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 (Cucumis melo var cantalupensis)در این پژوهش، هیدرولیز پروتئین دانه   طالبی 
فعال داراي حداکثر قدرت  یابی به پپتیدهاي زیست منظور دست توسط آنزیم آلکالاز به

، انجام ))III( ، قدرت احیاکنندگی یون آهن DPPHفعالیت مهار رادیکال (ضداکسایش 
پاسخ و طرح مرکب مرکزي با سطوح متغیرهاي مستقل  در این هدف، از روش سطح. گرفت

 و دماي min 210- 30، زمان هیدرولیز  % E/S (25/3 % - 25/0(نسبت آنزیم به سوبسترا 
C° 55-C° 30هاي  افزار براي پروتئین تیمار بهینه توسط نرم. شد  براي آنزیم آلکالاز استفاده

 و min 51/173، زمان هیدرولیز E/S (86/0(هیدرولیزشده ، نسبت آنزیم به سوبستراي 
 DPPHده براي فعالیت مهار رادیکال  تعدیل ش- R2 و R2.  تعیین شدC° 93/49دماي

دست   به91/0 و 96/0ترتیب  به) III( و قدرت احیاکنندگی یون آهن58/0 و 80/0ترتیب  به
این نتایج گویاي این است که مدل برازش شده توصیف نسبتا مناسبی از پراکندگی . آمد
ون هاي  از تیمار بهینه، آزمppm 50-200هاي  بر روي غلظت.  است ها داشته داده
ي تاثیر مثبت غلظت بر خصوصیات  دهنده ها نشان اکسیدانی انجام گرفت که پاسخ آنتی
ها پروتئین هیدرولیزشده با آلکالاز، خصوصیات  اکسیدانی بود  و در تمامی نمونه آنتی
اکسیدانی بیشتري نسبت به پروتئین هیدرولیزنشده نشان دادند، اما از فعالیت  آنتی
از طرفی افزایش غلظت، .   عنوان کنترل مثبت، کمتر بودند آسکوربیک بهاکسیدانی اسید آنتی

ویژگی ضداکسایشی در . ها نشان داد اکسیدانی نمونه ارتباط مستقیمی را با قابلیت آنتی
جاي ترکیبات  عنوان جایگزین طبیعی به ها را به فعال، امکان استفاده از آن پپتیدهاي زیست

 .سازد یسر میضداکسایش رایج در صنعت غذا م
 

 

   رانیا ییغذا عیصنا و علوم مجله                           
  

www.fsct.modares.ac.ir  مجله تیسا:   
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  دمهمق - 1
هاي موجود در    اند که پروتئین کرده اخیرا شواهد علمی ثابت

توانند عملکرد فیزیولوژیکی بدن را توسط  مواد غذایی می
]. 1[، متعادل کنندموجود استها  هاي پپتیدي که در آن  توالی

 که باشند می اسیدآمینه 3-20هایی با  فعال توالی پپتیدهاي زیست
تیدهاي کوچک و آمینواسیدهاي شدن پروتئین به پپ از شکسته

وتئین والد درساختار پراین توالی  .]2[شوند آزاد تشکیل می
توانند  شوند، می که آزاد می زمانی اما بوده شکل غیرفعال به

ترین و  رایج .]3[بخش خود را بروز دهند اثرات سلامتی
ترین روش مورداستفاده براي تولید پپتیدهاي  گسترده
نمودن آنزیم  اضافه]. 4[باشد  آنزیمی میفعال  هیدرولیز زیست

ي آنزیم   بهینهpHماده پروتئینی باید در دما و  به پیش
نسبت آنزیم به سوبسترا، نوع آنزیم مصرفی، دما، . گیرد صورت

  از عواملی است که بر نوع، ترتیب، توالی و pHزمان و 
پروتئازها، ]. 5[فعالیت بیولوژیکی پپتیدهاي حاصل مؤثر است

که هیدرولیز باشند  میهاي هیدرولیتیک  ی از آنزیمگروه
 آنزیمی ،آلکالاز .دهند باندهاي پپتیدي را در پروتئین انجام می

 Bacillusاز باکتري که قلیایی با منشا میکروبی است 

Licheniformis   این آنزیم یک سرین . شود استخراج می
 آن دانسیته. شود اندوپپتیداز درمیان پروتئازها محسوب می

g/ml 18/1 فعالیت آن با بوده و )AU(1شود   بیان می .
تنهایی و یا  به(اند که استفاده از آنزیم آلکالاز  داده تحقیقات نشان

 پروتئین هیدرولیزشدهموجب تولید ) هاي دیگر مشترك با آنزیم
          تر هیدرولیز بالا و طول زنجیره پپتیدي کوتاه با درجه

توجهی را در بدن  ي اکسیداتیو نقش قابلها واکنش .]6[ شودمی
. کنند خصوص انسان و موادغذایی ایفا می موجودات زنده به

دار  هاي فعال اکسیژن ، تولید گونه یکی از نتایج این نوع واکنش
این  .باشد میهاي آزاد  ها رادیکال ترین آن است که مهم

ی هاي آزاد با لیپید و پروتئین موجود در مواد غذای رادیکال
واکنش داده و موجب کاهش رنگ، ارزش غذایی، خصوصیات 

                                                             
1. Anson Unit  

عملکردي و تولید ترکیبات سمی، عطر و طعم نامطلوب 
تجمع این ترکیبات سمی در بدن، براي سلامت . شوند می

ها موادي  اکسیدان آنتی]. 7[باشد کنندگان خطرناك می مصرف
هاي آزاد موجود در  با اهدا الکترون به رادیکالکه هستند 

ي واکنش  زکنندههاي کاتالیستی آغا ستم و  مهارکردن زنجیرهسی
ها در برابر  از سلول،  RNS3 و ROS2اکسیداسیون و حذف 

 محافظتهاي ناپایدار مولکولاین هاي ایجادشده توسط  آسیب
 5-16اکسیدان معمولا حاوي  پپتیدهاي آنتی ].8[کنند می

شده از  قاکسیدانی مشت پپتیدهاي آنتی. باشند نه مییاسیدآم
، کم مولکولی موادغذایی، عموما ترکیباتی ایمن، سالم با وزن

آمینه  اسیدهاي. شوند فعالیت بالا و جذب آسان درنظرگرفته می
Tyr ،Trp ،Met ، Lys ،Cys و His4هایی از   نمونه

شوند،  اکسیدانی می  آنتیآمینواسیدهایی هستند که سبب فعالیت
توانند   می،اختار آروماتیکي داراي س اسیدهاي آمینهچنین  هم
دام   در نتیجه قابلیت بهنمودههاي آزاد پروتون اهدا  رادیکال به

 )2012(وهمکاران Fang .]9[دنکن  را فراهم میها  آناندازي 
ي ماهی مرکب پرنده  هاي عضله برروي پروتئین

)Ommastrephes bartrami ( ،که توسط پنج آنزیم پپسین
بودند،  ز و فلاورزایم هیدرولیز شدهتریپسین، پاپائین، آلکالا

نتایج .  را مورد ارزیابی قراردادندDPPHقدرت مهار رادیکال 
هاي حاصل از عملکرد آنزیم پاپائین،  داد هیدرولیزشده نشان

 .]10[دادند اکسیدانی را نشان بهترین پتانسیل فعالیت آنتی
Ambigaipalanآرد تولیدشده از هسته  )2015( و همکاران

یم و ترمولیزین اهاي آلکالاز، فلاورز ا با استفاده از آنزیمخرما ر
صورت جداگانه و  ها به آنزیم. تحت شرایط هیدرولیز قرار دادند

نتایج .  و دماي ثابت مورداستفاده قرار گرفتندpHترکیبی، در 
یم  انشان داد در تیمارهایی که از ترکیب آنزیم آلکالاز و فلاورز

بود، بیشترین فعالیت  ستفاده شدهبراي هیدرولیز پروتئین ا
) 2018(و همکاران Yen. ]11[اکسیدانی گزارش شد آنتی

                                                             
2. Reactive Oxygen Species  
3. Reactive Nitrogen Species  
4. Tyrosine ، Tryptophane ، Methionine ، Lysine ، Cysteine ، 
Histidine 
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ي  هاي هیدرولیزشده اکسیدانی پروتئین خصوصیات آنتی
دراین . آمده از تخم هویج را مورد بررسی قرار دادند دست به

پژوهش، پروتئین تخم هویج پس از استخراج، توسط چهار 
پروتئین . ئوتراز و آلکالاز، هیدرولیزشدنآنزیم پاپائین، تریپسین، 

ترین میزان فعالیت  هیدرولیزشده با آلکالاز، بیشترین و قوي
ها و  دانه. ]12[داد  را نشانDPPH1مهارکنندگی رادیکال 

باشند که معمولا  ترین محصولات جانبی می ها از رایج کنجاله
ه این محصولات ک. شوند خام اولیه را شامل می ماده% 5 -50%
هاي کشاورزي و صنعتی تولید   فعالیتي توانند در نتیجه می

فعال در  عنوان منابعی براي تولید پپتیدهاي زیست  به،شوند
 ي شده جز بذر اصلاح درحال حاضر به. ]13[شوند نظرگرفته می

ها که جهت کاشت توسط جهادکشاورزي در اختیار  این دانه
صورت  ها به آنگیرد و نیز مصرف محدود  کشاورزان قرار می

 طالبی]. 14[یدآ عمل نمی  بهها ده دیگري از آناآجیل، استف
)Cucumis melo var. cantalupensis ( از خانواده

ها در سراسر جهان  ترین ملون یکی از پرمصرف کدوییان، 
از . ]15[باشد  میاي طعم مطلوب و ارزش تغذیه دلیل شیرینی، به

درصد 32حدود ) انهپوست و د(که ضایعات طالبی  آن جایی
 ،ها گیرد استفاده ارزشمند از  آن وزن کل طالبی را دربر می

هدف  .]16[است  ن یک چالش گسترش پیداکردهاعنو بهامروزه 
سازي هیدرولیز آنزیمی پروتئین  ، بهینهاز این پژوهش

روش  شده از دانه طالبی با استفاده از آنزیم آلکالاز به استخراج
کنندگی یون  بی به بیشترین قدرت احیایا پاسخ براي دست سطح
در این تحقیق، .  استDPPHو مهار رادیکال آزاد ) III(آهن

) ppm 50-200( هاي مختلف تیمار بهینه  تأثیر غلظت
اکسیدانی آن مورد بررسی قرار گرفت و با قدرت  برقابلیت آنتی

اکسیدانی اسیدآسکوربیک و پروتئین هیدرولیزنشده  آنتی
  . شد مقایسه

  

 ها مواد و روش - 2

                                                             
1. 2,2 – Diphenyl -1- picrylhydrazyl      

از ) Cucumis melo var cantalupensis(میوه طالبی 
 .هاجداشدند صورت دستی از میوه ها به بازار تهیه شد و دانه

 از برند مرك، رادیکال  و فریک کلرایدیدریک اسیدکلر،سود
DPPH ،الکل از برند پارس% 96اتانول از برند سیگما 

ز درجه آزمایشگاهی تمام موارد مورد استفاده ا. شدند تهیه
   . برخوردار بودند

   طالبیگیري از دانه چربی- 2-1
شده پس از شست وشو با آب، در آونی که  هاي جداسازي دانه

. ندساعت قرارگرفت3بود به مدت  شده  تنظیمc° 40برروي دماي
 و  Feyzi، از روش )آرد(منظور تهیه پودر نرم  به

هاي  دانه. شد ه با اندکی تغییرات  استفاد)2015(همکاران
. پودر شدند وسیله آسیاب الکتریکی تبدیل به شده به خشک

شده و   مخلوطv /w (1:4(نسبت  پودرهاي حاصله با هگزان به
 سرعتوسیله شیکر با  صورت مکرر به ساعت به5براي مدت 

rpm2 200منظور  شده به گیري سپس پودر چربی. شد زده هم
 c°40 آون با دماي ساعت در12مدت  تبخیر هگزان اضافی به

  ]. 17[شد  عبور داده40قرار گرفت و سپس از الک با مش 

 تعیین پروفایل حلالیت پروتئین آرد دانه - 2-2
  روش برادفورد طالبی به

 و  Kinsellaبراي تعیین پروفایل حلالیت از روش  
Melachouris )1976 (ابتدا. شد با اندکی تغییرات استفادهg  

ي  دانه طالبی را در  شده گیري  چربی و شده  ازآرد الک5/0
مقطر اضافه نموده و سوسپانسیون    آبml 50، به ml 100بشر

ساعت در دماي اتاق بر روي همزن  حاصل براي مدت یک
 سوسپانسیون توسط سود و pHسپس  . شد زده مغناطیسی هم

 و 9، 8، 7، 6، 5، 4، 3، 2، 1(سطح10 در N 1اسیدکلریدریک 
  موردنظر محتویات pHپس از رسیدن به تنظیم شده و ) 10

 و rpm 4000 سپس با سرعت شدهبشر به لوله فالکون منتقل 
سوپرناتانت را  سپس سانتریفیوژ انجام شدmin 15زمان 

روش برادفورد در طول  جداکرده و میزان حلالیت پروتئین به
                                                             
2. Revolution per Minute 
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 از µl50این صورت که  گیري شد به  اندازهnm 595موج
  معرف برادفورد ورتکس شده و جذب ml 5/2سوپرناتانت با

 µl50 ،ي نمونه شاهد براي تهیه. شد خواندهnm 595 آن در 
ي  براي تهیه. شد   معرف برادفورد ترکیبml 5/2بامقطر  آب

هاي مختلف آلبومین سرم   از غلظت،منحنی استاندارد
براي این کار ابتدا محلول غلیظ . گردید  استفادهBSA(1(گاوي

)µg/ml1 ( ازBSAهاي   ساخته، سپس از این محلول، غلظت
g/ml µ 10-50 شد تهیه .µl50هاي استاندارد با از غلظتml 

 – Y=0/001xبا معادله خط  ( از محلول برادفورد5/2

ها در  جذب آنسپس  ه ترکیب و کاملا مخلوط شد)0/0068
  ].18 [گردید  ثبتnm 595طول موج

  دانه طالبیاز  پروتئین استخراج-2-3
) 2015( و همکـاران   Feyzi از روش ستخراج پروتئین،براي ا

شـده    گیـري    ابتدا پودر چربی   . با اندکی اصلاحات انجام گرفت    
شده سپس  با استفاده از     با آب مقطر مخلوط    10 به   1نسبت    به

. شـد  زده  سـاعت هـم  1مدت   تنظیم و بهN  1 ،10  = pHسود
ــه  ــل بـ ــسیون حاصـ ــدت  سوسپانـ ــرعت  min 30مـ ــا سـ بـ

rpm4500بعد سـوپرناتانت حاصـل       در مرحله . انتریفیوژ شد س
 کـه نقطـه     pH = 3بـر روي    N 1با استفاده از اسیدکلریدریک     

مدت   باشد تنظیم شده و به ایزوالکتریک پروتئین دانه طالبی می  
min20 بـــا ســـرعت rpm4500 جهـــت رســـوب پـــروتئین

از   پـس )  کنـسانتره پروتئینـی   (رسوب حاصـل    . سانتریفیوژ شد 
مقطر جداشده و درپلیـت ریختـه شـد و بـا           بشست وشو با آ   

ــشک ــد و در دمـــاي     خـ ــشک گردیـ ــادي خـ ــن انجمـ                         کـ
0C20- 17[شد   نگهداري.[  

  گیري ترکیبات شیمیایی اندازه -2-4
  و رطوبـت، خاکـستر، چربـی     (ترکیبـات شـیمیایی     گیري    اندازه

ــروتئین ــی )پ ــري آرد چرب ــده گی ــالبی و ي ش ــه ط ــروتئین دان  پ
  ].19[شد انجامشده  خراجاست
  

                                                             
1. Bovine Serum Albumin 

  تهیه پروتئین هیدرولیزشده -2-5
پـروتئین دانـه طـالبی در       ابتـدا   براي فرایند هیدرولیز آنزیمـی،      

 حــل شــد و  M 2/0در بــافر فــسفات) v / w% (5غلظــت 

pH سوسپانسیون حاصل در محدوده pH   بهینه بـراي فعالیـت
  تنظیم شـده N1 به کمک سود و اسید     )pH= 8(آنزیم آلکالاز   

 در  min30مـدت     کـردن بـه     شدن آن با شـیک      و امکان هیدراته  
% 25/0 -% 25/3غلظـت   آنزیم بـا    . دماي محیط فراهم  گردید    

)W/W ()   به سوسپانسیون پروتئینـی     )نسبت آنزیم به سوبسترا 
 min  و زمان  c°50  - c°30 افزوده شده و هیدرولیز در دماي 

از   پس. ام شد  در انکوباتور شیکردار انج    pH= 8در   30 - 210
مدت    به C° 90 حمام آب    با استفاده از   موردنظر،     زمان گذشت

min 10هــا  گرفــت و نمونــه ســازي آنــزیم صــورت  غیرفعــال 
دمـاي محـیط سـرد     ا رسـیدن بـه  بااستفاده از ظرف حاوي یخ ت 

 g 5000× بـا دور   براي حذف ترکیبـات اضـافی   سپس . شدند
اتانت جداشـده   ، سـوپرن  انجام شد  سانتریفیوژ   min 30مدت    به

 °Cکن انجمادي خشک گردیـد و دردمـاي         بااستفاده از خشک  
  .]20[داري شد  نگه-20

یـابی بـه     سازي فرایند، جهت دست     هینهب -2-6
  اکسیدانی تیمار با بیشترین خواص آنتی 

سازي فرایند ازنظر خواص ضداکسایشی از  منظور بهینه به
مرکب طرح ، 2پاسخ  و روش سطحDesign Expertافزار  نرم

 براي سه متغیر مستقل غلظت آنزیم، دما و زمان 3مرکزي
. استفاده شد ) -α+ ،1+ ،0 ،1 - ،α(هیدرولیز در پنج سطح 

 DPPHپاسخ مورد بررسی خاصیت مهارکنندگی رادیکال 
 ،)2معادله III(4 )( یون آهن کنندگیو قابلیت احیا) 1معادله (

 آنزیم براي هر. باشد  میبراي تیمارهاي آنزیم آلکالاز
تیمارتصادفی بادرنظرگرفتن شش تکرار در نقطه مرکزي 20

سطوح مختلف متغیرهاي مستقل . افزار پیشنهاد شد توسط نرم
 داد  نشان) 2جدول( و تیمارهاي مربوطه در ) 1جدول(در 

   .شده است ه
                                                             
2. Response Surface Method 
3. Central Composite Designs 
4. Ferric reducing antioxidant power 
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Table 1 Levels of independent variables used to optimize the antioxidant activity of the cantalupe 
seed protein hydrolyzate 

 
Independent variables 

Levels  α+  1+  0  1-   α-  
Enzyme to  

Substrate ratio (%) 3.25 2.64 1.75 0.86 0.25 
Temperature(°C) 55 50 42.5 35  30  

Time(min) 210 173.5 120 66.5 30 
 
 

Table 2 The random treatments of hydrolysed-protein of cantalupe seed by alkalase enzyme  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد  - 3-7

 ، ابتدا پودرهاي DPPHبراي تعیین درصد مهار رادیکال آزاد 
حل ) mg/ml 40 (مقطر در غلظت  هیدرولیزشده در آب

  از محلول اتانولی ml 5/1 از هرنمونه با ml 5/1سپس . شدند
DPPH) mM15/0 (مدت  مخلوط و بهs20ورتکس شد  .

 داري شد و بعد با دور   نگه در تاریکیmin 30سپس مخلوط 

×g2500 مدت   بهmin 10جذب محلول . سانتریفیوژ شد
 و با استفاده از هشد خواندهnm 517موج  سوپرناتانت درطول

  .]21[محاسبه گردید )1(معادله 
DPPH free radical scavenging activity= 

Acontrol – A sample/ Acontrol ×  100 
 

AControl :  جاي  مقطر به م یکسانی از آبحج(جذب شاهد
جذب : ASample ) شود   مخلوط میDPPHنمونه با محلول 

  باشد نمونه می

 تعیـین قـدرت احیاکننـدگی یـون آهـن      -3-8
)III:(  

هــاي   نمونــه دربــراي تعیــین قــدرت احیاکننــدگی یــون آهــن
درغلظت (مقطر  شده در آب نمونه حل از ml 5/0هیدرولیزشده،

mg/ml 40 ( باml 5/ 0    بـافر فـسفاتM  2/. ) 6/6 =pH (
 °c مخلوط و در دمـاي v/w (%1(فري سیانید   پتاسیم ml 5/0و

 محلـــول ml 5/0ســـپس،. شـــد  انکوبـــهmin 20 بـــراي 50
 minمـدت      به مخلوط اضافه و بـه      %10اسید    کلرواستیک  تري
سـوپرناتانت  ml 1درنهایـت،  .  سانتریفیوژ شد rpm2500در10
مخلوط %  v /w (1/0(اید  کلر   فریک ml 2/0مقطر و   آبml 1با

 نگهــداري min 10از  پــسnm700جــذب نمونــه در . گردیــد
از حجــم یکــسانی . شــد  مخلــوط در دمــاي محــیط ، خوانــده

جـــاي نمونـــه بـــراي تهیـــه نمونـــه کنتـــرل   مقطـــر بـــه آب

Enzyme to 
substrateration(%) Temperature(°C) Time(min) Treatment 

1/75 30 120  1  
0/86 35 173/5 2 
64/2 35 66/49 3 
0/86 35 66/49 4 
2/64 35 173/5 5 
1/75 42/5 120  6 
1/75 42/5 30 7 
1/75  42/5 120 8 
0/25 42/5 120 9  
3/25 42/5 120 10 
1/75 42/5 210 11 
1/75 42/5 120 12 
1/75 42/5 120  13 
1/75 42/5 120  14 
1/75 42/5 120  15 
2/64  49/9 173/5 16 
2/64 49/9 66/49 17 
0/86 49/9 66/49 18 
0/86 49/9 173/5 19 
1/75 55 120  20 
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دهنده افـزایش      نشان ،افزایش جذب مخلوط واکنش   .شد  استفاده
  .]22[قدرت احیاکنندگی است

  ولیز تیمار بهینههیدر  تعیین درجه8-3
 ml 10  ــا ــده بـــ ــروتئین هیدرولیزشـــ ــول پـــ  ml محلـــ

مـاي  دمخلوط شد و در ) TCA% (10 اسید    کلرواستیک  تري10
c° 4 مدت     بهmin 10  سرعتبا rpm10000   سانتریفیوژ شـد  .

تانت و نیتروژن کـل بـا روش     نامیزان نیتروژن موجود در سوپر    
 اسـتفاده   هیـدرولیز بـا     درنهایت درجه ]. 23[کجلدال تعیین شد    

  :محاسبه گردید) 2(ازمعادله 
Degree of hydrolysis= 

Nitrogen Content in (TCA(10%))×100 
                                                                                                              

Total nitrogen the hydrolyzed sample 
 

غلظت بـر خـصوصیات   بررسی تأثیر    -4
 اکسیدانی تیماربهینه هیدرولیزشده  آنتی

ــال آزاد  -4-1 ــار رادیک ــت مه ، DPPHفعالی
 ) III(تعیین قدرت احیاکنندگی یون آهن

شـده از تیمــار   هــاي مختلـف تهیـه   بـراي تعیـین تـأثیر غلظـت    
بر فعالیت مهار رادیکال آزاد     ) 1ppm50  ،100  ،200،150(بهینه

DPPH   گی یون آهن  ، میزان قدرت احیاکنند)III (ترتیـب از     به
ــاران Wuروش  ــد  (]21[و همکـــ و Ahmadi،  ) 6-3بنـــ

  .شد  استفاده)7-3بند ( ]22[همکاران
گیري قدرت مهارکنندگی رادیکـال      اندازه -4-2

OH  
 mMاز محلول فنـانترولین  µl100 جهت انجام آزمون ، ابتدا  

درغلظـت  ( محلول پروتئین هیدرولیزشده     µL 200  و    865/1
50  ،100  ،150، 200 ppm  (سـپس . هم مخلوط شـدند     باµL 

مخلـوط    بهH2O7 mM 865/1. از محلول سولفات آهن   100
اکسیژنه   آبµL 100از مخلوط شدن،      فوق اضافه گردید و پس    

3% W/W  شدن  از انکوبه   و پس  شد  افزودهمحتویات فوق      نیز به
درنهایـت جـذب    ،  min 60مدت     به C° 37محتویات دردماي   

 و درصـد  ]24[ قرائـت گردیـد  nm 538درطول مـوج  ها   نمونه
   :شد محاسبه) 3(قدرت مهار رادیکال هیدروکسیل از معادله 

OH radical scavenging power= 
As-An/ Ab –An ×100 

                                                             
1. Part per Million 

AS :         جذب نمونهAn :    جذب نمونه کنترل منفـی کـه شـامل
: Ab .باشـد   پروتئین هیدرولیزشـده مـی    جز  تمام ترکیبات بالا به   

جز نمونه پروتئین  نه بلانک که شامل ترکیبات بالا به      جذب نمو 
  . باشد اکسیژنه می هیدرولیزشده و آب

  اکسیدانی کل ظرفیت آنتی-4-3
محلـول  µl 100جهت انجام این آزمون، براي این روش ابتـدا          

را ) ppm 50 ،100 ،150 ،200 غلظت ( پروتئین هیدرولیزشده
ــا  ــوم   µl 1000ب ــدات آمونی ــرف مولیب ــو(مع لفوریک اسیدس

) mM 4 و مولیبدات آمونیوم mM28 فسفات مولار، سدیم6/0
  قــرار c° 95 در بنمــاري min90مــدت  مخلــوط کــرده و بــه

هـا در طـول    ها، جـذب نمونـه   شدن نمونه از خنک   پس. شد    داده
  . ]25[گیري شد  اندازهnm695موج

   تجزیه و تحلیل آماري و رسم نمودار-4-4
ب طرح کاملا تصادفی با کـاربرد       ها در قال    تجزیه و تحلیل داده   
 نـسخه  spssافـزار    طرفه و با استفاده از نرم       آنالیز واریانس یک  

 تکـرار و  3هـا در    کلیـه آزمـون   .  مورد ارزیـابی قرارگرفـت     22
اي دانکن جهت  ها با استفاده از آزمون چنددامنه مقایسه میانگین 
 و رســم P >05/0 در ســطح هــاداربــودن متغیر بررســی معنــی

  . انجام گرفتExcel 2016افزار  ا با نرمنموداره

   نتایج و بحث- 5
   ترکیبات شیمیایی- 5-1

دانه  ترکیبات شیمیایی آرد چربی گیره شده ،طبق نتایج ارزیابی
 ، مقدار پروتئین )3لجدو( اسخراج شده از آن و پروتئینطالبی 

 درنظرگرفته شد و نسبت به   کنسانتره،پس از استخراج
قابل توجهی شکل  ، میزان پروتئین بهآردچربی گیري شده 

کاهش  افزایش و مقدار چربی، رطوبت و خاکستر نیز تا حدودي
کاهش میزان چربی و افزایش میزان پروتئین در . است یافته

دلیل استخراج پروتئین در محیط قلیایی و  تواند به کنسانتره می
کاهش رطوبت در . رسوب آن در نقطه ایزوالکتریک باشد

کن انجمادي  دلیل استفاده از دستگاه خشک تواند به  میکنسانتره
کردن رسوب پروتئینی حاصل از استخراج باشد و  براي خشک

دلیل این است که هنگام  به کاهش میزان خاکستر در کنسانتره  
= 10استخراج پروتئین مقدار زیادي از ترکیبات غیرپروتئینی در 

pHو گیري که وریدي طی اندازه.  رسوب نمودند 
شده  گیري  بر روي ترکیبات شیمیایی آرد چربی)2016(همکاران

ي تیل به انجام  ي طالبی و از نوع واریته حاصل از دانه
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 ± 8/0ترتیب ین، چربی، رطوبت و خاکستر را بهتئرسانیدند، پرو
گزارش  6/2 ± 01/0و  8/5 ± 07/0، 1/8 9/0±، 9/58

ود در تحقیق  که تفاوت این اعداد با اعداد موج،]14[نمودند

توان ناشی از اختلاف در نوع واریته ونوع فرایند  جاري را می
   .ستدان

Table 3 The chemical composition of defatted meal and the cantalupe seed protein concentrate 
Ash(%) Moisture(%) Fat(%) Protein(%) Sample(%)  

0/25    ± 3/39 0/24     ± 5/65  0/37 ± 10/42 0/13  ±24/49  Non defatted meal  
0/16   ±  1/36  0/26     ± 4/37 0/35   ± 1/46 0/33 ± 56/39 cantalupe seed 

protein concentrate  
*The valuess are based on dry weight 

STDEV±*Mean  
عیین پروفایل حلالیت پروتئین در آرد ت- 5-2

  روش برادفورد دانه طالبی به
 طالبی در ي دانه زدایی شده  پروتئین آرد چربیحلالیت

که محور زرد در نمودار موردنظر. آورده شده است )1شکل(
 رنگ بیانگر میزان حلالیت در   و خط آبیpH رنگ بیانگر 

pH1 حلالیت پروتئین آرد از .باشد موردنظر می = pHتدریج  به
رسد که   به حداقل مقدار خود میpH = 3کاهش یافته و در 

  نقطه pHهرچه از . شود قطه  ایزوالکتریک نامیده مین
رود مجددا حلالیت   قلیایی پیش میpHایزوالکتریک به سمت 

 حداکثر میزان pH=  10اي که در  گونه افزایش پیدا کرده به
هاي مختلف نقطه  در پژوهش.  شود حلالیت دیده می

 ،46/4: هاي گیاهی مانند حبوبات ایزوالکتریک براي پروتئین
دلیل کاهش ]. 26[است شده  گزارش5/4:  و گندم22/4 :برنج

حلالیت در نقطه ایزوالکتریک، کاهش نیروي دافعه در بین 
  هاي دهنده پروتئین و توازن بین یون ي تشکیل اسیدهاي آمینه

 مثبت و منفی و درنتیجه کاهش نیروي دافعه الکترواستاتیک  
  با pH= 10ت درمشاهده حداکثر میزان حلالی. است عنوان شده

اکثر مقالات منتشر شده مطابقت دارد زیرا با کاهش یا افزایش   
چنین  از نقطه ایزوالکتریک، دامنه الکترواستاتیک زیادشده و هم

هاي جانبی آبگریز کاهش یافته و  در این حالت تعداد زنجیره
. ]27[شود   بالاتر بیشتر میpHویژه درمقادیر  گیري یونی به آب

منظور تعیین    به)2016( که وریدي و همکاران در پژوهشی
پروفایل حلالیت پروتئین آرد حاصل از دانه طالبی از نوع 

 = 5/4انجام رسانیدند، کمترین میزان حلالیت در  واریته تیل به
pH 12  و بیشترین میزان حلالیت در =pHتعیین شد  .
چنین اختلاف در پروفایل حلالیت آردهاي مختلف را  هم
ها ، تفاوت در مقدار  یل تفاوت در ترکیب شیمیایی آندل به

خصوص  به(هاي جانبی هیدروفیل و هیدروفوب  وتوزیع گروه
و دناتوراسیون پروتئین را ) در اسیدهاي آمینه سطحی پروتئین

گیري که  تابع میزان و نوع اسیدآمینه  در حین فرایند چربی
   ].14[اند باشد، دانسته می
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Fig 1 The Solubility profile of cantalupe seed protein concentrate. ppm (Blue line) in different  pH    

(Yellow line) 
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  سازي بهینه- 5-3
سازي شرایط هیدرولیز پروتئین دانه طالبی  بهینه-5-3-1

  با استفاده از آنزیم آلکالاز
، عمل )2جدول (افزار  رمبراساس تیمارهاي پیشنهادي توسط ن

منظور  اکسیدانی به هاي آنتی هیدرولیز انجام شد و آزمون
 و  قدرت DPPHسنجش قدرت مهار رادیکال آزاد 

 )4جدول  (احیاکنندگی یون آهن بر روي تیمارها انجام گرفت

و سپس تیمار بهینه که بیانگر بالاترین قدرت مهار رادیکال 
DPPHبود  تعیین شد و  و قدرت احیاکنندگی یون آهن 

اثر عوامل . ازنظر آماري مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت
مختلف دما، زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا بر قابلیت مهار 

  و قدرت احیاکنندگی یون آهن با تجزیه DPPHرادیکال آزاد 
 5   جدول(و تحلیل ضرائب رگرسیونی و واریانس ذکرشده در

  .ررسی شدب )

Table 4 The Central Composite Designs and antioxidant activity of hydrolysed-protein of cantalupe 
seed by alkalase enzyme  

  
  DPPHفعالیت مهار رادیکال  -5-3-1-1

پاسخ  مشخص نمود که رابطه  آنالیز سطح) 5(جدول  باتوجه به
 با پارامترهاي واکنش  از نوع DPPHمهار رادیکال آزاد 

باشد و بیانگر این است که مدل    میR2= 8029/0دوم و  درجه
از کل تغییرات را در دامنه % 29/80شده توانسته  برازش

 معیاري R2. دهد  موردمطالعه توضیحموردنظر براي مقادیر
میزان از تغییرات توسط  که مشخص گردد چه است براي این

شده که   تعدیلR2 و R2شده است و در مورد  مدل بیان
آمد گویاي آن است که  دست  به5840/0 و 8029/0ترتیب  به

ها  شده توصیف نسبتا مناسبی از پراکندگی داده مدل برازش
برازش  دن مدل بااستفاده از آزمون عدمبو مناسب. است داشته

برازش  جا که فرض آزمون عدم از آن. مورد بررسی قرارگرفت

دار نبود، مدل براساس مهار رادیکال  در معادله مدل معنی
DPPHاین معنی است که  برازش خوب به.   برازش گردید

اندازه کافی  ها را به مدل ایجادشده تغییرات در داده
بینی در دامنه  لذا این مدل جهت پیش. است داده توضیح

رابطه مهار رادیکال آزاد . متغیرهاي مورد استفاده مناسب بود
DPPH4(صورت معادله   با پارامترهاي واکنش، به (

  . شده است داده نشان
  )        4(معادله 

 DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال = 

ABC99/ 1- C2 16/3-B2 04/2-A2 20/4-BC 96/3-AC 
62/3-AB 14/0+C 20/1-B  46/0-A  40/2 - 21/44 

Treatment  Time 
)min(  

Temperature 
)C°(  

Enzyme to 
substrate ratio 

(%)(%)   

DPPH radical 
scavenging 
activity(%)  

ferric reducing 
activity  

1  120  30  1/75  52/59  0/25 
2  173/5 35  0/86  48/15 0/22  
3  66/49  35 2/64 3/54 0/29 
4 66/49 35 0/86 46/05  0/14 
5 173/5  35 2/64 49/56  0/24 
6  120 42/5 1/75 45/44  0/61 
7  30 42/5 1/75 36/5  0/27 
8 120  42/5 1/75 41/18  0/62 
9  120 42/5 0/25 35/51  0/47 

10 120 42/5 3/25 29/81  0/36 
11 210 42/5 1/75 35/20  0/29 
12 120  42/5 1/75 43/33  0/60 
13  120 42/5 1/75 40/55  0/65  
14 120  42/5 1/75 48/41  0/67 
15  120 42/5 1/75 47/25  0/69 
16  173/5 49/9 2/64 30/42  0/68 
17 66/49 49/9 2/64 42/54  0/36  
18 66/49 49/9 0/86 39/38  0/75 
19 173/5  49/9 0/86 49/98  0/66 
20 120 55  1/75 54/39  0/68 
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Table 5 Analysis of variance (ANOVA) of quadratic model resulted by response surface method for 

DPPH radical scavenging activity  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

زمان دما و زمان بر فعالیت  ، اثر هم2 شکل بعدي در نمودار سه
 پروتئین هیدرولیزشده در مقدار DPPHمهارکنندگی رادیکال 

% 75/1 در نقطه مرکزي (E/S)ثابت آنزیم به سوبسترا  
 با افزایش دما، فعالیت مهارکنندگی رادیکال .شود  می مشاهده

DPPHاي که در دماي  گونه  کاهش جزئی داشته بهC° 5/42 
حداقل میزان خود رسیده و با افزایش دما مجددا شیب  به

 حداکثر میزان C° 9/49نمودار روند افزایشی دارد  و در دماي 
در نمودار موردنظر . شود فعالیت مهارکنندگی مشاهده می

 فعالیت مهارکنندگی افزایش یافته ،زایش زمان هیدرولیزبااف
 بیشترین مقدار فعالیت C°120اي که در دماي  گونه به

مهارکنندگی و سپس با گذشت زمان روند جزئی کاهشی در 
این دلیل  تواند به شود ومی قابلیت مهارکنندگی رادیکال دیده می

فزایش باشد که با افزایش زمان هیدرولیز درجه هیدرولیز ا
دلیل کاهش در باندهاي پپتیدي  یابد و ازشدت هیدرولیز، به می

شود بنابراین این   می در دسترس آنزیم و فعالیت آنزیم، کاسته
ت مهارکنندگی لیاحتمال وجود دارد که پپتیدهایی با قاب

 در هیدرولیز )2015( و همکاران Rafi. ]28[شوند هیدرولیز می
 Leucaena  leucocephala(پروتئین دانه درخت سوبابل 

توسط آنزیم آلکالاز گزارش نمودند که با افزایش دما، قدرت ) 
  افزایش داشته C° 55 تا دماي DPPHمهارکنندگی رادیکال 

ها دلیل  آن.  است و سپس با افزایش مجدد دما، دچار افت شده
یدها در پتاکسیدانی را، افزایش تولید پ افزایش قابلیت آنتی

توان کاهش قابلیت   از طرفی می].29[اند ستهسوپرناتانت دان
دلیل دناتوراسیون و  تخریب ساختار  اکسیدانی را به آنتی

 باعث کاهش پروتئینی آنزیم آلکالاز دانست که با افزایش دما

اکسیدانی  ر تولید پپتیدهایی با قابلیت آنتیفعالیت و کارایی آن د
 زمان و زمان  اثر هم،3شکلبعدي  در نمودار سه .است شده

  DPPH  بر مهار رادیکال (E/S)نسبت آنزیم به سوبسترا 
 مشاهده C° 5/42پروتئین هیدرولیزشده در مقدار ثابت دما 

  شاهد افزایش قدرت E/Sبا افزایش مقادیر زمان و . شود می
دلیل تخریب  تواند به این مساله می. باشیم اکسیدانی می آنتی

درولیز آنزیمی که منجر به ها در اثر هی ساختار طبیعی پروتئین
هاي فعال  بازشدن ساختار و قرارگیري درمعرض گروه

ي آزاد را دارند، ها آمینواسیدي که قابلیت واکنش با رادیکال
هاي  از طرفی تغییر در طول زنجیره. ]30[باشد  ایجاد شده

پپتیدي با گذشت زمان هیدرولیز تاثیر بسزایی در قدرت 
 با بررسی )2011( همکاران و Sun. ]31[ضداکسایشی دارند

قدرت ضداکسایشی پپتیدهاي حاصل از هیدرولیز 
هموگلوبولین خوك اعلام کردند الزاما رابطه مستقیمی میان 
زمان هیدرولیز و خاصیت ضداکسیدانی وجود نداشته بلکه 

هاي ذاتی آن بوده و  خاصیت ضداکسایشی پپتیدها جزء ویژگی
عنوان مثال  به.  پپتید استوابسته به نوع اسیدآمینه موجود در

 Cپپتیدهاي حاوي تریپتوفان یا تیروزین در انتهاي پایانه  تري
 اسیدهاي آمینه آروماتیک  زنجیره یا یون هیدروکسیل

در نمودار . ]30 [درخاصیت ضداکسایشی پپتیدها موثر است
  بر مهار رادیکال E/Sزمان دما و   اثر هم4شکل بعدي  سه

DPPHیزشده در مقدار ثابت زمان   پروتئین هیدرولmin120 
با افزایش دما، شیب نمودار مهارکنندگی . شود  می مشاهده

گیرد و در  خود می ابتدا حالت نزولی به،  DPPHرادیکال 
رسد اما مجددا با   کمترین مقدار خود می  بهC°5/42دماي 

Source  Sum of square Degree of 
freedom  

p-Value  
  Coefficient  

Model 834/13  10  0/0317  44/21  
Temperature - A  78/36 1  0/0964  2/40       -  

Time - B 2/95  1 0/7271  0/46        -  
(E/S) - C 19/52  1 0/3785  1/20-  

AB 0/16  1  0/9356  0/14  
AC 84/89  1  0/0854  3/26 -  
BC 109/22  1  0/0561  3/69-  
A2 254/18  1  0/0086  4/20-  
B2 59/80  1 0/1394  2/04-  
C2 144/35  1  0/0328  3/16-  

ABC 31/52  1  0/2693  1/99-  
Lack of Fit  153/12  4 0/0916   
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شود و در دماي  افزایش دما شیب نمودار افزاینده و صعودي می
C° 9/49با .  شود اکسیدانی مشاهده می شینه فعالیت آنتی بی

، افزایش فعالیت مهارکنندگی نسبی در E/Sافزایش مقدار 
تواند در اثر افزایش شدت  شود که می نمودار مشاهده می

   ایجادشده،هاي پپتیدي حاصل هیدرولیز وتغییر در طول زنجیره
با وزن اند که پپتیدهایی  بسیاري از محققین گزارش نموده. باشد

اکسیدانی بیشتري از خود نشان  مولکولی پایین فعالیت آنتی
  ].32[دهد می

  
  

Fig 2 3D graph for the effect of hydrolysis time and 
temperature on the DPPH radical scavenging 

activity 
  

  
Fig 3 3D graph for the effect of concentration of 
alkalase enzyme and the hydrolysis time on the 

DPPH radical scavenging activity 
  

  
  

  
Fig 4 3D graph for the effect of concentration of 

alkalase enzyme and the hydrolysis temperature on 
the DPPH radical scavenging  

  )III(قدرت احیاکنندگی یون آهن  -5-3-1-2
ها مشخص نمود که  اریانس داده، آنالیز و6باتوجه به جدول 

ارتباط بین قدرت احیاکنندگی یون آهن با متغیرهاي واکنش از 
باشد و بیانگر این است که مدل   میR2= 96/0دوم و  نوع درجه

شده  داده و مدل برازشخوبی توضیح  رگرسیون، واکنش را به
از کل تغییرات در دامنه مقادیر مورد مطالعه را %  96توانسته 
گردد   معیاري است براي این که مشخصR2.  دهدتوضیح

درمورد . داده شده است میزان از تغییرات توسط مدل شرح چه
R2 و  R2دست آمد،   به91/0 و 96/0ترتیب  شده که به تعدیل

بودن  مناسب. ها بود بیانگر توصیف مناسبی از پراکندگی داده
 گرفت مدل بااستفاده از آزمون فقدان برازش مورد بررسی قرار

جا که فرض آزمون عدم برازش در  از آن. دار نبود که معنی
دار نبود  ، مدل براساس قدرت احیاکنندگی  معادله مدل معنی

برازش خوب به این معنی است . برازش گردید) III(یون آهن
اندازه کافی توضیح  ها را به که مدل ایجادشده، تغییرات در داده

بینی در دامنه متغیرهاي  بنابراین این مدل جهت پیش. داد
 رابطه متغیرهاي واکنش با )5معادله (. مورداستفاده مناسب بود

  :دهد قدرت احیاکنندگی را نشان می
 رابطه متغیرهاي واکنش با قدرت احیاکنندگی یون )5(معادله 

  ) :III(آهن
  )III(قدرت احیاکنندگی یون آهن= 

ABC067/0 +C2 070/0 - B212/0- A2052/0- BC035/0 +
AC067/0- AB025/0 +C028/0 – B022/0 +A17/0 +64/0  
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Table 6 Analysis of variance (ANOVA) of quadratic model resulted by response surface method for 
ferric reducing activity  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

زمان دما و زمان بر قدرت   اثر هم5شکل بعدي  در نمودار سه
پروتئین هیدرولیزشده در مقدار ) III(احیاکنندگی یون آهن 

% 75/1 در نقطه مرکزي  (E/S)ثابت آنزیم به سوبسترا 
 ابتدا قدرت با افزایش زمان هیدرولیز،. شود مشاهده می

 min 120اي که در زمان  گونه احیاکنندگی افزایش یافته به
رسد، سپس با افزایش زمان، شیب  حداکثر میزان خود می به

این روند با پژوهش نورمحمدي و . کند نمودار افت می
ها در تحقیق خود دلیل روند  آن. مطابقت دارد )2017(همکاران

ولیز و در نتیجه افزایش هیدر افزایشی نمودار را افزایش درجه
ها از زنجیره  تولید پپتیدهاي دهنده الکترون و رهایش آن

 و Khantaphantاز طرفی . ]33[پروتئینی دانستند
 در تحقیق خود علت افت مجدد شیب نمودار )2011(همکاران

از اندازه و تجزیه پپتیدها که از میزان  را به هیدرولیز بیش
در قسمت . ]34[اند هد نسبت دادهکا دهنده می پپتیدهاي الکترون

اکسیدانی افزایش   فعالیت آنتی،دیگر نمودار با افزایش دما
 حداکثر قابلیت C° 9/49اي که در دماي  گونه داشت به

تواند به این دلیل  این موضوع می. شد اکسیدانی مشاهده آنتی
گسستن باند بین پپتیدها و  علت ازهم باشد که افزایش دما به

ه افزایش درجه با به پپتیدهاي کوچکتر  منجر ه تبدیل آن
  و ازطرفی بسیاري از محققان گزارش ].35[گردد هیدرولیز می

اند که پپتیدهایی با وزن مولکولی پایین فعالیت  نموده
نمودار  .]33[دهد اکسیدانی بیشتري از خود نشان می آنتی

 را بر قدرت  E/Sزمان دما و   اثر هم6شکلبعدي  سه
پروتئین هیدرولیزشده  در مقدار ) III(احیاکنندگی یون آهن

دهد که  نمودار نشان می. دهد  نشان میmin120ثابت زمان 
اکسیدانی با افزایش  مقدار دما پیوسته افزایش یافته  فعالیت آنتی

. رسد حداکثر میزان خود می  بهC° 9/49اي که در دماي  گونه به
 ابتدا نمودار روند صعودي دارد و در E/Sبا افزایش مقدار 
رسد اما با  به بیشترین میزان خود می% 87/1مقدار حدودي 

اکسیدانی کاهش   فعالیت آنتیE/Sادامه روند افزایش در  
 E/Sاکسیدانی با افزایش مقدار  کاهش قابلیت آنتی. یابد می
کنندگی آنزیم بر پپتیدهاي تولیدي  علت اثر هضم تواند به می

 امکان اثر بر ماده پروتئینی افزایش E/Sبا افزایش مقدار . باشد
یافته و این امر موجب شکستن تعدادي از پپتیدهاي 

 7شکل بعدي  نمودار سه ].36[شود ضداکسایش تولیدشده می
 را بر قدرت احیاکنندگی یون E/Sزمان  زمان و  اثر هم

 C° 5/42پروتئین هیدرولیزشده در مقدار ثابت دما) III(آهن
 E/Sدر نمودار موردنظر با افزایش زمان و . دهد نشان می

. یابد  می اکسیدانی، ابتدا افزایش  و سپس کاهش فعالیت آنتی
Bamdadنیز با هیدرولیز پروتئین جو،  )2011( و همکاران 

 منجر به افزایش min  90 که هیدرولیز تانمودندگزارش 
تر  ز طولانیقدرت احیاکنندگی پپتیدهاي حاصل شد اما هیدرولی

  ].37[داشتها  تاثیر منفی برقدرت احیاکنندگی آن

Source Sum of 
Square  

Degree of 
freedom  P-value Coefficient  

Model 0/75  10  0/0001<  0/64  
A-tem 0/38 1 0/0001<  0/17  
B-time  31/6 1 0/2068 0/022  
C- E/S 0/011 1 0/1081  -0/028 

AB 5/000 1 0/2568  0/025 
AC 0/036 1 0/0097  0/067-  
BC 9/8 1 0/1243  0/035  
A2  0/039 1 0/0080  0/052  
B2 0/20  1 0/0001<  0/12  -  
C2 0/07  1 0/0014  0/070        -  

ABC 0/036 1 0/0097  0/067 
Lack of fit  0/024 4 0/0591    
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Fig 5 3D graph for the effect of temperature and 

hydrolysis time on the ferric reducing activity 

  
Fig 6 3D graph for the effect of concentration of 

alkalase enzyme and hydrolysis temperature on the           
ferric reducing activity 

  
Fig 7 3D graph for the effect of concentration of 
alkalase enzyme and hydrolysis time on the ferric 

reducing activity 

  نتخاب تیمار بهینه و اعتبارسنجی مدلا- 5-5
افزار شرایط بهینه جهت دستیابی به  ها، نرم پس از آنالیز داده

 DPPHو مهار رادیکال ) 60/0(ببیشترین قدرت احیاکنندگی 

 min و زمان C° 9/49 ، E/S 86%/0را در دماي ) 48/63%(
 مشخص کرد، جهت ارزیابی اعتبار مدل، هیدرولیز 5/173

پروتئین دانه طالبی توسط آنزیم آلکالاز، تحت این شرایط انجام 
 آهن   و قدرت احیاکنندگیDPPHو فعالیت مهار رادیکال 

. دست آمد به) nm700جذب در  (65/0 و % 64/50ترتیب  به
بینی اثر متغیرهاي  این نتایج بیانگر توانایی خوب مدل در پیش

  .باشد دما، زمان و غلظت آنزیم بر فرایند هیدرولیز می
  درجه هیدرولیز تیمار بهینه - 5-5

  .دست آمد  به63/38 ± 15/1درجه هیدرولیز تیمار بهینه مقدار  
ررسی تاثیر غلظت بر فعالیت ب- 5-6

  اکسیدانی تیمارهاي بهینه آنتی
  DPPHفعالیت مهار رادیکال -5-6-1

منظور ارزیابی فعالیت  اي به   کاربرد گستردهDPPHرادیکال 
  یک DPPH. مهارکنندگی تعدادي از ترکیبات طبیعی دارد

رادیکال آزاد پایدار است که بیشترین جذب را در طول موج 
nm 517که رادیکال  زمانی. دهد ان می نشDPPH با یک  

اکسیدانی، مواجه  ترکیب دهنده پروتون، مثلا ترکیب آنتی
. یابد ها مهارشده و میزان جذب کاهش می شود، رادیکال می

بنابراین کاهش در مقدار جذب، معیاري براي سنجش فعالیت 
براي مقایسه . ]38[باشد  میDPPHمهارکنندگی رادیکال 

هاي هیدرولیزشده، از محلول  رکنندگی پروتئینفعالیت مها
. دهنده استفاده شد عنوان یک عامل پروتون اسیدآسکوربیک به

، ppm50 ،ppm 100هاي مختلف  این صورت که غلظت به
ppm 150 و ppm  200  از اسیدآسکوربیک، پروتئین   

سپس آزمون . شد هیدرولیزشده و پروتئین هیدرولیزنشده تهیه
 روي بر  DPPHمهارکنندگی رادیکال سنجش فعالیت 

قدرت مهار . هاي مختلف نمونه و استاندارد انجام شد غلظت
شکل    در پروتئین هیدرولیزنشده دانه طالبی بهDPPHرادیکال 

هاي هیدرولیزشده حاصل از  داري کمتر از پروتئین معنی
هاي مورد اسفاده در این  هاي آلکالاز بود بنابراین آنزیم آنزیم

 عملکرد مناسبی در رهایش پپتیدهاي دهنده پروتون پژوهش
شده قدرت مهار رادیکال  هاي تهیه در تمامی غلظت. اند داشته

DPPH در اسیدآسکوربیک از پروتئین هیدرولیزشده بیشتر 
اکسیدانی  قدرت آنتی .است  اشاره شده) 7جدول(در . بود

والی و کار رفته، شرایط هیدرولیز، ت پپتیدها به نوع پروتئاز به
طور مثال  ها بستگی دارد، به ترکیب آمینواسیدي آن
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  Cپپتیدهایی که داراي لیزین یا تریپتوفان در انتهاي پایانه  تري
ها بسیار زیاد   آنDPPHخود هستند قدرت مهار رادیکال 

و Chi هاي  نتایج این پژوهش موافق با یافته. ]39[باشد می
تئین نوعی جاندار  بود که با هیدرولیز پرو)2015(همکاران

  ساعت،   6مدت   به ، %5/1نسبت   به  دریایی با آنزیم نوترئاز 

 وابسته به غلظت  را پپتیدهاDPPHفعالیت مهار رادیکال 
ها بیان کردند که با افزایش غلظت پپتیدها از  گزارش کردند، آن

طور قابل  ها به اکسیدانی آن ، قابلیت آنتیmg/ml (10( به 5/0
  ].40[رسید % 17/32به % 3/14یافت و از فزایش اي ا ملاحظه

Table 7 Comparison of DPPH radical scavenging activity of hydrolyzed protein by alkalase, un 
hydrolyzed cantalupe seed protein and ascorbic acid at concentration of 50-200ppm  

  
  
  
  

STDEV±*Mean (p<0/05)  
 

  )III(ی یون آهن قدرت احیاکنندگ-5-6-2
هاي موجود در  اکسیدان در ارزیابی قدرت احیاکنندگی، آنتی

 Fe +3سیانید هاي مورد بررسی موجب احیا کمپلکس فري نمونه
،  ) 8جدول (به با توجه . ]41[شوند  میFe +2شکل فروس به

اي  میزان قابل ملاحظه قدرت احیاکنندگی پروتئین دانه طالبی به
هاي آلکالاز  ي حاصل از فعالیت آنزیم  تر از هیدرولیزشده کم

آمیز بودن فرایند هیدرولیز در  بود، این امر حاکی از موفقیت
با افزایش غلظت . باشد اکسیدان می جهت تولید پپتیدهاي آنتی

هاي   قدرت احیاکنندگی پروتئینppm 50-200از
داري افزایش  صورت معنی  به،هیدرولیزشده حاصل از آلکالاز

  ها را  ر کلی تفاوت در قدرت احیاکنندگی نمونهطو  به.یافت
  

توان به تفاوت در ترکیب آمینواسیدها و پپتیدها مرتبط  می
افزایش رهایش آمینواسیدهایی مانند تریپتوفان، . دانست

متیونین، لیزین، هیستیدین و تیروزین که عموما از فعالیت 
اکسیدانی خوبی برخوردارند، موجب بهبود قدرت  آنتی

 و Xie.  ]42[شود هاي هیدرولیزشده می نندگی پروتئیناحیاک
 نیز با هیدرولیز پروتئین برگ گیاه آلفالفا با )2008(همکاران

، گزارش کردند که %5ساعت و نسبت 4 مدت  آنزیم آلکالاز به
 قدرت احیاکنندگی mg/ml 5/2با افزایش غلظت تا

جذب در  (69/0هاي حاصل افزایش یافت و به  هیدرولیزشده
nm 700 ( رسید اما این مقدار از بیشینه  قدرت احیاکنندگی

  ].43[  کمتر بودmg/ml 5/2در غلظت ) 2/1(گلوتاتیون احیا 

Table 8 Comparison of ferric reducing activity (Absorption at 700nm)  of hydrolyzed protein by 
alkalase, un hydrolyzed cantalupe seed protein and ascorbic acid at concentration of 50-200ppm  

  
  
  

STDEV±*Mean     (p<0/05) 
  
  فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل-5-6-3

ژن فعال تولیدشده در بدن انسان رادیکال هاي اکسی یکی از گونه
هاي  تواند با مولکول سهولت می باشد که به  هیدروکسیل می

 و واکنش DNAها  و  زیستی مانند آمینواسیدها، پروتئین
از این رو حذف ]. 44[تلالات فیزیولوژیکی شودموجب اخ

 . شود رادیکال هیدروکسیل موجب حفاظت بدن در برابر آن می

 ، فعالیت ppm 50-200 ،  با افزایش غلظت از )9جدول(در
مهارکنندگی رادیکال هیدروکسل افزایش یافت و این قابلیت 

هاي هیدرولیز  هاي هیدرولیزشده نسبت به پروتئین در پروتئین
 فعالیت فیاز طر. نشده تفاوت قابل توجهی را نشان داد 

. ها  نسبت به اسیدآسکوربیک  کمتر بود اکسیدانی نمونه آنتی
هاي   و گروه فعالیت ضداکسایشی پپتیدها به نوع اسیدآمینه

)ppm(Concentration Ascorbic 
acid(%)  

Hydrolyzed 
protein  

Un hydrolyzed  
Protein (%)  

50  65/19±0/11a 53/33±0/20b 12/26±0/05 c 
100  68/23±0/09a  58/41±0/29b  15/27±0/14c 
150  74/15±0/11a 64/19±0/17b  19/26±0/11c 
200  82/29±0/20a  68/23±0/09b  24/35±0/19c  

)ppm(Concentration Ascorbic 
acid(%) 

Hydrolyzed 
protein 

Un hydrolyzed 
Protein(%)  

50  0/21a±0/45  0/40 ±0/13b  c 0/11±0/07 
100 0/19a±0/51  0/45±0/22b  0/13±0/03c  
150 0/10a±0/57  0/48±0/07b  0/16±0/05c 
200 0/11a±0/64  0/54±0/12b  0/20±0/04c  
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ثابت . شوند  بستگی دارد که طی فرایند هیدرولیز آزاد مییفعال
د تریپتوفان با قابلت است که آمینواسیدهاي آروماتیک مانن شده

 داراي فعالیت ضداکسایشی ،هاي آزاد دهی به رادیکال پروتون
  )2009(و همکاران you.  ]45[هاي غذایی هستند در سیستم

  شکل   آنزیمی به هیدرولیز   فرایند   که  نمودند  گزارش نیز

 معناداري منجر به افزایش فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل 
 توانستند با افزایش ها آن . تیان شدپروتئین ماهیدر 
هیدرولیز به پپتیدهایی با قابلیت مهار رادیکال  درجه

  ].46[دبنیا دست% 56میزان  وکسیل بهرهید

Table 9 Comparison of OH radical scavenging activity of hydrolyzed protein by alkalase, un 
hydrolyzed cantalupe seed protein and ascorbic acid at concentration of 50-200ppm  

  
  
  
  

STDEV±*Mean    (p<0/05)  
  

  اکسیدانی کل ظرفیت آنتی-5-6-4
ارزیابی ظرفیت فسفومولیبدن، یک روش کمی براي بررسی 

اکسیدانی ترکیبات محلول در آب و محلول در  قدرت انتی
است و برمبناي احیا مولیبدن ) اکسیدانی کل آنتیقدرت (چربی 

باشد که با تشکیل کمپلکس   ظرفیتی می5بدن ظرفیتی به مولی6
 ].47[سبز رنگ فسفومولیبدن در محیط اسیدي همراه است 

اکسیدانی کل پروتئین هیدرولیز نشده دانه طالبی  ظرفیت آنتی
هاي هیدرولیزشده توسط   تر از پروتئین میزان قابل توجهی کم به

ر این ام.  بودppm 50 -200آنزیم آلکالاز در محدوده غلظت 
باشد که با  دهنده عملکرد مناسب آنزیم  آلکالاز می نشان

اند پپتیدهایی با خاصیت  شکستن زنجیره پروتئین توانسته
هاي  الکترون دهندگی تولید کنند که منجر به تبدیل رادیکال

  اکسیدانی کل  قدرت آنتینتیجهآزاد به ترکیباتی پایدارتر شده در

طبق  ppm 50-200از با افزایش غلظت .  افزایش یافته است
هاي  اکسیدانی کل در نمونه  ظرفیت آنتی)10جدول(

شکل معناداري افزایش  هیدرولیزشده توسط آنزیم آلکالاز به
 در پژوهش )2018(کاوه .کمتر از اسیدآسکوربیک بوداما یافت 

خود بر روي پروتئین هیدورلیزشده دانه شمبلیله توسط آنزیم 
یجه دست یافت که با افزایش آلکالاز و پانکراتین به این نت

اکسیدانی کل به   ، ظرفیت آنتیmg/ml (10-50(غلظت از 
جذب  (32/1 به 47/0اي افزایش یافت و از  میزان قابل ملاحظه

هاي حاصل از آنزیم  رسید اما در نمونه )   nm 695در 
 ظرفیت 30 به   mg/ml (10(پانکراتین ، با افزایش غلظت از 

طور معناداري افزایش یافت و به  ه اکسیدانی کل ب آنتی
 رسید اما افزایش بیشتر غلظت تاثیري بر 21/1مقداربیشینه 

  ].47[اکسیدانی نداشت زایش قدرت آنتیفا
  
  

Table 10 Comparison of Total antioxidant capacity of hydrolyzed protein by alkalase, un hydrolyzed 
cantalupe seed protein and ascorbic acid at concentration of 50-200ppm  

  
  
  
  

STDEV±Mean (p< 0/05) 
  

  گیري نتیجه - 6
هاي حاصل از  عنوان فرآورده امروزه پپتیدهاي زیست فعال به

غذاهاي گوناگون شناخته شده و در هیدرولیز پروتئین 

این پپتیدها  .است شده ها انجام تحقیقات زیادي بر روي آن
هاي  کنند، یکی از نقش می هاي بیولوژیکی متنوعی را ایفا  نقش

ارتباط معکوس . اکسیدانی است - ها فعالیت آنتی بسیار مهم آن

)ppm(Concentration  Ascorbic 
acid(%)  

Hydrolyzed 
protein  Un hydrolyzed protein 

50  64/21±0/11a 58/24±0/19b  12/29±0/03c  
100  67/29±0/20a 63/27±0/13b  15/20±0/06c  
150  71/35±0/23a 67/17±0/06b 17/19±0/07c  
200  77/24±0/08a 72/28±0/28b 20/28±0/14c  

)ppm(Concentration  Ascorbic 
acid(%)  

Hydrolyzed 
protein  

Un hydrolyzed  
Protein(%)  

50  0/48±0/11a 0/42±0/07b 0/10 ±0/09 c 
100  0/54±0/13a  0/45±0/12b 0/13±0/05 c  
150  0/57±0/09a 0/47±0/15b  0/17±0/06 c  
200  0/62±0/14a  0/52±0/10b 0/19±0/10c 
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ها  در شماري  ها و وقوع بیماري اکسیدانی آن آنتی میان فعالیت 
نتایج حاصل از این پژوهش . از مطالعات به اثبات رسیده است

، احیاکنندگی یون DPPHنشان داد که فعالیت مهار رادیکال 
شکل معناداري  روتئین هیدرولیزشده دانه طالبی بهپ) III(آهن

تحت تأثیر پارامترهاي زمان هیدرولیز، دما و غلظت آنزیم 
ترین فعالیت مهار  یابی به بیش شرایط بهینه براي دست. باشد می

در ) III( و قدرت احیاکنندگی یون آهن DPPHرادیکال 
، C° 9/49ي هیدرولیز پرونئین دانه طالبی با آنزیم آلکالاز،  دما

 min 5/173، زمان E/S (86%/0(نسبت  آنزیم به سوبسترا 
اکسیدانی پروتئین هیدرولیز   مقایسه فعالیت آنتی.تعیین گردید

نشده ، اسیدآسکوربیک و پروتئین هیدرولیزشده حاصل از 
 ppm 50-200آلکالاز در شرایط تیمار بهینه با محدوده غلظت 

 پروتئین هیدرولیزشده نسبت اکسیدانی نشان داد که قدرت آنتی 
به محلول استاندارد مقایسه شده شامل اسید آسکوربیک 

تر بود اما در عین حال مقادیر قابل قبولی را از خود نشان  پایین
اکسیدانی پروتئین هیدرولیزشده با  ازطرفی قدرت آنتی. داد

مقدار قابل  آلکالاز در مقایسه با پروتئین هیدرولیزنشده به
ارزیابی تأثیر غلظت پروتئین هیدرولیزشده . تر بودتوجهی بالا

اکسیدانی پپتیدهاي حاصل حاکی از وابستگی  بر فعالیت آنتی
 به غلظت مورد استفاده مربوطهاکسیدانی پپتیدهاي  قدرت آنتی

اکسیدانی پپتیدهاي حاصل از  طورکلی خصوصیات آنتی به. بود
، ترکیب و میزان درجه هیدرولیز، شرایط فرایند هیدرولیز به

  .توالی آمینواسیدي پپتیدها بستگی دارد
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In this study, cantalupe seed protein (Cucumis melo var cantalupensis) 
were used to obtain bioactive peptides with maximum antioxidant power 
(DPPH radical scavenging activity and reducing power for alkalase 
treatment,. For this purpose, in this study, the response surface 
methodology and central composite design with different levels of 
independent variables of enzyme to substrate ratio (E / S) 0.25%-3.25% , 
hydrolysis time 30-210 min, temperature 30C°-55 °C  for alkalase enzyme. 
Optimal condition treatment obtained as enzyme to substrate ratio (E / S) 
0.86, hydrolysis time 173.51 min and temperature 49.93 °C  and adjasted- 
R2 for DPPH radical scavenging activity were 0.80 and 0.58, respectively, 
and for Fe2+ reducing power were 0.96 and 0.91 (alkalase treatment), 
respectively., indicating that the fitted model had a relatively good 
description of the data distribution.  Antioxidant tests were performed 
using different concentrations of 50-200 ppm of the optimal treatment, and 
the results showed a positive effect of concentration on antioxidant 
properties. In all samples, hydrolyzed protein with alkalase showed higher 
antioxidant properties compared to unhydrolyzed protein, but was lower 
than  the antioxidant activity of ascorbic acid as a positive control. The 
antioxidant properties of bioactive peptides make it possible to use them as 
a natural alternative to common antioxidant compounds in the food 
industry. 
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