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  چکیده
گیري شده از کنسانتره پروتئین آب پنیر با بکار در تحقیق حاضر پروتئین هیدرولیز

گراد)، زمان درجه سانتی 55و  50، 45، 40هاي دما (آنزیم آلکالاز تولید شد. اثر متغیر
و  60، 30و نسبت آنزیم به سوبسترا ( )دقیقه 210 و 180 ،150 ،120 ،90 ،60، 30(

                         ً اکسیدانی در قالب طرح کاملا  گرم پروتئین) بر فعالیت آنتیواحد آنسون بر کیلو 90
شده آب پنیر توسط اکسیدانی پروتئین هیدرولیزآنتی الیتتصادفی بررسی گردید. فع

گیري شد. کنندگی یون آهن اندازهکنندگی و فعالیت شلاتههاي قدرت احیاءآزمون
درجه  50کنندگی یون آهن در دما و فعالیت آنزیمی به ترتیب بالاترین فعالیت شلاته

 2/87دقیقه به میزان  90هیدرولیز گرم و در زمان واحد آنسون بر کیلو 60گراد و سانتی
نیز در  شدههاي هیدرولیزکنندگی پروتئیندست آمد. بالاترین قدرت احیاءدرصد به

گرم و در زمان واحد آنسون بر کیلو 90گراد، فعالیت آنزیمیدرجه سانتی 40دماي 
 حاصل شد که در مقایسه با اسیدآسکوربیک 435/0دقیقه و به میزان  210هیدرولیز 

ppm 100 ،08/57 دهد نتایج نشان میکنندگی از خود نشان داد. درصد قدرت احیاء
اکسیدان طبیعی در عنوان آنتیتوانند بهاکسیدانی حاصل میهاي آنتیکه پپتید

  .کار گرفته شوندعنوان ترکیب دارویی بهفرمولاسیون غذایی و نیز به

  12/10/93تاریخ دریافت: 
  15/04/94تاریخ پذیرش: 

  
  ي کلیدي ها  واژه

  آلکالاز
  پپتید زیست فعال

  هیدرلیزشرایط 
  اکسیدانیفعالیت آنتی

  مقدمه
هاي بزرگ صنعت اکسیداسیون لیپیدها یکی از نگرانی

 رف کنندگان است زیرا موجب توسعهمواد غذایی و مص
شود. طعم و بوي نامطلوب و تولید محصولات سمی می

ها دارد همچنین نقش مهمی در ایجاد برخی بیماري
هاي چربی و ترکیبات اکسیدها پرکه عامل این بیماري

مولکولی با وزن کم تولید شده در مرحله نهایی 
 ,Lin & Liang(باشند واکنش اکسیداسیون می

منظور پیشگیري از فساد غذاها و رو به. از این)2000
ها ضروري است از بیماريمحافظت در مقابل بسیاري 

هاي ها و تشکیل رادیکالاکسیداسیون چربیکه از پر
هاي زنده و محصولات غذایی جلوگیري آزاد درسلول

خیر انداختن ها با به تأاکسیدانشود. آنتی
-اکسیداسیون، تخریب و تغییرات نامطلوب رنگ، به

 Li(شوند منظور حفظ محصولات غذایی استفاده می

et al., 2008(هاي مصنوعی اکسیدان. بسیاري از آنتی
گیرند قرار میاستفاده یی مورد هاي غذامکمل عنوانبه

 اکسیدانیآنتی فعالیتها اکسیدانآنتی اگرچه این
از خود  هاي طبیعیاکسیدانآنتیي نسبت به رتقوي

ولی استفاده از این ترکیبات شیمیایی  دندهنشان می
و سمیت محدود شده است  DNAبه دلیل آسیب به 

)Ito et al., 1986( .زیاد به  علاقه هاي اخیردر سال
 از منابع طبیعی جدید هاياکسیدانآنتی پیدا کردن

-آنتی به جاي دارویی مواد و هاغذا براي استفاده در
ی منجر به تحقیقاتی در زمینه هاي مصنوعاکسیدان
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هاي فعال اکسیدانی پپتیدبررسی قابلیت آنتی
اي از قبیل شدههاي هیدرولیزبیولوژیک از پروتئین

-Gómez(، کازئین )Lee et al., 2008(پروتئین سویا 

Ruiz et al., 2008 ،(پروتئین سفیده تخم مرغ 
)Davalos et al., 2004هاي گوشت و ماهی )، پروتئین
)Je et al., 2007) آب پنیر ،(Recio & Visser, 1999 (

عنوان هاي زیست فعال بهشده است. پپتید غیرهو 
گیرند که در اجزاء پروتئینی مورد بررسی قرار می

فعال بوده و بعد از آزاد ساختار پروتئین اصلی غیر
-هاي فیزیکوشدن توسط هیدرولیز آنزیمی عملکرد

ها دهند. این پپتیدشیمیایی متعددي از خود بروز می
اسیدآمینه و جرم مولکولی  20تا  2هاي در اندازه
 ,Sarmadi & Ismail( باشنددالتون می 6000کمتر از 

آلکالاز یک آنزیم قلیایی تولید شده از باکتري  ).2010
-است که در فرمولاسیون 1فورمیسباسیلوس لیکنی

طور کلی گیرد. بههاي غذایی مورد استفاده قرار می
 pHدلیل عملکرد در بهAlcalase® 2.4 L آنزیم 

شده با درجه هیدرولیز قلیایی، تولید پروتئین هیدرولیز
توجه  تر، بیشترینیدي کوتاهبالاتر و طول زنجیره پپت

 ,.Ovissipour et alرا به خود اختصاص داده است (

هاي نی این پروتئیناکسیداقابلیت آنتی ).2010
اي نسبت داده شده به تأثیرات چندگانه هیدرولیز شده

ها در ها شامل توانایی آنین ویژگیاست. برخی از ا
کننده عنوان شلاتههاي آزاد، عمل بهزدودن رادیکال
کننده اکسیژن یا دهنده هیدروژن و فلزات، خاموش

هاي اکسیداسیون کنندهامکان جلوگیري از نفوذ آغاز
اي در اطراف قطرات روغن وسیله تشکیل لایهچربی به

 پنیر یکی از محصولات). آب et al., 2008 Liباشد (می
مقدار فراوان و با جانبی کارخانجات لبنی است که به 

اي، شود و داراي خواص تغذیههزینه پایین تولید می
-عملکردي و بیولوژیکی بالا است. فعالیت آنتی

اکسیدانی آب پنیر از اسید آمینه سیستئین که در 
-کند ناشی میشرکت می GSH(2سنتز گلوتاتیون (

-لاکتو-α). ترکیب Walzem et al., 2002شود (
کند و آلبومین آب پنیر نیز فلزات سنگین را شلاته می

-دهد زیرا خاصیت شلاتهخطر اکسایش را کاهش می
 ).Ha et al., 2003( کنندگی یون آهن را داراست

                                                
1 Bacillus licheniformis 
2 Glutathione 

کنندگی هدف از این پژوهش بررسی فعالیت شلاته
پروتئین کنندگی و نیز قدرت احیاء )++Fe(یون آهن 
شده از کنسانتره پروتئین آب پنیر با استفاده  هیدرولیز

از آنزیم آلکالاز در شرایط مختلف دمایی، آنزیمی و در 
  باشد.هاي مختلف هیدرولیز میزمان
  

  هامواد و روش
  مواد

براي فرایند هیدرولیز آنزیمی از آنزیم آلکالاز (اندو 
-لیکنیباسیلوس گرفته شده از باکتري  3پروتئیناز
واحد آنسون بر گرم  4/2با فعالیت مشخص  فورمیس

عبارت است از میزان آنزیم مورد  4(یک واحدآنسون
والان اسید آمینه اکینیاز براي آزاد شدن یک میلی

لوبین در دقیقه در دماي تیروزین از سوبستراي هموگ
 18/1) و دانسیته =5/7pHگراد و سانتی درجه 25

 ).Aspmo et al., 2005( اده شدلیتر، استفگرم بر میلی
شد و تا  این آنزیم از شرکت سیگما (اسپانیا) تهیه

گردید. گراد نگهداريسانتیدرجه 4زمان آزمایش در 
از کارخانه  1392کنسانتره پروتئین آب پنیر در آبان 

، فري سیانید پتاسیم، 5پگاه مشهد تهیه گردید. فروزین
، 6اتانول، تریساستیک اسید، کلرید آهن، کلروتري

اسید آسکوربیک از شرکت  اسید هیدروکلریدریک و
مرك، مونو سدیم فسفات، دي سدیم فسفات، اسید 

هاي معتبر سولفوریک، هگزان و سود پرك از شرکت
داخلی تهیه گردیدند. تمامی مواد شیمیایی مورد 
استفاده در آزمایش از درجه آزمایشگاهی برخوردار 

  بودند. 
  

شده کنسانتره پروتئین آب هیدرولیزتهیه پروتئین 
  پنیر
(نمونه  20به  1نمونه کنسانتره با آب به نسبت ابتدا 

سوسپانسیون یکنواخت در  کنسانتره به آب) به حالت
 1اسید کلریدریک به نسبت - بافر تریس سپس ،آمده
. در تره به بافر) به آن اضافه شد(نمونه کنسان 5به 

که با کمک بافر تنظیم  =8pHانتها آنزیم آلکالاز در 
شد و مناسب براي فعالیت آنزیم بود به مخلوط اضافه 
                                                
3Endoproteinase  
4Anson unit 
5 Ferrozine 
6 Tris 
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-میلی 100هاي ها در فلاسکگردید. تمامی واکنش
دار (ساخت کره جنوبی، لیتري در انکوباتور شیکر

دور  200) و با دور ثابت VS-8480مدل  1شرکت ویژن
در دقیقه و در دماي مورد نظر براي هر تیمار انجام 

منظور حصول اطمینان از د. در انتهاي هر تیمار بهشدن
فعال شدن آنزیم، با حرارت دادن سوسپانسیون در غیر

دقیقه واکنش  20گراد به مدت سانتیدرجه 85دماي 
آنزیمی به اتمام رسانیده و ترکیب هیدرولیز شده در 
حمام یخ به سرعت سرد شد. سپس سوسپانسیون 

دار سانتریفیوژ یخچال ناتانت درآوري سوپربراي جمع
 - Combi، مدل 2(ساخت کره جنوبی، شرکت هانیل

514R با دور (g×6700  گراد سانتیدرجه 10در دماي
 ,.Ovissipour et al( دقیقه قرار گرفت 20به مدت 

، منظور یافتن دامنه مناسب شرایط هیدرولیزبه ).2009
 ،45، 40هاي هایی در شرایط مطابق با دماابتدا تیمار

، 90، 60، 30هاي گراد و زمانسانتیدرجه 55و  50
هاي آنزیمی دقیقه و فعالیت 210و  180، 150، 120
گرم پروتئین انجام واحد آنسون بر کیلو 90و  60، 30

  شد. 
  

  گیري ترکیبات شیمیایی اندازه
گرم از نمونه روي ظرف  5منظور تعیین رطوبت، به

داده شد آلومینیومی از قبل وزن شده قرار 
)2000(AOAC,  براي تعیین میزان پروتئین کل در .

مواد خام اولیه، از روش کلدال با در نظر گرفتن ضریب 
میزان  ).AOAC, 2000( استفاده شد 25/6نیتروژن 

خاکستر با قرار دادن نمونه خام در کوره الکتریکی 
) در FX118-30، مدل 3(ساخت آلمان، شرکت نابرترم

 ,AOAC( گراد تعیین گردیدتیساندرجه 550دماي 

2000.(   
  

  )++Fe( کنندگی یون آهنفعالیت شلاته
 1/0شده با لیتر محلول پروتئین هیدرولیزمیلی 7/4

 2/0 وII مولار کلرید آهن میلی 2 لیتر از محلولمیلی
مولار مخلوط گردیده و به میلی 5 لیتر فروزینمیلی
در انتها . شد داشته دقیقه در دماي اتاق نگه 20 مدت

                                                
1 Vision 
2 Hanil 
3 Nabertherm 

در . متر قرائت گردیدنانو 562 جذب در طول موج
. جاي نمونه از آب مقطراستفاده شدشاهد بهنمونه 

دست آمد زیر بهکنندگی از رابطه فعالیت شلاته
)Nalinanon et al., 2011(   

  
= فعالیت شلاته کنندگی (درصد)

جذب شاهد -جذب نمونه 
شاهد جذب

× 100 

  
  کنندگیآزمون قدرت احیاء

شده در هاي هیدرولیزگیري قدرت پروتئیناندازه
و همکاران  Bougatefبه روش  III احیاي آهن

لیتر میلی 1صورت پذیرفت. براي این منظور ) 2009(
لیتر از میلی 5/2 ها بااز نمونه محلول هر کدام از نمونه

لیتر از میلی 5/2 و) pH= 6/6( مولار 2/0 بافر فسفات
 مخلوط در. شددرصد مخلوط  1 پتاسیمسیانیدفري
دقیقه انکوبه شده و  30 مدتگراد بهسانتیدرجه 50

 کلرو استیک اسیدلیتر از محلول تريمیلی 5/2 سپس
. گردیدبه آن اضافه) حجمی - وزنی( درصد 10

دقیقه سانتریفوژ شده و  10 براي g1650×مخلوط در 
 5/2 نت باناتالیتر از محلول سوپرمیلی 5/2 در نهایت

 1/0 لیتر از محلولمیلی 5/0 لیتر آب مقطر ومیلی
 بعد از. آهن مخلوط شدکلرید) حجمی-وزنی( درصد

-نانو 700 دقیقه واکنش جذب محلول حاصل در 10
افزایش جذب مخلوط واکنش، بیانگر . متر قرائت شد

  باشد.کنندگی آن میافزایش قدرت احیاء
  

  تجزیه و تحلیل آماري
                      ً                با استفاده از طرح کاملا  تصادفی در قالب  این مطالعه

هاي دما (در آزمایش فاکتوریل انجام شد و اثر متغیر
گراد)، زمان درجه سانتی 55و  50، 45، 40سطوح 

 210و  180، 150، 120، 90، 60، 30(در سطوح 
واحد  90و  60، 30دقیقه) و میزان آنزیم (در سطوح 

ها با میانگین ه. مقایسآنسون) در سه تکرار بررسی شد
صورت  درصد 95آزمون دانکن در سطح اطمینان 

و رسم 4SASها با استفاده از نرم افزارگرفت. آنالیز داده
  انجام شد. 5ها با نرم افزار اکسلنمودار

  

                                                
4 SAS, 9.2 (32) (English) 
5 Microsoft Excel 2007 
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  نتایج و بحث
  ترکیبات شیمیایی مواد خام اولیه 

در ابتداي آزمایش درصد رطوبت، خاکستر و پروتئین بر 
 1. نتایج در جدول گیري شداندازه 1مرطوباساس وزن 
  اند.آورده شده

  
  ترکیبات شیمیایی کنسانتره پروتئین آب پنیر - 1جدول 
پروتئین   

  (درصد)
رطوبت 
  (درصد)

خاکستر 
  (درصد)

چربی 
  (درصد)

کنسانتره 
پروتئین آب 

  پنیر

  
39 /0±82  33/0 ±13  18/0 ± 6/2  0  

  
  )++Fe(کنندگی یون آهن ارزیابی میزان فعالیت مهار

ها در اکسیدانترین پرویکی از قوي )++Fe(یون آهن 
-فلزي است که منجر به آغاز و سرعتهاي بین یون

بخشی به اکسیداسیون چربی با دخالت پراکسید 
هاي فعال اکسیژن و هیدروژن در واکنش تولید گونه

 Yomauchiگردد (هاي آزاد هیدروکسیل میرادیکال

et al., 1988 به غیر از آهن فلزات دیگري مثل .(Cu  و
Co ثر انند بر سرعت اکسیداسیون لیپید مؤتومی

-هاي فلزي با پپتیدشدن یونچلاته ،روباشند. از این
تواند ها میهاي حاصل از هیدرولیز آنزیمی پروتئین

واکنش اکسیداسیون را به تأخیر اندازد 
)Khantaphant et al., 2011کمپلکس  ). فروزین یک

دهد. تشکیل می )++Fe(رنگ با یون آهن  بنفش
کننده تشکیل این کمپلکس در حضور یک عامل چلاته

نتیجه رنگ بنفش ایجاد شده  ه دردچار اختلال شد
بر طبق نتایج  Je et al., 2009).(تر خواهد بود رنگکم

عامل زمان، دما و میزان فعالیت  2حاصل از جدول 
داري بر متقابل آنها اثر معنیآنزیم و همچنین اثر 
کنندگی یون آهن داشت میزان فعالیت شلاته

)05/0P<هاي کنندگی میان دما). فعالیت شلاته
). با افزایش >05/0Pداري داشت (مختلف اختلاف معنا

کنندگی یون دماي هیدرولیز، میانگین فعالیت شلاته
که بیشترین طوريشت، به               ً         آهن روند تقریبا  کاهشی دا

 40کنندگی یون آهن در دماي انگین فعالیت مهارمی
درصد) و کمترین آن در  03/59(گراد درجه سانتی

درصد) بود  54/38(گراد درجه سانتی 55 دماي
                                                
1 Wet basis 

هاي کنندگی میان آنزیم). فعالیت شلاته3 (جدول
). با >05/0Pداري داشت (مختلف نیز اختلاف معنا

کنندگی شلاتهافزایش فعالیت آنزیمی میانگین فعالیت 
 60زمان  یون آهن از روند مشخصی پیروي نکرد. بین

داري مشاهده نشد دقیقه اختلاف معنا 90و 
)05/0P>بالاترین میانگین مقدار فعالیت شلاته .(-

درصد) و  58/53دقیقه ( 150کنندگی مربوط به زمان 
درصد)  13/46دقیقه ( 30کمترین مقدار آن در زمان 

در تمام گراد سانتی درجه 45ي ). در دما3بود (جدول 
دقیقه)  180هاي مورد آزمایش (به غیر از زمان

گی یون آهن و کمترین کنندبیشترین فعالیت شلاته
واحد  60و  30ترتیب در فعالیت آنزیمی مقدار آن به

ب)، عکس  -1 گرم مشاهده شد (شکلآنسون بر کیلو
صادق بود، گراد سانتی درجه 50این قضیه در دماي 

هاي مورد آزمایش بیشترین ر این دما در تمام زماند
کنندگی یون آهن و کمترین مقدار آن فعالیت شلاته

واحد آنسون بر  30و  60به ترتیب در فعالیت آنزیمی 
 درجه 40ج). در دماي -1 گرم مشاهده شد (شکلکیلو

هاي مختلف آنزیم ها و غلظتنیز در زمانگراد سانتی
از روند مشخصی پیروي نکرد کنندگی فعالیت شلاته

هاي مورد آزمایش الف). از میان تمام تیمار-1 (شکل
 2/87کنندگی یون آهن (بالاترین فعالیت شلاته

گراد، فعالیت آنزیمی درجه سانتی 50درصد) در دماي 
 90گرم و زمان هیدرولیز واحد آنسون بر کیلو 60

شابه ج). این نتیجه م-1دست آمد (شکل دقیقه به
Gimenez  در مطالعه پروتئین ) 2009(و همکاران
باشد که آنها و اسکوئید می 2پوست سولشده هیدرولیز

درصد جهت این منظور دست  80نیز به مقادیر بالاي 
-گزارش نموده )2009(و همکاران  Gimenez .یافتند

هاي هاي کربوکسیل و آمینو در زنجیرهاند که گروه
(اسید آسپارتیک و  اسیدي هاي آمینهجانبی اسید

بازي (آرژینین،  هاي آمینهاسید گلوتامیک) و اسید
هاي فلزي هیستیدین و لایزین) در شلاته نمودن یون

هایی با دلیل ایجاد پپتید. نمایندنقش اصلی را ایفا می
کنندگی متفاوت در دما، فعالیت آنزیمی فعالیت شلاته

گونه ینتوان اهاي مختلف در این پژوهش را میو زمان
هاي اکسیدانی پپتیداستنباط کرد که فعالیت آنتی

                                                
2 Sole 
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-اسیدثیر ترکیب آمینوأطور ویژه تحت تزیست فعال به
ها، هاي تشکیل دهنده، شکل و ساختمان ویژه پپتید

تئاز مورد استفاده و میزان شرایط واکنش، نوع پرو
). Calderon et al., 2000(هیدرولیز قرار دارند  درجه

هیدرولیز شده آفتابگردان بعد از هضم توسط پروتئین 
کاروتن فلاورزایم و آلکالاز در مهار اکسیداسیون بتا

). et al., 2007 Megias(توسط مس نقش دارد 

 silverهاي هیدرولیز شده از ماهی همچنین پپتید

carp هاي مختلف تولید شدند که با استفاده از آنزیم
در  درصد 93از کنندگی بیشتر داراي فعالیت شلاته

بودند که به  mg/mL 5هاي نهایی با غلظت پپتید
هایی مثل درجه هیدرولیز و نوع آنزیم وابسته فاکتور

  ).et al., 2008 Dong(بود 

  
  

  
الف) دماي  .هاي مختلفهاي آنزیمی و زمانپنیر در فعالیتکنندگی یون آهن پروتئین هیدرولیز شده آبفعالیت شلاته -1شکل 

  گراددرجه سانتی 55) دماي د ،گراددرجه سانتی 50ج) دماي  ،گراددرجه سانتی 45ب) دماي  ،گراددرجه سانتی 40
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  اکسیدانی در چهار سطح دما، سه سطح آنزیم و هفت سطح زمانآنالیز واریانس فعالیت آنتی - 2 جدول
        میانگین مربعات  

 کنندگیفعالیت شلاته  )DFدرجه آزادي (  منابع تغییرات
  

  کنندگیقدرت احیاء

  046/0**  74/507**  2  آنزیم
 0/ 7**  74/4831**  3  دما

  014/0**  50/190**  6  زمان
  1/0**  033/9055 **  6  دما*آنزیم

  0017/0**  28/414 **  12  آنزیم*زمان
  006/0**  66/164 **  18  دما*زمان

  0021/0**  31/407  **  36  دما*آنزیم*زمان
  0000125/0  3290/0  168  خطا

  12/2    14/1  ضریب تغییرات
   ،* ،**ns داري% و غیرمعنا5% و 1داري در سطح به ترتیب معنی  
  

کنندگی پروتئین ت شلاتهدر بررسی قدر
 1اقیانوس آرام هیکشده ماهی هیدرولیز

)Merlucciusproductusتا  7کنندگی )، فعالیت شلاته
 ,.Samaranayaka et al(درصد را ثبت نمودند  46

رصد را از پروتئین د 60کنندگی شلاته). فعالیت 2008
حلقوي  اسکادماهی  شدههیدرولیز

)Decapterusmaruadsi حاصل شد ()Thiansilakul 

et al., 2007 جهت مقایسه از محلول .(EDTA ،2 
کنندگی آن مولار استفاده شد و درصد چلاتهمیلی

درصد محاسبه گردید که نسبت به تمامی  45/92
  دهد.داري از خود نشان می    ً     کاملا  معنیتیمارها تفاوت 

  
  کنندگی قدرت احیاء

داري عامل زمان، دما و میزان فعالیت آنزیم اثر معنی
)، >05/0Pکنندگی داشت (بر میزان قدرت احیاء

همچنین اثر متقابل دما، زمان و آنزیم بر میزان قدرت 
). با افزایش 2دار بود (جدول            ً     کنندگی کاملا  معنااحیاء

کنندگی روند دماي هیدرولیز میانگین قدرت احیاء
      ً                                     تقریبا  کاهشی داشت که این مطلب مشابه فعالیت 

طوري که بیشترین میانگین کنندگی بود، بهشلاته
درجه  40کنندگی یون آهن در دماي فعالیت مهار

) که 3 حاصل شد (جدول 3/0و به میزان گراد سانتی
ها با کار محققان دیگر همخوانی دارد افتهاین ی

)Mohamadi et al., 2014.( کنندگی فعالیت احیاء

                                                
1 Pacific hake 

داري داشت هاي مختلف اختلاف معنامیان آنزیم
)05/0P< با افزایش فعالیت آنزیمی میانگین فعالیت .(

کنندگی روند مشخصی نداشت. بیشترین احیاء
د آنسون واح 90میانگین مقدار آن در فعالیت آنزیمی 

و کمترین مقدار آن در  182/0گرم و به میزان بر کیلو
گرم و به میزان واحد آنسون بر کیلو 60فعالیت آنزیمی 

و  180). بین دماي 3ت آمد (جدول دسبه 014/0
داري مشاهده نشد دقیقه اختلاف معنا 210

)05/0P> بالاترین میانگین مقدار این صفت در زمان .(
و کمترین مقدار آن در  191/0دقیقه و به میزان  210

حاصل شد (جدول  137/0دقیقه و به میزان  30زمان 
هاي در تمام زمانگراد درجه سانتی 45). در دماي 3

دقیقه) بیشترین قدرت 120مورد آزمایش (به غیر از 
آن به ترتیب در فعالیت  کنندگی و کمترین مقداراحیاء

گرم مشاهده شد واحد آنسون بر کیلو 60و  30آنزیمی 
عکس گراد درجه سانتی 50ب). در دماي - 2 (شکل

گراد درجه سانتی 40این مطلب صادق است. در دماي 
هاي مورد آزمایش بیشترین مقدار آن نیز در تمام زمان

-واحد آنسون بر کیلو 90ترتیب در فعالیت آنزیمی به
گرم حاصل شد و کمترین مقدار آن در فعالیت آنزیمی 

 -2گرم مشاهده شد (شکل واحد آنسون بر کیلو 30
کنندگی پروتئین منظور مقایسه قدرت احیاءالف). به
، از محلول اسیدآسکوربیک با غلظت شدههیدرولیز

کننده ءعنوان یک عامل احیاقسمت در میلیون به 100
که جذب  )Jayaprakasha et al., 2001(استفاده شد 
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 762/0متر نانو 700نمونه مربوط به آن در طول موج 
ها و دست آمد، بین میانگین جذب تمامی نمونهبه

دار ها با تیمار اسیدآسکوربیک تفاوت معنیجذب نمونه
-) و بالاترین قدرت احیاء>05/0Pوجود داشت (

از میان تمام  شدههاي هیدرولیزکنندگی پروتئین
هاي مورد آزمایش در دما و فعالیت آنزیمی به تیمار

-واحد آنسون بر کیلو 90گراد، درجه سانتی 40ترتیب 
 435/0دقیقه و به میزان  210گرم، در زمان هیدرولیز 

) که در مقایسه با a-4آمد (شکل دست به
 درصد 08/57قسمت در میلیون  100اسیدآسکوربیک 

براي مقایسه داد. ءکنندگی از خود نشان قدرت احیا
شده از محلول کنندگی پروتئین هیدرولیزت احیاءقدر

کننده عنوان یک عامل احیاءآسکوربیک به اسید
 هاي مختلفاین صورت که غلظت استفاده شد. به

ppm  100 ،200 ،300  سید آسکوربیک و از ا 400و
 شرایط بهینه منظور ازشده (پروتئین هیدرولیز

به کنندگی مقدار احیاءبیشترین  است که  شرایطی
-) تهیه شد. سپس آزمون قدرت احیاءآمددست 

هاي مختلف نمونه و استاندارد کنندگی بر روي غلظت
 700ها در طول موج صورت پذیرفت و جذب نمونه

دست آمد و با محلول استاندارد مقایسه متر بهنانو
ها ). بین میانگین جذب تمامی نمونه4گردید (جدول 

-ها با تیمار اسیدآسکوربیک تفاوت معنیو جذب نمونه
هاي ). در تمامی غلظت>05/0Pدار وجود داشت (

ید آسکوربیک از کنندگی استهیه شده  قدرت احیاء
بیشتر بود اما پروتئین  شدهپروتئین هیدرولیز

کنندگی خوبی شده نیز از قدرت احیاءهیدرولیز
نمونه و  ppm 400برخوردار بود. با مقایسه غلظت 

استاندارد مشاهده گردید که این غلظت از نمونه حدود 
نشان داد.  کنندگی از خوددرصد قدرت احیاء 71/44

هاي عملکردي هیدرولیز بر ویژگی با بررسی اثر درجه
دام با اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شدهو فعالیت آنتی

ز ها ( اهیدرولیز پروتئین دریافتند که با افزایش درجه
-درصد) توسط آنزیم آلکالاز فعالیت شلاته 40تا  10

 DPPHهاي و زدودن رادیکال II1کنندگی یون آهن
کنندگی روند که قدرت احیاءیابد، درحالیافزایش می

). al., 2010 et Jamdar(کاهشی ازخود نشان داد 

                                                
1Ferrous  

شده ماهی  لی نشان داد که پروتئین هیدرولیزنتایج قب
round scad هایی پتیدها یا پ      ً               احتمالا  حاوي آمینواسید
کنند و الکترون عمل می کنندهءعنوان اهداباشد که به

ت هاي آزاد واکنش دهد و محصولاتوانند با رادیکالمی
هایی که شدهتري را ایجاد کند. همه هیدرولیزپایدار

توسط پپسین و تریپسین هضم شدند داراي قدرت 
هاي اولیه بت به پروتئینکنندگی بیشتري نساحیاء

هاي پپتیدي دلیل تولید زنجیرهتواند بههستند. این می
 ,.Kong et al(تر بعد از هیدرولیز آنزیمی باشد کوتاه

هاي با هیدرولیز آنزیمی پروتئین کلزا، پروتئین ).2007
 ) تهیه نموده و فعالیت2RPHآن را ( شدههیدرولیز

رادیکالی  زدودنهاي اکسیدانی آن را با روشآنتی
DPPH سوپراکسید/هیدروکسیل و آزمون قدرت/

فعالیت زدودن  RPHکنندگی تعیین نمودند. احیاء
/سوپراکسید/هیدروکسیل را از DPPHهاي رادیکال

کنندگی قدرت احیاء RPHعلاوه هخود نشان داد. ب
). در al., 2011et Pan (توجهی از خود نشان داد قابل

در حین فراوري پروتئین لول پژوهشی پروتئین مح
فیلتراسیون بازیافت نموده و سویا را با اولترا شدهتغلیظ

تئاز تجاري قرار در معرض هیدرولیز آنزیمی با یک پرو
                              ً ها اجزایی با جرم مولکولی نسبتا  شدهدادند. هیدرولیز

اکسیدانی آنها مورد بررسی بالایی بودند و فعالیت آنتی
-کیلو 10با وزن مولکولی کمتر از  گرفت. اجزاءقرار

-کنندگی و فعالیت آنتیدالتون بالاترین قدرت احیاء
-هاي سنجش قدرت آنتیاکسیدانی را در تمام روش

 Moure et(دادند کسیدانی مورد بررسی از خود نشان ا

al., 2006 .(Mohamadi  و همکاران)با بررسی  )2014
میوه زرشک شده از عی استخراجهاي طبیاکسیدانیآنت
کنندگی با افزایش دما قدرت احیاء دانه دریافتند کهبی
  یابد.کاهش میگراد درجه سانتی 180به  120از 
  

                                                
2Rapeseed Protein Hydrolysates  
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  اکسیدانی در چهار سطح دما، سه سطح آنزیم و هفت سطح زماننتایج مقایسه میانگین فعالیت آنتی -3جدول 
  کنندگیقدرت احیاء  کنندگیفعالیت شلاته  تیمار  
  
  دما

℃40  
℃45  
℃50  
℃55  

a039/59  
b11/54  
c29/49  
d54/38  

a308/0  
b187/0  
d084/0  
c087/0  

  
  آنزیم

  گرمواحد آنسون/کیلو 30
  گرمواحد آنسون/کیلو 60
  گرمواحد آنسون/کیلو 90

c59/48  
a07/53  
b074/49  

b178/0  
c14/0  
a182/0  

  
  
  زمان

  دقیقه 210
  دقیقه 180
  دقیقه150
  دقیقه120
  دقیقه 90
  دقیقه 60
  دقیقه 30

e09/49  
c05/51  
a58/53  
b53/51  
d04/50  
d29/50  
f13/46  

a1916/0  
a1914/0  

b174/0  
c162/0  

d16/0  
e152/0  
f137/0  

  درصد است. 5در سطح دار در آزمون دانکن اختلاف معنا متفاوت در هر تیمار نشان دهنده حروف

درجه  40هاي مختلف الف) دماي هاي آنزیمی و زمانشده آب پنیر در فعالیتکنندگی پروتئین هیدرولیزت احیاءقدر -2شکل 
  گراددرجه سانتی 55د) دماي  ،گراددرجه سانتی 50ج) دماي  ،گراددرجه سانتی 45دماي  ب) ،گرادسانتی
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گراد، فعالیت درجه سانتی 40شده آب پنیر (در دماي هاي مختلف پروتئین هیدرولیزمقایسه میزان جذب غلظت -4 جدول
  دقیقه) با محلول استاندارد آسکوربیک اسید 210گرم و در زمان هیدرولیز واحد آنسون بر کیلو 90آنزیمی 

  شدهجذب پروتئین هیدرولیز  جذب آسکوربیک اسید  ) ppm(غلظت 
100 389/0  001/0±  115/0    003/0±  

200 415 /0   004/0±  001/0±148/0  

300 430/0  001/0±  156/0   001/0±  
400 454/0   002/0±  002/0± 203/0  

  تکرار) 3میانگین ( ±انحراف معیار 
  

  گیري نتیجه
هاي وردهآعنوان فرهاي زیست فعال بهپپتیدامروزه 

هاي گوناگون شناخته هیدرولیز پروتئین غذاحاصل از 
شده و تحقیقات اخیر بر روي آنها متمرکز شده است. 

-هاي بیولوژیکی متنوعی را ایفا میها نقشاین پپتید
-آنها فعالیت آنتی مهمهاي بسیار کنند، یکی از نقش

-تینآ فعالیتارتباط معکوس میان  اکسیدانی است.
در شماري از مطالعات به ها بیماريوقوع  و هااکسیدان

تر بودن قدرت . نتایج حاکی از پاییناثبات رسیده است
شده نسبت به اکسیدانی پروتئین هیدرولیزآنتی

هاي استاندارد  مقایسه شده شامل اسید محلول
بود اما در عین حال مقادیر قابل  EDTAآسکوربیک و 

-قبولی را از خود نشان داد. با توجه به اینکه آنتی

دلیل قدرت طور معمول بههاي طبیعی بهیداناکس
هاي مصنوعی در اکسیدانتر خود نسبت به آنتیپایین

-عنوان جایگزین با آنها استفاده میمقادیر بیشتري به
ان مصرف مقادیر بالاتر را توشوند در این مورد نیز می

اکسیدانی آنتی رفتاربراي تأثیر بیشتر توصیه نمود. 
ثیر شده کنسانتره آب پنیر تحت تأپروتئین هیدرولیز

شرایط واکنش شامل دما، زمان و میزان آنزیم قرار 
-آنتی عملکرد ایسهگرفت. در نهایت با بررسی و مق

-شده در این پژوهش، میاکسیدانی پروتئین هیدرولیز
عنوان توان گفت که این محصول غنی از پروتئین به

اسب هاي مناکسیدان طبیعی در غلظتیک منبع آنتی
-اکسیدانی سنتزي میقابل رقابت با محصولات آنتی

  باشد.
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Abstract 

In this study, protein hydrolysate was prepared from whey protein concentrate with Alcalase 2.4 
L. The effects of temperature (40, 45, 50 and 55 °C), time (30, 60, 90, 120, 150, 180 and 210 
min) and enzyme/substrate ratio (30, 60 and 90 Anson unit), on antioxidant activity of the 
product were investigated in a completely randomized design. The antioxidant activity of 
protein hydrolysate was studied using reducing power and Fe2+ chelating activity. The highest 
Fe2+ chelating activity (87.2%) was observed in temperature 50 ºC, enzyme activity of 60 Au/kg 
and hydrolysis time of 90 min. The highest reducing power (0.435) of protein hydrolysate was 
observed in temperature of 40ºC, enzyme activity of 90 Au/kg and hydrolysis time of 210 min 
which showed 57.08% reducing power compared to 100 ppm ascorbic acid. The results indicate 
that the antioxidant peptides can be used as a natural antioxidant in food formulations, as well 
as a pharmaceutical composition. 
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