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  تیابی آلکالاز جهت دس باسازي هیدرولیز پروتئین کنجاله دانه کدو بهینه
  یاکسایشضد بیشینه ویژگیبه 

  

  3معصومه صادقی و 2، محمد قربانی2، مهران اعلمی2، علیرضا صادقی ماهونک*1الهام نورمحمدي

  ، گرگان، ایراندکتري علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان آموخته دانش1
  گرگان، ایران، دانشیار گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان2

  ، اصفهان، ایراناصفهان علمی مرکز تحقیقات قلب و عروق عضو هیأت 3
  

  04/03/1394 پذیرش: ؛  15/12/1393 دریافت:
  

  1چکیده
هـا، خاصـیت ضداکسـایش ایـن هاي پپتیدهاي زیست فعال حاصل از هیدرولیز آنزیمی پروتئینیکی از ویژگی سابقه و هدف:

. سازدمیسر می غذا اکسایش رایج در صنعتهاي طبیعی ترکیبات ضدعنوان جایگزین که امکان استفاده از آنها را به ترکیبات است
 )Cucurbita pepo( از طریق هیدرولیز آنزیمی پروتئین کنجاله دانه کـدو تولید پپتیدهاي زیست فعال سازيبهینه پژوهشدر این 

  مورد بررسی قرار گرفت.  DPPH2ل رادیکا کنندگیمهار بیشینه ویژگی دستیابی به جهت توسط آنزیم آلکالاز
  

. به این انجام گرفت روش سطح پاسخ و توسط طرح مرکب مرکزيسازي شرایط هیدرولیز با استفاده از بهینه ها:مواد و روش
عنوان سطوح متغیرهاي مسـتقل  ساعت به 2-5 هیدرولیز گراد و زماندرجه سانتی 45-55، دماي درصد 1-2منظور غلظت آنزیم 

   انتخاب شدند.
  

درجـه  1/50دمـاي ، DPPHمهارکننـدگی رادیکـال  بیشینه ویژگـینتایج نشان داد که شرایط بهینه براي دست یافتن به  ها:یافته
ي پپتیدهاي  هیدرولیزشدهی اکسایشضدقابلیت  آلکالاز بود. در این شرایطم آنزی درصد 2ساعت و غلظت  52/3گراد، زمان سانتی

قابلیت  درصد 08/88افزار ( توسط نرم بینی شدهپیشمیزان  هبنزدیک تا حدود زیادي  و درصد 47/89 برابر با زیست فعال حاصله
و  9211/0و  9585/0ترتیب برابـر بـا  براي مدل ارائه شده به تعدیل شدهو ضریب تبیین  ضریب تبیین میزان ) بود.اکسایشی ضد

   باشد.می تناسب بالاي مدلو  يبیانگر اعتبار مدل پیشنهاد 2434/0 معادل مقدار عدم برازش
  

قابلیـت  از هیـدرولیز آنزیمـی پـروتئین کنجالـه دانـه کـدوزیست فعال حاصل از  يپپتیدها بر اساس نتایج حاصل گیري:نتیجه
 . برخوردار هستندمواد غذایی عملگرا  لیدتوی مناسبی جهت اکسایشضد

  

 کدودانه کنجاله هیدرولیز، آنزیم، آلکالاز،  کلیدي: هايهواژ

                                                             
 elham_2191@yahoo.com مکاتبه:مسئول *
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  مقدمه
بـه پپتیـدهاي  هـاآنشکستن  ،هاهیدرولیز پروتئین

هـاي مـورد نزیمآمینواسیدهاي آزاد است. آکوچکتر و 
ها ممکـن اسـت منشـأ استفاده براي هیدرولیز پروتئین

از طریق اثـر . باشند یا میکروبی داشته گیاهی ،حیوانی
طـور  هتوان بیاندوپپتیدازها و اگزوپروتئازها م همزمان

ویژگی  و با درجه هیدرولیز بالاهایی پپتیدبه  مؤثرتري
تغذیه  در هیدرولیز شده ترکیبات این مورد نظر رسید.

، ند افـراد مبـتلا بـه فنیـل کتونـوريبیماران خاص مان
ــاري ــذایی و بیم ــیت غ ــدحساس ــاي کب ــه يه ، تغذی

هاي غذایی سالمندان، رژیم غذایی ورزشکاران و رژیم
ارزش غذایی،  علاوه بر. رودکار میبهبراي کنترل وزن 

ــروتئین ــدرولیز شــدههــاي  پ ــاي واجــد ویژگــی هی ه
ــیت  ــد خاص ــدد مانن ــک متع ــدبیولوژی ــیض ، اکسایش

 ،، ضد فشار خون، ضد لخته شـدن خـونضدمیکروبی
 فعالیت سیستم ایمنی بدن يکنترل کنندهو  سرطانضد

  . )18( باشندنیز می
هـاي ان گونـهعی عدم تعادل میـتنش اکسایشی نو

دفاعی بدن است.  اکسایشیضدفعال اکسیژن و قدرت 
ممکن است تحت تـأثیر فاکتورهـاي داخـل  تنشاین 

هاي بـدن، ژن در بافتتنفس، کمبود اکسیسلولی مانند 
ها یا فاکتورهاي خارج زانتین اکسیداز و کاتکول آمینگ

هاي محیطی، سلولی مانند امواج ماوراء بنفش، آلودگی
هـاي تولیـد هاي مواد غذایی و برخی متابولیتآلاینده

انـواع مختلفـی از ها باشد. مسده توسط میکروارگانیش
هـاي منظور کنتـرل رادیکـالبه ترکیبات ضد اکسایش

آزاد تولید شده در جریان اکسیداسیون مـورد اسـتفاده 
گیرند که پپتیدهاي زیست فعال تولید شده بـه قرار می

ی جـزء ایـن گـروه بـه یهاي آنزیمی و یا شیمیاروش
 بـراياي روزافـزون دلیل تقاض به خیراًاروند. شمار می

طبیعـی و ایمـن پپتیـدهاي زیسـت هاي  ضد اکساینده
اي فعال کانون توجهات واقع شده و به شکل گسـترده

کـه  پژوهشـیدر . )15( انـدقـرار گرفتـه بررسیمورد 

) بـر روي پپتیـدهاي 2008توسط کومبی و همکاران (
توسـط آلکـالاز و حاصل از هیـدرولیز پـروتئین کلـزا 

انجام گرفت، پپتیدهاي تولید شـده خـواص فلیورزایم 
ویژه از نظر قدرت مهار رادیکـال قوي به اکسایشیضد

ویریافـان . )4( کنندگی نشان دادندءآزاد و قدرت احیا
ــاران ( ــه در 2012و همک ــد ک ــلام کردن ــه ) اع نتیج

ــاهی راشــگو توســط هیــدرولیز آنزیمــی  ضــایعات م
 ، پپتیدهاي تولید شده توسطتریپسینآلکالاز، پپسین و 

بیشـترین  درصـد 5آنزیم پپسین بـا درجـه هیـدرولیز 
 قابلیت ضد اکسایشـی را بـه خـود اختصـاص دادنـد

یــدهاي وجــود خــواص ضــد اکسایشــی در پپت. )21(
اي ضایعات ماهی تـون  حاصل از هیدرولیز دو مرحله

توسط فلیورزایم، آلکالاز، پروتامکس و نوتراز مشاهده 
از نظر این پپتیدها بررسی خاصیت ضد اکسایشی شد. 

، رادیکــال هیدروکســیل و پراکســید DPPHرادیکــال 
دوم هیدرولیز منجـر بـه  هیدروژن نشان داد که مرحله

تري نسبت به مرحلـه ضداکسایش قوي ایجاد خواص
اکسـایش وجود پپتیـدهاي ضد .)5( اول هیدرولیز شد

ــاب23یونجــه ()، 22مــاهی اســقومري (در  گردان )، آفت
) و جوانـه گنـدم 7)، نخـود (11)، سیب زمینـی (18(
  تأیید شده است.  نیز )24(

بـا قلیـایی  و آنزیم آلکالاز یک پروتئـاز میکروبـی
ــک بالا ــت کاتالیتی ــطفعالی ــه توس ــت ک  Bacillusس

Licheniformis ــده و ــد ش ــت  تولی ــادر اس  pHدر ق
ی یدرجه هیـدرولیز بـالا ترین زمانکوتاهمناسب و در 

. با پروتئازهاي اسیدي یا طبیعی ایجاد نماید مقایسهدر 
اده این آنزیم بارها توسط محققین مختلف مورد اسـتف

هـاي  یـد هیـدرولیز شـدهقرار گرفته و تأثیر آن در تول
دانه کدو منبعـی  .)16( پروتئینی به اثبات رسیده است

غنی از پروتئین و فیتوسترول و سرشار از مواد معدنی 
پتاسیم، کلسیم، منیزیوم، آهن، مس، فسـفر مانند روي، 

علاوه حاوي و بتاکاروتن است. ایزوله پروتئین کدو به
اکسایش بوده و در کاهش اثرات مخـرب ترکیبات ضد
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کـاربرد ). 10باشـد (مربوط به سوء تغذیه نیز مؤثر می
اصلی دانه کدو در صـنعت بـه منظـور تولیـد روغـن 

کشـی از ایـن اي کـه پـس از روغـن باشد. کنجاله می
ماند حاوي درصد بـالائی پـروتئین ترکیب به جاي می

است که در حال حاضر با قیمـت انـدك بـه مصـرف 
در  با توجه به مـوارد ذکـر شـده رسد.خوراك دام می

این تحقیق تلاش شده است شـرایط بهینـه هیـدرولیز 
نزیم کدو با استفاده از آ دانهموجود در کنجاله پروتئین 

ــه  ــتیابی ب ــور دس ــه منظ ــالاز ب ــیآلک ــینه ویژگ  بیش
  مورد ارزیابی قرار گیرد.    DPPHمهارکنندگی رادیکال 

  
  هامواد و روش

 .Cucurbita pepo con( کنجاله دانه کدو اولیه: مواد

Pepo var. Styriaca( بـین گرگـان از شـرکت سـویا
از بـاکتري  شـده  یـهته( آلکـالازخریداري شد. آنزیم 

Bacillus licheniformis،  واحد آنسون  4/2با فعالیت
از  DPPHو رادیکـال  )لیتـر آنـزیمبه ازاي یک میلـی

 یدکلریدریکاسسود،  خریداري شدند. شرکت سیگما
تمــام مــواد  و اتــانول از شــرکت مــرك تهیــه شــدند.

 از درجه آزمایشگاهی برخوردار بودند. مورداستفاده

) AACC )1999 44-15یري رطوبت به روش گ اندازه
گرم نمونه در آون  2-3طور خلاصه ). به1انجام شد (

دقیقه قرار داده شد.  60 مدت بهگراد  یسانتدرجه  103
ها بـه وزن ثابـت تـوزین شـده و پس از رسیدن نمونه

  محاسبه گردید. 1رطوبت توسط رابطه 

× 100    ) 1رابطه (
کاهش	رطوبت	بر	حسب	گرم

وزن	نمونه   % رطوبت=  	

 AACC 08-01بـا اسـتفاده از روش  خاکستر کنجاله
گـرم از نمونـه در  3-5 ).1یري شـد (گ اندازه) 1999(

کــروزه بــا وزن معــین تــوزین و کــروزه در کــوره بــا 
گـراد تـا رسـیدن بـه خاکسـتر درجه سانتی 550دماي

خاکستري روشن یا رسیدن به وزن ثابت قـرار  بارنگ

ه در دسیکاتور خنک و توزین شد. گرفت. سپس کروز
 محاسبه شد. 2درصد خاکستر از رابطه 

 = ×100                )2رابطه (
	وزن	باقیمانده
  % خاکستر	وزن	نمونه

 46-12گیري پروتئین کنجاله از روش براي اندازه
AACC )1999) یک گرم از کنجالـه 1) استفاده شد .(

 25آرد شــده در ظــرف مخصــوص هضــم تــوزین و 
آن براي هضـم بـه درصد 98 یدسولفوریکاسلیتر میلی

افزوده شد. هضم کامل نمونه تا رسیدن به رنـگ سـبز 
 250-300یافـت. پـس از هضـم کامـل شفاف ادامـه 

با  همراه درصد 40لیتر سود میلی 120لیتر آب و میلی
پرل و پودر روي براي ممانعت از ایجاد کف زیاد بـه 

 50محلول هضم شده افزوده شد. یـک ارلـن حـاوي 
رد در لیتر اسید بوریک و چند قطره معـرف متیـلمیلی

کــه قســمت انتهــایی  ينحو بهانتهــاي دســتگاه تقطیــر 
ور باشـد کامل در اسید غوطـه به شکلدستگاه تقطیر 

 250یدن به حداقل حجم قرار داده شد و تقطیر تا رس
لیتر انجام گرفت. محلـول حاصـل بـا اسـتفاده از میلی

نرمال تا رسیدن به رنگ صورتی  1/0یدسولفوریک اس
   محاسبه شد. 3تیتر و درصد پروتئین کل از رابطه 

  )3رابطه (
	اسیدمصرفی لیترمیلی 4/7	×100×نرمالیته	اسید	سولفوریک×	

 % ازت=وزن	نمونه

گرم نمونـه روي کاغـذ  3گیري چربی براي اندازه
صافی توزین شده و پـس از بسـتن کاغـذ صـافی در 

دستگاه سوکسله قرار داده شـد.  کننده استخراجقسمت 
از  دوسـومپس از متصل کردن بالن با وزن مشـخص، 

و عمـل  پرشـدهحجم بـالن بـا حـلال پترولیـوم اتـر 
 از  پسساعت انجام گرفت.  6مدت  استخراج چربی به

مراحل حلال اضافی بازیافت و با قرار دادن بـالن ین ا
ــانتی 60در آون  ــه س ــاقیدرج ــراد ب ــلال گ ــده ح مان

جداسازي و بالن مجدداً توزین شد. درصد چربـی بـا 
  ). 12محاسبه شد ( 4استفاده از رابطه 
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    )4رابطه (
100×	وزن	اولیه	بالنିوزن	ثانویه	بالن

  ی% چرب= وزن	نمونه

کنجالـه دانـه کـدو  :دانه کدوتهیه کنسانتره پروتئین 
در آب پراکنـده شـد.  1:10شده به نسبت  گیريچربی

باز شـدن سـاختمان پـروتئین در اثـر تجمـع  منظور به
نرمال  1حلول سود محلول توسط م pH بارهاي همنام،

اي اتـاق سـاعت در دمـیک و به مدت رسانده  10 به
در  دقیقـه 20مـدت  مخلوط شد. محلـول حاصـل بـه

ــانتریف ــالوژ یس ــدل دار ( یخچ ــره Combi514Rم ، ک
برابر  5000دور گراد و درجه سانتی 4دماي با  )جنوبی

 دهـیرسوب منظور بهقرار گرفت.  شتاب گرانش زمین
 پـس از سـانتریفیوژ ییرومایع هاي دانه کدو پروتئین
رسانده شد و  pH 5نرمال به  1 یدکلریدریکاستوسط 

ــانتریف ــابه س ــرایط مش ــت ش ــوب یتح ــد. رس وژ ش
 مـورد(کنسانتره پروتئین) براي هیـدرولیز  آمده دست به

  . )25(قرار گرفت  استفاده
 منظور بـه: هیدرولیز کنسـانتره پـروتئین دانـه کـدو    

ین دانـه کـدو، کنسـانتره بـه هیدرولیز کنسانتره پـروتئ
ــافر (وزنی/حجمــی) در  درصــد 5نســبت  ــریسب -ت

) آنـزیم بهینـهحـد ( 9بـا  برابرpH  با اسیدکلریدریک
افـزوده شـد.  درصد 2تا  1نزیم در غلظت آ پراکنده و

 درجـه 45-55 ییدمـا يهیدرولیز در محـدوده سپس
 ساعت در انکوباتور شـیکردار 2-5 مدت بهگراد سانتی

 دور بـر دقیقـه 200) بـا ، کره جنوبیVS-8480مدل (
 درجــه 85در انتهــا واکــنش آنزیمــی در . شــدانجــام 
وژ یمتوقـف و سـانتریفدقیقـه  10مـدت  گراد به سانتی

 30مـدت  به برابر شتاب گرانش زمین 5000 کردن در
  . )20انجام گرفت ( براي حذف ترکیبات اضافه دقیقه
 :DPPHگیري فعالیت مهارکنندگی رادیکال اندازه
 پروتئین نمونه از یترلیکروم 1000 منظور این براي

 DPPH )1/0محلول  یترلیکروم 1000هیدرولیزشده با 
. شد مخلوط درصد 96در اتانول  شده  یهتهمولار) میلی

 تاریکی در و اتاق دماي در دقیقه 60 مدت مخلوط به

 موج  در طولجذب محلول  نهایت در شد. داشته  نگه
  . )3(شد  یريگ نانومتر اندازه 517

ــه ــرل  در نمون ــ کنت ــايهب ــول ج ــروتئین محل  پ
 شـد. اسـتفاده اتانول یترلیکروم 1000 از هیدرولیزشده

ــدگی رادیکــال از رابطــه محاســبه  5 فعالیــت مهارکنن
  گردید:     

      )5رابطه (

=
	جذب	نمونهିجذب	شاهد

جذب	شاهد ×   )%(فعالیت مهارکنندگی رادیکال 100
  

 نظـر ازسازي فراینـد بهینه منظور به: سازي فرایندبهینه
و دیـزاین اکسـپرت  افزار نرماز  یشیضد اکساخواص 

بـراي سـه  مرکـزيروش سطح پاسخ با طرح مرکب 
و زمـان  (X2)، دمـا (X1)متغیر مستقل غلظـت آنـزیم 

) استفاده شد. -1، 0+، 1در سه سطح ( (X3)هیدرولیز 
هاي مستقل با توجـه بـه نتـایج حدود هر یک از متغیر

  . آمد به دستهاي آزمایشی آزمون
ی ویژگی مهارکننـدگی رادیکـال موردبررسپاسخ  

DPPH  .تصـادفی بـا شـش  صـورت بهتیمـار  20بود
انتخاب شـدند.  افزار نرمتکرار در نقطه مرکزي توسط 

و  1ســطوح مختلــف متغیرهــاي مســتقل در جــدول 
مـدل  اسـت شده  ارائه 2تیمارهاي مربوطه در جدول 

 مـوردنظرهـاي بینـی پاسـخپـیش منظور بهرگرسیونی 
پاسخ یا  y، 6رابطه در پیشنهاد شد.  6رابطه  صورت به

در  DPPHمتغیر وابسته (فعالیت مهارکنندگی رادیکال 
 اثـرات b3  و b1،  b2مقـدار ثابـت،  b0مقدار واقعـی)، 

  و b12 ،b13  و درجه دوم اثرات b33و  b11،  b22خطی، 
b23 ضرایب رگرسیونی، رسـم باشند. متقابل می اثرات

 دیـزاین اکسـپ افزار نرمسازي توسط ها و بهینهنمودار
 F  ها از طریق محاسبه مقدارداري آزمونانجام و معنی

  شد. یبررس 05/0 سطح احتمال در
  )6رابطه (

Y= b0 + b1x1 + b2x2 + b3x3 + b12x1x2 + b13x1x3 + 
b23x2x3 + b11x1

2 + b22x2
2 + b33x3

2            
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 دانه کدو هیدرولیزشده پروتئین یفعالیت ضد اکسایش سازي ینهبهبراي  استفاده موردسطوح متغیرهاي مستقل  -1جدول  
Table 1. Different levels of independent factors used for optimization of anti-oxidative activity of hydrolyzed 
pumpkin seed protein  

 متغیرهاي مستقل
Independent factors  

  حدود تغییرات
Range  

 غلظت آنزیم (%)
Enzyme concentration (%)  3 1.5  1  

 گراد)دماي هیدرولیز (درجه سانتی
Hydrolysis temperature (°C)  55  50  45  

 زمان هیدرولیز (ساعت)
Hydrolysis time (h)  7  3.5  2  

 
 با در نظر گرفتن ضرایب رگرسیونی 7رابطه  یتدرنها
 DPPHمهارکنندگی رادیکال  ویژگی براي دارمعنی

  پیشنهاد شد.
  )7رابطه (

فعالیت مهار رادیکال(%)=   
1.17 X3

2-2764.52-175.98X1+42.57X1
2-4.4 X2

2-   
 

دما  به ترتیب غلطت آنزیم، X3و X1 ،X2که در آن 
 و میـزان ضـریب تبیـین باشـند.و زمان هیدرولیز مـی

ترتیـب  به شده ارائهبراي مدل  شده یلتعدضریب تبیین 
ــا  ــرازش  9211/0و  9585/0برابــر ب و مقــدار عــدم ب

.اسـت شده یشنهادپبود که بیانگر اعتبار مدل  2434/0

  
 پروتئین هیدرولیز شده دانه کدو ضد اکسایشتیمارهاي تصادفی و فعالیت  -2جدول 

Table 2. Random treatments and resulting anti-oxidant activities of pumpkin seed protein hydrolysates 

 تیمار

Treatments  

 غلظت آنزیم (%)

Enzyme 
concentration (%)  

 دماي هیدرولیز

 گراد)(درجه سانتی
Hydrolysis temperature 

(°C)  

زمان هیدرولیز 
 (ساعت)

Hydrolysis time 
(h)  

فعالیت مهارکنندگی رادیکال 
DPPH (%) 

DPPH radical scavenging 
activity (%) 

1 1 45 5 48.05  
2 2 45 2 47.43  
3 3 45 2 45.87  
4 1.5 45 3.5 41.86  
5 2 45 5 49.27  
6 2 50 3.5 90.14  
7 1.5 50 3.5 68.33  
8 1.5 50 3.5 73.16  
9 1.5 50 3.5 71.37  
10 1.5 50 3.5 77.24  
11 1.5 50 3.5 77  
12 1.5 50 3.5 69.42  
13 1 50 3.5 81.93  
14 1.5 50 5 69.58  
15 1.5 50 2 61.37  
16 1 55 2 38.12  
17 2 55 2 50.68  
18 1 55 5 33.71  
19 2 55 5 46.2  
20 1.5 55 3.5 50.37  
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  نتایج و بحث
  :اله کدوهاي کنجویژگی

آورده  3 یج آنالیز تقریبـی کنجالـه کـدو در جـدولنتا
  شده است.

 .کنجاله کدو ترکیبات شیمیایی -3جدول 
Table 3. Chemical compositions of Pumpkin oil 
cake. 

 *ویژگی

characteristic  
  (%) درصد

Percent (%)  
 پروتئین

(Protein)  
3.51 ±48.57  

 چربی
(Fat)  

0.58 ±8.93  

 رطوبت
(Moisture)  

0.52 ±6.24  

 خاکستر
(Ash)  

0.17 ±7.11  
  .نتایج میانگین سه تکرار هستند *

Data were obtained from three replications. 
  

 تأثیر غلظت آنزیم و زمان هیدرولیز بر مهار رادیکال
DPPH : نقــش غلظــت آنــزیم و زمــان هیــدرولیز بــر
هاي هیـدرولیز شـده در یشی پروتئیناکساضدویژگی 
افزایش غلظت آنـزیم  است. با شده دادهنشان  1شکل 

درصـــد کـــاهش جزئـــی در فعالیـــت  5/1تـــا  1از 
بـا افـزایش اکسایشی مشاهده شـد. ایـن ویژگـی ضد

افزایش چشـمگیري نشـان  درصد 2تا  5/1غلظت از 
مربوط به غلظت  داد. بیشترین خاصیت ضد اکسایشی

  آنزیم بود.  درصد 2
 2-20اعتقاد بر این است که پپتیدهاي حاوي 

-3000( 6000کمتر از  یمولکولوزن  آمینواسید و با
اکسایشی قوي از خود ) دالتون خاصیت ضد1000

 شده گزارش). با توجه به نتایج 13 و 2دهند (بروز می
تولید چنین  میزان احتمالاًتوان نتیجه گرفت که می

  آنزیم بیشتر بوده است درصد 2پپتیدهایی در غلظت 
 ،نمودار مربوط به زمان هیـدرولیز میانی در قسمت

هـا بیشتري نسبت به سایر زمـان ضد اکسایشیقدرت 
در در دو انتهاي نمودار یعنـی  که یدرحالمشاهده شد. 

این ویژگی کمتـر قدرت ساعت هیدرولیز  5و  2زمان 
ــان  ــرین خاصــیت  5/3از زم ــود. کمت ضــد ســاعت ب
کـم ساعت هیدرولیز مشاهده شد.  2پس از  اکسایشی

خاصیت ضد اکسایشی در ساعت دوم هیدرولیز  بودن
توان به کـم بـودن زمـان ها را مینسبت به سایر زمان

و ها دسترسی آنزیم به سوبسترا براي هیدرولیز پروتئین
کاهش ویژگی اکسایش نسبت داد. تولید پپتیدهاي ضد

سـاعت  5ضد اکسایشی پپتیـدهاي تولیـدي در زمـان 
بـا پیشــرفت  هیـدرولیز نیـز ممکـن اســت در ارتبـاط

کـه  هیدرولیز و اثر بیشتر آنزیم بر ماده پروتئینی باشد
منجر به شکسته شدن برخی از پپتیدهاي ضد اکسایش 

  ).9در مراحل اولیه هیدرولیز گردد ( یدشدهتول
ضـد  قـدرتبررسـی ) با 2011سون و همکاران (

اکسایشی پپتیدهاي حاصـل از هیـدرولیز هموگلـوبین 
رابطه مسـتقیمی میـان زمـان  خوك اعلام کردند الزاماً

هیدرولیز و خاصـیت ضـد اکسایشـی پپتیـدها وجـود 
ــد  ــدارد، بلکــه خــواص ضــد اکسایشــی پپتی ــزء ن ج

هـاي اسـیدهاي ذاتی آن بوده و وابسته به نـوع  ویژگی
 يتـر مثال عنوان بـه). 17( اسـتموجود در پپتید  آمینه

 Cحاوي تریپتوفان یـا تیـروزین در انتهـاي  یدهايپپت
آروماتیـک  هاي آمینـهاسیدا یون هیدروکسیل زنجیره ی

 ،4باشـند (مؤثر می در خاصیت ضد اکسایشی پپتیدها
 ). رونــد تغییــرات در قــدرت ضــد اکسایشــی14

هاي هیدرولیز شده در طـول زمـان مشـابه بـا  پروتئین
) 2013توسط مهرگان و همکاران ( شده  گزارشروند 

در مورد هیدرولیز آنزیمی ماهی کاراس بـا اسـتفاده از 
  ).8آنزیم آلکالاز بود (

نقش غلظـت آنـزیم و دمـاي هیـدرولیز بـر مهـار       
اکسایشی پپتیدها ویژگی ضدکاهش : DPPHرادیکال 

و افـزایش  درصـد 5/1تـا  1با تغییر غلظت آنـزیم از 
 2تـا  5/1از آنـزیم  ویژگی مذکور با افـزایش غلظـت

  ).2رابطه مستقیم دارد (شکل  درصد
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  با تغییر در غلظت آنزیم و زمان هیدرولیزپروتئین هیدرولیز شده کدو  ضد اکسایشتغییرات قدرت  -1شکل 
Figure 1. Changes in the anti-oxidant activities of pumpkin oil cake hydrolysates in response to change in enzyme 

concentration and hydrolysis time  
 

هاي خاصیت ضد اکسایشی پروتئین در مورد اثر دما بر
گراد تا دمـاي درجه سانتی 45هیدرولیز شده، از دماي 

گراد میـزان فعالیـت ضـد درجه سانتی 50میانی یعنی 
درجه این ویژگی به  50اکسایشی افزایش یافت و در 

 55تـا  50حداکثر خود رسید، سپس با افزایش دما از 
 افت گردید.دچار  مجدداًگراد این ویژگی  درجه سانتی

در روغـن  یدهاپپت يترو  -در مورد دي هاپژوهش
هـاي لیپـوزومی نشـان داده اسـت کـه یا سوسپانسیون

اکسایشی پپتیدهاي زیست فعال حاصـل از قدرت ضد
هـاي فلـزي و هیدرولیز مربوط به شـلاته کـردن یـون

هـاي آزاد از طریـق خاتمه دادن بـه فعالیـت رادیکـال
 اسـتآمینواسیدهاي خاص در زنجیره جانبی پپتیـدها 

ها توسط آنزیم ). تخریب ساختمان طبیعی پروتئین18(
 بـاهاي فعـال آمینواسـیدي گیري گونهمنجر به معرض

که بسته بـه نـوع  )17گردد (ضد اکسایشی می یتقابل
ــیش  ــدرولیز، شــرایط محیطــی و پ ــزیم، درجــه هی آن

بر ماده اولیه متفاوت خواهد بـود  شده اعمالتیمارهاي 
در غلظت  شده یدتولهاي هیدرولیز شده احتمالاً. )18(
ــاي 2 ــزیم و دم ــانتی 50% آن ــه س ــاوي درج ــراد ح گ

اي آمینواسیدهاي خـاص و ترکیبـات الکتـرون دهنـده
 علاوه بـهاند. هاي آزاد بودهواکنش با رادیکال یتباقابل

سید سیستئین کـه داراي ممکن است میزان تولید آمینوا
تحت این شرایط کمتـر  ،است یدانیپرو اکسخاصیت 

است که افزایش غلظـت  شده گزارش). 23بوده باشد (
تواند اثر ضد اکسایشی هاي هیدرولیز شده میپروتئین

 و پس از افزایش غلظـت را به یک حد بیشینه برساند
تبدیل گـردد  یدانیپرو اکساکسایشی به ، اثر ضدمزبور

)18(.
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  توسط پروتئین هیدرولیز شده کدو DPPHقابلیت مهار رادیکال  اثر غلظت آنزیم و دماي هیدرولیز بر -2شکل 
Figure 2. Effect of enzyme concentration and hydrolysis temperature on DPPH radical scavenging activity of 

pumpkin oil cake hydrolysates 
 

ــیت      ا ــر خاص ــدرولیز ب ــاي هی ــان و دم ــر زم ث
کمتــرین قــدرت  3مطـابق بــا شــکل  :اکسایشــیضد
 بـه کـدو مربـوطپروتئین هیدرولیز شده  یشیاکساضد

گراد و بیشترین میزان این درجه سانتی 55و  45دماي 
گراد بود. تأثیر درجه سانتی 50ویژگی مربوط به دماي 

تغییرات زمان هیـدرولیز بـر خاصـیت مهـار رادیکـال 
DPPH  کندتر از غلظت آنزیم بود و ایـن تغییـرات در

از . بـودهـا هیدرولیز کندتر از سایر زمـان انتهاي دوره
هـا نمونه ضد اکسایشی واصساعت خ 5/3تا  2زمان 

ساعت این ویژگی بـا  5تا  5/3از زمان  و پس افزایش
ــت  ــار اف ــدکی دچ ــرعت ان ــدس ــا .گردی ــایج  بربن نت

یدشـده تولتمامی پپتیدهاي زیست فعـال  آمده دست به
ــال  ــار رادیک ــیت مه ــا  DPPHداراي خاص ــد، ام بودن

بیشترین میـزان ایـن خاصـیت مربـوط بـه پپتیـدهاي 
گـراد، درجه سـانتی 50یدشده تحت شرایط دمایی تول

آنـزیم  درصـد 2هیدرولیز و غلظت ساعت  5/3زمان 
ممکن است به علت افزایش در دسترس بودن بود که 

تیروزین و هاي فعال و آمینواسیدهاي مؤثر مانند مکان
گریز مانند پرولین، لوسـین، ي آبآمینواسیدها، متیونین

آلانین، تریپتوفان و فنیل آلانین، آمینواسیدهاي اسـیدي 
ـــک و  ـــید گلوتامی ـــپارتیک و اس ـــید آس ـــد اس مانن

کـه قـادر بـه آمینواسیدهاي بازي ماننـد لیـزین باشـد 
 )19باشـند (واکنش دادن بـا رادیکـال و مهـار آن مـی

توسط  هشد ارائهبررسی اعتبار مدل  اعتبار سنجی مدل:
 منظور بـهانجام گرفت. شرایط بهینه دیزاین اس افزار نرم

 بـه DPPHدستیابی به بیشینه پتانسـیل مهـار رادیکـال 
گراد،  یسانتدرجه  1/50در دماي  درصد 08/88میزان 

 2غلظت آنزیم برابر با  ساعت و 52/3زمان هیدرولیز 
بررسـی  منظور بـهپیشنهاد شـد.  افزار نرمتوسط درصد 

 مـوردتیمـار  افزار نرمیشنهادشده توسط پاعتبار شرایط 
در دو تکــرار تولیــد و خاصــیت مهــار رادیکــال  نظــر

DPPH  ی بررسی شد. این ویژگـ شده ذکرطبق روش
محاسبه گردیـد  درصد 47/89در شرایط بهینه برابر با 

شـده  یشـنهادپکه تا حدود زیادي نزدیـک بـه میـزان 
توجه به نتایج، مدل پیشنهادي . با است افزار نرمتوسط 
بینـی اثـرات سـه  ی قادر به پیشخوب به افزار نرمتوسط 

خاصـیت ضـد  متغیر زمان، دمـا و غلظـت آنـزیم بـر
  اکسایشی پروتئین دانه کدو بوده است.  

  

  

)گراددرجه سانتیهیدرولیز ( دماي  
Hydrolysis temperature (°C) 
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  .

  
 
 
  
  

  زمان هیدرولیز و با تغییر در دما پروتئین هیدرولیز شده کدو ضد اکسایشیتغییرات قدرت  -3شکل 
Figure 3. Changes in anti-oxidative activity of pumpkin oil cake hydrolysates in response to changes in  

hydrolysis time and temperature   
  

  کلی گیري یجهنت
هـا هاي آزاد ناشی از اکسیداسـیون چربـیرادیکال

و نیـز  کننده مصرف سلامت بهمنجر به صدمات جدي 
در ایـن گردنـد. تغییر و یا افت کیفیت مواد غذایی می

 منظور بـههیدرولیز آنزیمی پروتئین دانه کـدو  پژوهش
تعیین شرایط بهینه در تولید پپتیدهاي واجـد خـواص 

نتـایج  بنـا بـرقرار گرفت.  یموردبررس ضد اکسایشی

 پروتئین دانه کـدو یـکهیدرولیز آنزیمی  آمده دست به
 یضـد اکسایشـ ویژگیبا  مؤثر در تولید پپتیدها روش
ضد ترکیبات  عنوان بهتوان از چنین پپتیدهایی می .است

 ترکیبـات ضـد اکسـایشطبیعی و جایگزین  اکسایش
  .نمودهاي غذایی استفاده سنتزي در فرمولاسیون
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Abstract  
Background and objectives: Antioxidant activity is one of the most important properties of 
bioactive peptides derived from enzymatic hydrolysis of proteins which makes them suitable to 
be used as a natural antioxidative agent in foods. In the present research, the possibility of 
bioactive peptide production with the maximum 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
scavenging activity through the enzymatic hydrolysis of pumpkin (Cucurbita pepo) oil cake 
protein by using Alcalase was investigated.  
 
Materials and methods: Optimization of hydrolysis conditions was carried out using the 
Response Surface Methodology (RSM) with the Central Composite Design plot. For this 
purpose, enzyme concentration of 1-2%, temperature 45-55 °C and the hydrolysis time of 2-5 h 
were evaluated as independent variables.  
 
Results: The results showed that the optimum condition to achieve maximum DPPH radical 
scavenging activity was: hydrolysis temperature 50.1 °C, hydrolysis time 3.53 h and the enzyme 
concentration of 2% that resulted in antioxidant activity of 89.47%. Such activity was very close 
to the value suggested by the software (88.08%). R2 and adjusted R2 of the suggested model 
were 0.9585 and 0.9211, respectively. Moreover the lack of fit was calculated as 0.2434 
indicating the reliability and fitness of suggested model based on the considered response.  
 
Conclusion: Based on the results, bioactive peptides from enzymatic hydrolysis of pumpkin 
cake protein had suitable antioxidant activity and can be applied to develop functional foods.    
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