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Introduction 
 High levels of free radicals can damage biomolecules and eventually cause oxidative stress. Bioactive peptides 

produced during enzymatic hydrolysis keep high health properties, such as antioxidant properties. The production of 
antioxidant peptides has received much attention as a new generation of natural antioxidants. Plants are one of the most 
abundant sources of biopolymers, especially protein. As long as the protein structure is intact, its amino acid sequence is 
inactive; however, during proteolysis, fermentation, and gastrointestinal digestion, these amino acids are released as 
oligopeptides ordinally with less than 20 amino acids and below 10 kDa in molecular weight. These peptides are more 
digestible and can exhibit specific bioactive properties such antioxidant properties. In this regard, the use of food waste 
containing protein to produce bioactive peptides and increase their value has received increasing attention. Enzymatic 
hydrolysis can increase their functional properties by converting proteins into peptides without affecting their 
nutritional value. Pomegranate seed protein is a by-product of the pomegranate seed oil industry and can be a good 
source of bioactive peptides with antioxidant properties. According to our knowledge, there isn’t any data about the 
enzymatic hydrolysis of pomegranate seed protein for antioxidant peptides production. In this study, the optimal 
conditions for enzymatic hydrolysis of pomegranate seed protein with trypsin using the responses surface method and 
the effect of hydrolysis on protein structure were investigated. 

Materials and Methods 
 In this study, the protein was extracted from pomegranate seed, and using trypsin the optimization of enzymatic 

hydrolysis conditions of protein was determined by Face-Centered Central Composite design, which is one of the 
responses surface design methods. The effect of independent variables including temperature (30 to 45 °C), time (30 to 
180 minutes), and enzyme to substrate ratio (1 to 3 w/w) on DPPH free radical scavenging activity and Fe+3 reducing 
power as responses, was evaluated. Validation tests were performed for confirmation of the proposed values by 
software and the degree of hydrolysis of the samples was determined. In the next step, the unhydrolyzed and hydrolyzed 
protein was evaluated for molecular weight distribution and their surface hydrophobicity was compared. Finally, 
scanning electron microscopy images were used to confirm the hydrolysis process. 

Results and Discussion 
 Under optimal conditions obtained from the response surface method (temperature: 37.6 °C, time: 136.55 minutes, 

and enzyme to substrate ratio: 2.2%), trypsin-derived hydrolyzate, showed DPPH free radical scavenging power: 
87±0.89% and Fe+3 reduction power: 0.293±0.44. Under these conditions, the degree of hydrolysis was equal to 
30.1±1%. The optimum conditions of hydrolysis were validated by RSM. The increase in the surface hydrophobicity of 
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the protein after the hydrolysis process indicated the unfolding of the pomegranate seed protein chain and the exposure 
of its structure during the reaction. The electrophoretic profile of denatured pomegranate seed protein showed smaller 
peptide bands and lower band intensity, along with losing some of the peptide fractions after hydrolysis. so the efficacy 
of trypsin at cleaving the protein was confirmed. Evaluation of images obtained by scanning electron microscopy 
showed that unhydrolyzed protein had complex structures comprised of random sheets of different sizes and shapes and 
the protein degraded into small fragments and looser structure with many folds after enzyme hydrolysis, resulting in 
smaller particles compared with untreated samples with the same SEM parameters 

Conclusion 
Considering the consumer’s tendency toward functional foods and present concerns about the application of 

synthetic additives and according to the results, the hydrolyzed pomegranate seed protein prepared by trypsin shows 
good antioxidant capacity. In addition, there will be a reduction in waste generated by the pomegranate processing 
industry. Further studies will need for the isolation and identification of the specific peptides and amino acid sequences 
and the evaluation of their possible incorporation in food matrices. 

 
Keywords: Enzymatic hydrolysis, Pomegranate seed, Scanning electron microscopy (SEM), SDS-PAGE 

electrophoresis, Surface hydrophobicity  
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 چکیده
در پردازد. سطح پاسخ و تاثیر هیدرولیز بر ساختار پروتئین می این مطالعه به بررسی شرایط بهینه برای هیدرولیز آنزیمی پروتئین هسته انار با استفاده از روش

ه از آنزیم تریپسین و طرح مرکب مرکزی تعیین شد. تاثیر با استفاد پروتئین سازی شرایط هیدرولیزبهینهابتدا استخراج ایزوله پروتئین صورت گرفت، سـپس 
درصد وزنی/وزنی( بر فعالیت مهارکنندگی  ۰تا  0دقیقه( و نسبت آنزیم به سوبسترا ) 08۳تا  ۰۳گراد(، زمان )درجه سانتی 54تا  ۰۳متغیرهای مستقل شامل دما )

این روش مورد ارزیابی قرار گرفتند. در شرایط بهینه به دست آمده از روش سطح پاسخ های و قدرت کاهندگی یون فریک به عنوان پاسخ DPPHرادیکال آزاد 
 DPPHدرصد(، هیدرولیزهای مشتق شده، از قدرت مهارکنندگی رادیکال آزاد  2/2دقیقه و نسبت آنزیم به سوبسترا:  44/0۰6گراد، زمان: درجه سانتی 6/۰3)دما: 

درصد  0/۰۳±0ر این شرایط، درجه هیدرولیز پروتئین برابر با د( برخوردار بودند. 28۰/۳±55/۳ی یون فریک )به میزان درصد( و توان کاهندگ 83±88/۳)به میزان 
دهنده باز شدن زنجیر پروتئینی هسته انار و آشکار شدن ساختار آن در طی واکنش بود. افزایش در میزان آبگریزی سطحی پروتئین پس از فرآیند هیدرولیز نشان

کیلودالتون( تایید شد. ارزیابی تصاویر به دست آمده از میکروسکوپ الکترونی  00استفاده از روش الکتروفورز، وجود پپتیدهایی با وزن مولکولی کم )کمتر از بود. با 
پروتئین هیدرولیز شده هسته انار دست آمده نتایج بهطبق تر در پی اعمال تیمار آنزیمی بود. دهنده بازشدن ساختار پروتئین و تولید قطعات کوچکروبشی نشان

 توسط آنزیم تریپسین از قابلیت ضداکسایشی مناسبی برخوردار است.

 

 آبگریزی سطحی، الکتروفورز، میکروسکوپ الکترونی روبشی، هسته انار، هیدرولیز آنزیمی های کلیدی:واژه

 

  2 1 مقدمه
پروتئین یک ترکیب مغذی مهم و منبع اسیدهای آمینه ضروری 

ها ای اساسی، بعضی از پروتئینهای تغذیه. علاوه بر ویژگیاست
توانند با آزادسازی پپتیدهای زیست فعال داخل توالی خود، اثرات می

. (Chalamaiah et al., 2017)بخش بیشتری داشته باشند سلامتی
ی آمینواسیدهای تا زمانی که ساختار پروتئین دست نخورده باشد، توال

                                                           
علـو  و  گـروه  اسـتادیار  و دانشـیار   ،دانشجوی دکتری اسـتاد ب ترتیبه -5و  ۰، 2، 0

صنایع غذایی، دانشکده صنایع غـذایی، دانشـگاه علـو  کشـاورزی و منـابع طبیعـی       
 گرگان، گرگان، ایران
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، ایروده-، تخمیر و هضم معدهآن غیرفعال هستند ولی طی پروتئولیز
 2۳صورت پپتیدهای کوتاه زنجیر با کمتر از این آمینواسیدها به

 شوندمیآزاد کیلو دالتون،  2۳آمینواسید و وزن مولکولی حداکثر 

(Aluko, 2015) .هاتئینرونسبت به پ لکولی کمپپتیدهای با وزن مو ،
تر و زیست دسترسی بیشتری برای انواع هضم پذیری راحت

عملکردهای بیولوژیکی بدن انسان دارند و بطور کلی فعالیت زیستی 
های هیدرولیزشدهدهند. بیشتری نسبت به پروتئین اصلی نشان می

نی، اکسیداخصوصیات آنتیمانند  مختلفیهای زیستی فعالیت ،پروتئینی
کاهش ضد دیابت، ضد پرفشاری خون، ضد میکروبی، ضد التهاب، 

بهبود  ، ضدسرطان، افزایش رشد وشلاته کننده فلزات ،کلسترول خون
های بهبود اند. هیدرولیز آنزیمی یکی از راهرا نشان داده ایمنی
ای های عملکـردی بدون ایجاد اثر منفی بر ارزش تغذیهویژگی
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های تواند در تبدیل پروتئین، تهیه پپتید میهاسـت. همچنینپروتئین
غذایی بدون کاربرد و حاصل از فرایند، به محصولات ارزشمند، که 

باشد کمک کند های غذایی میبسیار مورد علاقه شرکت
(Chalamaiah et al., 2017; Hall et al., 2018; Xie et al., 

2019) . 
های بیولوژیکی و شیمیایی های آزاد در بسیاری از سیستمرادیکال

های تواند به مولکولهای آزاد میتولید می شوند. میزان زیاد رادیکال
زیستی آسیب رسانند و در نهایت باعث استرس اکسیداتیو شوند. انواع 

عروقی و پیشرفت فرایند -های قلبیاریها مانند سرطان، بیمبیماری
پیری با استرس اکسیداتیو ارتباط دارند. به دلیل اثرات مضر 

های آزاد و استرس اکسیداتیو در بدن، پیشگیری از این رادیکال
های سنتزی مورد اکسیدانیها ضروری است. برخی از آنتیواکنش

ین، تحقیقات بر استفاده، اثرات جانبی نامطلوبی بر بدن دارند. بنابرا
اکسیدانی از منابع طبیعی با پتانسیل شناسایی و استخراج ترکیبات انتی

 ;Kim et al., 2018)بالای عملکردی متمرکز شده است 

Nourmohammadi et al., 2017). 
آکسیدانی فیت آنتیهای زیادی در زمینه استفاده از ظرپژوهش

موجود در هیدرولیزهای پروتئینی و یا پپتیدهای حاصل از منابع گیاهی 
 Nourmohammadi et) همکاراننورمحمدی و  انجا  شده است.

al., 2017)  هیدرولیز کنسانتره پروتئینی دانه با بررسی شرایط بهینه
ردند که پروتئین هیدرولیز شده دانه کدو توسط تریپسین، گزارش ک

کنندگی مناسبی برخوردار است. کدو از قابلیت ضداکسایشی و شلاته
 ,.Meshginfar et al)ان و همکارمشگینفر  در پژوهشی که توسط

اثر هیدرولیز آنزیمی پروتئین هسته گوجه فرنگی را  انجا  شد، (2018
ها بررسی خصوصیات فیزیکوشیمیایی هیدرولیز شده بر عملکرد و

آنزیمی منجر به تولید پپتیدهای با  گردید و نتایج نشان داد هیدرولیز
و . ژی شودش و دیگر خصوصیات عملکردی میخاصیت ضداکسای

بیان کردند که در بین هیدرولیز  (Xie et al., 2019) همکاران
کیلودالتون که غنی از  ۰ین دانه ماش اجزاء کمتر از های پروتئشده

آمینواسیدهای آروماتیک و آب گریز است، نسبت به بقیه اجزاء دارای 
رنجبر ندامانی  اکسیدانی هستند. در تحقیق دیگریبهترین فعالیت آنتی

نه شرایط بهی (Ranjbar Nadamani et al., 2020)  همکارانو 
هیدرولیز آنزیمی پروتئین نخود کاجان را به روش سطح پاسخ تعیین 

های هیدرولیز شده توان از پروتئینکردند و نشان داده شد که می
اکسیدان طبیعی و منبع آمینواسیدهای عنوان آنتینخود کاجان به

 Maluf et) و همکاران ملوف ضروری استفاده کرد. در یک بررسی

al., 2020)  شرایط بهینه هیدرولیز آنزیمی پروتئین موجود در ضایعات
حاصل از جگر خوک، به روش سطح پاسخ را تعیین کردند و سپس با 

وجود پپیتدهای با وزن مولکولی  SDS-PAGEتکنیک الکتروفورز 
ی ستفعال زی باتترکی لکیلودالتون که نشان دهنده تشکی 05کمتر از 

شرایط  (Fathi et al., 2022) همکارانفتحی و  شد.است، تایید 
بهینه هیدرولیز آنزیمی پروتئین تفاله زیتون با آنزیم تریپسین را تعیین 
کردند و نشان دادند این آنزیم در تولید هیدرولیزات با خاصیت 

 ضداکسایش موثر است.
سطح وسیعی در  در .Punica granatum Lانار با نا  علمی 

درصد کل  53شود. ایران تقریبا خاورمیانه بخصوص ایران کاشت می
. دانه آبگیری (Derakhshan et al., 2018)کند انار دنیا را تولید می

شده )هسته( انار، محصول جانبی فرآیندهای انار است و حدود 
دهد به خود اختصاص میدرصد وزن کل میوه را  55/8–44/2۳
(Tehranifar et al., 2010) پروتئین هسته انار غنی از .

تواند آمینه ضروری است. بنابراین، پروتئین هسته انار میاسیدهای
 Talekar et)عنوان منبع پروتئینی برای تغذیه انسان استفاده شود به

al., 2018). 
اکسیدانی منجر به تولید هیدرولیزهای پروتئینی دارای خواص آنتی

ارتقای ارزش محصولات جانبی حاصل از فرآوری استخراج روغن 
عات موجود، تاکنون تحقیقی در لابراساس اط شوند.هسته انار می

توسط پروتئاز صورت نگرفته است؛  انارزمینه هیدرولیز پروتئین هسته 
شود شرایط بهینه هیدرولیز پروتئین هسته ر این تحقیق سعی میلذا د
 جهت تولید پپتیدهایی با بیشترین اثر مهارکنندگی رادیکالانار 

DPPH  مورد بررسی توسط آنزیم تریپسین و احیا کنندگی یون فریک
 قرار گرفته است.

 

 هامواد و روش
س سرد کنجاله هسته انار حاصل از صنایع تولید روغن با روش پر

از شرکت نیری ارگانیک یزد خریداری شد. آنزیم تریپسین پانکراتیک 
آلدریچ -گر  از شرکت سیگماواحد در میلی 04۳۳خوکی با فعالیت 

ند و از کلیه مواد شیمیایی از برندهای معتبر تهیه شدخریداری شد. 
 درجه آزمایشگاهی برخوردار بودند. 

 

 انار تهیه پودر بدون چربی از کنجاله هسته 

ها توسط آسیاب الکتریکی به پودر تبدیل و از الک در ابتدا کنجاله
عبور داده شدند. پودر کنجاله هسته انار به منظور جداسازی  ۰4با مش 

 84 کامل چربی موجود در آن، با حلال هگزان با خلوص بیش از
با  ساعت ۰حجمی مخلوط و به مدت -وزنی 0:۰درصد به نسبت 
گیری شد. سپس هگزان جدا شد و مزده و چربیه استفاده از شیکر

ساعت در دمای اتاق خشک شد. در  58گیری شده به مدت پودر چربی
 -08نهایت آرد چربی گیری شده تا مرحله استخراج پروتئین در دمای 

 . (Singh et al., 2018)داری شد گراد نگهدرجه سانتی
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پروتئین کنجاله هسته انار بر اساس تعیین الگوی حلالیت 
pH 

در این پژوهش استخراج پروتئین به روش حلالیت قلیایی و 
ترسیب اسیدی صورت گرفت. به منظور استخراج بیشترین میزان 

های pHپروتئین، الگوی حلالیت پروتئین کنجاله هسته انار در 
. به منظور تعیین الگوی (Nioi et al., 2012)مختلف بررسی شد 
گیری شده در آب مقطر با هایی از کنجاله چربیحلالیت، سوسپانسیون

)وزنی/حجمی( تهیه شد. سوسپانسیون حاصل به مدت  0:2۳نسبت 
سوسپانسیون توسط  pHیک ساعت در دمای اتاق مخلوط، سپس 

( 0۳-0سطح ) 0۳هیدروکسید سدیم و اسید کلریدریک یک نرمال در 
ثابت مخلوط شد. سوسپانسیون pH دقیقه در  6۳به مدت  تنظیم و

 g 0۳۳۳۳گراد و درجه سانتی 5دقیقه در دمای  04حاصل به مدت 
سانتریفیوژ شد، سوپرناتانت حاصل از کاغذ صافی عبور داده شد و 

 Bradfordسپس میزان پروتئین موجود در سوپرناتانت، به روش  
های گیری شد. برای تهیه منحنی استاندارد از غلظتندازه( ا0836)

 مختلف آلبومین سر  گاوی استفاده شد.
 

 تولید ایزوله پروتئین هسته انار

با آب مقطر  0:0۳گیری شده به نسبت پودر هسته انار چربی
 0مخلوط و میزان قلیاییت آن با افزودن محلول هیدروکسید سدیم 

ساعت  0رسانده و مخلوط به مدت  حلالیت حداکثر pHنرمال به 
دقیقه( و  04و  0۳۳۳۳gهمزده شد. سپس این مخلوط سانتریفوژ شد )

ایزوالکتریک  pHمولار تا  0سوپرناتانت توسط اسید کلریدریک 
دقیقه در دمای محیط  ۰۳پروتئین هسته انار اسیدی گردید و به مدت 

ز بخش مایع های رسوب کرده اهمزده و مجدد سانتریفوژ شد. پروتئین
جدا و با آب مقطر دو بار شسته شدند. کنسانتره پروتئینی حاصل جمع 
آوری و توسط خشک کن انجمادی خشک گردیدند و تا زمان انجا  

 Houde et)گراد نگهداری شد درجه سانتی -08ها در دمای آزمون

al., 2018). 

 

 تهیه پروتئین هیدرولیز شده 

های تئین استخراج شده هسته انار به طور دقیق در ارلنپرو
( pH=8مولار، میلی 2۳حجمی توزین و با بافر پتاسیم فسفات )

وزنیـ حجمی تهیه و امکان هیدراته شدن کامل آن  %4سوسپانسیون 
دقیقه در دمای محیط فراهم گردد.  ۰۳در حین همزدن مداو  به مدت 

انکوباتور شیکردار به دمای  طبق طرح آماری، پس از رسیدن دمای
ها درون انکوباتور قرار داده شده و پس از ثابت شدن مورد نظر نمونه

زدن دما، آنزیم تریپسین به محلول اضافه شد و هیدرولیز در شرایط هم
( انجا  گردید. پس از اتما  فرآیند هیدرولیز، rpm 2۳۳مداو  )

 درجه 84ارت غیرفعال کردن واکنش و آنزیم از طریق اعمال حر
دقیقه توسط حما  آب گر  صورت گرفت. پس  0۳گراد به مدت سانتی

سپس محلول هیدرولیز  .از آن محلول تا دمای محیط خنک گردید
دقیقه قرار  2۳به مدت  g64۳۳شده تحت نیروی گریز از مرکز با دور 

ی پروتئینی گرفت و مایع رویی به عنوان ترکیب هیدرولیز شده
های بعدی با استفاده از دستگاه ت انجا  آزمونآوری و جهجمع

میلی پاسکال  ۳03/۳ساعت، در فشار  58کن انجمادی به مدت خشک
 Nourmohammadi) گراد خشک گردیددرجه سانتی -43و دمای 

et al., 2017) . 
 

 طراحی آزمایش به منظور بهینه سازی شرایط استخراج

 Designافزار دف دستیابی به شرایط بهینه هیدرولیز از نر با ه

Expert استفاده شد.  و روش سطح پاسخ با طرح مرکب مرکزی
فاکتورهای موثر بر فرآیند هیدرولیز توسط آنزیم تریپسین شامل دما 

(1X) زمان ،(2X)  و نسبت آنزیم به سوبسترا(3X)  به عنوان
( و دو متغیر وابسته یعنی -0، ۳+، 0متغیرهای مستقل در سه سطح )

و قدرت کاهندگی یون فریک  DPPH (1Y)قدرت مهار رادیکال آزاد 
(2Y)  بودند. محدوده و دامنه فاکتورهای مورد بررسی بر پایه نتایج

اولیه آزمایشگاهی به دست آمده، انتخاب شدند. سطوح مختلف 
 ده شده است.نشان دا 0جدول متغیرهای مستقل در 

افزار انتخاب شد. مدل رگرسیونی به تیمار تصادفی توسط نر  2۳
 های به صورت زیر ارائه شد:بینی پاسخمنظور پیش

Y= β 0 +  (                                  0)معادله 

+ +      
مقدار ثابت  0βته است، نشان دهنده متغیر وابس Yدر این معادله، 

به ترتیب اثرات خطی، درجه دو  و اثرات متقابل  βijو  βi ،βiiو 
دهند. تجزیـه و متغیرهای مستقل را نشان می Xjو  Xiباشد و می

هـای آزمایـشی بـه تعیین تحلیـل رگرسیونی و واریـانس داده
و  های آماری شرایط مـدل و نیـز ترسـیم نمودارهاداری آزمونمعنی
  .افـزار صورت پذیرفتسازی، توسـط توسـط نـر بهینه

 

 DPPHگیری فعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد اندازه

گر  در میلی 5۳لیتر از نمونه )غلظتمیلی 0در این آزمون 
( %84مولار در اتانول میلی 0) DPPHلیتر محلول میلی 0لیتر( با میلی

دقیقه  ۰۳اد مخلوط وگردرجه سانتی 24مخلوط شد. در دمای 
 403گذاری شد و در نهایت جذب محلول در طول موج گرمخانه

از  DPPHدرصد بازدارندگی رادیکال آزاد گیری شد. نانومتر اندازه
 :(Xie et al., 2019)ی زیر محاسبه شد رابطه

 ارندگی= درصد بازد0-)جذب کنترل/جذب نمونه(× 0۳۳             ( 2)
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 ها توسط روش آماری سطح پاسخمتغیرهای مستقل و سطوح انتخاب شده برای آن -۱جدول 

Table 1- Independent variables and their levels used in the RSM  
 سطوح متغیرها

Coded Variable Levels 
 نماد

Symbol 
 متغیر مستقل

Independent variables 
+α (+1) 0 -α (-1) 

45 37.5 30 1X گراد(دما )درجه سانتی  
C)0Temperature ( 

180 105 30 2X )زمان )دقیقه 
Time (min) 

3 2 1 3X /وزنی(نسبت آنزیم به سوبسترا )درصد وزنی  
Enzyme to Substrate Ratio (%w/w) 

 

 فریکدگی یون اهنگیری قدرت کاندازه

 طرمونه حل شده در آب مقلیتر نمیلی 4/۳در این روش،  
 2/۳فر فسفات بالیتر میلی 4/۳با  )لیترگر  در میلیمیلی 5۳غلظت(

 %0)پتاسیم فری سیانید محلول لیتر میلی 4/۳و  (pH = 6.6)مولار 
دقیقه  2۳برایدرجه  4۳مخلوط در دمای . مخلوط شد وزنی/حجمی(
لیتر محلول تری میلی 4/۳، بعد از رسیدن به دمای اتاق انکوبه شد و
 0۳مخلوط اضافه و به مدت ( بهوزنی/حجمی %0۳اسید ) کلرو استیک

 0لیتر سوپرناتانت با میلی0در نهایت، . سانتریفوژ شد g04۳۳در دقیقه 
 %0/۳لراید )فریک کمحلول لیتر میلی 2/۳لیتر آب مقطر و میلی

 0۳ پس ازنانومتر  3۳۳جذب نمونه در و  مخلوط شد( وزنی/حجمی
فزایش جذب اخوانده شد. تاریک  نگهداری مخلوط در محیطدقیقه 

 مخلوط واکنش نشان دهنده افزایش قدرت احیاءکنندگی است
(Mirzapour et al., 2016).  

 

 تعیین درجه هیدرولیز

درجه هیدرولیز براساس میزان نیتروژن محلول در تری 
بطور خلاصه . (Xie et al., 2019)انجا  گرفت اسید  کلرواستیک

لیتر تری میلی 0۳ محلول پروتئین هیدرولیز شده با لیترمیلی 0۳
دقیقه،  4) و پس از سانتریفوژ شدن مخلوط 0۳٪ دکلرواستیک اسی

04۳۳ g) 1(، نیتروژن محلول در سوپرناتانتN(  و نیتروژن کل)0N( 
 .یری گردیدگهروش بردفورد انداز به
(۰)        ۳0۳ ×(0/N1N)اسید کلرواستیک= درصد نیتروژن محلول در تری 

 

 توزیع وزن مولکولی

های آن با اندازه مولکولی پروتئین هسته انار و هیدرولیز شده
 04٪با ژل آکریل آمید  SDS-PAGEاستفاده از تکنیک الکتروفورز 

 4ها )نمونه در این روش .(Laemmli, 1970)بررسی گردید 
با  pH=  8/6میکرولیتر بافر )بافر تریس  ۰۳لیتر( با گر  بر میلیمیلی

، بروموفنول 5٪مول بر لیتر، سدیم دودسیل فسفات میلی 4۳غلظت 

( مخلوط و در 0۳٪و بتامرکاپتواتانول  2۳٪، گلیسرول ۳0/۳٪آبی 
دقیقه حرارت داده شدند. سپس  4گراد به مدت درجه سانتی 8۳دمای 

میکرولیتر از  0۳همگن و در دمای اتاق خنک شدند. در مرحله بعد 
قرار داده  04٪های تهیه شده بر روی ژل جداکننده با غلظت نمونه

 4/2تا  2آمپر( به مدت میلی 0۳۳شد. بعد از اعمال جریان ثابت )
ساعت با محلول رنگی  25ساعت، ژل از دستگاه جدا شد و به مدت 

زدایی آمیزی شد. سپس، رنگرنگ G-250بلو کوماسی برلیانت
انجا  شد. با  0۳٪و اسیداستیک  04٪ها با استفاده از متانول نمونه

کیلودالتون(  08۳تا  00استفاده از نشانگرهای پروتئینی )دامنه وزنی 
 دامنه وزن مولکولی پروتئین و پپتیدها تعیین شد.

 

 ریزی سطحیتعیین میزان آبگ
میکرولیتر از پروب  6ی سطحی برای تعیین میزان آبگریز

با غلظت  anilino‐1‐naphthalene sulfonate (ANS)‐8فلورسنت 
هسته انار و هیدرولیز میکرولیتر نمونه )پروتئین  ۰۳۳مولار و میلی 8

لیتر گر  بر میلیمیلی 0تا  ۳4/۳های آن( دارای محدوده غلظت شده
خانه  86یت(، در پلpH=7مولار و  ۳0/۳)محلول در بافر فسفات 

دقیقه به آرامی تکان  ۰مشکی با یکدیگر مخلوط شدند. پلیت به مدت 
 56۳و  ۰6۳ها در داده شد. سپس، شدت فلورسانس نسبی نمونه

های تهییج و نشر با استفاده از نانومتر به ترتیب به عنوان طول موج
 Synergy™ HTX BioTek Instruments) خوانشگر میکروپلیت

Inc.)  ثبت شد. شیب اولیه منحنی شدت نشر در مقابل ارزیابی و
لیتر( از طریق رگرسیون خطی محاسبه گر  بر میلیغلظت نمونه )میلی

 ,Kato & Nakai) و به عنوان شاخص آبگریزی سطحی ارائه گردید

1980). 
 

 شناسی سطحی ریخت

 FEI ESEM) با استفاده از میکروسکوپ الکترونی روبشی

QUANTA 200) های هسته انار، قبل و پس از ساختار پروتئین



 181     تعیین شرایط بهینه تولید پپتیدهاي ضداکسایش حاصل از هیدرولیز تریپتیکی پروتئین هسته اناررحیمی پناه و همکاران، 

ها با فرآیند هیدرولیز آنزیمی مورد بررسی قرار گرفت. همه نمونه
ها با میکروسکوپ ای منفرد از طلا پوشانیده شدند. تصاویر نمونهلایه

مورد  2۳۳۳کیلو ولت و با بزرگنمایی  2۳دهنده روبشی در ولتاژ شتاب
  .(Islam et al., 2021)ار گرفت ارزیابی قر

 

 نتایج و بحث
 pHحلالیت پروتئین هسته انار بر اساس 

بر پایه نتایج به دست آمده از این مطالعه، در کنسانتره پروتئینی 
  =pH 5/5ها در حاصل از هسته انار، کمترین میزان حلالیت پروتئین

یابد. این نتایج حلالیت پروتئین افزایش میاست و با افزایش قلیائیت، 
های را برای اکثر پروتئین =5pH-4های محققان که محدوده با یافته

گیاهی محدوده ایزوالکتریک دانستند، مطابقت دارد. با توجه به اینکه 
جهت استخراج پروتئین، ممکن است که به  pH افزایش مقدار

روتئین صدمه بزند و سبب های ضروری موجود در ساختار پاسیدآمینه
کاهش قابلیت هضم و ارزش زیستی پروتئین شود، استخراج پروتئین 

 ;Gerzhova et al., 2016)صورت پذیرفت  pH=0۳از هسته انار در 

Olivares-Galván et al., 2020). 

 

 ی با روش سطح پاسخسازی هیدرولیز آنزیمبهینه

و قدرت   DPPHارزیابی فعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد
هایی جهت تائید فعالیت کاهندگی یون فریک به عنوان شاخص

ضداکسندگی صورت گرفت. با توجه به نقاط تعریف شده توسط طرح 
های مربوطه انجا  شد. نتایج مربوط به آماری مورد استفاده، آزمون

 .داده شده است نشان 2جدول هـر تیمـار در 

دهد که مدل آماری پیشنهاد شده توسط نشان می ۰ جدولنتایج 
( p<۳0/۳داری )افزار با ضریب همبستگی مناسب بصورت معنینر 

بینی اثر هر یک از متغیرهای واکنش بر میزان پاسخ جهت پیش
  د است.مناسب قابل کاربر

ها و پارامترهای هیدرولیز را ضرایب رگرسیون روابط بین پاسخ
دهد و بیانگر رابطه درجه دو  متغیرها با میزان پاسخ است. نشان می

دار نشد و شاخص عد  تطبیق مدل جهت برازش معادله مربوطه معنی
بینی میزان مناسب پاسخ بیانگر توانایی این رگرسیون خطی در پیش

 باشد. می

 
 های هر تیمارسطوح متغیرهای مستقل طرح مرکب مرکزی و پاسخ -۲جدول 

Table 2- Levels of independent variables for Central composite design and its responces 

 متغیرهای وابسته
Dependent variables 

 

 متغیرهای مستقل
Independent variables 

 شماره تیمار
Run 

 یون فریک قدرت کاهندگی

Ferric reducing power 
 DPPH فعالیت مهارکنندگی

DPPH scavenging power 

 نسبت آنزیم به سوبسترا

E/S ratio 

%w/w 

 زمان

Time 
min 

 دما

Tempreture 
 C0 

2Y 1Y  3X 2X 1X 
0.17 86  1 30 45 1 

0.176 86.1  1 180 30 2 
0.243 87.1  2 105 37.5 3 
0.166 86  1 30 30 4 
0.291 87.4  2 105 37.5 5 
0.282 87  2 30 37.5 6 
0.19 86.7  3 180 45 7 

0.293 87.4  2 105 37.5 8 
0.284 87.3  2 105 37.5 9 
0.289 87.3  2 105 37.5 10 
0.207 86.5  2 105 30 11 
0.19 86.4  3 30 30 12 
0.26 87.1  3 105 37.5 13 

0.153 87  1 180 45 14 
0.265 87.1  1 105 37.5 15 
0.191 86.3  2 105 45 16 
0.28 87.2  2 105 37.5 17 

0.201 85.8  3 30 45 18 
0.145 86.9  3 180 30 19 
0.255 87.2  2 180 37.5 20 
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 مدل درجه دوم حاصل از طرح سطح پاسخ تجزیه و تحلیل واریانس -۳جدول 

Table 3- Analysis of variance (ANOVA) of response surface quadratic model 

 منبع

Source 

 DPPH فعالیت مهارکنندگی

DPPH scavenging power 
Y1 

 قدرت کاهندگی یون فریک 

Ferric reducing power 
Y2 

 F مقدار

F Value 

 P  مقدار

P Value 

 ضریب رگرسیون

Regression coefficient 

 F مقدار

F Value 

 P  مقدار

P Value 

 ضریب رگرسیون

Regression coefficient 

 مدل
Model 

21.75 < 0.0001  20.24 < 0.0001  

 زمان

Time 
1X 

 0.040 0.8460 -0.010 

 
 0.16 0.6945 + 0.0021 

 دما

Temprature 
2X 

28.97 0.0003 +0.27 

 
 3.00 0.1138 -0.009 

 نسبت آنزیم به سوبسترا

E/S ratio 
3X 

 1.95 0.1931 +0.070 

 
 1.16 0.3062 + 0.0056 

 زمان ×دما  

Temprature × Time 
2X1X 

8.40 0.0159 +0.16 

 
 0.023 0.8832 + 0.0008 

 زمان×نسبت آنزیم به سوبسترا 

E/S ratio × Time 

3X1X 

14.36 0.0035 -0.21 

 
 2.61 0.1375 +0.0093 

 دما×نسبت آنزیم به سوبسترا 

E/S ratio × Temprature 
3X2X 

 0.45 0.5188 +0.038 

 
 1.11 0.3163 -0.00612 

 ۲)زمان(

2(Time) 
2

1X 

63.73 < 0.0001 -0.76 

 

64.58 < 0.0001 -0.080 

 ۲)دما(

2(Temprature) 
2

2X 

 0.44 0.5209 -0.064 

 
 1.04 0.3323 -0.0100 

 ۲)نسبت آنزیم به سوبسترا(

2(E/S ratio) 
2

3X 

 0.44 0.5209 -0.064 

 
 2.64 0.1353 -0.0161 

 عدم برازش
Lack of Fit 

 2.68 0.1514  
 

 0.54 0.7448  

 ضریب تبیین

R-Squared 
0.9514 

 
 

 
0.9480   

 ضریب تبیین تعدیل شده

Adj R-Squared 
0.9077 

 
 

 
0.9011   

C.V. % 0.18    7.25   

 
درصد به دست آمد که به معنای  0۳ضرایب تغییرات کمتر از 

ها در جهت توان از آنکه میها بود، بطوریقابلیت تکرارپذیری مدل
سازی شرایط هیدرولیز آنزیمی استفاده کرد. ضریب تبیین بالا، بهینه

معنادارنبودن ضریب عد  برازش مدل و در نهایت ضریب تبیین 
های دهنده صحت و اعتبار مدلنشان 0ل به تعدیل شده متمای

افزار در جهت تفسیر رابطه بین متغیرهای بینی شده توسط نر پیش
 ها است.مستقل و پاسخ

 اثر پارامترهای هیدرولیز بر روی قدرت ضداکسایش

با توجه به مدل، نمودارهای سه بعدی با تغییر دو متغیر مستقل و 
در نقطه مرکزی توسط نر  افزار  ثابت نگه داشتن متغیر مستقل دیگر

 اند.نشان داده شده 0شکل ترسیم شدند و در 
شکل جهت بررسی تاثیر دما بعنوان یکی از متغیرهای مستقل، در 

0 ،a  که اثر متقابل دما و زمان وb  که اثر متقابل دما و نسبت آنزیم
را نشان  DPPHلیت مهارکنندگی رادیکال آزاد به سوبسترا بر فعا



 181     تعیین شرایط بهینه تولید پپتیدهاي ضداکسایش حاصل از هیدرولیز تریپتیکی پروتئین هسته اناررحیمی پناه و همکاران، 

که به ترتیب اثر متقابل دما و زمان و اثر متقابل  dو   eدهند و نیزمی
دما و نسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت کاهندگی یون فریک توسط 

دهند، بررسی شدند. های پروتئین هسته انار را نشان میشدههیدرولیز
اکسیدانی پروتئین ر دما بر خاصیت آنتینتایج حاکی از تاثیر معنادا

های مختلف نیز هیدرولیز شده هسته انار بود. نتایج حاصل از پژوهش
دهنده تاثیر دما بر واکنش هیدرولیز آنزیمی هستند. دمای بهینه نشان

فعالیت آنزیم بسته به نوع سوبسترا مختلف خواهد بود. از فاکتورهای 
توان به پایداری آنزیم، در یموثر بر سرعت هیدرولیز آنزیمی م

دسترس بودن سوبسترا و نیز تشکیل محصولات جانبی حاصل از 
نتایج به دست آمده از  .(Singh et al., 2018)هیدرولیز اشاره نمود 

این مطالعه نشان داد که دمای بهینه انجا  فرآیند هیدرولیز آنزیمی 
گراد است. کاهش درجه سانتی 6/۰3شده، تریپسین در شرایط بیان 

گراد درجه سانتی 6/۰3تر از فعالیت ضداکسایش در دمای پایین
ها باشد. بطور کلی، با تواند به دلیل هیدرولیز ناقص پروتئینمی

افزایش دما به سبب در معرض قرارگیری پیوندهای پپتیدی و افزایش 
لیز و در نتیجه ها سرعت هیدروسطح تماس آنزیم تریپسین با آن

شود. کاهش فعالیت ضداکسایش در فعالیت ضداکسایش بیشتر می
تواند ناشی از دناتوره شدن گراد میدرجه سانتی 6/۰3دمای بالاتر از 
 Islam)رفتن فعالیت مطلوب آنزیم باشد ها و از دستحرارتی پروتئین

et al., 2021; Singh et al., 2018; Wang & Shahidi, 2018) .

های زیادی در این زمینه انجا  شده است و در بیشتر این پژوهش
گراد به عنوان دمای بهینه درجه سانتی 5۳-۰۳تحقیقات از دمای 

 ;Fathi et al., 2022)فعالیت آنزیم تریپسین یاد شده است 

Jahanbani et al., 2016; Mirzapour et al., 2016; Zang et 

al., 2019). 
به منظور بررسی تاثیر زمان فرایند هیدرولیز بر فعالیت 

و بر قدرت  cو  a 0شکل  ،DPPHمهارکنندگی رادیکال آزاد 
تاثیر متقابل زمان  که به ترتیب fو  dکاهندگی یون فریک نمودارهای 

دهند، و دما و تاثیر متقابل زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا را نشان می
ها نشان داد که با افزایش زمان هیدرولیز، فعالیت بررسی شدند. بررسی

 44/0۰6کال و توان کاهندگی یون فریک تا زمان مهارکنندگی رادی
این نتایج  دقیقه افزایش داشته و سپس روند کاهشی به خود گرفت.

های مشابهت زیادی با نتایج تحقیقات محققان دیگر در زمینه واکنش
هیدرولیز دارد. در تفسیر این موضوع بایستی که به این نکته اشاره 
نمود که با افزایش زمان هیدرولیز، پروتئین به پپتیدهای دارای خواص 

اکسیدانی به طور شود و خاصیت آنتیاکسیدانی تبدیل میآنتی
خص افزایش می یابد ولی با افزایش بیش از حد زمان، این مش

شوند و این پپتیدها پپتیدها به پپتیدهای کوچکتر آبدوست هیدرولیز می
 های آزاد آبگریز برخوردارنداز توانایی کمتری در مهار رادیکال

(Hamzeh et al., 2019 Singh et al., 2018; ) . 

همچنین تاثیر نسبت آنزیم به سوبسترا بر فعالیت مهارکنندگی 
شکل ( و بر قدرت کاهندگی یون فریک ) b,c 0شکل رادیکال آزاد )

0 d,fدرصد  2/2ر تا میزان ( بررسی شد و نشان داده شد که این متغی
آکسیدانی هایی با فعالیت آنتیسبب تولید هیدرولیز شده، )وزنی/وزنی(

بالاتر شد. در این مورد باید اشاره شود که افزایش غلظت آنزیم منجر 
های فعال آنزیم به زنجیره پروتئینی به افزایش میزان دسترسی مکان

تر پروتئین و شکسته شدن پیوندهای پپتیدی شده و سبب تجزیه سریع
. در ادامه مشاهده شد که با (Kurozawa et al., 2008)شود آن می

درصد نسبت آنزیم به سوبسترا )وزنی/وزنی(،  2/2افزایش بیشتر از 
اکسیدانی از افزایش معناداری برخوردار نشد. چنین میزان فعالیت آنتی

اس حالتی می تواند ناشی از هیدرولیز بیش از حد باشد که احتمال تم
دهد و در نهایت های سوبسترا را کاهش میبین آنزیم و مولکول

رسد که هیچ دهد و به فاز ثابتی میسرعت هیدرولیز را کاهش می
. نتایج (Singh et al., 2018)شود هیدرولیز ظاهری انجا  نمی

ی های پیشین بر روی فرآیند هیدرولیز آنزیممشابهی از پژوهش
 و (Ranjbar Nadamani et al., 2020) پروتئین نخود کاجان

 به دست آمده است.  (Maluf et al., 2020) پروتئین جگر

 اعتبارسنجی مدل

به دست آمد و  Design Expertافـزار شرایط بهینه توسـط نـر 
هسته انار در  یدانی پروتئین هیدرولیز شدهاکسبیشینه فعالیت آنتی

دقیقه و نسبت  44/0۰6گراد با زمان واکنش درجه سانتی 6/۰3دمای 
درصد )وزنی/وزنی( به دست آمد. مدل چند  2/2آنزیم به سوبسترای 

و توان  DPPHای مقادیر بهینه فعالیت مهارکنندگی رادیکال جمله
نی نمودند. به منظور تایید احیای آهن را در شرایط پیشنهادی پیش بی

های اضافی در شرایط پیشنهاد شده توسط معادله ریاضی، آزمایش
شرایط پیش بینی شده توسط مدل اجرا گردید )در سه تکرار(. نتایج 

نشان داده شده است. پاسخ پیش  5جدول حاصل از این بررسی در 
های آزمایشی داشت. بنابراین، هبینی شده مدل مطابقت نزدیکی با داد

شرایط بهینه جهت تولید پروتئین هیدرولیز شده با خواص 
 اکسیدانی از هسته انار توسط روش سطح پاسخ تایید شد.آنتی

 

 درجه هیدرولیز

درجه هیدرولیز شاخصی مهم در کنترل و ارزیابی میزان پیشرفت 
ی و میزان واکنش هیدرولیز پروتئین است و به طول زنجیر پروتئین

شکسته شدن پیوند پپتیدی بستگی دارد. به علاوه، درجه هیدرولیز با 
ساختار یا اندازه پپتید متناسب است و بر ایجاد توالی خاص اسیدهای 

گذارد آمینه، فعالیت زیستی و همچنین طعم پپتیدها تاثیر می
(Akbarbaglu et al., 2019; Cotabarren et al., 2019; Fathi 

et al., 2022). 
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 (d, e, f) و قدرت احیا فریک   HDPP (a, b, c)نمودار سطح پاسخ متغیرهای مستقل بر فعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد  -۱شکل 

Fig. 1- Response surface plots of independent variables on DPPH scavenging power (a, b, c) and on Reducing Power (d, e, f) 

 
 تکرار( ۳اکسیدانی در شرایط بهینه متغیرهای مستقل )بینی شده فعالیت آنتیهای آزمایشی و پیشداده -۴جدول 

Table 4- Experimental and corresponding predicted values for Antioxidant activity using optimum values of independent 

variables (n = 3) 

 آنزیم
Enzyme 

 دما 
Temperature 

0C 

 زمان
Time 

min 

سترانسبت آنزیم به سوب  
E/S ratio 

%w/w 

 DPPH فعالیت مهارکنندگی رادیکال

DPPH scavenging power 

 قدرت احیای آهن
Ferric reducing power 

 بینی شدهپیش
Predicted 

 آزمایشی
Experimental 

 
 بینی شدهپیش

Predicted 

 آزمایشی
Experimental 

نتریپسی  
Trypsin 

48.8 136.55 2.2 87.35 a 87 ± 0.89 a  0.273 b 0.273 b 

  .دار ندارددرصد اختلاف معنی 4های دارای حروف مشترک ازنظر آزمون دانکن در سطح میانگین

 
های آنزیم مورد رجه هیدرولیز با الگوی شکست پیوند و ویژگید

شود. فرآیند هیدرولیز استفاده در فرآیند هیدرولیز ارزیابی و تعیین می
دهد که آنزیم هیدرولیزکننده به پیوندهای قابل معمولاً زمانی روی می

شکست در زنجیره پروتئینی دسترسی داشته باشد. همچنین میزان 
های فعال سوبسترا و به سوبسترا، شکل و ساختار مکانگرایش آنزیم 
گیری پیوند پپتیدی در تعیین میزان هیدرولیز و درجه نیز نحوه جهت

نتایج حاصل از  .(Mirzapour et al., 2016)آن موثر است 
درصد را نشان  0/۰۳±0هیدرولیز پروتئین هسته انار، درجه هیدرولیز 

در طی فرآیند هیدرولیز پروتئین سبوس برنج توسط آلکالاز  دادند.
(Singh et al., 2018)  و پروتئین بذر کتان با استفاده از تریپسین
(Akbarbaglu et al., 2019) .توسط نتایج مشابهی حاصل شد 

 

زن مولکولی با استفاده از بررسی الگوهای توزیع و

 الکتروفورز

، توزیع وزن SDS-PAGEبا استفاده از تکنیک الکتروفورز 
های آن بررسی گردید. مولکولی در پروتئین هسته انار و هیدرولیز شده

الگوی الکتروفورز پروتئین دناتوره شده هسته انار وجود باندهایی در 
یشتر این باندها ترکیباتی کیلودالتون را نشان داد. ب 34تا  04محدوده 

کیلودالتون هستند و دو باند قوی در  2۳با وزن مولکولی بالاتر از 
کیلو دالتون هم شناسایی  58تا  ۰4کیلودالتون و  24تا  2۳محدوده 
(. پدیدارشدن باندهای پپتیدی با وزن مولکولی پائین و 2شکل شدند )

ز بین بعضی از باندهای پپتیدی نشان از کمتر شدن شدت باندها و ا
تاثیر آنزیم تریپسین بر پروتئین داشت. بررسی الگوی الکتروفورز 

 00پروتئین هیدرولیز شده، پپتیدهایی با وزن مولکولی کمتر از 
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کیلودالتون را نشان داد. لاز  به ذکر است که این روش قادر به 
 00کمتر از شناسایی و جداسازی پپتیدهای با وزن مولکولی 

گران دیگر نیز به نتایجی مشابه دست یافتند کیلودالتون نبود. پژوهش
با آنزیم تریپسین و تولید  که نشان از توانایی هیدرولیز پروتئین

 ,.Mirzapour et al., 2016; Singh et al)پپتیدهای کوچک بود 

2018; Zang et al., 2019).  
 

 
: 2: پروتئین هیدرولیز نشده 1مارکر، :Mالگوی الکتروفورز  -۲شکل 

 هاهیدرولیز شده
Fig. 2- The electrophoretic profiles of SDS-PAGE 1: 

Marker, 2: itact protein, 3: Protein hydrolysate 
 

 آبگریزی سطحی

ترین فاکتورهای موثر در حلالیت از مهم آبگریزی یکی
های های پروتئین در یک محلول است که در جریان واکنشمولکول

هیدرولیز آنزیمی به دلیل باز شدن مولکول و تغییر قرارگیری و 
های هیدروفوب در سطح مولکول مقدار آن تغییر خواهد دسترسی گروه

س جهت اتصال به کرد. در این رابطه استفاده از یک پروب فلورسن
گیری این ویژگی کاربرد دارد. در های آبگریز سطحی در اندازهگروه

به عنوان پروب و از شدت شیب  (ANS)مطالعه حاضر از ترکیب 
خطی فلورسنس در مقابل غلظت پروتئین به عنوان شاخص آبگریزی 

 سطحی استفاده شد.
بگریزی پروتئین هسته انار دهد که شیب خط آنشان می ۰شکل 

از شیب خط آبگریزی پروتئین هیدرولیز شده بیشتر است و بیانگر این 
است که فرآیند هیدرولیز آنزیمی توانست به طور معناداری منجر به 

های ها و افزایش قرار گرفتن زنجیرهافزایش آبگریزی سطحی نمونه
 آبگریز در سطح مولکول شود.

هیدرولیز آنزیمی بر آبگریزی پروتئین هسته  نتایج مشابهی از تاثیر
 ,.Jin et al)و پروتئین گردو  (Meshginfar et al., 2019)گوجه 

مشاهده شد. پروتئین هسته انار آبگریزی کمی دارد. زیرا  (2020
ه است. در چنین نخورده و درهم پیچیدهای دستدارای پروتئین

های آبگریز در مرکز و هسته زنجیره قرار زنجیره پروتئینی، قسمت
نمایند. هیدرولیز اند و بدین شکل به پایداری ساختار کمک میگرفته

های پنهان شده در تواند با در دسترس قرار دادن گروهآنزیمی می
نی که مرکز ساختار، بر آبگریزی سطحی تاثیرگذار باشد. در نتیجه، زما

پپتیدی طی فرآیند هیدرولیز آنزیمی شکسته شوند، های پلیزنجیره
اسیدهای آمینه غیرقطبی در معرض محیط قرار گرفته و سبب افزایش 
میزان آبگریزی خواهند شد. همچنین هنگامی که اسیدهای آمینه 
بازی و اسیدی آبدوست در کنار یکدیگر قرار بگیرند، قادرند یکدیگر را 

ترواستاتیکی خنثی نمایند و این فرآیند نیز در نهایت منجر به شکل الک
شود که توان پپتیدها شود. به علاوه، تصور میبه افزایش آبگریزی می

های آزاد با افزایش میزان آبگریزی افزایش یابد در حذف رادیکال
(Jin et al., 2020 Zang et al., 2019; ).  نتایج حاصل از این

بررسی نیز نشان داد که هیدرولیزهای پروتئینی از آبگریزی و قدرت 
 نخورده برخوردارند.ضداکسایش بیشتری در مقایسه با پروتئین دست

 

                     
 هاشدههیدرولیز (b)ن هیدرولیز تشده پرتئی (a)های متفاوت شاخص آبگریزی سطحی براساس شدت فلورسنس در مقابل غلظت -۳شکل 

Fig. 3- Surface hydrophobic index determined as relative fluorescence intensity versus different concentrations. (a) 

Unhydrolyzed protein. (b) hydrolysate. 
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 تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی

تصاویر حاصل از میکروسکوپ الکترونی روبشی از دو  5ل شکدر 
شود. پروتئین هسته انار نمونه هیدرولیز شده و هیدرولیز نشده دیده می

دارای ساختارهای پیچیده است که این ساختارها بعد از فرآیند 
هیدرولیز آنزیمی به قطعاتی کوچک و ساختاری بازتر همراه با 

نتایج به دست آمده از این مطالعه  شود.های زیاد تبدیل میچین

ها تاکید شده های مشابه است که در آنمطابق با سایر نتایج پژوهش
های کوچکتری در طی فرآیند هیدرولیز آنزیمی که پروتئین به بخش

تبدیل شده و در نتیجه ابعاد ذرات هیدرولیزهای آن هم پس از تیمار 
 ,.Islam et al., 2021; Jin et al) آنزیمی بسیار کاهش خواهد یافت

2020). 

 

                      
 (B)های آن و هیدرولیز شده  (A)تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی از پروتئین هسته انار -۴شکل 

Fig. 4- Scanning electron microscope of pomegranate seed protein (A) and its hydrolysates (B) 
 

 گیرینتیجه

در این بررسی، هیدرولیز آنزیمی کنسانتره پروتئین هسته انار با 
استفاده از آنزیم تریپسین انجا  شد. اثر متغیرهای مستقل بر فعالیت 
ضداکسایش توضیح داده شد. شرایط بهینه در جهت هیدرولیز 

گراد، زمان درجه سانتی 6/۰3: دمای های هسته انار عبارتند ازپروتئین
درصد  2/2دقیقه و نسبت آنزیم به سوبسترا  44/0۰6انکوباسیون 

)وزنی/وزنی( برای آنزیم تریپسین که به شکل تجربی )آزمایشگاهی( 
هم تایید شد. درجه هیدرولیز در جهت تولید هیدرولیزهای پروتئینی 

از پپتیدهایی با درصد برآورد شد. تراکم بیشتری  0/۰۳±0تریپسین 

کیلو دالتون( پس از گسست  00وزن مولکولی کم )کمتر از 
های پروتئینی با وزن مولکولی بالا مشاهده شد. به کمک زنجیره

تصاویر به دست آمده از میکروسکوپ الکترونی روبشی، تجزیه 
تر تایید شد. نتایج حاصل از این مطالعه پروتئین به قطعات کوچک

فعال با د هیدرولیز قادر به تولید پپتیدهای زیستنشان داد که فرآین
های خواص ضداکسایشی و آبگریزی سطحی بالاتری است. بررسی

بیشتری باید در جهت جداسازی و شناسایی پپتیدها و ارزیابی احتمال 
 ها در مواد غذایی انجا  شود.کاربرد آن
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