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 11/11/1011تاریخ پذیرش:                                                                                           11/7/1011تاریخ دریافت: 

 چکیده

ثر از ترکیب آمینواسیدی و أمت ن(ضدسرطایشی و کساادـض، نخور )ضد فشافعال خواص بیولوژیکی متعددی پپتیدهای زیست سابقه و هدف:

هار رادیکال مهدف از این پژوهش تعیین ترکیب آمینو اسیدی پروتئین آبکافت شده دانه کدو و بررسی تأثیر وزن مولکولی بر  وزن مولکولی دارند.

ABTSبازدارندگی آنزیم ، نیتریک اکسید و ACE .اجزاء پروتئین آن بود 

پروتئین آبکافت شده دانه کدو در شرایط بهینه بر مبنای پژوهش قبلی تهیه و پس از تعیین ترکیب آمینو اسیدی آن، تأثیر توزیع  ها:مواد و روش

های حاصل پس از جداسازی ( فراکسیونACE نزیمبازدارندگی آ ، نیتریک اکسید وABTSمهار رادیکال وزن مولکولی بر خصوصیات زیست فعالی )

 ( ارزیابی شد.RP-HPLCفاز معکوس ) -( و کروماتوگرافی مایع با فشار بالاSECسازی توسط کرماتوگرافی طرد اندازه )و خالص

و  06-12، 17-61های شماره بود. فراکسیون کیلودالتون 1/6-11عمده وزن مولکولی پپتیدها در محدوده نشان دادند که  SECنتایج  :هايافته

ها توسط سازی بیشتر فراکسیونداشتند. خالص ABTS، مهار رادیکال نیتریک اکسید و ACEترتیب، بیشترین قابلیت بازدارندگی آنزیم ، به11-07

RP-HPC  نشان داد که پپتیدهای آبگریزتر قابلیت بیشتری در مهار آنزیمACE  و رادیکالABTS داشتند. 

ی طبیعی عنوان نگهدارندهبه قابلیت کاربرد ACEاکسیدانی و بازدارندگی اجزاء پپتیدی پروتئین آبکافت شده دانه کدو با خواص آنتی گیري: نتیجه

 در فرمولاسیون مواد غذایی، تولید محصولات فراسودمند و همچنین داروی کنترل فشار خون را دارند.

  اکسیدان، دانه کدوفی، فشار خون، آنتیپپتیدهای زیست فعال، کروماتوگرا واژگان كلیدي:

  مقدمه 

غذایی            یک رژیم  که  ــت  حاکی از آن اسـ عات اخیر  طال م

یه         های ت ذ یاز ناســــب، فراتر از ن یل     م عد ای، بر تنظیم و ت

شگیری از    فعالیت ست و در پی های فیزیولوژیکی بدن اثر گذار ا

ماری  فا می   بروز بی ند. بطور کلی مواد  ها نقش مؤثری را ای ک

( ترکیباتی هســتند که عهوه  Functional foodغذایی عملگرا )

م ذی مورد نیاز   مصرف کنندگان و تأمین مواد بر جلب رضایت

های مختلف بدن را مورد هدف قرار داده و خطر بروز بدن، بافت

ماری    یاری از بی ــ کاهش می  بسـ بات      ها را  مامیِ ترکی ند. ت ده

عدنی و        یدرات، مواد م غذایی، اعم از پروتئین، چربی، کربوه

ست   صر کمیاب درگروه ترکیبات زی فعال جای دارند. در این عنا

ســـاز و منابع اصـــلی  ی به عنوان پیشهای غذایمیان، پروتئین

ــهمتی  بات سـ ــیونترکی غذایی بطور    بخش در فرمولاسـ های 

های اخیر نقش  گیرند. در سالای مورد استفاده قرار میگسترده

ست ها و پپتیدپروتئین دی  های کلیفعال به عنوان مؤلفههای زی

های مختلف مورد بحث و بررسی قرار  بخش در پژوهشسهمتی 

ته ا  ی  یژگیهاه دارای ولیز شدروهیدی هاتئینســـت. پروگرف

ــیت خادی از جمله متعدژیک بیولو ــی )کساادــــ ـضص (،  1یش

ر  ضد فشا(، 1بی )وضدمیکر(، 2اکســـید )مهارکنندگی نیتریک

فعالیت سیستم ی هکنندل کنتر( و 1ن )ضدسرطا(، 0ن )خو

ــت  ( می6ن )یمنی بدا ــند. پپتیدهای زیس های  فعال، توالیباش
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با وزن مولکولی کمتر از       21کمتر از پروتئینی  نه  یدآمی ــ اسـ

ــند. این پپتیدها درون پروتئین اولیه غیر دالتون می 6111 باش

ستند و به  سیله آبکافت آنزیمی فعال ه سم  و های  یا میکروارگانی

پروتئولیتیک طی فرآیند تخمیر، از توالی پروتئینی اولیه تولید     

یان روش   می ند. در م کا    گرد فت آنزیمی،   های ذکر شـــده، آب

سوم  شمند می   مر شیوه تولید این ترکیبات ارز شد ) ترین  (.  7با

ــر   ــت و در حال حاض ــار خون، یک بیماری چند مت یره اس فش

شمار      شرفته به  شورهای پی یکی از علل عمده مرگ و میر در ک

ــین ) می (، یک متالوپپتیداز     ACE-Iرود. آنزیم مبدل آنژیوتنسـ

ت بدن نیز حضــور دارد.  اســت که عهوه بر خون در ســایر مایعا

ــار      بطور کلی این آنزیم انقباض عروق و در نتیجه افزایش فشـ

وسیله دو سیستم تنظیم کننده به نام سیستم رنین      ه خون را ب

ــین – ــترون-آنژیوتنس –RAAS  (renin–angiotensin آلدوس

aldosterone system )کالیکرئین )-و ســیســتم کینینkinin–

kallikrein systemبه دلیل نقش آنزیم . کند( کنترل میACE  ،

نده آنزیم       بازدار ــنتزی  های سـ یل    ACE دارو کاپتوپر   نظیر 

(Captopril)    ( یل نالاپر ماران      Enalaprilو ا مان بی هت در ( ج

ــتفاده قرار می  ــار خون مورد اس گیرند؛ هرچند که مبته به فش

ــکی و ا دم  ــرف این داروها )خشـ ــی از مصـ عوارض جانبی ناشـ

سرفه، اختهل د    ست،  سبب    پو شایی، آکنه و غیره(  ر حس چ

شده است که طراحی داروهایی با اثر مشابه و منشأ طبیعی در     

ها و مؤســســات تحقیقاتی قرار دســتور کار بســیاری از شــرکت

ــیت کاهندگی  (. 8گیرد ) در میان ترکیبات طبیعی دارای خاص

شده گزینه   شار خون، پروتئین هیدرولیز  ست که  ف سبی ا  ی منا

ــت از   های گون  در پژوهش ــی قرار گرفته اسـ اگونی مورد بررسـ

له:   کاران )  Liجم کاران    Maqsoudlou( و 2117و هم و هم

ــار خون قابل توجه که به (2111) ــد فشـ ــیت ضـ ترتیب خاصـ

سبوس برنج و گرده گل را گزارش   پروتئین شده  های هیدرولیز 

ــوی دیگر 1، 11دادند )  ــکیل    (. از سـ ــیون و تشـ ــیداسـ اکسـ

ــان آثار جبران ناپذیری همچون    های آزاد در بدن ا  رادیکال  نسـ

ماری    طان، آلزایمر و بی ــر لب عروقی می   سـ ند. در  های ق گرد

ــکیل         ــیون لیپیدها و تشـ ــیداسـ ــولات غذایی نیز اکسـ محصـ

های آزاد منجر به فساد شیمیایی، کاهش بازارپسندی،     رادیکال

ــادی به تولیدکنندگان و بیماری  ــنگین اقتص ــررهای س   هایض

ــرف  ناک در مصـ گان م   خطر ند فاده از   (.11گردد )یکن ــت اسـ

سیدان آنتی سنتزی مانند  اک  BHA (Butylated hydroxyهای 

anisole ،)BHT (Butylated hydroxytoluene ،)PG (propyl 

gallate و ) TBHQ(Tertiary butylhydroquinone به یل   (  دل

د.  باش ها بر سهمتی انسان تحت کنترل می  عوارض نامطلوب آن

ــایی   ــناس ــت فعال جهت جلوگیری از بنابراین ش ترکیبات زیس

اکسیداسیون در محصولات غذایی و بدن انسان از نیازهای مهم  

ــهمت جامعه می    در حوزه ــد. ی غذایی و سـ در تحقیقات   باشـ

اکسیدانی پپتیدهای زیست فعال اثبات و  مختلفی خاصیت آنتی

با ویژگی          یدها  نه این پپت ید آمی ــ باط بین ترکیب اسـ ای  ه ارت

 .  (12-10) نی آنها مورد بررسی قرار گرفته استاکسیداآنتی

در میان منابع مناســب برای تولید پروتئین آبکافت شــده  

کدو    نه  پروتئین و   %11حاوی بیش از   (pepo cucurbita) دا

نه نظیر       11% یدهای آمی ــ یک منبع غنی از اسـ چربی بوده و 

شمار می     سید و گلوتامیک به  سپارتیک ا  از رود. پسآرژنین، آ

 از ســرشــار جانبی یک محصــول های کدوکشــی از دانهروغن

 خواهد باقی کدو دانه کنجاله نام به درصــد( 61-61) پروتئین

ند. حجم   جاد  به  منجر جانبی  های بالای فرآورده  ما نابع  ای  م

های  هزینه و زمان صــرف نیازمند آن دفع که شــودمی عظیمی

ست.  فراوان صرف  تاکنون ا صلی  م صارف  برای کنجاله این ا  م

ــت. بوده دام خوراک  این به ییافزا های ارزشراه از یکی اسـ

ــول ــادی ارزش دارای که جانبی محص ــدمی بالایی اقتص  باش

ــت ) این ترکیب  آنزیمی آبکافت    به توجه  با  بنابراین  (.11اسـ

قبلی   در پژوهش ترکیب اسید آمینه مناسب پروتئین دانه کدو،  

ی به دستیاب  سازی آبکافت آنزیمی کنجاله دانه کدو جهت بهینه

ــی گردید )حداکثر قابلیت آنتی    ــیدانی بررسـ (. در این 16اکسـ

پژوهش ابتدا پروتئین آبکافت شــده دانه کدو در شــرایط بهینه 

های تحقیق قبلی تهیه و سپس تأثیر توزیع وزن  بر مبنای یافته

های حاصــله ملکولی بر خصــوصــیات زیســت فعالی فراکســیون

شامل بازدارندگی آنزیم   (ACE سید  و مه ار رادیکال نیتریک اک

کال       هار رادی یت م عال باط  ( ABTSو  DPPHو ف و همچنین ارت

فعالی   های زیستبین ترکیب اسید آمینه این پپتیدها با ویژگی

سازی توسط کرماتوگرافی طرد اندازه    پس از جداسازی و خالص 

(SECو همچنین کروماتوگرافی مایع با فشار بالا )- فاز معکوس 

(RP-HPLCمو ).رد بررسی قرار گرفت 

  هامواد و روش 

یه   له  : مواد اول نه  کنجا  .Cucurbita pepo con varکدو )  دا

pepo var. styriacaــرکت ( از ــویابین ش ــد.   س گرگان تهیه ش

از شرکت   ACEنزیم آنووزایم دانمارک، از شرکت   آلکالاز آنزیم

ید،           ــ یک اکسـ تانول، نیتر یک، ا یدر یدکلر ــ ،  ABTSمرک، اسـ

ــفریک، تری فلوئورو    ــید فس ــولفانید آمین، اس ــتونیتریل، س اس

 اباز شــرکت ســیگما و اســتیک اســید و نفتیل اتیل دی آمین 

 .درجۀ خلوص آزمایشگاهی تهیه شدند
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 شــده  گیریچربی کنجاله: کدو دانه پروتئین ایزوله تهیه

 محلول pH سپس  شد.  پراکنده آب در 1:11 نسبت  به کدو دانه

سود    سط  سیده  11به  نرمال 1 تو  در ساعت  یک مدت به و ر

 با دقیقه 21 مدت به حاصــل مخلوط .شــد مخلوط اتاق دمای

 ســانتریفوژ در گرادســانتی درجه 0 دمای و g  6111× دور

 به  گرفت.  قرار ، کره جنوبی(Combi514R)مدل   دار یخچال 

سوب  صل    pH کدو، دانه هایپروتئین منظور ر  سوپرناتانت حا

 تحت شـرایط  و رسـیده  1 به نرال 1 کلریدریک اسـید  توسـط 

شابه  سوب    سانتریفوژ  م ست  شد. ر   پروتئینی( ایزوله(آمده  بد

 برای مسـتقیما   توسـط خشـک کن انجمادی خشـک گردید و   

 (.11گرفت ) قرار مورد استفاده آبکافت

آبکافت آنزیمی توســط : کدو دانه پروتئین ایزوله هیدرولیز

ــرایط ــاس شـ ــتیابی به  آنزیم آلکالاز و بر اسـ بهینه جهت دسـ

حداکثر خصوصیات آنتی اکسیدانی که در مطالعه قبلی بدست      

صورت گرفت. به این منظور ایزوله 16آمده بود ) ی پروتئینی  (، 

ــبت  ــفات با  %1به نس  1برابر با  pH)وزنی/حجمی( در بافر فس

)حجمی/ وزنی نســبت به  %2پراکنده و آنزیم آلکالاز در غلظت 

 11ی( افزوده شد. سپس هیدرولیز در دمای سوبسترای پروتئین

ساعت در انکوباتور شیکردار با     1/1گراد و به مدت درجه سانتی 

سید. در انتها واکنش آنزیمی   211دور  دور بر دقیقه به انجام ر

دقیقه متوقف و سانتریفوژ  11گراد به مدت درجه سانتی 81در 

ــافه در       11به مدت    g 1111کردن برای حذف ترکیبات اضـ

. در نهایت ســوپرناتانت توســط خشــک کن  دقیقه انجام گرفت

 انجمادی به پودر تبدیل گردید.

شده جهت خالص    سازی پروتئین آبکافت  :  سازی آماده 

ــابه با روش    گرم نمونه   0 ،(2112و همکاران )  Escuderoمشـ

میلی لیتر اســـید هیدروکلریک   21شـــده پروتئینی در آبکافت

دقیقه در اســتوماکر هموژن  8و به مدت نرمال حل شــد  11/1

فوژ                  ی تر ن ــا ــده، ســ موژن شــ ه ــه  مون ن پس  ــ  گردیــد. سـ

(× g12111    مدت به    21به  قه( شـــد و  منظور پروتئین دقی

تانول مطلق           با ا ــه برابر حجم خود  ــوپرناتانت با سـ زدایی، سـ

درجه ســانتی گراد  0ســاعت در  21مخلوط شــد و به مدت 

ــانتر  ــپس نمونه مجددا س ــد. س ــد و پس از نگهداری ش یفوژ ش

صاره        شد. در نهایت ع شک  تبخیر اتانول، به روش انجمادی خ

ــده در    ــک ش ــده خش ــید  11پروتئین زدایی ش میلی لیتر اس

نرمال حل و پس از صــاف شــدن با فیلتر   11/1هیدروکلریک 

ــایی  ــانتی گراد    -21میکرومتر در فریزر  01/1غشـ درجه سـ

 (.  17نگهداری شد )

خالص ساا     به جزء سااازی و  فاده از     جزء  با اساات ازی 

 Tertiary)کااروماااتااوگاارافاای  اارد اناادازه    

butylhydroquinone) :   سازی اولیه اجزاء جهت جزء به جزء 

ــده     ــتم   پپتیدی موجود در آبکافت شـ ــیسـ های پروتئینی سـ

( بر اســاس جرم مولکولی مورد SECکروماتوگرافی طرد اندازه )

ــتفاده قرار گرفت. به این منظور، محلول پروتئین    یز هیدرولاسـ

ظت )     با غل یه و پس از   mL/mg )21شـــده  در آب مقطر ته

 سانتریفیوژ   g 11111×دقیقه با دور  11انحهل کامل به مدت 

قدار    ید. م فت شـــده      لیتر از محلول پروتئینمیلی 1گرد کا آب

  G-25زدایی شـــده حاصـــل از مرحله قبل به ســـتون پروتئین

Sephadex (Amersham Biosciences, Uppsala, 

Sweden،cm 61 ×1/2 11/1( که قبه با اســید هیدروکلریک 

شده بود    شروط  سازی اجزاء   ،نرمال م منتقل گردید. عمل جدا

یدی در   ید           0پپت ــ فاده از اسـ ــت با اسـ جه ســـانتی گراد  در

ــرعت جریان   11/1هیدروکلریک    میلی لیتر در  11نرمال با سـ

ــتفاده از کالکتور اتوماتیک، اجزاء          ــاعت انجام گرفت. با اسـ  سـ

ــیون ــله در لوله 1ها( )فرکس ــوص میلی لیتری حاص های مخص

ــد و جذب آن  جمع )برای  210های  ها در طول موج آوری شـ

ــیدهای آمینه غیر آروماتیک و گروه        210های کربونیل( و   اسـ

ــیدهای      281)ماگزیمم جذب فنیل آلانین( و     نانومتر)برای اسـ

ا  هونهآوری نمهای جمعآمینه آروماتیک( قرائت شد. سپس لوله  

ضور        شاخص ح سپکتروفتومتری دارای جذب ) سی ا که در برر

کن انجمادی خشک شده و سپس با  پپتید( بودند توسط خشک

شخص نمونه  شده و     ها رقیقافزودن آب مقطر با حجم م سازی 

هار          آزمون ــین، م بدل آنژیوتنسـ هار آنزیم م های مختلف )م

های ون(، در مورد تمام فراکسیABTSو  رادیکال نیتریک اکسید

ترین اجزاء به دست آمده به صورت جداگانه انجام گرفت و فعال

شدند )     سایی  شنا شماره  11پپتیدی  (. مجموعه اجزاء پپتیدی 

ــترین فعالیت را آزمون 16-01 ــان دادند،  که بیش های فوق نش

ــدن به منظور جمع ــدند و پس از لیوفیلیز ش آوری و مخلوط ش

درجه  -21در فریزر ســازی بیشــتر در مراحل بعد انجام خالص

ــانتی گراد نگهداری گردیدند. همچنین جهت تخمین توزیع     سـ

جرم مولکولی اجزاء پپتیدی موجود در آبکافت شده از سیستم    

SEC      ستون با بارگذاری ترکیبات سیون  ستفاده گردید.کالیبرا ا

اســتاندارد با وزن مولکولی مشــخص به شــرا زیر انجام گرفت:  

ــرم آلبومین گاوی )  ــیتوکروم  کیلو 71سـ  C (11دالتون(، سـ

 22/1کیلودالتون(، کارنوزین ) 02/1کیلودالتون(، باسیتراسین )  
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ــکــل  2/1کیلودالتون(، و تیروزین )      الف -1کیلودالتون(.  شـ

 دهد.  های استاندارد را نشان مینمونه SCEپروفایل 

 
حاصل از کروماتوگرافی طرد اندازه  . الف( پروفایل پروتئینی0شکل

(SEC بر )پروفایل  های استاندارد، ب(اساس جرم مولکولی نمونه

های پروتئین فراکسیون حاصل از کروماتوگرافی طرد اندازه پروتئینی

 نمونه کنترل RP-HPLCپروفایل آبکافت شده دانه کدو، پ( 

 

خالص سااازی و جزء به جزء سااازی م لوت پپتیدها با        

ستگاه   ــتفاده از (: RP-HPLCفاز معکوس ) HPLCد با اس

 ,.Agilent 1100, Agilent Techفاز معکوس ) HPLCدستگاه  

California, USA    نای میزان آبگریزی یدی بر مب (، اجزاء پپت

ستفاده برای این       ستون مورد ا شدند.  سبی تفکیک و تخلیص  ن

از کمپانی   Symmetry C18 (mm, 5µm 4.6×250) کار، ستون 

Waters    کل از حه ــ فاز متحرک متشـ )تری فلوئورو  Aل بود. 

 Bدر آب دو بار تقطیر( و حهل  1/1%(TFAاســـتیک اســـید )

ــتونیتریل با آب دیونیزه    TFA 181/1%حاوی  ) در مخلوط اسـ

میکرومتر  01/1(( بود. فاز متحرک با اســتفاده از فیلتر 01:61)

فیلتر و گاز زدایی شد. شویش به صورت گرادیانت انجام شد. به 

ش    این به  Aبا حهل  %111صورت  ویش بهصورت که در ابتدا 

سپس   2مدت  صورت گرادیانی   Bحهل دقیقه انجام و  تا   1به 

ــرعت      11در طول  11% با سـ میلی لیتر در دقیقه   1دقیقه و 

ــورت    111جریان یافت. حجم تزریق     میکرولیتر بود که به صـ

گیری شــدت  دســتی تزریق گردید. کیفیت جداســازی با اندازه

نانومتر بررســی گردید. اجزاء  281 و 210جذب در طول موج 

پپتیدی حاصله با استفاده از کالکتور اتوماتیک در فواصل زمانی  

ــد و به روش   1یک دقیقه به میزان     میلی لیتر جمع آوری شـ

ــک و در  ــانتی -8انجمادی خش ــدند  درجه س گراد نگهداری ش

(. ســپس محتویات هر فراکســیون مجددا در آب دیونیزه  11)

گی آنزیم مبدل آنژیوتنســین، مهار رادیکال حل شــد. بازدارند

های حاصــله بر روی تمام فرکســیون ABTSو نیتریک اکســید 

 ها شناسایی شدند.ترین فراکسیونانجام و در نهایت فعال

 هاهای انجام گرفته روی فراکسیونآزمون

تعیین فعالیت بازدارندگی آنزیم مبدل آنژیوتنسین 

(ACE:)  ا و هآنژیوتنسین آبکافت شدهبازدارندگی آنزیم مبدل

Toldrá  (2116 )و  Sentandreuاجزاء پپتیدی بر اساس روش

جهت  ACE. این روش بر مبنای توانایی آنزیم (18) تعیین شد

رو فنیل نیت-آبکافت سوبسترای اورتوآمینو بنزوئیل گهیسیل

( و تولید یک Abz-Gly-p-nitro-phe-pro-OHآلانین پرولین )

 11میکرولیتر محلول نمونه با  11است.  محصول فلوئورسنت

( حاوی آنزیم  =1/8pHمیلی مولار ) 111میکرولیتر بافر تریس 

ACE (1  مخلوط شد و به مدت )11میلی واحد بر میلی لیتر 

درجه سانتی گراد پیش گرمخانه گذاری شد.  17دقیقه در 

اسید -میکرولیتر بافر تریس 211واکنش آنزیمی با افزودن 

حاوی کلرید سدیم  ( =1/8pHمیلی مولار ) 111کلریدریک 

 Abz-Gly-p-nitro-phe-pro-OHمولار( و سوبسترای  121/1)

میلی مولار( آغاز شد. میکرو پلیت حاوی مخلوط فوق به  11)

دقیقه درون فلوئورومتر قرار داده شد. شدت فلوئورنس  61مدت 

دقیقه  11به صورت خودکار هر  ACEناشی از عمل آبکافتی 

نانومتر  011و  111های تحریک و باز نشر بار با طول موج یک

به صورت  ACEاندازه گیری شد. میزان فعالیت مهار کنندگی 

 درصد بازدارندگی آنزیم مبدل آنژیوتنسین گزارش گردید.

 61طور خهصه بهاکسید: فعالیت مهار رادیکال نیتریک

 61لین با اسنیتـرو پروسـید در بـافر فسـفاتمیکرولیتر سـدیم

درجه  21نظر مخلوط و سپس در دمای  نمونه مورد میکرولیتر

دقیقه انکوبه گردید. سپس حجم برابر  111سانتیگراد به مدت 

به آن اضافه شد )جهت تهیه  (Griess reagent) از معرف گریس

سولفانیدآمیل در  %1معرف گریس حجم های مساوی از محلول 

درصد نفتیل اتیلن دی  1/1فسفریک اسید و محلول   1/2%

اسید فسفریک با هم مخلوط شدند(. جذب  %1/2آمین در 

(. درصـد 11شد )گیری متر اندازهنانو 106محلول در طول موج 

 :محاسبه گردید 1 رادیکال نیتریک اکسید از فرمـول مهـار

 (1فرمول 

درصد مهار رادیکال نیتریک اکسید = (
 𝐴𝑏 − 𝐴𝑠 

𝐴𝑏

) × 100          
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blankA   جذب نمونه شاهد( و(sampleA   جذب نمونه آبکافت(

   شده( هستند.

  ABTSفعالیت مهار رادیکال     : ABTSفعالیت مهار رادیکال     

ــده    پروتئین ــری  ش ــتفاده از روش تش ــده با اس های آبکافت ش

ــط  ــهحات تعیین   2111و همکاران )  Youتوسـ ( با کمی اصـ

سبت حجمی   ABTS+(. محلول رادیکال 21گردید ) با ترکیب ن

سانی از   میلی مولار  01/2میلی مولار و  7در غلظت  ABTSیک

گردید. مخلوط در تاریکی و در دمای  پتاســیم پرســولفات تهیه 

صرف قرار داده    12-16محیط به مدت  شد. در  ساعت قبل از م

ــیون و تولید رادیکال   ــیداس ــیله  ABTS+این مدت، اکس به وس

جام می      فات ان ــول ــیم پرسـ تاسـ بل از آزمون، محلول  پ گیرد. ق
+ABTS  با استفاده ازPBS (, pH 7.42/1  تا جذب )12/1مولار 

میکرولیتر از هر   01شــد. ســپس رقیق  نانومتر 710در  7/1 ±

میلی لیتر  0میلی گرم پروتئین/ میلی لیتر( به   0نمونه )حاوی  

شده   شد. مخلوط برای   ABTS+محلول رقیق  ثانیه   11افزوده 

شدت ورت  شد.   دقیقه  6کس و به مدت به  در تاریکی قرار داده 

گیری شــد. درصــد   نانومتر اندازه 710جذب محلول نهایی در 

ــاس معادله نمونه ABTS+مهار رادیکال  ــبه  (2)ها بر اس محاس

 گردید.

 (2فرمول 

ABTS درصد مهار رادیکال = (
 𝐴𝑏 − 𝐴𝑠 

𝐴𝑏

) × 100          

  

blankA   جذب نمونه شاهد( و(sampleA   جذب نمونه آبکافت(

 شده( هستند.

سی  0میلی گرم پروتئین با  0تا  2آنالیز اسیدهای آمینه: 

 111ساعت در دمای  20نرمال به مدت  6سی اسید کلریدریک 

درجه آبکافت گردید. استانداردهای داخلی به مخلوط افزوده شد 

 میکرولیتر از 111و پس از مشتق سازی با فنیل ایزوتیوسیانات 

-Technochrom)فاز معکوس _نمونه به ستون کروماتوگرافی

RP-C18)  با قطر داخلیµm 1 و طول 

 cm 11  تزریق گردید. متیونین و سیستئین به دلیل فرآیند

رم گاکسیداسیون قابل شناسایی نبودند. نتایج بر اساس میلی

 گرم پروتئین گزارش گردید. 111اسید آمینه در 

افزار ها با استفاده از نرمتحلیل دادهتجزیه و روش آنالیز: 

SPSS ver.16 ها در سه تکرار انجام گرفت، هر یک از آزمون

ها با آزمون دانکن در سط  انجام گرفت. میانگین تیمار

ها ( مورد مقایسه قرار گرفت. نمودارp<11/1) % 11داری معنی

 ترسیم و گزارش شدند. Excelبا استفاده از نرم افزار 

 هايافته 
ترکیب اســید آمینه پپتیدها یکی از محتوای اسااید آمینه: 

ــت. آن ACEفاکتورهای مهم که در قابلیت بازدارندگی    ها اسـ

ترکیب اسید آمینه پروتئین آبکافت شده دانه کدو     1در جدول

ــت. با توجه به جدول    ــده اسـ توان دریافت که می 1آورده شـ

سید و آرژنین      سپارتیک ا سید، آ سیدهای آمینه   گلوتامیک ا ا

ترین روند. بیشاصلی در پروتئین آبکافت شده کدو به شمار می

ــید آمینه به    ترتیب مربوط به گلوتامیک     و کمترین میزان اسـ

ــه میزان )         ین ب ترئون ــیــد و  و    g111/mg )11/17110اسـ

 بود. 17/2117

با   کل   :  SECتوزیع وزن مولکولی  ــ یل     -1در شـ فا ب پرو

شده دانه کدو    کروماتوگرافی طرد اندازه نمو نه پروتئین آبکافت 

ست          شخص ا شکل م ست. همانطور که در  شده ا نمایش داده 

یدها در طول موج        نمونه  ــ های   های حاوی پپتیدها و آمینواسـ

ــان می ــه الگوی مربوطه از خود جذب نش   SECدهند. با مقایس

های استاندارد پروتئین SECهای آبکافت شده با الگوی پروتئین

ــکل  ــد 1)شـ که عمده وزن ملکولی پپتیدهای  ( مشـــخص شـ

ــیون ــده در محدوده وزن     های پروتئین فراکسـ های آبکافت شـ

حدوده بین     11مولکولی  به میزان کمتری در م کیلودالتون و 

 باشند.کیلودالتون می 11دالتون تا  211

به  های مختلفبه منظور بررسی فعالیت زیستی فراکسیون   

سازی با     ست آمده از جدا شروع جذب  ، از نقطه اSECد بتدایی 

آوری و  ( فراکســیون جمع21در کروماتوگرام )از نمونه شــماره 

ــدند و به ــک ش های مختلف بر روی آزمون روش انجمادی خش

 ها صورت گرفت. آن

یت    عال ندگی   ف با وزن مولکولی و     ACEبازدار بات  و ارت

نه:     ید آمی   ACEفعــالیــت مهــار کننــدگی محتوای اساا

سیون  سی   هپروتئینهای مختلف فراک شده مورد برر ای آبکافت 

  17-61های  فراکسیون الف  نشان داده شده است.-2در شکل 

  ACEپروتئین آبکافت شــده بیشــترین فعالیت مهار کنندگی  

( را از خود نشان دادند، که معادل محدوده  %1/77-21/17)بین 

 کیلودالتون بود.  11الی  1/6وزن مولکولی 
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 محتوای اسید آمینه پروتئین آبکافت شده کدو. 0جدول 

 مقدار اسیدهای آمینه

 / میلی گرم(111گرم)

 FAOمیزان پیشنهادی توسط 

 / میلی گرم(111گرم)

 درصد

   10/1066 آلانین

   10/0101 سرین

   02/7111 آسپارتیک اسید

   11/17110 گلوتامیک اسید
 %11/88 1111 18/1670 هیستیدین*
 ˃111 6111 20/2171 تیروزین*

   18/11117 آرژنین

   11/1111 گهیسین
 %11/11 1011 17/2117 ترئونین*
 %11/80 2111 17/2122 متیونین*
 %01/18 1111 17/1001 والین*
 07/81 6611 62/1601 لوسین*
 ˃111 2811 21/1111 ایزولوسین*
 77/11 1811 70/1112 لایزین*
   11/0281 آلانینفنیل*

   10/77661 جمع

   12/26111 میزان کل اسیدهای آمینه آبگریز

 

 
 ABTSقابلیت مهار رادیکال نیتریک اکسید، پ(  بازدارندگی رادیکال، ب( قابلیت  ACEبازدارندگی آنزیم الف( فعالیت .  2شکل 

 آبکافت شده کدوهای مختلف پروتئین فراکسیون

 

ید                        یک اکساا تر ی ن کال  ندگی رادی بازدار یت  ل عا ف

سیون  ست که  از    : هافراک سید، یک رادیکال آزاد ا نیتریک اک

ــیترولین به  -NOی وســیلهطریق اکســیداســیون آرژنین به س

ک نتایج قابلیت بازدارندگی رادیکال نیتریشود. سنتتاز تولید می

ــید ــیون  اکس ــط فراکس های مختلف پروتئین های آبکافت  توس

نتایج نشان  ب نشان داده شده است.-2شده دانه کدو در شکل   

پروتئین آبکافت شــده کدو   12الی  06های داد که فراکســیون

دارای بیشــترین فعالیت به دام اندازی رادیکال نیتریک اکســید  

 درصد بودند.  18/12-11/11میزان به

طور گســترده از آزمون مهار  به: ABTSیکال قابلیت مهار راد

اکســیدانی  برای ارزیابی فعالیت آنتی  ABTSرادیکال کاتیونی 

ستفاده می     ست ا ست و چربی دو   گردد. قابلیتترکیبات آب دو

های مختلف پروتئین آبکافت  فراکســـیون ABTSمهار رادیکال 

شکل  شده دانه  ست. میزان     -2ی کدو در  شده ا شان داده  پ ن

ــا ــیوناین شـ ــایر   07-11های خص در فراکسـ ــبت به سـ نسـ

درصد بود.    60/61-21/71ی ها بیشتر و در محدوده فراکسیون 

کال         هار رادی یت م عال ــترین میزان ف به   ABTSبیشـ مربوط 

 درصد بود. 21/78و  21/71، به میزان 17و  12های فراکسیون

سازی با    ست      RP-HPLCخالص  سیل زی سی پتان و برر

عالی فراکساایون  کاران )  Lassoued :ها ف ( در 2111و هم

شــرایط کامه  مشــابه با شــرایط به کارگرفته شــده در پژوهش  

ــیم بندی کروماتوگرام به نواحی آب         ــر، به منظور تقسـ حاضـ
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ــیدآمینه تیروزین و تریپتوفان را به   ــت و آب گریز، دو اس دوس

ــورت جداگانه به      تزریق نمودند و با توجه به زمان        HPLCصـ

دقیقه در   11/26دقیقه درمورد تیروزین و   1/11بازداری آنها )  

ــیم نمودند:    ــه ناحیه تقس مورد تریپتوفان( کروماتوگرام را به س

ــت(،       1ناحیه    ، پپتیدهای قبل از تیروزین )پپتیدهای آب دوسـ

یه     ندکی آب       2ناح های ا ید فان )پپت ، بین تیروزین و تریپتو

ر  ا، پس از تریپتوفان )پپتیدهای بســـی1گریزآب گریز( و ناحیه 

(. نشــان داده شــده اســت که ترتیب 21آب گریزآب دوســت( )

آمینواســیدی در پپتید، الگوی جریان پپتید را تحت تأثیر قرار 

 پ(.-1دهد )شکل می

مخلوطی از اجزاء پپتیدی فعال بدســت آمده از جداســازی 

های )مجموعه اجزاء پپتیدی فراکسیون SECکروماتوگرافیک با 

ــماره   و مهار    ACEبا بالاترین فعالیت بازدارندگی         07-61شـ

( پس از حل شــدن در آب ABTSرادیکال نیتریک اکســید و 

ــتفاده از  ــیون  RP-HPLCدیونیزه با اسـ آنالیز گردید و فراکسـ

شکل        شدند ) سازی  ساس میزان قطبیت جدا های پپتیدی بر ا

 الف(.  -1

ــازی با در طی خالص ــیون RP-HPLCسـ های یک فراکسـ

ــیون( جمع 11لیتری )مجموعا میلی  آوری گردید و پس  فرکس

ــدن مجددا  در آب دیونیزه حل گردید. فعالیت         ــک شـ از خشـ

ندگی    ید و       ACEبازدار ــ یک اکسـ کال نیتر هار رادی   ABTS، م

 های به دست آمده مورد ارزیابی قرار گرفت. فراکسیون

سیون  ACEفعالیت بازدارندگی آنزیم  های پروتئین  فراک

-RPنه کدو بعد از جداسااازی توساا  آبکافت شااده دا  

HPLC :       ندگی آنزیم بازدار یت  عال ــیون ACE ف های   فراکسـ

سازی با     شده کدو پس از جدا در  RP-HPLCپروتئین آبکافت 

شترین فعالیت مربوط به      -1شکل   ست. بی شده ا شان داده  ب ن

ــیون دقیقه به    11و  0های جریان یافته در زمان های        فرکسـ

سوی دیگر فراکسیون جریان یافته     درصد بود. از  18/11میزان 

 ACE (01/11دقیقه کمترین میزان قابلیت مهار      26در زمان  

 11طور کلی از زمان بازداری درصــد( را از خود نشــان داد. به 

مناسبی    ACEدقیقه به بعد پپتیدها خاصیت بازدارندگی آنزیم  

ــان دادند که می   توان این نتیجه را به آبگریز بودن   از خود نشـ

 نسبت داد. آنها

 

 
 

قابلیت ، ب(  SECمخلوط فراکسیون های فعال پروتئین آبکافت شده دانه کدو پس از جداسازی با  RP-HPLCالف( پروفایل . 3شکل 

های پروتئین آبکافت شده دانه کدو بعد از فراکسیون ABTS، ج( فعالیت مهار رادیکال فعالیت مهار رادیکال نیتریک، پ( ACEبازدارندگی 

RP-HPLCجداسازی توسط 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
57

75
6.

14
01

.1
7.

3.
3.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

16
 ]

 

                             7 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17357756.1401.17.3.3.7
http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-3373-fa.html


 علیرضا صادقی ماهونک و شیما کاوه.../  اکسیدانی و بازدارندگی آنزیمبررسی خصوصیات آنتی                                                     12 

 

 05 

  های فعالیت مهار رادیکال نیتریک اکسااید فراکساایون       

س        سازی تو شده دانه کدو بعد از جدا پروتئین آبکافت 

RP-HPLC :          ــیــد فعــالیــت مهــار رادیکــال نیتریــک اکسـ

در  RP-HPLCهای پروتئین آبکافت شــده پس از فراکســیون

پ(. بیشــترین -1درصــد بود )شــکل  20/1-10/18ی محدوده

ــیون       های جریان یافته در     فعالیت به ترتیب مربوط به فراکسـ

 20/16و10/18،72/17میزان دقیقه به   11و  11، 1زمان های   

درصـــد بود. افزایش زمان بازداری منجر به کاهش قابلیت مهار  

ت  توان گفها شــد، در نتیجه مینیتریک اکســید نمونه رادیکال

ست  شتری در مهار رادیکال    که پپتیدهای آب دو سیل بی تر پتان

 اند.نیتریک اکسید داشته

کال      هار رادی یت م عال های پروتئین   فراکساایون ABTSف

-RPآبکافت شااده دانه کدو بعد از جداسااازی توساا     

HPLC :         ــت آمده محدوده به دسـ تایج  به ن یت     با توجه  عال ف

ــیون از  ABTSهای کدو از نظر به دام اندازی رادیکال       فراکسـ

ج(. بیشــترین -1درصــد مت یر بود )شــکل  1/20تا  1/1حدود 

و  18های های جریان یافته در زمانفعالیت مربوط به فراکسیون

به   26 قه  مان    1/20و  1/22میزان دقی درصـــد بود. افزایش ز

ــان HPLCبازداری در   ــیونی خروج دهنده نشـ هایی با    فراکسـ

باشد. در این پژوهش پپتیدهایی با   خاصیت آبگریزی بیشتر می  

قابل توجهی    ABTSزمان بازداری کمتر قابلیت مهار رادیکال        

شد،       شتر  شان ندادند اما با افزایش زمان این قابلیت بی از خود ن

ا  هایی بی قابلیت بیشــتر فراکســیون دهندهکه این امر نشــان

 باشد.می ABTSتر در مهار رادیکال خاصیت آبگریزی بیش

  بحث 
(، یک متالوپپتیداز است ACE-Iآنزیم مبدل آنژیوتنسین )

که عهوه بر خون در سایر مایعات بدن نیز حضور دارد. بطور 

کلی این آنزیم انقباض عروق و در نتیجه افزایش فشار خون را 

 –وسیله دو سیستم تنظیم کننده به نام سیستم رنین ه ب

–RAAS (renin–angiotensinآلدوسترون -آنژیوتنسین

aldosterone systemکالیکرئین )-( و سیستم کینینkinin–

kallikrein systemکند. در این دوسیستم، رنین، با ( کنترل می

اثر بر پروتئین آنژیوتنسینوژن )پروتئین تولید شده توسط کبد(، 

ساز )پیش 1موجب رهاسازی یک دکاپپتید به نام آنژیوتنسین

گردد. آنزیم مبدل آنژیوتنسین با تأثیر بر روی ( می2آنژیوتنسین 

آن  Cاز انتهای  His-Leuو جداسازی دی پپتید  1آنژیونسین

با اتصال  2شود. آنژیوتنسین می 2باعث تبدیل آن به آنژیونسین 

تری -1، 0، 1(  باعث ترش  اینوزیتول AT1به گیرنده خود )

گردد که این دو ترکیب به ترتیب ترون می( و آلدوسIP3فسفات )

با انقباض عروق و افزایش حجم مایعات در عروق منجر به 

دارای  2گردند. عهوه بر این، آنژیوتنسین افزایش فشار خون می

طوری که با اتصال به یکسری نقش انقباض عروقی بوده به

های اختصاصی موجود در سط  سلول موجب تحریک گیرنده

های انقباضی و تسریع درحفظ سدیم و مایعات تئینتولید پرو

شود. فعالیت گردد که این امر موجب افزایش فشارخون میمی

 2( منجر به تولید آنژیوتنسین ACEآنزیم مبدل آنژیوتنسین )

شود که این و تجزیه برادی کینین )عامل گشادی عروق( می

 (.12گردد )عمل موجب افزایش فشار خون می

 11تا  1/6هایی با وزن مولکولی ش فراکســیوندر این پژوه

. ثابت  بیشـــتری داشـــتند ACEکیلودالتون قابلیت مهار آنزیم 

ــت که فعالیت آنتی ــده اسـ ــیدانی و مهار آنزیم شـ   ACEاکسـ

ــت    ها ارتباط نزدیکی       پپتیدهای زیسـ به وزن مولکولی آن فعال 

فعال با وزن مولکولی پایین پتانســـیل دارد. پپتیدهای زیســـت

ــتری ــای روده بیشـ ای و در نتیجه ایفای نقش    در عبور از غشـ

ــا خواص   بیولوژیکی خود دارنــد. در حقیقــت پپتیــدهــایی ب

ــناخته    آنتی ــین شـ ــیدانی و مهار آنزیم مبدل آنزژیوتنسـ اکسـ

شند.    2-21شوند که حاوی  می سید در هر مولکول با در آمینوا

  ACEرابطه با تأثیر وزن ملکولی بر روی فعالیت مهار کنندگی        

ــت که پپتیدهای با وزن کم )کمتر از        ع موما اعتقاد بر این اسـ

ند )         1111 بالاتری دار ندگی  هار کن یت م عال ما  21دالتون( ف ( ا

ــده اســت که پپتیدهای با وزن مولکولی بالاتر نیز   مشــخص ش

(.  11توانند فعالیت مهارکنندگی بالایی از خود نشان دهند ) می

سط       شده تو ساس نتایج گزارش  و همکاران  ouMaqsoudlبر ا

با           2111) کافت پروتئین گرده گل  ــل از آب ( پپتیدهای حاصـ

حدود     نه وزن ملکولی  ــترین  11دام کیلودالتون دارای بیشـ

ندگی        هار کن یت م تایج این تحقیق        ACEقابل با ن که  ند  بود

( 2121و همکاران ) Mazloomi(. همچنین 11همخوانی دارد )

ندگی           بازدار یت  عال بالاترین میزان ف در پروتئین  ACEنیز 

سیون      سته پرتقال را در فراک شده ه های با دامنه وزن آبکافت 

از (. 10دالتون گزارش کردند ) 11111الی  1021ملکولی بین 

ــتون ماتوگرافی   سـ ــی توزیع وزن   SECهای کرو هت بررسـ ج

ــده از آبکافت پروتئین       ــکیل شـ ا در ه مولکولی پپتیدهای تشـ

عات زیادی از جمله       ( و 2111اران )و همک  Chalamaiahمطال

Moayedi ( استفاده شده2116و همکاران )ها با استفاده اند. آن

ترتیب نشــان دادند که آبکافت  به Sephadex G-200از ســتون 

ضایعات فرآوری گوجه        سین و  سین و تریپ ضایعات ماهی با پپ

با   با         Bacillus subtilisفرنگی  ــکیل پپتیدهایی  به تشـ منجر 

 6111دالتون تا کمتر از  66111ز دامنه وزن مولکولی وســیع ا

 (.11، 22) دالتون شد 181تا  1021دالتون  و 
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ترکیب اسید آمینه پپتیدها یکی دیگر از فاکتورهای مهم در 

با در نظر گرفتن محتوای ها است. آن ACEقابلیت بازدارندگی 

اسیدهای آمینه پروتئین آبکافت شده دانه کدو، برقرار کردن 

و میزان لوسین،  ACEیک رابطه میان قدرت بازدارندگی 

ایزولوسین، آلانین و والین پس از آسپارتیک اسید، گلوتامیک 

اسید و آرژنین در این ترکیب امکان پذیر است. به عهوه میزان 

بگریز پروتئین آبکافت شده دانه کدو که در اسیدهای آمینه آ

این ترکیب است  ACEارتباط مستقیم با قدرت بازدارندگی 

از کل اسیدهای آمینه آن را به خود اختصاص داد.   01/11%

مطالعات نشان داده است که وجود اسیدهای آمینه آب گریز 

دار( در سه موقعیت قبل از انتهای )آروماتیک یا شاخه

پپتید  ACEنجیره پپتیدی تأثیر زیادی بر اتصال به کربوکسیل ز

(. قرار گرفتن اسیدهای آمینه آب گریز دارای زنجیره 21دارد )

لوسین و  جانبی آلیفاتیک نظیر گلیسین، آلانین، والین،

ایزولوسین در بخش انتهای کروبوکسیلی موجب افزایش قابل 

. گردددر پپتیدها می ACEتوجه در توانایی بازدارندگی 

همچنین گزارش شده است که وجود اسیدهای آمینه ایزولوسین 

و والین در زنجیره آلیفاتیک اسید آمینه موجب افزایش اثرات 

پپتیدهای آزاد شده از پروتئین (. 20بازدارندگی آن می شود )

در طول هیدرولیز مسئول ایجاد خواص ضد فشار خون هستند 

زی پپتیدهای ضد و هیدرولیز یک مرحله اساسی برای آزاد سا

(. در موارد متعدد 1فشار خون از پروتئین دست نخورده است )

تیمارهای پروتئولیز کننده به شکل موفقیت آمیزی در تولید 

های هیدرولیز شده با خاصیت ضد فشار خون مورد پروتئین

اند. به عنوان مثال در تحقیقی که توسط استفاده قرار گرفته

Fritz ( بر2111و همکاران )  روی خواص ضد فشار خون

پروتئین هیدرولیز شده تاج خروس انجام گرفت، نشان داده شد 

های تولید شده توسط آلکالاز با درجه که هیدرولیز شده

لیتر گرم بر میلیمیلی 12/1برابر با  50ICدارای  %10هیدرولیز 

 های هیدرولیزبودند. به عقیده این محققین در میان پروتئین

ها دارای کمترین میزان گیاهی، این هیدرولیز شدهشده با منشأ 

50IC  ( 21بودند .)Karamać ( با مقایسه 2111و همکاران )

فعالیت ضد فشار خون ضایعات صنعتی هیدرولیز شده توسط 

های آنزیمی آلکالاز و اسید گزارش دادند که هیدرولیز شده

( در مقایسه با %1/72تر )دارای فعالیت ضد فشار خون قوی

( بودند و این موضوع نشان %6/01نمونه هیدرولیز شده با اسید )

های تولیدی توسط داد که حتی در غلظت اندک، هیدرولیز شده

تری نسبت به انواع آنزیم دارای فعالیت ضد فشار خون قوی

. پروتئین برنج هیدرولیز شده توسط آلکالاز (26) اسیدی بودند

 50ICار خون قوی با ساعت نیز دارای قدرت ضد فش 2به مدت 

ت که هیچ قدرلیتر بود، در حالیگرم بر میلیمیلی 10/1برابر با 

 (. 1هیدرولیز نشده گزارش نشد ) ضد فشار خونی در نمونه

محققان معتقدند که وجود پرولین، لایزین یا آرژنین در انتهای 

c  زنجیره پپتیدی فاکتور مؤثری در بروز خواص ضد فشار خون

رچند سایرین معتقدند وجود یک رابطه میان (، ه27است )

ساختار و فعالیت پپتیدهای ضد فشار خون غیرمحتمل است، 

ای از پپتیدها با توالی اسید آمینه متفاوت زیرا محدوده گسترده

وجود دارند که ممکن است دارای چنین اثری  cدر انتهای 

باشند. به همین دلیل پیشنهاد شده است که پپتیدهای حاوی 

به علت قابلیت اتصالشان به  cیدهای آمینه آبگریز در انتهای اس

به عنوان  ACEزیر واحدهای موجود در محل فعال آنزیم 

 (. 28پپتیدهای ضد فشار خون در نظر گرفته شوند )

ــید )   (  RNSهای فعال نیتروژن )  ( و گونه NOنیتریک اکسـ

کال  با         رادی که در اثر واکنش نیتروژن  ند  ــت های آزادی هسـ

ــیژ ــیژن بوجود مین یا گونهاکسـ آیند. نیتریک های فعال اکسـ

واسطه دارا بودن یک جفت الکترون غیر اشتراکی قادر  اکسید به

اد های آزها و سایر رادیکال به واکنش با انواع خاصی از پروتئین 

 باشد. نیتریک اکسید توسط   های سوپر اکسید می  نظیر رادیکال

ــلول ــلول   برخی سـ اندوتلیال، برخی   های  های بدن از حمله سـ

  هایشود و در غلظت های عصبی و فاگوستوزها تولید می  سلول 

های فیزیولوژیکی متعددی در بدن از قبیل انتقال       پایین نقش 

سرطانی دارد، اما تماس مزمن با          ضد  ضدمیکروبی و  صبی،  ع

به بروز بیماری       ید منجر  ــ های مزمن از  رادیکال نیتریک اکسـ

های قلبی و  خوان و بیماریقبیل ســـرطان، دیابت، پوکی اســـت

گردد. نشان داده شده که ترکیبات آنتی اکسیدان از    عروقی می

جمله ترکیبات فهونوئیدی دارای توانایی به دام اندازی رادیکال 

،  RP-HPLC(. با توجه به نتایج 21باشــند )نیتریک اکســید می

پپتیدهای با زمان بازداری کمتر قابلیت مهار رادیکال نیتریک            

توان گفت  بنابراین می د بیشــتری از خود نشــان دادند اکســی

ــتــی             ــیــت آبــدوســـ  پــپــتــیــدهــای بــا خــاصـــ

شتر توانایی بی  سید دارند.   ش بی  تری در مهار رادیکال نیتریک اک

Lee ( ــدازی رادیــکــال 2112و هــمــکــاران ــه دام ان  ( اثــر ب

فت آنزیمی             کا ــل از آب حاصـ یدهای  ید در پپت ــ یک اکسـ نیتر

Ruditapes philippinarum     شت نوع آنزیم پروتئاز را سط ه تو

مورد بررسی قرار دادند. نتایج نشان داد که آبکافت شده حاصل  

سید      صیت به دام اندازی رادیکال نیتریک اک ازآنزیم آلکالاز، خا

این موضــوع تأیید شــده   (.2) مناســبی از خود نشــان می دهد

سید )     سپارتیک و گلوتامیک ا ست که آ (، به عهوه پرولین،  11ا

ین، متیونین، هیســتیدین، لوســین، ایزولوســین، آلانین،    آرژن
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 06 

( واجد خواص ضداکسایش قوی هستند و     11تیروزین و والین )

 باشند.های آزاد میقادر به مهار رادیکال

به نوع آنزیم پروتئاز،    ABTSقابلیت مهار رادیکال کاتیونی      

  .ای پپتیدها بســـتگی دارددرجه آبکافت و ترکیب اســـیدآمینه

نشان داده است که پپتیدهایی با وزن ملکولی پایین و   مطالعات

یت آنتی               عال یک و آبگریز ف مات نه آرو های آمی ید ــ دارای اسـ

اکســیدانی بالاتری دارند. همچنین نوع اســید آمینه موجود در 

به عنوان       یادی بر روی ویژگی آن دارد.  تأثیر ز یدی  توالی پپت

ــیدهای آمینه آبگریز حاوی گروه       تیک غیر  های آلیفا  مثال اسـ

ــین،   ــین، پرولین، لوس وفان و  تریپتقطبی )نظیر والین، ایزولوس

کال       جذب رادی نایی  به طور موثری توا های آزاد در  تیروزین( 

ند )      بالا دار با چربی  غذایی  تایج      12مواد  به ن جه  با تو  .)RP-

HPLC  ــیت ــی در این پژوهش که خاص ، پپتیدهای مورد بررس

شتند )زمان بازدار    شتری دا شتر( قابلیت مها آبگریزی بی ر  ی بی

بیشــتری از خود نشــان دادند. مشــابه با نتایج   ABTSرادیکال 

پژوهش      ین  گزارش  Rawdkuen  (2111و    Phongthaiا  )

دادند که پپتیدهای ســبوس برنج با خاصــیت آبگریزی بیشــتر 

  ABTS)زمان بازداری بیشتر( قابلیت بیشتری در مهار رادیکال   

 (.11از خود نشان دادند )

یج حاصل از این پژوهش نشان داد که پروتئین هیدرولیز نتا

ــل از کنجاله کدو حاوی پپتیدهایی با خواص آنتی    ــده حاص ش

ست که      شار خون ا عمده وزن مولکولی اکسیدانی و کاهندگی ف

سیون   بود. خالص کیلودالتون 11آنها در محدوده  ا  هسازی فراک

ــط  ــان داد که پپتیدهای آبگریزتر قابلیت         RP-HPCتوسـ نشـ

هار آنزیم   ــتری در م کال   ACEبیشـ ند  ABTSو رادی ــت   .داشـ

نابراین می  که     ب فت  جه گر یدی پروتئین   توان نتی اجزاء پپت

ــده دانه کدو با دارا بودن خواص آنتی   ــیدانی و  آبکافت شـ اکسـ

ندگی     جه      ACEبازدار بل تو کاربرد      ،قا یت  عنوان به  قابل

ــیون مواد غـذایی، تولیـد    ی طبینگهـدارنـده   عی در فرمولاسـ

شار خون را      سودمند و همچنین داروی کنترل ف صولات فرا مح

که این امر گام مهمی در افزایش ســط  ســهمت جامعه   دارند.

 است.
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Background and Objectives: Bioactive peptides include several biological (anti-hypertensive, antioxidant and anti-

cancer) characteristics affected by their amino acid composition and molecular weight. The aim of this study was to assess 

amino acid profile of the pumpkin seed protein hydrolysate and investigation of the effects of molecular weight on radical 

scavenging of ABTS, nitric oxide and ACE enzyme inhibition of the hydrolysate fragments. 

 Materials & Methods: Pumpkin seed protein hydrolysate was prepared under optimal conditions based on previous 

studies. Then, the hydrolysate amino acid profile was assessed and effects of the peptide molecular weight distribution 

on bioactive characteristics of the fractions were studied after separation and purification steps using size exclusion 

chromatography (SEC) and high-pressure reverse-phase liquid chromatography (RP-HPLC). 

Results: Size exclusion chromatography results showed that the major molecular weight of peptides was in the range of 

6.5–13 kDa. The fraction numbers of 47–63, 46–52 and 47–59 showed the highest inhibitory capacity of ACE enzyme, 

radical scavenging of nitric oxide and ABTS, respectively. Further purification of the fractions using RP-HPC 

demonstrated that further hydrophobic peptides were further capable of inhibiting ACE and ABTS radicals. 

Conclusion: Peptide components of the pumpkin seed protein hydrolysate with antioxidant and ACE inhibitory 

characteristics can be used as a natural preservative in food formulations, functional products and blood pressure control 

drugs. 

Keywords: Bioactive peptides, Chromatography, Blood pressure, Antioxidant, Pumpkin seeds  
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