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Background and purpose: The formation of free radicals in aerobic 

organs is inevitable. These radicals cause cells and tissues damages. 

Oxidation of lipids by producing harmful compounds and as theresult 

spoilage of food products is one of the most important concerns of the food 

industry. The use of synthetic antioxidants is tightly controlled due to their 

harmful effects on human health. Therefore, scientists' research has turned 

to the identification and extraction of natural antioxidant compounds. 

Bioactive peptides are specific protein components that are inactive at the 

primary protein source and are produced by enzymatic hydrolysis, 

microbial fermentation, and chemical synthesis. These peptides have 

different health-promoting properties such as antihypertensive, anti-

cholesterol, anti-cancer, strengthening the immune system and antioxidant 

properties that are influenced by their amino acid composition and 

sequence. This study aimed to investigate the effect of molecular weight 

and amino acid composition on the antioxidant properties (DPPH radical 

scavenging activity, Fe reducing power and ABTS radical scavenging 

activity) of peptide components of pumpkin seed protein hydrolysate. 

 
Materials and Methods: Pumpkin seed protein hydrolysate was prepared 

under optimum conditions based on the results of previous research and 

then the effect of molecular weight distribution on the bioactive properties 

of the resulting fractions and also the relationship between the amino acid 

composition of these peptides and their antioxidant properties after 

separation and purification by size exclusion chromatography (SEC) and 

reverse phase high pressure liquid chromatography (RP-HPLC) was 

examined. 

 

Results: The results of size exclusion chromatography showed that 

fractions 49 to 56 and 49 to 63 with a molecular weight in the range of 

9000 to 13,000 daltons have the highest DPPH and ABTA radical 

scavenging activity. The antioxidant activity reached its maximum value 

after further purification of fractions with a holding time of 22 minutes by 

RP-HPC. The results of the amino acid analysis showed that fractions with 

high antioxidant capacity contain high amounts of hydrophobic amino 

acids (about 33.5%), which include non-polar aliphatic groups (such as 

valine, isoleucine, proline, leucine, tryptophan, and tyrosine). In other 

words, low molecular weight peptides, with aromatic and hydrophobic 

amino acids have higher antioxidant activity. 
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Conclusion: Pumpkin seed protein hydrolysate with peptide components 

of significant antioxidant properties, can compete with synthetic 

antioxidants used in the food industry. Therefore, it can be used as a natural 

preservative in food formulations to produce functional products to 

increase public health levels and for medicinal purposes. 
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 پپتیدی اجزاء اکسیدانیآنتی هایویژگی بر آمینواسیدی ترکیب و مولکولی وزن تأثیر

 کدو دانه شده هیدرولیز پروتئین
 

 3الوند معصومه ،2کاوه شیما ،*1ماهونک صادقی علیرضا

 sadeghiaz@gau.ac.ir گرگان، رایانامه:  طبیعی منابع و کشاورزی علوم هدانشگا غذایی، صنایع دانشکده غذایی، صنایع و علوم گروه 1
 گرگان طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه غذایی، صنایع دانشکده غذایی، صنایع و علوم گروه 2
 گرگان طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه غذایی، صنایع دانشکده غذایی، صنایع و علوم گروه 3
 

 چکیده الهاطلاعات مق

 نوع مقاله: 
 پژوهشی-مقاله کامل علمی

 
  13/12/1311: دریافت تاریخ

 70/72/1077 :ویرایش تاریخ

 11/72/1077: پذیرش تاریخ

 

  های کلیدی: واژه
 اکسیدانی آنتی

 شده هیدرولیز پروتئین

 کدو دانه

 کروماتوگرافی

هها و  های هوازی منجر بهه آیهیس یهلول   در اندام های آزادتشکیل اجتناب ناپذیر رادیکال سابقه و هدف:

 و در نتیجهه فسهاد مولاهوغت غهذایی     تولید ترکیبات مضهر دلیل بهها اکسیداییون لیپید شوند.ها میبافت

 بها  بر یلامتی انسهان  های ینتزیاکسیدانآنتی اثرات مضرایت.  غذاصنعت  هایدغدغهترین از مهمیکی 

بهه  معطهو   دانشهمندان  ههای  ، پهژوهش بنهابراین  همراه ایت. کاربرد این ترکیبات کنترل و نظارت شدید

 ویهژه فعال اجزای پروتئینی های زیستپپتید. ایتشده طبیعی  اکسیدانآنتی شنایایی و ایتخراج ترکیبات

های هیدرولیز آنزیمی، تخمیر میکروبهی و یهنتز   به روش در منبع پروتئین اولیه غیرفعال بوده و هستند که

ماننهد دهد فشهار ،هون، دهد      بخشهی متاهاوتی   های یهلامتی ویژگیاین پپتیدها  .شوندیشیمیایی تولید م

دارند که توهت تهیثیر ترکیهس و تهوالی     اکسیدانی کلسترول، دد یرطان، تقویت ییستم ایمنی بدن و آنتی

. هد  از پهژوهش اادهر برریهی تهیثیر وزن مولکهولی و ترکیهس آمینوایهیدی بهر         آمینواییدی آنهایت

کنندگی یون آهن و فعالیهت مههار رادیکهال    ، اایاءDPPHاکسیدانی )فعالیت مهار رادیکال نتیهای آویژگی

ABTS) .اجزاء پروتئین هیدرولیز شده دانه کدو بود 
 

های توقیه  ببلهی( تهیهه    پروتئین هیدرولیز شده دانه کدو در شرایط بهینه )بر مبنای یافتهها: مواد و روش

و  (SEC) های پپتیدی تویهط کرمهاتوگرافی طهرد انهدازه    ی فراکسیونیازشد. پس از جدایازی و ،الص

(، تهیثیر توزیهع وزن ملکهولی بهر     RP-HPLCفهاز معکهو) )   -همچنین کروماتوگرافی مایع با فشهار بهاغ  

های ااصله برریی شد. همچنین ارتباط بهین ترکیهس ایهیدآمینه ایهن     های زیست فعالی فراکسیون ویژگی

 اکسیدانی مورد برریی برار گرفت.یهای آنتپپتیدها با ویژگی
 

با وزن مولکولی  53تا  01و  65تا  01های نتایج کروماتوگرافی طرد اندازه نشان داد که فراکسیونها: یافته

 ABTSو  DPPHترتیس دارای بیشترین بابلیت مهار رادیکهال آزاد  دالتون به 13777تا  1777ی در مودوده

های با زمهان  این بابلیت در فراکسیون RP-HPCها تویط این فراکسیونیازی بیشتر بوده و پس از ،الص

های با بابلیهت  دبیقه باغترین میزان را نشان داد. نتایج آنالیز ایید آمینه نشان داد که فراکسیون 22بازداری 

 ههای شهامل گهروه  درصد( ایهیدهای آمینهه آبگریهز     6/33آنتی اکسیدانی باغ ااوی مقادیر باغیی )ادود 

عبارت دیگهر  به تریپتوفان و تیروزین( هستند.آلیااتیک غیر بطبی )نظیر والین، ایزولویین، پرولین، لویین، 

اکسهیدانی  پپتیدهای با وزن مولکولی پایین، دارای ایهیدهای آمینهه آروماتیهک و آبگریهز بها فعالیهت آنتهی       

 باغتری هستند.  
 



04 

اکسهیدانی بابهل   آنتی هایاجزاء پپتیدی با ویژگیارا بودن با د کدوپروتئین هیدرولیز شده دانه گیری: نتیجه

-بهه های ینتزی مورد ایتااده در صنعت مواد غذایی را دارد. بنهابراین  اکسیدانبابلیت ربابت با آنتیتوجه 

مولاوغت غذایی فرایودمند با هد  افهزایش یهطس یهلامت    فرموغییون ی طبیعی در نگهدارندهعنوان 

    شود.های دارویی پیشنهاد میعمومی و نیز کاربرد

 اجهزاء  اکسهیدانی  آنتهی  ههای  ویژگی بر آمینواییدی ترکیس و مولکولی وزن تیثیر (.1071) الوند، م. ماهونک، ع.ر.، کاوه، ش.، : صادبیایتناد

 . 31-61(، 1) 10، فرآوری و نگهداری مواد غذایی. کدو دانه شده هیدرولیز پروتئین پپتیدی
 

                                                                                    DOI: 10.22069/FPPJ.2022.18928.1655 

                                نویسندگان. ©                  گرگان یعیو منابع طب یدانشگاه علوم کشاورزناشر:           
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 مقدمه

 بها ی غهذایی  هها  در ییسهتم  لیپیدهاپراکسیداییون 

ببهول و کهاهش    بابهل و غیهر  ایجاد عطر و طعهم تنهد  

مهواد  موجس از بین رفهتن کیایهت   ماندگاری مولاول 

نقش مهمهی در ایجهاد    یشیاکساشود. تنش  می ییغذا

آلزایمهر،  از جملهه   شهایع دوران کهنسهالی  های بیماری

ماننهد تلاهلس   ههای آزاد  ی ناشی از رادیکهال هایسآی

. همچنهین،  (23) کنهد ایاا می و یرطان ین، دیابتشرای

ههای  تشهدید بیمهاری   تنش اکسیداتیو موجس شروع یا

عروبی ماننهد تلاهلس شهرا ین در بیمهارانی بها       -بلبی

 شودمی نشانگان یو،ت و یازییا  متابولیکیندروم 

مسهتقیم و نزدیهک    طبا توجه بهه ارتبها  بنابراین  .(32)

هههای اکسههیداتیو، کنتههرل  ههها و تههنشبههروز بیمههاری

ههای  های آزاد و تنش اکسهیداتیو یکهی از راه   رادیکال

کهاهش یهرعت رشهد و یها جلهوگیری از بهروز        مهم

 یت.  اه ی از آنناش هایللاتها و ا،بیماری

در یشههگیری از اکسیدایههیون لیپیههدها پ منظههوربههه

 ت مختلهها ازغمولاههو طههی تولیههد غههذایی صههنایع

 و...  BHA ،BHTیههنتزیی اکسههیدان آنتههی ترکیبههات

در بر،هی   اشاره شدهترکیبات  کاربرد .شودایتااده می

مسا ل مرتبط بها   علتبهغذایی و کشورها  وغتمولا

ممنهوع شهده    ، مودود یامدتبلند در ایمنی و یلامت

ایهتخراج،   پیرامهون ایت. از این رو توقیقات بسیاری 

کسهیدانی ترکیبهات   ا شنایایی و ارزیابی فعالیهت آنتهی  

صهورت   هها پروتئین ویژهبه طبیعی ایتولاالی از منابع

عنوان منبهع تهیمین انهرژی و    ها به پروتئین گرفته ایت.

های  فعالیت ظاییدهای آمینه دروری برای رشد و اا

، پپتیهدهای  اًرشوند. ا،ییا،ته منفیزیولوژیکی انسان ش

ورد از منهابع ایهوانی و گیهاهی مه     فعال ااصلزیست

پپتیههدهای  .(20) نههداهتوجههه موققههین بههرار گرفتهه  

جهرم   بها  ی،اصه  ینهی پروتئ یهها  بخهش فعهال   زیست

 2-27 اهههاوی و دالتهههون 5777کمتهههر از  یمولکهههول

یها،تار پروتئینهی    درترکیبهات  این  .دهستن ایید ینوآم

بر اسس نهوع  آزاد شدن  اصلی غیرفعال بوده و بعد از

بهدن   بر عملکرد یمثبت یرثی،ود، ت اییدی ینوآم یو توال

 یبخشه  یمنهی اثهرات ا یلامت فرد از جمله  یجهو در نت

(، 26یدانی )اکسههه یآنتههه، (23) یکروبهههیمدهههد، (11)

ایهن   .دارنهد  (20) و دد یهرطان ( 10) شار ،ونفدد

، یمیایییهنتز شه   های مختلها شهامل   به روشپپتیدها 

و  یکروبهی م یهر تخم ،بلیها و یها   ایید هیدرولیز تویط

 گیاهی، ایوانی و میکروبی( ی)با منش یمیآنز یدرولیزه

عنهوان  بهین میان هیدرولیز آنزیمی در ا .شوند ید میتول

کهه  شهود  فرآیندی بابل کنتهرل و ملایهم تعریها مهی    

 گهردد منهتج  هها  آمینوایهید بیشهتر  اااظت  هتواند ب می

اهی و گیهه یهههای بهها منشهه مقایسههه بهها آنههزیم در .(01)

 ههای ویژگیتنوع  دلیلهای میکروبی بهجانوری، آنزیم

و دماهههای  pH و پایههداری بیشههتر در پروتئههولیتیکی

طهور   بهه (. 31)تهوجهی دارنهد   های بابلمزیتمختلا 

بلیهایی،   pH کلی آنزیم آلکهاغز بهه دلیهل عملکهرد در    

ی هیهدرولیز   شهده بها درجهه    تولید پروتئین هیهدرولیز 

تر، بیشترین توجه  ی پپتیدی کوتاهباغتر و طول زنجیره

 یر،ا، یها در یال (.0) را به ،ود ا،تلااص داده ایت

 هههایویژگههیبهها  شههده یههدرولیزه یههها ینپههروتئ

و  یهوانی از منهابع ا  اکسهیدانی و یهلامتی بخهش    آنتی

 ین، پروتئ(37) کدودانه  ،(1) یرمانند ش یاریبس یاهیگ

 ،(22) دانه پرتقهال  ،(36کینوآ ) ،(30)تخم مرغ  ی زرده

 برریهی مهورد  ( 17)یا یو یایوبل و (1)دایعات میگو 

، تهر منایس یمتب یلدلبه یاهیمنابع گ اند کهبرار گرفته

بیشتری  مورد توجه و دیتریی باغترکمتر  ییزا یآلرژ

   .(27) هستند

 36اهاوی بهیش از    (Pepo cucurbita) دانه کهدو 

 ایهت. همچنهین  چربهی  درصهد   67پروتئین و درصد 

ایههید و  آیههپارتیک غنههی از آمینوایههیدهای آرژنههین، 

ههای   به دانه آنای  ارزش تغذیه بوده و ایید لوتامیکگ

ایهن دانهه    .(21) ایت بسیار نزدیک روغنی مانند یویا

روی، )مهواد معهدنی    ،یهترول افیتو دلیل میزان باغیبه
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و  (اریم، کلسههیم، منیزیههوم، آهههن، مههس، فسهه   پتایهه

بهرای   ای دهروری  ترکیبهات تغذیهه   لواظبهبتاکاروتن 

دانهه  ایزوله پروتئین ، علاوه به .ایت یمنبع مایدانسان 

اکسایش بهوده و در کهاهش    دااوی ترکیبات د کدو

د باشه تغذیه نیز مؤثر مهی مربوط به یوء  رباثرات مخ

 آجیل و دنه کدو در صنعت تولیاربرد اصلی داک .(21)

پهس از  دانهه کهدو   ااصهل از    باشد. کنجالهه  ن میروغ

روتئین ایهت کهه در   پ ییاغکشی ااوی درصد ب نروغ

اال اادر با بیمهت انهدب بهه ملاهر  ،هوراب دام      

ترکیس ایید آمینه منایهس   به توجه با بنابراین .رید می

 از تها  شهد  تهلاش ببلهی   در توقیه   پروتئین دانه کدو،

 منایهس بهرای   پروتئینهی  منبع عنوان به کدو دانه کنجاله

شرایط منایهس بهرای    و شده ایتااده نزیمیآ هیدرولیز

اکسیدانی برریی گهردد  رییدن به اداکثر بابلیت آنتی

. در توقیقههات مختلهها جدایههازی پپتیههدهای   (37)

فعال از مخلوط پروتئین هیدرولیز شهده تویهط   زیست

ثیر توزیهع  یهای مختلا کروماتوگرافی، برریی تروش

زیسههت فعههالی    هههای ویژگههی لکههولی بههر   ووزن م

های ااصله و همچنین ارتباط بهین ترکیهس    فراکسیون

اکسهیدانی و  های آنتهی ایید آمینه این پپتیدها با ویژگی

 ،11ورد برریی برار گرفته ایهت ) ها مفعالی آنزیست

ابتهدا پهروتئین هیهدرولیز    توقیه   این (. لذا در 20، 21

توقیه  ببلهی    ههای یافته شده در شرایط بهینه بر مبنای

 هایویژگیلکولی بر وثیر توزیع وزن میتهیه و یپس ت

های ااصله و همچنین ارتباط زیست فعالی فراکسیون

ههای  بین ترکیس ایید آمینهه ایهن پپتیهدها بها ویژگهی     

یازی تویط ایازی و ،الصداکسیدانی پس از ج نتیآ

1کرمهههاتوگرافی طهههرد انهههدازه 
 (SEC ) و همچنهههین

  2فههاز معکههو) -کرومههاتوگرافی مههایع بهها فشههار بههاغ

(RP-HPLC) .مورد برریی برار گرفت 

 

                                                           
1. Size Exclusion Chromatography 
2. Reverse-Phase High Performance Liquid 

Chromatography 

 هامواد و روش

مواد اولیه ایهن توقیه  )پهروتئین     :مکان انجام تحقیق

های توقیقهات   فتههیدرولیز شده دانه کدو( بر مبنای یا

( در گروه علوم و صنایع غهذایی  37انجام گرفته ببلی )

دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعهی گرگهان تهیهه    

جهت انجام توقیقات تکمیلی از جنبه شنایایی . شدند

هههای فعههال، در آزمایشههگاه  و جدایههازی فراکسههیون

 دل تولهههدرا وابهههع درتوقیقهههاتی آبهههای دکتهههر فیههه

IATA-CSIC     در شهر والنسیا در کشهور ایهپانیا  طهی

مورد مطالعه برار  2715یپتامبر تا فاصله زمانی فوریه 

 گرفتند.

 .Cucurbita pepo conکهدو  دانهه  نجالهه ک :مواد اولیه

(Pepo var. Styriaca )گرگان تهیه  یویابین شرکت از

از  قیه  مواد شهیمیایی مهورد ایهتااده در ایهن تو    شد. 

و نههووزایم دانمههارب تهیههه   یههیگما ،شههرکت مههرب

 گردیدند.

 دانهه  پروتئین ولهیزا تهیهگیری کنجاله کدو و  چربی

و  پهودر  یکهی الکتر یاببها آیه  کنجاله کدو ابتدا  :کدو

 1:0به نسهبت   با ا،تلاط با هگزان یی،زدایچربفرآیند 

 یدر دمها همزدن  یاعت 3مدت  و به )وزنی/ اجمی(

 انجام گرفهت.  rpm167ده از شیکر با دور با ایتاااتاق 

بههو،نر هگههزان جههدا و   یههایههپس بهها ایههتااده از ب 

یاعت در آون با  1مدت گیری شده به چربی هایپودر

و از الهک بها    نهد گراد برار گرفت درجه یانتی 37دمای 

 کنجالههه در مرالههه بعههد، .شههدندعبههور داده  07مههش 

 آب در 1:17 نسهبت  بهه  کهدو  دانهه  شهده  گیهری چربی

 نرمهال  2/7 تویط یهود  مولول pH یپس شد. پراکنده

 اتهاق  دمهای  در یهاعت  یهک  مهدت  بهه  و ریهیده  1 به

 دور بها  دبیقهه  27 مدت به ااصل مخلوط .شد مخلوط

g 5777 وژییهانتریا  در گهراد  یهانتی  درجهه  0 دمای و 

 ههای پهروتئین  منظور ریوب به گرفت. برار دار یخچال

 2/7 یهدریک کلر ایهید  تویهط  رومانهد   pH کهدو،  دانه

 وژییهانتریا  مشهابه  توهت شهرایط   و رییده 6 به نرمال
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 اًمسهتقیم  پروتئینهی(  )ایزولهه  آمده بدیت شد. ریوب

 (.67گرفت ) برار مورد ایتااده هیدرولیز برای

هیدرولیز آنزیمهی   :کدو دانه پروتئین زولهیا هیدرولیز

شهرایط بهینهه جههت     تویط آنزیم آلکاغز و بر ایا)

اکسهیدانی کهه در    دیتیابی به اداکثر ،لاوصیات آنتی

مطالعه ببلی بدیت آمده بود، صورت گرفت. بهه ایهن   

 )وزنهی/ درصهد   6منظور کنسانتره پروتئینی به نسهبت  

پراکنهده و   1برابهر بها    pHاجمی( در بافر فساات بها  

)اجمهی/ وزنهی    درصهد  2در غلظهت  آلکهاغز  آنزیم 

ای پروتئینهی( افهزوده شهد. یهپس     نسبت به یوبسهتر 

گهراد و بهه مهدت     درجه یهانتی  67هیدرولیز در دمای 

دور بهر   277یاعت در انکوباتور شیکردار با دور  6/3

 16دبیقه به انجام ریید. در انتهها واکهنش آنزیمهی در    

دبیقههه متوبهها و  17مههدت  گههراد بههه درجههه یههانتی

 6777وژ کردن برای اذ  ترکیبات ادافه در ییانتریا

g رومانهد . در نهایهت  دبیقه انجهام گرفهت   37مدت  به 

  (.37)کن انجمادی به پودر تبدیل گردید  تویط ،شک

سهها ی پههروتئین هیههدرولیز شههده  ههه     آمههاده

مشابه بها روش مهورد ایهتااده تویهط     سا ی:  خالص

گرم نمونه هیهدرولیز   0(، 2712ایکودرو و همکاران )

ه پروتئینی لیوفیلیزه )،شک شهده بها ،شهک کهن     شد

 71/7لیتهر ایهید هیهدروکلریک     میلی 27انجمادی( در 

دبیقه در ایتوماکر هموژن  1نرمال ال شد و به مدت 

 گردیههد. یههپس نمونههه همههوژن شههده یههانتریایوژ     

( × g12777 شههد و بههه منظههور  27مههدت  بههه )دبیقههه

،هود بها   پروتئین زدایی، فاز روماند با یه برابر اجهم  

درجهه   0یاعت در  27مدت  اتانول مطل  مخلوط و به

گراد نگهداری شد. نمونهه مجهدداً توهت عمهل      یانتی

یههانتریایوژ بههرار گرفههت و پههس از تبخیههر اتههانول،   

زدایهی شهده    لیوفیلیزه شد. در نهایت علاهاره پهروتئین  

 71/7لیتر ایید هیهدروکلریک   میلی 16،شک شده در 

دن بها فیلتهر غشهایی    نرمال ال شد و پس از صا  ش

گههراد  درجههه یههانتی -27میکرومتههر در فریههزر  06/7

 (. 17نگهداری شد )

سها ی بها اسهتهاده ا      زء به  زء سا ی و خالص

جههت جهزء بهه    (: SECکروماتوگرافی طرد اندا ه )

جزء یازی اولیه اجزاء پپتیهدی موجهود در هیهدرولیز    

ییستم کرومهاتوگرافی طهرد انهدازه     های پروتئینیشده

(SEC)      بر ایا) جرم مولکهولی مهورد ایهتااده بهرار

هیهدرولیز   لیتر از مولول پروتئین میلی 6گرفت. مقدار 

ااصههل از ( mg/ml 26زدایههی شههده )شههده پههروتئین

G-25 Sephadex (65×2.5 cm )مراله ببل به یهتون  

نرمهال مشهروط    71/7که ببلاً با ایهید هیهدروکلریک   

منتقل گردید. عمل جدایازی اجزاء پپتیهدی   ،شده بود

گراد با ایتااده از ایید هیدروکلریک  درجه یانتی 0در 

لیتهر در یهاعت    میلی 16نرمال با یرعت جریان  71/7

انجام گرفت. با ایتااده از جمع کننده اتوماتیک، اجزاء 

هههای لیتههری ااصههله در لولههه میلههی 6ههها( کسههیونا)فر

هها در طهول   شهد و جهذب آن  آوری مخلاوص جمهع 

آروماتیهک و  )برای اییدهای آمینه غیهر  210های موج

)جذب بیشینه فنیهل آغنهین(    260های کربونیل(، گروه

نانومتر)برای اییدهای آمینه آروماتیک( برا هت   217و 

ها که در برریهی  آوری نمونههای جمعشد. یپس لوله

ایپکتروفتومتری دارای جذب )شا،ص اضور پپتید( 

کن انجمادی ،شک شده و یپس بودند تویط ،شک

ههها بهها افههزودن آب مقطههر بهها اجههم مشههخص نمونههه

اکسهیدانی  های مختلا آنتهی یازی شده و آزمون ربی 

و  ABTS، مههار رادیکهال   DPPH)مهار رادیکهال آزاد  

های اایاء کنندگی یون آهن(، در مورد تمام فراکسیون

ت و دیت آمهده بهه صهورت جداگانهه انجهام گرفه       به

(. 20تههرین اجههزاء پپتیههدی شنایههایی شههدند )   فعههال

 01-65ههای شهماره   مجموعه اجزاء پپتیدی فراکسیون

های فوق نشان دادند، که بیشترین فعالیت را در آزمون

آوری و مخلوط شدند و پس از لیوفیلیز شدن بهه  جمع
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مرااهل   در RP-HPLCمنظور برریی بیشتر با ییستم 

گههراد نگهههداری  درجههه یههانتی -27بعههد در فریههزر 

گردیدند. همچنین جهت تخمین توزیع جرم مولکولی 

اجزاء پپتیهدی موجهود در هیهدرولیز شهده از ییسهتم      

SEC    ایتااده گردید. کالیبراییون یتون بها بارگهذاری

ترکیبات ایتاندارد با وزن مولکولی مشخص به شهر   

دالتون(، کیلو 07گاوی ) گرفت: یرم آلبومینزیر انجام 

 02/1کیلودالتههون(، باییترایههین )  C (13یههیتوکروم 

کیلودالتهون( و تیهروزین    22/7ن )کیلودالتون(، کارنوزی

ههای  نمونهه  SECپروفایهل   1شکل  کیلودالتون(. 2/7)

 دهد. ایتاندارد را نشان می

 
 های استانداردبر اساس  رم مولکولی نمونه (SEC) طرد اندا ه حاصل ا  کروماتوگرافی پروفایل پروتئینی -1 شکل

Figure 1- Protein profile from size exclusion chromatography (SEC) based on molecular mass of standard samples. 

 

یازی و جزء به جزء یازی مخلوط پپتیدها  ،الص

بها ایهتااده از   : (RP-HPLC)فهاز معکهو)    HPLCبا 

HPLC  (فاز معکو(Agilent 1100, Agilent Tech., 

California, USA اجههزاء پپتیههدی بههر مبنههای میههزان )

آبگریزی نسبی تاکیک و تخلیص شدند. یتون مهورد  

 Symmetry C18ایههتااده بههرای ایههن کههار، یههتون  

(250×4.6 mm, 5µm)   از کمپهانیWaters    بهود. فهاز

)تری فلو ورو ایهتیک ایهید    Aمتورب متشکل از فاز 

((TFA 1/7 و فهاز   رصدد )در آب دو بار تقطیرB   کهه

( در مخلوط ایتونیتریل با درصد 716/7) TFAااوی 

( بهود. فهاز متوهرب بهه صههورت     07:57آب دیهونیزه ) 

دبیقهه( و   67در طول  Bفاز  درصد 67تا  7گرادیانی )

تزریه   لیتهر در دبیقهه جریهان داشهت.      میلهی  1با نرخ 

 میکرولیتههر انجههام 377اجههم بلاههورت دیههتی و  در 

گیری شدت جهذب  گردید. کیایت جدایازی با اندازه

نههانومتر برریههی گردیههد.  217و  210در طههول مههوج 

اتوماتیک کننده جمعاجزاء پپتیدی ااصله با ایتااده از 

آوری شهد و پهس از    در فواصل زمانی یک دبیقه جمع

(. 20) نگهداری شدند لیز شدن در شرایط انجمادیلیوف

در آب دیهونیزه   یپس موتویات هر فراکسیون مجهدداً 

اکسیدانی بر مبنای به دام اندازی  ال شد و بدرت آنتی

ههای ااصهله   بر روی تمام فرکسهیون  ABTSرادیکال 

هها شنایهایی   تهرین فراکسهیون  در نهایت فعال انجام و

 .شدند

بهه   هها فراکسیون اکسیدانی آنتی گیری فعالی  اندا ه

هت تعیین فعالیت آنتی اکسهیدانی از  ج :DPPHروش 

( ایتااده شد. در ایهن  2710روش جمیل و همکاران )

اکسههیدان در بلوکهه کههردن   آزمهون، بهدرت یههک آنتهی   

شهود. در ایهن روش،   ارزیابی می DPPHرادیکال آزاد 

میکرولیتهر   367 میکرولیتر نمونه هیدرولیز شده با 177

لهول  میکرولیتهر مو  377درصهد و   6/11اتانول مطل  

ول مطل ( مخلوط درصد در اتان 72/7) DPPHاتانولی 

دبیقهه در جهای تاریهک     37مهدت   شد. این مخلوط به

برار گرفت. بعد از گذشهت ایهن زمهان جهذب آن در     
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نانومتر ،وانده شد. درصد بازدارندگی  610طول موج 

 (1)بهها ایههتااده از رابطههه   DPPHفعالیههت رادیکههال  

 Acمونههه و جههذب ن Asموایههبه گردیههد کههه در آن  

 (.13) جذب کنترل بود

 .1رابطه 

= (  DPPH%رادیکال بابلیت مهار    100× (

 :هها فراکسیون آهنیون کنندگی احیاءآ مون قدرت 

میکرولیتهر از بهافر    267میکرولیتر نمونهه بها    177ابتدا 

پتاییم  میکرولیتر 267و  pH 5/5موغر با  2/7فساات 

اجمهی( مخلهوط شهد و     /درصد وزنی 1فروییانید )

درجهه یهانتی گهراد     67دبیقهه در دمهای    37مهدت   به

رولیتههر میک 267انکوبههه گردیههد. پههس از انکوبایههیون 

درصهد   17)بها غلظهت    مولول تری کلروایتیک ایید

اجمی( به مخلوط باغ ادافه شد. یهپس ایهن    /وزنی

ر در دبیقهه  دو 17777دبیقهه در   17مخلوط به مهدت  

 میکرولیتر از فاز روماند بهه یهک   267یانتریاوژ شد و 

میکرولیتهر آب   267جدید منتقل شهد. در ادامهه،    لوله

)با غلظهت   2میکرولیتر کلرید آهن  67مقطر دیونیزه و 

 17پهس از   و اجمی( افزوده شهد  / درصد وزنی 1/7

نانومتر ،وانده شد  077دبیقه جذب آن در طول موج 

صهورت شهدت    (. بدرت کاهندگی یهون آههن بهه   00)

 نانومتر گزارش گردید. 077جذب در 

ت هفعالیه  ها:فراکسیون ABTS رادیکال مهار فعالی 

های هیهدرولیز شهده بها    پروتئین ABTSمهار رادیکال 

ایتااده از روش تشریس شهده تویهط یهو و همکهاران     

ردیههد. مولههول ( بهها کمههی اصههلااات تعیههین گ2717)

+رادیکال 
ABTS   با ترکیس نسبت اجمی یکسهانی از

ABTS  مهوغر   میلهی  06/2و مهوغر   میلهی  0در غلظت

گردید. مخلهوط در تهاریکی و   پتاییم پریولاات تهیه 

ببل از ملار   یاعت 12-15در دمای مویط به مدت 

شهد. در ایهن مهدت، اکسیدایهیون و تولیهد      برار داده 

+رادیکال 
ABTS ه پتایهیم پریهولاات انجهام    به وییل

+گیرد. ببل از آزمون، مولول می
ABTS   بها ایهتااده از 

( تههها جهههذب pH=0/0) مهههوغر 2/7بهههافر فسهههاات 

 07شههد. یههپس  ربیهه   نههانومتر 030در  72/7±0/7

بهر   گرم پروتئینمیلی 0 از هر نمونه )ااویمیکرولیتر 

+مولهول ربیه  شهده    لیتهر   میلی 0( به لیترمیلی
ABTS 

ثانیه به شدت ورتکس و  37برای د. مخلوط افزوده ش

در تهاریکی بهرار داده شهد. جهذب     دبیقهه   5مهدت   به

گیری شد. درصهد  اندازهنانومتر  030مولول نهایی در 

+مهار رادیکهال  
ABTS  2رابطهه  ایها)   هها بهر  نمونهه 

)جذب نمونه شهاهد   A blankدر آن  که  موایبه گردید

نهه کهاز ین   )جهذب نمو  A sampleفابد ترکیس فعال( و 

 (.06هیدرولیز شده( هستند )

AA (%) = [ ] × 100 .2رابطه 

 0گهرم پهروتئین بها     میلی 0تا  2 :آنالیز اسیدهای آمینه

یهاعت   20نرمال به مدت  5ایید کلریدریک  لیترمیلی

گردیهد.   هیهدرولیز  گهراد یهانتی  درجهه  117در دمای 

ای دا،لی به مخلوط افزوده شهد و پهس از   ایتاندارده

میکرولیتهر از   177یازی با فنیل ایزوتیویهیانات   مشت 

 فههاز معکهههو)  نمونههه بههه یهههتون کرومههاتوگرافی   

(Technochrom-RP-C18, ODS-A ) 6بهههه طهههول 

زریه  گردیهد.   میکرومتهر ت  6متر و اندازه ذرات  یانتی

متیونین و ییستئین به دلیل فرآیند اکسیدایهیون بابهل   

در  هآمینه  ایهید  شنایایی نبودند. نتایج بر ایها) گهرم  

ایههتانداردهای  گههرم پههروتئین گههزارش گردیههد.  177

آیههپارتیک ایههید،   هههایشههامل آمینوایههید دا،لههی 

گلوتامیههک ایههید، یههرین، آیههپاراژین، گلایسههین،     

گلوتامین، بتا آغنهین، تها ورین، هیسهتیدین، تر هونین،     

لهین، متیهونین،   آغنین، آرژنهین، پهرولین، تیهروزین، وا   

ایزولویین، لویین، نورلویین، فنیل آغنین، تریپتوفان، 

 .نداورنیتین و لیزین بود

هها در یهه تکهرار    کلیه آزمونتجزیه و تحلیل آماری: 

انوهرا  معیهار    ±انجام و نتایج به صهورت میهانگین   

از نرم افهزار   تکرارها گزارش شد. برای ریم نمودارها

 اکسل ایتااده شد. 



 4044، 4، شماره 40فرآوری و نگهداری مواد غذایی، دوره  

04 

 بحث نتایج و

آنتی فعالی   برثیر و تأ SECتو یع و ن مولکولی با 

به منظور دیتیابی به درب بهتهری از نقهش    :اکسیدانی

 اکسهیدانی  آنتی ثر در ایجاد تااوت در فعالیتؤعوامل م

ههای هیدرولیزشهده ااصهل از دانهه کهدو، و      پروتئین

همچنین برریی تغییرات اجزاء مختلها پروتئینهی در   

جهزء بهه    SECها با ایهتااده از   نمونهنتیجه هیدرولیز، 

کرومهاتوگرافی طهرد   پروفایهل   2در شکل جزء شدند. 

نمونه پروتئین هیدرولیز شده دانه کهدو نمهایش    اندازه

داده شده ایهت. همهانطور کهه در پروفایهل مشهخص      

های ااوی پپتیدها و آمینواییدها در طهول  ایت نمونه

بها  دهنهد.  جهذب نشهان مهی    از ،ود های مربوطهموج

ههای هیهدرولیز شهده بها     پروتئین SECمقایسه الگوی 

( 1هههای ایههتاندارد )شههکل   پههروتئین SECالگههوی 

ههای  لکولی پپتیدهای فراکسهیون ووزن م ،شدمشخص 

ههای هیهدرولیز شهده در موهدوده وزن     عمده پروتئین

کیلودالتون و همچنین به میزان کمتهری در   13ملکولی 

 باشهند.  التهون مهی  کیلود 13دالتون تا  277مودوده بین 

در موهدوده وزن   01تها   26ههای  همچنین فراکسهیون 

 کیلو دالتون هستند. 07مولکولی 

جهههت برریههی  SEC هههای کرومههاتوگرافییههتون

توزیههع وزن مولکههولی پپتیههدهای تشههکیل شههده از    

ههها تویههط چاغمیههاه و همکههاران  هیههدرولیز پههروتئین

ههها بهها ایههتااده از یههتون . آنند( ایههتااده شههد2713)

Sephadex G-200   نشان دادند که هیدرولیز دهایعات

ماهی با پپسین و تریپسین منجر به تشکیل پپتیدهایی با 

تا کمتهر از  دالتون  5677دامنه وزن مولکولی وییع )از 

مویهدی و همکهاران    (.2) دالتون( شده ایهت  55777

اتوگرافی طرد گزارش کردند که پروفایل کروم( 2715)

ااوی ی گوجه فرنگی پپتیدهای ااصل از تاالهاندازه 

دالتهون   1023دو پیک اصلی با وزن مولکولی بیشتر از 

 (.20)بود 

ههای  منظور برریی فعالیهت زیسهتی فراکسهیون    به

، SECمختلهها بههه دیههت آمههده از جدایههازی بهها     

ع جهههذب در از نقطهههه ابتهههدایی شهههرو فراکسهههیون 

آوری و یپس ( جمع26کروماتوگرام )از نمونه شماره 

ها در آب دیهونیزه  در زمان انجام آزمون .لیوفیلیز شدند

هها  ههای مختلها بهر روی آن   ال گردیدند و آزمهون 

های زیسهتی مختلها   صورت گرفت. در ادامه فعالیت

ههای بهرون زیسهتی    ها بر ایا) آزمهون این فراکسیون

 رار گرفت.  مختلا مورد برریی ب

 

 
 های مختلف پروتئین هیدرولیزشده دانه کدوفراکسیونکروماتوگرافی طرد اندا ه الگوی  -2 شکل

Figure 2- SEC pattern of different hydrolyzed fractions of pumpkin seed protein 

 

پپتیدهای زیسهت  : هااکسیدانی فراکسیونفعالی  آنتی

های پروتئینهی فعالیهت   شده فعال موجود در هیدرولیز

ههای مختلها   اکسیدانی ،ود را از طری  مکانیسم آنتی

ههای  کسیداییون لیپید، مهار رادیکهال اهمچون مهار پر
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(. 0کننهد )  اعمال میهای فلزی  آزاد و چلاته کردن یون

 اکسههیدانی هیههدرولیز بنههابراین ارزیههابی پتانسههیل آنتههی

انجهام بهیش از یهک نهوع روش درب      ها از طری  شده

دههد. در ایهن مطالعهه    ها ارا ه مهی  بهتری از فعالیت آن

ههای   ههای پهروتئین  اکسهیدانی فراکسهیون  فعالیت آنتی

کننهدگی   هیدرولیز شهده بها ارزیهابی و فعالیهت مههار     

، بدرت کاهندگی یهون آههن )تسهت    DPPHرادیکال 

FRAPآزمون مهار رادیکال ( وABTS گیری شد اندازه

 نشان داده شده ایت. 6 تا  3که نتایج در اشکال 

دیهت آمهده از    نتایج به: DPPHآ مون مهار رادیکال 

اکسیدانی بر ایا) مهار رادیکهال  آنتی بابلیت آزمایش

DPPH پههروتئین  هههای مختلهها نمونهههدر فراکسههیون

آورده شده ایهت. بیشهترین    3ل هیدرولیز شده در شک

روتئین هیهدرولیز شهده   میزان مهار رادیکال در نمونه پ

کهه   مشهاهده گردیهد   65تا  01های کدو در فراکسیون

 13777 تها  1777لکولی بهین  واین میزان معادل وزن م

 (2711مقلاودلو و همکهاران ) در توقی   .دالتون ایت

در زمینه هیدرولیز پروتئین گرده گل بهاغترین بهدرت   

به دیت  55تا  50در فراکسیون  DPPHمهار رادیکال 

. بههوددالتهون   1027ه معهادل بهها وزن ملکهولی   آمهد که  

 رادیکهال  نیز میزان مههار  01تا  05همچنین فراکسیون 

DPPH ًباغیی از ،ود نشان دادند که ایهن دامنهه    نسبتا

 دالتهون بهود   13777 تها  1777معادل بها وزن ملکهولی  

آزاد  رادیکههالمهههار همچنههین بههاغترین میههزان  .(11)

DPPH های پروتئین هیدرولیز شده دانهه  در فراکسیون

پرتقال بعد از کرومهاتوگرافی طهرد انهدازه مربهوط بهه      

 13777معههادل وزن ملکههولی ) 60 تهها 67فراکسههیون 

 (.21بود ) (دالتون

افهههزایش نسهههبت آمینوایهههیدهای آروماتیهههک در 

ثیر مثبتهی بهر   توانهد تهی  های پروتئینی میشده هیدرولیز

اکسهیدانی داشهته باشهد. بهویژه در مهورد       فعالیت آنتهی 

تریپتوفان و فنیل آغنین کهه نقهش مهمهی در فعالیهت     

 ااتمهاغً  دارند و این امر DPPHکنندگی رادیکال  بلوکه

ایهت. لههی و   هها دهنهدگی آن  دلیهل نقهش الکتههرون  بهه 

( مشاهده 2771( و تانگ و همکاران )2771همکاران )

و  ههای هیدرولیزشهده  مودند کهه بخشهی از پهروتئین   ن

های پپتیدی نخهود و گنهدم یهیاه کهه دارای     فراکسیون

بودنهد   DPPHباغترین ،اصیت مهارکنندگی رادیکال 

هههای بههاغتری از ایههیدهای آمینههه    اههاوی غلظههت 

 .  (02، 10) هیدروفوب بودند

ترکیهس ایهیدهای آمینهه نقهش      :نالیز اسیدهای آمینهآ

دداکسهایش پپتیهدها دارد    هایویژگیکلیدی در بروز 

ای میهان بهدرت   یافتن رابطهه  (. این ویژگی جهت00)

آمینههه پههروتئین   دداکسههایش و موتههوای ایههیدهای 

 .مورد برریی برار گرفت هیدرولیز شده کدو

توان دریافت که گلوتامیک می 1جدول  با توجه به

و آیپارتیک ایید و آرژنین اییدهای آمینهه اصهلی در   

روند. هرچنهد  پروتئین هیدرولیز شده کدو به شمار می

مقدار دو ایید آمینه اول ممکن ایت بیشهتر از میهزان   

ها برآورد شهود، زیهرا ایهن ایهیدهای آمینهه      وابعی آن

تههامین و شههدن گلو دیممکههن ایههت از طریهه  دآمیهه

(. 31تیمار نمونه با ایید تولیهد شهوند )   طیآیپارژین 

های هیدرولیز شده بهه  پروفایل اییدهای آمینه پروتئین

شکل مؤثری توت تیثیر نهوع پروتئهاز مهورد ایهتااده     

ای بهر  تردهگس ا،تلااصیت(. آلکاغز 03گیرد )برار می

آغنین، تریپتوفهان  اییدهای آمینه آروماتیک )فنیل انواع

و تیههروزین(، ایههیدی )گلوتامیههک ایههید(، یههولاوری 

 دار)متیونین(، آلیااتیک )لویین و آغنین(، هیدروکسیل

بههر مبنههای  (. 03)یههرین( و بههازی )غیههزین( دارد )  

رتیک و گلوتامیههک ایههید آیههپا گزارشههات توقیقههات

(، پرولین، آرژنین، متیهونین، هیسهتیدین، لویهین،    35)

( واجههد 01ایزولویههین، آغنههین، تیههروزین و والههین ) 

هسهتند. بها در نظهر     بهاغیی  یاکسایش ددهای ویژگی
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رولیز پهروتئین هیهد   در گرفتن موتوای اییدهای آمینه

، بربرار کردن یهک رابطهه میهان بهدرت     دانه کدو شده

اکسهایش و میهزان لویهین، ایزولویهین، آغنهین و      دد

آیپارتیک ایید، گلوتامیک ایهید و آرژنهین در    ،والین

 به علاوه میزان  اییدهایپذیر ایت.  این ترکیس امکان

آمینه آبگریز پروتئین هیدرولیز شده دانهه کهدو کهه در    

با بدرت دداکسایش این ترکیس ایت  ارتباط مستقیم

گهرم بهرآورد شهد     177/ گرممیلی 12/25716به میزان 

از کل اییدهای آمینه آن را به ،هود   درصد 01/33که 

 ا،تلااص داد.  
 

 
 های مختلف پروتئین هیدرولیز شده کدوفراکسیون DPPHدرصد با دارندگی رادیکال آ اد  -3 شکل

Figure 3- DPPH Free radical scavenging activity (%) of different fractions of hydrolyzed pumpkin protein 
 

آزمههون بههدرت احیاءکننههدگی یههون آهههن: قههدرت 

اایاکنندگی یون آههن بهه عنهوان یهک روش مسهتقیم      

اکسههیدانی در نظههر گرفتههه  گیههری فعالیههت آنتههیانههدازه

شود و منعکس کننده بدرت الکترون دهندگی یهک   می

یدان ایههت. ترکیبههاتی کههه از ،ههود بههدرت اکسههآنتههی

دهنهد بهادر بهه اایهاء     کاهندگی یون آههن نشهان مهی   

ترکیبهههات اکسهههید شهههده اهههد وایهههط در فرآینهههد 

اکسهیدان  عنوان آنتیپراکسیداییون هستند و بنابراین به

های پروتئینهی بها بهدرت    کنند. هیدرولیز شدهعمل می

ن یها  کاهندگی باغتر توانایی بهتری جهت اهدا الکتهرو 

هیدروژن دارنهد. ایهن مسهیله شها،ص مهمهی جههت       

اکسهیدان ایهت.    ارزیابی یک ترکیهس بهه عنهوان آنتهی    

ههای مختلها هیهدرولیز    بدرت کاهنهدگی فراکسهیون  

نشان داده شده ایت.  0ی پروتئینی کدو در شکل شده

ههای  اکسهیدانی هیهدرولیز شهده   به طور کلی، اثر آنتهی 

هها نسهبت   آنپروتئینی به ،اصیت الکتهرون دهنهدگی   

شههود. بنههابراین، تاههاوت بههدرت کاهنههدگی و  داده مهی 

دلیهل  توانهد بهه  هها مهی  مهارکنندگی بین هیدرولیز شده

اضور پپتیدهای ،اص با تهوالی آمینوایهیدی ،هاص    

رید که اضور هیستیدین، فنیل باشد. چنین به نظر می

آغنین، تریپتوفان و تیهروزین در یها،تار پپتیهدها، در    

های پروتئین مؤثر کسیدانی هیدرولیز شدهافعالیت آنتی

(. ااتماغً یکهی از عوامهل مهؤثر بهر فعالیهت      0ایت )

اکسیدانی مولاول هیهدرولیزی بهه دیهت آمهده،      آنتی

وجود نسبت بهاغیی از ایهیدهای آمینهه آروماتیهک و     

ایت. ایهن   های هیدرولیز شدههیدروفوب در پروتئین

گ و همکهاران  ههای ژانه  گیری در انطباق با یافتهنتیجه

های پپتیهدی  ( ایت که گزارش دادند فراکسیون2771)

های باغتری از ایهیدهای آمینهه   کلزا که ااوی غلظت

هیدروفوب بودند باغترین بدرت کاهنهدگی را نشهان   

. آمینوایههیدهای دارای یهها،تار القههوی  (05) دادنههد 

تواننهد  تریپتوفان( میآروماتیک )فنیل آغنین، تیروزین، 
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ههایی کهه معمهوغً دارای کمبهود الکتهرون      به رادیکهال 

هستند، الکترون اهدا کنند و با این مکانیسم در ایجهاد  

 (.30اکسیدانی مؤثر باشند ) فعالیت آنتی

 هههای مختلههافراکسههیوناکسایشههی دد فعالیههت

مهورد   امختله  مطالعهات  در فعهال  زیسهت  پپتیهدهای 

( 2711گرفته ایت. مقلاودلو و همکاران ) برار برریی

با برریی پروتئین هیدرولیز شده گرده گهل بهه کمهک    

کروماتوگرافی طرد انهدازه نشهان دادنهد کهه بهاغترین      

تها   62ههای  میزان اایاء یون آهن مربوط به فراکسیون

 (. 11) ایت 60
 

 گرم( 111گرم/  ای اسید آمینه پروتئین هیدرولیز شده کدو )میلیمحتو -1 دول 
Table 1- Amino acid content of hydrolyzed pumpkin protein (mg / 100 g) 

 اییدهای آمینه
Amino acids 

 مقدار
Quantity 

 FAOمیزان پیشنهادی تویط 

Quantity suggested by FAO 

 درصد
Percentage 

 آغنین
Alanin 

3466.94   

 یرین
Serin 

4043.34   

 آیپارتیک ایید
Aspartic acid 

7555.42   

 گلوتامیک ایید
Glutamic acid 

17194.35   

 هیستیدین*

Histidine 
1674.18 1900 88.11 

 تیروزین*

Tyrosine 
2579.24 6300 100< 

 آرژنین

Arginine 
13597.18   

 گلایسین

Glycine 
3953.19   

 تر ونین*

Threonine 
2007.17 3400 59.03 

 متیونین*

Methionine 
2122.97 2500 84.91 

 والین*

Valine 
3445.97 3500 98.45 

 لویین*

Leucine 
5641.62 6600 85.7 

 ایزولویین*
Isoleucine 

3100.20 2800 100< 

 غیزین*

Lysine 
3002.74 5800 51.77 

 آغنینفنیل*

Phenylalanine 
4285.03   

 جمع

Total 
77669.54   

 میزان کل اییدهای آمینه آبگریز

Total amount of hydrophobic amino acids 
26015.92   
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 های مختلف پروتئین هیدرولیز شده کدوقدرت احیا کنندگی فراکسیون -4شکل

Figure 4- Reducing power of different fractions of hydrolyzed pumpkin protein 

 
 های مختلف پروتئین هیدرولیز شده کدوفراکسیون  ABTSبا دارندگیقابلی   -5شکل 

Figure 5- ABTS inhibitory capacity of different fractions of hydrolyzed pumpkin protein 

 

( بهاغترین  2727در توقی  مظلهومی و همکهاران )  

 60تها   67ههای   بدرت اایاء یون آههن در فراکسهیون  

شهد  هسهته پرتقهال گهزارش     پروتئین هیهدرولیز شهده  

 فعهال  زیسهت  پپتیدهای که ایت شده داده نشان (.21)

 دارای اثهرات  هاپروتئین هیدرولیز جریان در شده تولید

 پپتیهدهای  دتولی منظور به (31، 5هستند ) دد اکسایش

پیوندهای  هیدرولیز به بایستی بادر آنزیم دد اکسایش،

 باشد.   پروتئینی زنجیره در ،اص پپتیدی

بهر   تهیثیر مسهتقیمی   هیهدرولیز  متغیرههای مسهتقل  

،هواص   بهر  آن دنبهال  بهه  داشهته و  آنهزیم  فعالیهت 

همکهاران   و زو .نههایی مؤثرنهد   پپتیدهای دداکسایش

 ی واکسایشههههدد( بهههها برریههههی فعالیههههت 2775)

با  ی گندمی جوانههیدرولیز شده پروتئین رادیکالیدد

ایهن   اکسهیدانی  نشان دادند فعالیهت آنتهی   آلکاغز آنزیم

بهه   نزدیهک  امولسیونی اییدلینولئیک ییستم در ترکیس

گندم  جوانه شده بود. همچنین هیدرولیز آلااتوکوفرول

ههای   رادیکهال  مقابهل  در رادیکالی ،هوبی  مهار فعالیت

ههههای ، یوپراکسهههید و رادیکهههالDPPHظیهههر آزاد ن

 (.01داد ) نشان ،ود از هیدروکسیل

اکسایشی و  فعالیت دد :ABTSآ مون مهار رادیکال 

 ABTSبابلیت مهار رادیکال کاتیونی و مولول در آب 
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ها به نوع آنزیم پروتئاز، درجهه  نیز مانند یایر شا،ص

ای پپتیدها وابسته ایهت.  آمینه هیدرولیز و ترکیس ایید

 01ههای  میزان این شا،ص به ،لاوص در فراکسیون

بهود   بیشهینه پروتئین هیدرولیز شهده دانهه کهدو     53 تا

مطاب  انتظار نتایج این بخش با نتایج مههار   (.6)شکل 

این امهر   همخوانی باغیی داشت. DPPHرادیکال آزاد 

پهایین و  پپتیهدهای بها وزن ملکهولی    دلیهل  تواند بهمی

 باشهد کهه   اییدهای آمینه آروماتیهک و آبگریهز  دارای 

. همچنهین نهوع   دارنهد فعالیت آنتی اکسیدانی بهاغتری  

ثیر زیهادی بهر   یایید آمینه موجود در توالی پپتیهدی ته  

عنهوان مثهال ایهیدهای آمینهه     روی ویژگی آن دارد. به

ههای آلیااتیهک غیهر بطبهی )نظیهر       آبگریز ااوی گروه

تریپتوفههان و ن، پههرولین، لویههین،  والههین، ایزولویههی 

ههای  ثری توانایی جهذب رادیکهال  ؤطور متیروزین( به

 .(11 ،33آزاد در مواد غهذایی بها چربهی بهاغ دارنهد )     

و بررسهی پتانسهیل    RP-HPLCسها ی بها    خالص

یکهی از    RP-HPLCهها: اکسهیدانی فراکسهیون   آنتی

هها جههت جدایهازی پپتیهدها در     تهرین روش منایس

تواند بهرآورد  های پروتئینی ایت که میهیدرولیز شده

،وبی از نسبت هیدروفوبیک/هیدروفیلیک پپتیدها نیهز  

ها را با توجهه بهه   (. این تکنیک پروتئین15ارا ه دهد )

کند و  ها جدا میآنتااوت در درجه آبگریزی یطوی 

ههههای عملکهههرد آن بهههر مبنهههای ایجهههاد بهههرهمکنش

پذیری ایتوار ایهت کهه بهین نهواای آبگریهز       برگشت

ههای آبگریهز متلاهل    موجود در یطس پروتئین و گروه

(. لسود و همکاران 3شود )به ماتریکس بستر ایجاد می

ط بهه کارگرفتهه   ( در شرایط کاملاً مشابه با شرای2716)

بنههدی  شههده در پههژوهش اادههر، بههه منظههور تقسههیم 

کروماتوگرام به نهواای هیهدروفیل و هیهدروفوب، دو    

ایید آمینه تیروزین و تریپتوفان را به صورت جداگانه 

ها  تزری  نمودند و با توجه زمان بازداری آن HPLCبه 

دبیقه در مورد  73/25دبیقه درمورد تیروزین و  3/13)

؛ 1( کروماتوگرام را به یه بخش شامل ناایه تریپتوفان

پپتیدهای ببل از تیروزین )پپتیدهای هیدروفیل(، ناایه 

؛ بههین تیههروزین و تریپتوفههان )پپتیههدهای انههدکی     2

، پس از تریپتوفهان )پپتیهدهای   3هیدروفوب( و ناایه 

 (. بهر ایها)  15بسیار هیهدروفوب( تقسهیم نمودنهد )   

نتایج ترتیس آمینواییدی در پپتید، الگوی جریان پپتیهد  

 (.5دهد )شکل را توت تیثیر برار می

 
 

 نمونه کنترل RP-HPLCپروفایل  -6شکل 
Figure 6- RP-HPLC profile of control sample 
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مخلوطی از اجزاء پپتیهدی فعهال بدیهت آمهده از     

مجموعههه اجههزاء ) SECجدایهازی کرومههاتوگرافی بهها  

بهها بههاغترین  01-65هههای شههماره تیههدی فراکسههیونپپ

( پههس از اههل شههدن در آب فعالیههت آنتههی اکسههیدانی

و  نههدآنههالیز گردید RP-HPLCدیههونیزه بهها ایههتااده از 

هههای پپتیههدی بههر ایهها) میههزان بطبیههت    فراکسههیون

 RP-HPLCیازی بها  جدایازی شدند. در طی ،الص

( فرکسیون 67لیتری )مجموعا های یک میلیفراکسیون

در  آوری گردید و پس از ،شهک شهدن مجهدداً   جمع

اکسیدانی  آب دیونیزه ال گردید تا از نظر فعالیت آنتی

هها  تهرین فراکسهیون  مورد ارزیابی برار گرفتهه و فعهال  

 RP-HPLCتعیین گردند. نتایج مربوط به جدایازی با 

 ده  هههای به دیت آمفراکسیون اکسیدانیآنتی و فعالیت

 آورده شده ایت.   1و  0های  شکله در در این مرال

دیهت آمهده موهدوده فعالیهت      بر ایا) نتایج بهه 

بهه دام انهدازی رادیکهال     های کهدو از نظهر  فراکسیون

ABTS  متغیهر   (1)شهکل   درصد 20از ادود صار تا

های جریان یافته در بیشترین فعالیت به فراکسیون .بود

مظلههومی و  .بههودمربههوط دبیقههه  25 و 11هههای زمههان

،لاوصهههههیات ( در برریهههههی 2727ران )همکههههها

ن هیدرولیز شده دانه پرتقال بعهد  یپروتئهای  فراکسیون

ههای  تهرین فراکسهیون  فعالروی  RP-HPLCاز انجام 

گزارش کردند که فراکسهیون جریهان    ،SEC ااصل از

دبیقه دارای بهاغترین فعالیهت مههار     22یافته در زمان 

 .(21) بود DPPHرادیکال آزاد 

 
  SECهای فعال پروتئین هیدرولیز شده دانه کدو پس ا   داسا ی با مخلوط فراکسیون RP-HPLCپروفایل  -7شکل 

Figure 7- RP-HPLC profile of a mixture of active fractions of hydrolyzed pumpkin seed protein  

after separation by SEC 
 

 
 های پروتئین هیدرولیز شده دانه فراکسیون ABTSهای آنتی اکسیدانی بر اساس با دارندگی رادیکال ویژگی -8شکل 

RP-HPLCکدو بعد ا   داسا ی توسط 

Figure 8- Antioxidant properties based on ABTS radical inhibition of pumpkin seed hydrolyzed protein  

fractions after separation by RP-HPLC 
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 گیرینتیجه

 بابلیهت  علهت  بهه  فعهال  زیسهت  پپتیهدهای  امروزه    

 و علابهه  مهورد  غذایی فرایودمند مواد تهیه در ایتااده

ههای  هسهتند. هیهدرولیز آنزیمهی یکهی از روش     توجه

متداول برای تولید پپتیدهای زیست فعهال بها بابلیهت    

آنتی اکسیدانی منایس ایت. در توقی  اادر پروتئین 

ههای توقیه  ببلهی در    و ابتدا بهر مبنهای یافتهه   دانه کد

شههرایط بهینههه جهههت الاههول بههه اههداکثر بابلیههت   

ثیر توزیع وزن یشده و یپس ت هیدرولیزاکسیدانی  آنتی

ههای  فعهالی فراکسهیون  ملکولی بر ،لاوصیات زیست

ااصله و همچنین ارتباط بین ترکیس ایید آمینهه ایهن   

ز جدایهازی  اکسیدانی پس اهای آنتیپپتیدها با ویژگی

 (SEC)یازی تویط کرماتوگرافی طرد اندازه  و ،الص

فههاز  -و همچنهین کرومههاتوگرافی مههایع بهها فشههار بههاغ 

نتایج  مورد برریی برار گرفت. (RP-HPLC)معکو) 

ههای   نشان داد که فراکسیون طرد اندازه کروماتوگرافی

دالتهون دارای   13777با وزن ملکولی معادل  65 تا 01

اکسههیدانی بههاغیی بههوده و پههس از    بابلیههت آنتههی  

 RP-HPCها تویهط  یازی بیشتر این فراکسیون ،الص

 22ههای بها زمهان بهازداری     این بابلیت در فراکسهیون 

دبیقه باغترین میزان را نشهان داد. نتهایج آنهالیز ایهید     

هههای بهها بابلیههت   آمینههه نشههان داد کههه فراکسههیون   

دهای اکسیدانی باغ اهاوی مقهادیر بهاغیی از ایهی     آنتی

. نتهایج ایهن   هستند( درصد 6/33 )ادود آمینه آبگریز

دانهه کهدو    توقی  نشان داد که بها هیهدرولیز پهروتئین   

به مولاولی اهاوی   دیتیابیتوت شرایط بهینه امکان 

 اکسیدانی باغ وجود دارد. های با بابلیت آنتیفراکسیون

توان به  نی هیدرولیز شده دانه کدو مییبنابراین از پروتئ

ن یک جزء در فرموغیهیون غهذاهای فرایهودمند    عنوا

 ایتااده نمود.
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