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 )Cajanus cajanروش سطح پاسخکمک  آنزیم پپسین به ) طی هیدرولیز با  
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  چکیده
(لپه) توسط پپسین و تولید  )Cajanus cajan( هاي نخود کاجانمدلسازي شرایط هیدرولیز پروتئین سازي ودر این پژوهش، از روش سطح پاسخ براي بهینه

، 30، دماهاي وزنی) - (وزنیدرصد 3و  2، 1 بستراآنزیم به سو تنسبهیدرولیز در استفاده شد.  ايو تغذیه اکسیدانیهاي آنتیهاي هیدرولیز شده با ویژگیپروتئین
کنندگی، مهار ، قدرت احیاءهیدرازیل پیکیریل 1 فنیل دي 2و2 و توانایی مهار رادیکال آزاد ،ساعت انجام 5و  5/3، 2هاي گراد و زماندرجه سانتی 40و  35

رسی شد. شرایط بهینه هیدرولیز براي دستیابی به بیشترین میزان فعالیت وابسته بر هايعنوان متغیراکسیدانی کل بهرادیکال هیدروکسیل و ظرفیت آنتی
داراي مقادیر زیادي از  پروتئین هیدرولیز شدهبود.  ساعت 52/4و زمان  گراددرجه سانتی 9/39، دماي درصد 15/2نسبت آنزیم به سوبسترا  ،اکسیدانیآنتی

نتایج بررسی توزیع وزن  بود.مناسبی اي تغذیهکیفیت از نظر وجود آمینواسیدهاي ضروري داراي  ین بود واکسیدان گلوتامیک اسید و فنیل آلانآمینواسیدهاي آنتی
اکسیدانی که بیشترین تأثیر را در فعالیت آنتی کیلودالتون است 10وزن مولکولی بیشتر پپتیدهاي تولید شده کمتر از ) نشان داد که FPLCمولکولی (به روش 

عنوان منبع آمینواسیدهاي بههمچنین اکسیدان طبیعی و عنوان آنتیتوان بههاي هیدرولیز شده نخود کاجان توسط پپسین میکه از پروتئیند دا. نتایج نشان دارند
  .کردضروري استفاده 

 
  فعال، پپتیدهاي زیستCajanus cajanاکسیدان، : پروتئین هیدرولیز شده، پپسین، آنتیهاي کلیديواژه

 
  1مقدمه

و  اکسیدانیهاي آنتیهاي هیدرولیز شده با ویژگیروتئینتولید پ
اي مورد مطالعه قرار طور گستردهاز منابع گوناگون به فعالیزیست

 Lacroix et؛Zheng et al., 2017؛ Li et al.,2017گرفته است (
al., 2017؛Park et al., 2016 .(هاي تولید یکی از روش

هاي پروتئولیتیک است، از آنزیمهاي هیدرولیز شده استفاده پروتئین
تر انجام تر و قابل کنترلدر شرایط ملایمرا واکنش تجزیه پروتئین که 
، pHها به غلظت آنزیم، مقدار آنزیم، میزان فعالیت این آنزیم. دندهمی

 ،)Rakte and Nanjwade, 2014دما و سوبسترا وابسته است (

                                                             
 دانشگاه غذایی، مواد شیمی گروه دانشیار، و دکتري دانشجوي ترتیببه -2 و 1

  گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم
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هاي ند به تولید پروتئینتواسازي شرایط هیدرولیز میدرنتیجه بهینه
  بهتر کمک کند. زیستی و عملکردي هايشده با ویژگی هیدرولیز

هاي گوارشی با پپسین یک آسپارتیک اندوپپتیداز از خانواده آنزیم
در ترجیحاً است که پیوندهاي پپتیدي را  گسترده عملکرد اختصاصی

اساً شکند. این آنزیم اسمحل آمینواسیدهاي آبگریز و آروماتیک می
ها و پپتیدها در محیط اسیدي ینبراي هیدرولیز غیراختصاصی پروتئ

   .)Jurado et al., 2012گیرد (مورد استفاده قرار می
 از حبوبات چندساله زیرخانواده )Cajanus cajanنخود کاجان (
Papilionoideae  است که بیشتر در کشورهاي مناطق استوایی نیمه

). در ایران این Nix et al., 2015شود (خشک پرورش داده می
از آن لپه  و شودمیکشت محصول در آذرشهر استان آذربایجان شرقی 

در . است رایج بسیار افراد غذاییرژیم در پروتئین کمبود .شودتهیه می
 منبع گیاهی هايپروتئین صورت دشواري دسترسی به منابع حیوانی،

 ها،پروتئین این بین در. هستندها انسان براي پروتئین تأمین اصلی
 غله یک ،پروتئین در دانه است %25که داراي حدود  کاجان نخود
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 دارد جهان در شده تولید غلات بین در را ششم رتبه بوده و مهم بسیار
 Nixاست ( جهان مردم غذایی رژیم اصلی منایع از یکی نتیجه در و

et al., 2015( .منیزیم، کلسیم، پروتئین، نشاسته، از سرشار دانه این 
 ارزش از جدا. است معدنی مواد و جزئی عناصر و چربی فیبرخام،

 و فیلیپین چین، در سنتی داروي یک عنوان به دانه این زیاد، ايتغذیه
 پزشکی تحقیقات. گیردمی قرار استفاده مورد دیگر کشورهاي از برخی

 انواع درمان توانایی کاجان نخود که دهدمی نشان گیاه این روي بر
 عفونت الریه، ذات سرفه، برونشیت، جمله از انسان هايیماريب

 شکمی، تومورهاي زخم، قاعدگی، اختلالات خونی، اسهال تنفسی،
مقادیر اسیدهاي  .)Saxena et al., 2010( دارد را دیابت و درددندان

رود این گیاه از این رو انتظار می ؛آمینه آبگریز در این دانه زیاد است
 Solomon( هاي هیدرولیز شده باشدبراي تولید پروتئینمنبع مناسبی 
et al., 2016(.  

اکسیداسیون لیپیدها در مواد غذایی یکی از عوامل اصلی مؤثر بر 
اي کیفیت نهایی محصول مانند طعم و بو، رنگ، بافت و ارزش تغذیه

هاي اخیر، جلوگیري ر سالرو دو از این )Pereira et al., 2017( است
به یک چالش عمده تبدیل شده است  یهاي اکسیداسیوناز واکنش

)Ghnimi et al., 2017 .(  
پیچیده براي  یمحاسبات یک تکنیک) RSM( 1روش سطح پاسخ

هاي ورودي حاصل از . این روش از دادهاست سازي فرآیندبهینه
و طرح  بردآزمایشات براي دستیابی به یک سري معادلات بهره می

کند که دربرگیرنده تمامی متغیرهاي می آزمایشی مناسبی تولید
تنها زمان کوتاهی براي ارزیابی تمام  RSMروش در  .مستقل است

بهینه نیز از نظر زمانی  در نتیجه کار آزمایشگاهیو متغیرها لازم است 
 .)Khairul Anwar and Mohamed Afzil, 2015( شودسازي می

ود کاجان (لپه)، هاي نخینهاي مثبت پروتئبا وجود تمامی ویژگی
مطالعات مربوط به نخود کاجان بیشتر پیرامون مقدار و کیفیت 

عنوان منبع پروتئینی غنی و هاي آن و معرفی این محصول بهپروتئین
هاي پروتئین هیدرولیز شده آن به و بررسی ویژگیمناسب بوده است 

ت پژوهش مورد توجه قرار گرفته استازگی و همزمان با انجام این 
)Olagunju et al., 2018(.  درنتیجه هدف از مطالعه حاضر بررسی

هاي نخود کاجان براي دستیابی به شرایط بهینه هیدرولیز پروتئین
اي اکسیدانی و تغذیهیهاي آنتهاي هیدرولیز شده با ویژگیپروتئین

اي جدید و اکسیدانی و تغذیهمناسب است، تا بتوان یک منبع آنتی
عنوان خوراك ه بر کاربرد رایج این دانه بهمناسب معرفی و علاو

                                                             
1 Response Surface Method 

هاي بخش ایجاد شده در اثر هیدرولیز پروتئینروزانه، از فواید سلامتی
  آن نیز استفاده نمود.

 
 هامواد و روش

خریداري  ، ایراننخود کاجان (لپه) از آذرشهر آذربایجان شرقی
  از شرکت  گرمواحد در میلی 250 با فعالیت شد. آنزیم پپسین

آلدریچ و سایر مواد شیمیایی از شرکت مرك با درجه  - سیگما
  آنالیتیکی تهیه شد.

  
هاي pHهاي آرد نخود کاجان در بررسی حلالیت پروتئین

  مختلف
هاي نخود کاجان به پروتئین بیشترین و کمترین میزان حلالیت

به  انجام شد. ابتدا دوازده سوسپانسیون) Kinsella  )1976روش
در آب مقطر تهیه شده آرد نخود کاجان حجمی)  - ی(وزن 1:20نسبت 

ها پس از یک ساعت مخلوط شدن در دماي محیط و سوسپانسیون
 1هاي pHتوسط هیدروکسید سدیم و اسید کلریدریک یک نرمال به 

. سپس به زده شدنددقیقه در دماي ثابت هم  30رسانده شده و  12تا 
سانتریفوژ شدند و  دور دقیقه 6000دقیقه در دماي محیط و  30مدت 

میزان پروتئین محلول در سوپرناتانت حاصل به روش برادفورد 
  گیري شد.اندازه

  
  استخراج پروتئین

انجام  )1999و همکاران ( Akintayo استخراج پروتئین به روش
وزنی/ حجمی) با  10:1. ابتدا سوسپانسیون آرد نخود کاجان (گرفت

11pH=  س نتیجه آزمون حلالیت ، براسانرمال 1(سدیم هیدروکسید
یک ساعت در دماي به مدت تهیه شد. این سوسپانسیون ) پروتئین

قرار گرفت و پس گراد درجه سانتی 4یک شب در ، محیط هم زده شد
 4دور در دقیقه در دماي  6000دقیقه با سرعت  20به مدت  از آن

دست آمده توسط سوپرناتانت به pH درجه سانتیگراد سانتریفوژ شد.
اساس نتیجه آزمون  (برتنظیم  3نرمال روي  1روکلریک اسید هید

رسوبات و مجدداً در شرایط مشابه سانتریفوژ شد.  حلالیت پروتئین)
کن انجمادي به پودر تبدیل و تا زمان مصرف در حاصل توسط خشک

  گراد نگهداري شد.درجه سانتی 4
  

  پپسینتولید پروتئین هیدرولیز شده توسط 
(با استفاده از  =2pHوزنی/ حجمی) با  %5ئین (سوسپانسیون پروت

نسبت نرمال) تهیه شد. پارامترهاي هیدرولیز شامل  1اسید کلریدریک 
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 40و  35، 30)، دما (وزنی -درصد وزنی 3و  2، 1(آنزیم به سوبسترا 
بود. واکنش هیدرولیز  )ساعت 5و  5/3، 2گراد) و زمان (درجه سانتی

. واکنش گرفتدور در دقیقه انجام  200در شیکر اینکوباتور با سرعت 
درجه  85ها در حمام آب با دماي هیدرولیز توسط قرار دادن نمونه

 20دقیقه پایان یافت. سوسپانسیون به مدت  10سانتیگراد به مدت 
دور در دقیقه و در دماي محیط سانتریفوژ شد.  6000دقیقه با سرعت 

 گردیدآوري جمعنجام آزمایشات بعدي سوپرناتانت حاصل براي ا
)Meshginfar et al., 2014.(  

  

  )RSMسازي شرایط هیدرولیز به روش سطح پاسخ (بهینه
بینی سازي شرایط هیدرولیز و پیشبراي بهینه RSMاز روش 

 6) با CCDهاي مورد مطالعه استفاده شد. طرح مرکب مرکزي (پاسخ
تفاده قرار تیمار براي ساخت مدل مورد اس 20تکرار در نقطه مرکزي با 

درصد)، : A( به سوبسترا آنزیمنسبت گرفت. متغیرهاي مستقل شامل 
فاصله ساعت) در سه سطح هم: Cگراد) و زمان (درجه سانتی: Bدما (

 ) بود. 1) (جدول -1، صفر، +1(
 

  متغیرهاي مستقل و مقادیر کدگذاري شده و واقعی آنها - 1جدول 

  متغیرهاي مستقل
  متغیرها سطوح مورد استفاده براي

  -1  صفر  +1
A(%) 1  2  3  : نسبت آنزیم به سوبسترا  
B30  35  40  گراد): دماي هیدرولیز براي آنزیم پپسین (درجه سانتی  
C(ساعت) 2  5/3  5  : زمان هیدرولیز  

  
 1 فنیل دي 2و 2د متغیرهاي وابسته شامل مهار رادیکال آزا

ر رادیکال کنندگی، مها)، قدرت احیاءDPPH( هیدرازیل پیکیریل
  اکسیدانی کل بود.هیدروکسیل و ظرفیت آنتی

  
  آنالیز ترکیبات شیمیایی

(برمبناي وزن  درصدهاي رطوبت، پروتئین، چربی و خاکستر
  گیري شد.اندازه AOAC  (2005)به روش مرطوب)

  
  اکسیدانیبررسی فعالیت آنتی

  DPPHمهار رادیکال آزاد 
) با %95ر در اتانول مولامیلی DPPH )1/0محلول  لیترمیلی 1/0

 60لیتر از محلول پروتئین هیدرولیز شده مخلوط و به مدت میلی 1/0
 60قیقه در تاریکی و دماي اتاق نگهداري شد. پیش از پایان زمان د

دقیقه با سرعت  10ها براي حذف رسوبات به مدت دقیقه، نمونه
دقیقه  50( دور در دقیقه و دماي محیط سانتریفوژ شدند 5000

ها در . جذب نمونهدقیقه) 60دقیقه سانتریفوژ، مجموعاً  10گهداري و ن
نانومتر توسط اسپکتروفتومتر خوانده و درصد مهار رادیکال آزاد  517

DPPH ( محاسبه شد) 1معادله (صورت بهFarvin et al., 2014(:  
  

جذب  -جذب شاهد/ (جذب نمونه ×100                )       1(
 DPPHر رادیکال آزاد شاهد)= (%) مها

  

  قدرت احیاءکنندگی
 توسط) III( آهن اتم احیاء قدرت بررسی براي آزمون هدف از این

 هیدرولیز شده محلول از لیترمیلی 1. بود هاي هیدرولیز شدهپروتئین
 لیترمیلی 5/2 و) pH 6/6 مولار، 2/0( فسفات بافر لیترمیلی 5/2 با

 درجه 50 در دقیقه 30 مدت به و شد ترکیب سیانید فري پتاسیم
 به و اضافه اسید استیککلروتري لیترمیلی 5/2. دید حرارت سانتیگراد

 5/2 در نهایت. شد دور در دقیقه سانتریفوژ 6000در  دقیقه 10 مدت
 لیترمیلی 5/0 و مقطر آب لیترمیلی 5/2 با سطحی محلول از لیترمیلی
. شد گیرياندازه نومترنا 700 در هانمونه جذب و ترکیب آهن کلرید
 ,.Yildirim et al( بود بیشتر کنندگیاحیاء قدرت نشانگر بیشتر جذب

2001(.  
  

  مهار رادیکال آزاد هیدروکسیل
 2فنانترولین به  -10, 1مولار میلی 865/1لیتر از محلول میلی 1
 865/1لیتر از محلول میلی 1. گردیدلیتر نمونه اضافه و مخلوط میلی
) به این مخلوط اضافه شد. FeSO4.7H2Oسولفات آهن ( مولارمیلی

حجمی) آغاز  - حجمی 2O2H )03/0%لیتر میلی 1افزودن با واکنش 
درجه، جذب  37دقیقه اینکوباسیون در حمام آب  60. پس از گشت
محلول واکنش بدون حضور نمونه نانومتر خوانده شد.  536ها در نمونه

 2O2Hش بدون حضور نمونه و عنوان کنترل منفی و محلول واکنبه
درصد مهار رادیکال آزاد هیدروکسیل به  .عنوان شاهد انتخاب شدبه

  :)Chi et al., 2015( گردیدمحاسبه ) 2معادله (روش 
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جذب شاهد)/  -(جذب کنترل منفی ×100                )       2(
 جذب نمونه)= (%) مهار رادیکال هیدروکسیل -(جذب کنترل منفی

  
  اکسیدانی کلآنتیظرفیت 

 معرف محلول لیترمیلی 1 با نمونه محلول لیترمیلی 1/0
 آمونیوم و مولارمیلی 28 فسفات سدیم مولار، 6/0 اسید سولفوریک(

 95 دماي در دقیقه 90 مدت به و شد کیبتر )مولارمیلی 4 مولیبدات
 695 در شدنسرد از پس هانمونه جذب. گرفت قرار گرادسانتی درجه

 اکسیدانیآنتی ظرفیت دهندهنشان بیشتر جذب. شد گیرياندازه ومترنان
  .)Umayaparvathi et al., 2014( است بیشتر کل

  
  آنالیز آمینواسید

هاي ترکیب آمینواسیدي کنسانتره پروتئین و پروتئینبررسی 
سازي با استفاده از کیت هیدرولیز شده پس از هیدرولیز کامل و مشتق

EZ:faast Amino Acid Kit  (فنامکس، تورنس، آمریکا) توسط
HPLC-MS  .در سیستم تهیه نمونه اسیدها آمینوآزادسازي انجام شد

توسط هیدرولیز با ، آنتون پار، اتریش) 3000مایکروویو (مالتیویو 
درجه  110ساعت در  1مولار به مدت  6هیدروکلریک اسید 

سازي و  هاي هیدرولیز شده خنثی. نمونهصورت گرفتگراد سانتی
توسط جاذب استخراج فاز جامد خالص سازي و پیش از تزریق به 

HPLC-MS سازي شدند. براي این آزمون سیستم مشتقHPLC-M 
 Agilent Ion(سانتا کلارا، آمریکا) و Agilent HPLC 1100شامل 

Trap MS  35. جداسازي آمینواسیدها در قرار گرفتاستفاده مورد 
با ابعاد  Zebron ZB-AAAستون  گراد بر روي یکدرجه سانتی

 %68- 83متر (فنامکس، تورنس، آمریکا) با گرادیان میلی 250×0/3
 10مولار در متانول و فورات آمونیوم میلی 10فورات آمونیوم 

دقیقه استفاده شد. بر  لیترمیلی 5/0مولار در آب با شدت جریان میلی
ایجاد گراد) انتیدرجه س APCL )450یونیزاسیون مثبت با استفاده از 

. ترکیبات توسط مقایسه با زمان ماندگاري و طیف جرمی مخلوط شد
هاي سازي، منحنییمنظور کم. بهگشتنداستاندارد خارجی شناسایی 

در شرایط مشابه  HPLC-MSکالیبراسیون تهیه شده و توسط 
  .قرار گرفتندآنالیز  مورد هانمونه

  
  محاسبه امتیاز شیمیایی

 100راساس پروفایل آمینواسیدهاي ضروري (گرم/این امتیاز ب
ارائه شده،  FAO (2011)گرم) در یک پروتئین استاندارد که توسط 

 ,.Raftani-Amiri et al( شودمحاسبه می) 3معادله (به صورت 
2016(:  

آمینواسیدهاي ضروري در پروتئین استاندارد/ آمینواسیدهاي  )3(
  از شیمیاییضروري در پروتئین مورد آزمایش= امتی

  
  FPLCبررسی توزیع وزن مولکولی به روش 

 Size، از کروماتوگرافیتوزیع وزن مولکولیبراي بررسی 
exclusion )SEC با سیستم (FPLC ÄTA  ،آمستردام بیوساینس)

(جی اي هلثکیر،  Superdex Peptide 10/300GLسوئد) و ستون 
بافر استات و  گراد بوددرجه سانتی 25سوئد) استفاده شد. دماي ستون 

. براي هر کدام انتخاب گردیدرك به عنوان فاز متح =8pHآمونیوم با 
هاي کنسانتره پروتئین و پروتئین هیدرولیز شده با پپسین، از نمونه

 2/0لیتر، که از فیلتر میلیبر گرممیلی 5نمونه (میکرولیتر  100
ت و با سرع گشتمیکرومتري عبور داده شده بود) به سیستم تزریق 

ها توسط سیستم قیقه جریان یافت. جذب فرکشندبر  لیترمیلی 25/0
 c )3/12گیري شد. سیتوکروم نانومتر اندازه 280در طول موج

دالتون) و  189( 3کیلودالتون)، گلایسین  5/6کیلودالتون)، آپروتینین (
 مورد استفاده قرار گرفتندعنوان استاندارد دالتون) به 75گلایسین (

)Gringer et al., 2016.(  
  

  هاتجزیه و تحلیل آماري داده
 Designافزاربراي آنالیز آماري به روش سطح پاسخ از نرم

Expert  ها و آنالیز آنالیز آماري مدلواستفاده شد ) 6,0,2(نگارش
ها . سایر آزمونگرفتافزار انجام ) توسط این نرمANOVAواریانس (

معیار انحراف  ±رت میانگینها به صودر سه تکرار انجام شد و داده
  گزارش شد.

  
  نتایج و بحث

هاي pHهاي آرد نخود کاجان در بررسی حلالیت پروتئین
 مختلف

هایی که در pHبراي انجام فرآیند استخراج پروتئین لازم بود تا 
هاي نخود کاجان داراي بیشترین و کمترین میزان حلالیت آن پروتئین

هاي استخراج شده ار پروتئینهستند مشخص شود. به این منظور مقد
گیري شد. به روش برادفورد اندازه 12تا  1بین  pHدر دامنه 

شود، کمترین میزان حلالیت مشاهده می 1 گونه که در شکلهمان
 آنها یعنی در نقطه ایزوالکتریک =pH 3هاي نخود کاجان در پروتئین

رواستاتیک الکت و جاذبه است صفرها که در آن بار خالص پروتئینبود 
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اما  .شودمنجر به تجمع و رسوب پروتئین میاین امر  و غلبه دارد
که بار بود  =pH 11هاي نخود کاجان در بیشترین حلالیت پروتئین

 عهمنفی است و به علت دافدر این نقطه ها کلی پروتئین
 ,Adebowale & Lawal( یابد، حلالیت افزایش میالکترواستاتیک

ها منجر به افزایش راندمان استخراج pHین . استفاده از ا)2004
  پروتئین شد.

  
 آنالیز ترکیبات شیمیایی

مقدار پروتئین، چربی، رطوبت و خاکستر آرد نخود کاجان، 
  آمده است. 2کنسانتره و پروتئین هیدرولیز شده در جدول 

 %25آرد نخود کاجان داراي مقادیر قابل توجهی پروتئین (حدود 
را به یک منبع غذایی بسیار مناسب تبدیل وزن دانه) است که آن 

بود که در مقایسه با مقدار  85/73کند. درصد پروتئین در کنسانتره می

دهنده فرآیند استخراج پروتئین موجود در آرد نخود کاجان نشان
درصد  25مناسب است. راندمان استخراج پروتئین از آرد نخود کاجان 

. کم بودن مقدار چربی بود که درصد استخراج قابل توجهی است
عنوان یک نکته مثبت ) به%21/4±1/0موجود در آرد نخود کاجان (

زدایی حذف شده و علاوه بر کاهش شود، زیرا مرحله چربیتلقی می
هاي سمی مانند مراحل تولید پروتئین هیدرولیز شده، از کاربرد حلال

هگزان جلوگیري شده است. این مقدار چربی طی مراحل استخراج 
پروتئین و هیدرولیز کاهش یافت که به دلیل حذف ترکیبات چرب به 

هاي نامحلول طی سانتریفوژ یا به صورت یک لایه همراه پروتئین
تواند باعث افزایش پایداري چربی روي سوپرناتانت بود. این امر می

اکسیداتیو در کنسانتره پروتئین و پروتئین هیدرولیز شده شود 
)Ovissipour et al., 2010 .(  

  

  
  pHهاي نخود کاجان در برابر حلالیت پروتئین - 1 شکل

  
  خصوصیات شیمیایی آرد نخود کاجان، کنسانتره و پروتئین هیدرولیز شده - 2 جدول

 خاکستر (%) رطوبت (%) چربی (%) پروتئین (%) نام نمونه
 60/2±0/0 35/11±1/0 21/4±1/0 45/21±2/3 آرد نخود کاجان
 94/0±1/0 24/5±1/0 87/1±2/0 85/73±8/2 نکنسانتره پروتئی

  69/4±2/0  05/2±0/0  48/0±1/0  30/87±1/4  پروتئین هیدرولیز شده 
  .)p>05/0( دار بوداختلاف مشاهده شده مقادیر هر ستون معنی*    

  
 )%30/87±1/4( افزایش درصد پروتئین در پروتئین هیدرولیز شده

درولیز و حذف سایر ها طی هیبه دلیل افزایش حلالیت پروتئین
در درصد شده ترکیبات توسط سانتریفوژ است. افزایش مشاهده 

به دلیل افزودن اسید  )69/4±2/0پروتئین هیدرولیز شده ( خاکستر
طی فرآیند هیدرولیز است  pH(هیدروکلریک اسید) براي تنظیم 

)Halim and Sarbon, 2017پروتئین  ). کاهش میزان رطوبت
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به دلیل استفاده از فرآیند خشک کردن  )%05/2±0/0هیدرولیز شده (
 دست آمده مشابه نتایجنتایج به انجمادي براي حذف آب است.

Ovissipour ) و 2010و همکاران (Sarbon  وHalim )2017 (
  است.

  اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شدهبررسی فعالیت آنتی
یمار اکسیدانی براي بیست تهاي آنتیزمونآجام ننتایج حاصل از ا
   آمده است. 3 افزار، در جدولپیشنهادي توسط نرم

  

  اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شدههاي آنتیآزمون - 3 جدول
  متغیرهاي وابسته    متغیرهاي مستقل  تیمار

به  آنزیمنسبت 
  (%) سوبسترا

دما (درجه 
  گراد)سانتی

زمان 
  (ساعت)

مهار رادیکال 
  (%) DPPHآزاد 

کنندگی قدرت احیاء
  نانومتر) 700(

مهار رادیکال 
  (%) هیدروکسیل

اکسیدانی قدرت آنتی
  )نانومتر 695کل (

1  3  40  2    2857/51  3/0  0983/20  455/0  
2  2  35  5/3    894/4  451/0  9769/18  453/0  
3  3  40  5    4286/42  358/0  8959/35  632/0  
4  1  35  5/3    032/2  349/0  879/5  275/0  
5  2  35  5/3    521/4  534/0  4393/28  425/0  
6  1  40  2    1429/35  321/0  65/9  355/0  
7  2  30  5/3    8571/13  41/0  451/15  485/0  
8  1  40  5    024/40  316/0  325/10  419/0  
9  1  30  5    8571/15  33/0  751/9  415/0  

10  3  30  2    1429/35  295/0  256/10  367/0  
11  2  35  2    2857/9  319/0  7572/13  59/0  
12  2  35  5/3    573/1  351/0  1041/16  292/0  
13  2  35  5/3    207/1  492/0  2081/18  389/0  
14  2  35  5/3    047/1  442/0  4447/14  358/0  
15  3  35  5/3    8  351/0  1041/5  709/0  
16  2  35  5    17  286/0  948/35  574/0  
17  2  40  5/3    30  35/0  0867/25  577/0  
18  3  30  5    2857/28  346/0  5838/23  458/0  
19  1  30  2    4286/24  274/0  164/10  303/0  
20  2  35  5/3    9647/4  467/0  3263/20  373/0  

  
  اکسیدانیآنتی هايآزمون کدام ازافزار براي هرمعادلات مدل ارائه شده توسط نرم - 4جدول 

F  2R مدل 
0500/0  9763/0 BC06/2+AC13/2-AB051/0+C290/9+B269/18+A277/1+C67/1-B63/8+A27/4+12/3ل آزاد =% مهار رادیکاDPPH  
4350/0  6056/0  BC750/6-AC250/7+AB000/2-C2082/0-B2409/4-A2034/0 -C013/0+B000/1-A000/6+43/0کنندگی= قدرت احیاء  
3454/0  8056/0  BC44/0+AC61/3+AB76/2+C205/7+B247/2+A231/12-C16/5+B19/3+A92/4+77/18مهار رادیکال هیدروکسیل %=  
0648/0  4059/0  C043/0+B041/0+A085/0+45/0اکسیدانی کل= ظرفیت آنتی  
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نانومتر)، پ) مهار رادیکال  700کنندگی (جذب در (%)، ب) قدرت احیاء DPPHنمودارهاي سطح پاسخ الف) مهار رادیکال آزاد  - 2 شکل

(%)، دما (درجه  زیم به سوبسترانسبت آننانومتر). پارامترهاي مورد بررسی:  596اکسیدانی کل (جذب در هیدروکسیل (%) و ت) ظرفیت آنتی
  گراد) و زمان (ساعت)سانتی
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، 500/0ترتیب میزان عدم برازش براي این چهار آزمون به
دهنده تناسب مدل با بود که نشان 0648/0و  3454/0، 4350/0

و  Meshginfar هاي آزمایشی است. در تحقیقی که توسطداده
براي آزمون  2Rت، مقادیر به روش مشابه انجام گرف )2014همکاران (

دست آمده مدل به ).983/0بود ( 95/0بیش از  DPPHمهار رادیکال 
اکسیدانی کل از نوع درجه ها به غیر از ظرفیت آنتیبراي تمامی آزمون

هاي مهار رادیکال آزاد براي آزمون 2R). میزان 4دو بود (جدول 
DPPHظرفیت  کنندگی، مهار رادیکال هیدروکسیل و، قدرت احیاء

 4059/0و  8056/0، 6056/0، 9763/0ترتیب اکسیدانی کل بهآنتی
اکسیدانی کل، توانایی مناسب مدل را جز آزمون ظرفیت آنتیبود که به

اکسیدانی پروتئین بینی تأثیر شرایط هیدرولیز بر فعالیت آنتیبراي پیش
  هیدرولیز شده نشان داد.

نشان  2یدانی در شکل اکسهاي آنتینمودارهاي مربوط به آزمون
شود، در بخش الف، در داده شده است. همانگونه که مشاهده می

 DPPHدرجه سانتیگراد کمترین میزان مهار رادیکال  35دماي 
مشاهده شد و در دو سمت دامنه دمایی مورد استفاده، مهار رادیکال 

DPPH  درجه  40افزایش یافت. همچنین میزان این فعالیت در دماي
درجه بود. با افزایش نسبت آنزیم به سوبسترا ، مهار  30ز دماي بیشتر ا

 DPPHتأثیر زمان بر مهار رادیکال افزایش یافت.  DPPHرادیکال 
مشابه تأثیر دما بوده و با با نزدیک شدن به کمترین و بیشترین زمان 

افزایش یافت. نسبت آنزیم به  DPPHمورد استفاده، مهار رادیکال 
) بر میزان P>05/0ارامترهاي داراي اثر معنی دار (سوبسترا و دما، پ

بودند اما تغییر زمان تأثیر  DPPHتوانایی مهار رادیکال آزاد 
کنندگی ). گرچه در مورد قدرت احیاءP<05/0داري نداشت (معنی

(بخش ب)، بیشترین فعالیت پیرامون نقطه مرکزي دیده شد، اما 
داري بر قدرت عنیهیچکدام از پارامترهاي مورد بررسی اثر م

). نسبت آنزیم به سوبسترا و زمان اثر P<05/0کننگی نداشتند (احیاء
) بر مهار رادیکال هیدروکسیل داشته و در دو P>05/0داري (معنی

سمت دامنه زمانی، و در پیرامون نقطه مرکزي نسبت آنزیم به 
سوبسترا، بیشترین فعالیت مهارکنندگی مشاهده گردید (بخش پ). در 

اکسیدانی شود، مدل ظرفیت آنتیش ت، همانگونه که مشاهده میبخ
کل از نوع درجه یک بوده و تنها نسبت آنزیم به سوبسترا اثر 

طوري که با افزایش . به)P>05/0داري در این آزمون داشت (معنی
  اکسیدانی کل افزایش یافت.نسبت آنزیم به سوبسترا، ظرفیت آنتی

عنوان عوامل لیز، عوامل مختلفی بهسازي فرآیند هیدرودر بهینه
شوند. براساس نوع ماده اولیه و مؤثر برفرآنید در نظر گرفته می

و همچنین نوع آزمایش مورد بررسی، نتایج نهایی  پارامترهاي انتخابی،

 پروتئین تولید سازيگیرند. بهینهو مدل ارائه شده تحت تأثیر قرار می
 و سیلپرادیت توسط آلکالاز از ادهاستف با برنج سبوس از شده هیدرولیز
 به آنزیم نسبت و دما در مطالعه آنها. شد انجام) 2010( همکاران
 داشتند شده هیدرولیز پروتئین تولید میزان بر داريمعنی تأثیر سوبسترا

 تولید آنزیمی هیدرولیز) Tan )2017 و Yu. نبود دارمعنی زمان اثر اما
 روش به خوك کبد از کسیدانا آنتی شده هیدرولیز هايپروتئین

 پارامترهاي تمام مطالعه آنها، در. نمودند سازي بهینه را اولتراسوند
 شرایط. داشتند اکسیدانیآنتی فعالیت بر داريمعنی اثر بررسی مورد
 به آنزیم نسبت شامل اکسیدانیآنتی فعالیت بیشترین براي بهینه

. بود 15/10 اولیه pH و گرادسانتی درجه 5/55 دماي ،%4/1 سوبسترا
 تواناي ،DPPH رادیکال مهار هیدرولیز، درجه شرایط، این در

 ،%79 ،%12/24 ترتیببه کنندگیاحیاء قدرت و آهن یون گیرندگی
) 2018و همکاران ( Olagunju .بود جذب واحد 601/0 و 18/98%

و رادیکال هیدروکسیل را براي  DPPHمقادیر فعالیت مهار رادیکال 
گزارش نمودند که کمتر از  %68/8و  %42/34ترتیب به نخود کاجان

و  %49/58ترتیب دست آمده در مطالعه حاضر است (بهمقادیر به
اکسیدانی، . علت این تفاوت آشکار در میزان فعالیت آنتی)2/38%

سازي شرایط هیدرولیز براي رسیدن به بیشترین فعالیت بهینه
  اکسیدانی است.آنتی

  
  ید مدلسازي و تأیبهینه

هاي دست آمدن معادلات مدل براي هر کدام از آزمونپس از به
افزار براي انتخاب شرایط بهینه یابی توسط نرماکسیدانی، بهینهآنتی

 نقطهانجام شد. اکسیدانی هیدرولیز با بیشترین میزان فعالیت آنتی
براي آنزیم پپسین نسبت آنزیم به سوبسترا  افزارنرم توسطي شنهادیپ

ساعت بود. براي تأیید اعتبار مدل،  52/4و زمان  99/39، دماي 15/2
دست اکسیدانی بهاي انجام شد و مقادیر فعالیت آنتیآزمایشات جداگانه

دست آمده در مقادیر به 5آمده تأییدکننده مدل بودند. جدول 
همانگونه که مشاهده  دهد.سازي و تأیید مدل را نشان میبهینه

دست آمده کمتر از مقادیر لتی که مقادیر بهشود، حتی در حامی
دست آمده براي ت، این مقدار در دامنه مقادیر بهبینی شده اسپیش

 Sarbonو   Halimدر مطالعه  ها است.اکسیدانی نمونهفعالیت آنتی
بینی دست آمده در برخی موارد کمتر از نتایج پیشنیز نتایج به )2017(

مده در دامنه نتایج حاصل در طی دست آشده بود، اما نتیجه به
هاي هیدرولیز شده اکسیدانی پروتئینهاي آنتیسازي بود. ویژگیبهینه

وابسته به نوع آنزیم، شرایط هیدرولیز و منبع پروتئینی است. هیدرولیز 
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 ).Jeewanthi et al., 2015هیدرولیز شده را بهبود ببخشد (هاي اکسیدانی پروتینهاي آنتیتواند به مقدار زیادي ویژگیجزئی می
  

 اکسیدانی به دست آمده در بهینه سازي و تأیید مدلمقادیر فعالیت آنتی –5 جدول
  مقادیر به دست آمده  مقادیر پیش بینی شده  آزمون

  DPPH (%)  65/20  1/0±49/58زاد آمهار رادیکال 
  31/0±2/0  38/0  نانومتر) 700کنندگی (قدرت احیاء

  2/38±/01  56/26  دروکسیل (%)مهار رادیکال هی
  63/0±1/0  52/0  نانومتر) 695اکسیدانی کل (ظرفیت آنتی

  
ها شده استفاده از دماهاي بالا موجب دناتوره شدن جزئی پروتئین

تواند به تجزیه پیوندهاي تري میو درنتیجه آنزیم به شکل راحت
هترین پپتیدي بپردازد. در شرایط بهینه هیدرولیز، پپتیدهایی با ب

شوند، اما در سایر شرایط اکسیدانی تولید میهاي آنتیویژگی
شوند یا اینکه پپتیدهاي تر ساخته میهاي ضعیفپپتیدهایی با ویژگی

اکسیدانی شوند و درنتیجه فعالیت آنتیاکسیدان مجدداً تجزیه میآنتی
اکسیدانی وابسته به ترکیب طور کلی، فعالیت آنتیبه.  یابدکاهش می

اندازه مولکولی آمینواسیدهاي و همچنین  هامینواسیدي و اندازه پپتیدآ
. بنابراین، )Castro and Sato, 2015( موجود در ساختار آنها است

اکسیدان تحت تأثیر براي یک آنزیم خاص، آزاد شدن پپتیدهاي آنتی
 Garcia Moreno etدرولیز شده و شرایط هیدرولیز است (ماتریس هی
al., 2016(اکسیدانی در شرایط دمایی بهینه اهش فعالیت آنتی. ک

تواند به دلیل فعالیت بیشتر آنزیم پپسین در این دما و در آنزیم می
اکسیدان و یا تولید آمینواسیدهاي آزاد نتیجه تجزیه پپتیدهاي آنتی

است که در محل فنیل آلانین و یا  زیم پپسین یک اندوپپتیدازباشد. آن
. تولید پپتیدهایی با انتهاي فنیل شکندیدي را میپیوندهاي پپت ،سینلو

توانند در ایجاد فعالیت آلانین به دلیل خاصیت آبگریزي می
، آنزیم کوتاههاي اکسیدانی نقش داشته باشند. همچنین در زمانآنتی

 .ها را نداردرولیز کافی پروتئینفرصت لازم براي هید
Nourmohammadi ) عالیت در بررسی ف )2017و همکاران

اکسیدانی کنجاله تخم کدو، بیشترین فعالیت آنتی اکسیدانیآنتی
 2پروتئین هیدرولیز شده با پپسین را در بیشترین زمان مورد استفاده (

 ساعت) مشاهده نمودند.
 

  آنالیز آمینواسید
ترکیب آمینواسیدي کنسانتره پروتئین و پروتئین هیدرولیز شده در 

هاي واسیدي نقش مهمی در ویژگیآمده است. ترکیب آمین 6 جدول
مقدار آمینواسیدهاي هاي هیدرولیز شده دارد. اکسیدانی پروتئینآنتی

وجود بود. گرم بر گرممیلی 84/215آبگریز در پروتئین هیدرولیز شده 

تر پپتیدها موجب انحلال راحتمقادیر مناسبی از آمینواسیدهاي آبگریز 
یز و اسیدهاي چرب چند هاي آبگردر روغن و واکنش با رادیکال

این ویژگی درصورت  ).Yu and Tan, 2017شود (غیراشباع می
هاي روغن در آب اکسیدان در امولسیوناستفاده از پپتیدهاي آنتی
مقدار آمینواسیدهاي آروماتیک در  کند.اهمیت بیشتري پیدا می

ي آمینواسیدها بود.گرم بر  گرممیلی 04/57پروتئین هیدرولیز شده 
آنها را پایدار ساخته  ،هاپروتون به رادیکالبا انتقال توانند میاتیک آروم

و همچنین از طریق رزونانس، به پایداري خود پپتید نیز کمک کنند. 
عنوان آمینواسیدهاي هیستیدین، تیروزین، متیونین و لیزین به

پس از هیدرولیز،  )Ng et al., 2013اند (اکسیدان گزارش شدهآنتی
، اما میزان افزایش )p>05/0داري (به شکل معنی تیدینمیزان هیس

آمینواسیدهاي به علاوه  .تیروزین، متیونین و لیزین کاهش یافت
پروتئین  نیاکسیداتوانند موجب افزایش توانایی آنتیمینیز آبگریز 

 Queiroze et؛Halim and Sarbon, 2017هیدرولیز شده بشوند (
al., 2017 .( مهارکننده که آلانین فنیلمقدار از طرف دیگر

داري به شکل معنی )Kumar et al., 2011هاي آزاد است (رادیکال
)05/0<p.گلوتامیک اسید، آسپارتیک اسید و آرژنین به  ) افزایش یافت

ترتیب بیشترین مقدار را در ساختار آمینواسیدي پروتئین هیدرولیز شده 
همچنین دهنده  دادند. گلوتامیک اسید یک گیرنده فلز وتشکیل 

اکسیدانی در فعالیت آنتیمؤثري تواند نقش میاست که هیدروژن 
) مقدار این p>05/0داري (هیدرولیز به شکل معنی داشته باشد.

به طور کلی هیدرولیز پروتئین به شکل قابل  آمینواسید را افزایش داد.
توجهی نسبت آمینواسیدها را تغییر داد. حاصل این تغییر ساختار 

اکسیدانی مطلوبی فعالیت آنتیواسیدي در نهایت به نحوي بود که آمین
بخشی از کاهش میزان آمینواسیدهاي اندازه گیري شده را تولید نمود. 

گیري آمینواسیدها نسبت سازي پیش از اندازهتوان به فرآیند آمادهمی
 همچنین تغییر در مقدار آمینواسیدها و ناپذیر است.داد که اجتناب

زي یحضور پپتیدهایی با بار سطحی، نسبت آبدوستی به آبگر درنتیجه
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  ). Sarmadi and Ismail, 2010(اکسیدانی نقش دارد و ساختار فضایی جدید در بروز فعالیت آنتی
  

 گرم/ گرم)هاي هیدرولیز شده توسط پپسین (مقادیر بر حسب میلیپروفایل آمینواسیدي کنسانتره پروتئین و پروتئین - 6 جدول

 کنسانتره پروتئین ینواسیدآم
پروتئین هیدرولیز 

 شده
مقدار پیشنهادي   داريمعنی

FAO† 
امتیاز شیمیایی 

  کنسانتره پروتئین
امتیاز شیمیایی پروتئین 

  لیز شدهوهیدر
 - - - * 80/58±68/0 94/73±85/13 آرژنین
 - - -  ns 67/29±75/1 59/25±85/4 سرین

 - - -  ns 37/20±20/2 21/20±70/4 گلایسین
  ns  25 634/0  492/0 31/12±20/1 87/15±59/3 ترئونین

 - - -  ns 69/21±65/0 41/21±77/2 آلانین
 - - -  ns 56/25±70/0 41/24±86/2 پرولین

  202/0  431/0 23  * 65/4±42/0 93/9±45/0 متیونین
 - - -  ns 73/57±/40 86/52±68/11 آسپارتیک اسید

  ns  40 973/0  988/0 55/39±75/1 92/38±23/5 والین
  139/1  001/1 16 * 23/18±38/0 02/16±87/0 هیستیدین

  457/0  801/0 48  * 26/26±10/0 48/38±83/4 لیزین
 - - -  * 07/88±66/1 18/73±32/14 گلوتامیک اسید

  ns  61 718/0  745/0 45/45±76/1 81/43±51/4 لوسین
 011/1 851/0 41  * 49/41±65/0 91/34±64/2 فنیل آلانین

  730/0  827/0 30  * 90/21±14/1 82/24±63/0 یزولوسینا
  -  - -  * 55/15±44/0 12/17±22/1 تیروزین

  )2011( فائومقادیر پیشنهادي براي بزرگسالان، †
  )p>05/0داراي اختلاف معنی دار ( *

ns 05/0( داربدون اختلاف معنی>p(  
  

تفاده اي پروتئین مورد اسامتیاز شیمیایی براي تخمین ارزش تغذیه
گیرد. نتایج این بررسی نشان داد که متیونین آمینواسید محدود قرار می

، )6 کننده در کنسانتره پروتئین و پروتئین هیدرولیز شده است (جدول
هیدرولیز پروتئین . زیرا در هر دو نمونه، متیونین کمترین مقدار را دارد

سبت متیونین در نافزایشی با وجود ایجاد تغییر در نسبت آمینواسیدها، 
به مجموع آمینواسیدها ایجاد ننمود. درنتیجه پروتئین هیدرولیز شده 

سایر است.  نیز همانند کنسانتره پروتئین دچار کمبود متیونین
باعث هیدرولیز توسط پپسین آمینواسیدها در مقادیر مناسبی قرار دارند. 

فنیل آلانین  ،میزان هیستیدین )p>05/0دار (معنی افزایش
گلوتامیک اسید (آمینواسیدهاي و واسیدهاي ضروري) (آمین

و همکاران  Raftani-Amiri اي کهدر مطالعه غیرضروري) شد.
انجام  Sepia pharaonisبر روي پروتئین هیدرولیزشده ) 2016(

دادند، امتیاز شیمیایی آمینواسیدهاي ضروري نسبت به پروتئین مرجع 
  ی ارزیابی نمودند.کاهش یافت، اما مقدار مشاهده شده را کاف

  
  FPLCبررسی توزیع وزن مولکولی به روش 

هاي توزیع وزن مولکولی کنسانتره پروتئین و پروتئین 3شکل 
دهد. همانگونه که مشاهده نانومتر نشان می 280هیدرولیز شده را در 

شود، مقدار پپتیدهاي بزرگ و کوچک در کنسانتره پروتئین تقریباً می
از کم است، زیرا در فرآیند استخراج پروتئین نزدیک به هم و بسیار 

اي استفاده نشده و مقادیر کم پپتیدهاي هیچگونه آنزیم هیدرولیزکننده
 گیري شده به دلیل استفاده از اسید و قلیا طی استخراج است. اندازه

آمده  7استانداردهاي مورد استفاده و وزن مولکولی آنها در جدول 
هاي تولید شده در اثر استفاده از آنزیم اي از پپتیدبخش عمده است.
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 75) تا cکیلودالتون (سیتوکروم  3/12پپسین داراي وزن مولکولی 
؛ به این معنی که بیشتر پپتیدها نسبت به بودنددالتون (گلایسین) 

همچنین  .بودندداراي اندازه بزرگتري  پپسینپروتئین هیدرولیز شده با 
لیتر میلی 11جم شستشوي بزگترین پیک در نمودار پپسین، در ح

 5/6مشاهده شده که معادل با پپتیدهاي داراي وزن مولکولی 
گسترده بودن تعداد جایگاههایی که آنزیم  کیلودالتون (آپروتنین) است.

تواند بر آنها اثر داشته باشد موجب تولید پپتیدهاي متنوع از نظر می
 ).Garcia-Moreno et al., 2016(شود اندازه می

  
  نانومتر 280کروماتوگرام کنسانتره پروتئین و پروتئین هیدرولیز شده (توسط پپسین) در  - 3 لشک

  
شوند، مربوط به لیتر مشاهده میمیلی 20هایی که پس از پیک

کنش آبگریزي و تمایل بیشتر به فاز ترکیباتی هستند که به دلیل برهم
یري وزن گشوند و امکان اندازهساکن، دیرتر از ستون خارج می

 ).Gringer et al., 2016مولکولی آنها وجود ندارد (

اکسیدانی بهتري پپتیدهایی با وزن مولکولی کمتر فعالیت آنتی
 10) و پپتیدهایی با وزن مولکولی کمتر از Zou et al., 2016دارند (

 Gringer etاکسیدانی هستند (کیلودالتون داراي بیشترین فعالیت آنتی
al., 2016.(  

  
  FPLC ياستانداردها -7ولجد

  لیتر)حجم شستشو (میلی  وزن مولکولی (گرم/ مول)  استاندارد
c 9/9 12384  سیتوکروم  

44/6511  آپروتینین  8/11  
17/189  3گلایسین   4/18  
07/75  گلایسین  6/19  

  
  يگیرنتیجه

) Cajanus cajan(نخود کاجان هاي در پژوهش حاضر، پروتئین
 نسبت آنزیم به سوبستراشرایط بهینه  به خوبی توسط پپسین در

ساعت)  52/4گراد) و زمان (درجه سانتی 9/39، دماي ()15/2%(
، DPPHهاي مهار رادیکال آزاد بر اساس آزمونهیدرولیز شدند. 

کنندگی، مهار رادیکال هیدروکسیل و ظرفیت قدرت احیاء
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داراي هاي هیدرولیز شده در شرایط بهینه اکسیدانی کل، پروتئینآنتی
هاي اکسیدانی قابل توجهی بودند و وزن مولکولی پروتئینفعالیت آنتی

کننده رابطه بین بیانکه کیلودالتون بود  10هیدرولیز شده کمتر از 
اکسیدانی است. پروتئین هیدرولیز شده از دیدگاه ساختار و فعالیت آنتی

میزان آمینواسیدهاي  .آمینواسیدي داراي کیفیت مناسبی بود

اکسیدان مشاهده شده نیز مؤید رابطه بین آمینواسیدهاي یآنت
 این پژوهش. نتایج بوداکسیدانی اکسیدان و میزان فعالیت آنتیآنتی

منبع  Cajanus cajanدهد که پروتئین هیدرولیز شده نشان می
  اي است.اکسیدان و تغذیهترکیبات آنتیاز مناسبی 
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3Introduction: Proteins are being hydrolyzed to generate various properties such as antioxidant activity and 

nutritional values. Enzymatic hydrolysis is carried out in milder condition and is more controllable. The produced 
protein hydrolysates’ properties are dependent to the hydrolysis condition. So by optimizing the hydrolysis conditions, 
proteins with higher antioxidant abilities are achieved. Response surface method is a statistical way to optimize and 
model the process more efficiently. The aim of present study was to optimize and model the hydrolysis condition to 
produce and antioxidant protein hydrolysate with high nutritional value   from Cajanus cajan by pepsin. 

 
Materials and methods: First, Cajanus cajan’s proteins solubility was measured. After reaching the pHs with the 

most and least solubility, protein extraction was carries out by using NaOH and HCl. Enzyme concentration (1, 2, 3%), 
temperature (30, 35, 40 °C) and time (2, 3.5, 5 h) as independent variables were given to the Design Expert software 
and protein hydrolysis was done in a shaker incubator according to the 20 treatments suggested by the software. 1, 1- 
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity, hydroxyl radical scavenging activity, Reducing power 
and total antioxidant activity were measured as dependent variables. Antioxidant assays were modeled by the software 
and the optimum condition was evaluated. The obtained optimum condition was validated by repeating the antioxidant 
assays for the protein hydrolysate produced in the optimum condition. The amino acid profile of the protein hydrolysate 
was measured using HPLC-MS and chemical score was measures. Then, the molecular weight distribution of the 
protein concentrate and protein hydrolysate was evaluated by FPLC. Chemical composition of the samples was also 
measured. 

 
Results & discussion: The optimum condition for achieving antioxidant protein hydrolysate was enzyme 

concentration 2.15%, temperature 39.99 °C and time 4.52 h. Model validation results for this point were including 
DPPH scavenging activity 58.49%, reducing power 0.31 nm, hydroxyl radical scavenging activity 38.2% and total 
antioxidant capacity 0.63 nm. The protein concentrate consisted of 215.84 mg/g hydrophobic and 57.04 mg/g of them 
were aromatic amino acids. These amino acids are responsible for antioxidant activity of the protein hydrolysates. 
Chemical scores for essential amino acids were good. Most of the peptides in the protein hydrolysate had molecular 
weights below 10 kD that is considered to have antioxidant activities. Hydrolysis also increased the protein and ash 
content while fat and water content decreased compared to the Cajanus cajan’s flour and protein concentrate. Results 
showed that Cajanus cajan’s protein hydrolysate can be a good source of antioxidants and play a positive role in human 
nutrition. 
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