد
در تهیه نان با ویژگی  تواندمیدر نان،  ACEفعال با قابلیت بازدارندگی 

. بر این اساس، مصرف این نوع کاهش دهندگی فشار خود موثر باشد
نان در بیماران داراي فشار خون مزمن و یا افراد در معرض این بیماري، 

در  مطالعات متنوعی به کنترل و درمان این بیماري کمک کند. تواندمی
و  Fitzgeraldست. ي مختلف انجام شده اهاپروتئینبر پایه  حوزهاین 

در   P. palmateپروتئین هیدرولیزات تاثیر افزودن  )2014(همکاران 
 شدهیهتهنان  ACEبازدارندگیدرصد جایگزین آرد گندم را بر  4سطح 

برابر  5/1قرار دادند و گزارش کردند که این شاخص تا  یبررس موردرا 
مشاهده کردند که نیز  )2017(و همکاران  Mirandaافزایش یافت. 

پروتئین لوبیا به آرد گندم، قابلیت هیدرولیزات افزودن سه درصد 
اط در ارتب شدهگزارشنتایج را هفت برابر افزایش داد.  ACEبازدارندگی 

دانه چیا به نان نیز نشان هیدرولیزات درصد  3و  1با افزودن سطوح 
اگرچه افزایش یافت ولی پارامتر  ACEبازدارندگیداده است که میزان 

 هايونهگافزایش زمان هیدرولیز پروتئین ممکن است به کاهش فعالیت 
بر این اساس  .)Segura-Campos et al., 2013(پپتیدي منجر شود 

طی  یرد.قرار گ مطالعهباید مورد پروتئین  مناسبتعیین زمان هیدرولیز 
دیدتر، ش طوربهي با منشاء مخمر و هاآنزیمطی تخمیر،  نان، فرایند تولید

 گرددمی هاپروتئیني پروتئاز موجود در آرد باعث هیدرولیز هاآنزیم
)Zotta et al., 2006( . ،تشدید فعالیت باعث افزایش زمان تخمیر

 گرددیم پروتئین هايزنجیرهرجه هیدرولیز پروتئولیتیک و افزایش د
)Thiele et al., 2004(.   

 مینهآ اسیدهاي همه محتوي که استها پروتئین از غنی منبع سویا
 ,.Chatterjee et al( باشدمیحیوانی  هايپروتئین در موجود ضروري

                                                        

1 alacepril 
2 Captopril 

 لیاص هايپروتئین خاص اجزاي سویا فعال زیست پپتیدهاي .)2018
 هیدرولیز توسط و باشندمی 4کانگلایسینین بتا و 3گلایسینین یعنی سویا

ه این پروتئین، ب .شوندمی آزاد تخمیر یا و غذایی ماده فراوري آنزیمی،
 است شدهشناختهضد فشار خون  پپتیدهايعنوان منبعی براي 

)Alauddin et al., 2015( .پپتیدهاي که است شده مشاهده 
 فشار يدارمعنی طوربه سویا پروتئین قلیایی هیدرولیز از آمدهدستبه

 کاهش بالا خون فشار به شده مبتلا هايموش در را سیستولی خون
 سویاي شیر از پپتیدگونه  33 اخیرا (Beermann et al., 2009) دادند

 ACEبازدارندگی داراي که پلانتاروم لاکتوباسیلوس با شده تخمیر
در  حالینباا .)Singh and Vij, 2017( است شده شناسایی باشندمی

ي ترشح شده وابسته به شرایط هاآنزیمتخمیري، اثرگذاري  فرایندهاي
 و سوم نوع ساختمان وجود دلیل بهپروتئین است.  هايویژگیفرایند و 

 روژناکست فرایند اعمال کروي، ساختار با هايپروتئین در فشرده چهارم
 ساختاري تشکیل باعثفشار و دماي بالا است،  زمانهمکه اعمال 

 هترب دسترسی باعث عمل این. گرددمی سویا هايپروتئین در لایهلایه
  . )Chen et al., 2011( شودمی پروتئاز کنندهتجزیه هايآنزیم

 ینوتئپر یزولها شامل هدف از این پژوهش، بررسی اثر نوع پروتئین
یا، درصد وس ینپروتئهیدرولیزات اکسترود شده و  یاسو ینپروتئ یا،سو

درصد و زمان تخمیر خمیر در  10و  5جایگزینی آرد گندم در دو سطح 
ی با وزن مولکول پپتیدهاي هايویژگیدقیقه بر  90و  60، 30سه سطح 
 ACEبازدارندگیاز نظر  ،جدا شده از خمیرکیلو دالتون  3کمتر از 

  .باشدمی
  

  هاروشمواد و 
، جذب آب 7/11پروتئین درصد،  5/12(رطوبت آرد گندم ستاره 

انه از کارخ) واحد برابندر با تست فایرینوگرافی 500براي  درصد 8/59
 یرمایهخم( Saccharomyces cerevisiae آرد رضا و مخمر نانوایی

ي محلی تهیه شد. ایزوله هافروشگاه) و نمک، از ي، مشهدرضو
از شرکت ) درصد پروتئین 6/63درصد،  03/6رطوبت (پروتئینی سویا 

Shandong Sinoglory Health Food CO.,LTD  (چین) و
) درصد پروتئین 7/81 درصد، 17/6(رطوبت  پروتئین سویاهیدرولیزات 

با  ACE(ایتالیا) خریداري شد.  A. Costantino & C. spaاز شرکت 
) از شرکت F7131( FAPGG) و پپتید A6778منشا ریه خرگوش (

Sigma-Aldrich  (استرالیا)نیاز مورد یداري شد. سایر مواد شیمیاییخر 
  تهیه شد. Sigma-Aldrich یا Merckي هاشرکت ازنیز 

  
  

3 Glycinin 
4 β-Conglycinin 
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  یاسو ینپروتئ یزولهاکستروژن ا
س از پبراي رسیدن به شرایط حداکثر دناتوره سازي، ابتدا نمونه 

 24مدت ، و همگن ساي بر اساس رطوبت اولیه افزودن مقدار آب لازم
سازي شد. نمونه درصد مشروط 20رطوبت ساعت براي رسیدن به 

 DS32-II, Jinanسازي شده با استفاده از اکسترودر دو مارپیچ (مشروط
Saixin Food Machinery, Shandong, P. R. China واقع در (

جهاد  پایلوت فراوري اکستروژن پژوهشکده علوم و فناوري غذایی
، ر سه ناحیه اولاکسترود شد. دماي فرایند د دانشگاهی خراسان رضوي

گراد تنظیم گردید درجه سانتی 150و  120، 50دوم و سوم به ترتیب، 
و سرعت چرخش مارپیچ روي حداکثر تنظیم گردید. پس از یکنواخت 

 برداري انجام شداز قالب، نمونه شدهخارجشدن شرایط نمونه 
)Mozafarpour et al., 2019(.  

  
  تهیه خمیر

گرم آب،  30گرم از آرد گندم با  50براي تهیه نمونه شاهد، مقدار 
صورت دستی تا پخش شدن کامل بهگرم نمک  5/0گرم مخمر و  5/0

مخلوط گردید و عملیات ورز دادن خمیر و یکنواخت شدن، پودر در آرد 
ونه م گردید. پس از تهیه خمیر، نمتا رسیدن به بافت یکنواخت خمیر انجا

گراد درجه سانتی 35دقیقه در انکوباتور  90و  60، 30هاي به مدت زمان
)FOC 2251, VELP SCIENTIFICA, Italy ( قرار داده شد. پس

گذاري نمونه براي استخراج ترکیبات پپتیدي از اتمام زمان گرمخانه
  .)FitzGerald et al., 2014( مورد استفاده قرار گرفت

  
  یرخم آبیاستخراج عصاره 

 بابرابر وزن آن مخلوط گردید و  5/1 آب با مقدارنمونه خمیر 
یکنواخت ) Stomacher, Seward, England( 1سازهمگندستگاه 

 g×6000دقیقه با شتاب  10. سوسپانسیون تهیه شده به مدت گردید
 بخیرتجدا گردید. مایع جداسازي شده براي  روییسانتریفیوژ شد و مایع 

دقیقه  10اس به حرارت، به مدت هاي حسالکل و دناتوره شدن پروتئین
مورد تیمار قرار گرفت.  هم زدنگراد و همراه با درجه سانتی 85در دماي 

-2( دقیقه سانتریفوژ 10به مدت  g 6000شده، در شتاب نمونه حاصل
16P, SIGMA, Germany(  شد و مایع رویی از فیلتر واتمن شماره

  عبور داده شد. 40
  

  SDS-PAGEژل الکتروفورز به روش  يالگو
براي انجام جداسازي به روش الکتروفورز، ابتدا غلظت پروتئین 

تعیین گردید. براي جداسازي  )Bradford )1976عصاره به روش 
هاي پروتئین بر اساس وزن مولکولی از روش قرار دادن در فراکسیون

                                                        

1 Stomacher 

استفاده شد.  )Laemmli  )1970بر اساس روش  PAGE-SDSژل 
-BioRad )Miniشرکت براي انجام الکتروفورز از دستگاه الکتروفورز 

PROTEAN Tetra System ( .شرایط انجام آزمون، استفاده شد
 4:غلظت ژل متراکم کننده ،درصد 12 :غلظت ژل جدا کننده شامل
عامل  ،لیترمیلیدر  گرممیلی 7/0 :پروتئین نمونهغلظت  ،درصد

 4مرکاپتواتانول با نسبت ترکیب یک بخش پروتئین و -2 احیاکننده
ولت  120ولتاژ اعمال کیلو دالتون و  260تا  10پروتئین لدر  ،بخش بافر

  .دقیقه بود 75در مدت زمان 
  

  یديپپت یونفراکس يجداساز
داکننده جفراکسیون پپتیدي وزن مولکولی پایین، با استفاده از 

کیلو دالتون  3ی مولکولوزن فیلتر  داراي غشاي سانتریفوژي
)VS2091, Sartorius, Germany از نمونه اولیه عصاره جداسازي (

  . )Eisele et al., 2013( شد
  

  یدگیري غلظت پپتاندازه
شده بر اساس هاي استخراجگیري غلظت پپتیدها در محلولاندازه

انجام شد. براي این منظور، جذب نمونه  )Dementiev  )2012روش 
گیري شد و اختلاف جذب نانومتر اندازه 225و  215 موجطول در دو

ي مختلف هاغلظتمحاسبه گردید. براي رسم منحنی استاندارد از 
لیتر آب دیونیزه میکروگرم در میلی 1000تا  0گلوتاتیون در محدوده 

  استفاده شد.
  
  یدرولیزدرجه ه یینتع

شده توسط شده به روش ارائههاي استخراجدرجه هیدرولیز محلول
Nielsen  2001(و همکاران(  بر پایه واکنشOPA )o-

phthaldialdehyde ( 50تعیین گردید. آمینه رشته پپتید  اسیدهايو 
اضافه  OPAلیتر از معرف میلی 1میکرولیتر از نمونه محلول پپتیدي به 

 موجطولقیقه بلافاصله جذب محلول در د 2گردید و پس از مدت زمان 
وان عنسرین به اسیدآمینهگیري شد. همچنین از نانومتر اندازه 340

استفاده  1استاندارد استفاده شد. براي محاسبه درجه هیدرولیز از رابطه 
  شد:

퐷퐻 =    )1   (                                                   
  

با توجه به  totalh. گرددمیمحاسبه  2از رابطه  hکه در این رابطه، 
  تعیین گردید. )2001(و همکاران  Nielsenشده توسط ارائه جدول

ℎ = (푺풆풓풊풏풆 푵푯ퟐ )																																																				  )2(  
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 اسیدآمینهمعادل میلی اکی والان  2NH-inerSeکه در این رابطه، 
  .گرددمیمحاسبه  3سرین نمونه مورد آنالیز است و از رابطه 

푆푒푟푖푛푒 − 푁퐻 =
( )

( )
∗ 	  )3              (  

  
معادل غلظت محلول  serineCمقدار جذب،  Aکه در این رابطه، 

معادل غلظت نمونه  sampleCسرین (میلی مولار) و  اسیدآمینهاستاندارد 
  است. )گرم در لیتر(عصاره پپتیدي 

  
  ACE بازدارندگی یتفعال گیرياندازه

هاي عصاره نمونه  ACEگیري فعالیت بازدارندگیبراي اندازه
ن پپتید در شکست ACEپپتیدي از روش ارزیابی میزان کاهش فعالیت 

FAPGG  به دو پپتیدFAP  وGG شده توسط بر اساس روش ارائه
Tabatabaei  استفاده شد. واکنش در بافر تریس  )2014(و همکاران

میلی مولار کلرید سدیم  300، حاوي 3/8معادل  pHمیلی مولار،  50(
میکرومولار کلرید روي) انجام شد. آنزیم و سوبسترا در بافر  10و 

 ي شد. محیط واکنشسازقیرق موردنظرآزمایش براي رسیدن به غلظت 
میکرولیتر از محلول  65واحد)،  ACE )1/0میکرولیتر محلول  30شامل 

FAPGG )5/0 و  500ولیتر از محلول پپتیدي (میکر 50مولار)، میلی
میکرولیتر بافر بود. براي نمونه  160لیتر) و میکروگرم در میلی 200

جاي نمونه پپتیدي استفاده شد. میزان جذب محلول شاهد، از بافر به
دقیقه نگهداري ظرف واکنش  45واکنش پس از یک دقیقه و پس از 

گیري شد. اندازهنومتر نا 340 موجطولگراد، در درجه سانتی 37در دماي 
  محاسبه شد. 4میزان بازدارندگی نمونه پپتیدي با استفاده از رابطه 

퐴퐶퐸	퐼푛ℎ푖푏푖푡표푟푦	푎푐푡푖푣푖푡푦 =
∆ ∆

∗ 100 
)4(  

  
اختلاف جذب نمونه شاهد  SampleΔAو  ControlΔAکه در این رابطه 

هاي شاهد و مورد آزمایش به ترتیب براي نمونه 45با  1هاي بین دقیقه
مختلف  تیمارهايحاصل از  خمیرهاياز فیلتر شده  هايعصارهشامل 
   است.

  
  هاتجزیه و تحلیل آماري داده

صورت کاملا تصادفی و در قالب فاکتوریل انجام شد. به هاشیآزما
 ینپروتئ یا،سو ینپروتئ یزولهادر سه سطح نوع پروتئین شامل  فاکتورها

آرد  یا، درصد جایگزینیسو ینپروتئهیدرولیزات اکسترود شده و  یاسو
و  60، 30درصد و زمان تخمیر در سه سطح  10و  5گندم در دو سطح 

 حداقل هاشیآزماتهیه خمیر حداقل در دو تکرار و . باشدمیدقیقه  90
 Minitab افزارنرمبا استفاده از  هادادهتحلیل  دید.در سه تکرار انجام گر

راي ب هانیانگیممدل خطی صورت گرفت و  انسیوارو به روش آنالیز 
از روش  استفادهدرصد با  95در سطح اطمینان  دارمعنیعوامل موثر 

مورد مقایسه  Fisher's least square differenceمحاسباتی آزمون 
   انجام شد. EXCEL افزارنرمبا  نمودارهاقرار گرفتند. رسم 

  
  بحث نتایج و
  ژل الکتروفورز  يالگو

منظور مقایسه شدت تولید پپتیدهاي با وزن مولکولی پایین، به
آمده دستهاي بهانجام شد. تصاویر مربوط به ژل SDS-PAGEآزمون 

سویا،  هاي ایزولههاي تهیه شده از خمیر گندم که با پروتئینبراي عصاره
ن شده جایگزیهیدرولیزات پروتئین سویا ایزوله سویا اکسترود شده و 

ارائه گردیده است. با توجه به اینکه عصاره  3تا  1هاي است، در شکل
سنگین و داراي هاي پروتئینلحاظ تئوري اولیه حرارت داده شد، به

لیت کاهش حلا . این اتفاق باعثشودمیدناتوره  ساختار در سویا و گندم
یت مولکولی سنگین و با حلال تجمع هايتودهیا  شودمی هاپروتئیناین 

تاب در شها سانتریفوژ کردن روي نمونه . از آنجا کهدهدمیکم تشکیل 
هاي فراکسیون عمدهبخش بر این اساس، اعمال گردیده است، بالا 

 Mozafarpour et( پروتئینی با وزن مولکولی بالا رسوب کرده است
al., 2019( کیلو  3قبل از جداسازي فراکسیون  خمیر. درنتیجه، عصاره

هاي مختلف و عمدتا وزن کم حاوي پپتیدهاي با وزن مولکولی ،دالتون
بومین هاي نوع آلشامل پروتئین بیشترهاي این ناحیه پروتئین .است

هاي خمیر حاوي با مقایسه نمونه .)Boye et al., 2010(هستند 
که تجمع کمتري از  شودمیبا شاهد، مشاهده  ویاس پروتئین
. شودمیهاي شاهد مشاهده هاي با وزن مولکولی کمتر در نمونهپروتئین

اي هشامل آرد گندم هست، عمدتا شامل پروتئینتنها نمونه شاهد که 
یر ها تحت تاثاز این پروتئیناحتمالا مقدار کمتري گلوتن هست که 

ی هاي با وزن مولکولو درنتیجه فراکسیون شده استتجزیه  پروتئازها
حال، با توجه به . بااین)Thiele et al., 2004(کنند پایین را ایجاد می

هاي سنگین و نامحلول گلوتن طی سانتریفوژ کردن، اینکه فراکسیون
ا وزن ها و پپتیدهاي ب، درنتیجه بخش کمتري از پروتئینکندمیرسوب 

ها نهقل گردیده است. مقایسه بین سایر نمومولکولی پایین به عصاره منت
وارهاي که ن دهدمیهاي سویا هستند، نشان که حاوي مشتقات پروتئین

ین سویا هاي حاوي پروتئپروتئینی در وزن مولکولی مشابه در کلیه نمونه
ها در وزن حال تجمع پروتئینی در همه نمونهاین . باگرددمیمشاهده 

که نشان  گرددمیو کمتر از آن مشاهده  دالتونلویک 10مولکولی 
، درصد بالایی از عصاره، پپتیدهاي با وزن مولکولی پایین دهدمی

عامل دیگر  ي سویاهاهستند. همچنین هیدرولیز آنزیمی پروتئین
هاي پروتئینی در محدوده وزن مولکولی پایین افزایش تجمع توده

اهده کردند مش )Xiong )2002و  Peñta-Ramos. گرددمیمحسوب 
که تحت تاثیر فعالیت آنزیمی، باند مربوط به پروتئین گلایسین با 

 ترنییپاي با وزن مولکولی باندهاافزایش زمان هضم، از بین رفته و 
  افزایش یافت. 
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: کنسانتره پروتئین سویا، سطر دوم، درصد SPI: شاهد، Control( خمیرآبی هاي عصاره نمونه SDS-PAGEالگوي الکتروفورز  -1شکل 

 )باشدمیزمان تخمیر جایگزینی و سطر سوم، 
  

 
 : پروتئین سویا اکسترود شده)ESP(خمیرآبی هاي عصاره نمونه SDS-PAGEالگوي الکتروفورز ژل  -2شکل 

  

 
  پروتئین سویا)هیدرولیزات : HSP(یرخمآبی هاي عصاره نمونه SDS-PAGEالکتروفورز ژل  الگوي -3شکل
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که پروفایل وزنی عصاره، قبل از  شودمیدر این نتایج مشاهده 
 دهايپپتیرفت، داراي غلظت بالاتري از که انتظار می طورهمانفیلتر، 

ا ب ي سنگین وزن است.هاپروتئینبا وزن مولکولی کم در مقایسه با 
هاي حاوي پروتئین سویا رسد، نمونهنظر میبه، هانمونهمقایسه کلی 

اکسترود شده، داراي مقدار بیشتري از پپتیدهاي با وزن مولکولی پایین 
 ز اعمال فرایند اکستروژن باشد که باعثاحتمالا ناشی ااین پدیده  .باشد

ده هاي پروتئینی دچار شکستن شگردیده است بخش بیشتري از زنجیره
هاي مختلف و همچنین افزایش زمان تخمیر، درصد جایگزینیباشد. 
 .دهدینمدر الگوي الکتروفورز نشان  توجهیقابلتفاوت 
 

  یدرولیزدرجه ه
 هايزنجیرهدرجه هیدرولیز شاخصی از میزان شکسته شدن 

یلتر پپتیدي در عصاره ف هايزنجیرهشاخصی از طول  واقع درپروتئینی و 
ه ک رودمیشده خمیر است. هرچه درجه هیدرولیز بالاتر باشد، انتظار 

س اثر آنالیز واریاندر عصاره موجود باشد.  تريکوتاهپپتیدي  هايزنجیره
مستقل و برهمکنش متغیرهاي مورد بررسی نشان داد که نوع پروتئین، 

رات داري بر تغییور معنیطدرصد جایگزینی آرد گندم و زمان تخمیر، به
. همچنین برهمکنش دوگانه و )P<0.001(  درجه هیدرولیز موثر بود

 .)P<0.001( داري بر درجه هیدرولیز داشتگانه متغیرها نیز اثر معنیسه
هیدرولیزات پروتئین هاي تهیه شده از خمیر حاوي طورکلی، عصارهبه

هاي حاوي با نمونه، داراي درجه هیدرولیز بالاتري در مقایسه سویا
). این 4ایزوله پروتئین سویا و پروتئین سویا اکسترود شده بود (شکل 

ر یک در مقایسه با دو پروتئین دیگهیدرولیزات مسئله با توجه به اینکه 
داراي  رودمیمرحله تجزیه آنزیمی را به همراه داشته است، انتظار 

روتئولیز پعد نیز در اثر تري باشد که در مرحله بهاي پپتیدي کوتاهزنجیره
ري در هاي تجابیشتر هیدرولیز شده است. استفاده از آنزیم طی تخمیر

کوچک  هاي پپتید و تعداد پپتیدهايفرایند هیدرولیز پروتئین، تنوع گونه
ي تخمیري منجر به هیدرولیز پروتئین افزایش ندهایفرارا در مقایسه با 

هاي نمونه رودمیر انتظا ،اساس. بر این )Peñas et al., 2015( دهدمی
، از درجه هیدرولیز بالاتري برخوردار هیدرولیزات پروتئین سویاحاوي 

پروتئین سویا اکسترود شده، درجه هیدرولیز بالاتري نسبت به  باشد.
از شدن بایزوله پروتئین سویا نشان داد که احتمالا این پدیده مرتبط با 

یشتر شکسته شدن و در بی و تغییر خصوصیات سطحزنجیره پروتئین، 
 ,.Surówka et al( قرار گرفتن استآنزیمی در معرض هیدرولیز 

2004(.  

 
  عصاره پپتیدي خمیرنوع پروتئین بر درجه هیدرولیز تاثیر  -4شکل 

افزایش درصد بررسی نمودار تغییرات درجه هیدرولیز عصاره با 
 دهدمی)، نشان 5 جایگزینی آرد گندم با مشتقات پروتئینی سویا (شکل

درصد جایگزینی، در مقایسه با نمونه شاهد، افزایش  5که در سطح 
حال، افزایش درصد . بااینشودمیداري در درجه هیدرولیز مشاهده معنی

 ولی جایگزینی آرد گندم، اگرچه درجه هیدرولیز را افزایش داده است
ات هاي محلول در مشتقنبود. با توجه به اینکه مقدار پروتئین دارمعنی

 گرددمیاین مسئله باعث  ).Zayas, 1997( سویا بیشتر از گندم است
که محتواي پروتئین بیشتري به عصاره فیلتر شده منتقل گردد که عمدتا 

ه با تر هستند به همین دلیل در مقایسپپتیدهاي با وزن مولکولی پایین
تر در هاي با وزن مولکولی پاییننمونه شاهد، حجم بیشتري از مولکول

ه رکه درنتیجه درجه هیدرولیز عصا گرددمیها مشاهده عصاره این نمونه
تیجه ن کننده رشد مخمر و دریابد. یکی از عوامل تهییجنیز افزایش می
هایی هاي آنزیمی مرتبط با این پدیده، حضور پروتئینافزایش فعالیت

 تاثیر )2016(و همکاران  Liuاست که بر رشد مخمر موثر هستند. 
پروتئین سویا را بر رشد مخمر نان مورد بررسی قرار هیدرولیزات افزودن 

ادند و مشاهده کردند که تحت شرایط کشت، رشد مخمر در حضور د
پروتئین سویا تا ده برابر افزایش یافت. بر این اساس، هیدرولیزات 

احتمالا افزایش محتواي پروتئین، در افزایش فعالیت آنزیمی و به دنبال 
  آن، افزایش هیدرولیز موثر باشد.
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  عصاره پپتیدي خمیر پروتئین بر درجه هیدرولیزمشتقات درصد جایگزینی آرد گندم با  تاثیر -5شکل 

  
که افزایش زمان تخمیر به طور  دهدمیبررسی نتایج نشان 

). 6(شکل  فزایش درجه هیدرولیز عصاره گردیدداري باعث امعنی
و ت زمان فعالیت مخمر خمیر به دلیل افزایش مدافزایش زمان ت

افزایش مدت زمان در دسترس جهت اثرگذاري آنزیم، باعث  درنتیجه
 Thiele(که زنجیره پپتیدي بیشتري طی تخمیر هیدرولیز شود  شودمی

., 2004et al( .Jakubczyk   همکارانو )از ي اهیسواز  )2013
ي تخمیر پروتئین نخود و سپس هضم برا پلانتاروم لاکتوباسیلوس

هره بهیدرولیزات منظور تولید پپتیدهاي آنزیمی شرایط معده و روده به
ز را شدت هیدرولی اولیه، نشان داد که تخمیراین محققان بردند. نتایج 
لاکتوباسیلوس ي هاهیسواز  )2015(و همکاران  Peñasافزایش داد. 

منظور ایزوله شده از پنیر اسپانیایی براي تولید خمیرترش، به 1برویس
د که تولی مشاهده شدتولید نان کاهنده فشار خون استفاده کردند. 

کیلو دالتون، در حضور سویه  3پپتیدهاي با وزن مولکولی کمتر از 
دهنده اثرگذاري شدت برابر افزایش یافت که نشان 15باکتریایی تا 

نتایج ت.تر پپتیدي اسهاي کوتاهد رشتهنزیمی و تولیتجزیه آ بر تخمیر

 ,.Bhaskar et al(مشابهی توسط سایر محققین گزارش شده است 
2007; Kong and Xiong, 2006( .  

ود. دار بنوع پروتئین بر تغییرات درجه هیدرولیز طی زمان معنی
ارایه شده است.  7تغییرات این پاسخ در برابر این دو متغیر در شکل 

شود که در دو مشتق پروتئینی اکستروده پروتئین سویا و مشاهده می
هیدرولیزات پروتئین سویا، با افزایش زمان تخمیر، افزایش درجه 

شود ولی در ارتباط با ایزوله پروتئین سویا، این هیدرولیز مشاهده می
تغییرات کاهشی است. این مسئله احتمالا مرتبط نحوه اثر پروتئازهاي 

ها و همچنین وضعیت اسیدهاي آمینه خمیر بر این پروتئین موجود در
مالا در ی باشد. احتنیپروتئآزاد و طول رشته پپتیدي در این سه مشتق 

اثیر کمی هاي پپتیدي تایزوله پروتئین سویا، فعالیت هیدرولیز بر رشته
هاي پپتیدي ایجاد شده، داراي طول زیاد بوده که امکان داشته یا رشته
 ی براي افزایشطورکلبهکیلو دالتون را نداشته است.  3عبور از فیلتر 

تئین هیدرولیزات پرو تنوع ترکیبات پپتیدي با طول کم، اکستروده و
  هاي بهتري در مقایسه با ایزوله پروتئین سویا هستند.سویا،ن گزینه

 
  عصاره پپتیدي خمیر زمان تخمیر بر درجه هیدرولیزتاثیر  -6شکل 

  

                                                        

1 Lactobacillus brevis 
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  هیدرولیز عصاره پپتیدي خمیرزمان تخمیر بر درجه تاثیر نوع پروتئین و  -7شکل 

  
 بودشاهد  هاينمونهها مربوط به کمترین درجه هیدرولیز عصاره

هاي حاوي بالاترین درجه هیدرولیز مربوط به نمونه کهدرحالی
. )8(شکل  دقیقه است 90با زمان تخمیر هیدرولیزات پروتئین سویا 

رسد افزایش زمان تخمیر، شدت هیدرولیز درنتیجه، به نظر می
ي با هاي پپتیدها را افزایش داده است و منجر به تولید رشتهپروتئین

طول کمتر شده است. همچنین نمونه حاوي پروتئین سویا اکسترود 
درصد جایگزینی نیز، بالاترین درجه هیدرولیز یعنی  10شده، در سطح 

هاي حاوي ایزوله پروتئین سویا را نشان داد. نمونه درصد 90در حدود 
متري ، درجه کهیدرولیزاتدر مقایسه با پروتئین سویا اکسترود شده و 

از هیدرولیز را نشان داد، اگرچه مقادیر حاصل بیشتر از نمونه شاهد بود. 
گیري کرد که پروتئین سویا طبیعی به دلیل نتیجه گونهنیاتوان می

ي که در مقایسه با دو مشتق دیگر، در مقابل ترمستحکمساختار 
تر بوده است و افزایش درجه جانشینی و حتی افزایش هیدرولیز مقاوم

  بر افزایش شدت هیدرولیز نداشته است. توجهیقابلزمان تخمیر، تاثیر 

 
 خمیر گندم بر درجه هیدرولیز عصاره پپتیديمقایسه اثر نوع پروتئین و میزان جایگزینی آرد  -8شکل 

  
  ACE بازدارندگیفعالیت 
در هاي مختلف عصاره خمیر براي نمونه ACE بازدارندگیفعالیت 
شده است. همچنین در ارائه 1در جدول  µg/ml 500و  250دو غلظت 

در محدوده  50ICکه غلظت  یهایبراي نمونه 50ICاین جدول مقدار 
 .محاسبه و ارایه شده استاست،  لیترمیکروگرم در میلی 500تا  250
در محدوده نتایج گزارش شده در مطالعه  ،آمدهدستبه هايداده

Boschin  ا ب(پروتئین حبوبات هیدرولیزات ، براي )2014(و همکاران
ا ب لیتر براي سویامیکروگرم در میلی 224، بین )آنزیم پپسیناستفاده از 

ین راي نخود با کمترلیتر بمیکروگرم در میلی 673و  بازدارندگیبیشترین 
نوع پروتئین و درصد نشان داد که ، فعالیت است. آنالیز واریانس

تاثیر گذار  ACEبازدارندگیبر در هر دو غلظت مورد بررسی جایگزینی 
 µg/mlولی در مورد زمان تخمیر، اگرچه در غلظت ) P<0.001(بودند 
، تاثیرگذاري مشاهده نشد. ) µg/ml 250( با ولی در غلظت کمتر 500

اري دطور معنیزمان تخمیر به وهمچنین برهمکنش درصد جایگزینی 
. ارایه نشده است) جدول( تاثیر گذار بود ACE بازدارندگیبر شدت 

هاي مختلف براي پروتئین ACE بازدارندگیمقایسه میانگین میزان 
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 µg/ml 500جایگزین آرد گندم در فرمولاسیون خمیر، در غلظت پپتید 
مربوط  بازدارندگیبیشترین میزان  طورکلیبهشده است. ارائه 9در شکل 
 کهبا توجه به ایناست. هیدرولیزات پروتئین سویا هاي حاوي به نمونه

است  پروتئین سویا هیدرولیزاتبیشترین میزان هیدرولیز مربوط به 
ا افزایش هاي پپتید ر، تنوع گونهبیشترهیدرولیز ، رودمیانتظار ). 4(شکل 

نتیجه باعث  ، دردهدمیهاي پروتئینی را کاهش داده و طول زنجیره
بیشتر  یبازدارندگگردیده است که خمیر حاوي این مشتق، تنوع پپتید با 

نی ین دو مشتق پروتئیداري بتفاوت معنیاز طرف دیگر، باشد. داشته 
دیگر، شامل ایزوله پروتئین سویا و پروتئین سویا اکسترود شده مشاهده 

در  ACEبازدارندگی بیان کردند که  )2006(و همکاران  Chiangنشد. 
ایزوله پروتئین سویا به دلیل مقدار و تنوع کم پپتیدهاي با طول زنجیره 

 يآزادسازکوتاه، ناچیز است و اعمال فرایند هیدرولیز آنزیمی براي 

که با افزایش شدت طوريهاي متنوع پپتیدي لازم است، بهگونه
یابد. بر این اساس، چون افزایش می ACEبازدارندگی هیدرولیز، میزان 

نجام ها، اهاي خمیر روي این پروتئینیدرولیز تحت تاثیر آنزیمتنها ه
اند. با تولیدشدهکمتر  ACEشده است، زنجیره پپتیدي با توالی موثر بر 

توجه به اینکه ساختار پروتئینی این دو مشتق مشابه هستند، نتایج 
مشابهی براي ایزوله پروتئین سویا و اکسترود شده پروتئین سویا مشاهده 

(با هیدرولیزات با افزودن  )2014(و همکاران  Fitzgerald. ودشمی
به آرد گندم در  Palmaria palmateاستفاده از آنزیم پاپائین) جلبک 

درصد  5رنین از  سمیمکاندرصد، مشاهده کردند که بازدارندگی  4سطح 
لیل ، به دهیدرولیزاتطورکلی، مشتقات درصد افزایش یافت. به 15به 

بالاتر، داراي فعالیت زیستی بیشتر در مقایسه با تنوع پپتیدي 
  هاي طبیعی با طول زنجیره بالا هستند.پروتئین

 
  µg/ml500 غلظت در ریخم يدیپپت عصاره ACE بازدارندگی بر نیپروتئ نوع اثر - 9شکل 

  
جایگزینی آرد گندم با مشتقات پروتئین سویا باعث افزایش میزان 

) ولی با افزایش بیشتر سطح 10عصاره گردید (شکل  ACEبازدارندگی 
مشاهده شد ولی این بازدارندگی درصد، اگرچه افزایش  10جایگزینی تا 

دار نبود. این مسئله احتمالا به این دلیل هست که میزان افزایش معنی
ندم، گ يهاپروتئینهایی متفاوت با با حضور پروتئین ،تخمیرطی 
در  بالاتريبازدارندگی هاي پپتیدي جدیدي ایجادشده است که گونه

و Miranda  از پروتئین گندم دارد. دشدهیتولمقایسه با پپتیدهاي 
هاي لوبیاي لیما و لوبیاي پروتئینهیدرولیزات  )2017(همکاران 

شده از  عصاره تهیهبازدارندگی م کردند و ی را جانشین آرد گندبلبلچشم
درصد جانشینی،  1نان آرد مخلوط را مورد بررسی قرار دادند. در سطح 

 در میزان بازدارندگی توجهیقابلدر مقایسه با نمونه کنترل افزایش 
ACE  درصد، اگرچه  3مشاهده شد ولی با افزایش درصد جانشینی به
 دارمعنیافزایش یافت ولی این میزان افزایش  ACEبازدارندگی میزان 

نبود. نتایج مشابهی توسط محققان دیگر در ارتباط با سطوح افزودن 
-Segura(درصد) در نان گزارش شده است  3تا  1دانه چیا (هیدرولیزات 

Campos et al., 2013(  .  

 
 µg/ml500 غلظت در ریخم يدیپپت عصاره ACE بازدارندگی بر ینیگزیجا درصد ریتاث -10شکل 



  1399دي  -، آذر5، شماره16نشریه پژوهشهاي علوم و صنایع غذایی ایران، جلد   564

را   ACEبازدارندگی، دقیقه 60به  30زمان تخمیر از افزایش 
داري نداشت دقیقه اثر معنی 90کاهش داد ولی افزایش زمان تخمیر به 

افزایش زمان تخمیر که با توسعه فعالیت  رسد،نظر میبه ).11(شکل 
لید موجود، منجر به تو تولیدشدهآنزیم همراه هست، با تجزیه پپتیدهاي 

هاي پپتیدي شده است که فعالیت بازدارندگی کمتري در مقایسه گونه
مشاهده کردند  )2009(و همکاران  Rhoشده است.  اولیه پپتیدهايبا 

حد بهینه، تاثیري بر میزان که افزایش زمان تخمیر، بیشتر از 
و همکاران   Nielsenمخلوط آرد گندم و سویا نداشت.  ACEبازدارندگی

و سپس کاهش آن با افزایش  ACEی بازدارندگنیز افزایش  )2009(
هاي مختلف اسید لاکتیک مان تخمیر شیر را طی استفاده از سویهز

در  )2006(و همکاران   Zhangحال، نتایج باکتري گزارش کردند. بااین
تضاد با نتایج سایر محققین بیان کردند که افزایش زمان تخمیر 

 ACEپپتیدهاي بازدارنده  فعالیتمحصول داچی بر پایه سویا، افزایش 
را به همراه داشت. باید این مسئله در نظر گرفته شود که تفاوت در 

هاي ویژه مدت زمان تخمیر و همچنین روششرایط تخمیر، به
  سازي یا فراکسیونه کردن بر نتایج تاثیر گذار هستند.خالص

 
  µg/ml500 غلظت در ریخم يدیپپت عصاره ACE بازدارندگی بر ریتخم زمان ریتاث -11شکل 

  
ي مختلف با افزایش هاپروتئینبراي  ACEتغییرات بازدارندگی 

که  طورهمانارایه شده است.  12درجه جانشینی آرد گندم در شکل 
بیان شد، جانشینی آرد گندم با مشتقات پروتئینی سویا، افزایش فعالیت 

را به همراه داشت ولی میزان این افزایش در مورد  ACEبازدارندگی 
ورد ر م، دحالنیباانبود.  دارمعنیو اکستروده پروتئین سویا ایزوله 

ازدارندگی بیا، افزایش درصد جانشینی، افزایش پروتئین سوهیدرولیزات 
طی احتمالا ناشی از افزایش هیدرولیز  مسئلهرا به همراه دارد. این 

  است. دهایپپتو افزایش تنوع تخمیر 
شده است. بر اساس این ارائه 1مقایسه تیمارهاي مختلف در جدول 

مربوط به هیدرولیزات پروتئین  ACEبازدارندگی نتایج، بیشترین مقادیر 
 30حال نمونه شاهد با درصد است. بااین 10سویا در سطح جایگزینی 

لی، با طورکدقیقه تخمیر نیز میزان بازدارندگی بالایی را نشان داد. به
هاي پپتیدي طی پروتئولیز با زمان تغییر توجه به اینکه تنوع گونه

دهی فرایند به سمت تولید کند، الگوي مشخصی براي جهتمی
ي بین ترمناسبمقایسه  IC50پپتیدهاي خاص وجود ندارد. شاخص 

جایگزینی آرد ). 1دهد (جدول د بررسی ارایه میتیمارهاي مختلف مور
درصد جایگزینی، منجر  10گندم با هیدرولیزات پروتئین سویا در سطح 

به تولید پپتیدهایی گردید که به دلیل بالاتر بودن درصد بازدارندگی از 
 50ICلیتر، امکان محاسبه میکروگرم در میلی 250در غلظت  50عدد 

هاي مورد دهد که در بین نمونهشان میوجود نداشت. این مسئله ن
ئین به نمونه حاوي هیدرولیزات پروت مربوطبررسی، بیشترین بازدارندگی 

بود، نمونه  محاسبهقابل 50ICهایی که مقادیر سویا است. در بین نمونه

درصد و زمان  5حاوي هیدرولیزات پروتئین سویا، در سطح جانشینی 
را داشت که این مسئله با بحث  50CIدقیقه، کمترین میزان  90تخمیر 

  مطرح شده در مورد اثر زمان تخمیر مورد انتظار هست.
رد که گیري کنتیجه توانیمطورکلی با مقایسه مقادیر مختلف به

ین هیدرولیزات پروتئهاي حاوي مربوط به نمونه بازدارندگیبیشترین 
حال، این مسئله باید در نظر گرفته شود که با اثرگذاري است. بااینسویا 
 هاي پپتیدي در بدن و تولید پپتیدهاي جدیدهاي گوارشی بر رشتهآنزیم

د هاي جدیدي از پپتید ایجاد گرد، گونهرودمیطول رشته کمتر، انتظار  با
داشته باشند. در این  ACEکه داراي فعالیت شدیدتري در بازدارندگی  

مشاهده کردند که هیدرولیز آنزیمی  )2006(و همکاران  Zhangرابطه، 
هاي گوارشی، عصاره تهیه شده از محصول سویاي تخمیري با آنزیم

میکروگرم در  160لیتر به گرم در میلیمیلی 5از  50ICهش باعث کا
لیتر گردید. همچنین، عموما، پپتیدهاي موجود در مواد غذایی، میلی

ي ندیرآبمتفاوتی هستند و میزان بازدارندگی عصاره،  بازدارندگیداراي 
، مقدار )2001(و همکاران   Shinهاي پپتیدي است. در مطالعه از گونه

50IC 276شده از محصول تخمیري بر پایه سویا، براي عصاره استخراج 
اره به ي عصسازخالصگیري شد ولی با لیتر اندازهمیکروگرم بر میلی

 2/2معادل  50IC، رشته پپتیدي جداسازي شد که داراي HPLCروش 
لیتر بود. بر این اساس، این احتمال وجود دارد که در میکروگرم بر میلی

ا هاي پپتیدي بهاي مورد بررسی در این تحقیق، گونهونههر یک از نم
 ترقیدقموجود باشد که نیاز به بررسی  ACEفعالیت شدید بازدارندگی 

  دارد.
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  µg/ml500 غلظت در ریخم يدیپپت عصاره ACE بازدارندگی رنوع پروتئین و درصد جانشینی ب ریتاث -12شکل 

  
  هاي مختلفبراي عصاره 50ICمختلف و مقدار غلظت  هايدر غلظت ACEدرصد بازدارندگی  -1جدول 

  
nc-Lتر بودن مقادیر بازدارندگی : به دلیل پایینACE  درصد در هر دو غلظت، محاسبه نشده است؛  50ازnc-H به دلیل بالاتر بودن مقادیر :

  .درصد در هر دو غلظت، محاسبه نشده است 50از  ACEبازدارندگی 
 
   گیريیجهنت

ین سویا، پروتئهیدرولیزات  یژهوبهافزودن مشتقات پروتئینی سویا 
 هايونهگو تنوع  شودمیباعث افزایش محتواي پپتیدي خمیر آرد گندم 

افزایش  مسئله. این دهدمیپپتیدي تشکیل شده طی تخمیر را افزایش 
در خمیر را افزایش  ACEبازدارندگیدرجه هیدرولیز و همچنین افزایش 

اهنده فشار خون مورد فرمولاسیون نان ک منظوربه تواندمیداد که 
استفاده قرار گیرد. همچنین، افزایش سطح جایگزینی آرد گندم تاثیر 

در سطوح پایین هم نداشت و  ACEبازدارندگیي بر افزایش دارمعنی
قابل مشاهده است. افزایش زمان تخمیر، اگرچه  بازدارندگیافزایش 

کاهش  طورکلیبه، ولی دهدمیدرجه هیدرولیز را افزایش 
با نگاه به شرایط تکنولوژیکی و  را به همراه دارد. ACEارندگیبازد

 زیست فعال پپتیدهايهمچنین شدت اثر گذاري غلظت در تولید 
فرمولاسیون جایگزینی پنج درصد آرد گندم با ، ACE بازدارنده

نتایج دقیقه بر اساس  30پروتئین سویا و مدت زمان تخمیر هیدرولیزات 
 ACEده بازدارناین تحقیق براي تولید نان حاوي ترکیبات زیست فعال 

لید و کیفیت تو. این نتیجه بایستی به لحاظ تکنیکی شودمیپیشنهاد 
ینی بال هايآزمونمورد بررسی قرار گرفته و سپس در مرحله دوم، با نان 

   میزان اثر گذاري آن در کاهش فشار خون مورد ارزیابی قرار گیرد.
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1Introduction: Hypertension is the result of angiotensin converting enzyme (ACE) activity in the vessel wall 

membrane. This enzyme converts angiotensin I to angiotensin II which results in vessel wall stiffness and an increase in 
blood pressure. Inhibition of ACE activity is a therapy for hypertension. In addition to synthetic inhibitors, some bioactive 
peptides (which are the products of protein proteolysis) have been identified as ACE inhibitors. Bread is a widely 
consumed bakery product all over the world. During dough fermentation, yeast proteases hydrolyze wheat flour proteins 
to prepare amino acid for cell growth. Natural cereal proteases are considered to be the other sources of protease. 
Proteolysis produces peptides in dough, which are bake-stable and have physiological effects on human body. Soy protein 
is a valuable plant protein, reported to be a source of peptides with ACE inhibitory activity and can be used to induce 
diversity in peptide species during dough fermentation. In this study, a completely randomized factorial design was 
created to evaluate the effect of the type of soy protein derivative, wheat flour substitution level and fermentation time on 
the ACE inhibitory activity of dough bioactive peptides. 

 
Materials and Methods: Wheat flour was substituted with 3 soy protein derivatives, including soy protein isolate, 

extruded soy protein and soy protein hydrolysate at 5 and 10%. Moreover, fermentation time was adjusted at 30, 60 and 
90 min. Dough aqueous extract was evaluated in terms of molecular weight distribution using SDS-PAGE technique. The 
extract was then filtered through 3KDa membrane to separate short-chain peptides (theoretically <30 amino acids). 
Peptide concentration was determined using UV absorbance difference. The peptide solution was tested for the degree of 
hydrolysis based on OPA complexation reaction and ACE inhibition activity using FAPGG as the reaction substrate at 
two peptide concentrations. The experiments were triplicated and data were analyzed by ANOVA and Fisher`s mean 
comparison test using MINITAB software. 

 
Results and Discussion: Based on the SDS-PAGE pattern, it was observed that samples had a high level of low 

molecular weight peptides fraction were those enhanced with extruded soy proteins and soy protein hydrolysate. This 
results indicated that the addition of soy protein derivatives led to a higher content of short-chain peptides compared with 
wheat dough.  The results also showed that all the examined variables, i.e. the type of protein, substitution degree and 
fermentation time, significantly affected the degree of hydrolysis and ACE inhibition activity of the separated peptides. 
The maximum degree of hydrolysis was observed in samples with soy protein hydrolysate- which was expected to have 
greater peptides diversity. This might be the reason for the higher ACE inhibition activity observed for these samples. 
Addition of Soy protein extrudate resulted in a higher degree of hydrolysis compared with soy protein isolate revealing 
that the extrusion technique caused to increase the protein susceptibility to proteolysis during fermentation along with the 
higher content of broken amino acid chains. The higher wheat flour substitution level resulted in a higher degree of 
hydrolysis, while in the case of ACE inhibitory activity, it was not significant.  Overall, longer fermentation time increase 
the degree of hydrolysis, but led to lower ACE inhibition activity, probably due to active peptides hydrolysis. Wheat flour 
itself had a high level of ACE inhibition activity at the shortest fermentation time, compared with composite flours, while 
this activity was reduced at extended fermentation time. IC50 was the highest for the samples containing soy protein 
hydrolysate, surely a benefit from the initial proteolysis. In conclusion, the wheat flour substitution with 5% soy protein 
hydrolysate substitution,would lead to reasonable ACE inhibition activity and is suggested for bread formulation with 
hypertension lowering effect. It also needs more research to be done in order to evaluate substitution degrees lower than 
5%, because it was observed that peptides diversity was more important than high hydrolysis degree. Overall, soy protein 
extrusion enhanced proteolysis and short-chain peptides production during fermentation which is a better option compared 
with isolated soy protein. 

 
Keywords: Angiotensin Converting Enzyme, Bread, hydrolysate, Soy protein extrudate, Soy protein isolate 
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