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 چکیده
برای ( گراد، یک ساعتسانتی درجه 55 دمای ،آنسون/ کیلوگرم پروتئین 09 سوبسترا به آنزیم کنترل شده )نسبت شرایطآلکالاز تحتاز آنزیمتحقیقدر این

ای ههای مهار رادیکالاکسیدانی با روشو فعالیت آنتی OPAآنزیمی با روش  هیدرولیز استفاده شد. پیشرفت (Lens esculinaris) هیدرولیز پروتئین عدس
DPPH  وABTS  دقیقه  5به مدت  گراددرجه سانتی 09، دقیقه( 09تا  55به مدت  گراددرجه سانتی 35، 59، 73دهی )دماهای اثر حرارتارزیابی شدند. در ادامه

 ABTSو  DPPHبر پایه مهار رادیکال های اکسیدانی محصول هیدرولیز پروتئین عدس آنتیساعت( بر پایداری فعالیت 5مدت  به55و  2 ،5 ،3 ،0) pHو اثر 
 دقیقه 55 مدت به گرادسانتی درجه 35و ،59 ،73 دماهای در دهیحرارت دادند نشان نتایج. ارزیابی گردیدOPA روش  باآزاد، های آمینمیزان گروهو  بررسی شد

 ABTSمهاررادیکال فعالیت در کاهش درصد 0 و 8/0 ،8/7 و DPPH (95/9>P) رادیکال مهارکنندگی فعالیت در کاهش درصد53/59 و 0/4 ،25/5 ترتیببه

(95/9>P)  .زنی آزاد آمینهایگروه میزان ارزیابی نتایج. علاوه بر آن در تمام تیمارهای حرارتی با افزایش زمان، اثر تیمارهای حرارتی تشدید شدرا موجب شد 
بر پایداری پپتیدها نیز نشان داد که  pHنتایج اثر تیمارهای  .بود پروتئینی هیدرولیز محصول در آزادینآمیهاگروه یزاندر م( P<95/9) دارمعنی کاهش دهندهنشان

 pH=55و درصدی  7/50افت pH=2طوریکه در ه. بگردیداکسیدانی پپتیدها در فعالیت آنتی( P<95/9) داراسیدی و قلیایی باعث کاهش معنی  pHهر دو شرایط
 مشاهده شد.  ABTSرادیکال در فعالیت مهارافت  درصدpH 2/58 55درصدی در 50افت  pH 2ر د DPPHرادیکال  در فعالیت مهارودرصد 2/20افت 
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 1مقدمه
 به دلیل حفظ و ارتقا سلامت فردی، تمایل کنندگانمصرف امروزه
 نموده هـا کمکآن سلامت به که دارند هاییفرآورده مصرف زیادی به

 رطان،س دیابت، جمله از هـابیمـاری برخـی بـروز از پیـشگیری باعث و
تغذیه یکی از عوامل مهم . (Jian et al., 2007)د گردمی خـونفشار

 اثرات دتوانمی باشد. بنابراین تغذیه نامناسبدر حفظ سلامت بشر می
 یفرآورییتنوع محصولات غذاداشته باشد. بدن ایمنی سیستم بر منفی

ر، تمنیا ییبه محصولات غذا ازیشده در طول قرن گذشته، به همراه ن
 Mine et)است پیدا کرده شیافزا ییطور نماهتر و متنوع تر، براحت

al., 2010) . جمله عدس از منابع غذایی سرشار  ازدر این میان حبوبات
پتانسیل بالایی برای تولید محصولات که دارای  هستند از پروتئین

 de Castro) دنباشهیدرولیز پروتئینی حاوی پپتیدهای زیست فعال می

et al., 2015). ی اپپتیدهای زیست فعال اجزای پروتئینی خاص و ویژه
 دارای معمولادالتون و  0999 زجرم مولکولی آنها کمتر اکه  باشندمی
  .(Mendis et al., 2005)د هستن در توالی خود اسیدآمینه 29-2

                                                           
 صنایع و علوم گروه ،و دانشیار استادیار، ارشد کارشناسى ترتیب دانشجوبه -2و  5

 ایران. تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه قدس، شهر واحد غذایی،

 یدهایپپت محصولات هیدرولیز پروتئینی حاوی ازبهینه  استفاده
در  بخشسلامتی عنوان ترکیبات فراسودمند وهزیست فعال، ب

صنعتی به عواملی چون مقیاس و تولید در فرمولاسیون مواد غذایی
 آنهاداری پای و زیستیدسترسیهای مختلف غذایی، سازگاری با ماتریس

 عواملی نظیر تیمار .(Abdul- Hamid et al., 2002) بستگی دارد
باشند و از از تیمارهای رایج در صنایع غذایی می pHحرارتی و تغییرات 

 گذار بر پایداریطرفی بر اساس مطالعات قبلی جزء عوامل مهم تاثیر

 ,.Rao et al., 2012; Lai et al)د فعال می باشنپپتیدهای زیست

2016)  . 
 های متفاوتی نظیردارای ویژگی هیدرولیز پروتئینیمحصولات 

ت د که تحباشنفشار خون میاکسیدانی، ضدمیکروبی، ضدفعالیت آنتی
 زنجیره پپتیدی و توالیلآمینه، طوتاثیر عواملی نظیر نوع اسیدهای

 .(Maqsoudlou et al., 2019)د گیرنآمینه قرار میاسیدهای
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خطرات  لیبه دل ،ییحال، استفاده از آنها در مواد غذانیا با دارنـد.
 ممنوع شده است. ای محدود بدن، داخل در هاآنبودن یو سم یاحتمال
 جه بسیاریمورد تو یعیطب با منشا یهادانیاکسیاستفاده از آنت نیبنابرا

 پایداری خاصیتدر تحقیق حاضر  .قرار گرفته است از محققین
 غییراتت شرایط در عدس پروتئین هیدرولیز محصول اکسیدانیآنتی
 مورد بررسی قرار گرفته است.  pH و حرارت تیمار

 

 هامواد و روش
gku/A فعالیت آلکالاز با آنزیم ،شد تهیه محلی بازار زا 5عدس

 protein 4/2 2-دی فنیل 5-5، (دانمارک)2رکت نوونزایم از ش-
-بنزوتیازولین اتیل -7آزینو بیس  2و 2 ،(DPPH7)پیکریل هیدرازیل 

 و (آمریکا)ز شرکت سیگما ا 4( ABTSاسید )سولفونیک 0
 ،(OPA)د آلدئیدی رتوفتالالوسین،  ،5(BSAگاوی )آلبومینسرم

 مو سدی فولین معرف ،سوزآور ، سودراتبوتترا سدیم ،مس سولفات
 لمان خریداری شدند.آمرک از شرکت تارتارات پتاسیم
 

 عدس دانه از پروتئین ایزوله تهیه
بازار محلی تهیه شد و از (  Lens esculinaris)واریتهعدس دانه

بتدا منظور تهیه ایزوله پروتئینی ابرقی آرد شد. سپس به توسط آسیاب
در  pH. سپس گردیدلیتر آب مقطر مخلوط یلیم 5999گرم آرد با  299

 ساعت 5 مدت سپس مخلوط به ومولار تنظیم  5/9با استفاده از سود  0
 55 مدت به g× 59999در  همزده و گرادسانتی درجه 75 دمای در

، Raymandt.N.Co)ژ گراد سانتریفوسانتی درجه 29 دمای در دقیقه

 5با اسید هیدروکلریک رویی  فاز pH. آوری شدجمعرویی  فازو آلمان( 
دقیقه، در  55به مدت  g× 59999تنظیم و مخلوط در  7/4مولار در 

 آوریجمع هارسوب در انتها .گراد سانتریفوژ شدسانتیدرجه 29دمای 
 زهیدرولی صورت سوسپانسیون درآمده و برایو مجددا در آب به شدند

 .(de Castro et al., 2015) در شرایط سرما نگهداری شد آنزیمی

 
 عدس دانه پروتئین ایزوله هیدرولیز

با  pH)ه شد پروتئینی آماده ایزوله به آنزیمی،منظور هیدرولیزبه
 آلکالاز ، آنزیم(تنظیم شد 8در مقدار  مولاریلیم 5 استفاده از بافر فسفات

سبت ن ( اضفه شد. برای این منظورلیترمیلی بر آنسون 4/2فعالیت با)
 در نظر گرفته شد وپروتئین آنسون/ کیلوگرم  09آنزیم به سوبسترا 

 ساعت 7 مدت به گراد سانتی درجه 55 دمای در سپس هیدرولیزآنزیمی
. شد انجام rpm 529 دور با اسپانیا(، Comecta)شیکردار انکوباتور در

قیقه انجام د 589،529 ،09 ،49، 29 ،صفرفواصل زمانی  در بردارینمونه

                                                           
1 Lens esculinaris 

2 lenox company 

3 1,1-dipheny-2-picrylhydrazyl 

 درجه 85 دمای منظور غیرفعال شدن آنزیم درنمونه به سپس شد.
 حذف منظورسپس به. شد دادهحرارت  دقیقه 55 مدت به گرادسانتی

 و (دقیقه 55 مدت به ،g× 5999) سانتریفوژ احتمالی نمونه رسوبات
 .(Ovissipour et al., 2009)د ش نگهداری یخچال دمای

 
 تیمار حرارتی

 جهدر 35و  59، 73 دماهای در دقیقه 55 مدت به حرارتی تیمار
 .شد انجامگراد انتیس درجه09دمای دقیقه در  5به مدت  و گرادسانتی

اس اس نیشد. بر ا یریگاندازه زیاثر متقابل دما و زمان ن گریاز طرف د
 سپس گرفتند قرار گرادیدرجه سانت 35و  59، 73 دماهای در هانمونه
سپس انجام شد.  قهیدق 09و  45، 79، 55 هایدر زمان بردارینمونه

 ،g× 5999) سانتریفوژ منظور حذف رسوباتبه هانمونه شدن سرد از بعد
 براساس وزن اکسیدانیآنتی ، فعالیتانجام شد  (دقیقه 55 مدت به

 ,.Escudero et al)شد گیری اندازه هانمونه یکسان از پروتئین در

2014). 

 
 pH تیمار

و  0، 3، 5، 2مختلف هایpH تحت هیدرولیز شده پروتئین مونهن
 و میزان خنثی در pH تنظیم از بعد و گرفت قرار ساعت5مدت  به 55

 قرار بررسی مورد اکسیدانیآنتی فعالیت پایداری نمونه، کردن سانتریفوژ
در مقالات مشابه دیگری نیز برای بررسی پایداری پپتیدها از  .گرفت

 ,.Wong et al؛Zhu et al., 2014) همین روش استفاده شده است.

2019). 
 

 گیری پروتئین محلولاندازه
های مورد آزمون، میزان پروتئین محلول در نمونهگیری برای اندازه

 5از ترکیب  Aروش لوری، محلول  لوری استفاده شد. دراز روش
 40، (%2تارتارات )سی سدیم پتاسیمسی 5 (،%5)مس  سی سولفاتسی
در شد. تهیه  %2سی کربنات سدیم سی 40نرمال و  5/9 سی سودسی

 سی ازسی 5/2میکرولیتر از نمونه پروتئینی با  599زمان آزمایش، 

قیقه در د 59و بلافاصله ورتکس و شد مخلوط A ( )ریجنتمحلول 
یکرولیتر م 259سپس  .شدندشرایط تاریکی و در دمای اتاق نگهداری 

با آب( به هر نمونه اضافه و  5:5فولین رقیق شده )به نسبت محلول
طول  نور در جذبقیقه میزاند 29گذشت. بعد از شدبلافاصله ورتکس 

 ها بر اساس منحنیشد. مقدار پروتئین نمونهنانومتر خوانده  374موج 
 Lowry)د زارش شلیتر گگرم/ میلیلیمی و بر حسب BSA0استاندارد 

et al., 1951). پروتئین از منحنی استاندارد رسم منظوربه BSA 
، 09، 59، 49، 79، 29، 59، صفرمختلف ) هایرقت ابتدا. شد استفاده

4 2,2-azinobis 3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid  

5 Bovin serum albumin  
6 .Bovin serum albumin 
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 زا استفاده با و تهیه لیتر(/ میلیمیکروگرم 299و  599، 09، 89، 39
  روش لوری میزان پروتئین محلول محاسبه گردید.

 
 OPA به روش  زادآ مینآ هایمیزان گروهگیری اندازه

بورات سی سدیم تتراسی 25 ترکیب آلدئید ازفتال محلول ارتو
 49، (%29) سولفات دسیل سی سدیمسی 5/2، (میلی مولار599)

 599متانول و  کرولیتریم 599گرم ماده ارتوفتال آلدئید در میلی
صورت سی بهسی 59به حجم  با اب مقطر میکرولیتر بتامرکاپتواتانول

میکرولیتر از نمونه پروتئینی  25زمان آزمایش،  . درشد تهیه و روزانه تازه
 و بلافاصله ورتکس و شد تهیه شده مخلوطسی از محلول با یک سی

سی سی 5 . سپسشدنگهداری  تاریک مکان در دقیقه در دمای اتاق 2
 یمنحند. گرد نانومتر قرائت 749ها در و جذب نمونه شدمقطر اضافه  آب

 تریلیلیگرم/ میلیم 4، 7، 2، 5، 5/9، صفر هایبا غلظت نیاستاندارد لوس
ب همبستگی ریبا ض منحنی استاندارد لوسینسپس با استفاده از  میترس
ن به ازای مول لوسیبراساس میکروهای آمین آزاد مقدار گروه 00/9

 (.Church et al., 1983)د گرم پروتئین گزارش شمیلی
 

 DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال یری گاندازه
 کالرادی بر اساس مهار اکسیدانیآنتی فعالیت گیریاندازه برای
DPPH ،299 با لیتر(میلی در گرممیلی 59) نمونه هر از میکرولیتر 

 درصد 5/00ل اتانو در DPPH %992/9ل محلو میکرولیتر 5899
 در دقیقه 79 مدت به اتاق دمای در واکنش مخلوط سپس .مخلوط شد

با روش  نانومتر 553 در هاجذب نمونه سپس شد. نگهداری تاریکی
شد  نیز به همین طریق تهیهکنترل  نمونه. شدگیری سنجی اندازهطیف

درصد با این تفاوت که به جای نمونه از آب مقطر استفاده شد. 
وزن  یزاه ااساس فرمول زیر و ب بر DPPHمهارکنندگی رادیکال 

 (.Brand-Williams et al., 1995)د مشخصی از پروتئین گزارش ش

 
جذب کنترل((=درصد  -)جذب کنترل/ )جذب نمونه ×599          (5)

 فعالیت مهارکنندگی رادیکال

 
 ABTSفعالیت مهارکنندگی رادیکال  گیریاندازه

 با مولار(میلی 3)ABTS از  ABTSابتدا محلول استوک رادیکال 
 مدت برای یخچال دمای مولار( تهیه و درمیلی 45/2) پتاسیم پرسولفات

 سپس حجمی از محلول استوک )محلول .ساعت، نگهداری شد 50-53
 تا رسیدن به میزان (pH=3مولار، میلی 5فسفات ) بافر با آبی( سبز

 25ر ادامه د 25رقیق شد.  نانومتر 374 در طول موج 3/9±92/9 جذب
 (لیترگرم/ میلیمیلی 80/9غلظت محلول پروتئینی ) میکرولیتر از نمونه

دقیقه نگهداری در  0مخلوط شد و بعد از  ABTSسی معرف سی 5با 
یز کنترل ننمونهگیری شد. نانومتر اندازه 374میزان جذب در دمای اتاق 

طر مقاین تفاوت که به جای نمونه از آببه همین طریق تهیه شد با 
بر اساس فرمول زیر و ABTS درصد مهارکنندگی رادیکال استفاده شد.

 (.Aleman et al., 2011) وزن مشخص از پروتئین گزارش شد یازاهب

 
جذب  -جذب کنترل/ )جذب نمونه ×599)                 (2)

 کنترل((=درصد فعالیت مهارکنندگی رادیکال
 

 هاتجزیه و تحلیل آماری داده
رسم نمودارها و آنالیز ها در سه تکرار، انجام شدند. تمامی آزمون

( و ,Two-way ANOVA  One-way ANOVAروشآماری )به 
ه کمک بو Turkeys multiple ها توسط تست مقایسه میانگین

دار بودن برای بررسی معنی انجام شد. graphpad prism 8افزار نرم
( استفاده ANOVA)ها از تجزیه واریانس یکطرفه تفاوت بین میانگین

 شد.
 

 نتایج و بحث
 عدس  دانه میزان پروتئین استخراج شده از

گرم پودر  299گیری شده از دانه عدس)کل اندازهمیزان پروتئین
 %0/24ل برابر لیتر آب مقطر( به روش کلداییمل 5999عدس در 

 زا گیری شد. پیشخشک اندازه ازای وزنه کل و ببراساس میزان ازت
از  غنی ( بیان داشتند که عدس2993کاران )هم وUrbano این 

باشد که بر این اساس معدنی و غیره میکربوهیدرات، موادپروتئین، 
و میزان  خشک وزن زایه اب %75- 29 را عدسکلپروتئین ها میزانآن

 یااین میزان با محتو .(Urbano et al., 2007) کردند کل گزارش ازت
 پروتئینی نمونه مورد آزمایش در این تحقیق مطابقت داشت.

 
 پروتئین عدسیدرولیز آنزیمی ایزوله ه

های آزاد در طی زمانآمینهایگروهمیزان محتواینتایج مربوط به 
مشاهده  5شکل  همانگونه که در ارائه شده است. 5در شکل مختلف 

وسیله آزاد در نمونه هیدرولیز شده بهآمینهایمیزان گروه گردد،می
 83/2ز ا است وابتدایی روند افزایشی داشته  آلکالاز از همان دقایق آنزیم

 00/77گرم پروتئین در دقیقه صفر به میلی میکرومول لوسین/
رسیده است. سپس  09گرم پروتئین در دقیقه میلی میکرومول لوسین/

روند ثابتی را طی کرده است.  589با ادامه فرآیند هیدرولیز تا دقیقه 
 شرفتیپ رب ینیپروتئ یو سوبسترا میآنززانیمدهند که نتایج نشان می

 بعد از مدت زمان مشخص نیگذارند. بنابرایم ریتاث یمیآنز زیدرولیه
 رفتشیسرعت پ نیشود و بنابرایبا کمبود سوبسترا مواجه م میآنز
 آنزیم آلکالاز در پیشرفت هیدرولیزشود. یکند م یمیآنز زیدرولیه

محققین مختلف دلیل این امر را توانایی آنزیمی نقش موثری دارد. 
 آلکالاز بیان داشتند. آنزیم آلکالاز توانایی بالایی در شکستنآنزیمبالای 
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ه و زاد)رجب های هیدروفوب را دارد.اتصالات پپتیدی بین اسیدآمینه
 (.5703 ،همکاران

 
 دسع پروتئین هیدرولیز محصول اکسیدانیآنتی فعالیت

ینبار آمین آزاد اهایمیزان گروه آنزیمی بر از بررسی اثر هیدرولیزبعد 
روع و پایان در شپروتئین عدس  محصول هیدرولیزاکسیدانی آنتیفعالیت

( ABTSو  DPPHهای )بر اساس مهار رادیکالمرحله هیدرولیزآنزیمی 
 .ارائه شده است 2نتایج در شکل  و بررسی شد

شود، درصد مهارکنندگی ( مشاهده میA) 2همانگونه که در شکل 
 80/9در محلول پروتئینی عدس )با غلظت پروتئین   DPPHرادیکال

باشد و این می %38/44لیتر پروتئین( در زمان صفر گرم/ میلیمیلی
باشد. درصد مهارکنندگی می %79/39دقیقه،  09مقدار در زمان 

باشد که این می %93/40(( در زمان صفر B) 2)شکل   ABTSرادیکال
ست که آنزیم ا نتایج حاکی از آنباشد. می %00/39، 09میزان در دقیقه 

آلکالاز نقش موثری در تولید پپتیدها با خاصیت مهارکنندگی رادیکال 
 زیادی دح تا پپتیدها اکسیدانیآنتی خاصیتدارد.  ABTSو   DPPHآزاد

 .است پتیدهاپ بودن آبگریز و زنجیره طول آمینه،اسید ترکیب تأثیر تحت
(Liu et al., 2017.) 
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 .OPAهای مختلف با روش آلکالاز در طی زمانوسیله آنزیمزیمی پروتئین عدس بهبررسی هیدرولیز آن -1شکل 

 ست.ا ها( بین دادهp<0.05دهنده اختلاف آماری معنادار )حروف غیرمشابه نشان
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های صفر و در طی زمان ABTSو DPPH های اکسیدانی محصول هیدرولیز پروتئین عدس براساس مهار رادیکالبررسی فعالیت آنتی -2شکل 

 دقیقه.  06
 است.ها ( بین دادهp<0.05دهنده اختلاف آماری معنادار )حروف غیرمشابه نشان
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 ظرفیت شود کهزده میابراین بر اساس مطالعات قبلی حدسبن
ثیر عواملی ات تحت تواندمحصولات هیدرولیز پروتئینی می مهارکنندگی

 اهداکننده مواد غلظت و آبگریزهایآمینهاسید نظیر اندازه، میزان
 (.Liu et al., 2017)محصول هیدرولیز پروتئینی باشد  در الکترونی

طور هب ABTSعلاوه برآن نتایج نشان دادند که میزان مهار رادیکال 
بود. محققان دلیل این  DPPHمعناداری بالاتر از میزان مهار رادیکال 

و همچنین  حلالیت و انتشار پپتیدها در محیط واکنشتفاوت را 
 رد اکسیدانآنتی ترکیبات باABTS هایبیشتر رادیکال پذیریواکنش
 ,.Bamdad et al)د عنوان کردن DPPH هایرادیکال با مقایسه

2011). 

 بر پایداری پپتیدها pHبررسی اثر 
های آمین آزاد در محصول هیدرولیز بر محتوای گروه  pHاثر

 پروتئینی
کسیدانی ابعد از تولید محصول هیدرولیز پروتئینی با فعالیت آنتی

مورد ارزیابی قرار گرفت. در  pHقبول، پایداری آنها تحت تیمار  قابل
ج در نتای آزاد بررسی شد.آمینهایابتدا اثر این تیمار بر محتوای گروه

شود مشاهده می 7همانگونه که در شکل . گزارش شده است 7شکل 
 گیری شد. آزاد اندازهآمینهایگروهبالاترین میزان pH 3در 
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های آمین آزاد حاصل از هیدرولیز آنزیمی ساعت در دمای محیط( بر محتوای گروه 1) به مدت  11و  9، 7، 5، 2ی هاpHبررسی اثر  -3شکل 
 عدس پروتئین

 ها است.( بین دادهp<0.05آماری معنادار )دهنده اختلاف حروف غیرمشابه نشان
 

ن گرم پروتئیمیکرومول لوسین/ میلی 03/79طوری که مقدار آن هب
گرفتن به مدت یک ساعت در شرایط  گیری گردید. سپس قراراندازه
pHر آزاد بطوآمینهایگروههای اسیدی و قلیایی باعث کاهش محتوای

طوریکه مقدار آن در به. (p<0.05)د در نمونه پروتئینی ش معناداری
pH میکرومول 30/52و  25/20ترتیب به مقادیر به 2و  5های 

ترتیب به مقادیر به 55و 0های pHگرم پروتئین و در لوسین/ میلی
 .گرم پروتئین رسیدمیکرومول لوسین/ میلی 04/55و  99/24

 
های بر فعالیت مهارکنندگی رادیکال pH اثر تغییرات

DPPH  وABTS در محصول هیدرولیز پروتئینی 
آمین آزاد در هایبر محتوای گروهpH بعد از بررسی اثر تغییرات 

ن اساس میزا اکسیدانی بربر فعالیت آنتیpH مرحله دوم اثر تغییرات 
در محصول هیدرولیز پروتئینی ABTS و  DPPHمهارکنندگی رادیکال 

 مورد بررسی قرار گرفت.

تحت  عدس اکسیدانی حاصل از پروتئینآنتی فعالیت پپتیدهای
ای هرادیکال کنندگیاساس دو مکانیسم مهار بر  pHتیمارهای مختلف

ABTS و DPPH ها در این اساس نمونه مورد بررسی قرار گرفت. بر
pH 3 اکسیدانی را نشان دادند و میزان بالاترین میزان فعالیت آنتی

گیری شد. درصد اندازه 28/04مقدار  DPPHفعالیت مهار رادیکال 
قرار گرفتن شود ( مشاهده میAقسمت ) 4گونه که در شکل همان
های اسیدی و قلیایی سبب pHها به مدت یک ساعت در شرایط نمونه

 DPPHاساس مهار رادیکال  نی پپتیدها براکسیداکاهش فعالیت آنتی

ترتیب به به 2و  5های اسیدی pHطوریکه مقدار آن در شده است. به
ترتیب به مقادیر به 55 و 0های قلیایی pHو در  33/57و  05/50مقادیر 

رسید. بنابراین میزان افت در فعالیت مهار رادیکال  59/45و  39/53
DPPH های قرار گرفته به مدت یک ساعت در شرایط در نمونهpH 2 

  درصد محاسبه شد.  2/20و 7/50ترتیب به 55و 
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و  ABTS هایساعت در دمای محیط( بر فعالیت آنتی اکسیدانی )مهار رادیکال 1) به مدت  11و  9، 7، 5، 2 هایpHبررسی اثر  -4شکل 

DPPHعدس.  اکسیدان حاصل از پروتئین( و پایداری پپتیدهای آنتی 
 ها است.( بین دادهp<0.05دهنده اختلاف آماری معنادار )حروف غیرمشابه نشان

 

ها در شود نمونه( مشاهده میBقسمت ) 4شکل همانگونه که در 
pH 3  آزاد ، بالاترین تاثیر را در مهار رادیکال درصد 29/05بامقدار

ABTSها در را نشان دادند. سپس قرار گرفتن نمونهpH های اسیدی و
ساس مهار ا اکسیدان )برآنتی قلیایی سبب کاهش فعالیت پپتیدهای

. بر این اساس (p<0.05)د انطور معناداری شده( بهABTSرادیکال آزاد 
های pHر ( دABTS)مهار رادیکال آزاد  اکسیدانپپتیدهای آنتیفعالیت 

رسید. بنابراین  79/57و  30/54، 09/58، 28/07به مقادیر  55و  2، 0، 5
اکسیدانی بر درصدی در میزان فعالیت آنتی2/58 و 50، 59، 7افت 

محاسبه شد. 55و  2، 0، 5های pHدر  ABTSحسب مهار رادیکال 
 بوده pH تغییر به حساس ترکیبات از هااعتقاد بر این است که پروتئین

 کاسته پایین یا های بسیار بالاpHدر ترکیبات این فعالیت میزان از و

 با شوند. دائمی شدن فعالیا غیر حالت تغییر دچار است ممکن و شده

 پایداری در نسبی کاهش توانپپتیدها، می به ماهیت پروتئینی توجه

 بارهای زیاد تجمع با راpH در افزایش شدید پپتیدها و یا کاهش یا

 پپتید ساختمان بر تجمع این تاثیر وpH همنام در این محدوده از 

و همکاران  Kentnawa .(Nalinanon et al., 2011)ت دانس مرتبط
 یا اسیدی pHپپتید در اثر قطعات در این امر را تخریب ( دلیل2953)

و همکاران Zhu  .(Kentnawa et al.,2017)د بیان داشتن قلیایی
ه گزارش کردند ک ،انجام دادندژامبون جینهوا  در تحقیقی که بر (2954)

 سیدانیاکآنتی فعالیت رفتنبین از باعث که دارد وجود مختلفی عوامل
 واکنش راسمیک شدن بروز دلایل از یکی. شودمی قلیایی شرایط در

 احتمالاً قلیایی شرایط در. است ها خلاف همدیگر()چرخش مولکول
 رد پپتیدها که هنگامی احتمالاً. دهدمی راسمیک شدن رخ هایواکنش
دهد. می رخ واکنش راسمیک شدن باشند، داشته قرار قلیایی شرایط

 نشواک نتیجه تواندمی فعالیت رفتنبین از دلایل از دیگر یکی
deamidation بالاتر مقادیر در. باشد pH ساختار در تغییر نتیجه در و 

 احتمال. دشومی ایجاد اکسیدانیآنتی فعالیت رفتن بین از و ترکیب و
 متفاوت pH تغییر با پپتید تخریب سازیفعال انرژی که است این سوم
 این طول در. دارد را خود مناسب pH دامنه پپتید هر کلی، طوربه .است

ت اس ایدارپ نسبتاً اکسیدانیآنتی فعالیت همچنین و ساختار ،pH محدوده
(Zhu et al., 2014). 

 
 بررسی اثر حرارت بر پایداری پپتیدها

های آمین آزاد در بررسی اثر تیمار حرارتی بر محتوای گروه
 محصول هیدرولیز پروتئینی

های پروتئینی تهیه شده از مراحل قبل، بعد از فرآیند هیدرولیز نمونه
ها تحت تیمارهای حرارتی آنزیمی مطابق فصل مواد و روش

درجه  09و دقیقه  55گراد به مدت سانتیدرجه 35، 59، 73)دماهای
منظور بررسی اثر ند. بهقیقه( قرار گرفتد 5گراد به مدت سانتی

 ر هراکسیدانی پپتیدها در گام نخست اثحرارتی بر فعالیت آنتیتیمارهای
آزاد در های آمینیک از تیمارهای حرارتی را بر میزان محتوای گروه

 محصولات هیدرولیز پروتئینی مورد بررسی قرار گرفت. 
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 96دقیقه و دمای  15گراد به مدت درجه سانتی 75گراد و درجه سانتی 56، گراددرجه سانتی 37تیمارهای حرارت دمای بررسی اثر  -5شکل 

عدس و مقایسه با نمونه کنترل )دارای آنزیم فاقد  های آمین آزاد در محصول هیدرولیز پروتئیندقیقه بر میزان گروه 5به مدت راد گسانتیدرجه 
 تیمار 

 ها است.( بین دادهp<0.05دهنده اختلاف آماری معنادار )حروف غیرمشابه نشان
 

های تیمار داده شده دارای نمونهدهند که نتایج ارائه شده نشان می
 5لشکهای آمین آزاد هستند. همانگونه که در مقادیر متفاوتی از گروه

ای که تحت تیمار آزاد در نمونهآمینهایگردد میزان گروهمشاهده می
گراد قرار گرفته است نسبت به سایر تیمارها درجه سانتی 73حرارتی 
گرم کرومول لوسین/ میلیمی 05/72بود و مقدار آن به میزان بیشتر 

آزاد در نمونه تیمار شده در دمای های آمینپروتئین رسید. میزان گروه
گراد در مقایسه با نمونه کنترل اختلاف معناداری را درجه سانتی 73

هایی که آزاد در نمونههای آمینمیزان گروه (.(p>0.05 د دهنشان نمی
قرار گرفته بودند با گراد تیدرجه سان 59حرارتی، دمای تحت تیمار 

گرم کرومول لوسین/ میلییم 85/79اندکی کاهش همراه بود و به 
ر آزاد دهای آمینپروتئین رسید. نتایج نشان دادند که میزان گروه

دقیقه قرار 55گراد به مدت درجه سانتی 59هایی که تحت تیمار نمونه
 شودمشاهده نمی اختلاف معناداری با نمونه کنترل گرفته بودند

p>0.05).)  هایشود میزان گروهمشاهده میبالا شکلهمانگونه که در 
 23/28گراد به درجه سانتی 35های تحت تیمار آزاد در نمونهآمین

اری دطور معنیگرم پروتئین رسید که بهکرومول لوسین/ میلییم
(p<0.05 )مار تیه ست کا بود. نتایج بیانگر این کمتر از نمونه کنترل

یقه سبب کاهش دق 55گراد به مدت درجه سانتی 35نمونه در دمای 
آزاد نسبت به نمونه کنترل  آمین هایگروه درصدی محتوای 58/55

گراد به مدت درجه سانتی 09هایی که تحت تیمار حرارتی شد. نمونه
دقیقه قرار گرفته بودند در اثر دمای بالا و شرایط نامطلوب بخش  55

ر دمای حرارتی د یر شدند بدین منظور فرآیند تیمارها تبخز نمونهزیادی ا

که بر این اساس . دقیقه اعمال شد 5گراد به مدت درجه سانتی 09
گراد درجه سانتی 09یمار های تحت تآزاد در نمونههای آمینمیزان گروه

رم پروتئین محاسبه گردید. نتایج گ/ میلیکرومول لوسینمی 24/25
 5گراد به مدت درجه سانتی 09نمونه در دمای مارکه تی نشان دادند

 با کاهش همراه بود کنترلطور معناداری نسبت به نمونههیقه بدق
(p<0.05). درجه  09ها در دمای نتایج بیان داشتند که تیمار نمونه

صورت هآزاد ب های آمینگراد سبب کاهش محتوای گروهسانتی
  .درصد( 23/24)حدود  چشمگیری شد

 
اثر تیمار حرارتی بر فعالیت مهارکنندگی بررسی 

 در محصول هیدرولیز پروتئینی ABTSو  DPPHهای رادیکال
های بعد از بررسی اثر تیمارهای حرارتی بر میزان محتوای گروه

آزاد در گام دوم اثر هریک از تیمارهای حرارتی بر فعالیت آمین
مورد  ABTSو  DPPHاکسیدانی پپتیدها براساس مهار رادیکال آنتی

ز فرآیند بعد ا صورت نمودار زیر گزارش شد.هارزیابی قرار گرفت و نتایج ب
روتئین پاکسیدانی پپتیدهای حاصل از فعالیت آنتیآنزیمی، هیدرولیز
مورد  حرارتیتحت تیمارهای  DPPHآزاد  اساس مهار رادیکال عدس بر

درجه  59و  73ها در دماهای بررسی قرار گرفت. براین اساس نمونه
و  اکسیدانی را نشان دادندآنتیگراد بالاترین میزان فعالیت سانتی

 73ی در دما هارسید. تیمار نمونه 85/00و  42/00ترتیب به مقادیر به
لاف اخت دقیقه نسبت به نمونه کنترل 55دت گراد به مدرجه سانتی 59و 

و 25/5 ترتیب افتبنابراین به (.(p>0.05د دهمعناداری را نشان نمی
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پس قرار س اکسیدانی پپتیدها محاسبه شد.درصدی در فعالیت آنتی 0/4
دقیقه  55ت گراد به مددرجه سانتی 35های ها در حرارتگرفتن نمونه

اکسیدانی پپتیدها براساس مهار رادیکال سبب کاهش فعالیت آنتی
DPPH درصد رسید. بنابراین افت  98/07طوریکه مقدار آن شد. به

ال حسب مهار رادیک اکسیدانی بردرصدی در میزان فعالیت آنتی53/59
DPPH  ها در تیمار نمونه درجه سانتی گراد محاسبه شد. 35در دمای
گونه که پیش از دقیقه همان 55گراد به مدت درجه سانتی 09دمای 

 5ها به مدت د ناپایدار بود به همین منظور نمونهاین توضیح داده ش
 DPPH که بر این اساس میزان مهار رادیکال. دقیقه حرارت داده شدند

نتایج نشان دادند که فعالیت گیری شد. اندازه 35/50قدار م
دقیقه  5گراد به مدت درجه سانتی 09دمای اکسیدانی پپتیدها تحت آنتی

نسبت به نمونه دارای آنزیم )کنترل( کاهش  (p<0.05) طور معناداریهب
دها اکسیدانی پپتیدرصد افت در فعالیت آنتی 55این  یافت. که بر اساس

 محاسبه گردید.   DPPHبراساس مهار رادیکال 
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 96دقیقه و دمای  15ت گراد به مددرجه سانتی 75گراد و درجه سانتی 56، گراددرجه سانتی 37تیمارهای حرارت دمای بررسی اثر  -0شکل 

 عدس و با نمونه کنترل )دارای آنزیم فاقد تیمار(.  اکسیدانی پپتیدهای حاصل از پروتئیندقیقه بر فعالیت آنتی 5راد به مدت گدرجه سانتی
 ها است.بین داده( p<0.05دهنده اختلاف آماری معنادار )حروف غیرمشابه نشان

 
 73ها در دمای شود نمونه( مشاهده میB) 0همانگونه که در شکل 

مهار اکسیدانی )گراد بالاترین تاثیر را در فعالیت آنتیدرجه سانتی
گیری اندازه 29/08را نشان دادند و میزان فعالیت آن  (ABTSرادیکال 

درجه  73ها تحت دمای که قرارگرفتن نمونهشد. نتایج نشان دادند 
اکسیدانی درصد( در فعالیت آنتی 8/7)ی گراد سبب کاهش اندکسانتی

دماهای  ها تحتپپتیدها نسبت به نمونه کنترل شد. قرارگرفتن نمونه
درجه  09دقیقه و دمای  55گراد به مدت درجه سانتی 35و  59

پتیدها اکسیدانی پیت آنتیدقیقه سبب کاهش فعال 5گراد به مدت سانتی
. (p<0.05د )طور معناداری شدنه( بABTSآزاد اساس مهار رادیکال )بر

اکسیدانی پپتیدها )برحسب مهار رادیکال آزاد بنابراین فعالیت آنتی
ABTS ترتیب مقادیر گراد بهدرجه سانتی 09و  35، 59( در دماهای

بنابراین میزان افت در فعالیت گیری شد. اندازه 35/05 و 55/04، 52/00
 55های قرار گرفته به مدت در نمونه  ABTSمهارکنندگی رادیکال

درصد  0و 8/0ترتیب گراد بهدرجه سانتی 35و  59دقیقه در دماهای 
ته اکسیدانی در نمونه قرار گرفمحاسبه شد. میزان افت در فعالیت آنتی

درصد محاسبه گردید. 57گراد درجه سانتی 09دقیقه در دمای  5به مدت 
کم، ها دلیل امر را اینگونه بیان کردند که پپتیدها با وزن مولکولیآن

یبات اکسیدانی را دارند. از طرف دیگر پپتیدها از ترکبیشترین فعالیت آنتی
تند پذیر هسباشند و طی فرآیندهای حرارتی آسیبحساس به حرارت می

 Pokorny)شودها مینهاو در نهایت فرآیندهای حرارتی سبب تجمع ا

and Schmidt, 2001; Escudero et al., 2014 .) Fu و همکاران
رارت اکسیدانی در اثر حکاهش فعالیت آنتی ( دلیل این تغییرات2955)

محصولات هیدرولیز  مولکولی وزن و آمینه اسیدهای را با تغییرات
 و Pokorny .دحرارتی مرتبط دانستن عملیات طول در پروتئینی

Schmidt (2995بیان کردند که فعالیت ) وزن با دهاپپتی اکسیدانیآنتی 
 رد کلی، طوربه. است پایدار بسیار کم زمان و دمای در کم مولکولی

چسبندگی و آگلوتینه شدن )بهم به منجر هستند و پذیرآسیب گرما برابر
 . شوندتجمع( می

 
 بررسی اثر متقابل دما وزمان بر پایداری پپتیدها

های آمین آزاد در اثر متقابل دما و زمان بر محتوای گروه
 محصول هیدرولیز پروتئینی

بعد از بررسی فرآیند هیدرولیز آنزیمی و تاثیر تیمار حرارت در یک 
زاد آمین آهایمنظور ارزیابی محتوای گروهها بهزمان ثابت، اینبار نمونه



 058     ... در عدس پروتئین هیدرولیز محصول اکسیدانیآنتی فعالیت پایداری / همکارانو فیروزه  علیزاده

های گراد( در زماندرجه سانتی 35و  59، 73تحت تیمارهای حرارتی )
 دقیقه( بررسی شدند. 09و  45، 79، 55مختلف )

شود قرار گرفتن محصول مشاهده می 3همانگونه که در شکل 
های ( در زمانT1گراد )سانتیدرجه  73هیدرولیز پروتئینی در دمای 

آزاد شد به نحوی های آمینمختلف سبب کاهش میزان محتوای گروه
گرم میکرومول لوسین/ میلی 77/77به 00/77قیقه اول از د 55که در 

سپس در دقیقه . (p>0.05د )پروتئین رسید اما این تغییرات معنادار نبو
 میکرومول  08/75با کاهش بیشتری همراه بود و به  79

نیز روند  09و  45گرم پروتئین رسید. سپس در دقایق لوسین/ میلی
 گرملوسین/ میلی میکرومول 55/20و 34/79ترتیب کاهشی داشت و به

گراد در درجه سانتی 73ها در دمای پروتئین رسید. قرار گرفتن نمونه
آزاد نسبت به آمینهایهای مختلف سبب کاهش محتوای گروهزمان

ه آزاد در نمونه قرار گرفتهای آمیننمونه کنترل شد. میزان محتوای گروه
های مختلف ( در زمانT2گراد )درجه سانتی 59شده در معرض دمای 

 57/75به  00/77 دقیقه اول فرآیند از 55کاهش یافت به نحوی که در 
و  45، 79گرم پروتئین رسید. سپس در دقایق میکرومول لوسین/ میلی

 50/23و  40/28، 84/20ترتیب نیز با کاهش همراه بود و به 09

ای هگرم پروتئین رسید. میزان محتوای گروهیکرومول لوسین/ میلیم
گراد در درجه سانتی 59وسیله دمای آزاد حاصل از تیمار نمونه بهآمین

های مختلف اختلاف معناداری را با نمونه کنترل نشان طول زمان
دهد که نتایج ارائه شده در نمودار بالا نشان می (.p<0.05) دهدمی

آزاد در نمونه قرار گرفته شده در دمای های آمینمیزان محتوای گروه
های مختلف روند کاهشی در طول زمان (T3گراد )نتیدرجه سا 35

 میکرومول 04/28به  00/77از  55طوری که در دقیقه داشته به
گرم پروتئین رسید. سپس با کاهش روند همراه بود و در لوسین/ میلی

گرم پروتئین میلی میکرومول/ 39/20و  07/23ترتیب به 45و  79دقایق 
 08/25دقیقه روند کاهشی داشته و به  09رسید. سپس دوباره در 
ای هگرم پروتئین رسید. میزان محتوای گروهمیکرومول لوسین/ میلی

طور گراد بهدرجه سانتی 35آزاد در نمونه قرار گرفته شده در دمای آمین
کمتر از نمونه کنترل بود. بنابراین نتایج نشان  (p<0.05)داری معنی

های گراد در زماندرجه سانتی 35مای دادند که قرارگرفتن نمونه در د
گراد( سبب کاهش درجه سانتی 59و  73مختلف نسبت به سایر دماها )

 آزاد شد. های آمینمحتوای گروه بیشتر
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های در زمان( T3)گراد درجه سانتی 75و ( T2)گراد درجه سانتی 56، (T1) گراددرجه سانتی 37تیمارهای حرارت دمای بررسی اثر  -7شکل 
 مختلف بر محتوای گروهای آمین آزاد و مقایسه با نمونه کنترل )دارای آنزیم فاقد تیمار(

 ها است.( بین دادهp<0.05دهنده اختلاف آماری معنادار )حروف غیرمشابه نشان
 

ای هاثر متقابل دما و زمان بر فعالیت مهارکنندگی رادیکال
DPPH  وABTS در محصول هیدرولیز پروتئینی 

ها گردد قرار گرفتن نمونه( مشاهده میA) 8همانگونه که در شکل 
های مختلف سبب کاهش فعالیت گراد در زماندرجه سانتی 73در دمای 

شد. بر این اساس  DPPHاساس مهار رادیکال  اکسیدانی پپتیدها برآنتی

روند کاهشی  09اکسیدانی پپتیدها از دقایق ابتدایی تا دقیقه فعالیت آنتی
رسید. بنابراین میزان افت  44/50به  09نحوی که تا دقیقه داشت به

م آنزینسبت به نمونه کنترل )دارای  09اکسیدانی در دقیقه فعالیت آنتی
( قرار Aاساس نمودار بالا ) درصد محاسبه شد. بر 54/50و بدون تیمار( 
( در طول T2گراد )درجه سانتی 59ها تحت دمای گرفتن نمونه



 1400دی  -، آذر5، شماره17نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران، جلد   050

ساس ا اکسیدانی پپتیدها برهای مختلف سبب کاهش فعالیت آنتیزمان
شود میزان فعالیت شد. همانطور که مشاهده میDPPH رادیکال  مهار
 34/00طوری که به هبا کاهش همراه بود ب 55دانی از دقیقه اکسیآنتی

نیز ادامه داشته و به  45و  79رسید. سپس این روند کاهشی در دقایق 
نیز با کاهش همراه  09رسید. سپس در دقیقه  99/53و  75/05مقدار 

رسید. بنابراین میزان افت در فعالیت مهارکنندگی  05/54بود و به مقدار 
درجه  59های قرار گرفته در معرض دمای در نمونه DPPHرادیکال 

 بترتیدقیقه( به 09و  45، 79، 55گراد در طی بازه زمانی مختلف )سانتی

درصد محاسبه گردید. میزان فعالیت  7/25و  7/58، 5/52، 7/4
های ( در نمونهDPPHاساس مهار رادیکال  اکسیدانی پپتیدها )برآنتی

های ( در طول زمانT3گراد )درجه سانتی 35قرار گرفته شده در دمای 
، 55طوری که در دقایق همختلف از همان ابتدا با کاهش همراه بود ب

 89/59و  95/57، 70/50، 00/02ترتیب به مقادیر به 09و  45، 79
درصدی محاسبه 2/23و 3/0افت  09و  55رسید. بر این اساس در دقایق 

 شد. 
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های ( در زمانT3گراد )درجه سانتی 75و  (T2گراد )درجه سانتی 56 (،T1) گراددرجه سانتی 37تیمارهای حرارت دمای بررسی اثر  -8شکل 
 و مقایسه با نمونه کنترل )دارای آنزیم و فاقد تیمار(.  ABTSو  DPPHاکسیدان براساس مهار رادیکال مختلف بر پایداری پپتیدهای آنتی

 ها است.( بین دادهp<0.05دهنده اختلاف آماری معنادار )حروف غیرمشابه نشان
 

 میزان مهار رادیکالشود، ( مشاهده میB) 8همانگونه که در شکل 
رسید. سپس میزان مهار  94/39به  2در نمونه کنترل  ABTSآزاد 

درجه  73در نمونه قرارگرفته شده در دمای   ABTSآزادل رادیکا
رسید سپس در  45/03کاهش یافت و به  55( در دقیقه T1) گرادسانتی
کاهش  00/50و  09/50، 52/07ترتیب به مقادیر به 09و  45، 79دقایق 

دمای  ها درگرفتن نمونهنشان دادند که قرارایج یافت. براین اساس نت
 09و  45، 79، 55های مختلف )راد در طول زمانگدرجه سانتی 73

درصدی در فعالیت  58و  54، 59، 7ترتیب سبب کاهش دقیقه( به
 ( شده است.ABTSاساس مهار رادیکال  )بر اکسیدانی پپتیدهاآنتی

عد از پروتئین عدس ب اکسیدان حاصل ازمیزان فعالیت پپتیدهای آنتی
( در طول T2گراد )درجه سانتی 59رفتن در معرض دمای قرار گ
طوری که از دقایق ابتدایی تا دقیقه ههای مختلف کاهش یافت. بزمان

رسید. بنابراین میزان افت تا دقیقه  48/54روند کاهشی داشت و به  09
از  اکسیدانی پپتیدهای حاصلدرصد محاسبه شد. فعالیت آنتی2/22، 09

های قرار در نمونه ABTSآزاد پروتئین عدس براساس مهار رادیکال
در نمونه  94/39( از T3گراد )درجه سانتی 35گرفته شده در دمای 

به  79کاهش یافت. سپس در دقیقه  55در دقیقه  03/07به  2کنترل 
 52/40و  52/54به مقادیر  09و  45رسید. سپس در دقایق  30/50ر مقدا

اکسیدان آن است که فعالیت پپتیدهای آنتی کاهش یافت. نتایج حاکی از
شده در معرض  های قرار گرفتهدر نمونه ABTSاساس مهار رادیکال  بر

های مختلف نسبت به سایر گراد در طول زماندرجه سانتی 35دمای 
 .گراد ( کاهش بیشتری داشته استدرجه سانتی 59و  73دماها )دمای 

پایداری ایزوله  روی ( بر2993و همکاران ) Kiokiasدر تحقیقی که 
گراد( انجام درجه سانتی 45-85پروتئین آب پنیر در برابر تیمارحرارتی )

دادند بیان داشتند که تغییر شکل پروتئین آب پنیر ناشی از تیماردهی 
باشد. که تغییرات گراد میدرجه سانتی 09تا  09حرارت در دماهای 

 مولکولی در ساختار پروتئین عمدتا به دلیل قرار گرفتن اسیدهای آمینه
ژه ویها در دماهای بالا )بهکنار هم و همچنین قرار گرفتن پروتئین در

هش کاگردد. ها میگراد( سبب دناتوراسیون آندرجه سانتی 09در دمای 
های سولفیدریل در ساختار پروتئین باعث ضعیف شدن میزان گروه

ف طر از .شودوهای درون و بین مولکولی در ساختار پروتئین مینیر
ای آزاد هکنندگی رادیکالمیزان مهار سولفیدیدی پیوند دیگر با کاهش
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 دمای درسولفیدی دی پیوندمیزان  کردند هاگزارشآنیابد.افزایش می
گراد، با کاهش همراه بود. بنابراین میزان مهارکنندگی سانتی درجه 89
ا افزایش ولی ب اکسیدانی افزایش یافت.های آزاد و فعالیت آنتیدیکالرا

گراد( در طی تیماردهی، درجه سانتی 89درجه حرارت )بالای بیشتر 
های آزاد و عمل کرده و سبب کاهش میزان مهار رادیکالعکسواکنش

 (.Kiokias et al., 2007) اکسیدانی شدفعالیت آنتی

 

 گیری نتیجه
که  گیری کردتوان چنین نتیجهدست آمده میهایج باساس نت بر
 ان از پروتئیناکسیدد پپتیدهای آنتیسزایی در تولیهآلکالاز نقش ب آنزیم

عدس دارد. از طرفی بررسی پایداری پپتیدها در طول نگهداری امری 
وزه اکثر فرآیندهایی که در شود. زیرا امربسیار مهم تلقی می

جمله  ازشود فرآوری موادغذایی استفاده میمنظور غذایی بهصنایع
مایی محدودی د که معمولا در غیره پاستوریزاسیون، استریلیزاسیون و

 7-55در محدوده  pHگراد و همچنین تغییرات درجه سانتی 529-09
ل دارد. فعاسزایی در فعالیت پپتیدهای زیستهب شود تاثیرانجام می

و... همگی  pHبندی، حرارت، میزان اکسیژن، نور، عواملی نظیر بسته
ر نتیجه، دا و عملکردشان تاثیرگذار هستند. به نحوی بر ساختار پپتیده

 هایعنوان یک منبع جدید برای جلوگیری از واکنشهتوانند بمی
ی اکسیداناکسیداسیون در فرآوری موادغذایی و تقویت خواص آنتی

ا در هتوان از آنبنابراین می ار گیرند.غذاهای کاربردی مورد استفاده قر
و  کودکسیون غذایها، فرمولاسازی نوشیدنیتغذیه ورزشکاران، غنی

 .... استفاده نمود.

 
 قدردانیتشکر و 

کارشناس محترم  پورملکجناب آقای دکتر مهدیهمکاری  از
م در انجا قدس شهر اسلامی واحدآزاددارویی دانشگاهآزمایشگاه گیاهان

گردد. تشکر و قدردانی می وهشژمراحل آزمایشگاهی این پ
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8Introduction: Bioactive peptides are protein fragments with 2 to 20 amino acids that have different biological 

properties depending on the type of amino acids and peptide sequences, including antioxidant, antihypertensive, and 
antidiabetic. These peptides are inactive in their parent protein sequences but are released during fermentation, enzymatic 
hydrolysis, or food processing, and exhibit a positive effect on body function and health being. Lentil protein hydrolysate 
containing antioxidant peptides can be considered as an ingredient of functional foods. One major challenge in using 
protein hydrolysate in the formulation of functional foods is their stability against the various processes applied to food 
such as heat and pH treatments.  

 
Materials and Methods: In this study, Lentil protein (Lens esculinaris) was hydrolyzed by Alcalase enzyme under 

controlled conditions (enzyme/substrate ratio of 90 Anson unit (AU)/ kg protein, 55°C, one hour). The intensity of 
enzymatic hydrolysis was monitored by the OPA method and antioxidant activity was evaluated based on DPPH and 
ABTS radical scavenging activity. The heat stability of lentil protein hydrolysate was evaluated by heating samples at 37, 
50, 75 (for 15 -60 min), and 90°C (for 5 minutes). The pH stability was investigated by exposing the sample at a pH of 2, 
5, 7, 9, And 11 for 1 hr and then adjusting on 7. OPA method was also used to evaluate the possible effect of pH and heat 
treatments on the content of free amino groups. 

 
Results and Discussion: The results showed that hydrolysis of Lentil protein by Alcalase under controlled conditions 

produced antioxidant peptides. Heating at 37, 50, and 75°C for 15 minutes reduced the DPPH radical scavenging activity 
by 1.25, 4.9, and 10.17% and ABTS radical scavenging activity by 3.8, 6.8, and 9%, respectively. The results of the OPA 
assay also showed a significant (P<0.05) decrease in the number of free amino groups in protein hydrolysate exposed to 
heat treatment. With increasing the time of treatment up to 60 minutes, the antioxidant activity decreased more 
significantly (P<0.05), simultaneously with a decrease in the content of free amino acid groups in the protein hydrolysate 
sample. So that, after heat treatment at 37, 50, and 75 ° C for 60 minutes, the free amino acid groups reached from 33/66 
μM leucin /mg protein to 29.51, 27.59, and 25.68 μM leucin /mg protein  and the most decrease in antioxidant activity 
was measured for samples exposed to 75°C for 60 minutes. It caused a 27.2%, and 29.2% reduction in DPPH and ABTS 
radical scavenging activity, respectively. Also, exposure to heat treatment at 90°C for 5 minutes caused a 15% and 13% 
decrease in DPPH and ABTS radical scavenging activity. The results obtained from consideration the antioxidant  activity 
of samples exposed to pH treatment (2, 5, 7, 9, and 11 for 1 hour) showed the highest antioxidant activity of peptides at 
neutral pH and confirmed that acidic and alkaline conditions caused a significant decrease in antioxidant activity (P<0.05). 
As exposure to pHs 2 and 11 for one hour led to respectively 16.3 and a 29.2% decrease in DPPH radical scavenging 
activity and 16 and 18.2% decrease in ABTS radical scavenging activity. The results of the OPA assay also confirmed 
the role of acidic and basic pH on less exposure of free amino acid groups in protein structure.  

The results showed the potential of using Alcalase enzyme to hydrolyze Lentil protein and produce antioxidant 
peptides and the Lentil protein hydrolysate with antioxidant activity exhibited relative stability toward different heat and 
pH treatments. It was concluded that peptides retained 88% and 76% of antioxidant activity at maximum heat (90 ° C for 
5 minutes) and pH treatment ( pH=11, for 1 hour). According to the results of the OPA assay, the observed decrease in 
antioxidant activity  may be due to the changes that happen in protein and peptide structure when are exposed to heat and 
pH treatments. Altogether, our results showed that Lentil protein hydrolysate can be considered as a potential food 
ingredient with stable antioxidant activity. 
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