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 چکیده

اي و تولید پپتیدهاي زیست فعال با هاي عملکردي، حذف ترکیبات ضدتغذیههاي بهبود ویژگیهیدرولیز آنزیمی یکی از راه :سابقه و هدف
کلسترول خون، اثرات ضداکسایشی، بهبود جذب املاح معدنی و اثرات ایمونوتراپی هاي ضدمیکروبی، کاهش فشارخون، ضدتروما، کاهش ویژگی

هاي عملکردي و ضداکسایشی کازئین هدف از این مطالعه، بررسی اثر زمان فرآیند هیدرولیز آنزیمی با استفاده از پانکراتین بر ویژگی. است
  .هیدرولیز شده بود

) دقیقه 180و  150، 120، 90، 60، 30(هاي مختلف ولیز کازئین با استفاده از پانکراتین در زماندر این تحقیق، فرآیند هیدر :هامواد و روش
هاي ضداکسایشی ، ویژگی)مختلف pHکنندگی در کنندگی و کفپذیري، امولسیونانحلال(هاي عملکردي درجه هیدرولیز، ویژگی. انجام گرفت

کنندگی کال هیدروکسیل، قدرت احیاءکنندگی، فعالیت ضداکسایشی در امولسیون وشلاته، مهار رادیDPPH ،ABTSمانند مهار رادیکال آزاد 
  .هاي آهن و مس ارزیابی شدیون

هاي ضداکسایشی ویژگی. متفاوت گردید pHهاي عملکردي در اي موجب بهبود ویژگیهیدرولیز آنزیمی کازئین به طورقابل ملاحظه :هایافته
، )درصد DPPH )04/46هاي ضداکسایشی مهار رادیکال آزاد بهترین مقدار براي هر یک از شاخص. هیدرولیز قرار گرفتکازئین تحت تأثیر زمان 

 91/72(، مهار رادیکال هیدروکسیل )مولارمیلی 28/2(، ظرفیت ضداکسایشی معادل ترولوکس )درصد ABTS )42/84فعالیت مهار رادیکال 
، )آلدئید در لیترگرم معادل مالون ديمیلی 251/0(پذیر تیوباربیتوریک اسید ، ترکیبات واکنش)درصد 97/61(، قدرت احیاءکنندگی )درصد
  .پس از هیدرولیز آنزیمی بودند) درصد 81/16(کنندگی یون مس و شلاته) درصد 31/70(کنندگی یون آهن شلاته
طور کلی، هیدرولیز آنزیمی به. دهدول نهایی را تحت تأثیر قرار میهاي محصزمان فرآیند با تأثیر بر درجه هیدرولیز، کلیه ویژگی :گیري نتیجه

  .هاي عملکردي و ضداکسایشی را از خود نشان داددقیقه، بهترین ویژگی 180کازئین در زمان 
    هاي عملکردي، هیدرولیز آنزیمیپانکراتین، کازئین، فعالیت ضداکسایشی، ویژگی :واژگان کلیدي

  مقدمه 
اکسیداسیون لیپیدها در مواد غـذایی بـا تجزیـه اسـیدهاي     

و تولید بو و طعم اکسیده موجب از بین رفـتن کیفیـت،   چرب 
در ایـن بـین،   . شودقابلیت استفاده و ماندگاري مواد غذایی می

تخریب اکسیداتیو اسیدهاي چـرب چنـد غیراشـباع بـه دلیـل      
مستعد بـودن بـه اکسیداسـیون، چالشـی در طراحـی و تولیـد       

در بـین  . )1(غذاهاي پایدار فرآینـد شـده ایجـاد کـرده اسـت      
ترین هاي فلزي اصلیدر اکسیداسیون لیپیدها، یون مؤثرعوامل 

هـا،  هـاي غـذایی ماننـد نوشـیدنی    ها در امولسیونپرواکسیدان
. )2(رونـد  هـا بـه شـمار مـی    سس، سوپ، دسر سالاد و مـایونز 

هـاي فلـزي روش   بنابراین، کاهش فعالیـت پرواکسـیدانی یـون   
سـالیان  . هاسـت  ي در کاهش تند شـدن امولسـیون  مؤثربسیار 

هاي زیادي است که در صنایع مختلف براي کنترل فعالیت یون
هـاي  کننـده امـا شـلاته  .شود ها استفاده میکنندهفلزي از شلاته

ــد اشــک  ــج داراي مســائلی مانن ــذاري الات نشــانهرای  EDTAگ
)Ethylene diamine tetra acetic acid(  ناکارآمـدي ،)  اسـید

ــیتریک ــداري  )3() س ــی(و ناپای ــفاتپل ــافس ــتند )4() ه . هس
د توانن ـ ها میفسفاتهمچنین، برخی از این ترکیبات مانند پلی
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ها، اثر هاي عملکردي سایر اجزاء غذایی نظیر پروتئینبر ویژگی
  . )5(منفی بگذارند 

ــابع    ــتفاده از من ــه ســوي اس ــر ب ــات اخی ــن رو تحقیق از ای
. هاي طبیعی متمایل گردیده اسـت کنندهضداکسایشی و شلاته

و حفـظ سـلامتی   این ترکیبات بـا دارا بـودن حـداکثر ایمنـی     
ــایگزین       ــوان ج ــه عن ــوبی ب ــارایی مطل ــده از ک ــرف کنن مص

هـاي سـنتزي در فرمولاسـیون غـذاهاي مختلـف      ضداکسـیدان 
تـوان بـه اسـتفاده از    از این ترکیبـات طبیعـی مـی   . برخوردارند

نتایج تحقیقـات اخیـر حـاکی از قابلیـت     . ها اشاره کردپروتئین
هـاي  جـام واکـنش  ها به فلـزات و ممانعـت از ان  اتصال پروتئین

-هاي روغن در آب دارد که این ویژگیاکسیداتیو در امولسیون
هـاي  کننـده ها، استفاده از ایـن ترکیبـات را بـه عنـوان شـلاته     

  .)6(نماید پذیر میطبیعی در مواد غذایی امکان
طبیعی در مواد غذایی به عنوان  يهااما استفاده از پروتئین

بـه علـت   . هاي فلـزي بـا مشـکلاتی همـراه اسـت     کنندهشلاته
هـا  هـاي اتصـال بـه فلـزات آن    ها، ویژگیدناتوراسیون پروتئین

هاي پروتئینـی  تغییر و با از دست رفتن حلالیت و تشکیل توده
یکـی  . )7(شـود  ذایی میهاي کیفی مواد غ موجب تغییر ویژگی

هاي کاهش و بـه حـداقل رسـاندن ایـن مشـکل، اصـلاح       از راه
تـوان بـه بهبـود    از مزایاي این روش می. هاستآنزیمی پروتئین

هـاي عملکـردي ماننـد    پـذیري و ویژگـی  قابلیت جذب، هضـم 
تـري از  ها را در طیـف وسـیع  برد آنحلالیت اشاره کرد که کار
  .)8(هاي مختلف میسر ساخته است مواد غذایی و فرمولاسیون

-هاي فسفوریلهها ممکن است در مورد پروتئیناین ویژگی
هـــاي موجـــود در شـــیر ماننـــد کـــازئین و شـــده و پپتیـــد

ئینوفســفوپپتیدها، کاز. )9(وپپتیدها صــادق باشــد کازئینوفســف
-تري نسبت بـه پـروتئین  کننده طبیعی و کاربرديمنابع شلاته

هـا تحـت تـاثیر    شـوند و فعالیـت آن  هاي اولیـه محسـوب مـی   
بــر مزایــاي فــوق، عـلاوه  . )10(گیــرد دناتوراسـیون قــرار نمــی 

پپتیدهاي زیست فعال حاصـل از هیـدرولیز و اصـلاح آنزیمـی     
کننـده سیسـتم ایمنـی،    هـایی نظیـر تنظـیم   شیر داراي ویژگی

هاي بدن از تـنش  ضداکسید، کاهنده فشار خون و حفظ سلول
  .)11(اکسیداتیو هیدروژن پراکسید هستند 

در تحقیقی، زیست دسترسی کازئین و پپتیدهاي حاصل از 
همچنـین، فعالیـت   . قرار گرفـت هیدرولیز کازئین مورد بررسی 

ضداکسایشی در طول هضم گوارشی و جـذب سـلولی کربنـات    
هاي تخریب پپتیدها مورد ارزیابی قرار کلیسم به عنوان شاخص

نتـایج حـاکی از بهبـود قابـل توجـه زیسـت دسترسـی        . گرفت
. پپتیدهاي حاصل از هیدرولیز کازئین نسبت به کـازئین بودنـد  

ــب آمینواســیدي  ــین، ترکی ــزایش   همچن ــدها موجــب اف پپپتی

هـاي هضـم کننـده و پپتیـدازهاي روده     ها به آنزیمپایداري آن
پپتیدهایی با هضم و جذب جزء اسیدي با بالاترین زیست . شد

و حفــظ فعالیـت آنتــی اکســیدانی  ) درصــد 14/23(دسترسـی  
پپتیـد دسـت نخـورده و جـذب شـده بـه        12. شناسایی شدند

از بتاکـازئین و ترکیبـات    پپتیـد  12نوع از ایـن   11. دست آمد
ها غنی از آمینواسیدهاي هیدروفوب و اسـیدي  آمینواسیدي آن

همچنــین ایــن ترکیبــات موجــب افــزایش زیســت . )9(بودنـد  
دسترسی املاح معدنی، بهبود پاسخ ایمنی، کاهش امکان رشـد  

، تحریـک تولیـد ترکیبـات معـدنی     )12(هـاي سـرطانی   سلول
عامـل ضدپوسـیدگی دنـدان عمـل     عنوان ها شده و بهاستخوان

  .)13(کنند می
هـاي اولیـه   با در نظر گرفتن مزایاي اصلاح آنزیمی پروتئین

بررسـی  و تولید پپتیدهاي زیست فعال، هـدف از ایـن تحقیـق    
هـاي مختلـف   کارایی فرآیند هیدرولیز آنزیمی کازئین در زمان

هاي عملکردي، قابلیـت مهـار انـواع    بر درجه هیدرولیز، ویژگی
هاي پراکسید، کاتیونی و آنیونی، کاهش تولید ترکیبات رادیکال
کنندگی پذیر تیوباربیتوریک اسید در امولسیون و شلاتهواکنش

  .بود) هن و مسآ(هاي فلزي پراکسیدان یون
  هامواد و روش  
، پانکراتین، )پروتئین% 95(کازئین : مواد مورد استفاده 

، )TCA )Trichloroacetic acidکلرواستیک اسید تري
-G250( ،DPPH )1,1-Diphenyl-2(کوماسی بلو 

picrylhydrazyl( ،ABTS )2,2′-azino-bis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt( ،
 سیانید، فریکپتاسیم پرسولفات، ترولوکس، پتاسیم فري

، پراکسید EDTAداکسی ریبوز، سولفات آهن، -کلراید، آلفا
کلرید آهن، فروزین، سولفات مس، پیریدین، هیدروژن، دي

، اسکوربیک اسید، 20پیروکاتکول ویولت، تویین 
، سدیم )TBA )Thiobarbituric acidتیوباربیتوریک اسید 

از ) SDS )Sodium dodecyl sulphateدودسیل سولفات 
، Olitalia(روغن هسته انگور . شرکت سیگما خریداري شدند

، اتانول، سود، اسیدکلریدریک، پتاسیم کلراید، پتاسیم )ایتالیا
  ).مرك، آلمان(دي هیدروژن فسفات، اسید فسفریک 

براي فرآیند هیدرولیز آنزیمـی، کـازئین را    :هیدرولیز کازئین
ــافر فســفات   5(W/V) در غلظــت  ــولار  M2/0درصــد در ب م

)4/7pH= (      حل نمـوده و امکـان هیدراتـه شـدن کامـل آن در
. در دماي محیط مهیا شد min30زدن مداوم به مدت حین هم

سپس آنزیم پانکراتین در نسبت آنـزیم بـه پـروتئین سوبسـترا     
(W/W)5/2 دمـاي  . شدمحلول حاوي کازئین افزودن  درصد به

-و زمان واکنش در شـرایط هـم   Cº40واکنش براي پانکراتین 
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ــا دور   ــداوم ب ــادیر  rpm200زدن م ، 120، 90، 60، 30در مق
بـراي غیرفعـال   . دقیقه متغیر در نظر گرفتـه شـد   180و  150

بـه   Cº90کردن فعالیت آنزیم، محـیط واکـنش در حمـام آب    
محلـول تـا دمـاي محـیط خنـک      . ده شدقرار دا min15مدت 
سانتریفیوژ  min 10به مدت rpm5000محلول در دور . گردید

 Cºسوپرناتانت جدا، لیوفیلیزه و تا زمان استفاده در دماي . شد
  .)14(نگهداري گردید  -20

سوسپانسیون کازئین هیدرولیز شده و تـري   :درجه هیدرولیز
مخلـوط و   1:1در نسبت حجمـی  ) M44/0(کلرواستیک اسید 

سپس، مخلـوط در  . شدانکوبه  Cº4دقیقه در دماي  15مدت به
rpm10000  و به مدتmin10  مقدار پـروتئین  . شدسانتریفوژ

 M 22/0رواسـتیک اسـید   موجود در سوپرناتانت حاوي تري کل
ــا روش  ــین گردیــد )Bradford)15 ب ــت، درجــه . تعی در نهای

هیدرولیز بر حسب مقدار پروتئین موجود در سوپرناتانت حاوي 
TCA  سـازي  پس از رقیق(به پروتئین موجود در سوسپانسیون

  .و بر حسب درصد محاسبه شد) با آب مقطر به حجم مساوي
  هاي عملکرديویژگی
هـاي  پذیري پروتئینبراي تعیین میزان انحلال: پذیريانحلال

ــا مقــدار  )16(و همکــاران  Jamdarهیــدرولیز شــده از روش  ب
به این شکل که، براي ارزیابی اثـر  . جزئی اصلاحات استفاده شد

وتئین هیدرولیز شده پر mg200ها، بر حلالیت پروتئین pHهر 
مخلوط با اسـتفاده  pH لیتر آب مقطر پراکنده و میلی ml20در 

، 5، 4، 3، 2، 1(نرمـال در مقـادیر    1از سود یا اسیدکلریدریک 
 g 10000محلـول در  . شـد تنظیم ) 12و  11، 10، 9، 8، 7، 6

سپس مقدار پـروتئین موجـود در   . سانتریفوژ شد min10براي 
ده از روش بردفورد تعیین و درصد حلالیت سوپرناتانت با استفا

بر اساس مقدار پـروتئین موجـود در سـوپرناتانت بـر پـروتئین      
  .محلول اولیه تعیین گردید

هـاي امولسـیفیه   ویژگـی : کننـدگی هاي امولسـیون ویژگی
ــروتئین  ــدگی پ ــق روش    کنن ــر طب ــده ب ــدرولیز ش ــاي هی ه

Klompong  با اندکی اصلاحات تعیین گردید )17(و همکاران .
درصد پروتئین  1محلول  ml15روغن هسته انگور و  ml5ابتدا 

 1با استفاده از سـود یـا اسـید کلریـدریک     pH با هم مخلوط و 
مخلـوط بـا اسـتفاده از    . تنظـیم شـد   9و  7، 6، 5، 3نرمال بـه  

. هموژن گردیـد  min1براي  rpm20000هموژنایزر در سرعت 
پـس از   min10و  0نمونـه امولسـیون در زمـان     µl50سـپس،  

% 1/0محلـول   ml5هموژنیزاسیون از تـه ظـرف برداشـته و بـا     
جذب محلول رقیق شـده  . فات مخلوط شدسدیم دودسیل سول

مقـدار  . با استفاده از اسـپکتروفتومتر خوانـده شـد    nm500در 
ــه   ــان اولی ــذب در زم ــکیل   10و ) A0(ج ــس از تش ــه پ دقیق

بـراي محاسـبه فعالیـت امولسـیون کننـدگی      ) A10(امولسیون 
(EAI)   ــیون ــداري امولس ــاخص پای ــتفاده از  ) ESI(و ش ــا اس ب

  :ته شدگرفکار معادلات زیر به
  

EAI(m2/g)=(2× 303/2 × A0)/ 25/0 )گرم(وزن پروتئین ×  )1(        

ESI (%) = (A0 - A10/A0) × 100               )2(  

ظرفیت و پایداري کف کنندگی : هاي کف کنندگیویژگی
و همکاران  Klompongپروتئین هیدرولیز شده بر طبق روش 

محلول  ml15حجم . با اندکی اصلاحات تعیین گردید )17(
 pHنرمال،  1نمونه با استفاده از سود یا اسیدکلریدریک % 5/0

تنظیم و هموژنیزاسیون در سرعت  9و  7، 6، 5، 3آن به 
rpm16000  برايmin2  با هدف ورود هوا به درون محلول در

نمونه زده شده به سرعت به استوانه . دماي محیط انجام گرفت
. خوانده شد min1منتقل و حجم کل پس از  ml25مدرج 

  :شدبر طبق معادله زیر محاسبه ) FC(ظرفیت کف کنندگی 
  

FC (%) = (A /B) × 100          )3(  
 

حجم اولیه  Bو ) ml(حجم کف پس از زدن  Aدر اینجا، 
  .باشدمی) ml(محلول قبل از زدن 

 min10براي  Cº 25هاي زده شده در دماي نمونه
با ) FS(پایداري کف . شدنگهداري، سپس حجم کف خوانده 

  :گردیدمعادله زیر محاسبه 
  

FS (%) = (A /B) × 100         )4(  
 

حجم اولیه  Bو ) ml(حجم کف پس از نگهداري Aدر اینجا، 
  .باشدمی) ml(محلول قبل از زدن 

  
  هاي ضداکسایشیویژگی

براي تعیین قدرت احیاءکنندگی : قدرت احیاءکنندگی
نمونه حل شده در آب مقطر  ml5/0هاي هیدرولیز شده، نمونه

و ) pH6.6( M2/0بافرفسفات  ml5/0با ) mg/ml40در غلظت (
ml5/0سیانید پتاسیم فري(W/V)1 % مخلوط در . شدمخلوط

 ml5/0سپس، . دقیقه انکوبه شد min20براي  Cº50دماي 
درصد به مخلوط اضافه و  10کلرو استیک اسید محلول تري

 ml1در نهایت، . شدسانتریفوژ  rpm2500در  min10مدت به
ک کلراید فری ml2/0آب مقطر و  ml1سوپرناتانت با 

(W/V)1/0 %جذب نمونه در . مخلوط گردیدnm700  پس از
min10  حجم . شدنگهداري مخلوط در دماي محیط، خوانده
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 ٦٤

یکسانی آب مقطر به جاي نمونه براي تهیه نمونه کنترل 
افزایش جذب مخلوط واکنش نشان دهنده . شداستفاده 

  .)18(افزایش قدرت احیاءکنندگی است 
فعالیت مهار رادیکال : مهار رادیکال هیدروکسیل

داکسی ریبوز بر -2هیدروکسیل با استفاده از اکسیداسیون 
و با اندکی اصلاحات  )Minamikawa )19و  Kimطبق روش 
 mM10از مخلوط  ml2/0براي این آزمون، . تعیین شد

)FeSO4-EDTA( ،ml5/0 )mM10 ( ،آلفاداکسی ریبوزml2/0 
 M2/0 )pHسدیم فسفات بافر  ml9/0نمونه هیدرولیز شده، 

-با هم مخلوط ) mM10(پراکسید هیدروژن  ml2/0و ) 7.4
تري  ml1سپس، . شدانکوبه  h1براي  Cº37مخلوط در . شدند

درصد براي توقف واکنش به  TCA (8/2(کلرواستیک اسید 
در حمام آب جوش  min15مخلوط براي . شدمخلوط افزوده 

با  nm532قرار، در یخ سرد شده، سپس جذب آن در 
حجم یکسانی آب مقطر به . شدگیري اسپکتروفتومتر اندازه

نتایج به شکل . گردیدجاي نمونه براي تهیه شاهد استفاده 
درصد مهار رادیکال هیدروکسیل با استفاده از معادله زیر 

  :شدگیري اندازه
  

)100           )5 × (As/Ab -1) = (%) بازدارندگی  
  

  .جذب نمونه است Asجذب شاهد و  Abدر اینجا، 
  

 درصد مهار رادیکال آزاد : DPPHمهار رادیکال آنیونی 

DPPH با استفاده از روشWu  با کمی  )20(و همکاران
ابتدا پودرهاي کازئین هیدرولیز شده . اصلاحات تعیین گردید

از هر  ml5/1سپس، . شدندحل ) mg/ml40(در آب مقطر 
مخلوط ) DPPH )mM15/0از محلول اتانولی  ml5/1ونه با نم

سپس، مخلوط حاصل در . شدثانیه ورتکس  20و بمدت 
rpm2500  به مدتmin10  سانتریفوژ و بمدتmin20  در

جذب محلول سوپرناتانت در طول موج . شدتاریکی نگهداري 
nm517  درصد مهار رادیکال . شدخواندهDPPH  با استفاده از

  :زیر محاسبه گردیدفرمول 
  

I (%) = [ ஺௕௟௔௡௞ି஺௦௔௠௣௟௘
஺௕௟௔௡௞

] × 100       )6(  
 

حجم یکسانی از آب مقطر به (جذب شاهد  A blankدر اینجا 
 A sample، )شدمخلوط  DPPHجاي محلول نمونه با محلول 

  .باشندجذب نمونه می
  

فعالیت مهار رادیکال  :+ABTSمهار رادیکال کاتیونی 
ABTS  پودرهاي کازئین هیدرولیز شده با استفاده از روش

با کمی اصلاحات  )21(و همکاران  Youتشریح شده توسط 
با ترکیب نسبت  ABTS+محلول رادیکال . تعیین گردید

 mM45/2و  mM7در غلظت  ABTSحجمی یکسانی از 
مخلوط در تاریکی و در دماي . گردیدپتاسیم پرسولفات تهیه 

در این . شدقبل از مصرف قرار داده  h 16-12محیط به مدت 
به وسیله پتاسیم ABTS +مدت، اکسیداسیون و تولید رادیکال 

با  ABTS+حلول قبل از آزمون، م. گرفتپرسولفات انجام 
در  7/0 ± 02/0تا جذب M, pH 7.42/0 ( PBS(استفاده از 

nm734  سپس . شدرقیقµl40  با غلظت (از هر نمونهmg 

/mL4 ( بهml4  محلول رقیق شده+ABTS مخلوط . افزوده شد
در تاریکی  min6ثانیه به شدت ورتکس و به مدت  30براي 

. گیري شدندازها nm734جذب محلول نهایی در . قرار داده شد
، μM 1000(ترولوکس  µl40منحنی استاندارد با واکنش 

محلول رقیق شده  ml4با ) 50، 100، 250، 500، 750
+ABTS درصد مهار رادیکال . تهیه شد+ABTS ها بر نمونه

همچنین، فعالیت مهار . اساس معادله زیر محاسبه گردید
به شکل بر اساس منحنی استاندارد ترولوکس  ABTS+رادیکال 

بیان ) TEAC, mM(ظرفیت ضداکسایشی معادل ترولوکس 
  .گردید

  
AA (%) = [ ஺௕௟௔௡௞ି஺௦௔௠௣௟௘

஺௕௟௔௡௞
] × 100     )7(  

  
 Aو ) جذب نمونه شاهد فاقد ترکیب فعال( A blankدر اینجا، 

sample )هستند) جذب نمونه کازئین هیدرولیز شده.  
  

  
با غلظت  ABTSارتباط بین درصد فعالیت مهار رادیکال  .1شکل 

  .معادل ترولوکس در منحنی استاندارد
  

y = 0.0359x + 4.4819
R² = 0.9975
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: پذیر تیوباربیتوریک اسیدفعالیت مهار ترکیبات واکنش
روغن ذرت و  g1امولسیون روغن در آب با هموژن کردن 

µl100  با  20تویینml100  آب مقطر با استفاده از هموژنایزر
. در حمام یخ تهیه گردید min2براي  rpm22000با سرعت 

ها براي ارزیابی اکسیداسیون لیپیدي با مخلوط نمودن نمونه
ml8  ،امولسیون روغنml5/0  درصد اسکوربیک  2/0محلول

 mlو ) FeSO4(سولفات آهن  ppm200محلول  ml5/0اسید، 
تهیه ) mg/ml40در غلظت (محلول پروتئین هیدرولیز شده  1

پس . شدندانکوبه  h 16براي  Cº 37ها در نمونهسپس، . شدند
محلول  ml 2از هر نمونه به  ml 1از انکوباسیون، 

 mM TBA(تري کلرواستیک اسید / تیوباربیتوریک اسید

20/TCA 15 (% وµl50  محلولBHA10 % 90در اتانول %
مخلوط حاصل براي توسعه . افزوده و سپس ورتکس گردید

ها در نمونه. شدانکوبه  min15براي  Cº 90رنگ در حمام آب 
براي  rpm3000خنک و در  min10حمام آب یخ براي 

min15  و در دمايCº 5  شدند و جذب محلول در سانتریفوژ
براي تهیه نمونه شاهد از . گیري شداندازه nm 532طول موج 

استفاده  TBA/TCAمحلول   ml2آب مقطر با  ml1مخلوط 
رکیبات حاصل از واکنش تیوباربیتوریک ت( TBARSمقدار . شد

 MDAگرم مالون دي آلدهید به شکل میلی) اسید
)Malondialdehyde (شود در لیتر امولسیون بیان می)22(.  

کنندگی یون آهن بر فعالیت شلاته: کنندگی یون آهنشلاته
 mlابتدا،. شد گیرياندازه )16(و همکاران  Jamdarطبق روش 

با ) mg/ml40در غلظت (نمونه حل شده در آب مقطر  1
ml05/0  محلول دي کلرید آهن)mM2 ( وml85/1  آب دوبار

  ) mM5(محلول فروزین  ml1/0سپس، . شدتقطیر مخلوط 
)3-(2-pyridyl)-5,6-Diphenyl-1,2,4-triazine-4′,4′'-disulphonic 

acid (جذب پس از . شدزده افزوده و مخلوط به شدت هم
min10  نگهداري مخلوط در دماي محیط درnm562  خوانده
آب دوبار تقطیر به عنوان نمونه شاهد مورد استفاده قرار . شد

ها با استفاده از معادله زیر کنندگی نمونهفعالیت شلاته. گرفت
  :شدمحاسبه 

  
کنندگی یون آهنشلاته  (%) = [(Acontrol – Asample/Acontrol)] ×100        )8(  

  
 Aو ) جذب نمونه شاهد فاقد ترکیب فعال( A blankدر اینجا، 

sample )هستند) جذب نمونه کازئین هیدرولیز شده.  

کنندگی یون مس فعالیت شلاته: لاته کنندگی یون مسش
و  Kongهاي هیدرولیز شده با استفاده از روش پروتئین
Xiong )23( در ابتدا، . گیري شداندازهml1  محلولmM2/0 

 ml15کازئین هیدرولیز شده در فالکون  ml1سولفات مس با 
 ml1سپس، . شددر دماي اتاق انکوبه  min5مخلوط و براي 

ها درصد افزوده و نمونه 3/11محلول تري کلرواستیک اسید 
 ml2پس از آن، . شدندسانتریفوژ  min10براي  rpm2500در 

 µl20پیریدین و % 10محلول  ml1از سوپرناتانت به 
در  min5پیروکاتکول ویولت افزوده و مخلوط ورتکس و براي 

خوانده و  nm 632ها در جذب نمونه. شددماي اتاق انکوبه 
کنندگی یون مس با استفاده از معادله زیر تعیین فعالیت شلاته

  :گردید
  

کنندگی یون مسشلاته  (%) = [1 – (A sample / A blank)] × 100           )9(  
  

 Aو ) جذب نمونه شاهد فاقد ترکیب فعال( A blankدر اینجا، 

sample )هستند) جذب نمونه کازئین هیدرولیز شده.  
  

هاي پژوهش حاضر، اثر زماندر : تجزیه و تحلیل آماري
 180و  150، 120، 90، 60، 30(مختلف هیدرولیز کازئین 

 5/2نسبت آنزیم به سوبستراي (با آنزیم پانکراتین ) دقیقه
هاي عملکردي و فعالیت بر ویژگی) وزنی-درصد وزنی

هاي هیدرولیز شده با کاربرد آنالیز ضداکسایشی کازئین
 19نسخه  SPSSرم افزار واریانس یک طرفه و استفاده از ن
هاي مؤثر از لحاظ آماري  مورد ارزیابی قرار گرفت تا فاکتور

ها تکرار و مقایسه میانگین 3ها در کلیه آزمون .شناسایی شوند
دار اي دانکن جهت بررسی معنیبا استفاده از آزمون چند دامنه

  .انجام گردید )>05/0P( بودن اثر متغیرها در
 هایافته  

، اثر زمان فرآیند هیدرولیز را بر 1جدول : درجه هیدرولیز
در این تحقیق، درجه . دهددرجه هیدرولیز کازئین نشان می

. درصد متغیر بود 23/19تا  1هیدرولیز کازئین در محدوده 
نتایج آنالیز آماري نشان دهنده اثر قابل توجه زمان فرآیند بر 

تیب که میزان بدین تر ).>05/0P(هیدرولیز کازئین است 
شکست پپتیدها و در نهایت درجه هیدرولیز در طول فرآیند 

  .افزایش یافت
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 ٦٦

  DPPHتأثیر زمان هیدرولیز آنزیمی بر درجه هیدرولیز، قدرت احیاءکنندگی، مهار رادیکال هیدروکسیل و رادیکال آزاد  .1جدول
  (%) DPPHمهار رادیکال   (%)مهار رادیکال هیدروکسیل   (%)احیاءکنندگی   (%)هیدرولیز درجه   )دقیقه(زمان هیدرولیز 

0  g50/0±21/1 e007/0±404/0 f19/2±31/13  f96/1±13/11 
30  f32/0±83/5  d003/0±511/0  e93/0±77/61  e41/0±09/35  
60  e41/0±51/9  c008/0±541/0  d63/0±13/64  d65/0±85/39  
90  d38/0±42/12  c006/0±548/0  c84/0±95/66  bc23/1±79/42  
120  c40/0±50/13  b004/0±567/0  bc79/0±03/69  b05/1±52/43  
150  b58/0±04/16  a006/0±609/0  b91/0±04/70  a88/0±04/46  
180  a46/0±23/19  a008/0±619/0  a34/1±91/72  cd84/0±99/40  

  .باشندمی  >05/0pدار در سطح هاي با حروف مشابه در هر ستون نشان دهنده عدم وجود تفاوت معنیمیانگین.  استاندارد هستندتکرار به همراه انحراف از  3مقادیر ارائه شده میانگین 

پذیري کازئین و هیدرولیز ، انحلال2شکل : پذیريانحلال
. دهدهاي مختلف نشان می pHهاي کازئین را تحت تأثیر شده

شود، کازئین هیدرولیز گونه که در شکل مشاهده میهمان
ویژه در به(هاي اسیدي  pHنشده بیشترین افت حلالیت را در 

از خود ) 6/4(با توجه به نقطه ایزوالکتریک آن ) 4-5حدود 
هاي هیدرولیز شده به خصوص اما حلالیت نمونه. دهدنشان می

 pHتحت تأثیر  با افزایش زمان و درجه هیدرولیز، خیلی کمتر
همچنین، نتایج نشان دهنده این است . گیرنداسیدي قرار می

که استفاده از هیدرولیز آنزیمی و افزایش زمان هیدرولیز 
موجب بیشتر شدن حلالیت کازئین و پپتیدهاي حاصل از آن 

  ).>05/0P(گردید 

  
هاي هیدرولیز پذیري کازئین و کازئینبر انحلال pHاثر  .2شکل 

  )دقیقه 30-180(هاي مختلف پانکراتین در زمانشده با 
  

نشان ) الف و ب( 3شکل : کنندگیهاي امولسیونویژگی
هاي دهنده قدرت امولسیون کنندگی و پایداري امولسیون

تولید شده با استفاده از کازئین هیدرولیز شده با پانکراتین 
نتایج حاکی از این بود که . هاي مختلف است pHتحت تأثیر 

شاخص امولسیون کنندگی و پایداري امولسیون تولید شده با 
علت این است . گیرندقرار می pHکازئین به شدت تحت تأثیر 

نزدیک به ( 5و به ویژه  6کمتر از  pHکه کازئین در مقدار 
وجه با ت. ، کمترین مقدار حلالیت را داراست)نقطه ایزوالکتریک

هاي عملکردي مانند به اینکه یکی از عوامل مؤثر بر ویژگی

ظرفیت امولسیون کنندگی، حلالیت است، لذا به حداقل 
این یافته . شودها میرسیدن حلالیت موجب افت این ویژگی

حاکی از عدم قابلیت استفاده از کازئین هیدرولیز نشده با 
-مولاسیونسازي و قابلیت امولسیون کنندگی در فرهدف غنی

ویژه نزدیک به نقطه به(اسیدي  pHهاي مختلف در 
اما شیب کاهشی و افزایشی براي . است) ایزوالکتریک

تر ها ملایممحصولات هیدرولیز شده در هر یک از این شاخص
ها حاکی از حساسیت کمتر نتایج حاصل از این آزمون. بود

یر در اسیدي، در نتیجه تغی pHهاي هیدرولیز شده به کازئین
اندازه پپتیدها، ترکیب آمینواسیدها، درجه هیدرولیز و حلالیت 

، کازئین هیدرولیز نشده 6بالاتر از  pHاما در مقدار . است
قابلیت امولسیون کنندگی و پایداري امولسیون بالاتري از خود 

همچنین در بین تیمارهاي هیدرولیز شده، کازئین . نشان داد
یقه، از شاخص امولسیون دق 30هیدرولیز شده در زمان 

کنندگی و پایداري بیشتري نسبت به محصولات با درجات 
توان به علت این نتیجه را می. بالاتر هیدرولیز برخوردار بود

کنندگی در نتیجه تغییر در ترکیب بهبود فعالیت امولسیون
با . پپتیدها و قابلیت تشکیل فیلم در اطراف قطرات نسبت داد

یز به دلیل تولید پپتیدهاي با زنجیره افزایش درجه هیدرول
  .شودکنندگی کاسته میتر، از قابلیت امولسیونکوتاه

هاي  pH، اثر )الف و ب( 4شکل : هاي کف کنندگیویژگی
کنندگی و پایداري کف تولید شده مختلف بر ظرفیت کف

هاي توسط کازئین و محصولات هیدرولیز شده آن را در زمان
رخلاف نتایج حاصل از ارزیابی قدرت ب. دهدمختلف نشان می

ها براي کازئین امولسیون کنندگی، مقادیر این شاخص
در  pHهیدرولیز نشده به شکل بسیار قابل توجهی تحت تأثیر 

اما . محدوده اسیدي و نزدیک به نقطه ایزوالکتریک قرار گرفت
موجب بهبود ) دقیقه 30در زمان (هیدرولیز جزئی کازئین 

اگرچه با افزایش زمان فرآیند و .ندگی شدکنهاي کفشاخص
هاي درجه هیدرولیز از ظرفیت کف کنندگی و پایداري کف

  .حاصل کاسته شد
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  هاي مختلف کازئین و کازئین هیدرولیز شده با پانکراتین در زمان) ب(و پایداري امولسیون ) الف(کنندگی بر امولسیون pHاثر  .3شکل 

  )دقیقه 180-30(
  

  
  هاي مختلفکازئین و کازئین هیدرولیز شده با پانکراتین در زمان) ب(و پایداري کف ) الف(کنندگی بر  ظرفیت کف pHاثر . 4شکل 

  )دقیقه 180-30( 
  

هیدرولیز آنزیمی  ، اثر زمان1جدول  :قدرت احیاءکنندگی
ا بر قدرت احیاءکنندگی ترکیبات هیدرولیز شده کازئین ر
هاي مقدار این شاخص براي کازئین و کازئین. دهدنشان می

. متغیر بود 619/0تا  404/0هیدرولیز شده در طول زمان بین 
موجب افزایش ) دقیقه 30(هیدرولیز آنزیمی محدود کازئین 

قابل توجهی در قدرت احیاءکنندگی ترکیبات حاصل از آن 
 30همچنین، با افزایش زمان هیدرولیز از  ).>05/0P(ید گرد
اگرچه . دقیقه، مقدار این شاخص افزایش پیدا کرد 150به 

هیدرولیز بیشتر کازئین اثري بر افزایش قدرت احیاءکنندگی از 
  .خود نشان نداد

اثر زمان هیدرولیز آنزیمی بر : مهار رادیکال هیدروکسیل
فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل در کازئین و محصولات 

مقدار این . نشان داده شده است 1هیدرولیز شده در جدول 
درصد متغیر  31/13- 91/72شاخص در تیمارهاي مختلف بین 

آنالیز آماري نتایج نشان دهنده افزایش قابل توجه فعالیت . بود

وکسیل پس از انجام فرآیند هیدرولیز مهار رادیکال هیدر
همچنین، افزایش زمان هیدرولیز آنزیمی کازئین . آنزیمی است

با افزایش درجه هیدرولیز که منجر به تغییر در ترکیب 
آمینواسیدي، تولید پپتیدهاي با وزن مولکولی کم و افزایش 
دسترسی و رهایش آمینواسیدهاي با فعالیت ضداکسایشی 

بود فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل شود، موجب بهمی
  ).>05/0P(گردید 

نتایج حاصل از ارزیابی فعالیت : DPPHمهار رادیکال آنیونی 
هاي کازئین و محصولات حاصل در نمونه DPPHمهار رادیکال 

. ارائه شده است 1از هیدرولیز آنزیمی در طول زمان در جدول 
یز نشده در مهار ها حاکی از قابلیت اندك کازئین هیدرولیافته

 30اما تیمار آنزیمی کازئین به مدت . است DPPHرادیکال 
برابر افزایش  3دقیقه، درصد مهار رادیکال آزاد را به بیش از 

دقیقه موجب  150همچنین افزایش زمان هیدرولیز تا . داد
اما ادامه هضم . ها شدافزایش فعالیت ضداکسایشی در نمونه
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ن موجب کاهش قابل توجهی در پپتیدهاي حاصل با پانکراتی
  ).>05/0P(گردید  DPPHقابلیت مهار رادیکال آزاد 
ارزیابی ظرفیت ضداکسایشی : ABTSمهار رادیکال کاتیونی 

معادل ترولوکس متکی به کاهش رنگ رادیکال کاتیونی 
ABTS  و ظرفیت ضداکسایشی به شکل غلظت ترولوکس با اثر

ل از ارزیابی دیگر همانند نتایج حاص. شودیکسان تعیین می
و  ABTSهاي ضداکسایشی، مهار رادیکال کاتیونی شاخص

ظرفیت ضداکسایشی معادل ترولوکس به طورکامل تحت تأثیر 
بدین شکل . فرآیند هیدرولیز آنزیمی با پانکراتین قرار گرفت

دقیقه، هیدرولیز آنزیمی،درصد مهار رادیکال  30که پس از 
ABTS 73به  22رولوکس از و ظرفیت ضداکسایشی معادل ت %

با ادامه هیدرولیز . مولار افزایش یافتمیلی 97/1به  51/0و از 
نیز مقادیر هر یک از این دو شاخص ) دقیقه 150تا (آنزیمی 

  ).>05/0P(افزایش و سپس بدون تغییر ماند 
: پذیر تیوباربیتوریک اسیدفعالیت مهار ترکیبات واکنش

مقدار اکسیداسیون در هاي استاندارد براي تعیین از روش
پذیر گیري ترکیبات واکنشتوان به اندازهلیپیدها می

به عنوان محصولات ثانویه ( TBARSتیوباربیتوریک اسید یا 
اشاره ) گیري مالون آلدئیداکسیداسیون بر مبناي اندازه

نشان دهنده تأثیر استفاده از  2نتایج ارائه شده در جدول .کرد
در کاهش اکسیداسیون لیپید  هاي هیدرولیز شدهکازئین

موجود در امولسیون و کاهش تشکیل محصولات ثانویه 
که افزایش زمان هیدرولیز آنزیمی به طوري. اکسیداسیون است

  ).>05/0P(موجب کاهش تشکیل این ترکیبات گردید 
، اثر زمان هیدرولیز 2جدول : کنندگی یون آهنشلاته

هاي در کازئین کنندگی یون آهنآنزیمی بر قابلیت شلاته
کنندگی در بین درصد شلاته. دهدهیدرولیز شده را نشان می

 7/19- 3/70هاي کازئین و محصولات هیدرولیز شده بین نمونه
-ها، کمترین فعالیت شلاتهدر بین نمونه. درصد متغیر بود

کنندگی مربوط به کازئین هیدرولیز نشده و بیشترین مربوط 
. دقیقه بود 180انکراتین به مدت به کازئین هیدرولیز شده با پ

طورکلی، نتیجه این آزمون حاکی از تأثیر قابل توجه زمان به
کنندگی پپتیدهاي فرآیند و درجه هیدرولیز آنزیمی بر شلاته

  . حاصل از کازئین است
نتایج حاصل از ارزیابی اثر زمان : کنندگی یون مسشلاته

ن مس حاکی از کنندگی یوهیدرولیز کازئین بر فعالیت شلاته
اثر قابل توجه فرآیند هیدرولیز آنزیمی و افزایش درجه 

فعالیت . هیدرولیز بر کارایی پپتیدهاي هیدرولیز شده است
% 5/2-8/16کنندگی یون مس در تیمارهاي مختلف بین شلاته

 30کنندگی کازئین پس از به طور مثال، شلاته. متغیر بود
  ).2جدول (یافت  برابر افزایش 3دقیقه هیدرولیز حدود 

  
  

پذیر ، ظرفیت ضداکسایشی معادل ترولوکس، مقدار ترکیبات واکنشABTSتأثیر زمان هیدرولیز آنزیمی کازئین بر درصد مهار رادیکال . 2جدول 
  هاي آهن و مسکنندگی یونتیوباربیتوریک اسید و شلاته

زمان هیدرولیز 
  )دقیقه(

   ABTSمهار رادیکال 
(%)  

TEAC  
  )مولارمیلی(

TBARS  
  )گرم در لیترمیلی(

  کنندگی یون آهنشلاته
 (%) 

  کنندگی یون مسشلاته
 (%) 

0  f11/2±01/22  f06/0±51/0  a006/0±407/0  f07/2±71/19  e61/0±49/2  

30  e47/0±64/73  e0.1/0±97/1  b004/0±283/0  e43/1±53/56  d02/1±71/8  

60  d23/0±38/77  d01/0±08/2  bc005/0±282/0  d81/0±28/64  c68/0±39/11  

90  c35/0±39/79  c02/0±14/2  cd006/0±277/0  cd92/0±33/65  c15/1±38/11  

120  b66/0±19/81  b01/0±19/2  de007/0±269/0  bc56/0±48/66  c55/0±54/12  

150  a15/0±57/83  a01/0±26/2  e006/0±264/0  b55/0±79/67  b72/0±76/14  

180  a33/0±42/84  a01/0±28/2  f004/0±251/0  a76/0±30/70  a81/0±80/16                 

  .باشندیم >05/0pسطح دار در هاي با حروف مشابه در هر ستون نشان دهنده عدم وجود تفاوت معنیمیانگین.  تکرار به همراه انحراف از استاندارد هستند 3مقادیر ارائه شده میانگین 
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  بحث  
درجـه هیـدرولیز، انـدازه و ترکیـب اسـید      : درجه هیـدرولیز 

-اي پپتیدها، فعالیت بیولوژیکی و همچنین طعم پروتئینآمینه
به طـورکلی بـا افـزایش    . کندهاي هیدرولیز شده را تعیین می

درجه هیدرولیز، تولید پپتیـدهاي تلـخ در محصـول هیـدرولیز     
همچنین، با افزایش درجـه هیـدرولیز   . )8(شود بیشتر می شده

هـا  طول زنجیره پپتیـدها کـوچکتر و توزیـع وزن مولکـولی آن    
هـا، افـزایش   یابد که به علت شکست بیشتر زنجیـره کاهش می

  .)21(آمینواسیدها و پپتیدهاي کوچکتر است 
و  Youایــن یافتــه موافــق بــا نتــایج حاصــل از تحقیقــات  

ــاران  و همکــاران  Jamdar، )7(و همکــاران  Mao، )24(همک
)16( ،Zhao  و همکاران)25(  وChen   و همکـاران)اسـت   )14

که بـه ترتیـب اثـر پروتئازهـاي مختلـف بـر درجـه هیـدرولیز         
، کـازئین شـیر   )پاپایین و پروتـامکس (هاي ماهی تیان نپروتئی

، بـادام زمینـی   )تریپسین، پپسین، آلکالاز و پاپـایین (گاو میش 
و ایزولـه پـروتئین سـویا    ) پاپـایین (، کازئین شیر گـاو  )آلکالاز(
و همکاران  Youدر تحقیق دیگري، . بررسی کردند) پانکراتین(
هاي هیدرولیز شده ماهی تیان با آنـزیم پاپـایین   پروتئین )21(

. هـاي پپسـین و پـانکراتین بررسـی کردنـد     را تحت تأثیر آنزیم
ــزایش    ــر اف ــان هضــم آنزیمــی ب ــر زم ــایج نشــان دهنــده اث نت

-3000ولی پپتیـدها از  آمینواسیدهاي آزاد، کاهش وزن مولک ـ
دالتـون و در نتیجـه افــزایش    500دالتـون بـه کمتـر از     1000

  .درصد بود 46به  37درجه هیدرولیز از حدود 
-هاي پروتئینترین ویژگیحلالیت یکی از مهم: پذیريانحلال

هـا را  هاي عملکردي آنهاست که به طور مستقیم دیگر ویژگی
ه در هنگام استفاده بـه  چه در شرایط ارزیابی آزمایشگاهی و چ

ها تحت عنوان جزء افزودنی در فرمولاسیون غذایی و امولسیون
 pHهـا در  افـزایش حلالیـت پـروتئین   . )14(دهد تأثیر قرار می

توان به تأثیر مثبت هیدرولیز آنزیمی کنترل یهاي مختلف را م
هاي باردار نسـبت  شده بر کاهش وزن مولکولی و افزایش گروه

هاي پروتئینـی  همچنین، هیدرولیز آنزیمی با شکست توده. داد
-تر، افزایش دسترسـی گـروه  نامحلول، تولید پپتیدهاي کوچک

هاي هیدروفیل و تسهیل واکنش آمینواسیدهاي هیدروفیل بـا  
  .)26(شود ها میمحیط آبی موجب افزایش حلالیت پروتئین

هاي ایـن تحقیـق، نتـایج حاصـل از تحقیقـات      مشابه یافته
هـاي هیـدرولیز   متعددي حاکی از این بود که حلالیت پروتئین

هـاي  به طـور مثـال، پـروتئین   . شده تابع درجه هیدرولیز است
-6درصد و  10ینی در درجه هیدرولیز هیدرولیز شده بادام زم

4pH=  که در حالی. درصد برخوردار بودند 40از حلالیت حدود
درصد موجب افـزایش حلالیـت    20افزایش درجه هیدرولیز به 

هاي مـورد بررسـی    pHدرصد در کلیه محدوده  90به بیش از 
همچنین، نتایج حاصل از این تحقیق در تطابق با . )16(گردید 

 )14(و همکـاران   Chen، )27(و همکاران  Tsumuraهاي یافته
است که اثر زمان و درجه هیدرولیز را  )Monu )26و  Alukoو 

هاي سویا، ایزوله پروتئین سویا پیش تیمـار  بر حلالیت پروتئین
ژن و کنسـانتره پـروتئین دانـه کینـوآ بررسـی      شده با اکسـترو 

  .کردند
کننـدگی یکـی از   امولسـیون  :کنندگیهاي امولسیونویژگی

هـا و محصـولات   هـاي عملکـردي پـروتئین   تـرین ویژگـی  مهـم 
ظرفیت امولسـیون کننـدگی بـه    . باشدها میهیدرولیز شده آن

ــک امولســیفایر در تشــکیل و پایدارســازي قطــرات   ــایی ی توان
ــاز  ــک ف ــان    کوچ ــیون و در زم ــول هموژنیزاس ــده در ط پراکن

ــازه تهیــه شــده اســت  ــداري یــک . نگهــداري امولســیون ت پای
امولسیون نیز به توانایی یـک امولسـیون بـه مقاومـت در برابـر      

اي شـدن و  اي شـدن، تـوده  عوامل ناپایدار کننده ماننـد خامـه  
و  Chenنتایج مشـابهی در تحقیـق   . )14(شود ادغام اطلاق می

روژن و گزارش گردید که اثـر تیمارهـاي اکسـت    )14(همکاران 
هیدرولیز آنزیمی بر قابلیت امولسیون کنندگی ایزوله پـروتئین  

ها گزارش کردند که هیدرولیز جزئـی  آن. سویا را بررسی کردند
هـاي امولسـیون   ایزوله پـروتئین سـویا موجـب بهبـود ویژگـی     

اما با ادامه زمـان و افـزایش درجـه هیـدرولیز، از     . کنندگی شد
حاصل از ایـن تحقیـق در    نتایج. مقدار این شاخص کاسته شد

بود که اثر درجات  )16(و همکاران  Jamdarهاي تطابق با یافته
مختلف هیدرولیز آنزیمـی پـروتئین بـادام زمینـی بـر قابلیـت       

هاي مختلف را  pHو پایداري امولسیون در امولسیون کنندگی 
هاي تولید شـده در  بررسی و بیان کردند که پایداري امولسیون

قلیـایی بـه دلیـل تغییـر در بـار       pHها در محدوده همه نمونه
  .سطحی پپتیدها و آمینواسیدها، بیشتر از شرایط اسیدي است

ــ )Monu )26و  Alukoاگرچـــه،  ان کردنـــد ظرفیـــت بیـ
هاي هیدرولیز امولسیون کنندگی پروتئین کینوآ بالاتر از نمونه

ها علت این یافتـه را بـه عـدم قابلیـت     آن. شده با آلکالاز است
پپتیدهاي با وزن مولکـولی پـایین بـه تشـکیل فـیلم پایـدار و       

از سـوي دیگـر   . کارآمد در اطراف قطرات روغن نسـبت دادنـد  
pHهـاي  زنجیـره  دادن بار سطحی، واکـنش ، با تحت تأثیر قرار

پپتیدها با هم و قابلیـت تشـکیل فـیلم پایـدار، بـه طـور قابـل        
اي پایداري و ظرفیت امولسیون کنندگی را تحت تأثیر ملاحظه
  .دهدقرار می
کننـدگی و پایـداري   ظرفیـت کـف   :هاي کف کنندگیویژگی

هـاي عملکـردي   هـاي تولیـد شـده یکـی دیگـر از ویژگـی      کف
هاسـت کـه بـه    ها و محصولات حاصل از هیـدرولیز آن پروتئین
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 ٧٠

و شـرایط   pHطور قابـل تـوجهی تحـت تـأثیر نـوع پـروتئین،       
-هیدرولیز، درجه هیدرولیز و نوع آنزیم مورد استفاده قرار مـی 

-همچنین حلالیت، بار سطحی، قابلیت واکـنش زنجیـره  . گیرد
هـا از  هاي پپتیدي و تشکیل فـیلم در سـطح مشـترك حبـاب    

وامل مؤثر بر کـارایی کـف کننـدگی و پایـداري آن بـه      جمله ع
با توجه به حلالیت بالاي هیدرولیز شده و . )14(روند شمار می

کـازئین   کاهش حساسیت به شرایط اسیدي، هیدرولیز آنزیمی
کننـدگی  هاي اسیدي موجب بهبود قابلیت کف pHبه ویژه در 

هاي تولیـدي در مقایسـه بـا کـازئین هیـدرولیز      و پایداري کف
همچنـین، هیـدرولیز آنزیمـی بـا کـاهش وزن      . شـود نشده می

پـذیري پپتیـدها، موجـب تسـهیل     مولکولی و افـزایش انعطـاف  
اگرچـه  . )26(شـود  تشکیل غشاي بین سطحی و تولید کف می

هاي قلیایی و خنثی، ظرفیت کف کننـدگی و پایـداري    pHدر 
یابد، کـه  هاي تولیدي با افزایش درجه هیدرولیز کاهش میکف

توان به قابلیت بالاتر پپتیدهاي با وزن مولکولی این یافته را می
در . تـر نسـبت داد  بیشتر به تشکیل غشاي بـین سـطحی قـوي   

هاي هیدرولیز شده آب پنیر با درجـه  مشابهی، پروتئینتحقیق 
بـیش از  (هیدرولیز کمتـر و بـه تبـع آن وزن مولکـولی بیشـتر      

ظرفیت کف کننـدگی بهتـري از پپتیـدهاي بـا     ) دالتون 3000
  .)28(وزن مولکولی پایین از خود نشان دادند 

  هاي ضداکسایشیویژگی
ــدگی  ــدرت احیاءکنن ــی  :ق ــرین ویژگ ــی از مهمت ــاي یک ه

ــهاکســیدان آنتــی ــاء کمــپلکس  هــا در نمون ــاي غــذایی، احی ه
نتـایج حاصـل از تحقیقـات    . سیانید به شکل فروس اسـت  فري

را بـودن فعالیـت ضداکسایشـی پپتیـدهاي     مختلف حاکی از دا
. هـاي مختلـف اسـت   تولید شده از هیدرولیز آنزیمـی پـروتئین  

هاي هیدرولیز شـده  علت افزایش قدرت احیاءکنندگی پروتئین
تــوان بــه شکســت زنجیــره پپتیــدي، افــزایش رهــایش  را مــی

ماننــد تریپتوفــان، (آمینواســیدهاي بــا فعالیــت ضداکسایشــی 
 ــ ــزین، هیس ــونین، لی ــروزینمتی ــار  ) تیدین و تی ــت مه و قابلی

در تحقیق دیگري، اثر زمان، . )16(هاي آزاد نسبت داد رادیکال
-درجه هیدرولیز و نوع آنزیم مورد استفاده براي هضم پروتئین

هیـدرولیز شـده مـاهی تیـان بررسـی و نتـایج حـاکی از         هاي
. افزایش قدرت احیاءکنندگی پـس از هضـم بـا پـانکراتین بـود     

اگرچه نتایج برخی تحقیقـات نشـان دهنـده اثـر نـوع آنـزیم و       
هـاي  ترکیب آمینواسـیدها بـر قـدرت احیاءکننـدگی پـروتئین     

و  )16(و همکـاران   Jamdarبه طور مثـال،  . هیدرولیز شده بود
Tang  ــاران افــزایش و ســپس کــاهش قــدرت     )29(و همک

هاي هیدرولیز شده بادام زمینی و گنـدم  احیاءکنندگی پروتئین

سـیاه را در نتیجــه افــزایش درجــه هیــدرولیز و زمــان فرآینــد  
  .مشاهده کردند

هـاي هیـدرولیز   توانایی پروتئین :یکال هیدروکسیلمهار راد
شــده در جلــوگیري از ایجــاد تغییــرات مخــرب ناشــی از       

هـاي  اکسیداسیون لیپیدها بسته به ماهیـت و ترکیـب قسـمت   
هاي پروتئـاز مـورد اسـتفاده    مختلف پپتیدي، همچنین ویژگی

-براي مثال، فعالیت ضداکسایشی پروتئین. )30(متفاوت است 
-پـرولین -لوسـین -هاي هیدرولیز شده سویا به تـوالی لوسـین  

افزایش . )31(هیستیدین این پپتیدها وابسته است -هیستیدین
هاي فعال پس از هیدرولیز آنزیمی موجـب  آمینواسیدها و گروه

بـه طـور   . شـوند هـا مـی  افزایش خاصیت ضداکسایشی پروتئین
ــه  ــیدهاي آمین ــال، اس ــروزین و سیســتئین در  مث ــد تی اي مانن

هـاي آزاد را  آب پنیر قابلیت مهار رادیکـال هاي شیر و پروتئین
همچنین، مطالعات انجـام گرفتـه روي پپتیـدهاي    . )30(دارند 

-ها به عنوان شلاتهحاوي هیستیدین نشان دادند که این پپتید
هــاي فلــزي، خــاموش کننــده اکســیژن فعــال و  کننــده یــون

ــر، . مهارکننــده رادیکــال هیدروکســیل هســتند  از طــرف دیگ
آمینواسیدهاي آروماتیک مانند تریپتوفان نیز با قابلیـت پرتـون   

هــاي آزاد داراي فعالیــت ضداکسایشــی در دهــی بــه رادیکــال
نتایج حاصل از ایـن تحقیـق   . )31(هاي غذایی هستند سیستم

و همکـاران   Chenو  )24(و همکـاران   Youهـاي  مشابه یافتـه 
هـاي مـاهی   است که اثر زمان و درجه هیدرولیز پروتئین )32(

مرغ را بر مهار رادیکال هیدروکسیل بررسی تیان و سفیده تخم
  .کردند
، فرم رادیکـال  DPPHترکیب  :DPPHرادیکال آنیونی مهار 

نـانومتر در   517آزاد پایدار بـا حـداکثر جـذب در طـول مـوج      
بـا ترکیبـات پروتـون     DPPHکـه  هنگـامی . )24(اتانول اسـت  

شود، رادیکال آزاد مهار شده و جذب کـاهش  دهنده مواجه می
در تحقیقی، فعالیت ضداکسایشـی کـازئین هیـدرولیز    . یابدمی

ــایین توســط شــده و پلاســتئین حاصــل  ــا پاپ و  Zhaoاز آن ب
نتایج حاصل نشان دهنـده افـزایش   . بررسی شد )25(همکاران 

و دو برابـر   DPPHبرابـري درصـد مهـار رادیکـال آزاد      9 الی 7
و  Suetsuna. بـود  ABTSشدن قابلیت مهار رادیکال کـاتیونی  

پپتیـدهاي حاصـل از هضـم کـازئین کـه داراي       )33(همکاران 
یکـال آزاد هسـتند را جداسـازي و شناسـایی     فعالیت مهـار راد 

-فنیـل آلانـین  -اي تیـروزین پپتید با توالی اسـیدآمینه . نمودند
لوسین فعالیت مهار رادیکال -گلوتامیک اسید-پرولین-تیروزین

تـوالی گلوتامیـک   . آنیونی سوپراکسید را از خـود نشـان دادنـد   
ز دي پپتید براي بروز ایـن فعالیـت ا   Cلوسین در انتهاي -اسید

  .اي برخوردار استاهمیت ویژه
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در  DPPHاما علت کـاهش در قابلیـت مهـار رادیکـال آزاد     
تـوان بـه هیـدرولیز    نتیجه افزایش زیاد درجه هیـدرولیز را مـی  

کامل پپتیدها نسبت داد که منجر به رهایش کامل و دسترسی 
افزایش قطبیـت  . )21(شود بالاي آمینواسیدهاي هیدروفیل می

موجب دشوار شدن واکنش آمینواسـیدهاي فعـال بـا رادیکـال     
  .)34(شود می DPPHمحلول در لیپید 

فعالیـت ضداکسایشـی و   : ABTSمهار رادیکـال کـاتیونی   
نیـز   ABTSقابلیت مهـار رادیکـال کـاتیونی و محلـول در آب     

به نوع آنزیم پروتئاز، درجـه هیـدرولیز و   ها مانند سایر شاخص
بـرخلاف نتـایج   . اي پپتیـدها وابسـته اسـت   ترکیب اسـیدآمینه 

که افزایش زیـاد درجـه هیـدرولیز بـه      DPPHحاصل از آزمون 
علت افـزایش رهـایش آمینواسـیدهاي هیـدروفیل بـا کـاهش       

همـراه   DPPHهاي محلول در لیپیـد  قابلیت واکنش با رادیکال
کازئینی با پانکراتین بـه دلیـل افـزایش رهـایش     بود، هیدرولیز 

اکسیدان، موجب افزایش و در آمینواسیدهاي هیدروفیل و آنتی
طـور مثـال،   بـه . شد ABTSنهایت عدم تغییر در مهار رادیکال 

You  24(و همکــــاران(  وWang  وXiong )35(  افــــزایش و
یش را در نتیجه افزا ABTSسپس کاهش فعالیت مهار رادیکال 

هاي ماهی تیان و سیب زمینی گزارش درجه هیدرولیز پروتئین
  .کردند

: پذیر تیوباربیتوریک اسیدفعالیت مهار ترکیبات واکنش
در صنایع غذایی بـراي پیشـگیري از اکسیداسـیون لیپیـدها از     

 BHA)Butylated هــــاي ســــنتزي اکســــیدانآنتــــی

hydroxyanisole (BHT )Butylated hydroxytoluene ( و
اما بـه علـت خطـرات بـالقوه     . شودها استفاده میپروپیل گالات

-هـا، میـل بـه اسـتفاده از آنتـی     اکسـیدان استفاده از این آنتـی 
هـاي طبیعـی ماننـد پپتیـدهاي حاصـل از هیـدرولیز       اکسیدان

ــر و . )30(آنزیمــی افــزایش یافتــه اســت  تحقیقــات زیــادي اث
ــی    ــدرولیز آنزیم ــدهاي حاصــل از هی ــرد پپتی مکانیســم عملک

هـاي  هاي مختلف را بر پایـداري اکسایشـی امولسـیون   پروتئین
به طورمثال، ارزیابی اثـر مهـار کننـدگی    . غذایی بررسی کردند

هاي مختلف کـازئینی انجـام   توسط بخش ژنازفعالیت لیپوکسی
نتایج نشان داد بتاکازئین هضم شـده بـا تریپسـین، یـا     . گرفت

ــا تریپســین و ســوبتیلین ویژگــی  هــاي کــازئین هضــم شــده ب
  . بازدارندگی خود را حفظ کردند

در تحقیق صورت گرفته، مکانیسم ضداکسایشی کـازئین و  
ــازئین ــوزو  ک ــدل لیپ ــده در سیســتم م ــدرولیز ش ــاي هی می ه

هاي کم، هـر دو  در غلظت. )36(فسفاتیدیل کولین بررسی شد 
این ترکیبات از خود خاصـیت ضداکسایشـی نشـان دادنـد امـا      

هاي بالا ویژگی پرواکسیدانی فسفوپپتیدهاي کازئینی در غلظت

هاي بـالا  که کازئین هیدرولیز شده در غلظتنشان داد در حالی
-تیجه را مـی علت این ن. اکسیدان عمل نمودهم به عنوان آنتی

اکسـیدان ماننـد   توان بـه غلظـت بـالاتر آمینواسـیدهاي آنتـی     
هیستیدین، لیـزین، پـرولین و تیـروزین در کـازئین هیـدرولیز      

ها نیز همچنین، کازئین. شده نسبت به کازئین اصلی نسبت داد
در برابر تولید ترکیبات فعـال تیوباربیتوریـک اسـید حاصـل از     

ها و یا اسکوربات در لیپوزومپراکسیداسیون موجب شده با آهن 
هاي مدل لینولئیک اسید فعالیت ضداکسایشی از خـود  سیستم

ــد  انیســم عملکــرد پپتیــدهاي حاصــل از  مک. )37(نشــان دادن
تـوان عـلاوه بـر قابلیـت مهـار انــواع      هیـدرولیز آنزیمـی را مـی   

کننــدگی فلــزات پروکســیدان، بــه هــاي آزاد و شــلاتهرادیکـال 
تشکیل غشاء و فیلم در اطراف قطرات امولسـیون و ممانعـت از   

  .)10(دسترسی عوامل اکسیداتیو به لیپیدها نسبت داد 
هاي فلـزي اسـت   آهن یکی از یون: کنندگی یون آهنشلاته

که با تسریع شکست هیدروپرواکسیدها در انـواع محصـولات و   
هاي غذایی حاوي لیپید به عنـوان یـک عامـل مـؤثر     امولسیون

-هاي اکسیداسیون نقش ایفا میکنشپروکسیدان در تسریع وا
هـاي هیـدرولیز شـده حاصـل از منـابع      قابلیـت پـروتئین  . کند

مختلف در شلاته کردن یون آهن به نوع آنـزیم بـه کـار رفتـه،     
. )30(ماهیت پروتئین اولیه و درجه هیدرولیز آن بسـتگی دارد  

هـاي  هـا داراي بخـش  در بین منابع پروتئینی مختلف، کـازئین 
-قطبی حاوي بقایاي سرینی فسـفوریله شـده و تـوالی سـرین    

باشند که بـا  گلوتامیک اسید می-گلوتامیک اسید-سرین-سرین
-کننـده ان شـلاته ایجاد کمپلکس با کلسیم، آهن و روي به عنو

تحقیقات مشابهی اثـر افـزایش   . )10(کنند هاي مؤثر عمل می
ها و در نتیجه افزایش زمان فرآینـد را  درجه هیدرولیز پروتئین

-رولیز شـده در شـلاته  بر بیشتر شدن کارایی پپتیـدهاي هیـد  
  ).16، 21(هاي فلزي گزارش کردند کنندگی یون

هـاي ایـن تحقیـق حـاکی از     یافتـه  :کنندگی یون مسشلاته
قابلیت بالاي پپتیدهاي حاصل از هیدرولیز آنزیمی کـازئین بـه   

-اگرچه فعالیت شلاته. کننده یون مس داردعنوان عامل شلاته
ه هیـدرولیز و ترکیـب   کنندگی فلزات بسته به نوع آنزیم، درج ـ

به طورمثـال، پپتیـدهاي   . آمینواسیدي ماده اولیه متفاوت است
-حاصل از هیدرولیز آنزیمی اووموسین علیرغم فعالیـت شـلاته  

-، شـلاته %)80تیمار بهینـه بـیش از   (کنندگی بالاي یون آهن 
کنندگی کمتر از نمونه شـاهد و مقـادیر منفـی از خـود نشـان      

نتـایج حاصـل از ایـن    . ها دارددي آندادند که حاکی از ناکارآم
است کـه   )21(و همکاران  Youهاي تحقیق، در تطابق با یافته

کنندگی یـون مـس را در نتیجـه افـزایش     افزایش درصد شلاته
هــاي مــاهی تیــان هضــم شــده بــا پــروتئیندرجــه هیــدرولیز 
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 ٧٢

مکانیسـم اثـر پپتیـدهاي حاصـل از     . پانکراتین گزارش کردنـد 
تـوان بـه   کنندگی یون مـس را مـی  هیدرولیز آنزیمی در شلاته

هاي آزاد کربوکسیل، آمینواسـیدهاي مـؤثر ماننـد    افزایش گروه
هـاي یـونی   هیستیدین با دارا بودن حلقه ایمیدازول و واکـنش 

کردنـد کـه    اگرچه، برخی تحقیقـات گـزارش  . )34(نسبت داد 

هـا موجـب کـاهش    افزایش درجه هیدرولیز و شکست پروتئین
بـه عبـارت دیگـر،    . شـوند فعالیت ضداکسایشـی پپتیـدها مـی   

ــا  آمینواســید از بازدارنــدگی و فعالیــت  19تــا  5پپتیــدهایی ب
ضداکسایشی بهتري در ممانعت از اتواکسیداسـیون لینولئیـک   

  .)14(کنند اسید و لیپیدها ایفا می
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Background and Objectives: Enzymatic hydrolysis is one way to improve functional properties, eliminate anti-
nutritional compounds, and produce bioactive peptides with antimicrobial, antihypertensive, antioxidant and antiemetic 
properties, reducing blood cholesterol, mineral absorption improvement and immunotherapy effects. The purpose of 
this study was to evaluate the effect of enzymatic hydrolysis process on the functional and antioxidant properties of 
hydrolyzed casein prepared using pancreatin. 

Materials and Methods: In this study, the casein hydrolysis process by pancreatin was performed at different times 
(30, 60, 90, 120, 150 and 180 minutes). The degree of hydrolysis, functional properties (solubility, emulsifying and 
foaming properties at different levels of pH), antioxidant properties such as DPPH, ABTS, hydroxyl radical scavenging, 
reducing power, antioxidant activity in the emulsion, and Fe and Cu chelating activities were evaluated. 

Results: The enzymatic hydrolysis of casein significantly improved the functional properties of hydrolysate at different 
pH levels. The antioxidant properties of casein were influenced by the time of hydrolysis. The best value for each of the 
antioxidant indices after enzyme hydrolysis was 46.04% for DPPH free radical scavenging, 84.44% for ABTS radical 
scavenging, 2.28 mM for Trolox equivalent antioxidant capacity, 72.91% for hydroxyl radical scavenging, 61.97% for 
reducing power, 0.251 Milligrams MDA/L for Thiobarbituric acid reactive substances, 70.31% for iron ion chelating, 
and 16.81% for chelating of copper ion. 

Conclusion: The processing time with effect on the degree of hydrolysis affects all properties of the final product. In 
general, the enzymatic hydrolysis of casein at 180 minutes showed the best functional and antioxidant properties. 

Keywords: Pancreatin, Casein, Antioxidant activity, Functional properties, Enzymatic hydrolysis 
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