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اکسیدانی  آنتیتعیین شرایط بهینه تولید پروتئین هیدرولیز شده با قابلیت 

  اکسید از ضایعات گوجه فرنگی توسط آلکالاز و کاهندگی نیتریک
  

        ، 2اعلمیان  ، مهر2، محمد قربانی2، علیرضا صادقی ماهونک1محیا شریعت علوي
  3زاده جلال محمد

 
نایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان دانشجوي کارشناسی ارشد علوم و ص- 1  

دانشیار گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان - 2  
  استادیار بخش فنی و مهندسی، مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان گلستان - 3

)08/06/97: رشیخ پذی  تار96/ 24/11:  افتیخ دریتار(  

   
  چکیده

از  آزاد هـاي رادیکـال . اده قرار گیردمورد استف یک منبع پروتئینی جدید جهت تولید پروتئین هیدرولیز شده      ان    به عنو تواند  میضایعات گوجه فرنگی    
. اند تبدیل شده یکی از بزرگترین خطرهاي پیش روي بشریت در چند قرن اخیر هستند که بههاي ژنتیکیو جهشان   عوامل مهم در ایجاد سرط     جمله

  ونیاکسیدانتیآ فعالیتحـداکثر  جهت تولید محصولی بـا   )دما، زمان و میزان آنزیم آلکالاز (فرنگیوجههیدرولیز پروتئین دانه گشرایط در این تحقیق 
 مورد تجزیه  روش سطح پاسخ با استفاده ازDesign Expertنرم افزار توسط ه  آمددستمقادیر ب. ید مورد بررسی قرار گرفتاکس  نیتریکمهارکتتدگی

 هايبه طور قابل توجهی به مهار رادیکالان  تو  آلکالاز میآنزیم داد که با ایجاد شرایط بهینه با استفاده از ان   این مطالعه نش نتایج.ندتحلیل قرار گرفت و
 شرایط بهینه براي دستیابی به بیشترین قدرت مهار است که آن  نتایج حاکی از.  در محصول تولیدي دست یافتاکسید  و رادیکال نیتریکDPPHآزاد 

 . درصد براي دانه گوجه فرنگی بود85/1 آنزیم ان   دقیقه و میز210ان  گراد، زمآنتیي س  درجه50اکسید، دماي   و رادیکال نیتریکDPPH آزاد رادیکال
ه لیز شدروتئین هیدورـ ـپ کهن داد نتایج نشا . بـود 17/61  و53/85تیب در این شرایط قابلیت آنتی اکسیدانی و میزان مهار رادیکال نیتریک اکسید به تر   

به ده ستفاانیز و   نیتراتگیو کاهند یانکسیدانتیآافزودنی طبیعی با قابلیت ان  یی به عنواغذاد مون فرمولاسیودر ند امیتوفرنگی  ي گوجه حاصل از دانه
  .شته باشدداد بررقابلیت کا دارو عنوان

  
    اکسید مهارکتتدگی نیتریک ،نیاکسیدانتیآفعالیت ، سطح پاسخه، روش لیز شدروتئین هیدوپرز، لکالاآیم نزآ :گانواژ یدلک
  
  
  
  

                                                        
 مسئول مکاتبات: sadeghiaz@gau.ac.ir  
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  مقدمه - 1
 و دارند ییاغذ يسیستمها درحیاتی نقش هاانکسیدانتیآ

 حائز تیواکسیدا يیندهاآفر کاهش جهت ننساا نبد در همچنین
 نسیوادکسیا کاهش سبب هاانکسیدانتیآ .باشند می اهمیت

 هشد مشتق يکربونیلها نمیا کنشوا کاهش همچنین و تئینوپر
 در تغییر آن  نتیجه که شوند می  تئینهاوپر با لیپیدها از
   .]1[ است ها تئینوپر ديعملکر يیژگیهاو

 طبیعی هاي اکسیدان آنتی از استفاده به توجه خیرا يهالسا در
 نیاسیدکانتیآ قابلیت سیربر يمینهز در تحقیقاتی به منجر

 نظیر اي هشد لیزروهید يتئینهاوپر از یکژبیولو لفعا يپپتیدها
 است شده ... و ماهی تئینوپر ،شیر ئینزکا م،گند ،سویا تئینوپر
 ی،آنزیم هاي روش توسط شده هیدرولیز هاي پروتئین .]2[

 از استفاده بین این در .شوند می تولید تخمیري، یا و شیمیایی
 و مساعد شرایط دلیل به پروتئینی، بعمنا هیدرولیز جهت آنزیم 
 توجه مورد بیشتر کمتر، جانبی هايفرآورده و تولید تر مناسب

 هـب اـهآنشکستن  شاملتئینهاوپر لیزروهید .]3[است
 ياـنزیمهآ .ستا آزاد يسیدهاامینوآ و ترکوچک يدهاـپپتی

 أـمنش تـسا نـممک تئینهاوپر لیزروهید ايبر دهستفاا ردوـم
 نهمزما رـثا طریق از .باشند شتهدا بیومیکر و یوانیح گیاهی،

 به يمؤثرتر روـط بهان  میتو هازتئاوپروگزا و هاازپپتیدوندا
 .]4[ سیدر نظر ردمو یژگیو و بالا لیزروهید جهدر با پپتیدهایی

 ينزیمهاآ ري،جانو و اهیـگی ءشاـمن اـب يها نزیمآ با مقایسهدر
ان  میتو جمله آن  از هـک هستند يبیشتر يیاامز داراي بیومیکر

 و  pH در بیشتر اريدـپای و ولیتیکیـتئوپر اصخو عتنو به
 به کالازآل آنزیم  کلی رطو به .]5[ نمود اشاره مختلف دماهاي

 با شده هیدرولیز پروتئین تولید قلیایی، pH در عملکرد دلیل
 تر، کوتاه پپتیدي ي زنجیره طول و بالاتر هیدرولیز ي درجه
 ینا .]6 [است  داده اختصاص خود به را توجه ترین بیش

 ادرـفا مانند صخاان ربیما تغذیه در هشد لیزروهید تترکیبا
 و ییاذــغ یتــحساس ري،وـکتون لـفنی هـب تلاـمب

 ییاغذ یمرژ ان،سالمند هــتغذی ي،دــکب ياــهرياــبیم
 .دنرومی ربهکا وزن لکنتر ايبر ییاغذ يیمهارژ وان رشکاورز
 هدــش لیزرودــهی ياــه تئینورــپ ،ییاغذ رزشا بر وهعلا
 دــمانن ددــمتع کــیژبیولو ياــیهــیژگو دــجوا

  اکسید نیتریک مهارکنندگی ،]7 [ یــکسایشادــض یتــخاص
 ]11 [ نضدسرطا ،]10[ نخو رفشا ضد ،]9[ بیوضدمیکر ،]8[
 .باشند می نیز ]12 [نبد یمنیا سیستم فعالیت ي هکنند لکنتر و

 تولیدات مهمترین از یکی آن تبدیلی محصولات و فرنگی جهگو
-35 حدود سالانه کهطوري به باشند میان جه در تبدیلی صنایع

 فراوري کارخانجات در تازه فرنگی گوجه تن میلیون 31
 به % 7/4 حدود تولیدي فرنگی گوجه مقدار ینا از .گردد می
 عیفر محصول فرنگی گوجه تفاله .دارد اختصاصان  ایر

 در .باشد می فرنگی گوجه سس و فرنگی گوجه رب کارخانجات
 توسط مرطوب فرنگی گوجه تفاله تن 8100 حدود سالانهان  ایر

 نظر در بدون مواقع از بسیاري در که شود می ایجاد کارخانجات
  گردند می حذف مصرف زنجیره از کاربردي موارد گرفتن

 که باشد می آن ايه دانه فرنگی گوجه ي تفاله اصلی جزء .]13[
 شامل را فرنگی گوجه اولیه وزن کیلوگرم بر گرم 20- 50
 و پروتئین درصد 20 شامل  حدودافرنگی گوجه ي دانه .شود می
 براي خوبی بسیار منبع بنابراین بوده روغن درصد 28

 توجه با رو ینا از .]14 [باشد می پروتئین و خوراکی هاي روغن
 از انتو می بالا اي تغذیه شارز و مناسب پروتئین مقدار به

 اـب هدش لیزرودـهی تئینوپر تولید جهت فرنگی گوجه ضایعات
پیاکینا و همکاران  .کرد استفاده بیولوژیکی مناسب خواص

 4/39فرنگی را  ، بازده کل پروتئین آرد دانه گوجه)1998(
 درصد و بازده 34قابل استخراج را درصد و میزان پروتئین 

 16ده در نقطه ایزوالکتریک را حدود پروتئین استخراج ش
با ) 1998(لیاداکس و همکاران . ]15 [درصد گزارش نمودند

روش رسوب پروتئین در نقطه ایزوالکتریک و با استفاده از 
 درصد 3/31فرنگی را با بازده  نمک، پروتئین دانه گوجه

همچنین بیشترین میزان استخراج پروتئین را . استخراج نمودند
 دست اوردند  بهpHترین میزان  ن غلظت نمک و کمدر بالاتری

اکسیدانی پروتئین  اثر آنتی) 2016( مؤیدي و همکاران .]16[
فرنگی  را مورد بررسی  ي گوجه هیدرولیز شده حاصل از دانه

در این تحقیق جهت هیدرولیز از تخمیر میکروبی . قرار دادند
 بالاي دهنده قابلیت نتایج نشان. به جاي انزیم استفاده شد

هاي هیدرولیز شده در ممانعت از اکسیداسیون و  پروتئین
) 2015(امیري و همکاران . ]17 [افزایش پایداري اکسیداتیو بود

هاي قلیایی و آنزیمی  پروتئین دانه  با استفاده از روش
نتایج  نشان داد که پروتئین . فرنگی را استخراج کردند گوجه

داري از لحاظ  ت معنیصور هیدرولیز شده توسط آلکالاز به
بالاتر از سایر  ) درصد8/78(راندمان استخراج پروتئین 

 يیندهاآفر زيبهینهسا. ]18 [هاي استحصال شده بود پروتئین
 ي،متغیر چند ريماآ ياـه روش يگیررکا به طریق از شیمیایی
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 ايبر يمتغیر چند روش رینـت جـیرا هـک دذیرپـ می رتصو
 ،پاسخ سطح روش .]19[ باشد می خسپا سطح روش رمنظو ینا

 ییاغذ يیندهاآفر زياـس ـهبهین تـجه هـک تـسا مفید شیرو
 اتثرا پاسخ طحـس لـتحلی و تجزیه .دمیشو گرفته رکا به

 سایرین با ترکیب در یا تنهایی به را مستقل يمتغیرها مابین
 گرسیونیر مدل تواند می روش ینا وهعلا به، مینماید تعریف

 نمایدد اـیجا را دـیکنـم یفـتوص را دـینآفر کل قیقاد که
 رادیکال مهارکنندگی خصوصیت روي بر تحقیقی تاکنون .]20[

DPPH هیدرولیز هاي پروتئین اکسید نیتریک بازدارندگی و 
 در لذا ،است نگرفته صورت فرنگی گوجه دانه از حاصل شده
 پروتئین هیدرولیز بهینه شرایط است شده تلاش تحقیق این

 به الکالاز آنزیم از استفاده با فرنگی گوجه یعاتضا در موجود
 رادیکال مهارکنندگی خاصیت حداکثر به دستیابی منظور

DPPH قرار ارزیابی مورد اکسید نیتریک رادیکال کاهندگی و 
   .گیرد

  

  ها روش و مواد - 2
 اولیه مواد تهیه- 2-1

 ي کارخانه از از رب، ي تهیه فرآیند از حاصل فرنگی گوجه تفاله
 و الکالاز آنزیم .گردید تهیه مشهد زشک فرنگی گوجه رب

 و کلریدریک اسید سود، و سیگما شرکت از DPPH رادیکال
 از استفاده مورد مواد تمام .شدند تهیه مرك شرکت از اتانول
  .بودند برخوردار آزمایشگاهی درجه

  فرنگی گوجه دانه از گیري روغن - 2-2
 فرنگی گوجه لپ از تفالهي پا ابتدا پوست و مقادیر باقی مانده

 پس از خشک کردن در برابر فرنگی گوجه بذر سپس شد جدا
 آرد .شد تبدیل آرد به آسیاب دستگاه توسط تابش نور آفتاب

 1:5 نسبت بهان  هگز حلال با ساعت16 مدت به حاصل
 دماي در ساعت 48 مدت به نگهداري از پس و گیري، چربی
  شد منتقل یخچال به حلال، بقایاي کامل خروج براي محیط

]21[.   
  یفرنگ گوجه دانه پروتئین استخراج - 2-3

 آب با فوق روش با ه آمددست  به ي شده گیري چربی پودر
 pH شد، مخلوط )حجمی/وزنی( 1:10نسبت  به دیونیزه
 )pH=11.5( پروتئین حلالیت حداکثر   ه محدود در مخلوط

 ،ه شدهمزد دقیقه 30 مدت  مخلوط حاصلبه وتنظیم گردید 

 و دقیقه 20 مدت بهg  2600حاصل با دور  سوسپانسیون سپس
-یخچال سانتریفیوژ از استفاده با گراد،آنتیس درجه 4 دماي در

 جهت و آوري جمع رویی مایع سپس .گردید سانتریفیوژ دار
 ي محدوده در اسیدکلریدریک توسط آن pH پروتئین ترسیب
 g2600 دور اب دقیقه 25 مدت  به و )pH=4( تنظیم اسیدي

، داسازيترسیب یافته پس از ج پروتئین و شد سانتریفیوژ
خشک گردید و سرانجام پودر  توسط خشک کن انجمادي
  .]22 [ شدتولیدي در یخچال نگهداري 

 دانه پروتئین کنسانتره درولیزهی - 2-4
  فرنگی گوجه

 %5 نسبت به  ه، آمددست به پروتئینی ي کنسانتره منظور این به
 حد( 8 با برابر pH با فسفات پتاسیم بافر در )یحجم/وزنی(

 %2 تا %1 غلظت در آنزیم و پراکنده )الکالاز آنزیم براي اپتیمم
 – 55 زمانی و دمائی محدوده در هیدرولیز سپس .شد افزوده

 با شیکردار انکوباتور در ساعت 2-5 و گرادسانتی درجه 45
 85 در زیمیآن واکنش انتها در .رسید انجام به rpm 200 دور

 کردن سانتریفوژ و متوقف دقیقه 10 مدت به گرادسانتی درجه
 انجام دقیقه 30 مدت به g 5000 در اضافه ترکیبات حذف براي

   .]23 [ گرفت
 دانه یشیمیای خصوصیات بررسی - 2-5

  فرنگی گوجه
       توسط ترتیب به پروتئین و خاکستر رطوبت، گیرياندازه
 و )21( 12- 46 و AACC  44-15، 08 -01 هايروش
  .گرفت انجام ]23 [ سوکسله روش به کنجاله چربی گیري اندازه

  گیري درجه هیدرولیز  اندازه- 2-6
 گیري شد  درجه هیدرولیز به روش ستیول و همکاران اندازه

هاي نسبت پروتئین گیري درصد مبناي این روش اندازه. ]24[
هاي  روتئین درصد به کل پ10محلول در تري کلرواستیک اسید 

لیتر از نمونه  میلی 5براي این منظور . باشد موجود در نمونه می
مخلوط گردید  درصد 20 کلرواستیک اسید لیتر از تري میلی 5با 

 دور بر 3750 دقیقه با سرعت 5 مدت و پس از هم زدن به
سپس مقدار پروتئین در فاز .  دقیقه سانتریفوژ شد20 دقیقه طی 

 با استفاده از) DH (میزان درجه هیدرولیزگیري و  محلول اندازه
  . رابطه زیر محاسبه شد

نیتروژن محلول / ي هیدرولیز شده کل نیتروژن در نمونه( ×100
  % درجه هیدرولیز=)TCA 10%در 
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 مینه آهايسیداترکیب گیري  اندازه - 2-7
  ي هیدرولیزشده نمونه

س ـپو لیز رودـهیل اـ نرم6یک ردـسید کلریانمونه توسط ا بتدا
ز  فاHPLCتوسط مینه آ يسیدهاان امیززي، مشتق سااز 

ان تهرر در تمی کشوژي انرن امازساز در ترع واوـنس معکو
ك متحرز فا و c-18ه شدده ستفاا ردمون ستوع نو. یددتعیین گر

ل محلوو ) سدیمت ستاابافر  (Aل وـمحلاز ی ـترکیبه تگاـسد
B) دقیقه بودیتر بر  میلی ل1ن جریاان میزو ) آب و استونیتریل  .

ده از ستفاابا اد جه سانتیگر در38ي مادر دمینه ي آسیدهاا
ي رـگیازه دـنر اانومتـ  ن258ج  وـمل وـط در UVر تکتود

  .  ]25 [ شدند
 کنندگی مهار فعالیت گیري اندازه - 2-8

  DPPH رادیکال
 از میکرولیتر DPPH، 1000 رادیکال مهار قدرت بررسی براي

 DPPH محلول میکرولیتر 1000 با شده زهیدرولی پروتئین
 شد، مخلوط  درصد96 اتانول در شده تهیه )مولار میلی 1/0(

 تاریکی در و اتاق دماي در دقیقه 60 مدت به حاصل مخلوط
 نانومتر 517 موج طول در محلول جذب نهایت در و داري نگه

 پروتئین نمونه جاي به کنترل نمونه در .]1 [شد گیري اندازه
 مهارکنندگی فعالیت .شد استفاده اتانول از شده یزهیدرول

   :گردید محاسبه زیر رابطه از رادیکال

 مهارکنندگی فعالیت 
 % رادیکال

 کنندگی مهار فعالیت گیري اندازه - 2-9
  اکسید  نیتریک رادیکال

 پروسـید نیتـرو سـدیم میکرولیتر 60  آزمایشایـن انجام بـراي
 مخلوط نظر مورد نمونه میکرولیتر 60 با سالین فسـفات بـافر در

 انکوبه دقیقه 150 مدت به سانتیگراد درجه 25 در سپس شد
 معرف از )میکرولیتر 120( برابر حجم آن  از پس .شد

 جذب متر نانو 546 در و شد اضافه Griess reagent)(گریس
 فرمـول از مهـار درصـد .]26 [ شد  گیري اندازه محلول این

  : آمدبدست زیـر
= A Blank – A sample  / A sample   × 100مهار  درصد  

 به دستیابی جهت فرایند سازي بهینه - 2-10
  اکسیدانی آنتی قدرت ترین بیش با تیمار

 نرم از اکسایش ضد خواص نظر از فرایند سازي بهینه منظور به
 مرکب طرح با 1پاسخ سطح روش و Design Expert افزار

 (x2) دما ،(x1) هیدرولیزان  زم مستقل متغیر سه براي 2مرکزي
 .شد استفاده )-1 ،0 ،+1( سطح سه در (x3) آنزیم غلظت و

 و DPPH رادیکال مهارکنندگی خاصیت بررسی مورد پاسخ
 نرم توسط تصادفی تیمار 15  منظور این به .بود اکسید نیتریک

  1 جدول در مستقل متغیرهاي مختلف سطوح .شد پیشنهاد افزار
 بینی پیش منظور به رگرسیونی مدل .است شده دادهان  شن

  :شد ارائه زیر معادله صورت به نظر مد پاسخ
Y= b0 + b1x1 + b2x2 + b3x3 + b12x1x2 + b13x1x3 + 
b23x2x3 + b11x1

2 + b22x2
2 + b33x3

2  
Y رادیکال مهارکنندگی فعالیت( وابسته متغیر یا پاسخ DPPH 

 اثرات b3  وb1، b2 ثابت، مقدار b0  ،)اکسید و رادیکال نیتریک
 b23 و b12، b13 و 4دوم درجه اثرات b33 و b11، b22 ،3خطی

 را مستقل متغیرهاي نیز x3 و x1 ، x2.باشند می 5متقابل ثراتا
 انسـیوار و گرسیونیر لـتحلی و  هـتجزی .دهند میان  نش
)ANOVA( داري معنی تعیین هـب شیـمایآز ياـه داده 

 و هادارنمو یمـترس زـنی و لدـم یطاشر ريماآ يها نموآز
 Expert Design ارزـفا مرـن طـتوس طـتوس زي،بهینهسا
  .تپذیرف صورت

Table 1Independent variables and levels used 
to optimize degree of hydrolysis of Tomato 

seed protein hydrolysate  

  

  بحث و نتایج - 3
  فرنگی گوجه دانه شیمیایی يیژگیهاو - 3-1

                                                        
1. Response Surface Method 
2. Central Composite Designs 
3. Linear Effects 
4. Quadratic Effects 
5. Interaction Effects 

independent variables  Levels 
+1              0                 -1 

Enzyme ratio to 
substrate(%)   3 2  1 

Temperature) Cْ  (  55 45  35  

Time) min(  270 150  30  
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 اورده 2 جدول در فرنگی گوجه دانه آرد شیمیایی خصوصیات
ان  میز ،گردد می مشاهده جدول در کههمانطور .است شده

 درصد 7/5 حدودا شدهگیري روغنفرنگی گوجه ي دانه رطوبت
  باشد می منابع در شده گزارش مقادیر از کمتر این مقدار. بود

 95/9 شدهگیري روغنفرنگی گوجه ي دانه چربیان  میز .]14[
 وزن اساس بر که خاکستر و چربی مقادیر . آمددست به درصد
 منابع در شده گزارش مقادیر با شابهم است،شده گزارش خشک

ان  میز و درصد 74/25 کامل آرد پروتئین انمیز .]14 [ باشد می

 با .شد گیري اندازه درصد 07/34 شدهگیري روغن آرد پروتئین
 انمیز گیري، روغن فرایند اعمال با حاصل، نتایج به توجه

 انمیز انهمکار و کارلسون . آمددست به بیشتري پروتئین
ان  میز و درصد 9/33 را فرنگی گوجه ي دانه کامل آرد ئینپروت

 محتوي باان  میز این که کردند گزارش درصد 29 را چربی
  بود متفاوت تحقیق این در  آزمایشمورد ي نمونه پروتئینی

 نوع و واریته نوع در اختلاف دلیل به تواند می تفاوت این .]27[
  .باشد فرایند

Table 2 Chemical properties of tomato seeds  
Sample  Protein)(% Ash       (%)  Oil (%)  Moisture(%)  

whole  0.14±27.25  0.2       ±5.23  0.17±26 0.35 ± 6.23 
oiled-de  0.03±34.07  0.5      ± 3.7  0.2                           ±9.95  0.04±5.7 

All data were expressed as a mean of 3 replications ± standard deviations. * 
The meanings of the same letters in each column indicate no significant difference at the level of (P <0.05). *  

   
  درجه هیدرولیز - 3-2

نتایج مربوط به تغییرات درجه هیدرولیز در طول زمان واکنش 
نتایج نشان داد که با  افزایش زمان .  ارائه شده است1در شکل 

این در حالی . کند هیدرولیز درجه هیدرولیز افزایش پیدا می
طوري که  شود، به است که از شدت و نرخ هیدرولیز کاسته می

.  دقیقه اول رخ داده است60یزاسیون در بیشترین میزان هیدرول
در لیز روجه هیددربالاترین گردد  طور که مشاهده می همان
 و پس از آن درجه  درصد است28 و معادل 100ي  دقیقه

ن مازثر ه از امدآنتایج بدست س ساابر . شود هیدرولیز ثابت می
می ز غاآسریع ز فاواکنش هیدرولیز آنزیمی با یک ، لیزروبر هید

شکسته ي پپتیدي باندهادي از یااد زین مرحله تعداطی  و دشو
ا لیز کاهش پیدروشد هیدخ رکنش نروامه در ادا. ]28 [شود  می

لیز کاهش می روهیدتر شدن زمان، درجه و با طولانیمی کند 
علت این حالت را  .دشومین سکوز مرحله فاو وارد یابد 

بکافت، تعداد توان چنین توجیه نمود که  با افزایش زمان آ می
کند، در واقع  پپتیدي در دسترس آنزیم کاهش پیدا می باندهاي

سرعت بالاي مرحله اول مربوط به شکست آسان پیوند پپتیدي 
است و در مرحله دوم سرعت واکنش به علت دشواري 

یابد، همچنین از  تر کاهش می هیدرولیز باندهاي پپتیدي فشرده
از طرف دیگر، . شود سته میمیزان فعالیت پروتئولتیکی آنزیم کا

گیري   هاي غیرپروتئینی و شکل ها یا ناخالصی اکسیداسیون چربی
تواند ترکیباتی که ممانعت کننده فعالیت آنزیمی هستند نیز می

 در )2009 (پور و همکاران اوویسی. ]28 [ امر موثر باشد در این

جه ان دربالاترین میزد بر ماهی خاویاري، خوت مطالعا
 درصد گزارش کردند 13/46 دقیقه 205 را در زمان زلیروهید

)29.(Souissi و همکاران )بر ز را لکالاآنزیم آثر انیز  )2007
ین ردماهی ساء حشاء و امعاا يتئین هاولیز پرروجه هیددر
را در لیز روجه هیدان دربیشترین میزو ند ار دادسی قرربررد مو
   . ]30 [ دقیقه مشاهده نمودند 180 نماز

  
Fig 1 The effect of reaction time on the degree of 

hydrolysis  
ي هیدرولیز  نمونهترکیبات اسید آمینه  - 3-3

  فرنگی ي دانه گوجه شده
دست آمده از اسیدآمینه بر حسب گرم  مقادیر به) 3(در جدول 

با آنالیز .  گرم پروتئین بیان شده است100اسیدآمینه، در 
 نوع اسیدآمینه 18فرنگی،  ه گوجهداني  هیدرولیز شدهپروتئین 

فرنگی ترکیبی مناسب از  پروتئین دانه گوجه. مشاهده گردید
طور که  همان. باشد اسیدهاي آمینه ضروري و غیر ضروري می

گردد، گلوتامیک اسید و به دنبال آن  در جدول مشاهده می
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  متیونین بیشترین میزان اسید آمینه غیرضروري وتیک اسیدآسپار
ترین میزان اسید آمینه ضروري در   کمتریپتوفانال آن و به دنب

  .  بودندفرنگی  گوجهي هیدرولیزشدهي  نمونه
Table 3 Amino acid content of tomato seeds 

g/100g of protein  
  Seeds           Amino acids     

4.23  ± 0.18 Lysine* 

2.12 ± 0.09 Histidine 

8.24 ± 0.19 Arginine 
10.04 ± 0.22 Aspartic acid 

2.97 ± 0.07 Threonine* 
4.56 ± 0.3 Serine 

18.35  ± 0.42 Glutamic acid 

5.06 ± 0.12 Proline 

4.87  ± 0.22 Glycine 

3.27 ± 0.15 
0.48 ± 0.04 
3.69 ± 0.13 
0.56 ± 0.05 
3.62 ± 0.09 
6.04  ± 0.16 
3.97  ± 0.13 
3.46 ± 0.08 
1.08 ± 0.04 

Alanine 
Cysteine 
Valine* 

Methionine* 
Isoleucine* 
Leucine* 
Tyrosine 

Phenyl alanine* 
Tryptophan* 

Essential amino acid*  
All data were expressed as a mean of 2 replications 

  .± standard deviations*  

بـود   ) 1968(دست آمده مشابه نتـایج گـد و همکـاران         نتایج به 
دسـت آمـده بـا نتـایج         همچنین ترکیـب آمینواسـیدي بـه      ]. 31[

). 32(تطابق داشت ) 1969(گزارش شده توسط لیچ و همکاران 
 درصد  23/4فرنگی حاوي     ي دانه گوجه    پروتئین هیدرولیز شده  

آمینه لیزین در آرد باشد از این رو به دلیل کمبود اسید   لیزین می 
تـوان بـا جـایگزینی هیـدرولیز      خصوص گنـدم مـی      غلات و به  

اي و ارزش بیولـوژیکی      فرنگی کیفیت تغذیـه     ي دانه گوجه    شده
مشخص شده است کـه وجـود       ]. 8[نودل و نان را افزایش داد       

برخی اسـیدهاي آمینـه نظیـر تریپتوفـان، هیـستیدین، متیـونین،             
ي دانـه   پروتئین هیدرولیز شـده سیستئین، گلایسین و آلانین در      

اکسیدانی آن مـوثر باشـد     فرنگی می تواند در فعالیت آنتی      گوجه
ي  اکــسیدانی نمونــه همچنــین عــلاوه بــر خاصــیت آنتــی]. 33[

هـاي ضـد    فرنگی، وجود ویژگـی   ي گوجه   ي دانه   هیدرولیز شده 
]. 34[بخش نیز براي آن گزارش شده است       سرطانی و سلامنی  

  پاسخ سطح نالیزآ -3-4
 مربوطه هاي زمونُآ ،RSM توسط شده تعریف نقاط به توجه با

 DPPH آزاد هاي رادیکال کنندگی مهار فعالیت نتایج .شد انجام
 داده ننشا 4 ولدـج در راـتیم رـه به طمربو اکسید نیتریک و

  .ستا هشد

Table 4 Experiments set up for antioxidant activity (DPPH free radical scavenging) and Nitric oxide 
reducing power in the Central composite design  

Treatment  
Time  

)min(  
Temperature 

)Cْ (  
Enzyme to 

substrate ratio 
(%)  

DPPH free radical  
scavenging activity  

)%( 

Nitric oxide 
Reducing power  

)%(  
1  210 40 1.5  55.40 68.13 
2 210  50 1.5  84.50 59.84  
3  270  45 2  65.08  61.74  
4  210  50  2.5  79.01  64.42  
5  90  40  1.5 40.66  59.49  
6 150  35  2 52.90  58.54  
7  150  55 2  69.95  62.08  
8  210  40  2.5  36.28  54.23  
9  90  40  2.5 55.02  52.33  
10  90  50  1.5  34.79  45.85  
11  150  45  3  35.47  44.55  
12  90  50  2.5 75.01  53.36  
13  30  45  2  57.21  44.30  
14 150 45  1 51.46  53.28  
15 150  45  2  73.45  45.33  
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   DPPH آزاد رادیکال مهار قدرت - 3-5
 ضرایب داريمعنی و رگرسیونی ضرایب به توجه با زیر معادله

 رادیکال مهارکنندگی خاصیت( مدنظر پاسخ براي )5جدول(
DPPH( شد ارائه:   

فعالیت مهار رادیکال   = 71.43 + 4.09(X1)+ 7.5 (X2)- 

0.12 (X3) + 7.21 (X1X2) – 9.90 (X1X3) + 4.93 
(X2X3) –  

2.82 X1
2 – 2.75 X2

2- 7.24X3
2 

  
    اي ملهج چند لمد که دنمو مشخص ANOVA ونمآز
 مشخص یباضر با ،پاسخ گربیان کافی ازهندا به دوم جهدر

 عدم و 2شده تعدیل تعیین و واقعی 1تعیین ضرایب .دمیباش
 کاربه ها پاسخ بینی پیش منظور به مدل کارایی ارزیابی برازش

 هـینکا ايرـب تـسا ريمعیا R2 یا ینتعی ضریب .رود می
 داده حشر لمد توسط اتتغییر ازان زـمی هـچ ددرـگ شخصـم

 بهتر مدل باشد تر نزدیک 1 به آن  مقدار هرچه و ستا هشد
 انزـمی مطالعه این در .]35 [ کند بینی پیش را پاسخ تواند می
 برابر ترتیب به به هشد تعدیل تعیین ریبـض و ینـتعی ریبـض
 بیانگر ه آمددست به اعداد که  آمددست به 6155/0 و 8627/0 با

 رـبابر ینـتعی ریبـض .بود ها داده پراکندگی از مناسبی توصیف
 را واکنش رگرسیون مدل که است این ي دهنده نشان 8627/0

 کل از درصد 86 توانسته برازش مدل و داده توضیح خوبی به
   .دهد وضیحت را ه آمددست به نتایج دامنه در تغییرات

 آزمون از استفاده با مدل بودن مناسب ،6 جدول به توجه با
 P <05/0 براي که گرفتقرار بررسی مورد برازشان فقد

 معادله در برازش عدم آزمون فرض که آنجا از .نبود دار معنی
 هاي رادیکال مهار اساس بر مدل )P <05/0( نبود دار معنی مدل
 است معنی این به خوب برازش .گردید برازش DPPHآزاد 

 توضیح کافی اندازه به را ها داده در تغییرات شده ایجاد مدل که
 متغیرهاي دامنه در بینی پیش جهت مدل این بنابراین .]36  [دهد
  .بود مناسب استفاده مورد

  
  

                                                        
1. R Square 
2. Adjusted R Square  

Table 5 Regression coefficients of estimated 
model by analysis of multiple regressions in 

order to predict the equation model of 
independent variables in DPPH free radical 

scavenging activity 
Coefficient  Variable model 

71.42 Intercept 
4.09 X1-time 
7.50 X2-tem 
-0.12 X3-e/s 
7.21 X1 X2 
-9.90 X1 X3 
4.93 X2 X3 
-2.82 X1

2 
-2.85 X2

2 
-7.24 X3

2 
  
هاي هیدرولیز بر روي قابلیت مهار  اثر پارامتر -5-1- 3

  DPPHرادیکال آزاد 
در این قسمت به بررسی تاثیر دما، زمان هیدرولیز و نسبت 

 DPPHهاي آزاد  غلظت آنزیم بر قدرت مهارکنندگی رادیکال
هاي سه بعدي از این رو با استفاده از نمودار. پرداخته شد

تاثیر متقابل ، Design Expertخروجی از نرم افزار 
اکسیدانی مورد پارامترهاي مذکور بر خاصیت قدرت آنتی

گردید ونتایج حاصله با نتایج مطالعات بررسی و تفسیر واقع
 2aبا توجه به شکل .گرفتپیشین مورد مقایسه و ارزیابی قرار

هاي آنزیمی پایین با افزایش زمان شود در غلظتمشاهده می
 افزایش DPPHندگی رادیکال هیدرولیز میزان خاصیت مهارکن

است هاي بالا عکس این اتفاق رخ دادهیافته است، اما در غلظت
هاي اي که در غلظت به گونه. کند و روند کاهشی را دنبال می

آنزیمی بالا با افزایش زمان هیدرولیز خاصیت مهارکنندگی 
افزایش غلظت آنزیم در . کاهش یافته استDPPHرادیکال 

باعث افزایش )  دقیقه100کمتر از (ی هیدرولیز هاي ابتدایزمان
هاي  و در زمانDPPHخاصیت مهارکنندگی رادیکال آزاد 

باعث کاهش این خاصیت )  دقیقه150بیش از (هیدرولیز بالا 
هاي  دهد در زمان  نشان  می2aهمانطور که شکل . استشده

تغییرات غلظت آنزیم آلکالاز، )  دقیقه150 تا 100بین (میانی 
 DPPHثیر چندانی بر خاصیت مهارکنندگی رادیکال آزاد تا

  .نداشته است
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Table 6 Analysis of variance (ANOVA) of quadratic model resulted by response surface method for 
DPPH free radical scavenging activity 

P F value Mean square Sum of 
squares  

Degree of 
freedom  Source 

0.0911 3.49 361.13 325.14 9  Model 
0.1686 2.59 276.81 276.81 1  A-time 
0.0319 8.70 900.75 900.75 1  B-tem 
0.9672 2.413 0.25 0.25 1  C-e/s 
0.1012 4.02 416.36 416.36 1  AB 
0.0402 7.58 784.09 784.09 1  AC 
0.2284 1.81 194.79 194.79 1  BC 
0.3982 0.85 88.22 88.22 1  A2 
0.4092 0.81 83.88 83.88 1  B2 
0.0640 5.61 580.81 580.81 1  C2 

  
 بر انزم و آلکالاز آنزیم غلظت عامل دو انهمزم تاثیر در

 دو این افزایش که گرددمی مشاهده مهارکنندگی خاصیت
 مهارکنندگی خاصیت افزایش با مستقیم رابطه ابتدا در پارامتر

 شده عکس رابطه این سپس داشته، DPPH آزاد رادیکال
 مهارکنندگی خاصیت مقدار بیشترین که ترتیب بدین .است

 دقیقه 210 زمان در درصد، 77 انمیز به DPPH آزاد رادیکال
 در تغییر .افتاد اتفاق درصد 5/1 مصرفی آنزیم  غلظت نسبت و

 گذشت اثر در پپتیدها و اسیدهاآمینو  ساختار وان میز اندازه،
  دهد می قرار تاثیر تحت  را اکسیدانی آنتی فعالیت هیدرولیز انزم
 با شده هیدرولیز هاي پروتئین تولیدان همکار و حسینی.]8[

 و امعاء از بافت داخلی هاي آنزیم و آلکالازآنزیم  از استفاده
 این .دادند قرار بررسی مورد را فیتوفاگ ماهی سر و احشاء
 بعد داخلی هايآنزیم و آلکالاز هايآنزیم درحضور که تحقیق

 پروتئین انمیز که دادان نش گرفت انجام ساعت 4 و 2ان  زم از
 داريمعنی طور به آلکالازآنزیم  هیدرولیز درجه و ولیدشدهت

 افزایش با که بود آن از حاکی نتایج .بود داخلی آنزیم  از بیشتر
 نرخ و شدت و افزایش هیدرولیز درجه هیدرولیز،ان زم

 هیدرولیزان میز بیشترین که طوري به یابد، می کاهش هیدرولیز
 مهار قدرت هشکا .)37( دهد می رخ اول دقیقه 120 در

 بر آنزیم اثر بهان تومی را هیدرولیز انزم افزایش با رادیکال
 با که صورت این به .دانست مرتبط اکسایش ضد پپتیدهاي

 برخی شکستن احتمال آنزیم، بیشتر اثر و هیدرولیز رفتن پیش
 هیدرولیز  اولیه مراحل در شدهتولید ضداکسایش پپتیدهاي از

ان همکار و سون توسط که تحقیقی رد .]36 [ یابدمی افزایش
 هیدرولیز از حاصل پتیدهاي ضداکسایش خواص بر

 و پپسین آلکالاز، پاپائین، فلیورزایم، توسط خوك هموگلوبین
 DPPH رادیکال مهار قدرت بیشترین گرفت، انجام تریپسین

 پس پپسین توسط تولیدي هايشده هیدرولیز به مربوط %)67(
  شکل در آنچه به باتوجه .]38 [ دبو هیدرولیز دقیقه 60 از

2bان  زم افزایش با پایین دماهاي در است، مشاهده قابل
 ملایم بسیار شیب با ابتدا در یاکسایش ضد فعالیت هیدرولیز،

 بعد به دقیقه 150 حدود هیدرولیزان  زم از و یافته افزایش
 زمان، به نسبت مذکور پارامتر تغییرات .نمود کاهش به شروع

ان  زم افزایش با و بوده صعودي کاملا بالاتر ايدماه در
 مشاهده قابل وضوح به اکسایش ضد فعالیت افزایش هیدرولیز،

 تاثیرات است استنباط قابل نمودار از آنچه به توجه با .است
 نیز، DPPH آزاد رادیکال مهارکنندگی قدرت بر دما تغییرات

 که ترتیب ینبد .کند می دنبال راان  زم تغییرات مشابه اي رویه
 از کمتر هیدرولیز زمانی بازه( هیدرولیز ابتدایی هاي زمان در

 صورت به ضداکسایش، خاصیت دما افزایش با )دقیقه 110
 50 تا 45 دماي از( ادامه در و  افزایشیروند ابتدا وارسهمی
 به باتوجه.کند می دنبال را کاهشی روندي )گرادآنتیس درجه
 بران زم و دما پارامتر دوان زمهم تاثیر بخواهیم اگر  2bشکل
 این انتو می دهیم، قرار بررسی مورد را آزاد هاي رادیکال مهار

 اثر یکدیگر با تقابل در پارامتر دو این که گرفت را نتیجه
 .داشت DPPH آزاد رادیکال مهار قابلیت در اي فزاینده

 درجه 50 دردماي اکسیدانی آنتی قدرت مقدار بیشترین
 این که افتاد، اتفاق دقیقه 210 هیدرولیز انزم و گراد سانتی

 را DPPH هاي رادیکال از درصد 84,51 مهار قدرتان  میز
ان زم گذشت با اکسیدانی آنتی فعالیت تغییرات توجیه .داد اننش
 افزایش با حاصل پپتیدي هاي زنجیره طول تغییر اثر در

 که اند نموده گزارش محققین از بسیاري .باشد می هیدرولیز
 از بیشتر  اکسیدانی آنتی فعالیت پایین مولکولی وزن با پپتیدهاي

 اثر بررسی باان همکار و جامدار .]39 [ دهند می اننش خود
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 هیدرولیز پروتئین ضداکسایشی فعالیت بر هیدرولیز ي درجه
 ها پروتئین هیدرولیز ي درجه افزایش با که دریافتند بادام ي شده

 کنندگی مهار فعالیت آلکالاز آنزیم توسط )درصد 20  تا 10 از(
 انرهمکا و يطاهر .]24 [یابد می افزایش DPPH هاي رادیکال

 نکما نگینر ینردسا ماهی نیاکسیدانتیآ فعالیت زيبهینهسا با
 و ماد ن،ماز که مانیز تا نیاکسیدانتیآ فعالیت که داد ننشا

 یشافزا سدرمی دخو پتیمما نقطه به اسوبستر به نزیمآ نسبت
 ا،سوبستر به نزیمآ نسبت و نماز بیشتر یشافزا با سپس ،فتهیا

 روي بر ماد و نماز ثرا لیلد به مرا ینا که مییابد کاهش
   .]35 [ میباشد نزیمیآ فعالیت
 اثر در هاپروتئین طبیعی ساختار تخریب که است این بر اعتقاد

 گیريمعرض و ساختار شدن باز به منجر آنزیمی هیدرولیز
 آزاد هايرادیکال با واکنش قابل که آمینواسیدي عالف هايگروه

 است رسیده اثبات به موضوع این .]38 [شد خواهد باشندمی
 قابلیت و رادیکال مهار قدرتان  می مستقیمی رابطه که

 طول در تغییر .دارد وجود آمینواسیدها دهندگی هیدروژن
 یایبسز تأثیر نیز هیدرولیز انزم شتگذ با پپتیدي هايزنجیره

 پائین مولکولی وزن با پپتیدهاي .دارد ضداکسایش قدرت در
 ویژگی این .]40 [ هستند تري قوي ضداکسایش فعالیت داراي

 شده تولید پپتیدهاي ضداکسایش فعالیت کننده توجیه تواند می
 از پس انهمکار وان ویریاف .باشد هیدرولیز ساعت 5 از پس

 تریپسین و پپسین آلکالاز، توسط سوریمی ضایعات هیدرولیز
 و هیدرولیز درجهان می مستقیمی رابطه الزاما که کردند اعلام

 گزارش بنابر .ندارد وجود تولیدي پپتیدهاي ضداکسایش قدرت
 درجه با پپسین توسط تولیدي هاي شده هیدرولیز محققین، این

 در بودند، ضداکسایش قدرت بالاترین داراي %5 هیدرولیز
 ترتیب به تریپسین و آلکالاز توسط تولیدي پپتیدهاي که حالی

 کمتر و مقایسه قابل اثر داراي %11 و %27 هیدرولیز درجات با
باتوجه  .]41 [ بودند پپسین توسط تولیدي هاي شده هیدرولیز از

 مشخص است، افزایش دما باعث 2cبه آنچه در شکل شماره 
- شدهي آنزیمهاافزایش خاصیت مهارکنندگی در تمامی غلظت

 آزاد ما رابطه بین خاصیت مهار کنندگی رادیکالا. است
DPPH به این . وار بودی به صورت سهمیآنزیم و غلظت

ی، خاصیت آنزیمصورت که با افزایش نسبت غلظت 
 مهارکنندگی ابتدا افزایش سپس با شیبی نسبتا ملایم کاهش 

خاصیت ان   حداکثر میز 2cباتوجه به شکل .یابدمی
 درجه و نسبت 50 در دماي DPPHد  آزامهارکنندگی رادیکال

 آنزیم غلظت .  درصد اتفاق افتاد2 تا 75/1ی بین آنزیمغلظت 
بهینه جهت حداکثر نمودن خاصیت ضد اکسایش در دماهاي 

 2 درصد و در دماهاي بالا نزدیک به 7/1پایین نزدیکتر به 
دو پارامتر ان زم در شرایط بهینه تاثیر هم1cشکل . درصد است

          درصدي 77ی، مهار حدود آنزیم غلظت دما و نسبت
  .دهدمیان   را نشDPPH آزاد هايرادیکال

a) 

 
)b  

 
)c  

Fig 2 Contour plots for the effect of variables on 
DPPH free radical scavenging activity (%) as a 

function of different hydrolyzing conditions: time 
(min) and enzyme ratio (%) (a). time (min) and 

temperature (°C) (b). Enzyme ratio (%) and 
temperature (°C) (c). 
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  داکسی نیتریک رادیکال کاهندگی درتق - 3-6
 رابطـه  کـه  داد اننـش  پاسـخ  سـطح  آنالیز ،7 جدول به توجه با

 صـورت به واکنش پارامترهاي با اکسید  نیتریک قدرت کاهندگی 
  :باشد می زیر معادله

اکـسید  قـدرت کاهنـدگی نیتریـک    = 50.06 + 4.40 (X1) – 
0.23 (X2) – 1.65 (X3) + 1.81 (X1X2) – 1.21 
(X1X3) 
+ 4.15 (X2X3) + 1.33 X1

2 + 3.16 X2
2 + 0.31 X3

2 
 به شده ارائه مدل براي شده تعدیل تعیین و تعیین ضرایب
 ضرایب این بودن بالا .بود  7720/0 و 8471/0 با برابر ترتیب

 به است بوده هاداده مناسب پراکندگی و وزیعت دهندهنشان یینتع
 در تغییرات کل از درصد 71/84 استتوانسته مدل که معنی این

ان میز دنبو بالاتر .کند بینی پیش را مطالعه مورد مقادیر دامنه
 رتعبا به یا )05/0( داريمعنی لحتماا سطح از ازشبر معد

 دنبو مناسب ههندد ننشا راکتوـف نـیا دنوـب یـمعن ـیب رـیگد
 نظر در يپاسخها ساـسا بر لمد ازشبر و هشد دپیشنها لمد

 که ستا این ههندد ننشا مناسب ازشبر .میباشد هشد گرفته
  دارد را ها هداد اترـتغیی در یحـتوض ائیـناتو هشد ئهارا لمد
]41[.  

Table 7 Regression coefficients of estimated 
model by analysis of multiple regressions in 

order to predict the equation model of 
independent variables in Nitric oxide reducing 

power 
Coefficient  Variable model 

50.06 Intercept 
4.40 X1-time 
-0.23 X2-tem 
-1.65 X3-e/s 
1.81 X1 X2 
-1.21 X1 X3 
4.15 X2 X3 
1.33 X1

2 
3.16 X2

2 
0.31 X3

2 

  
Table 8 Analysis of variance (ANOVA) of quadratic model resulted by response surface method for 

Nitric oxide reducing power 

P  F value Mean square  Sum of 
squares  

Degree of 
freedom  Source 

0.1142 3.08 77.82 700.36 9 Model 
0.0172 12.28 310.34 310.34 1  A-time 
0.8640 0.033 0.82 0.82 1  B-tem 
0.2459 1.73 43.64 43.64 1  C-e/s 
0.3544 1.04 26.31 26.31 1  AB 
0.5266 0.46 11.69 11.69 1  AC 
0.0670 5.44 137.45 137.45 1  BC 
0.4185 0.78 19.63 19.63 1  A2 
0.0910 4.36 110.30 110.30 1  B2 
0.8475 0.041 1.04 1.04 1  C2 

  
 قابلیت روي بر هیدرولیز هاي پارامتر اثر -3-6-1

  اکسید نیتریک رادیکال کاهندگی
ان زم ـ دمـا،  تـاثیر  بررسـی  به قبل بخش همانند قسمت، این در

قابلیـت کاهنـدگی رادیکـال      برآنزیم   غلظت نسبت و هیدرولیز
 قـبلا  کـه  بترتی ـان    هم به رو ینااز شد پرداختهاکسید    نیتریک

 نـرم  از خروجـی  بعدي سه هاي نمودار از استفاده با شد، گفته
 بـر  مـذکور  پارامترهـاي  متقابـل  تاثیر ،Design Expert افزار

 مـورد  اکـسید   مهارکننـدگی رادیکـال نیتریـک      قـدرت  خاصیت
 غلظتان همزم تاثیرات بررسی در .قرار گرفت تفسیر و بررسی

 مـشاهده  3a شـماره  کلش به توجه با هیدرولیز،ان   زم و آنزیم

 قدرت هیدرولیزان  زم افزایش با هاغلظت تمامی در که شودمی
-زمـان  در .یابـد می افزایش نیز اکسیدنیتریک رادیکال کاهندگی

 تـاثیر  آلکـالاز  آنـزیم  غلظـت  تغییـرات  هیـدرولیز،  ابتدایی هاي
 بـا  امـا  نداشـت،  مـذکور  رادیکـال  کاهنـدگی  قدرت بر چندانی

 3a شــماره شــکل در کــه همــانطور لیزهیــدروان زمــ افــزایش
 رادیکـال  کاهنـدگی آنـزیم     غلظـت  افـزایش  با است، مشخص
 رادیکال کاهندگی درصد بالاترین .یابد می کاهش اکسید نیتریک

 غلظـت  نسبت و دقیقه 210 زیهیدرولان    زم در قسمت این در
 3b شـکل  در .اسـت  افتـاده  اتفـاق  درصـد  5/1 مصرفی آنزیم  

 قابلیـت  دماهـا  تمـامی  در انزم ـ گذشت با که شود می مشاهده
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 .اســت یافتــه افــزایش اکــسید نیتریــک آزاد رادیکــال کاهنـدگی 
 هـاي زمـان  در دمـا،  بـه  نسبت اکسید نیتریک کاهندگی تغییرات
 اي گونـه  به .است متفاوت انتهایی هايزمان با هیدرولیز ابتدایی

 150 از کمتـر  محـدوده  در( هیـدرولیز  ابتدایی هاي زمان در که
 مـذکور  رادیکـال  کاهنـدگی  قـدرت  ابتدا دما افزایش با ،)یقهدق

 )گـراد   سـانتی  درجه 45 حدود( میانی دماهاي از و یافته کاهش
 رادیکـال  کاهنـدگی  قـدرت  تغییرات .است یافته افزایش بعد به

 )دقیقـه  150 از بیش حدودا( بالا هیدرولیز هاي زمان درمذکور  
 از و نداشـته  چنـدانی  ییرتغ هیدرولیز، دماي تغییرات با ابتدا در

 بـدین  دارد، محـسوسی  افزایـشی  رونـد  بعد به درجه 45 دماي
 مقدار بشترین شود می مشاهده شکل در که همانطور که ترتیب

ان  زم ـ و درجـه  50 دمـاي  در اکـسید  نیتریک رادیکال کاهندگی
 تـاثیر  3c شـماره  شکل .است افتاده اتفاق دقیقه 210 هیدرولیز

 هـاي  رادیکـال  کاهنـدگی  قـدرت  بـر  ظـت غل و دمـا  پارامتر دو
 مـشخص  شکل در که ورطهمان .دهد میان  نش را اکسید نیتریک
 ،)درجـه  45 تا 40 بین دمایی محدوده( پایین دماهاي در است،

 شـده  هـا   رادیکـال  حذف کاهش به منجرآنزیم    غلظت افزایش
 تا 45 بین(بالاتر دمایی محدوده در که است حالی در این .است

 کاهندگی قدرت ،آنزیم غلظت افزایش با )گراد  نتیسا درجه 50
 که دهد میان نش 3c شماره شکل .یابد می افزایش اکسید نیتریک
 40 دمـاي  در اکـسید  نیتریـک  رادیکـال  کاهندگی انمیز حداکثر
 به توجه با .است افتاده اتفاق درصد 5/1 آنزیم   غلظت و درجه
 اسـت شـده  تجمن ـ هآمدبدست ات آزمایش و ها نمودار از که آنچه

 باعـث  هیدرولیزان    زم افزایش کلی حالت در که گفت انتومی
 قـدرت  کـاهش  باعـث  آلکالاز آنزیم   غلظت افزایش و افزایش

 دانـه  پـروتئین  هیـدرولیز  در اکـسید  نیتریـک  رادیکال کاهندگی
 50 تـا  40 محدوده در هیدرولیز دماي .است شده فرنگی گوجه
 رادیکـال  کاهنـدگی  در ريگی چشم قابل تاثیر گرادنتیاس درجه
 بـراي  مذکور هايیافته به توجه با .ندادان  نش اکسید نیتریکآزاد  

 دقیقه، 210 مقدار سهان    تو می اکسید نیتریک رادیکال کاهندگی
ان  زم ـ بـراي  ترتیـب  بـه  را درصـد  5/1 و گراد  سانتی درجه 40

ان عنـو  بـه  آلکـالاز،  آنزیم   غلظت و هیدرولیز دماي هیدرولیز،
 تــــ ـظرفیان    همکـار  و ژونگـا  .نمـود  معرفـی  بهینـه  مقادیر

 توــ ـت هاــ ـش رهاـ ـعص در را تــ ـنیتریهاي   الیک راد کاهندگی
بـه دام    تــ ـظرفی هــ ـک دــ ـنداد ناــ ـنش و دــندکر یــسربر

 و دهبو ناچیز پایین هـاي   غلظت در نیتریت هاي  لیکاراد اندازي
 و هدـ ـش ترـ ـبیش  آن رتدـق ره،اـعص غلظت یشافزا با یجربتد

ــی ــا و  .]42 [ داد ننشا دخو از دوز به بستهوا رفتار کــ مناگـ
همکـاران فعالیـت مهارکننــدگی رادیکـال آزاد نیتریـک اکــسید     

نتـایج  . ي متانولی نوعی قارچ را مورد بررسی قرار دادند      عصاره
حاکی از آن بود که عـصاره اثـر قابـل تـوجهی در بازدارنـدگی       

 دهـد    از خود نـشان مـی     )  درصد 8/81(رادیکال نیتریک اکسید    
]43[ .  
 

 
)a  

  )b  

 )c  
Fig 3. Contour plots for the effect of variables on 
Nitric oxide reducing power (%) as a function of 
different hydrolyzing conditions: time (min) and 
enzyme ratio (%) (a). time (min) and temperature 
(°C) (b). Enzyme ratio (%) and temperature (°C) 

(c). 
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هـاي   لیکابـه دام انـدازي راد   فعالیت سنجش ران    اـ ـهمکیو و   
م اـ ـنجج ا اـ ـوعی کـت نـفنلی پوسره  عصارد  مورا در   ت ـنیتری
الایی ـ ـت بـ ـفعالیان    زـمیره  اـه عصـند کدکره  مشاهدو  د ـنداد

ــیش مافزایش غلظت افزابا ار آن  مقددارد و  ــیاب یــ ]. 44[د ــ
ــز   ــاران نیــ ــواه و همکــ ري سنجش فعالیت مهاان میزنیکخــ

را نیتریت هـــاي  لیکارادبر ابرت در سه گونه توي اهنتوسیانینآ
که ظرفیت ها مشاهده شد  در کل نمونه. مورد بررسی قرار دادند

با ن همزماهـــــــا  تنتوسیانینی توره آنیتریت توسط عصار مها
  ]. 45[یابد   یش میافزره ایش غلظت عصاافزا

  مدل 1اعتبارسنجی و سازي بهینه - 3-7
 . آمددست به Design Expert افزار نرم توسط بهینه شرایط
 بهینه فعالیت با شده هیدرولیز پروتئین براي هیدرولیز شرایط

 رادیکالکاهندگی  و DPPH آزاد هايرادیکال مهار
 درجه 50 دماي دقیقه، 210ان  زم شرایط با مطابق اکسید نیتریک

 با که  آمددست به درصد 85/1 یآنزیم غلظت و گرادتیسان
 قدرت درصد 53/85 با منطبق درصد 69/81 2مقبولیت درجه
 مهار قدرت درصد 17/61 و DPPH آزاد هاي رادیکال مهار

 پیشنهاد شرایط تایید منظوربه .بود اکسید نیتریک هاي رادیکال
 شرایط در اضافی هاي  آزمایشریاضی، معادله توسط شده

 قدرت که )تکرار سه در( گردید اجرا مدل توسط شده پیشبینی
 اکسید نیتریک رادیکالکاهندگی  و DPPH آزاد رادیکال مهار

تا حد  ی آزمایشمقادیر .بود درصد 34/60 و 33/84 ترتیب به
 گربیان که بود مدل توسط شده پیشبینی مقادیر با مطابقبالایی 
 خواص با شده ولیزهیدر پروتئین تولید جهت بهینه شرایط

   .بود فرنگی گوجه ضایعات از اکسیدانی آنتی
  

  گیري نتیجه - 4
 در عطفـی  هنقط ـ توانـد  مـی  گیاهی ضایعات وتئینپر هیدرولیز

 حال عین در و بالا کیفیت و پروتئین با غذایی محصولات تولید
 فرنگی گوجه ضایعات .باشد بازار به عرضه جهت ،قیمتانارز
 یـک بـه صـورت    تواند می دسترس رد محصول یکان   عنو به

 مـورد  دهش هیدرولیز پروتئین تولید جهت جدید پروتئینی منبع
 شرایط ایجاد با که دادان  نش رو پیش مطالعه .گیرد قرار دهاستفا
 تـوجهی  قابـل  طور به انتو می آلکالاز آنزیم   از استفاده با بهینه

 لرادیکـا کاهندگی   و DPPH آزاد   هايرادیکال مهار به نسبت

                                                        
1 Validation 
2. Desirability 

 روشان  عنـو  بـه  پاسـخ،  سطح روش .نمود اقدام اکسید  نیتریک
 .گرفـت  قـرار  اسـتفاده  مـورد  منظـور  ایـن  جهت کارآمد آماري
 هیدرولیز شرایط کردن بهینه طریق از که دادان نش حاضر تحقیق

-قابـل  و بـالا  اکـسیدانی   آنتـی  قـدرت  با پپتیدهایی تولیدان   امک

 آن    از حـاکی  تحقیـق  یجنتا .دارد وجود غذایی مواد در تفادهاس
 مهـار  قـدرت  بیـشترین  بـه  دستیابی براي بهینه شرایط که است

 50 دمــاي اکــسید، نیتریــک رادیکــال و DPPH آزاد رادیکــال
 85/1 آنـزیم   ان    میـز  و دقیقـه  210ان    زم گراد،انتیس ي  درجه
 فعالیـت  گـرفتن  نظـر  در با .بود فرنگی گوجه دانه براي درصد

 بـه   آنازان تـو  مـی  فرنگـی   گوجه ي  دانه در بالقوه اکسیدانی  آنتی
 شـیمیایی  هاي  نگهدارنده سایر و سنتزي هاي  اکسیدان  آنتی جاي

  .نمود استفاده اکسیداسیون انداختن تاخیر به جهت
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Tomato waste can be used as a new protein source for the production of hydrolyzed protein. Free 
radicals are among the most important factors in the development of cancer and genetic mutations, 
which have become one of the greatest threats for human health in recent centuries. In this research, 
enzymatic hydrolysis condition of tomato seed protein (temperature, time and amount of alcalase 
enzyme) to achieve maximum antioxidant activity and nitric oxide reducing power in hydrolysed 
product were investigated. The values were evaluated using Design Expert software and analyzed by 
the response surface methodology. Results showed that with the optimimizing hydrolysis conditions 
using the alcalase enzyme, it is possible to achieve a products with high DPPH radical scavenging 
activity and nitric oxide reducing power. The results indicate that optimum conditions for achieving 
the maximum DPPH free radical inhibition activity and nitric oxide reducing power is temperature of 
50 ° C, hydrolysis time 210 min, and the amount of enzyme 1.85%. Under these condition the amount 
of DPPH free radical inhibition activity and nitric oxide reducing power was 85.53 and 61.17, 
respectively. The results showed that the hydrolyzed protein produced from tomato seed could be used 
as a natural additive in the foods formulation and pharmaceutical uses with high antioxidants and 
nitric oxide reducing activity. 
 
Keywords: Alcalase enzyme, protein hydrolysate, Response Surface Methodology, Antioxidant 
activity, Nitric oxide inhibitory   
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