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  چکیده
منظور دستیابی به حداکثر خصوصیات مهارکنندگی رادیکال به pepo) (Cucurbitaسازي شرایط هیدرولیز پروتئین دانه کدودر این پژوهش بهینه

DPPH غلظت آنزیم کنندگی یون فرو با استفاده از روش سطح پاسخ و با استفاده از طرح مرکب مرکزي مورد بررسی قرار گرفت. به این منظور و شلاته
عنوان سطوح متغیرهاي مستقل انتخاب شدند. نتایج نشان داد کـه شـرایط   ساعت به 2-5گراد و زمان درجه سانتی 35-45درصد، دماي  1-2تریپسین 

ساعت  5زمان گراد، درجه سانتی 35کنندگی یون آهن به ترتیب دماي و شلاته DPPHبهینه براي دست یافتن به حداکثر خاصیت مهارکنندگی رادیکال 
و  %28/76کنندگی برابر با و با قابلیت ضداکسایشی و شلاته %2ساعت و غلظت آنزیم  05/2گراد، زمان درجه سانتی 45و دماي  %10/1و غلظت آنزیم 

عـدیل شـده   ت 2Rو  9761/0و  2R ،9184/0 ) داشت. مقـدار %84/50و  %89/75افزار (بود که مشابهت زیادي با نتایج پیشنهاد شده توسط نرم 61/49%
افزار تخمین زده شد. بر طبق نتایج بدست آمده کنندگی یون آهن توسط نرمشلاته و DPPHبه ترتیب براي خاصیت مهار رادیکال  1827/0و  1333/0

  کنندگی مناسبی برخوردار بود.  پروتئین هیدرولیز شده دانه کدو از قابلیت ضداکسایشی و شلاته
  

  دو، هیدرولیز آنزیمی، تریپسین، روش سطح پاسخدانه ک هاي کلیدي:واژه
  

    1 مقدمه
-شمار مـی هها یک منبع غذایی مهم براي تغذیه انسان بپروتئین

کننده نیتروژن، اسیدهاي آمینه و انرژي لازم روند. این ترکیبات تأمین
باشـند. هیـدرولیز آنزیمـی    هاي بـدن مـی  براي عملکرد طبیعی ارگان

هـاي شـیمیائی،   مؤثر براي بهبـود ویژگـی  هاي ها یکی از راهپروتئین
منظـور  یز آنزیمی بـه فیزیکی و کاربردي این ترکیبات است. از هیدرول

شـود.  هاي پروتئینی و پپتیدهاي زیست فعال استفاده میتولید بخش
اسیدآمینه هستند که  2-15هاي پپتیدي با اندازه این ترکیبات زنجیره

نی مختلف ماننـد کـازئین، آب   قابل استحصال از هیدرولیز منابع حیوا
پنیر، گوشت و... و منابع گیاهی مانند گلوتن گندم، سویا، اسفناج، لوبیا 

ي هاباشند. پپتیدهاي حاصل از هیدرولیز پروتئینی داراي ویژگیو... می
فشــار خــون، ضداکســایش، بیولوژیــک متنــوعی ماننــد خــواص ضد
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باشند کـه  سرطان، ضدترومبوز و... میباکتري، ضدضدکلسترول، ضد
ویژه انـواع  ها بهها منجر به مورد توجه واقع شدن پروتئیناین ویژگی

منظور تولید و تخلیص پپتیدهاي زیست گیاهی در بخش غذا و دارو به
فعال شده است. یکی از خواص منحصر به فرد پپتیدهاي زیست فعال 

ها خواص ضداکسایش این ترکیبات اسـت  حاصل از هیدرولیز پروتئین
(Torruco-Ucoet al.,2009)ــی از . پراکسیداســیون چربــی ــا یک ه

دلایل اصلی فساد مواد غذایی در طول فرایند و نگهـداري اسـت. در   
ها یک روش مؤثر براي افـزایش طـول   این مورد افزودن ضداکساینده

رود. در حـال حاضـر رغبـت    شمار میعمر موادغذایی حاوي چربی به
صنوعی به دلیل تصوري که در هاي مکنندگان به ضداکسایندهمصرف

زائی این ترکیبـات وجـود دارد کـاهش یافتـه اسـت      مورد اثر سرطان
(Jayaprakasha et al.,2001)هاي اخیـر تـلاش  . بنابراین در سال-

هـاي طبیعـی بـه ویـژه     اي بـراي یـافتن ضداکسـاینده   هاي گسترده
هایی با منشأ گیاهی به دلیل وزن ملکولی پائین، جـذب  ضداکساینده

ریع و فعالیت بالاي این ترکیبات انجام شده است. پپتیدهاي زیست س
تر بوده، پایداري بیشتري را در شرایط مختلف فعال داراي ساختار ساده

هاي خطرناك مربوط به سیستم ایمنـی  نشان داده و منجر به واکنش
اسـید آمینـه از    2-100گردند. پپتیـدهاي زیسـت فعـال بـا     بدن نمی
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  15 ...سازي شرایط تولید پپتیدهاي ضداکسایش از هیدرولیز کنسانتره پروتئینی دانه کدوبهینه

منابع غـذایی مختلـف توسـط انـواع پروتئـاز تولیـد       هیدرولیز آنزیمی 
هایی مانند ممانعت از پراکسیداسیون اند. این پپتیدها داراي ویژگیشده

 باشند. هاي آزاد میو حذف رادیکال
کی از گیاهانی اسـت کـه بـه شـکل     ی (Cucurbita pepo)کدو
عنوان غـذا و دارو مـورد   اي در سرتاسر جهان کشت شده و بهگسترده

 %4/55گیري شده دانـه کـدو حـاوي    گیرد. آرد چربیاستفاده قرار می
خاکستر بوده، اسیدهاي چرب اصـلی   %23/7فیبر و  %1/28پروتئین، 

 100باشـند و هـر   ) می%8/37) و اولئیک اسید (%1/43آن لینولئیک (
  .(Lazos, 1986) کندمگاژول انرژي تولید می 83/2گرم از این ماده 

رود و شمار میغذي از پروتئین و فیتوسترول بهانه کدو منبعی مد
حاوي میزان قابل توجهی از مواد معدنی مانند روي، پتاسیم، کلسـیم،  
منیزیوم، آهن، مس، فسفر و بتاکاروتن است. ایزوله پروتئین کدو غنی 

ها بوده و در کاهش اثرات مخرب مربوط به سوء تغذیه از ضداکساینده
) 1392. مهرگان و همکاران ((Mohamed et al., 2009)مؤثر است 

با بررسی تأثیر آنزیم آلکالاز بر خواص ضداکسایش پروتئین هیدرولیز 
گــزارش دادنـد کــه  ، (Carassiuscarassius)شـده مــاهی کـاراس   

ر شرایطی منطبق بـا دمـاي   د DPPHبیشترین فعالیت مهار رادیکال 
زیمـی  دقیقـه و فعالیـت آن   27/151گـراد، زمـان   درجه سانتی 11/48
هیدرولیز پروتئین ماهی گیش خـط  واحد آنسون مشاهده شد.  43/64

توسط آلکالاز و فلیـورزایم نشـان داد    )Selaroidesleptolepis(زرد 
هاي تولید کنندگی در نمونهکه با افزایش زمان هیدرولیز، قدرت شلاته

که در درجه هیدرولیز شده توسط هر دو آنزیم افزایش یافت، در حالی
هاي تولیدي توسـط فلیـورزایم قـدرت شـلاته     هیدرولیز شده یکسان،

هاي هیدرولیز شـده توسـط آلکـالاز    کنندگی بیشتري نسبت به نمونه
وجود قدرت احیاکنندگی، مهـار  .)Klompong et al., 2007( داشتند

کننـدگی  و قـدرت شـلاته   DPPHرادیکال سوپراکسید، مهار رادیکال 
 2ي هـا به ترتیب در غلظت %15/65و  %71/79، %67، 69/0برابر با 

گـرم بـر   میلـی  6/1لیتر، گرم بر میلیمیلی 9/0لیتر، گرم بر میلیمیلی
لیتر در پروتئین هیدرولیز شده یونجه گرم بر میلیمیلی 5/0لیتر و میلی

  . (Xie et al., 2008) توسط آلکالاز گزارش شد
باشـد.  مـی یکی از موارد کاربرد دانه کدو تولید روغن از این منبع 

کشی دانه کدو حاوي درصد بـالائی پـروتئین   کنجاله حاصل از روغن
است که در حال حاضر فرایند خاصی بر روي آن انجـام نشـده و بـا    

رسد. با توجه به پتانسیل قیمت بسیار ارزان به مصرف خوراك دام می
بالاي این ماده در تولید پپتیـدهاي زیسـت فعـال، در ایـن پـژوهش      

منظور تولیـد  ایط هیدرولیز آنزیمی کنجاله دانه کدو بهسازي شربهینه
و  DPPHپپتیدهاي زیست فعال با بیشترین اثر مهارکنندگی رادیکال 

کنندگی یون آهن توسط آنزیم تریپسین مورد مطالعه قرار گرفته شلاته
  است. 
 
  

  هامواد و روش
  مواد

ــدو   ــه ک ــه دان  .Cucurbitapepo con. Pepo varکنجال
Styriaca)( ز شرکت سویا بین گرگان خریداري شد. آنزیم تریپسین ا
از شرکت سیگما و فروزین، کلریـد آهـن، سـود،     1DPPHو رادیکال 

اسید کلریدریک و اتانول از شرکت مرك تهیه شدند و تمام مواد مورد 
  استفاده از درجه آزمایشگاهی برخوردار بودند.

  
 سازي کنجاله کدو آماده

کنجالـــه توســـط دســـتگاه  پـــس از حـــذف مـــواد خـــارجی،
ساخت آلمان) به آرد تبدیل شد. آرد حاصل به   (Perten,3100آسیاب
گیري و در دماي چربی 1:3ساعت با حلال هگزان به نسبت 16مدت 

  اتاق خشک، و تا مرحله استخراج پروتئین در یخچال نگهداري شد. 
  

  تهیه کنسانتره پروتئین دانه کدو
در آب پراکنده  1:10ه به نسبت گیري شدکنجاله دانه کدو چربی

رسـانده   10نرمـال بـه    1محلول توسط محلول سود  pHشد. سپس 
ساعت در دماي اتاق مخلوط شد. محلول حاصل به  1شده و به مدت 

گــراد در ه ســانتیدرجــ 4و دمــاي  g 5000دقیقــه بــا دور 20مــدت 
قرار گرفـت.   ، کره جنوبی)Combi514Rمدل  (دارسانتریفوژ یخچال

دو سـوپرناتانت حاصـل توسـط    هاي دانـه ک ـ ظور رسوب پروتئینمنبه
رسانده شد و تحت شـرایط مشـابه    pH 5نرمال به  1کلریدریک اسید

سانتریفوژ شد. رسوب بدست آمده (کنسانتره پروتئین) براي هیدرولیز 
  . (Zivanovic et al., 2011)مورد استفاده قرار گرفت 

  
  هیدرولیز کنسانتره پروتئین دانه کدو

منظور هیدرولیز کنسانتره پروتئین دانه کدو، کنسانتره به نسبت به
) پراکنده شد. سپس آنزیم pH=8(وزنی/حجمی) در بافر فسفات ( 5%

افزوده شد و هیدرولیز در محدوده دمائی و زمانی  %2تا  %1در غلظت 
ساعت در انکوباتور شیکردار  2-5گراد و درجه سانتی 35-45ترتیب به
در  دور بر دقیقه انجام شد. 200) با دور ، کره جنوبیVS-8480مدل (

دقیقه متوقف  10گراد به مدت درجه سانتی 85انتها واکنش آنزیمی در 
به مدت  g 5000شد و براي حذف ترکیبات اضافه سانتریفوژ کردن در 

  . (Villanueva et al., 1999)دقیقه انجام گرفت  30
  
 DPPHگی رادیکال گیري فعالیت مهارکننداندازه

 هیـدرولیز  پـروتئین  ينمونـه  از میکرولیتر 1000منظور این براي
میلی مولار) تهیه شده  DPPH )1/0میکرولیتر محلول  1000شده با 

 و اتاق دماي در قیقهد 60ت مد مخلوط به مخلوطشد، %96در اتانول 
                                                        
1 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazy 
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 517ج مـو  طـول  جذب محلول در درنهایت شد. نگهداشته تاریکی در
 . (Bougatef et al., 2009)شد  گیرياندازه انومترن

 1000ز ا شـده  هیدرولیز پروتئین محلول جاي به نمونه کنترل در
شد. فعالیت مهارکنندگی فعالیت رادیکـال از   استفاده اتانول یکرولیترم

  رابطه زیر محاسبه گردید:
=درصد فعالیت  جذب شاهد)) -(جذب شاهد/ (جذب نمونه ×100)  1(

  مهارکنندگی رادیکال
  

  کنندگی یون فروبررسی خاصیت شلاته
 1/0لیتر محلول پروتئین هیدرولیز شده با میلی 7/4به این منظور 

لیتـر  میلـی  2/0مـولار) و  میلـی  II )2 میلی لیتر از محلول کلرید آهن
دقیقه در دماي  20مولار) مخلوط گردید و به مدت میلی 5( 1فروزین

تر قرائت شد. نانوم 562نگهداري شد. در انتها جذب در طول موج  اتاق
ي پروتئین هیدرولیز شده از آب مقطر جاي نمونهي کنترل بدر نمونه

 ي زیـر بدسـت آمـد   کننـدگی از رابطـه  استفاده شـد. فعالیـت شـلاته   
(Almeida et al., 1994) .  

=درصد  ))کنترلجذب  -/ (جذب نمونهکنترل(جذب  ×100)      2(
  کنندگیشلاته

  
  سازي فرایند بهینه
افزار سازي فرایند از نظر خواص ضداکسایش از نرممنظور بهینهبه

Design Expert و روش ســطح پاســخ(RSM)2  بــا طــرح مرکــب
و  x)2(، دما x)1(براي سه متغیر مستقل غلظت آنزیم 3(CCD)مرکزي

) استفاده شد. حدود هـر  -1، 0+، 1در سه سطح ( x)3(زمان هیدرولیز 
هاي آزمایشی بدست کدام از متغیرهاي مستقل با توجه به نتایج آزمون

و  DPPHهاي مورد بررسی خاصیت مهارکنندگی رادیکال آمد. پاسخ
صورت تصادفی با تیمار به 20کنندگی یون فرو بودند. خاصیت شلاته

افـزار انتخـاب شـدند. سـطوح     شش تکرار در نقطه مرکزي توسط نرم
و تیمارهاي مربوطه در جدول  1مختلف متغیرهاي مستقل در جدول 

هاي بینی پاسخمنظور پیشبه 2و  1ارائه شده است. مدل رگرسیونی 2
کنندگی یون فرو) بصورت و شلاته DPPHاول و دوم (مهار رادیکال 

  پیشنهاد شد: ذیلمعادلات 
)3                           (             3x3+ b2 x2+ b1 x1+ b 0Y= b  
)4            (3 x1x13+ b2 x1x12+ b3 x3+ b2 x2+ b1 x1+ b 0Y= b

3x2x23+b 23x33+ b2 2x22+ b2 1x11+ b   
  

پاسخ یا متغیر وابسته (فعالیت مهارکنندگی رادیکال  yدر معادله فوق، 
  3bو 1b،2bثابت ومقدار 0bکنندگی یون فرو در مقدار واقعی)، یا شلاته

                                                        
1Ferrozine 
2Response Surface Methodology 
3 Central Composite Designs 

ثرات ا  23bو 12b ،13bو  5ثرات درجه دوما 33bو  11b،22b، 4ثرات خطیا
 ـ 6متقابل  ، ضـرایب (ANOVA)باشـند. جـدول آنـالیز واریـانس     یم

 ـ  رگرسیونی، رسم نمودارها و بهینه  Designافـزار  رمسـازي توسـط ن
Expert هـا از طریـق محاسـبه    داري آزمـون انجام گرفت و معنیF-
Value برررسی شد.  05/0داري در سطح احتمال معنی  

  
سطوح متغیرهاي مستقل مورد استفاده براي بهینه سازي  - 1جدول 

  فعالیت ضداکسایش پروتئین دانه کدو

  حدود تغییرات  تغیرهاي مستقل م
1              +0  1-  

  %1  %5/1  %2غلظت آنزیم (%)                                                                                                            
  35  40  45  گراد)دماي هیدرولیز (درجه سانتی
  2  5/3  5  زمان هیدرولیز (ساعت)

  
  نتایج و بحث

اثـر سـه فـاکتور     است.آمده  3هاي کنجاله کدو در جدول ویژگی
غلظت آنزیم، دما و زمان هیدرولیز بر خاصیت مهارکنندگی رادیکـال  

DPPH ارائه شده است 4کنندگی یون فرو  در جدول و شلاته.  
با در نظر گرفتن ضرایب رگرسـیونی بـه    6و  5هاي خطی معادله

کننـدگی  و شلاته DPPHترتیب براي خاصیت مهارکنندگی رادیکال 
  داري ضرایب پیشنهاد شد:توجه به معنی یون فرو و با

  DPPH= فعالیت مهار رادیکال 3625/109 -) 86/20 ×(آنزیم )   5(
  ) + 24/6 ×(زمان  –) 19/1 ×(دما

  
  کننده یون فرو = فعالیت شلاته47/544 -) 05/39 ×(آنزیم )   6(

 ×آنزیم  ×(آنزیم) + 79/1 ×زمان  ×) + (زمان 31/0× دما ×+ (دما
   -) 94/13 ×(زمان  –) 25/24 ×(دما +) 92/10

 
و  9761/0و براي معادله دوم  9184/0براي معادله اول  2Rمقدار

 9547/0و  9031/0ترتیب دوم به عدیل شده معادله اول وت 2Rمیزان 
علاوه فـاکتور  ها است. بهدهنده مناسب بودن توزیع دادهبود که نشان

بودن مـدل ارائـه شـده    عدم برازش که معیاري براي بررسی مناسب 
را در معادله اول و دوم  1827/0و  1333/0باشد، به ترتیب میزان می

به خود اختصاص داد. بالاتر بودن میزان عدم برازش از سطح احتمال 
معنـی بـودن ایـن فـاکتور     ) یا به عبارت دیگـر بـی  05/0داري (معنی
اس دهنده مناسب بودن مدل پیشنهاد شده و برازش مدل بر اس ـنشان
دهنده این باشد. برازش مناسب نشانهاي در نظر گرفته شده میپاسخ

                                                        
4 Linear Effects 
5 Quadratic Effects 
6 Interaction Effects 
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  ). 1392(مهرگان و همکاران، هـا را دارد  است که مدل ارائه شده توانـائی توضـیح در تغییـرات داده   
  کدو تیمارهاي تصادفی و فعالیت ضداکسایش پروتئین هیدرولیز شده دانه - 2جدول 

  /کنندگی یون فرو (%)فعالیت شلاته (%) DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال   )h(زمان هیدرولیز   )Cدماي هیدرولیز (  غلظت آنزیم (%)  تیمار
1  1  35  5  78  44/31  
2  2  35  2  03/38  63/38  
3  2  35  5  24/61  67/40  
4  5/1  35  5/3  47/62  69/31  
5  1  35  2  77/56  88/37  
6  5/1  40  5/3  91/48  67/27  
7  5/1  40  5/3  11/50  00/28  
8  5/1  40  5/3  83/54  94/26  
9  5/1  40  5/3  50  69/25  

10  5/1  40  5/3  93/47  25  
11  5/1  40  5/3  47/49  12/28  
12  1  40  5/3  29/65  89/28  
13  5/1  40  5  33/56  23/31  
14  5/1  40  2  93/44  89/33  
15  2  40  5/3  37/44  62/34  
16  1  45  2  34/48  56/44  
17  2  45  2  64/29  98/51  
18  1  45  5  51/72  73/41  
19  2  45  5  29/43  28/48  
20  5/1  45  5/3  19/43  00/41  

  
  هاي کنجاله کدوویژگی - 3جدول 

  درصد  *ویژگی
  57/48 ± 51/3  پروتئین
  93/8 ± 58/0  چربی

  24/6 ± 52/0  رطوبت
  11/7 ± 17/0  خاکستر

  نتایج میانگین سه تکرار هستند *
  

تأثیر متغیرهاي مستقل بر خاصیت مهارکنندگی رادیکال 
DPPH 

اثر متقابل غلظت آنزیم و دماي هیدرولیز بر خاصیت 
  DPPHمهارکنندگی رادیکال 

در  DPPHتأثیر غلظت آنزیم و دماي هیدرولیز بر مهار رادیکال 
آورده شده است. افزایش غلظت آنزیم منجر بـه کـاهش در    1شکل 

قدرت مهارکنندگی رادیکال آزاد شد. افـزایش دمـاي هیـدرولیز نیـز     
منجر به کاهش در این ویژگی اما با شدت اثـر کمتـري گردیـد، در    

 35در دمـاي   DPPHکه بالاترین قدرت مهارکنندگی رادیکال حالی

  . گراد مشاهده شددرجه سانتی
براي بررسـی قابلیـت    DPPHاز خاصیت مهارکنندگی رادیکال 

حذف  .شودمی هاي هیدرولیز شده استفادههیدروژن دهندگی پروتئین
رادیکال آزاد مکانیزمی است که توسط آن ترکیبات ضداکسایش قادر 

 DPPHهاي اکسایشی جلوگیري نمایند. رادیکـال  هستند از واکنش
که ایـن  پایدار در دماي اتاق است. زمانیهاي یکی از معدود رادیکال

ــک ترکیــب در مجــاورت یــک ترکیــب هیــدروژن  ــد ی ــده مانن دهن
ضداکساینده قرار گیرد، یک هیدروژن پذیرفته، به یک ترکیب پایدار 

ي مهار رادیکـال، تغییـر رنـگ محسـوس از     تبدیل شده و در نتیجه
گردد نانومتر مشاهده می 517بنفش به زرد و کاهش میزان جذب در 
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  ).1391(طاهري و همکاران، 
  

  

 DPPHکنندگی یون فرو و مهار رادیکال مربوط به آزمون شلاته (ANOVA)جدول تجزیه و تحلیل واریانس  - 4جدول 
  F-Value P  میانگین مربعات  مجموع مربعات  درجه آزادي  فاکتور

            کنندگی یون فروشلاته
  ˂  0001/0  46/45  20/128  78/1153  9  مدل

  0002/0  38/33  13/94  13/94  1  غلظت آنزیم
  0284/0  55/6  47/18  47/18  1  زمان
  ˂  0001/0  14/79  16/223  16/223  1  دما

  0224/0  27/7  51/20  51/20  1  آنزیم ×آنزیم 
  0026/0  89/15  79/44  79/44  1  زمان ×زمان 
  ˂  0001/0  65/59  21/168  21/168  1  دما ×دما 
  1402/0  57/2  24/7  24/7  1  زمان ×آنزیم 

  4205/0  71/0  99/1  99/1  1  دما ×آنزیم 
  6634/0  20/0  57/0  57/0  1  دما ×زمان 

      82/2  2/28  10  باقیمانده
  1827/0  37/2  97/3  83/19  5  عدم برازش

      67/1  37/8  5  خطاي خالص
        98/1181  19  کل

            DPPHمهار رادیکال 
  ˂  0001/0  05/60  47/773  40/2320  3  مدل

  ˂  0001/0  52/84  68/1088  68/1088  1  غلظت آنزیم
  ˂  0001/0  52/27  50/354  50/354  1  دما

  ˂  0001/0  1/68  22/877  22/877  1  زمان
      88/12  09/206  16  باقیمانده

  1333/0  79/2  11/16  25/177  11  عدم برازش
      77/5  83/28  5  خطاي خالص

        49/2526  19  کل
  

اعتقاد بر این است که نوع ماده اولیه، اختصاصـی بـودن آنـزیم،    
شرایط هیدرولیز و اندازه، میزان و ساختار اسیدهاي آمینه و پپتیدهاي 

رونـد  تولیدي از فاکتورهاي مؤثر بر فعالیت ضداکسایش به شمار مـی 
قابلیت مهارکنندگی رادیکال بـا  ).کاهش 1392(مهرگان و همکاران، 

کننـدگی آنـزیم بـر    تواند به علت اثـر هضـم  افزایش غلظت آنزیم می
پپتیدهاي تولیدي باشد. با افزایش غلظت آنزیم، امکان اثر بیشـتر بـر   
ماده پروتئینی افزایش یافته و این امر منجر به شکسته شدن تعدادي 

گردد ه هیدرولیز میاز پپتیدهاي ضداکسایش تولید شده در مراحل اولی
 Kamau). در تحقیق انجام شده توسط 1393فر و همکاران، مشکین(

) بر هیدرولیز کنسانتره پروتئین آب پنیر توسط تریپسین، Lu )2011و 
تأثیر معناداري بر افزایش  %3تا  1افزایش نسبت آنزیم به سوبسترا از 
عــلاوه رابطــه نداشــت. بــه DPPHخاصــیت مهارکننــدگی رادیکــال 

در این  DPPHمستقیمی میان درجه هیدرولیز و قدرت مهار رادیکال 
و غلظت  pHها مشاهده نشد. بر طبق گزارش این محققین دما، نمونه

سوبسترا از عوامل تأثیرگذار بر درجه هیدرولیز و قدرت مهار رادیکـال  
DPPH    ــط ــده توس ــام ش ــق انج ــتند. در تحقی و  Wiriyaphanهس

بــر هیــدرولیز سـوریمی توســط آلکــالاز، پپســین،  ) 2012مکـاران ( ه
وجــود رابطــه نیــز  Virgibacillusتریپســین و پروتئینــاز حاصــل از 

مستقیم میان درجه هیدرولیز و خاصیت ضداکسایش پپتیدهاي تولیدي 
هاي موجود در پپتیدها تأثیر بیشتري در تأیید نشد و ساختار اسید آمینه

  ش داشت. ایجاد خاصیت ضداکسای
  

تأثیر تغییرات غلظت آنزیم و زمان هیدرولیز بر میزان 
  DPPHمهارکنندگی رادیکال 

 DPPHبا افزایش غلظـت آنـزیم میـزان مهارکننـدگی رادیکـال      
که افزایش زمان هیدرولیز منجـر بـه افـزایش    کاهش یافت، در حالی

کـم بـودن خاصـیت     ).2خاصیت مهارکنندگی رادیکال گردید (شکل 
-هاي هیدرولیزشده در مراحل اولیه هیدرولیز را مینمونهضداکسایش 
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توان به کم بودن فرصت آنزیم براي اثرگذاري بـر سوبسـترا و تولیـد    
پپتیدهاي با قابلیت ضداکسایش نسبت داد. با افزایش زمان هیدرولیز و 

هـاي آزاد  کاهش اندازه پپتیدهاي تولیدي بر قابلیـت حـذف رادیکـال   
  شود.یتوسط پپتیدها افزوده م

  
  DPPHبعدي و کانتور تأثیر غلظت آنزیم و دماي هیدرولیز بر خاصیت مهارکنندگی رادیکال نمودار سه - 1شکل 

  

  
  DPPH: تأثیر غلظت آنزیم و زمان هیدرولیز بر خاصیت مهارکنندگی رادیکال 2شکل 
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دالتون  6000عقیده محققین پپتیدهاي با وزن ملکولی کمتر از به 
اسیدآمینه در زنجیـره پپتیـدي خاصـیت ضداکسـایش      2-20و تعداد 

 ,.Amza et al.,2013; Ren et al)دهنـد  بیشتري از خود بروز می
) بر پروتئین 2013و همکاران ( Amza. در تحقیقی که توسط (2010

یلـی انجـام گرفـت، هیـدرولیز دو     هیدرولیز شده حاصل از نـان زنجب 
اي توسط آنزیم پپسین و تریپسین منجـر بـه افـزایش فعالیـت     مرحله

دقیقه هیدرولیز گردید. در تحقیـق انجـام    180ضداکسایشی در طول 
) بـر هیـدرولیز پـروتئین گیـاه     2009و همکـاران (  Tangشده توسط 

 ـ   شاهدانه امکس، توسط شش پروتئاز آلکالاز، فلیـورزایم، نـوتراز، پروت
پپسین و تریپسن نتایج مشابه در مورد تأثیر زمان هیدرولیز بر خاصیت 
مهارکنندگی رادیکال آزاد بدست آمد. بنابر گزارش این محققین فرایند 

عنـوان یـک تکنیـک مـؤثر در تولیـد      توانـد بـه  هیدرولیز آنزیمی مـی 
در اثـر تخریـب   محصولات ارزش افزائی شده مورد استفاده قرار گیرد.

ها با پیشرفت هیدرولیز، احتمـال بـاز شـدن    ساختمان طبیعی پروتئین
ساختار پروتئین و قرار گرفتن اسیدهاي آمینه فعـال در سـطح وجـود    

هاي فعـال رادیکـال وارد   توانند با گونهدارد، و این اسیدهاي آمینه می
ایـن  . (sun et al.,2011) واکنش شـده و آنهـا را غیرفعـال نماینـد    

 4بـه   2ده شده است که با افزایش زمان هیدرولیز از موضوع نشان دا
میزان مهارکننـدگی رادیکـال   کاهش و بنابراین  IC50ساعت شاخص

DPPH یابد که بـا نتـایج بدسـت آمـده در ایـن تحقیـق       افزایش می
  .(Tang et al., 2009) مطابقت دارد

  
  کنندگی یون فروتأثیر متغیرهاي مستقل بر خاصیت شلاته

  کنندگی یون فروظت آنزیم بر خاصیت شلاتهغل -نقش زمان 
کنندگی یون فرو در نقش زمان و غلظت آنزیم بر خاصیت شلاته

کنندگی یون فرو در نشان داده شده است. بیشترین اثر شلاته 3شکل 
ساعت هیدرولیز مشاهده شـد و کمتـرین    2آنزیم و زمان  %2غلطت 

سـاعت   5/3و زمـان   %1میزان این ویژگی مربوط به غلظـت آنـزیم   
  هیدرولیز بود. 

فروزین قادر به ایجاد یک کمپلکس بنفش رنـگ بـا یـون آهـن     
اي در محیط وجود داشـته باشـد،   که ترکیب شلاته کنندهاست. زمانی

یزان یا غلظت یون آهن کاهش یافته و از شدت رنگ این کمپلکس م
کنندگی یون آهن کاسته خواهد شد. بنابراین با افزایش قابلیت شلاته

 562شدت رنگ کمپلکس ایجاد شـده و در نتیجـه میـزان جـذب در     
  نانومتر کاهش خواهد یافت

که یک ترکیب خـاص تحـت تـأثیر تیمارهـاي     بطور کلی زمانی
ار گیرد، پپتیدهایی با خواص متفاوت ایجـاد خواهنـد شـد،    متفاوتی قر

توان پپتیدهاي متفاوتی را از یک بنابراین با اعمال شرایط مختلف می
نمونه خاص تولید کرد. این تیمار ممکن است بر روي ساختار پروتئین 
و در نقاط مختلفی از زنجیره پپتیدي اثر بگذارد. درجه هیدرولیز نیز به 

هـاي  گیـري گـروه  طول زنجیره پپتیـدي و معـرض   شکل عمیقی بر
 Khantaphant)اسیدهاي آمینه انتهایی در زنجیره تأثیر خواهد داشت 

et al.,2011)       گزارش شـده اسـت کـه برخـی از اسـیدهاي آمینـه و.
مشتقات آنها مانند سیستئین، هیستیدین، تریپتوفان، لایزین، آرژنین، 

 Xie etد (ضداکسایشی هستنلوسین، تیروزین و والین داراي فعالیت 
al., 2008 .(پپتیـدهایی کـه حـاوي اسـیدهاي آمینـه      به علاوه تري

خود هسـتند قـدرت ضداکسـایش     Cتریپتوفان یا تیروزین در انتهاي 
  .(Cumby et al., 2008)دهنداي از خود بروز میقابل ملاحظه

  
  آنزیم و دماي هیدرولیز بر مهار یون آهن تأثیر غلظت

اشاره شد غلظت آنزیم در نواحی میانی کمترین اثر  همانگونه که
کـه ایـن میـزان در    را در ممانعت از فعالیت یون فرو داشت، در حـالی 

درجـه   40تـا   35آنزیم به حداکثر خـود رسـید. از دمـاي     %2غلظت 
گـراد یـک   درجـه سـانتی   45تا  40گراد یک کاهش ناچیز و از سانتی

مشاهده شد و حداکثر ون فرو کنندگی یافزایش شدید در قدرت شلاته
گراد بود (شکل درجه سانتی 45کنندگی مربوط به دماي قابلیت شلاته

4  .(  
هاي فلزي نقش مهمی این موضوع به اثبات رسیده است که یون

هاي اکسایش بر عهده دارند. یون آهن قادر به گیري واکنشرا درشکل
منجـر بـه   اسـت کـه    Haber–Weissکاتالیز کردن واکنشی به نـام  

هاي خطرناك رادیکـال  گیري گونهتحریک آنیون سوپراکسید و شکل
هـاي زنـده وارد   ها سریعا با بافـت گردد. این رادیکالهیدروکسیل می

واکنش شده و منجر به ایجاد صدمات جدي خواهند شد. گزارش شده 
ها هاي هیدروکسیل از طریق ضداکسایندهاست که مهارشدن رادیکال

پـذیر اسـت. از   هاي فلزي امکـان تشکیل پیوند با یون عمدتا از طریق
هاي فلزي ممکن است بر که دخالت در فعالیت کاتالیتیک یونآنجائی

ــت ــی فعالی ــاي اکسایش ــدازه  ه ــد، ان ــذار باش ــت  تأثیرگ ــري قابلی گی
کنندگی نقش مهمـی را در بررسـی توانـائی ترکیـب در مهـار      شلاته

  . (Xie et al., 2008) هاي آزاد داردرادیکال
این موضوع مکررا تأکید شده است که پپتیدهاي مختلف با اندازه 

هاي خـاص در زنجیـره جـانبی    متفاوت، وجود گروهو توالی اسیدآمینه
اسیدهاي آمینه و یا وجود ساختارهاي خاص پپتیدي نقش مهمـی در  

 Nalinanon et al., 2011; Taha)کنندگی دارندایجاد خواص شلاته
et al., 2013; Khantaphant et al., 2011) تصور بر این است که .

اسیدهاي آمینـه تریپتوفـان، متیـونین و تیـروزین و بـه دنبـال آنهـا        
سیستئین، هیستیدین و فنیل آلانین داراي قابلیت بـالایی در شـلاته   

.بـا توجـه بـه    (Zhu et al.,2006)هـاي فلـزي هسـتند    کردن یـون 
آنـزیم،   %2رولیز در غلظت توان نتیجه گرفت در اثر هیدگزارشات می

ساعت احتمال تشکیل این دسته  2گراد و زمان درجه سانتی 45دماي 
  از پپتیدها بیشتر بوده است. 
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  کنندگی یون فروو زمان هیدرولیز بر خاصیت شلاته تأثیر غلظت آنزیم - 3شکل 

  
  کنندگی یون فرو در غلظت آنزیم و دماهاي متفاوتخاصیت شلاتهبعدي و کانتور نمودار سه - 4شکل 
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 Hmidetو  )2010(و همکاران  Jamdarدر تحقیقاتی که توسط 
به ترتیب در مورد خواص ضداکسایشی پـروتئین   )2011(و همکاران 

انجام گرفـت، خاصـیت    (Sepia officinalis)نخود و پروتئین ده پا 
داري نشان داد کنندگی با افزایش درجه هیدرولیز افزایش معنیشلاته

و پیشنهاد شد که درجات هیدرولیز بالاتر منجـر بـه شکسـته شـدن     
پیوندهاي پپتیدي بیشتر و ایجاد خاصیت ضداکسایش بـالاتر خواهـد   

  شد
  کنندگی یون آهنثر زمان و دماي هیدرولیز بر شلاتها

ودار سه بعـدي و کـانتور اثـر متقابـل زمـان و دمـاي       نم 5شکل 
هـاي  دهـد. در قسـمت  کنندگی نشان میهیدرولیز را بر قدرت شلاته

کنندگی مشاهده شد و در ساعت حداقل شلاته 5/3میانی یعنی زمان 
-کنندگی از سایر زمانساعت قدرت شلاته 2ویژه در زمان  دو انتها به

بـه ایـن   رد اثر دما نیز مشاهده شد. ها بیشتر بود. شرایط مشابه در مو
درجه  40کنندگی مربوط به دماي میانی (صورت که کمترین اثر شلاته

گراد افزایش شدیدي درجه سانتی 45تا  40گراد) بود و از دماي سانتی
  کنندگی دیده شد.در قدرت شلاته

نتایج تحقیقات انجام شـده وجـود یـک تضـاد را میـان قابلیـت       
کنندگی یون فـرو نشـان داده   شلاته و DPPHال مهارکنندگی رادیک

است. به عبارت دیگر الزاما یک رابطه مستقیم میان ایـن دو ویژگـی   
ــدرت   وجــود نخواهــد داشــت. ــایج حاصــل از بررســی ق ــه نت مقایس

در این  DPPHکنندگی یون فرو و قدرت احیاکنندگی رادیکال شلاته
 3نیز وجود چنین تضادي را تأئید کرد. بـا توجـه بـه جـدول     تحقیق 

) مربـوط بـه   DPPH )78%بیشترین خاصیت احیاکننـدگی رادیکـال   
ساعت بود که  5گراد و زمان درجه سانتی 35آنزیم، دماي  %1غلظت 

) از خود بروز داد. در مقابل %44/31کنندگی نسبتا ضعیفی (اثر شلاته
سـاعت و   2آنزیم، زمان  %2در غلظت کنندگی بالاترین قدرت شلاته

مشاهده شد که معـادل   %98/51گراد به میزان درجه سانتی 45دماي 
بـود. ایـن موضـوع احتمـالا      %64/29با قدرت مهارکنندگی رادیکال 

 Je et) بوده است و ترکیب متفاوت مربوط به ایجاد پپتیدهایی با اندازه
al.,2009)ساعت را  5/3تا  2ن کنندگی از زما. کاهش خاصیت شلاته

هاي پپتیدي نیز مربوط دانست. به توان به کاهش در طول زنجیرهمی
ساعت هیـدرولیز ممکـن    5تا  5/3علاوه افزایش این ویژگی از زمان 

هاي فعال و اسیدهاي گیري بیشتر مکاناست به علت افزایش معرض
و آمینه مؤثر مانند هیستیدین که قادر به واکنش دادن با یـون آهـن   

  .(Tang et al., 2009) باشند، باشدکردن آن میشلاته
   

  

  
  کنندگی یون فروبعدي اثر زمان و دماي هیدرولیز بر خاصیت شلاتهنمودار کانتور و سه - 5شکل 

  
  اعتبارسنجی مدل

براي بررسی میزان اعتبار مدل ارائه شده، تیمارهاي بهینه پیشنهاد 
ز نظـر خـواص مهارکننـدگی    ا Design Expertشده توسط نرم افزار 

 کنندگی یون فرو مورد بررسی قرار گرفتنـد. و شلاته DPPHرادیکال 
مربوط بـه دمـاي    DPPHشرایط بهینه از نظر خاصیت مهار رادیکال 

بود  %1ساعت هیدرولیز و غلظت آنزیم  5مان گراد، زدرجه سانتی 35



  23 ...سازي شرایط تولید پپتیدهاي ضداکسایش از هیدرولیز کنسانتره پروتئینی دانه کدوبهینه

براي ایـن تیمـار توسـط نـرم افـزار       %89/75که قابلیت ضداکسایش 
کنندگی یون فرو تخمین زده شد. بهینه شرایط از نظر خاصیت شلاته

ساعت و غلظت آنـزیم   05/2گراد، زمان درجه سانتی 45نیز در دماي 
فـزار پیشـنهاد شـد.    اتوسط نرم %84/50کنندگیخاصیت شلاته و 2%
منظور تأیید شرایط پیشنهاد شده، تیمارهاي بهینه در دو تکرار تولید به

گیري قـرار گرفتنـد. قابلیـت    و خواص مذکور در سه تکرار مورد اندازه
و  %28/76در شـرایط بهینـه برابـر بـا      DPPHمهارکنندگی رادیکال 

ایـن  بدسـت آمـد.    %61/49کنندگی یون آهن برابر با خاصیت شلاته
بینـی  افزار قادر به پـیش نتایج نشان داد که مدل ارائه شده توسط نرم

تأثیر فاکتورهاي زمان، دما و غلظت آنزیم بر خاصـیت مهارکننـدگی   
کنندگی یون آهن پـروتئین هیـدرولیز شـده    و شلاته DPPHرادیکال 

  دانه کدو بود.  
  

  گیرينتیجه
منظـور  نزیمـی بـه  این تحقیق امکان استفاده از فرایند هیدرولیز آ

کشـی دانـه کـدو    یک فراورده جانبی حاصل از روغن ارزش افزائی به

(کنجاله دانه کدو) را تأیید کرد. نتایج تحقیق نشان داد که از طریـق  
بهینه کردن شرایط هیدرولیز پروتئین مانند تغییر در غلظت آنزیم، دما 

 تـوان بـه پپتیـدهاي زیسـت فعـال بـا قابلیـت       و زمان هیدرولیز مـی 
کنندگی یون فرو دست یافـت.  شلاته و DPPHمهارکنندگی رادیکال 

پپتیدهاي تولید شده در شرایط بهینـه هیـدرولیز داراي قـدرت مهـار     
کنندگی یون ) نسبت به قدرت شلاته%78( یشتريب DPPHرادیکال 

عدیل شده ت 2Rو  9761/0و  2R9184/0مقدار  ) بودند.%98/51آهن (
و  DPPHبه ترتیب براي خاصیت مهار رادیکـال   1827/0و  1333/0
-افزار تخمـین زده  شـدکه نشـان   کنندگی یون آهن توسط نرمشلاته

- دهنده مناسب بودن مدل پیشنهاد شده و برازش مدل بر اساس پاسخ
  هاي در نظر گرفته شده بود.
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Introduction: Proteins are vital substances for health since they provide nitrogen, amino acids and the 
energy required for normal body performance. However, the applications of proteins are limited due to their 
certain properties, such as their low solubility. The enzymatic hydrolysis of proteins is an extensively used 
approach to produce bioactive peptides and promote the chemical, functional and nutritional properties of 
proteins. These compounds have interesting biological properties such as anti-oxidative, anti-hypertensive, anti-
bacterial, anti-cancer and anti-thrombotic activities. Lipid peroxidation is one of the main reasons behind the 
deterioration of foodstuffs during processing and storage. In this case, the addition of anti-oxidative compounds 
is considered as an effective way to improve the shelf-life of lipid containing foods. Due to carcinogenic effect 
of synthetic anti-oxidative compounds, extensive efforts have been done to find natural anti-oxidative 
compounds with plant origin during recent years. Pumpkin (Cucurbitapepo) seeds are rich of proteins, 
unsaturated fatty acids, phytosterols and essential minerals like Zn, K, Ca, Mg, Fe, Cu and P. Oil content of 
pumpkin seeds is about 40-60%, and mostly consisted of oleic, palmitic and stearic acids. On the other hand, its 
protein content is about 45-46%, and this amount will reach to 55-56% after defatting. To date, pumpkin seeds 
have been mainly used for pumpkin oil production. After the oil extraction, a protein-rich by-product (pumpkin 
oil cake) remains, which is often used for animal feeding. In this study, the enzymatic hydrolysis of pumpkin oil 
cake protein isolate by a food-grade protease named trypsin was attempted and the optimum treatment was 
selected based on the DPPH radical scavenging and ferrous ion chelating activities 

 
Materials and Methods: In this study, the optimization of the hydrolysis of pumpkin (Cucurbitapepo) oil 

cake protein was investigated using response surface methodology (RSM) and central composite design (CCD) 
in order to achieve the maximum DPPH radicals scavenging and metal ion chelating activities. For this purpose, 
trypsin concentrations of 1-2% and hydrolysis temperatures and times of 35-45 ċ and 2-5 hours were examinedas 
independent variables.  

Preparations of pumpkin oil cake protein isolate (POCPI) 
Defatted pumpkin oil cake was dispersed in distilled water (1:10 w/v). The pH was adjusted to 10 with 1N 

NaOH, mixed for 1 hour at room temperature and centrifuged at 5000g for 20 minutes (Combi514R, South 
Korea). The supernatant was collected, pH was adjusted to 5 with 1N HCl and centrifugation was performed at 
the same condition. Supernatant was discarded and precipitate was collected as pumpkin oil cake protein isolate. 

Enzymatic hydrolysis 
Pumpkin oil cake protein isolate was dispersed in tris-HCl at pH= 8 for trypsin enzymatic treatment (5% 

w/v). After that,  trypsin was added at 1%, 1.5% and 2% and hydrolysis was carried out for 2, 3.5 and 5h at 200 
rpm in shaker incubator (8480-VS, South Korea). Hydrolysis temperatures were 35, 40 and 45˚C. At the end of 
hydrolysis, the enzyme was inactivated for 15 minutes at 85˚C; dispersion was centrifuged at 4000g for 30 
minutes, the supernatant was collected and freeze dried. 

DPPH radical scavenging activity 
An aliquot of 1000 microliterpumpkin oil cake proteinhydrolysate was mixed with 1000 microliter of 0.1mM 

DPPH solution prepared in 96% ethanol. The mixture was allowed to stand for 60 minutes in the dark and the 
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absorbance was read at 517 nm. The blank was prepared with the same manner except that 1000 microliter water 
was used instead of 1000 microliter pumpkin oil cake proteinhydrolysate. 

Ferrous ion chelating activity 
Pumpkin oil cake protein hydrolysate(4.7 ml) was mixed with 0.1 ml 2mM FeCl2 and 0.2 ml 5 mM ferrozine 

and was kept at room temperature for 20 min. The absorbance was read at 562 nm and the blank sample was 
prepared with the same manner except that 4.7 ml distilled water was used instead of sample. 

 
Results & Discussions: The results of this study, showed that the optimum conditions to reach the maximum 

DPPH radicals scavenging and metal ion chelating activities were 35 ċ, 5h, 1.1% enzyme concentration and 45 ċ, 
2.05h and 2% enzyme concentration that showed DPPH radicals scavenging and metal ion chelating activities of 
76.28% and 49.61% respectively. These results were to large extent similar to those suggested by Design Expert 
software (75.89% and 50.84%). The R2 was 0.9184% and 0.9761% for DPPH radicals scavenging and metal ion 
chelating activities respectively. Moreover the adjusted R2 was estimated to be 0.1333 and 0.1827 for DPPH 
radicals scavenging and metal ion chelating activities respectively, which suggested the suitability and fitness of 
proposed model for the considered responses.  

 
Conclusions: Based on the results, pumpkin oil cake protein hydrolysate demonstrated appropriate anti-

oxidative and metal ion chelating abilities. The results of this study indicated that pumpkin oil cake protein 
hydrolysate had the ability to be used as an effective and natural anti-oxidative compound in lipid containing 
foods. 
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