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چکیده
پروتئین       از  فیلم زیست تخریب پذیر تهیه شده  فعالیت آنتی اکسیدانی  و  تحقیق، بررسی برخی خصوصیات ساختاري  این  هدف 
گاودانه  از کنسانتره پروتئینی دانه  فیلم  ابتدا  در   بود.  بر شاخص هاي اکسیداسیون روغن آفتابگردان  آن  تأثیر  دانه گاودانه و 
بررسى  مورد  الکترونی  اتمی و میکروسکوپ  نیروي  قرمز، میکروسکوپ  مادون  فوریه  تبدیل  با  و گلیسرول تهیه و ساختار آن 
قرارگرفت. در مرحله بعد میزان فعالیت آنتی اکسیدانی فیلم تهیه شده اندازه گیري شد. سپس فیلم حاصل، با ابعاد مشخصی به 
نمونه هاي روغن آفتابگردان اضافه و تأثیر آن بر شاخص هاي اکسیداسیون روغن (عدد اسیدي، عدد پراکسید و تیوباربیتوریک 
اسید) در مقایسه با نمونه کنترل (بدون فیلم) در یک دوره انبارداري 45 روزه و در دماي 40 درجه سانتی گراد، مورد ارزیابی قرار 
گرفت. در طیف تبدیل فوریه مادون قرمز، پیک هاي مشخصی مربوط به گروه هاي درگیر در برهم کنش هاي ساختاري فیلم حاصل 
مشخص شد. تصاویر میکروسکوپ نیروي اتمی و میکروسکوپ الکترونی نیز سطح به نسبت صاف (زبري سطح 10/63 نانومتر) و 
ساختار به نسبت متراکم و به هم پیوسته اي از فیلم مورد نظر آشکار کردند. فیلم تهیه شده در این تحقیق (با فعالیت آنتی اکسیدانی 
22/56٪) فعالیت آنتی اکسیدانی قابل مقایسه و حتی بهتري را نسبت به فیلم هاي زیست تخریب پذیر دیگر نشان داد. در حضور 
فیلم پروتئینی، اکسیداسیون روغن آفتابگردان در مقایسه با نمونه کنترل (بدون فیلم) به طور معنی داري (p<0/001) کاهش یافت 
که با توجه به نتایج به دست آمده، فیلم پروتئینی گاودانه به دلیل فعالیت آنتی اکسیدانی به نسبت مناسب، تأثیر مثبتی بر کاهش 
روند اکسیداسیون روغن آفتابگردان داشته و در صورت بهبود برخی نقاط ضعف آن به ویژه میزان نفوذپذیري به رطوبت می تواند 

گزینه مناسبی جهت استفاده در بسته بندي موادغذایی باشد. 
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1- مقدمه
مهم ترین  از  یکی  زیست محیطی  آلودگی هاي  شک  بدون 
تجمع  است.  جهان  سراسر  در  امروزي  جوامع  دغدغه هاي 
مختلف  انواع  به خصوص  غیرقابل تجزیه  سنتزي  مواد  انواع 
از تجزیه طولانی مدت  ناشی  مواد بسته بندي و ترکیبات مضر 
برخی از آن ها در طبیعت سبب افزایش نگرانی ها در رابطه با 
نگرانی  دیگر،  طرف  از  شده است.  زیست محیطی  آلودگی هاي 
بسته بندي  مواد  سلامتی  بحث  با  رابطه  در  مصرف کنندگان 
مواد  طبیعی بودن  تا  شده  سبب  موادغذایی  براي  به خصوص 
قابل  و  زیست تخریب پذیر  ذاتی  به طور  غذاها،  بسته بندي 
بازیافت شدن به طور جدي مطرح شود. از این رو در سال هاي 
اخیر تحقیقات زیادي در رابطه با توسعه مواد بسته بندي جدید 
و زیست تخریب پذیر متمرکز شده و پلیمرهاي زیستی مختلفی 
فیلم هاي  به عنوان  و چربی ها  پلی ساکاریدها  پروتئین ها،  مانند 
بسته بندي استفاده و برخی از خصوصیات آن ها بررسی شده اند 
[1،2،3]. نتایج تحقیقات مختلف نشان داده است که به طور کلی 
فیلم هاي بر پایه پروتئین خصوصیات ممانعتی بهتري در مقابل 
چربی، اکسیژن و عطر و طعم در رطوبت نسبی پایین دارند از 
این رو به طور گسترده تري براي تهیه فیلم هاي خوراکی استفاده 
و  اسیدآمینه  توالی  با  پلیمرهایی  پروتئین ها   .[4] می شوند 
ساختار مولکولی خاص هستند و بسته به ترتیب توالی اسیدهاي 
آمینه، ساختار دوم، سوم و چهارم پیدا می کنند. تشکیل فیلم 
بین  پیوندهاي  باید  ابتدا  است:  مرحله  سه  شامل  پروتئین  از 
نگه می دارد،  پایدار  طبیعی  حالت  در  را  پروتئین  که  مولکولی 
و  آرایش  پلیمر  زنجیرهاي  بعد  مرحله  در  شوند.  شکسته 
جهت گیري پیداکرده و در نهایت با برهم کنش ها و پیوندهاي 

جدید، شبکه سه بعدي پایداري را تشکیل دهند.
تشکیل فیلم پروتئینی بستگی به توانایی پروتئین در تشکیل 
پیوندهاي بین مولکولی دارد که آن هم به نوبه خود به شکل 
رشته اي  پروتئین هاي  دارد.  بستگی  تولید  شرایط  و  پروتئین 
داشتن  به علت  می شوند)  یافت  حیوانی  منابع  در  بیش تر  (که 
نسبت طول به قطر بالا، توانایی خوبی در تشکیل فیلم دارند 
ولی پروتئین هاي کروي (که بیش تر در بافت هاي گیاهی یافت 
باز  اسید،  حرارت،  توسط  باید  فیلم  تشکیل  براي  می شوند) 
شود؛  باز  ساختارشان  تا  شده  واسرشت  دیگر  حلال هاي  یا  و 

سپس توسط پیوندهاي هیدروژنی، یونی، آب گریز و کووالانسی 
زنجیرها به هم متصل و فیلم پیوسته اي را تشکیل دهند [5]. در 
واقع زیست تخریب پذیري و خصوصیات ممانعتی خوب نسبت 
به شمار می رود  پروتئینی  فیلم هاي  عمده  ویژگی  از  گازها،  به 
انواع ترکیبات آنتی اکسیدان،  افزودن  [6]، ضمن آن که امکان 
ترکیبات ضدمیکروب، ویتامین ها، فلیورها و رنگ ها نیز به فرمول 
تهیه فیلم به منظور بهبود خصوصیات و افزایش عمر ماندگاري 
این  در   .[7] دارد  وجود  آن ها  در  بسته بندي شده  محصولات 
تحقیق نیز یک منبع پروتئینی گیاهی به نام گاودانه براي تهیه 
فیلم بسته بندي مورد توجه قرارگرفت. گاودانه گیاهی از بقولات 
و ماشک ها متعلق به جنس Vicia است. Vicia شامل 160 گونه 
یک و چند ساله است که در سراسر مناطق معتدل اروپا، غرب و 
مرکز آسیا، شمال آفریقا و آمریکا پراکنده می باشد [8]. گاودانه 
 ،Viciaاز گونه هاي یک ساله جنس Vicia ervilia با نام علمی
علفی، داراي یک ریشه اصلی و تعدادي ریشه هاي فیبري جانبی 
نیتروژن  تثبیت  کننده  باکتري  گره هاي  داراي  ریشه ها  است. 
بیش تر  آن  از  و  می باشد  وجهی  اغلب چند  آن  بذور  هستند. 
به عنوان علوفه و پوشش گیاهی خاك هاي شور استفاده می شود 
[9]. گاودانه از نظر کشت و برداشت محصولی فوق العاده به شمار 
می آید، چرا که در خاك هاي خیلی سطحی و قلیایی می تواند 
رشد کند. بازده تولید دانه 2000-500 کیلوگرم در هکتار در 
از آن جایی  با بارش  400-350 میلی متر است [8].  محیطی 
که این دانه در اکثر نقاط کشور به فراوانی و با قیمت مناسب تر 
نسبت به سایر حبوبات (مانند نخود، انواع لوبیا و عدس که از 
آن ها فیلم تهیه شده است) یافت می شود و با درنظرگرفتن این 
نکته که فیلم تهیه شده از پروتئین این دانه خصوصیات فیزیکی 
ـ شیمیایی قابل مقایسه و در بعضی موارد فیلم بهتري را نسبت 
این  هدف   ،[10] است  داده  نشان  پروتئینی  منابع  سایر  به 
تحقیق، شناسایی بیش تر خصوصیات فیلم مورد نظر به منظور 
از آن می باشد به همین دلیل بررسی برخی  استفاده کاربردي 
خصوصیات ساختاري و فعالیت آنتی اکسیدانی فیلم پروتئینی 
تهیه شده از دانه گاودانه و تأثیر آن بر شاخص هاي اکسیداسیون 

روغن آفتابگردان از جمله اهداف تحقیق حاضر بود.
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2- مواد و روش ها
2-1- مواد

دانه گاودانه از مغازه اي محلی در اصفهان تهیه شد. مواد شیمیایی 
این تحقیق شامل هیدروکسید  و حلال هاي مورد استفاده در 
سدیم، اسیدکلریدریک (37٪) و گلیسرول (تقریبا 87٪)، الکل 
اتیلیک 95٪، شناساگر فنل فتالئین، پتاسیم هیدروژن فتالات، 
اسید استیک، کلروفرم، یدید پتاسیم، نشاسته، تیوسولفات سدیم، 
یدات پتاسیم، 1- بوتانول خالص و تیوباربیتوریک اسید از شرکت 
مرك آلمان خریداري شدند. روغن آفتابگردان تصفیه شده بدون 
تامین گردید. بروجن  نهان گل  توسط کارخانه  آنتی اکسیدان 

این تحقیق به طور کلی در دو مرحله انجام شد:
گاودانه  دانه  از  پروتئین  ابتدا  مرحله،  این  در  اول:  مرحله 
پروتئین:  استخراج  شد.  تهیه  آن  فیلم  سپس  و  استخراج 
مقطر  آب  در  سپس  و  شده  آسیاب  گاودانه  دانه هاي  ابتدا 
حجمی   - ــی  وزن  10 به   1 نسبت  با   (pH=11) قلیایی 
زده شد                                                                   به هم  ساعت   1 به مدت  مخلوط  شد.  خیسانده 
به طور  پروتئین  تا   (IKA® RH basic 2, Germany)
شود،  جدا  غیرپروتئینی  ترکیبات  از  و  شود  محلول  کامل 
سانتریفوژ                                                                              دقیقه   10 به مدت   3200  g در  مخلوط  سپس 
سوپرناتانت  آن  از  بعد  شد.   (Sigma 2-16, Germany)
به 5/4 رسانده  نرمال   0/1 HCl با  pH آن  جمع آوري شده و 
شد، دوباره سانتریفوژ انجام گرفته و رسوبات حاصل در شرایط 
خلأ در دماي 40 درجه سانتی گراد خشک شد [11]. از روش 
کلدال براي تعیین و اندازه گیري مقدار پروتئین استفاده و عدد 

به دست آمده در 6/25 ضرب شد [12].
ایزوله پروتئینی به دست آمده  براي تهیه فیلم، کنسانتره یا 
مقطر  میلی لیتر آب   100 5 گرم در  نسبت  به  قبل  مرحله  از 
درصد                    50 نسبت  به  گلیسیرین  بعد  و  حل  ثابت  هم زدن  با 
استفاده  با  محلول   pH شد.  اضافه  پروتئین)  وزنی  ـ  (وزنی 
 85 آب  حمام  در  و  تنظیم   11 روي  نرمال   1  NaOH از 
از  پس  داده شد.  حرارت  دقیقه   20 به مدت  درجه سانتی گراد 
هوا  حباب هاي  حذف  به منظور  نازك  پارچه  یک  از  آن  عبور 
در نهایت به صورت یک لایه نازك و یکنواخت روي شیشه اي 
با  آون  از  داده شد.  قرار  سانتی متر)   30×30) تفلون  پوشش  با 
دماي50 درجه سانتی گراد براي خشک کردن فیلم استفاده شد. 

بعد از خشک شدن، فیلم را برداشته و آزمایش هاي لازم روي 
آن انجام گرفت [4].

فیلم  روي  لازم  آزمایش هاي  مرحله  این  در  دوم:  مرحله 
انجام آزمایش ها  تهیه شده در مرحله اول انجام گرفت. قبل از 
ابتدا باید فیلم هاي تهیه شده مشروط شوند. مشروط کردن فیلم ها 
دماي 25 درجه سانتی گراد  درصد و در   50 در رطوبت نسبی 
نیترات  اشباع  محلول  حاوي  دسیکاتور  در  فیلم  دادن  قرار  با 

منیزیوم با 6 مولکول آب، به مدت 48 ساعت انجام گرفت.

2-2- ضخامت
میکرومتر                         از  استفاده  با  تهیه شده  فیلم هاي  ضخامت 
 sensitivity و   Electronic digital micrometer, DC - 516)
فیلم  10 نقطه متفاوت  اندازه گیري شد. حداقل   (0.001 mm

آمده  به دست  اعداد  میانگین  و  گرفته  قرار  اندازه گیري  مورد 
گزارش شد.

2-3- اندازه گیري میزان مقاومت سطحی
میزان مقاومت سطحی نمونه هاي فیلم تهیه شده، با استفاده از 
 (Static voltmeter R-4021,Switzerland) دستگاه مقاومت سنج
و بر اساس زمان تخلیه الکتریکی تعیین شد. نمونه ها در ابعاد 
مناسب (حدود 10 سانتی متر طول و 1 سانتی متر عرض) آماده 
و بین دو گیره فنري قرار داده شدند. ولتاژ 50 و 15 ولت بین 
دیگر  قسمت  در  انجام تست،  هنگام  و  اعمال  نمونه ها  دو سر 
دستگاه ولتاژ روي150 ولت تنظیم شد. زمان تخلیه الکتریکی 
تا افت تنش به نیمی از مقدار اولیه آن، با یک کرونومتر ثبت 
میزان  زیر  فرمول  مطابق  آمده  به دست  زمان  اساس  بر  شد. 
 28 محیط  دماي  آزمون  انجام  (هنگام  شد  محاسبه  مقاومت 

درجه سانتی گراد و رطوبت نسبی 42 درصد بود): 
میزان مقاومت سطحی (بر اساس اهم)= 1011× زمان برحسب ثانیه 

2-4- آنالیز ساختار فیلم با روش تبدیل فوریه مادون قرمز
شد.  انجام  قرمز  مادون  فوریه  تبدیل  گاودانه  دانه  2پروتئین 
طیف تبدیل فوریه مادون قرمز از 4000 تا  cm-1 650 با قدرت 
اسپکترومترTensor 27 ساخت  از  استفاده  با   1 cm-1 تفکیک 

شرکت Bruker مجهز به سیستم ATR ثبت شد [13].
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2-5- مطالعه ریز ساختار فیلم با استفاده از میکروسکوپ 
نیروي اتمی 

اتمی  نیروي  با استفاده از میکروسکوپ  فیلم  مرفولوژي سطح 
(Bruker, Model Nanos) مطالعه شد. یک پایه Si3N4 با ثابت 
فنر 0/2 نیوتن برمتر و یک نوك وي شکل 450 میکرومتر طول 
تحت  میکرومتري   15×20 تصاویر  و  داده شد  قرار  نمونه  روي 

شرایط محیطی به دست آمد.

2-6- مطالعه ریز ساختار فیلم با استفاده از میکروسکوپ 
 الکترونی

الکترونی  میکروسکوپ  از  استفاده  با  فیلم  مقطع  سطح 
صورت  این  به  شد.  مطالعه   (Philips XL 30, Netherlands)
که ابتدا نمونه فیلم در نیتروژن مایع شکسته شد، سپس فیلم 
شکسته شده با استفاده از چسب دو طرفه مناسب روي لبه هاي 
یک قطعه آلومینیومی مستطیل شکل ثابت شد. سپس به مدت 
با  آن  از  بعد  و  شده  طلاپوشی  میلی آمپر   20 در  ثانیه   300
بزرگنمایی × 1000 و × 5000 زیر میکروسکوپ مشاهده شد. 

طی میکروگرافی ولتاژ 12 کیلوولت مورد استفاده قرار گرفت.

2-7- تعیین فعالیت آنتی اکسیدانی
 مطابق با روش Norajit و همکاران [14] ابتدا فیلم ها داخل 
سرعت  به  و  قرارگرفته  مایع  نیتروژن  تحت  چینی   هاون 
گرم)                    0/2) فیلم هاي خردشده  توسط دسته هاون خرد شدند. 
شیکردار  انکوباتور  توسط  و  مخلوط  متانول  میلی لیتر   5 با 
ساعت   3 به مدت   (IKA® KS 4000 I control, Germany)

به شدت هم زده شدند. سپس در  g 3000 به مدت 20 دقیقه 
فعالیت  بررسی  براي  حاصل  سوپرناتانت  و  انجام  سانتریفوژ 
آنتی اکسیدانی با روش دي پی پی اچ 1مورد استفاده قرار گرفت.
براي انجام این تست، 500 میکرولیتر از عصاره فیلم به سرعت 
به 5 میلی لیتر از محلول متانولی 0/1 میلی مولار دي پی پی اچ 
اضافه و به شدت مخلوط شد. مخلوط حاصل به مدت 30 دقیقه 
در دماي اتاق قرار گرفت و سپس جذب آن در 517 نانومتر قرائت 
شد. جذب خود محلول متانولی دي پی پی اچ نیز در 517 نانومتر 
قرائت و از فرمول زیر میزان فعالیت آنتی اکسیدانی محاسبه شد:

1. 2,2-diphenyl-1-pycrilhydrazyl (DPPH)

درصد مهار رادیکال دي پی پی اچ=
 (جذب دي پی پی اچ /جذب عصاره فیلم -جذب دي پی پی اچ) ×100 

2-8- بررسی فعالیت آنتی اکسیدانی فیلم هاي پروتئینی 
در نمونه روغن آفتابگردان 

از  تهیه شده  پروتئینی  فیلم هاي  بودن  فعال  کنترل  به منظور 
آفتابگردان  روغن  به  تهیه شده  فیلم هاي  آنتی اکسیدانی،  نظر 
روند  در  آن ها  تأثیر  تا  اضافه  آنتی اکسیدان  بدون  تصفیه شده 
اکسیداسیون روغن آفتابگردان در مقایسه با نمونه روغن شاهد 
زیر  به صورت  بررسی  انجام  نحوه  شود.  مشخص  فیلم)  (بدون 

بود:
شماره                 AOCS روش  (مطابق  پراکسید  عــدد  ابتدا 
شماره   AOCS روش  (مطابق  اسیدي  عدد   ، (Cd8-53)
شماره                     AOCS روش  (مطابق  اسید  تیوبابیتوریک  و   (Cd3d)
(Cd19-90)  [15] روغن آفتابگردان بدون آنتی کسیدان در زمان 
صفر اندازه گیري و ثبت شد. سپس شیشه هاي درب داري به ابعاد 
مشخص انتخاب و میزان 80 گرم روغن آفتابگردان داخل آن ها 
ریخته شد. نمونه هاي فیلم به صورت دایره  اي به نحوي بریده شد 
که قطر آن ها از قطر دهانه شیشه ها کم تر و به راحتی داخل 
قرار گرفت. یک شیشه هم حاوي فقط  شیشه و درون روغن 
روغن آفتابگردان و بدون فیلم پروتئینی به عنوان شاهد در نظر 
گرفته شد. از هر نمونه 3 تکرار براي نمونه برداري در زمان هاي 
15 روزه تامین و شیشه ها داخل آون 40 درجه سانتی گراد قرار 
این  روز در نظر گرفته شد و در  انبارداري 45  داده شد. مدت 
اکسیداسیون  به  مربوط  اندیس هاي  یک بار  روز   15 هر  مدت 

روغن در نمونه هاي ذکر شده اندازه گیري و ثبت شد.

2-9- تجزیه و تحلیل داده ها
با سه تکرار انجام و در بخش تأثیر فیلم پروتئینی  آزمایش ها 
پلات  اسپیلیت  آزمایش  روغن  اکسیداسیون  شاخص هاي  بر 
استفاده  با  تصادفی  به طورکامل  طرح  قالب  در  زمان  در 
گرفت. انجام   MSTAT و   SAS  (9.1) افزارهاي  نرم  از 

3- نتایج و بحث
بر اساس وزن  گاودانه 27/62 درصد  آرد دانه  میزان پروتئین 
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خشک به دست آمد که قابل مقایسه با نتیجه سایر محققان است 
که میزان پروتئین دانه گاودانه را در محدوده 20/1 تا 32 درصد 
به  نیز منجر  استخراج پروتئین  فرایند   .[16] گزارش کرده اند 
تهیه کنسانتره پروتئینی با خلوص 86/45 درصد براساس وزن 
استفاده  مورد  فیلم  تهیه  براي  کنسانتره  این  که  شد  خشک 
قرارگرفت. با توجه به عوامل محدودکننده تغذیه اي مانند ال 
، هماگلوتنین، بازدارنده هاي پروتئازي وتانن ها که  ـ کاناوانین 
در دانه گاودانه وجوددارد [17] مقدار پروتئین به نسبت بالاي 
با سایر  مقایسه  ایران در  در  آن  قیمت مناسب  فراوانی و  آن، 
فیلم هاي  تهیه  براي  خوبی  بسیار  پتانسیل  دانه  این  حبوبات، 
شیمیایی  ـ  فیزیکی  خصوصیات  آن که  ضمن  دارد.  پروتئینی 
فیلم تهیه شده از آن نیز نسبت به منابع پروتئینی دیگر قابل 

مقایسه و در برخی موارد بهتر بود [10].

3-1- ضخامت
فیلم هاي تهیه شده پس از خشک شدن به آسانی از ظرف جداشده 
و ضخامت آن ها پس از مشروط شدن در نقاط مختلف ارزیابی شد. 
میانگین اعداد به دست آمده در محدوده 0/02± 0/1 میلی متر بود.

3-2- میزان مقاومت سطحی
این اشاره شد، میزان مقاومت سطحی  از  همان طور که پیش 
ارزیابی  الکتریکی،  بار  به زمان تخلیه  با توجه  نمونه هاي فیلم 
اعمال شد،  ولت بین دو سر نمونه   150 ولتاژ  زمانی که  شد. 
کم تر  ولتاژهاي  از  دلیل  به همین  نبود  پذیر  امکان  زمان  ثبت 
یعنی 50 و 15 ولت استفاده شد. با توجه به زمان هاي ثبت شده 
فیلم ها    سطحی  مقاومت  ولت،   50 ولتاژ  در  فرمول  طبق  و 
به دست  اهم   5/5×  1011 ولت،   15 ولتاژ  در  و  اهم   3×  1011

آمد. با توجه به مقاومت بالاي به دست آمده، فیلم تهیه شده در 
دسته اجسام نارسانا قرار می گیرد البته در مقایسه با پلیمرهاي 
میزان  تحقیق  همین  در  (که  سبک  اتیلن  پلی  مانند  سنتزي 
مقاومت سطحی آن مورد بررسی قرار گرفت و با اعمال ولتاژ 
200 ولت بین دو سر نمونه بعد از گذشت 20 دقیقه هم تخلیه 
بار الکتریکی به طور کامل انجام نشد) نارسانایی آن کم تر است. 
مقاومت سطحی نیز به عنوان یکی از خصوصیات ویژه هر ماده 

می تواند در کاربرد موثر از آن مد نظر قرار گیرد. 

با روش تبدیل فوریه مادون  آنالیز ساختار فیلم   -3-3
قرمز

به عنوان  قرمز  مادون  فوریه  تبدیل  روش  از  معمول  به طور 
ساختاري  برهم کنش هاي  بررسی  جهت  مناسب،  وسیله اي 
فوریه  تبدیل  روش  از  نیز  تحقیق  این  در  استفاده می شود. 
توجه  با   .(1 (شکل  استفاده شد  منظور  همین  به  قرمز  مادون 
به فرمولاسیون فیلم و شرایط قلیایی استفاده شده، برهم کنش 
از اسیدهاي آمینه درگیر در شبکه پروتئینی  بین مجموعه اي 
با  مطابق  است.  انتظار  قابل  نرم کننده  به عنوان  گلیسرول  و 
 3284  cm-1 در  مشخصی  پیک هاي  آمده،  به دست  طیف 
 C-H 3100 مربوط به cm-1 ،(کششی) NH و OH مربوط به
 C-H به  2908مربوط   cm-1 و   2937 (کششی)،  آروماتیک 
کربونیل،  گروه  به  مربوط   1753  cm-1 (کششی)،  آلیفاتیک 
 cm-1 ،(خمشی) آمیدي N-H 1546 مربوط به cm-1 1643 و 
به  مربوط   1404  cm-1 (خمشی)،   CH2 به  مربوط   1458
 C-O 1045 مربوط به cm-1 و (-O=C-O) گروه کربوکسیلات
به  متعلق  آمده  به دست  طیف  است.  مشاهده  قابل  (کششی) 
درصد   5) گاودانه  دانه  پروتئینی  کنسانتره  از  تهیه شده  فیلم 
گلیسرول  و   (11  pH با  قلیایی  مقطر  آب  میلی لیتر   100 در 
(50 درصد وزنی/ وزنی کنسانتره پروتئینی) به عنوان نرم کننده 
است و با اضافه کردن یا کم کردن هر ترکیبی در فرمولاسیون 
فیلم، پیک ها از نظر شدت و موقعیت تغییر کرده و در مقایسه 
کرد. تفسیر  را  حاصله  نتایج  می توان  کنترل  نمونه  پیک  با 

شکل (1) طیف تبدیل فوریه مادون قرمز فیلم تهیه شده از پروتئین دانه 
گاودانه
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3-4- مطالعه ریز ساختار فیلم با استفاده از میکروسکوپ 
نیروي اتمی

در شکل 2 تصاویر دو بعدي (سطح) و سه بعدي فیلم حاصل 
از پروتئین دانه گاودانه قابل مشاهده است. با توجه به تصاویر، 
فیلم مورد نظر سطحی به نسبت نرم و ماتریکس پیوسته اي دارد 
تحقیقات  در  می دهد.  نشان  را  نانومتر   10/63 سطح  زبري  و 
زئین  از  تهیه شده  فیلم  براي  نانومتر   19/7 زبري سطح  دیگر 
فیلم  براي  میکرومتر   79/1 و  گلیسرول  نرم کننده  با  ذرت 
حاصل از پروتئین آب پنیر و نرم کننده گلیسرول (ابعاد اسکن 
10×10میکرومتر) به دست آمده است [6]. در واقع این تصاویر 
این  از  پیش  که  فرمولی  با  گاودانه  پروتئینی  فیلم  به  مربوط 
اشاره شده، می باشد. بدیهی است هر تغییري در فرمولاسیون، 
بر ساختار دو بعدي و سه بعدي و زبري سطح فیلم مورد نظر 
می توان  کنترل  نمونه  تصاویر  با  مقایسه  با  و  است  تأثیرگذار 

تفاوت ها را تشخیص داد.

شکل (2) تصاویر دو بعدي (a) و سه بعدي (b) فیلم تهیه شده از پروتئین 
دانه گاودانه

3-5- مطالعه ریز ساختار فیلم با استفاده از میکروسکوپ 
الکترونی

گاودانه  دانه  پروتئین  از  تهیه شده  فیلم  مقطع  سطح  تصویر 
ساختار  یک  نظر  مورد  فیلم  شده است.  آورده   3 درشکل 
شبکه اي و به  نسبت متراکم را نشان می دهد البته سوراخ هاي 
واقع  در  می شود.  دیده  آن  نقاط  بعضی  در  نیز  ریزي  بسیار 
آن  به ساختار  توجه  با  تهیه شده  فیلم  از خصوصیات  بسیاري 
نفوذپذیري  میزان  هرچند  که  این  جمله  از  است.  قابل توجیه 
دیگر  پروتئینی  فیلم هاي  برخی  با  مقایسه  در  رطوبت  به  آن 
کم تر است [10]. اما در مقایسه با فیلم هاي سنتزي مانند پلی 
اتیلن سبک بسیار بیش تر است که با توجه به ساختار آن قابل 
توجیه است. باوجود این که فیلم موردنظر انعطاف پذیري بسیار 
خوبی در مقایسه با سایر فیلم هاي پروتئینی دارد [10]. وجود 
سوراخ هاي ریز مشاهده شده در ساختار آن سبب می شوند که 
فیلم تا حدي نیروي کششی اعمال شده را تحمل کند و بعد از 
مدتی به دلیل وجود همین سوراخ ها دچار پارگی شده و قابلیت 
قابليت  و  پارگي شده  دچار  سوراخ ها  همين  خووجود  کشش 
کشش خود را از دست بدهد. Tang و همکاران (٢٠٠٥) [١٨] 
نيز ساختار کشباف مانند و به طور نسبي متخلل را براي فيلم 
تهيه شده از پروتئين سويا (و نرم کننده گليسرول به ميزان ٠/٦ 
گرم به ازاي هر گرم پروتئين سويا) گزارش کردند. صارم نژاد 
فيلم  مقطع  سطح  مشاهده  با  نيز   [١٩]  (٢٠١١) همکاران  و 
 (١٢  pH و  درصد   ٤٠ (نرم کننده گليسرول  باقلا  از  تهيه شده 

ساختار به طور نسبي متخلل را براي آن گزارش کردند.

3-6- تعیین فعالیت آنتی اکسیدانی
رادیکال  مهار  روش  با  نظر  مورد  فیلم  آنتی اکسیدانی  فعالیت 
دي پی پی اچ 22/56٪ به دست آمد (شکل 4) که در مقایسه با 
فیلم هاي پلی ساکاریدي مانند کیتوزان یا آلجینات که فعالیت 
براي آن ها گزارش  با همین روش   ، آنتی اکسیدانی حدود ٪5 
در  حتی  آن  فعالیت   .[13  ،14] می باشد  بیش تر  بسیار  شده 
مقایسه با فیلم هاي پروتئینی نیز مانند فیلم تهیه شده از کنجاله 
آفتابگردان پس از روغن کشی که فعالیت آنتی اکسیدانی حدود 

10٪ را نشان داد، بالاتر است [7]. 
از  آنتی اکسیدانی  فعالیت  اندازه گیري  براي  تحقیق  این  در 
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که  هنگامی  آزمون  این  در  شد.  استفاده  دي پی پی اچ  روش 
محلول دي پی پی اچ (یک رادیکال آزاد پایدار) با نمونه مخلوط 
شود، نمونه به عنوان دهنده اتم هیدروژن عمل کرده و یک فرم 
غیررادیکالی پایدار دي پی پی اچ با تغییر هم زمان رنگ بنفش به 
زرد به دست می آید. در این تست، آنتی اکسیدان هاي موجود در 
نمونه، دي پی پی اچ را به ترکیبی به نام دي فنیل پیکریل هیدرازین 
محلول هاي  رنگ  تغییر  و  است  رنگ  زرد  تبدیل می کنند که 
واکنش دهنده نیز به همین دلیل اتفاق می افتد. طول واکنش به 
توانایی هیدروژن دهندگی آنتی اکسیدان هاي موجود در نمونه 

بستگی دارد [13].
فعالیت آنتی اکسیدانی پروتئین ها مربوط به اسیدهاي آمینه 
آمینه  اسیدهاي  آنتی اکسیدانی  فعالیت  است.  آن ها  سازنده 
آروماتیک مانند تیروزین، فنیل آلانین و تریپتوفان و اسیدهاي 
آمینه حاوي سولفور مانند سیستئین به توانایی آن ها در دادن 
پروتون به رادیکال هاي آزاد برمی گردد [20]. اسیدهاي آمینه 
نیز  (لیزین و آرژنین)  بازي  اسیدي (آسپارتات و گلوتامات) و 
از آنتی اکسیدانی  فعالیت  فلزي  یون هاي  کلات کردن  به دلیل 

دو  در  گاودانه  پروتئینی  فیلم  مقطع  از  تهیه شده  تصاویر   (3) شکل 
(b) 5000 و (a) 1000 بزرگنمایی

اسیدهاي  مناسب  موقعیت  البته   .[21] می دهند  نشان  خود 
آمینه در یک زنجیره پروتئینی نیز فاکتور بسیار مهم و موثري 
فعالیت آنتی اکسیدانی آن ها محسوب می شود [22]. در  براي 
توسط  گاودانه  دانه  پروتئین  آمینه  اسیدهاي  آنالیز   1 جدول 
آنتی اکسیدانی  فعالیت  تفاوت  شده است.  آورده  محققان  سایر 
فیلم مورد نظر با سایر فیلم هاي زیست تخریب پذیر با توجه به 
منبع تهیه فیلم و روش اندازه گیري فعالیت آنتی اکسیدانی قابل 
توجیه است به این ترتیب که منبع تهیه فیلم مورد نظر پروتئین 
دانه گاودانه است و همان طور که پیش از این اشاره شد، خودِ 
را  فیلم  اصلی  ساختار  پروتئین ها که  آمینه سازنده  اسیدهاي 
تشکیل می دهند داراي فعالیت آنتی اکسیدانی هستند. بنابراین 
طبیعی است که در مقایسه با فیلم هایی که منشا پلی ساکاریدي 
در  نشان دهند.  را  متفاوتی  آنتی اکسیدانی  فعالیت  دارند 
نیز  آفتابگردان  کنجاله  پروتئین  از  تهیه شده  فیلم  با  مقایسه 
فعالیت آنتی اکسیدانی  اندازه گیري  براي  از روش هاي متفاوتی 
از روش  تحقیق  این  در  که  ترتیب  این  به  استفاده شده است. 
استفاده  آنتی اکسیدانی  فعالیت  اندازه گیري  براي  دي پی پی اچ 
شد درحالی که فعالیت آنتی اکسیدانی فیلم تهیه شده از پروتئین 
ارزیابی گردیده است.  کنجاله آفتابگردان با روش اي بی اس تی1 
فعالیت  اندازه گیري  تفاوت در روش  فیلم،  تهیه  منبع  علاوه بر 
آنتی اکسیدانی نیز می تواند یک از علل تفاوت در نتایج به دست 

آمده باشد.

3-7- تأثیر فیلم پروتئینی بر شاخص هاي اکسیداسیون 
روغن آفتابگردان

مطابق با نتایج به دست آمده حضور فیلم پروتئینی اثر معنی داري 
بر کاهش روند اکسیداسیون روغن آفتابگردان داشت. به نحوي 
که عدد پراکسید، عدد اسیدي و عدد تیوباربیتوریک اسید در 
نمونه هاي روغن حاوي فیلم پروتئینی در مقایسه با نمونه کنترل 
(بدون فیلم) به طور معنی داري (p<0/001) کم تر بود. همان طور 
که پیش از این بحث شد با توجه به این که پروتئین ها ساختار 
و  می دهند  تشکیل  را  تحقیق  این  در  نظر  مورد  فیلم  اصلی 
پروتئین هاي مختلف نیز داراي فعالیت آنتی اکسیدانی هستند 
یافته است.  روند اکسیداسیون کاهش  فیلم  در حضور  بنابراین 

1. 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)
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جدول (1) میزان پروتئین (بر اساس وزن خشک) و اسیدهاي آمینه  در 100 گرم پروتئین دانه گاودانه

CP26/5621/1پروتئین خام
Arg7/428/2آرژنین
His2/762/7هیستیدین
Ile3/883/7ایزولوسین

Leu6/638/2لوسین
Lys7/428/0لیزین
Met1/110/6متیونین
Cys0/490/8سیستئین
Phe4/475/3فنیل آلانین
Tyr2/212/4تیروزین
r3/884/3تریپتوفان
Val3/974/6والین
Asp13/8312/6اسید آپارتیک
Glu19/6319/6اسید گلوتامیک
Gly4/104/7گلایسین
Ser4/526/3سرین
Ala4/635/0آلانین
Pro2/3-پرولین

Sadeghi و همکاران -منبع
[17]

Pastor-Cavada و 
همکاران  [16]

شکل (4) فعالیت آنتی اکسیدانی فیلم پروتئینی گاودانه در مقایسه با سایر فیلم هاي زیست تخریب پذیر
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آمینه  اسیدهاي  به  مربوط  پروتئین ها  آنتی اکسیدانی  فعالیت 
فعالیت  ساختارشان  و  نوع  به  بسته  که  است  آن ها  سازنده 
آنتی اکسیدانی خاصی را نشان می دهند و بنابراین می توانند اثر 

مثبتی بر کاهش اکسیداسیون روغن داشته باشند. 

3-7-1- عدد پراکسید
در ابتدا عدد پراکسید روغن آفتابگردان 0/998 میلی اکی والان 
اکسیژن در کیلوگرم روغن بود که در هر دو نوع نمونه تا روز 
که  تفاوت  این  با   (5 (شکل  داشته است  صعودي  روندي   45
میزان افزایش آن در نمونه روغن بدون فیلم به مراتب بیش تر 
از نمونه روغن حاوي فیلم بوده است. هیدروپراکسیدها محصول 
در  که  هستند  غیراشباع  چرب  اسیدهاي  و  اکسیژن  واکنش 
مرحله اول اکسیداسیون تشکیل می شوند و بنابراین با گذشت 
زمان میزان این ترکیبات افزایش می یابد تا این که مقدار آن ها 
ثانویه  مرحله  وارد  اکسیداسیون  سپس  برسد،  معینی  حد  به 
شده و این ترکیبات به سرعت تجزیه شده و مواد فرار آلدهیدي 
بنابراین عدد پراکسید کاهش  و کتونی را تشکیل می دهند و 
به  بود  طولانی تر  آزمایش  زمان  مدت  اگر  این  بنابر  می یابد. 

احتمال زیاد عدد پراکسید کاهش می یافت.

3-7-2- عدد اسیدي
میلی گرم   0/127 آفتابگردان  روغن  اسیدي  عدد  ابتدا  در 
هیدروکسید پتاسیم در گرم روغن بود. شکل 6 نشان می دهد 
به طور  انبارداري  زمان  افزایش  با  نمونه ها  اسیدي  عدد  که 
تقریبی روند افزایشی داشته است، البته این افزایش در نمونه 
روغن کنترل نسبت به نمونه روغن حاوي فیلم بیش تر است. 
مولکول  اکسیداسیون روغن،  و  نتیجه فساد هیدرولیتیکی  در 
تري آسیل گلیسرول به گلیسرول و اسیدهاي چرب آزاد تجزیه 

می شود در نتیجه عدد اسیدي روغن افزایش می  یابد.

3-7-3- عدد تیوباربیتوریک اسید
گاهی به دلیل گسترش فساد روغن، محصولات اولیه اکسیداسیون 
مانند هیدروپراکسیدها به آلدهیدها و کتون ها تجزیه شده و عدد 
پراکسید کاهش می یابد، بنابراین جهت تشخیص و اندازه گیري 
و  آلدهیدها  مانند  اکسیداسیون  از  حاصل  ثانویه  محصولات 

مالون  انجام می شود.  اسید  تیوباربیتوریک  آزمایش  کتون ها  و 
آلدهید، آلدهیدي است که به طور عمده در اثر تجزیه اسیدهاي 
چرب چند غیراشباعی تشکیل می شود. در اندازه گیري اندیس 
اسید  تیوباربیتوریک  با  آلدهید  مالون  اسید،  تیوباربیتوریک 
واکنش می دهد. بنابراین میزان تیوباربیتوریک طی اکسیداسیون 
افزایش می یابد. طی اکسیداسیون ممکن است آلدهیدها خود 
اکسیدشده و به اسیدهاي کربوکسیلیک تبدیل شوند که در این 
یافت [23]  صورت میزان تیوباربیتوریک اسید کاهش خواهد 
مانند آنچه در نمونه کنترل در روز 45 انبارداري مشاهده شد 

(شکل 7). 
 [24]  (2010) همکاران  و   Atares توسط  تحقیقی  در 
تهیه شده  پروتئینی  فیلم هاي  آنتی اکسیدانی  ظرفیت  نیز 
(نسبت  زنجبیل  و  دارچین  حاوي  و  تنها  سدیم  کازئینات  از 
دارچین و زنجبیل به پروتئین 0/075 به 1) بر عدد پراکسید 
روغن آفتابگردان در یک دوره انبارداري 50 روزه و در دماي 
نشان داد  نتایج  قرارگرفت.  بررسی  مورد  40 درجه سانتی گراد 
به عنوان  پروتئینی  فیلم  از  که  نمونه هایی  در  پراکسید  عدد 
استفاده  آفتابگردان  روغن  حاوي  ظرف  درب  براي  پوشش 
بود. در  از نمونه بدون فیلم  شده بود به طور معنی داري کم تر 
این تحقیق فعالیت آنتی اکسیدانی فیلم هاي پروتئینی بیش تر 
بر  آن  تأثیر  و  اکسیژن  به  آن ها  نفوذپذیري  میزان  طریق  از 

اکسیداسیون روغن مد نظر قرار گرفته بود. 
زیتون  روغن  پایداري  نیز   [25]  (2010) همکاران  و   Cho

را از طریق اندازه گیري عدد پراکسید در کیسه هاي1 تهیه شده 
از نایلون و کیسه هاي دو لایه تهیه شده از زئین ذرت و ایزوله 
پروتئینی سویا در سه دماي 30، 40، و 50 درجه سانتی گراد و 
به مدت 4 ماه بررسی کردند. مطابق نتایج به دست آمده پایداري 
روغن زیتون در کیسه هاي دو لایه فیلم هاي پروتئینی نسبت 
به کیسه هاي نایلونی بیش تر بود ضمن آن که مطابق انتظار عدد 
نوع نمونه در دماهاي بالاتر نسبت به دماهاي  پراکسید هردو 
فعالیت  نیز  تحقیق  این  در  داشت.  بیش تري  افزایش  پایین تر 
آنتی اکسیدانی فیلم ها هم از طریق میزان نفوذپذیري آن ها به 
و  دهنده آن ها  ترکیبات ساختار تشکیل  تأثیر  و هم  اکسیژن 

تأثیرشان بر اکسیداسیون روغن مورد بررسی قرار گرفته بود. 

1. Pouch
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شکل (5) مقایسه میانگین اثر متقابل نوع نمونه روغن و زمان بر عدد پراکسید روغن آفتابگردان در حضور و عدم حضور فیلم پروتئینی
در هر ستون، تفاوت میانگین هاى داراى حروف غیر مشترك با آزمون LSD در سطح 5 درصد معنى دار است.

شکل (6) مقایسه میانگین اثر متقابل نوع نمونه روغن و زمان بر عدد اسیدى روغن آفتابگردان در حضور و عدم حضور فیلم پروتئینی
در هر ستون، تفاوت میانگین هاى داراى حروف غیر مشترك با آزمون LSD در سطح 5 درصد معنى دار است.
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شکل (7) مقایسه میانگین اثر متقابل نوع نمونه روغن و زمان بر عددتیوباربیتوریک اسید روغن آفتابگردان در حضور و عدم حضور فیلم پروتئینی
در هر ستون، تفاوت میانگین هاى داراى حروف غیر مشترك با آزمون LSD در سطح 5 درصد معنى دار است.

4- نتیجه گیري
از آن جا که ارتباط مستقیمی بین خصوصیات فیزیکی ـ شیمیایی 
خصوصیات  تحقیق  این  در  دارد،  وجود  فیلم ها  ساختاري  و 
ساختاري فیلم حاصل از پروتئین دانه گاودانه، با تبدیل فوریه 
مادون قرمز، میکروسکوپ نیروي اتمی و میکروسکوپ الکترونی 
مورد بررسی قرار گرفت. مطابق با نتایج به دست آمده فیلم مورد 
به هم  متراکم و  به طور  نسبی سطحی صاف و ساختاري  نظر، 
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