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  چكيده
. اكسيداني از طريق هيدروليز آنزيمي ايزوله پـروتئين سـويا بـود     نتيي سويا با بيشترين فعاليت آ     هدف از انجام اين پژوهش توليد پروتئين هيدروليز شده        

يـابي بـه     تهيه گرديد و عوامل مـوثر در هيـدروليز، جهـت دسـت    L 2,4ي سويا از طريق هيدروليز آنزيمي، توسط آنزيم آلكالاز   پروتئين هيدروليز شده  

 Design بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     ) CCD(بـا طـرح مركـب مركـزي     ) RSM(اكسيداني پپتيـدها توسـط روش سـطح پاسـخ     بالاترين فعاليت آنتي

Expertسوپراكـسيد اثرات تركيبي دما، زمان و فعاليت آنزيم به عنوان سه متغير مستقل در هيدروليز، بـر قابليـت مهـار راديكـال آزاد            . سازي شدند بهينه 

در شرايط  )  درصد 8/62بيش از   (اكسيداني  حيه اي با بيشترين فعاليت آنتي     ي نا مدل رگرسيوني مشخص كننده   . توسط معادله درجه دوم برازش گرديدند     

نتايج نشان داد كه پـروتئين  .  واحد آنسون بر كيلوگرم بود27/66 دقيقه و فعاليت آنزيمي 45/117 درجه سانتي گراد، زمان     71/49بحراني منطبق با دماي     

 .هاي دارويي داشته باشد اكسيدان طبيعي و نيز استفادهسيون مواد غذايي به عنوان آنتيي سويا مي تواند قابليت كاربرد در فرمولاهيدروليز شده

  

اكسيداني، هيدروليز آنزيمي آنزيم آلكالاز، پروتئين هيدروليز شده سويا، روش سطح پاسخ، فعاليت آنتي:كليد واژگان  
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   مقدمه- 1
يي، همچنين هاي غذاها نقش حياتي را در سيستماكسيدانآنتي

. نمايندهاي اكسيداتيو ايفا ميدر بدن انسان جهت كاهش فرآيند

ها سبب كاهش اكسيداسيون پروتئين همچنين اكسيدانآنتي

ها هاي مشتق شده از ليپيدها با پروتئينواكنش ميان كربونيل

- هاي عملكردي پروتئينشده كه نتيجه آن تغيير در ويژگي

-اكسيدانجه به استفاده از آنتيهاي اخير تودر سال]. 1[هاست

- ي بررسي قابليت آنتيهاي طبيعي، منجر به تحقيقاتي در زمينه

هاي هيدروليز اكسيداني پپتيدهاي فعال بيولوژيك از پروتئين

اي نظير پروتئين سويا، گندم، كازئين شير، پروتئين ماهي شده

اي بالا و پروتئين سويا به دليل ارزش تغذيه. شده است... و

هاي عملكردي عالي به عنوان يك ماده عملگر در ويژگي

- هاي غذايي مختلف مورد استفاده قرار ميشماري از فرآورده

دست پپتيدهاي متعددي از مواد غذايي پروتئيني به]. 2[گيرد 

اكسيداني بوده و فعاليت آمده است كه داراي ظرفيت آنتي

ر گرفته است، طور گسترده مورد مطالعه قراها بهبيولوژيكي آن

ماركوس مورد بررسي قرار  ها براي اولين بار توسطاين پپتيد

آمينه  اسيد5- 16اكسيداني حاوي هاي آنتيپپتيد. ]3 [اندگرفته

 بخش و ايمني بخش با وزن هستند و تركيبات سلامتي

- مولكولي پايين، هزينه توليد كم، فعاليت بالا و جذب آسان مي

عنوان اجزاء پروتئيني خاص كه فعال بههاي زيست پپتيد. باشند

اند، در نظر غير فعال) اصلي(در درون توالي پروتئين مادر 

ها توسط هيدروليز شوند و پس از اينكه اين پپتيدگرفته مي

آنزيمي جدا شدند، ممكن است وظايف فيزيولوژيكي 

 چندين مكانيسم جهت تشخيص .گوناگوني را ايفا نمايند

سيداني پپتيدها وجود دارد كه شامل خاصيت اكهاي آنتيويژگي

هاي فلزي، به دام انداختن راديكال آزاد و شلاته كنندگي يون

 ].5،4[باشد ايجاد آلدئيد مي

ها براي توليـد    آوريها يكي از جديدترين فن    هيدروليز پروتئين 

هـاي  باشـد و روش ي بـالا مـي  هـاي بـا ارزش افـزوده      فرآورده

. شوندجهت اين منظور به كار گرفته مي      شيميايي و بيولوژيكي    

هاي تجاري به جاي فرآيندهاي شـيميايي و   فرآيند كاربرد آنزيم  

هاي داخلي داراي مزاياي بسيار زيادي است، زيرا كـل          يا آنزيم 

-فرآيند هيدروليز كاملا تحت كنترل است و در نتيجه فـرآورده          

 آنزيمـي  هيـدروليز . شـود هاي با خواص مـشخص توليـد مـي        

-زيـست  هـاي پپتيد بازيابي در موثر روشي غذايي هايئينپروت

هاي بـا منـشاء گيـاهي و        درمقايسه با آنزيم  . باشدمي قوي فعال

هاي ميكروبي داراي مزاياي بيشتري هستند كـه        جانوري، آنزيم 

توان به تنوع خواص پروتئـوليتيكي و پايـداري         از آن جمله مي   

به طور كلـي    . ]6[ و دماهاي مختلف اشاره نمود       pHبيشتر در   

 قليـايي،  pH به دليل عملكـرد در  Alcalase® 2.4 Lآنزيم 

ي هيدروليز بالاتر و طول     توليد پروتئين هيدروليز شده با درجه     

تر، بيشترين توجه را به خود اختـصاص        ي پپتيدي كوتاه  زنجيره

  ]. 7[داده است 

سويا يكي از بيشترين گياهان زراعي در جهان است كه از نظـر             

-26(و كربوهيـدرات     %) 30-20(، چربي   %)50-40(ين  پروتئ

باشد و در نتيجه مـورد بحـث تحقيقـات علمـي            غني مي %) 30

هاي حبوبات، ايـن    مشابه با اغلب دانه   . زيادي قرار گرفته است   

-باشد كه اكثر آنهـا در سـلامتي       دانه حاوي چندين پروتئين مي    

در . ]8[باشـند   اي غذاها موثر مي   بخشي و افزايش ارزش تغذيه    

ها هاي تخميري سويا، پروتئين    سويا و غذا   اجزاء هيدروليز شده  

هـا  شوند زيرا اغلب پروتئـاز تنها بخشي هستند كه هيدروليز مي 

-ها و ديگر گونه   پروتئينها، فسفو پروتئينقابليت شكافتن گليكو  

برخـي از پپتيـدهاي كوچـك داراي        . يافتـه را دارنـد    هاي تغيير 

ي قابـل تـوجهي بـوده كـه مـي تواننـد در              اكسيدانفعاليت آنتي 

ها جلوگيري از شماري از فرآيندهاي اكسايشي مرتبط با بيماري

 يـافتن  منظور به رواين از. ]9[در بدن انسان نقش داشته باشند       

 بـه  آن تبديل و منابع از بهينه ياستفاده جهت جديد هايروش

 بـا  يدهش ـ هيـدروليز  هـاي پروتئين بالاتر نظير  ارزش با ايماده

 ايـن  بخـش بـالا    سلامتي اثرات داراي و اكسيدانيآنتي فعاليت

  .پذيرفته است صورت پژوهش

هـاي  كارگيري روش سازي فرآيندهاي شيميايي از طريق به     بهينه

پـذيرد كـه رايـج تـرين روش         آماري چند متغيري، صورت مي    

. ]10 [باشد مي1متغيري براي اين منظور روش سطح پاسخچند

سـازي  سخ، روشي مفيد اسـت كـه جهـت بهينـه    روش سطح پا 

تجزيه و تحليـل سـطح      . شودكار گرفته مي  فرآيندهاي غذايي به  

پاسخ اثرات مابين متغيرهاي مستقل را به تنهايي يا در تركيب با   

توانـد مـدلي   مـي  به علاوه اين روش. نمايدسايرين تعريف مي

د كنـد را ايجـا    رگرسيوني كه دقيقا كل فرآينـد را توصـيف مـي          

هدف اين پژوهش تجزيه و تحليل پاسخ سـطحي         . ]11[نمايد  

-اثرات تركيبي دمـا، زمـان و فعاليـت آنـزيم بـر فعاليـت آنتـي        

اكسيداني پروتئين هيدروليز شده حاصل از ايزوله پروتئين سويا  

 .با استفاده از آنزيم آلكالاز مي باشد

                                                           
1. Response Surface Methodology 
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  ها مواد و روش - 2
 مواد خام اوليه -1- 2

با ( 3,4,21,62 ز آنزيمي، از آنزيم آلكالاز براي فرآيند هيدرولي
 18/1ي و دانسيته 1مگرآنسون بر   واحد4/2فعاليت مشخص 

 از باكتري  گرفته شده2كه يك اندوپروتئيناز) ليترگرم بر ميلي
Bacillus licheniformis آنزيم از . استفاده شد باشد، مي

 4 شركت سيگما در اسپانيا تهيه شد و تا زمان آزمايش در
 ايزوله پروتئين سويا با ميزان .گراد نگهداري گرديددرجه سانتي

. گرديدتهيه  )ايران(شركت بكا  درصد از 12/83پروتئين 
اسيد ، 3از شركت مرك و تريسEDTA ، پيروگالول

.  تهيه گرديدندهاي معتبر داخلي از شركتهيدروكلريدريك
ي هتمامي مواد شيميايي مورد استفاده در آزمايش از درج

  . آزمايشگاهي برخوردار بودند

  روش ها -2- 2
 تهيه پروتئين هيدروليز شده سويا -2-1- 2

 با آب 10 به 1ي پروتئين سويا به نسبت ابتدا نمونه ايزوله
 - مقطر رقيق شده و نمونه رقيق شده با بافر تريس

 مخلوط گشته 2 به 1 حجمي -اسيدكلريدريك به نسبت وزني
 مناسب جهت pHنواخت و و به حالت سوسپانسيون يك
و سپس در دماي )  = 8pH(فعاليت آنزيم آلكالاز در آمد 

آزمايش، آنزيم براساس فعاليت تعريف شده به سوسپانسيون 
 ميلي ليتري 100هاي ها در فلاسكتمامي واكنش. گرديداضافه 

 مدل 4ساخت كره جنوبي، شركت ويژن(در انكوباتور شيكردار 
VS-8480( دور در دقيقه و در دماي 200 و با دور ثابت 

در انتهاي هر تيمار به . تعريف شده براي هر تيمار انجام شدند
منظور حصول اطمينان از غير فعال شدن آنزيم، واكنش آنزيمي 

، آلمانساخت ( با قرار دادن سوسپانسيون در حمام آب گرم
ي  درجه85در  دماي ) WNB 22، مدل 5 ممرتشركت
 دقيقه به اتمام رسيده و تركيب هيدروليز 20مدت گراد بهسانتي

سرعت سرد گرديده و در انتها در شده در حمام يخ به
 ، 6ساخت كره جنوبي، شركت هانيل(دار سانتريفيوژ يخچال

ي  درجه10 در دماي g×6700با دور ) Combi - 514Rمدل 
آوري سوپرناتانت قرار  دقيقه جهت جمع20مدت گراد بهسانتي
 .]13[ گرفت

                                                           
 بـراي  نيـاز  مـورد  آنـزيم  ازميـزان  اسـت  عبارت) Anson unit(واحدآنسون يك .١

 در دقيقـه  در هموگلـوبين  ازسوبستراي تيروزين اسيدآمينه والاناكيميلي يك آزادشدن

  .]pH5/7 ]12گراد و سانتيي  درجه25دماي 

 
2. Endoproteinase 
3. Tris 
4. Vision Scientific Co., LTd. 
5. Memmert 
6. Hanil science industrial 

  اكسيدهاي آزاد سوپر فعاليت مهار راديكال-2-2- 2
) آنزيم، زمان، دما(در شرايط تعريف شده ابتدا محلول پروتئيني 

 8/2ليتر از محلول پروتئيني به  ميلي1/0، سپس تهيه گرديد
گرديد، مخلوط اضافه  Tris-Hcl- EDTA ليتر بافر ميلي

قه حرارت  دقي10مدت  بهC25° حاصل همزده شد و در دماي 
 1/0 دقيقه حرارت دهي، واكنش با افزودن 10پس از . شدداده 
آغاز گرديد، سپس ) mM 3(ليتر محلول پيروگالول ميلي

 نانومتر توسط دستگاه 325دانسيته نوري در طول موج 
فعاليت . ]14[قرار گرفت گيري اسپكتروفوتومر مورد اندازه

  :گرديدسبه مهار راديكال آزاد از طريق فرمول زير محا
 درصد مهار =)) جذب كنترل- جذب نمونه (/جذب كنترل ( ×100

  راديكال آزاد سوپراكسيد

   آزمايشات بهينه سازي -2-2-3
سازي فعاليـت مهـار راديكـال آزاد سوپراكـسيد          به منظور بهينه  

پروتئين هيدروليز شـده از روش سـطح پاسـخ اسـتفاده            توسط  
 6 سـطح و     5 بـا    7به اين منظور طـرح مركـب مركـزي        . گرديد

، α +  ،1+  ،0(تكرار در نقطه مركزي مورد استفاده قرار گرفـت          
، )1X(محدوده متغيرهاي مستقل زمـان      ). 1جدول   ()-α و   -1

از آزمون هـاي اوليـه اسـتنتاج        ) 3X(و فعاليت آنزيم    ) 2X(دما  
طـرح مركـب مركـزي در       ). انـد داده ها عنوان نگرديده   (گرديد  

كتوريل، شـش نقطـه محـوري و         نقطه فا  8طرح آزمايش شامل    
تيمارهاي آزمايشي  ). 1جدول(شش تكرار در نقطه مركزي بود       

بيني نـشده در    به منظور به حداقل رساندن اثرات تغييرات پيش       
مـدل اثـر    . هاي مشاهده شده به صورت تصادفي درآمدند      پاسخ

مدل رگرسـيوني    .]10[نمايدهر متغير را روي پاسخ ارزيابي مي      
بيني پاسخ، درنظر گرفته     دوم به منظور پيش    اي درجه چندجمله

  .مدل پيشنهادي براي پاسخ به صورت معادله زير است. شد

 
اكـسيداني در مقـدار     فعاليـت آنتـي    (بيني شده پاسخ پيش  Yكه  

 ضرايب رگرسيوني براي    β3و   β1   ، β2 ،ثابتعدد   0β،  )واقعي
 اثـرات درجـه دوم بـوده در    β33 وβ11 ، β22 معادلـه خطـي و  

 و 1X ، 2X. باشـند  اثرات متقابـل مـي  β23و  β12 ، β13اليكه ح

3X  تحليـل  و تجزيـه  .دهنـد هاي مستقل را نشان مـي     نيز متغير 
 بـه  آزمايـشي  هـاي  داده) ANOVA (واريـانس  و رگرسيوني

 و رگرسـيوني  ضـرايب  تعيـين  رگرسـيوني،  مدل انطباق منظور
سـيم  مـدل و نيـز تر      شرايط آماري هايآزمون داريمعني تعيين

 8Designسازي، توسـط توسـط نـرم افـزار     نمودارها و بهينه

Expert پذيرفتند صورت.  

                                                           
7. Central Composite Design 
8. Design Expert, 7.0.0 trial, Stat-Ease Inc. 
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Table1 Independent variables and levels used to optimize the degree of hydrolysis of soy protein 
hydrolysate 

Levels of variables Independent variables 
* α+  

+1 0 -1 -α  

212.49 175 120 65 27.5 Time(minute)  
55.06 52 47.5 43 39.93 Temperature (°C)  
105.34 90 67.5 45 29.66 Enzyme activity(AU/kg) 

  

  بحث  و  نتايج-3

   آناليز سطح پاسخ-3-1
 2اكسيداني مربوط به هـر تيمـار در جـدول           نتايج فعاليت آنتي  

  .نشان داده شده است

 
 قابليت بر آنزيم فعاليت و دما زمان، شامل مختلف عوامل اثرات

 داده نشان 3 جدول در سوپراكسيد آزاد راديكال مهاركنندگي

.شده است 

Table 2 Experiments set up for antioxidant activity (superoxide free radical scavenging) in the 
Central composite design 

treatment  temperature  
(x1)  

time  
(X2)  

Enzyme activity  
(X3)  

superoxide free 
radical  scavenging 

activity) %(  

1  -1  -1  -1  44.17 

2  1-  1  -1  46.22 

3  1  1-  -1  39.13 

4  1  1  -1  44.76 

5 -1  -1  1  42.02 

6  1-  1  1  38.25  

7  1  -1 1  41.95  

8  1  1  1  50.14 

9  0 -1.6818  0  55.06  

10  0 1.6818  0  49.96  

11  -1.6818  0 0  37.84  

12  1.6818  0 0  44.63 

13  0 0  -1.6818 31.80  

14  0  0  1.6818 34.12  

15  0  0 0  54.03  

16  0  0  0 60.90  

17  0  0 0  65.23 

18  0  0  0  66.08  

19  0  0  0  65.35  

20  0  0  0  62.30  
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Table 3 Analysis of variance (ANOVA) of quadratic model resulted by response surface method for 
superoxide free radical scavenging. 

 

P F value  Mean square  Sum of 
squares  

Degree of 
freedoom  source  

0.000 13.63 228.55 2056.98 9 model 

0.295 1.22 20.52 20.52 1 temperature 

0.821 0.05 0.91 0.91 1 time 

0.898 0.02 0.29 0.29 1 Enzyme activity 

0.000 41.68 699.07 699.07 1 temp  ٭ temp 

0.020 7.62 127.85 127.85 1 time  ٭ time 

0.000 84.05 1409.73 1409.73 1 enzyme  ٭enzyme 

0.209 1.80 30.19 30.19 1 temp  time ٭ 

0.145 2.50 41.95 41.95 1 enzyme  temp ٭  

0.784 0.08 1.33 1.33 1 time  ٭ enzyme 

  167.73 167.73 10 Residual Error 

0.684 0.64 65.20 65.20 5 Lack-of-Fit 

   20.51 102.53 5 Pure Error 

   2224.71 19  total  

    

Table 4 Regression coefficients of estimated 
model by analysis of multiple regressions in 

order to predict the equation model of 
independent variables in superoxide free 

radical scavenging evaluation. 
 

Coefficient Variable model 

62.240 constant 

0.258 (time) x1 

1.225 (temp) x2 

0.145 x3 (Enzyme activity) 

-2.978 x1
2 

- 6.964 x2
2 

- 9.890 x3
2 

1.942 x1x2 

- 0.407 x1x3 

2.290 x2x3 

  

  بـه  از طريق روش حداقل مربعـات      چندگانه رگرسيون ضرايب

 پاسـخ  متغير براي دوم درجه ايچندجمله مدل بينيپيش منظور

، مـدل   )4جـدول   (داري ضـرايب    شد و با توجه به معني      ايجاد

 :پيشنهادي زير ارائه گرديد

  فعاليت مهار راديكال آزاد سوپراكسيد =

  x3
2890/9- x2

2964/6- x1
2 978/2- 240/62   

اي درجه   مشخص نمود كه مدل چند جمله      ANOVAآزمون  

 .باشـد دوم به اندازه كافي بيانگر پاسخ، با ضرايب مشخص مي

9246/0=  R2   مويد اين است كه مدل رگرسيون واكنش را بـه

 درصـد  46/92خوبي توضيح داده و مدل برازش شده توانـسته   

 . وضيح دهـد از كل تغييرات در دامنه مقادير مورد مطالعه را ت

R2                معياري اسـت بـراي اينكـه مـشخص گـردد چـه ميـزان از

 R2و در موارد    ] 15[تغييرات توسط مدل شرح داده شده است        

 بـه   8568/0 و   9246/0 كه به ترتيب     1تعديل شده  R2واقعي و   

هـا بـوده    دست آمدند، بيانگر توصيف مناسبي از پراكندگي داده       

  .است

ون فقـدان بـرازش مـورد       مناسب بودن مدل با اسـتفاده از آزم ـ       

از آنجـا  . دار نبـود  معني P< 05/0بررسي قرار گرفت كه براي 

دار نبـود   كه فرض آزمون عدم بـرازش در معادلـه مـدل معنـي            

)05/0 >P  ( سوپراكسيدهاي آزاد مدل بر اساس مهار راديكال 

                                                           
1.  Adjusted R-Squared 
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برازش خوب به اين معني است كه مدل ايجـاد          . برازش گرديد 

، لذا ]13[ا را به اندازه كافي توضيح دهد هشده تغييرات در داده

بينـي در دامنـه متغيرهـاي مـورد اسـتفاده           اين مدل جهت پيش   

  .مناسب بود

ي هر متغير در هيـدروليز آنزيمـي        به منظور تعيين شرايط بهينه    

هـاي آزاد   جهت حصول بالاترين قدرت مهاركنندگي راديكـال      

غيرهـا در   ، نمودارهاي سه بعدي و كـانتور بـراي مت         سوپراكسيد

 . ترسيم شده است3تا 1هاي شكل

  
Fig 1 Response surface graph for superoxide free 
radical scavenging activity as a function of time 

(min) and temperature (°C) of enzymatic 
hydrolysis of soy protein 

 

كه متغيـر دمـا در نـواحي ميـاني خـود،           نشان مي دهد     1شكل  

 داشـته در    سوپراكسيد آزاد هايراديكال بيشترين اثر را در مهار    

 دقيقه بيـشترين اثـر را   88ي بيشتر از   حالي كه زمان از محدوده    

اين نتايج كاملا مشابه نتـايج طـاهري و همكـاران           . داشته است 

 DPPHدر اندازه گيري فعاليـت مهـار راديكـال آزاد           ) 2011(

تغييـرات فعاليـت   . ]15 [باشـد ماهي ساردين رنگين كمان مـي 

هـاي  اكسيداني با گذشت زمان در اثر تغييـر طـول زنجيـره        آنتي

بسياري از محققين   . باشدپپتيدي حاصل با افزايش هيدروليز مي     

اند كه پپتيدهاي با وزن مولكـولي پـايين فعاليـت     گزارش نموده 

  ].16[دهند اكسيداني بيشتري از خود نشان ميآنتي

  

  
Fig 2 Response surface graph of changes in 

superoxide free radical scavenging activity as a 
function of time (min) and enzyme concentration 
(AU/Kg) in enzymatic hydrolysis of soy protein  

 مشخص است با افزايش زمان 2همانطور كه در شكل 

 فعاليت مهار راديكال آزاد سوپراكسيد در يك فعاليت هيدروليز،

هاي نهايي هيدروليز آنزيمي ثابت، افزايش يافته و در زمان

در ) 1391(اين نتايج مشابه نتايج مهرگان . كاهش يافته است

. ]17[باشد اكسيداني ماهي كاراس ميسازي فعاليت آنتيبهينه

در يك زمان ثابت ها، بالارفتن فعاليت آنزيم مطابق اين شكل

. اكسيداني داشته استاثر بيشتري در تغييرات فعاليت آنتي

اكسيداني سازي فعاليت آنتيبا بهينه) 2011(طاهري و همكاران 

اكسيداني ماهي ساردين رنگين كمان نشان داد كه فعاليت آنتي

تا زماني كه زمان، دما و نسبت آنزيم به سوبسترا به نقطه اپتيمم 

افزايش يافته، سپس با افزايش بيشتر زمان و رسد خود مي

يابد كه اين امر به دليل اثر نسبت آنزيم به سوبسترا، كاهش مي

  .]15[باشد زمان و دما بر روي فعاليت آنزيمي مي

  
Fig 3 Response surface graph of changes in 

superoxide free radical scavenging activity as a 
function of temperature (°C) and enzyme 

concentration (AU/Kg) for  enzymatic hydrolysis 
of soy protein with Alcalase  
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همچنين بـا توجـه بـه       ) 3 شكل( دما   - آنزيم با توجه به نمودار   

 مي توان دريافـت كـه       4ضرايب رگرسيوني موجود در جدول      

ر مقايـسه بـا     اثر دما بر فعاليت مهار راديكال آزاد سوپراكسيد د        

نسبت آنزيم به سوبسترا بيشتر بوده و اين فـاكتور تـأثير مهمـي     

دارد كـه   ايـن شـكل بيـان مـي       . اكـسيداني دارد  بر فعاليت آنتـي   

هـاي  دماهاي مياني آزمايش بالاترين تاثير را در مهـار راديكـال          

كه با بالا رفـتن فعاليـت آنـزيم در           داشته و اين   سوپراكسيدآزاد  

 بوده درحـالي كـه در   كنديرات مهاركنندگي يك دماي ثابت تغي   

يك فعاليت آنزيم ثابت با افزايش دماي هيدروليز ابتـدا قـدرت         

. مهاركنندگي بالا رفته و سپس از ميزان آن كاسـته شـده اسـت             

اين نمودارها نشان مي دهد كه بيشترين فعاليت مهـار راديكـال      

ليـت   درجه سانتيگراد و فعا    52 تا   46آزاد سوپراكسيد در دماي     

اين .  به دست آمدAU/kg protein 75 تا 55آنزيمي حدود 

باشـد كـه در     مـي ) 1391(نتايج تقريبا مشابه نتايج مشكين فـر        

هـاي جـانبي صـنايع      اكـسيداني فـرآورده   بررسي خاصيت آنتـي   

  . ]18[گوشت صورت پذيرفت 

سازي و اعتبارسنجي مدل فعاليت  بهينه-2- 3

 مهار راديكال آزاد سوپراكسيد

  بـا اعمـال    Design Expertط بهينه توسط نـرم افـزار  شراي

 شـرايط هيـدروليز بـراي پـروتئين       . دست آمـد  به RSMطرح  

هـاي آزاد  ي مهار راديكال  ي سويا با فعاليت بهينه    شده هيدروليز

 71/49، دمـاي   دقيقه45/117 مطابق با شرايط زمان   سوپراكسيد

ون بـر    واحـد آنـس    27/66 و فعاليت آنزيمـي      گراددرجه سانتي 

درصـد قـدرت مهـار     38/62دست آمد كه منطبق با     بهكيلوگرم  

بـه منظـور تاييـد شـرايط        .  بـود  سوپراكـسيد هاي آزاد   راديكال

هاي اضـافي در    پيشنهاد شده توسط معادله رگرسيوني، آزمايش     

بيني شده توسط مدل اجرا گرديد كه قـدرت مهـار           شرايط پيش 

.  درصـد بـود    87/60 در ايـن شـرايط       سوپراكسيدراديكال آزاد   

بينـي شـده توسـط      مقادير آزمايشي تقريبا مطابق با مقادير پيش      

بيني شـده جهـت توليـد       ي پيش مدل بود كه مؤيد شرايط بهينه     

ي اكـسيداني از ايزولـه    شده با خـواص آنتـي      هيدروليز پروتئين

 .باشدپروتئين سويا مي

  

   نتيجه گيري-4
 خاصيت  با   شده    هيدروليز  پروتئين   در اين مطالعه توليد

اكسيداني بهينـه از پـروتئين سـويا بـا اسـتفاده از آنـزيم               آنتي   

روش سطح  . آلكالاز توسط روش سطح پاسخ صورت پذيرفت      

پاسخ، به عنوان روش آماري كارآمد جهت ايـن منظـور مـورد             

نتايج نشان داد كه توليد پروتئين هيـدروليز  . استفاده قرار گرفت  

 تاثير شرايط واكنش قرار دارد، در       شده به صورت مؤثري تحت    

هاي دما، زمان و مقدار آنزيم بـر كيفيـت   واقع هر يك از فاكتور   

همچنين نتايج حـاكي از اثـر گـذاري          .گذار است محصول تأثير 

اكـسيداني محـصول    بيشتر دماي واكنش بـرروي فعاليـت آنتـي        

اكـسيداني پـروتئين    رفتـار آنتـي   . نسبت به دو متغيير ديگر بـود      

ــدرول ــاثير ســاختار و   هي ــادي تحــت ت ــدار زي ــه مق يز شــده، ب

-ي اين خاصيت مي   خصوصيات شيميايي پپتيدهاي توليد كننده    

اكـسيداني  دست آمده نشان داد كه پپتيدهاي آنتي       نتايج به  .باشد

اكسيدان طبيعي در فرمولاسـيون     توانند به عنوان آنتي   حاصل مي 

.  شـوند غذايي و نيز به عنوان تركيـب دارويـي بـه كـار گرفتـه              

 در  1اكـسيداني درون زيـستي    هاي آنتي اگرچه لازم است آزمون   

  .اين زمينه صورت پذيرد

  

   منابع-5
[1] Bougatef, A., Hajji, M., Balti, R., 

Lassoued, I., Triki-Ellouz, Y. and Nasri, M. 
(2009). Antioxidant and free radical-
scavenging activities of smooth hound 
(Mustelus mustelus) muscle protein 
hydrolysates obtained by gastrointestinal 
proteases. Food Chemistry, 114:1198–1205. 

[2] Tang, C.H. and Ma, C.Y. (2009). Effect of 
high pressure treatment on aggregation and 
structural properties of soy protein isolate. 
LWT Food Science Technology, 42:606-611. 

[3] Marcuse, R. (1960). Antioxidative effect of 
amino-acids. 186:886–887. 

[4] Chen, H.M., Muramoto, K., Yamauchi, F. 
and  Nokihara, K. (1996). Antioxidant 
activity of  design peptides based on the 
antioxidative peptide isolated from digests of 
a soybean protein. Journal of agricultural and 
food chemistry 44(9): 2619-2623. 

[5] Decker, E.A. and Xu, Z. (1998). 
Minimizing rancidity in muscle foods. food 
technology, 52(10): 54-59.  

[6] Clement, A., Vioque, J. and Millan,F. 
(1999). Vegetable Protein Hydrolysate in 
Nutricion y Obesidad. Food Science Journal, 
2:289-296. 

                                                           
1. In vivo 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
8-

04
 ]

 

                               7 / 9

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-1856-fa.html


 ...اكسيداني پروتئينسازي عوامل مؤثر در فعاليت آنتيبهينهمائده اعتمادي و همكاران                                                  

 206

[7] Ovissipour, M.R., Abedian Kenari, A., 
Motamedzadegan, A. and  Nazari, R.M. 
(2010). Optimization of Enzymatic 
Hydrolysis of Visceral Waste Proteins of 
Yellowfin Tuna (Thunnus albacares). Food 
and Bioprocess Technology, 5(2): 696-705. 

[8] Messina, M.J., Persky, V., Setchell, D. R. 
and Barnes, S. (1994). Soy intake and cancer 
risk: A review of the in vitro and in vivo data 
Nutrition and Cancer. 21: 113–131. 

[9] Zheng, L., Su, G., Ren, J., Gu, L., You, L., 
and Zhao, M. (2012). Isolation and 
characterization of an oxygen radical 
absorbance activity peptide from defatted 
peanut meal hydrolysate and its antioxidant 
properties. Journal of Agricultural and Food 
Chemistry, 60: 5431-5437. 

[10] Bezerra, M.A., Santelli, R.E., Oliveira, 
E.P., Villar, L.S., Escaleira, L.A. (2008). 
Response surface methodology (RSM) as a 
tool for optimization in analytical chemistry. 
Talanta, 76: 965–977. 

[11] Sumaya-Martinezl, T., Castillo-Morales, 
A., Favela-Torres, E., Huerta-Ochoa1, S. and 
Prado-Barragan, L.A. (2005). Fish protein 
hydrolysates from gold carp (Carassius 
auratus). A study of hysolysis parameters 
using response surface methodology. Journal 
of the Science of Food and Agriculture, 85: 
98-104. 

[12] Aspmo, S.I., Horn, S.J. and Eijsink, 
V.G.H. (2005). Enzymatic hydrolysis of 
Atlantic cod (Gadus morhua L.) viscera. 
Process Biochemistry, 40(5): 1957-1966. 

[13] Taheri, A. (2011). Antioxidative 
properties of rainbow sardine (Dussumieria 

acuta) protein hydrolysate: optimization 
using response surface methodology. 
International Food Congress‐Novel 
Approaches in Food Industry, MAY 26-29. 
Pp: 39-43. 

[14] Marklund, S. and Marklund, G. (1974). 
Involvement of the superoxide anion radical 
in the autoxidation of  pyrogallal and a 
convenient assay for superoxide dismutase.  
European Journal of Biochemistry, 47(3): 
469-474. 

 [15] Taheri, A., Abedian Kenari, A., 
Motamedzadegan, A. and Habibi-Rezaei, M. 
(2011). Poultry By-Products and Enzymatic 
Hydrolysis: Optimization by Response 
Surface Methodology Using Alcalase® 2.4L. 
International Journal of Food Engineering, 
7(5): 1556-3758. 

[16] Rajapakse, N., Mendis, E., Byun, H.G. 
and Kim, S.K. (2005). Purification and in 
vitro antioxidative effects of giant squid 
muscle peptides on free radical-mediated 
oxidative systems. Journal of Nutritional 
Biochemistry, 16: 562-569. 

[17] Mehregan Nikoo, A.R. (2012). 
Optimization of different factors affecting 
hydrolysis and antioxidant activity of crucian 
carp (Carassius carassius) protein 
hydrolysate by Response Surface 
Methodology. A thesis of M.Sc. in Food 
Science, 97 page. 

[18] Meshginfar, N. (2012). Production of 
hydrolysate protein from meat industry by - 
products and evaluate of its antioxidant 
activity. A thesis of M.Sc. in Food Science, 
71 page. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
8-

04
 ]

 

                               8 / 9

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-1856-fa.html


JFST No. 65, Vol. 14, Jul 2017                                                                            ABSTRACT 
 

 207

  

Optimization of factors affecting the antioxidant activity of soy 
protein hydrolysate by response surface methodology  
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The objective of this study was to produce soy protein hydrolysate (SPH) with the highest antioxidant 
activity, from soy protein isolate using enzymatic hydrolysis. The soy protein hydrolysate was 
produced through enzymatic hydrolysis by Alcalase 2.4L enzyme and the optimal hydrolysis 
parameters to achieve the highest antioxidant capacity of peptides were obtained by response surface 
methodology (RSM) with the central composite design (CCD) using the Design Expert software. The 
combined effects of temperature, time and enzyme activity on superoxide free radical scavenging 
capacity of SPH were well fitted to a quadratic equation by using Design expert software. The 
regression model presented a plateau region with maximum antioxidant activity (>62.38%) at the 
following critical values: temperature 49.710C, time 117.45 min and enzyme activity  66.27 Anson 
unit per kilogram protein. Results indicated the potential of soy protein hydrolysate to be applied as a 
natural antioxidant in food ingredient and pharmaceutical applications in the future. 
 
Key words: Alcalase enzyme, Antioxidant activity, Enzymatic hydrolysis, Response Surface 
Methodology, Soy protein hydrolysate 
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