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         هايبر ویژگیکازئین با پانکراتین اثر شرایط هیدرولیز آنزیمی 
  اکسیدانی و عملکردي کازئین هیدرولیز شدهآنتی

  
، 2، محمد قربانی3کار، حامد همیشه2ماهونک، علیرضا صادقی1خشایار سرابندي

  2سیدمهدي جعفري

 

  یی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگاني علوم و صنایع غذایی، شیمی مواد غذا دکترآموخته  دانش- 1
   دانشیار گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان- 2

   دانشیار مرکز تحقیقات کاربردي دارویی، دانشگاه علوم پزشکی تبریز- 3
  )11/07/96: رشیپذ خیتار  96/ 01/05:  افتیدر خیتار(

  
 چکیده

، فعالیت )کنندگیکنندگی و کفپذیري، امولسیونمانند انحلال(هاي عملکردي بر درجه هیدرولیز، ویژگی هیدرولیز آنزیمی کازئین اثر ،پژوهشدر این 
اکـسیدانی در  ال هیدروکسیل، فعالیـت آنتـی    ، قدرت احیاءکنندگی، مهار رادیک    ABTS، مهار رادیکال    DPPHمانند مهاررادیکال آزاد    (اکسیدانی  آنتی

وزنـی  /وزنی(ي نسبت آنزیم به سوبسترافرآیند هیدرولیز با استفاده از آنزیم پانکراتین و . ارزیابی شد) هاي آهن و مسکنندگی یونامولسیون و شلاته  
- پذیري، تغییر در فعالیت امولسیونجب بهبود ویژگی انحلالهیدرولیز آنزیمی کازئین مو، نتایج نشان دادند که.  انجام شد دقیقه180مدت  به،%)3-5/0

ها را از ، بهترین ویژگی درصد5/2طورکلی، کازئین هیدرولیز شده در نسبت آنزیم به سوبسترا     به. شد) اسیدي pHویژه در   به(کنندگی  کنندگی و کف  
 01/22( ABTS، ) درصد17/42 به 13/11از ( DPPHفزایش مهاررادیکال ترتیب منجر به ا پانکراتین بهدرصد5/2هیدرولیز کازئین با . خود نشان داد

، مهار رادیکال هیدروکسیل )62/0 به 41/0(، قدرت احیاء کنندگی )مولار میلی28/2 به 51/0(اکسیدانی معادل ترولوکس ، ظرفیت آنتی)درصد 31/84به 
ترتیب به، همچنین.  شد)گرم در لیتر امولسیون میلی25/0 به 41/0( TBARS یا تیوباربیتوریکاسید پذیر ترکیبات واکنش و)  درصد01/73 به 31/13(

نتایج . قبل و بعد از هیدرولیز تغییر کرد) درصد38/17 به 49/2(کنندگی یون مس شلاتهفعالیت و ) درصد9/68 به 7/19( آهن کنندگی یونشلاتهفعالیت 
اکسیدانی و عملکردي مناسب و قابل استفاده هاي آنتین، روشی موثر براي تولید محصولی با ویژگینشان دادند که هیدرولیز آنزیمی کازئین با پانکراتی

  .هاي غذایی مختلف استدر فرمولاسیون امولسیون
  

   عملکرديهاياکسیدانی، ویژگی، فعالیت آنتیکازئینهیدرولیز آنزیمی، درجه هیدرولیز،  : واژگانکلید
 
 
 
 

 

                                                
 مسئول مکاتبات: Sadeghiaz@gau.ac.ir  
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  مقدمه -1
عنوان جزء مهمی از ، شیر و محصولات آن بهورهاي داز گذشته

. رژیم غذایی بشر مـورد توجـه و اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت               
عنـوان منبـع ترکیبـات    اي بـه  طـور گـسترده   هاي شیر به  پروتئین

مغذي، عملگرا و غنـی از پپتیـدهاي زیـست فعـال شـناخته و              
 بـسیاري بـر نقـش       هـاي پـژوهش شوند و همچنان    استفاده می 

و قابلیت کاربرد آن در محصولات مختلف در دسـت        اي  تغذیه
در سالیان اخیر، تحقیقات بسیاري بر فعالیـت        . ]1[انجام است   

اکـسیدانی،  هـاي شـیر نظیـر فعالیـت آنتـی         بیولوژیکی پـروتئین  
هاي ضدمیکروبی آن متمرکز شده کاهندگی فشارخون و فعالیت

ثـر  دهنـده ا  متعدد انجام گرفتـه نـشان   مطالعاتهمچنین،  . است
هاي اولیه شیر بـر بـازده   کیفی قابل توجه شرایط هضم پروتئین 

علاوه بر کیفیت . ]2[فیزیولوژیکی پپتیدهاي زیست فعال است  
هـا بـراي    هـاي عملکـردي پـروتئین     اي، ویژگی و ارزش تغذیه  

هاي مختلف غذایی از اهمیت بـسیاري       استفاده در فرمولاسیون  
هـاي طبیعـی فاقـد      ناز آنجائیکه اکثـر پـروتئی     . برخوردار است 

هاي عملکـردي مناسـب و مطلـوب در صـنایع غـذایی        ویژگی
 مانند حلالیـت  یهایها با هدف بهبود ویژگی  هستند، اصلاح آن  

  .]3[حائز اهمیت است 
هاي عملکـردي   هاي بهبود ویژگی  هیدرولیز آنزیمی یکی از راه    

از . ]4[هاسـت  اي پروتئینبدون ایجاد اثر منفی بر ارزش تغذیه   
عنـوان روشـی مـوثر در حـذف     تـوان بـه  رولیز آنزیمی مـی   هید

همچنـین  . ]3[هـا اسـتفاده کـرد       اي پروتئین ترکیبات ضدتغذیه 
نتایج تحقیقات آزمایشگاهی و بالینی اخیر حاکی از اثر زیست          

نزیمی بـر سـلامت انـسان     آفعال پپتیدهاي حاصل از هیدرولیز      
عال درون  طور طبیعی، این پپتیدهاي زیست ف     به .]6 و   5[است  

توان با انجام هیدرولیز توالی پروتئین اولیه غیرفعال هستند و می
-اثـرات سـلامتی   دیگر  از جمله   . ]6[ها را آزاد کرد     آنزیمی آن 

هاي ضدمیکروبی، کـاهش    توان به ویژگی  بخش این پپتیدها می   
-فشار خون، ضدتروما، کاهش کلـسترول خـون، اثـرات آنتـی           

عـدنی و اثـرات ایمونـوتراپی       اکسیدانی، بهبود جـذب امـلاح م      
- در خصوص ارزیـابی فعالیـت آنتـی         همچنین .]5[اشاره کرد   

هاي هیدرولیز شده از منابع گیاهی و حیوانی        اکسیدانی پروتئین 
تـوان بـه ارزیـابی      مـی مطالعات  از جمله این    . انجام شده است  

هاي پپتیدهاي زیست فعال حاصل از هیدرولیز آنزیمـی        ویژگی

، کانولا، زئین ذرت، آلبومین سفیده و پروتئین هاي سویاپروتئین
هاي آب پنیـر، مـاهی تیلاپیـا و کـاپلین      مرغ، پروتئین زرده تخم 

-، فعالیــت آنتــیپژوهــشیهمچنــین در  .]7-13[اشــاره کــرد 

اکسیدانی کازئین هیدرولیز شـده و پلاسـتئین حاصـل از آن بـا       
ج نتـای .  بررسی شـد   ]14[آنزیم پاپائین توسط ژائو و همکاران       

 برابري درصد مهار رادیکال 9 الی 7دهنده افزایش حاصل نشان
 و دو برابر شدن قابلیت مهار رادیکال کـاتیونی   DPPHآزاد 

ABTSبود .  
هاي ویژگی که استدهنده این مختلف نشانهاي پژوهشنتایج 

هاي هیدرولیز شده بسته بـه  اکسیدانی و عملکردي پروتئین  آنتی
یـه، آنـزیم مــورد اسـتفاده، درجــه    نـوع و ترکیـب پــروتئین اول  

هـاي  روشامـروزه   . هیدرولیز و شرایط فرآیند متفـاوت اسـت       
هـاي  اکـسیدانی پـروتئین  هاي آنتیزیابی ویژگیرمختلفی براي ا  

توان به ها میاز برخی از این روش. هیدرولیز شده وجود دارند   
هاي امولـسیونی، لیپـوزمی،     اکسیدانی در سیستم  اثر فعالیت آنتی  

هاي مدل محـصولات گوشـتی و غـذاهاي مختلـف بـا             مسیست
اســید پــذیر گیــري مقـدار پرواکــسید، ترکیبــات واکـنش  انـدازه 

 ، DPPHهاي آزاد هیدروکسیل، ، مهار رادیکالتیوباربیتوریک

ABTSنتــایج حاصــل از . کننــدگی فلــزات نــام بــردو شــلاته
-هاي متعدد بر فعالیت   دهنده اثر واکنش  تحقیقات مختلف نشان  

اکسیدانی و ممانعت از اکسیداسیون لیپیـدها از جملـه    آنتیهاي  
هـاي  دادن اتم هیدروژن، پایدارسازي یا محدود نمودن رادیکال  

  .]15-18[ هاي فلزي پروکسیدان بودآزاد و یا شلاته کردن یون
هاي هیدرولیز شده، هـدف از      با در نظر گرفتن اهمیت پروتئین     

 کازئین با پانکراتین در بررسی اثر هیدرولیز آنزیمیپژوهش این 
هاي عملکردي  هاي مختلف آنزیم به سوبسترا بر ویژگی      نسبت

هاي مختلف، قابلیـت امولـسیون و کـف    pHمانند حلالیت در    
هاي کنندگی یوناکسیدانی و قابلیت شلاته کنندگی، فعالیت آنتی  

  . استمحصول نهایی هیدرولیز شدهآهن و مس در 
  

  هامواد و روش -2
  مورد استفادهمواد  -2-1

کلرواسـتیک  تـري اسـید  کـازئین، پـانکراتین،   کلیه مواد شـامل،    
)TCA(     کوماسی بلـو ،)G250(  ،DPPH ،ABTS  پتاسـیم ،

-آلفـا سیانید، فریک کلراید،  پرسولفات، ترولوکس، پتاسیم فري   
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، پراکـسید هیـدروژن،     EDTAسـولفات آهـن،     داکسی ریبوز،   
، پیروکـاتکول  کلرید آهن، فروزین، سولفات مس، پیریـدین      دي

تیوباربیتوریـک  اسـید   اسـکوربیک ،    اسـید   ،  20ویولت، تـویین    
)TBA(    سدیم دودسیل سولفات ،)SDS () سـیگما شرکت از 

، )، ایتالیــاOlitalia(روغــن هـسته انگـور    ).خریـداري شـدند  
اتــانول، ســود، اســیدکلریدریک، پتاســیم کلرایــد، پتاســیم دي  

) ، آلمـان از شـرکت مـرك     (اسید فسفریک   و هیدروژن فسفات 
  .تهیه شدند

  تهیه کازئین هیدرولیز شده-2-2
-وزنـی  (براي فرآیند هیدرولیز آنزیمی، کـازئین را در غلظـت         

حل نموده ) =4/7pH( مولار 2/0در بافر فسفات % 5 )حجمی
زدن مداوم به مدت و امکان هیدراته شدن کامل آن در حین هم   

نـزیم  سپس محلـول اولیـه آ  . یا شده در دماي محیط م دقیقه 30
پانکراتین در بافر فوق و در نسبت آنزیم به پـروتئین سوبـسترا        

-  درصد به محلول حاوي کازئین افزودن 5/0-3 )وزنی-وزنی(

 و زمـان واکـنش در   Cº 40دماي واکنش براي پـانکراتین     . شد
 براي همه  دقیقه180مدت به) rpm200(زدن مداوم شرایط هم 

پـس از  . ر گرفتـه شـد  هاي آنزیم به سوبسترا ثابت در نظ   نسبت
اتمام فرآیند هیدرولیز، براي غیرفعال کردن واکـنش و فعالیـت           

  دقیقـه 15مـدت   بـه Cº 90آنزیم، محیط واکنش در حمام آب    
. پس از آن، محلول تا دماي محیط خنک گردیـد  . قرار داده شد  

. سانتریفیوژ شـد دقیقه   10 به مدت    rpm5000محلول در دور    
در ) ، آلمان Christ( انجمادي   کنبا خشک  جدا،   محلول رویی 

لیوفیلیزه و تا زمان استفاده بار،  میلی1/0 و فشار -Cº 20دماي 
  .]19[ نگهداري گردید -Cº 20در دماي 

  تعیین درجه هیدرولیز  - 2-3
تـري کلرواسـتیک   اسـید  سوسپانسیون کازئین هیدرولیز شده و  

 15مـدت    مخلـوط و بـه     1:1در نسبت حجمـی     )  مولار 44/0(
ســپس، مخلــوط در  . شــد انکوبــه Cº 4در دمــاي دقیقــه 

rpm10000 مقدار پروتئین . شدسانتریفوژ دقیقه  10 و به مدت
 22/0تـري کلرواسـتیک     اسـید   موجود در سوپرناتانت حـاوي      

در نهایـت، درجـه     . دیگرد تعیین   ]20[با روش بردفورد    مولار  
  :زیر تعیین شد، در 1شماره هیدرولیز با استفاده از فرمول 

  

DH (%)= Protein (TCA+Supernatant)/ Protein 
(Casein hydrolysate suspension)× 100  
 )1(  

  هاي عملکرديویژگی -2-4
  حلالیت -2-4-1

هـاي هیـدرولیز شـده از روش        براي تعیـین حلالیـت پـروتئین      
.  با مقداري اصـلاحات اسـتفاده شـد        ]17[جامدار و همکاران    

 20ئین هیدرولیز شـده در       پروت گرم میلی 200 که،   بدین ترتیب 
 مخلوط با استفاده از سود یـا  pHلیتر آب مقطر پراکنده و     میلی

 gمحلول در . شد تنظیم 12 تا  1 نرمال روي    1اسیدکلریدریک  
سـپس مقـدار پـروتئین      . شدسانتریفوژ  دقیقه   10 براي   10000

 با استفاده از روش بردفـورد تعیـین و      محلول رویی موجود در   
ر اساس مقدار پروتئین محلول بر پروتئین کل        درصد حلالیت ب  

  .دگردینمونه تعیین 
  کنندگیفیههاي امولسیویژگی -2-4-2

-هاي هیدرولیز شده بـر    هاي امولسیفیه کنندگی پروتئین   ویژگی

 بـا انـدکی اصـلاحات       ]21[طبق روش کلامپانگ و همکـاران       
- میلـی 15روغن هسته انگـور و  لیتر میلی 5ابتدا . تعیین گردید 

با استفاده از سود pH پروتئین با هم مخلوط و % 1 محلول یترل
.  تنظـیم شـد   9 و   7،  6،  5،  3 نرمـال بـه      1یا اسید کلریـدریک     

-بـه  rpm20000مخلوط با استفاده از هموژنـایزر در سـرعت      

 نمونـه   میکرولیتـر  50سـپس،   . همـوژن گردیـد   دقیقـه    1 مدت
 از پــس از هموژنیزاســیوندقیقــه  10 و 0امولــسیون در زمــان 

 سدیم   درصد 1/0محلول  لیتر  میلی 5 ظرف برداشته و با      انتهاي
جـذب محلـول رقیـق      . مخلوط شد ) SDS(دودسیل سولفات   

.  با استفاده از اسپکتروفتومتر خوانـده شـد       نانومتر 500شده در   
 دقیقـه پـس از تـشکیل    10و ) A0(مقدار جذب در زمان اولیه   

ن کننــدگی بــراي محاســبه فعالیــت امولــسیو) A10(امولــسیون 
(EAI)        و شاخص پایـداري امولـسیون )ESI (     بـا اسـتفاده از

  :روندکار میمعادلات زیر به
  

EAI (m2/g) = (2 × 2.303 × A0)/ 0.25 × protein 
weight (g)    
  )2(  
ESI (%) = (A0 - A10/A0) × 100  
     
  )3(  
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  هاي کف کنندگیویژگی -2-4-3
طبـق   هیدرولیز شده بـر کنندگی پروتئین ظرفیت و پایداري کف   

 با انـدکی اصـلاحات تعیـین    ]21[روش کلامپانگ و همکاران     
 نمونه با اسـتفاده    درصد 5/0 محلول   لیتر میلی 15حجم  . گردید

 9 و 7، 6، 5، 3آن بـه  pH  نرمال، 1از سود یا اسیدکلریدریک 
 2 مــدتبــه rpm16000تنظـیم و هموژنیزاســیون در ســرعت  

درون محلول در دماي محیط انجام با هدف ورود هوا به    دقیقه  
لیتر میلی 25نمونه زده شده به سرعت به استوانه مدرج     . گرفت

ظرفیـت کـف    . خوانده شـد  دقیقه   1منتقل و حجم کل پس از       
  :دگردیبر طبق معادله زیر محاسبه ) FC(کنندگی 

  
FC (%) = (A /B) × 100   
     
  )4(  
 

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

نگهـداري،  دقیقه  10 براي Cº 25هاي زده شده در دماي   نمونه
با معادله زیر ) FS(پایداري کف . شدسپس حجم کف خوانده 

  :دیگردمحاسبه 
  

FS (%) = (A /B) × 100   
     
  )5(  

 
حجم  Bو ) لیترمیلی(حجم کف پس از نگهداري  Aدر اینجا،   

  .باشدمی) لیترمیلی(اولیه قبل از زدن 

  اکسیدانیهاي آنتیویژگی -2-5
  DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد  -2-5-1

بـا اسـتفاده از روش وو و   DPPH درصد مهار رادیکـال آزاد  
ابتدا پودرهـاي  .  با کمی اصلاحات تعیین گردید   ]22[همکاران  

گرم در   میلی 40با غلظت   (کازئین هیدرولیز شده در آب مقطر       
 5/1از هر نمونـه بـا      لیتر  میلی 5/1سپس،  . نددشحل  ) لیترمیلی
مخلـوط  ) مولار میلیDPPH )15/0از محلول اتانولی    لیتر  ملی
سـپس، مخلـوط   . شـد انجـام   ورتکس  عمل ثانیه 20مدت  هو ب 

 ـ  دقیقه   10مدت   به rpm2500حاصل در    مـدت  هسانتریفوژ و ب
 در  رویـی جـذب محلـول     . دشدر تاریکی نگهداري    دقیقه   20

درصد مهـار رادیکـال     . شود خوانده می   نانومتر 517طول موج   
DPPH با استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید:  

  
I (%) = [A blank- A sample/ A blank] × 100 
     
  )6 (  

 
حجم یکسانی از آب مقطر بـه   (کنترلجذب  A blankدر اینجا 

 A )شـود مخلـوط مـی   DPPHجاي محلول نمونه با محلول 

sample باشندجذب نمونه می.  
  ABTSفعالیت مهار رادیکال  -2-5-2

پودرهاي کازئین هیدرولیز شده  ABTSفعالیت مهار رادیکال 
 با ]23[با استفاده از روش تشریح شده توسط یو و همکاران 

با  ABTS+محلول رادیکال . کمی اصلاحات تعیین گردید
- میلی7 در غلظت ABTSز ترکیب نسبت حجمی یکسانی ا

مخلوط . دیگرد پتاسیم پرسولفات تهیه مولار میلی45/2 و مولار
قبل از ساعت  12- 16مدت در تاریکی و در دماي محیط به

در این مدت، اکسیداسیون و تولید . شدمصرف قرار داده 
. گیردوسیله پتاسیم پرسولفات انجام میبهABTS +رادیکال 

 pH 7.42/0 ,( با استفاده از ABTS+قبل از آزمون، محلول 
. شدرقیق نانومتر  734 در 7/0 ± 02/0تا جذب  PBS) مولار

گرم در  میلی4 با غلظت(از هر نمونه میکرولیتر  40سپس 
.  افزوده شدABTS+ محلول رقیق شده لیتر میلی4به ) لیترمیلی

در دقیقه  6 مدت و بهزده شدهمشدت  ثانیه به30مخلوط براي 
  نانومتر734جذب محلول نهایی در . ریکی قرار داده شدتا

میکرولیتر  40 منحنی استاندارد با واکنش. گیري شداندازه
 4با ) 50، 100، 250، 500، 750، 1000 میکرومولار(ترولوکس 

درصد مهار .  تهیه شدABTS+ محلول رقیق شده لیترمیلی
. ه گردیدها بر اساس معادله زیر محاسب نمونهABTS+رادیکال 

بر اساس منحنی  ABTS+همچنین، فعالیت مهار رادیکال 
اکسیدانی معادل استاندارد ترولوکس به شکل ظرفیت آنتی

  .بیان گردید) ,TEACمولار میلی( ترولوکس
  

AA (%) = [A blank- A sample/ A blank] × 100 
     
  )7(  
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 A و)  فاقد ترکیب فعالکنترلجذب نمونه  (A blankدر اینجا، 

sample) هستند) جذب نمونه کازئین هیدرولیز شده.  
  اکسیدانی در امولسیونفعالیت آنتی -2-5-3

 روغـن ذرت و   گرم1امولسیون روغن در آب با هموژن کردن  
 آب مقطر با استفاده از لیتر ملی100 با 20تویین میکرولیتر  100

در حمـام یـخ   دقیقه  2 براي rpm22000هموژنایزر با سرعت   
هـا بـراي ارزیـابی اکـسیداسیون لیپیـدي بـا        نمونـه .  گردید تهیه

لیتـر  میلـی  5/0امولـسیون روغـن،    لیتـر   میلـی  8مخلوط نمودن   
محلـول  لیتـر   میلـی  5/0اسـکوربیک ،    اسید    درصد 2/0محلول  

ppm200 ســولفات آهــن )FeSO4 ( محلــول لیتــر میلــی 1و
 )لیتـر گرم در میلـی    میلی 40 در غلظت (پروتئین هیدرولیز شده    

 انکوبـه   سـاعت  16 براي   Cº37ها در   سپس، نمونه . نددشتهیه  
 2از هـر نمونـه بـه     لیتـر   میلـی  1پس از انکوباسیون،    . ندگردید
تـري کلرواسـتیک    اسید  / تیوباربیتوریک  اسید  محلول  لیتر  میلی

)mM TBA20/TCA 15 (% محلـــول  میکرولیتـــر50و 
BHA10 %   شـد  زدههـم  افزوده و سـپس   درصد 90در اتانول. 

 بـراي  Cº 90مخلوط حاصل براي توسعه رنگ در حمـام آب          
 10هـا در حمـام آب یـخ بـراي       نمونه. دگردی انکوبه    دقیقه 15

 Cº 5و در دماي    دقیقه   15 براي   rpm3000خنک و در    دقیقه  
نـانومتر   532جذب محلـول در طـول مـوج         . نددشسانتریفوژ  

 لیتـر لـی  می1براي تهیه نمونه شاهد از مخلوط      . شدگیري  اندازه
. شـد  اسـتفاده    TBA/TCA محلـول    لیتـر میلی 2آب مقطر با    

اســـید ترکیبـــات حاصـــل از واکـــنش (TBARS مقـــدار 
بـر  ) MDA(مالون آلدهیـد    گرم  میلیبه شکل   ) تیوباربیتوریک

  .]18[ شودلیتر امولسیون بیان می
   قدرت احیاءکنندگیتعیین -2-5-4

لیز شـده،  هـاي هیـدرو   براي تعیین قدرت احیاءکننـدگی نمونـه      
ml5/0        گـرم  میلی 40در غلظت ( نمونه حل شده در آب مقطر

) pH 6.6 ( مولار2/0بافرفسفات لیتر میلی 5/0با ) لیتردر میلی
حجمـی  -وزنـی   درصـد  1 سـیانید پتاسیم فـري   لیتر میلی 5/0و  

سـپس،  . شـد  دقیقه انکوبه 20 براي Cº 50 در دماي   ومخلوط  
 بـه  درصـد  10و اسـتیک  کلـر تـري اسـید  محلول لیتر میلی 5/0

 سـانتریفوژ  rpm2500 در  دقیقـه  10مـدت   مخلوط اضافه و به   
آب مقطر  لیتر  میلی 1سوپرناتانت با   لیتر  میلی 1در نهایت،   . شد
مخلوط حجمی -وزنی  درصد1/0فریک کلراید لیتر میلی 2/0و 

نگهداري دقیقه  10پس از نانومتر  700جذب نمونه در    . دگردی
حجم یکسانی آب مقطر به . شد قرائت، مخلوط در دماي محیط

افزایش جـذب  . شدجاي نمونه براي تهیه نمونه کنترل استفاده       
 مخلوط واکنش نشان دهنده افزایش قدرت احیاءکنندگی اسـت   

]24[.  
  فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل -2-5-5

-2فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل با استفاده از اکسیداسیون    
.  تعیین شد  ]17[جامدار و همکاران  طبق روش   داکسی ریبوز بر  

 مـولار  میلـی  10 از مخلـوط     لیتـر  میلـی  2/0براي ایـن آزمـون،      
)FeSO4-EDTA(  ،5/0 لیتر  میلی)آلفاداکسی ) مولار میلی 10

 سـدیم   لیتر میلی 9/0 نمونه هیدرولیز شده،     لیتر میلی 2/0ریبوز،  
کـسید  پرالیتـر  میلـی  2/0و ) pH 7.4(مولار  2/0فسفات بافر 

 Cºمخلوط در  . شدندبا هم مخلوط    ) مولار میلی 10(هیدروژن  
تـري  اسـید   لیتـر  میلـی 1سپس،  . شدانکوبه  ساعت   1 براي   37

لیتـــر اســـید  میلـــی1و   درصـــدTCA (8/2(کلرواســـتیک 
براي توقف واکنش به مخلوط افـزوده        درصد   1تیوباربیتوریک  

در س سپدر حمام آب جوش قرار، دقیقه  15مخلوط براي . شد
 با اسپکتروفتومتر  نانومتر532یخ سرد شده، سپس جذب آن در 

حجم یکسانی  ،کنترلبه جاي نمونه براي تهیه   . شدگیري  اندازه
شکل درصـد مهـار رادیکـال     نتایج به . دیگردآب مقطر استفاده    

  :شدندگیري هیدروکسیل با استفاده از معادله زیر اندازه
  

Inhibition (%) = (1- As/Ab) × 100 
     
  )8(  

  
  . جذب نمونه استAs و نمونه کنترل جذب Abدر اینجا، 

  
  کنندگی یون آهنفعالیت شلاته -2-5-6

 ]25[کنندگی یون آهن بر طبق روش دکر و ولچ      فعالیت شلاته 
نمونه حل شده در آب مقطـر  لیتر  میلی 1ابتدا،  . گیري شد اندازه

محلول لیتر  میلی 05/0با  ) لیترگرم در میلی   میلی 40در غلظت   (
 آب دوبـار   لیتـر  میلـی  85/1و  ) مـولار  میلـی  2(دي کلرید آهن    
 5( محلـول فـروزین   لیتـر  میلـی 1/0سپس،  . شدتقطیر مخلوط   

جذب پس از . شدزده شدت همافزوده و مخلوط به) مولارمیلی
نـانومتر   562نگهداري مخلـوط در دمـاي محـیط در    دقیقه   10
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 اسـتفاده   کنتـرل عنوان نمونه   قطیر به آب دوبار ت  از  . شدخوانده  
ها بـا اسـتفاده از معادلـه زیـر          کنندگی نمونه فعالیت شلاته . دش

  :گردیدمحاسبه 
  

Chelating effect (%) = [(A control – A sample/A 
control)] × 100    
 )9(  

 Aو )  فاقد ترکیب فعالکنترلجذب نمونه  (A blankدر اینجا، 

sample) هستند) ئین هیدرولیز شدهجذب نمونه کاز.  
  فعالیت شلاته کنندگی یون مس -2-5-7

هاي هیدرولیز شـده بـا    کنندگی یون مس پروتئین   فعالیت شلاته 
در ابتدا، . گیري شد اندازه]26[استفاده از روش کانگ و ژیانگ 

لیتـر  میلـی  1سولفات مس با مولار میلی 2/0محلول  لیتر  میلی 1
 5مخلوط و براي لیتر میلی 15لکون کازئین هیدرولیز شده در فا

اسید محلول  لیتر  میلی 1سپس،  . شددر دماي اتاق انکوبه     دقیقه  
 rpm2500ها در  افزوده و نمونه    درصد 3/11تري کلرواستیک   

از لیتـر   میلـی  2پـس از آن،     . نددسـانتریفوژ ش ـ  دقیقه   10براي  
ــه   ــوپرناتانت ب ــی 1س ــر میل ــول لیت ــدین و % 10محل  20پیری

 پیروکاتکول ویولـت افـزوده و مخلـوط ورتکـس و           ترمیکرولی
 632ها در جذب نمونه. شددر دماي اتاق انکوبه     دقیقه   5براي  

کنندگی یون مس بـا اسـتفاده از   خوانده و فعالیت شلاتهنانومتر  
  :دیگردمعادله زیر تعیین 

  
Cu chelating activity (%) = [1 – (A sample / A 
blank)] × 10    )10(  

  
 Aو )  فاقد ترکیب فعالکنترلجذب نمونه  (A blank اینجا، در

sample) هستند) جذب نمونه کازئین هیدرولیز شده.  

  تجزیه و تحلیل آماري -2-6
هاي مختلف آنزیم پـانکراتین بـه      در پژوهش حاضر، اثر نسبت    

هاي عملکـردي و فعالیـت      بر ویژگی )  درصد 5/0-3(سوبسترا  
آنـالیز  درولیز شـده بـا کـاربرد    هـاي هی ـ اکـسیدانی کـازئین   آنتی

 مورد ارزیابی 19 نسخه SPSSواریانس و استفاده از نرم افزار 
هاي مؤثر از لحاظ آماري شناسایی شـوند   قرار گرفتند تا فاکتور   

اي دانکـن  ها با استفاده از آزمون چنـد دامنـه        و مقایسه میانگین  

 انجام) P< 0.05(دار بودن اثر متغیرها در جهت بررسی معنی
  .گردید

  

  نتایج و بحث -3
  درجه هیدرولیزتعیین  -3-1

-ها بر حسب درجـه هیـدرولیز انـدازه         هیدرولیز پروتئین  مقدار

 شاخص بسیار مهمی در تعیـین    درجه هیدرولیز . شودگیري می 
. هـاي هیـدرولیز شـده اسـت       هاي عملکـردي پـروتئین    ویژگی
ا، اي پپتیـده ه ـانـدازه و ترکیـب اسـید آمینـه    هایی مانند   ویژگی

هاي هیدرولیز شده   فعالیت بیولوژیکی و همچنین طعم پروتئین     
  .]17و4[ گیرندثیر درجه هیدرولیز قرار میأتحت ت

 مـشخص اسـت، درجـه هیـدرولیز         1گونه که در شـکل      همان
ثیر نسبت آنزیم به سوبسترا أطور قابل توجهی تحت ت    کازئین به 

بسترا، بدین شکل که با افزایش نسبت آنزیم به سو       . قرار گرفت 
در شـرایط  ).P< 0.05(درجه هیدرولیز کازئین افزایش یافـت  

در ایـن مطالعـه و اسـتفاده از    )  دقیقـه 180(ثابت زمان فرآینـد   
-آنزیم پانکراتین، کمترین و بیشترین میزان درجه هیدرولیز بـه         

 بـا  3 و 5/0هاي آنـزیم بـه سوبـستراي    ترتیب مربوط به نسبت  
  . بود درصد4/21 و 4درجه هیدرولیز 

 
Fig 1 Progress of hydrolysis of casein protein 

treated with pancreatin. The reaction was carried at 
pH 7.4 and 40 ºC with different enzyme: substrate 
ratio of 0.5-3% (w/w). The values represents mean 

of three independent experiment ± S.D. 
 

توان به افزایش عملکرد آنزیم در دسترسی و  میاین یافته را
-فعالیت بیشتر بر سوبسترا در زمان ثابت و هیدرولیز پروتئین

ها، افزایش آمینواسیدها و شکست بیشتر زنجیره ،هاي اولیه
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ها در تطابق این یافته .]23[تولید پپتیدهاي کوچکتر نسبت داد 
  مکارانو شهیدي و ه] 27[با تحقیقات جرارد و همکاران 

 هاي مختلف آنزیم پروتئاز تجاري بهاست که اثر نسبت] 28[
  راو ماهی کاپلین ضایعات ماهی تن ترتیب بر درجه هیدرولیز

  . بررسی کردند
  هاي عملکرديویژگی -3-2
  پذیريانحلال -3-2-1

هاي کازئین و پذیري پروتئیندهنده درصد انحلال نشان 2شکل  
هاي مختلف آنزیم به سوبـسترا  تکازئین هیدرولیز شده در نسب 

گونه که شکل نشان همان. هاي مختلف استpHثیر أو تحت ت
 حـداقل  4-5محـدوده   pHدهد، درصد حلالیت کازئین در  می

اما با . در آن قرار دارد) 6/4( ایزوالکتریک کازئین pHاست که 
طور قابل توجهی بر میزان حلالیت      ، به 6 محیط به    pHافزایش  

  ).P< 0.05(ه شد کازئین افزود

 
Fig 2 Solubility profiles of casein and casein 
hydrolysate at different pH. The reaction was 

carried at pH 7.4 and 40 ºC with different enzyme: 
substrate ratio of 0.5-3% (w/w). The values 

represents mean of three independent experiment ± 
S.D. 

 جامـدار و  ،]15[ این یافته موافق با تحقیقات یـو و همکـاران    
 است که نتایج مشابهی را ]22[وو و همکاران  و]17[همکاران 

 5/0امـا هیـدرولیز آنزیمـی کـازئین در نـسبت       . گزارش کردند 
-پذیري نمونهطور قابل توجهی مقدار انحلال و بالاتر، به  درصد

ایـن  . افزایش دادpH =4-5هاي هیدرولیز شده را در محدوده 
یافته نـشان دهنـده کـاهش حـساسیت محـصولات حاصـل از        

همچنـین، مقـدار    . هیدرولیز کازئین بـه شـرایط اسـیدي اسـت         
حلالیت محصولات با افزایش نسبت آنزیم به سوبسترا و به تبع 

بـه طـور مثـال،      .  افـزایش یافـت    ،آن افزایش درجـه هیـدرولیز     

 5/0سبت آنزیم به سوبسترا نحلالیت کازئین هیدرولیز شده در     
نتایج این .  بود درصد36/80 و 39/54به ترتیب pH =4 در 1و 

، ]17[هاي جامـدار و همکـاران     مشابه یافته  پژوهشقسمت از   
-است که بـه    ]29[و تومارا و همکاران      ]19[چن و همکاران    

هــاي ترتیـب افــزایش قابــل ملاحظــه حلالیــت را در پــروتئین 
بـا  (و سـویا    ایزوله پـروتئین سـویا       ،ینیهیدرولیز شده بادام زم   

 به ویژه در   )افزایش نسبت آنزیم به سوبسترا و درجه هیدرولیز       
pHاسیدي مشاهده کردند .  

  کنندگیهاي امولسیونویژگی -3-2-2
لـسیون کننـدگی و    را بر فعالیت اموpHاثر ، )B و A( 3شکل  

لیز هاي هیدروهاي حاصل از کازئین و کازئینپایداري امولسیون
. دهـد هاي مختلف آنزیم به سوبسترا نشان میدر نسبت را  شده  

کـه نزدیـک بـه مقـدار     pH =5امولسیون کننـدگی کـازئین در   
ــرین مقــدار مــی ) 6/4(ایزوالکتریــک آن  . باشــداســت در کمت

در pH =9همچنــین، مقــدار ایــن شــاخص بــراي کــازئین در 
-لالبا توجه به نتایج حاصل از آزمون انح . حداکثر مقدار است  

شود ارتباط مستقیمی بین مقدار امولـسیون       پذیري، مشاهده می  
بـه عبـارت دیگـر،     . کنندگی کازئین با حلالیت آن وجـود دارد       

-کاهش حلالیت پـروتئین موجـب کـاهش فعالیـت امولـسیون        

  .]17[شود کنندگی آن می
مقدار این شاخص براي کازئین و محصولات هیدرولیز شده در 

3= pH 6کمتر از= pH دلیل حلالیت کمتـر  که این نیز بهاست
امـا بـا اسـتفاده از      .  است pHپروتئین و پپتیدها در این بازه از        

دلیل کاهش حساسیت  و به  درصد 5/0نسبت آنزیم به سوبسترا     
کنندگی را نسبت توان افزایش امولسیون میpHحلالیت به بازه 

با افـزایش نـسبت آنـزیم و    . مشاهده کردpH =5به کازئین در 
 ،هـا سترا و درجه هیدرولیز، علیرغم افزایش حلالیت نمونه       سوب

علت این یافتـه را  . ها کاسته شد کنندگی آن از فعالیت امولسیون  
توان به کاهش طول زنجیره پپتیدها در اثر هیدرولیز و افـت          می

 بـا افـزایش   .]4[ها در کاهش تنش سطحی بیان کرد     قابلیت آن 
pH      توجه به افزایش حلالیـت   نیز فعالیت امولسیون کنندگی با

همچنـین، کـارایی و فعالیـت امولـسیون         . ها افـزایش یافـت    آن
ثیر بار سطحی پروتئین و     أهاي مختلف تحت ت   pHکنندگی در   

مـشابه همـین نتـایج در خـصوص         . ]17[گیرد  پپتیدها قرار می  
ثیر أهـاي تولیـدي تحـت ت ـ      قابلیت پایـدار کننـدگی امولـسیون      

لات هیـدرولیز شـده بـا    هاي مختلـف در محـصو   pHمحدوده  
ــسبت ــد    ن ــشاهده ش ــسترا م ــه سوب ــزیم ب ــاوت آن ــاي متف .ه
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Fig 3 Emulsifying and foaming properties of casein and casein hydrolysate at different pH. (A) Emulsifying 

activity index (EAI); (B) emulsification stability index (ESI); (C) foaming capacity; and (D) foaming stability. 
The values represents means of three independent experiment ± S.D. 

 
  کنندگیهاي کفویژگی -3-2-3

هاي کنندگی و پایداري کفظرفیت کف) D و C (3شکل 
هاي مختلف تولیدي کازئین و کازئین هیدرولیز شده در نسبت

- هاي مختلف را نشان میpHثیر أآنزیم به سوبسترا تحت ت

گونه که در شکل مشخص است، کازئین در همان. دهد
pH باشد که کنندگی می فاقد ظرفیت کف5 و 3هاي اسیدي

اگرچه با . ثیر حلالیت پائین آن قرار داردأاین امر تحت ت
طور کنندگی کازئین به و بیشتر، ظرفیت کف6 به pHافزایش 

ا در بین تیمارهاي حاصل از ام. یافتاي افزایش قابل ملاحظه
هاي تولید شده در نسبت آنزیم به هیدرولیز آنزیمی، نمونه

و با افزایش نسبت آنزیم به سوبسترا از  بالاترین 5/0سوبسترا 
این . شدکنندگی محصولات هیدرولیز شده کاسته ظرفیت کف

 و نمودها نیز صدق ها در مورد آزمون پایداري کف نمونهیافته
، کف تولید شده 6هاي اسیدي، در مقادیر بالاتر از pHبه جز 

با کازئین بالاترین پایداري و با افزایش نسبت آنزیم به سوبسترا 
  .شدهاي حاصل کاسته و درجه هیدرولیز از پایداري کف
 ]17[هاي جامدار و همکاران نتایج این تحقیق مشابه با یافته

 و پایداري کنندگیهاي مختلف بر ظرفیت کفpHاست که اثر 
ت مختلف را کف پروتئین بادام زمینی هیدرولیز شده در درجا

نتایج نشان دهنده این است که اگرچه  همچنین،. بررسی کردند
ویژه در کنندگی بهافزایش درجه هیدرولیز موجب بهبود کف

pH هاي تولیدي ، اما اثر آن بر پایداري کفگردیدهاي اسیدي
-توان اینعلت این یافته را می. بودتر بسیار بیشتر و مشخص

گونه بیان کرد که اگرچه پپتیدهاي کوچک حاصل از درجه 
هیدرولیز بالا قابلیت بالایی در حفظ هواي زیادي در محلول و 
ظرفیت کف کنندگی بالایی هستند، اما این پپتیدها قدرت کافی 

همچنین . هاي تولید شده را ندارندبراي پایدار نمودن کف
ها بسته به نوع ماده اولیه، آنزیم و شرایط وتئینهیدرولیز پر
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هیدرولیز موجب رهایش آمینواسیدهایی با قطبیت و یا درجه 
ها بر ظرفیت کف شود که این ویژگیمتفاوتی می گریزيآب

  .]4[هاي تولید شده موثر هستند اري کفکنندگی و پاید
  

  اکسیدانیفعالیت آنتی -3-3
  قدرت احیاءکنندگی -3-3-1

هـاي موجـود در     اکسیدانارزیابی قدرت احیاءکنندگی، آنتی   در  
سـیانید  هاي مورد بررسی موجب احیـاء کمـپلکس فـري         نمونه

)Fe3+ (      به شـکل فـروس)Fe2+ ( 4شـکل   . ]30[شـوند   مـی ،
قدرت احیاءکننـدگی کـازئین و تیمارهـاي هیـدرولیز شـده در         

بـا  . دهـد هاي مختلف آنـزیم بـه سوبـسترا را نـشان مـی        نسبت
ها به طـور  لیز آنزیمی کازئین، قدرت احیاءکنندگی نمونه     هیدرو

همچنـین افـزایش   ). P< 0.05(قابل تـوجهی افـزایش یافـت    
و بـا افـزایش درجـه هیـدرولیز     کـه  نسبت آنزیم بـه سوبـسترا       

اکسیدانی همراه است، بـر     رهایش آمینواسیدهاي با فعالیت آنتی    
هـاي  در بـین نـسبت   . ها افزوده شـد   قدرت احیاءکنندگی نمونه  

 5/0 و  5/2هاي تولید شده بـا      مختلف آنزیم به سوبسترا، نمونه    
ترتیب بیشترین و کمترین قدرت احیاءکننـدگی        آنزیم به  درصد

  . سیانید را دارا بودندکمپلکس فري
تـوان  ها را می  طورکلی، تفاوت در قدرت احیاءکنندگی نمونه     به

 ـ          . ستبه تفاوت در ترکیـب آمینواسـیدها و پپتیـدها مـرتبط دان
افزایش رهایش آمینواسیدهایی مانند تریپتوفان، متیونین، لیزین،       

اکسیدانی خوبی  هیستیدین و تیروزین که عمومأ از فعالیت آنتی       
هـاي  برخوردارند، موجب بهبود قدرت احیاءکننـدگی پـروتئین       

 مـشابهی، اثـر هـضم       پژوهشدر  . ]31[شود  هیدرولیز شده می  
. ده ماهی تیان بررسی گردیدهاي هیدرولیز شآنزیمی بر پروتئین

هاي هیدرولیز شده با پاپائین پـس      قدرت احیاءکنندگی پروتئین  
اما بـالاترین   .  افزایش یافت  53/0 به   42/0از هضم با پپسین از      

افزایش قدرت احیاءکنندگی مربوط به تیمـار هـضم پـانکراتین       
افـزایش قـدرت   .  رسـید  72/0بود که مقدار ایـن شـاخص بـه          

تــوان بــه افــزایش قابلیــت هیــدروژن یــا مــیاحیاءکننــدگی را 
  .]23[دهی پپتیدها و آمینواسیدها نسبت داد الکترون

  

 
Fig 4 Reducing power of casein and casein 

hydrolysate at different enzyme: substrate ratio of 
0.5-3% (w/w). The values represents mean of three 

independent experiment ± S.D. 
 

اگرچه افزایش نسبت آنزیم مورد استفاده موجب کاهش این 
این کاهش در قدرت احیاءکنندگی موافق با . شاخص گردید

جامدار و  و ]15[یو و همکاران نتایج حاصل از تحقیقات 
-ترتیب اثر درجه هیدرولیز و آنزیماست که به] 17[همکاران 

هاي هیدرولیز هاي مختلف را بر قدرت احیاءکنندگی پروتئین
علت کاهش .  بررسی کردند و بادام زمینیشده ماهی تیان

توان اکسیدانی با افزایش درجه هیدرولیز را میهاي آنتیویژگی
آزاد  هاي آمینودي و گروهبه تغییر در طول و اندازه زنجیره پپتی

 دلیل این امر این است که در اثر هیدرولیز، پپتیدهاي .نسبت داد
آیند که در ادامه با وجود میهبا قابلیت آنتی اکسیدانی ب

-هیدرولیز شدیدتر از بین رفته و باعث افت قابلیت آنتی

  .]15[ شوداکسیدانی می
  مهار رادیکال هیدروکسیل -3-3-2

در بـدن انـسان،    هاي اکـسیژن فعـال تولیـد شـده          یکی از گونه  
-تواند با مولکـول رادیکال هیدروکسیل است که به سهولت می     

 واکـنش و    DNAها و   هاي زیستی مانند آمینواسیدها، پروتئین    
از ایـن رو، حـذف     . ]32[موجب اختلالات فیزیولوژیکی شود     

رادیکال هیدروکسیل موجب حفاظت بـدن در برابـر رادیکـال           
د مهـار رادیکـال      درص ـ ،1جـدول    .]33[شود  هیدروکسیل می 

هیدروکسیل در تیمارهاي کازئین و کازئین هیـدرولیز شـده در        
گونـه  همان. دهدهاي مختلف آنزیم سوبسترا را نشان می      نسبت

  درصـد  5/0که در جدول مشخص اسـت، اسـتفاده از نـسبت            
اي در آنزیم براي هیدرولیز کازئین موجب افزایش قابل ملاحظه

گردید % 57 به   13ز حدود   مهاررادیکال هیدروکسیل محصول ا   

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
5-

01
 ]

 

                             9 / 16

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-19996-fa.html


          ...هاياثر شرایط هیدرولیز آنزیمی کازئین با پانکراتین بر ویژگیهمکاران                                                      خشایار سرابندي و 

 312

)P< 0.05.( کلـی بـا افـزایش نـسبت آنـزیم       طورهمچنین، به
مصرفی و افزایش درجـه هیـدرولیز کـازئین بـر قابلیـت مهـار           

  . رادیکال هیدروکسیل افزوده شد
هاي یو و همکاران نتایج حاصل از این تحقیق در تطابق با یافته

 18رولیز از  است که گزارش کردند با افزایش درجه هیـد  ]15[
  درصـد  1/65 بـه    5/45، مهار رادیکال هیدروکـسیل از       %23به  

% 33 بـه  23اما افزایش بیشتر درجه هیدرولیز از       . افزایش یافت 
. موجب کاهش درصد فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل گردید

 گـزارش کردنـد کـه مهاررادیکـال        ]23[اگرچه یو و همکاران     
ده پس از هضم با پپسین      هاي هیدرولیز ش  هیدروکسیل پروتئین 

امـا ادامــه هـضم بــا   .  کـاهش یافــت  درصــد3/64 بـه  9/78از 
مهـار رادیکـال هیدروکـسیل    % 12پـانکراتین موجـب افـزایش    

این یافته نشان دهنـده بهبـود       . هاي اولیه گردید  نسبت به نمونه  
قابلیت پپتیـدهاي هیـدرولیز شـده بـه دادن اتـم هیـدروژن یـا                

  .بل از هضم استالکترون نسبت به پپتیدهاي ق

  
Table 1 Antioxidant properties of casein and casein hydrolysate at different enzyme: substrate ratio of 

0.5-3% (w/w). 
Enzyme/substrate 

ratio (%) 
Hydroxyl radical 
scavenging (%) 

DPPH radical 
scavenging (%) 

ABTS radical 
scavenging (%) TEAC (mM) 

0 13.31±2.19f 11.14±1.96f 22.01±2.1f 0.5±0.06f 
0.5 57.35±1.73e 21,94±1.66e 72.67±1.7e 1.95±0.04e 
1 60.48±1.22d 36.41±1.07d 77.33±0.8d 2.08±0.01d 

1.5 63.65±1.14c 39.85±0.55c 79.47±0.3c 2.14±0.02c 
2 66.73±1.06b 45.56±0.71a 81.63±0.5b 2.21±0.01b 

2.5 73.01±1.57a 42.17±0.78b 84.31±0.3a 2.28±0.01a 
3 70.87±0.65a 40.05±0.23c 85.55±0.8a 2.32±0.02a 
Different letters in the same column indicate significant difference among samples P< 0.05. 

  
  DPPHمهار رادیکال  -3-3-3

ها بـا واکـنش بـا       آنها قابلیت   اکسیدانهاي آنتی یکی از ویژگی  
هاي آزاد و ایجاد گونه با ثبات و شکل پایدار است که        رادیکال

از ایـن   . ]15[شود  این عملکرد موجب کاهش اکسیداسیون می     
طور گسترده   به DPPH مختلف، رادیکال آزاد     مطالعاترو در   

اکسیدانی ترکیبات مختلف احیاءکننده  براي ارزیابی فعالیت آنتی   
  .رودکار میبه
دهنـده تـاثیر قابـل توجـه هیـدرولیز آنزیمـی بـا              نشان 4کل  ش

پانکراتین در تولیـد پپتیـدهاي زیـست فعـال بـا قابلیـت مهـار          
کار رفته  افزایش نسبت آنزیم به   .  است DPPHرادیکال آنیونی   

در فرآیند هیدرولیز با افزایش     %) 2تا نسبت آنزیم به سوبسترا      (
آمینواســیدهاي درجــه هیــدرولیز و رهــایش بیــشتر پپتیــدها و 

اکـسیدانی  هیدروفوب و فعـال موجـب افـزایش فعالیـت آنتـی           
 مشابهی، بـا افـزایش   پژوهشدر ). P< 0.05(ها گردید نمونه

،  درصـد 23 بـه  18هاي ماهی تیـان از      درجه هیدرولیز پروتئین  
 افــزایش  درصــد5/95 بــه 5/83 از DPPHمهاررادیکــال آزاد 

، از   درصـد  23بـیش از    اما با افزایش درجه هیدرولیز به       . یافت
 همچنـین،   .]15[ کاسته شد    DPPHفعالیت مهاررادیکال آزاد    

 2هاي هیدرولیز شده ماهی تیان با پاپائین پس از     تیمار پروتئین 

 درصـدي قابلیـت   9ساعت هضم بـا پپـسین موجـب افـزایش         
- علت این نتیجه را می. ]23[ گردید DPPHمهاررادیکال آزاد 

هـاي جـانبی حـاوي       زنجیـره  هـاي بـا   توان بـه افـزایش گـروه      
آمینواســیدهاي هیــدروفوب نــسبت داد کــه موجــب ســهولت  

هـاي آزاد   دسترسی بیشتر این پپتیـدها بـا واکـنش بـا رادیکـال            
DPPH34[شوند  می[.  

اگرچه افزایش بیشتر مقدار آنزیم و پیشرفت فرآینـد هیـدرولیز       
علت این .  شدDPPHموجب کاهش قابلیت مهاررادیکال آزاد 

توان به هیدرولیز کامل پپتیـدهاي حاصـل و تجمـع        می یافته را 
و آمینواسـیدها نـسبت داد   ) پپتیددي و تري (پپتیدهاي کوچکتر   

که منجر به رهـایش کامـل و دسترسـی بـالاي آمینواسـیدهاي              
افـزایش  . ]23[شـود  هـا مـی  هیدروفیل بر خـلاف هیـدروفوب   

قطبیت موجب دشوار شـدن واکـنش آمینواسـیدهاي فعـال بـا              
  . ]34[شود  میDPPHل محلول در لیپید رادیکا

  ABTSمهار رادیکال  -3-3-4
 با قابلیت استفاده ABTSارزیابی فعالیت مهاررادیکال کاتیونی 

-طور گسترده بهدر هر دو نوع ترکیبات هیدروفیل و لیپوفیل به        

-اکسیدانی مورد استفاده قرار می    عنوان یک آزمون فعالیت آنتی    

 و  ABTSمهار رادیکال کـاتیونی     ، درصد   4شکل   .]35[گیرد  
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ــی ــت آنت ــازئین و  ظرفی ــوکس را در ک ــادل ترول ــسیدانی مع اک
هاي مختلف آنزیم محصولات حاصل از هیدرولیز آن در نسبت

نتـایج آنـالیز آمـاري نـشان دهنـده          . دهـد به سوبسترا نشان می   
 73 بـه    22از  (اکسیدانی کازئین   افزایش قابل توجه فعالیت آنتی    

طـور  به.  درصد پانکراتین است   5/0رولیز با   پس از هید  ) درصد
کلی با افـزایش نـسبت آنـزیم بـه سوبـسترا و افـزایش درجـه               

             شـــود  افـــزوده مـــیABTSهیـــدرولیز، بـــر مهاررادیکـــال 
)P< 0.05 .( همچنین، متناسب با افزایش فعالیت مهاررادیکال

ABTS  اکسیدانی معادل ترولوکس نیـز افـزایش       ، ظرفیت آنتی
  . تیاف

نتایج تحقیقات مختلف نشان دهنده ایـن هـستند کـه فعالیـت             
طور قابل توجهی به منبع هاي هیدرولیز بهاکسیدانی پروتئینآنتی

و شـرایط   اولیه پروتئین، نوع و مقدار آنزیم، درجـه هیـدرولیز           
 این نتایج مشابه یافته وانگ و جیانـگ         .باشندفرآیند وابسته می  

ولیز پروتئین سیب زمینی بر مهار  است که اثر درجه هیدر     ]36[
برخلاف نتیجه آزمـون  .  را بررسی کردندABTSرادیکال آزاد  
عنوان یک رادیکال نـامحلول در       به DPPH آزاد   مهار رادیکال 

 افـزایش زیـاد درجـه هیـدرولیز و تغییـر در ترکیـب        باآب که   
هـاي  آمینواسیدي، فعالیت مهار ایـن نـوع رادیکـال در کـازئین           

-اما این روند در مـورد اثـر آنتـی         .  کاهش یافت  هیدرولیز شده 

.  مـشاهده نـشد  ABTSاکسیدانی این پپتیدها بر مهار رادیکال     
 هـستند کـه    ]23[ها مشابه تحقیقات یـو و همکـاران         این یافته 

هاي ماهی تیان هیدرولیز گزارش کردند، هضم با پپسین پروتئین
حلول هاي کاتیونی و مشده موجب کاهش قابلیت مهار رادیکال

ها این یافته را به افـزایش رهـایش         آن.  گردید ABTSدر آب   
امـا ادامـه    . پپتیدها و آمینواسیدهاي هیـدروفوب نـسبت دادنـد        

اکسیدانی فرآیند هضم با پانکراتین موجب افزایش ظرفیت آنتی       
دلیـل افـزایش رهـایش    این نتیجـه بـه    . معادل ترولوکس گردید  

- هاي آب به رادیکالآمینواسیدهاي هیدروفیل و دسترسی بیشتر

  .  استABTSدوست 
  اکسیدانی در امولسیونفعالیت آنتی -3-3-5

هاي مختلف آنزیم به سوبـسترا بـر فعالیـت        ، اثر نسبت  5شکل  
هاي هیدرولیز شده در امولـسیون روغنـی        اکسیدانی کازئین آنتی

دهنـده کـاهش    نتایج نشان . دهدحاوي هسته انگور را نشان می     
 مقـدار  ،تیوباربیتوریک و شاخص آناسید   پذیرترکیبات واکنش 

گرم در لیتر امولسیون    میلی 25/0 به   41/0آلدئید از حدود    مالون
عوامل مختلفی نظیر ترکیب آمینواسیدي پپتیدها و طـول         . است

کننـدگی  هاي آزاد، شلاتهزنجیره، همچنین قابلیت مهار رادیکال   
ئین صـل از کـاز    اهاي فلـزي پرواکـسیدان در پپتیـدهاي ح        یون

هـاي غـذایی و تولیــد   پایـداري امولـسیون  هیـدرولیز شـده بـر    
  . ترکیبات ثانویه حاصل از اکسیداسیون لیپیدها موثرند

 ،هـاي پاپـائین   اثـر آنـزیم    ]18[در تحقیقی، آبیران و همکـاران       
اکــسیدانی آلکــالاز و تیمارهــاي مختلــف را بــر فعالیــت آنتــی 

د کـه تیمـار   نتایج حـاکی از ایـن بـو     . اووموسین بررسی کردند  
 دقیقه و 15مدت  به ºC100اووموسین هیدرولیز شده در دماي      

هـاي  اکسیدانی پروتئین موجب افزایش قدرت آنتی =12pHدر  
و تیمار همچنین، استفاده از اووموسین هیدرولیز . حاصل گردید

موجب کـاهش   مدل  روغنی  در امولسیون   در شرایط فوق    ده  ش
اگرچـه  . باربیتوریـک شـد   تیواسـید   پذیر  تولید ترکیبات واکنش  

هـاي هیـدرولیز شـده    سایر تیمارهاي انجام شده بر اووموسـین  
دهنده افزایش مقدار ترکیبات ثانویه حاصل از اکسیداسیون نشان

  . عنوان پروکسیدان بودندو عملکرد این ترکیبات به
-رادیکال آزاد و همچنین شلاته     فسفوپپتیدهاي کازئینی با مهار   

ق بقایاي فسفوریل مـانع از اکـسیداسیون   کنندگی فلزات از طری 
دهنده قابلیـت پپتیـدهاي     این نتایج نشان  . ]37[شوندلیپیدها می 

دهنده الکترون عنوان ترکیباتحاصل از کازئین هیدرولیز شده به
هـاي آزاد موجـب   تواند با واکنش و مهار رادیکـال است که می  

ها الاي رادیک هاي زنجیره کاهش و محدود کردن انجام واکنش     
 هـا هـا و لیپـوزوم  امولسیوندر شده  هاي هیدرولیز  پروتئین .شود
توانند از طریق ایجاد یک مانع فیزیکـی در اطـراف قطـرات     می

. چربی تشکیل شده موجب کاهش سرعت اکسیداسیون شـوند        
بدین شکل که پپتیدهاي کوچـک بـا نفـوذ بـه سـطح مـشترك         

 آب، جذب سـطح شـده و یـا حتـی بـه فـسفولیپیدهاي        /روغن
دهـد،  غشاي لیپوزومی در محلی که اکسیداسیون لیپیـد رخ مـی   

  .]38[متصل شوند 
هاي اکسیدانی و عملکردي پروتئین   هاي آنتی طورکلی، ویژگی به

هیدرولیز شده بسته به نوع و ترکیب پروتئین اولیه، آنزیم مورد        
. اسـتفاده، درجــه هیــدرولیز و شــرایط فرآینــد متفــاوت اســت 

هـاي مخـرب در   ا در ممانعت از واکنش  کارایی پپتیده  همچنین
اي مشخص وجود بقایاي اسید آمینهطول اکسیداسیون لیپیدها به 

توان به از جمله مهمترین آمینواسیدها می   . ها بستگی دارد  در آن 
ایـن  . تیروزین، هیـستیدین، تریپتوفـان و متیـونین اشـاره کـرد           

 هاي فلزي که موجـب تـشدید      آمینواسیدها با شلاته کردن یون    
-عنوان منبع آنتـی توانند بهشوند می هاي اکسیداسیون می  واکنش
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هاي اکسیدان طبیعی در محصولات غذایی مختلف و امولسیون        
  .]37 و 7[کنند روغن در آب عمل 

 
Fig 5Thiobarbituric acid reactive substances value 

of casein and casein hydrolysate at different 
enzyme: substrate ratio of 0.5-3% (w/w). The 
values represents mean of three independent 

experiment ± S.D. 
  کنندگی یون آهنشلاته -3-3-6

ــه  ــزات ب ــر فل ــد شکــست  آهــن و دیگ ــسریع در رون ــل ت دلی
هـاي آلکوکـسیل بـسیار      هیدروپروکسیدهاي لیپیدي به رادیکال   

هـاي   از سیـستم   عنـوان پروکـسیدان در بـسیاري      پذیر به واکنش
- نشان پژوهشنتایج حاصل از این     . ]39[کنند  غذایی عمل می  

کنندگی یون آهـن بـا   دهنده افزایش قابل ملاحظه قابلیت شلاته 
کننـدگی یـون    شلاتهطور مثال،   به. هیدرولیز آنزیمی کازئین بود   

آهن کـازئین هیـدرولیز شـده بـا اسـتفاده از نـسبت آنـزیم بـه           
ایـن  .  افزایش یافـت  درصد53 به   19 از    درصد 5/0سوبستراي  
کننـدگی  ثیر قرار گرفتن قابلیت شلاته    أدهنده تحت ت  یافته نشان 

ایـن نتـایج نـشان      . یون آهن با درجه هیدرولیز پروتئین اسـت       
کنندگی بالاي فلزات دهنده قابلیت استفاده از پپتیدهایی با شلاته

. ]40[ها است عنوان عامل مهار اکسیداسیون و رشد میکروببه
 در مطالعـه اثـر   ]17[نتایج مشابهی توسط جامدار و همکـاران    
کننـدگی یـون آهـن    شرایط و درجه هیدرولیز بر درصد شـلاته      

هـاي هیـدرولیز شـده بـادام زمینـی گـزارش شـد امـا                پروتئین
مکانیسمی در تشریح عملکرد پپتیدها و محصولات حاصـل از       

  .هیدرولیز آنزیمی بیان نگردید
هـاي  شده از کازئین شیر با دارا بودن بخشپپتیدهاي مشتق   اما،  

هاي کلسیم، آهن و مـس را   توانند یون قطبی فسفوریله شده می   
عملکرد کازئین و پپتیدهاي هیـدرولیز کـازئینی بـا       . شلاته کنند 

شـود کـه ایـن ترکیبـات       قابلیت اتصال به یون آهن موجب می      
ی عمـل   هاي غذای اکسیدان بالقوه در سیستم   عنوان آنتی بتوانند به 

همچنــین، نتــایج تحقیقــات مختلــف نــشان دادنــد کــه  . کننــد
فسفوپپتیدهاي کازئینی و کازئین هیدرولیز شده نه تنها موجـب      

شوند، بلکه با افـزایش     بهبود پایداري اکسیداتیو مواد غذایی می     
امـلاح  جذب کلسیم، آهن، روي و افـزایش زیـست دسترسـی     

  .]37[ند  موجب ارزش افزوده در غذاهاي سنتی شومعدنی

  
Table 2 Metal ions (Fe2+ and Cu2+) chelating activity of casein and casein hydrolysate at different 

enzyme: substrate ratio of 0.5-3% (w/w). 
Enzyme/substrate 

ratio (%) Fe2+ (%) Cu2+ (%) 

0 19.71±2.06f 2.49±0.61f 
0.5 53.86±1.14e 8.15±0.32e 
1 61.03±0.64d 11.53±0.83cd 

1.5 63.07±0.19c 12.66±1.37bc 
2 66.16±0.79b 13.68±1.18b 

2.5 68.91±0.72a 17.38±0.81a 
3 69.26±1.14a 10.51±0.76d 

Different letters in the same column indicate significant difference among samples P< 0.05. 
  
  سکنندگی یون مشلاته -3-3-7

کنندگی  نشان داد که فعالیت شلاتهپژوهشنتایج حاصل از این   
ثیر أهاي هیدرولیز شـده تحـت ت ـ  یون مس در کازئین و کازئین   

هاي مختلـف آنـزیم بـه سوبـسترا و بـه تبـع آن درجـه                 نسبت
کنندگی یـون   فعالیت شلاته ). 2جدول  (گیرد  هیدرولیز قرار می  

، 5/0 به سوبستراي    مس با هیدرولیز کازئین تنها با نسبت آنزیم       
همچنـین بـا   ). P< 0.05( یافـت طور قابل توجهی افـزایش  به

- بر فعالیـت شـلاته   درصد5/2افزایش نسبت آنزیم مصرفی تا    

 اما با استفاده از ،شدهاي هیدرولیز شده افزوده کنندگی پروتئین
هاي بیشتر آنزیم و افـزایش درجـه هیـدرولیز از قابلیـت       نسبت
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درولیز کازئین در شلاته نمودن یون مس پپتیدهاي حاصل از هی  
انجـام شـده توسـط آبیـران و       پـژوهش   اگرچـه در    . کاسته شد 
کنندگی یون مس تیمارهـاي مختلـف        که شلاته  ]18[همکاران  

دهنـده کـاهش   اووموسین هیدرولیز شده را بررسی کردند نشان  
کنندگی یون مس در این پپتیدها پس از انجـام تیمـار در            شلاته

 و عــدم قابلیــت اســتفاده از ایــن کنتــرلنمونــه حــد کمتــر از 
  .کننده بودعنوان عامل شلاتهمحصولات به

هـاي یـو و     در تطـابق بـا یافتـه      پـژوهش   نتایج حاصل از ایـن      
کننـدگی   است که گزارش کردند فعالیت شـلاته    ]23[همکاران  

هاي هیدرولیز شده ماهی تیان با پاپائین پس از هضم با   پروتئین
اما پس از هضم با .  کاهش یافت درصد1/55ه  ب6/58پپسین از 

  درصـد  6/65کننـدگی پپتیـدهاي حاصـل بـه         پانکراتین، شلاته 
توان به ساختار پپتیـدهاي     علت این نتیجه را می    . افزایش یافت 

 نسبت داد که هم هاهاي زنجیره جانبی اسیدآمینهحاصل و گروه
 کننـد و هـم    هاي آزاد ایفـا مـی     نقش موثري در حذف رادیکال    

 .آیندهاي فلزي به حساب میکردن یونعوامل موثري در شلاته   
 تیمـار پـانکراتین بـا افـزایش درجـه هیـدرولیز و رهـایش                اما

هاي با قابلیت آمینواسیدهاي آزاد موجب افزایش دسترسی گروه
هاي ایمیدازول و    گروه .]23[ گرددهاي فلزي می  اتصال به یون  

 الکترواسـتاتیک و    هـاي موجب افزایش واکـنش   نیز  کربوکسیل  
-تواننـد بـه  و از این طریق مـی شوند هاي فلزي مییونی با یون 

هـاي امولـسیونی و     اکسیدان در سیـستم   عنوان یک ترکیب آنتی   
  .]34[غذایی عمل کنند 

  

  گیري کلینتیجه -4
دهنـده اثـر قابـل توجـه        نـشان پـژوهش   نتایج حاصـل از ایـن       

-دي، آنتـی هـاي عملکـر  هیدرولیز آنزیمی کـازئین بـر ویژگـی       

با افزیش نـسبت   . هاي فلزي بود  کنندگی یون اکسیدانی و شلاته  
وزنی آنزیم پانکراتین بـه سوبـسترا، درجـه هیـدرولیز کـازئین             

حاصــل از ج بــر اســاس نتــای. هیـدرولیز شــده افــزایش یافــت 
 پیشین، افزایش درجه هیدرولیز با تولید پپتیـدهاي بـا           مطالعات

اي در ترکیـب اسـیدآمینه    رهایش و تغییـر     وزن مولکولی کمتر،    
مانند افـزایش رهـایش آمینواسـیدهاي هیـستیدین، متیـونین و       (

هـاي فعـال، کلیـه    و در معرض قـرار گـرفتن گـروه     ) تریپتوفان
. ددهمیهاي محصول هیدرولیز شده را تحت تأثیر قرار     ویژگی

کننـدگی  کننـدگی و کـف    پذیري، امولـسیون  طورمثال، انحلال به
ویـژه در محـدوده   بـه (هاي اسـیدي  pHر بسیار پائین کازئین د   

پس از هیدرولیز آنزیمی و با افزایش درجه    ) نقطه ایزوالکتریک 
همچنین، هیـدرولیز  . هیدرولیز به طورچشمگیري افزایش یافت  

-اکسیدانی و شلاته  آنزیمی کازئین موجب افزایش فعالیت آنتی     

نتایج حاصل از این  . هاي فلزي پرواکسیدان گردید   کنندگی یون 
د کـه پپتیـدهاي زیـست فعـال حاصـل از       دهنشان می ژوهش  پ

هاي عملکـردي و    هیدرولیز آنزیمی کازئین با دارا بودن ویژگی      
-اکسیدانی بسیار مناسب، از قابلیت بالایی در تولیـد، غنـی          آنتی

سازي و فرمولاسـیون محـصولات غـذایی مختلـف بـا هـدف            
  .افزایش سطح سلامتی عموم برخوردارند
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Effect of casein enzymatic hydrolysis by pancreatin conditions on 
functional and antioxidant properties of casein hydrolysate 
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In this research, the effect of enzymatic hydrolysis of casein on the degree of hydrolysis, functional 
characteristics (solubility, emulsifying and foaming properties) and antioxidant activity (DPPH free 
radical scavenging, ABTS radical scavenging, reducing power, hydroxyl radical scavenging, 
antioxidant activity in emulsion and chelating properties of iron and copper ions) was evaluated. The 
hydrolysis process was performed using pancreatin enzyme and enzyme to substrate ratio (3-5% w/w) 
for 180 min. The results showed that enzymatic hydrolysis of casein improved the solubility and 
induced the change in the emulsion and foaming activity (especially in acidic pH). In general, 
hydrolyzed casein showed the best characteristics in 2.5% enzyme to substrate ratio. Hydrolysis of 
casein with 2.5% pancreatin resulted changes in DPPH radical scavenging (from 11.13 to 42.17%), 
ABTS (from 22.01 to 84.31%), Trolox equivalent antioxidant capacity (0.51% to 2.28 mM), reducing 
power (0.41 to 0.62), hydroxyl radical scavenging (13.31 to 73.01%) and Thiobarbituric acid 
reactive substances or TBARS (0.41 to 0.25 mg/liter emulsion), respectively. Also, iron chelating 
activity (19.7 to 68.9%) and copper chelating activity (2.49 to 17.38%) changed before and after 
hydrolysis, respectively. The results showed that enzymatic hydrolysis of casein by pancreatin is an 
effective method for producing a product with antioxidant properties and proper operation that can be 
used in the formulation of different food emulsions. 
 
Keywords: Degree of hydrolysis, Enzymatic hydrolysis, Casein, Antioxidant activity, Functional 
properties 
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