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  پژوهشيمقاله 

  بررسي اثر نوع آنزيم و زمان هيدروليز برتوليد پپتيدهاي آنتي اكسيدان از 

 اسپيرولينا پلاتنسيسپروتئين 

  
  *٣ حميده افقي ،٢، مهتا ميرزايي١راحله ايرواني مهاجري

 ، دانشگاه آزاد اسلامي، تهرانواحد شهرقدس گروه علوم و صنايع غذايي،  ،كارشناسي ارشددانش آموخته . ١

  ، دانشگاه آزاد اسلامي، تهرانواحد شهرقدس گروه علوم و صنايع غذايي، ، استاديار -٢
  هاي علمي و صنعتي ايران، تهرانپژوهشكده زيست فناوري، سازمان پژوهش، دانشيار-٣

  
  )٨/٥/٩٨: پذيرش تاريخ ،٣/٢/٩٨ :بازنگري آخرين تاريخ ،٣٠/١١/٩٧: دريافت تاريخ( 

  
  چكيده

شامل نوع آنزيم، زمان هيدروليز و درجه هيدروليز بر فعاليت زيستي محصول هيدروليز پروتئين  هاشرايط هيدروليز آنزيمي پروتئين   
زيم ي پپسين،كيموتريپسين و تركيب دو آنهاآنزيم آنزيمي توسط زيدروليه طيشرااثر  يبررساز تحقيق حاضر، هدف تاثير گذار است. 

 نايروليسپا زجلبكير نيپروتئاكسيدان از بر ميزان توليد پپتيدهاي آنتي ٣٧ ℃ ، دماي٥ h، زمان ١:١٠با نسبت آنزيم به سوبسترا
ميزان پيشرفت هيدروليز بود.   min٥ و زمان  kHz٢٠، فركانس  w٢٠٠استخراج شده با روش سونيكاسيون در شرايط توان  سيپلاتنس

م ــاس دو مكانيسـين، بر اسـول هيدروليز پروتئــاكسيداني محص  ت آنتيـو فعالي O-phethaldialdehyde مي با روشـآنزي
هيدروليز از  ٥ hهاي آمين آزاد بعد از در طي زمان هيدروليز بررسي شدند. مقدار گروه ABTSو  DPPHهاي ندگي راديكالـمهاركن
ي پپسين، كيموتريپسين و تركيب دو آنزيم هاترتيب براي آنزيمبه ٧١٣/٣و  ٥٢٢/٤، ٦٥٣/٣به مقادير  ٢٧٢/٣ μmolLeu/ mgProمقدار 

گي كه فعاليت مهاركنندطورياكسيداني محصول هيدروليز پروتئيني در طي زمان هيدروليز افزايش يافت. به  رسيد. فعاليت آنتي
 ١١٠و  ٢٣ μmolTrolox /mgPro ترتيب به مقادير له پپسين بهـوسيهيدروليز به min١٥٠ بعد از ABTSو  DPPHي هاكالــرادي
ر ـب به مقاديـترتيبه ١٢٠ minد از ـيداني را بعـسين فعاليت آنتي اكسـزيم كيموتريپــله آنـوسيدروليز بهـكه هياليـد. درحـرسي

μmol Trolox /mgPro دگي ــكنــاراليت مهــش فعــث افزايـاعــزيم بــب دو آنـاند و تركيــرس ١٥٩و  ١٨DPPH دار  ــا مقـت
μmol Trolox /mgPro بعد از ٢٥min و مهاركنندگي   ٩٠ABTS  تا مقدارμmolTrolox /mgPro بعد از   ٢٣٠min طور شد. به  ٢١٠

ين و تركيب دو هاي پپسين و كيموتريپسآنزيموسيله كلي نتايج نشان دادند كه هيدروليز پروتئين ريزجلبك اسپيرولينا پلاتنسيس به
 شود و آنزيم كيموتريپسين آنزيم موثرتري از پپسين و استفاده از تركيب دو آنزيم پپسينآنزيم باعث توليد پپتيدهاي آنتي اكسيدان مي

  است. هاو كيموتريپسين موثرتر از استفاده تكي از آنزيم
 
.ريزجلبك، آنتي اكسيدان، هيدروليز، پپتيدهاي زيست فعال، اسپيرولينا پلاتنسيسهاي كليدي: واژه
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  مقدمه  .١
ر عنوان يك منبع پروتئيني دتواند بهزيست توده ميكروالگ مي   

رژيم غذايي انسان و حيوان مورد بررسي قرار گيرد و گونه 
ترين مهم ماكسيمااسپرولينا و  سپرولينا پلانتنسيسا

عنوان مكمل غذايي يا ي شناسايي شده است كه بههاميكروالگ
غذاي كامل رژيم غذايي انسان و يا  آبزيان پرورشي و طيور 

در  نايرولياسپ يبالا ياهيارزش تغذ. ]٢، ١[شود استفاده مي
 %٤در حدود  - كم محتواي ليبه دل هاياز باكتر يبا برخ سهيمقا
د كه باشميآن  هاينهيدآمياس يبالا تيفيكو  كينوكلئ دياس
كه طوريبه ،شده دييتا كايآمر يغذا و كشاورز زمانوسيله سابه

حداكثر جذب  زانيم كايامر يسازمان غذا و دارو١٩٧٧در سال 
. خاصيت ]٤، ٣[ اعلام نمود ٣٥/١ g هر فرد يروزانه آن را برا

فيكوسيانين، بتا  cبه  طور عمدهبه اسپرولينااكسيداني آنتي
 .]٥[ شودكاروتن و تركيبات فنولي نسبت داده مي

و  ونيداسيهستند كه سرعت اكس يباتيترك هادانياكسيآنت
-يم قيانجام آن را به تعو ايرا كاهش داده و  ونيداسياتواكس
 ل،يسآلكوك كاليراد نايرولياسپموجود در  نيانيكوسيف اندازند.

 را كاهش تيترين دي، تولرا مهار كرده ليو پراكس ليدروكسيه
كبد را مهار  هايكروزوميدر م ديپيل ونيداسيداده و پراكس

 نشان ياز مطالعات برون و درون تن ياريبسيد؛ همچنين نمامي
ا كاهش ر ويداتياسترس اكس يطور موثربه نايروليدهند كه اسپمي
 ريسا ،بتاكاروتن ن،يانيكوسياز وجود ف يناش راتيتاث نيدهد. امي

به تازگي . ]٧، ٦[ باشدموجود در آن مي يو مواد معدن هانيتاميو
 يدانياكس يعنوان منبع آنتبه نيپروتئ زيدرولياز ه يناش باتيترك

 نيشده پروتئ زيدروليه باتيترك نيا ند؛مورد توجه قرار گرفته ا
د آزا يهاكاليراد و رفعاليفعال را غ ژنياكس هايتوانند گونهمي

را شلاته  وهايداتيفلزات انتقال دهنده پرواكس ند،يرا مهار نما
خاص را  يهادانياكس، را كاهش دهند دهايدروپراكسيه ند،ينما

 نيئشده از پروت زيدروليمشتقات ه؛ نديحذف نما يميآنز نديبا فرا
اشند بمي رينظ  يب ييغذا هايدانياكس  يآنت ريبا سا سهيدر مقا

چند منظوره به كار روند  دانياكس  يعنوان آنتتوانند بهچون مي
را مهار  ييغذا هيدر مواد اول يدانياكس يرهاياز مس ياريو بس

 ينيپروتئ زسا  شيتوانند از پمي يدانياكس  يآنت يدهاي. پپتندينما
 جاديدستگاه گوارش ا ستميدر س ايو  يبرون تن طيخود در شرا

 اتبيمشتقات و ترك ديدر تول هاروش نيتر جيرا از، ]٩، ٨[ گردند
جلبك  .]١٠[ باشدمي يميآنز زيدروليه ،ينيشده پروتئ زيدروليه

 ديتول يبرا يمناسب ينيذكر شده منبع پروتئ ليبه دلا نايرولياسپ
 . در اين راستا مكباشدمي نيپروتئ زيدروليمحصولات حاصل از ه
 زولهيفعال از ا ستيز يدهايپپت ديتول يبررسميچ و همكاران طي 

، نشان ارومپلانت لوسيلاكتوباسبا  ريتوسط تخم يدانه گوجه فرنگ
 ياندياكس يآنت تيفعال ر،يتخم ندياز فرا ٢٤ hي پس از طدادند 

؛ همچنين ]١١[ افتي شيافزا % ٨٧آزاد تا  يهاكاليدر مهار راد
-يژگيو و يدانياكسيآنت ليپتانسليزبوآ و همكاران طي بررسي 

 ميشده با آنز هيتجز ومسيب قياز طر نايرولياسپ يكاربرد يها
 ومسيفعال از ب ستيز يهاديپپت، توليد ٥٨٠پروتامكس 

روز افزون  شيبا توجه به افزا. ]١٢ [را نشان دادند نايرولياسپ
ك، جلب نيا يدانياكس يو اثرات آنت نايروليسپمصرف جلبك ا

فعال حاصل از  ستيز يدهايپپت ير بر روت  يقدق هاييبررس
 نيد. ارسيبه نظر م يجلبك ضرور نيا نيپروتئ زيدروليه

 ييهاشرو قيمختلف از طر ييفعال در موادغذا ستيز يدهايپپت
 هايميمختلف از جمله آنز هايميبا آنز زيدروليه ر،يهمانند تخم

قرار گرفته است. لازم به ذكر  يو مورد بررس جاديدستگاه گوارش ا
 طيوابسته به شرا زيدروليمحصولات حاصل از ه يژگياست كه و

ر اث در تحقيق حاضر نيباشد. بنابرايم ميو نوع آنز زيدروليه
هاي پپسين، كيموتريپسين و تركيب دو آنزيم و زمان آنزيم

هيدروليز بر فعاليت آنتي اكسيداني محصول هيدروليز پروتئين 
  .تمورد بررسي قرار گرف اسپيرولينا پلاتنسيسميكروالگ 

 
  هامواد و روش. ٢
  اسپرولينا پلاتنتيس.  تهيه زيست توده جلبك ٢.١
 يعلم هايسلول جلبك به شكل كشت تازه از سازمان پژوهش    

كشت  طيمح تريل يليم ٢در و  ديگرد هيته رانيا يو صنعت
سولفات  ٢آبه، روي  ٤حاوي بوريك اسيد، منيزيم كلرايد  -زاروك

به مدت  -آبه ٤ بداتيهپتا مول وميآمون سولفاته و  ٢آبه، مس  ٧
day يدر انتها كروالگيسلول مكشت داده شد.  ٣٧ ℃ در ١٤ 

 ساخت 320Rمدل  فوژيرشد، با استفاده از سانتر يتميفاز لگار
، به  ٣٠٠٠ g×كشور آلمان با  دور  ، UNIVERSALشركت 

. شد يكشت جداساز طياز مح ٤ ℃ ي در دما ١٥ min مدت
آب مقطر  بابار  ٣نمونه براي اطمينان از جداسازي محيط كشت، 

كن در دستگاه خشك و زيست توده توليديشستشو داده  لياستر
 ،كشور آلمان  LYOVACشركت ساخت GT3دل م يانجماد

  رايـب ٤ ℃ي در دمال شده ـودر ليوفيليزه حاصـپ .شد زهيليوفيل

٤٥٨  
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  .  ]١٣ [شد يدارنگه يانجام مطالعات بعد 
  
  نويكاسيجلبك به روش سون نياستخراج پروتئ .٢.٢
 شركت ، ساخت NO S-4000مدل  كاتوريز دستگاه سونا    

PART  ،با قدرتكشور آمريكا w و فركانس  ٢٠٠kHzيبرا، ٢٠ 
از  نيپروتئ يزادسازآو  الگ كرويسلول م وارهيشكستن د

براي در آب مقطر استفاده شد.  زيست توده %٨ ونيسوسپانس
جلوگيري از افزايش دما در طي فرايند، نمونه در ظرف حاوي يخ 

 ٥ min بار و هر بار به مدت ٥به مدت  پالس دهي. قرار داده شد
 ون،ياسكيانجام شد. بعد از هر بار سون قهيدق كي يزمان لو با فواص

وري  ن كروسكوپيمبا استفاده از  كروجلبكيم يارشته يهاسلول
يون سوسپانس زجلبك،ير يهاسلول . پس از شكستبررسي شدند

 ٤ ℃ي و در دما ١٠ min، به مدت ٣٠٠٠ g× در سلولي
عات و جهت انجام مطال زهيليوفيل ييرو لول. محديگرد وژيفيسانتر

  .]١٣ [داري شدنگه  -١٨ ℃فريزر  در يبعد
  
  . هيدروليز آنزيمي محلول پروتئيني٢.٣
 ن،يپپس هايميآنزوسيله به %٨ با غلظت ينيمحلول پروتئ   
 ٨/٧و  ٢ pH و ٣٧ ℃اي در دم ميدو آنز بيو ترك نيپسيموتريك

. شد زيدروليه ٥ h به مدت، هادر شرايط بهينه فعاليت آنزيم
يكبار  min٣٠و هر در نظر گرفته شد  ١:١٠نسبت آنزيم/سوبسترا 

با  زريدر فر يبعد يهاآزمونجهت انجام و  انجام ينمونه بردار
داري شدند. به منظور هيدروليز با تركيب دو نگه  ٢٠ ℃  يدما

 ١:١٠آنزيم ابتدا هيدروليز با آنزيم پپسين با نسبت آنزيم/سوبسترا 
انجام شد و بعد از غيرفعال كردن آنزيم اوليه حرارت  ٥ hبه مدت 

، آنزيم كيموتريپسين با min٣٠به مدت  ٨٥ ℃دهي در دماي 
ادامه يافت. در پايان  ٥ hاضافه و هيدروليز به مدت  ١:١٠نسبت 

به مدت  ٨٥ ℃با حرارت دهي در دماي  هازمان هيدروليز، آنزيم
  .]١٥ [غيرفعال شدند ١٠
  
  ها. آزمون٢.٤

  يبه روش لور نيپروتئ زانيگيري ماندازه. ٤,٢.١
 ميسد ١ cc، % ١سولفات مس  ١ cc بياز ترك A جنتير   

 ميكربنات سد ٤٩ ccو  ١/٠ N سود ٤٩ cc، % ٢تارتارات  ميپتاس
 با  ينياز نمونه پروتئ μl٥٠٠  ش،يشدند. در زمان آزما هيته %٢

ccجنتياز ر ٥/٢A   شركت ساخت ورتكس  بلافاصلهمخلوط و

 يو در دما يكيرتا طيدر شرا ١٠ minو شد  ،كشور ايران ،بهداد
به  شده قيرق نيمحلول فول μl٢٥٠شد. سپس  يداراتاق نگه
نمونه اضافه و بلافاصله ورتكس شد. بعد با آب به هر  ١:١نسبت 

 ٧٣٤  nm جذب نور در طول موج زانيم ٢٠ min از گذشت
ي هادر غلظت يسرم گاو نيمحلول استاندارد آلبوم ز. اخوانده شد

μg/ml استاندارد استفاده شد و با  يرسم منحن يبرا ٠-٢٠٠
ورد م هايدر نمونه نياستاندارد، غلظت پروتئ ياستفاده از منحن

  .]١٦ [قرار گرفت يآزمون مورد بررس
  
  OPA . تعيين ميزان هيدروليز آنزيمي به روش٢.٤.٢

تترا  ميسد ٢٥ cc از مخلوط ديارتو فتال آلدئ محلول   
،  %٢٠سولفات  ليدس ميسد ٥/٢  cc، ١٠٠ mmol درابوراتيه

mgدر متانول و ديماده ارتوفتال آلدئ ٤٠  μlبتامركاپتواتانول  ١٠٠
 μl٢٠ ش،يشد. در زمان آزما هيبه صورت تازه ته ٥٠  ccبه حجم 

ز ا يس  يس كيبرداشته و با  ينيپروتئ هاياز نمونه كياز هر 
زمان داده شد و سپس با  قهيمخلوط شد. دو دق شيمحلول آزما

قرائت  ٣٤٠  nm  آب مقطر مخلوط و جذب آن در يس  يدو س
استاندارد  ٥/١و  ٣، ١/٠، ٥/٠، ١، ٢ mg/lهاي (از غلظت ديگرد
 .]١٤[لوسين براي رسم منحني لوسين استفاه شد) -ال

  
  DPPHي آزاد ها. سنجش فعاليت مهار كنندگي راديكال٢.٤.٣

 μl١٨٠٠برداشته شد و  هاميكروليتر از هر يك از نمونه٢٠٠   
تهيه شده در اتانول به نمونه اضافه شد  DPPH %٠٠٢٢/٠محلول 

در تاريكي  ٣٠ minو به خوبي به كمك ورتكس هم زده و به مدت 
  در طول موج هاجذب نمونه زانيم ٣٠ minبعد از قرار گرفت. 

nmيو با استفاده از رابطه درصد مهاركنندگقرائت  ٥٧٠ 
 يحنبا استفاده از من  .گزارش شد )١(معادله  آزاد  هايكاليراد

 يآنت تيفعال، )٢٠٠تا  ١٠هاياستاندارد ترولوكس (غلظت
گرم پروتئين به ازاي ميليبه صورت معادل ترولوكس  يدانياكس

  .]١٧[شد محاسبه و گزارش 
  
  (%) DPPH= فعاليت مهاركنندگي راديكال                         )١(

ቀ%ቁجذب نمونه-ቀ%ቁ  كنترل جذب

ቀ%ቁ كنترل جذب
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  ABTSهاي . سنجش فعاليت ميزان مهار راديكال٢.٤.٤
از پتاسيم  ٤٥/٢  mmolو ABTSاز  ٧ mmolهاي محلول   

در تاريكي قرار داده شد.  h١٦  پرسولفات تهيه شدند و به مدت
رقيق ٧/٠تا حد جذب   pH=٤/٧،  ٥ mmol محلول با فسفات بافر 
ها خوانده شد. جهت بررسي نمونه ٧٣٤ nmو سپس جذب آن در 

از نمونه به خوبي  ٢٥ μlسي از محلول تهيه شده با   يك سي
داري شد. ميزان جذب در دماي اتاق نگه min٦  و مدتورتكس 

گيري اندازه) ٢با استفاده از معادله ( ٧٣٤ nm محلول حاصل در
 .محاسبه گرديدبر حسب درصد و فعاليت مهار كنندگي راديكال 

 ٢٠٠ μmolتا  ١٠هاي ز محلول استاندارد ترولوكس در غلظتا
صورت . نتايج به]١٨[براي رسم منحني استاندارد استفاده شد 

  گرم ترولوكس گزارش شدند. ميكرومول ترولوكس به ازاي ميلي
  
  (%) ABTS= فعاليت مهاركنندگي راديكال                        )٢(

ቀ%ቁିنمونه جذبቀ%ቁجذب كنترل  

ቀ%ቁ جذب كنترل
  

 
 

  نتايج و بحث. ٣
 جلبكزير نيپروتئ يميآنز زيدروليه شرفتيپ يبررس. ٣.١

 و نيسپيموتريك هايميآنزتوسط  سيپلاتنس نايرولياسپ
   نيپپس

 ها عواملي نظير نوع آنزيميند هيدروليز آنزيمي پروتئينادر فر   
، دما و زمان هيدروليز آنزيمي از جمله pHو شرايط هضم از جمله 

عوامل موثر بر پيشرفت هيدروليز آنزيمي و بنابراين توليد 
باشند. در اين تحقيق، نمونه پپتيدهاي آنتي اكسيدان مي

در ين پپسين و كيمو تريپس ميدو آنزپروتئيني ميكروالگ توسط 
براي  ٨/٧براي آنزيم پپسين و  ٢ pHو  ٣٧ ℃اي دم

  ند. شد زيدروليه ٥ h به مدتكيموتريپسين ،  آنزيم
پيشرفت هيدروليز آنزيمي نمونه پروتئيني استخراج شده از    

نمايش داده  ١-aميكروالگ، توسط آنزيم كيموتريپسين در شكل 
 minا ت نيپسيموتريك ميدر حضور آنز زيدروليه زانيمشده است. 

 ميزان باًيو پس از آن تقر نشان دادرا  يخوب يشيروند افزا١٨٠
 زيلدرويه زانيم نيب يمعنادار تفاوتهيدروليز ثابت باقي ماند. 

و  نيپسيموتريك ميشده با آنز ماريت هايصورت گرفته در نمونه
 ريج نشان دهنده تاثينتاكه ) p<0.05( داشتوجود شاهد نمونه 

 .باشدمي انيرولياسپ جلبك زير نيپروتئ زيدروليه زانيبر م ميآنز
نيز  نيپپس ميبا آنز مارشدهيت هاينمونه زيدروليه زانيم پيشرفت
 پيشرفت ، نشان داده شده است. مطابق اين نمودار،١-bدر شكل 

 يشيروند افزا ٢٥٠ minتا  نيپپس ميدر حضور آنز زيدروليه
 نيا زانيمقدار ثابت شده است. البته م باً يو پس از آن تقر داشت

نشان دهنده روند  جي. نتانبودهمراه  ياديز بيبا ش يروند صعود
 زيدروليهپيشرفت  زانيبر م نيپپس ميمثبت آنز ريو تاث يشيافزا

 د.باشمي نيپپس ميشده با آنز ماريت جلبك كرويم هاينمونه
و  ميدو آنز بيبا ترك شده ماريت هاينمونه زيدروليه پيشرفت

، نشان داده شده است. ميزان پيشرفت ١-cدر شكل  نمونه كنترل
روند افزايشي داشته است. پس از آن سرعت  ٩٠ minهيدروليز تا 

پيشرفت  ١٨٠ minاي كه تا زمان هيدروليز كاهش يافته به گونه
ماند. تفاوت معناداري بين ميزان هيدروليز هيدروليز ثابت باقي مي
هاي تيمار شده با تركيب دو آنزيم و نمونه صورت گرفته در نمونه

دهنده تاثير تركيب دو  نتايج نشان .p<0.05)(شاهد وجود دارد 
آنزيم بر افزايش ميزان هيدروليز ريزجلبك اسپيرولينا پلاتنسيس 

  باشد.مي
با  شده ماريت هاينمونه زيدروليه زانيم، ١-dدر شكل    
ان نشان همزم ميدو آنز بيو ترك نيپسيموتريك ن،يپپس هايميآنز

 يهاميدر حضور آنز مارهايت نيب ي. تفاوت معنادارداده شده است
 (p< 0.05). وجود دارد ميدو آنز بيو ترك نيپسيموتريك ن،يپپس

 ميدر حضور آنز ه كه در نمودار نشان داده شدههمانگون
 ميزحضور آنميزان هيدروليز در حداكثر مقدار و در  نيپسيموتريك

 انيتا پا ٢١٠ min نالبته از زماپپسين در حداقل مقدار بود، 
 نيپپس ميآنزدر حضور  هانمونه زيدروليه زانيم ز،يدروليزمان ه

 بوده و نمودار آنها بر هم منطبق كساني باًيتقر ميدو آنز بيو ترك
 پروتئين استخراج شده از زيدروليه زانيم نيبالاتر. گشته است
 ن،يپپس هايميوسيله آنزبه سيپلاتنس نايروليجلبك اسپ

و   ٥٢٢/٤، ٦٥٣/٣ ترتيببه ميدو آنز بيو ترك نيپسيموترـيك
μmol Leu/mg Pro آزمون نشان  جينتا گيري شد.اندازه ٧١٣/٣

روند كندي در پيشرفت هيدروليز داشته  نيپپس ميدادند كه آنز
  است.

ميزان هيدروليز شاخصي از باندهاي شكسته شده در محصولات   
گيري اين هاي اندازهباشد. يكي از روشحاصل از هيدروليز مي

باشد. اساس اين روش مي  O-Phthalaldehydeشاخص روش
 باشد.مي OPAواكنش بين گروه آمين در آمينواسيدها و 
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(a) 

 
(b) 

) و c) ، تركيب دو آنزيم b)، پپسين aي تيمار شده با آنزيم كيموتريپسين هابررسي پيشرفت هيدروليز آنزيمي نمونه) ١شكل (
با  Cو   A ،Bهاي هاي ارائه شده در شكل) . شكلdمقايسه عملكرد سه تيمار آنزيمي كيموتريپسين، پپسين و تركيب دو آنزيم 

) در P>٠٥/٠ي كنترل فاقد آنزيم (نمودارهاي قرمز رنگ) مقايسه شده اند. حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معني دار (هانمونه
  باشد.هيدروليز ميي مختلف هاطي زمان

Fig. 1. Evaluation of enzymatic hydrolysis progress in samples treated with chymotrypsin a), pepsin b), combination 
of two enzymes c) and comparison of performance of three chymotrypsin, pepsin and combination of two enzymes 
d). The figures presented in figures A, B and C are compared with the enzyme-free control samples (red diagrams). 

Different letters indicate significant difference (P <0.05) during different hydrolysis times. 
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(c) 

 
(d)

) c) ، تركيب دو آنزيم b)، پپسين aي تيمار شده با آنزيم كيموتريپسين هابررسي پيشرفت هيدروليز آنزيمي نمونه) ١شكل (ادامه 
با  Cو   A ،Bهاي هاي ارائه شده در شكل) . شكلdو مقايسه عملكرد سه تيمار آنزيمي كيموتريپسين، پپسين و تركيب دو آنزيم 

) در P>٠٥/٠(نمودارهاي قرمز رنگ) مقايسه شده اند. حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معني دار (ي كنترل فاقد آنزيم هانمونه
  باشد.ي مختلف هيدروليز ميهاطي زمان

Fig. 1. Evaluation of enzymatic hydrolysis progress in samples treated with chymotrypsin a), pepsin b), combination 
of two enzymes c) and comparison of performance of three chymotrypsin, pepsin and combination of two enzymes 
d). The figures presented in figures A, B and C are compared with the enzyme-free control samples (red diagrams). 

Different letters indicate significant difference (P <0.05) during different hydrolysis times. 
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ت روند كندي در پيشرف نيپپس ميآنزنتايج آزمون نشان دادند    
هيدروليز داشته است. كنترل ميزان پيشرفت هيدروليز در طي 
هيدروليز مهم است زيرا بسياري از خواص پروتئين هيدروليز شده 

اسيدهاي آمينه آزاد، ميزان انحلال پذيري، وزن از جمله ميزان 
مولكولي پپتيدهاي حاصل و حتي خواص آنتي اكسيداني پروتئين 

ا و باشد. اثر دمتوليد شده وابسته به شدت و ميزان هيدروليز مي
ها هيدروليز آنزيمي در پروتئين زمان نيز بر آن تاثير مهمي دارد.

 گردد. تاثيرخاص ميسبب ايجاد پپتيدهاي با خواص عملكردي 
فعال  Rتواند با در دسترس قرار گرفتن هرچه بيشتر گروه آن مي

هاي متفاوت بسياري همانند در آمينواسيدها مرتبط باشد. آنزيم
پپسين، كيموتريپسين، آلكالاز، فلاوورزيم و غيره براي هيدروليز 

هاي مختلف گياهي و حيواني مورد استفاده قرار گرفته پروتئين
ي مصرفي بر نوع پپتيدهاي توليدي و خواص هانوع آنزيم است.

. نوع آنزيم استفاده شده ]١٨ [باشدها تاثيرگذار ميعملكردي آن
ها نقش بسيار مهمي در توليد پپتيدهاي در هيدروليز پروتئين

كنند، زيرا بر الگوي هيدروليز پروتئين آنتي اكسيدان ايفا مي
ها، بر . فعاليت اختصاصي آنزيمطور مستقيم، تاثير گذار هستندبه

 هاي پپتيدي توليدسايز، مقدار و تركيب آمينواسيدها در توالي
ين يك . آنزيم پپسشده و بنابراين بر فعاليت زيستي آن موثر است

هاي آسپارتيك اسيد پروتئاز است كه پيوند بين اسيد آمينه
هاي شكند. پپسين در تجزيه پيوندآروماتيك و هيدروفوبيك را مي

پپتيدي مانند فنيل آلانين، تريپتوفان و تيروزين كاملا موثر 
يك سرين پروتئاز است كه و آنزيم كيموتريپسين  ]٢٧ [است

ها را از بخش كربوكسيل تريپتوفان، تيروزين، پپتيدها و پروتئين
يدهاي اسشكند. حضور آمينوفنيل آلانين، لوسين و متيونين مي

سرعت شكستن را كاهش  پپتيديباند اسيدي در بخش ديگر از 
كه همسايگي با آمينواسيدهاي بازي سرعت دهد. درحاليمي

  .]٢٨ [دهدشكستن را افزايش مي
كنگ و همكاران گزارش نمودند كه تاثير استفاده از تركيب دو    

آنزيم پاپائين و پروتئاز  قليايي نسبت به استفاده تك تك اين 
 هيدروليز در هيدروليز جلبكها سبب افزايش بيشتر ميزان آنزيم

Navicula incerta و همكاران  بواسكار. همچنين ]١٤ [گرددمي
با ميزان نسبت آنزيم به  visceraبا هيدروليز ضايعات ماهي 

به حداكثر  ١٣٥ min، در زمان ٥٠℃ و دماي  % ٥/١سوبستراي 
. در ]٢٤ [دست يافتند % ٥٠ميزان درجه هيدروليز با ميزان

جاو و همكاران نيز با هيدروليز آب خروجي از ماهي  تحقيقي ديگر

تون پخته شده با آنزيم پروتئاز حاصل از آسپرژيلوس اوريزآ 
 % ٦٨/٢٥دريافتند كه بالاترين ميزان درجه هيدروليز به ميزان 

   .]٢٥ [دست آمداز هيدروليز به ٥/٢ h پس از طي زمان  
  
  DPPHهاي آزاد بررسي فعاليت مهار راديكال. ٣.٢
ي پروتئيني هيدروليز شده هادر طي هيدروليز آنزيمي از نمونه   
 هاي پپسين، كيموتريپسين و تركيب دو آنزيم، هروسيله آنزيمبه

minيكبار و طي مدت زمان  ٣٠hنمونه برداري شده و ميزان ٥ ،
كنندگي راديكال  ي آزاد آن به روش مهارهامهاركنندگي راديكال

DPPH .بررسي شد  
 هايكاليمهار راد زانيبر م زيدروليه زانيم ريتاث ٢-aشكل    

 زيدروليــشده در اثر ه ديتول يدهايور پپتـدر حض DPPHآزاد 
ودار، ـن نمــد. در ايـدهان ميـرا نش نيپسيموتريك ميزـبا آن

 رابر باـب يـشيد افزاـرون min١٥٠تا  زـيدرولـيه زانـيم
ميزان داشته و پس از آن  mol Leu/mgPro μ٥/٤دارـمق

 زانيم از طرفي باقي مانده است.ثابت  باًيتقرهيدروليز 
روند  ١٢٠  minتا زمان  DPPHآزاد  هايكاليراد يمهاركنندگ

و  نشان داد ١٨ mol Trolox/mgPro μي برابر با مقدار شيافزا
  ماند. يثابت باقميزان مهار كنندگي پس از آن 

مهار  زانيبر م زيدروليه زانيم ريتاث يبررس ٢-bشكل    
شده در اثر  ديتول يدهايدر حضور پپت DPPHآزاد  هايكاليراد
دهد، مطابق اين نمودار، را نشان مي نيپپس ميبا آنز زيدروليه
 molدار ـبرابر با مق يـشيروند افزا min٢١٠تا  زـيدروليه زانـيم

Leu/mgPro μ آزاد  هايكاليمهار راد زانيداشت و م ٦/٣DPPH 
 mol Leu/mgPro μ٢٣برابر با مقدار يشيروند افزا min١٥٠تا  زين

البته لازم به ذكر است كه  شد؛ثابت  يداشت و پس از آن مقدار
داشت و  يخوب يشيروند افزا min١٥٠تا  زيدروليه زانيم شيافزا

  . كمتر شد شيافزا نيا ارپس از آن مقد
هاي آزاد ميزان هيدروليز بر ميزان مهار راديكال ٢-cشكل    

DPPH  در حضور پپتيدهاي توليد شده در اثر هيدروليز با تركيب
 min٩٠نمودار ميزان هيدروليز تا  طبق ودو آنزيم را نشان داده 

داشته و  ٧/٣  mol Leu/ mgPro μدار ـبرابر با مق روند افزايشي 
كه ميزان مهار د؛ درحاليپس از آن تقريباً ثابت باقي مان

-برابر با مقدار روند افزايشي ٩٠ minتا  DPPHهاي آزاد راديكال

mol Trolox/mgPro μ  دهد و پس از آن، ميزان نشان مي ٢٥
  اين مهاركنندگي تقريباً ثابت شده است.
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(a) 

 
(b) 

) و تركيب دو آنزيم پپسين و b)، پپسين aوسيله آنزيم كيموتريپسين مقايسه ميزان پيشرفت هيدروليز آنزيمي به) ٢شكل(
. اعداد ميانگين سه تكرار هستند و حروف غير مشابه DPPHي ها) و توليد پپتيدها با فعاليت مهاركنندگي راديكالcكيموتريپسين 
  در طي زمان هيدروليز است. ها) بين فعاليت آنتي اكسيداني نمونهp>٠٥/٠دهنده اختلاف آماري معني دار ( نشان

Fig. 2. Comparison of the rate of enzymatic hydrolysis by chymotrypsin a), pepsin b) and the combination of pepsin 
and chymotrypsin c) and production of peptides with DPPH radical scavenging activity. The numbers are an average 
of three replications and dissimilar letters indicate significant differences (p<0.05) between the antioxidant activity of 

the sample during hydrolysis. 
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Fig. 2. Comparison of the rate of enzymatic hydrolysis by chymotrypsin a), pepsin b) and the combination of pepsin 
and chymotrypsin c) and production of peptides with DPPH radical scavenging activity. The numbers are an average 
of three replications and dissimilar letters indicate significant differences (p<0.05) between the antioxidant activity of 

the sample during hydrolysis.

 
تواند ناشي از ميزان پيشرفت هيدروليز اين اختلاف در نتايج مي   

انجام شده بر روي ماده اوليه هيدورليز شده باشد، همچنين 
تركيب توالي آمينو اسيدهاي پپتيدهاي توليد شده، نقش مهمي 
در ميزان فعاليت آنتي اكسيداني دارند. فعاليت آنتي اكسيداني 

و  اي پروتئين، ويژگي آنزيمپروتئين هيدروليز شده به سوبستر
با  DPPHهاي . راديكال]٢٠[شرايط مورد استفاده از آنزيم دارد 

باشند،   هاي رايج ايجادي در غذا نميكه جزء راديكالوجود اين
هاي پايدار هستند. ايجاد فعاليت آنتي اكسيداني ولي جزء راديكال

ها و ايجاد پپتيدهاي مختلف با توالي نتيجه هيدروليز پروتئين
باشد كه آمينواسيدها با تركيبات آمينواسيدهاي مختلف مي

توانند به تركيبات راديكال داراي كمبود الكترون، حلقوي مي
  .  ]٢١[داسيون جلوگيري كنند پروتون دهند و از اكسي

  
در اين راستا، ونگ و همكاران گزارش نمودند در هيدروليز    

هاي نوتراز، پاپائين، پپسين و اي آبي توسط آنزيم  صدف دوكفه
در  DPPHهاي آزاد آلكالاز، بالاترين ميزان مهاركنندگي راديكال

  ٨/٢٨حضور پپتيدهاي حاصل از تيمار با آنزيم نوتراز به ميزان 
بوده كه در ساعت سوم از هيدروليز رخ داده است و در ساعت 

هاي آزاد چهارم هيدروليز بالاترين ميزان مهاركنندگي راديكال
DPPH  سامارايكا و همكاران ]٢٢[مربوط به پپسين بوده است .

 هاي واليداز وطي بررسي هيدروليز پروتئين ماهي هيك با آنزيم
را پس از  DPPHي آزاد هاراديكال فلاوورزيم ميزان مهاركنندگي

 /mol Troloxگذشت يك ساعت از زمان هيدروليز به ميزان 

mgPro μ ژن را ــاي اكسيــهذب راديكالـزان جــو مي ٢٦٢
mol Trolox/ mgPro μ گزارش نمودند. همچنين دريافتند  ٢٢٥
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كه ميزان فعاليت آنتي اكسيداني تركيبات حاصل از هيدروليز 
پروتئين نمونه بالاتر از فعاليت آنتي اكسيداني آلفاتوكوفرول و 

BHA ٢٣[د باشدر سيستم پراكسيداسيون لينولئيك اسيد مي[.  
  

  ABTSهاي آزاد بررسي فعاليت مهار راديكال .٣.٣
وسيله به ينيپروتئ هاينمونه يميآنز زيدروليه يدر ط   
 ٣٠ min، هرميدو آنز بيو ترك نيپسيموتريك ن،يپپس هايميآنز

 زيدرولي، از محصولات حاصل از هh٥  مدت زمان يو ط كباري
 هايكاليراد يمهاركنندگ زانيشده و م يبردار  نمونه نيپروتئ

) a,b,c( ٣شكل  در جيشد. نتا يبررس ABTSآزاد آن به روش 
   شان داده شده است.ن

مهار  زانيبر م زيدروليه زانيم ريتاث يبررس ٣-aشكل    
شده در اثر  ديتول يدهايدر حضور پپت ABTSآزاد  هايكاليراد
مهار  زانيم را نشان داده است كه نيپسيموتريك ميبا آنز زيدروليه

 mol برابر با مقدار يشيروند افزا min١٢٠تا  ABTS هايكاليراد

Trolox/ mgPro μ انزيم باقي ماند.داشته و پس از آن ثابت  ١٥٩ 
برابر  يشيروند افزا min١٥٠تا  زين ميآنز نيدر حضور ا زيدروليه

داشت و پس از آن مقدار ثابت  ٥/٤  mol Leu/ mgPro μبا مقدار 
  شد.
مهار  زانيبر م زيدروليه زانيم ريتاث يبررس ٣-bدر شكل    
شده در اثر  ديتول يدهايدر حضور پپت ABTSآزاد  هايكاليراد
 انزيمآمده است؛ مطابق اين نمودار،  نيپپس ميبا آنز زيدروليه
برابر  يشيروند افزا min٢١٠تا  نيپپس ميدر حضور آنز زيدروليه

 يمهاركنندگ زانيداشته و م ٦/٣ mol Leu/mgPro μ با مقدار
روند  min١٥٠تا  ميآنز نيدر حضور ا ABTS هايكاليراد
  داد. نشان  ١١٠ mol Trolox/mgPro μبرابر با مقدار  يشيافزا
مهار  زانيبر م زيدروليه زانيم ريتاث يبررس ٣-cدر شكل    
شده در اثر  ديتول يدهايدر حضور پپت ABTSآزاد  هايكاليراد
شان داده ن نيپسيموتريو ك نيپپس ميدو آنز بيبا ترك زيدروليه

 ايهكاليراد يمهاركنندگ زانيمدهند كه نتايج نشان مي وشده 
ABTS تا  ميدو آنز بيشده با ترك ماريت هايدر نمونهmin٢١٠ 

داشته  ٢٣٠  mol Trolox/mgPro μبرابر با مقدار   يشيروند افزا
تا  ميدو آنز نيا بيدر حضور ترك زين زيدروليه زاني. ماست
minبرابر با مقدار يشيروند افزا ٩٠mol Leu/mgPro μ    ٧٥/٣ 

  . تغيير معني داري مشاهده نشدنشان داده و پس از 
  ينبسه نمودار،  نيا يدر تمام دهندنتايج نشان ميهمانگونه كه   

 ABTSآزاد  هايكاليراد يمهاركنندگ زانيمو زيدروليه زانيم
 انزيم ز،يدروليه زانيم شيو با افزا وجود دارد يميارتباط مستق

  يافته است. شيافزا زين يمهاركنندگ
  

 DPPHهاي آزاد .  مقايسه ميزان مهاركنندگي راديكال٤,٣
هاي وسيله آنزيمهاي هيدروليز شده بهدر نمونه ABTSو 

  پپسين، كيموتريپسين و تركيب دو آنزيم
و  DPPH هايكاليراد يمهاركنندگ تيفعال سهيبه منظور مقا   

ABTS ن،يوسيله پپسشده به زيدروليه هايدر نمونه 
 ٣٠٠  minيمربوطه ط هايداده ،ميدو آنز بيو ترك نيپسيموتريك
 يهاكلشترتيب در به جيقرار گرفته و نتا سهيمورد مقا ز،يدروليه
a٤ ،bو  ٤cنشان داده شده است ٤ .  

و  DPPHآزاد  يهاكاليراد يمهاركنندگ زانيم ٤-aدر شكل    
ABTS ميبا آنز زيدروليشده در اثر ه ديتول يدهايدر حضور پپت 

 زانيمهمانطور كه مشخص است،  .نشان داده شده است نيپپس
 ماريدر اثر ت ABTSو  DPPHآزاد  هايكاليراد يمهاركنندگ

 .داشته است يشيروند افزا ١٥٠ minتا  نيپپس ميبا آنز هاهنمون
برابر   ABTSو  DPPH هايكاليراد يمهاركنندگ تيفعالترتيب به

mol Trolox/ mgPro μ و در هر دو مورد پس از آن،  ١١٠و   ٢٣
 يمهاركنندگ زانيم انيم ي. تفاوت معنادارماندمقدار ثابت 

 ميبا آنز ماريدر حضور ت ABTSو  DPPHآزاد  هايكاليراد
  . (p< 0.05)شت وجود دا نيپپس
آزاد  هايكاليراد يمهاركنندگ زانيم سهيمقا ٤-bدر شكل    

DPPH  وABTS زيدروليشده در اثر ه ديتول يدهايدر حضور پپت 
آمده است. همانطوركه مشخص است  نيپسيموتريك ميبا آنز

آزاد  هايكاليراد يمهاركنندگ زانيم انيم يتفاوت معنادار
DPPH  وABTS ترتيب در بود؛  بيشترين ميزان بهmin ١٢٠ 

رابر ـب  ١٢٠ min  در  و  ١٨ mol Trolox/ mgPro μ  رـرابـب
mol Trolox/ mgProμ  ميبا آنز ماريدر حضور ت ١٥٩ 

  ،  (p< 0.05)داشتوجود  نيپسيموتريك
مشاهده  هاهيدروليز نمونه ٣٠٠ min، طي ٤-cشكل در    
كه در مقايسه بين دو آنزيم به تنهايي با هم بيشترين گردد مي

با  مربوط به آنزيم كيموتريپسين DPPHفعاليت مهاركنندگي 
 زانيم نيانگيمولي  ،بود ١٨ mol Trolox/mgPro μمقدار

دو  بيبا ترك زيدرولياز ه حاصلتوسط محصولات  يمهاركنندگ
  داشت.قرار  ٢٥  mol Trolox/mgPro μدر مقدار بالاتر ميآنز

٢٥٩  
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(b) 

) و تركيب دو آنزيم پپسين و b)، پپسين aوسيله آنزيم كيموتريپسين بررسي همزمان پيشرفت هيدروليز آنزيمي به )٣شكل(
. اعداد ميانگين سه تكرار هستند و حروف غير مشابه ABTSي ها) و توليد پپتيدها با فعاليت مهاركنندگي راديكالcكيموتريپسين 
 .در طي زمان هيدروليز است ها) بين فعاليت آنتي اكسيداني نمونهp>٠٥/٠دار(دهنده اختلاف آماري معني نشان

Fig. 3. Simultaneous study of the progress of enzymatic hydrolysis by the enzymes chymotrypsin a), pepsin b) and 
the combination of pepsin and chymotrypsin c) and the production of peptides with ABTS radical scavenging 

activity. The numbers are an average of three replications and dissimilar letters indicate significant differences (P 
<0.05) between the antioxidant activity of the sample during hydrolysis. 
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(c) 

) و تركيب دو آنزيم پپسين و b)، پپسين aوسيله آنزيم كيموتريپسين بررسي همزمان پيشرفت هيدروليز آنزيمي به )٣شكل(ادامه 
. اعداد ميانگين سه تكرار هستند و حروف غير مشابه ABTSي ها) و توليد پپتيدها با فعاليت مهاركنندگي راديكالcكيموتريپسين 
  .در طي زمان هيدروليز است ها) بين فعاليت آنتي اكسيداني نمونهp>٠٥/٠دار(دهنده اختلاف آماري معني نشان

Fig. 3. Simultaneous study of the progress of enzymatic hydrolysis by the enzymes chymotrypsin a), pepsin b) and 
the combination of pepsin and chymotrypsin c) and the production of peptides with ABTS radical scavenging 
activity. The numbers are an average of three replications and dissimilar letters indicate significant differences 

 (p <0.05) between the antioxidant activity of the sample during hydrolysis. 
 

همانگونه كه نتايج نشان دادند محصولات هيدروليز به دست آمده 
اي فعاليت آنتي اكسيداني بودند كه با از عملكرد هر دو آنزيم دار

ي پپتيدهاي آنتي اكسيدان ارائه شده در منابع هاتوجه به ويژگي
رسد محصولات توليدي حاوي آمينواسيدهاي مختلف به نظر مي

  آبگريز و پپتيدهاي با وزن مولكولي كوچك باشند. 
 هايلكايراد يمهاركنندگ زانيمعلاوه بر آن نتايج نشان دادند كه 

 هايكاليرادبودند.  DPPH هايلكايرادبالاتر از  ABTSآزاد 

ABTS /DPPH  يجاديا جيرا هايكاليجزء راد كهنيبا وجود ا 
 جاديباشند. امي داريپا هايكاليجزء راد يباشند ول  يدر غذا نم

 جاديا و هانيپروتئ زيدروليه ي  جهينت يدانياكس يآنت تيفعال
  . ]١٨[ باشدمختلف مي يدهاينواسيآم يمختلف با توال يدهايپپت
  ديكالهار باتيتوانند به تركمي يحلقو باتيبا ترك يدهاينواسيآم

 زانيم هاتفاوت. علت ]١٥[ كمبود الكترون، پروتون دهند يدارا
تركيب دو آنزيم در مقايسه با آزاد  هايكاليراد يمهاركنندگ

و  ينيروتئپ يسوبسترا ريياز تغ يتوانند ناشها به تنهايي ميآنزيم
باشد. در اغلب موارد گزارش شده  ميدو آنز بيعدم كاربرد ترك

 هاينهيدآمياس يتر و دارابا ابعاد كوچك يدهاياست كه پپت
 زانيم يدر مهاركنندگ يبالاتر ييتوانا يحلقو ايو  زيآبگر
 ميدو آنز بيترك اربرددهند. كآزاد از خود نشان مي هايكاليراد
 قدرت شيو افزا دهايتر شدن اندازه پپتتواند سبب كوچكمي

 تيلحاصله فعا يدهايپپت قاتيآنها گردد. طبق تحق يمهاركنندگ
 زانيدهند. ممرتبط با غلظت از خود نشان مي يكاليمهار راد

 هاييژگيو و يوابسته به جرم مولكول يدانياكس  يآنت تيفعال
 تيالبا فع يدهايباشد. اكثر پپتحاصله مي يدهايپپت يساختار
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 دهايدر پپت Rدارند. بخش  يكمتر يوزن مولكول يدانياكس  يآنت
 تيدر فعال ينقش مهم هيناح نيموجود در ا يدهاينواسيو آم

 ونيداسياغلب از اكس نيستئيس يدارند. توال يدانياكس يآنت
 هاييتاخوردگ يميآنز تيفعال يكند. طمي يريجلوگ دهايپيل

و در  تهافي شيافزا يزيآبگر تيباز شده و خاص ينيساختار پروتئ
 نيادل ب. تعابديمي شيافزا يدانياكس  يآنت تيفعال زانيم جهينت
 و تيدر حلال ينقش مهم يو آبدوست يزيآبگر تيخاص زانيم

 يو همكاران ط. بيون ]٢١[ ندكمي فايا يدانياكس يآنت تيفعال
 ن،يآلكالاز، نوتراز، پاپائ يهايمبا آنز فرهايروت زيدروليه يبررس
 نيبالاتر كه افتنديدر نيپسيموتريو آلفا ك نيپسيتر ن،يپپس

 باتيمربوط به ترك DPPHآزاد  هايكاليراد يمهاركنندگ زانيم
يق كه هم راستا با اين تحق بود نيپپس ميبا آنز زيدروليحاصل از ه

. هي و همكاران طي بررسي هيدروليز دانه كلزا با ]٢٤[نبود 
هاي پپسين، پانكراتين، ترموليزين، پروتئيناز، آلكالاز و آنزيم

 يمهاركنندگ زانيم نيبالاترفلاوورزيم نشان دادند كه 
 و نيپپس هايميآنز بيوسيله تركبه DPPHآزاد  هايكاليراد

مدت  ينطولا يداريپا باتيترك نيا يگيري شد ولاندازه نيپانكرات
آنها به شدت  يداناكسيياثر آنت h٣ نداشته و پس از گذشت زمان

  .]١٩[ افتيكاهش 
نتايج بررسي فعاليت آنتي اكسيداني محصول هيدروليز    

دهنده توليد پپتيدهاي آنتي اكسيدان است. گرچه  پروتئين، نشان
شده نارتباط بين ساختار و عملكرد پپتيدها به روشني مشخص 

است اما بر اساس اطلاعات موجود در منابع تحقيقاتي مختلف و 
مطالعه ساختار پپتيدهاي آنتي اكسيداني كه تا به حال جداسازي 
و شناسايي شده اند، احتمالاً پپتيدهاي توليد شده در جريان 

هاي آمينههيدروليز آنزيمي پروتئين ميكروالگ، داراي اسيد
هاي ولوسين، آلانين ، اسيد آمينههيدروفوب والين، لوسين، ايز

گوگرد دار و آمينواسيدهاي آروماتيك، تيروزين، هيستدين، 
تريپتوفان و فنيل آلانين، در توالي پپتيدي هستند. پپتيدهاي 

ي حاو طور عمدهبهدان عمدتاً داراي وزن مولكولي كم، ـآنتي اكسي
د ينواسيباشند و علاوه بر آن عمدتاً داراي آمآمينواسيد، مي ٢-١٠

  .]٢٩ [باشندترمينال مي-Nهيدروفوب در ناحيه 
 

  

 
(a) 

 

وسيله ي هيدروليز شده بههادر طي زمان هيدروليز در نمونه ABTSو  DPPHي هامقايسه فعاليت مهاركنندگي راديكال) ٤شكل(
  )c) و تركيب دو آنزيم b )، كيموتريپسينaپپسين هايآنزيم

Fig. 4. Comparison of DPPH and ABTS radical scavenging activity during hydrolysis in samples hydrolyzed by 
pepsin a), chymotrypsin b) and combination of two enzymesc) 
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(b) 

 
(c) 

ي هيدروليز شده هادر طي زمان هيدروليز در نمونه ABTSو  DPPHي هامقايسه فعاليت مهاركنندگي راديكال) ٤شكل(ادامه 
  )c) و تركيب دو آنزيم b )، كيموتريپسينaپپسين هايوسيله آنزيمبه

Fig. 4. Comparison of DPPH and ABTS radical scavenging activity during hydrolysis in samples hydrolyzed by 
pepsin a), chymotrypsin b) and combination of two enzymesc) 

a
b c d d e e e 18.09823 18.09823

a

b

c

d
e e e e

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270

μ
m

ol
 t

ro
lo

x 
/ m

g 
pr

ot
ei

n

time (min)

DPPH radical scavenging activity ABTS radical scavenging activity

a a a b b b c c

a

b
cb C cd

d
d e

0

50

100

150

200

250

0 30 60 90 120 150 180 210

μ
m

ol
 t

ro
lo

x 
/ m

g 
pr

ot
ei

n

time (min)

DPPH radical scavenging activity ABTS radical scavenging activity

٦٥٩  



 ƽجلبک اسپرولينا پلاتنسيسفعاليت آنتي اکسيداني محصول هيدروليز پروتئين                     همکارانو راحله ايرواني مهاجر      
 

 

  گيرينتيجه. ٤
مدت  يط زيدروليه شرفتيپ زانيم قيبخش اول از تحقدر    

پپسين، كيموتريپسين و  هايميبا آنز ماريدر اثر ت ٥ hزمان 
نزيم آ نشان دادند جيقرار گرفت. نتا يمورد بررس تركيب دو آنزيم

كيموتريپسين براي هيدروليز پروتئيني نسبت به آنزيم پپسين 
موثرتر بود و در زمان كوتاهتري درجه هيدروليز به حداكثر مقدار 

  خود رسيد.
 كنندگيمهار فعاليت زانيم قيبخش دوم از تحق در   
در قرار گرفت.  يمورد بررس ABTSو  DPPH آزاد هايكاليراد

 زانيم شيبا افزا نيپپس ميشده با آنز زيدروليه يمارهايت
افزايش DPPH آزاد يهاكاليراد كنندگيمهار ، فعاليتزيدروليه

 ميشده با آنز زيدروليه يمارهايكه در رابطه با تيدرحاليافت 
روند  ،زيدروليه زانيم شيبا افزا ميدو آنز بيو ترك نيپسيموتريك

 جينتامشاهده نشد.  DPPH آزاد هايكاليدر مهار راد يشيافزا
پتيدهاي توليد پ در تاثير بيشتري ميدو آنز بينشان دادند كه ترك

 يكل ورطبه  آنتي اكسيدان نسبت به استفاده از تك آنزيم داشت.
 نايرولينشان دادند كه جلبك اسپ قيتحق نيحاصل از ا جينتا
 يدارا، نياز پروتئ يغنايمن خوراكي و منبع عنوان يك به

با كمك  باشد كهمي يدانياكس يآنت تيبا فعال يديپپت هاييتوال
ي گوارشي نظير پپسين و كيموتريپسين، داراي هاميآنزهيدروليز 

  باشد.پتانسيل كاربرد در توليد غذاهاي فراسودمند مي
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Abstract 
Conditions of enzymatic hydrolysis including time, enzyme types, and degree of hydrolysis are impressive 
on biological activities of the protein hydrolysate. The aim of the present research was to consider the effect 
of pepsin, chymotrypsin and combination of two enzymes in E/S ratio of 1/10, at 37 °C for 5 hrs, also the 
time and degree of hydrolysis on the production of antioxidant peptides from Spirulina platensis protein.  
Protein was extracted through sonication treatment with the power of 200 W, frequency of 20 KHz and for 
5 min. The progress of enzymatic hydrolysis and antioxidant activity were considered through the time of 
hydrolysis by respectively, O-phethaldialdehyde (OPA) and DPPH and ABTS radicals scavenging assays. 
The content of free amino groups reached from 3.272 to respectively, 3.653, 4.552, 3.713 µM Leu/mg 
protein for samples hydrolyzed by pepsin, chymotrypsin, and combined enzymes. Antioxidant activity 
increased by the progress of hydrolysis and finally DPPH and ABTS radicals scavenging activity increased 
to 23 and 110 µM Trolox/mg protein after 150 min hydrolysis by pepsin, and to 18 and 159 µM Trolox/mg 
protein after 120 min hydrolysis by chymotrypsin. Hydrolysis by combined enzymes increased DPPH and 
ABTS radicals scavenging activities to respectively, 25 µM Trolox/mg protein after 90 min and 230 µM 
Troloxe /mg protein after 210 min. Altogether, our results confirmed the production of antioxidant peptides 
through pepsin and chymotrypsin hydrolysis of. Also, our results showed that chymotrypsin was more 
effective compared to pepsin and a combination of two enzymes was more effective for producing 
antioxidant peptides from Spirulina platensis. 
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