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   علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایران دانشگاهعلوم و صنایع غذایی، ، گروه دانشیار2
  26/12/1396تاریخ پذیرش: ؛  21/12/1393تاریخ دریافت: 

1چکیده
  

هـاي مصـنوعی وجـود دارد اکسیدانهاي وابسته به سلامتی آنتیهایی که در ارتباط با ایمنی و جنبهدلیل نگرانیبه: سابقه و هدف
 هـاي طبیعـیاکسـیدانهاي اخیر، توجه گسترده به استفاده از آنتـیباشند. در سالمحققین می هاي طبیعی مورد توجهاکسیدانآنتی

هاي منابع جانوري یا گیـاهی شـده هاي فعال بیولوژیک از پروتئیناکسیدانی پپتیدبررسی قابلیت آنتی منجر به تحقیقاتی در زمینه
گیرند که در ساختار پروتئین اصلی غیرفعال بوده و پس بررسی قرار می عنوان اجزاء پروتئینی موردهاي زیست فعال بهپپتید است.

 دهند.اکسیدانی از خود بروز میاز آزاد شدن توسط هیدرولیز آنزیمی، عملکردهاي فیزیکوشیمیایی متعددي از جمله فعالیت آنتی
ي فلـزات و عنوان شلاته کنندههاي آزاد، عمل بهها در مهار رادیکالفعال به توانایی آناکسیدانی این پپتیدهاي زیستفعالیت آنتی

  .اندچربی نسبت داده شده جلوگیري از اکسیداسیون
 

سازي شرایط فرآیند هیدرولیز پروتئین آب پنیر با استفاده دراین پژوهش از روش آماري سطح پاسخ جهت بهینه ها:روش مواد و
در این تحقیق دما، زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا بودند که براي رسیدن به از آنزیم آلکالاز استفاده شد. فاکتورهاي مورد بررسی 

 مقـدار دقیقـه و 60-173گـراد، زمـان درجه سانتی 43-55ي دماي اکسیدانی این متغییرها درمحدودهبیشترین میزان فعالیت آنتی
  س طرح مرکب مرکزي انجام شد.) انتخاب شدند. آزمایشات بر اساواحد آنسون بر کیلوگرم پروتئین( 40- 90 آنزیم

 
درجـه  2/47شـامل دمـاي  سوپراکسـیدهـاي آزاد مهـار رادیکـالظرفیـت شرایط بهینه براي رسیدن به بیشـترین میـزان ها: یافته

تحت این  .دست آمد) بهواحد آنسون بر کیلوگرم پروتئین(  85/96دقیقه و نسبت آنزیم به سوبستراي  02/104گراد، زمان  سانتی
) حاصل براي مدل ارائه شده (از نوع R2حاصل شد. ضریب رگرسیون ( % 44/63 سوپراکسیدهاي آزاد مهار رادیکالشرایط میزان 
  باشد.بود. این مقادیر بیانگر قدرت تبیین مدل براي پیش بینی شرایط واکنش با متغییرهاي مختلف می 989/0درجه دوم) 

 
ي مناسب از منابع پروتئینی مختلف و غیـر قابـل استفادهلوژي تولید پروتئین هیدرولیز شده امکان پیشرفت در تکنو گیري:نتیجه

تواند باعث صرفه جویی در زمان، هزینه پروتئین هیدرولیز شده میاکسیدانی فعالیت آنتیسازي دسترس را فراهم کرده است. بهینه
تواند قابلیت کاربرد در فرمولاسیون آب پنیر می  که پروتئین هیدرولیز شده دهدنتایج نشان می .و میزان آنزیم مورد استفاده گردد

  هاي دارویی داشته باشد.اکسیدان طبیعی و نیز استفادهعنوان آنتیمواد غذایی به
 

  اکسیدانی، هیدرولیز آنزیمی.آب پنیر، روش سطح پاسخ، فعالیت آنتی :هاي کلیديواژه

                                                             
 shima_piri1366@yahoo.com نویسنده مسئول:*
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  مقدمه
ــن ــدترین ف ــی از جدی ــد آوريیک ــراي تولی ــا ب ه

هیـدرولیز پـروتئین ي بالا هاي با ارزش افزودهفراورده
هاي شیمیایی و بیولوژیکی جهت ایـن باشد، روشمی

هیدرولیز آنزیمی بهتـر از شوند. کار گرفته میمنظور به
هیدرولیز اسیدي یا قلیایی است زیرا هیدرولیز آنزیمی 

هـاي آمینـه آزاد نـابودي اسـید تر و بدونخیلی ملایم
 pHدلیـل عملکـرد در بـه آلکـالازآنزیم افتد. اتفاق می

قلیایی، تولید پروتئین هیدرولیز شده با درجه هیدرولیز 
تر، بیشترین توجه را بالاتر و طول زنجیره پپتیدي کوتاه

ــه خــود اختصــاص داده اســت ( ــروتئین ).1ب ــاي پ ه
هیدرولیز شده ترکیباتی هستند با وزن مولکولی پـایین 
کــه تحــت عنــوان پپتیــدهاي زیســت فعــال شــناخته 

تـرین عملکردهـاي ایـن ترکیبـات وند. از مهـمشـ می
،  اکسـیدانیآنتـیهـاي فعالیتتوان به زیست فعال می

سیسـتم  سـرطان و افـزایش دهنـدهضدمیکروبی، ضد
ها نقش حیاتی اکسیدانآنتی). 2ایمنی بدن اشاره کرد (

هاي غـذایی و همچنـین در بـدن انسـان را در سیستم
نماینـد. در ایفا میهاي اکسیداتیو جهت کاهش فرآیند

ــتم ــذایی سیس ــاي غ ــی ه ــیدانآنت ــق اکس ــا در تعوی ه
ي اکسیداسیون لیپید و عدم تشکیل محصولات ثانویـه

ــه  ــابراین ب ــوده و بن ــد ب ــدي مفی ــیون لیپی پراکسیداس
نگهــداري طعــم، بافــت و در برخــی از مــوارد رنــگ 

). 3کننـد (فرآورده غذایی در طی فرآوري کمـک مـی
ـــی ـــیدانآنت ـــنواکس ـــاي مص ـــا ه عی در مقایســـه ب

هاي طبیعی قدرت آنتی اکسیدانی بیشتري  اکسیدان آنتی
دهنـد ولـی در ارتبـاط بـا ایمنـی و  از خود نشان مـی

هـایی وجـود ها نگرانیوابسته به سلامتی آن هاي جنبه
دارد. از ایــــــن رو پیشــــــرفت در اســــــتفاده از 

منظـور جــایگزینی بــا هـاي طبیعــی بــه اکســیدان آنتـی
مصـنوعی مــورد توجــه محققــین  هــاياکســیدان آنتـی

هاي طبیعـی اکسیداندر حال حاضر آنتی ).4باشد ( می
هـاي گیاهـانی ها، عصاره، توکوفرولcاز قبیل ویتامین 

هاي چاي همچنین عصارهگلی و مانند رزماري و مریم
هــاي اکســیدانهــایی بـراي آنتــیعنــوان جــایگزینبـه

و  4( انـدشدههاي غذایی شناخته مصنوعی در سیستم
ي از مـواد غـذایی پروتئینـی نیـز پپتیدهاي متعـدد). 5
اکسـیدانی دست آمده است که داراي ظرفیـت آنتـی به

ترده مـورد طور گسـها بهبوده و فعالیت بیولوژیکی آن
ها بـراي اولـین بـار این پپتید مطالعه قرار گرفته است،

). 6انـد (مـارکوس مـورد بررسـی قـرار گرفتـه توسط
آمینه هستند اسید 5-16اکسیدانی حاوي پپتیدهاي آنتی

بخش با وزن بخش و ایمنی  و حاوي ترکیبات سلامتی
مولکولی پایین، هزینه تولید کم، فعالیت بالا و جـذب 

مطالعات گونـاگونی در رابطـه بـا  ).7باشند (آسان می
هاي هیدرولیز شـده اکسیدانی پروتئینهاي آنتیویژگی
آمده از منابع غذایی و  دستفعال بههاي زیستو پپتید

)، سبوس بـرنج 8هاي بادام زمینی (گیاهی از قبیل دانه
)، 11)، گلــوتن ذرت (10)، پـروتئین گــل مغربـی (9(

)، پـروتئین زرده تخـم مـرغ 12سیب زمینی شـیرین (
دسـت آمـده از شـیر سـویا )، شیر کفیر و کفیر به13(
ــروتئین 14هــاي دارویــی ()، قــارچ11( )، ضــایعات پ

) مورد بررسـی 16) و پروتئین گندم سیاه (15جلبک (
عنوان اجزاء  هاي زیست فعال بهقرار گرفته است. پپتید

پروتئینـی خــاص کـه در درون تــوالی پـروتئین مــادر 
شوند و پـس از  اند در نظر گرفته می(اصلی) غیر فعال

ها توسط هیدرولیز آنزیمی جدا شدند، که این پپتیداین
یکی گونـاگونی را ایفـا ممکن است وظایف فیزیولـوژ

روي فعالیت ترکیب آمینواسیدي و توالی آن بر نمایند.
موثر است. براساس سـاختار ها زیست فعالی این پپتید

هـا هـا، ایـن پپتیـدپپتیدي، ترکیب و توالی آمینواسـید
ممکن است وظـایف گونـاگونی از قبیـل بانـد کـردن 

ـــدنی ( ـــش (17موادمع ـــی بخ ـــرات ایمن )، 18)، اث
)، کـاهش دهنـده کلسـترول خـون 19اکسیدانی ( آنتی

) را ایفـا 21) و همچنین اثرات ضـد فشـارخون (20(
هـاي هاي متعددي با ویژگینمایند. با این وجود، پپتید
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ــت. ــده اس ــت ش ــه یاف ــردي چندگان ــت  عملک قابلی
هاي هیدرولیز شده بـه تـاثیرات اکسیدانی پروتئین آنتی
از ایـن اي نسـبت داده شـده اسـت. برخـی گانـهچند

هـاي ها در زدودن رادیکـالها شامل توانایی آنویژگی
عنوان شلاته کننده فلزات، خاموش کننده آزاد، عمل به

اکسیژن یا دهنده هیدروژن و امکان جلوگیري از نفـوذ 
وسـیله تشـکیل اکسیداسیون چربـی بـههاي آغازکننده

). 22باشــد ( اي در اطــراف قطــرات روغــن مــیلایــه
هـاي داراي غلظـت بـالایی از اسـید پروتئین آب پنیر

اي منشعب لوسـین، ایزولوسـین و والـین آمینه زنجیره
هاي مهمـی در رشـد و تـرمیم بافـت است که فاکتور

از اسـید آمینـه آن اکسـیدانی فعالیـت آنتـی باشـند. می
کنند ناشی سیستئین که در سنتز گلوتاتیون  شرکت می

پنیر نیـز  لاکتوآلبومین از آب-α). ترکیب 23شود (می
کند و استرس اکسیداتیو را فلزات سنگین را شلاته می

دهد زیرا خاصیت شلاته کنندگی یون آهـن کاهش می
ــت ( ــین 27را داراس ــه)، همچن ــلب ــزان دلی ــالاي می  ب

 ايتغذیـه بسـیارمهم منبع یک ضروري آمینه اسیدهاي
  ). 28باشند (می

روش سطح پاسخ، روشـی مفیـد اسـت کـه جهـت 
). 26شـود (کار گرفته مـیبهسازي فرایندهاي غذایی بهینه

ثـرات مـابین متغیرهـاي تجزیه و تحلیل سـطح پاسـخ، ا
تعریـف یکـدیگر تنهـایی یـا در ترکیـب بـا مستقل را به

تواند مـدلی ریاضـی کـه می علاوه این روش. بهنماید می
). 27کنـد را ایجـاد نمایـد (دقیقا کل فرایند را توصـیف 

ــژوهش  ــن پ ــی هــدف از ای ــزان خاصــیت آنت ــین می تعی
  پروتئین هیدرولیز شده آب پنیر است. اکسیدانی

  
  هامواد و روش

: براي فرایند هیدرولیز آنزیمی از آنزیم آلکالاز با مواد
 بر گرم و دانسـیته 1واحد آنسون 4/2فعالیت مشخص 

                                                             
نیاز بـراي یک واحد آنسون عبارت است ازمیزان آنزیم مورد  .1

والان اسـیدآمینه تیـروزین از سوبسـتراي اکیآزاد شدن یک میلی

گرفتـه  2که یـک انـدوپروتئینازلیتر گرم بر میلی 18/1
باشـد مـی فـورمیسباسـیلوس لیکنـیشده از باکتري 

این آنزیم از شرکت سـیگما (اسـپانیا)  .استفاده گردید
از کارخانـه پگـاه تهیه شد. ایزولـه پـروتئین آب پنیـر 

 پتاسـیم، سـیانید فـري ،3فـروزین مشهد تهیـه گردیـد.
کلریدآهن دو و سه، پیروگالول،  اسید، استیککلرو تري

EDTA ــریس ــرك و ت ــرکت م ــدرو، 4از ش ــید هی  اس
سدیم فسـفات و  مونوکلریدریک، اسید آسکوربیک،  

سولفوریک، اسید بوریک و  دي سدیم فسفات و اسید
، تهیـه گردیدنـد هاي معتبر داخلیسودپرك از شرکت

 تمامی مواد شیمیایی مورد استفاده در آزمایش از درجه
  آزمایشگاهی برخوردار بودند.

ابتـدا نمونـه   آب پنیـر:  هیدرولیز شده تهیه پروتئین
بـا آب  20بـه  1ي پروتئین آب پنیر بـه نسـبت ایزوله

 -مقطر رقیق شده و نمونه رقیق شـده بـا بـافر تـریس
 5بــه  1حجمـی  -اسـیدکلریدریک بــه نسـبت وزنــی

مخلوط گشته و به حالت سوسپانسـیون یکنواخـت و 
pH  مناســب جهــت فعالیــت آنــزیم آلکــالاز در آمــده  

)8pH= و سپس در دمـاي آزمـایش آنـزیم براسـاس (
 .گردیـدفعالیت تعریف شده به سوسپانسـیون اضـافه 

لیتـري در میلـی 100هاي ها در فلاسکتمامی واکنش
دور در دقیقه و  200و با دور ثابت شیکردار انکوباتور 

. در در دماي تعریف شده براي هر تیمار انجام شـدند
فعـال اطمینان از غیـر منظور حصولنهایت هر تیمار به

شدن آنزیم، واکنش آنزیمی با قرار دادن سوسپانسیون 
گـراد سـانتی درجـه 85دمـاي  در حمام آب گـرم در

دقیقه به اتمام رسیده و ترکیـب هیـدرولیز  20مدت  به
سرعت سرد گردیـد، در انتهـا بـا شده در حمام یخ به

در  g×6700دار بـا دور استفاده از سانتریفیوژ یخچـال
                                                                                   

ــاي  ــه در دم ــوبین در دقیق ــه 25هموگل ــانتیدرج ــراد و ي س گ
5/7pH=  )28.(  

2. Endoproteinase 
3. Ferrozine 
4. Tris 
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ــاي  ــه 10دم ــانتی درج ــهس ــراد ب ــدت گ ــه  20م دقیق
هیدرولیز  .)29آوري سوپرناتانت صورت گرفت ( جمع

  آنزیمی براي هر تیمار در دو تکرار صورت پذیرفت.
منظـور تعیـین  بـه گیـري ترکیبـات شـیمیایی:    اندازه

گرم از نمونه روي ظرف آلومینیومی از قبل  5رطوبت، 
هـا در آون در وزن شده قرار داده شـد. سـپس نمونـه

سـاعت  24گراد بـراي مـدت درجه سانتی 103دماي 
). 30( که وزن ظرف ثابت گردیدقرار داده شدند تا این

براي تعیین میزان پروتئین کل در مـواد خـام اولیـه، از 
ــروژن  ــریب نیت ــدال ض ــد  25/6روش کل ــتفاده ش اس

ــدل  ــر، م ــرکت به ــان، ش ــزان S3(ســاخت آلم ) و می
نمونه خام در کوره الکتریکی  خاکستر نیز با قرار دادن

) در FX118-30، مدل 1(ساخت آلمان، شرکت نابرترم
  ).31( گراد تعیین گردیددرجه سانتی 550دماي 
 اکسید:هاي آزاد سوپرفعالیت زدودن رادیکالتعیین 

هاي مختلف تهیه شده، ابتدا محلول پروتئینی با غلظت
ــی 1/0ســپس  ــه میل ــی ب ــول پروتئین ــر از محل  8/2لیت

گردید مخلوط اضافه Tris-Hcl- EDTA لیتر بافر  میلی
گراد  درجـه سـانتی 25حاصل همزده شد و در دمـاي 

دقیقـه  10شد. پـس از دقیقه حرارت داده  10مدت  به
لیتر محلـول میلی 1/0حرارت دهی، واکنش با افزودن 

) آغاز گردید سـپس دانسـیته مولارمیلی 3پیروگالول (
ــ 325نــوري در طــول مــوج  انومتر توســط دســتگاه ن

). 32قـرار گرفـت (گیري اسپکتروفوتومتر مورد اندازه
فعالیت مهار رادیکال آزاد از طریق فرمول زیر محاسبه 

  گردید:
  

معادلـــه 
)3-6(  

جـذب -(جذب نمونـه /( جذب کنترل ×100
ـــرل))  ـــد  =کنت ـــاردرص ـــالر مه آزاد  ادیک
  سوپراکسید

  

                                                             
1. Nabertherm 

سـازي فعالیـت منظور بهینـههب سازي:آزمایشات بهینه
ي آب پنیـر از اکسـیدانی پـروتئین هیدرولیزشـدهآنتـی

روش سطح پاسخ استفاده گردید. به این منظور طـرح 
 6و ) -αو  -α ، +1 ،+0 ،1(سطح  5مرکب مرکزي با 

تکرار در نقطـه مرکـزي مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت 
)، 1Xي متغیرهاي مسـتقل زمـان (). محدوده1(جدول 

هـاي اولیـه ) از آزمـون3Xآنـزیم () و فعالیت 2Xدما (
هـاي انـد). تیمـارر نشـدههـا ذکـدادهاستنتاج گردید (

حداقل رسـاندن اثـرات تغییـرات منظور بهآزمایشی به
هاي مشاهده شده به صـورت بینی نشده در پاسخپیش

اي درجـه تصادفی درآمدند. مدل رگرسیونی چندجمله
شـد. مـدل بینی پاسخ درنظر گرفتـه منظور پیش دوم به

  صورت معادله زیر است.پیشنهادي براي پاسخ به
  

  )8-3معادله (
ܻ = ∑ + 0ߚ	 ଷߚ

ୀଵ ixi+ ∑ ଷߚ
ୀଵ iixi

2 + 
∑ ∑ ଷߚ

ୀାଵ
ଶ
ୀଵ ij xixj 

  
ـــه ـــن معادل ـــت Y  در ای ـــر وابســـته (فعالی متغی

 iβ ،iiβ، ijβ و ثابـت بـوده 0βباشـد،  اکسیدانی) می آنتی
سطح  xjو  xiهاي برآورد شده توسط مدل هستند.ثابت

ترتیـب نمایـانگر هـا بـهمتغیرهاي مستقل هستند و آن
، 1Xمتغیرهـاي  2ي دوم و متقـاطعاثرات خطی، درجه

2X  3وX باشند. مدل، اثر هـر متغیـر را روي پاسخ می
  ).33نماید (روي پاسخ ارزیابی می

در ابتداي آزمایش  :ترکیبات شیمیایی مواد خام اولیه
  گیري شد.اندازهدرصد رطوبت، خاکستر و پروتئین 

طرح آزمایشی با سطوح کدبنـدي  :آنالیز سطح پاسخ
اکسیدانی ي متغیرهاي مستقل و نتایج فعالیت آنتیشده

  .است آورده شده 3مربوط به هر تیمار در جدول 

                                                             
2. Cross 
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  آب پنیر اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شدهسازي فعالیت آنتیمتغیرهاي مستقل و سطوح مورد استفاده جهت بهینه :1جدول 
Table 1. Independent variables and levels used to optimize the antioxidant activity of whey protein hydrolysates 

  سطوح  
Levels  

  متغیرهاي مستقل
independent variables  

−1.68  1-  ٠  1+  1.68 +  

  زمان (دقیقه)
time           (min) 

48/21  
  60 5/116 173 52/211 

  )℃دما (
Temperature (℃)  

91/38 43 49 55 09/59 

  کیلوگرم پروتئین)(واحد آنسون/  فعالیت آنزیمی
Enzyme activity  

Anson unit/kg protein)(  
96/22 40 65 90 04/107 

  
  ترکیبات شیمیایی ایزوله پروتئین آب پنیر :2 جدول

Table 2. Chemical composition of whey protein isolate (wet weight basis) 

 
  )%پروتئین (

Protein (%) 

  )%رطوبت (
Moisture (%)  

  )%خاکستر (
Ash (%) 

  ایزوله پروتئین آب پنیر
whey protein isolate  

39.0 ± 82 0.33 ±13  0.18 ± 2.6 

  اند.گزارش گردیده1* پروتئین، رطوبت و خاکستر،  براساس وزن مرطوب
  اند.  تکرار صورت پذیرفته 3** تمامی آزمایشات در 

  

  اکسیدانیفعالیت آنتیمیزان  و مرکزي مرکب طرح مستقل هايمتغییر واقعی و بندي کد سطوح: 3جدول 
Table 3. Coded and real levels of independent variables for central composite design and  antioxidant activity 

  
  شماره تیمار

Run  
  فعالیت آنزیم

Enzyme activity  

  دما
Temperature (℃)  

  زمان
)min) etim  

  اکسیدانی (%)فعالیت آنتی
antioxidant activity(%) 

1   0  0  0  59.07 
2  0 0 0  56.87 
3   0 6818/1 - 0  53.45 
4   1- 1-  1-  22.02 
5   0 0 0  55.39 
6  1-  1+ 1+ 42.61 
7   6818/1+ 0  0 60. 15 
8   1+ 1- 1+  56.27 
9   0 0 0 58.47 
10   6818/1 - 0 0  25.22 
11   1- 1+ 1- 22.13 
12  0 0 6818/1+ 43.28 
13  0 0 6818/1 - 26.23 
14   1- 1- 1+ 52.21 
15  1+ 1+ 1+ 49 
16   0 0 0 58.47 
17  1+ 1- 1- 56.79 
18   0 6818/1+ 0 49.5 
19   1+ 1+ 1- 56.55 
20  0 0 0 57.33 

  

                                                             
1. Wet basis 
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  اکسیدانیسطح پاسخ براي فعالیت آنتی) مدل درجه دوم حاصل از طرح ANOVAتجزیه و تحلیل واریانس ( :4 جدول
Table 4. Analysis of variance (ANOVA) of response surface quadratic model for antioxidant activity 

  منبع
Source  

  درجه آزادي
df 

  مجموع مربعات
Sums of squares 

  میانگین مربعات
Mean 
square  

  F Pمقدار 

  مدل
Model 

9 33385.85 370.21 103.71 <0.0001** 

  زمان
Time 

1 371.98 371.98 104.21 <0.0001** 

  دما
Temperature 

1 40.93 40.93 11.47 0.0069** 

  فعالیت آنزیم
Enzyme  

1 1402.26 1402.26 39.84 <0.0001** 

  زمان× زمان 
Time *Time  

1 816.15 816.15 228.64 <0.0001** 

  دما× دما 
Temperature  * 
Temperature 

1 37.54 37.54 10.52 0. 0088** 

  فعالیت آنزیم× فعالیت آنزیم 
enzyme      * Enzyme  

1 321.31 321.31 90.01 <0.0001** 

  زمان× دما 
Temperature  * Time  1 35.03 35.03 9.81 0.0106** 

  دما× آنزیم  فعالیت
Enzyme    * Temperature  1 0.49 0.49 0.49 71.78ns 

  فعالیت آنزیم× زمان 
Time * Enzyme  

1 431.3 431.3 120.83 <0.0001** 

  باقیمانده
Residual  

10 35.7 3.57   

  1فقدان برازش
Lack of fit  

5 26.53 5.31 2.89 13.41ns 

  خطاي خالص
Pure error 

5 9.16 1.83   

  کل
Total 

19 3367.54    

  معناداري: غیرns -درصد 1و  5ترتیب: معناداري در سطح  * و ** به
* and ** show significant probability level of 5% and 1% - ns: not significant 

  
از طریـق روش حـداقل  ضرایب رگرسـیون چندگانـه

اي درجه دوم مدل چندجمله بینیمنظورپیشبه مربعات
داري براي متغیر پاسخ ایجاد شد و با توجـه بـه معنـی

)، مدل پیشنهادي زیر ارائه گردید:5ضرایب (جدول   

  
x2

2044835/0- x1
2 0023574/0- x3 9122/1 +x2 

71717/4 +x1  28199/1  +36183/206-Y=  

x2x300165/0 + x1x3005198/0-  x1x2006172/0-  
x3

20075548/0 -  

 9894/0 =2R  ،موید این اسـت کـه مـدل رگرسـیون
واکنش را به خوبی توضیح داده و مدل بـرازش شـده 

مقـادیر  درصد از کل تغییرات در دامنه 94/98توانسته 
تعـدیل  2Rواقعـی و  2Rمورد مطالعه را توضیح دهد. 

دست آمدند، به 9799/0و  9894/0که به ترتیب  1شده
انـد. از ها بودهپراکندگی دادهبیانگر توصیف مناسبی از 

ي مـدل جا که فرض آزمون عدم برازش در معادلـهآن

                                                             
1  . Adjusted R-Squared 
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ــی ــود (معن ــار P< 05/0دار نب ــاس مه ــر اس ــدل ب   برازش گردید.سوپراکسید هاي آزاد رادیکال) م
  

  اکسیدانیفعالیت آنتیبرآورد ضرایب معادله رگرسیونی  :5جدول 
Table 5. Estimation of regression equation coefficients of antioxidant activity 

 ضریب
Coefficient 

 متغیر مدل
Model variable 

-206.36183 
 ثابت

Constant 
 x1(زمان)  1.28199+

 (time) x1 
 x2 (دما) 4.71717+

 (Temperature) x2 
 x3 (فعالیت آنزیم) 1.9122+

 (Enzyme) x3 
-0.0023574 x1

2 
0.044835 x2

2 
-0.0075548 x3

2 
-0.0061725 x1x2 
0.005198 x1x3 
0.00165 x2x3 

 
ي هــر متغیــر در منظــور تعیــین شــرایط بهینــههبــ

الاترین قــدرت هیــدرولیز آنزیمــی جهــت حصــول بــ
، نمودارهاي سوپراکسیدهاي آزاد  مهارکنندگی رادیکال

 3تـا  1هـاي براي متغیرها در شکلسه بعدي سطحی 
  ترسیم شده است. 

دهـد کـه زمـان هیـدرولیز تـأثیر نشان می 1شکل 
اکسیدانی دارد با توجـه بـه ایـن زیادي بر فعالیت آنتی

دقیقه بالاترین  196تا  98 هاي حدودها در زماننمودار
بهینـه اکسیدانی مشـاهده گردیـد و زمـان فعالیت آنتی

باشد، این نتایج کاملا مشـابه نتـایج دقیقه می 02/104
شـرایط بهینـه در اسـت. آ) 2011طاهري و همکاران (

گـراد، زمـان  درجـه سـانتی 37/54دماي  هاآن تحقیق
 49/69دقیقه و نسبت آنـزیم بـه سوبسـتراي  21/107

پروتئین محاسبه گردیـد کـه آنسون بر کیلوگرم واحد 
ي حاصـل تحـت ایـن شـرایط هپروتئین هیدرولیز شد

 هـاي آزاد درصدي در مهار رادیکـال 74/49ظرفیت 

DPPHتغییــرات فعالیــت داداز خــود نشــان مــی .
اکسیدانی بـا گذشـت زمـان در اثـر تغییـر طـول  آنتی

هــاي پپتیــدي حاصــل یــا افــزایش هیــدرولیز زنجیــره
اند که . بسیاري از محققین گزارش نموده)34( باشد  می

اکسـیدانی  وزن مولکولی پایین فعالیت آنتیپپتیدهاي با 
در ایـن تحقیـق ). 35دهنـد (بیشتري از خود نشان می

درصـد  44/63اکسـیدانی بیشترین میزان فعالیت آنتـی
) 2009چابئود و همکاران (دست آمد که با پژوهش  به

ــا شــباهت داشــت. آن ــراي ه ــه ب ــی ک ــز در تحقیق نی
پـروتئین هیـدرولیز اکسـیدانی سازي فعالیت آنتی بهینه

ــاهی شــده ــه  Saitheي م ــد ک ــزارش کردن ــتند گ داش
% می باشـد 4/66اکسیدانی بیشترین میزان فعالیت آنتی

،  نسـبت pH 8گـراد، درجـه سـانتی 60که در دمـاي 
% (واحـد آنسـون/کیلوگرم 8/53آنزیم به سوبسـتراي 

  ).36( آید به دست میپروتئین) 
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  دما و زمان هیدرولیز بر فعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد سوپراکسید در نمودار سه بعدي سطح پاسخاثر  :1شکل 

Figure 1. Effects of temperature and hydrolysis time on superoxide radical scavenging activity  
in three dimensional response surface plot 

    
بـا افـزایش زمـان هیـدرولیز  فعالیـت  2 در شکل

اکسیدانی در یک دماي ثابت افـزایش یافتـه و در آنتی
هاي نهایی هیدرولیز کاهش یافته است. این نتایج زمان

لیـت سـازي فعا) در بهینـه1391مشابه نتایج مهرگان (
. طـاهري و )37( باشداکسیدانی ماهی کاراس میآنتی

ســازي فعالیــت بــا بهینــهنیــز ) 2011همکــاران (
 نـداکسیدانی ماهی ساردین رنگین کمان نشان داد آنتی

اکسیدانی تـا زمـانی کـه زمـان، دمـا و که فعالیت آنتی
رسـد نسبت آنزیم به سوبسترا به نقطه اپتیمم خود مـی

افـزایش بیشـتر زمـان و نسـبت افزایش یافته سپس با 
یابد که این امر به دلیل اثر آنزیم به سوبسترا کاهش می

. در )34( باشدزمان و دما بر روي فعالیت آنزیمی می
فعالیت بازدارنـدگی رادیکـال بهینه این پژوهش میزان 

دست آمد که این نتیجه مشـابه به 44/63سوپراکسید %
هـا فعالیـت بـود، آن )2008پژوهش زي و همکاران (

را  ١)ALPS( آلفـت هاي برگ آلفـااکسیدانی پپتیدآنتی

                                                             
1. alfalfa leaf peptides 

ــد.  ــرار دادن ــابی ق ــورد ارزی ــت  ALPSم  6/1در غلظ
ترتیب  لیتر، بهگرم/ میلیمیلی 9/0لیتر و گرم/ میلی میلی

و سوپراکســید  DPPHفعالیــت بازدارنــدگی رادیکــال 
با اسـتفاده از  داد. درصد را نشان 67درصد و  79/71

دسـت آمـد هـا بـهاسـیدنتایجی که از پروفایـل آمینـو
اکسیدانی علاوه بر فعالیت آنتی ALPSگزارش شد که 

  .)38( باشداي بالایی نیز میداراي ارزش تغذیه
) 3دمـا (شـکل  -هـاي آنـزیمبا توجه بـه نمـودار

توان دریافت که اثر نسبت آنـزیم بـه سوبسـترا بـر  می
اکسیدانی در مقایسه با دما بیشـتر بـوده و  آنتیفعالیت 

اکسـیدانی دارد. این فاکتور تأثیر مهمی بر فعالیت آنتی
دهـد کـه بیشـترین فعالیـت این نمودارهـا نشـان مـی

گـراد و درجه سـانتی 54تا  40اکسیدانی در دماي  آنتی
ـــدود  ـــی ح ـــت آنزیم ـــا  75فعالی واحـــد  102ت

ــ ــروتئین ب ــون/کیلوگرم پ ــد. هآنس ــت آم ــرارد و دس گ
منظـور ) نیز از روش سطح پاسـخ بـه2007همکاران (

و غلظـت  pHسازي شرایط هیدرولیز (شامل دما، بهینه
آنزیم آلکالاز) جهـت دسـتیابی بـه بـالاترین فعالیـت 
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 DPPHهــاي آزاد اکســیدانی  در مهــار رادیکــال آنتــی
استفاده نمودند. شرایط بهینه جهت این منظـور بـراي 

ــا،  ــه pHدم ــزیم ب ــت آن ــب  و غلظ ــه  2/66ترتی درج

واحـد آنسـون بـر کیلـوگرم  1/68و  7/9گراد،  سانتی
  ).39دست آمد (پروتئین به

  

  
  

 و زمان هیدرولیز بر فعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد سوپراکسید در نمودار سه بعدي سطح پاسخفعالیت آنزیم اثر  :2شکل 
Figure2. Effects of Enzyme activity and hydrolysis time on superoxide radical scavenging activity in three 

dimensional response surface plot  

  
  

  هیدرولیز بر فعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد سوپراکسید در نمودار سه بعدي سطح پاسخ اثر فعالیت آنزیم و دماي :3 شکل
Figure 3. Effects of Enzyme activity and temperature on superoxide radical scavenging activity in 3-D response 

surface plot  
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بهینه سازي فعالیت آنتی اکسـیدانی و اعتبارسـنجی   
 Design Expertافـزار  شرایط بهینه توسـط نـرم :مدل

دست آمد. شرایط هیدرولیز براي پروتئین هیـدرولیز  به
هـاي آزاد ي مهار رادیکالآب پنیر با فعالیت بهینه شده

، دقیقـه 02/104مطـابق بـا شـرایط زمـان  سوپراکسید
 85/96و فعالیت آنزیمی  گراددرجه سانتی 2/47دماي 

دست آمـد کـه منطبـق بـا بهواحد آنسون بر کیلوگرم 
هـــاي آزاد رادیکــال درصــد قــدرت مهـــار 44/63

منظور تایید شـرایط پیشـنهاد شـده بود. به سوپراکسید
هاي اضافی در شـرایط توسط معادله ریاضی، آزمایش

بینی شده توسط مدل اجرا گردید (در سه تکرار) پیش
در ایــن  سوپراکســیدکــه قــدرت مهــار رادیکــال آزاد 

 درصـد بـود. مقـادیر آزمایشـی تقریبـاً 79/61شرایط 
بینی شده توسـط مـدل بـود کـه قادیر پیشمطابق با م

بینـی شـده جهـت تولیـد ي پـیشمؤید شـرایط بهینـه
اکسـیدانی از پروتئین هیدرولیزشـده بـا خـواص آنتـی

  باشد.پروتئین آب پنیر می ایزوله

  کلیگیري نتیجه
 هـاياکسـیدانآنتـی خاصـیت بـه توجه با امروزه

 هايرادیکال و هاپاتوژن عمل از جلوگیري در طبیعی

 از بیش غذایی و صنایع پزشکی در ها آنکاربرد  آزاد،

منجر به تحقیقاتی و  تاس گرفته قرار توجه مورد پیش
اکسـیدانی پپتیـدهاي ي بررسی قابلیـت آنتـیدر زمینه

اي نظیـر هاي هیدرولیز شدهفعال بیولوژیک از پروتئین
پـروتئین  آب پنیـر، پروتئین سویا، گندم، کازئین شیر،

 ماهی و... شده است. هـدف از ایـن پـژوهش تبـدیل
 و اکسیدانی آنتی خاصیت با ترکیبی آب پنیر به پروتئین

بخش و نیز یافتن مقادیر سلامتی و مفید خواص داراي
ي شرایط اثرگذار در هیدرولیز آنزیمی شامل دما، بهینه

زمان هیدرولیز و فعالیت آنزیمی آنـزیم آلکـالاز بـود. 
سازي پارامترها از روش سطح پاسـخ در منظور بهینه به

 افــزارو از نــرم )CCDمرکــزي ( قالـب طــرح مرکــب
Design Expert .استفاده گردید  
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Abstract 
Background and objectives: Due to safety concerns and health aspects over the use of 
synthetic antioxidants, the natural antioxidant compounds are considered by researchers. In the 
recent years a great deal of attention for application of natural antioxidants, has led to studies in 
investigation of antioxidative or bioactive potential of hydrolysates peptides from plant or 
animal sources. Bioactive peptides are considered specific protein fragments that are inactive 
within the sequence of the parent protein, after they are released by enzymatic hydrolysis, they 
may exert various physiological functions such as antioxidative activity. Antioxidant activity of 
bioactive peptides can be attributed to their radical scavenging, metal ion chelation and 
inhibition of lipid peroxidation properties of peptides. 
 
Materials and methods: In the present study, response surface methodology was used to 
optimize hydrolysis conditions for preparing protein hydrolysate from the whey protein, using 
Alcalase. The investigated factors were temperature (43-55°C), time (60-173 min) and 
enzyme/substrate ratio (40-90 AU/Kg protein) to achieve maximum antioxidant activity.   
Experiments were designed according to the central composite design.  
 
Results: The optimal conditions to achieve the highest superoxide free radical scavenging 
capacity were as: temperature (47/2 °C), time (104/02 min) and enzyme/ substrate ratio (96/85 
AU/Kg protein).Under these conditions superoxide free radical scavenging capacity was 63/44 
%. Regression coefficient for the model (Quadratic type) was 0.989, indicating the high 
accuracy of the model to predict the reaction conditions considering different variables. 
 
Conclusion: Advances in the technology of preparing protein hydrolysate has provided the 
opportunity of use of unavailable protein sources. The optimization of antioxidant activity of 
protein hydrolysate, can save time, cost and amount of enzyme needed for hydrolysis. The 
Results indicated that whey protein hydrolysate has the potential to be applied as a natural 
antioxidant in food and pharmaceutical ingredients in the future. 
 
Keywords: Whey Protein, Response Surface Methodology (RSM), Antioxidant activity, 
enzymatic hydrolysis1 
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