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 ضداکسایش حاصل از هیدرولیز پروتئین يهادیتعیین شرایط بهینه تولید پپت
  آلکالازمیهسته پرتقال با آنز

 
  4،   غلامرضا هوشمند3ی، محمد قربان2 ماهونکیرضا صادقی، عل1یده نرگس مظلومیس

 
  دانشگاه گرگانییع غذای، دانشکده صنایی مواد غذایمی ش-ییع غذای علوم و صناي دکتري دانشجو-1

  دانشگاه گرگانییع غذای، دانشکده صنایی مواد غذایمی ش-ییع غذایارعلوم و صنای دانش-2

  دانشگاه گرگانییع غذای، دانشکده صنایی مواد غذایمی ش-ییع غذایارعلوم و صنای دانش-3

  مازندرانی، دانشگاه علوم پزشکی، دانشکده پزشکيار گروه فارماکولوژی استاد-4  

 )31/01/98: رشیپذ خیتار  97/ 22/10:  افتیدر خیتار(

 

  :دهیچک
 از یز شـده مخلـوط  یدرولی ـهین یب پـروتئ یک ترکی. دیآی به حساب میی غذاي معمول در فرآور  يها از روش  ینیز منابع پروتئ  یدرولیم جهت ه  یاستفاده از آنز  

 ـه پرتقال به مهست. ا حاصل شده استیا قلید یم از منابع مختلف، اسیز توسط آنز یدرولیباشد که از انجام عمل ه     ی م يانهی آم يدهایدها و اس  یپپت  از يادی ـزان زی
 و مقرون به صـرفه  یتواند به عنوان منبع غنین دارد و می درصد پروتئ26 شده آن، حدود يریگی است و آرد چربیابیوه قابل دستید آبمیع تول یعات صنا یضا
ن با خلوص بالا صورت گرفت، سـپس  یزوله پروتئین پژوهش ابتدا استخراج ایدر ا. ردی مورد استفاده قرار گ    یاهی با منشاء گ   ییدهایها و پپت  نید پروتئ ی تول يبرا

 يدر دمـا )  سـاعت 5 تا 2 (یو بازه زمان) م به سوبسترای آنزی وزن-یحجم% 3 تا 1(م  ی مختلف آنز  يهاز کننده آلکالاز در نسبت    یدرولیهم  یبا استفاده از اثر آنز    
 يهـا نید پـروتئ ی تولينه برایط بهیز شد و شرایدرولی شده هسته پرتقال هيری گین آرد چربیم، پروتئیزت آنی فعالي مناسب برا  pH درجه سانتیگراد و     55-45
 ـ، قـدرت اح OHکـال  ی رادی، قدرت مهار کننـدگ DPPHکالی رادیقدرت مهار کنندگ (یدانیاکسی آنتيهایژگین وی بالاتريز شده دارایدرولیه  یا کننـدگ ی

Fe3+  م به سوبسترا یو نسبت غلظت آنز)  ساعت35/3(، زمان   )گرادی درجه سانت  8/54 (ییط دما ینه در شرا  یمار به یت. اب شد انتخ)  کل یدانیاکسی آنت یژگی و و
 درصـد  OH ،35/89 يهـا کـال ی درصـد قـدرت مهـار راد   DPPH ،82/91 آزاد   يهاکالی درصد قدرت مهارراد   85/45ریبا مقاد ) ی وزن -ی درصد حجم  7/1(

 به منظـور  یدانی اکسی آنتيهاآزمون. ن شدیی سطح پاسخ تعينه سازی روش بهي کل، بر مبنا یدانی اکس یت آنت یرصد ظرف  د 68/39 و   +Fe3 یاکنندگیقدرت اح 
انـد در  وتیمه حاصـل از هـسته پرتقـال    دشزیلرودیه نیئتورـ ـپ هکن داد اشنجیاتن. نـه صـورت گرفـت   یمـار به یشنهاد شده توسط نرم افزار، بر تیر پ ید مقاد ییتا
  .دشاب هتشد داربراکتیلباقده به عنوان دارو افتس ازین و یاندیسکایتنت آی با قابلیعی طبیان افزودنونعهب ییاذغاد ومن ویسلاومرف

  
  .دان، هسته پرتقال، داروی اکسید، آنتیز، پپتیدرولین، هی پروتئ:د واژگانیکل
  
  

                                                             
مکاتبات مسئول:sadeghiaz@yahoo.com  
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   مقدمه- 1
ن یراایباشند؛ زی میاتیار مهم و حی بسی سلامتيها برانیپروتئ
ن یاز بدن را تامی مورد نينه و انرژی آميدهایتروژن، اسیبات نیترک

 خاص يهایژگی ویل برخیدلها بهنی پروتئياما کاربردها. کنندیم
ن یز پروتئیدرولیه.ار محدود شده استیها، بست کم آنیمثل حلال
 يه ای و تغذيرد، عملکییایمی شي هایژگیکرد بهبود ویها با رو

 قرار یقات مورد توجه محافل علمیآن ها بطور گسترده در تحق
-دیها به پپتنیز، پروتئیدرولیند هی فرآیدر ط ].2 و1[گرفته است 

 ییجااز آن. شوندینه آزاد شکسته می آميهادیتر و اس کوچکيها
شوند و ی انجام میمیط نسبتا ملای در شرایمیز آنزیدرولیکه ه

ن نوع یشود، ایب نمیند تخری در طول فرآيانهی آمدیچ اسیه
شود یح داده میشتر ترجی بییای و قليدیز اسیدرولیز به هیدرولیه
قات نشان داده است که یشات و تحقیج حاصل از آزماینتا ].3[

ن یگزی از موارد به عنوان جاياریست فعال در بسی زيدهایپپت
 يمت جهت ارتقای گران قییایمی شي از داروهاياری بسیعیطب

       کار گرفته  مزمن بهيهايماری از بيریشگی انسان و پیسلامت
 يهانید شده از پروتئیست فعال تولی زيدهایپپت ].5و4[شوند یم
 بخش بالا ی سلامتيهایژگی وي دارایمیز آنزیدرولی هی طیاهیگ

ز یدرولی مشتق شده از هيدهایپپت (یدانیاکسیتآنتیر خاصینظ
) ، کدوینیاه، دانه کتان، آفتابگردان، بادام زمیا، گندم سیون سیپروتئ

گزارش کردندکه ) 2010(ل ی و اسماعي سرمد]6 و7[باشند یم
 خالص، يدهایها نسبت به پپتزشدهیدرولی حاصل از هيدهایپپت

 تاکناکا و ].8[کنند ی اعمال ميشتری بیدانیاکسیت آنتیفعال
ن ی پروتئیدانی اکسیت آنتیر فعالی تاثیدر بررس) 2003(همکاران 

که افتند یج دست ین نتای حاصل از آن به ايدهایا و پپتیسو
ز آن یدرولیا و هین سویپروتئ% 20ي حاوییم غذایک رژیمصرف 

دار بر مواد واکنش دهنده با ی معنيک اثر بازدارندهی
 و  داردیی صحرايها در موش)TBARS(1دیک اسیتوریوباربیت

دست آمده از  بهيدهای گزارش شده است که پپتیاز طرف
ن یشتر از پروتئیا، سطح کلسترول خون را بین سویز پروتئیدرولیه

  مطالعات و ی ط].9[دهند یا کاهش میدست نخورده سو
، 2011 انجام شده توسط لهارت و همکاران در سال يهاپژوهش

 يدهایور پپتون در حضیداسیند اکسی از فرآيری جلوگیعلت اصل
در چلاته کردن فلزها ست فعالیبات زین ترکیست فعال، نقش ایز

                                                             
1.Thiobarbituric acid 

ا ینه ی آميدهای اسیره جانبی در زنجییهاز وجود گروهیو ن
-بات بهین ترکیز اید شدهگزارش شد و نیتول يهاز شدهیدرولیه

 چرب متصل شده و يدهای آزاد اسيهاکالی به رادیحیطور ترج
 تأثیر ].10[کنند ی ميریون جلوگیداسیسند اکیق از فرآین طریاز ا

فرایند هیدرولیز توسط آلکالاز و فلیورزایم بر قدرت ضداکسایش 
 نشان داد، )2008( و همکاران یپروتئین کانولا توسط کومب

 قدرت ضد اکسایش به ویژه با خاصیت ي داراي تولیديپپتیدها
.  فلزات بودندی آزاد و فعالیت باند کنندگيهامهار رادیکال

ترین ي قوي توسط فلیورزایم داراي تولیديهاهیدرولیز شده
 از فعالیت ي تولیديکه پپتیدهاقدرت ضداکسایش بودند، در حالی

 از نظر قدرت ضداکسایش با یتوام فلیورزایم و آلکالاز تفاوت
افان و یریو.  نداشتندی حاصل از فعالیت آلکالاز به تنهائيپپتیدها

ز گزارش ین) 2008(نت و همکاران و خانتافا) 2012(همکاران 
 يهانیز پروتئیدرولی به دست آمده از هيدهایاند که پپتکرده
        يهایژگی وين و آلکالاز دارایپسین، تری توسط پپسییغذا
بوگاتف و همکاران  ].12 و11[باشند یم یی بالایدانیاکسیآنت
 يهاز شدهیدرولی هیدانیاکسیات آنتی خصوصیدر بررس) 2010(

 ي پروتئازيهامین از آنزی ساردی جانبيها فرآوردهيهانیپروتئ
 محصول یدانیاکسیت آنتیها نشان دادند که فعالآن. استفاده کردند

ش درجه ین با افزای ساردیعات ماهین ضای پروتئيز شدهیدرولیه
 کوتاه يدهایشنهاد کردند که پپتیز پیابد و نییش میز افزایدرولیه

ر ی بلند زنجيدهایسه با پپتی در مقاي بهتريهادانیساکیر، آنتیزنج
اعلام کردند که با ) 2002( گئورار و همکاران ].13[هستند 

ش یدان افزایاکسی آنتيدهاید پپتیزان تولیم، میش غلظت آنزیافزا
ز، یدرولیش زمان هیان داشتند با افزایها بن آنیهمچن. ابدییم

ز، به یدرولیشدت و سرعت هابد و از ییش میز افزایدرولیدرجه ه
ت یم، کاهش فعالی در دسترس آنزيدی پپتيل کاهش باندهایدل

 و ی ج].14[شود یها کاسته م ممانعت کنندهيریگم و شکلیآنز
م ی تن را با استفاده از آنزیعات ماهیکه ضا) 2009(همکاران 
م یت آنزیزان فعالیز کردند، اعلام داشتند که میدرولیآلکالاز ه

ها اعلام کردند آن. ابدییش میم افزایش مقدار آنزی، با افزاآلکالاز
ن یشتریلودالتون بی ک3 تا 1ن ی بی با وزن مولکوليدهایکه پپت

زان قدرت مهار ین میشتریها بآن. کال را دارندیقدرت مهار راد
ز اعلام ی درصد گزارش کردند و ن100 را حدود DPPHکال یراد

د شده تا حدود ی توليدهای پپتیدانیاکسیت آنتیکردند که فعال
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ها قرار ل دهنده آنی تشکيدهاینواسیب آمیر ترکی تحت تاثيادیز
 ].15[دارد 

) Rutaceae(و خانواده ) citrus(وه پرتقال، از گونه مرکبات یم
د ی تولیزان قابل توجهی به مياترانهی مديباشد که در کشورهایم
داده است که هسته ج حاصل از مطالعات نشان ی نتا].16[گردد یم

 و یاهی گيهان و روغنی از پروتئی و با ارزشیمرکبات منابع غن
بر %  9/17- 5/26ر ین در مقادیزان پروتئین میباشد و ای میخوراک

ج یاساس نتا ن بریچن هم].17[باشد یر میاساس وزن خشک متغ
قات انجام شده، مشخص شده است که هسته یحاصل از تحق

م و ی، از جمله کلسی از مواد معدنیر مناسبی مقاديپرتقال دارا
 شده حاصل از يریگیجه از آرد چربیباشد؛ در نتیز می نيرو

 موثر در غذاها استفاده یعنوان مواد افزودنتوان بهیهسته پرتقال م
اد ین هسته زیز در اینه آبگری آميدهایر اسین مقادیکرد؛ همچن
 يهانید پروتئی توليااه برین گیرود ایرو انتظار منیاست، از ا

  ].18[ باشد یز شده منبع مناسبیدرولیه
ز یدرولینه هی در زمیقیتاکنون براساس اطلاعات موجود، تحق

 يهامی شده هسته پرتقال توسط آنزيریگین از آرد چربیپروتئ
 شده یق سعین تحقی صورت نگرفته است؛ لذا در ايپروتئاز

د یال جهت تول شده هسته پرتقيریگین آرد چربیاستپروتئ
 یت سلامتیت مناسب و خاصیفیز شده با کیدرولی هيهانیپروتئ

م آلکالاز، مورد یتوسط آنز)  بالایدانیاکسی آنتیژگیو(بخش بالا 
 يهانین پروتئی ایدانیاکسی آنتیژگیرد و ویز قرار گیدرولیه
  . ردی قرار گیابیارز، مورد 2یط برون تنیز در محیز شده نیدرولیه
  

  ها مواد و روش- 2
 Siavaraze))هسته پرتقال(ن پژوهش یه شده ایه تهیمواد اول

Citrus sinensis)یعات حاصل از شرکت تعاونی،از ضا 
 کارخانجات کشت و صنعت -  باغداران مرکبات رامسريکشاورز
ن پژوهش ی به کار برده شده اییایمی تمام مواد ش.دیه گردیکوثر ته

  . برخوردار بودندیشگاهیه شدند و از درجه آزمایمرکتهاز شرکت 
 از کنجاله هسته یه آرد بدون چربی ته- 2-1

  پرتقال 

                                                             
2.in- vitro 

 آن حذف شد، یز شده و مواد خارجیه تمیابتدا کنجاله پس از ته
 ساخت کشور (Perten,3100ب ایسپس توسط دستگاه آس

آردکامل .  عبور داده شد30ل و از الک با مشی، به آرد تبد)آلمان
هگزان با  - nبا حلال ) در دو نوبت( ساعت 4ل به مدت حاص

 اتاق ي و در دمايریگی چرب10به1با نسبت % 95ش از یخلوص ب
خشک شد و مجددا ) درصد13/7( ساعت تا رطوبت 48به مدت 

 شده يریگیت آرد چربی عبور داده شد و در نها70از الک با مش
گراد ی درجه سانت-18زر ی فرين در دمایتا مرحله استخراج پروتئ

ل دهنده یبات تشکی ترکيری اندازه گ].20 و19[ شد ينگه دار
 شده با استفاده از روش يری گیهسته پرتقال و کنجاله چرب

AOAC) 21[انجام گرفته شد ) 1990، سال 23/983روش.[  
ن کنجاله هسته یت پروتئی حلالين الگویی تع- 2-2

  پرتقال به روش برادفورد
 یسلابا اندکین کنجاله هسته پرتقال مطابق روش کنیئت پروتیحلال

ت، ی حلالين الگوییبه منظور تع ].22[ شد یرات بررسییتغ
 شده در آب مقطر با يری گی از کنجاله چربییهاونیسوسپانس
ون حاصل به یسوسپانس. ه شدیته) یحجم/یحجم1:20(نسبت 
ون یسوسپانسpH اتاق مخلوط، سپس يک ساعت در دمایمدت 
، 3، 2، 1( سطح 12ک نرمال در ی سود و اسید کلریدریک توسط

مدل (متر pHتوسط ) 12، 11، 10، 9، 8، 7، 6، 5، 4
10UB-قه در ی دق60م و به مدت یتنظ) رانیساخت کشور ا   

pHقه در ی دق15ون حاصل به مدت یسوسپانس. ابت مخلوط شد ث
وژ یفی  توسط سانترrpm12000 گراد و دور ی درجه سانت4 يدما

شده و وژ یفیسانتر(Hanil, combi 514R) دار خچالی
 یسوپرناتانت حاصل از کاغذ صاف. سوپرناتانت حاصل جدا شد

ن، یت پروتئیزان حلالیعبور داده شد و سپس م) 41واتمن شماره (
 يریگ نانومتر اندازه595در طول موج  ]23[ به روش برادفورد

 5 سوپرناتانت به تر ازیکرولی م100ب که ابتدا ین ترتیبه ا. شد
تر معرف برادفورد اضافه شد و جذب آن در طول موج یلیلیم

تر آب یکرولی م100ن یچنهم.  نانومتر خوانده شد595برادفورد 
تر معرف برادفورد افزوده و یلیلی م5ز به طور جداگانه به یمقطر ن

 استاندارد از یه منحنی تهيبرا. دی صفر کردن استفاده گرديبرا
 شرکت مرك BSA ين سرم گاویمختلف آلبوم يهاغلظت

کروگرم در یک می(ظ ین کار ابتدا محلول غلی ايبرا.  استفاده شد
 10 يهان محلول غلظتی ساخته، سپس از اBSA  از ) تریلیلیم
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-تر از غلظتیکرولی م100. ه شدیتر تهیلیلیکروگرم در می م50تا 
با معادله خط (تر از محلول برادفورد یلیلی م5 استاندارد با يها

y=0.001x- 0.0068 (ب و کاملا مخلوط شد و جذب یترک
ز، مقدار یه نمونه شاهد نیجهت ته. ها در طول موج ثبت شدآن

ب یتر از محلول برادفورد ترکیلیلی م5تر آب مقطر با یکرولی م100
  . شد
  ن هسته پرتقالیزوله پروتئید ای تول- 2-3

ن هسته پرتقال مطابق روش هرکس و همکاران یروتئزوله پی تهیه ا
 با آب مقطر 1:10 آرد کنجاله به نسبت].24[انجام گرفت ) 2010(

ک نرمال به ید یدروکسیم هیط با سدی محيمخلوط شد و در دما
نمونه حاصل به . رسانده شد) =10pH(تیحلالpHمم یماکز

 ی درجه سانت4ط مخلوط و در ی محيک ساعت در دمایمدت 
سپس . وژ شدیفیقه سانتری دق15 به مدت rpm12000اد با دور گر

 نرمال 1ک یدریدکلری شده و با اسيسوپرناتانت حاصل جداساز
قه در ی دق30رسانده شد و به مدت) =3pH(ک یزوالکتریبه نقطه ا

 درجه 4يون حاصل در دمایسوسپانس.ط قرار گرفتی محيدما
وژ یفیه سانترقی دق15 به مدت rpm12000 گراد با دور یسانت
تر آب مقطر شستشو و یلیلی م20رسوبات حاصل با . دیگرد

، سازنده شرکت اپرون FD4مدل  ( يتوسط خشک کن انجماد
 .خشک شدند) یکره جنوب

 ز شده یدرولین هیه پروتئی ته- 2-4
 شده هسته پرتقال با يریگین حاصل از آرد چربیز پروتئیدرولیه

 با آنزیم. م انجام شدین آنزیم امیاپتpH  آلکالاز در دما و میآنز
به ) م به سوبسترایآنز (ی به وزنی درصد وزن3 و 2، 1 يهاغلظت

 تا 2 يها افزوده شده و هیدرولیز در مدت زمانینیمحلول پروتئ
 در =8pHگراد ودر  درجه سانتی45-55 ي دما ساعت و5

 85 يدر انتها در دما ].25[ شیکردار انجام گرفت يانکوباتورها
در .  متوقف شدی دقیقه واکنش آنزیم10جه سانتیگراد به مدت در

، سانتریفوژ کردن در ی حذف ترکیبات اضافيمرحله بعد برا
rpm12000  دقیقه انجام شد و سوپرناتانت حاصل 15به مدت 

 ي در دماينه سازی بهيها جهت انجام آزمونيپس از جمع آور
  ].25- 27[ شد يگراد نگه داری درجه سانت-20
 به یابیند جهت دستی فرآيسازنهی به- 2-5
  یدانیاکسین قدرت آنتیشتریمار با بیت

ز یدرولیز، زمان هیدرولی هيدما( مستقليرهایسطوح مختلف متغ
 نشان داده شده 1در جدول )م به سوبسترایو نسبت غلظت آنز

  .است
Table 1 Levels of independent variables used to optimize the antioxidant activity of the orange seed 

protein hydrolyzate 
Independent variables  Levels  

Enzyme to substrateratio (%) 1 2 3 
Temperature (°C) 45 50 55 

Time(h) 2 3.5 5 
 

 يها پاسخینیش بیبه منظور پ) 4- 2 تا 1- 2 (یونی رگرسيهامدل
کال ی، قدرت مهار رادDPPHکال یقدرت مهار راد(مد نظر 

OHی کنندگای، قدرت احFe3+ش کل یت ضد اکسای و ظرف

ر ی آلکالاز به صورت جدول در زمی با آنزیمیز آنزیدرولیجهت ه
  .ارائه شده است

Table 2 Regression coefficients of estimated model, by analysis of multiple regressions in order to 
predict the equation model of independent variables in DPPH radical scavenging activity 

Adj R-Square R-Square Coefficient Variable model 
0.8974 0.6248 27.62 Intercept 

  – 0.72 X1-time 
  5.74 X2-tem 
  3.89 X3-e/s 
  – 1.90 X1 X2 
  7.97 X1 X3 
  0.16 X2 X3 
  0.61 X1

2 
  11.29 X2

2 
  0.18 X3

2 
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Table 3 Regression coefficients of estimated model, by analysis of multiple regressions in order to 
predict the equation model of independent variables in OH radical scavenging activity 

Adj R-Square R-Square Coefficient Variable model 
0.7361 0.7777 82.27 Intercept 

  0.8 X1-time 
  7.37 X2-tem 
  4.09 X3-e/s 
  0 X1 X2 
  0 X1 X3 
  0 X2 X3 
  0 X1

2 
  0 X2

2 
  0 X3

2 
  

Table 4 Regression coefficients of estimated model, by analysis of multiple regressions in order to 
predict the equation model of independent variables in Ferric Reducing activity 

Adj R-Square R-Square Coefficient Variable model 
0.8143 0.9023 0.88 Intercept 

  0.013 X1-time 
  0.016 X2-tem 
  – 4.5 X3-e/s 
  – 0.083 X1 X2 
  – 0.098 X1 X3 
  – 0.065 X2 X3 
  1.90 X1

2 
  – 0.014 X2

2 
  – 0.056 X3

2 
  

Table 5 Regression coefficients of estimated model, by analysis of multiple regressions in order to 
predict the equation model of independent variables in total antioxidant activity 

Adj R-Square R-Square Coefficient Variable model 
0.7258 0.6923 0.38 Intercept 

  – 3.10 X1-time 
  – 0.046 X2-tem 
  0.017 X3-e/s 
  1.5 X1 X2 
  0.016 X1 X3 
  0.066 X2 X3 
  0 X1

2 
  0 X2

2 
  0 X3

2 
 

، DPPHکال ی رادیت مهار کنندگیفعال(ر وابسته یا متغیپاسخ 
ت یو ظرف+Fe3 کالی،  قدرت مهار رادOHکال یقدرت مهار راد

  م آلکالازیز شده توسط آنزیدرولی هيهانیش کل پروتئیضد اکسا

، b11،یاثرات خطb1 ،b2 ، b3 مقدار ثابت، b0، )یر واقعیدر مقاد
b22 ، b33 ،اثرات درجه دومb12 ،b23 و b13       اثرات متقابل 

 .باشندیم
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 به یابی جهت دستيسازنهی بهيها آزمون- 2-6
ت ین فعالیز شده با بالاتریدرولی هيهانیپروتئ

  یدانی اکسیآنت
  DPPHکال آزاد یت مهار رادی فعاليریگ اندازه-2-6-1
. ، انجام شد)2013(ن آزمون بر اساس روش وانگ و همکاران یا

 ی مختلفيها غلظتيزه محتویونیتر آب دیلیلی م2ن اساس، یبر ا
)  مولاریلی مDPPH)2 تر محلول یکرولی م500از نمونه به همراه 

ک ی( شدن مدت زمان لازم یتر اتانول، پس از طیلیلی م1و 
 517ها در طول موج نهک، جذب نمویط تاریدر مح)ساعت

کال آزاد ی رادی درصد بازدارندگ].28[نانومتر خوانده شد 
DPPHر محاسبه شدی زياز رابطه:  

، DPPH آب مقطر و محلول يلازم به ذکر است که نمونه محتو
  . در نظر گرفته شده استیبه عنوان نمونه کنترل منف

) = ی جذب کنترل منف-جذب نمونه / (یجذب کنترل منف× 100
  یدرصد بازدارندگ

 +Fe3ون ی ی قدرت مهار کنندگيریگ اندازه-2-6-2

 250ز شده با یدرولین هیتر از پروتئیکرولی م100ن آزمون یدر ا
 يم فریتر پتاسیکرولی م250 مولار و 2/0تر از بافر فسفات یکرولیم
 درصد با هم مخلوط شدند و پس از هم زدن به مدت 1د یانیس
گراد به مدت ی درجه سانت50 يقه، مخلوط حاصل در دمایک دقی

)  ساخت کشور آلمانMEMERTمدل(قه در انکوباتور ی دق20
 شدن زمان انکوباتور، به مخلوط فوق، يپس از سپر. انکوبه شد

 ی وزن-ی درصد حجم10د یک اسیدری کلريتر از تریکرولی م250
 يدر دما g 1650قه با دوری دق10د و سپس به مدت یاضافه گرد

تر سوپرناتانت یکرولی م250سپس . دیوژ گردیفیط سانتریمح
تر از محلول یکرولی م50حاصل از مرحله فوق، با 

تر آب یکرولی م250 و ی حجم-ی درصد وزن1/0 (III)آهن دیکلر
قه جذب نمونه در طول ی دق10د و پس از یمقطر مخلوط گرد

  ].29[د ی نانومتر قرائت گرد700موج 
  OHکال ی رادی قدرت مهار کنندگيریگ اندازه-2-6-3

ن یتر از محلول فنانترولیکرولی م100ن آزمون، ابتدا یجهت انجام ا
ز یدرولین هیتر از نمونه پروتئیکرولی م200 و ي مولاریلی م865/1

تر از محلول سولفات یکرولی م100سپس. شده با هم مخلوط شدند

د و یگرد به مخلوط فوق اضافه ي مولاریلی م865/1 آبه7آهن 
ژنه سه درصد یتر از آب اکسیکرولی م100پس از مخلوط شدن، 

ات فوق اضافه شد و سپس بعد از یز به محتوی نی حجم- یحجم
 60گراد به مدت ی درجه سانت37 يات در دمایانکوبه شدن محتو

 نانومتر قرائت 538ها در طول موج ت جذب نمونهیقه، در نهایدق
ل از یدروکسیکال هی رادید و درصد قدرت مهار کنندگیگرد

  ].30[ر محاسبه شد یرابطه ز
لیدروکسیکال هی رادیقدرت مهار کنندگ=  [(As − An )/ 

(Ab − An )] × 100%. 
As =جذب نمونه  
An =به جز (بات بالا ی که شامل تمام ترکیجذب نمونه کنترل منف
  .باشدیم) ز شدهیدرولین هیپروتئ
Ab =به جز (بات بالا یجذب نمونه بلانک که شامل تمام ترک

  .باشدیم) ژنهیز شده و آب اکسیدرولین هینمونه پروتئ
 Total)ش کل یت ضد اکسای ظرفيریگ اندازه-2-6-4

Antioxidant Capacity)  

با ) 1999(تو و همکاران ین آزمون، از روش پریجهت انجام ا
تر از یکرولی م100ن روش، ابتدا ی ايبرا. رات انجام شدیی تغیکم

بدات یتر معرف مولیکرولی م1000ز شده با یدرولین هیتئنمونه پرو
 مولار و یلی م28م فسفات ی مولار، سد6/0ک ید سولفوریاس(

 90مخلوط شده و به مدت )  مولاریلی م4وم یبدات آمونیمول
پس از . گراد قرار داده شدی درجه سانت95 يقه در بن ماریدق

 نانومتر 695ها در طول موج ها، جذب نمونهخنک شدن نمونه
  ].31[د ی گرديریاندازه گ

  

  يل آماریه و تحلی تجز- 3
ش، از نرم ی ضد اکسایژگیند از نظر وی فراينه سازیبه منظور به

 و روش سطح پاسخ با طرح مرکب Design Expertافزار 
، دما )X1(م به سوبسترا یر مستقل غلظت آنزی سه متغي برايمرکز

)X2(ز یدرولیو زمان ه)X3 ( در سه سطح)استفاده ) - 1، 0، +1
کال آزاد ی رادیکنندگ مهاریژگی وی مورد بررسيهاپاسخ. دیگرد

DPPHون ی یکنندگ، قدرت مهارFe3+ ،قدرت يریگاندازه 
ش کل یت ضد اکسای ظرفيریگاندازه و OHکال ی رادیکنندگمهار
ر  تکرار د6، با در نظر گرفتن یمار تصادفی ت20ن منظور یبه ا. بود
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 6,0,2نسخه  (Design Expert توسط نرم افزارينقطه مرکز
  . شنهاد شدیپ) 2000سال 

  
  ج و بحثی نتا- 4
  ییایمیب شی ترک- 4-1

درات آرد ین و کربوهی، پروتئی رطوبت، خاکستر، چربيمحتوا
ن هسته         ی نشده و کنسانتره پروتئيریه روغن گیکنجاله اول

  ج نشان داد  که عملینتا.    آورده شده است6پرتقال در  جدول 

 کنسانتره ی موجب کاهش قابل ملاحظه در چربيریگیچرب
در % 46/5 نشده به يریگیدر کنجاله چرب% 38/43زان یم(ن یپروتئ

ن آرد کنجاله ی پروتئيمحتوا. شد)  هسته پرتقالینیکنسانتره پروتئ
دست آمده ن بهیکه کنسانتره پروتئیود، در حالب% 47/22ه یاول

ر گزارش یشتر از مقادین مقدار بیا.ن بودیپروتئ% 12/75 يدارا
 علت ].18[باشد ی هسته پرتقال ميهابرارپژوهشیشده در سا
ن پژوهش با ی ايکار گرفته شده نمونه بهییایمیبات شیتفاوت ترک

ته و نوع یدر نوع وارل اختلاف یتوان به دلی قبل را، ميهاپژوهش
  .ند نسبت دادیفرا

Table 6 The chemical composition of defatted meal and the orange seedproteinconcentrate  
Oil(%) Protein(%) Moisture(%) Ash(%) Carbohydrate(%) Sample 

0.58±43.38 3.51±22.47 0.52±7.13 0.17±2.66 24.36 Non defatted meal 
0.15±5.46 1.41±75.12 0.17±8.79 0.23±1.6 0.48±9.03 orange seed protein concentrate 
*The valuess are based on dry weight 
STDEV±*Mean 
 

  ن کنجاله هسته پرتقالیت پروتئی حلال- 4-2
 اکثر ي را برا=4pH- 5محدوده ) 2006(اس و همکاران یزا

 بر اساس ].32[ک دانستند یزوالکتری محدوده ایاهی گيهانیپروتئ
ن یشتری، ب)1شکل(ن هسته پرتقالیت پروتئی حلالیج منحنینتا
نقطه  (=3pHزان آن  در ین می و کمتر=10pHت در یزان حلالیم
 يدی اسيهاpHریت در مقادیحلال. مشاهده شد) کیزوالکتریا
)pH3(ک یکترزوالیتا نقطه ا) 3،2،1 يهاpH= ( ،کاهش یافت

ش یت ابتدا افزایک، حلالیزوالکتری نقطه اي بالايهاpHسپس در
و ) کیزوالکترین نقطه ایدوم (=7pHافت یو سپس کاهش 

ه و یج تجزینتا. به حداکثر مقدار خود رسید=pH  10ت دریحلال
 مختلف، يهاpHت درین حلالی نشان داد که بيل آماریتحل

ن یشتری بیبه طور کل). p>0.05( دارد  وجوديداریاختلاف معن
 يدیاسpH ت درمحدوده ین حلالی و کمترییای قلpHت دریحلال

  .  مشاهده شدیو خنث
 به صورت محلول یها، زماننیده آن است که پروتئین پدیعلت ا

 يهاش از واکنشین آنها بی بیکیاستاتباشند که دافعه الکترویم
ها بدون بار        نی، پروتئکیزوالکتریدر نقطه ا.  باشديزیآبگر

  ل به تجمعیها تما جاذبه غالب بوده و مولکوليروهایباشند، نیم
  .باشدین میت و رسوب پروتئیجه آن عدم حلالی دارند که نت

  
Fig 1 The Solubility profile of orange seed protein 

concentrate in different pH  
 بوده و به علت یک، بار خالص منفیزوالکتری نقطه ايدر بالا

ش یز افزایت نیها، حلالنین پروتئیک بیاستاتش دافعه الکترویافزا
ک، به یزوالکتری اpH از محدوده یکل طور  به].35- 33[ابد ییم

ن رفتار، یا. ابدییش میت افزایزان حلالی بالاتر، ميهاpHسمت 
ت ی انجام شده در رابطه با حلاليها از پژوهشياریمشابه بس

  ].34[ باشدیاهان مختلف مین گیپروتئ
ز یدرولی هيهانی پروتئیدانیاکسیت آنتیفعال- 4-3

  شده هسته پرتقال
ز یدرولی هنی پروتئيمارهای تمام تیدانی ضد اکستی فعالیابیارز

ج ینتا.  نشان داده شده است7م آلکالاز، در جدول یشده توسط آنز
 یدانیت ضد اکسین فعالی بيدارینشان داده است که اختلاف معن

 . درصد وجود داشت5 مختلف در سطح يمارهایت
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Table 7 The random treatments and antioxidant activity of hydrolysed-protein of orange seed by 
alkalaseenzyme 

total 
antioxidant 

activity 

ferric 
reducing 
activity 

OH-radical 
scavenging 

(%)activity 

DPPH 
radical 

scavenging 
(%)activity 

Time(Hr) Temperature 
(°C) 

Enzymeto 
substrate 

(%)ratio 
Treatment 

0.396 0.916 88.7 26.15 3.5 50 2 1 
0.253 0.828 87.3 14.28 2 50 2 2 
0.356 0.853 84.2 36.11 5 45 3 3 
0.323 0.929 88.8 24.83 3.5 50 3 4 
0.296 0.932 98.9 37.5 5 55 1 5 
0.367 0.93 88.5 19.78 3.5 50 2 6 
0.536 0.923 78 31.5 2 45 3 7 
0.341 0.85 84.22 37.8 3.5 50 2 8 
0.31 0.848 87.8 33.33 5 45 1 9 
0.274 0.869 86.4 64.13 2 55 1 10 
0.367 0.794 79.1 27.91 3.5 50 2 11 
0.446 0.557 73.9 29.76 2 45 1 12 
0.454 0.574 96.8 63.52 5 55 3 13 
0.315 0.916 85.4 30.62 3.5 50 2 14 
0.299 0.903 98 33.81 3.5 55 2 15 
0.402 0.868 78 38.3 3.5 45 2 16 
0.264 0.934 95.5 27.45 2 55 3 17 
0.638 0.873 88.3 25.93 3.5 50 1 18 
0.53 0.859 94.3 35.6 5 50 2 19 
0.384 0.824 83.3 34.87 3.5 50 2 20 

 
 به یابیند به منظور دستی فرآيسازنهی به- 4-4
 توسط یدانیاکسین قدرت آنتیشتریمار با بیت

  م آلکالازیآنز
  DPPHکال ی رادی قدرت مهار کنندگی بررس4-4-1

 ضرایب يداری و معنیمعادله زیر با توجه به ضرایب رگرسیون
ارائه ) DPPH رادیکال یخاصیت مهارکنندگ( پاسخ مدنظر يبرا

  :شد
کال  یت مهار رادیفعال  =  

27.62 – 0.72(X1) + 5.74 (X2) + 3.89 (X3) – 1.90 
(X1X2) + 7.97 (X1X3) + 0.16 (X2X3) +  
0.61 X1

2 +11.29 X2
2+0.18 X3

2 
 (X2)م به سوبسترا، ی به عنوان غلظت آنز(X1)ن معادله، یکه در ا

ز یدرولی به عنوان زمان انجام ه(X3)ز ویدرولی هيبه عنوان دما
  .گزارش شده است

   دومهج درياملهجدنچل دم هکد ومنصخشمANOVA ون مآز

ضرایب . دشابیمصخشم بیارض، با خساپرگنایبیفاکازه دن اهب 
 یی کارایابی و عدم برازش ارز4ن تعدیل شدهیی و تعی واقع3نییتع

ن پژوهش یدر ا. رودیکار مها به پاسخینیبشیمدل به منظور پ
ه به ترتیب دشلیدعتنییعت بیرـض و نیـیعت بیرـضان زـیم

دست آمده دست آمد که اعداد به به8974/0 و 6248/0برابر با 
ن جهت یچنهم. ها بود دادهی از پراکندگیاسبف منیانگر توصیب

ن پژوهش، از آزمون عدم ی ايها دادهيمناسب بودن مدل برا
ج، ید که با توجه به نتایاستفاده گرد) Lack of fit(برازش مدل 

 ین معنیبرازش خوب به ا. دار نبودیمعنP <05/0ن فرض در یا
 یندازه کافها را به ارات در دادهییجاد شده تغیاست که مدل ا

 دردامنه ینیبشین مدل جهت پین ای بنابرا].36[ح دهد یتوض
انگر آن است ین مسئله بی مورد استفاده مناسب بود و ايرهایمتغ

 یت مهارکنندگی مربوط به فعاليها با دادهیکه مدل به خوب
ق یز شده هسته پرتقال تطبیدرولی هيهانیپروتئDPPH کال یراد

  .دارد

                                                             
3. R Square 
4. Adjusted R Square 
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Table 8Analysis of variance (ANOVA) of quadratic model resulted by response surface method for 
DPPH radical scavenging activity 

Lack of fit Adj R- Square R- Square F value Mean 
square 

Sum of 
squares 

Degree of 
freedom Source 

0.5524 0.8974 0.6248 1.85 190.76 1716.74 9 Model 
   0.051 5.24 5.24 1 A-time 
   3.20 329.59 329.59 1 B-tem 
   1.47 151.63 151.63 1 C-e/s 
   0.28 416.36 28.80 1 AB 
   4.93 784.09 507.85 1 AC 
   1.92 194.79 0.20 1 BC 
   0.010 1.04 1.04 1 A2 
   3.40 350.53 350.53 1 B2 
   8.16 0.084 0.084 1 C2 

  
با DPPH کال یرات قدرت مهار رادیی تغی بررس- 1- 1- 4- 4
  ز یدرولیم آلکالاز به سوبسترا و زمان هیر در غلظت آنزییتغ

 يم آلکالاز به سوبسترا و دمایر غلظت آنزی تاثينمودار سه بعد
ز و دما یدرولیم آلکالاز به سوبسترا و زمان هیز، غلظت آنزیدرولیه

  . آورده شده است4 تا 2 يهاز در شکلیدرولیو زمان ه
م آلکالاز به سوبسترا و زمان یر غلظت آنزی تاثينمودار سه بعد

ت  مهار یبر فعال) گرادی درجه سانت50نه ی بهيدر دما(ز یدرولیه
غلظت دهد که اثر متقابل ینشان مDPPH کال ی رادیکنندگ

 یت مهار کنندگیز بر فعالیدرولیم به سوبسترا و زمان هیآنز
DPPHم به سوبسترا در یش غلظت آنزیدار بوده و افزایمعن

م به ین آنزیی پايها کم، منجر به کاهش و در غلظتيهازمان
 یت مهار کنندگیش فعالیز، افزایدرولیش زمان هیسوبسترا، با افزا

ز، به طور یدرولیش زمان هیمشاهده شد و افزا DPPH کالیراد
ن یشتری شد و بیت مهار کنندگیش فعالیمداوم منجر به افزا

م به سوبسترا و زمان ی درصد آنز3 در غلظت یت مهار کنندگیفعال
) 2002(گئورارد و همکاران . دیز مشاهده گردیدرولی ساعت ه5

 يهانید پروتئیزان تولیز و میدرولیزان هین میاعلام کردند که ب
         وجود دارد؛ یک رابطه خطیم یز شده با غلظت آنزیلدرویه
 يهانید پروتئیزان تولیم، میش غلظت آنزیکه با افزايطوربه
       ].37[ابد ییش می افزایدانی اکسیت آنتیز شده با خاصیدرولیه
 ي از پروتئازها، دارایسه با برخیم آلکالاز در مقای آنزیطورکلبه

ز یدرولی هيهانید پروتئیز و تولیدرولیشرفت هی در پيبازده بالاتر
 ي بهتریدانی اکسی آنتيهایژگیتر و وره کوتاهیشده با طول زنج

 تن توسط یعات ماهیز ضایدرولیج حاصل از هینتا). 38(باشد یم

انجام شده بود، ) 2009( و همکاران یم آلکالاز، که توسط جیآنز
ش یز افزایم و نیقدار آنزش میز با افزایدرولیند هینشان داد که فرآ

  ].40[د ینمایشرفت میم، پیت آنزیزان فعالیم

  
Fig 2 3D graph for the effect of concentrationof 
alkalase enzyme and the hydrolysis time on the 

DPPH radical scavenging activity when the 
hydrolysis temperature was at optimum value          

(50 °C). 
م، درجـه   یز و غلظـت آنـز     یدرولی ـش زمـان ه   ی بـا افـزا    یطـورکل به
 کوچکتر بـا وزن     يدهاید پپت یابد و باعث تول   ییش م یز افزا یدرولیه

، یبسته به وزن مولکـول    . گرددیتر م ره کوتاه ی کمتر و زنج   یمولکول
د شـده، قـدرت   ی توليدهای پپتییاره انته ی زنج ییبار و ساختار فضا   
ج ی نتـا ].38[ابد ییشمیز افزایها نکال آزاد در آنیبه دام انداختن راد  

، نشان داده است کـه      )2015(ان و همکاران    یشات  یحاصل از آزما  
ن و در محـدوده     یی پـا  یز شده با وزن مولکول    یدرولی ه يهانیپروتئ

بـه   ].41[ارنـد   کال را د  ین قدرت مهار راد   یشتریلو دالتون ب  ی ک 3-1
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دروژن ی ـن با دادن ه   یدیستینه ه ید آم ی اس ي حاو يدهای پپت یطور کل 
ت ی ـجـاد فعال یل، باعـث ا ی پروکـس يهاکالیا به دام انداختن راد   یو  
  گـروه  ي محتـو يهـا نهیدآمیز حضور اسی شده و نیدانی اکسیآنت

SH ــنظ ــ سينهیدآمیر اســی ــجــاد فعالین، باعــث ایستئی ــی  یت آنت
 يهـا کـال یم بـا راد   یق واکنش مستق  یار مناسب از طر   ی بس یدانیاکس

 ].39[شود یآزاد م

با DPPHکال یرات قدرت مهار رادیی تغی بررس- 2- 1- 4- 4
  ز یدرولی هيم به سوبسترا و دمایر در نسبت آنزییتغ

 يم آلکالاز به سوبسترا و دمایر غلظت آنزی تاثينمودار سه بعد
 یت  مهارکنندگیالبر فع)  ساعت5/3نه یدر زمان به(ز یدرولیه

م یش غلظت آنزیدهد که افزاینشان م)3شکل (DPPHکال یراد
کال ی رادیت مهارکنندگی بر فعاليداریر معنیبه سوبسترا تاث

DPPHز، ابتدا منجر به کاهش یدرولی هيش دماینداشت؛ اما افزا
شد و DPPH کال ی رادیت مهارکنندگیش فعالیو سپس افزا

 درجه        55 ي در دماDPPH یت مهارکنندگین فعالیشتریب
 به یابی دستين بهتر است برایبنابرا. دیگراد مشاهده گردیسانت

ز یدرولی هي، از دماDPPHکالیزان قدرت مهار رادین میشتریب
  .م استفاده کردی متوسط آنزيهابالا و غلظت

  
Fig 3 3D graph for the effect of concentrationof 

alkalase enzyme and the hydrolysis temperature on 
the DPPH radical scavenging activity when the 

hydrolysis timewas at its optimum value (3.5 Hr). 
 

ت            یـــقــات نـــشان داده اســت کــه فعال   یج حاصــل از تحق ینتــا 
ز یدرولی ـ حاصـل از ه    يز شـده  یدرولی ه يهانی پروتئ یدانیاکسیآنت
ان دادن بـه  ی ـ و پاي فلـز  يهاونی ی، مربوط به چلاته کنندگ    یمیآنز

نــه خــاص در ی آميدهایق اســیــ آزاد از طريهــاکــالیت رادیــفعال
 ].42[باشد یز شده میدرولی هيهانی پروتئیره جانبیزنج

با DPPH کال یرات قدرت مهار رادیی تغی بررس- 3- 1- 4- 4
  ز یدرولی هير زمان و دماییتغ

م یدر غلظت آنز(ز یدرولی هير زمان و دمای تاثينمودار سه بعد
 یکنندگت مهاریبر فعال)  درصد2نه یآلکالاز به سوبسترا به

ر یش زمان تاثیدهد که افزاینشان م) 4شکل (DPPHکال یراد
نداشت؛ اما DPPHکال ی رادیت مهار کنندگی بر فعاليداریمعن
ش یز، ابتدا منجر به کاهش و سپس افزایدرولی هيش دمایاافز
ر ی بالاتر تاثيشد و دماهاDPPH کال ی رادیت مهار کنندگیفعال

که  يداشت بطورDPPH  یت مهارکنندگی بر فعاليشتریب
گراد ی درجه سانت55 ي در دمایت مهار کنندگین فعالیشتریب

ن یشتریبه ب یابی دستين بهتر است برایبنابرا. دیمشاهده گرد
ز بالا و یدرولی هي، از دماDPPHکال یزان قدرت مهار رادیم

ج حاصل از ینتا. استفاده کرد)  ساعت5/3(زمان متوسط 
ز شده با وزن یدرولی هيهانیشات نشان داده است که پروتئیآزما

شتر از خود نشان ی  بیدانیاکسیت آنتین، فعالیی پایمولکول
ن بادام توسط یز پروتئیدرولیج حاصل از هی نتا].43[دهند یم

ز از یدرولی هيم آلکالاز نشان داده است که با افزایش درجهیآنز
  يها رادیکالیکنندگت مهاری درصد، فعال20 درصد به 10

DPPH44[یابد یز افزایش مین.[  

  
Fig 43D graph for the effect of hydrolysis time 

andtemperature on the DPPH radical scavenging 
activity  when the concentration of alcalase 

enzymewas at its optimum value (2 %). 
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ن ی پــــروتئینادیسکایتن آتیلاعفزي اسهنیهبج حاصــــل از ینتــــا
ــه ــده یدرولیــ ــت ن داشن نیرداس یهامز شــ  تیلاعف هکاده اســ
ــاکتور ز هکینام زات ینادیسکایتنآ ــه ف  هب میزن آتبسن و امن، دام س
ــت و ی شیازفد، اید رســــوخ ممیتپ اهطقن هبا رتسبوس  اب سپسافــ
 هکافـــــت ی شهاکا، رتسبوس هب میزن آتبسنن و ام زرتشیب شیازفا
 نـسبت دادنـد   یمیزن آتیلاعف روي رب امن و د  امر ز ی رابه تاث  رم ا نیا
]11.[ 

 OHکال ی رادی قدرت مهار کنندگی بررس4-4-2
 ضرایب يداری و معنیمعادله زیر با توجه به ضرایب رگرسیون

  :ارائه شد) OHکال ی رادیقدرت مهار کنندگ( پاسخ مدنظر يبرا
OH کالی رادیت مهار کنندگیفعال = 
 87.27+ 0.8 (X1) + 7.37 (X2) + 4.09 (X3) 

 (X2)م به سوبسترا، ی به عنوان غلظت آنز(X1)ن معادله، یکه در ا
ز یدرولیبه عنوان زمان انجام ه(X3) ز ویدرولی هيبه عنوان دما

ل دمهکد ومن صخشم ANOVAون مآز. گزارش شده است
 بیارضاب، خساپرگنایبیفاکازه دن اهب اولهج درياملهج دنچ
ن تعدیل شدهو عدم یی و تعین واقعییضرایب تع. دشابیمصخشم

کار ها به پاسخینیبشی مدل به منظور پیی کارایابیبرازش ارز
 بیرـض و نیـیعت بیرـضانزـیمن پژوهشیدر ا. رودیم
دست  به7361/0 و 7777/0ه به ترتیب برابر با دشلیدعتنییعت

 ی از پراکندگیف مناسبیانگر توصیدست آمده بآمدکه اعداد به
ن است ی ايدهنده نشان7777/0رـبارب نیـیعت بیرـض. ها بودداده

ح داده و مدل برازش ی توضیون واکنش را به خوبیکه مدل رگرس
دست آمده را ج بهیرات در دامنه نتایی درصد از کل تغ77توانسته 

  . ح دهدیتوض
Table 9Analysis of variance (ANOVA) of quadratic model resulted by response surface method for OH 

radical scavenging activity 
Lack of fit Adj R- Square R- Square F value Mean 

square 
Sum of 
squares 

Degree of 
freedom Source 

0.5419 0.7361 0.7777 18.66 238.95 716.85 3 Model 
   - - - 1 A-time 
   - - - 1 B-tem 
   - - - 1 C-e/s 
   - - - - AB 
   - - - - AC 
   - - - - BC 
   - - - - A2 
   - - - - B2 
   - - - - C2 

 
ر ییبا تغOH کال یرات قدرت مهار رادیی تغی بررس- 1- 2- 4- 4

  ز یدرولی هيم آلکالاز به سوبسترا و دمایدر غلظت آنز
 يم آلکالاز به سوبسترا و دمایر غلظت آنزی تاثينمودار سه بعد

 یت  مهار کنندگیبر فعال)  ساعت5/3نه یدر زمان به(ز یدرولیه
ش غلظت یرات افزاییدهد که تغینشان م) 5شکل(OH کالیراد
 OHکالی رادیت مهار کنندگیم به سوبسترا در ارتباط با فعالیآنز

ز، منجر یدرولی هيش دمای برخوردار بود؛ اما افزایمیب ملایاز ش
ن یشتریشد و بOH کال ی رادیت مهار کنندگیش فعالیه افزاب

گراد مشاهده ی درجه سانت55 يدر دما OH یت مهار کنندگیفعال
  .دیگرد

    
Fig 5 3D graph for the effect of concentrationof 

alkalase enzyme and hydrolysis temperature on the 
OHradical scavenging activity when the hydrolysis 

timewas at its optimum value (3.5 hr). 
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کـال آزاد مـشتق   ین راد یتـر يل قو یدروکسیکال ه ی راد یطور کل به  
 يهـا توانـد بـا مولکـول     ی م ـ یباشد که به راحت   یژن م یشده از اکس  

 واکنش نـشان   DNAها ونینه، پروتئی آميدهایر اسیک نظیلوژویب
 یک ـیتواند به عنوان    یل م یدروکسیکال ه ین حذف راد  یدهد؛ بنابرا 
 مختلف باشـد  يهايماری سلولزنده در برابر بيهان دفاع یاز مؤثرتر 

 ـ OH کالی رادیزان مهار کنندگیتفاوت در م ].45[  يمارهـا ین تیب
 ــ ز یــنــه و نی آميدهایدر نــوع اســتــوان بــه تفــاوت یمختلـف را م

م آلکـالاز  یز آنـز یدرولی ـ حاصـل از ه يز شده یدرولی ه يهانیپروتئ
ز        یدرولی ـ ه يهـا نیج حاصـل نـشان داد کـه پـروتئ         ینتـا . نسبت داد 

 موثر الکترون   يتوانند به عنوان اهدا کننده    ی هسته پرتقال، م   يشده
 ].46[ل در نظر گرفته شوندیدروکسیکال هیجهت کاهش راد

 +Fe3 یا کنندگی قدرت احی بررس4-4-3
 ضرایب يداری و معنیمعادله زیر باتوجه به ضرایب رگرسیون

  :ارائه شد) +Fe3 یا کنندگیقدرت اح( پاسخ مدنظر يبرا
Fe3+   = یا کنندگیقدرت اح

0.88+ 0.013(X1) + 0.016 (X2) –4.5 (X3) – 0.083 
(X1X2) –0.098 (X1X3) - 0.065 (X2X3) +  
1.90 X1

2- 0.014 X2
2- 0.056 X3

2 
 (X2)م به سوبسترا، ی به عنوان غلظت آنز(X1)ن معادله، یکه در ا

ز یدرولیبه عنوان زمان انجام ه(X3) ز ویدرولی هيبه عنوان دما
  .گزارش شده است

 هبدوم هج درياملهجدنچل دمهکد ومنصخشمANOVAون مآز
ن ییضرایب تع. دشابیمصخشم بیارضاب، خساپرگنایبیفاکازه دنا

 مدل به یی کارایابین تعدیل شدهو عدم برازش ارزیی و تعیواقع
ان زـیمن پژوهش یدر ا. رودیکار مها به پاسخینیبشیمنظور پ

ه به ترتیب برابر با دشلیدعتنییعت بیرـض و نیـیعت بیرـض
انگر یدست آمده بدست آمدکه اعداد به به8143/0 و 9023/0
 نیـیعت بیرـض. ها بود دادهیکندگ از پرایف مناسبیتوص

ون واکنش ین است که مدل رگرسی ايدهنده نشان9023/0رـبارب
 درصد از کل 90ح داده و مدل برازش توانسته ی توضیرا به خوب

 . ح دهدیدست آمده را توضج بهیرات در دامنه نتاییتغ

Table 10Analysis of variance (ANOVA) of quadratic model resulted by response surface method for 
Ferric reducing activity 

Lack of fit Adj R- Square R- Square F value Mean square Sum of 
squares 

Degree of 
freedom Source 

0.5142 0.8143 0.9023 10.26 0.021 0.19 9 Model 
   0.87 1.796 1.796 1 A-time 
   1.29 2.657 2.657 1 B-tem 
   0.098 2.025 2.025 1 C-e/s 
   26.75 0.055 0.055 1 AB 
   37.29 0.077 0.077 1 AC 
   16.28 0.034 0.034 1 BC 
   4.864 1.002 1.002 1 A2 
   0.25 5.080 5.080 1 B2 
   4.12 8.498 8.498 1 C2 

 
ر ییبا تغ+Fe3  یا کنندگیرات قدرت احیی تغی بررس-4-4-3-1

  ز یدرولی هيم آلکالاز به سوبسترا و دمایدر غلظت آنز
 يم آلکـالاز بـه سوبـسترا و دمـا    یر غلظت آنزی تاثينمودار سه بعد  

 ـبـر فعال  )  سـاعت  5/3نه  یدر زمان به  (ز  یدرولیه  یت مهـار کننـدگ    ی
م یدهد که اثر متقابل غلظـت آنـز  ینشان م) 6شکل (+Fe3 کالیراد

  یت  مهار  کنندگیز   بر  فعالیدرولی   هيبه  سوبسترا   و   دما
  
  

  يش دمای کم با افزايهادار بوده و در غلظتی معن+Fe3کالی راد
 شـد   +Fe3کال  ی راد یت مهار کنندگ  یش فعال یز، سبب افزا  یدرولی ه

ز، منجـر بـه کـاهش    یدرولی ـ هي بالا با کاهش دمـا يهاو در غلظت 
ت مهـار  ین فعالیشترید و بیگرد+Fe3 کالی رادیت مهار کنندگیفعال

 55 يم بـه سوبـسترا و دمـا   ی درصد آنز1در غلظت +Fe3 یکنندگ
 .دیگراد مشاهده گردیدرجه سانت
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Fig 6 3D graph for the effect of concentrationof 

alkalase enzyme and hydrolysis temperature on the 
ferric reducing activity when the hydrolysis time was 

at optimum value (3.5 hr). 
ر ییبا تغ+Fe3  یا کنندگیرات قدرت احیی تغی بررس2- 3- 4- 4

  ز یدرولیم آلکالاز به سوبسترا و زمان هیدر غلظت آنز
م آلکالاز به سوبسترا و زمان یر غلظت آنزی تاثينمودار سه بعد

ت مهار یبر فعال) گرادی درجه سانت50نه ی بهيدر دما(ز یدرولیه
دهد که اثر متقابل ینشان م) 7شکل(+Fe3 کال ی رادیکنندگ

 یت مهار کنندگیز بر فعالیدرولیم به سوبسترا و زمان هیغلظت آنز
ش زمان یافزا کم با يهادار بوده و در غلظتیمعن+Fe3کالیراد
شد +Fe3کالی رادیت مهار کنندگیش فعالیز، منجر به افزایدرولیه

ز، منجر به کاهش یدرولی هيش دمای بالا با افزايهاو در غلظت
ت مهار ین فعالیشترید و بیگرد+Fe3 کالی رادیت مهار کنندگیفعال

 5م به سوبسترا و زمان ی درصد آنز1در غلظت +Fe3 یکنندگ
  .دیده گردز مشاهیدرولیساعت ه

 
Fig 7 3D graph for the effect of concentration 

ofalkalase enzyme and hydrolysis time on the ferric 
reducing activity when the hydrolysis temperature 

was at its optimum value (50 °C). 

ر ییبا تغ+Fe3  یا کنندگیرات قدرت احیی تغی بررس- 3- 3- 4- 4
  ز یدرولیدر دما و زمان ه
نه یدر غلظت به(ز یدرولیر دما و زمان هی تاثينمودار سه بعد

 یت مهار کنندگیبر فعال)  درصد3م آلکالاز به سوبسترا ینسبت آنز
دهد که اثر متقابل دما و زمان ینشان م) 8شکل (+Fe3کالیراد
دار بوده و یمعن+Fe3 کالی رادینندگت مهار کیز بر فعالیدرولیه

ش یز، منجر به افزایدرولی هيش دماین با افزایی پايهادر زمان
 يش زمان و دمایبا افزا. شد+Fe3 کالی رادیت مهار کنندگیفعال

افت؛ اگر یش ی افزا+Fe3کالی رادیت مهار کنندگیز، فعالیدرولیه
هار  به کار رفته، با کاهش قدرت مينه زمان و دمایشیچه ب
 +Fe3یت مهار کنندگین فعالیشترین بیچنهم.  همراه بودیکنندگ
ز مشاهده یدرولی ساعت ه5گراد و زمان ی درجه سانت53 يدر دما

  .دیگرد

 
Fig 8 3D graph for the effect of temperature and 

hydrolysis time on the ferric reducing activity when 
the concentration of alkalase enzymewas at its 

optimum value (2%). 
 روند یطورکل، به7 و 6، 5 يهاج حاصل از شکلیبا توجه به نتا

ز یدرولی هيهانی پروتئیا کنندگی قدرت احی و کاهشیشیافزا
 يم پروتئازیت آنزیتوان به نوع و ماهی هسته پرتقال، را ميشده

گاه ینه موجود در جای آميدهایط انجام واکنش، اسیآلکالاز و شرا
ز یدرولیم به کار گرفته شده جهت انجام هیم و نوع آنزیفعال آنز

ن ینسبت داد؛ که ا) داز بودنیا اگزوپپتیداز یاز نظر اندوپپت(
 الکترون جهت يد شده و اهدای توليدهایتها در نوع پپیژگیو

 حاصل از جینتا ].38[باشد یمار موثر یون آهن بسی يایاح
-یت آنتی، نشان داد که فعال)2010( و همکاران یشات لیآزما
- 1500ن و در محدوده یی پای با وزن مولکوليدهای پپتیدانیاکس
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ا یتر نیی پای با وزن مولکوليدهایتر از پپتيار قوی دالتون بس500
، )2015( لاسود و همکاران ].47[باشد ین محدوده میبالاتر از ا

 و نوع یشگاهیط آزمایاعلام کردند علاوه بر اختلاف در شرا
 بکار يز، نوع سوبسترایدرولیند هیم بکار برده شده در فرآیآنز

د شده، درجه ی توليدهاینه در پپتی آميدهای اسیگرفته شده، توال
دها، در یتی پپی و وزن مولکوليدیه پپتریز، طول زنجیدرولیه

ون آهن ی يایدها در احیز شده و پپتیدرولی هيهانیعملکرد پروتئ
شات نشان داده یج حاصل از آزمای نتا].48[باشد یار موثر میبس

ز ی نیدانیاکسیت آنتیزان فعالیم، میش غلظت آنزیاست که با افزا
د ی توليدهای پپتیاندیاکسیت آنتیز فعالی و ن]37[ابد ییش میافزا

ل ینه تشکی آميدهایب اسیر ترکی تحت تاثيادیشده تا حد ز
توانند یک دار مینه آروماتی آميدهایاس. دها قرار داردی پپتيدهنده

ها به فرم ل آنی آزاد، باعث تبديهاکالیبا دادن الکترون به راد
ون آهن ی یا کنندگیت احیزان فعالی تفاوت در م].40[دار شوند یپا
ز ی خاص و نيدهایتوان به حضور پپتی مختلف را ميمارهاین تیب

ها نسبت داد  آنيل دهندهی تشکينهی آميدهایتفاوت در نوع اس
ها دار آنی آزاد واکنش دهند و فرم پايهاکالیتوانند با رادیکه م

   تن ی ماه ن جگری پروتئ زیدرولیج حاصل از هینتا. د کنندیرا تول
  یکنندگ ا یاح  تی خاص ی بررس  و  مختلف يپروتئازها  توسط 

ن قدرت یشتری حاصل، نشان داد که بيز شدهیدرولین هی پروتئ
 0,45 نانومتر، در جذب 700ون آهن در طول موج ی يایاح

  ].40[رد یگیصورت م
  کلیدانی اکسی قدرت آنتی بررس4-4-4

 ضرایب يدار یمعن و یرگرسیون ضرایب به توجه با زیر معادله
  :شد ارائه)  کلیدانی اکسیقدرت آنت(مدنظر  پاسخ يبرا

 0.046 (X2)- (X1) 3.10–0.38 = کلیدانی اکسیقدرت آنت

+0.017 (X3) +1.5 (X1X2) +0.016 (X1X3) + 0.066 
(X2X3)  

 (X2)م به سوبسترا، ی به عنوان غلظت آنز(X1)ن معادله، یکه در ا
ز یدرولیبه عنوان زمان انجام ه(X3)  ز ویدرولی هيبه عنوان دما

  .گزارش شده است
 دوم هج درياملهجدنچل دمهکد ومنصخشمANOVA ون مآز
ضرایب . دشابیمصخشم بیارضاب، خساپرگنایبیفاکازه دن اهب

 یی کارایابیو عدم برازش ارز ن تعدیل شدهیی و تعین واقعییتع
پژوهش ن یدر ا. رودیکار مها به پاسخینیبشیمدل به منظور پ

ه به ترتیب دشلیدعتنییعت بیرـض و نیـیعت بیرـضان زـیم
دست آمده دست آمد که اعداد به به7258/0 و 6923/0برابر با 

  . ها بود دادهی از پراکندگیف مناسبیانگر توصیب

Table 11 Analysis of variance (ANOVA) of quadratic model resulted by response surface method for 
totaloxidation activity 

Lack of fit Adj R- Square R- Square F value Mean square Sum of 
squares 

Degree of 
freedom Source 

0.5268 0.7258 0.6923 1.01 0.010 0.061 6 Model 

   9.479 9.610 9.610 1 A-time 

   2.11 0.021 0.021 1 B-tem 

   0.3 2.993 2.993 1 C-e/s 

   1.775 1.800 1.800 1 AB 

   0.19 1.922 1.922 1 AC 
   3.44 0.035 0.035 1 BC 
   - - - - A2 

   - - - - B2 

   - - - - C2 
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ر یی کل با تغیدانی اکسیرات قدرت آنتیی تغی بررس- 1- 4- 4- 4
  ز یدرولی هيم آلکالاز به سوبسترا و دمایدر نسبت آنز

 يم آلکالاز به سوبسترا و دمایر غلظت آنزی تاثينمودار سه بعد
 یدانی اکسیت آنتیبر فعال)  ساعت5/3نه یدر زمان به(ز یدرولیه

م به یدهد که اثر متقابل غلظت آنزی نشان م8-4کل، در شکل 
دار ی کل معنیدانی اکسیت آنتیز بر فعالیدرولی هيسوبسترا و دما

ش نسبت یز منجر به کاهش و افزایدرولی هيش دماینبوده و افزا
 کل یدانیاکسیتآنتیش فعالیم به سوبسترا، منجر به افزایغلظت آنز

 درصد 86/2 کل در غلظت یدانی اکسین آنتیشتریب. دیگرد
گراد ی درجه سانت47/46 يم به سوبسترا و دمای آنزی وزن- یحجم

 .دیمشاهده گرد

  
Fig 8 3D graph for the effect of concentration 

ofalkalase enzyme and hydrolysis temperatureon 
thetotal antioxidant activity when the hydrolysis 

timewas at its optimum value (3.5hr). 
ر در یی کلبا تغیدانی اکسیرات قدرت آنتیی تغی بررس2- 4- 4- 4

  ز یدرولیم آلکالاز به سوبسترا و زمان هینسبت آنز
م آلکالاز به سوبسترا و زمان یر غلظت آنزی تاثينمودار سه بعد

 یت آنتیبر فعال) گرادی درجه سانت50نه ی بهيدر دما(ز یدرولیه
ز، یدرولیش زمان هیدهد افزای نشان م9 کل در شکل یدانیاکس

 ش غلظتی کل شد و افزایدانی اکسیت آنتیلش فعایمنجر به افزا
د ی کل گردیدانی اکسیت آنتیش فعالی منجر به افزايز تا حدودین

 نسبت 39/02/0 کل در غلظتیدانی اکسیت آنتین فعالیشتریو ب
 .دیز مشاهده گردیدرولی ساعت ه80/4م به سوبسترا و زمان یآنز

 
Fig 9 3D graph for the effect of concentration 

ofalkalase enzyme and hydrolysis timeon thetotal 
antioxidant activity when the hydrolysis temperature 

was at its optimum value (50 °C). 
ر یی کلبا تغیدانی اکسیرات قدرت آنتیی تغی بررس- 3- 4- 4- 4

ز یدرولی هيدر زمان و دما  
،      )10-4شـکل   (ز  یدرولی ـر دمـا و زمـان ه      ی تـاث  ينمودار سـه بعـد    

 ـبـر فعال )  درصـد 2نـه  یم آلکالاز به سوبسترا به    یدر غلظت آنز  ( ت ی
ش دمـا منجـر بـه کـاهش     یدهد که افزای کل نشان م  یدانی اکس یآنت

ت ی ـش فعالیش زمان منجر به افزای کل و افزا   یدانی اکس یت آنت یفعال
 .گرددی کل میدانی اکسیآنت

 
Fig 10 3D graphfor the effect of temperature and the 
hydrolysis time on thetotal antioxidant activity when 

the concentration of the alkalase enzymewas at its 
optimum value (2%). 

،           10 و 9، 8 يهاج به دست آمده از شکلیبا توجه به نتا
بدات یاء مولیش کل بر اساس احیت ضد اکسای ظرفی طور کلبه
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فسفات سبز رنگ در /بداتید کمپلکس مولیتوسط نمونه و تول
ک نوع یم آلکالاز ی آنزی طور کلبه ].49[ است يدیط اسیشرا
 را از داخل يدی پپتيوندهایتواند پیداز است که میم اندوپپتیآنز

 يدهای پپتیا پلید و یگوپپتی اليره بشکند و منجر به رها سازیزنج
 يدهای اسي حاوییدهایز پپتیره متوسط تا کوتاه و نیبا طول زنج

 نشان داد که ج حاصل از پژوهشی نتا].50[ز گردد ینه آبگریآم
ن، یل آلانین، فنینه والیدآمیر اسیز نظینه آبگری آميدهایحضور اس

م یز شده با آنزیدرولی هيهانین در پروتئین و لوسیزولوسیا
 کل دارند یدانی اکسیت آنتی در فعالیار مهمیآلکالاز نقش بس

 ی کوسه ماهیز شده نوعیدرولین هی پروتئیدر بررس ].50[
)Mustelusmustelus (ییای پروتئاز قليهامیبا استفاده از آنز ،

ش غلظت ی افزاج حاصل نشان داد که باین، نتایپسین و تریپپس
 يها کل در نمونهیدانی اکسی آنتیژگیز، ویدرولیم و درجه هیآنز
ت در یزان فعالین میشتریابد و بییش میز افزایز شده نیدرولیه

  ].51[م آلکالاز گزارش شد ی آنزmg/ml 3غلظت 
 يهار پژوهشین پژوهش و سای ايج به دست آمدهیبر اساس نتا

م آلکالاز منجر به ید که آنزیجه رسین نتیتوان به ایانجام شده، م
 يدهایان اسیوند میق شکستن پی از طريدی پپتيهضم شدن باندها

ل یک مانند فنینه آروماتی آميدهاین و اسیز مانند لوسینه آبگریآم
گردد و ینه می آميدهایر اسین با سایروزیپتوفان و تین، تریآلان

 يدیره پپتیه زنجماندی باقيل در انتهاین است گروه فنیاعتقاد بر ا
باشد ی میدانیاکسیت آنتیکال و خاصیت مهار رادی قابليدارا

 یعیب ساختار طبین است که تخرین اعتقاد بر ایچن هم].52[
 منجر به باز شدن ساختار و یمیز آنزیدرولیها در اثر هنیپروتئ
 که قابل واکنش يدینواسی فعال آميها در معرض گروهيریقرارگ
ن موضوع به ی ا].52[باشند، خواهد شد یآزاد م يهاکالیبا راد

کال و یان قدرت مهار رادی میمیده است که رابطه مستقیاثبات رس
دها وجود ینواسی آمیدروژن دهندگیت هی و قابلیدانی اکسیآنت

ز یدرولی با گذشت زمان هيدی پپتيهارهیر در طول زنجییتغ. دارد
 با وزن يدهایش دارد و پپتی درقدرت ضد اکساییر بسزایز تاثین

  ].52[ هستند يتريش قویت ضد اکسای فعالين دارایی پایمولکول
  

  يریگجهی نت- 5
دست  بهDesign Expert افزارنه توسط نرمیط بهیشرا
نه یت بهیز شده با فعالیدرولین هی پروتئيز برایدرولیط هیشرا.آمد

 ی، قدرت مهار کنندگDPPH کالی رادیقدرت مهار کنندگ(
 یت آنتیو ظرف+Fe3  یا کنندگی، قدرت احOHکال یادر

 يه شده در دمایمار تهیم آلکالاز، تیتوسط آنز)  کلیدانیاکس
م به ی ساعت و نسبت آنز35/3گراد، زمان ی درجه سانت8/54

 100 5تی بودکه با درجه مقبولی وزن-ی درصد حجم7/1سوبسترا 
 آزاد يهاکالی درصد قدرت مهار راد44/44درصد منطبق با 

DPPH ،72/93يهاکالی درصد قدرت مهار راد OH ،99/90 
 یت آنتی درصد ظرف5/32و+Fe3 یاکنندگیدرصد قدرت اح

شنهاد شده توسط یط پید شراییمنظور تابه.  کل بودیدانیاکس
ش یط پیرادر ش) در سه تکرار(ی اضافيهاشی، آزمایاضیمعادله ر

 ساعت و 35/3گراد، زمان ی درجه سانت8/54 يدما( شده ینیب
توسط مدل ) ی وزن- ی درصد حجم7/1م به سوبسترا ینسبت آنز
 يهاکالی قدرت مهاررادي درصد برا85/45رید که مقادیاجرا گرد

، OH يهاکالی قدرت مهار رادي درصد براDPPH ،82/91آزاد 
 درصد 68/39 و +Fe3 یاکنندگی قدرت احي درصد برا35/89
        یشیر آزمایمقاد.  کل به دست آمدیدانی اکسیت آنتی ظرفيبرا

 شده توسط مدل بود که ینیبشیر پی مطابق با مقادییتا حد بالا
 یژگیز شده با ویدرولین هید پروتئینه جهت تولیط بهیگر شراانیب

 تحقیق.  شده هسته پرتقال بوديری گی از آرد چربیدانیاکسیآنت
حاضر نشان داد که از طریق بهینه کردن شرایط هیدرولیز امکان 

استفاده در مواد  بالا و قابلیدانیاکس ی با قدرت آنتیتولید پپتیدهای
وه یمد آبیعات صنعت تولین ضای وجود دارد و بنابراییغذا

ک محصول در دسترس، به صورت یتواند به عنوان  یپرتقال م
ز شده مورد یدرولین هید پروتئی تولد جهتی جدینیک منبع پروتئی

 بالقوه یدانیاکس یت آنتیبا در نظر گرفتن فعالرد و یاستفاده قرار گ
 و ي سنتزيهادانیاکس ی آنتيتوان از آن به جایدر هسته پرتقال م

ون یداسیر انداختن اکسی جهت به تاخییایمی شيهار نگهدارندهیسا
  .استفاده نمود

                                                             
5. Desirability 
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Table 12 Theselection of the proposed optimal treatment with the appropriate antioxidant activityfor the 
hydrolysed orange seed proteins derived from the enzymatic hydrolysis usingalcalaseenzyme 

Desirability Total 
Oxidation 

Fe 
reducing 

OH 
Scavenging 

DPPH 
Scavenging Time Temperature Concentration 

1 0.325076 0.909951 93.7213 44.4498 3.34 54.84 1.69 
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The use of enzymes for hydrolysis of protein sources is one of the common methods in the food 
processing. A hydrolysed protein is a complex mixture of peptides and amino acids that are obtained from 
hydrolysis by various enzymes, acids or alkali.The orange seed is largely available from the orange juice 
industrieswastes, and its defatted flour contains about 26% protein and can be used as a rich and cost-
effective source for production of proteins and peptides of plant sources. In the present study, a protein 
isolate with high purity was extracted from defatted orange seed flour and then the protein was 
hydrolysed by using Alcalase enzyme in concentrations of 1, 1.5 and 3% and the hydrolysis time of 2-5 
hours at temperature of 45-55 °C atsuitable pH for enzyme activity. Then the optimal conditions for the 
production of hydrolysed proteins with the highest antioxidant properties (DPPH radical scavenging 
activity, radical OH scavenging activity, ferric reducing activity and total antioxidant) were determined. 
Optimum treatment at determined conditions (temperature 54.8 °C, time 3.35 hr and ration of the enzyme 
to the substrate 1.7 % v/w) with antioxidant properties (DPPH radical scavenging activity (45.85%), 
radical OH scavenging activity (91.82%), ferric reducing activity (89.35%) and total antioxidant 
(39.68%),Based on the optimization of response surface method,was obtained and antioxidant tests were 
performed on the optimal treatment for confirmation of the proposed values by software. The results 
showed that the hydrolysed protein derived from orange seed could be used in the foods formulation as a 
natural additive and also it can be used as a nutraceuticalwith high antioxidant ability. 
 
Key words: Orange Seed Protein, Hydrolysed protein, Peptide, Antioxidant,   
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