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 (.Cucurbita maxima L)پروتئین دانه کدو تیمار مایکروویو در هیدرولیز آنزیمی تأثیر پیش

 اکسیدانی آن با استفاده از روش سطح پاسختوسط تریپسین و بررسی فعالیت آنتی
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 sadeghiaz@yahoo.comپست الکترونیکی: 

  شناسه ارکید 

 6/7/1112تاریخ پذیرش:                                                                                               11/1/1112تاریخ دریافت: 

 چکیده

 دانه کدو سازی شرایط هیدرولیز آنزیمی پروتئینتیمار مایکروویو در بهینهدر این پژوهش، تأثیر پیش سابقه و هدف:

(Cucurbita maxima L.) افزار نرماکسیدانی با استفاده از با استفاده از آنزیم تریپسین، جهت دستیابی به حداکثر فعالیت آنتیDesign Expert  و

 روش سطح پاسخ مورد بررسی قرار گرفت.

ثانیه قرار گرفت.  01-01وات و زمان  151-011با توان  محتوی کنسانتره پروتئین دانه کدو در معرض انرژی مایکروویو محلول ها:مواد و روش

 pHدقیقه، دما و  101تا  21درصد نسبت به سوبسترای پروتئینی در بازه زمانی  5/1تا  5/2هیدرولیز آنزیمی توسط آنزیم تریپسین، با غلظت 

( آهن و Chelate) کنندگیو فعالیت کیلیت DPPHهای مهار رادیکال آزاد اکسیدانی با استفاده از روشاپتیمم تریپسین انجام شد. قدرت آنتی

 ( ارزیابی شد.nm 605اکسیدانی کل )جذب در آنتی

و درجه  10/1( nm 605اکسیدانی کل )جذب در درصد، آنتی 0/06کنندگی آهن درصد، کیلیت DPPH 5/56بیشینه مهار رادیکال آزاد  :هايافته

بدست آمد. این درحالی است که با اعمال  E/S %5/1دقیقه و نسبت  101تیمار، طی زمان بدون اعمال پیش درصد در شرایط 0/22هیدرولیز 

 605اکسیدانی کل )جذب در درصد، آنتی 5/01کنندگی آهن درصد، فعالیت کیلیت DPPH 0/55تیمار مایکروویو، بیشینه مهار رادیکال آزاد پیش

nm )17/1  درصد 5/1و نسبت  دقیقه 115درصد طی زمان  8/25و درجه هیدرولیزE/S .این نتایج تا حد زیادی مشابه نتایج ارائه شده  بدست آمد

درصد و با اعمال  E/S، 1/55  ،5/05 ،12/1 ،05/21درصد  65/1دقیقه و  1/165تیمار در زمان ترتیب، بدون اعمال پیشافزار )بهتوسط نرم

 باشد.درصد( می E/S،  1/51 ،7/00، 15/1 ،0/21درصد  07/1دقیقه و  116تیمار در زمان پیش

وجه زمان تهای دانه کدو با استفاده از آنزیم تریپسین ضمن کاهش قابلتیمار مایکروویو در هیدرولیز آنزیمی پروتئیناعمال پیش گیري: نتیجه

ت غذایی های مصنوعی در محصولانگهدارندهتوانند جایگزین اکسیدانی مناسب شده که میآنتی هایی با فعالیتهیدرولیز، موجب تولید هیدرولیزات

 .شوند

 اکسیدانی، پروتئین دانه کدوتیمار مایکروویو، هیدرولیز آنزیمی، تریپسین، فعالیت آنتیپیش واژگان كلیدي:

  مقدمه 

درصد غذای  05گیاهان به طور مستقیم یا غیرمستقیم، 

 51ها و غلات بیش از مردم جهان را تشکیل می دهند، دانه

نند. کدرصد پروتئین اساسی مورد نیاز بدن انسان را تأمین می

چهار برابر بیشتر از غلات های روغنی دو تا محتوای پروتئین دانه

ه بهای روغنی کیفیت غذایی بالاتری نسبت پروتئین دانه است،

 ت آجیلها بصور. با این وجود فقط بخشی از دانه(1)غلات دارند 

ها جزء ضایعات کشاورزی شوند و بخش دیگر آنمی مصرف

یکی از منابع غنی  (.Cucurbita spشوند. دانه کدو )محسوب می

ی اهای ذخیرهباشد که بخش اصلی آن را پروتئینپروتئین می

دهند و مشابه تشکیل می  12Sهای گیاهی، گلوبولین

ی کانولا، هاکروسیفرینهای سویا، لگومین حبوبات و گلایسینین

 .نامنددانه کدو را کوکوربیتین می  12Sهای گلوبولین
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 50همراه هستند که مجموعاً   2Sهای ها با آلبومینکوکوربیتین

های کدو را تشکیل درصد کل محتوای پروتئین خام در دانه

اصلاح پروتئین ممکن است منجر به بهبود ارزش  .(2)دهند می

د توانآنزیمی می و بنابراین هیدرولیز (0)ای پروتئین شود تغذیه

هیدرولیز آنزیمی موجب شکستن  .منظور کمک کنداین به

های هیدرولیزات .شوندپیوندهای پپتیدی در یک پروتئین می

تولید شده، اندازه مولکولی کوچکتر و ساختار ثانویه کمتری 

های رولیزاتامروزه، هید .(1)نسبت به پروتئین اولیه را دارند 

غذایی دارای های مختلف رژیمحاصل از هیدرولیز پروتئین

، (5)های بیولوژیکی مختلفی مانند کاهش فشار خون نقش

و ضد  (8)اکسیدان ، آنتی(7)، ضد کلسترول (6)بخش آرامش

 Cucurbitaنه کدو )دااز  حاصل نیپروتئشند. بامی (0)سرطان 

pepoاست و در کاهش اثرات  یداناکسییآنت تی( سرشار از فعال

مطالعات نشان دادند که . (11) باشدمیثر ؤم هیسوء تغذ میبدخ

-های حاصل از پروتئین دانه کدو دارای خواص آنتیهیدرولیزات

باشند. در مطالعاتی دیگر بیان شد که می (10-11)اکسیدانی 

اکسیدانی ی کدو دارای خواص آنتیهای حاصل از دانهپروتئین

تیمار پیش .(16-11)هستند  گی مناسبیکنندو کیلیت

ز هیدرولیز آنزیمی جهت بهبود ها قبل امایکروویو پروتئین

 کند.های مختلف عمل میها از پروتئینانتشار هیدرولیز شده

بعدی پروتئین و افزایش  0این روش موجب باز شدن ساختار 

 .(17)گردد ها به پیوندهای پپتیدی میدسترسی آنزیم

Gazikalović ( بیان کردند که پیش2121و همکاران ) تیمار

دایی زمایکروویو تأثیر قابل توجهی بر ساختار گلوتن و آلرژی

ای هدارد و در ترکیب با هیدرولیز آنزیمی، در نهایت هیدرولیزات

. (18) دکناکسیدانی مناسب تولید میپروتئینی با خواص آنتی

تیمار مایکروویو در این مطالعه با هدف بررسی تأثیر پیش

-هیدرولیز آنزیمی پروتئین دانه کدو و ارزیابی فعالیت آنتی

 ها انجام شد. هیدرولیزاتاکسیدانی 

  هامواد و روش 

از  (.Cucurbita maxima L)ابتدا میوه کدو تهیه مواد اولیه:  

در استان گیلان خریداری شد و پس  هیاشرف آستانهبازار محلی 

-درجه سانتی 51دستی، در دمای  صورتبهها از جداسازی دانه

آنزیم  .(10)ساعت در آون خشک شد  72گراد به مدت 

تریپسین مورداستفاده از منشا پانکراس خوک، دارای فعالیت 

یی ایمیمواد شو از برند مرک بود. سایر  U/mg 11پروتئازی 

های معتبر )سیگما آلدریچ، ت از شرکتشایآزمادر  استفاده مورد

 مرک و مجللی( تهیه شدند.

دون شده، بهای کدو خشکدانهتولید کنسانتره پروتئینی: 

کشی شده و کنجاله حاصل گیری با پرس سرد روغنپوست

پودر شده و از الک با مش  کاملاً(، ,A 500توسط آسیاب )چین 

 -)حجمی 1به  11نسبت  عبور داده شد. حلال هگزان به 11

و توسط شیکر )نورصنعت فردوس،  شد اضافهوزنی( به پودر 

ساعت مخلوط  1دور در دقیقه به مدت  111ایران( با سرعت 

درصد ادامه یافت.  5حدود شد. عمل حذف روغن تا کاهش آن به

به  گرادیدرجه سانت 11جاله در دمای حلال باقیمانده در کن

، آلمان( جدا Memmert) خلأتحت ساعت توسط آون  21مدت 

-حجمی( در آب -)وزنی 11به  1شد. کنجاله حاصل به نسبت 

ساختمان  باز شدن منظوربهمحلول  pHو  شدپخشمقطر 

رسانیده شد و سپس به  11نرمال به  1، توسط سود پروتئین

مغناطیسی  ی آزمایشگاه توسط همزنساعت در دما 1مدت 

(Jenway)عمل سانتریفیوژ  ازآنپسمخلوط شد.  ، انگلستان

(Combi-514Rبه )5111دقیقه با سرعت  21مدت ، کره جنوبی 

توسط سانتریفیوژ  گرادیدرجه سانت 1دور در دقیقه در دمای 

آوری محلول رویی یا سوپرناتانت، دار انجام شد و با جمعیخچال

و استخراج سوپرناتانت دوباره  شدهحلمانده در آب مقطر باقی

آوری و با یکدیگر مخلوط شدند و ها جمعتکرار شد. سوپرناتانت

شد،  تنظیم 1روی  آن pHنرمال  1با استفاده از اسیدکلریدریک 

درجه  1دقیقه در دمای  21به مدت  مجدداًعمل سانتریفیوژ 

 تینها درقیقه تکرار شد. دور در د 5111گراد با سرعت سانتی

، کره FDB 5503کن انجمادی )رسوب حاصل توسط خشک

و در ظروف دربسته و محیط خشک و خنک  شده خشک جنوبی(

 .(11)داری شد نگه

 های شیمیایی آزمون

 تریلیلیم 21همراه به نمونهاز  گرم 2 محتوای پروتئین نمونه:

 هب)کاتالیزور(  کلدال قرصعدد  کی و ظیغل کیسولفور دیاس

 هضم لوله کی از شاهد عنوانه ب شد و افزوده هضم لوله درون

 یاتعمل. شد استفاده زوریکاتال و دیاس یحاوو فقط  نمونه بدون

 شدن شفاف تا قهیدق 121 مدت به دستگاه 81 توان اب هضم

 خارج شدنشدن و  خنک ازبعد . شد انجام دستگاه اتیمحتو

 11سود توسط ، ریتقط دستگاه از ادهفاست با یدیبخارات اس

 سپس تقطیر انجام شد و، درصد 1 کیبور دیو اس درصد

 یارغوان تا نرمال 1/1 کیدریدکلریاس کمکبه نمونه ونیتراسیت

 ازت درصد. ادامه یافت ردلیمتمعرف  حضور در نمونه شدن

 . (10)شد  محاسبه 1 نمونه با استفاده از معادله

 1معادله 

)/m×1002V-11.4×N×(V درصد ازت نمونه = 

N 1 ک،یدریدکلریاس تهینرمالVنمونه، یبرا یمصرف دیاس حجم 

2V شاهد و  یبرا یمصرفاسید  جمحm حسب بر نهوزن نمو 
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در ا کل ر ازت، نمونه نیمحاسبه درصد پروتئ برای .باشدیم گرم

 می کنیم. ضرب( 25/6) ینیفاکتور پروتئ

 ظرف در نمونهاز  گرم 5مقدار  نمونه: رطوبت محتوای

ل در داخ و شد نیتوز رطوبت یریگاندازه مخصوص یومینیآلوم

دقیقه قرار  61مدت به گراد یسانت درجه 115 یدماآون با 

 نیتوز ،سکاتوریدداخل  در سردشدندقیقه  15 ازپس گرفت و 

شد. این عمل چندین بار تکرار شد تا محتوای رطوبت  انجام

 2مقدار ثابتی رسید. سپس مقدار رطوبت طبق معادله نمونه به

 .(10)شد محاسبه 

 :2معادله 

)/m×1002W-1(W درصد رطوبت = 

 1W  2 ،کردن خشک قبل نمونه و ظرفوزنW  وزن ظرف و

 .باشدیوزن نمونه م m و نمونه بعد از خشک کردن

ار مقد مشخص وزن با ینیچبوته در نمونه:خاکستر  محتوای

سوزانده شد و پس از  تریه یروشد. ابتدا  نیتوز نمونهگرم  2

 درجه 551-611 یدما با یکیالکتر کوره به نمونه یحاو بوته آن

 سفیدتا  یدهحرارت یافت وساعت انتقال  6مدت به، گرادیسانت

دقیقه خنک  15درنهایت بعد از  .یافترنگ خاکستر ادامه  شدن

خاکستر از  میزان توزین انجام شد.، سکاتوریبوته در د شدن

 .(10)شد محاسبه  0 معادله قیطر

 :0معادله 

  )/m×1002W-1(W درصد خاکستر = 

1W  ،2وزن بوته و خاکسترW  وزن بوته وm باشدیوزن نمونه م. 

 

 نیتوز یصاف کاغذ روی نمونهاز  گرم 0 نمونه: یچرب محتوای

 و در داخل کارتوش گذاشته شد. کارتوش به قسمت استخراج

با  مهتا نی . بالن با وزن مشخصیافت انتقالدستگاه سوکسله 

 یاتعمل شد و سپس به دستگاه متصل شد.حلال هگزان پر 

برای خارج کردن  درنهایت. شد انجام ساعت 1 مدت به استخراج

 درجه 11 یادم با آونبالن محتوی نمونه به ، باقیمانده حلال

 ددرص. شد نیتوز مجداً بالن انتقال یافت سپس گرادیسانت

 .(10)شد محاسبه  1معادله  با یچرب

 :1معادله 

)/m×1002W-1(W درصد چربی = 

1W 2، و نمونه وزن بالنW  وزن بالن وm باشدیوزن نمونه م. 

محلول پروتئینی کنسانتره پروتئین  تیمار مایکروویو:پیش

 gr/Lر )مولا 1/1درصد در بافر فسفات  5دانه کدو با نسبت 

111 )4PO2NaH-4HPO2Na( ,pH 7.4(  تهیه شد. محلول به

با توان  شد و در معرض انرژی مایکروویو زدههمدقیقه  01مدت 

ثانیه برای هر تیمار قرار  01-01وات به مدت  151-011ویژه 

-گیری قدرت آنتیباشد بعد از اندازهگرفت. لازم به ذکر می

-شعنوان پیثانیه به 01وات و زمان  611اکسیدانی کل، توان 

 ماریتشیپتیمار بهینه انتخاب و اعمال شد. محلول پروتئینی 

ات شیآزمامحلول سوبسترا در  عنوانبهشده با مایکروویو 

 .(21)قرار گرفت  مورداستفادههیدرولیز آنزیمی 

منظور بهینه سازی شرایط هیدرولیز بههیدرولیز آنزیمی: 

آنزیمی، از روش سطح پاسخ استفاده شد. آنزیم تریپسین از 

درصد نسبت به  5/2تا  5/1 هایمنشا پانکراس خوک، در نسبت

ک عنوان یسوبسترای پروتئینی اضافه شد و زمان هیدرولیز به

دقیقه در انکوباتور  101تا  21برای هر یک، طی فاکتور مستقل 

 pHدور در دقیقه انجام گرفت. دما و  211شیکردار با سرعت 

 pHگراد( و درجه سانتی 05هیدرولیز، مطابق دمای اپتیمم )

منظور غیرفعال کردن ( در نظر گرفته شد. بهpH=7.4اپتیمم )

با  رمآبگدقیقه در حمام  15آنزیم، محلول پروتئینی به مدت 

ها گراد قرار گرفت. سپس هیدرولیزاتدرجه سانتی 85دمای 

درجه  1دور در دقیقه در دمای  1111)مایع رویی( با سرعت 

دقیقه سانتریفیوژ شدند. سوپرناتانت  15به مدت  گرادیسانت

آوردن پودر پروتئین  به دستکن انجمادی برای حاصل با خشک

 -21شد و تا زمان استفاده در دمای  هیدرولیز شده، خشک

 .(21)گراد نگهداری شد سانتیدرجه 

 نسبت درصد روش نیا یمبنا تعیین درجه هیدرولیز:

 کل به %11 دیاسکیکلرواستیتر در محلول یهانیپروتئ

 11منظور  نیابه. باشدیم نمونه در موجود یهانیپروتئ

 %11 دیاسکیکلرواستیتر تریلیلیم 5از نمونه با  تریلیلیم

ور د 0751با سرعت  قهیدق 5مدت زدن بهمخلوط و پس از هم

 نیشد. سپس مقدار پروتئ وژیفیسانتر قهیدق 21 یط قهیدقدر 

-درجه زانیم و یریگاندازهروش کجلدال  بهدر فاز محلول 

 .(11) شد محاسبه 5معادله  توسط( DH) زیدرولیه

 :5معادله 

درجه هیدرولیز =
TCA 10% نیتروژن محلول در

کل نیتروژن نمونه
 

 اکسیدانیی قدرت آنتیریگاندازه

مقطر با ها، در آبهیدرولیزات: DPPH مهار رادیکال آزاد 

 211( حل شدند. سپس تریلیلیمگرم بر میلی 11غلظت بهینه )

 تریلکرویم 211متانول و  تریلکرویم 611از نمونه با  تریلکرویم

DPPH (15/1 مخلوط شدر مولامیلی )2به مدت  .در متانول 

 ،دقیقه در تاریکی 01تکان داده شد و به مدت  شدتبهدقیقه 

نانومتر با  517 موجطولدر  ،جذب .در دمای اتاق نگهداری شد

 ،شاهد .گیری شداندازه UV-visاستفاده از اسپکتروفتومتر 
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 DPPH (15/1 تریلکرویم 211متانول و  تریلکرویم 811حاوی 

با استفاده از  DPPH. توانایی مهار رادیکال استر( مولامیلی

 .(22)محاسبه شد  6معادله 
    6معادله 

 DPPHجذب شاهد( = درصد مهار رادیکال آزاد  -جذب شاهد / )جذب نمونه ×111

از نمونه بهینه،  تریلکرویم 211 کنندگی آهن:فعالیت کیلیت

آب تریلکرویم 611ر( و مولامیلی 2) 2FeCl تریلکرویم 11با 

محلول فروزین  تریلکرویم 21سپس  .مقطر، مخلوط شد

(ferrozine( )5 به مخلوط مولامیلی )2مدت و به شداضافهر 

دقیقه  11سپس مخلوط به مدت  .مخلوط شد شدتبهدقیقه 

 شدندر دمای اتاق نگهداری شد. کاهش رنگ، به دلیل کیلیت

نمونه شاهد  .نانومتر ثبت شد 562گیری جذب در آهن، با اندازه

 21و  2FeCl تریلکرویم 11مقطر، آب تریلکرویم 811حاوی 

-درصد کیلیت .استر( مولامیلی 5محلول فروزین ) تریلکرویم

 .(22)محاسبه شد  7کنندگی با استفاده از معادله 

 7معادله 

  کنندگیجذب شاهد( = درصد کیلیت -جذب شاهد / )جذب نمونه ×111

در این  نانومتر(: 596اکسیدانی کل )جذب در ظرفیت آنتی

از معرف )اسیدسولفوریک  ml 1از نمونه بهینه با  ml 1/1 روش

 1مولار و آمونیوم مولیبدات میلی 28مولار، فسفات سدیم  6/1

دقیقه در  01به مدت مولار( در لوله اپندورف ریخته و میلی

درجه سانتی گراد قرار گرفت. پس از سرد شدن،  01حمام آب 

مقطر دوبار نانومتر خوانده شد. از آب 605ها در جذب نمونه

تقطیر به عنوان نمونه شاهد استفاده شد. جذب بیشتر نشان 

نانومتر(  605اکسیدانی کل )جذب در ی ظرفیت آنتیدهنده

 .(20) بالاتر است

 زارافنرمشرایط هیدرولیز با استفاده از سازی فرایند: بهینه

Design Expert  و روش سطح پاسخ در قالب طرح  11نسخه

سازی شد. متغیرهای مستقل، نسبت غلظت رکب مرکزی بهینهم

( در پنج سطح 2X( و زمان هیدرولیز )1Xآنزیم به سوبسترا )

(α  ،+1 ،+1 ،1- ،α-و سه نقطه مرکزی آزمایش شدند. پاسخ )-

کنندگی یون آهن، مهار های مورد بررسی فعالیت کیلیت

 605اکسیدانی کل )جذب در ، فعالیت آنتیDPPHرادیکال آزاد 

nmو درجه هیدرولیز بودند. اثر متغیرهای مستقل بر ویژگی )-

 26نسخه  SPSSافزار اکسیدانی با استفاده از نرمهای آنتی

ها با استفاده از آزمون دانکن در سطح ارزیابی شد. میانگین

متغیرهای  مختلف سـطوحدرصد مقایسه شدند.  05اطمینان 

  ارائه شده است. 1 مستقل در جدول
 

سطوح متغیرهای مستقل مورد استفاده برای بهینه  .0ل جدو

 پروتئین دانه کدو اکسیدانیآنتیفعالیت  سازی

 -α+ 1+ 0 1- α متغیرهای مستقل

E/S 5/2 2/2 5/1 8/1 5/1 

 21 15 115 165 101 زمان

 هايافته 
میزان رطوبت، خاکستر، پروتئین و چربی ترکیبات شیمیایی: 

 نشان داده شده است. 2در جدول 

 

-ترکیبات شیمیایی موجود در دانه کامل، کنجاله چربی .2جدول 

 گیری شده و کنسانتره پروتئین دانه کدو

 رطوبت خاکستر چربی پروتئین نمونه

 16/8 0/6 57/01 02/00 دانه کامل

 65/7 65/1 12/5 5/50 گیری شدهکنجاله چربی
 15/5 15/1 20/2 62/65 کنسانتره پروتئین دانه کدو

 تکرار هستند. 0ها نتایج میانگین
 

أثیر تسازی هیدرولیز کنستانتره پروتئین کدو: بهینه

-متغیرهای مستقل زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا تحت پیش

کنندگی، مهار رادیکال آزاد تیمار مایکروویو بر درصد کیلیت

DPPHهیدرولیز با تجزیهاکسیدانی کل و درجه ، فعالیت آنتی 

 و تحلیل ضرایب رگرسیونی و واریانس ذکر شده در جداول

 مورد بررسی قرار گرفت. 6تا  0
 

درجه هیدرولیز با اعمال  برE/S تأثیر زمان و نسبت . 1جدول 

 مایکروویو

 درجه آزادی Pعدد  ضریب رگرسیون 

 5 1110/1 87/21 مدل
A 0721/1 0678/1 1 
B 17/1- 1111/1 1 

AB 2511/1 6570/1 1 
2A 11/1- 1110/1 1 
2B 11/1- 1112/1 1 

2R-Pred 8502/1   
2R-adj 0087/1   

Lack of fit  6650/1 0 

A ،زمان :B: E/S 

 

با بر درجه هیدرولیز:  E/Sتأثیر زمان هیدرولیز و نسبت 

شود، مقادیر استنباط می 0در جدول  Pتوجه به مقادیر عدد 
2A ،2B  وB گذارند داری بر روی درجه هیدرولیز میتأثیر معنی

(15/1p< متغیر .)2B نسبت به سایر متغیرها تأثیرگذارتر ،
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(، بیانگر >15/1pدار نشدن فاکتور عدم برازش )باشد. معنیمی

بینی دامنه متغیرهای مورد بررسی مناسب بودن مدل برای پیش

 بصورت درجه است. رابطه درجه هیدرولیز با متغیرهای مستقل،

توانایی خوب مدل در  2R=0600/1دوم و با ضریب همبستگی 

بینی تأثیر متغیرهای مستقل بر متغیرهای وابسته را نشان پیش

 کند.پیروی می 8می دهد که از معادله 

 8معادله 
24.87-1.47B-4.11A2-4.44B2 

 

 

 8/25الف، بیشترین میزان درجه هیدرولیز )-1طبق شکل 

 E/Sدرصد  5/1دقیقه و نسبت  115زمان  درصد( مربوط به

 15درصد( متعلق به زمان  1/10است و کمترین میزان آن )

از طرف دیگر، طبق . باشدمی E/Sدرصد  2/2دقیقه و نسبت 

درصد( در  0/22ب، بالاترین میزان درجه هیدرولیز )-1شکل 

 8/0و کمترین آن ) E/Sدرصد  5/1دقیقه و نسبت  101زمان 

  بود. E/Sدرصد  8/1دقیقه نسبت  15به زمان درصد( متعلق 

 

 
با اعمال بر درجه هیدرولیز  E/Sتأثیر زمان و نسبت ، لفا. 0شکل 

بر درجه  E/Sتأثیر زمان و نسبت ب، -1تیمار مایکروویو/ شکل پیش

 هیدرولیز پروتئین دانه کدو

 

با : آهن کنندگیبر فعالیت کیلیت E/Sتأثیر زمان و نسبت 

شود، مقادیر استنباط می 1در جدول  Pتوجه به مقادیر عدد 
2A ،2B  وB ی کنندگداری بر روی فعالیت کیلیتتأثیر معنی

، نسبت به سایر متغیرها 2B(. متغیر >15/1Pگذارند )آهن می

دار نشدن فاکتور عدم برازش باشد. معنیتأثیرگذارتر می

(151/P< بیانگر مناسب بودن مدل برای ،)بینی دامنه پیش

ا کنندگی یون آهن بمتغیرهای مورد بررسی است. رابطه کیلیت

متغیرهای مستقل، بصورت درجه دوم و با ضریب همبستگی 

0560/1=2R بینی تأثیر متغیرهای توانایی خوب مدل در پیش

 0مستقل بر متغیرهای وابسته را نشان می دهد که از معادله 

 کند.پیروی می

 0معادله 
93.47-1.50B-1.96A2-2.34B2 

 

 

کنندگی یون آهن با شلاته برE/S تأثیر زمان و نسبت . 4جدول 

 اعمال مایکروویو

 درجه آزادی Pعدد  ضریب رگرسیون 

 5 1121/1 17/00 مدل
A 2171/1 0007/1 1 
B 51/1- 1122/1 1 

AB 1111/1 0265/1 1 
2A 06/1- 1111/1 1 
2B 01/2- 1116/1 1 

2R-Pred 8211/1   
2R-adj 0108/1   

Lack of fit  7510/1 0 

A ،زمان :B: E/S  

 

ندگی کنالف، بیشترین میزان فعالیت کیلیت-2طبق شکل 

درصد  5/1دقیقه و نسبت  115( مربوط به زمان درصد 5/01)

E/S ( متعلق به زمان  5/86است و کمترین میزان آن )درصد

طرف دیگر، طبق از . باشدمی E/Sدرصد  2/2دقیقه و نسبت  15

 0/06کنندگی )ب، بالاترین میزان فعالیت کیلیت-2شکل 

و کمترین  E/Sدرصد  5/1دقیقه و نسبت  101درصد( در زمان 

درصد  8/1دقیقه نسبت  15به زمان درصد( متعلق 2/80آن )

E/S .بود  

با :  DPPHبر مهار رادیکال آزاد  E/Sتأثیر زمان و نسبت 

توان بیان نمود که ، می5ل جدو Pتوجه به مقادیر عدد 

 DPPHبر فعالیت مهار رادیکال آزاد  2Bو  2Aمتغیرهای 

دار نشدن فاکتور عدم معنی. (>15/1Pباشند )تأثیرگذار می

(، بیانگر این موضوع است که مدل به خوبی با >15/1Pبرازش )

مطابقت  DPPHهای مربوط به فعالیت مهار رادیکال آزاد داده

با متغیرهای مستقل،  DPPHدارد. رابطه مهار رادیکال آزاد 

-می 2R=8082/1بصورت درجه دوم و با ضریب همبستگی گی 

درصد از کل  82/80دهد مدل توانسته باشد. که نشان می
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ه بینی کند. معادلتغییرات در دامنه مقادیر مورد مطالعه را پیش

ت مهار رادیکال آزاد رابطه بین متغیرهای واکنش و فعالی 11

DPPH دهد.را نشان می 

 25.42B-25.34A-51.03 11معادله 

 

 

  
کنندگی بر فعالیت کیلیت E/Sتأثیر زمان و نسبت الف، . 2شکل 

تأثیر زمان و نسبت ب، -2/ شکل  تیمار مایکروویوآهن با اعمال پیش

E/S کنندگی آهن پروتئین دانه کدوبر فعالیت کیلیت 

 
با اعمال  DPPHمهار رادیکال آزاد  برE/S تأثیر زمان و نسبت . 6جدول 

 مایکروویو

 درجه آزادی Pعدد  ضریب رگرسیون 

 5 1161/1 10/51 مدل
A 0070/1 6671/1 1 
B 01/1- 1862/1 1 

AB 2251/1 8621/1 1 
2A 01/5- 1106/1 1 
2B 12/5- 1101/1 1 

2R-Pred 7165/1   
2R-adj 7060/1   

Lack of fit  0801/1 0 

Aزمان : 
B: E/S 

 

الف، بیشترین میزان مهار رادیکال آزاد -0با توجه به شکل 

DPPH (0/55  در زمان )درصد  5/1دقیقه و نسبت  115درصد

E/S ( متعلق 0/07است و کمترین میزان آن )15به زمان درصد 

از طرف دیگر، طبق باشد. درصد می E/S 2/2دقیقه و نسبت 

 DPPH (5/56مهار رادیکال آزاد ب، بالاترین میزان -0شکل 

و کمترین  E/Sدرصد  5/1دقیقه و نسبت  101درصد( در زمان 

درصد  8/1دقیقه نسبت  15به زمان درصد( متعلق 5/10آن )

E/S .بود 

 

 
 DPPHبر مهار رادیکال آزاد  E/Sتأثیر زمان و نسبت الف، . 1شکل 

 E/Sتأثیر زمان و نسبت ب، -0شکل  مایکروویو/  تیماربا اعمال پیش

 پروتئین دانه کدو DPPHبر مهار رادیکال آزاد 

 

 

-بر فعالیت آنتی E/Sتأثیر زمان هیدرولیز و نسبت 

با توجه به مقادیر نانومتر(:  596اکسیدانی کل )جذب در 

اکسیدانی کل بر فعالیت آنتی 2A ،2B، مقادیر 6جدول  Pعدد 

دار (. معنی>15/1Pباشند )نانومتر( تأثیرگذار می 605)جذب در 

(، بیانگر این موضوع است >15/1Pنشدن فاکتور عدم برازش )

ی اکسیدانهای مربوط به فعالیت آنتیکه مدل به خوبی با داده

-نانومتر( مطابقت دارد. رابطه فعالیت آنتی 605کل )جذب در 

نانومتر( با متغیرهای مستقل،  605اکسیدانی کل )جذب در 
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باشد. می 0.93422R=بصورت درجه دوم و با ضریب همبستگی 

درصد از کل تغییرات در  12/00دهد مدل توانسته که نشان می

روابط  11بینی کند. معادله دامنه مقادیر مورد مطالعه را پیش

اکسیدانی کل را نشان بین متغیرهای واکنش و فعالیت آنتی

 .دهدمی

 11معادله 

1.06-0.0365A2-0.0405B2     
 

فعالیت الف، بیشترین میزان -1با توجه به شکل 

درصد( در  17/1)نانومتر(  605اکسیدانی کل )جذب در آنتی

است و کمترین میزان  E/Sدرصد  5/1دقیقه و نسبت  115زمان 

 E/S 2/2دقیقه و نسبت  15به زمان درصد( متعلق056/1آن )

ب، بالاترین فعالیت -1از طرف دیگر، طبق شکل باشد. درصد می

درصد( در  10/1نانومتر( ) 605اکسیدانی کل )جذب در آنتی

و کمترین آن  E/Sدرصد  5/1دقیقه و نسبت  101زمان 

 E/Sدرصد  8/1دقیقه نسبت  15به زمان درصد( متعلق 011/1)

 بود.

 

 
اکسیدانی کل بر فعالیت آنتی E/Sتأثیر زمان و نسبت الف، . 4شکل 

، ب-1شکل  مایکروویو/  تیماربا اعمال پیش (nm 605)جذب در 

اکسیدانی کل )جذب در بر فعالیت آنتی E/Sتأثیر زمان و نسبت 

605 nmپروتئین دانه کدو ) 

اکسیدانی کل فعالیت آنتی برE/S تأثیر زمان و نسبت . 5جدول 

 مایکروویو( با اعمال nm 605)جذب در 

 درجه آزادی Pعدد  ضریب رگرسیون 

 5 1156/1 16/1 مدل
A 1116/1 0162/1 1 
B 1112/1- 1717/1 1 

AB 1150/1 1800/1 1 
2A 1065/1- 1117/1 1 
2B 1115/1- 1111/1 1 

2R-Pred 8161/1   
2R-adj 8680/1   

Lack of fit  0625/1 0 

A ،زمان :B: E/S  

 

  بحث 
کاهش چشمگیری در میزان چربی  2جدول با توجه به 

کنسانتره پروتئینی نسبت به دانه کامل اتفاق افتاده است که 

دلیل آن، در ابتدا استفاده از پرس سرد برای خروج میزان قابل 

توجهی روغن از دانه اولیه و سپس استفاده از حلال هگزان جهت 

ی و یزدایی از کنجاله، استخراج پروتئین در محلول قلیاچربی

. (21)باشد ها میها در نقطه ایزوالکتریک آنترسیب پروتئین

کمترین میزان رطوبت مربوط به کنسانتره پروتئینی است که 

گراد جهت درجه سانتی 01دلیل آن استفاده از آون با دمای 

زدایی و استفاده از حذف هگزان باقیمانده پس از فرایند چربی

د پروتئینی بع کن انجمادی به منظور خشک کردن رسوبخشک

ین میزان خاکستر مربوط . کمتر(25)باشد از فرایند استخراج می

 باشد که دلیل آن فرایند استخراجبه کنستانتره پروتئینی می

پروتئین و حذف مقادیر زیادی ترکیبات غیر پروتئینی است. 

 Rezigمقدار پروتئین و چربی در دانه کامل کدو مشابه گزارشات 

. مقدار پروتئین و چربی کنستانتره (26)بود  (2112و همکاران )

و  ذاکریکمی متفاوت از مقدار گزارش داده شده توسط 

زم به ذکر است که این . البته لا(27)( بود 2110همکاران )

های مورد استفاده اختلاف در گزارشات، ناشی از تفاوت درگونه

 است.

درجه الف و ب، در هر دو حالت، -1با توجه به شکل 

هیدرولیز با افزایش غلظت آنزیم کاهش یافت و از سوی دیگر، 

دقیقه موجب افزایش  115تیمار، افزایش زمان تا با اعمال پیش

شد و افزایش بیشتر زمان تأثیر منفی داشت. درجه هیدرولیز 

کاهش میزان درجه هیدرولیز با افزایش بیش از حد زمان و 

نسبت آنزیم به سوبسترا، احتمالا تحت تأثیر تعداد پیوندهای 

پپتیدی در دسترس جهت هیدرولیز و همچنین غیرفعال شدن 

. همچنین این نتایج در تطابق با (28)باشد آنزیم پروتئازی می
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و همکاران  یاسمی( و 2110و همکاران ) Youهای یافته

ترتیب در هیدرولیز پروتئین ضایعات پس از پخت ( که به2110)

ماهی کپور سرگنده،  ماهی هوور، ماهی تیان و امعاء و احشاء

گزارش کردند که میزان درجه هیدرولیز با افزایش بیش از حد 

و همکاران  Uluko. (01, 20)زمان هیدرولیز کاهش یافته است 

باعث  مایکروویو گزارش کردند که استفاده از انرژی( 2115)

های و پایداری هیدرولیزات (DH) افزایش درجه هیدرولیز

 .(17)شود می ریپنآبپروتئین 

الف و ب، با افزایش غلظت آنزیم از میزان -2با توجه به شکل 

کنندگی آهن کاسته شده است. از طرف دیگر، با فعالیت کیلیت

دقیقه سبب افزایش  115تیمار، افزایش زمان تا مال پیشاع

کنندگی شده و افزایش بیشتر زمان تأثیر منفی فعالیت کیلیت

زایش یون آهن با افکنندگی کیلیتکاهش فعالیت گذاشته است. 

دلیل تولید ترکیبات تواند بهبیش از حد زمان هیدرولیز می

بازدارندۀ آنزیم طی هیدرولیز طولانی باشد؛ همچنین هیدرولیز 

یون آهن که در اوایل فرآیند ی کنندهکیلیتپپتیدهای 

تواند دلیل دیگری بر کاهش فعالیت اند، میهیدرولیز تولید شده

های طولانی و یون آهن طی هیدرولیز در زمانکنندگی کیلیت

و همکاران  Gazikalović .(01)آنزیم باشد  با غلظت بیش از حد

ی بر توجهقابلتأثیر  ویکرووایم( گزارش کردند که 2121)

زایی دارد و در ترکیب با هیدرولیز ساختار گلوتن و آلرژی

انی اکسیدهای پروتئینی با ویژگی آنتیآنزیمی، هیدرولیزات

( 2117و همکاران ) Nguyen. (18)کند مناسب تولید می

تیمار همراه پیشگزارش کردند که هیدرولیز آنزیمی به

های هیدرولیزات مایکروویو یک روش مناسب برای تولید

باشد اکسیدانی مناسب میهای آنتیبا ویژگی پروتئین ماهی

(02) . 

از میزان  E/Sبا افزایش نسبت الف و ب، -0مطابق شکل 

همچنین،  کاسته شده است. DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد 

دقیقه سبب افزایش  115تیمار، افزایش زمان تا با اعمال پیش

شده و افزایش بیشتر زمان تأثیر منفی  DPPHمهار رادیکال آزاد 

 DPPHآزاد  از خاصیت مهارکنندگی رادیکالگذاشته است. 

های هیدرولیزاتدهندگی هیدروژن برای بررسـی قابلیـت

ماده اولیه، اختصاصـی بـودن  نوع .شودمی استفادهپروتئین 

شرایط هیدرولیز از فاکتورهای مؤثر بر فعالیت  و آنـزیم

قابلیت  کاهش. (00)آیند به شمار مـی یضداکسایش

افزایش غلظت آنزیم می بـا DPPHآزاد مهارکنندگی رادیکال 

تولیدی پپتیدهای  کننـدگی آنـزیم بـرتواند به علت اثـر هضـم

ماده  بیشـتر بـر اثرباشد. با افزایش غلظت آنزیم، امکان 

 پروتئینی افزایش یافته و این امر منجر به شکسته شدن تعدادی

تولید شده در مراحل اولیه هیدرولیز  یاز پپتیدهای ضداکسایش

تیمار ( اثر پیش2122و همکاران ) Yang .(01) گرددمی

های هیدرولیزات DPPHمایکروویو بر فعالیت مهار رادیکال آزاد 

-و بیان کردند تمام پیش مورد مطالعه قرار دادند پروتئین شیر را

پروتئین شیر، قدرت مهار  هایهیدرولیزاتتیمارهای مایکروویو 

بالاتری را در مقایسه با شاهد نشان دادند  DPPH رادیکال آزاد

کمک مایکروویو با توان ، بهDPPHرادیکال آزاد  و فعالیت مهار

و همکاران  Dong. (05)باشد وات بالاترین مقدار می 011

وات  111تیمار مایکروویو با توان ( گزارش کردند پیش2115)

های زاتهیدرولیاکسیدانی در آنتی سبب بالاترین میزان فعالیت

های مورد شود. این تفاوت در توانکنجاله آفتابگردان می

مختلف ممکن است به میزان حلالیت مواد استفاده در مطالعات 

پروتئین شیر در های هیدرولیزات .پروتئینی، مرتبط باشد

مقایسه با پروتئین نامحلول با توان مایکروویو کمتری تحت تأثیر 

 .(06)گیرند قرار می

الف و ب، با افزایش غلظت آنزیم از میزان -1با توجه به شکل 

( کاسته شده nm 605اکسیدانی کل )جذب در فعالیت آنتی

 115تیمار، افزایش زمان تا است. از طرف دیگر، با اعمال پیش

 605اکسیدانی کل )جذب در دقیقه سبب افزایش فعالیت آنتی

nm .شده و افزایش بیشتر زمان، تأثیر منفی گذاشته است )

 تواندافزایش بیش از حد زمان هیدرولیز و یا غلظت آنزیم می

-باعث افزایش نامناسب هیدرولیز پپتیدهای با خاصیت الکترون

دانی اکسیدهندگی شود که در نتیجه باعث کاهش ظرفیت آنتی

( nm 605)جذب در شود. ظرفیت آنتی اکسیدانی کل کل می

میزان درجه هیدرولیز و نوع آنزیم پروتئین هیدرولیز شده به

. این نتایج مشابه با (07)کار رفته بستگی دارد پروتئازی به

( و الوند و همکاران 2110و همکاران ) مظلومیهای یافته

ترتیب در مورد هیدرولیز پروتئین هسته ( بود که به2122)

پرتقال و دانه خربزه ترکمنی پژوهش کردند. آنها گزارش کردند 

که افزایش بیش از حد زمان و غلظت آنزیم تأثیری منفی بر 

, 11)تولیدی داشت های هیدرولیزاتظرفیت آنتی اکسیدانی 

25). 

ایج، با توجه به نت :مدل یو اعتبار سنج نهیبه ماریانتخاب ت

تیمار مایکروویو سبب کاهش چشمگیر زمان استفاده از پیش

تیمار به عنوان های حاصل از پیشهیدرو لیز شده، لذا نمونه

فزار، اشدند. شرایط بهینه پیشنهاد شده توسط نرمبهینه انتخاب 

که با درجه بود  E/Sدرصد  07/1دقیقه و نسبت  116زمان 

یابی به بیشینه فعالیت درصد جهت دست 7/82مقبولیت 

 DPPHدرصد(، مهار رادیکال آزاد  5/01کنندگی آهن )کیلیت

( و درجه 17/1اکسیدانی کل )درصد(، فعالیت آنتی 0/55)

درصد( پیشنهاد شد. جهت اعتبار سنجی مدل  8/25ز )هیدرولی
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-های آنتیپیشنهادی، مجددا آزمون E/Sدر زمان و نسبت 

درصد فعالیت  18/02اکسیدانی انجام شد و نتایج بیانگر میزان 

، DPPHدرصد مهار رادیکال آزاد  5/10کنندگی آهن، کیلیت

و  نانومتر( 605اکسیدانی کل )جذب در فعالیت آنتی 006/1

درصد بود. نتایج، توانایی خوب مدل را  15/20درجه هیدرولیز 

یدانی اکسدر بررسی تأثیر متغیرهای مستقل بر فعالیت آنتی

 دهد.های پروتئین دانه کدو، نشان میهیدرولیزشده

 گیرینتیجه

روویو تیمار مایکها بیانگر این است که استفاده از پیشیافته

با های هیدرولیزاتموجب کاهش چشمگیر زمان دستیابی به 

-مطابق نتایج، هیدرولیزاتشود. اکسیدانی بالا میقابلیت آنتی

ی اکسیدانهای حاصل از پروتئین دانه کدو دارای فعالیت آنتی

توانند در فرمولاسیون مواد غذایی مختلف به بالایی است که می

های سنتزی مورد استفاده قرار اکسیدانیعنوان جایگزین آنت

 گیرند و سبب ارتقا سطح سلامت مواد غذایی شوند.
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Background and Objectives: In this study, effects of microwave pretreatment in optimizing conditions of enzymatic 

hydrolysis of pumpkin seed protein (Cucurbita maxima L.) was investigated using enzyme trypsin to achieve the 

maximum antioxidant activity using Design Expert software and response surface methodology. 

Materials and Methods: The solution containing pumpkin seed concentrate was exposed to microwave energy with 

power of 450–900 W and time of 30–90 s. Enzymatic hydrolysis was carried out using trypsin enzyme with quantities of 

0.5 to 2.5% per substrate, time intervals of 20 to 190 min and the optimum temperature and pH of trypsin. Antioxidant 

activity was assessed using DPPH free radical scavenging method, iron chelation activity and total oxidant activity 

(absorbance in 695 nm). 

Results: The maximum DPPH free radical scavenging of 56.5%, iron chelation activity of 96.9%, total oxidant activity 

(absorbance in 695 nm) of 1.03 and hydrolysis degree of 22.3% in condition without pretreatment were achieved within 

190 min at 1.5% E/S ratio. Using microwave pretreatment, the maximum DPPH free radical scavenging of 55.3%, iron 

chelation activity of 94.5%, total oxidant activity (absorbance in 695 nm) of 1.07 and hydrolysis degree of 25.8% were 

achieved within 105 min at 1.5% E/S ratio. These results were largely similar to those presented by the software 

(respectively without pretreatment in 165.1 min and 1.65% E/S 55.1%, 95.5%, 1.02, 21.35 and with pretreatment in 106 

min and 1.37% E/S 51.1%, 93.7%, 1.05, 24.9). 
Conclusion: Microwave pretreatment in enzymatic hydrolysis of pumpkin seed proteins using  trypsin enzyme has 

resulted in production of hydrolysates with appropriate antioxidant activity in addition to significant decreases of the 

hydrolysis time, which can be replaced by artificial preservatives in nutritional products as natural compounds. 

Keywords: Microwave pretreatment, Enzymatic hydrolysis, Trypsin, Antioxidant activity, Pumpkin seed protein 
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