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اکسیدانی و مهارکنندگی اکسید نیتریک  تعییین شرایط بهینه تولید پپتیدهای با خاصیت آنتی

 کنجاله دانه کدو توسط آنزیم پپسیناز هیدرولیز پروتئین 

 5، یحيی مقصودلو 4، علی مویدی3، عليرضا صادقی ماهونک 2محمد قربانی ، 1کوثر ذاکری

 

 ، ایراندانشجوی کارشناسی ارشد علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبيعی گرگان -1

 moghorbani@yahoo.com: الکترونيکی پست، ایران دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبيعی گرگاننویسنده مسئول: دانشيار گروه علوم و صنایع غذایی،  -2

 ، ایران دانشيار گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبيعی گرگان -3

 ، ایران یار گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبيعی گرگاناستاد -4

 ، ایراناستاد گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبيعی گرگان -5

    

 4/7/97تاریخ پذیرش:                                                                                                     10/3/97تاریخ دریافت: 

 چکیده

( به منظور دستيابی به حداکثر خصوصيات Cucurbita pepo)سازی شرایط هيدروليز پروتئين دانه کدو  در این پژوهش، بهينه سابقه و هدف:

 و روش سطح پاسخ مورد بررسی قرار گرفت.Design Expert افزار  و مهارکنندگی اکسيد نيتریک با استفاده از نرم DPPHمهارکنندگی رادیکال 

دقيقه به عنوان سطوح  300-120گراد و زمان  سانتی  درجه 40-30درصد، دمای  3-1منظور غلظت آنزیم پپسين به این  ها:مواد و روش

  متغيرهای مستقل انتخاب شدند.

و مهارکنندگی اکسيد نيتریک، دمای  DPPHنتایج نشان داد که شرایط بهينه برای دستيابی به حداکثر خاصيت مهارکنندگی رادیکال  :هايافته

% و 63/54% و با قابليت ضداکسایشی و مهارکنندگی اکسيد نيتریک برابر با 3و غلظت آنزیم به سوبسترا  5/161گراد، زمان  جه سانتیدر 32

 %( بود.92/91% و 03/56افزار ) % بود که تا حدود زیادی مشابه با نتایج پيشنهاد شده توسط نرم09/89

هيدروليز شده دانه کدو از قابليت ضداکسایشی و مهارکنندگی اکسيد نيتریک مناسبی  بر طبق نتایج به دست آمده پروتئين گیري: نتیجه

اکسيدانی و مهارکنندگی اکسيد نيتریک بالا، جایگزین تواند به عنوان ترکيبی طبيعی با خواص آنتی برخوردار بوده است و از این رو می

 های سنتزی در محصولات غذایی شود.دارنده نگه

  اکسيدانی، مهارکنندگی اکسيد نيتریک هيدروليز آنزیمی، پپسين، روش سطح پاسخ، آنتی واژگان كلیدي:

  مقدمه 

ها جزء منابع غذایی مهم برای تغذیه بشر به شمار  پروتئين

روند، زیرا این ترکيبات تأممين کننأده نيتأرو ن، اسأيدهای      می

باشأند   آمينه و انر ی مورد نياز برای عملکرد طبيعی بأدن مأی  

هأأای حسأأی و شأأيميایی  هأأا در ایجأأاد ویژگأأی (. پأأروتئين1)

هأأا در ارتبأأا  بأأا  د. بسأأياری از ایأأن ویژگأأیمحصأأول موثرنأأ

هاست که در  فعال موجود در ساختار پروتئين پپتيدهای زیست

کننأده و   هأای هضأم   طی هضم در دستگاه گوارش توسط آنزیم

 (.2شوند ) پروتئازها توليد می

فعأأال حاصأأل از هيأأدروليز   هأأای زیسأأت  امأأروزه پپتيأأد 

تواننأد   د کأه مأی  انأ  های غذایی گوناگونی شناخته شده پروتئين

های بيولو یکی متنأوعی را ایفأا کننأد. ایأن پپتيأدها بأه        نقش

، (4) فشأأارخون ضأأد ، (3) عنأأوان ترکيبأأات ضأأد ميکأأروب 

(، 7) اکسأأایش ضأأد ،(6) (، ضدکلسأأترول5بخأأش ) آرامأأش

رونأد. یکأی    ( و ... به شأمار مأی  8ترومبوز ) (، ضد6سرطان ) ضد

مهارکننأدگی اکسأيد   خاصأيت   دیگر از خأواص ایأن پپتيأدها   

 باشد که به عنأوان ترکيأح حأد واسأط در توليأد      نيتریک می

های نيترات و نيتریت که به  نمک نماید. ها عمل می نيتروزآمين

عنوان یک افزودنی جهت تثبيت رنأ  و مهأار رشأد برخأی از     

شأوند،   های گوشتی اسأتفاده مأی   ها در فرآورده ميکروارگانسيم

باشند. در اثر واکنش نيتریت با  یهای بسيار قوی م اکسيدکننده

زای نيتأروزآمين   های نأو  دوم و سأوم، ترکيأح سأرطان     آمين

آوری شأده ترکيأح    شود؛ که اگأر در گوشأت عمأل    تشکيل می
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ها با نيتریت  تر از آمين اکسيدان موجود باشد، خيلی سریع آنتی

 (.9کند ) واکنش داده و از تشکيل نيتروزآمين جلوگيری می

آزمایشأات مختلأن نشأان داده اسأت کأه       نتایج حاصل از

شأده حاصأل از هيأدروليز پأروتئين      هيأدروليز  هأای  پأروتئين 

(، 11(، کنسأانتره پأروتئين آب پنيأر )   10کنجالأه دانأه کأدو )   

 گوشأت  ی شأده  هيأدروليز  پروتئين (،12، 13) ماهی پروتئين

 مانند شير های پروتئين (،15(، پروتئين سویا )14زرد ) تراولی

 سأفيده  پأروتئين  (،16بتأالاکتوگلوبولين )  و ومينآلفالاکتأالب 

 اکسأيدانی ( فعاليت آنتأی 18پروتئين گلوتن ) ( و17مرغ ) تخم

( پأروتئين  19و همکأاران )  Liانأد.   داده نشأان  خود از بالایی را

 8( را توسأأط Ruditapes philippinarumحاصأأل از صأأد  )

هأایی بأا    پپتيأد آنزیم پروتئاز هيدروليز کردند و در نهایأت بأه   

بيشترین خاصيت مهار اکسيد نيتریأک توسأط آنأزیم آلکأالاز     

 دست یافتند.

ای حداقل  ( از نقطه نظر تغذیهCucurbita pepoدانه کدو )

به دليل ميزان پروتئين بالا و مقدار مناسبی از اسيدهای چرب 

ضروری به ویژه لينولئيک اسيد حائز اهميت اسأت. ایأن دانأه    

پأروتئين، فيتوسأترول، بتاکأاروتن و مأواد     یک منبع مغذی از 

معدنی مانند روی، پتاسيم، کلسيم، منيزیم، آهن، مس، فسأفر  

ثر است. ؤبوده و در کاهش اثرات مخرب مربو  به سوء تغذیه م

منبأع سرشأار از انأر ی اسأت و بأه عنأوان یأک         یکبه علاوه 

ترکيح با پتانسيل بالا برای استفاده در صنایع غذایی و دارویی 

کشی دانأه کأدو   کنجاله حاصل از روغن. (20) رود ه شمار میب

حاوی درصد بالایی پروتئين است کأه در حأال حاضأر فراینأد     

خاصی روی آن انجام نشده است و با قيمأت ارزان بأه مصأر     

رسد. با توجه به پتانسأيل بأالای ایأن مأاده در      خوراک دام می

ازی سأ  فعأال، در ایأن پأژوهش بهينأه     توليد پپتيدهای زیسأت 

شأأرایط هيأأدروليز آنزیمأأی کنجالأأه کأأدو بأأه منظأأور توليأأد   

DPPH (-2,2پپتيدهایی با بيشترین اثر مهارکنندگی رادیکأال  

picrylhydrazyl-1-diphenyl )  و مهارکنندگی اکسيد نيتریأک

 توسط آنزیم پپسين مورد مطالعه قرار گرفت.

  هامواد و روش 

( از شأرکت ابکأار   Cucurbita pepoکنجاله دانأه کأدو )  مواد:  

از  DPPHو رادیکأأال  پپسأأينگرگأأان خریأأداری شأأد. آنأأزیم 

، سأأولفانيل آميأأد، شأأرکت سأأيگما و سأأود، اسأأيد کلریأأدریک

و اتانول از شأرکت مأرک،    فسفریک اسيد، سدیم نيتروپروساید

اتيلن دی آمين دی هيدروکلراید از شرکت ریدل آلمأان   نفتيل 

درجأه آزمایشأگاهی    تهيه شدند. تمام مأواد مأورد اسأتفاده از   

 برخوردار بودند.

پس از حذ  مواد خارجی، : روغن گیری از کنجاله دانه کدو

ساخت آلمان( به  Perten,3100کنجاله توسط دستگاه آسياب )

عبور داده شأد. آرد حاصأل بأه     30آرد تبدیل و از الک با مش 

گيأری، و   چربأی  1:3ساعت با حلال هگزان به نسبت  16مدت 

سأاعت در دمأای محأيط جهأت      48ی به مدت دار پس از نگه

 (.21خروج کامل بقایای حلال، به یخچال منتقل شد )

گيری شأده در ایأن    های چربی کنجالهتهیه آرد کنجاله کدو: 

سأاخت آلمأان(    Perten,3100مرحله توسط دستگاه آسأياب ) 

طوری که ذرات آرد شأده بتواننأد از الأک بأا      آسياب شدند به 

اتيلنأی بأا درب    های پلی ها در کيسه عبور کنند. نمونه 70مش 

   .(22داری شدند ) بسته در شرایط دمایی یخچال نگه

ابتأدا کنجالأه دانأه کأدو     : استخراج پرروتئین دانره کردو   

اکنأده و سأپس   در آب پر 10بأه   1گيری شده به نسبت  چربی

pH  10نرمال به  1محلول توسط سود=pH   رسانده و به مأدت

یک ساعت در دمای اتاق مخلو  شد. مخلو  حاصل به مأدت  

گأأراد در  درجأأه سأأانتی 4و دمأأای  g5000دقيقأأه بأأا دور  20

، کره جنأوبی( قأرار   Combi514Rمدل  (دار سانتریفيو  یخچال

های  روتئينگرفت. سپس سوپرناتانت حاصل به منظور رسوب پ

رسانده شد  pH=5نرمال به  1دانه کدو، توسط اسيدکلریدریک 

و تحت شرایط مشابه سانتریفيو  گردید. رسوب به دست آمأده  

سأازنده شأرکت اپأرون     ،FD4کن انجمادی )مدل  توسط خشک

خشک گردید و سأپس جهأت انجأام آزمایشأات       کره جنوبی(

داری شأد  گأراد فریأزر نگأه   درجه سأانتی  -18بعدی در دمای 

(23.) 

بأه ایأن منظأور    هیدرولیز کنسانتره پروتئینی دانه کردو:  

 pH% )وزنی/حجمی( در بأافر فسأفات بأا    5کنسانتره به نسبت 

% تأا  1)حد اپتيمم آنزیم( پراکنده و آنزیم در غلظأت   2برابر با 

% افزوده شد. سپس هيأدروليز در محأدوده دمأایی و زمأانی     3

عت در انکوبأاتور شأيکردار   سا 2-5گراد و درجه سانتی 40-30

به انجام رسيد.  rpm200 ، کره جنوبی( با دور VS-8480مدل (

 10گراد بأه مأدت   درجه سانتی 85در انتها واکنش آنزیمی در 

دقيقه متوقن و سانتریفو  کردن برای حذ  ترکيبات اضافه در 

g5000   (. سأوپرناتانت  24دقيقأه انجأام گرفأت )    30به مأدت

 -18مراحأل بعأدی آزمایشأات، در دمأای     حاصل جهت انجام 

 داری گردید. گراد فریزر نگهدرجه سانتی

گيأری  انأدازه بررسی خصوصیات شیمیایی کنجاله کردو:  

 AACCهای رطوبت، خاکستر و پروتئين به ترتيح توسط روش

گيأأری چربأأی کنجالأأه بأأه  و انأأدازه 12-46و  08-01، 44-15

 ( انجام گرفت.25روش سوکسله )
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 DPPH :1000ی فعالیت مهارکنندگی رادیکال گیر اندازه

ميکروليتأأر  1000ميکروليتأأر از پأأروتئين هيأأدروليز شأأده بأأا 

% 96ميلی مأولار( تهيأه شأده در اتأانول      1/0) DPPHمحلول 

دقيقه در دمای اتأاق و در تأاریکی    60مخلو  شده و به مدت 

نأانومتر   517داری و در نهایت جذب محلول در طول موج  نگه

(. در نمونه کنترل به جای نمونه پأروتئين  26شد ) يریگ اندازه

  ميکروليتر آب مقطر استفاده شد. 1000هيدروليز شده از 
 

 DPPH= فعاليت مهارکنندگی رادیکال 

 جذب شاهد([  –* ]جذب شاهد/ )جذب نمونه 100   

                         

 60گیری فعالیت مهارکنندگی اکسید نیتریک:  اندازه

ميکروليتر از سدیم  60ميکروليتر از پروتئين هيدروليز شده با 

مولار( مخلو   025/0نيتروپروساید در بافر نمکی فسفات  )

دقيقه در دمای  150ها ریخته و به مدت  کرده و درون پليت

اتاق درون انکوباتور قرار داده شد. )برای بررسی درستی روش 

استفاده  مثبت نهکار از اسيد آسکوربيک به عنوان یک نمو

ميکروليتر( معر  گریس  120شد(. سپس به مقدار مساوی )

شامل سولفانيل آميد، نفتيل اتيلن دی هيدروکلراید و )

نانومتر  546( به آنها افزوده و مقدار جذب در فسفریک اسيد

 (.27) گيری شد اندازه

 
 = درصد مهارکنندگی اکسيد نيتریک

 ب شاهد([ جذ –* ]جذب شاهد/ )جذب نمونه  100

 

سازی فرایند از نظر  به منظور بهينهسازی فرایند:  بهینه

افزار  خواص ضداکسایش و مهارکنندگی اکسيد نيتریک از نرم

Design Expert و روش سطح پاسخ (Response Surface 

Method )با طرح مرکح مرکزی (Central Composite 

Designs) ( برای سه متغير مستقل زمانX1( دما ،)X2 و )

( -1، 0+، 1( در سه سطح )X3نسبت آنزیم به سوبسترا )

استفاده شد. حدود هر کدام از متغيرهای مستقل با توجه به 

های مورد بررسی  دست آمد. پاسخ های آزمایشی به نتایج آزمون

و مهارکنندگی  DPPHمهارکنندگی رادیکال خصوصيات 

تکرار  طور تصادفی با شش تيمار به 20اکسيد نيتریک بودند. 

 مختلن افزار انتخاب شدند. سطوح در نقطه مرکزی توسط نرم

 مدل رگرسيونی است. شده ارائه 1 جدول در مستقل متغيرهای

مهارکنندگی اول و دوم ) های پاسخ بينی پيش به منظور 2 و 1

توسط  و مهارکنندگی اکسيد نيتریک( DPPHرادیکال 

 :شد پيشنهاد ذیل معادلات

 
(1      )                1= b0 - b1x1 - b2x2 + b3x3 - b12x1x2 + b13x1x3 - 

b23x2x3 + b11x1
2 + b22x2

2 + b33x3
2 

 
   (2)                  R2= b0 - b1x1 + b2x2 + b3x3 - b12x1x2 + b13x1x3 - 

b23x2x3 + b11x1
2 - b22x2

2 + b33x3
2 

 

پاسخ یا متغير وابسته )به ترتيح  R2و  R1در معادلات فوق 

و مهارکنندگی  DPPHمربو  به فعاليت مهارکنندگی رادیکال 

 اثرات خطی  b3و  b1 ،b2مقدار ثابت و  b0اکسيد نيتریک(، 

(Linear Effects) ،b11 ،b22  وb33 اثرات درجه دوم 

(Quadratic Effects)   وb12 ،b13  وb23 اثرات متقابل 

(Interaction Effects )باشند. می 

، ضرایح رگرسيونی، (ANOVA) جدول آناليز واریانس

 Design Expertافزار  نرمسازی توسط  رسم نمودارها و بهينه

 F-Valueها از طریق محاسبه  داری آزمون انجام گرفت و معنی

 بررسی شد. 05/0داری  در سطح احتمال معنی

 
سطوح متغيرهای مستقل مورد استفاده برای بهينه سازی فعاليت . 1جدول 

و مهارکنندگی اکسيد نيتریک پروتئين دانه  DPPHمهارکنندگی رادیکال 

 کدو

 حدود تغييرات متغيرهای مستقل     

 1+ 0 1- 

 120 210 300 زمان هيدروليز )دقيقه( 

 30 35 40 گراد(دمای هيدروليز )درجه سانتی

 1 2 3         نسبت آنزیم به سوبسترا )%(                                                                                                    

 

 هايافته 
های شيميایی دانه  ویژگیهای شیمیایی دانه کدو: ویژگی

 آمده است. 2کدو در جدول 

با توجه به نقا  تعرین شده توسط نالیز سطح پاسخ: آ

RSMنتایج فعاليت های مربوطه انجام شد.  ، آزمون

نيتریک  اکسيد مهارکنندگی و DPPH رادیکال مهارکنندگی

 ست.ه اشدن داده نشا 3ول دأجر در اأر تيمأبه ه  مربو

توجه به معادله زیر با : DPPHمهارکنندگی رادیکال  فعالیت

داری ضأرایح بأرای پاسأخ مأدنظر     ضرایح رگرسيونی و معنأی 

( ارائأأأه شأأأد: DPPH)خاصأأأيت مهارکننأأأدگی رادیکأأأال   

  DPPH+ = فعاليت مهارکنندگی رادیکال   07/43 -( 40/0× )زمان  -( 64/5× ( + )دما 78/1× )نسبت آنزیم به سوبسترا 

  -( 96/6× زمان × ( + )دما 06/3× زمان × نسبت آنزیم به سوبسترا )  -( 08/6× دما × ( + ) نسبت آنزیم به سوبسترا06/2 

 ×زمان × ( + )زمان 42/3× دما × ( + )دما 00/6× نسبت آنزیم به سوبسترا × )نسبت آنزیم به سوبسترا 
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 شيميایی کنجاله و کنسانتره پروتئينی دانه کدو *هایویژگی .2جدول 

 خاکستر رطوبت چربی پروتئين ماده 

 63/7 ± 02/0 03/7 ± 09/0 65/9 ± 15/0 8/51 ± 19/1 گيری شده کنجاله چربی

 815/0 ± 015/0 56/12 ± 01/0 29/1 ± 46/0   76 ± 1 کنسانتره پروتئينی دانه کدو

 *نتایج ميانگين سه تکرار هستند.

 
 و مهارکنندگی اکسيد نيتریک پروتئين هيدروليز شده دانه کدو DPPHتيمارهای تصادفی و فعاليت مهارکنندگی رادیکال . 3جدول 

-دمای هيدروليز )درجه سانتی زمان )دقيقه( تيمار

 گراد(

نسبت آنزیم به 

 سوبسترا )%(

فعاليت مهارکنندگی رادیکال 

DPPH )%( 

فعاليت مهارکنندگی اکسيد 

 نيتریت )%(

1 120 30 3 93/55 42/88 

2 210 35 2 91/42 41/86 

3 120 40 1 79/56 62/90 

4 300 30 3 55/84 82/87 

5 120 40 3 26/54 65/92 

6 210 35 1 36/53 01/87 

7 210 35 2 72/38 73/88 

8 300 40 3 78/36 8/87 

9 300 30 1 56/50 09/72 

10 120 35 2 01/46 81/90 

11 210 40 2 39/43 58/74 

12 210 35 3 67/44 83/87 

13 210 35 2 25/51 39/90 

14 300 40 1 33/45 81/78 

15 120 30 1 40/52 35/82 

16 300 35 2 13/44 36/81 

17 210 30 2 48/49 52/68 

18 210 35 2 31/41 55/84 

19 210 35 2 58/41 76/93 

20 210 35 2 91/42 36/93 

 

ای  ملهچند جل که مدد مشخص نمو ANOVAون مآز

یح مشخص ابا ضر، پاسخانگر کافی بيازه ندابه ه دوم جدر

و تعيين تعدیل   R Square)) د. ضرایح تعيين واقعیمیباش

و عدم برازش ارزیابی کارایی مدل ( Adjusted R Square) شده

Rرود. ضریح تعيين یا  ها به کار می بينی پاسخ به منظور پيش
2 

ان از زأه ميأچدد رأشخص گأه مأینکای ارأت بأسری امعيا

و هرچه مقدار آن به ست ه اشدح داده شرل توسط مدات تغيير

بينی کند  تواند پاسخ را پيش تر باشد مدل بهتر می نزدیک 1

ریح تعيين أضو ين أریح تعيأضان زأمي(. در این مطالعه 28)

د دست آم به 6457/0و  8135/0ه به ترتيح برابر با تعدیل شد

که اعداد به دست آمده بيانگر توصين مناسبی از پراکندگی 

ها بود، همچنين فاکتور عدم برازش که معياری برای  داده

را به  1236/0باشد ميزان  مناسح بودن مدل ارائه شده می

 8135/0ر أباين برأریح تعيأضخود اختصاص داده است. 

وبی ی این است که مدل رگرسيون واکنش را به خ دهنده نشان

درصد از کل تغييرات  81توضيح داده و مدل برازش توانسته 

 در دامنه نتایج به دست آمده را توضيح دهد. 

تأثیر متغیرهای مستقل بر خاصیت مهارکنندگی 

اثر متغيرهای مستقل بر قدرت مهارکنندگی : DPPHرادیکال 

 نشان داده شده است. 1در شکل  DPPHهای آزاد  رادیکال

تمثير غلظت آنزیم و دمای هيدروليز بر مهار رادیکال 

DPPH  در شکلa1 طور که مشاهده  آمده است. همان

های اوليه آنزیم، افزایش دمای هيدروليز   شود، در غلظت می

که در  موجح افزایش قدرت مهار رادیکال آزاد شد، درحالی

های بالا عکس این اتفاق رخ داده است و روند کاهشی را  غلظت

های بالا با افزایش دمای  که در غلظت کند، به طوری دنبال می
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کاهش یافته است. به  DPPH هيدروليز قدرت مهار رادیکال 

این ترتيح که بالاترین قدرت مهارکنندگی رادیکال آزاد در 

 % دیده شده است. 1آنزیم گراد و غلظت  درجه سانتی 40دمای 

اثر متقابل غلظت آنزیم و زمان هيدروليز  b1مطابق شکل 

نشان داده شده است. همانطور  DPPHرادیکال بر قدرت مهار 

افزایش غلظت آنزیم و همچنين افزایش شود،  که مشاهده می

 DPPHرادیکال زمان هيدروليز منجر به کاهش قدرت مهار 

الاترین قدرت مهارکنندگی شده است؛ به این ترتيح که ب

% بوده 1و غلظت آنزیم  دقيقه 120رادیکال آزاد در زمان 

  است.

قابل مشاهده است تمثير متقابل دما و  c1آنچه در شکل 

 DPPHزمان هيدروليز بر خاصيت مهارکنندگی رادیکال 

های اوليه هيدروليز، افزایش  باشد. مطابق شکل، در زمان می

ی در ميزان فعاليت مهار رادیکال دمای هيدروليز سير صعود

های پایانی  که در زمان آزاد را موجح شده است، در حالی

عکس عمل اتفاق افتاده است و افزایش دما منجر به نزول 

ميزان مهار رادیکال آزاد شده است. بدین ترتيح که بالاترین 

 120در زمان  DPPHميزان فعاليت مهارکنندگی رادیکال 

 گراد دیده شده است. رجه سانتید 40دقيقه و دمای 

درجه  40بر اساس نتایج حاصل نمونه توليد شده در دمای 

دقيقه و غلظت آنزیم پپسين  120گراد، زمان هيدروليز  سانتی

%، به عنوان نمونه بهينه توليد شده توسط پپسين از لحاظ 1

 در نظر گرفته شد. DPPHخاصيت مهار رادیکال 

های خطی زیر  معادلهتریک: فعالیت مهارکنندگی اکسید نی

با در نظر گرفتن ضرایح رگرسيونی برای خاصيت مهارکنندگی 

 داری ضرایح پيشنهاد شد: اکسيد نيتریک با توجه به معنی

+ = فعاليت مهارکنندگی اکسيد نيتریک 76/86 -( 70/3× + )زمان    

(53/2× ( + )دما 36/3× )نسبت آنزیم به سوبسترا  -(73/0× زمان × )دما    

(+08/2× زمان × )نسبت آنزیم به سوبسترا  - (35/1× دما ×     

( + ) نسبت آنزیم به سوبسترا49/3 (04/11× دما × دما ×)زمان × )زمان  -   

( +83/4× نسبت آنزیم به سوبسترا )  

 

 

 
 

فعاليت مهارکنندگی نمودارهای کنترلی اثر متغيرها بر ميزان  .1نمودار

 تحت شرایط مختلن هيدروليز DPPH رادیکال

 (a) نسبت آنزیم )%( و دما : (°C) 

 :(b) )%(و نسبت آنزیم )زمان )دقيقه 

 :(c) زمان )دقيقه( و دما (°C) 

 

ضرایح تعيين و تعيين تعدیل شده برای مدل ارائه شده به 

بودن این محاسبه شد. بالا  4972/0و  7354/0ترتيح برابر با 

ها دهنده توزیع و پراکندگی مناسح دادهضرایح تعيين نشان

درصد از کل  73است است به این معنی که مدل توانسته  بوده 

بينی کند.  تغييرات در دامنه مقادیر مورد مطالعه را پيش

همچنين فاکتور عدم برازش که معياری برای مناسح بودن 

را به خود اختصاص  1498/0باشد، ميزان  مدل ارائه شده می

داری  داد. بالا بودن ميزان عدم برازش از سطح احتمال معنی

معنی بودن این فاکتور  عبارت دیگر بی ( یا به05/0)

ی مناسح بودن مدل پيشنهاد شده و برازش مدل  دهنده نشان

  (.12) باشد های در نظر گرفته شده می براساس پاسخ

کنندگی اکسید تأثیر متغیرهای مستقل بر خاصیت مهار

اثر متقابل غلظت آنزیم و دمای هيدروليز بر خاصيت نیتریک: 

نشان داده شده است. با  a2مهار اکسيد نيتریک در شکل 

توجه به شکل، در یک دمای ثابت، افزایش غلظت آنزیم 

a 

b 

c 

D
P

P
H

 

D
P

P
H
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P
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درصد، به ميزان کمی کاهش قدرت  2نزدیک به مقدار 

بيشتر درصد آنزیم،  افزایش  2مهارکنندگی و پس مقدار 

فعاليت مهارکنندگی را در پی داشته است. از طرفی در یک 

درجه  35غلظت ثابت آنزیم، افزایش دمای هيدروليز تا دمای 

گراد موجح کاهش ميزان خاصيت مهار اکسيد نيتریک  سانتی

گراد افزایش قدرت مهار اکسيد  درجه سانتی 35و پس از دمای 

بيشترین ميزان نيتریک را موجح شده است. بدین ترتيح که 

درجه  35خاصيت مهارکنندگی اکسيد نيتریک در دمای 

 درصد دیده شده است.  3سانتی گراد و غلظت آنزیم 
های آنزیم،   شود در تمامی غلظت مشاهده می b2در شکل 

دقيقه ميزان  210با گذشت زمان هيدروليز نزدیک به زمان 

ملایمی صورت شيح  مهارکنندگی کاهش یافته و پس از آن، به

افزایش قدرت مهارکنندگی اکسيد نيتریک را به همراه داشته 

که بيشترین فعاليت مهارکنندگی در زمان  است؛ به طوری

 درصد دیده شده است. 3دقيقه و غلظت آنزیم  120

، c2با توجه به اثر متقابل دما و زمان هيدروليز در شکل  

ز زمان در یک دمای ثابت، با افزایش زمان هيدروليز )قبل ا

دقيقه(، قدرت  مهارکنندگی رادیکال آزاد سير نزولی  210

دقيقه به ميزان کمی سير  210داشته و پس از گذشت زمان 

صعودی گرفته است. همچنين با در نظر گرفتن یک زمان 

درجه  35شود افزایش دمای هيدروليز تا  ثابت، مشاهده می

کاهش گراد افزایش قدرت مهارکنندگی و پس از آن،  سانتی

فعاليت مهارکنندگی را موجح شده است. بدین ترتيح که 

بيشترین ميزان فعاليت مهارکنندگی اکسيد نيتریک در دمای 

 دقيقه مشاهده شده است.  120گراد و زمان  درجه سانتی 35

های مذکور برای فعاليت بنابراین با توجه به یافته

 120ر توان سه مقدا اکسيد نيتریک می مهارکنندگی رادیکال 

درصد را به ترتيح برای زمان  3گراد و  درجه سانتی 35دقيقه، 

هيدروليز، دمای هيدروليز و غلظت آنزیم پپسين، به عنوان 

 مقادیر بهينه معرفی نمود.

 

 

 
 نمودارهای کنترلی اثر متغيرها بر ميزان فعاليت مهارکنندگی .2نمودار

 تحت شرایط مختلن هيدروليز نيتریکاکسيد 
 (a) نسبت آنزیم )%( و دما : (°C)  

:(b)  ،)%(و نسبت آنزیم )زمان )دقيقه 

 :(c) زمان )دقيقه( و دما (° C). 

 

  بحث  

دست  : با توجه به نتایج بههای شیمیایی دانه کدو ویژگی

، کنجاله و کنسانتره پروتئين دانه کدو دارای 2آمده از جدول 
پروتئين بالایی بوده است. علت این موضو  انجام فرآیند 
های  استخراج به کمک قليا بود که منجر به جداسازی قسمت
مانده  غيرپروتئينی از کنجاله و تجمع پروتئين در بخش باقی

(. ميزان چربی موجود در کنسانتره نسبت به 29گردید )
ایسه با کنجاله کمتر بود. علت کاهش چربی در کنسانتره در مق

گيری انجام شده بر کنجاله دانه کدو قبل  کنجاله، فرآیند چربی
و فرآیند استخراج پروتئين به روش محلول  از تهيه کنسانتره

بوده است. مقادیر  سازی قليایی و ترسيح در نقطه ایزوالکتریک
خاکستر و چربی به دست آمده معادل مقادیر گزارش شده 

و مظلومی و همکاران ( 10نورمحمدی و همکاران )توسط 
باشد. ميزان رطوبت کنجاله و کنسانتره پروتئين دانه  ( می30)

دست آمده است که ميزان  به 56/12و  03/7ترتيح  کدو به
رطوبت کنسانتره پروتئينی نسبت به گزارش منابع مذکور 

داری طولانی   تواند نگه بيشتر بوده است و علت این موضو  می

 ب رطوبت آن شده است.مدت آن باشد که موجح جذ
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اثر متغیرهای مستقل بر خاصیت مهارکنندگی رادیکال 

DPPH :غلظت افزایش با رادیکال مهارکنندگی قابليت کاهش 

 پپتيدهای بر آنزیم کنندگی هضم اثر علت به تواند می آنزیم

 ماده بر بيشتر اثر امکان آنزیم، غلظت افزایش با باشد. توليدی

 تعدادی شدن شکسته به منجر امر این و یافته افزایش پروتئينی

 هيدروليز اوليه مراحل در شده توليد ضداکسایش پپتيدهای از

  (.31گردد ) می
فعاليت ضداکسایش پپتيدها به ميزان انتخابی بودن 
پروتئاز مورد استفاده، درجه هيدروليز، ماهيت پپتيدهای آزاد 

های  کالها از قبيل قابليت باند کردن رادی شده و سایر ویژگی
های فلزی و قدرت  آزاد، فعاليت شلاته کنندگی یون

دهندگی، توالی آمينواسيدی و وجود آمينواسيدهای  الکترون
(. از سویی، 1ها وابسته است ) خاص در زنجيره پپتيدی آن

های توليدی بستگی زیادی  قدرت ضداکسایش هيدروليز شده
ود در های خاص آمينواسيدی موج به آرایش ساختاری و توالی

زنجيره پپتيدی دارد. برخی محققان معتقدند که هيستيدین، 

 -آمينواسيدهای هيدروفوب و پپتيدهایی با توالی پرولين
باشند  هيستيدین دارای قدرت ضداکسایش می -هيستيدین

(32 .) 
کاهش مقدار فعاليت مهارکنندگی توسط پروتئين 

ناشی از، تواند  هيدروليز شده، با زیاد شدن زمان هيدروليز می
پيشرفت مقدار هيدروليز و اثر بيشتر آنزیم بر ماده پروتئينی 
باشد که این موضو  باعث شکستن زنجيرۀ برخی از پپتيدهای 

اکسيدان تشکيل شده در مراحل اوليۀ هيدروليز و کاهش  آنتی
(. آنزیم پپسين منجر به هضم شدن باندهای 28شود ) ها می آن

يان آمينواسيدهای آبگریز پپتيدی از طریق شکستن پيوند م
آلانين،  مانند لوسين و آمينواسيدهای آروماتيک مانند فنيل

گردد و اعتقاد بر  تریپتوفان و تيروزین با سایر آمينواسيدها می
این است که گروه فنيل در انتهای باقيمانده زنجيره پپتيدی 

(. کاهش در قدرت 33باشد ) دارای قابليت مهار رادیکال می
کال با افزایش زمان هيدروليز توسط سایر محققين مهار رادی

 (.31نيز گزارش شده است )

و همکأأاران بأأر خأأواص    Sunدر تحقيقأأی کأأه توسأأط   
ضداکسایش پپتيدهای حاصل از هيدروليز هموگلأوبين خأوک   

توسط فلاورزیوم، پاپائين، آلکأالاز، پپسأين و تریپسأين انجأام     
مربو  بأه   %DPPH (67)گرفت، بيشترین قدرت مهار رادیکال 

دقيقأه   60های توليدی توسأط پپسأين پأس از     هيدروليز شده
و همکاران پس از هيدروليز  WiriyapHan(. 33هيدروليز بود )

ضایعات سأوریمی توسأط آلکأالاز، پپسأين و تریپسأين اعألام       
کردند که الزاما رابطه مستقيمی ميان درجه هيدروليز و قدرت 
ضداکسایش پپتيدهای توليدی وجود ندارد. بنابر گأزارش ایأن   

های توليدی توسط پپسأين بأا درجأه     محققين، هيدروليز شده
لاترین قأأدرت ضداکسأأایش بودنأأد، در % دارای بأأا5هيأأدروليز 

حالی که پپتيدهای توليدی توسط آلکالاز و تریپسين به ترتيح 
% دارای اثر قابل مقایسه و کمتر 11% و 27با درجات هيدروليز 
 (.34های توليدی توسط پپسين بودند ) از هيدروليز شده

اثر متغیرهای مستقل بر خاصیت مهارکنندگی اکسید 

ی اثر  که تاکنون پژوهشی در زمينه ه اینبا توجه بنیتریک: 

ها بر مهارکنندگی اکسيد نيتریک صورت نگرفته،  پروتئين
های مشابه بنابراین امکان مقایسه و تفسير بر اساس پژوهش

ندارد. اما با توجه به مطالعات فراوانی که در زمينه تمثير 
ترکيبات فنلی بر مهار رادیکال اکسيد نيتریک صورت گرفته، 

  ها اشاره شده است.  این بخش به بعضی از آندر 
همکاران دریافتند، و  Yu در پژوهش انجام گرفته توسط

ج خاصيت مهار رادیکال نيتریت اأوعی کأت نأفنلی پوسره عصا
ای که با افزایش غلظت عصاره،  بالایی داشته است، به گونه

. همچنين (35یابد ) ميزان مهار اکسيد نيتریک افزایش می

Zhonggao  و همکاران ویژگی مهار رادیکال نيتریت را در
ه أأد کأأنن داداأأنشو د أأندی کرأأسربرت وأأت هاأأشره اأعص
های  در غلظتنيتریت های  لیکابه دام اندازی رادت أأظرفي

رت دأقره، اأیش غلظت عصافزده و به تدریج با اپایين ناچيز بو
 (.36ه است )دأتر شأبيشآن 

و همکاران قدرت مهارکنندگی کخواه نيدر پژوهشی دیگر، 
ت را مورد بررسی سه گونه توهای نتوسيانيننيتریک اکسيد آ

ره توسط عصارکنندگی مهاقدرت که قرار دادند و نشان دادند 
یش افزره ایش غلظت عصاافزابا ن همزماها  تنتوسيانينی توآ

 (.37یابد ) می
 Phyllunthusهمچنين تمثير مثبت عصاره سه گياه دارویی 

freternus، Triumfetta rhomboidae   وCasuarina littorea 
ر مهار رادیکال اکسيد بpinus densiflora (39 ) گياه ( و38)

و  Lee است. در پژوهش انجام گرفته توسط نيتریک ثابت شده
( به ترتيح بر روی 41و همکاران ) Shrestha( و 40همکاران )

،  Rhus parvifloraو  Actinidia argutaعصاره فنلی ميوه 
خاصيت مهارکنندگی اکسيد نيتریک ثابت شده این ترکيبات 

 اند. بالایی داشته

شرایط مدل: ( Validation) سازی واعتبارسنجی بهینه

به دست آمدند. شرایط  Design Expertافزار  بهينه توسط نرم
هيدروليز برای پروتئين هيدروليز شده با فعاليت بهينه مهار 

و مهار اکسيد نيتریک مطابق با شرایط دمای   DPPHرادیکال 
دقيقه و غلظت آنزیم به  120گراد، زمان  درجه سانتی 5/39

دست آمد که منطبق با قابليت ضداکسایشی و  % به1سوبسترا 
% بود. 92/91% و 03/56مهارکنندگی اکسيد نيتریک برابر با 
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به منظور تمیيد شرایط پيشنهاد شده توسط نرم افزار، 
بينی شده توسط مدل اجرا  های اضافی در شرایط پيش زمایشآ

گردید که قابليت ضداکسایش و مهارکنندگی اکسيد نيتریک 
دست آمد. مقادیر  % به09/89% و 63/54ترتيح برابر با  به

بينی شده  آزمایشی به طور نزدیک مطابق با شرایط پيش
ن توسط مدل بود که بيانگر شرایط بهينه جهت توليد پروتئي

اکسيدانی و مهارکنندگی اکسيد  هيدروليز شده با خواص آنتی

 باشد. نيتریک از پروتئين دانه کدو می

ها تن محصولات جانبی با ارزش  هرساله ميليونگیری:  نتیجه

 شود. یکی از توليد و فرایند کردن محصولات غذایی ایجاد می

باشد که تاکنون می کدو جانبی کنجاله دانه از این محصولات
مصر  عمده آن در خوراک دام بوده است. به منظور 

افزایی برای این محصول که از نظر اقتصادی دارای  ارزش
اهميت بوده و به علت غنی بودن این ماده از نظر پروتئين با 
ترکيح اسيدآمينه مناسح، در این مطالعه تلاش شد تا از 

تفاده به عمل آید. کنجاله به عنوان منبع پروتئينی مناسح اس
مطالعه پيش رو نشان  داد که با ایجاد شرایط بهينه با استفاده 

توان به طور قابل توجهی نسبت به مهار  از آنزیم پپسين می
اکسيد نيتریک  و کاهندگی رادیکال  DPPHهای آزاد رادیکال

اقدام نمود. روش سطح پاسخ، به عنوان روش آماری کارآمد 
استفاده قرار گرفت. نتایج نشان داد که جهت این منظور مورد 

شرایط بهينه برای دستيابی به حداکثر خاصيت مهارکنندگی 

 32و مهارکنندگی اکسيد نيتریک، دمای  DPPHرادیکال 
دقيقه و غلظت آنزیم به  5/161گراد، زمان  درجه سانتی
% برای پروتئين دانه کدو بوده است. از این رو 3سوبسترا 

تواند به عنوان ترکيبی  شده دانه کدو می پروتئين هيدروليز
اکسيدانی و مهارکنندگی اکسيد نيتریک طبيعی با خواص آنتی
های سنتزی در محصولات غذایی از دارنده بالا، جایگزین نگه
 های گوشتی شود.  جمله فرآورده
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Background and Objectives: In this study, hydrolysis condition optimization of the pumpkin (Cucurbita pepo) seed 

proteins was carried out achieve maximum DPPH radical scavenging and nitric-oxide inhibition properties using 

Design Expert Software and response surface methodology. 

 Materials & Methods: In general, 1–3% concentrations of pepsin enzyme, 30–40 °C temperature and 120–100 min 

time were selected as the independent variables. 

Results: Results showed that the optimum conditions for achieving maximum DPPH radical scavenging and nitric-

oxide inhibition activities included temperature of 32 °C, time of 161.5 min and an enzyme-substrate ratio of 3% with 

antioxidant and nitric-oxide inhibitory activities of 54.63 and 89.09%, respectively. These results were largely similar to 

the results suggested by the software (56.03 and 91.92%, respectively). 

Conclusion: Based on the results, hydrolyzed proteins of the pumpkin seeds include good antioxidant and nitric-oxide 

inhibitory activities and can therefore be used as natural compounds for replacing synthetic preservatives in food 

products. 

Keywords: Enzymatic hydrolysis, Pepsin, Response surface method, Antioxidant, nitric-oxide inhibition  
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