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Background and objectives: The use of synthetic antioxidants in the 
food industry is subject to strict laws due to the potential negative 
effects of these compounds on human health. As a result, replacing 
synthetic chemical antioxidants with various natural antioxidant 
compounds has become an important field of study. Numerous 
researches have shown that the addition of hydrolyzed proteins or 
peptides with antioxidant properties can effectively prevent the 
oxidation of fats during transportation and storage, which preserves 
the taste and quality of nutrition. Due to the fact that different 
enzymes have different effects on the same substrate and due to the 
fact that it has been claimed that the combination of enzymes 
improves the bioactivity characteristics of the product, the aim of this 
research was to compare the effect of simple enzymatic hydrolysis 
versus sequential hydrolysis on the antioxidant properties of 
hydrolyzed pumpkin seed protein. 
 
Materials and Methods: Pumpkin seed protein was first extracted 
and then hydrolyzed by two enzymes, trypsin and pepsin, in a simple 
and sequential hydrolysis condition. At first, in order to achieve the 
appropriate time of simple hydrolysis, the two mentioned enzymes 
were used separately in the condition of an enzyme-to-substrate ratio 
of 2%, optimum temperature (37°C), and optimum pH for each 
enzyme and during the times of 30, 60, 90, 120, 150, 180, and 210 
minutes. In the next step, using the optimal time of 180 minutes, four 
sequential hydrolysis treatments were performed. 
 
Results: The results of the first step showed that the hydrolysates 
produced in 180 minutes have a high antioxidant capacity based on 
DPPH free radical scavenging activity, iron ion reduction power, total 
antioxidant capacity, and iron ion chelating activity. In the next step, 
using optimal time 180 minutes, four sequential hydrolysis condition 
were used as follows: 90 minutes of hydrolysis with trypsin and then 
90 minutes with pepsin enzyme (treatment 1), 90 minutes of 
hydrolysis with pepsin and then 90 minutes with trypsin enzyme 
(treatment 2), 120 minutes of hydrolysis with trypsin and then 60 
minutes with pepsin enzyme (treatment 3), 120 minutes of hydrolysis 
with pepsin and then 60 minutes with trypsin enzyme (treatment 4) 
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and were compared with two simple hydrolysis treatments including: 
180 minutes of hydrolysis with Trypsin (treatment 5) and 180 minutes 
of treatment with pepsin (treatment 6) in terms of the four above 
mentioned antioxidant tests. The results showed that the sample under 
sequential hydrolysis treatments showed higher antioxidant capacity 
compared to simple hydrolysis. 
 
Conclusion: Due to the difference in the composition and sequence 
and different size as a result of the different degree of hydrolysis of 
the peptides, the sample resulting from the sequential hydrolysis of 
the two enzymes showed higher antioxidant activity. 
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  هاي کلیدي: واژه 
  ن یپسیو تر ن یپپس  میآنز

  دانه کدو  نیپروتئ 
  شده  ز یدرولیه  نیپروتئ 

  ساده   زیدرولیه
 یبیترک  زیدرولیه

هاي سنتزي در صنعت مواد غذایی به دلیل اثرات بالقوه منفی اکسیدانکاربرد آنتی  سابقه و هدف:
ــان تحـت قوانین   ــلامـت انسـ ــخـتاین ترکیبـات بر سـ گیرانـه قرار دارد؛ در نتیجـه جـایگزینی  سـ

یدانآنتی نتزي با انواع ترکیبات آنتیاکسـ یمیایی سـ یدانی طبیعی به یک زمینه مطالعاتی  هاي شـ اکسـ
ان داده اسـت که افزودن پروتئین شـده یا هاي هیدرولیزمهم تبدیل شـده اسـت. تحقیقات متعدد نشـ

ونقل  ها در طی حملطور موثري از اکسیداسیون چربیتواند بهاکسیدانی میپپتیدها با ویژگی آنتی
گردد. با اي موادغذایی میو نگهـداري ممـانعـت نمـاید که این امر باعث حفظ طعم و کیفیـت تغذیه

هاي مختلف بر روي یک سـوبسـتراي یکسـان داراي اثرات متفاوتی هسـتند و که آنزیمتوجه به این
هاي زیســـت فعالی ب آنزیم موجب بهبود ویژگیبا توجه به این که ادعا شـــده اســـت که ترکی

ــل می ــول حاص ــاده و محص ــه تأثیر هیدرولیز آنزیمی س گردد بنابراین هدف این پژوهش مقایس
  .باشدهاي آنتی اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده دانه کدو میترکیبی بر روي ویژگی

 

جهت انجام هیدرولیز از دو آنزیم ابتدا پروتئین دانه کدو اســـتخراج و ســـپس    ها:مواد و روش
صورت ساده و ترکیبی استفاده شد. جهت دستیابی به زمان مناسب هیدرولیز تریپسین و پپسین به

اده از دو آنزیم مذکور به رایط  سـ وبسـترا صـورت جداگانه در شـ  37(  ، دما  %2نسـبت آنزیم به سـ
انتی ، 60،  30هاي  ) و در طی زمان8و تریپسـین    2مناسـب هر آنزیم (پپسـین   pHو    گراد)درجه سـ

دقیقه اسـتفاده شـد. در مرحله بعد، با اسـتفاده از این زمان بهینه چهار    210و    180،  150،  120،  90
امل قابلیت مهار رادیکال   یدانی شـ تیمار هیدرولیز ترکیبی انتخاب و از نظر چهار آزمون آنتی اکسـ

ــلاته کنندگی یون ، قدرDPPHآزاد  ــیدانی کل و فعالیت ش ت احیاء یون آهن، ظرفیت آنتی اکس
دقیقه   180) و  5دقیقه هیدرولیز با تریپسـین (تیمار    180آهن با دو تیمار هیدرولیز سـاده شـامل:  

  ) مقایسه انجام گرفت.6تیمار با پپسین (تیمار 
  

ه افتـ ا:یـ ــده  هـ ــان داد کـه هیـدرولیز شـ ایج نشـ ان نتـ ابلیـت  180هـاي تولیـدي در زمـ دقیقـه داراي قـ
ــاس قابلیـت مهار رادیکال آزاد آنتی ــیـدانی بالایی بر اسـ )، قدرت %25/63و    DPPH )9/68اکسـ

) و فعالیت شـــلاته  24/1و    42/1)، ظرفیت آنتی اکســـیدانی کل (86/0و    99/0احیاء یون آهن (
ــین می%64و    69کنندگی یون آهن ( ــین و پپس ــند. در مرحله بعد، با ) به ترتیب براي تریپس باش
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تفاده از این زمان بهینه چهار تیمار هیدرولیز ترکیبی به دقیقه هیدرولیز با تریپسـین   90صـورت: اسـ
دقیقه با   90دقیقه هیدرولیز با پپسـین و سـپس   90)،  1دقیقه با آنزیم پپسـین (تیمار    90و سـپس 

ــپس    120)، 2آنزیم تریپســین (تیمار   دقیقه با آنزیم پپســین   60دقیقه هیدرولیز با تریپســین و س
) انتخاب و 4یقه با آنزیم تریپسین (تیمار  دق  60دقیقه هیدرولیز با پپسـین و سـپس    120)،  3(تیمار  

دقیقه هیدرولیز با   180از نظر چهار آزمون آنتی اکسـیدانی فوق با دو تیمار هیدرولیز سـاده شـامل:  
فت. نتایج نشـان داد ) مقایسـه انجام گر6دقیقه تیمار با پپسـین (تیمار    180) و  5تریپسـین (تیمار  

ــتفـاده تیمـارهاي هیـدرولیز ترکیبی   ــه با تیمارهاي   4و    3که در بین تیمـارهاي مورد اسـ در مقایسـ
اده ( ان می) قابلیت آنتی6و    5هیدرولیز سـ که بالاترین طوري دهند بهاکسـیدانی بالاتري از خود نشـ

ــیـدانی کل و DPPHمیزان قابلیـت مهـار رادیکـال آزاد  ، قدرت احیـاء یون آهن، ظرفیـت آنتی اکسـ
ه میزان   ه ترتیـب بـ ه کننـدگی یون آهن بـ ــلاتـ الیـت شـ ار   %77و  56/1،  23/1%،    85/79فعـ در تیمـ

ار  درولیز ترکیبی (تیمـ ایین4هیـ ه میزان  ترین میزان آن) و پـ ه ترتیـب بـ ا بـ و   28/1، 91/0،  %7/65هـ
  ) مشاهده شد.6در تیمار هیدرولیز ساده (تیمار  68%

  

کسـیدانی محصـولات هیدرولیز شـده در شـرایط مختلف  نتایج بررسـی قابلیت آنتی  گیري:نتیجه
به دلیل ایجاد پپتیدهاي متفاوت از نظر اندازه، ترکیب و توالی به دلیل (هیدرولیز ساده یا ترکیبی)  

ــل از فعالیت ترکیبی دو آنزیم قابلیت آنتی ــیدانی تفاوت در میزان هیدرولیز، پپتیدهاي حاص اکس
  بالاتري از خود نشان دادند.

 

 زیدرولیه نیپروتئاکسـیدانی ارزیابی قابلیت آنتی).  1403. (ابوالفضـل ،ي فدو  ؛نیدحس ـیس ـ، قابوس  ینیحس ـ  ؛ایرؤ ،ي بزاسـتناد:  
فرآوري و نگهداري مواد . توسـط پپسـین و تریپسـین  یبیسـاده و ترک  یمیآنز  زیدرولیهتحت تأثیر  شـده دانه کدو 
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  مقدمه
عملکردي    هايویژگیحیوانی به دلیل  هايپروتئین

 طور به و قرارگرفته گسـترده مورد بررسـی    طوربه عالی  
ــتممعمول   ــیسـ ــتفاده   هايدر سـ قرار غذایی مورد اسـ

ــااین.  گیرنــدمی این    وجودب ــأثیر  هــاپروتئینتولیــد    ت
قابل توجهی دارد. برآورد شـده اسـت که   محیطیزیسـت

ــت د گوشـ ــارکـت تولیـ اي    میزان مشـ ازهـ د گـ در تولیـ
ده  %25به میزان   ايگلخانه  ت برآورد شـ علاوه . )1(  اسـ

رف گوشـت  ا براي مصـ ت.    روبه براین تقاضـ افزایش اسـ
ــاس ــازمان ملل متحد جمعیت دنیا در   بر اس برآورد س

ه میزان 2050ســـال   د   9  بـ ارد نفر افزایش خواهـ میلیـ
یافت. بخش قابل توجهی از این افزایش در کشـورهاي 

مصـــرف  هاآنکه در   گیردمیجهان ســـوم صـــورت 
قابل  بخشنتیجه افزایش اســت. در  روبه گوشــت نیز 

ــف و مطـالعـه برروي منـابع  توجهی از تحقیقـات به کشـ
ت هزینه تولید . )2( پروتئینی دیگر معطوف گردیده اسـ

اهی   ه پروتئین گیـ ت بـ ــبـ برابر    10پروتئین حیوانی نسـ
ــت ــتر اس در نتیجه، علاقه به تحقیق در زمینه   .)3(  بیش

ايپروتئین اهی و عملکرد    هـ اآنگیـ ه در    هـ ايدهـ اخیر    هـ
 هرحالبه   قابل توجهی افزایش یافته اســت.  صــورتبه 

صــیات  خصــو  ازجمله راي مشــکلاتی اد هاپروتئیناین 
ــم پایین ــندمی  عملکردي و قابلیت هض هیدرولیز  .باش

دمیآنزیمی محـدود   ت و   توانـ ادي حلالیـ ا حـد زیـ تـ
اري از   ــیـ ابراین کـاربرد بـالقوه بسـ را بهبود   هـاپروتئینبنـ

یمیایی   بخشـد و به دلایل مختلف نسـبت به هیدرولیز شـ
 ايتغذیه : کیفیت ازجمله داراي مزایاي بیشـــتر اســـت 

ــیمیایی   ــبت به ش ــیدهاي آمینه در روش آنزیمی نس اس
ــودمیبهتر محـافظـت    تـأثیر، نوع آنزیم و انتخـاب آن شـ

ــولات   ايعمده در هدایت هیدرولیز جهت تولید محص
ــده مطلوب دارد   درولیز شـ درولیز آنزیمی.  )4(هیـ   هیـ

ه  انـ ث    تنهـ اعـ ت پروتئین  بـ ه   گرددمیافزایش حلالیـ بلکـ
ــول تولیـدي   هـايویژگیبـاعـث ایجـاد  جـدیـد در محصـ

ــولات   توانـدمی. این عمـل گرددمی بـاعـث تولیـد محصـ

 هیدرولیز شده با توانایی تثبیت کف، پایداري امولسیون 
ا حتی  ايویژگیو یـ ــت هـ دگی زیسـ اهنـ الی نظیر کـ فعـ
ارخون یدان یا میکروبضـد، فشـ به ، آنتی اکسـ فعالیت شـ

ــتیز يدهایپپت).  5مخدري گردد ( ــتقات  س فعال، مش
 هیاول نیهســتند که در ســاختمان منبع پروتئ  ینیپروتئ

 یسـلامت اتیخصـوص ـ  شیبوده و پس از رها  رفعالیغ
 يدینواس ــیآم یو توال بیترک يبر مبنا  یمتفاوت یبخش ــ

فعال،  ســتیز يدهایپپت طورکلیبه .  دهندیخود بروز م
ه  دبـ جـ ده  میاز تنظ  يدی ـعنوان نســـل  اکننـ ال   يهـ فعـ

 یقابل توجه  لیکه پتانس ـ  شـوندیشـناخته م یکیولوژیب
ــگیدر پ  ــ يریشـ دارنـد؛   هـايمـاریاز ب  ياری ـو درمـان بسـ

با   باتیترک  نیها نشـان داده اسـت که اپژوهش نیهمچن
از رشــد   يریو جلوگ  دهایپیل  ونیداس ــیممانعت از اکس ــ

ب لیپتانس ـ  یکروبیم  ییمواد غذا  تیفیدر حفظ ک  یمناسـ
ــد.   ــه دارن ا  طـورب مـول  ت ـی ـمـعـ پـ پـ  ــن    2- 20  يدارا  هــادی

 ــیآم ی داراي وزن وزن مولکول  از نظر  بوده و  دی ـنواسـ
. همانطور که ذکر شـد دنباش ـیدالتون م  6000از   ترپایین

به ســاختار،   باتیترک  نیا یبخش ــ  یســلامت  هايویژگی
 ــیآم یو توال بیترک ــتگهاآن  يدینواس دارد که در   یبس

 ــ هاآن جه ینت  ــ  یســلامت  اتیخصــوص  یگوناگون یبخش
 بهبود ، ضدالتهاب  سرطان،همچون ضد فشارخون، ضد  

تمیس ـ د د ،یدانیاکس ـیبدن، آنت  یمنیا  سـ د   ابتیضـ و ضـ
   ).6( انددادهکلسترول از خود نشان 
شــیوه تولید این  ترینمرســومهیدرولیز آنزیمی،  

د   ــمنـ ات ارزشـ ــدمیترکیبـ اشـ رایج مورد   هـايآنزیم.  بـ
ــیوه،  ــتفاده در این شـ گیاهی و میکروبی    هايآنزیماسـ

ــین، ترمولایزین،   ائین، فیسـ اپـ الاز، فلاورزیم پـ نظیر آلکـ
ین   هايآنزیمپروناز و یا   ین و تریپسـ ی نظیر پپسـ گوارشـ

ــنـدمی ــورتبـه کـه  بـاشـ جـداگـانـه و یـا در ترکیـب بـا    صـ
د   ت تولیـ دیگر، جهـ ايتوالییکـ ک از   هـ دي کوچـ پپتیـ

وط لـ خـ ــاده    هــايمـ ف ــتـ اسـ ورد  مـ ی  نـ یـ ئـ روتـ پـ ــده  ی چـ یـ پـ
ــی  7(  گیرنـدقرارمی ــاصـ ). بـا توجـه بـه عملکرد اختصـ

رفی یکی از فاکتورهاي مهم در ها،  آنزیم نوع آنزیم مصـ



 1403، 4، شماره 16فرآوري و نگهداري مواد غذایی، دوره  

6 

آنزیم ویژگی پپتیدهاي زیســـت فعال تولیدي اســـت.  
پپسـین منجر به هضـم شـدن باندهاي پپتیدي از طریق  

ــیدهاي آمینه  ــتن پیوند میان اس ــکس مانند   آب گریزش
لوســین و اســیدهاي آمینه آروماتیک مانند فنیل آلانین،  

ــایر اســیدهاي آمینه   گرددمیتریپتوفان و تیروزین با س
ــت که .  )8( ــرینی از پانکراس اس ــین پروتئاز س تریپس

ــم  غذایی را دارد و بر زنجیره   هايپروتئینقابلیت هض
ا بـار مثبـت لایزین و آرژنین اثر  و آن   گـذاردمیجـانبی بـ

ــکنـدمیرا   ــت و شـ ــین یـک انـدو پپتیـداز اسـ . تریپسـ
  ).9( شکندمیپیوندهاي پپتیدي را از داخل زنجیره 

 ترینمهماز    اکسیدانیآنتیپپتیدهاي داراي ویژگی    
اجزاء فراسـودمند غذایی هسـتند که مورد توجه بسـیاري 
ذا قرار  ت غـ ــنعـ ان و صـ دگـ ــرف کننـ از محققین، مصـ

ه  ــیـل کـاربرد    انـدگرفتـ انسـ در   هـاآنو این امر بـه دلیـل پتـ
ت و ایمنی   د و حفظ کیفیـ ــودمنـ اي فراسـ ذاهـ د غـ تولیـ

ــت ( ــولات غذایی اس تحقیقات مختلفی بر ).  10محص
اي  روي دهـ د پپتیـ ا ویژگی    تولیـ دانبـ ــیـ از   یآنتی اکسـ

ــورت ــولات گیاهی ص ــت.  محص ــمائیگرفته اس  و  س
ــده بـاقلا را  )  1399( همکـاران بـه پروتئین هیـدرولیز شـ

 اکسیدانی  آنتی  هايویژگیترکیبی تولید و از نظر    روش
د ــی دادنـ د  مورد بررسـ ه   و گزارش کردنـ درولیز   کـ هیـ

 هايغلظت در( نیپس ـیتر و آلکالاز هايآنزیم  ترکیبی با
ــد  5/1و   5/1 تولیـد پروتئین هیـدرولیز منجر بـه    )درصـ

 آهن ونی کنندگیشـلاته   تیخاص ـشـده با بالاترین میزان  
  )،2007و همکاران (  لی  .)11(  ) شــددرصــد  72/92(

ت خوك را هیدرولیز آنزیمی     37در دماي کلاژن گوشـ
با استفاده از آنزیم ساعت    24درجه سلسیوس به مدت  

ین  ل  انجام دادندپپسـ ده حاصـ ولات هیدرولیز شـ . محصـ
اعت تحت تیمار   24جداگانه به مدت   طوربه   هریک سـ

و مخلوط  1پاپائین، پروتئاز پانکراس گاوي  هايآنزیمبا  
ســه آنزیم (پروتئاز پانکراس گاوي، پروتئاز حاصــل از 

 
1 Protease from bovine pancreas 
2 Streptomyces 

ترپتومایسـس او   2اسـ یلوس پلی میکسـ ) قرارگرفتند. 3باسـ
ــط  ــده توس ــان داد که پپتیدهاي هیدرولیز ش نتایج نش

را از  اکســـیدانیآنتیمخلوط آنزیم، بیشـــترین فعالیت 
  .)12(  خود نشان دادند

دو ( کـ ه  ه )  .Cucurbita pepo Lدانـ ک    عنوانبـ یـ
بالاي  نسـبتاًمحصـول جانبی کشـاورزي، داراي مقادیر  

ک)   40-30پروتئین ( ب ماده خشـ د برحسـ ت درصـ .  اسـ
پروتئین آن غنی از اسیدهاي آمینه ضروري بوده و منبع 
ــین،  ایزولوسـ ــین،  متیونین، والین، لوسـ ــبی از  اسـ منـ

). بر اسـاس مطالعات 13(  باشـدمیهیسـتیدین و ترئونین  
دانه کدو از نظر  مشـــخص شـــده اســـت که پروتئین

دمیی اسـیدهاي آمینه مشـابه سـویا  سـتیز  یفراهم   باشـ
ــده هايپروتئین. علاوه بر این، )14(  هايدانه از  جداش

  کننده مناسبیو شلاته  اکسیدانیآنتیکدو داراي خواص  
اخیر مشـخص شـده اسـت   هايبررسـیبر اسـاس   هسـتند.

ه کـدو داراي خواص   ــده دانـ درولیز شـ ه پروتئین هیـ کـ
بی اکسـیدانیآنتی ت ( مناسـ نمونه  عنوانبه  .)16،  15اسـ

ــیـدانی 2024دیـانکووا و همکـاران ( ) قـابلیـت آنتی اکسـ
پاپایین و لین و   پروتئین هیدرولیز شده دانه کدو توسط

پروتئین 2024همکـاران ( ت زیســــت فعـالی  ابلیـ ) قـ
ــل از هیـدرولیز   ــده دانه کدو حاصـ   آنزیمهیـدرولیز شـ

ــین و پروتئازهاي آناناس گزارش  ــط پاپایین، پپس توس
مختلف   هـايآنزیم کـه اینبـا توجـه بـه ).  18،  17نمودنـد (

وبسـتراي یکسـان داراي اثرات متفاوتی  بر روي یک سـ
تند ده اسـت که ترکیب  این که و با توجه به   هسـ ادعا شـ

فعالی محصـول زیسـت هايویژگیآنزیم موجب بهبود 
هدف این پژوهش مقایســه   بنابراین گرددمیحاصــل  

پروتئین هیدرولیز شـده دانه  اکسـیدانیآنتی  هايویژگی
با ســیســتم آنزیمی ســاده و ترکیبی    تأثیرکدو تحت 

  .باشدمیاستفاده از دو آنزیم پپسین و تریپسین 
  

3 Bacillus polymixa 
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  ها روشمواد و 
ه مصــرفی دا    :مواد اولیـ دوابتـ  Cucurbita(  میوه کـ

maxima L.(    هراز بازار محلی تان)  آزادشـ تان گلسـ (اسـ
  دسـتی  صـورتبه   هادانه  در مرحله بعدشـد.   خریداري

ــازي و  ــاعت در دماي    72به مدت جداس درجه  50س
انتی پپسـین و آنزیم .  )15( در آون خشـک شـدند  گرادسـ

 يتر، DPPHدي کلرید آهن، فریک کلراید،  ، تریپسـین
ت یانیدسـدیم  و فريفروزین  ،)TCA( دیاس ـ  کیکلرواسـ سـ

رکت س ـ ود، اس ـ  گمایاز شـ   96اتانول   ک،یدریدکلریو سـ
و   فســفات ســدیم  هگزان،  ،ســولفوریکدیدرصــد، اس ــ

تهیه   از شـرکت مرك، معرف متیل رد بداتیمول  ومیآمون
  شدند.
دازه ایی گیريانـ ات شــیمیـ دازهجهـت    :ترکیبـ  گیري انـ

یمیایی دانه کدو و ایزوله پروتئینی دانه کدو  ترکیبات شـ
شـــامل رطوبت، خاکســـتر، پروتئین و چربی از روش 

AOAC )2003( استفاده شد )19(.  
پس از کـدو   هـايدانـه  :تولیـد ایزولـه پروتئینی دانـه کـدو

توسـط آسـیاب به پودر تبدیل شـده و پس   خشـک شـدن
ماره  از عبور از الک  (شـرکت اطلس، دهانه چشـمه   5شـ

ه میکرون)    63 ا حلال هگزان بـ ت    بـ ــبـ ه    10نسـ  1بـ
ــده و عمل    -(حجمی به   گیريچربیوزنی) مخلوط ش

ــاعت  24مدت  ــیدن به چربی زیر    س ــد   5تا رس درص
انجـام گرفـت. جهـت خروج حلال بـاقیمـانـده در کنجـالـه، 

ــده   گیريچربیکنجاله  ــاعت   24به مدت  ش در آون س
ان)   اي  (ممرت، آلمـ ــانت 40در دمـ قرار   گرادیدرجـه سـ

  10به   1شـده به نسـبت   گیريروغنداده شـد. کنجاله  
و با کمک ســود   مخلوط  مقطرآب  با  حجمی) -(وزنی

مخلوط در و  تنظیم گردیـد  11  آن بر روي pHنرمـال    1
ــگاه   ــط همزندماي آزمایشـ  1به مدت  مکانیکی    توسـ

  به کمک ســـانتریفیوژ ازآنپسشـــد.    زدهســـاعت هم
، به گرادیدرجه ســـانت  4دماي در  (هانیل، کره جنوبی)

دت   ه    20مـ ت  و  دقیقـ ــرعـ ا سـ ه  5000بـ دور در دقیقـ
 آمدهدســتبه  ماندهباقی جداســازي شــد  محلول رویی

دا و در آب مقطر   بر روي   pHو پس از تنظیم    حـلجـ
دوباره تکرار شـد. در مرحله بعد،  پروتئین  اسـتخراج  11

وپرناتانت ده و  آوريجمعها سـ و با یکدیگر مخلوط شـ
یدکلریدریک ( تفاده از اسـ  4روي   آن pHنرمال)    1با اسـ

شــده و عمل ســانتریفیوژ با شــرایط قبلی تکرار  تنظیم
رســوب حاصــل جداســازي و توســط  تیدرنهاشــد.  

ــک ــک(آپرون، کره جنوبی)  نجمادي  کن اخش  2(  خش
ــانتی گراد)    -40میلی متر جیوه،  و در ظروف درجه س

ــتفاده در یخچال خنک  ــته و تا زمان اس  داري نگه دربس
  .)15( شد

دو کـ ه  دانـ درولیز  هیـ پروتئین  ه  انجـام    :تهیـ جهـت 
ــورت   ــین به ص ــین و پپس هیدرولیز از دو آنزیم تریپس
تیابی به  د. در ابتدا جهت دسـ تفاده شـ اده و ترکیبی اسـ سـ
ذکور  ــاده از دو آنزیم مـ درولیز سـ ــب هیـ اسـ ان منـ زمـ

ــورتبه  ــرایط   ص ــب هر   pHدما و جداگانه در ش مناس
درجه سـانتی گراد و   37و دماي   pH 8(تریپسـین   آنزیم

ین در  انتیگراد) 37و دماي   pH 2پپسـ بت  ،درجه سـ نسـ
ترا   وبسـ ،  90،  60،  30 هايزمانو در طی    %2آنزیم به سـ

ــورت   210و    180،  150،  120 هیــدرولیز صـ دقیقــه 
فعالیت جهت توقف  گرفت. در انتهاي هر تیمار زمانی،  

ه مـدت   حرارت دهیی از  آنزیم در دمـاي دقیقـه و   20بـ
. پس از سـرد شـدن اسـتفاده شـددرجه سـانتیگراد   85

  6000هیدرولیز شــده ها عملیات ســانتریفوژ در دور  
rpm    دقیقه صـورت گرفت. در مرحله بعد   20به مدت

(موجود در بخش روماند) هیدرولیز شـده  هايپروتئین
اندر   ايزمـ ت  مختلف   هـ ابلیـ دانیآنتیاز نظر قـ ــیـ  اکسـ

ــط  و   DPPH  رادیکال آزادفعالیت مهار  هايروشتوس
و زمان مناسـب جهت   بررسـی کلاکسـیدانیظرفیت آنتی

در مرحله بعد جهت مقایسـه   هیدرولیز انتخاب گردید.
هیدرولیز ســاده و ترکیبی، عمل هیدرولیز در طی زمان 

ده  خص شـ بت به آنزیم به  دقیقه)  180(بهینه مشـ با نسـ
درجه   37(درصد و در دماي بهینه هر آنزیم    2سوبسترا  

آنزیم  لیز از دوجهت هیدرو.  انجام گرفت)  گرادســانتی



 1403، 4، شماره 16فرآوري و نگهداري مواد غذایی، دوره  

8 

 صـورت به   )=2pH(پپسـین    و آنزیم)  =8pH(تریپسـین 
و بر اساس تیمارهاي  هیدرولیز ساده و ترکیبی

 .استفاده شد 1جدول  مشخص شده در

  

 تیمارهاي هیدرولیز ساده و ترکیبی مورد استفاده  -1جدول 
Table 1- simple and sequential hydrolysis treatments 

 تیمار شماره 
Treatment No. 

 نوع تیمار 
Treatment type  

T1 
 دقیقه  90دقیقه سپس با پپسین به مدت  90مدت هیدرولیز با آنزیم تریپسین به

Hydrolysis with trypsin for 90 min then with pepsin for 90 min  
T2   دقیقه  90دقیقه سپس با تریپسین به مدت  90مدت هیدرولیز با آنزیم پپسین به 

Hydrolysis with pepsin for 90 min then with trypsin for 90 min  
T3 

 دقیقه  60دقیقه سپس با پپسین به مدت  120مدت هیدرولیز با آنزیم تریپسین به
Hydrolysis with trypsin for 120 min then with pepsin for 60 min  

T4   دقیقه  60دقیقه سپس با تریپسین به مدت  120مدت هیدرولیز با آنزیم پپسین به 
Hydrolysis with pepsin for 120 min then with trypsin for 60 min  

T5  دقیقه (هیدرولیز ساده)  180مدت هیدرولیز با آنزیم تریپسین به 
Hydrolysis with trypsin for 180 min (simple hydrolysis)  

T6   دقیقه (هیدرولیز ساده)  180مدت هیدرولیز با آنزیم پپسین به 
Hydrolysis with pepsin for 180 min (simple hydrolysis)  

  
ــط هر آنزیم   توسـ درولیز  ان هیـ اتمـام زمـ پس از 

روش حرارت دهی استفاده    ،آن  غیرفعال کردن منظوربه 
 میشــده با آنز  حیتلق ینیمحلول پروتئ که  طوريبه شــد 

ه مـدت ا  قـه یدق  15  بـ ــانتدرجـه   85 يدر دمـ در   گرادیسـ
ام آب ان)    حمـ ــد  قرار داده(ممرت، آلمـ ار.  شـ  هر تیمـ

ــانترجداگانه در    طوربه    4 يدمادر   داریخچـال  وژیفیسـ
ــانتدرجه  ــرعت  با  قه یدق  20 مدته ب گرادیس   5000  س

ــانتریفوژ گردیددور در دقیقه  . در مرحله بعد قابلیت س
هیدرولیز شــده حاصــل از   هايپروتئین اکســیدانیآنتی

ــط چهار روش ــوپرناتانت) توس  تیمارهاي مختلف (س
ــد. تیمارهاي   گیرياندازه ذیل ــه ش و با یکدیگر مقایس

ا   ــه بـ ایسـ درولیز ترکیبی در مقـ اده در هیـ ــتفـ مورد اسـ
  مشخص گردید. 1به شرح جدول  هیدرولیز ساده

  آنتی اکسیدانی   خصوصیاتبررسی  
ار   ت مهـ الیـ ال آزادفعـ  و  چیاز روش   :DPPH  رادیکـ

ــی    )2015(  همکاران توانایی مهار رادیکال جهت بررس
. براي این منظور، محلول )20(  شد  استفاده  DPPH آزاد

) مقطر  آب  در  ــده  هیــدرولیزشــ پروتئین    50حــاوي 
ــپس در میلی  گرممیلی  از این  لیترمیلی  5/1لیتر) تهیه س

بـا   اتـانولی  لیترمیلی  5/1محلول  (بـا   DPPH  محلول 
مـخـلـوط  مـیـلـی  15/0غـلـظــت   و  افـزوده  از مـولار)  پـس 

دور   2500  با سـرعت  دقیقه   10به مدت  ورتکس شـدن،
انتریفوژ گردید. پس  در دقیقه سـ در آزمایش    هايلوله  سـ

ــدنـددقیقـه  30بـه مـدت  یـک محـل تـاریـک   . قرار داده شـ
ــپکتروفوتومتر  پس از اتمام این مدت،  ــط اس پی (توس

تان)  ترومنت، انگلسـ نانومتر   517 موجطولدر جی اینسـ
خوانده شـد. لازم به ذکر اسـت که  هانمونه میزان جذب 

ه کنترل  این آزمون در  در   ه، حجم  نمونـ اي نمونـ ه جـ بـ
انی از آب مقطر با محلول   . مخلوط گردید DPPHیکسـ

ــد مهـار   مخلوط   DPPH هـايرادیکـالدر نهـایـت درصـ
  محاسبه گردید. 1توسط معادله  

درصد  مهار رادیکال  آزاد  = (
Ac−As

Ac
)100                                                            

                              1معادله  

ه   ه در این رابطـ ب جـذب کنترل و    sAو    cAکـ ه ترتیـ بـ
  باشند.جذب نمونه می

اء یون آهن و همکـاران   بوگـاتفاز روش  :  قـدرت احیـ
اء یون آهن  2009( درت احیـ ه ) براي تعیین قـ ا نمونـ  هـ

ابتدا محلول حاوي  . براي این منظور،)21(  شـد اسـتفاده
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ــدهپروتئین  در  گرممیلی  50در آب مقطر ( هیدرولیز ش
ــدمیلی ــپس  لیتر) تهیه ش   5/2با  نمونه   از  لیترمیلی  1. س
  لیترمیلی  5/2  ودرصد   1  میپتاس  دیانیس  ياز فر  لیترمیلی

فاتاز  و  دیمخلوط گرد  )=6/6pH(  مولار  2/0  بافر فسـ
ور ــاتـ وب کـ انـ ی)  در  وبـ نـ جـ ره  کـ ژن،  ــاي  (ویـ دم   50در 

دقیقه نگهداري شــد. در   20به مدت گراد ســانتیدرجه 
مخـلـوط،   این  ــه  ب بعــد  ــه  محـلـول  میـلـی  5/0مرحل لیـتـر 

ید  تري تیک اسـ افه و   10کلرواسـ د اضـ دقیقه با   10درصـ
رعت   پس    2500سـ د. سـ انتریفوژ شـ  1دور در دقیقه سـ

ا  میلی انـت بـ اتـ ــوپرنـ   2/0لیتر آب مقطر و  میلی 1لیتر سـ
د  میلی ک کلرایـ درصـــد (حجمی/وزنی)    1/0لیتر فریـ

ــپس مخلوط بـه مـدتمخلوط گردیـد.  در دقیقـه    10 سـ
در در نهایت جذب نمونه   شد و  نگهداريدماي محیط  

ــط  700 موج  طول توسـ ــانومتـر  ــپـکـتـروفوتومتـر   ن اسـ
 جايبه مقطر  شـــد. حجم یکســـانی از آب  گیرياندازه

  نمونه کنترل استفاده شد. يتهیه نمونه براي 
و همکاران   پریتواز روش   :کلاکســیدانیظرفیت آنتی

ل 1999( کـ دانی  ــیـ ت آنتی اکسـ ت تعیین ظرفیـ ) جهـ
ابتدا مخلوط . براي انجام این آزمون )22( اسـتفاده شـد

) مقطر  آب  در  ــده  هیــدرولیزشــ پروتئین    50حــاوي 
میلی  گرممیلی ــددر  شــ تهیــه  ــپس  لیتر)  سـ  معرف. 

  28ســـدیم  مولار، فســـفات  6/0(اســـیدســـولفوریک 
ی لـ یـ وممـ یـ ونـ آمـ و  ولار  ــدات    مـ ب یـ ولـ ی  4مـ لـ یـ ولار)  مـ مـ

د   ه بعـ ه و در مرحلـ اده تهیـ ــتفـ از  لیترمیلی 1/0مورداسـ
از   لیترمیلی  1با محلول پروتئین هیدرولیز شـــده  نمونه  

ومعرف   ریختــه  اپنــدورف  ــه  لول دمــاي  در   90  در 

ــانتدرجه  دقیقه در حمام آب قرار   90 به مدت گرادیس
 هاآنجذب میزان  ،  هانمونه   . پس از سـرد شـدنداده شـد

خوانده نانومتر   695  موجطول درتوسط اسپکتروفتومتر  
د ورتبه و نتایج    شـ گزارش   موجطولجذب در این  صـ

ــاهد  عنوانبه تقطیر  دو بارمقطر  . از آبشـــد نمونه شـ
د.   تفاده شـ ظرفیت  معادلر  الاتجذب بدر این آزمون اسـ

  .کل بیشتر استاکسیدانیآنتی

ت   الیـ هفعـ دگیشــلاتـ دا،    :یون آهن  کننـ   لیترمیلی  1ابتـ
لیتر) در میلی  گرممیلی  50(در آب مقطر    شدهحلنمونه 

ا   (  لیترمیلی  05/0بـ د آهن  کلریـ ) و Mm2محلول دي 
ــپس تقطیر مخلوط  دو بارآب    لیترمیلی  85/1 ــد. س  ش
) افزوده و مخلوط Mm5فروزین (  لیتر محلولمیلی  1/0
دقیقه نگهداري مخلوط   10شد. پس از  زدههم شدتبه 

محیط اي  ه جـذب    ،در دمـ   562  موجطولدر    هـانمونـ
 عنوان به شــد.   خواندهاســپکتروفوتومتر  نانومتر توســط
تقطیر اسـتفاده شـد. فعالیت  دو باراز آب نمونه شـاهد  

محاسـبه    2با اسـتفاده از معادله   هانمونه  کنندگیشـلاته 
  .)23( شد

    2معادله 
                          Chelating effect (%) =

((A control –  A sample)/A control) ×  100   
ادلـه،   ــاهـد و برابر    controlAدر این معـ   sampleAجـذب شـ

  .باشدمیجذب نمونه برابر 
  آماري وتحلیل تجزیه
اثـر   پـژوهـش  ایـن  ــاندر  ز    هــايزم ــدرولـیـ هـی لـف  مـخـتـ

پپســین و  آنزیمدو توســط   ســاده و ترکیبی صــورتبه 
ین ( دقیقه)   210و   180،  150،  120،  90،  60،  30تریپسـ

یدانیآنتی  هايویژگیبر   دهپروتئین هیدرولیز   اکسـ  ي شـ
اس طرح   دانه کدو ادفی  کاملاًبر اسـ با کاربرد آنالیز  تصـ
نسخه   SPSS افزارنرمو با استفاده از    طرفه یکواریانس  

تکرار   3در   هاآزمون. کلیه  قرار گرفتمورد ارزیابی    16
 ايدامنه با اســتفاده از آزمون چند  هامیانگینو مقایســه  

ــم  دانکن   ا   نمودارهـاو رسـ   Excel 2016  افزارنرمنیز بـ
  انجام گرفت.

  
  نتایج و بحث 

 :ترکیبـات شــیمیـایی کنجـالـه کـدو و ایزولـه پروتئینی
یمیایی کنجاله چربینتایج آنالیز ترکیب  ده و گیريشـ شـ

ــتفـاده در جـدول   2ایزولـه پروتئینی دانـه کـدو مورد اسـ
آورده شده است. 
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  ترکیب شیمیایی کنجاله چربی گیري شده دانه کدو و ایزوله پروتئینی دانه کدو -2جدول 
Table 1- chemical composition of defatted pumpkin seed meal and pumpkin seed protein isolate 

 ترکیب شیمیایی 
Chemical composition  

  (%) Amount   میزان (%)
 کنجاله چربی گیري شده دانه کدو 

Defatted pumpkin seed meal  
 ایزوله پروتئینی دانه کدو

Pumpkin seed protein isolate  
  Protein  49.57 ± 1.15  89.57 ± 0.89     پروتئین

  Fat  3.2 ± 0.25  0.75 ± 0.05   چربی
  Ash  5.85 ± 0.22  1.85 ± 0.1    اکسترخ

  Moisture  6.5 ± 0.57  3.45 ± 0.24   رطوبت
 کربوهیدرات (با روش تفاضل) 

Carbohydrate by Diff  
34.88 ± 1.34  4.38 ± 0.35  

  باشد. تکرار می   3انحراف استاندارد   ±مقادیر شامل میانگین  
  

اران (  و همکـ دي  ) میزان پروتئین، چربی،  1395نورمحمـ
ــتر کنجاله دانه کدو را   ،  57/48 به ترتیب رطوبت و خاکس

نمودنــد   11/7و    24/6،  93/8 گزارش  ــد  .  ) 24(   درصــ
ک مظلومی و   اهونـ ) میزان پروتئین،  1396(   صـــادقی مـ

ــتـر   خــاکسـ آرد    کـربـوهـیــدرات چـربـی، رطـوبــت،  در  را 
ه کـدو    گیري چربی  ــده دانـ ه ترتیـب  شـ ،  32/10،  57/48بـ

ــد و در ایزولـه پروتئینی دانـه    83/30و   05/6،  24/4 درصـ
دو   ب کـ ه ترتیـ   05/8و   6/1، 01/1، 79/1، 55/87  میزان   بـ

ت به . مقادیر  ) 25(  درصـد گزارش نمودند  در این   آمده دسـ
ادیر گزارش شـــده توســـط این محققین  ا مقـ تحقیق بـ

ا   اوت در میزان چربی بـ ل تفـ ادیر  همخوانی دارد. دلیـ مقـ
  گیري چربی به دلیل تفاوت در فرآیند    احتمالاًشده    گزارش 

  مورد استفاده در این تحقیق است.  
قابلیت آنتی اکســیدانی پروتئین هیدرولیز شــده دانه  

  کدو توسط هیدرولیز ساده
مهار رادیکال    میزان  :DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد  

ده دانه کدو (  DPPHآزاد   بپروتئین هیدرولیز شـ   برحسـ
آنزیم (تریپسین    زمان هیدرولیز و نوع  تأثیردرصد) تحت  
  آورده شده است. 1شکل و پپسین) در 

  
  پروتئین هیدرولیز شده دانه کدو (بر حسب درصد)   DPPHمهار رادیکال آزاد  میزان -1شکل

  زمان هیدرولیز و نوع آنزیم (تریپسین و پپسین) تحت تاثیر
  است.   %95دار در سطح حروف متفاوت روي هر ستون نشاندهنده وجود تفاوت معنی*
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ــاس ایج   براسـ ه نتـ ــتبـ دهدسـ ار   بین میزان  آمـ مهـ
و زمان هیدرولیز رابطه مسـتقیمی   DPPHرادیکال آزاد  
 DPPH. میزان فعالیت مهار رادیکال آزاد برقرار اســت

ه  الاتر از   هـايدر نمونـ ــین بـ ا تریپسـ ــده بـ هیـدرولیز شـ
ه  اينمونـ ــین بود.    هـ ا پپسـ ــده بـ درولیز شـ  DPPHهیـ

 موجطولرادیکال آزاد محلول در چربی اســـت که در 
ــان   517 اما  دهدمینانومتر حداکثر میزان جذب را نشـ

و دریافت  اکســیدانآنتیدرنتیجه واکنش با یک ترکیب 
جذب هیدروژن از آن به ترکیبی پایدار تبدیل و کاهش  

نتایج حاصـــل از ارزیابی .  )26( شـــودمیدر آن ایجاد  
قـدرت مهـار رادیکـال آزاد   بر رويزمـان هیـدرولیز   تـأثیر

DPPH  ت در  نشـــان داد ابلیـ ه این قـ اي پروتئین  کـ  هـ
به با پیشـرفت زمان هیدرولیز  هیدرولیز شـده دانه کدو 

) یــافــت  افزایش  توجهی  قــابــل  بــه )،  p>05/0میزان 
ه  ال آزاد    طوریکـ ار رادیکـ درت مهـ در مورد   DPPHقـ

- 70/65 يمحدودهدر  حاصـــل از پپســـین   هاينمونه 
د در  45/32 ین  درصـ   06/36-15/70 در محدوده  تریپسـ

ال آزاد   ار رادیکـ درت مهـ  DPPHدرصـــد بود. بین قـ
ــل    هاينمونه    210و    180هیـدرولیز   هايزمان ازحاصـ

  وجود نداشت. داريمعنیدقیقه تفاوت 
بیان نمود  توانمیبنابراین با توجه به نتایج حاصـل  

رفت فرآیند هیدرولیز   منجر در طی زمان فرآیند  که پیشـ
ــتري از   پروتون    يدهنـده  هـايپپتیـدبـه تولیـد میزان بیشـ

، واکنش داده DPPHبا رادیکال آزاد  توانندمیشـده که 
موجـب اختتـام و پـایـدار تبـدیـل کننـد   و آن را بـه ترکیبـات

ايواکنش الی    ايزنجیره  هـ درادیکـ ه گردنـ ه بـ ا توجـ . بـ
 DPPH، بین قدرت مهارکنندگی رادیکال آزاد 1شـکل  
دانه کدو حاصـل از آنزیم  يشـدههیدرولیز   هايپروتئین

وجود داشـت و    داريمعنیپپسـین و تریپسـین تفاوت  
حاصــل از فعالیت تریپســین داراي قدرت   هاينمونه 

دقیقـه   210پس کـه طوريمهـارکننـدگی بـالاتري بودنـد بـه 
آزاد   رادیـکــال  مـهــار  ــدرت  ق ــدرولـیـز  در   ،DPPHهـی

 
1 Apanopus carbo 

ین به   هاينمونه  ین و پپسـ ده با آنزیم تریپسـ هیدرولیز شـ
ه  ب بـ د.    7/65  و  15/70  ترتیـ ــیـ ــد رسـ دازهدرصـ  ي انـ

اي دهـ اوت پپتیـ اوت دمتفـ دي، تفـ ر ترکیـب و توالی تولیـ
یدآمینه  ل از فعالیت این دو آنزیم  هايپپتیددر  اسـ حاصـ

ه دلیـل( اوت)   بـ علـت این    توانـدمیدرجـه هیـدرولیز متفـ
نتایج یک تحقیق بر روي   بر اســـاس.  )27(  امر باشـــد

، فعالیت مهار 1هیدرولیز پروتئین ضــایعات نوعی ماهی
با افزایش درجه هیدرولیز افزایش   DPPHرادیکال آزاد 

 هايپپتیدیافت. این محققین دلیل این مساله را افزایش 
ده ا    يدهنـ دروژن بـ اییهیـ ا  توانـ ب بـ ال  ترکیـ ايرادیکـ   هـ

ان کردنـد ــتقیمی بین قـدرت   يرابطـه .  )28(  آزاد بیـ مسـ
ال آزاد   ار رادیکـ ه   DPPHمهـ درولیز در طی    و درجـ هیـ

ان،    هـايپروتئینفرآینـد هیـدرولیز   و   زمینیبـاداممـاهی تیـ
  احتمالاً.  )26،  12،23(  کلاژن خوکی گزارش شده است

الاتر مهـار رادیکـال آزاد    بـ ت  در   DPPHبودن فعـالیـ
حاصـل از فعالیت آنزیم تریپسـین نسـبت به   هاينمونه 

ــی از  ــین ناش ــین  تأثیرآنزیم پپس مطلوب آنزیم تریپس
  بـاقـابلیـت هـاییپپتیـدیـک انـدوپپتیـداز در رهـایش    عنوانبـه 

ی ــدگـ ن نـ هــارکـ ی    مـ ربـ چـ در  لـول  حـ مـ کــال   DPPHرادیـ
   .باشدمی

یدانیظرفیت آنتی کل  اکسـیدانیآنتیظرفیت   :کلاکسـ
ــده دانه کدو تحـت    هاينمونه در  پروتئین هیـدرولیز شـ

زمان هیدرولیز و نوع آنزیم (تریپســین و پپســین)  تأثیر
کل   ت.  2در شـ ده اسـ کل    آورده شـ اس نتایج (شـ بر اسـ

ا  )،  2 تـ درولیز  ان هیـ ا افزایش زمـ ه   210بـ ت  دقیقـ ظرفیـ
اس جذب در   یدانی کل (بر اسـ   695  موجطولآنتی اکسـ

انومتر ــعودي   -)  نـ د صـ در مورد هر دو نوع آنزیم رونـ
حاصـل   هايشـدهدر هیدرولیز    این شـاخصنشـان داد و 

 تفاوت در ن بالاتر بود.یسریپسین نسبت به پپاز آنزیم ت
ــیدآمینه محتوي  ــده به خاطر  و تر  اس کیب پپتید تولیدش

در احتمالی تفاوت  دلیل ویژگی اختصــاصــی هر آنزیم
ــط هر  ــول تولیدي توس ــیدانی محص قابلیت آنتی اکس
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ــدمیآنزیم   اشـ ل ).  29( بـ دانی کـ ــیـ ت آنتی اکسـ ظرفیـ
ده دانه کدو در   ل    هاينمونه پروتئین هیدرولیز شـ حاصـ

ــین   هـايآنزیماز   در و    54/0-28/1  يمحـدودهدر  پپسـ
ــین  مورد   دوده  تریپسـ ذب در   65/0-45/1در محـ (جـ
ل   695 دانی کـ ــیـ ت آنتی اکسـ انومتر) بود. بین ظرفیـ نـ

دههیدرولیز   ل از هردو آنزیم در   هايشـ   هايزمانحاصـ
درولیز   اوت   210و   180هیـ ه تفـ وجود   داريمعنیدقیقـ

 زیدرولیزمان ه  باگذشتنداشت. گزارش شده است که  
به دلیل پیشـرفت فرآیند هیدرولیز، طول زنجیره پپتیدي 

ایـدمیتغییر   أثیرو این امر   نمـ ابـل توجهی    تـ  در قـدرتقـ
ا ده اسـت    که طوريبه   داردآن    شیضـد اکسـ مشـخص شـ

ا وزن   بـ دي  اي تولیـ دهـ پپتیـ ه  کمتر داراي   مولکولیکـ
  .)30( بالاتري هستند اکسیدانیآنتیقابلیت 

) در تحقیق خود در 1396نورمحمدي و همکاران (
زمینه هیدرولیز پروتئین دانه کدو توسط آنزیم تریپسین 

ل نموگزارش   ه دلیـ درولیز بـ ان هیـ ا افزایش زمـ ه بـ د کـ دنـ
دازه   ا انـ بـ دهـاي  پپتیـ د  ت آنتی   ترکوچـکتولیـ قـابلیـ

ــیدانی ــده کدو افزایش یافت  اکس پروتئین هیدرولیز ش
) بر روي تحقیقی بر 1398کـاوه و همکـاران ().  31(

  هايآنزیمشــنبلیله توســط  هايپروتئینروي هیدرولیز  
کـه   آلکـالاز و  نیپـانکرات   شی افزا  بـا  گزارش کردنـد 
دت انمـ د،  زیدرولی ـه  زمـ ت فرآینـ ــرفـ پیشـ   تی ـظرف  و 

  یابدمی  شیافزا  محصـــول تولیدي  کل اکســـیدانیآنتی
 که رهاســـازي پپتیدهاي با  . اعتقاد بر این اســـت)32(

 فعالیت  زمانمدت  افزایش دهندگی باالکترون  خاصـیت
دمیافزایش    آنزیم، ابنـ ات  این  و  یـ ا  می  ترکیبـ بـ د  تواننـ

ــده و  هـايرادیکـال   ترکیبـات و بـا ایجـادآزاد ترکیـب شـ
دار ایـ ب افزایش  پـ ت آنتی  موجـ لظرفیـ دانی کـ ــیـ  اکسـ
  .)33( گردند  هانمونه 

  
  تحت  نانومتر) 695اکسیدانی کل پروتئین هیدرولیز شده دانه کدو (جذب در طول موج ظرفیت آنتی -2شکل

  تاثیر زمان هیدرولیز و نوع آنزیم (تریپسین و پپسین)
  است.   %95دار در سطح حروف متفاوت روي هر ستون نشاندهنده وجود تفاوت معنی*

 
ه   ه بـ ا توجـ ــل ازبـ ایج حـاصـ آنتی   آزمون  این دو  نتـ

زمان و نوع آنزیم مشـخص  تأثیراکسـیدانی و بررسـی  
ــد که   بالاتر موجب بروز قابلیت   هیدرولیز هايزمانش

. با گردندمیبالاتر در محصــول تولیدي   اکســیدانیآنتی

ه   دانیآنتی  آزمون  دو ایندر    کـه اینتوجـه بـ ــیـ بین   اکسـ
ملاحظـه  داريمعنیدقیقـه تفـاوت   210و   180 هايزمان

تفاده از  د و با توجه به لزوم اسـ به  ترکوتاه هايزماننشـ
ــادي، زمان هیـدرولیز   دقیقـه   180دلیـل ملاحظـات اقتصـ
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ه  درولیز ترکیبی در   عنوانبـ ت هیـ اســـب جهـ ان منـ زمـ
  مرحله بعدي انتخاب شد. 

ــیدانیآنتیقابلیت   ــده دانه    اکس پروتئین هیدرولیز ش
  کدو توسط هیدرولیز ترکیبی

آزاد ال  ار رادیکـ مهـ ت  ابلیـ ار   :DPPH  قـ ت مهـ ابلیـ قـ
آزاد   آنزیمی    DPPHرادیکــال  هیــدرولیز  تیمــارهــاي 

ــه بـا هیـدرولیز آنزیمی  T4الی  T1ترکیبی ( ) در مقـایسـ
  آورده شده است.  3 ) در شکلT6و  T5ساده (

  
  تیمارهاي هیدرولیز آنزیمی ترکیبی در مقایسه با هیدرولیز آنزیمی ساده  DPPHقابلیت مهار رادیکال آزاد - 3شکل 

  است.   %95دار در سطح حروف متفاوت روي هر ستون نشاندهنده وجود تفاوت معنی*
 

ــاس نتایج، هیدرولیز ترکیبی   بهبود  منجر به بر اسـ
ال آزاد   ار رادیکـ ابلیـت مهـ درولیز   DPPHقـ ــبـت هیـ نسـ

ــاده گردید. بالاترین میزان قابلیت مهار رادیکال آزاد  س
DPPH  ار ــین    3  در تیمـ ا آنزیم تریپسـ درولیز بـ ه (هیـ بـ

به دقیقه)  60دقیقه سـپس با پپسـین به مدت   120 مدت
قدرت افزایش علت  درصـد مشـاهده شـد.    85/79  میزان
تفاوت در ناشـی از  تواندمی DPPHرادیکال آزاد  مهار 

حاصــل از   پپتیدهايمتفاوت    ياندازهتوالی و    ،ترکیب
ــد  ترکیبیفعـالیـت  ــین .  )27(  دو آنزیم باشـ  یکتریپسـ

ار می ــمـ ه شـ داز بـ دوپپتیـ ايرود و  انـ دهـ دي  پیونـ را   پپتیـ
 پیوندهايشــکند. تریپســین می زنجیرهاز داخل   عمدتاً
یلیرا از انتهاي  پپتیدي یدهاي  کربوکسـ لایزین    آمینه  اسـ

  اسـیدآمینه  یکاما در صـورت وجود   شـکندو آرژنین می
، عمل هیدرولیز زنجیره  کربوکسـیلیدر انتهاي   اسـیدي

  اینپرولین   اســیدآمینه کند شــده و در صــورت وجود 
عمل تریپسـین مانند   مکانیزممتوقف خواهد شـد.    فرایند
پروتئازهاي سرینی است. این آنزیم اثر خود را از   سـایر

هیسـتیدین، آسـپارژین و سـرین   آمینه  اسـیدهاي  طریق
پپسین . )34(  کنداعمال می  آنزیمموجود در محل فعال 

از خانواده پروتئازهاي آسپارتیک   کنندههضـمیک آنزیم  
یسـتم هضـم  ه آنزیم اصـلی فعال در سـ اسـید و یکی از سـ

ــت. این آنزیم  ده بـدن اسـ اًکننـ ــتن   عمـدتـ ــکسـ در شـ
آب  و   آروماتیک آمینه  اســـیدهايدر  پپتیدي  پیوندهاي

آلانین، تریپتوفان و تیروزین مؤثر اسـت  مانند فنیل  گریز
)35(.   

ه خـا هر آنزیم از نظر رهـایش  ــیـدهـاي آمینـ ص  اسـ
ل( دروفیـ ا هیـ یـ ل  ه این   )لیپوفیـ اوتی دارد کـ عملکرد متفـ

قـابلیـت آزاد    هـايرادیکـالبر مهـار    توانـدمیامر   و 
ي باشـد. پپتیدها مؤثر  محصـول تولیدي اکسـیدانیآنتی

دي   دمیتولیـ ه   تواننـ ه بـ ــطـ ه   واسـ دروژن بـ داء اتم هیـ اهـ
یون    هايرادیکال یداسـ  را متوقف یا کندآزاد فرآیند اکسـ
د اینـ ار    همچنین  نمـ درت مهـ ال آزاد  قـ ه   DPPHرادیکـ  بـ

ــت  ــ ــدروژنفعالی ــدگیهی ــروه هیدروکسیل    دهن ــ گ
بنابراین    آروماتیـــک وابســـته اســـت  آمینواسیدهاي
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ــايوجود و یا عدم وجود  ــذکور در  آمینواسـیدهــ مــ
ــاوت  DPPH رادیکال آزادپپتیدها بر فعالیــت مهار  متف

ــرایط مختلف ابراین شـ ــت. بنـ درولیز اسـ ل    هیـ و عمـ
ايآنزیم اوت    هـ درولیز  در  متفـ اپلیهیـ دهـ د می  پپتیـ  توانـ

ــاد   بب ایجــ ولسـ ــت   محصـ ده با فعالیــ هیدرولیز شـ
با توجه به محل   .)36(متفاوت گردد  اکســیدانیآنتــی
أثیر نظرمتفـاوت این دو آنزیم،    تـ ه  ه   رســــدمی  بـ کـ

ا توالی  اعـث ایجـاد مخلوط پپتیـدي بـ هیـدرولیز ترکیبی بـ
آنتی اکســیدانی مناســب   باقابلیت  اســیدآمینه و ترکیب  

) گزارش کردند 2024بینگ و همکاران (گردیده است.  
ازهـاي خـاص بر روي   تـأثیرکـه     هـايمکـانآنزیمی پروتئـ

د   ه تولیـ اوت پروتئین منجر بـ هیـدرولیز   هـايپروتئینمتفـ
  ).29( گرددمیو عملکرد متفاوت  هاویژگیشده با 

آهن یون  احیـاء  آهن   :قـدرت  یون  ــاء  احی ــدرت  ق
درولیز آنزیمی ترکیبی ( اي هیـ ارهـ ) در T4الی    T1تیمـ

اده ( ه با هیدرولیز آنزیمی سـ کل T6و   T5مقایسـ ) در شـ
اس نتایج،   4 ت. بر اسـ ده اسـ قدرت احیاء یون آورده شـ

ترکیبی   هیـدرولیز  در روش  تیمـارهـا  ــبــت  آهن  نسـ
ــاده   . بالاترین میزان قدرت احیاء بالاتر بودهیدرولیز س

ــین    3  در تیمـاریون آهن   بـه (هیـدرولیز بـا آنزیم تریپسـ
به دقیقه)  60دقیقه سـپس با پپسـین به مدت   120 مدت
ــد.  700(جـذب در    25/1  میزان ــاهـده شـ  نـانومتر) مشـ

ــت  ه ذکر گردیـده اسـ ــالـ دلایـل مختلفی براي این مسـ
ه  ه  شـــدت  ، افزایش  ازجملـ درولیز منجر بـ افزایش  هیـ

 عنوان به  توانندمیکه    گرددمیآزاد  میزان اسیدهاي آمینه 
ــافی از   االکترون و  هـاپروتونمنبع اضـ د عمـل   هـ اینـ   .نمـ

ــرفـت دیگرازطرف ه در    پیشـ معرض  هیـدرولیز منجر بـ
تر  قرار گرفتن  یدهاي بیشـ الکترون مانند دهنده   آمینه اسـ
دین ــتیـ ان  ،هیسـ ه  در   گرددمیلیزین    و تریپتوفـ هکـ  نتیجـ

 گرددمی  یون آهن  احیاء کنندگیقدرت  افزایش    موجب
الان.  )37( اپـ اران    آمبی گـ اي پروتئین) 2015(و همکـ  هـ

ا   ه خرمـ ــتـ اده از  آرد هسـ ــتفـ ا اسـ ايآنزیمبـ الاز  هـ ، آلکـ
ــم ــلاوورزای ــن  )  Flavourzyme( ف ــزی ــی ــول ــرم ت و 

)Thermolysin ( ه ــورتبـ ا   صـ ب بـ ا در ترکیـ مجزا یـ
درولیز   دنمودهیـ اي مختلف کمترین  .  نـ ارهـ در بین تیمـ

ال دگی و فعـ اءکننـ احیـ درت  ال  ی ـقـ ار رادیکـ مهـ آزاد ت 
ABTS   آلکالاز هیدرولیز شـــده با    هاينمونه  مربوط به 

الی  بود ه درحـ اء    کـ درت احیـ ــترین قـ ايبیشـ ارهـ  در تیمـ
  .)38( آنزیمی ترکیبی مشاهده شد

  
  قدرت احیاء یون آهن تیمارهاي هیدرولیز آنزیمی ترکیبی در مقایسه با هیدرولیز آنزیمی ساده  -4شکل

 است.   %95دار در سطح حروف متفاوت روي هر ستون نشاندهنده وجود تفاوت معنی*
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ظرفیت آنتی اکسیدانی کل    :کلاکسیدانیظرفیت آنتی
) در  T4الی   T1در تیمارهاي هیدرولیز آنزیمی ترکیبی (

) در شکل  T6و    T5مقایسه با هیدرولیز آنزیمی ساده ( 
  آورده شده است. بر اساس نتایج، هیدرولیز ترکیبی  5

بهبود ظرفیت آنتی اکسیدانی کل نسبت    منجر به   تواندمی
آنتی   ظرفیت  میزان  بالاترین  گردد.  ساده  هیدرولیز 

-(هیدرولیز با آنزیم پپسین به  4 در تیماراکسیدانی کل 
دقیقه)    60دقیقه سپس با تریپسین به مدت    120دت  م

  نانومتر) مشاهده شد.  695(جذب در   56/1 به میزان

دستنتایج   که    به  داد  نشان  تیمار  آمده  هیدرولیز دو 
نسبت به   ) 4و   3(  ترکیبی با دو آنزیم پپسین و تریپسین

هرکدام فعالیت    )6و    5(تیمار    هیدرولیز  تنهایی  به 
دارد.  اکسیدانیآنتی را  فعالیت    درواقع  بالاتري   توأم با 

با    رهاسازي ،  پپسینو    تریپسین  هايآنزیم پپتیدهایی 
است  دهندگیالکترون خاصیت   یافته  این    که   افزایش 

  هاآن واکنش داده و    آزاد  هايرادیکال قادرند با  پپتیدها  
  کمتر تبدیل کنند  پذیريواکنش   را به ترکیباتی پایدار با

)26( .
  

  
  هیدرولیز آنزیمی ساده ظرفیت آنتی اکسیدانی کل در تیمارهاي هیدرولیز آنزیمی ترکیبی در مقایسه با  -5شکل 

  است.   %95در سطح  دار معنی حروف متفاوت روي هر ستون نشاندهنده وجود تفاوت  *
 

ــاس   اســ ــت    هــايپـژوهـشبـر  ــالـی فـع ــیـن  پـیشـ
ــیدانیآنتی ــب   اکس ــه ترکی ــدها ب ــاآنپپتی ــته  ه وابس

ــت.   ــه اس ــوانب ــال،   عن ــريمث ــدهاي ت ــاوي پپتی   ح
ــیروزین در  ــا ت ــان ی کربوکسیل زنجیره  انتهايتریپتوف

ــالایی اکسیدانیآنتیقدرت   پپتیدي ــ ــیار ب را نشان    بس
 هــايزنجیــرهب آمینواسیدها در  وت ترکیا. تفدهندمی

دي ب تغیی  پپتیـ ــبـ دانی آنتیر در ویژگی  نیز سـ ــیـ  اکسـ
متفاوتی   تأثیرهر آنزیم   ازآنجاکه   .)34،  24گــــردد (می
ــازيبر   ــیـدهاي آمینـه خا آزادسـ ترکیـب دارد و    صاسـ

ــده ه آزاد شـ اي آمینـ دهـ ــیـ أثیر  اسـ ادي بر  تـ ال زیـ ت  ی ـفعـ

ده اکسـیدانیآنتی  فعالیت  در نتیجه   ،دارد  هاهیدرولیز شـ
هیدرولیز توسـط آزاد  هايرادیکالبرخی   در مهار ترلابا

 ات یک آنزیم نسـبت به هیدرولیز حاصـل از هايشـده
ص دیگر ممکن اســت در خصــو هايآنزیمحاصــل از 

ــیدانیآنتی  هايشـــاخصهمه   هارادیکالانواع   و اکسـ
دلیل فعالیت بالاتر   احتمالاًکه این امر    )29(  صدق نکند

ــیدانیآنتیدر ظرفیت    4تیمـار   ــبت به دو   اکسـ کل نسـ
ــان داد)   3آزمون قبلی (کـه تیمـار   بـالاترین میزان را نشـ

  .باشدمی
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الیـت   ه    :یون آهن  کننـدگیشــلاتـهفعـ ــلاتـ الیـت شـ فعـ
آنزیمی   تیمــارهــاي هیــدرولیز  در  یون آهن  کننــدگی 

ــه بـا هیـدرولیز آنزیمی  T4الی  T1ترکیبی ( ) در مقـایسـ
   آورده شده است. 6) در شکل T6و  T5ساده (

  
  فعالیت شلاته کنندگی یون آهن در تیمارهاي هیدرولیز آنزیمی ترکیبی در مقایسه با هیدرولیز آنزیمی ساده  -6شکل 

  است.   %95در سطح  دار معنی حروف متفاوت روي هر ستون نشاندهنده وجود تفاوت  *
 

فعالیت شـلاته کنندگی یون آهن در اسـاس نتایج، بر
مقادیر آن در هیدرولیز ترکیبی نسـبت    4و    3تیمارهاي 

ــادهمارهاي هیت بین تیمار   هرچند ،بالاتر بود  یدرولیز س
اختلاف آمـاري  6و  2 و همچنین بین تیمـارهـاي  5و  1

. بالاترین میزان فعالیت شلاته وجود نداشـت داريمعنی
(هیدرولیز با آنزیم پپسین  4  در تیمارکنندگی یون آهن 

ــین به مدت   120 به مدت ــپس با تریپسـ   60دقیقـه سـ
ــد.  77  بـه میزاندقیقـه)   ــاهـده شـ ــد مشـ قـدرت   درصـ

برخی تیمارهاي پپتیدهاي حاصـــل از  کنندگیشـــلاته 
درولیز   درولیز  ترکیبی  هیـ از هیـ ــتر  ک از بیشـ ا هریـ بـ

اآنزیم ایی    هـ تنهـ ه  انگر این   درواقعبود،  بـ ایج بیـ این نتـ
 مناسـب (از نظر زمان و توالی اسـتفاده)  اسـت که ترکیب

ــین  آنزیم ــین با پپسـ با    هاییپپتید  قادر به تولیـد  تریپسـ
اوت و    يزنجیره انبی متفـ تجـ ابلیـ اقـ ه    بـ دازيبـ  دام انـ
اییاســــت.  فلزات   دهـ ه در  پپتیـ  داراي  خود  توالی  کـ

 به دلیل هسـتند  هیسـتیدین و تریپتوفان   اسـیدهاي آمینه 
ه   وجود دازول  يحلقـ ه   ایمیـ اي آمینـ دهـ ــیـ ، در این اسـ

لاته و آزاد    هايرادیکالاندازي  به دامتوانایی     کنندگیشـ
ــبی منجر هیدرولیز ترکیبی    احتمالاًبنابراین    دارند  مناسـ

و بـه  گرددمیویژگی ترکیبی   بـه تولیـد پپتیـدهـایی بـا این
  هاآنیون آهن توسـط    کنندگیشـلاته قدرت   همین دلیل

 کنندگیشـلاته کارایی   علاوه بر این.  افزایش یافته اسـت
ــل از هیدرولیز آنزیمی را در یون آهن   پپتیدهاي حاصـ

ــیلیک   و آمینو هايگروه وجود به  توانمی به (کربوکسـ
و  )اسـیدي  و بازياسـیدهاي آمینه   هايشـاخه در   ترتیب
بت داد هايیونحذف   یدان فلزي از محیط نسـ  پرواکسـ

درولیز آنزیم دیگر در تحقیقی. )39( ايپروتئین یهیـ  هـ
ــتفـاده از   ــتـه خرمـا بـا اسـ   هـايآنزیمموجود در آرد هسـ

د. هاآنب مختلف و ترکی ی شـ ان دادند  بررسـ نتایج نشـ
ــدهکه  ــل از فعالیت ترکیبی از   هايهیدرولیز شـ حاصـ

کمترین قــدرت لاآلکــا از  ترمولیزین  و  فلاوورزیم  ز، 
 )بر گرم پروتئین EDTA معادلmM  15( کنندگیشـلاته 

امـا د.  بودنـ از    برخوردار  ــتفـاده  ز،  لاآلکـاترکیـب  اسـ
ا ادل mM  72(ترین اثر را  لافلاوورزیم بـ بر  EDTA معـ
یـن پـروتـئـ ــد    )گـرم  ن ــتـ داشـ آهـن  یـون  مـهــار  ).  33(در 

ــــلاته   در  مؤثرعوامل  طورکلیبه  بهبود ویژگــــی شـ
ــدگی   اندازه، سـاختار و یا وجود توالی عبارتند از کننــ

ــايپروتئینویژه در  در پژوهشــی  هیدرولیزشــده.   هـــ
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اثر نوع آنزیم بر پیرامون هیدرولیز پــروتئین بــذرکتان 
 قرار گرفت.بررسی    موردشلاته کنندگی یـــون آهـــن  

ان داد   ــدگیشـلاته نتایج نشـ یون آهن در پروتئین  کننــ
آلکالاز و پانکراتین   هـــايآنـــزیمهیدرولیزشده توسط 

در بیشـــترین مقـــدار و در پـــروتئین هیدرولیزشده  
  .)40( توسط فلاورزایم در کمترین مقدار بـود

  
  گیري نتیجه

  مورداسـتفاده کدو به شـکل آجیل    هايدانه بخش اعظم 
دقرارمی ــایعـات    گیرنـ از آن نیز جز ضــ ــی  و بخشـ

این ضـایعات   که ازآنجایی .شـودمیکشـاورزي محسـوب 
  کردندفعبالایی برخوردار هستند و  ايتغذیه از اهمیت 

مشـکل و از نظر اقتصـادي   محیطیزیسـتاز نظر   هاآن
ــدمیهزینـه بر    بـاو از طرفی بـا اتلاف مواد مغـذي    بـاشـ

ــت  ارزش ادي در   نیز همراه اسـ ات زیـ ابراین تحقیقـ بنـ
راسـتاي تبدیل ضـایعات تولید شـده به محصـولات مفید  

ــتفاده از  ــنایع دیگر  به  هاآنو اس یا  عنوان ماده اولیه ص
ــیـدانآنتیجهـت تولیـد پپتیـدهـاي   ــورت  اکسـ  گرفتـه صـ

مختلف بر روي یک   هايآنزیم  که ایناست. با توجه به 

و با   سـوبسـتراي یکسـان داراي اثرات متفاوتی هسـتند
ــت کـه ترکیـب آنزیم   این کـه توجـه بـه   ــده اسـ ادعـا شـ

ايویژگیموجـب بهبود   ــول   هـ الی محصـ ــت فعـ زیسـ
هدف این پژوهش مقایســه   بنابراین گرددمیحاصــل  

ــأثیر روي   ت بر  ترکیبی  و  ــاده  ســ آنزیمی  هیــدرولیز 
ده دانه   هايویژگی یدانی پروتئین هیدرولیز شـ آنتی اکسـ

اکـدو بود.  ــان داد کـه در ب  جینتـ مورد   يمـارهـایت  نینشـ
با   سـه یدر مقا  4و   3  یبیترک  زیدرولیه يمارهایاسـتفاده ت

 اکسیدانی آنتی  تی) قابل6و    5ساده (  زیدرولیه  يمارهایت
الاتر ــان   يبـ دمیاز خود نشـ ه   دهنـ ه طوريبـ الاتر  کـ   نیبـ

ابل زانیم  اءی ـ، قـدرت احDPPHآزاد    کـالیمهـار راد  تی ـقـ
لاته   تیکل و فعال یدانیاکس ـ یتآن  تیآهن، ظرف  ونی شـ

ت  ونی  یکننــدگ در   ــه  مــاریآهن  و  4  یبیترک  زیدرولی
ایین اآن  زانیم  ترینپـ اریدر ت  هـ ــاده    زیدرولی ـه  مـ  6سـ

د. اهده شـ   ترکیبی  هیدرولیز بالاتر  تأثیردلیل    احتمالاً مشـ
 و در نتیجه  هیدرولیز  تفاوت در میزان  به دلیـل  دو آنزیم

ترکیـب و توالی   انـدازه،ایجـاد پپتیـدهـاي متفـاوت از نظر 
ــدمی اشـ ه  بـ ه طوريبـ اي  کـ دهـ ــل از    پپتیـ ابلیـت  حـاصـ قـ

  ند.برخوردار بودبالاتري  اکسیدانیآنتی
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