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 1/8/97تاریخ پذیرش:                                                                                                     12/3/97تاریخ دریافت: 

 چکیده

های هیدرولیز آنزیمی، تخمیر باشند و به روشبخشی و عملکردی متفاوتی میهای سلامتیهای زیست فعال دارای ویژگیپپتید سابقه و هدف:

ی شنبلیله با آلکالاز و ارزیابی سازی شرایط هیدرولیز آنزیمی پروتئین دانهشوند. هدف از این پژوهش بهینهمیکروبی و سنتز شیمیایی تولید می

 های حاصل بود.دانی پپتیداکسیهای آنتیویژگی

%( جهت 22/6–22/3دقیقه و نسبت آنزیم به سوبسترا  36–276، زمان ºC 06-26شرایط هیدرولیز پروتئین دانه شنبلیله )دما  ها:مواد و روش

-های آنتیویژگیسازی شد. ( بهینهRSMکنندگی یون آهن با روش سطح پاسخ )کنندگی و شلاتهدستیابی به بیشترین میزان قدرت احیاء

اکسیدانی کل( در کنندگی یون آهن و آنتیکنندگی، مهار رادیکال هیدروکسیل، شلاته، احیاءDPPHاکسیدانی تیمار بهینه )قدرت مهار رادیکال 

 اکسیدانی پروتئین هیدرولیز نشده و ویتامین ث مقایسه شد.، با قدرت آنتی26-16  (mg/mlهای )غلظت

افزار تعیین شد. تحت این عنوان شرایط بهینه توسط نرمدقیقه به 21/198و زمان  C 64/47°%، دمای  32/2به سوبسترا  نسبت آنزیم :هايافته

دست آمد. نتایج نشان داد که، % به 12/79نانومتر( و  766)جذب در  29/1کنندگی یون آهن به ترتیب شرایط قدرت احیاء کنندگی و شلاته

و  46 (mg/ml)( در غلظت 12/1کنندگی )%( و قدرت احیاء 49/09(، مهار رادیکال هیدروکسیل )26/1دانی کل )اکسیبیشترین فعالیت آنتی

%(  92/71کنندگی یون آهن )حاصل شد. بیشترین فعالیت شلاته 26( mg/ml%(، در غلظت ) 99/26) DPPHبیشترین فعالیت مهار رادیکال 

 ولیه بود.برابر پروتئین ا 2/2پروتئین هیدرولیز شده، 

اکسیدانی پروتئین شنبلیله شد. پروتئین داری منجر به افزایش فعالیت آنتیطور معنینتایج نشان داد که هیدرولیز آنزیمی به گیري: نتیجه

غذایی و اهداف تواند در فرمولاسیون مواد عنوان یک جزء بالقوه میاکسیدانی قابل توجه بههیدرولیز شده دانه شنبلیله با دارا بودن خواص آنتی

 دارویی مورد استفاده قرار گیرد.

  اکسیدان، سطح پاسخ، شنبلیله، هیدرولیز آنزیمیآلکالاز، آنتی واژگان كلیدي:

  مقدمه 

های آزاد در بسیاری از های فعال اکسیژن و رادیکالگونه

ها مانند سرطان، زخم معده و آلزایمر نقش اساسی بیماری

های آزاد مانند رادیکال سوپراکسید و  دارند. تشکیل رادیکال

باشد. این اجتناب ناپذیر میهای هوازی هیدروکسیل در اندام

سرعت با سایر ترکیبات ها بسیار ناپایدار هستند و بهرادیکال

ها و موجود در بدن واکنش داده و منجر به آسیب سلول

 شوند.ها میبافت

ها با تولید ترکیبات مضر و هم پراکسیداسیون لیپید 

صنعت  ترین نگرانیچنین مواد بد بو و بد طعم، از مهم

توانند در سطوح مختلف ها میاکسیدانذایی است. آنتیموادغ

-(. استفاده از آنتی1های اکسیداتیو تأثیرگذار باشند )واکنش

دلیل ، بهPGو  BHT ،TBHQهای سنتزی مانند اکسیدان

شدت تحت کنترل و تأثیرات مضر آنها بر سلامتی انسان، به
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-دان بهبنابراین تحقیقات دانشمن .(2باشد )نظارت شدید می

 های طبیعی سوق پیدا کرده است.اکسیدانسمت آنتی

های زیست فعال اجزای پروتئینی خاصی هستند پپتید 

های که در ساختار پروتئین اصلی غیرفعال هستند و به روش

هیدرولیز آنزیمی، تخمیر میکروبی و سنتز شیمیایی تولید 

لی اسیدآمینه هستند و وزن مولکو 2-26(، دارای 3شوند )می

-ها ویژگی(. این پپتید2باشد )دالتون می 0666آنها کمتر از 

بخشی متفاوتی )تقویت کنندگی سیستم ایمنی های سلامتی

اکسیدانی، کاهندگی کلسترول و  بدن، ضدمیکروبی، آنتی

فعالیت ضد فشار خون( دارند که تحت تأثیر ترکیب و توالی 

 (.4، 2آمینواسیدی آنهاست )

اکسیدانی رابطه با خاصیت آنتیتحقیقات زیادی در  

(، 0های زیست فعال صورت گرفته است از جمله: شیر )پپتید

(. در بین منابع 9( و کانولا )8(، سویا )7ی تخم مرغ )زرده

گیاهی و حیوانی مناسب برای تولید پروتئین هیدرولیز شده، 

منابع گیاهی به دلیل قیمت مناسب تر و آلرژی زایی کمتر 

 اند.مورد توجه قرار گرفته (،  بیشتر16)

 Fenugreekدر این میان دانه شنبلیله با نام علمی  

(Trigonella foenum Graceum)داران و از  ، از تیره پروانه

تریپتوفان و -Lخانواده حبوبات است. شنبلیله غنی از لیزین، 

های اسیدی گلوتامین و آسپارژین است اما دارای آمینواسید

ه ل(. شنبلی11های گوگردی است )نواسیدمقدار کمی از آمی

اثرات مفید زیادی از جمله: کاهش قند و چربی خون، درمان 

ی میل جنسی  دیابت، ضد نفخ و درد، ضد سرطان، افزاینده

 (. 12در مردان، شیر افزا، مقوی رحم و تسهیل زایمان دارد )

های سازی فرآیندروش سطح پاسخ، برای بررسی و بهینه

باشد. این روش اثر ایع غذایی مناسب میی صنپیچیده

صورت ترکیبی در های مستقل را به تنهایی و یا بهمتغیر

صورت دهد و با ایجاد یک مدل ریاضی بهفرآیند نشان می

 کند. دقیق فرآیند را تفسیر می

سازی شرایط هیدرولیز هدف از این پژوهش بهینه

دقیقه  36–276، زمان ºC 06-26پروتئین دانه شنبلیله )دما 

%( جهت دستیابی به  22/6–22/3و نسبت آنزیم به سوبسترا 

کنندگی یون کنندگی و شلاتهبیشترین میزان قدرت احیاء

-آهن با روش سطح پاسخ  و سپس بررسی و مقایسه ویژگی

، DPPHاکسیدانی تیمار بهینه )قدرت مهار رادیکال های آنتی

کنندگی یون شلاتهکنندگی، مهار رادیکال هیدروکسیل، احیاء

، 26-16  (mg/mlهای )اکسیدانی کل( در غلظتآهن و آنتی

اکسیدانی پروتئین هیدرولیز نشده و ویتامین ث با قدرت آنتی

 بود. 

  هامواد و روش 

آلکالاز، تری کلرواستیک اسید، کوماسیی بریلیانیت بلیو    : مواد 

(G250 ،)DPPH پتاسیم فری سیانید، فریک کلراید، سیولفات ، 

آهن، پراکسید هیدروژن، دی کلرید آهن، فروزین، آسیکوربیک  

اسید از شرکت سیگما و اتانول، سود، اسیدکلریدریک، پتاسییم  

هیدروژن فسفات، اسید فسیفریک از شیرکت میر  و دانیه     دی

شنبلیله از مرکز تحقیقات علیوم کشیاورزی گرگیان خرییداری     

 شدند.

شنبلیله شسته و  های دانهابتدا : گیری از دانه شنبلیلهچربی

در دمای اتاق خشک و با آسیاب الکتریکی پودر شیدند. سیپس   

 3)وزنی/حجمی( با هگزان مخلیو  و   1:4آرد حاصل به نسبت 

  سیییاعت در دمیییای اتیییاق بیییا اسیییتفاده از شییییکر بیییا دور  

rpm126    همزده شد. سپس با استفاده از قییف بیوخنر هگیزان

آون بیا دمیای   ساعت در 1مدت گیری شده بهجدا و پودر چربی

ºC 36  (.13عبور داده شد ) 46قرار گرفت و از الک با مش 

 1:16شنبلیله به نسبت  : هلتهیه کنسانتره پروتئین شنبلی

آن توسط سود  pHمولار، مخلو  و 3/6با محلول کلرید سدیم 

ساعت همزده شد. محلول  1مدت تنظیم و به 2/9نرمال روی 1

دقیقه سانتریفوژ گردید. سپس  36مدت به g4266×حاصل در 

pH  2/4سوپرناتانت روی (pH  تنظیم )ایزوالکتریک شنبلیله

دقیقه سانتریفوژ گردید. رسوب  26مدت به g×4266شد و در 

حاصل )کنسانتره پروتئین( با آب مقطر دو بار شسته شده و در 

g×4266 دقیقه سانتریفوژ شد. کنسانتره پروتئینی  2مدت به

ها در دمای ا فریز درایر خشک و تا زمان انجام آزمونحاصل ب

ºC 26- ( 13نگهداری شد.) 

 گیری میزاناندازه: اندازه گیری ترکیبات شیمیایی

انجام  AOACپروتئین، خاکستر و رطوبت با استفاده از روش 

 (.14گرفت )

ی پروتئین شنبلیله کنسانتره: تهیه پروتئین هیدرولیز شده

 =4/7میولار )  M2/6درصد در بافر فسفات  2 (w/v)در غلظت 

pH حل شد و امکان هیدراته شدن کامل آن با همزدن مداوم )

دقیقه در دمای محیط فراهم شد. سپس آنزیم بیه   36به مدت 

( به محلول اضافه شید. تمیامی   4های مورد نظر )جدول نسبت

در دمیا و   rpm 266هیا در انکوبیاتور شییکر دار بیا دور     واکنش

-( انجام شد. سپس بیه 4مورد نظر برای هر تیمار )جدولزمان 

درجیه   96ها درون حمام آب سازی آنزیم، ارلنمنظور غیرفعال

دقیقیه قیرار گرفیت. محلیول تیا دمیای        16مدت گراد به سانتی

 26بیه میدت    g 8666×هیا بیا دور   محیط خنک گردید. نمونه
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ا زمیان  دقیقه سانتریفوژ شدند. سوپرناتانت جدا، لییوفیلیزه و تی  

 (.12نگهداری شد ) -ºC 26استفاده در دمای 

نمونه حل شده  ml1ابتدا، : کنندگی یون آهنفعالیت شلاته

محلیول دی   ml 62/6بیا   46 (mg/mlدر آب مقطر در غلظت )

شید.  آب دوبار تقطیر مخلیو    ml 82/1( و mM2کلرید آهن )

-( افزوده و مخلو  بیه mM 2محلول فروزین ) ml 1/6سپس، 

دقیقه نگهداری مخلو  در  16شد. جذب پس از زده همشدت 

شد. از آب دوبیار تقطییر بیه    خوانده  nm202 دمای محیط در 

کننیدگی  (. فعالییت شیلاته  10عنوان نمونه شاهد استفاده شد )

 :محاسبه شد 1ها با استفاده از معادله نمونه

(1) 
 Chelating effect 

(%) = [(A control – A sample/A control)] × 100                         

  

نمونیه حیل شیده در آب     ml 2/6ابتدا : قدرت احیاءکنندگی

 M 2/6بافرفسیفات   ml 2/6( بیا  mg/ml 46مقطر )در غلظیت  

(0/0= pH و )ml 2/6   سییانید  پتاسییم فیری (W/V)1   درصید

شید. سیپس،   دقیقه انکوبه  26برای  Cº 26مخلو  و در دمای 

ml 2/6 درصید بیه مخلیو      16کلرو استیک اسید محلول تری

سیانتریفوژ شید. در    rpm 2266دقیقیه در   16مدت اضافه و به

فرییک   ml 2/6آب مقطیر و   ml 1سوپرناتانت بیا   ml 1نهایت، 

 درصد مخلیو  گردیید. جیذب نمونیه در      1/6(W/V) کلراید 

nm766  دقیقه نگهداری در دمای محیط، خوانده  16پس از-

ب مقطر به جای نمونه بیرای تهییه نمونیه    شد. حجم یکسانی آ

شد. افزایش جذب مخلو  واکنش نشان دهنده کنترل استفاده 

 (.17افزایش قدرت احیاءکنندگی است )

سوسپانسیون پروتئین هیدرولیز شده و تری : درجه هیدرولیز

مخلیو  و   1:1( در نسبت حجمی M44/6 کلرواستیک اسید )

شد. سپس، مخلو  در کوبه ان Cº 4دقیقه در دمای  12مدت به

 rpm16666 شیید. مقییدار دقیقییه سییانتریفوژ  16مییدت و بییه

پروتئین موجود در سوپرناتانت حاوی تری کلرواسیتیک اسیید   

M 22/6 ( تعیین 18با روش بردفورد ) گردید. در نهایت، درجه

 تعیین شد: 2هیدرولیز با استفاده از فرمول 

(2) 
DH (%) = Protein (TCA+Supernatant)/ Protein 

(fenugreek hydrolysate suspension) × 100      

  

بررسی تأثیر غلظت بر خصوصیات آنتی اکسیدانی تیمار 

 بهینه هیدرولیز شده

بیرای  : کنندگی آهن و قدرت احیاءکننددگی قدرت شلاته

-(  بر قدرت شیلاته mg/ml 26-16تعیین تأثیر غلظت )غلظت 

-کننیدگی تیمیار بهینیه بیه    کنندگی آهن و میزان قدرت احیاء

( و احمدی و همکاران 10و همکاران ) Jamdarترتیب از روش 

 ( استفاده شد.  17)

از نمونیه حیل    DPPH :ml 2/1فعالیت مهار رادیکدال آزاد  

از  ml 2/1( بییا mg/ml 26-16شییده در آب مقطییر )غلظییت   

ثانیه  26مدت ( مخلو  و بهmM 12/6) DPPHمحلول اتانولی 

 16مدت به rpm 2266شد. سپس، مخلو  حاصل در ورتکس 

دقیقه در تاریکی نگهداری شید.   36مدت دقیقه سانتریفوژ و به

خوانیده شید    nm 217جذب محلول سوپرناتانت در طول موج 

 3بییا اسییتفاده از فرمییول  DPPH(. درصیید مهییار رادیکییال 19)

 :محاسبه گردید

(3) 

I (%) = [ 
              

      
] × 100 

 

 16و  1از  ml 1ابتدا : فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل

از نمونه حل شده در آب  ml 2( و mM 802/1فنانترولین )

 H2O.FeSo4از محلول  ml1( با mg/ml26-16 مقطر )غلظت 

(mM 802/1 مخلو  شدند. سپس )ml 1 H2O2 (w/v 

 06مدت %( به مخلو  اضافه شد. بعد از انکوباسیون به63/6،

 230گراد، جذب مخلو  در درجه سانتی 37دقیقه در دمای 

عنوان اکسیدان بهنانومتر خوانده شد. مخلو  بدون هیچ آنتی

عنوان بلانک استفاده به H2O2کنترل منفی و مخلو  بدون 

 4شد. قدرت مهار رادیکال هیدروکسیل با استفاده از فرمول 

 (: 26محاسبه شد )

(4) 
HRSA (%) = [(As-An) / (Ab-An)] ×100                          

 As ،جذب نمونهAb  ،جذب بلانکAn  جذب کنترل منفی

 باشد.می

از نمونه حل شده  ml 1/6ابتدا : آنتی اکسیدانی کلظرفیت 

از معیییرف  ml1( بیییا mg/ml 26-16در آب مقطیییر )غلظیییت 

میلیی میولار و    28مولار، فسفات سیدیم   0/6)اسیدسولفوریک 

-مولار( در لوله اپندورف ریخته و بیه  میلی 4آمونیوم مولیبدات 

قیرار گرفیت. پیس از سیرد      ºC96دقیقه در حمام آب 96مدت 

نانومتر خوانده شد. از آب مقطیر   092ها در جذب نمونهشدن، 

عنوان نمونه شاهد اسیتفاده شید. جیذب بیشیتر     دوبار تقطیر به

 (.26ی ظرفیت آنتی اکسیدانی کل بیشتر است )نشان دهنده

بهینه سازی شرایط هیدرولیز با نرم : تجزیه و تحلیل آماری

الب و روش سطح پاسخ در ق 7نسخه  Design expertافزار 

های مستقل دما، زمان و طرح مرکب مرکزی انجام شد. متغیر

نسبت آنزیم به سوبسترا و پاسخ مورد بررسی قدرت 
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کنندگی یون آهن در نظر گرفته شدند. احیاکنندگی و شلاته

های های مختلف تیمار بهینه بر ویژگیاثر غلظت

ی ارزیاب 10نسخه  SPSSاکسیدانی با استفاده از نرم افزار  آنتی

ها با استفاده از آزمون دانکن در سطح گردید. مقایسه میانگین

رسم  Excel 2013ها با نرم افزار % صورت گرفت. نمودار92

 ها در سه تکرار انجام شد.آزمون شد. کلیه

 هايافته 
میزان رطوبت، خاکستر و پروتئین : ترکیبات شیمیایی

کنسانتره پروتئین گیری نشده و گیری شده و چربیپودر چربی

 ذکر شده است. 1حاصل در جدول 

تأثیر زمان، دما و نسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت 

ی واریانس ذکر با توجه به تجزیه :کنندگی یون آهنشلاته

Bهای ، اثر نسبت آنزیم به سوبسترا و متغیر2شده در جدول 
2 

Cو 
(، در p<62/6باشد )دار میکنندگی معنیبر قدرت شلاته 2

Bاین میان 
ی قدرت باشد. رابطه، دارای تأثیر بیشتری می2

-های مستقل بهکنندگی یون آهن با هر یک از متغیرشلاته

R 7988/6صورت درجه دوم و با ضریب همبستگی 
2
باشد می=

کند؛ که حاکی از توانایی خوب ، تبعیت می2ی و از معادله

های متغیر های مستقل بربینی تأثیر متغیرمدل در پیش

دار نبودن ، معنی2باشد. همچنین با توجه به جدول وابسته می

ی شاخص عدم برازش، حاکی از این امر است که مدل به اندازه

 ها را توصیف کند.کافی توانسته تغییرات در مقادیر داده

 5یمعادله
 +AB44/1 +C32/7+B32/2+A83/3+96/74 =کنندگی یون آهنقدرت شلاته 

C2 12/2 B2- 43/7-A2 73/4- BC12/4+AC82/6  

 

دقیقه، با افزایش نسبت آنزیم به  126در زمان ثابت 

-، قدرت شلاتهCº 46درصد و افزایش دما تا  2سوبسترا تا 

درصد افزایش یافت، اما با افزایش دما بیش از  78کنندگی تا 

Cº42  درصد، قدرت  2و نسبت آنزیم به سوبسترا بیش از

-الف(. قدرت شلاته-1یافت )شکل کنندگی کاهش شلاته

دقیقه و افزایش دما  176کنندگی با افزایش زمان هیدرولیز تا 

-ب(، به-1)شکل 72/1، در نسبت آنزیم به سوبسترا Cº46تا 

درصد افزایش یافت، بنابراین با ترکیب مناسبی از  76میزان 

کنندگی آهن تا هایی با قابلیت شلاتهتوان پپتیددما و زمان می

، با افزایش Cº46درصد تولید نمود. در دمای ثابت  76ان میز

دقیقه و افزایش نسبت آنزیم به  176زمان هیدرولیز تا 

های کنندگی پروتئیندرصد، قدرت شلاته 2سوبسترا تا 

هیدرولیز شده افزایش یافت اما افزایش بیشتر زمان هیدرولیز 

 پ(.-1گردید )شکلکنندگی منجر به کاهش قدرت شلاته

 

 ترکیبات شیمیایی پودر چربی گیری شده، چربی گیری نشده و کنسانتره پروتئین شنبلیله. 1جدول 
 خاکستر)درصد( چربی )درصد( رطوبت )درصد( پروتئین )درصد( 

 c32/6±77/29 a32/6±63/8 a23/6±22/17 a14/6±02/7 گیری نشدهپودر چربی

 b01/6±63/42 b20/6±2/7 b27/6±60/2 b11/6±23/0 گیری شدهپودر چربی

27/72±22/6 کنسانتره پروتئین شنبلیله a c22/6±2/0 c36/6±26/3 c12/6±11/3 

 باشد.می p<62/6دار در سطح های با حروف مشابه در هر ستون نشان از عدم تفاوت معنیمیانگین

 

 .کنندگی آهن پروتئین هیدرولیز شدهنتایج تجزیه واریانس قدرت شلاته.  2جدول 

  مجموع مربعات درجه آزادی Pعدد  ضریب رگرسیون

96/74 6448/6 9 67/3100 Model 

83/3 1032/6 1 93/234 A-time 

32/2 6020/6 1 94/422 B-temperature 

32/7 6189/6 1 29/820 C-E/S 

44/1- 0932/6 1 08/10 AB 

82/6 8224/6 1 30/2 AC 

12/4 2703/6 1 64/130 BC 

73/4- 6270/6 1 94/488 A2 

43/7- 6684/6 1 22/1264 B2 

12/2- 6432/6 1 67243/271 C2 

 2347/6 2  Lac of fit 
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 های هیدرولیز شدهکنندگی آهن پروتئینبر قدرت شلاته اثر نسبت آنزیم و دما ب: اثر زمان و دما پ: اثر زمان و نسبت آنزیم الف:. 1شکل

 

با توجه به نتایج تجزیه واریانس : قدرت احیاء کنندگی

-ی قدرت احیاء(، رابطه3کنندگی آهن )جدولقدرت احیاء

های واکنش از نوع درجه دوم و با ضریب کنندگی و متغیر

R 8874/6همبستگی 
2
-باشد. بنابراین مدل توانسته بهمی=

ی درصد از کل تغییرات در محدوده 74/88میزان خوبی و به

(. شاخص عدم 21های مورد بررسی را توضیح دهد )متغیر

(، p>62/6دار نشد  )های آزمایش معنیتطبیق مدل با داده

بینی که این امر بیانگر مناسب بودن مدل در جهت پیش

باشد. تأثیر نسبت آنزیم های مورد آزمایش میی متغیردامنه

Bمتغیر  به سوبسترا و
دار کنندگی معنیبر قدرت احیاء  2

تری نسبت به سایر است و غلظت آنزیم اثر قابل ملاحظه

کنندگی برای قدرت احیاء 0ی ها دارد؛ بنابراین معادلهمتغیر

 آهن پیشنهاد شد:

         :6ی معادله
-A2 610/6- BC72/3-AC72/8- AB631/6-کنندگی= قدرت احیاء 

C2 693/6 B2- 26/6C38/6 -B622/2-A604/6+08/1 

 

دقیقه افزایش نسبت آنزیم به سوبسترا  126در زمان ثابت 

کنندگی یون درصد، منجر به کاهش قدرت احیاء 1بیشتر از 

-کنندگی بهآهن گردید. بیشترین و کمترین قدرت احیاء

درصد حاصل  2/2و  1ترتیب در نسبت آنزیم به سوبسترا 

کنندگی افزایش قدرت احیاء، C46°شد. با افزایش دما تا 

-یافت اما افزایش بیشتر دما، بر قدرت احیاءکنندگی پروتئین

الف(. در نسبت -2های هیدرولیز شده اثر منفی داشت )شکل 

درصد، افزایش زمان منجر به افزایش  72/1آنزیم به سوبسترا 

کنندگی با شیب کم اما ثابت گردید. بیشترین قدرت احیاء

ی درجه 32-42ی دمایی در بازه کنندگیقدرت احیاء

ی ب(. دور شدن از محدوده-2گراد حاصل شد )شکل سانتی

ی دمایی فعالیت آنزیم منجر به کاهش کارایی آنزیم در بهینه

تواند منجر به کاهش گردد، بنابراین این امر میهیدرولیز می

های حاصل شود. با توجه به کنندگی پپتیدقدرت احیاء

-ایش نسبت آنزیم به سوبسترا، قدرت احیاءپ، با افز-2شکل

کنندگی کاهش یافت و افزایش زمان هیدرولیز منجر به 

های حاصل از افزایش قدرت الکترون دهندگی پپتید

، در مقایسه با 3هیدرولیز گردیده است. با توجه به جدول 

-زمان هیدرولیز، اثر نسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت احیاء

-طوریکه بیشترین قدرت احیاءبه کنندگی بیشتر است،

تر و در نسبت آنزیم های هیدرولیز طولانیکنندگی در زمان

 به سوبسترای کمتر حاصل شد.

 

 

 نتایج تجزیه واریانس قدرت احیاءکنندگی آهن پروتئین هیدرولیز شده.  9جدول 

  مربعاتمجموع  درجه آزادی Pعدد  ضریب رگرسیون

08/1 6628/6 9 39/3 Model 

604/6 2988/6 1 600/6 A-time 

622/6- 7120/6 1 020/7 B-temperature 

38/6- 6662/6 1 33/2 C-E/S 

631/6- 7128/6 1 813/7 AB 

726/8- 9170/6 1 122/0 AC 

726/3- 9040/6 1 122/1 BC 

610/6- 7223/6 1 282/2 A2 

26/6- 6638/6 1 87/6 B2 

693/6- 6902/6 1 19/6 C2 

 1022/6 2  Lac of fit 
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 های هیدرولیز شدهکنندگی آهن پروتئینآنزیم و دما ب: اثر زمان و دما پ: اثر زمان و نسبت آنزیم بر قدرت احیاءالف: اثر نسبت .  2شکل 

 

نتایج مربو  بیه  : انتخاب تیمار بهینه و اعتبار سنجی مدل

 4قدرت احیاءکنندگی و شلاته کنندگی یون آهین در جیدول   

 C°ذکر شده اسیت. شیرایط بهینیه توسیط نیرم افیزار، دمیای        

دقیقییه،  21/198درصیید و زمییان  23/2، میییزان آنییزیم 64/47

)جیذب   36/1کنندگی پیشنهاد شد، که منطبق با قدرت احیاء

د بود. در شرایط درص 62/79کنندگی نانومتر( و شلاته 766در 

کننیدگی و شیلاته   ذکر شده هیدرولیز انجام شد و قدرت احیاء

و  12/1مییزان  ترتییب بیه  هیای حاصیل بیه   کنندگی آهن نمونه

دست آمدند. این نتایج حاکی از توانایی خیوب  درصد به 92/71

مدل پیشنهادی برای بررسی تأثیر متغیرهای مستقل بر قدرت 

ی باشید. درجیه  ییون آهین میی    کنندگیکنندگی و شلاتهاحیاء

درصید تعییین    18/42 ±97/1مییزان  هیدرولیز تیمار بهینه به

 شد.

 

 های مستقلهای وابسته به متغیرطرح آزمایشی مرکب مرکزی و پاسخ متغیر. 4جدول 

Y2 Y1 C B A تیمار 

42/1 62/22 72/1 46 36 1 

84/1 93/30 1 26 96 2 

79/6 67/71 2/2 26 96 3 

79/1 82/48 1 36 96 4 

78/6 78/46 2/2 36 96 2 

84/1 89/44 22/6 46 126 0 

82/1 77/77 72/1 46 126 7 

76/1 02/70 72/1 46 126 8 

99/6 22/32 72/1 26 126 9 

01/1 1/78 72/1 46 126 16 

07/1 2/77 72/1 46 126 11 

88/6 68/74 22/3 46 126 12 

88/6 22/02 72/1 06 126 13 

92/1 27/43 1 36 216 14 

70/6 29/03 2/2 26 216 12 

82/6 49/04 2/2 36 216 10 

82/1 29/21 1 26 216 17 

89/1 62/76 72/1 46 276 18 

A  ،)زمان،دقیقه(B گراد(، سانتی)دما، درجهC ،)نسبت آنزیم به سوبسترا( Y1کنندگی یون آهن بر حسب%(، )قدرت شلاته  Y2  قدرت احیا کنندگی، جذب در(nm766) 
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 اکسیدانیبررسی قدرت آنتی

، قیدرت  3با توجه به شیکل  : کنندگی یون آهنقدرت احیاء

-های هیدرولیز شده با افزایش غلظت بهکنندگی پروتئیناحیاء

(. اخیتلاف  p<62/6یافتیه اسیت )   میزان قابل توجهی افیزایش 

-کنندگی پروتئین اولیه و پروتئینداری بین قدرت احیاءمعنی

های هیدرولیز شده، حاکی از توانایی خیوب آنیزیم آلکیالاز در    

-باشید، بیه  کننیدگی میی  هایی با قیدرت احییاء  رهاسازی پپتید

 (mg/ml)های طوریکه قدرت پروتئین هیدرولیز شده در غلظت

 کنندگی ویتامین ث بیشتر بود. رت احیاءاز قد 46و 26

، 2بیا توجیه بیه جیدول     : قدرت شلاته کنندگی یون آهدن 

هیای هییدرولیز شیده    کنندگی یون آهن پیروتئین قدرت شلاته

-درصد متغیر بود. کمترین فعالیت شیلاته  13/42-39/29بین 

کنندگی مربو  به پروتئین هیدرولیز نشده و بیشترین مربیو   

بیود.   46و 26 (mg/ml)ولیز شیده در غلظیت   به پروتئین هیدر

بنابراین فرآیند هیدرولیز منجر به افزایش قابیل توجیه قیدرت    

 برابر شد.  2/2میزان به کنندگی پروتئینشلاته

با افزایش غلظت، قیدرت مهیار   : DPPHقدرت مهار رادیکال 

میییزان قابییل پییروتئین هیییدرولیز شییده بییه  DPPHرادیکییال 

یافت و فعالیتی وابسته به غلظت را از خیود  ای افزایش ملاحظه

طور قابل تیوجهی منجیر بیه    (. هیدرولیز بهp<62/6نشان داد )

-پروتئین شنبلیله شید بیه    DPPHافزایش قدرت مهار رادیکال

 19پیروتئین از حیدود    DPPHطوریکه قیدرت مهیار رادیکیال    

(. قیدرت مهیار   2درصد افزایش پیدا کرد )جیدول  31درصد به 

های حاصل نسبت به ویتامین ث کمتیر  ، پپتیدDPPHرادیکال 

 بود.

 

 

 (mg/ml)در برابر پروتئین اولیه  26-16 (mg/ml)اکسیدانی کل پروتئین هیدرولیز شده در غلظت کنندگی و آنتیمقایسه قدرت احیاء. 9شکل 

 36و 26 (mg/ml)و ویتامین ث  26

 

های مختلف کنندگی یون آهن )%( در غلظت)%(و شلاته DPPHمقایسه قدرت مهار رادیکال هیدروکسیل )%(،  قدرت مهار رادیکال . 5جدول 

(mg/ml 26-16 با پروتئین اولیه )(mg/ml) 26 و ویتامین ث(mg/ml)  26 36و 
پروتئین هیدرولیز  

 26(mg/mlنشده )

پروتئین هیدرولیز 

 شده

(mg/ml)16 

درولیز پروتئین هی

 شده

(mg/ml)26 

پروتئین هیدرولیز 

 شده

(mg/ml)36 

پروتئین هیدرولیز 

 شده

(mg/ml)46 

پروتئین هیدرولیز 

 شده

(mg/ml)26 

 ویتامین ث

(mg/ml)36 

 ویتامین ث

(mg/ml)26 

مهار رادیکال 

DPPH)%( 

h82/2±60/19 f76/1±26/31 e77/6±72/38 e89/6±67/46 d91/6±87/44 c29/1±99/26 b62/1±46/06 a62/1±04/76 

مهار رادیکال 

 هیدروکسیل )%(

g68/1±21/13 f06/1±26/34 e22/1±82/26 d4/2±28/01 c98/1±49/09 c00/1±31/76 b62/4±9/73 a62/4±46/88 

کنندگی شلاته

 یون آهن )%( 

e62/4±82/23 d13/2±13/42 c86/6±10/21 b18/1±86/22 a88/6±92/71 a34/1±60/09 d91/1±8/04 bc91/1±63/79 

 باشد.می p<62/6دار در سطح های با حروف مشابه در هر ستون نشان از عدم تفاوت معنیمیانگین
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فعالیت مهیار رادیکیال   : فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل

درصید بیود و    21/13هیدروکسیل پروتئین قبیل از هییدرولیز   

درصید افیزایش    26/34بیه   16 (mg/ml)پس از آن در غلظت 

(. آنالیز آماری نتایج نشان داد که هییدرولیز بیه   2یافت )جدول

میزان قابل توجهی منجیر بیه افیزایش فعالییت مهیار رادیکیال       

(. فعالییت مهییار  p<62/6هیدروکسییل پیروتئین شیده اسیت )    

رادیکال هیدروکسیل پروتئین هیدرولیز شده با افزایش غلظیت  

طوریکیه در غلظیت   افیزایش یافیت، بیه   به میزان قابل تیوجهی  

(mg/ml) 26 درصد رسیید امیا ایین مییزان      31/76، به میزان

کمتر از فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل توسیط ویتیامین ث   

 بود.

هیا، پیروتئین   در بیین نمونیه  : اکسدیدانی کدل  ظرفیت آنتی

اکسییدانی  هیدرولیز نشده دارای کمترین میزان ظرفییت آنتیی  

فرآیند هیدرولیز منجیر بیه افیزایش قابیل توجیه در      کل بود و 

اکسییدانی کیل   (. ظرفیت آنتیی 3فعالیت پروتئین گشت )شکل

پروتئین هیدرولیز شده شنبلیله بیا افیزایش غلظیت تیا مییزان      

(mg/ml) 46 داری افیزایش یافیت و پیس از آن    طیور معنیی  به

(. p<62/6افزایش بیشتر غلظت تأثیر قابیل تیوجهی نداشیت )   

اکسیدانی کل پروتئین هیدرولیز شیده در تمیامی   نتیظرفیت آ

 ها کمتر از ویتامین ث بود.غلظت

  بحث 

تأثیر زمان، دما و نسبت آنزیم به سوبسدترا بدر قددرت    

آهیین، بییا تسییریع شکسییت : کنندددگی یددون آهددنشددلاته

عنیوان  ها در مواد غذایی مستعد اکسیداسیون بههیدروپراکسید

ر بیه تسیریع اکسیداسییون    یک پراکسیدان عمل کرده و منجی 

گردد. در این پژوهش، افزایش زمیان هییدرولیز   مواد غذایی می

کننیدگی پیروتئین   دقیقه منجر به افزایش قدرت شلاته 176تا 

هیییدرولیز شییده دانییه شیینبلیله گشییت. اییین نتییایج موافییق بییا 

 و همکیاران  Jamdarو  (22) و همکاران Klompongهای  یافته

بود که به ترتیب با پیشیرفت هییدرولیز پیروتئین میاهی      (10)

Selaroides leptolepis   و بادام زمینی افزایش قیدرت شیلاته-

کنندگی را گزارش کردند. با افزایش نسبت آنزیم بیه سوبسیترا   

کننیدگی ییون آهین افیزایش یافیت.      درصد، قدرت شیلاته  2تا 

گل بییان  با هیدرولیز پروتئین گرده  (23) مقصودلو و همکاران

کننیدگی  داری بر قدرت شلاتهکردند که غلظت آنزیم اثر معنی

پروتئین هیدرولیز شیده نداشیت و بهتیرین شیرایط در جهیت      

کنندگی لیز شده با بیشترین قدرت شلاتهوتولید پروتئین هیدر

آهن، را زمان هیدرولیز کوتاه و غلظت کم آنزیم دانسیتند آنهیا   

دام کوتاه با قابلیت اند  در بیه های علت این امر را تولید پپتید

هیای ایین پیژوهش    های فلزی دانستند که با یافتیه اندازی یون

تواند به این دلیل باشد که قابلییت  مطابقت نداشت. این امر می

های هیدرولیز شده در شلاته کنندگی ییون آهین، بیه    پروتئین

ی ماهیت پروتئین اولیه، نوع آنزیم به کار رفته و مییزان درجیه  

 (.24درولیز بستگی دارد )هی

تأثیر زمان، دما و نسبت آنزیم به سوبسدترا بدر قددرت    

-آزمون قدرت احیاءکنندگی، توانایی الکتیرون : کنندگیاحیاء

های های حاصل از هیدرولیز را در برابر رادیکالدهندگی پپتید

(. در ایین پیژوهش بیا افیزایش نسیبت      22دهد )آزاد نشان می

کننیدگی پیروتئین هییدرولیز    قدرت احیاءآنزیم به سوبسترا، از 

هیای  با هیدرولیز پروتئین (20)و همکاران  Jeشده کاسته شد. 

ضایعات ماهی گزارش کردند که با افزایش میزان آنزیم قیدرت  

کنندگی افزایش یافت که با نتایج ایین پیژوهش مطابقیت    احیاء

کنندگی پپتیدهای حاصل از هیدرولیز بیه  نداشت، قدرت احیاء

ی الکتیرون  های دهنیده پروتئین اولیه و نوع آنزیم و پپتید نوع

وابسته است چرا که شکستن پیوند از نقیا  مختلیف پیروتئین    

اکسییدانی متفیاوت   هایی با خیواص آنتیی  منجر به تولید پپتید

(. بنابراین در این پژوهش افزایش نسبت آنزیم به 27گردد )می

ی های دهنیده تیدسوبسترا منجر به کاهش میزان آزادسازی پپ

میزان قابیل  کنندگی بهالکترون شده و در نتیجه از قدرت احیاء

ای کاسته شده است. با افزایش زمان هیدرولیز، قیدرت  ملاحظه

کنندگی پروتئین هیدرولیز شده شنبلیله افیزایش یافیت.   احیاء

توانید منجیر بیه افیزایش رهیایش      افزایش زمان هییدرولیز میی  

-لکترون شیود و در نتیجیه قیدرت احییاء    ی اهای دهندهپپتید

هییای کننییدگی افییزایش یابیید. اییین نتییایج موافییق بییا یافتییه   

Khantaphant  بود که بیا هییدرولیز پیروتئین     (22)و همکاران

گوشت ماهی گزارش کردند که افزایش زمان هییدرولیز همیراه   

-ی هیدرولیز منجر بیه افیزایش قیدرت احییاء    با افزایش درجه

حاصل گردید. با افیزایش دمیای هییدرولیز     هایکنندگی پپتید

کننییدگی پییروتئین گییراد، قییدرت احیییاءدرجییه سییانتی 42تییا 

های شعبانپور و هیدرولیز شده افزایش یافت، که مطابق با یافته

بود که بیا هییدرولیز پیروتئین میگیو بیا آنیزیم        (28)همکاران 

کننیدگی را بیا افیزایش دمیا در     فلاورزیم، افزایش قدرت احییاء 

 زمان ثابت گزارش کردند.

 اکسیدانیبررسی قدرت آنتی

کننیدگی  آزمون قدرت احیاء: کنندگی یون آهنقدرت احیاء

اکسییدان  دهندگی ترکیبیات آنتیی  برای ارزیابی قدرت الکترون

 کنندگی پیروتئین (. علت افزایش قدرت احیاء17رود )کار میبه

-زیم آلکالاز، میی شنبلیله را پس از فرآیند هیدرولیز با آندانه

اکسییدانی  هیایی بیا قابلییت آنتیی    اسیدتوان به رها شدن آمینو
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(. افزایش غلظت منجر 10مانند لیزین و تریپتوفان نسبت داد )

هیای  کننیدگی پیروتئین  داری در قدرت احییاء به افزایش معنی

و همکاران  Zhuهیدرولیز شده شد. تحقیقات مختلفی از جمله 

( نیز بیان کردند کیه قیدرت   36کاران )و هم Bougatef( و 29)

ی گنیدم و  ی جوانیه های هیدرولیز شدهکنندگی پروتئیناحیاء

توانید  یابد، علت این امر میی ماهی با افزایش غلظت افزایش می

 ی الکترون باشد.های دهندهافزایش میزان پروتئین

هییای در واکیینش: قدددرت شددلاته کنندددگی یددون آهددن 

Feاکسیداسیون یون 
عنوان یک کاتیالیزور عمیل کیرده و    ه، ب+2

هیای  منجر به تسریع تبیدیل آنییون سوپراکسیید بیه رادیکیال     

هیای هیدروکسییل   رادیکال .تر هیدروکسیل می گرددخطرنا 

های زیستی واکنش داده و منجر به آسیب به سرعت با مولکول

کننیدگی  (. قیدرت شیلاته  31گردنید ) هیا میی  ها و سیلول بافت

هییدرولیز بیشیتر از پیروتئین هییدرولیز     پپتیدهای حاصیل از  

عنییوان یییک نشییده بییود، در واقییع آنییزیم آلکییالاز توانسییته بییه 

ی جانبی متفاوت و بیا قابلییت   هایی با زنجیرهاندوپپتیداز پپتید

اندازی فلزات تولید کند. نتایج حاکی از تأثیر قابل توجیه  به دام

بیود.   کنندگی پروتئین هییدرولیز شیده  غلظت بر فعالیت شلاته

Xie ( و 32و همکاران )Zhu  ( نییز بیه  29و همکیاران )  ترتییب

هیای هییدرولیز   کننیدگی پیروتئین  روند افزایشی فعالیت شلاته

ی گندم را با افزایش غلظیت گیزارش   شده برگ آلفالفا و جوانه

 کردند.

، در DPPHرادیکیال آنییونی   : DPPHقدرت مهار رادیکدال  

امیا هنگیامی کیه بیا ییک      نانومتر حداکثر جیذب را دارد   217

شیود مییزان جیذب آن    ی پروتیون مواجیه میی   ترکیب دهنیده 

، پروتئین هیدرولیز DPPHیابد. قدرت مهار رادیکال کاهش می

شده شنبلیله بیشتر از پیروتئین هییدرولیز نشیده بیود. قیدرت      

طیور  ها به ترکیب آنهیا وابسیته اسیت، بیه    اکسیدانی پپتیدآنتی

 Cرای لیزین یا تریپتوفان در انتهای هایی که داپپتیدمثال تری

باشید،  آنها بسیار زییاد میی   DPPHهستند قدرت مهار رادیکال 

هیا منجیر بیه ایجیاد     اسیید های متفاوت از آمینوچنین توالیهم

(. نتییایج اییین 33گییردد )اکسیییدانی متفییاوت میییقییدرت آنتییی

و  Chi( و 9و همکیاران )  Cumbyهیای  پژوهش موافق با یافتیه 

، DPPHترتیب قدرت مهیار رادیکیال   (، بود که به19)همکاران 

ی کیانولا و پیروتئین جانیدار درییایی     پروتئین هییدرولیز شیده  

blood clam       را وابسته به غلظیت گیزارش کردنید، آنهیا بییان

کردند که افزایش غلظت منجر به افزایش قدرت مهار رادیکیال  

DPPH های هیدرولیز شده گردیده است.پروتئین 

هیای فعیال   رادیکیال : هار رادیکال هیدروکسدیل فعالیت م

سرعت با سیایر ترکیبیات موجیود در    اکسیژن ناپایدار بوده و به

هیای  ها و بیماریدهند و منجر به آسیب سلولبدن واکنش می

هیای اکسییژن رادیکیال    گردند. در مییان رادیکیال  گوناگون می

هیای زیسیتی   پیذیرتر بیوده و بیه مولکیول    هیدروکسیل واکنش

هیا صیدمه   و نوکلیئیک اسید DNAها، اگونی مانند پروتئینگون

تیرین  (. بنابراین مهار رادیکال هیدروکسیل از مهیم 34زند )می

 باشد.های مختلف میهای دفاعی بدن در برابر بیماریمکانیسم
داری منجیر بیه   طور معنیی در این پژوهش، فرآیند هیدرولیز به

ل شید، کیه مشیابه    افزایش فعالیت مهیار رادیکیال هیدروکسیی   

( بود که بیان کردنید افیزایش   32و همکاران ) Chenهای یافته

زمان هیدرولیز پروتئین سفیده تخیم میرغ منجیر بیه افیزایش      

فعالیت مهار رادیکال هیدروکسییل شید. هییدرولیز منجیر بیه      

گیردد در نتیجیه   هیای فعیال میی   ها و گیروه اسیدافزایش آمینو

یابد، همچنین ثابت زایش میها اففعالیت ضداکسایشی پروتئین

شده است که آمینواسیدهای آروماتیک مانند تریپتوفان بیا دارا  

هیای آزاد فعالییت   بودن خاصیت پروتون دهندگی بیه رادیکیال  

دهنید  های غذایی از خود نشیان میی  ضد اکسایشی در سیستم

( 32و همکاران ) Xieهای (. نتایج این پژوهش مشابه یافته32)

ترتیب فعالیت مهار رادیکیال  ( بود، که به19ن )و همکارا Chiو 

ی بیرگ آلفالفیا و   هیای هییدرولیز شیده   هیدروکسیل پیروتئین 

 را وابسته به غلظت گزارش کردند. blood clamجاندار دریایی 

ارزیابی فسفومولیبدن یک روش : اکسیدانی کلظرفیت آنتی

اکسییدانی محلیول در آب و   کمی بیرای بررسیی قیدرت آنتیی    

باشید و بیر   اکسییدانی کیل( میی   در چربی )قدرت آنتیمحلول 

-ظرفیتیی میی   2ظرفیتی به مولیبدن  0مبنای احیاء مولیبدن

باشد که بیا تشیکیل کمیپلکس سیبز رنیو فسیفومولیبدن در       

اکسیدانی محیط اسیدی همراه است. بیشتر بودن ظرفیت آنتی

پروتئین هیدرولیز شده شنبلیله نسبت به پروتئین اولیه، نشان 

ی پروتئینیی  دهد کیه آنیزیم آلکیالاز بیا شکسیتن زنجییره      می

دهندگی تولید کند کیه  هایی با خاصیت الکترونتوانسته پپتید

تر شیده در  های آزاد به ترکیباتی پایدارمنجر به تبدیل رادیکال

(. در 30اکسیدانی کل افزایش یافتیه اسیت )  نتیجه قدرت آنتی

ه به غلظیت بیود   اکسیدانی کل وابستاین پژوهش ظرفیت آنتی

در  (36)و همکییاران  Bougatefهییای کییه در تطییابق بییا یافتییه

 ی ماهیاکسیدانی پروتئین هیدرولیز شدهبررسی فعالیت آنتی

 بود.

 گیرینتیجه

-سازی تولید پروتئین هیدرولیز شیده در این پژوهش بهینه

ی شنبلیله بیا اسیتفاده از آنیزیم آلکیالاز جهیت دسیتیابی بیه        

کننیدگی،  کننیدگی ییون آهین و احییاء    شیلاته بیشترین قدرت 

توسط روش سطح پاسخ صورت گرفت. نتایج نشان دادنید کیه   
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هیای  کنندگی پیروتئین کنندگی یون آهن و احیاءفعالیت شلاته

باشیند.  هیدرولیز شده تحت تأثیر دما، زمان و غلظت آنزیم میی 

هیای حاصیل از   اکسییدانی پپتیید   طورکلی خصوصیات آنتیی به

آنزیم مورد استفاده، ترکیب پیروتئین اولییه و    به نوعهیدرولیز 

شرایط هیدرولیز وابسته است.  ارزیابی تأثیر غلظت بر فعالییت  

های هیدرولیز شده حاکی از این بود که اکسیدانی پروتئینآنتی

باشید. فرآینید    اکسیدانی تحیت تیأثیر غلظیت میی    فعالیت آنتی

ه افیزایش فعالییت   ای منجیر بی  میزان قابل ملاحظههیدرولیز به

هییای اکسیییدانی پییروتئین اولیییه شیید، بنییابراین پییروتئینآنتیی 

هیای  اکسییدان هیدرولیز شده حاصیل قابلییت رقابیت بیا آنتیی     

سیازی شیرایط   تیوان بیا بهینیه   سنتزی را دارند. در نتیجه میی 

اکسییدانی بیشیینه تولیید    هیدرولیز پپتیدهایی با خاصیت آنتی

ت مواد غذایی و داروییی را دارا  کرد که قابلیت استفاده در صنع

 هستند.
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Background and Objectives: Bioactive peptides have different health benefits and functional characteristics and are 

produced by enzymatic hydrolysis, microbial fermentation and chemical synthesis methods. The purpose of this study 

was to optimize the enzymatic hydrolysis conditions of fenugreek seed protein with alcalase and to evaluate the 

antioxidant properties of the resulting peptides. 

Materials and Methods: The hydrolysis conditions of fenugreek seed protein (temperature 20-60 °C, time 30-270 

minutes, and the enzyme to substrate ratio of 0.25-3.25%) were optimized using response surface methodology (RSM) 

to achieve the maximum Fe
2+ 

chelating activity and reducing power. The antioxidant properties of optimum treatment 

(DPPH radical scavenging activity, reducing power, hydroxyl radical scavenging activity, Fe
2+ 

chelating activity and 

total antioxidant activity) at concentrations of 10-50 mg/ml were compared with the antioxidant activity of non-

hydrolyzed protein and vitamin C. 

Results: The optimum conditions were determined by the software as enzyme to substrate ratio of 2.32%, temperature 

of 47.04 °C and time of 198.21 minutes. Under these conditions, the Fe
2+ 

chelating activity and reducing power were 

predicted to be 79.15 % and 1.29, respectively. The results showed that the maximum total antioxidant activity (1.20), 

hydroxyl radical scavenging activity (69.49 %) and reducing power (1.12) were achieved at the concentration of 40 

(mg/ml), and the maximum DPPH radical scavenging activity (50.99 %) was obtained at the concentration of 50 

(mg/ml). The maximum Fe
2+ 

chelating activity (71.92%) of protein hydrolysate was 2.5 times more than the 

unhydrolyzed protein. 

Conclusion: The results showed that enzymatic hydrolysis increased the antioxidant activity of fenugreek seed protein 

significantly. Fenugreek seed protein hydrolysate with its significant antioxidant properties could be used as potential 

functional ingredient in food formulations or pharmaceutical purposes. 

Keywords: Alcalase, Antioxidant, Response surface methodology, Fenugreek, Enzymatic hydrolysis 
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