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 4/3/98تاریخ پذیرش:                                                                                                     26/11/97تاریخ دریافت: 

 چکیده

اند. هم وابستهتغذیه بسیار بههای متوالی، نشان داده است که سلامت و مشاهدات و مطالعات درطول سال نتایج حاصل از سابقه و هدف:

های شوند که پس از ورود و جذب به بدن، توانایی تحریک فعالیتای تعریف میهای هیدرولیز شدهعنوان پروتئینپپتیدهای زیست فعال به

رولیز شده انجام گرفت و آنزیم پپسین بر پروتئین هسته پرتقال جهت دستیابی به پروتئین هید افزودن تأثیر پژوهش این درمطلوب را دارند. 

 اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده ارزیابی شد. های آنتیویژگی

% 3تا  1پپسین در نسبت مختلف )  در این پژوهش ابتدا استخراج کنسانتره پروتئین صورت گرفت، سپس با استفاده از اثر آنزیم ها:مواد و روش

گراد، پروتئین هسته پرتقال هیدرولیز شد و شرایط بهینه برای تولید  سانتی درجه 30-40ساعت( در دمای 5تا  2وزنی( و بازه زمانی ) -وزنی

، OH، قدرت مهار کنندگی رادیکال DPPH)قدرت مهار کنندگی رادیکال  اکسیدانی های آنتی های هیدرولیز شده دارای بهترین ویژگیپروتئین

 شد. اکسیدانی کل(  انتخاب و ویژگی آنتی  +Fe3قدرت احیا کنندگی

 63/59وزنی( با مقادیر -درصد وزنی 35/2ساعت و نسبت  4گراد، زمان درجه سانتی 33تیمار بهینه در شرایط تعیین شده )دمای  :هايافته

  +Fe3درصد برای قدرت احیاکنندگی OH ،83/57های  درصد برای قدرت مهار رادیکال DPPH ،12/48های آزاد  درصد برای قدرت مهار رادیکال

یید مقادیر پیشنهاد شده توسط نرم افزار، بر أاکسیدانی به منظور ت های آنتیاکسیدانی کل به دست آمد. آزمون درصد برای ظرفیت آنتی 59/87 و

 تیمار بهینه صورت گرفت.

ان افزودنی طبیعی عنویی به اغذاد مون فرمولاسیواند در میتوه حاصل از هسته پرتقال لیز شدروتئین هیدورـکه پن داد نتایج نشا گیري: نتیجه

 شته باشد.د دابررقابلیت کاده به عنوان دارو ستفاانیز انی و کسیدانتیبا قابلیت آ

 یابیهسته پرتقال، خصوصیات ضد اکسیدانی، پپتیدهای زیست فعال، آنزیم پپسین، بهینه واژگان كلیدي:

  مقدمه 

هـای هیـدرولیز   عنـوان پـروتئین  پپتیدهای زیست فعال به

شـوند کـه پـس از ورود و جـذب در بـدن،      ای تعریف مـی شده

هــای مطلــوب و فیزیولــوژیکی نظیــر عالیــتتوانـایی تحریــک ف 

ــت ــد ) فعالی ــز دارن ــونی را نی ــای هورم ــت .(1، 2ه ــای فعالی ه

زایـی،  بیولوژیکی ناشی از این پپتیـدها، شـامل فعالیـت ایمنـی    

اکسیدانی، ضد دیابتی، ضد فشارخون، ضد میکروبی، ضـد  آنتی

 ترومبوتیک، چلاته کنندگی فلزات )نظیر آهن(، قـدرت اتصـال  

(. این ترکیبات زیسـت  3، 4باشند )به مواد معدنی میدهندگی 

-صورت غیـر  های پروتئین اولیه خود بهفعال اغلب در مولکول

فعال بوده و توسط فرآیندهایی نظیر: تخمیر میکروبی پروتئین 

هـای  های پروتئولیتیک، پروتئولیز توسط آنـزیم توسط میکروب

ها و نیز پروتئـولیز  استخراج شده از گیاهان و یا میکروارگانیسم

 WiriyapHan(. 5، 6شـوند ) های گوارشی آزاد میتوسط آنزیم

دست آمـده  ( گزارش کردند که پپتیدهای به2012و همکاران )

هــای غـذایی توســط پپسـین، آلکــالاز و   از هیـدرولیز پـروتئین  

نتایج  (.7باشند )اکسیدانی میهای آنتیتریپسین دارای ویژگی

( نشان داده است 2014و همکاران )  Chenحاصل از مشاهدات

-که در هیدرولیز پروتئین تخم مرغ با استفاده از مخلوط آنزیم
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هــای آلکــالاز و پروتئــاز، پپتیــدهایی کــه دارای وزن مولکــولی 

باشـند، دارای بیشـترین   کیلودالتـون مـی   5پایین و در حـدود  

ــار کــردن رادیکــال   فعالیــت آنتــی و  DPPHاکســیدانی در مه

(. 8باشـند ) روکسیل و قدرت احیای یون آهن مـی رادیکال هید

Bougatef  ( ــاران ــی 2010و همک ــوات آنت ــی خ -( در بررس

ی سـاردین بـا اسـتفاده از    اکسیدانی پروتئین هیـدرولیز شـده  

های پروتئازی، به این نتیجه دست یافتند که بـا افـزایش   آنزیم

اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده درجه هیدرولیز، فعالیت آنتی

یابد و پپتیدهای بـا وزن مولکـولی پـایین دارای    یز افزایش مین

نتـایج حاصـل از   (. 9اکسیدانی بالایی نیز هستند )فعالیت آنتی

اکسـیدانی  ای از ماهی نشان داد که فعالیت آنتیهیدرولیز گونه

 ـ % افـزایش مـی  40با افـزایش درجـه هیـدرولیز تـا      (. 10د )یاب

Lahart  ( به این 2011و همکاران )     نتیجـه دسـت یافتنـد کـه

طــی هیــدرولیز پــروتئین، وزن مولکــولی ترکیبــات حاصــل از 

هـای بـا وزن مولکـولی    یابد و هیدرولیزاتهیدرولیز کاهش می

دهنـد  اکسیدانی بیشتری از خود نشان مـی کمتر، فعالیت آنتی

(. نتایج حاصل از آزمایشات نشان داده است که هیـدرولیز  11)

های آلکالاز، پپسین و ضور آنزیمپروتئین گوشت گوسفند در ح

-باشـد. بـه  اکسیدانی نیز می کیموتریپسین دارای خاصیت آنتی

حضـور مقـادیر بـالایی از    تـوان بـه  کلی این ویژگـی را مـی  طور

ــتر    ــین نســبت داد. بیش ــه هیســتیدین و لوس اســیدهای آمین

گریـزی نقـش بسـیار کلیـدی در     محققان بر این باورند که آب

منظـوره از جملـه: خاصـیت ضـد      چند پپتیدهای زیست فعال

ــی  ــالا و آنت ــارخون ب ــیدانی داردفش ــدی و 12) اکس (. نورمحم

اکسیدانی و پروفایـل  ( در بررسی فعالیت آنتی2017همکاران )

ی کـدو تخـم کاغـذی    اسیدهای آمینه پروتئین هیدرولیز شده

(Cucurbita pepo   توسط دو آنزیم آلکالاز و ترپسین، بـه ایـن )

های پروتئینی تولید شده فتند که هیدرولیز شدهنتایج دست یا

هـای آزاد  توسط آنـزیم آلکـالاز، از نظـر مهـار کـردن رادیکـال      

DPPHاکسیدانی کـل، دارای  ، چلاته کنندگی یون آهن و آنتی

هـای  اکسیدانی بالاتری نسبت بـه هیـدرولیز شـده   فعالیت آنتی

قیم باشند و یک رابطه مستتولید شده توسط آنزیم ترپسین می

های هیدرولیز شده و اکسیدانی این پروتئینمیان خاصیت آنتی

ــود دارد )    ــدروفوب وج ــه هی ــیدهای آمین ــدی و 13اس (. موی

( با استفاده از روش تخمیر میکروبـی )توسـط   2016همکاران )

( بر فـرآورده ی جـانبی کارخانـه ی رب    Aباسیلوس سوبتلیس 

ی رب گیـری،  ی باقی مانده حاصل از مرحلهشامل تفاله و دانه

ی با ارزش افزوده کردند. اقدام به تولید پروتئین هیدرولیز شده

ها اثر شرایط مختلف شامل دمای گرم خانـه  در این تحقیق آن

را بر فعالیت پروتئازی آنـزیم هـای     pHو زمان تخمیر و میزان

این کشت میکروبی و همچنین بر رهایش پپتیدهایی با ویژگی 

% فعالیـت  70کردند. نتایج بیانگر ایجـاد  اکسیدانی ارزیابی  آنتی

% فعالیت احیا کنندگی یـون  8/69و  DPPHمهار رادیکال آزاد 

  (2014و همکــاران )   Castro(.14آهــن ســه ظرفیتــی بــود )

ی چنـدین پـروتئین   مطالعه ای در رابطه با اثر تقویـت کننـده  

هیدرولیز شده شامل ایزوله ی پروتئین سویا، پـروتئین سـرمی   

ی تخم مرغ انجام دادند. هیدرولیز توسط پروتئین سفیدهگاو و 

اکسـیدانی   هـای آنتـی  پروتئاز فلاورزایم انجام شد. نتایج آزمون

هـای هیـدرولیز شـده کـه بـا مـدل       نشان داد مخلوط پروتئین

ــا ( Mixture) آمــاری طــرک میکســچر در ســطوک مشخصــی ب

 یکدیگر مخلوط شده بودند باعث افزایش حدود سه برابـر مهـار  

گردیـد و نتـایج بـه کـارگیری هیـدرولیز       DPPHرادیکال آزاد 

های پروتئینی از منابع مختلف پروتئینی را به عنوان منبع شده

های اکسیداسیون پیشنهاد غنی جهت کنترل و کاهش واکنش

(. نتایج حاصل از مشـاهدات نشـان داده اسـت کـه     15کردند )

درولیز دسـت آمـده از هی ـ  ی بـه هـای هیـدرولیز شـده   پروتئین

پروتئین سویای تخمیر شـده توسـط بـاکتری لاکتوباسـیلوس     

دارای فعالیت بازدارنـدگی بـر    mg/ml10سوبتیلیس در غلظت 

-%( نیز می96%( و هیدروکسیل )62های سوپراکسید )رادیکال

طورکلی نتـایج حاصـل از مطالعـات انجـام شـده      به(. 16باشد )

عنـوان  بـه هـای هیـدرولیز شـده    نشان داده است که پـروتئین 

شـوند و  کار گرفته میهای هیدرولیز نشده بهجایگزین پروتئین

نتایج نیز نشان داده است کـه ایـن ترکیبـات زیسـت فعـال در      

های کبدی، فنیـل  ها از جمله: بیماریدرمان بسیاری از بیماری

-باشند و نیز بـه کتونوریا، فشارخون، دیابت تا حدودی موثر می

سال و ورزشکار، غذایی افراد میان طور موفقیت آمیزی در رژیم

-به عنوان ترکیبات فراسودمند و انرژی زا جهت تولید فـرآورده 

شـوند  کار گرفته میهای غنی شده با پپتیدهای زیست فعال به

(17.) 

( و خـــانواده citrusمیـــوه پرتقـــال، از گونـــه مرکبـــات )

(Rutaceaeمی ) ای بـه میـزان   باشد که در کشورهای مدیترانـه

(. نتـایج حاصـل از مطالعـات    18گـردد ) توجهی تولید میقابل 

نشان داده است که هسته مرکبات منابع غنـی و بـا ارزشـی از    

باشـد و ایـن میـزان    های گیاهی و خوراکی میپروتئین و روغن

%  بر اساس وزن خشک متغیـر  9/17-5/26پروتئین در مقادیر 

جـام  چنین براساس نتایج حاصل از تحقیقـات ان (. هم19است )

شده، مشـخ  شـده اسـت کـه هسـته پرتقـال دارای مقـادیر        

باشد؛ در مناسبی از مواد معدنی، از جمله کلسیم و روی نیز می

تـوان  گیری شده حاصل از هسته پرتقال مینتیجه از آرد چربی

(. از 20عنوان مواد افزودنـی مـوثر در غـذاها اسـتفاده کـرد )     به
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در هسته پرتقال، از  ای موجودطرفی مقدار ترکیبات ضد تغذیه

جمله: اسید فیتیک، تانین، بازدارنـده تریپسـین و اگـزالات بـه     

 48/2گـرم،  میلی 76/1گرم، میلی 5/3گرم، میلی71/10ترتیب 

گرم وزن آرد پرتقال بر اسـاس وزن   100گرم به ازای هر میلی

(. همچنین مقادیر اسیدهای 20خشک نیز گزارش شده است )

رود  هسته زیاد است، از این رو انتظـار مـی  آمینه آبگریز در این 

های هیدرولیز شده منبع مناسبی این گیاه برای تولید پروتئین

 (.20باشد )

که، تحقیقی  جاییتاکنون براساس اطلاعات موجود از آن

گیری شده هسته در زمینه هیدرولیز پروتئین از آرد چربی

؛ لذا در های پروتئازی صورت نگرفته استپرتقال توسط آنزیم

گیری شده هسته شود پروتئین آرد چربیاین تحقیق سعی می

های هیدرولیز شده با کیفیت پرتقال جهت تولید پروتئین

اکسیدانی مناسب و خاصیت سلامتی بخش بالا )ویژگی آنتی

بالا( توسط آنزیم پپسین، مورد هیدرولیز قرار گیرد و ویژگی 

ز شده نیز در محیط های هیدرولیاکسیدانی این پروتئینآنتی

in- vitro   ارزیابی قرار گیرد. مورد 

  هامواد و روش 
مواد اولیه تهیه شده این تحقیق )هسته پرتقال(، از  

کارخانجات  -شرکت تعاونی کشاورزی باغداران مرکبات رامسر

تمام مواد شیمیایی به کار  کشت و صنعت کوثر تهیه گردید.

تهیه شدند و از درجه  Merckبرده شده این پژوهش از شرکت 

 آزمایشگاهی برخوردار بودند.

ابتـدا  : ی هسته پرتقالگیری شدهآماده سازی آرد چربی

ی پالپ از تفاله هسته پرتقـال جـدا    پوست و مقادیر باقی مانده

گردید؛ سپس هسته پرتقال پس از تمیز شدن وخشک کـردن  

 (Perten,3100ب توسط دستگاه آسیادر برابر تابش نور آفتاب، 

عبـور   30ساخت کشور آلمان(، به آرد تبدیل و از الک بـا مـش  

ساعت )در دو نوبـت( بـا    4داده شد. آرد کامل حاصل به مدت 

 10بـه 1% بـا نسـبت   95هگزان بـا خلـوت بـیش از     -nحلال 

سـاعت دردمـای    48داری بـه مـدت   گیری و پس از نگـه چربی

لـک بـا   محیط به منظورخروج کامل بقایای حـلال، مجـددا از ا  

گیـری ترکیبـات تشـکیل دهنـده     اندازهعبور داده شد،  70مش

گیری شـده )شـامل رطوبـت، پـروتئین، چربـی،      کنجاله چربی

و ( 21انجام گرفته شـد )  AOACخاکستر( با استفاده از روش 

گیری شده تا مرحله استخراج پـروتئین در  در نهایت آرد چربی

 .گراد نگه داری شددرجه سانتی -18دمای فریزر 

تولید کنسانتره پروتئینی هسته پرتقاال ههات تولیاد    

ی ی کنسـانتره بـه منظـور تهیـه    : پروتئین هیدرولیز شاده 

ی ی هسـته گیری شدهپروتئینی هسته پرتقال، ابتدا آرد چربی

بـا آب مقطـر مخلـوط شـد و در دمـای       1:10پرتقال به نسبت

حلالیـت  pHمحیط با سدیم هیدروکسید یک نرمال به بیشینه 

(. سپس نمونه حاصل به مدت یک ساعت =10pHرسانده شد )

گراد بـا  درجه سانتی 4در دمای محیط هم زده شد و در دمای 

ــدت  rpm12000دور ــه م ــانتریفیوژ  15ب ــه س  ,Hanil)دقیق

combi 514R, Korea)    گردید. سوپرناتانت حاصـل جداسـازی

نرمــال بــه نقطــه ایزوالکتریــک  1شــده و بــا اســیدکلریدریک 

(3pH=) دقیقه در دمای محیط قـرار   30مدت رسانده شد و به

درجـه   4گرفت. در مرحله بعد سوسپانسیون حاصـل در دمـای  

دقیقـه سـانتریفیوژ    15به مدت  rpm12000گراد با دورسانتی

لیتـر آب مقطـر شستشـو و    میلی 20گردید. رسوبات حاصل با 

، سازنده شرکت اپـرون  FD4توسط خشک کن انجمادی ) مدل 

 (.22بی( خشک شدند )کره جنو

به منظور هیدرولیز کنسانتره : تهیه پروتئین هیدرولیز شده

 2، 1هـای  پپسین با غلظت آنزیمپروتئینی هسته پرتقال، ابتدا 

درصد وزنـی بـه وزنـی )آنـزیم بـه سوبسـترا( بـه محلـول          3و 

هـای  کنسانتره پروتئینی افزوده شد و هیدرولیز در مدت زمـان 

اپتـیمم   pHگـراد )  درجه سانتی 30-40دمای  ساعت و 5تا  2

در انتهـا در  . آنزیم پپسین( در انکوباتور شیکردار انجـام گرفـت  

دقیقه واکنش آنزیمـی   10گراد به مدت  درجه سانتی 85دمای 

متوقف شد. به منظورحذف ترکیبات اضافی، سـانتریفوژ کـردن   

-درجه سـانتی  4دقیقه در دمای  15به مدت  rpm12000در 

شد و در نهایت سـوپرناتانت حاصـل پـس از جمـع     گراد انجام 

درجه  -20های بهینه سازی در دمای آوری جهت انجام آزمون

 (.23داری گردید )گراد در فریزر نگهسانتی

یابی به تیمار با بیشاترین  یابی فرآیند ههت دستبهینه

یـابی فراینـد از نظـر     به منظور بهینـه : قدرت ضد اکسیدانی

و روش  Design Expertنــرم افـزار   خـوات ضــد اکسـایش، از  

سطح پاسخ با طرک مرکب مرکزی بـرای سـه متغیـر مسـتقل:     

( و زمـان هیـدرولیز   X2(، دمـا ) X1غلظت آنزیم بـه سوبسـترا )  

(X3 ( در سه سـطح )اسـتفاده گردیـد. پاسـخ   -1، 0+، 1 )  هـای

، قدرت DPPHکنندگی رادیکال آزاد مورد بررسی خاصیت مهار

Feکننــدگی یــونمهــار
کننــدگی گیــری قــدرت مهــار انــدازه ،+3

گیری ظرفیت ضد اکسایش کل بودند. بـه   اندازهو  OHرادیکال 

تکـرار در   6تیمار تصادفی، بـا در نظـر گـرفتن     20این منظور 

پیشـنهاد شـد.    Design Experنقطه مرکزی توسـط نـرم افـزار   

نشان داده شده  1سطوک مختلف متغیرهای مستقل در جدول 

 است.
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متغیرهای مستقل مورد استفاده برای بهینه یابی فعالیت  سطوک .1هدول 

 ضد اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده هسته پرتقال

 حدود تغییرات
 حد بالا

 (1)+ 

 حد متوسط

 (0) 

 حد پایین 

(1-) 

    متغیرهای مستقل

 X1 1 2 3وزنی(   -نسبت آنزیم به سوبسترا)درصد وزنی

 X2 2 5/3 5زمان )ساعت(                                   

 X3 30 35 40   (C°)دمای هیدرولیز برای آنزیم پپسین

 

های مد های رگرسیونی به منظور پیش بینی پاسخمدل

، OH، قدرت مهار رادیکال DPPHنظر )قدرت مهار رادیکال 

Feکنندگی قدرت احیا
و ظرفیت ضد اکسایش کل جهت  +3

هیدرولیز آنزیمی کنسانتره پروتئینی هسته پرتقال توسط 

 .(4تا  1روابط ) ارائه شده است (پپسینآنزیم 

کنندگی رادیکال پاسخ یا متغیر وابسته )فعالیت مهار

DPPHقدرت مهار رادیکال ،OHقدرت مهار رادیکال ،Fe
و  +3

لیز شده توسط های هیدروظرفیت ضد اکسایش کل پروتئین

 b1 ،b2 ،b3مقدار ثابت،  b0آنزیم پپسین در مقادیر واقعی(، 

اثرات  b13و  b12 ،b23اثرات درجه دوم،  b11،b22،b33اثرات خطی،

 باشند.متقابل می

تیمارهای پیشنهاد شده توسط نرم افزار جهت هیدرولیز، 

 ارائه شده است. 2نیز در جدول 
جهت هیدرولیز کنسانتره  تیمارهای تصادفی پیشنهادی .2هدول 

 پروتئینی هسته پرتقال توسط آنزیم پپسین

غلظت آنزیم )درصد  تیمار

 وزنی به وزنی(

 دمای هیدرولیز 

 گراد( )درجه سانتی

 زمان هیدرول

 یز )ساعت(

1 1 30 2 

2 1 30 5 

3 2 30 5/3 

4 3 30 2 

5 3 30 5 

6 1 35 5/3 

7 2 35 2 

8 2 35 5/3 

9 2 35 5/3 

10 2 35 5/3 

11 2 35 5/3 

12 2 35 5/3 

13 2 35 5/3 

14 2 35 5 

15 3 35 5/3 

16 1 40 2 

17 1 40 5 

18 2 40 5/3 

19 3 40 2 

20 3 40 5 

 

 اکسیدانی     گیری فعالیت آنتیهای اندازهآزمون

منظـور  بـه  : DPPHگیری فعالیت مهار رادیکال آزاد  اندازه

 1، ابتـدا  DPPHکنندگی رادیکال آزاد گیری فعالیت مهاراندازه

 500لیتر از محلول پـروتئین هیـدرولیز شـده بـه همـراه       میلی

ــول  ــر محل ــی 1%( و 02/0) DPPHمیکرولیت ــانول میل ــر ات لیت

مخلوط شده و سپس بعـد از طـی شـدن مـدت زمـان لازم در      

خوانـده شـد.    517ها در طول موج  محیط تاریک، جذب نمونه

محاسـبه   5ی  از رابطـه  DPPHال آزاد درصد بازدارندگی رادیک

 (:24شد )

Feگیری قدرت مهار کنندگی یون  اندازه
گیری در اندازه: +3

میکرولیتــر از  100قــدرت مهارکننــدگی یــون آهــن، در ابتــدا 

 2/0میکرولیتر از بـافر فسـفات    250پروتئین هیدرولیز شده با 

 1میکرولیتــر پتاســیم فــری ســیانید  250( و =6/6pHمــولار)

د با هم مخلوط شدند و پـس از هـم زدن بـه مـدت یـک      درص

گراد به مـدت  درجه سانتی 50دقیقه، مخلوط حاصل در دمای 

گـذاری شـد. پـس از سـپری شـدن زمـان       دقیقه گرمخانه 20

میکرولیتــر از تــری  250گــذاری، بــه مخلــوط فــو ، گرمخانــه

وزنـی اضـافه گردیـد و     -درصـد حجمـی   10کلریدریک اسـید  

در  g1650یقـه در سـانتریفیوژ بـا دور    دق 10سپس بـه مـدت   

ــد. ســپس   ــانتریفیوژ گردی ــای محــیط س ــر  250دم میکرولیت

میکرولیتـر از محلـول    50سوپرناتانت حاصل از مرحله فو ، با 

میکرولیتـر آب   250حجمـی و   -درصد وزنی 1/0فریک کلرید 

دقیقه جذب نمونه در طـول   10مقطر مخلوط گردید و پس از 

 (.25قرائت گردید )نانومتر  700موج 

در ایـن  : OHگیری قدرت مهار کننادگی رادیکاال    اندازه

میلـی   865/1میکرولیتـر از محلـول فنـانترولین     100آزمـون،  

میکرولیتر از نمونه پروتئین هیدرولیز شـده بـا    200مولاری و 

میکرولیتـــر از محلـــول  100هـــم مخلـــوط شـــدند. ســـپس

FeSo4.7H2O 865/1      اضـافه   میلی مـولاری بـه مخلـوط فـو

سـه   H2O2میکرولیتـر از   100گردید و پس از مخلوط شـدن،  

حجمی( نیز به محتویـات فـو  اضـافه شـد و      -درصد )حجمی

-درجـه سـانتی   37گذاری محتویات در دمـای  پس از گرمخانه

ها در طول موج دقیقه، در نهایت جذب نمونه 60گراد به مدت 

ی نــانومتر قرائــت گردیــد و درصــد قــدرت مهــار کننــدگ 538

 (.26زیر محاسبه شد ) 6ی رادیکال هیدروکسیل از رابطه
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 : DPPH: مدل رگرسیونی قدرت مهار رادیکال 1رابطه 

Y= b0 + b1x1 - b2x2 + b3x3 - b12x1x2 + b13x1x3 + b23x2x3 + b11x12 + b22x22 + b33x32 

 : OH: مدل رگرسیونی قدرت مهار رادیکال 2رابطه 
Y= b0 - b1x1 - b2x2 - b3x3 

Fe: مدل رگرسیونی قدرت مهار رادیکال 3رابطه 
3+: 

Y= b0 + b1x1 + b2x2 - b3x3 - b12x1x2 - b13x1x3 - b23x2x3 - b11x1
2
 + b22x2

2
 - b33x3

2 

 : مدل رگرسیونی ظرفیت ضد اکسایش کل:4رابطه 

Y= - b0+ b1x1+ b2x2+ b3x3 - b12x1x2+ b13x1x3 - b23x2x3+ b11x1
2- b22x2

2
 - b33x3

2
 

 :5رابطه 

 جذب کنترل( = درصد بازدارندگی -جذب کنترل/ )جذب نمونه × 100

 :6رابطه 

= قدرت مهار کنندگی رادیکال هیدروکسیل  [(As − An )/ (Ab − An )] × 100%. 
Asجذب نمونه = 

An باشد.شامل تمام ترکیبات بالا )به جز پروتئین هیدرولیز شده( می= جذب نمونه کنترل منفی که 

Ab به جز نمونه پروتئین هیدرولیز شده و( جذب نمونه بلانک که شامل تمام ترکیبات بالا =H2O2می ).باشد 

 

 

 Total)گیری ظرفیت ضد اکسایش کل  اندازه

Antioxidant Capacity) : 100جهت انجام این آزمون، ابتدا 

میکرولیتر  1000میکرولیتر از نمونه پروتئین هیدرولیز شده با 

مولار، سدیم فسفات  6/0معرف مولیبدات )اسید سولفوریک 

میلی مولار( مخلوط  4میلی مولار و مولیبدات آمونیوم  28

درجه  95دقیقه در بن ماری  90گردید و سپس به مدت 

ها، جذب داده شد. پس از خنک شدن نمونهگراد قرار سانتی

 (.27نانومتر اندازه گیری گردید ) 695ها در طول موج نمونه

یابی فرآیند هیدرولیز منظور بهینهبه: تجزیه و تحلیل آماری

پاسخ با طرک  کنسانتره پروتئینی هسته پرتقال، از روش سطح

مرکب مرکزی استفاده شد و ترسیم نمودارها توسط نرم 

 صورت گرفت. Design Expertارافز

برای  Design Expertدر این تحقیق از نرم افزار آماری 

اعمال طرک آماری سطح پاسخ استفاده شد. طرک آماری مذکور 

ران آزمایشی که  20با طراحی کامپوزیت مرکزی و تعداد 

ی محوری و شامل نقطه ی مرکزی با شش تکرار و هفت نقطه

طراحی گردید. متغیرهای مستقل ی مکعبی بود هفت نقطه

ساعت( و میزان آنزیم  2-5مورد آزمون شامل زمان هیدرولیز )

-درجه سانتی 30 -40%( و دمای هیدرولیز )1-3مصرفی )

گراد(، متغیرهای وابسته در این پژوهش شامل فعالیت 

، فعالیت DPPHکنندگی رادیکال اکسیدانی، میزان مهار آنتی

قدرت چلاته کنندگی یون آهن و  ،OHکنندگی رادیکال مهار

اکسیدانی کل بود. تجزیه تحلیل مربوط به دیگر  فعالیت آنتی

نتایج پژوهش در قالب طرک فاکتوریل صورت گرفت و مقایسه 

% انجام شد. 95ها با آزمون دانکن در سطح اطمینان میانگین

ها با و رسم گراف SPSSها با استفاده از نرم افزار آنالیز داده

ی آزمایشات در سه تکرار انجام گرفت. کلیه Excellافزار  نرم

 انجام شد.

 هايافته 
ترکیبات شیمیایی آرد روغن گیری شده و : ترکیب شیمیایی

آورده شده است.  3کنسانتره پروتئین هسته پرتقال در جدول 

گردد، میزان رطوبت هسته  که در جدول مشاهده میهمانطور

درصد بود. این مقدار  13/7 ± 52/0گیری شده،پرتقال چربی

(. میزان 15باشد ) بیشتر از مقادیر گزارش شده در منابع می

گیری شده بر اساس وزن چربی و خاکستر هسته پرتقال چربی

( بود؛ که 66/2 ± 17/0( و )46/5 ± 15/0خشک، به ترتیب )

به ترتیب کمتر و بیشتر از مقادیر گزارش شده در منابع 

گیری شده (. میزان پروتئین آرد کامل چربی20شند )با می

درصد و این مقدار در کنسانتره  47/22 ± 51/3حدود

گیری شد. با  درصد اندازه 12/75 ± 41/1پروتئینی حدود

گیری، میزان  توجه به نتایج حاصل، با اعمال فرایند روغن

دست آمد و عمل چربی گیری موجب  پروتئین بیشتری به

حظه در چربی کنسانتره پروتئین شد کاهش قابل ملا

-%(. علت تفاوت ترکیبات شیمیایی نمونه به46/5% به 38/43)

توان  های قبل را میی این پژوهش با پژوهشکار گرفته شده

 به دلیل اختلاف در نوع واریته و نوع فرایند نسبت داد.
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ترکیب شیمایی کنجاله چربی گیری شده و کنسانتره پروتئین  .3هدول 

 ته پرتقالهس

 
کنجاله چربی گیری 

 شده

کنسانتره 

 پروتئین

 51/3 ± 47/22 41/1 ± 12/75 (N×25/6پروتئین )

 46/5 ± 15/0 38/43 ± 58/0 چربی

 79/8 ± 17/0 13/7 ± 52/0 رطوبت

 6/1 ± 23/0 66/2 ± 17/0 خاکستر

 03/9 36/24 کربوهیدرات )اختلاف از سایر ترکیبات(

 خشک گزارش شدند.اعداد بر مبنای وزن *

 انحراف معیار ±میانگین سه تکرار  *

 

: هاای هیادرولیز شاده   اکسیدانی پاروتئین فعالیت ضد

ــابی فعالیــت ــروتئین  ارزی ــای پ ــام تیماره  ضــد اکســیدانی تم

نشـان داده   4هیدرولیز شده توسط آنزیم پپسـین، در جـدول   

داری بـین  شده است. نتایج نشان داده است که اختلاف معنـی 

درصـد   5فعالیت ضد اکسیدانی تیمارهـای مختلـف در سـطح    

 وجود داشت.

یابی به تیمار با یابی فرآیند به منظور دستبهینه

 اکسیدانی بیشترین قدرت آنتی

 7معادله در : DPPHبررسی قدرت مهارکنندگی رادیکال 

داری ضرایب برای پاسخ با توجه به ضرایب رگرسیونی و معنی

در  .( ارائه شدDPPHمد نظر )خاصیت مهارکنندگی رادیکال 

به  (X2)به عنوان غلظت آنزیم به سوبسترا،  (X1)این معادله، 

به عنوان زمان انجام هیدرولیز  (X3)عنوان دمای هیدرولیز و

 گزارش شده است.

ای  ملهچند جل که مدد مشخ  نمو ANOVAون مآز

 یب مشخ ابا ضر، گر پاسخکافی بیانازه ندابه  دومجه در

 و فقدان تعدیل شده واقعی و تبیین د. ضرایب تبیینمیباش

کار ها به بینی پاسخ برازش ارزیابی کارایی مدل به منظور پیش

تبیین ریب ـضو  تبیینریب ـضان زـمیرود. در این پژوهش  می

آمد  دست به 6184/0و  7465/0ه به ترتیب برابر با تعدیل شد

دست آمده بیانگر توصیف مناسبی از پراکندگی  که اعداد به

ی این  دهنده نشان 7465/0ر ـبابرتبیین ریب ـضها بود.  داده

است که مدل رگرسیون واکنش را به خوبی توضیح داده و 

درصد از کل تغییرات در دامنه نتایج  74مدل برازش توانسته 

 دست آمده را توضیح دهد. به

 

 :7معادله 

3.66 (X2) + 8.18 (X3) – 3.04 (X1X2) + 0.015 (X1X3) + 5.34 (X2X3) + 1.71 X1– (X1) 11.98+35.82 = فعالیت مهار رادیکال 
2
 + 

23.98 X2
2
+ 4.30 X3

2 

 پرتقال توسط آنزیم پپسینتیمارهای تصادفی و فعالیت ضد اکسایش پروتئین هیدرولیز شده هسته  .4هدول 

-فعالیت آنتی

 اکسیدانی کل

فعالیت احیا 

 +Fe3کنندگی 

 فعالیت مهارکنندگی

 )%( OHرادیکال  

 فعالیت مهارکنندگی

 )%( DPPHرادیکال  

زمان هیدرولیز 

 )ساعت(

دمای هیدرولیز 

 گراد()درجه سانتی

 تیمار غلظت آنزیم )%(

405/0 537/0 69/80 6/60 5 30 1 1 

931/0 649/0 3/39 95/79 5/3 35 3 2 

699/0 559/0 2/88 75/75 2 30 3 3 

901/0 535/0 45/34 33/60 5 35 2 4 

889/0 537/0 65/42 81/81 5 30 3 5 

952/0 604/0 65/42 85/48 2 40 3 6 

923/0 661/0 8/17 18/28 5/3 35 2 7 

899/0 672/0 87/56 5/41 2 35 2 8 

273/0 522/0 42/39 54/56 2 30 1 9 

939/0 541/0 75/73 87/39 2 40 1 10 

885/0 542/0 6/32 18/28 5/3 35 2 11 

933/0 522/0 3/36 32/74 5 40 3 12 

871/0 616/0 19/42 29 5/3 35 2 13 

893/0 606/0 86/30 6/28 5/3 35 2 14 

906/0 528/0 38/81 7/16 5/3 35 1 15 

576/0 647/0 34/80 66/66 5/3 30 2 16 

956/0 616/0 68/17 53/74 5/3 40 2 17 

95/0 55/0 8/20 22/67 5 40 1 18 

882/0 611/0 64/33 81/28 5/3 35 2 19 

887/0 608/0 53/36 29 5/3 35 2 20 
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های هیدرولیز بر روی قابلیت مهاار رادیکاال    اثر پارامتر

تأثیر دما و غلظت آنزیم پپسین نمودار سه بعدی : DPPHآزاد 

کنندگی ساعت( بر فعالیت مهار 5/3به سوبسترا )در زمان بهینه

دهد که افزایش دما و نیز نشان می 1در شکل  DPPHرادیکال 

افزایش نسبت غلظت آنزیم به سوبسترا، تأثیر مثبت بر افزایش 

داشت و منجر به افـزایش   DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال

کنندگی رادیکال گردید. بنابراین بهتر است جهـت  هارفعالیت م

ــت ــار   دس ــت مه ــزان فعالی ــترین می ــه بیش ــابی ب ــدگی ی کنن

گـراد( و  درجه سانتی 35 -37، از دما )محدوده DPPHرادیکال

 غلظت آنزیم بالاتر در زمان ثابت استفاده نمود.

 
نسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت  نمودار سه بعدی تأثیر دما و .1شکل 

ساعت فرض شده  5/3)زمان در حد بهینه  DPPHمهار کنندگی رادیکال 

 است(.

نمودار سه بعدی تـأثیر زمـان و نسـبت آنـزیم پپسـین بـه       

گـراد( بـر فعالیـت    درجـه سـانتی   35سوبسترا )در دمای بهینه 

دهـد کـه   نشـان مـی   2، در شکل DPPHمهارکنندگی رادیکال

افزایش زمان و نیز افزایش نسبت غلظـت آنـزیم بـه سوبسـترا،     

کننـدگی رادیکـال   یک تأثیر مثبـت بـر افـزایش فعالیـت مهـار     

DPPH و  کنندگی شـدند دارند و منجر به افزایش فعالیت مهار

در بیشـینه   DPPHکننـدگی رادیکـال   بیشترین فعالیـت مهـار  

درصـد(   3ساعت( و نسبت غلظت آنزیم به سوبسـترا )  5زمان )

 انجام گرفت.  

نمودار سه بعدی تأثیر دما و زمان )در میزان بهینه نسـبت  

 کننـدگی رادیکـال  درصد( بر فعالیت مهـار  2آنزیم به سوبسترا 

DPPH  با افـزایش دمـا، فعالیـت    دهد که ، نشان می3در شکل

ابتـدا کـاهش و سـپس افـزایش      DPPHکنندگی رادیکال مهار

 35، در دمـای  DPPHکننـدگی  یافت و کمترین فعالیـت مهـار  

گراد مشاهده شد. افزایش زمان نیز تأثیر مثبت بـر  درجه سانتی

هـای  داشت، اما در زمـان  DPPHکنندگی رادیکال فعالیت مهار

 کننـدگی رادیکـال  زایش فعالیـت مهـار  بالاتر، تأثیر زمان بـر اف ـ 

DPPHتری صورت پذیرفت کـه دلیـل ایـن امـر،     طور ملایم، به

تواند ناشی از پیشرفت مقدار هیدرولیز و اثر بیشتر آنزیم بـر  می

ی برخـی از  ماده پروتئینی باشـد کـه باعـث شکسـتن زنجیـره     

اکسیدان تشکیل شده در مراحل اولیه هیدرولیز  پپتیدهای آنتی

 شود.  می هاآن و کاهش

 

نمودار سه بعدی تأثیر زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت  .2شکل 

گراد درجه سانتی 35)دما در حد بهینه  DPPHمهار کنندگی رادیکال 

 فرض شده است(.

 
نمودار سه بعدی تأثیر زمان و دما بر قدرت مهار کنندگی  .3شکل 

درصد فرض شده  2)نسبت آنزیم به سوبسترا در حد بهینه  DPPHرادیکال 

 است(.

 

با  8معادله : OHبررسی قدرت مهار کنندگی رادیکال 

داری ضرایب برای پاسخ مد توجه به ضرایب رگرسیونی و معنی

 ( ارائه شد:OHکنندگی رادیکالنظر )قدرت مهار

 :8معادله 

فعالیت مهار رادیکال  = 46.25 – 4.69 (X1) – 14.31 (X2) – 

8.60 (X3)  

به عنوان غلظت آنزیم به  (X1)(، 8که در این معادله )

به عنوان زمان  (X3)به عنوان دمای هیدرولیز و  (X2)سوبسترا، 

 انجام هیدرولیز گزارش شده است.

ای  ملهچند جل که مدد نمومشخ   ANOVAون مآز

  یب مشخابا ضر، گر پاسخکافی بیانازه ندابه دوم  جهدر

د. ضرایب تبیین واقعی و تبیین تعدیل شده و فقدان میباش

فعالیت 

بازدارندگی 

        رادیکال
DPPH 
 )درصد(

 ی هیدرولیز دما

غلظت آنزیم به سوبسترا  (گراد)درجه سانتی

 )وزنی به وزنی(

 

فعالیت 

بازدارندگی 

        رادیکال
DPPH 
 )درصد(

زمان هیدرولیز  
 )ساعت(

 

غلظت آنزیم به سوبسترا 

 )وزنی به وزنی(

 

فعالیت 

بازدارندگی 

        رادیکال
DPPH 
 )درصد(

زمان هیدرولیز  
 )ساعت(

 

دمای هیدرولیز )درجه 

 گراد(سانتی
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کار ها به بینی پاسخ برازش ارزیابی کارایی مدل به منظور پیش

تبیین ریب ـضتبیین و ریب ـضان زـمیرود. در این پژوهش  می

دست آمد  به 6341/0و  6852/0ه به ترتیب برابر با تعدیلشد

ناسبی از پراکندگی دست آمده بیانگر توصیف م که اعداد به 

ی این  دهنده نشان 6852/0رـباین برـریب تعیـضها بود.  داده

است که مدل رگرسیون واکنش را به خوبی توضیح داده و 

درصد از کل تغییرات در دامنه نتایج  68مدل برازش توانسته 

 دست آمده را توضیح دهد.  به

هااای هیاادرولیز باار روی قابلیاات مهااار   اثاار پااارامتر

نمـودار سـه بعـدی تـأثیر دمـا و نسـبت آنـزیم        : OHرادیکال

سـاعت( بـر فعالیـت     5/3پپسین به سوبسترا )در زمـان بهینـه  

دهـد کـه   نشـان مـی   4در شـکل   OHکننـدگی رادیکـال   مهار

افزایش دما و نیز افزایش نسبت غلظت آنزیم به سوبسترا، یـک  

 OHکننـدگی رادیکـال   تأثیر منفـی بـر افـزایش فعالیـت مهـار     

-داشت. اما تغییرات دمایی تأثیر منفی بیشتری بر فعالیت مهار

کننـدگی  داشت و بیشترین فعالیت مهار OHکنندگی رادیکال 

درصد  1گراد و غلظت درجه سانتی 30، در دمای OHرادیکال 

 آنزیم مشاهده شد.

بین   OHکنندگی رادیکالطورکلی تفاوت در میزان مهاربه

ن به تفاوت در نوع اسیدهای آمینه تواتیمارهای مختلف را می

ی حاصل از هیدرولیز آنزیم های هیدرولیز شدهو نیز پروتئین

 نسبت داد. 
 

 
نمودار سه بعدی تأثیر دما و نسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت  .4شکل 

ساعت فرض شده  5/3)زمان در حد بهینه  OHمهار کنندگی رادیکال 

 است(.

 

Feبررسی قدرت احیا کنندگی 
با توجه به  9معادله : +3

داری ضرایب برای پاسخ مد نظر ضرایب رگرسیونی و معنی

Fe)قدرت احیا کنندگی
 ( ارائه شد:+3

 

 

 :9معادله 

فعالیت مهار رادیکال  = 0.62 + 0.019 (X1) + 3.1 (X2) - 0.022 

(X3) – 2.5 (X1X2) - 0.016 (X1X3) –8.25 (X2X3) – 0.042 X1
2 + 

1.5 X2
2 –0.027 X3

2 

به عنوان غلظت آنزیم به سوبسترا،  (X1)که در این معادله، 

(X2) به عنوان دمای هیدرولیز و(X3)  به عنوان زمان انجام

 هیدرولیز گزارش شده است.

ای  ملهچند جل که مدد مشخ  نمو ANOVAون مآز

یب مشخ  ابا ضر، گر پاسخکافی بیانازه ندابه دوم جه در

د. ضرایب تبیین واقعی و تبیین تعدیل شده و فقدان میباش

کار ها به بینی پاسخ برازش ارزیابی کارایی مدل به منظور پیش

تبیین ریب ـضتبیین و ریب ـضان زـمید. در این پژوهش رو می

دست آمد  به 6310/0و  7953/0ه به ترتیب برابر با تعدیلشد

دست آمده بیانگر توصیف مناسبی از پراکندگی  که اعداد به

ی این  دهنده نشان 7953/0رـبابرتبیین ریب ـضها بود.  داده

ه و است که مدل رگرسیون واکنش را به خوبی توضیح داد

درصد از کل تغییرات در دامنه نتایج  79مدل برازش توانسته 

 دست آمده را توضیح دهد.  به

هااای هیاادرولیز باار روی قابلیاات احیااا   اثاار پااارامتر

+کنندگی
Fe

نمودار سـه بعـدی تـأثیر دمـا و نسـبت آنـزیم       : 3

سـاعت( بـر فعالیـت     5/3پپسین به سوبسترا )در زمـان بهینـه  

Feاحیاکنندگی
دهد که افـزایش نسـبت   نشان می 5در شکل  +3

آنزیم به سوبسترا، ابتدا سبب افزایش و سپس کـاهش فعالیـت   

Feاحیا کنندگی
شود؛ اما در ادامه از شدت تـأثیر غلظـت   می  +3

Feنسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت احیا کنندگی
کاسته شد  +3

Feو بیشترین فعالیت احیا کنندگی
درصـد   16/2، در غلظـت  +3

شد. افزایش دما یک روند افزایشـی بـر فعالیـت    آنزیم مشاهده 

ــدگی ــا کنن Feاحی
ــا    +3 ــد احی ــا، رون ــزایش دم ــا اف ــته و ب داش

Feکنندگی
 به آرامی افزایش یافت.   +3

 
نمودار سه بعدی تأثیر دما و نسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت  .5شکل 

Feاحیا کنندگی 
 ساعت فرض شده است(. 5/3)زمان در حد بهینه  +3

فعالیت 

بازدارندگی 

رادیکال 

OH 

دمای هیدرولیز 

 گراد()درجه سانتی

 

غلظت آنزیم به سوبسترا 

 )وزنی به وزنی(

 
قابلیت 

احیا 

کنندگی 
Fe3+  

 )درصد(

دمای هیدرولیز 

 گراد()درجه سانتی

 

غلظت آنزیم به سوبسترا 

 )وزنی به وزنی(
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نسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت نمودار سه بعدی تأثیر زمان و  .6شکل 

Feاحیا کنندگی
گراد فرض شده درجه سانتی 35)دما در حد بهینه  +3

 است(.
 

نمودار سه بعدی تأثیر زمـان و غلظـت آنـزیم پپسـین بـه      

گـراد( بـر فعالیـت    درجـه سـانتی   35سوبسترا )در دمای بهینه 

Feاحیا کنندگی
دهد که افزایش نسـبت  نشان می 6در شکل  +3

آنزیم به سوبسترا و نیز افـزایش زمـان هیـدرولیز، ابتـدا     غلظت 

Feسبب افزایش و سپس کاهش فعالیت احیا کنندگی
-مـی   +3

Feشود و بیشترین فعالیت احیا کنندگی
درصد  3، در غلظت +3

 ساعت مشاهده شد.   4آنزیم و زمان 

نمودار سه بعدی تأثیر دمـا و زمـان هیـدرولیز )در غلظـت     

درصـد( بـر فعالیـت     2ن به سوبسـترا  بهینه نسبت آنزیم پپسی

Feاحیــا کننــدگی
دهــد کــه دمــای نشــان مــی 7در شــکل  +3

هیدرولیز یک تأثیر افزایشی بر فعالیت احیا کننـدگی داشـت و   

زمان هیدرولیز ابتدا سبب افزایش و سپس کاهش فعالیت احیا 

Feکنندگی
Feشود؛ و بیشترین فعالیت احیـا کننـدگی  می  +3

3+ ،

سـاعت مشـاهده    25/4گـراد و زمـان   نتیدرجه سا 40در دمای

 شد.  

Feنمودار سه بعدی تأثیر دما و زمان بر قدرت احیا کنندگی  .7شکل  
3+ 

 درصد فرض شده است(. 2)غلظت آنزیم به سوبسترا در حد بهینه 

با توجه به  10معادله : اکسیدانی کل بررسی قدرت آنتی

داری ضرایب برای پاسخ مد نظر ضرایب رگرسیونی و معنی

 اکسیدانی کل( ارائه شد:)قدرت آنتی

 :10معادله 

اکسیدانی کل قدرت آنتی  = 0.20 – 0.25 (X1) – 0.65 (X2) – 

0.092 (X3) – 0. 11 (X1X2) + 3.5 (X1X3) – 0.041 (X2X3) 

+ 0.013 X1
2
 – 0.14 X2

2 
– 5.318 X3

2
 

به عنوان غلظت آنزیم به سوبسترا،  (X1)که در این معادله، 

(X2) به عنوان دمای هیدرولیز و(X3)  به عنوان زمان انجام

 هیدرولیز گزارش شده است.

ای  ملهچند جل که مدد مشخ  نمو ANOVAون مآز

یب مشخ  ابا ضر، گر پاسخکافی بیانازه ندابه دوم جه در

د. ضرایب تبیین واقعی و تبیین تعدیل شده و فقدان میباش

کار ها به بینی پاسخ برازش ارزیابی کارایی مدل به منظور پیش

تبیین ریب ـضتبیین و ریب ـضان زـمیرود. در این پژوهش  می

دست آمد  به 9251/0و  9606/0ه به ترتیب برابر با دتعدیل ش

دست آمده بیانگر توصیف مناسبی از پراکندگی  که اعداد به

ی این  دهنده نشان 9606/0رـباین برـریب تعیـضها بود.  داده

است که مدل رگرسیون واکنش را به خوبی توضیح داده و 

تایج درصد از کل تغییرات در دامنه ن 96مدل برازش توانسته 

 دست آمده را توضیح دهد.  به

اکسایدانی  های هیدرولیز بر روی قابلیت آنتی اثر پارامتر

تأثیر دما و نسـبت آنـزیم پپسـین بـه      8نمودار سه بعدی : کل

اکسیدانی  ساعت( بر فعالیت آنتی 5/3سوبسترا )در زمان بهینه 

دهد که دمای هیدرولیز و نسبت غلظت آنزیم بـه  کل نشان می

اکسـیدانی کـل    یک تأثیر افزایشـی بـر فعالیـت آنتـی    سوبسترا 

 داشت و این اثر افزایشی، در نمودار دما بیشتر مشهود بود.

 

 

 
سوبسترا بر خاصیت نمودار سه بعدی تأثیر دما و نسبت آنزیم به  .8شکل 

 ساعت فرض شده است(. 5/3اکسیدانی کل )زمان در حد بهینه  آنتی

 

غلظت آنزیم به سوبسترا 

 )وزنی به وزنی(

 

  زمان هیدرولیز

 )ساعت(

 

قابلیت 

احیا 

کنندگی 
Fe3+  

 )درصد(

  زمان هیدرولیز

 )ساعت(

 

قابلیت 

احیا 

کنندگی 
Fe3+  

 )درصد(

)درجه   دمای هیدرولیز

 گراد(سانتی

 

قابلیت 

انتی 

اکسیدانی 

 کل

دمای هیدرولیز 

 گراد()درجه سانتی

 

غلظت آنزیم به سوبسترا 

 )وزنی به وزنی(

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

02
 ]

 

                             9 / 14

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-2788-fa.html


 همكارانسیدهنرگسمظلومیو.../یابیفرآیندتولیدپروتئینهیدرولیزشدهبهینه                                                                  44 

 

 44 

تأثیر زمان و نسبت غلظت آنزیم  9نمودار سه بعدی 

گراد( بر درجه سانتی 35پپسین به سوبسترا )در دمای بهینه 

دهد که زمان هیدرولیز و اکسیدانی کل نشان می فعالیت آنتی

سوبسترا یک تأثیر افزایشی بر فعالیت نسبت غلظت آنزیم به 

درصد غلظت آنزیم به  3اکسیدانی کل داشت و در نسبت  آنتی

ساعت هیدرولیز بیشترین فعالیت  5سوبسترا و زمان 

 اکسیدانی کل مشاهده گردید. آنتی

  

نمودار سه بعدی تأثیر زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت   .9شکل 

گراد فرض شده درجه سانتی 35)دما در حد بهینه  اکسیدانی کل آنتی

 است(.

تأثیر دمـا و زمـان )در غلظـت بهینـه      10نمودار سه بعدی 

ــه سوبســترا   ــزیم پپســین ب ــت   2نســبت آن ــر فعالی درصــد( ب

دهد که زمان هیدرولیز یـک سـیر   می اکسیدانی کل نشان آنتی

اکسیدانی کل داشت و دمای هیـدرولیز   صعودی بر فعالیت آنتی

اکسیدانی  ابتدا باعث افزایش و سپس سبب کاهش فعالیت آنتی

 کل گردید.

 
اکسیدانی کل  سه بعدی تأثیر زمان و دما بر قدرت آنتینمودار  .10شکل 

 درصد فرض شده است(. 2)غلظت آنزیم به سوبسترا در حد بهینه 

 

هاای  بهینه سازی شرایط هیدرولیز ههت تولید پروتئین

اکسایدانی باات توساط    هیدرولیز شده با خاصیت آنتی

نتـایج بـه    پپسین با استفاده از روش سطح پاسا::  آنزیم

دست آمده نشان داده است که شرایط بهینه جهـت هیـدرولیز   

کننـدگی  پروتئین هسته پرتقال با فعالیت بهینه )قـدرت مهـار  

، قدرت احیـا  OHکنندگی رادیکال ، قدرت مهارDPPHرادیکال

Feکنندگی
اکسـیدانی کـل( توسـط آنـزیم      و ظرفیـت آنتـی    +3

 4گـراد، زمـان   درجه سـانتی  33پپسین، تیمار بهینه در دمای 

وزنی بود.  -درصد وزنی 35/2ساعت و نسبت آنزیم به سوبسترا 

درصـد   91/57درصـد منطبـق بـا     100که با درجه مطلوبیـت  

درصـد قـدرت    DPPH ،25/46هـای آزاد   قدرت مهار رادیکـال 

Feدرصد قدرت احیاکننـدگی  OH ،31/58های  مهار رادیکال
3+  

یید أمنظور ت. به اکسیدانی کل بود درصد ظرفیت آنتی 79/85و

هـای   شرایط پیشـنهاد شـده توسـط معادلـه ریاضـی، آزمـایش      

 33اضافی)در سه تکرار( در شرایط پـیش بینـی شـده )دمـای     

ساعت و نسبت آنـزیم بـه سوبسـترا     4گراد، زمان درجه سانتی

وزنــی( توســط مــدل اجــرا گردیــد کــه   -درصــد وزنــی 35/2

ــرای قــدرت مهــار رادیکــال  63/59مقــادیر ی آزاد هــا درصــد ب

DPPH ،12/48    هـای   درصد برای قـدرت مهـار رادیکـالOH ،

Feدرصد برای قـدرت احیاکننـدگی   83/57
درصـد   59/87و  +3

اکسیدانی کل به دست آمد. مقادیر آزمایشی  برای ظرفیت آنتی

بینی شده توسط مـدل بـود   تا حد بالایی مطابق با مقادیر پیش

یدرولیز شده با گر شرایط بهینه جهت تولید پروتئین هکه بیان

اکسیدانی از آرد چربی گیری شده هسـته پرتقـال    خوات آنتی

 بود.

  بحث 
نتایج حاصل نشان داده است که آنـزیم پپسـین منجـر بـه     

هضم شدن باندهای پپتیـدی از طریـق شکسـتن پیونـد میـان      

ــه   ــد لوســین و اســیدهای آمین ــز مانن اســیدهای آمینــه آبگری

تریپتوفـان و تیـروزین بـا سـایر     آروماتیک مانند فنیل آلانـین،  

گردد و اعتقاد بر این است گـروه فنیـل در   اسیدهای آمینه می

انتهای باقیمانده زنجیره پپتیدی دارای قابلیت مهار رادیکـال و  

چنین اعتقاد بـر ایـن   (. هم28باشد )اکسیدانی میخاصیت ضد

هـا در اثـر هیـدرولیز    است که تخریب ساختار طبیعی پروتئین

-منجر به باز شدن ساختار و قرارگیری در معرض گروهآنزیمی 

هـای آزاد  های فعال آمینواسیدی که قابل واکـنش بـا رادیکـال   

(. این موضوع به اثبات رسیده اسـت  28باشند، خواهد شد )می

اکسـیدانی  که رابطه مستقیمی میان قدرت مهار رادیکال و ضد

تغییـر در  و قابلیت هیدروژن دهندگی آمینواسیدها وجود دارد. 

های پپتیدی با گذشت زمان هیـدرولیز نیـز تـأثیر    طول زنجیره

ــا وزن   ــدهای ب ــدرت ضــد اکســایش دارد و پپتی بســزایی در ق

تـری هسـتند   مولکولی پایین دارای فعالیت ضد اکسایش قـوی 

اکسیدانی چنین نتایج نشان داده است که فعالیت ضد(. هم28)

نوع پروتئاز بکار برده  های هیدرولیز شده و پپتیدها، بهپروتئین

قابلیت 

انتی 

اکسیدانی 

 کل

زمان هیدرولیز 

 )ساعت(

 

غلظت آنزیم به سوبسترا 

 )وزنی به وزنی(

 

قابلیت 

انتی 

اکسیدانی 

 کل

زمان هیدرولیز 

 )ساعت(

 

دمای هیدرولیز )درجه 

 گراد(سانتی
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شده جهت هیدرولیز، درجـه هیـدرولیز، وزن مولکـولی، تـوالی     

هـای هیـدرولیز   اسیدهای آمینه و ساختار پپتیـدها و پـروتئین  

 (.29شده نیز وابسته است )

Guerar  ( بـر اسـاس مشـاهدات انجـام     2002و همکاران )

 گرفته شده به این نتایج دست یافتند که بین میزان هیـدرولیز 

های هیدرولیز شده و پپتیدها با غلظـت  و میزان تولید پروتئین

کار برده شده، یک رابطه مستقیم و خطی وجـود دارد؛  آنزیم به

هـای  که با افزایش غلظت آنزیم، میزان تولید پـروتئین طوریبه

اکسـیدانی افـزایش   هیدرولیز شده و پپتیدهای با خاصیت آنتی

زایش زمان هیـدرولیز و غلظـت   طور کلی با اف(. به 30یابد )می

کار برده شده جهت انجام هیدرولیز، درجـه هیـدرولیز   آنزیم به

هـای هیـدرولیز شـده و    یابد و سبب تولید پـروتئین افزایش می

گردد. بسـته بـه   پپتیدهای کوچک و با وزن مولکولی پایین می

وزن مولکولی، بار، و ساختار فضایی زنجیره انتهایی پپتیـدهای  

هـا نیـز   ، فعالیت مهار کننـدگی رادیکـال آزاد در آن  تولید شده

طور کلی نتایج حاصـل از آزمایشـات و   (. به31یابد )افزایش می

هــای هــا نشــان داده اســت کــه پپتیــدها و پــروتئین پــژوهش

 1-3ی بـا وزن مولکـولی پـایین و در محـدوده     هیدرولیز شـده 

ال کیلو دالتون، دارای بـالاترین فعالیـت مهـار کننـدگی رادیک ـ    

و پپتیـدهای   های هیدرولیز شده( و نیز پروتئین32باشند )می

محتوی اسید آمینه هیسـتیدین بـا اهـدای هیـدروژن و بـه دام      

-اکسـیدانی مـی  ها، سبب ایجاد فعالیت آنتـی انداختن رادیکال

شوند و از طرفی اسیدهای آمینـه محتـوی گـروه سـولفیدریل     

کنش مسـتقیم بـا   نظیر: اسید آمینه سیستئین، نیز از طریق وا

های آزاد، سبب ایجاد خاصـیت ضـد اکسایشـی بسـیار     رادیکال

گردنـد  های هیدرولیز شـده مـی  مطلوبی در پپتیدها و پروتئین

ی هـای هیـدرولیز شـده   اکسیدانی پروتئین( و فعالیت آنتی33)

-توان به چلاته کنندگی یـون حاصل از هیدرولیز آنزیمی را می

هـای آزاد از طریـق   الیت رادیکالهای فلزی و پایان دادن به فع

های هیدرولیز اسیدهای آمینه خات در زنجیره جانبی پروتئین

طـورکلی رادیکـال هیدروکسـیل    (. بـه 17شده نیز نسبت داد )

باشد کـه بـه   ترین رادیکال آزاد مشتق شده از اکسیژن میقوی

های بیولوژیک نظیر اسیدهای آمینه، تواند با مولکولراحتی می

واکنش نشان دهد؛ بنابراین حذف رادیکـال   DNAها و پروتئین

هـای  تواند به عنـوان یکـی از مـتثرترین دفـاع    هیدروکسیل می

(. تفـاوت در  34های مختلف باشد )سلول زنده در برابر بیماری

بـین تیمارهـای مختلـف را      OHمیزان مهار کنندگی رادیکـال 

هـای  ینتوان به تفاوت در نوع اسیدهای آمینه و نیـز پـروتئ  می

ی حاصل از هیدرولیز نسبت داد. نتـایج حاصـل   هیدرولیز شده

-ی هسته پرتقال، میهای هیدرولیز شدهنشان داد که پروتئین

ی مـوثر الکتـرون جهـت کـاهش     توانند بـه عنـوان اهداکننـده   

طـورکلی  (. بـه 35رادیکال هیدروکسیل در نظر گرفتـه شـوند )  

توانـایی دادن  گیری قدرت احیا کنندگی، جهت سـنجش  اندازه

هـای هیـدرولیز شـده و پپتیـدها بـه      الکترون توسط پـروتئین 

گیرد و عوامل احیـا کننـده باعـث    های آزاد صورت میرادیکال

ها به یـون آهـن   های فری سیانید و تبدیل آناحیای کمپلکس

گردند. به دلیل اینکه ایـن کمـپلکس در طـول    دو ظرفیتی می

ارای بیشـترین میـزان   ی مرئـی د نـانومتر در ناحیـه   700موج 

هـای دو ظرفیتـی   توان غلظت یونباشد، از این رو میجذب می

(. نتـایج  36را با اندازه گیری میزان جذب محلول تعیین نمود )

ها نشان داده است که آنـزیم پپسـین، سـبب    حاصل از پژوهش

شکستن اتصالات مجاور اسیدهای آمینه فنیل آلانین، تیروزین 

دنبـال شکسـته شـدن ایـن بانــدهای      و تریپتوفـان شـده و بـه   

ها، وزن مولکـولی  پپتیدی و رها شدن از ساختار اصلی پروتئین

های هیدرولیز شده و پپتیدها کاهش یافته و سپس بـا  پروتئین

افزایش زمان و پیشـرفت فرآینـد هیـدرولیز و شکسـته شـدن      

های پپتیدی، پپتیدهای با قابلیت دادن الکتـرون  بیشتر زنجیره

یون آهن سه ظرفیتی به یـون آهـن دو ظرفیتـی    جهت احیای 

طـورکلی رونـد افزایشـی و کاهشـی     (. بـه 37) یابـد افزایش می

هـای  اکسیدانی و نیز قدرت احیا کنندگی پروتئین فعالیت آنتی

تـوان بـه نـوع و ماهیـت     ی هسته پرتقال، را میهیدرولیز شده

 آنزیم پروتئازی و شرایط انجام واکنش، اسیدهای آمینه موجود

در جایگاه فعال آنزیم و نوع آنزیم به کـار گرفتـه شـده جهـت     

انجام هیدرولیز )از نظر اندوپپتیداز یا اگزوپپتیداز بودن(، درجه 

هیدرولیز، وزن مولکولی پپتیدهای به دست آمده طـی فرآینـد   

ها در نوع پپتیدهای تولیـد  هیدرولیز نسبت داد؛ که این ویژگی

  Lassoued(. 38باشـند ) ر میشده و اهدای الکترون بسیار موث

(، اعلام کردند علاوه بر اخـتلاف در شـرایط   2015و همکاران )

آزمایشگاهی و نوع آنزیم بکار برده شـده در فرآینـد هیـدرولیز،    

نوع سوبسترای بکار گرفتـه شـده، تـوالی اسـیدهای آمینـه در      

پپتیدهای تولید شده، درجه هیدرولیز، طول زنجیره پپتیدی و 

هـای هیـدرولیز   مولکولی پپیتیـدها، در عملکـرد پـروتئین   وزن 

 (.39باشد )شده و پپتیدها در احیای یون آهن بسیار موثر می

ظرفیت ضد اکسایش کل نیز بـر اسـاس احیـای مولیبـدات     

توسط نمونه و تولید کمپلکس مولیبدات/ فسفات سبز رنگ در 

نشـان   (. نتایج حاصـل از پـژوهش  40باشد )شرایط اسیدی می

داد که حضور اسیدهای آمینه آبگریز نظیر: اسـیدآمینه والـین،   

هـای هیـدرولیز   فنیل آلانین، ایزولوسین و لوسین در پـروتئین 

اکسـیدانی   شده و پپتیدها، نقش بسیار مهمی در فعالیـت آنتـی  

(. در بررسی پروتئین هیدرولیز شده نوعی کوسه 41کل دارند )
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هـای پروتئـاز   از آنـزیم ( با استفاده Mustelus mustelusماهی )

قلیایی، پپسـین و تریپسـین، نتـایج حاصـل نشـان داد کـه بـا        

اکسـیدانی   افزایش غلظت آنزیم و درجه هیدرولیز، ویژگی آنتـی 

یابد و بیشترین های هیدرولیز شده نیز افزایش میکل در نمونه

 (.  42آنزیمی گزارش شد ) mg/ml 3میزان فعالیت در غلظت 

که از طریق بهینـه کـردن شـرایط     تحقیق حاضر نشان داد

بالا و  اکسیدانی  هیدرولیز امکان تولید پپتیدهایی با قدرت آنتی

استفاده در مواد غذایی وجود دارد و نیـز ضـایعات صـنعت    قابل

توانـد بـه عنـوان یـک محصـول در      میوه پرتقـال مـی  تولید آب

دسترس، به صورت یک منبع پروتئینـی جدیـد جهـت تولیـد     

بـا در نظـر   لیز شده مورد استفاده قـرار گیـرد و   پروتئین هیدرو

ان تـو  اکسیدانی بالقوه در هسته پرتقال مـی   گرفتن فعالیت آنتی

هـای   های سنتزی و سایر نگهدارنده اکسیدان  آنتی به جایآن  از

 استفاده نمود. خیر انداختن اکسیداسیونأشیمیایی جهت به ت
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Background and Objectives: The results of observations and studies over the years have shown that health and 

nutrition are highly related with each other. Bioactive peptides are defined as hydrolyzed proteins, which have the 

ability to stimulate the desired activities. In this study, the effect of adding pepsin enzyme on orange seed protein was 

investigated to obtain the hydrolyzed protein, and the antioxidant properties of the hydrolyzed protein were evaluated. 

 Materials & Methods: In the present study, the orange seed protein concentrate was extracted, and then hydrolyzed 

using different concentrations of pepsin enzyme (1- 3% W/W) and the hydrolysis time of (2-5 hours) at the temperature 

range of 45-55 °C. Optimal conditions for production of hydrolyzed proteins with the highest antioxidant properties 

(DPPH radical scavenging activity, radical OH scavenging activity, ferric reducing activity, and total antioxidant) were 

evaluated. 

Results: Optimum treatment at determined conditions (temperature 33 °C, time 4 hr and enzyme to substrate ratio of 

2.35 %w/w) with antioxidant properties (DPPH radical scavenging activity (59/63%), radical OH scavenging activity 

(48/12%), ferric reducing activity (57/83%) and total antioxidant (87/59%) was obtained, and antioxidant tests were 

performed on the optimal treatment for confirmation of the values proposed by software. 

Conclusion: The results showed that the hydrolyzed protein derived from orange seed could be used in formulation of 

foods as a natural additive with the antioxidant ability. It can also be used as a nutraceutical. 

Keywords: Orange seed, Antioxidant properties, Bioactive peptides, Pepsin enzyme, Optimization  
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