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تأثير كازئينات سديم و عصاره نعناع فلفلي بر ميزان پروتئوليز و خاصيت 

 مبدل آنژيوتنسين در ماست پروبيوتيك بدون چربي بازدارندگي آنزيم

 
 4نژاد، حسن ملكي3، اصغر خسروشاهي اصل2عزيزه رضايي، ∗1شهين زمردي

 
 ترويج كشاورزي، و آموزش تحقيقات، سازمان غربي، آذربايجان طبيعي ابعمن و كشاورزي آموزش تحقيقات، مركز مهندسي و فني تحقيقات  بخش -1

  ايران اروميه،

دانشگاه آزاد اسلامي واحد سنندج، ، گروه علوم و صنايع غذاييبي گروه علوم و صنايع غذايي، دانشگاه اروميه و مر دانش آموخته كارشناسي ارشد -2

  ، ايرانكردستان

  ايي، دانشكده كشاورزي دانشگاه اروميه، ايران استاد گروه علوم و صنايع غذ-3

  ، ايران مركز تحقيقات سلامت مواد غذايي و آشاميدني، دانشگاه علوم پزشكي اروميه-4

)25/09/96: رشيپذ خيتار  95/ 28/01: افتيدر خيتار(  

  

 چكيده
در  (ACE) وتئوليز و خاصيت بازدارنـدگي آنـزيم مبـدل آنژيوتنـسين    بر ميزان پر) % 0 – 4/0(و عصاره نعناع فلفلي )  %0- 4(تأثير افزودن سديم كازئينات 

 به اين ترتيب مدل درجـه دو بـراي   .فتگرقرار بررسي مورد با استفاده از روش سطح پاسخ   نگهداري  روز   20، در طول    بدون چربي  قالبي   پروبيوتيك ماست

افزايش و در مقادير كم عصاره نعناع با افزايش درصـد  ) OPA (فتال دي آلدهيد اورتو  زمان نگهداري ميزانگذشتبا . هاي كيفي ارائه شد   هريك از شاخص  

 ابتـدا افـزايش و سـپس كـاهش نـشان داد       OPA اما در مقادير بالاي عصاره با افزايش سـديم كازئينـات ميـزان   .افزايش يافت OPA كازئينات سديم ميزان

)05/0<P( .نات سديم، ميزاندر طول زمان نگهداري و در اثر افزايش درصد كازئيOPA  افزايش پيدا كرد )05/0<P.( هاي نخست با افزايش مقدار در زمان

 افـزايش ميـزان     .)P>05/0 (افـزايش يافـت   ، مقدار آن     بازدارندگي تقريباً ثابت اما در اواخر اين دوره با افزايش ميزان عصاره نعناع فلفلي              ، ميزان عصاره نعناع 

 % 2با توجه به نتايج اين بررسي، استفاده از  .هاي ماست نيز گرديدل، موجب بهبود بافت نمونهزيست فعاايش توليد مواد علاوه بر افز % 2تا ينات سديم ئكاز

  .دشو پيشنهاد مي نعناع عصاره %2/0  سديم وكازئينات

 

  ماست  پروتئوليز، پروبيوتيك، آنزيم مبدل آنزيوتنسين،:گانواژ كليد

 
 
 
 
 
 
 

  

                                                           

∗
  shahinzomorodi@gmail.com :مسئول مكاتبات  
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  مقدمه - 1
ــدهاي  ــالپپتي ــست فع ــوژيكي و  زي ــرد بيول ــا عملك ــاتي ب  تركيب

ر طـول پروسـه مـواد       يـا د  بدن  اخل  فيزيولوژيكي هستند كه در د    

 مختلـف از جملـه      يهـا غذايي در اثر هيدروليز آنزيمي پـروتئين      

و ) نظير پـروتئين سـويا، زئـين و هـوردئين         (هاي گياهي   پروتئين

. شوندميهاي شير توليد    هاي حيواني، مخصوصاً پروتئين   پروتئين

 هاي مـواد  كنندهتوان به حمل  از فعاليت بيولوژيكي اين پپتيدها مي     

هـاي پروتئوليتيـك    آنـزيم . فشار خـون اشـاره كـرد       ضد معدني و 

هـاي اسـيد    هاي حاصـل از بـاكتري     طبيعي موجود در شير، آنزيم    

 دخيـل   زيـست فعـال   لاكتيك و يا منابع خارجي در توليـد مـواد           

 ، αs1توان پپتيدهاي حاصل از ميعالزيست فاز پپتيدهاي . هستند

 را نـام    لاكتوالبومين-، آلفا لاكتوگلبولين-بتا،  آلفا و كاپا كازئين   ،  بتا

محـصولات  شـير و   به طور گسترده در زيست فعالاين مواد  . برد

  .]1[ دنشوتخميري حاصل از شير يافت مي

 در  زيست فعـال  لاكتيك توانايي توليد پپتيدهاي     اسيد  هاي  باكتري

ــول ــد ط ــير را دارن ــر ش ــاكتري. تخمي ــن ب ــستم  اي ــا داراي سي ه

ه آمين ـاسـيد   اي هستند كه قادرند احتياجات      پروتئوليتيكي پيشرفته 

هـايي از   هاي اخير پتانـسيل گونـه     در سال . سازندخود را برآورده    

اين باكتري ها به عنوان عوامل ضد فشار خون مورد مطالعه قـرار             

) ACE(مبدل آنژيوتنسين    دارندهاند كه قادرند پپتيدهاي باز    گرفته
هاي شير در طول تخمير محـصولات لبنـي توليـد           را از پروتئين   1

 و لاكتوباسيلوس كـازيي ، هاي اسيد لاكتيكباكتري در ميان. كنند

 و بيشترين   شتهفعاليت بازدارندگي قوي دا    بيفيدوباكتريوم بيفيدوم 

  .]3 و 2 [نداهنشان داداز خود بازدارندگي را 

و رنين پروتئاز آسپارتيك،  RAS(2 (آنژيوتنسين-رنينم سيستدر 

نيـز   ACE و I آنژيوتنـسينوژن را بـه دي كاپپتيـد آنژيوتنـسين    

. كنـد تبـديل مـي   II را بـه اكتاپپتيـد آنژيوتنـسين    I آنژيوتنـسين 

، فشار خون را افزايش بودهتنگ كننده قوي عروق  II آنژيوتنسين

 افــزايش توليــد و 3كينــينبــرديداده و موجــب غيرفعــال شــدن 

شود كه در نتيجه موجـب كـاهش دفـع مايعـات و             آلدسترون مي 

نمك شده و نگهـداري آب و حجـم مايعـات خـارج سـلولي را                

                                                           

1. Angiotensin Converting Enzyme (ACE) 
2. Reticular Activating System (RAS) 

  كند  سيستم هورموني است كه فشارخون و همچنين تعادل مايعات را در بدن تنظيم مي

3. Bradykinin        شود خون مينوعي پپتيد است كه موجب كاهش فشار.  

هـاي خـوني و متعاقبـاً        موجـب انقبـاض رگ      كه دهدافزايش مي 

از  ACE هـاي داروهـاي بازدارنـده  . شوندافزايش فشار خون مي

- فشار خون مـي    اين دو واكنش جلوگيري كرده و موجب كاهش       

  .]2 و 1[ شوند

- محسوب مي ACE هايكاپتوپريل و انالاپريل از جمله بازدارنده

 شوند كه به عنوان استاندارد نيز در ارزيابي فعاليـت بازدارنـدگي  

ACE      گـروه فعـال بازدارنـده در     . گيرنـد مورد استفاده قـرار مـي

موجـود در   ست كـه يـون روي  ا كاپتوپريل يك گروه سولفيدريل

اين گروه در انالاپريـل يـك       . ه فعال آنزيم را شلاته مي كند      جايگا

 از پـس كه بـا يـك الكـل اسـتري شـده و            است   گروه كربوكسيل 

ــال    ــب فع جــذب توســط اســترازهاي موجــود در پلاســما تركي

گرچـه  . شود كه هـضم و جـذب بـالايي دارد         انالاپريلات آزاد مي  

 آن هـزار    انالاپريل بازدارنده قوي است امـا پتانـسيل بازدارنـدگي         

  .]4[ مرتبه كمتر از انالاپريلات است

همراه با 5IPP  و4VPPپپتيد  مانند دو تريهاتعدادي از بازدارنده

كارايي بيشتري  A هاي تريپسين، پپسين و كربوكسي پپتيدازآنزيم

 مقاله در اين خصوص وجود دارد كـه         20بيش از    .]6 و   5[ دارند

هـا  وي بازدارنـده  توان ادعا كرد كـه مـصرف محـصولات حـا          مي

دو فشار سيـستوليك    كاهش هرموجب IPP و VPP بخصوص

 در غـذاها آزاد     زيست فعال اگر مواد   . شودو دياستوليك خون مي   

از . توان به صـورت تجـاري آن را بـه غـذا اضـافه كـرد         نشود مي 

توان براي اين منظـور اسـتفاده       پپتيدهاي مشتق شده از كازئين مي     

  .]7 و 1[ كرد

لات پروبيوتيكي تخميرشده شير مـورد توجـه قـرار          اخيراً محصو 

، داراي پتانسيل ACE اند كه عمدتاً به خاطر توليد بازدارندهگرفته

از قبيـل   ACE  پپتيـدهاي بازدارنـده  .ضـد فـشار خـون هـستند    

-ها در طول پروتئوليز آنزيمي پـروتئين      ها و لاكتوكينين  كازوكينين

 بنـابراين محـصولات     .شوندهاي شير و تخمير باكتريايي آزاد مي      

 هستند كه بـه عنـوان       زيست فعال تخميري شير غني از پپتيدهاي      

-رژيم غذايي طبيعي با پتانسيل كنترل فشار خـون محـسوب مـي            

  .]2[ شوند

                                                           

4. Valine-Proline_Proline (VPP) 
5. Isoleusine-Proline-Proline (IPP) 
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ترين گياهان  يكي از قديمي بوده و  1لابيياتانعناع متعلق به خانواده     

ا فنلـي و فلانوئيـده    -اين گياه غني از تركيبات پلي     . ي است داروي

مطالعات اخير نشان داده است كه تركيبات فنلي داراي  .]8 [است

اكسيداني بالا و خواص درماني از جمله جلوگيري از         فعاليت آنتي 

يـدها  ئبعـلاوه گياهـان غنـي از فلانو       . ديابت و فشار خون دارنـد     

تحقيقات اخير تـأثير  . ]9 [ دارندACE-Iخاصيت بازدارندگي از 

 و كـاهش    ACEبازدارندگي فعاليـت    عصاره نعناع را بر افزايش      

 .]11 و 10 ،9 [انددادهفشار خون نشان 

پروتئازهاي باند شده با ديواره سلولي و پپتيدازهاي داخل سلولي          

هـا  هاي اسيد لاكتيك در ماست مسئول هيدروليز پـروتئين        باكتري

هاي شير، موجب افـزايش سـرعت آزاد      پروتئوليز پروتئين . هستند

بنابراين يـك روشـي     . ]2[ شود و پپتيدها مي   شدن اسيدهاي آمينه  

-روش. سريع براي تعيين پروتئوليز در محصولات لبني نياز است        

ــري   ــيوكالتيو، روش ت ــولين س ــه روش ف ــادي از جمل ــاي زي -ه

رزيــابي  جهــت اOPA 2 ســولفونيك اســيد و روش-نيتروبنــزن

   .]12[ پروتئوليز محصولات لبني مورد استفاده قرار گرفته است

اين تحقيق بررسي تأثير افزودن سديم كازئينات و عصاره هدف از 

نعناع فلفلي بر ميزان پروتئوليز با استفاده از روش اورتوفتـال دي            

ــد و  ــي آلدهي ــده  بررس ــدل كنن ــزيم مب ــدگي آن خاصــيت بازدارن

- و همچنين مقدمه   ربي چ  بدون آنژيوتنسين در ماست پروبيوتيك   

نـوان مكمـل    بـه ع بخـش اي جهت استفاده از محصولات سلامت 

  .باشددارويي جهت كاهش فشار خون مي

  

 

  مواد و روش ها -2
تهيه شده از شـركت رامـاك خـوي بـا           (شير خشك بدون چربي     

% 96±2/0درصــد پــروتئين و % 38±04/1چربــي، % 17/0±25/1

كـشت مخلـوط   ( YC-350 استارتر تجاري،  )درصد ماده خشك  

ير گونـه    ز لاكتوباسيلوس دلبروكي  و   استرپتوكوكوس ترموفيلوس 

 لاكتوباسيلوس كازئي، )هانسن، دانمارك-كريستين، بولگاريكوس

L26 )DSM ،اســـتراليا(،MRS   آگـــار)آلمـــان،مـــرك ( ،

-سـيگما (و انالاپريل    ACE  ،FAPGG3  ،OPAونكومايسين،  

                                                           

1. Labipata 
2. O-phthaldialdehayde (OPA) 
3. N-[3-(2-Furyl) Acryloyl]-L-Phenylalanyl-Glycyl-Glycine 
(FAPGG) 

 ،مـيلاد (پـروتئين   %  95/78، كازئينات سديم بـا      )آلدريچ، استراليا 

تهيـه  )  ايران ،زردبند (4الكلي نعناع فلفلي  -و عصاره آبي  ) خراسان

  .شد

 طرح آزمايشي و تيمارهاي آماري -1-2

طرح مركـب مركـز وجـه       و  در اين تحقيق، از روش سطح پاسخ        

مـورد   SAS V9.2 براي آنـاليز داده هـا نـرم افـزار    . استفاده شد

هـاي آزمـايش    ، تعداد نمونـه   1مطابق جدول   . استفاده قرار گرفت  

تكرار در نقطه مركزي بود      آزمون   6 عدد كه در اين ميان       20برابر  

متغيرهـاي  . و از اين نقاط براي تعيين خطاي آزمايش استفاده شد         

، )% 4 و   2،  0( در سـه سـطح       مستقل شامل ميزان كازئينات سديم    

و مدت  ) % 4/0 و   2/0 ،0( در سه سطح     ميزان عصاره نعناع فلفلي   

آنـاليز  . بـود )  روز 20 و   12،  4(نيز در سـه سـطح       زمان نگهداري   

  .ن با مدل زير انجام گرفترگرسيو

Y = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11X21+ β22X22 + 
β33X23 + β12X1X2 + β13X1X3 + β23X2X3 

 3β و 1β ،2β ضريب ثابت، 0βبيني شده،  پاسخ پيشYدر آن 

اثر  β23 و 12β ،β13اثر مربعات و  β33 و 11β ،22βاثرات خطي، 

  .باشدمتقابل مي

 روش تهيه ماست-2-2

. درصد ماده خشك بدون چربي تهيه شد      12ر بازسازي شده با     شي

آن به   1طبق جدول شماره    كازئينات سديم و عصاره نعناع فلفلي       

.  دقيقـه پاسـتوريزه گرديـد   30 به مدت C° 85افزوده و در دماي  

 از پـودر ليفيليـزه     سـپس . سـرد شـد    C° 1 ± 43سپس تا دمـاي     

DVS5 از  ويلوگرم شير   بر هر ك    گرم 01/0مقدار    ماست  استارتر 

 گرم بـراي    05/0 مقدار لاكتوباسيلوس كازيي  DVSپودر ليفيليزه   

 بـه حـدود     pHافزوده شد و تا رسيدن        مستقيما هر كيلوگرم شير  

سپس نمونه ها سرد و بـه       .  در همان دما گرمخانه گذاري شد      6/4

   .] 10[  روز در يخچال نگهداري شدند20مدت 

 OPA  ارزيابي پروتئوليز توسط روش -3-2

 25 از نمونه ماست بـا        گرم 10مقدار  : سازي عصاره ماست  آماده

 pH  نرمال1/0ميلي ليتر آب مقطر رقيق شد و با اسيد كلريدريك 

گـذاري در دمـاي    دقيقه گرمخانه10پس از .  تنظيم شد4آن روي   

                                                           

ب مقطر آ% 50 و)%96 (اتانول% 50به عنوان حلال از مخلوط در تهيه اين عصاره  . 4

  استفاده شده است

5. Direct Vat Set (DVS) 
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C45°   سـاخت  320يونيورسـال  (دار  توسط سانتريفريوژ يخچـال 

سـانتريفوژ   g 5000  بـا دور C4° دقيقـه در  10به مـدت  ) آلمان

 1/0آن بـا سـود    pH مايع جمع شده در سطح جدا شد و. گرديد

مايع جدا شده در    .  تنظيم و مجدداً سانتريفوژ گرديد     7نرمال روي   

C° 20-10 و 9 [ نگهداري شد[. 

  

Table 1 Design exams based on the response 
surface methodology and composite design 

center with three variables: sodium caseinate % 
(A), peppermint pepper extract% (B) and storage 

time (C) 
 

Code Uncode 
Run 

A B C A B C 
1 -1 -1 -1 0 0 4 

2 -1 -1 +1 0 0 20 
3 -1 +1 -1 0 0.4 4 

4 -1 +1 +1 0 0.4 20 
5 +1 -1 -1 4 0 4 

6 +1 -1 +1 4 0 20 

7 +1 +1 -1 4 0.4 4 

8 +1 +1 +1 4 0.4 20 

9 -1 0 0 0 0.2 12 

10 +1 0 0 4 0.2 12 
11 0 -1 0 2 0 12 

12 0 +1 0 2 0.4 12 
13 0 0 -1 2 0.2 4 
14 0 0 +1 2 0.2 20 
15 0 0 0 2 0.2 12 

16 0 0 0 2 0.2 12 
17 0 0 0 2 0.2 12 

18 0 0 0 2 0.2 12 

19 0 0 0 2 0.2 12 

20 0 0 0 

 

2 0.2 12 

 
در يك ميلي  OPA  ميلي گرم40ابتدا مقدار : OPA تهيه معرف

ميلي ليتـر محلـول سـديم        25 ليتر متانول حل شد و سپس مقدار      

دسيل سولفات  ليتر سديم دو ميلي5/2  ميلي مولار،100تترابورات 

آب مركاپتواتانول به آن افزوده شد و با  -β  ميكروليتر100و % 25

اين معرف بايد تازه تهيه     . ليتر رسانيده شد   ميلي 50مقطر به حجم    

  .]11[  ساعت مصرف گردد2شود و در طول 

 ميكروليتر از عصاره ماست به      150مقدار  : روش تعيين پروتئوليز  

ليتري افـزوده   ميلي5در سل كوارتز  OPA  ميلي ليتر از معرف3

قـه نگهـداري در     دقي 2 پس از .  ثانيه مخلوط گرديد   5شد و مدت    

) بيكمن ساخت آمريكا(متر فتودماي اتاق، ميزان جذب با اسپكترو 

بـراي شـاهد نيـز بـه جـاي         .  نانومتر قرائت شد   340در طول موج  

ها بر  ميزان پروتئوليز نمونه  . نمونه ماست از آب مقطر استفاده شد      

گيري شده  اساس ميزان جذب پپتيدها و اسيدهاي آمينه آزاد اندازه        

  .]9[ نومتر بيان گرديد نا340در 

 ACE روش تعيين بازدارندگي -4-2

 ميلـي   80سـديم در    كلريد   گرم   34/2 مقدار: ACE تهيه معرف 

ليتر رسانده  ميلي100ليتر آب ديونيزه حل و با آب مقطر به حجم       

 ميلـي  50 گرم تـريس در  607/0با مخلوط كردن  A محلول .شد

يم شـد و تـا حجـم     تنظ3/8 آن روي pH ليتر آب ديونيزه تهيه و

- ميلـي 6/62در  FAPGG  گرم 25 .ليتر رقيق گرديد ميلي100

 500هــاي  و معــرف حاصــل در آمپــول حــلA ليتــر از محلــول

 بعدي نگهداري هايزمايشتا آ -C° 20 ميكروليتري تقسيم و در

  .]13[ شد

 سل  به و نمونه مورد آزمايش      ACEمقدار برابر از معرف     : روش

پس از مخلـوط كـردن كامـل، در         . منتقل شد ليتري   ميلي 5كوارتز  

 2به مدت  C ° 37با دماي) ممرت ساخت آلمان(حمام آب گرم 

  ميكروليتـر آنـزيم  25بـه مخلـوط حاصـل،    . دقيقه انكوبه گرديد

ACE سپس مجددا در حمام آب گرم . اضافه و كاملا هم زده شد

هـاي   دقيقه قرار گرفـت تـا واكـنش   15به مدت  C ° 37با دماي

براي تهيه شـاهد نيـز بـه جـاي نمونـه از آب      .  انجام شود آنزيمي

 دقيقه يك بـار از حمـام آب گـرم           5ها هر    سل .مقطر استفاده شد  

 . نانومتر تعيـين شـد     340در طول موج    آنها  خارج شدند و جذب     

 دگرديمحاسبه  ACE با استفاده از فرمول زير سرعت بازدارنگي

  .]9  و7[

 (%) ACE 100 = بازدارندگي – (∆Asample/∆Acontrol)  100×  

∆Asample = A0 – A15 , ∆Acontrol=A0 – A15 

  

 10محلول ذخيره استاندارد به مقدار      : هاي استاندارد تهيه محلول 

 °C  مولار از انالاپريل تهيه و در دماي       001/0ميلي ليتر با غلظت     

ــد -20 ــداري ش ــه   .  نگه ــل ب ــايي انالاپري ــدروليز قلي ــت هي جه
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 مولار به آن افـزوده شـد و         1يلي ليتر سود     م 4انالاپريلات، مقدار   

. محلول حاصل به مدت يك شب در دماي اتاق نگهداري گرديـد    

 تنظيم 8 مولار روي 1كلريدريك  آن با استفاده از اسيد  pHسپس

محلـول  . ليتـر رقيـق شـد    ميلي20شد و با آب دمينراليزه تا حجم    

 °C  ميكروليتـر تقـسيم و در دمـاي        500هاي  حاصل داخل آمپول  

هـاي  بـراي تهيـه محلـول     .  تا زمان آزمـايش نگهـداري شـد        -20

 غلظت مختلف از انالاپريلات با رقيق سـازي متـوالي           9استاندارد  

 جـذب   پس همانند روش ذكر شده در فـوق        س .]13[ تهيه گرديد 

  .)1شكل (  نانومتر تعيين شد340استانداردها در طول موج 

  

 
Fig 1 Standard curve of Anaplacrylates 

  ارزيابي حسي -5-2
 نفر از دانشجويان رشته مهندسي صنايع 20ارزيابي حسي توسط 

اي  نقطه5غذايي دانشگاه اروميه با استفاده از روش هدونيك 

 مربوط به كيفيت 1 معرف كيفيت عالي و امتياز 5امتياز . تعيين شد

ها به صورت تصادفي و بدون ذكر نوع  نمونه. بودنامطلوب

 قرار گرفت و داوران از آب براي شتشوي زيابيارتركيب مورد 

  .دهان خود استفاده كردند

 

 نتايج و بحث-3
 و ACE ،OPAي مستقل بر هاخلاصه تجزيه واريانس داده

 آورده شده 2 در جدول هاي ماست نمونهامتياز پذيرش كلي

  .است

 )OPA( ارزيابي پروتئوليز -3-1

ه در طول تخمير و     پروتئوليز مهمترين پروسه بيوشيميايي است ك     

هـاي شـير    در طـول تخميـر پـروتئين      . ]9[دهد  نگهداري رخ مي  

هيدروليز شـده و باعـث    LAB توسط پروتئازهاي خارج سلولي

 OPA توان با روششود كه ميآزاد مي NH3 هايافزايش گروه

  . ميزان آن را تعيين كرد

هـا حـاكي از آن اسـت كـه تـأثير خطـي              نتايج تجزيه آماري داده   

ينات سديم و مدت زمان نگهـداري و تـاثير مربعـي عـصاره              كازئ

نعناع و اثر متقابـل مقـدار كازئينـات سـديم و عـصاره نعنـاع بـر               

  .P)>05/0(دار بود پروتوليز ماست معني

، در طـول زمـان نگهـداري و در اثـر افـزايش           2با توجه به شكل     

زيـرا  .  افـزايش پيـدا كـرد    OPAدرصد كازئينات سـديم، ميـزان  

 سديم به عنوان يك ماده پروتئيني، مواد مغذي مورد نياز  كازئينات

در نتيجه موجب رشـد و      . كندها را فراهم مي   رشد ميكروارگانيسم 

. گرددماست مي آغازگر هاي و باكتريلاكتوباسيلوس كازئيتكثير 

 سـلولي،  داخـل  و خـارج  هـايي آنـزيم  ها با توليدلذا اين باكتري

هيدروليز كرده و  را بيولوژيكي الفع هاي شير و پپتيدهايپروتئين

  .]14[شوند در نتيجه موجب افزايش پروتئوليز در ماست مي

دوره  اواخر و بالاتر كازئينات ميزان در رشد پروبيوتيك بيشترين

 نشان دادند نيز) 2009(همكاران  و  نيلسن.شد مشاهده نگهداري

ند هست فعال يخچال نيز در نگهداري دوره طول در پروتئازها كه

]15[  

  
 

Fig 2 Effect of sodium caseinate and storage time on 
the amount of proteolysis 

، بررسي تاثير متقابل مقدار كازئينات سـديم و         3با توجه به شكل     

عصاره نعناع نشان داد كه در مقادير كم عصاره نعناع بـا افـزايش               
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زيــرا . افــزايش يافــت OPA درصــد كازئينــات ســديم ميــزان

 در دماي يخچـال نيـز   لاكتوباسيلوس كازيي ستارترهاي ماست و    ا

-  و بنابراين افزايش پروتئوليز توسط اين باكتري]16[فعال هستند 

 و عصاره نعناع افزايش  ]14[تواند با وجود كازئينات سديم      ها مي 

 نيز به دليل افزايش شكستن      OPA و متعاقب آن انديس      ]9[ يابد

پتيدهاي زيست فعال در ماست افزايش      ها و توليد بيشتر پ    پروتئين

  .]17[كند ميپيدا 

 OPAاما با افزايش بيشتر عصاره نعناع و سديم كازئينات مقـدار            

دليل كاهش ممكن است در اثر واكنش بـين گـروه           . كاهش يافت 

لذا منجر بـه كـاهش جـذب در         . آلفا آميني با بتا مركاپتانول باشد     

 مصرف اسـيدهاي آمينـه       نانومتر شده است و آن ارتباطي به       340

 .]9[ هاي ماست نداردتوسط باكتري

 

Table 2 Summary of analysis of variance of independent data on ACE, OPA and acceptability score of 
samples 

Mean Square 

Acceptability  ACE OPA 
DF Source 

0.035** 5324.6** 35.11** 9 Model 

0.075** 8410.5** 31.10* 3 Linear 
0.018 1079.96 27.93* 3 Quadratic 
0.146 906.89 46.30 3 Intercept 
0.148* 7028.5** 33.16* 1 Caseinate (A) 
0.047* 2962.5* 12.24 1 Peppermint (B) 
0.17 15240.3** 47.90* 1 Time (C) 
0.008 749.3 25.90* 1 A2 
0.0004 0.939 126.97* 1 AB 
0.0002 13172..85** 3.42 1 AC 
0.024 206.21 20.49 1 B2 
0.032 6227.37** 8.52 1 BC 
0.0001 1935.74 24.03 1 C2 
0.008 906.89ns 1.257ns 5 Lack of Fit 
0.035 99.25 8.50 5 Pure Error 
0.59 0.897 0.78 - R-square 
0.21 0.805 0.75 - Adj R-Square 

Statistically significant, **P < 0.01, *P<0.05, ns: not significant  
  

 
گزارش كردند كه بـا افـزايش ميـزان         ) 2013(رضايي و همكاران    

سديم كازئينات، به دليل افزايش مواد مورد نياز در دسترس ميزان           

هـاي داخلـي و خـارج        و توليد آنـزيم    لاكتوباسيلوس كازئي رشد  

هـاي  از مهمتـرين آنـزيم    ها  اين آنزيم . ]10[سلولي افزايش يافت    

مورد استفاده در صنايع غذايي هستند و قادرنـد پپتيـدهاي فعـال             

پروتئـوليز همچنـين   . را هيـدروليز كننـد  كينين   بردي بيولوژيكي و 

موجب تأمين فاكتورهاي رشـد ضـروري بـه صـورت پپتيـدها و             

- مـي  لاكتوباسيلوس كازئي ماني  اسيدهاي آمينه براي رشد و زنده     

 به دليل افـزايش مـواد در دسـترس بـراي رشـد،      شود و در نتيجه   

يابد كه با نتايج اين بررسي مطابقت ميزان پروتئوليز نيز افزايش مي

 .دارد

  
 

Fig 3 Effect of sodium caseinate and peppermint 
extract on the amount of proteolysis 
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 OPAهـا، مـدل نهـايي    با توجه به جدول تجزيـه واريـانس داده       

 Lack of  سطح معني دار بالايي بوده و مدل نهايي دارايداراي

Fit دار، ضريب تبيين و ضريب تبيين اصلاح شده بـالا  غير معني

مـد بـوده و قـادر اسـت         آلذا مدل نهايي به دست آمده، كار      . است

هاي مورد آزمون را توجيـه      بطور رضايت بخشي تغييرات ويژگي    

 بـا اسـتفاده از بـرازش        معادله پيشگويي زير براي پروتئـوليز     . كند

 عصاره نعناع B كازئينات سديم، A كه در آن ها به دست آمدداده

 .باشد مدت زمان نگهداري ميCفلفلي و 

OPA value =9.26 + 6.11A +14.39B+ 0.27C- 

0.80A2 - 10.19AB 

  ACE-inhibitory ارزيابي فعاليت -3-2

اي توليـد   ها منابع مهمي بـر    هاي شير به خصوص كازئين    پروتئين

 هـستند بـه ويـژه آنهـايي كـه پپتيـدهاي         زيـست فعـال   پپتيدهاي  

 را به صورت نهفته در ساختار اوليه خود دارنـد   ACE بازدارنده

 روده و يــا ،معــدهدر تواننــد در طــول هــضم كــه مــي ]18  و9[

محـصولات لبنـي تخميـري      . فرايندهاي مواد غـذايي آزاد شـوند      

-  است به عنوان بازدارندهند كه ممكنزيست فعالحاوي پپتيدهاي 

به صورت رقابتي به آنزيم مذكور متصل شـوند و از    ACEهاي

 PGG وFA  بـه محـصولات   FAPGG شكستن سوبـستراي 

در طول  ACE تغيير در فعاليت بازدارندگي .]9[ جلوگيري كنند

نگهداري ممكن است مربوط به تداوم فعاليت پروتئوليتيكي باشد         

. ]19[ دهدميرا تغيير  ACE انسيلكه غلظت پپتيدهاي داراي پت

ي با خاصيت بازدارندگي قوي به تعادل ميان        يممكن است پپتيدها  

تشكيل آنها و تجزيه بعدي به پپتيدهاي غيرفعـال و آمينواسـيدها            

 20،  19[ باشد كه خود تحت تأثير زمان و شرايط نگهداري است         

ه در طول تخمير به درج  ACEبهبود فعاليت بازدارندگي .]21 و

 هـاي ها در زمينه توليـد بازدارنـده  LAB. هيدروليز بستگي دارد

ACE اثـر  درهـا  ايـن بازدارنـده  . انددر طول تخمير شناخته شده 

،  LAB.شوندهاي شير توليد ميپروتئازهاي باكتريايي بر پروتئين

هاي شـير را بـه پپتيـدها        هاي شير و به طور عمده كازئين      پروتئين

-تواند به عنوان منبع نيتروژن براي باكتري      كند كه مي  هيدروليز مي 

  .]14 و 7[ ها مورد استفاده قرار گيرد

پپتيدهاي  ACE براي ارزيابي فعاليت بازدارندگي ACE آزمايش

در .  توليد شده در طول تخمير و نگهداري انجام شد         زيست فعال 

اين تحقيق اثر خطـي كازئينـات سـديم، عـصاره و مـدت زمـان                

ر متقابل كازئينـات سـديم و مـدت زمـان           نگهداري و همچنين اث   

و مـدت زمـان نگهـداري بـر         نعناع  نگهداري و اثر متقابل عصاره      

تيـك بـدون چربـي    ودر ماسـت پروبي  ACE ميـزان بازدارنـدگي  

ينات ئبا افزايش درصد كاز 4طبق شكل . )P>05/0( دار بودمعني

در اوايل دوره نگهداري افـزايش و در اواخـر          سديم، بازدارندگي   

  نگهـداري،  ممكن است با گذشـت زمـان      . اين دوره كاهش يافت   

 توســـط ،حاصـــل از هيـــدروليز زيـــست فعـــالپپتيـــدهاي 

   .ها به مصرف رسدميكروارگانيسم

  
Fig 4 Effect of sodium caseinate and storage time on 

ACE inhibitory activity  
 گزارش كردند كـه بـا افـزايش زمـان     )2013(ران رضايي و همكا 

اثـر  . ]10[ افـزايش يافـت    كـازئي    لاكتوباسيلوس  رشد ،نگهداري

الا بـود امـا بـه تـدريج بـه            ب بازدارندگي در طي روزهاي نخست    

 خود در روزهاي پاياني نگهداري رسيد كه با نتايج          ميزانكمترين  

نتايج  اين .]9[  داشتمطابقت )2011( باباو  اميرديواني حاصل از

دهد كه پپتيدهاي با خاصيت بازدارندگي نسبتاً كمتـر در          نشان مي 

شـود كـه تـا اواسـط دوره نگهـداري بـه             طول تخمير توليـد مـي     

 .شــوند بيــشتر و كــوچكتر شكـسته مــي زيــست فعـال پپتيـدهاي  

 بيـستم  ها در طول نگهـداري تـا روز       پروتئوليز وسيع اين پروتئين   

ي كمتـر و    زيـست فعـال   اصـيت   هـاي بـا خ     توليد پروتئين  موجب

  .]9[ شودكوچكتر مي

در اوايل دوره نگهداري با افزايش مقدار       بازدارندگي   5 طبق شكل 

عصاره نعناع تقريباً ثابت اما در اواخر اين دوره با افـزايش ميـزان             

كه با نتايج حاصـل از مطالعـه          افزايش يافت  ،عصاره نعناع فلفلي  

از آنجايي كه عصاره  .]9[ ردمطابقت دا) 2011(و بابا  اميرديواني

تأثيري ندارند، اين  ACE محلول در آب بخودي خود بر فعاليت
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گياهان ممكن است به صـورت غيـر مـستقيم بـا تـأثير بـر رشـد         

هاي شير را   هاي ماست و متابوليسم آنها هيدروليز پروتئين      باكتري

  هيدروليز و  ،هادر نتيجه افزايش متابوليسم باكتري    . ]9[ تغيير دهد 

همچنـين  . يابـد افـزايش مـي   ACE هايدر نتيجه توليد بازدارنده

ها با گذر زمان از عصاره نعنـاع بـه عنـوان منـابع              ميكروارگانيسم

و حتي ممكن است اثر سينرژيستيكي نيـز         جايگزين استفاده كرده  

 .]15  و10[ بر رشد آن داشته باشد

  
Fig 5 Effect of peppermint extract and storage time 

on ACE inhibitory activity 
بعضي از پپتيدهاي مشتق شده از شير در داخل پروتئين بـه طـور              

كامل فعالند در حالي كـه بقيـه در صـورت آزاد شـدن در نتيجـه                 

زيست فعـال   در نتيجه آشكار شدن مواد      . شوندپروتئوليز فعال مي  

بعلاوه ممكـن اسـت بيـان       . نهفته به منطقه پروتئوليز بستگي دارد     

 با عوامل   زيست فعال به فعاليت سينرژيكي مواد     بيواكتيويته  امل  ك

غير پپتيدي در شير مثل ليپيـدها، گليكوزيـدها و اليگوسـاكاريدها       

  .]1[نياز داشته باشند 

در اواخـر دوره نگهـداري    ACE لذا كاهش فعاليت بازدارنـدگي 

هـاي موجـود در شـير       ممكن است ناشي از مصرف كربوهيدارت     

بـا اسـتفاده از منحنـي اسـتاندارد      .ها باشـد انيسمتوسط ميكروارگ

% 4/0بيشترين غلظـت تركيبـات بازدارنـده در نمونـه ماسـت بـا               

 و نمونه حاوي µM 4/3عصاره نعناع فلفلي در روز بيستم معادل 

 µM56/1 كازئينات سديم در روز چهارم نگهـداري معـادل   % 4

  .دست آمدبه

هـاي  ميـان بـاكتري   در  ) 2011(طبق گزارش گنزالس و همكاران      

 فعاليـت بازدارنـدگي بـالايي       لاكتوباسيلوس كازئي اسيد لاكتيك،   

با افزايش سـديم كازئينـات و همچنـين افـزايش رشـد         . ]2[دارد  

هاي داخـل و خـارج سـلولي         و توليد آنزيم   كازئي لاكتوباسيلوس

 و در نتيجـه ميـزان   ]15[ افـزايش  زيست فعـال  توليد مواد ] 10[

   .ايش يافتافز ACE بازدارندگي

،  مـشخص اسـت  هـا  جدول تجزيه واريانس داده  كه در همانطوري

داراي سطح معني دار بالايي بـوده   ACE مدل نهايي بازدارندگي

دار، ضريب تبيين و غير معني  Lack of Fit و مدل نهايي داراي

لذا مـدل نهـايي   .  است7/0ضريب تبيين اصلاح شده نيز بالاتر از   

وده و قادر اسـت بطـور رضـايت بخـشي       به دست آمده، كارآمد ب    

معادله پيـشگويي   . هاي مورد آزمون را توجيه كند     تغييرات ويژگي 

ها به  با استفاده از برازش دادهACEزير براي فعاليت بازدارندگي 

 عصاره نعناع فلفلي و     B كازئينات سديم،    Aدست آمد كه در آن      

Cباشد مدت زمان نگهداري مي.  

ACE =118.16 + 17.18A - 124.01B  - 3.31C - 

1.05AC + 1.75BC 

  ارزيابي حسي -3-3
هـا و   خواص حسي از عوامل اساسي پذيرش بسياري از فـراورده         

بـا توجـه بـه اهميـت ايـن          . كسب رضايت از مـصرف آنهاسـت      

خواص، بررسي و شناخت عوامل مؤثر بر آنها به منظور دسـتيابي         

وب به خواص بهينه و جلوگيري از ايجاد خـواص حـسي نـامطل            

  .ضروري است

و عصاره نعنـاع   كازئينات سديم خطي ، تأثير2با توجه به جدول 

 6كه از شكل همانطوري. دار بودبر امتياز پذيرش كلي معنيفلفلي 

امتيـاز پـذيرش     % 2 تا   كازئينات سديم مشخص است با افزايش     

كازئينات سديم به   % 2افزايش  . افزايش و سپس كاهش يافت    كلي  

 سينرسـيس  و ايخامه و بالا قوام با يوليد ماستماست، منجر به ت

افزودن بيـشتر  اما .  لذا ارزيابان امتياز بيشتري به آن دادند   شدكمتر  

هـا و  ويـسكوز شـدن نـامطلوب نمونـه     موجـب   كازئينات سديم،   

خـواص حـسي    بهبود   .ارزيابان گرديد ناخوشايند شدن آن از نظر      

توسـط سـاير    ،اسـت م ر د%2كازئينات سديم تا در اثر استفاده از 

  .]22 -24[  گزارش شده است نيزمحققان

 3/0 تا  با افزايش مقدار عصاره نعناع فلفلي7 اما با توجه به شكل

و سـپس كـاهش      امتياز پذيرش كلي بطور معني داري افـزايش          %

هاي گياهي مخلوطي از مواد مختلف بـا  ها و عصاره   اسانس. يافت

يگر بوده كه موجب بـوي    تركيبات شيميايي بسيار متفاوت از يكد     
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هاي حاصـل از      ها و اسانس  عصاره. باشد  خوش يا مزه در گياه مي     

هاي قديم به عنوان مواد طعم دهنـده مـورد            منابع گياهي، از زمان   

از آنجايي كه مـصرف كننـدگان بـه ايمنـي       . اند  استفاده قرار گرفته  

هاي سـنتزي، اطمينـان ندارنـد لـذا       مواد غذايي حاوي طعم دهنده    

هـاي   هاي گياهي طبيعي بـه جـاي طعـم دهنـده      اده از اسانس  استف

 .]25[توانند به اين مشكل فايق آيد  ها ميسنتزي و نگهدارنده

  

  
Fig 6 Effect of sodium caseinate on acceptability 

score 
  مشخص است، مدل نهايي بازدارندگي2كه از جدول همانطوري

بـوده و مـدل نهـايي    داراي سطح معنـي دار بـالايي    پذيرش كلي

امـا ضـريب تبيـين و    . دار اسـت  غير معني Lack of Fit داراي

لذا مدل نهايي . باشد مي7/0ضريب تبيين اصلاح شده پايين تر از  

به دست آمده، كارآمد نبوده و قادر نيست بطور رضـايت بخـشي             

تـوان  لـذا نمـي   . هاي مورد آزمون را توجيـه كنـد       تغييرات ويژگي 

  .براي آن نوشتمعادله پيشگويي 

  
Fig 7 Effect of peppermint extract on acceptability 

score 

  سازيبهينه -3-4
 و سازي عددي اسـتفاده شـد    از روش بهينه  بهينه سازي،   منظور  ه  ب

نقطه اي را كه مشخصات تمامي پاسخ ها را برآورد كرد، به عنوان 

ر رسـاندن   مبناي بهينه سازي به حداكث    . منطقه بهينه معرفي گرديد   

بـه   و  و پذيرش كلـي   ACEبازدارندگي  ،  OPAزمان نگهداري،   

 بـراي .  بودحداقل رساندن ميزان كازئينات سديم و عصاره نعناع

 به كار برده RSMكلي  مطلوبيت منظوره، توابع چند سازي بهينه

مقـدار  شـرايط بهينـه   .  تعيين شـد 81/0كلي  مطلوبيت مقدار. شد

زمـان  و  %2/0ره نعنـاع فلفلـي   عـصا  ، مقـدار %2 كازئينات سديم

 ـ نهي به طي شرا يابيجهت ارز  .گرديدتعيين    روز 20نگهداري    شي پ

 بـه دسـت آمـده، انجـام     طي تحت شراي تجربشيآزما  شده،ينيب

 شي به دست آمده از آزماجي شده و نتايني بشي پجينتا گرفت، كه

 از جـدول   كـه  طـور  همـان  .ان داده شـده اسـت   نش3 لدر جدو

) > % 4(حد مطلـوبي   در مدل بيني پيش خطاي شودمي مشاهده

  .است انتخابي مدل بودن مناسب بيانگر كه است

  

Table 3 Optimized results compared with experimental ones 
Error (%) Experimental Predictive Response 

-3.42 27.46 26.52 ACE (%) 
2.46 19.95 20.44 OPA (%) 

  يگيري كلنتيجه -4
 نشان داد كه افزايش كازئينات سـديم        اين بررسي نتايج حاصل از    

 افزايش توليـد مـواد   موجبتواند با توجه به افزايش پروتئوليز مي 

 در ACE و در نتيجه افـزايش فعاليـت بازدارنـدگي           زيست فعال 

   . روز نگهداري در ماست پروبيوتيك بدون چربي شود20طول 

  

  

ميـزان   .عـصاره نعنـاع حاصـل شـد       اما نتايج متفاوتي براي تـأثير       

با افزايش درصد عصاره نعناع در غلظـت پـائين سـديم      پروتئوليز  

با افـزايش   . هاي بالاتر كاهش يافت   كازئينات افزايش و در غلظت    

پيـدا   افزايش و سپس كـاهش       ACEميزان پروتئوليز بازدارندگي    

با اين وجـود     . بود زيست فعال مصرف پپتيدهاي   به دليل    كه   كرد
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هاي موجود در مواد غذايي به اندازه داروها قوي نيستند          رندهبازدا

كه براي درمان فشار خون بـالا بكـار رونـد بلكـه داراي فعاليـت                

توانند به عنـوان غـذاهايي سـلامت افـزا          تري هستند كه مي   ملايم

همچنين . طبيعي تلقي گردند و در رژيم غذايي روزانه قرار گيرند         

و بـا   % 2ا افزايش كازئينات سديم تا      ها ب پذيرش كلي نمونه  امتياز  

 افزايش و سـپس      درصد 3/0 تا   مقدار عصاره نعناع فلفلي   افزايش  

، مقـدار  %2در شرايط بهينه مقدار كازئينـات سـديم        . كاهش يافت 

 .  روز تعيين گرديد20و زمان نگهداري % 2/0عصاره نعناع فلفلي 

  

  سپاسگزاري - 5
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The effect of addition of sodium caseinate (0–4%) and peppermint extract (0-0.4 %) on O-
phthaldialdehyde (OPA) and ACE-inhibitory of probiotic nonfat-set yogurt was investigated during 20 
days of storage using with Response Surface Methodology. A second-order polynomial model was fitted 
to the physicochemical properties of runs as responses. OPA value increased with increasing storage time 
and also increased with increasing the amount of sodium caseinate in small doses of peppermint extract 
(P<0.05). OPA initially was increased and then was decreased by increasing the amount of sodium 
caseinate in large quantities of peppermint extract (P<0.05). At the beginning of storage period, inhibition 
activity increased with increasing percentage of sodium caseinate and decreased in the end of storage time 
(P<0.05). At early stage of storage, the inhibition activity was almost constant with increasing amounts of 
peppermint extract but at the end of the storage period inhibition activity increased with increasing 
amount of peppermint extract (P<0.05). Increasing the amount of sodium caseinate, addition to increasing 
the production of bioactive ingredients, caused improvement of the texture of the yogurt samples. 
According to the results obtained using of 2% sodium caseinate and 0.2% peppermint extract is 
suggested. 
 
Keywords: ACE, Probiotic, OPA, Yogurt 
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