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هيدروليز شده  گلوتنهاي آنتي اكسيداني بر ويژگي اولتراسوندتاثير پيش تيمار 

 با آنزيم تريپسين

  ٣، عليرضا صادقي ماهونك*٢، سيد حسين حسيني قابوس١محمد لطيف

  صنايع غذايي، واحد آزادشهر، دانشگاه آزاد اسلامي، آزادشهر، ايران گروه علوم و

 شگاه آزاد اسلامي، آزادشهر، ايرانآزادشهر، دان ن، واحدق گلستامركز تحقيقات صنايع غذايي شر

 گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده صنايع غذايي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، گرگان، ايران

 

  چكيده

 DPPHراديكال  ارمه(اني اكسيدبر خواص آنتي درصد ٩٠و  ٤٥هاي شدتتيمار اولتراسوند در ر پيشثيتادر اين پژوهش بررسي 

در مرحله بعد . بررسي شددقيقه  ٣٠- ١٨٠هيدروليز شده گلوتن با استفاده از آنزيم تريپسين در بازه زماني ) و آنتي اكسيداني كل

، آنتي اكسيداني كل و DPPHاديكال مهار ر(اكسيداني خواص آنتي ربتيمار بهينه ) ٢٠- ٨٠ mg/ml(هاي متفاوت تاثير غلظت

نتايج . عنوان يك آنتي اكسيدان سنتزي مقايسه شدبررسي و با خاصيت آنتي اكسيداني ويتامين ث به )ون آهننندگي يشلاته ك

مهار راديكال (ي اكسيداني داري باعث افزايش خواص آنتطور معنيدرصد به ٤٥تيمار اولتراسوند با شدت نشان داد كه پيش

DPPH از طرف ديگر شدت بيشتر اولتراسوند . هاي هيدروليز شدنامي زمان در تمهيدروليز شده گلوت) و آنتي اكسيداني كل

و هيدروليز در زمان % ٤٥در نهايت تيمار با اعمال اولتراسوند با شدت . ها داشتتاثير منفي بر خواص آنتي اكسيداني هيدروليز شده

. عنوان تيمار بهينه انتخاب شدد بهي كل بواكسيدانو ظرفيت آنتي  DPPHيت مهار راديكال آزاد دقيقه كه داراي بيشترين فعال ١٥٠

مهار و ) درصد ١٦/٦٩(فعاليت شلاته كنندگي يون آهن بيشترين بر خواص آنتي اكسيداني نشان داد كه بررسي تاثير غلظت 

ل ، جذب در طو٩٣٧/٠(رفيت آنتي اكسيداني كل بيشترين ظو  ٦٠ )mg/ml(لظت غ در) درصد ٧٦/٤٩(  DPPH راديكال آزاد

در نتيجه هيدروليز شده گلوتن قابليت كاربرد در فرمولاسيون مواد  .به دست آمد ٧٠ )mg/ml(در غلظت  )مترنانو ٦٩٥موج 

ويي بهره توان در صنايع دارميفعال ستعنوان يك تركيب زيبهرا دارد همچنين از آن  غذايي جهت توليد مواد غذايي فراسودمند
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  مقدمه - ١

يي و هاي بيوشيميانجر به آسيبند متوانمي هاي آنيوني سوپراكسيد و هيدروكسيلهاي فعال اكسيژن از جمله راديكالگونه

هاي قلبي عروقي را در پي اي مانند سرطان و بيماريهاي خطرناك و كشندهبيماريه بروز فيزيولوژيكي بسياري شوند كه در نتيج

وقوع هاي آزاد هاي اكسيداتيو را خنثي كرده و با كاهش غلظت راديكالتوانند واكنشتركيبات آنتي اكسيداني مي. )١٦(دارد 

 ٤TBHQو  ٢BHT ،PG٣، ١BHAمانند مانند زي سنتدان اكسيتركيبات آنتي). ٤٦(ه تاخير اندازند ها را بداسيون چربياكسي

هايي در بين محققين شده است كه آنها منجر به بروز نگراني يزايپتانسيل بيماريتاثيرگذاري مناسبي دارند و ارزان قيمت هستند اما 

بنابراين در . )٢٦( شده استات در صنعت مواد غذايي محدود و يا متوقف كشورها استفاده از اين تركيب در نتيجه در بسياري از

در ميان تركيبات . شده استاي در بين محققين برخوردار هاي اخير شناسايي تركيبات آنتي اكسيدان طبيعي از جايگاه ويژهسال

دالتون هستند و با  ٦٠٠٠مولكولي كمتر از و وزن  آمينو اسيد  ٢- ٢٠ حاوي فعالهاي زيستپپتيداكسيداني طبيعي با خاصيت آنتي

اكسيدان از منابع گياهي گوناگوني استخراج  پپتيدهاي آنتي. )٣٢( شوندئين اوليه آزاد ميي و يا تخمير ميكروبي پروتز آنزيمهيدرولي

و  )١(، شنبليله )٣٤(، پروتئين سويا )٢٠(انه گندم پروتئين جو، )٤٧(، پروتئين بادام زميني )٢٨(شده است از جمله زئين ذرت 

ترين  گلوتن مهم. اين ميان گلوتن گندم گزينه ي مناسبي جهت استخراج پپتيدهاي زيست فعال است رد. )١٤( پروتئين هسته انگور

يبا خالص از ساير اجزاء توان آنها را به شكل تقربه دليل عدم حلاليت در آب به راحتي ميكه  )٣٧( اي گندم است پروتئين ذخيره

- ي كربوهيدرات و خاكستر ميدرصد ليپيد و مقادير ٨ين، د پروتئدرص ٨٠ داراي) بر حسب ماده خشك(گلوتن . جدا نمودگندم 

خنثي  pHدليل نامحلول بودن در امروزه از گلوتن گندم به. آيدبودن گندم به شمار مي گلوتن، عامل مهمي در منحصر به فرد. دباش

كارايي  ).٢٣(شود ده ميي استفانانواي راتاسيون، براي افزايش قدرت آرد در صنايعآن در هنگام هيدويسكوالاستيك و خواص 

هاي غذايي در بسياري از مطالعات اثبات شده است؛ با فعالي پروتئينفرايند هيدروليز آنزيمي در بهبود خواص عملكردي و زيست

ر ني بيشتاكسيدا توليد پروتئين هيدروليز شده با خواص آنتيها و آنزيم ر به عملكرد بهترتيمارهايي كه منجش اين وجود كاربرد پي

                                                             
١ butylated hydroxyanisole 
٢ butylatedhydroxytoluene 
٣ propyl gallate 
٤ Tertiary butylhydroquinone 
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عنوان يك تكونولوژي غيرحرارتي مناسب ، اولتراسوند بهدر ميان پيش تيمارهاي مناسب .اي برخوردار استشود از جايگاه ويژه

و امولسيفيكيشن ) ١٩(ز آنزيمي ، هيدرولي)٢١(يبات زيست فعال ويژه براي استخراج تركاي در صنعت مواد غذايي بهطور گستردهبه

 ٢٠انسان در محدوده  شنوايي آستانه هايي بيشتر ازفركانس با امواج عنوان به فراصوت امواج. رار گرفته استقستفاده مورد ا) ٨(

كانس ، فراصوت فر)و هرتركيل ١٠٠تا  ١٦فركانس(١ امواج به سه دسته فراصوت توانياين  ).٢٧(شوند تعريف مي كيلوهرتز ١٠٠ تا

مطالعات نشان داده ). ٣٣(شوند تقسيم مي) مگا هرتز ١٠٠تا  ١( ٣تشخيصيفراصوت ، )هرترمگا ١كيلو هرتز تا ١٠٠فركانس( ٢بالا

ساختار  شود كه در نتيجه باعث باز شدن جزئيها مي است كه تيمار اولتراسوند منجر به تغييراتي در ساختمان دوم و سوم پروتئين

 ).٤٤(شود مي تريپسين، آلكالاز و پانكراتينپسين، همچون پهاي پروتئازي  ها در معرض آنزيم پروتئين قرارگيري بهتر وآنها 

تيمار اولتراسوند را بر خواص آنتي اكسيداني پروتئين هيدروليز شده مورد بررسي قرار داده اند از مطالعات گوناگوني تاثير پيش

تيمار فراصوت بت پيشمثر تاثي ترتيبكه به) ٢٠١٥( و همكاران Ulkoو ) ٢٠١٨(و همكاران  Li، )٢٠١٨(ران و همكا Wen: جمله

بنابراين  ).٢٥، ٣٥و  ٤١( ، كينوا و شير اثبات كردندarrowheadاكسيداني پروتئين هيدروليز شده گياه را بر بهبود خاصيت آنتي

 بر) درصد ٤٥و  ٩٠(هاي مختلف سوند در شدتتيمار اولترابررسي تاثير پيشبا توجه به موارد گفته شده هدف از اين پژوهش 

پروتئين هيدروليز شده گلوتن با استفاده از آنزيم تريپسين در ) و آنتي اكسيداني كل DPPH٤مهار راديكال (اكسيداني نتيص آخوا

مهار راديكال ( اكسيدانيبر خواص آنتي) ٢٠- ٨٠ mg/ml(هاي متفاوت در مرحله بعد تاثير غلظت. دقيقه بود ٣٠- ١٨٠بازه زماني 

DPPHشدپروتئين هيدروليز شده بهينه بررسي ) نيون آهكنندگي شلاته  ، آنتي اكسيداني كل و.  

  هامواد و روش - ٢

  مواد - ١- ٢

- دياز شركت سيگما و اتانول، سود، اسيدكلريدريك، پتاسيم  DPPHو  تريپسين، دي كلريد آهن، فروزين، آسكوربيك اسيد

رصد پروتئين از شركت چيچك د ٨٧ ن با وتگلبا هيدروژن فسفات از شركت مرك و گلوتن هيدروژن فسفات، دي پتاسيم 

  .خريداري شدندسنبله 

  پيش تيمار اولتراسوند - ٢- ٢

                                                             
١  power ultrasound 
٢ High frequency ultrasound 
٣ Diagnostic ultrasound 

٢,٢ ٤-diphenyl-١-picrylhydrazyl  
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 ٢٤ بمدتگراد درجه سانتي ٤محلول حاصل در دماي  . شدتهيه ) pH =٧، ٢/٠ M(درصد گلوتن در  بافر فسفات  ٥ابتدا محلول 

و زمان  ٣٠ KHzبا فركانس ثابت  )٤٠٠PHUل مد، ايرانساخت ( ال اولتراسوند از پروب اولتراسوندمنظور اعمبه. ساعت حل شد

 گرديدبراي جلوگيري از افزايش دما حين اعمال اولتراسوند از حمام يخ استفاده . شداستفاده  درصد ٤٥و ٩٥هاي  دقيقه در شدت ٥

)٢٥.(   

  ي گلوتنهيدروليز شده توليد پروتئين - ٣- ٢

 با يدروليزجهت انجام ه %٥در غلظت ) هاي تيمار شده با فراصوتمونهاصوت، ني بدون اعمال فرنمونه(گلوتن  ينپروتئ ي ايزوله

ثابت پس از  .شد  همزده يطمح يدر دما جهت هيدراسيون كامل دقيقه ٣٠ مدت به مداوم طوربه در بافر فسفات مخلوط و تريپسين 

داده قرار ) PIT٠٥٣RSمدل  ايران،ساخت ( ها درون انكوباتوردرجه سانتي گراد نمونه ٣٧وباتور شيكر دار به اي انكشدن دم

 ٣٠- ١٨٠ي زماني واكنش در محدوده. گرديدبه محلول اضافه % ١ به نسبت )حاصل از پانكراس گاو- مرك(تريپسين  و آنزيم شده

دت اد به مگر درجه سانتي ٩٠ها درون حمام آب نمونه سازي آنزيم،يرفعالظر، براي غهاي مورد نپس از طي زمان. دقيقه انجام شد

به مدت  ٨٠٠٠ g×ها با دور نمونه در مرحله بعد. شدندحاوي يخ جهت رسيدن به دماي محيط قرار داده قيقه و سپس در ظرف د ١٠

- از دستگاه خشك و با استفاده ها جدا شديي آنو مايع رو )HETTICHساخت آلمان، شركت (سانتريفيوژ  دقيقه سانتريفوژ ٢٠

شدند گراد نگهداري درجه سانتي - ٢٠ها در دماي و تا زمان انجام آزمونخشك  )ristChشركت ساخت آلمان، ( كن انجمادي

)٦.(  

  هاي آنتي اكسيدانيويژگي - ٤- ٢

  DPPHفعاليت مهار راديكال آزاد  - ١- ٤- ٢

- ل ح mg/ml٤٠در آب مقطر با غلظت گلوتن يدروليز شده ابتدا پروتئين هDPPH ال آزاد براي ارزيابي فعاليت مهار راديك     

مخلوط و جهت اختلاط ) DPPH )mM١٥/٠ليتر از محلول اتانولي  ميلي ٥/١ليتر از هر نمونه با  ميلي ٥/١در مرحله بعد . شدند

قيقه در تاريكي د ٣٠يقه سانتريفوژ و دق ١٠دت به م ٢٥٠٠ rpmدر نهايت مخلوط حاصل در . شدندثانيه ورتكس  ٢٠كامل بمدت 

با استفاده از  DPPHدرصد مهار راديكال . )٤٢(شد نانومتر خوانده  ٥١٧ر طول موج انت دسوپرناتجذب محلول . داري شدندنگه

  :گرديدمحاسبه  ١فرمول شماره 
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I (%) = [ ] × ١٠٠                   

)١(                                                                                                 

A blank  جذب شاهد وA sample باشندجذب نمونه مي.  

  ظرفيت آنتي اكسيداني كل - ٢- ٤- ٢

با   mg/ml٤٠از نمونه حل شده در آب مقطر با غلظت  ١/٠ mlطور خلاصه بهها، نمونهارزيابي ظرفيت آنتي اكسيداني كل  براي

mlولفوريك اسيدس(از معرف  ١M فسفات سديم  ٦/٠ ،Mm ات يبديوم مولو آمون ٢٨mM مخلوط شده و به مدت ) ٤min ٩٠ 

ي جذب بيشتر نشان دهنده. گيري شداندازه ٦٩٥ nmها در پس از سرد شدن، جذب نمونه. گرفته شدقرار  Cº٩٠در حمام آب  

  ).٣٠( ظرفيت آنتي اكسيداني كل بيشتر است

  شده گلوتندروليز تئين هير خصوصيات آنتي اكسيداني تيمار بهينه پروبررسي تاثير غلظت ب -٥-٢

و ظرفيت آنتي اكسيداني كل تيمار بهينـه بـه ترتيـب     DPPHبر مهار راديكال آزاد ) ٢٠-mg/ml٨٠(تاثير غلظت  براي ارزيابي

  .استفاده شد ذكر گرديدسمت قبل كه در ق )٣٠( و همكاران Prietoو  )٤٢( و همكاران Wuاز روش 

  فعاليت شلاته كنندگي يون آهن - ١- ٥- ٢

- mg/ml٨٠(حل شده در آب مقطر در غلظت   پروتئين هيدروليز شده ml١ابتدا  ،كنندگي يون آهنفعاليت شلاتهابي ارزي ايبر

محلول فروزين  ml١/٠ بعددر مرحله . آب دوبار تقطير مخلوط شد ml٨٥/١و ) mM٢(محلول دي كلريد آهن  ml٠٥/٠با ) ٢٠

)mM٥(  پس از . شد زدههماضافه و مخلوطminوط در دماي محيط جذب آن در مخلري گهدان ١٠nmشد خوانده  ٥٦٢)١٧( .

  :گرديدمحاسبه  )٢(ها با استفاده از معادله كنندگي نمونهفعاليت شلاته

  

Chelating effect (%) = [(A control – A sample/A control)] × ٢(     ١٠٠(  

A blank )شاهد فاقد تركيب فعال جذب نمونه ( وA sample ) هستند) دروليز شدهيهنمونه جذب.  

  تجزيه و تحليل آماري - ٦- ٢
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 ١٦نسخه  SPSSافزار  ها در قالب طرح كاملا تصادفي با كاربرد آناليز واريانس يك طرفه و با استفاده از نرمتجزيه و تحليل داده

دار بودن متغير در بررسي معني ايبر انكناي دها با استفاده از آزمون چنددامنهينتكرار و مقايسه ميانگ ٣ها در آزمون. ارزيابي شد

  .نمودارها رسم گرديد ٢٠١٣ Excelافزار  نرماستفاده از با . انجام شد  >٠٥/٠pسطح 

  نتايج و بحث  - ٣

  DPPHفعاليت مهار راديكال آزاد  - ١- ٣

DPPHبا  ز تركيبايدروژن دريافت ه بااست و داراي بيشينه جذب ومتر نان ٥١٧در ول در چربي است كه ، راديكال آزاد محل

هاي داد كه در نمونه نتايج حاصل از ارزيابي زمان هيدروليز نشان). ٤٥( شودكم ميو جذب آن  شدهپايدار  ياكسيدانآنتي خاصيت

باعث  دقيقه ١٥٠ان هيدروليز تا درصد، افزايش زم ٤٥وت با شدت بدون اعمال پيش تيمار فراصوت و نمونه با پيش تيمار فراص

 داريمعنيدرصد شد و افزايش بيشتر زمان هيدروليز تاثير  ٦٦/٣٧و  ١٦/٣٣ميزان ترتيب بهبه DPPHراديكال  ارمه اليتافزايش فع

يش دقيقه باعث افزا ٩٠دروليز تا درصد افزايش زمان هي ٩٠از طرف ديگر در تيمار با اعمال فراصوت با شدت . )p<٠٥/٠(داشتن

دقيقه نداشت و  ٩٠دقيقه تفاوت معني داري با نمونه هيدروليز شده در  ١٢٠زان ز به ميشد، هيدرولي DPPHفعاليت مهار راديكال 

اني دار فعاليت آنتي اكسيدباعث كاهش معني) دقيقه ١٨٠و  ١٥٠مدت هيدروليز به(دقيقه  ١٢٠افزايش زمان هيدروليز بيشتر از 

شود كه قادرند با راديكال ي پروتون ميهاي دهندهد پپتيديشرفت هيدروليز با افزايش زمان باعث توليپ .ه شدگلوتن هيدروليز شد

DPPHتاثير منفي افزايش  .اي راديكالي شوندهاي زنجيره، واكنش داده و تركيباتي پايدار توليد كنند و منجر به خاتمه واكنش

اكسيدان هاي آنتيتيدي از پپه تعدادشتر آنزيم باشد كه باعث شكسته شدن و تجزياثر بيدليل تواند بهوليز ميبيش از حد زمان هيدر

) ٢٠١٠(و همكاران  Batistaمشابه با اين نتايج ). ٣( شودكاسته مي DPPHشده كه در نهايت از قدرت مهار راديكال آزاد 

پروتئين هيدروليز شده حاصل از  DPPHل عث افزايش فعاليت مهار راديكاگزارش كردند كه افزايش زمان و درجه هيدروليز با

هاي ازاد را ي هيدروژن كه قابليت واكنش با راديكالهاي دهندهآنها علت اين امر را افزايش پپتيد). ١٠( شد ١سياه ي خرچنگماه

ترتيب با نيز به ،)٢٠١٠(و همكاران  Jamdarو ) ٢٠٠٧(و همكاران  Li، )٢٠٠٩(مكاران و ه Youهمچنين . دارند، بيان كردند

 گزارش كردند DPPHمهار راديكال  يا تاثير مثبت زمان و در جه هيدروليز را برن و سو، كلاژLoachهاي ماهي هيدروليز پروتئين

دقيقه  ١٦٠ز تا نيز با هيدروليز پروتئين شنبليله گزارش دادند كه افزايش زمان هيدرولي) ١٣٩٨(كاوه و همكاران  .) ١٧ ، ٢٤و ٤٥(

شتر زمان تاثير معني داري بر خاصيت آنتي يفزايش بشد و ا درصد ٤٨تا حدود  DPPHعاليت مهار راديكال باعث افزايش ف

                                                             
١ black scabbardfish 
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نسبت به  DPPHباعث افزايش فعاليت مهار راديكال % ٤٥از سوي ديگر اعمال اولتراسوند با شدت  ). ١(ها نداشت اكسيداني نمونه

تاثير منفي ) درصد ٩٠(يشتر ن ببا توا اولتراسونداعمال دقيقه،  ٣٠شده در زمان  به جز تيمار هيدروليزشد اما  نمونه بدون پيش تيمار

 درصد ٤٥با توان  با استفاده از پيش تيمار فراصوت DPPHبهبود فعاليت مهار راديكال  .ها داشتعاليت آنتي اكسيداني نمونهفدر 

افزايش ه و با ر آن شدبه كاهش اندازه پروتئين و تغيير در ساختاداري منجر طور معنيشد كه بهدليل پديده كاويتاسيون باتواند بهمي

از  ).٣٩(گردد هاي آزاد با پپتيدهاي زيست فعال توليد شده ميهاي هيدروفوب باعث افزايش واكنش راديكالسطح تماس گروه

هاي گروهمدفون شدن و تغيير در ساختار پروتئين ليل درصد اولتراسوند ممكن است به د ٩٠طرف ديگر تاثير منفي توان 

هاي باشد كه اين امر باعث كاهش برهمكنش بين پروتئاز مورد استفاده و گروه ل مولكولبه داخ از سطح هيدروفوبيك پروتئين

گزارش ) ٢٠١٩(كاران همو  Wenها در تطابق با اين يافته). ١٨(يابد اكسيداني كاهش ميهيدروفوبيك شده و درنتيجه فعاليت آنتي

پروتئين  DPPHمهار راديكال آزاد ات تاثير مثبتي بر فعاليت و ٢٠٠ن ز و تواكيلوهرت ٢٠ه اعمال اولتراسوند با فركانس كردند ك

وات و  ٨٠٠با اعمال پيش تيمار فراصوت با توان ) ٢٠١٤(و همكاران   Ulukoهمچنين ).٤٠(هيدروليز شده دانه هندوانه داشت 

يز شده شير گزارش كردند كه هيدرول پروتئين DPPHر فعاليت مهار راديكال آزاد دقيقه ب ١٠كيلوهرتز به مدت  ٢٠فركانس 

بدون (هاي شاهد بيشتري نسبت به نمونه DPPHفعاليت مهار راديكال  داريبه طور معني تيمار اولتراسوندهاي حاصل از پيشنمونه

خاصيت با بررسي تاثير پيش تيمار اولتراسوند بر ) ٢٠١٧(و همكاران  Wangنين مچه ).٣٥( )p>٠٥/٠( داشت) اعمال اولتراسوند

دار در فعاليت آنتي اكسيداني پروتئين هيدروليز شده سويا گزارش كردند كه افزايش توان اولترسوند باعث كاهش معنينتيآ

تراسوند بر تيمار اول با بررسي تاثير پيش) ٢٠١٩(و همكاران  Zudaireهمچنين . )٣٨( هاي حاصل شداكسيداني هيدروليز شده

توانايي گزارش كردند كه اعمال بيش از حد اولتراسوند باعث كاهش  Calçotsشده دروليز خواص آنتي اكسيدني پروتئين هي

  .)٤٩( شد DPPHهاي حاصل در مهار راديكال آزاد هيدروليز شده
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  هيدروليز شده گلوتن DPPHاليت مهار راديكال تيمار فراصوت و زمان هيدروليز بر فعتاثير پيش - ١شكل

دهنده تفاوت معني داري هاي مختلف هيدروليز است و حروف بزرگ نشاندار طي زمانوت معنيحروف كوچك نشان دهنده تفا*

   .هاي يكسان استبين تيمارها در زمان

  اكسيداني كل آنتي ظرفيت - ٢- ٣

قدرت ( يمحلول در آب و محلول در چرب اكسيداني يقدرت آنت ارزيابي يبرا يكم يكل روش اكسيداني يآنت تيظرف آزمون

كمپلكس سبز رنگ  ليتشك كه باعثاست و  يتيظرف ٥ بدنيبه مول يتيظرف ٦ يبدنمول ياياح يبر مبناو ) كل يسيداناك يآنت

ار فراصوت و نمونه با پيش تيمهاي بدون اعمال پيش تيمار نمونه در، ٢با توجه به شكل  . شودمي يدياس طيدر مح بدنيفسفومول

و  ٤٢٢/٠اكسيداني كل تا ترتيب منجر به افزايش ظرفيت آنتيبه يقهدق ١٥٠ وليز تاافزايش زمان هيدر درصد، ٤٥فراصوت با شدت 

اثير در نمونه كنترل منجر به كاهش و در نمونه با پيش تيمار تشد و افزايش بيشتر زمان هيدروليز ) نانومتر  ٦٩٥جذب در ( ٦٤٧/٠

 ٩٠تيمار فراصوت با شدت با پيش در نمونه يگرطرف د زا .)p<٠٥/٠( ها نداشتاكسيداني كل نمونه داري بر ظرفيت آنتيمعني

و افزايش بيشتر زمان تاثير منفي بر اكسيداني كل شد دقيقه منجر به افزايش ظرفيت آنتي ٩٠درصد، افزايش زمان هيدروليز تا 

تواند هيدروليز مي يش زمانبا افزا شدهاكسيداني كل گلوتن هيدروليز  يآنتافزايش ظرفيت  .ها داشتهاكسيداني نمونخاصيت آنتي

شوند كه اين يدارتر ميپاهاي آزاد به تركيباتي  يكالرادي باشد كه باعث تبديل دهندگ الكتروندليل توليد پپتيدهايي با خاصيت به

 پروتئينبا هيدروليز ) ١٣٩٨(مظلومي و همكاران ها با اين يافتهمشابه  ).٩(است اكسيداني كل شده  يآنتامر باعث افزايش ظرفيت 

هاي اكسيداني كل پروتئينبا آنزيم آلكالاز گزارش كردند كه افزايش زمان هيدروليز تاثير مثبتي بر ظزفيت آنتي رتقالهسته پ
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نين كاوه و همچ). ٤(دست آمد  هيدروليز بهساعت  ٨/٤اكسيداني كل پس از هيدروليز شده داشت و بيشترين ظرفيت آنتي

دقيقه با آنزيم  ١٦٠ان هيدروليز پروتئين شنبليله تا وگزارش كردند كه افزايش زميافتند هي دست به نتايج مشاب) ١٣٩٨(همكاران 

داري بر معني هاي حاصل شد و افزايش بيشتر هيدروليز تاثيراكسيداني كل هيدروليز شدهپانكراتين باعث افزايش فعاليت آنتي

درصد بر ظرفيت آنتي  ٤٥پيش تيمار اولتراسوند با شدت مثبت  ر تاثيراز طرف ديگ). ١(ها نداشت يداني كل نمونهظرفيت آنتي اكس

در سوبستراي پروتئيني شده و از هم  تواند ناشي از مكانيسم عمل كاويتاسيون باشد كه باعث ايجاد تنشها مياكسيداني كل نمونه

گيرد و در نهايت رهايش پپتيدهاي رار ميين بهتر در معرض فعاليت آنزيم پروتئازي قشود در نتيجه پروتئتار آن ميگسستن ساخ

ترتيب افزايش به) ٢٠٢١(و همكاران  Fadimuو ) ٢٠١٨(و همكاران  Wenها مشابه با اين يافته ).٣٩(شود اكسيداني بيشتر ميآنتي

 كردندگزارش  را با اعمال پيش تيمار فراصوت Lupinبياي و لو Arrowheadوليز شده گياه فعاليت آنتي اكسيداني پروتئين هيدر

تواند ناشي از تغيير در ساختار اكسيداني كل با افزايش توان اولتراسوند مياما از طرف ديگر كاهش ظرفيت آنتي). ١٥و  ٤١(

نتيجه بازده فعاليت ز دسترس آنزيم خارج شده و در هاي هيدروفوب به درون مولكول باشد كه اپروتئين و مدفون شدن گروه

و همكاران  Wangاين نتايج  ادر تطابق ب .)١٣(شود اكسيداني كم مييي با خاصيت آنتيپپتيدهاتوليد  پروتئوليتيكي آنزيم و

همچنين  .)٣٨( كردند توان اولتراسوند گزارش بيش از حد اكسيداني گلايسينين سويا را با افزايشنيز كاهش فعاليت آنتي) ٢٠١٧(

Fadimu يداني پروتئين هيدروليز شده لتراسوند بر خواص آنتي اكسيمار اول پيش تنيز با بررسي تاثير اعما) ٢٠٢١(همكاران  و

  .)١٥( هاي توليدي شدلوپين گزارش كردند كه اعمال بيش از حد اولتراسوند باعث كاهش خاصيت آنتي اكسيداني هيدروليز شده
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  ز شدههيدروليدروليز بر ظرفيت آنتي اكسيداني كل گلوتن تيمار فراصوت و زمان هير پيشتاثي - ٢شكل

دهنده تفاوت معني داري هاي مختلف هيدروليز است و حروف بزرگ نشاندار طي زمانحروف كوچك نشان دهنده تفاوت معني*

  . هاي يكسان استبين تيمارها در زمان

  انتخاب تيمار بهينه - ٣- ٣

و % ٤٥اولتراسوند با شدت  اعمالمار با ي توليدي، تيهاي پروتئين هيدروليز شدههاكسيداني نمونآنتي سي فعاليتپس از برر

و ظرفيت آنتي اكسيداني كل را دارا بود، لذا براي  DPPHدقيقه بيشترين فعاليت مهار راديكال آزاد  ١٥٠هيدروليز در زمان 

- ه، ظرفيت آنتي اكسيداني كل و فعاليت شلاتDPPHفعاليت مهار راديكال (آن  بررسي تاثير غلظت بر فعاليت آنتي اكسيداني

  . در مرحله بعد انتخاب شد) آهن ي يونكنندگ

  اكسيداني نمونه بهينهبررسي تاثير غلظت بر فعاليت آنتي - ٤- ٣

  DPPHفعاليت مهار راديكال  - ١- ٤- ٣

ه به غلظت بود و افزايش غلظت از گلوتن هيدروليز شده وابستينه تيمار به DPPHمهار راديكال آزاد  فعاليت ،٣با توجه به شكل 

)mg/mL (تا  ٢٠)mg/mL (داري باعث افزايش فعاليت مهار راديكال طور معنيبه ٦٠DPPH درصد  ٧٦/٤٩درصد به  ٧٤/٢٤ از

با وجود ). p>٠٥/٠(ت هاي حاصل نداشاكسيداني هيدروليز شدهداري بر خاصيت آنتيشد اما افزايش بيشتر غلظت تاثير معني

 DPPHداري از فعاليت مهار راديكال طور معنيها بهي غلظتدر تمامتن اما اكسيداني قابل توجه هيدروليز شده گلونتيفعاليت آ

به حضور تواند هيدروليز شده گلوتن مي DPPHفعاليت مهار راديكال آزاد  ).p>٠٥/٠(كمتري نسبت به ويتامين ث برخوردار بود 

، از سوي ديگر هندگي هستندروتون دخاصيت پهاي هيدروكسيل آنها داراي باشد كه گروه داشته ارتباطهاي آروماتيك يدآمينواس

مشابه با اين نتايج  ).٣١( دليل اشباع شدن نقاط فعال باشدتواند بهاكسيداني با افزايش زياد از حد بهينه غلظت ميكاهش فعاليت آنتي

Chi  ٥٢٠١(و همكاران( ، istaBat  و همكاران)١٠٢٠( ،aparvathiUmay  و همكاران)راديكال ر ليت مهاترتيب فعابه )٢٠١٤

و صدف را وابسته به غلظت گزارش خرچنگ سياه ، ماهي Tegillarca granosaهاي هيدروليز شده ماهي پروتئين DPPHآزاد 

پروتئازي پروتامكس،  هايپروتئين برنج با آنزيمي آنزيمبا هيدروليز ) ٢٠١٢(و همكاران  Zhao همچنين). ١٢،١٧ و ٣٦( دادند

هاي حاصل وابسته به غلظت هيدروليز شده DPPHفعاليت مهار راديكال  ردند كهكگزارش نوترئاز و ورزيم تريپسين، آلكالاز، فلا

 ).٤٨(آنزيم پروتامكس بود  هاي توليدي باهيدروليز شدهمربوط به اكسيداني بود و بيشترين خاصيت آنتي
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و ويتامين ث در غلظت  ٢٠- ٨٠ (mg/ml)در غلظت  ز شدهروليهيد وتنگل DPPHفعاليت مهار راديكال آزاد  - ٣شكل

(mg/ml) ٨٠   

  ظرفيت آنتي اكسيداني كل - ٢- ٤- ٣

داري باعث طور معنيبه ٧٠ (mg/ml)تا  نشان داده شده است، افزايش غلظت هيدروليز شده گلوتن  ٤همانطور كه در شكل 

بيشترين و كمترين ). p<٠٥/٠(داري نداشت لظت تاثير معنيغ ش بيشتراما افزاي) p>٠٥/٠(اكسيداني شد فيت آنتيافزايش ظر

جذب در ( ٣٤٠/٠و  ٩٣٧/٠به ميزان  ٢٠ (mg/ml)و  ٧٠ (mg/ml)ظرفيت آنتي اكسيداني كل مربوط به هيدروليز شده با غلظت 

داري كمتر از ر معنيوطتن بهاكسيداني كل هيدروليز شده گلوظرفيت آنتيها ز ظرف ديگر در تمامي غلظتا. بود) نانومتر ٦٩٥

هاي گلوتن نشان اكسيداني كل هيدروليز شدهقابل توجه بودن ظرفيت آنتي ).p>٠٥/٠(بود  ٨٠ (mg/ml)ويتامين ث در غلظت 

عنوان يك تركيب توانند بهكه ميبوده  الكترون دهندگيي با توانايي اهدهد كه آنزيم تريپسين قادر به توليد هيدروليز شدهمي

در هيدروليز پروتئين دانه شنبليله ) ١٣٩٨(مشابه با اين نتايج كاوه و همكاران ). ٩(هاي آزاد شوند باعث مهار راديكالدان اكسيتيآن

و افزايش غلظت  ه شنبليله وابسته به غلظت بوداكسيداني كل پروتئين هيدروليز شدبود، آنها گزارش كردند كه ظرفيت آنتي

داري باعث افزايش ظرفيت آنتي اكسيداني كل شد و افزايش بيشتر طور معنيبه ٤٠ (mg/ml)به  ١٠ (mg/ml)هيدروليز شده از 

ها كمتر تاكسيداني هيدروليز شده توليدي در تمامي غلظداري نداشت؛ همچنين گزارش كردند كه ظرفيت آنتيغلظت تاثير معني

ظرفيت آنتي ) ٢٠٠٩( و همكاران Bougatef چنينمه). ٢( بود ٥٠ )ml/mg(اني كل ويتامين ث در غلظت از قدرت آنتي اكسيد
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را وابسته به غلظت گزارش كردند و بيان كردند كه ظرفيت ) ١كوسه صيقلي(نوعي كوسه   ي هپروتئين هيدروليز شداكسيداني كل 

  ).١١(بود  BHAاكسيدان سنتزي تيآنتي اكسيداني كل كمتر از آن

 

   ٨٠ (mg/ml)و ويتامين ث در غلظت  ٢٠- ٨٠ (mg/ml)اكسيداني كل گلوتن هيدروليز شده در غلظت تيرفيت آنظ - ٤شكل

  

  كنندگي يون آهنفعاليت شلاته - ٣- ٤- ٣

 كه باعث توليد كنندا ميايف مهمينقش عنوان كاتاليزور بههاي اكسيداسيون در واكنش ،+Fe٢يون از جمله هاي فلزي يون

- مولكولديگر هيدروكسيل به سرعت با خطرناك هاي راديكال .شوندمياز هيدروژن سوپراكسيد روكسيل هاي هيدراديكال

مي در هاي فلزي نقش مهبنابراين مهار يون ).٧( شوندها ميها و سلولآسيب بافتدهند و باعث ميهاي زيستي واكنش 

كنندگي يون آهن هيدروليز اليت شلاتهي بر فعير مثبت، افزايش غلظت تاث٥با توجه به شكل . داردز اكسيداسيون جلوگيري ا

- دار فعاليت شلاتهباعث افزايش معني ٦٠ (mg/ml)تا  ٢٠ (mg/ml)طوريكه با افزايش غلظت از هاي گلوتن داشت بهشده

- شلاتهف ديگر افزايش بيشتر غلظت تاثير منفي بر از طر ).p>٠٥/٠(درصد شد  ١٦/٦٩درصد به  ٨٥/٢٧ها از كنندگي نمونه

گزارش شده است  .هاي گلوتن شدكنندگي يون آهن هيدروليز شدهها داشت و باعث كاهش خاصيت شلاتهندگي نمونهنك

مورد پروتئين اوليه، آنزيم  نوع و تركيب آمينواسيديهيدروليز شده به  هايپروتئينكنندگي يون آهن شلاته تواناييكه 

توان نتيجه گرفت كه تريپسين مورد استفاده در اين پژوهش منجر به بنابراين مي ).٢٩(وابسته است و درجه هيدروليز ستفاده ا

                                                             
١ smooth hound 
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، )٢٠٠٧(و همكاران  Klompongمشابه با اين نتايج،  .دام اندازي يون آهن شده استتوليد پروتئين هيدروليز شده با قابليت به

Xie كنندگي يون آهن شلاتهغلظت بر فعاليت  ترتيب تاثير مثبتبه )١٣٩٦(لو و همكاران و مقصود) ٢٠٠٨( و همكاران

  ).٥، ٢٢و  ٤٣(، يونجه و گرده گل گزارش كردند ١هاي هيدروليز شده ماهي خط زردپروتئين

  

و ويتامين ث در غلظت  ٢٠- ٨٠ (mg/ml)دروليز شده در غلظت كنندگي يون آهن گلوتن هيفعاليت شلاته - ٥شكل

(mg/ml) ٨٠   

  گيرينتيجه - ٤

 فعاليت مهار راديكالبر  داريو معني درصد تاثير مثبت ٤٥تيمار اولتراسوند با شدت پيشنتايج حاصل از اين پژوهش نشان داد كه 

حاصل از هيدروليز پتيدهاي پاكسيداني آنتي هايژگيلي ويطور كبه. گلوتن داشتهيدروليز شده و آنتي اكسيداني  DPPH آزاد

، تركيب )نوع پروتئاز، زمان هيدروليز و درصد آنزيم(هيدروليز شرايط تيمار، نوع پيش: لهل مختلفي از جمآنزيمي به عوام

- د بهغلظت را از خود نشان دا ي حاصل رفتاري وابسته بههيدروليز شده. وابسته است ي توليديهاپپتيدپروتئين اوليه و آمينواسيدي 

) mg/mL(افزايش غلظت تا  با و DPPHفعاليت مهار راديكال آزاد  ٦٠ )mg/mL( تا ٢٠ )mg/mL(طوريكه با افزايش غلظت از 

با توجه به نتايج حاصل از اين پژوهش، . داري افزايش يافتطور معنيكنندگي يون آهن و آنتي اكسيداني كل بهفعاليت شلاته  ٧٠

هاي گلوتن است و هيدروليز شدهاكسيداني  تيآندرصد راهكار مناسبي براي افزايش خاصيت  ٤٥مار اولتراسوند با شدت تي پيش

                                                             
١ yellow stripetrevally 
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هاي مواد غذايي براي توليد هاي حاصل با توجه به خاصيت بالاي آنتي اكسيداني پتانسيل استفاده در فرمولاسيونهيدروليز شده

 .محصولات فراسودمند را دارند
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Abstract 

In this research, the effect of ultrasound pretreatment at ٤٥ and ٩٠% intensities was 

investigated on the antioxidant properties (DPPH radical scavenging activity and total 

antioxidant capacity) of hydrolyzed gluten using trypsin enzyme at time intervals of ١٨٠-٣٠ 

minutes. In the next step, the effect of different concentrations (٨٠-٢٠ mg/ml) of the optimal 



١٨ 
 

treatment on antioxidant properties (DPPH radical scavenging activity, total antioxidant 

capacity and Fe chelating activity) was investigated and compared with the antioxidant 

activity of vitamin C as a synthetic antioxidant. The results showed that ultrasound 

pretreatment with ٤٥% intensity significantly increased the antioxidant properties (DPPH 

radical scavenging activity and total antioxidant capacity) of hydrolyzed gluten at all 

hydrolysis times. On the other hand, the higher intensity of ultrasound had a negative effect 

on the antioxidant properties of the hydrolyzed samples. Finally, the sample with ultrasound 

pretreatment of ٤٥% intensity and hydrolysis time of ١٥٠ minutes, which had the highest 

DPPH radical scavenging activity and total antioxidant capacity, was selected as the optimal 

treatment. Evaluation the effect of concentration on antioxidant properties showed that the 

highest Fe chelating activity (٦٩.١٦ %) and DPPH radical scavenging activity (٤٩.٧٦ %) at a 

concentration of ٦٠ (mg/ml) and the highest total antioxidant capacity ٠.٩٣٧, absorption at ٦٩٥ 

nm) was obtained at a concentration of ٧٠ (mg/ml). As a result, hydrolyzed gluten can be 

used in food formulations to produce functional foods, and it can also be used as a bioactive 

compound in the pharmaceutical industry. 
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Introduction 

Reactive oxygen species can cause biochemical and physiological damages, which result in 

dangerous diseases such as cancer and cardiovascular diseases (١). Antioxidant compounds 

can neutralize oxidative reactions and delay the occurrence of lipid oxidation by reducing the 

concentration of free radicals (٢). Synthetic antioxidant compounds such as BHA, BHT, PG 

and TBHQ are effective and inexpensive, but their pathogenic potential has led to concerns 

among researchers (٣). Therefore, in recent years, the identification of natural antioxidant 

compounds has gained a special place among researchers. Among natural compounds with 

antioxidant properties, bioactive peptides contain ٢٠-٢ amino acids and a molecular weight of 

less than ٦٠٠٠ daltons and are released by enzymatic hydrolysis or microbial fermentation of 

the primary protein (٤). Wheat gluten is a storage protein, and due to its insolubility in water, 

it can be easily separated from other wheat components in an almost pure form, making it a 

suitable option for producing hydrolyzed protein. The effectiveness of the enzymatic 

hydrolysis process has been proven in many studies; however, the application of 

pretreatments that lead to better enzyme performance and the production of hydrolyzed 

protein with higher antioxidant properties has a special place. Ultrasound as a non-thermal 

technology has been widely used in the food industry, especially for the extraction of 

bioactive compounds (٥), enzymatic hydrolysis (٦) and emulsification (٧). So, the aim of this 

study was to investigate the effect of ultrasound pretreatment at different intensities (٩٠ and 

٤٥%) on the antioxidant properties (DPPH radical scavenging and total antioxidant) of 

hydrolyzed gluten protein using trypsin enzyme in the time interval of ١٨٠-٣٠ minutes. In the 

next step, the effect of different concentrations (٨٠-٢٠ mg/ml) on the antioxidant properties 

(DPPH radical scavenging, total antioxidant and iron ion chelation) of the optimized 

hydrolyzed protein was investigated. 

Materials and methods 
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Gluten with ٨٧% protein was purchased from Çiçek Sunbele Company, and other chemicals 

were purchased from Merck and Sigma. In this research, the effect of ultrasound pretreatment 

at ٤٥% and ٩٠% intensities on the antioxidant properties (DPPH radical scavenging activity 

(٨) and total antioxidant capacity (٩) of hydrolyzed gluten using trypsin enzyme was 

investigated at time intervals of ١٨٠-٣٠ minutes. For ultrasound pretreatments, a ٥% gluten 

solution was prepared in phosphate buffer (٠.٢ M, pH = ٧). The resulting solution was 

dissolved at ٤°C for ٢٤ hours. An ultrasound probe with a fixed frequency of ٣٠ KHz and a 

time of ٥ minutes at intensities of ٤٥ and ٩٠% was used for ultrasound application. An ice 

bath was used to prevent temperature increase during ultrasound application. For enzymatic 

hydrolysis, a ٥% gluten solution was prepared in phosphate buffer (٠.٢ M, pH = ٧). The 

resulting solution was dissolved at ٤°C for ٢٤ hours. An ultrasound probe with a fixed 

frequency of ٣٠ KHz and a time of ٥ minutes at intensities of ٩٥ and ٤٥% was used for 

ultrasound application. An ice bath was used to prevent temperature increase during 

ultrasound application (١٠). 

In the next step, the effect of different concentrations (٨٠-٢٠ mg/ml) of the optimal treatment 

on antioxidant properties (DPPH radical scavenging activity, total antioxidant capacity and 

Fe chelating activity (١١) was investigated and compared with the antioxidant activity of 

vitamin C as a synthetic antioxidant. 

Results and discussion 

 The results showed that ultrasound pretreatment with ٤٥% intensity significantly increased 

the antioxidant properties (DPPH radical scavenging activity and total antioxidant capacity) 

of hydrolyzed gluten at all hydrolysis times. The improvement of antioxidant activity using 

ultrasound pretreatment with ٤٥% power can be due to the cavitation phenomenon, which 

significantly reduces the size of the protein and changes its structure, and by increasing the 

contact surface of hydrophobic groups, increases the reaction of free radicals with the 
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produced bioactive peptides (١٢). On the other hand, the higher intensity of ultrasound had a 

negative effect on the antioxidant properties of the hydrolyzed samples. The negative effect 

of ٩٠% ultrasound power may be due to changes in protein structure and the burial of 

hydrophobic groups of the protein from the surface into the molecule, which reduces the 

interaction between the protease used and the hydrophobic groups, resulting in a decrease in 

antioxidant activity (١٣). Finally, the sample with ultrasound pretreatment at ٤٥% intensity 

and a hydrolysis time of ١٥٠ minutes, which exhibited the highest antioxidant capacity, was 

selected as the optimal treatment. Evaluation of the effect of concentration on antioxidant 

properties showed that the highest Fe chelating activity (٦٩.١٦ %) and DPPH radical 

scavenging activity (٤٩.٧٦ %) at a concentration of ٦٠ (mg/ml), and the highest total 

antioxidant capacity ٠.٩٣٧, (absorption at ٦٩٥ nm), was obtained at a concentration of ٧٠ 

(mg/ml). In general, the antioxidant properties of peptides obtained from enzymatic 

hydrolysis depend on various factors, including the type of pretreatment, hydrolysis 

conditions (type of protease, hydrolysis time, and enzyme percentage), amino acid 

composition of the initial protein, and the peptides produced (١٤). 

Conclusion 

According to the results of this study, ultrasound pretreatment with an intensity of ٤٥% is a 

suitable solution for increasing the antioxidant properties of gluten hydrolysates, and the 

resulting hydrolysates have the potential to be used in food formulations for the production of 

functional products due to their high antioxidant properties. Also, hydrolyzed gluten can 

serve as a bioactive compound in the pharmaceutical industry. 
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