
 1405 تیر ،23، دوره 173ران، شماره  یا ییع غذایمجله علوم و صنا

 

194 

 

 

 اکسیدانی آنو بررسی ویژگی آنتی با استفاده از آنزیم آلکالاز  هیدرولیز پروتئین دانه سیب یابیبهینه

 2یر، مرتضی خمی2، محمد قربانی* 2، علیرضا صادقی ماهونک1محراب باقر

دانشجوی ارشد شیمی مواد غذایی، گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان،  -1

 ایران 

 ، دانشکده صنایع غذایی ، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایرانغذاییاستاد گروه علوم و صنایع -2

 دهیچک اطلاعات مقاله                        

 مقاله :   یخ هایتار

 09/09/1404افت: یخ دریتار

 02/02/1405تاریخ داوری: 

 13/02/1404رش: یخ پذیتار

نگرانی  افزایش  آنتی با  مخرب  اثرات  درباره  از اکسیدانها  استفاده  سلامت،  بر  مصنوعی  های 

به اکسیدانآنتی  طبیعی  زیستهای  پپتیدهای  فزاینده ویژه  اهمیت  است.فعال،  یافته  این   ای  در 

تیمار  و پیشپروتئین دانه سیب توسط آنزیم آلکالاز    هیدرولیز آنزیمی   فرآیند  یابی بهینه پژوهش  

 55تا  4۰هیدرولیز آنزیمی پروتئین دانه سیب با آنزیم آلکالاز، در دماهای  .بررسی شد  فراصوت

دقیقه انجام    1۸0تا    30درصد و در بازه زمانی    2تا    1گراد، نسبت آنزیم به سوبسترا  درجه سانتی 

  ۶0وات،    200فراصوت پالسی )  گاهدست  دقیقه با  5مدت  محلول پروتئینی پیش از هیدرولیز به شد.  

شد. تیمار  آنتی   هرتز(  فعالیت  رادیکالارزیابی  مهار  سنجش  شامل  قدرت  DPPH  اکسیدانی   ،

  ی بدون پیش تیمار فراصوت هانمونه   .اکسیدانی کل صورت گرفتکنندگی و ظرفیت آنتی احیا

در این  اکسیدانی  اکسیدانی را از خود نشان دادند. شرایط بهینه فعالیت آنتی بیشترین فعالیت آنتی 

گراد و نسبت آنزیم درجه سانتی   9۶/51دقیقه، دمای  ۶0/149ترتیب شامل زمان هیدرولیز  حالت، به 

نشان داد    (نانومتر  ۶95در طول موج  )اکسیدانی کل  آنتی   ظرفیتآزمون  .  بود  %   ۸0/1به سوبسترا  

تا    521/0تیمار شده با فراصوت بین  های پروتئین هیدرولیز شده دانه سیب پیشنمونه جذب  که  

  احیاءقرار داشت. در آزمون قدرت    9۸2/0تا    513/0تیمار بین  های بدون پیش و نمونه   ۸17/0

تا   793/0تیمار شده با فراصوت در بازه های پیش، جذب نمونه (نانومتر 700در طول موج ) آهن 

دست آمد. فعالیت مهارکنندگی  به   095/1تا  ۶23/0تیمار در بازه  های بدون پیشو نمونه   ۸70/0

درصد و برای    ۸9/۶3  تا   17/45تیمار شده با فراصوت بین  های پیشبرای نمونه  DPPH رادیکال

پیشنمونه  بدون  بین  های  داشت  97/۶۶تا    22/45تیمار  قرار  نشان  .  درصد  پژوهش  این  نتایج 

اکسیدان طبیعی، در فرمولاسیون محصولات غذایی  عنوان آنتی توانند به دهد که این پپتیدها می می 
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 ه مقدم-1

برای جلوگیری از فساد مواد غذایی و محافظت از بدن در  

گسترده طیف  بیماریبرابر  از  پراکسیداسیون  ای  مهار  ها، 

رادیکالچربی تشکیل  از  جلوگیری  و  در ها  آزاد  های 

های زنده ضروری است. اگرچه  محصولات غذایی و سلول

بهاکسیدانآنتی سنتزی  افزودنیهای  برای  عنوان  غذایی  های 

هایی در روند، اما دغدغهکار میجلوگیری از کاهش کیفیت به

آن با سلامت  مرتبط  پیامدهای  و  ایمنی  مطرح  خصوص  ها 

های طبیعی اکسیدانکارگیری آنتیرو، توسعه و بهاست. ازاین

توجه  به مصنوعی،  انواع  برای  مناسب  جایگزینی  عنوان 

در   .[1] ت  بسیاری از پژوهشگران را به خود جلب کرده اس

آگاه  ر،یاخ  یهاسال نقش مصرف  یرشد  درباره  کنندگان 

  ل ی سلامت سبب شده است تا تما  یدر حفظ و ارتقا  هیتغذ

از مواد غذا   ی فراسودمند به شکل قابل توجه  ییبه استفاده 

از    فعال،ست یز  یدهایپپت[.  2]   ابدی  شیافزا   20تا    3که 

 دیو تول  نیپروتئ  هیتجز  ندیفرا  یط  شوند،یم  لیتشک  نهیدآمیاس

اس  یدهایپپت و  ا  نه یآم  یدهایکوتاه  .  [ 3]   گردندیم  جادیآزاد 

پروتئ  ژهیو  ییهابخش  دهایپپت  نیا ساختار  که    نیاز  هستند 

  ک یولوژ یزیآثار سودمند ف   توانندیم  ،یاهیافزون بر ارزش تغذ

  ن یدر پروتئ هاین توالیحال، ا  نیبر سلامت داشته باشند. با ا

قرار دارند و تنها پس از آزاد شدن در    فعالریبه حالت غ  هیاول

پپت و  یدهایقالب  بروز  توان  بخش سلامت   یهایژگ یکوتاه، 

پ را  تولید متداول  .[ 4]   کنندیم  دایخود  برای  شیوه  ترین 

زیست  پروتئینپپتیدهای  آنزیمی  هیدرولیز  است.  فعال،  ها 

آنز  یکی استفاده در ه  یجرا  هاییماز   یمی،آنز  یدرولیزمورد 

باکتر توسط  که  است   Bacillus licheniformis  ی آلکالاز 

اشودیم  یدتول قل  ینوع   یم،آنز  ین.  غ  یاییپروتئاز    یر و 

  یسه آلکالاز در مقا .بالا است   یتیکیکاتال یتبا فعال یاختصاص

  pHتر و در  در زمان کوتاه  یدی،و اس  یعیطب  هاییمآنز  یربا سا

ه  قلیایی، بالاکندیم  یجادا  یمناسب  یدرولیزدرجه   ی. قدرت 

آن باعث شده تا آلکالاز    یو عملکرد اختصاص   یتیکپروتئول

  .[ 5]   باشد  یاهیگ   هایینپروتئ  یدرولیزه  یبرا  یانتخاب مناسب

(، اثربخشی آلکالاز و 2022و همکاران ) Abbasi در پژوهش

آنتی پپتیدهای  تولید  بر  کینوا  تریپسین  پروتئین  از  اکسیدانی 

دقیقه و    30ها نشان دادند که آلکالاز طی  بررسی شد. یافته

از   پس  تولید    4تریپسین  میزان  بیشترین  ترتیب  به  ساعت، 

آنتی کردندپپتیدهای  ایجاد  را  های  پژوهش  .[ 6] اکسیدان 

های هیدرولیزشده صورت  ای در حوزه تولید پروتئینگسترده

با   آنزیمی  هیدرولیز  فرآیندهای  حال،  این  با  است.  گرفته 

طولانی محدودیت  آنزیم،  عملکرد  پایین  بازده  مانند  هایی 

به   سوبسترا  تبدیل  نرخ  کاهش  و  واکنش  انجام  زمان  بودن 

هستند مواجه  از   .[ 7] محصول  امروزه  دلیل،  همین  به 

های متعددی همچون فراصوت، مایکروویو، انجماد  فناوری

تیمار پروتئین های پیشعنوان روشو فرایندهای فشار بالا به

محدودیت  رفع  میبرای  استفاده  یادشده  .  [ 8]   شودهای 

به که  یک  فراصوت  کم  فناوریعنوان  کارآمد سبز،  و  هزینه 

ها و  به طور گسترده در استخراج پروتئینکه    شود شناخته می

یند با  آ. این فر[ 10و  9]  رودکار میاکسیدانی بهترکیبات آنتی

را دست  پروتئین  نخستین  آنکه ساختار  باقی  وجود  نخورده 

های سوم و چهارم  گذارد، موجب دگرگونی در پیکربندیمی

میمی که  تغییری  و  شود؛  عملکردی  خصوصیات  بر  تواند 

باشد اثرگذار  پروتئین  و   Pacheco .[ 12و    11]  زیستی 

( پیش2023همکاران  تأثیر  هیدرولیز  (  بر  فراصوت  تیمار 

نتایج  کردند.  بررسی  را  کدو  دانه  پروتئین  کنسانتره  آنزیمی 

تیمار شده با فراصوت ظرفیت  های پیشنشان داد که نمونه

های هیدرولیز شده  مهار رادیکال آزاد بیشتری نسبت به نمونه

تبدیل و    .[ 13]   به روش معمول بودند با  فرآیندهای مرتبط 

توجهی از ضایعات  حجم قابل هاسبزی  ها و  سازی میوهآماده

برداری مجدد کنند که قابلیت بازیافت و بهرهگیاهی ایجاد می

ای از این مواد بدون استفاده  حال بخش عمده  را دارند؛ با این

  ی با نام علم  یب س  .[ 14]   گیرندرها شده و مورد توجه قرار نمی

Malus domestica  پرمصرف   یکی محبوب  ینتراز   ین ترو 

طعم مطبوع، ارزش    یلدلکه به  رودیشمار مدر جهان به  ها یوهم

مورد توجه    ییغذا  یعمتنوع در صنا  یبالا و کاربردها  ییغذا

آن   یجهان  یدکه تول  دهندیقرار گرفته است. آمارها نشان م 

مرز    2024در سال   است.   یلیونم  86/ 14از  کرده    تن عبور 

عمده تول  یابخش  ته  یب،س  یجهان  یداز    یه صرف 

آب  ییهافرآورده ط  شودیم  یوهممانند  در    یند، فرآ  ینا  یو 
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  یه درصد از وزن اول  35تا    20که حدود   ماندیجا مبه  یاتفاله 

تشک  یوهم ادهدیم  یلرا  بخش  ین.  شامل  مانند   ییهاتفاله 

مطالعات   [.15]   باشدیدانه م  یپوست، گوشت و مقدار اندک 

تنها  در خوراک دام نه   یعاتضا  یناند که استفاده از انشان داده

  ینی پروتئ یمحتوا افزایشبلکه به دهد،یرا کاهش م یعاتضا

ضمن آنکه    کند،یکمک م  یوانات روده در ح  یت و بهبود وضع

در اغلب    یب س  یهادانه  .[16]   دارد  یزن  یخوب  پذیرییهتجز

به ترک   یل دلموارد  آم  اییه ضدتغذ  یباتوجود   یگدالین مانند 

نم ] یاستفاده   یانوژنی، س  یکوزیدگل  یگدالین،آم  [.17شوند 

س  ی سم  یب ترک   یشترینب دانه  شرا  یب در  در  که    یط است 

موجود در روده، به  گلوکوزیداز‑بتا یلهوسبه تواندیمناسب م

اند نشان داده  یدحال، مطالعات جد ینشود. با ا یلتبد یانیدس

انسان  یرکه مقاد اثر    یوانی،ح  یا  یمعمول در مصرف متعادل 

و    یاثرات ضد التهاب  یو برخ  کنندیجاد نمیا  داریمعن  یسم

است  یزن  یریتکثضد شده  گزارش  آن  س  .[ 18]   از    یبدانه 

ترک  یغن  یمنبع فن   یفنول  یباتاز  جمله  )مانند    هایلیکاز 

فلاوونوئ یداس  یککلروژن   ین، کوئرست  ین،)کاتچ  یدها(، 

ترپنوئیدزینفلور و  ا  یدها(    یتفعال  یباتترک  یناست. 

 . [ 18]   دارند  ییبالا  یو ضدسرطان  یضدالتهاب  اکسیدانی،یآنت

داده  هایبررس انشان  که  ترک دانه  یناند  از  سرشار    یبات ها 

کامل    یب دانه س  ینپروتئ  یزانم  هستند.  فعالیست و ز  یمغذ

نشده(  گیری  در  49/ 5حدود    )چربی  و    100  هر  گرم  گرم 

گزارش شده    گرم  100در هر  گرم    24  مقدار چربی آن حدود

دانه  .است  این  حاوی  همچنین  درصد   4/ 31تا    2/ 5ها 

فنلی   ترکیبات  و  رژیمی  فیبر  توجهی  قابل  مقادیر  خاکستر، 

  ی برا  ی ارا به منبع بالقوه  یبدانه س  هایژگیو  ینا  باشند.می

کاربردها  یاهیگ   هایینپروتئ  یدتول دارو  ییغذا  یو    یی و 

 [. 19] کرده است  یلتبد

مطالعه،از  هدف    آنزیمی آفر  یابی بهینه این  هیدرولیز  یند 

بیشترین فعالیت    پروتئین دانه سیب با آنزیم آلکالاز است تا 

 . دحاصل شو  اکسیدانیآنتی

 

 

پیکریل هیدرازیل  -1-دی فنیل-2،2 -1  

 هامواد و روش -2

 مواد  -1-2

پتاسیم فری سیانید، ، تری کلرواستیک اسید آلکالاز   آنزیم  ،

سولفوریک (، هگزان،  IIIکلرید آهن) آمونیوم هپتا مولیبدات،

، هیدروکلریک اسید، درصد  96درصد، اتانول    98-95اسید  

کوماسی برلیانت بلو   ، 1DPPH دی پتاسیم هیدروژن فسفات،

(G250)سدیم  مونو هیدرات  ، سدیم دی هیدروژن فسفات ،

گما و مرک خریداری از شرکت های معتبر سی  هیدروکسید

آزمایشگاه گروه علوم د. مراحل اجرایی این پژوهش در  شدن

غذایی صنایع  طبیعی   و  منابع  و  کشاورزی  علوم  دانشگاه 

 حاصل از بخش سیب از ضایعات    دانه  صورت گرفت.گرگان  

پایلوت دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی    میوه خشک

 . گرگان تهیه شد

 گیری مواد اولیه روغنآماده سازی و  -2-2

  دستگاه آسیاب   ها به صورت دستی جدا شد و درابتدا دانه

یکنواخت  به صورت پودر    (A500- برقی )آسان توس شرق

دانه سیب   پودر،  گیریسپس جهت روغن[.  20]   به دست آمد

( مخلوط و  حجمی-وزنی)  10به    1با حلال هگزان به نسبت  

دور در دقیقه    440با شیکر در سرعت    ساعت   72به مدت  

فن . سپس باقیمانده حلال در کنجاله از طریق آون  شدزده  هم 

گراد به  درجه سانتی  40و در دمای    (آلمان-1720-ممرت)دار

در نهایت پودر حاصل شده از الک    .شدساعت جدا    24مدت  

عبور داده شد و پودر    40با مش  ایران(   -)صنایع الک دماوند

در   پروتئین  استخراج  زمان  تا  گیری شده  دانه سیب چربی 

 [. 21]  شد دمای یخچال نگهداری

 تهیه کنسانتره پروتئین دانه سیب   -3-2
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سیب  دانه  پروتئین  استخراج  سیب برای  دانه  پودر   ،

در آب   حجمی( -)وزنی  10به    1با نسبت    گیری شدهروغن

پخش پروتئین  مقطر  ساختار  کردن  باز  برای    pHها،  شد. 

از محلول با استفاده  تا   1  سدیم هیدروکسید  مخلوط  نرمال 

تنظیم شد و سپس مخلوط   ( حلالیت دانه سیب   pH)  11عدد  

همزن  کمک  با  محیط،  دمای  در  ساعت  یک  مدت  به 

منظور جداسازی  هم زده شد. به  انگلستان( -)جنویمغناطیسی

- دار )هانیلها توسط سانتریفیوژ یخچالنمونهمحلول،  اجزای  

Combi 514R- به    گراددرجه سانتی  4در دمای  (  کره جنوبی

با سرعت    20مدت   دقیقه   5000دقیقه  در  سانتریفیوژ   دور 

مانده جامد مجدداً  آوری سوپرناتانت، باقی. پس از جمع شدند

. سپس  شددر آب مقطر حل شد و مرحله استخراج تکرار  

ها  آن  pHآمده با هم ترکیب شده و  دست های بهسوپرناتانت 

اسیدکلریدریک   از  استفاده  عد  1با  تا    pH)  4  دنرمال 

سیب  دانه  دیگر   (ایزوالکتریک  بار  ادامه،  در  شد.  تنظیم 

در   نهایت،  قبلی  شرایط  همان  سانتریفیوژ  در  و  شد  تکرار 

خشک دستگاه  از  استفاده  با  حاصل  انجمادی  رسوب  کن 

خشک شده و در ظروف    (کره جنوبی -FDB 5503-)اوپرون

 [. 22]  دربسته، در محیطی خشک و خنک نگهداری شد

 تیمار فراصوت پیش -4-2

از کنسانتره   حجمی(-)وزنی درصد 5محلولی با غلظت  ابتدا

آماده شد. برای    8برابر    pH وپروتئین دانه سیب در آب مقطر  

پیش با  اعمال  پالسی  فراصوت  دستگاه  از  فراصوت،  تیمار 

وات    200و توان  دقیقه    5مدت    هرتز، به  60فرکانس ثابت  

بهشداستفاده   طول  .  در  دما  افزایش  از  جلوگیری  منظور 

 . [ 9]  شد استفادهعملیات فراصوت، از حمام یخ 

 هیدرولیز آنزیمی -5-2

دانه به پروتئین  کنسانتره  از  پروتئینی  هیدرولیز  تهیه  منظور 

آلکالاز  از  سیب،   با   استفادهآنزیم  آلکالاز  آنزیم  شد. 

 به ( سوبسترا  به  آنزیم  وزنی نسبت )  درصد  2  تا  1  هایغلظت 

  دمایی   شرایط  در  هیدرولیز  فرآینداضافه و    پروتئینی  محلول

  کمک   به  ،8برابر    pH  در  و   گرادسانتی  درجه  55  تا  4۰  بین

جنوبی-vs 8480-)ویژن  شیکردار  انکوباتور  در   و   (کره 

  جهت.  شد  انجام  دقیقه  180  تا  30  بین  زمانی  های بازه

 15  مدت  به  حاصل  مخلوط  آنزیمی،  فعالیت   سازیغیرفعال

- )ممرت  ماریبن   در  گرادسانتی   درجه  90  دمای  در  دقیقه

WNB 22-)و سپس   شد  داده  قرار  دهیحرارت  جهت   آلمان

 دقیقه قرار داده شد. 10با استفاده از حمام آب سرد به مدت 

  4۰۰۰  سرعت   با  هانمونه  نامحلول،   مواد  جداسازی  منظوربه

 سپس  و  شدند  سانتریفیوژ  دقیقه  15  مدت  به  دقیقه  در  دور

  کن خشک  دستگاه   از  استفاده  با(  سوپرناتانت )   مایع  فاز

  دمای   در  استفاده  زمان  تا  و  درآمد  پودر  صورت  به  انجمادی،

 [. 23]  شد نگهداری گرادسانتی -18

 تعیین درجه هیدرولیز -6-2 

های  درجه هیدرولیز پروتئین از طریق محاسبه نسبت پروتئین

تری در  اسیدمحلول  مجموع   10  کلرواستیک  به  درصد 

میپروتئین تعیین  نمونه  منظور،های  بدین  با   گردد.  نمونه 

ترکیب شده و   1:1درصد با نسبت  20 کلرواستیک اسیدتری

از   ورتکس  10پس  با    (آلمان-LS 100-)لابرترون  دقیقه 

دقیقه سانتریفیوژ    20  دور در دقیقه، به مدت  4000سرعت  

. مقدار پروتئین موجود در بخش محلول )سوپرناتانت( به  شد

موج   طول  در  برادفورد  دستگاه    نانومتر  595روش  با 

)پیاسپکترو اینسترومنت فتومتر    ( انگلستان-T80-جی 

(  1)  معادلهبا استفاده از   گیری شده و درجه هیدرولیزاندازه

 [. 24د ] شمحاسبه 

=
نیتروژن  محلول  در تری  کلرو  استیک اسید 10 درصد

کل نیتروژن  در نمونه  ی  هیدرولیز  شده
×  (1)% درجه هیدرولیز 100

 ی آنالیز ترکیبات شیمیای -7-2

دانه  آزمایش خام،  دانه  روی  بر  مختلف  شیمیایی  های 

شد.زداییچربی انجام  حاصل  پروتئینی  کنسانتره  و   شده 

درصد رطوبت، پروتئین، چربی و خاکستر )بر حسب وزن  

روش  مرطوب( شداندازه   AOAC(2003)  به  مقدار    .گیری 

کربوهیدرات کل از حاصل تفریق مقادیر پروتئین، خاکستر،  

 [.25]  به دست آمد 100و چربی از  رطوبت 
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 اکسیدانیمحاسبه فعالیت آنتی -8-2

ویژگی ارزیابی  آنتیبرای  هیدرولیز های  پروتئین  اکسیدانی 

آزاد   رادیکال  مهار  شامل  آزمون  سه  قدرت ،  DPPHشده، 

اکسیدانی کل انجام آنتی  فیت رظو سنجش    آهن  کنندگیاحیا 

 .شد

 DPPHمهار رادیکال آزاد گیری اندازه -1-8-2

ا نهایی    1000ابتدا  روش،    یندر  سوپرناتانت  از  میکرولیتر 

هیدرولیز   از  با    DPPHمحلول    میکرولیتر  1000با  حاصل 

از    مولاریلیم  0/ 15غلظت   پس  و  شدند   یهثان  20مخلوط 

.  شد  ارینگهد  یکیدر تار  یقه دق  30مدت  زدن، مخلوط بههم 

نمونه با سرعت  سپس،  دق  2500ها  در   10مدت  به  یقهدور 

موج   یفیوژسانتر  یقهدق طول  در  سوپرناتانت  و جذب  شده 

با    DPPH  یکالشد. درصد مهار راد  یریگ نانومتر اندازه  517

  یجا به شاهد نمونه در .ید( محاسبه گرد2استفاده از رابطه )

 مقطر  آب  میکرولیتر  1000  از  سوپرناتانت حاصل از هیدرولیز

 [. 26]شد استفاده

=
جذب  نمونه − جذب  شاهد 

جذب  شاهد 
×  DPPH (2 )درصد فعالیت مهار کنندگی رادیکال 100

 آهن  کنندگیاحیاآزمون قدرت  -2-8-2

نهایی  میکرولیتر  1000ابتدا   سوپرناتانت  از   از  حاصل 

بافر فسفات    2500با    هیدرولیز  pHبا   مولار  0/ 2میکرولیتر 

محلول    500و    6/ 5برابر   از  پتاسیم    1میکرولیتر  درصد 

این مخلوط به مدت  فری دقیقه در   30سیانید مخلوط شد. 

قرار گرفت. سپس درجه سانتی  50دمای   در گرمخانه  گراد 

درصد   10میکرولیتر از محلول تری کلرواستیک اسید    500

حجمی( به آن افزوده شد. مخلوط حاصل به مدت -)وزنی

دور در دقیقه سانتریفیوژ شد. در    3000دقیقه با سرعت    10

 

2- Response Surface Methodology 

3- Central Composite Designs 

بعد،   با    1000مرحله  سوپرناتانت  فاز  از    1000میکرولیتر 

درصد    0/ 1میکرولیتر از محلول    200میکرولیتر آب مقطر و  

دقیقه، جذب   از گذشت چند  ترکیب شد. پس  آهن  کلرید 

 نمونه   در  شد.گیری  اندازه  نانومتر   700در طول موج    محلول

هیدرولیز  یجا  به  شاهد از  حاصل    1000  از   سوپرناتانت 

بیشتر    .شد  استفاده  مقطر  آب  میکرولیتر هرچه میزان جذب 

 [. 27]   کنندگی بالاتر نمونه است احیا دهنده قدرت  باشد، نشان

 کل  اکسیدانیظرفیت آنتیگیری اندازه -2-8-3

 حاصل از هیدرولیز  ییاز سوپرناتانت نها  تریکرولیم  100ابتدا  

)سولفور  تر یکرولیم  1000با   مولار،   0/ 6  دیاس  کیمعرف 

آمون  مولاریلیم  28فسفات    میسد  4  بداتیمول  ومیو 

 در حمام آب  قهیدق  90( مخلوط شد و به مدت  مولاریلیم

  سرد قرار گرفت. پس از    گراد یدرجه سانت  90  یبا دما  گرم

  ی ریگ نانومتر اندازه   695ها در طول موج  شدن، جذب نمونه

 ز یدرولیسوپرناتانت حاصل از ه  یشد. در نمونه شاهد به جا

 شتریآب مقطر استفاده شد.مقدار جذب ب  تریکرولیم  100از  

 [. 28] بود  شتریکل ب  یدانیاکسیآنت ت ینشانگر فعال

 آنالیز آماری -9-2

بهره با  پاسخ  آزمایشات  سطح  روش  از  با (2RSM)گیری   ،

بر پایه طرح   13استفاده از نرم افزار دیزاین اکسپرت نسخه  

و   (A)، برای سه متغیر مستقل زمان  (3CCD)مرکب مرکزی  

و نسبت آنزیم به سوبسترا   ( B)  دمای فرآیند هیدرولیز آنزیمی

(C) تیمار تصادفی،   20. بـه این منظور (2)جدول  انجام شد

تکـرار در نقطه مرکزی توسـط نـرم    6بـا در نظـر گـرفتن  

سطوح مورد استفاده به    .پیشـنهاد شـد دیزاین اکسپرت افـزار

( قرار داشتند. 0از نقطه مرکزی )  –  αو  +  α،  -1+،  1فاصله  

  ظرفیتهای مورد بررسی  بود. پاسخ  1/ 414معادل    αفاکتور  

قدرت  اکسیدانیآنتی مهارکنندگی    احیاءکل،  فعالیت  آهن، 
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مختلف   DPPHرادیکال   سطوح  شدند.  گرفته  نظر  در 

 نشان داده شده است.   1 متغیرهای مستقل در جدول

 

Table 1- Levels of independent variables used to optimize the conditions for hydrolysis of apple seed 

protein with alcalase enzyme with and without ultrasound application 
 

 

Levels variables 

α + 1+ 0 1 - α – 

Independent variables code  
 

  

Hydrolysis process time (A) 180 149.595 105 60.4047 30 

Process hydrolysis temperature (B) 55 51.9595 47.5 43.0405 40 

Enzyme to substrate ratio % (C) 2 1.7973 1.5 1.2027 1 

 

Table 2- Treatments designed using the response surface method in two modes with and without ultrasound 

 

Time (minutes) Temperature (°C) Enzyme to substrate ratio (%) Treatment 

30 47.50 1.50 1 

60.40 43.04 1.20 2 

60.40 51.96 1.80 3 

60.40 43.04 1.80 4 

60.40 51.96 1.20 5 

149.60 40 1.50 6 

149.60 47.50 1.50 7 

149.60 47.50 1.50 8 

149.60 47.50 1.50 9 

149.60 47.50 1.50 10 

149.60 47.50 1.50 11 

149.60 47.50 1.50 12 

149.60 47.50 2 13 
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149.60 47.50 2 14 

149.60 55 1.50 15 

149.60 43.04 1.20 16 

149.60 51.96 1.80 17 

149.60 43.04 1.80 18 

149.60 51.96 1.20 19 

180 47.50 1.50 20 

 

 نتایج و بحث -3

چربی  تقریبیترکیبات    -1-3 سیب  دانه  نشده،  پودر  گیری 

 گیری شده و کنسانتره پروتئینیچربی

پودر  ،  دانه سیب بدون چربینتایج آنالیز ترکیبات تقریبی پودر  

چربی با  سیب  مورد   دانه  سیب  دانه  پروتئین  کنسانتره  و 

 ارائه شده است.  3استفاده در پژوهش حاضر در جدول 

Table 3- Approximate compositions of defatted, non-defatted and apple seed protein concentrate powders 
Carbohydrate  

(%) 
Ash (%) Oil (%) Moisture (%) Protein (%) Sample 

51.80 2.64 ± 0.00a 7.20 ± 0.20b 9.58 ± 0.35a 28.78 ± 0.01b defatted apple seed powder 

48.64 2.55 ± 0.01b 19.88 ± 0.42a 9.42 ± 0.29a 19.51 ± 0.01 c Apple seed powder with fat 

19.36 0.75 ± 0.01c 2.20 ± 0.20c 5.68 ± 0.09b 72.01 ± 0.26a Apple seed protein concentrate 

Means with the same letter in each column indicate no significant difference at the p<0.05 level. Values are mean 

± standard deviation. 

گیری شده دانه سیب کمتر از  میزان پروتئین در پودر چربی

)چربی سیب  دانه  پروتئین  بود،  کنسانتره  شده(  گیری 

پودر درحالی در  خاکستر  و  چربی  رطوبت،  میزان  که 

دانه چربی پروتئین  کنسانتره  از  بیشتر  دانه سیب  گیری شده 

)چربی آمد.سیب  دست  به  شده(  به   گیری  نتایج  با  همسو 

( پس از 2024و همکاران )Bazi   پژوهشدست آمده در این  

گیری شده و ایزوله پروتئینی دانه کدو  کنجاله چربی  بررسی

گزارش کردند که میزان چربی، رطوبت و خاکستر در کنجاله 

گیری شده دانه کدو بیشتر از ایزوله پروتئینی آن و میزان  چربی

ایزوله آن   گیری شده دانه کدو کمتر ازپروتئین کنجاله چربی

( پروتئین  مقادیر  آمد.  دست  رطوبت  19/ 51  ±  0/ 01به   ،)

  0/ 01( و خاکستر )19/ 88  ±  0/ 42(، چربی )9/ 42  ±  0/ 29)

گیری نشده دانه سیب به دست آمده در ( پودر چربی2/ 55  ±

ترتیب،   )به  ترکیبات  این  مقادیر  از  کمتر  مطالعه  ، 34این 

(  2007و همکاران )  Yuتحقیق  در  درصد(    4/ 1،  27/ 7،  10/ 2

تفاوت  [.29]   بود این   علت  در  نمونه  شیمیایی  ترکیبات 

 های قبل را مى توان به دلیل اختلاف درپژوهش  پژوهش با

 نوع واریته نسبت داد. 
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 محاسبه درجه هیدرولیز-3-2

از شاخص برای سنجش  درجه هیدرولیز یکی  متداول  های 

می محسوب  پروتئین  هیدرولیز  شاخص  میزان  این  شود. 

گسستهبه پپتیدی  پیوندهای  نسبت  مجموع  عنوان  به  شده 

گردد و در  پیوندهای پپتیدی موجود در پروتئین تعریف می

فعالیت  ویژگیارزیابی  و  هیدرولیزها  زیستی  های  های 

اهمیت   ] عملکردی  داده [.30دارد  اساس  درجه  بر  ها، 

پیش تحت  سیب  دانه  پروتئین  آنزیمی  تیمار  هیدرولیز 

با   برابر  اعمال   21/ 13فراصوت  بدون  شرایط  در  و  درصد 

 .درصد گزارش شد  24/ 39تیمار فراصوت معادل پیش

پروتئینبهینه  -3-3 تولید  شرایط   دانه   شده  هیدرولیز  یابی 

 سیب به روش سطح پاسخ 

  ، DPPHترین فعالیت مهار رادیکال آزاد برای رسیدن به بیش

آنتی کلظرفیت  یون کنندگی    احیاخاصیت    و  اکسیدانی 

بعد از انجام دادن    از روش سطح پاسخ استفاده شد.(  IIIآهن)

  Design expertفرآیند هیدرولیز طبق تیمارهایی که نرم افزار  

مشخص کرده بود، هر یک از تیمارها از نظر آزمون های نام 

 . برده شده مورد بررسی قرار گرفت 

دمای  زمان  تاثیر  -3-3-1 به    و  هیدرولیز  و  آنزیم  نسبت 

پروتئین    DPPH  یکالراد  ی مهارکنندگ   یت فعال  بر  سوبسترا

 تیمار فراصوت با و بدون اعمال پیش  دانه سیب   هیدرولیز شده

ها در  اکسیدانکننده مانند آنتیاحیا دهنده و  ترکیبات الکترون

رادیکال با  محلول بنفش  DPPH   مواجه  به  را  آن  رنگ 

کنند و در نتیجه می  رنگ تبدیلغیررادیکالی با رنگ زرد تا بی

های دانه رود هیدرولیز شدهیابد. انتظار میجذب کاهش می

یا    سیب پپتیدها  الکترون  حاوی  قابلیت  با  آمینه  اسیدهای 

بر    [.31]   دهندگی باشند و بتوانند رادیکال آزاد را مهار کنند

رادیکال   مهارکنندگی  فعالیت  نتایج،  پروتئین    DPPHاساس 

تیمار فراصوت در  هیدرولیز شده دانه سیب بدون اعمال پیش

پیش  66/ 97تا    45/ 22محدوده   اعمال  با  و  تیمار  درصد 

محدوده   در  داشت   63/89 تا  45/ 17فراصوت  قرار  درصد 

با    (.4)جدول   دمای  ( 1a)شکل  مطابق  در  درجه   51/ 96، 

گراد با افزایش زمان فرآیند هیدرولیز آنزیمی، فعالیت  سانتی

رادیکال   دانه    DPPHمهارکنندگی  شده  هیدرولیز  پروتئین 

که  یابد. درحالیتیمار شده با فراصوت افزایش میسیب پیش

به   پیش (1d)شکل  باتوجه  از  استفاده  عدم  تیمار  هنگام 

گراد با افزایش زمان  درجه سانتی  43/ 04فراصوت، در دمای  

رادیکال  مهارکنندگی  فعالیت  بالاترین  هیدرولیز،  فرآیند 

DPPH    .شکل  پروتئین هیدرولیز شده دانه سیب مشاهده شد(

1b)   نمودار سطح پاسخ فعالیت مهار رادیکالDPPH    را به

سوبسترا   به  آنزیم  نسبت  و  هیدرولیز  زمان  از  تابعی  عنوان 

می هیدرولیز  نشان  فرآیند  زمان  در  دقیقه،    149/ 60دهد. 

رادیکال   مهارکنندگی  فعالیت  که  شد    DPPHمشخص 

پیشپروتئین هیدرولیز شده  در های  فراصوت  با  تیمار شده 

درصد در بالاترین    1/ 80و    1/ 20  های آنزیم به سوبسترانسبت 

داشت. قرار  خود  سـطح  همان مقدار  نمودار  در  که  گونه 

بعدی   سه  و  (  1e)شکل  پاسـخ  هیدرولیز  زمان  متقابل  اثر 

در مقادیر حداکثر زمان    ،نسبت آنزیم به سوبسترا نمایان است 

مهارکنندگی   فعالیت  سوبسترا  به  آنزیم  نسبت  و  هیدرولیز 

اعمال  پروتئین  DPPHرادیکال   بدون  شده  هیدرولیز  های 

است.پیش حداکثر  فراصوت  مهار   تیمار  فعالیت  افزایش 

های دانه سیب هیدرولیز شده احتمالاً ناشی  رادیکال پروتئین

از تغییرات ساختاری در پروتئین است که منجر به توانایی  

شود. اختلال در ساختار  ها میبیشتر در مهار کردن رادیکال

های دانه سیب توسط هیدرولیز آنزیمی ممکن است پروتئین

پروتئین را باز کرده و بقایای اسید آمینه را که دهنده الکترون 

های آزاد واکنش دهند، آشکار  توانند با رادیکالهستند و می

یافته  [. 32]   کند با  حاضر  پژوهش  از  بخش  این  های  نتایج 

Promjeen  ( سازگار است، که نشان دادند 2025و همکاران )

افزایش غلظت آنزیم و افزایش زمان هیدرولیز، فعالیت مهار  

دهد. این افزایش در درجه اول را افزایش می  DPPHرادیکال  

به تغییرات ساختاری، کاهش وزن مولکولی و افزایش مواجهه  

گروه میبا  داده  نسبت  عاملی  به    [.33]   شودهای  نگاهی  با 

درجه  43/ 04توان دریافت در دمای هیدرولیز می (1c)شکل 

درصد بالاترین    1/ 20گراد و نسبت آنزیم به سوبسترا  سانتی
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های هیدرولیز  پروتئین  DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال  

پیش با  میشده  مشاهده  فراصوت  و    Vaštagشود.  تیمار 

( بر  2010همکاران  شدت  به  دما  کردند  بیان  تحقیقی  در   )

گذارد و دماهای  ها تأثیر میفعالیت ضد رادیکالی هیدرولیزات

درجه سانتیگراد(، برای تولید  5۰)نزدیک به  هیدرولیز بالاتر

آنتیهیدرولیزات خواص  با  داده  هایی  ترجیح  اکسیدانی 

اثر همزمان دمای   (1f)شکل  همانطور که در  [.  34]   شودمی

،  هیدرولیز و نسبت آنزیم به سوبسترا نشان داده شده است

های هیدرولیز  پروتئین DPPHبیشترین فعالیت مهار رادیکال 

پیش اعمال  بدون  دمایی  شده  محدوده  در  فراصوت  تیمار 

سانتی  51/ 96 سوبسترا  درجه  به  آنزیم  نسبت  و    1/ 80گراد 

 درصد مشاهده شد.

Table 4- DPPH free radical scavenging activity data with and without ultrasound pretreatment 

DPPH(U) DPPH Treatment 

49.10 60.85 1 

62.95 58.14 2 

50.86 58/57 3 

62.32 51.71 4 

57.97 60.88 5 

50.39 62.05 6 

50.96 57.27 7 

50.21 59.24 8 

50.39 59.79 9 

50.58 61.05 10 

45.17 60.07 11 

45.18 52.87 12 

58.95 60.31 13 

56.47 52.06 14 

52.16 52.59 15 

63.89 64.38 16 

59.46 66.97 17 

62.00 59.15 18 

61.01 45.22 19 

60.19 56.72 20 

U: ultrasound pretreatment 

DPPH: DPPH radical scavenging activity(%) 
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Figure 1- Three-dimensional response surface plot of the effect of hydrolysis time (minutes), hydrolysis 

temperature (°C), and enzyme to substrate ratio (percent) on changes in DPPH radical scavenging 

activity of hydrolyzed apple seed proteins with (a-c) and without ultrasound pretreatment (d-f) . 

 

دمای  تاثیر  -3-3-2 و  به    و  هیدرولیز  زمان  آنزیم  نسبت 

پروتئین هیدرولیز شده  کل  اکسیدانیفعالیت آنتی  بر   سوبسترا

 تیمار فراصوتدانه سیب با و بدون اعمال پیش

)یون مولیبدن با بار مثبت   Mo(VI) این آزمون بر پایه کاهش

+( توسط نمونه  5)یون مولیبدن با بار مثبت   Mo(V) +( به6

اسیدی  pH فسفات در/Mo(V) و تشکیل کمپلکس سبزرنگ

دهنده فعالیت افزایش میزان جذب نشان[.  27]   شودانجام می 

بالاتر  اکسیدانیآنتی ] کل  از  [.  36است  حاصل  نتایج  مطابق 

)آزمایش هیدرولیز  نمونه  جذب  ، (5دول  جها  پروتئین  های 

تیمار فراصوت در آزمون فعالیت  شده دانه سیب تحت پیش

تا    0/ 521بین    (نانومتر  695در طول موج  )کل  اکسیدانیآنتی

  0/ 513تیمار فراصوت بین  های بدون پیشو در نمونه  0/ 817

گرفت   0/ 982تا   فرآیند .  قرار  دمای  در  زمان  متقابل  اثر 

آنتی  فعالیت  روی  پروتئیناکسیدانیهیدرولیز  های  کل 

پیش  سیب  دانه  شده  باهیدرولیز  شده  تیمار   تیمار  پیش 

)شکل   بدون  (2aفراصوت  تیمار  و  )شکل   پیش    فراصوت 

2d50/1در نسبت آنزیم به سوبسترای ثابت )  ند که( نشان داد  

ها هنگامی به حداکثر  کل نمونهاکسیدانیدرصد( فعالیت آنتی 

دقیقه و دمای  149/ 60رسید که زمان فرآیند هیدرولیز معادل  

سانتی  51/ 96آن   بود. درجه  با    گراد  که  است  شده  گزارش 

پیشرفت   دلیل  به  هیدرولیز  دمای  افزایش  و  زمان  گذشت 

و   پپتیدها  بین  پیوندهای  گسستن  هم  از   ، هیدرولیز  فرآیند 

طول زنجیره پپتیدی تغییر ،  ها به پپتیدهای کوچکترتبدیل آن

کند و این امر تأثیر قابل توجهی بر خاصیت ضداکسایش  می

طوری که مشخص شده است که پپتیدهای تولیدی آن دارد به 

آنتی قابلیت  دارای  کمتر  مولکولی  وزن  بالاتری با   اکسیدانی 

همکاران    Izanloo  .[ 37]   هستند مطالعه   (2022)و  از  پس 

خوراکی دریافتند که افزایش هر دو    هیدرولیز پروتئین قارچ

آنتی  فعالیت  بر  تاثیر صعودی  زمان هیدرولیز  دما و  پارامتر 

داش کل  پاس   .[ 38]  ت اکسیدانی  سطح  نمودار  به  خ  باتوجه 

فعالیت  می  (2b  شکل) بیشترین  دریافت  توان 

a 

 

b 

 

c 

 

d 

 

e 

 

f 
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پروتئیناکسیدانیآنتی سیب  کل  دانه  شده  هیدرولیز  های 

های انتهایی فرآیند تیمار شده با فرآیند فراصوت در زمانپیش

دقیقه( و نسبت 149  / 60تا    127/ 30هیدرولیز )در محدوده  

  نمودار   با توجه بهدرصد بود.    1/ 70تا    1/ 20آنزیم به سوبسترا  

پاسخ دریافت می(  2e)شکل    سطح  فعالیت    توان  بیشینه 

های هیدرولیز شده دانه سیب بدون  کل پروتئیناکسیدانیآنتی

پیش بهاعمال  هنگامی  فراصوت  زمان  تیمار  که  آمد  دست 

در   سوبسترا  به  آنزیم  نسبت  و  آنزیمی  هیدرولیز  فرآیند 

به    149/ 60)زمان    بالاترین حد خود آنزیم  نسبت  و  دقیقه 

درصد( قرار داشتند. اثر متقابل دما و نسبت    1/ 80سوبسترا  

آنتی فعالیت  به سوبسترا روی  در  اکسیدانیآنزیم  )شکل  کل 

2c  )کل  اکسیدانینشان داده شده است، بالاترین فعالیت آنتی

گراد و نسبت  درجه سانتی  45/ 27تا    43/ 04ها در دمای  نمونه

نمودار  درصد به دست آمد.    1/ 35تا    1/ 20آنزیم به سوبسترا  

اثر متقابل دما و نسبت آنزیم به سوبسترا  (  2f)شکل  سه بعدی  

ثابت   زمان  آنتی  105)در  فعالیت  بر  را  کل  اکسیدانیدقیقه( 

دهد. مشخص است که در  پروتئین هیدرولیز شده نشان می 

سانتی  51/ 96دمای   به  درجه  آنزیم  نسبت  افزایش  با  گراد 

آنتی فعالیت  نمونهاکسیدانیسوبسترا  میکل  افزایش  یابد. ها 

آنزیم آلکالاز با هیدرولیز    توان نتیجه گرفت کهطورکلی میبه

باندهای پپتیدی موجود در پروتئین دانه سیب قادر به رهایش  

خاصیت   با  بودهالکترونپپتیدهایی  باعث  دهندگی  که  است 

های آزاد به ترکیباتی پایدار شده و درنهایت  تبدیل رادیکال

 [. 39]   شودمیاکسیدانی کل منجر به افزایش ظرفیت آنتی

Table 5- Total antioxidant capacity data with and without ultrasound pretreatment 

AOT(U) AOT Treatment 

0.556 0.581 1 

0.806 0.653 2 

0.591 0.528 3 

0.556 0.657 4 

0.620 0.561 5 

0.697 0.513 6 

0.721 0.654 7 

0.693 0.616 8 

0.671 0.609 9 

0.667 0.621 10 

0.675 0.618 11 

0.757 0.682 12 

0.586 0.611 13 

0.581 0.682 14 

0.627 0.687 15 

0.821 0.621 16 

0.817 0.982 17 
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0.521 0.706 18 

0.753 0.573 19 

0.756 0.659 20 

U: ultrasound pretreatment 

AOT: total antioxidant activity 

 

Figure 2- Three-dimensional response surface plot of the effect of hydrolysis time (minutes), hydrolysis 

temperature (°C), and enzyme to substrate ratio (%) on changes in total antioxidant activity of 

hydrolyzed apple seed proteins with (a-c) and without ultrasound pretreatment (d-f). 

 

دمای  تاثیر  -3-3-3 و  به    و  هیدرولیز  زمان  آنزیم  نسبت 

پروتئین هیدرولیز شده دانه آهن    یون احیاءقدرت    بر   سوبسترا

 تیمار فراصوت سیب با و بدون اعمال پیش

توانایی   ارزیابی  برای  اغلب  کاهندگی  قدرت  سنجش 

این آزمون    .شوداکسیدان در اهدای الکترون استفاده میآنتی

ها نقش ها است. ردوکتانبه طور معمول در رابطه با ردوکتان

اکسیدانی خود را از طریق اهداء هیدروژن و مختل کردن آنتی

های آزاد و یا واکنش  های زنجیرهای، تشکیل رادیکالواکنش

ها سازهای پراکسید و جلوگیری از تشکیل آنبا برخی از پیش

می نتایج،  [.  27]   کنندایفا  پروتئین  نمونهجذب  اساس  های 

پیش سیب  دانه  شده  در هیدرولیز  فراصوت  با  شده  تیمار 

در    (نانومتر  700در طول موج  )  آهنیون    احیاءآزمون قدرت  

تیمار فراصوت  و بدون اعمال پیش  0/ 87تا    0/ 793محدوده  

محدوده   )جدول    1/ 095تا    0/ 623در  آمد  دست  با    (.6به 

آنزیم به سوبسترا    نسبت هیدرولیز آنزیمی در  یش زمان  اافز

نمونه   احیاءقدرت    درصد(  1/ 50ثابت ) های هیدرولیز آهن 

یافته است    شده افزایش  برای   .(3a)شکل  با شیب ملایمی 

a 

 

b 

 

c 

 

d 

 

e 

 

f 
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تیمار  های هیدرولیز شده دانه سیب بدون اعمال پیشپروتئین

براساس   پاسخفراصوت،  سطح  به    مدل  آنزیم  نسبت  در 

( ثابت  بالاترین قدرت    1/ 50سوبسترای  آهن    احیاءدرصد( 

دقیقه  نمونه در  دمای    105ها  سانتی  51/ 96و  گراد درجه 

آمد  به ساختار   .(3d)شکل  دست  احتمالاً  هیدرولیز  واکنش 

شدن  آشکار  به  منجر  و  داده  تغییر  را  سیب  دانه  پروتئین 

های اسید آمینه شده است که دهنده الکترون بوده و  باقیمانده

همسو با  [.  40]   باشندهای آزاد میقادر به واکنش با رادیکال

مطالعه،   این  در  آمده  دست  به  همکاران    Zhidongنتایج  و 

محدوده  2013) یک  در  هیدرولیز  زمان  و  دما  دریافتند   )

قدرت   بهبود  احیا مشخص،  را  پنیر  آب  پروتئین  کنندگی 

قدرت   بالا،  زمان  و  دما  در  اما  کاهش  احیابخشید،  کنندگی 

آهن    احیاءآمده توسط قدرت  دست یافت. باتوجه به نتایج به

پیشنمونه تحت  گرفته  قرار  شده  هیدرولیز  تیمار  های 

نظر با افزایش زمان   بالاترین پاسخ مورد  (3b  )شکلفراصوت  

دقیقه و نسبت آنزیم به    149/ 60تا    110فرآیند هیدرولیز از  

شد.    1/ 80تا    1/ 55سوبسترا   مشاهده  و    Zhidongدرصد 

( قدرت  2013همکاران  دریافتند  افزایش احیا(  با  کنندگی 

با افزایش زمان  [.  35]  نسبت آنزیم به سوبسترا، افزایش یافت 

هیدرولیز و کاهش اندازه پپتیدهای تولید شده، توانایی پپتیدها  

رادیکال یافتدر حذف  افزایش  آزاد   Samadi  [.41]   های 

Varedesara  ( همکاران  هیدرولیز  2021و  بررسی  از  پس   )

پروتئین دانه انگور با آنزیم آلکالاز بیان کردند با افزایش زمان  

کنندگی یون فریک افزایش یافت  احیاهیدرولیز، میزان قدرت  

مطابق   .که با نتیجه به دست در مطالعه حاضر همخوانی دارد

به   م یهمزمان نسبت آنز  شی، مشاهده شد که افزا(3c  شکل)

  ی هاآهن در نمونه  احیاءقدرت    یسوبسترا و دما، باعث ارتقا

م  زیدرولیه قدرت   .گرددیشده  آهن احیابیشترین  کنندگی 

پیشنمونه تحت  گرفته  قرار  بیشینه  های  در  فراصوت  تیمار 

نسبت آنزیم به سوبسترا هنگامی که دمای فرآیند هیدرولیز  

گراد( بود مشاهده شد.  درجه سانتی  45/ 27تا    43/ 04پایین )

در  (3f )شکل تیمار فراصوت اما، هنگام عدم استفاده از پیش

، با افزایش دمای  درصد(  80/1)  نسبت آنزیم به سوبسترای بالا

 های هیدرولیز شدهآهن نمونه احیاءفرآیند هیدرولیز، قدرت 

قدرت کاهندگی بالای   با شیب تندی افزیش یافت.  دانه سیب 

های پروتئین دانه سیب احتمالاً ناشی از افزایش  هیدرولیزات

گروه هیدرولیز  دسترسی  از  حاصل  آزاد  هیدروژنی  های 

 [. 32]  پپتیدها است 

 

 

Table 6- Iron reduction property data with and without ultrasound pretreatment 

 

Fe(U) Fe Treatment 

0.799 0.691 1 

0.793 0.763 2 

0.803 0.638 3 

0.843 0.767 4 

0.802 0.671 5 

0.811 0.623 6 

0.814 0.764 7 
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0.794 0.726 8 

0.824 0.719 9 

0.804 0.731 10 

0.819 0.728 11 

0.809 0.792 12 

0.795 0.721 13 

0.840 0.792 14 

0.835 0.797 15 

0.814 0.731 16 

0.845 1.095 17 

0.870 0.816 18 

0.834 0.683 19 

0.803 0.769 20 

U: ultrasound pretreatment 

Fe: Iron reducing power 

 

 

a 

 

b 

 

c 

 

d 

 

e 

 

f 
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Figure 3- Three-dimensional response surface plot of the effect of hydrolysis time (minutes), hydrolysis 

temperature (°C), and enzyme to substrate ratio (%) on changes in the iron reducing power of 

hydrolyzed apple seed proteins with(a-c) and without ultrasound pretreatment (d-f) .

 

شرایط  -3-3-4  تولید  جهت   هیدرولیز  بهینه   تعیین 

با  شده  هیدرولیز هایپروتئین سیب    خاصیت  دانه 

 پاسخ  سطح روش از استفاده با بالا اکسیدانیآنتی

داد نشان  آمده  دست  بـه  جهـت    نتـایج  بهینه  شرایط  که 

توسط آنزیم   ،هیـدرولیز پروتئین دانه سیب با فعالیت بهینه  

پیش   آلکالاز اعمال  بدون  و  فرآیند با  زمان  فراصوت،  تیمار 

هیدرولیز    149/ 60هیدرولیز   فرآیند  دمای    51/ 96دقیقه، 

درصد )نقطه    1/ 80گراد، نسبت آنزیم به سوبسترا  سانتیدرجه

بهینه برای هر دو فرآیند یکسان بود(، حاصل شد. در چنین  

موج    کلاکسیدانیآنتی  ظرفیت شرایطی   طول    695)در 

و    نانومتر(  700)در طول موج    آهن  احیاءقدرت    ،نانومتر(

رادیکال   مهار  پیش  DPPHفعالیت  اعمال  بدون  و  تیمار  با 

،    1/ 08و    0/ 84،    0/ 97و    0/ 80فراصوت، به ترتیب، معادل  

 (.7 درصد بود )جدول 66/ 67و  58/ 90

 

 

Table 7- Predicted and actual values of dependent variables under optimal enzymatic hydrolysis conditions 

 

Target factors Total antioxidant activity 

(absorbance at 695nm) 
Iron reduction power 

(absorbance at 700nm) 

DPPH radical 

scavenging activity 

(%) 

Predicted value by applying 

ultrasound pretreatment 0.80 0.84 58.90 

Predicted value without 

applying ultrasound 

pretreatment 
0.97 1.08 66.67 

Actual value with ultrasonic 

pretreatment 0.92 0.78 47.27 

Actual value without 

ultrasonic pretreatment 0.77 0.93 59.42 

 گیرینتیجه-4

گیری از روش سطح  با بهره  در این پژوهش ابتدا آزمایشات

بر پایه   (، با استفاده از نرم افزار دیزاین اکسپرتRSM)  پاسخ

(، برای سه متغیر مستقل زمان و  CCDطرح مرکب مرکزی ) 

سوبسترا   به  آنزیم  نسبت  و  آنزیمی  هیدرولیز  فرآیند  دمای 

شد. هیدرولیز  انجام  دماهای    آنزیمی  فرآیند    55تا    40در 

درصد و    2تا    1گراد، نسبت آنزیم به سوبسترا  درجه سانتی

زمانی   شد.  180تا    30بازه  انجام   ظرفیت آزمون    دقیقه 

نشان داد که    (نانومتر  695در طول موج  )اکسیدانی کل  آنتی

تیمار  های پروتئین هیدرولیز شده دانه سیب پیشجذب نمونه

بین   فراصوت  با  نمونه  0/ 817تا    0/ 521شده  بدون و  های 

قرار داشت. در آزمون قدرت   0/ 982تا    0/ 513تیمار بین  پیش

موج  )آهن    احیاء طول  نمونه(نانومتر  700در  های  ، جذب 
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بازه  پیش در  فراصوت  با  شده  و    0/ 870تا    0/ 793تیمار 

دست  به  1/ 095تا  0/ 623تیمار در بازه  های بدون پیشنمونه

رادیکال مهارکنندگی  فعالیت  نمونه DPPH آمد.  های  برای 

بین  پیش فراصوت  با  درصد و    63/ 89  تا   45/ 17تیمار شده 

درصد   66/ 97تا  45/ 22تیمار بین های بدون پیشبرای نمونه

  ینه به  یطکه شرا  بـه دست آمده نشان داد  یجنتـا  .قرار داشت 

  یتفعالیب با بالاترین مقدار  دانه س   ینپروتئ  یـدرولیزجهـت ه

یکال  مهار راد  یت فعالآهن و    احیاء   قدرت  کل،اکسیدانییآنت

آنزت  DPPHآزاد   پ  یموسط  اعمال  بدون    تیمار یشآلکالاز 

  ی دما   یقه،دق  149/ 60  یدرولیزه  یندزمان فرآ  معادل  فراصوت

آنز  گراد،یسانتدرجه  51/ 96  یدرولیزه  یندفرآ به   یمنسبت 

عنوان  های سیب، بهدانه   .دست آمدبهدرصد    1/ 80سوبسترا  

زیست  ترکیبات  و  پروتئین  غنی  بالایی  منبع  پتانسیل  فعال، 

آنتی فعالیت  با  گیاهی  پپتیدهای  تولید  دارندبرای   اکسیدانی 

دهد که پپتیدهای تولید شده از دانه سیب،   این نتایج نشان می

بهمی افزودنیتوانند  آنتیعنوان  طبیعی  در  های  اکسیدانی 

محصولات غذایی به کار روند و موجب کاهش اکسیداسیون 

آن ماندگاری  افزایش  یافتهو  شوند.  اهمیت  ها  همچنین  ها 

برداری از منابع پروتئینی گیاهی  بازیابی ضایعات میوه و بهره

نشان    فراسودمندرا برای توسعه محصولات غذایی سالم و  

 دهند.می

 

 ها دسترسی به داده 
 . بنا به درخواست در دسترس قرار خواهند گرفت 

 

 منافع تضاد 
 ندارند. نویسندگان هیچگونه تضاد منافعی 

 

 بیانیه تأمین مالی
 . دریافت نشده است   تحقیقبرای این  ای  جداگانه  هیچ بودجه
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

With increasing concerns about the harmful effects of synthetic 

antioxidants on health, the use of natural antioxidants, especially 

bioactive peptides, has become increasingly important. In this study, 

the optimization of the enzymatic hydrolysis process of apple seed 

protein by alkalase enzyme and ultrasound pretreatment was 

investigated. Enzymatic hydrolysis of apple seed protein with alkalase 

enzyme was performed at temperatures of 40 to 55°C, enzyme to 

substrate ratio of 1 to 2%, and for a period of 30 to 180 minutes. The 

protein solution was treated with a pulsed ultrasound device (200 W, 

60 Hz) for 5 minutes before hydrolysis. Antioxidant activity was 

evaluated by measuring DPPH radical scavenging, reducing power, 

and total antioxidant capacity. Samples without ultrasound 

pretreatment showed the highest antioxidant activity. The optimal 

conditions for antioxidant activity in this case were, respectively, 

hydrolysis time of 149.60 minutes, temperature of 51.96°C, and 

enzyme to substrate ratio of 1.80%. The total antioxidant capacity test 

(at a wavelength of 695 nm) showed that the absorbance of the 

ultrasonically pretreated apple seed protein hydrolyzed samples was 

between 0.521 and 0.817, and that of the non-pretreated samples was 

between 0.513 and 0.982. In the iron reducing power test (at a 

wavelength of 700 nm), the absorbance of the ultrasonically 

pretreated samples was between 0.793 and 0.870, and that of the non-

pretreated samples was between 0.623 and 1.095. The DPPH radical 

scavenging activity for the ultrasound-pretreated samples ranged from 

45.17 to 63.89% and for the non-pretreated samples ranged from 

45.22 to 66.97%. The results of this study indicate that these peptides 

can be used as natural antioxidants in the formulation of food products 

to reduce oxidation and increase their shelf life. 
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