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تیمار پیشپانکراتین با استفاده از توسط  (.Cucurbita maxima L)پروتئین دانه کدو سازی هیدرولیز آنزیمی بهینه

 مایکروویو

 5، هدی شهیری طبرستانی 4، محمد قربانی 3، وحید عرفانی مقدم 2 *، علیرضا صادقی ماهونک1زینب نوشی منجیلی 

 دانشجوی دکتری شیمی مواد غذایی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایران. -1

 استاد گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایران.  -2

 گلستان ، گرگان، ایران.دانشگاه علوم پزشکی های نوین، استادیار گروه نانوتکنولوژی پزشکی، دانشکده فناوری -3

 استاد گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایران. -4

 غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایران. استادیار گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع -5

 چکیده اطلاعات مقاله                        

 

 تاریخ های مقاله :

 

 29/3/1402تاریخ دریافت: 

 11/6/1402تاریخ پذیرش: 

ها پروتئین .آیند)کدو، خربزه و غیره( یکی از منابع غنی پروتئین، بشمار می Cucurbitaceae های گیاهاندانه

تیمار مایکروویو ای مهم انسان هستند. هیدرولیز آنزیمی پروتئین دانه کدو با استفاده از پیشاز جمله منابع تغذیه

شود. استفاده از اکسیدانی میهایی با خواص زیست فعالی، از جمله فعالیت آنتیمنجر به تولید هیدرولیزشده

بعدی پروتئین را  3شود، ساختار ها میبعدی پروتئین 3تمان تیمار مایکروویو باعث ایجاد تغییراتی در ساخپیش

تیمار مایکروویو، کند. بنابراین، استفاده از پیشباز کرده و دسترسی آنزیم به پیوندهای پپتیدی را تسریع می

باشد. در این جویی در زمان و غلظت آنزیم مورد استفاده در هیدرولیز آنزیمی میروشی مناسب برای صرفه

وات طی  900-450با توان  محتوی کنسانتره پروتئین دانه کدو در معرض انرژی مایکروویو هش محلولپژو

عنوان محلول سوبسترا در آزمایشات هیدرولیز آنزیمی استفاده شد. هیدرولیز ثانیه قرار گرفت و به 30-90

تا  20وتئینی در بازه زمانی درصد نسبت به سوبسترای پر 5/2تا  5/0آنزیمی توسط آنزیم پانکراتین، با غلظت 

اکسیدانی انجام شد. هایی با پتانسیل آنتیمنظور تولید هیدرولیز شدهاپتیمم پانکراتین، به pHدقیقه، دما و  190

 695اکسیدانی کل )جذب در ، آنتیDPPHهای مهار رادیکال آزاد اکسیدانی با استفاده از روشقدرت آنتی

-اکسیدانی با استفاده از پیشگیری شد. بیشترین میزان فعالیت آنتیگی آهن، اندازهکنندو فعالیت شلاته (نانومتر

افزار و شرایط بهینه ارائه شده توسط نرمدرصد بود  E/S 5/1دقیقه و نسبت  105تیمار مایکروویو در زمان 

-( و آنتی5%/51) DPPH%(، مهار رادیکال آزاد 5/95کنندگی آهن )بیشینه فعالیت شلاتهیابی بـه برای دست

با  %5/89درصد بود که  E/S 5/1نسبت  دقیقـه و 102زمان (، 976/0نانومتر( ) 695اکسیدانی کل )جذب در 

 نتایج بدست آمده مطابقت داشت.
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 مقدمه -1

این  .آیندای مهم انسان بشمار میها از منابع تغذیهپروتئین

ترکیبات نیتروژن، اسیدهای آمینه و انرژی مورد نیاز برای 

ترین کنند. رایجهای بدن را فراهم میعملکرد طبیعی سیستم

-ها به کمک آنزیمراه برای تولید پپتید، هیدرولیز پروتئین

فعال مشتق شده از امروزه پپتیدهای زیست. ]1[ هاست

های ارای نقشهای مختلف رژیم غذایی دهیدرولیز پروتئین

-، آرامش]2[بیولوژیکی مختلفی مانند کاهش فشار خون 

و ضد  ]5 [اکسیدان، آنتی]4[، ضد کلسترول ]3 [بخش

عنوان یک ماده تواند بهباشند. دانه کدو میمی ]6[سرطان 

خام برای تولید محصولات پروتئینی با کیفیت بالا جهت 

 فرمولاسیون موادغذایی و همچنین خواص عملکردی،

. مهمتر اینکه دانه کدو به دلیل محتوای ]7[استفاده شود 

پروتئین بالا، دسترسی آسان و هزینه کم، یک ماده خام با 

ذاکری و  .اکسیدانی استارزش برای تهیه پپتیدهای آنتی

های پروتئین (، گزارش کردند هیدرولیزشده2019همکاران )

اکسید  اکسیدانی و بازدارندگیدانه کدو دارای خواص آنتی

عنوان یک ماده مناسب توانند بهنیتریک بالایی هستند و می

. ]8[در فرمولاسیون مواد غذایی مورد استفاده قرار گیرند 

های کنجاله دانه کدو با خواص عملکردی هیدرولیزشده

توانند در فرمولاسیون مواد غذایی مختلف برای مناسب، می

گاری و بعنوان بهبود خواص فیزیکی، شیمیایی، افزایش ماند

اکسیدان در پیشگیری از عوامل ضد فشار خون و آنتی

. برخی دیگر از ]9[عروقی استفاده شوند -های قلبیبیماری

باشند: مطالعات انجام شده بر روی دانه کدو به شرح ذیل می

اثر هیدرولیز آنزیمی پپتیدهای مشتق شده از دانه کدو 

(Cucurbita pepo L.) ی و بر ظرفیت اتصال رو

، ]10[پایداری دستگاه گوارش در شرایط آزمایشگاهی 

های پروتئین دانه خواص عملکردی ایزوله و هیدرولیز شده

، تولید پپتیدهای ]11[ (Cucurbita pepo)کدو 

-، خواص آنتی]12[ضداکسایشی از کنجاله دانه کدو 

-و تولید پپتیدهای آنتی ]13[اکسیدانی پروتئین دانه کدو 

در  .]7[های پروتئین دانه کدو یدرولیزشدهاکسیدانی از ه

های فیزیکی، مانند فراصوت های اخیر، بسیاری از روش سال

و  ]18 ،17[، مایکروویو ]16[، فشار بسیار بالا ]15، 14[

یابی به مقادیر دستغیره برای کمک به هیدرولیز، جهت 

های فعال حاصل از منابع پروتئینبالاتری از پپتیدهای زیست

برخی از تجهیزات مانند فشار  .یی استفاده شده استغذا

قیمت هستند و برای هیدرواستاتیک بالا و تابش بسیار گران

. ]19[به آسانی در دسترس نیستند  استفاده در مقیاس خانگی

 300مایکروویو به امواج الکترومغناطیس با فرکانس 

متر میلی 1های بین گیگاهرتز و طول موج 300مگاهرتز تا 

شود. مایکروویو معمولاً سه ویژگی را متر اطلاق می 1تا 

پروتئین مواد غذایی  .نشان می دهد: نفوذ، بازتاب و جذب

تواند امواج مایکروویو را جذب کند و باعث تغییر می

دهد که هیدرولیز تحقیقات نشان می .ساختار پروتئین شود

آنزیمی  تواند زمان هیدرولیزآنزیمی به کمک مایکروویو می

را کوتاه کند، سرعت واکنش را بهبود بخشد و بازده تولید 

-. هدف از این پژوهش بهینه]21، 20[پپتید را افزایش دهد 

دانه کدو با استفاده  سازی شرایط هیدرولیز آنزیمی پروتئین

تیمار مایکروویو توسط آنزیم پانکراتین و بررسی از پیش

ها با استفاده از دههیدرولیز ش اکسیدانیهای آنتیویژگی

اکسیدانی کل ، آنتیDPPHهای مهار رادیکال آزاد روش

-کنندگی آهن مینانومتر( و فعالیت شلاته 695)جذب در 

 باشد.

 مواد و روش ها -2

 تهیه مواد اولیه  -1-2

از بازار محلی  (.Cucurbita maxima L)ابتدا میوه کدو 

اشرفیه در استان گیلان تهیه شد و پس از جداسازی  آستانه

گراد به درجه سانتی 50صورت دستی، در دمای  ها بهدانه
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. آنزیم پانکراتین ]13[ساعت در آون خشک شد  72مدت 

ها از  به همراه سایر مواد شیمیایی مورداستفاده در آزمایش

 شدند. های معتبر )مجللی و مرک( تهیهشرکت

 تولید کنسانتره پروتئینی -2-2

گیری توسط پرس شده، بدون پوستهای کدو خشکدانه

کشی شده و کنجاله حاصل با آسیاب، کاملاً پودرو سرد روغن

 10نسبت  عبور داده شدند. حلال هگزان به 40از الک با مش 

شده و توسط شیکر با  وزنی( به پودر اضافه -)حجمی 1به 

ساعت مخلوط شد.  4ر دقیقه به مدت دور د 440سرعت 

درصد ادامه  5حدود  عمل حذف روغن تا کاهش آن به

درجه  40یافت. حلال باقیمانده در کنجاله در دمای 

تحت خلأ جدا ساعت توسط آون  24گراد به مدت  سانتی

 -)وزنی 10به  1شد. کنجاله عاری از روغن به نسبت 

منظور باز  بهمحلول  pHشد و  مقطر پخشحجمی( در آب

رسانیده  11نرمال به  1، توسط سود شدن ساختمان پروتئین

ساعت در دمای آزمایشگاه توسط  1شد و سپس به مدت 

ازآن، عمل سانتریفیوژ به  مکانیکی مخلوط شد. پس همزن

 4دور در دقیقه در دمای  5000دقیقه با سرعت  20مدت 

نجام شد و با دار اگراد توسط سانتریفیوژ یخچال درجه سانتی

-مانده در آبآوری محلول رویی یا سوپرناتانت، باقیجمع

شد و استخراج سوپرناتانت دوباره تکرار  مقطر مجددا حل

آوری و با یکدیگر مخلوط شدند و ها جمعشد. سوپرناتانت

 تنظیم 4روی  آن pHنرمال  1با استفاده از اسیدکلریدریک 

 4دقیقه در دمای  20شد، عمل سانتریفیوژ مجدداً به مدت 

دور در دقیقه تکرار شد.  5000گراد با سرعت سانتیدرجه 

نجمادی کن ادرنهایت رسوب حاصل توسط خشک

شد و در ظروف دربسته و محیط خشک و خنک  خشک

 .]9[نگهداری شد 

 های شیمیایی آزمون -3-2

 محتوای پروتئین نمونه -1-3-2

سولفوریک غلیظ لیتر اسید میلی 20همراه گرم از نمونه به 2

و یک عدد قرص کلدال )کاتالیزور( به درون لوله هضم 

افزوده شد و بعنوان شاهد از یک لوله هضم بدون نمونه و 

فقط حاوی اسید و کاتالیزور استفاده شد. عملیات هضم با 

دقیقه تا شفاف شدن  120دستگاه به مدت  80توان 

 محتویات دستگاه انجام شد. بعد از خنک شدن و خارج

شدن بخارات اسیدی با استفاده از دستگاه تقطیر، توسط 

درصد، تقطیر انجام شد و  4درصد و اسید بوریک  40سود 

نرمال تا  1/0کمک اسیدکلریدریک سپس تیتراسیون نمونه به

رد ادامه یافت. ارغوانی شدن نمونه در حضور معرف متیل

 . ]22[محاسبه شد  1درصد ازت نمونه با استفاده از معادله 

 1معادله 

1.4×N×(V1-V2)/m×100 درصد ازت نمونه = 

N ،نرمالیته اسیدکلریدریکV1  حجم اسید مصرفی برای

وزن نمونه  mحجم اسید مصرفی برای شاهد و  V2نمونه، 

باشد. برای محاسبه درصد پروتئین نمونه، بر حسب گرم می

 ( ضرب می کنیم.25/6ازت کل را در فاکتور پروتئینی )

 محتوای رطوبت نمونه -2-3-2

گرم از نمونه در ظرف آلومینیومی مخصوص  5مقدار 

 105گیری رطوبت توزین شد و در داخل آون با دمای اندازه

 15دقیقه قرار گرفت و پس از  60مدت درجه سانتی گراد به

دقیقه سردشدن در داخل دیسکاتور، توزین انجام شد. این 

مقدار وبت نمونه بهعمل چندین بار تکرار شد تا محتوای رط

محاسبه شد  2ثابتی رسید. سپس مقدار رطوبت طبق معادله 

]22[. 

 :2معادله 

(W1-W2)/m×100 درصد رطوبت = 

 W1  ،وزن ظرف و نمونه قبل خشک کردنW2  وزن ظرف

 باشد.وزن نمونه می  mو نمونه بعد از خشک کردن و
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 محتوای خاکستر نمونه -3-3-2

گرم نمونه توزین  2مقدار  چینی با وزن مشخصدر بوته

شد. ابتدا روی هیتر سوزانده شد و پس از آن بوته حاوی 

-درجه سانتی 550-600نمونه به کوره الکتریکی با دمای 

دهی تا سفید ساعت انتقال یافت و حرارت 6مدت گراد، به

دقیقه  15درنهایت بعد از  شدن رنگ خاکستر ادامه یافت.

وزین انجام شد. میزان خنک شدن بوته در دیسکاتور، ت

 .]22[محاسبه شد  3خاکستر از طریق معادله 

 :3معادله 

  (W1-W2)/m×100 درصد خاکستر = 

W1  ،وزن بوته و خاکسترW2  وزن بوته وm  وزن نمونه

 باشد.می

 محتوای چربی نمونه -4-3-2

گرم از نمونه روی کاغذ صافی توزین و در داخل  3

قسمت استخراج دستگاه کارتوش گذاشته شد. کارتوش به 

سوکسله انتقال یافت. بالن با وزن مشخص تا نیمه با حلال 

هگزان پر شد و سپس به دستگاه متصل شد. عملیات 

ساعت انجام شد. درنهایت برای خارج  4استخراج به مدت 

 40کردن حلال باقیمانده، بالن محتوی نمونه به آون با دمای 

الن مجدا توزین شد. گراد انتقال یافت سپس بدرجه سانتی

 .]22[محاسبه شد  4درصد چربی با معادله 

 :4معادله 

(W1-W2)/m×100 درصد چربی = 

 W1 ،وزن بالن و نمونه W2 وزن بالن وm وزن نمونه می-

 باشد.

 تیمار مایکروویوپیش -4-2

درصد در بافر  5محلول کنسانتره پروتئین دانه کدو با نسبت 

 (Na2HPO4-NaH2PO4(gr/L 100مولار ) 1/0فسفات 

 pH 7.4,)  دقیقه هم زده شد  30تهیه شد. محلول به مدت

وات  900-450با توان ویژه  و در معرض انرژی مایکروویو

محلول  .ثانیه برای هر تیمار قرار گرفت 90-30به مدت 

عنوان محلول  تیمار شده با مایکروویو بهپروتئینی پیش

مورداستفاده قرار سوبسترا در آزمایشات هیدرولیز آنزیمی 

گیری فعالیت . لازم به ذکر است پس از اندازه]23[گرفت 

ها و نانومتر( در توان 695اکسیدانی کل )جذب در آنتی

 30وات بمدت  600های مختلف مایکروویو، توان زمان

 ثانیه انتخاب و قبل از هیدرولیز آنزیمی اعمال شد.

 هیدرولیز آنزیمی -5-2

شرایط هیدرولیز آنزیمی، از روش سطح سازی منظور بهینهبه

 5/2تا  5/0های پانکراتین در غلظت پاسخ استفاده شد. آنزیم

درصد نسبت به سوبسترای پروتئینی اضافه شد و زمان 

 20عنوان یک فاکتور مستقل برای هر یک، طی هیدرولیز به

دور در  200دقیقه در انکوباتور شیکردار با سرعت  190تا 

هیدرولیز، مطابق دمای اپتیمم  pHرفت. دما و دقیقه انجام گ

( در نظر pH=7.4اپتیمم ) pHگراد( و درجه سانتی 40)

منظور غیرفعال کردن آنزیم، محلول پروتئینی به گرفته شد. به

گراد درجه سانتی 85دقیقه در حمام آبگرم با دمای  15مدت 

ها )مایع رویی( با سرعت قرار داده شد. سپس هیدرولیز شده

گراد به مدت  درجه سانتی 4دور در دقیقه در دمای  4000

کن دقیقه سانتریفیوژ شدند. سوپرناتانت حاصل با خشک 15

آوردن پودر پروتئین هیدرولیز شده، انجمادی برای بدست 

-سانتیدرجه  -20شد و تا زمان استفاده در دمای  خشک

. هیدرولیز آنزیمی مطابق ]24، 13[داری شد گراد نگه

 انجام شد. 1جدول 

 اکسیدانیگیری قدرت آنتی اندازه -6-2

 DPPH مهار رادیکال آزاد  -1-6-2

گرم میلی 40مقطر با غلظت بهینه )ها، در آبهیدرولیز شده

میکرولیتر از نمونه با  200لیتر( حل شدند. سپس  بر میلی

 DPPH (15/0 میکرولیتر 200میکرولیتر متانول و  600

شدت  دقیقه به 2به مدت  .مولار در متانول( مخلوط شدمیلی
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دقیقه در تاریکی، در دمای اتاق  30تکان داده شد و به مدت 

نانومتر با استفاده از  517موج  جذب، در طول .نگهداری شد

شاهد، حاوی  .گیری شداندازه UV-visاسپکتروفتومتر 

 DPPH (15/0 میکرولیتر 200میکرولیتر متانول و  800

با استفاده  DPPHمولار( است. توانایی مهار رادیکال میلی

 .]25[شد محاسبه  5از معادله 

جذب شاهد / )جذب × 100   5معادله 

  جذب شاهد( = درصد مهار رادیکال آزاد -نمونه 

 کنندگی آهنفعالیت شلاته -2-6-2

 FeCl2 (2 میکرولیتر 10میکرولیتر از نمونه بهینه، با  200

سپس  .مقطر، مخلوط شدمیکرولیتر آب 600مولار( و میلی

مولار( به مخلوط میلی 5) 1میکرولیتر محلول فروزین 20

سپس  .شدت مخلوط شد دقیقه به 2مدت شد و به اضافه

دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد.  10مخلوط به مدت 

گیری جذب شدن آهن، با اندازهکاهش رنگ، به دلیل شلاته

میکرولیتر  800نمونه شاهد حاوی  .نانومتر ثبت شد 562در 

میکرولیتر محلول  20و  FeCl2 میکرولیتر 10مقطر، آب

کنندگی با درصد شلاته .مولار( استمیلی 5فروزین )

 .]25[محاسبه شد  6استفاده از معادله 

جذب شاهد /  ×100    6معادله 

   کنندگیجذب شاهد( = درصد شلاته -)جذب نمونه 

 695اکسیدانی کل )جذب در ظرفیت آنتی -3-6-2

 نانومتر(

از معرف  ml 1از نمونه بهینه با  ml 1/0 در این روش

مولار و میلی 28مولار، فسفات سدیم  6/0)اسیدسولفوریک 

مولار( در لوله اپندورف ریخته و میلی 4آمونیوم مولیبدات 

درجه سانتی گراد قرار  90دقیقه در حمام آب  90به مدت 

                                                      
1 -ferrozine 

نانومتر  695ها در گرفت. پس از سرد شدن، جذب نمونه

مقطر دوبار تقطیر به عنوان نمونه شاهد خوانده شد. از آب

ی ظرفیت آنتیاستفاده شد. جذب بیشتر نشان دهنده

 .]26[نانومتر( بالاتر است  695اکسیدانی کل )جذب در 

 سازی فرایندبهینه -7-2

افزار دیزاین اکسپرت  شرایط هیدرولیز با استفاده از نرم

پاسخ در قالب طرح مرکب مرکزی و روش سطح  11نسخه 

سازی شد. متغیرهای مستقل، نسبت غلظت آنزیم به بهینه

+،  α( در پنج سطح )X2( و زمان هیدرولیز )X1سوبسترا )

1 ،+0 ،1- ،α- و سه نقطه مرکزی آزمایش شدند. پاسخ )

کنندگی یون اکسیدانی کل، شلاتهمورد بررسی فعالیت آنتی

بود. اثر متغیرهای مستقل  DPPHآهن و مهار رادیکال آزاد 

 SPSSافزار اکسیدانی با استفاده از نرمهای آنتیبر ویژگی

ها با استفاده از آزمون دانکن ارزیابی شد. میانگین 26نسخه 

مختلف  سـطوحدرصد مقایسه شدند.  95در سطح اطمینان 

 ارائه شده است.  2 متغیرهای مستقل در جدول

Table 2: Levels of independent variables used to 

optimize the antioxidant activities of pumpkin 

seed protein 

independent 

variables 

α+ +1 0 -1 α- 

E/S 2.5 2.2 1.5 0.8 0.5 

time 190 165 105 45 20 

 

 نتایج و بحث -3

 ترکیبات شیمیایی -1-3

 نشان 3میزان رطوبت، خاکستر، پروتئین و چربی در جدول 

 داده شده است.
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Table 3: Chemical compounds present in whole grain, defatted flour and pumpkin seed protein concentrate 

sample protein fat ash moisture 

whole grain 33.92% 31.57% 6.9% 8.46% 

defatted flour 59.5% 5.12% 4.65% 7.65% 

pumpkin seed protein 

concentrate 

65.62% 2.29% 1.45% 5.45% 

 تکرار هستند. 3ها نتایج میانگین

گیری شود، عمل چربیملاحظه می 3همانطور که در جدول 

سبب کاهش میزان چربی کنسانتره پروتئینی نسبت به دانه 

دلیل انجام عملیات کامل شده است. درابتدا این کاهش به

باشد که میزان چربی را در پرس سرد از دانه کامل می

%( کاهش داده است و 12/5به  31/%57کنجاله حاصل )از 

ل دلیل استفاده از حلاکاهش نهایی چربی در کنسانتره به

هگزان، استخراج پروتئین در محلول قلیایی و رسوب 

. کمترین ]24[باشد پروتئین در نقطه ایزوالکتریک آن می

میزان رطوبت مربوط به کنسانتره پروتئینی است که دلیل آن 

گراد جهت حذف درجه سانتی 30استفاده از آون با دمای 

 زدایی و استفاده ازهگزان باقیمانده پس از فرایند چربی

کن انجمادی بمنظور خشک کردن رسوب پروتئینی خشک

. مقدار پروتئین و ]27[باشد بعد از فرایند استخراج می

های اردبیلی و چربی در دانه کامل کمی متفاوت از یافته

( است که این اختلافات ناشی از تفاوت 2011همکاران )

. با توجه به جدول، ]28[باشد های مورد استفاده میدرگونه

ترین میزان خاکستر مربوط به کنسانتره پروتئینی است که کم

دلیل آن فرایند استخراج پروتئین و حذف مقادیر زیادی 

 ترکیبات غیرپروتئینی است. 

Table 1: random treatments and antioxidant activity of hydrolyzed pumpkin seed protein with using 

microwave pretreatment 

treatment time E/S 
% 

Chilating Activity% DPPH% Total Oxidant 

1 20 1.5 83.3 45.2 0.835 

2 45 0.8 89 49.5 0.87 

3 45 2.2 83.5 44.1 0.825 

4 105 0.5 86.9 47.3 0.825 

5 105 1.5 90.3 51.5 0.955 

6 105 1.5 91.1 50.4 0.975 

7 105 1.5 90. 2 52.6 1 

8 105 2.5 87.4 48.6 0.835 

9 165 0.8 83.5 45 0.81 

10 165 2.2 85.5 48 0.895 

11 190 1.5 83.2 43.6 0.825 

 

بر فعالیت  E/Sتاثیر زمان هیدرولیز و نسبت  -2-3

 MWتیمار کنندگی با استفاده از پیششلاته

شود، استنباط می 4در جدول  Pبا توجه به مقادیر عدد 

Aمقادیر 
2 ،B

داری بر روی فعالیت تاثیر معنی ABو  2

A(. متغیر p<0.05گذارند )کنندگی آهن میشلاته
، نسبت 2

دار نشدن فاکتور به سایر متغیرها تاثیرگذارتر است. معنی

(، بیانگر مناسب بودن مدل برای p>0.05عدم برازش )

-است. رابطه شلاتهبینی دامنه متغیرهای مورد بررسی پیش

کنندگی یون آهن با متغیرهای مستقل، بصورت درجه دوم و 

Rبا ضریب همبستگی 
2
توانایی خوب مدل در  0.9566=
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بینی تاثیر متغیرهای مستقل بر متغیرهای وابسته را نشان پیش

 کند.پیروی می 7می دهد که از معادله 

90.53+1.87AB-3.60A
2
-1.65B

7معادله  2  

Table 4: Effect of time and E/S ratio on iron ion chelating activity 
 Regression coefficient  PValue df 

model 90.53 0.0020 5 

A -0.4552 0.2177 1 

B -0.3491 0.3290 1 

AB 1.87 0.0093 1 

A
2

 -3.60 0.0002 1 

B
2

 -1.65 0.0078 1 

Pred-R
2

 0.7161   

adj-R
2

 0.9132   

Lack of fit  0.1698 3 

Aان، : زمB: E/S  

رنـگ روزین یک کمپلکس بنفشکنندگی، فدر واکنش شلاته

ای کنندهکند. زمانیکه ترکیب شلاتهایجاد می بـا یـون آهـن

غلظت یون آهن کاهش  در محیط وجود داشـته باشـد،

کاسته خواهد شد.  رنگ این کمپلکسیافته و از شدت 

کنندگی یون آهن، شدت بنابراین با افزایش قابلیت شلاته

 و در نتیجـه شدت جـذب در رنگ کمپلکس ایجاد شـده

، 1. مطابق شکل ]12[فت نانومتر کاهش خواهد یا 562

تیمار، کنندگی با استفاده از پیشبیشترین میزان فعالیت شلاته

-می E/Sدرصد  5/1دقیقه و نسبت  105مربوط به زمان 

دقیقه بود.  190باشد و کمترین میزان آن متعلق به زمان 

 گزارش شـده اسـت کـه برخـی از اسـیدهای آمینـه و

مشتقات آنها مانند سیستئین، هیستیدین، تریپتوفان، لیزین، 

 لوسین، تیروزین و والین دارای فعالیت آرژنین،

پپتیـدهایی کـه ه تریعلاوبه. ]29[ضداکسایشی هستند 

 Cتریپتوفان یا تیروزین در انتهای  حـاوی اسـیدهای آمینـه

ای از خود قابل ملاحظه خود هسـتند فعالیت ضداکسـایشی

( 2017. نورمحمدی و همکاران )]30[دهند نشان می

-کنندگی هیدرولیزشدهگزارش کردند بیشترین فعالیت شلاته

% آنزیم بود 2ظت ساعت و غل 2های دانه کدو طی زمان 

دلیل تفاوت . تفاوت در گزارشات مختلف احتمالا به]12[

های مورد استفاده، نوع آنزیم در شرایط هیدرولیز، گونه

ها قبل از هیدرولیز آنزیمی تیمار پروتئینباشد. پیشوغیره می

های فعال از پروتئینسازی پپتیدهای زیستجهت بهبود آزاد

بعدی  3سبب باز شدن ساختار  MWکند. مختلف عمل می

ها به پیوندهای پروتئین شده و به افزایش دسترسی آنزیم

( 2015)و همکاران  اولوکو. ]31[کند پپتیدی کمک می

باعث افزایش  مایکروویو اشاره کردند که استفاده از انرژی

های پروتئین درجه هیدرولیز و پایداری هیدرولیز شده

( بیان 2021الوویچ و همکاران )گازیک. ]31[شود پنیر می آب

رسد که  کردند در مقایسه با عملیات حرارتی، به نظر می

زایی تأثیر تیمار مایکروویو بر ساختار گلوتن و آلرژی

گذارد و در ترکیب با هیدرولیز آنزیمی، درنهایت پروتئین  می

اکسیدانی و عملکردی مناسب  هیدرولیز شده با خواص آنتی

  .]32[کند تولید می

 

Figure 1: Investigating the effect of hydrolysis time 

and E/S ratio on iron chelating activity by using 

microwave pretreatment 
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بر مهار  E/Sتاثیر زمان هیدرولیز و نسبت  -3-3

  MW تیماربا استفاده از پیش DPPHرادیکال آزاد 

A، مقادیر 5جدول  Pبا توجه به مقادیر عدد 
2 ،B

 ABو  2

باشند تاثیرگذار می DPPHبر مهار رادیکال آزاد 

(p<0.05 .)A
نسبت به سایر متغیرها تاثیرگذارتر است.  2

(، بیانگر این p>0.05دار نشدن فاکتور عدم برازش )معنی

های مربوط به مهار رادیکال است که مدل به خوبی با داده

مطابقت دارد. رابطه مهار رادیکال آزاد  DPPHآزاد 

DPPH  با متغیرهای مستقل، بصورت درجه دوم و با

Rضریب همبستگی 
2
دهد که نشان می باشدمی 0.9414=

درصد از کل تغییرات در دامنه مقادیر  14/94مدل توانسته 

روابط بین متغیرهای  8بینی کند. معادله مورد مطالعه را پیش

 دهد.را نشان می DPPHال آزاد واکنش و مهار رادیک

51.50+2.10AB-3.43A
2
-1.66B

8معادله  2  

Table 5: Effect of time and E/S ratio on DPPH radical scavenging activity 
 Regression coefficient PValue df 

model 51.50 0.0042 5 

A -0.3578 0.3773 1 

B -0.0702 0.8568 1 

AB 2.10 0.0101 1 

A
2

 -3.43 0.0006 1 

B
2

 -1.66 0.0131 1 

Pred-R
2

 0.7096   

adj-R
2

 0.8828   

Lack of fit  0.5843 3 

A ،زمان :B: E/S 

، بیشترین میزان مهار رادیکال آزاد 2با توجه به شکل 

DPPH  درصد  5/1دقیقه و نسبت  105در زمانE/S می-

دقیقه است.  190و کمترین میزان آن متعلق به زمان  باشد

همانطور که از نتایج پیداست با افزایش زمان هیدرولیز و 

کاسته  DPPHاز میزان مهار رادیکال آزاد ، E/Sنسبت 

 DPPHاز خاصیت مهارکنندگی رادیکال آزاد شده است. 

های دهندگی پروتئینبرای بررسـی قابلیـت هیدروژن

شود. حذف رادیکال آزاد هیدرولیز شده استفاده می

مکانیسمی است که توسط آن ترکیبات ضداکسایشی قادر 

های اکسایشی جلوگیری نمایند. رادیکـال هستند از واکنش

های پایدار در دمای یکی از معدود رادیکال  DPPHآزاد

ترکیب این ترکیب در مجاورت یک اتاق است. زمانیکه 

ضداکساینده قرار گیرد، یک دهنده مانند یک هیدروژن

شود و در هیدروژن پذیرفته، به یک ترکیب پایدار تبدیل می

ی مهار رادیکـال، تغییـر رنـگ محسـوس از بنفش به نتیجه

گردد. نانومتر مشاهده می 517 زرد و کاهش میزان جذب در

ط هیدرولیز و نوع ماده اولیه، اختصاصـی بـودن آنـزیم، شرای

اندازه و ساختار اسیدهای آمینه و پپتیدهای تولیدی از 

رونـد فاکتورهای مؤثر بر فعالیت ضداکسایشی به شمار مـی

افزایش غلظت  قابلیت مهارکنندگی رادیکال بـا . کاهش]33[

 کننـدگی آنـزیم بـرتواند به علت اثـر هضـمآنزیم می

ت آنزیم، امکان اثر پپتیدهای تولیدی باشد. با افزایش غلظ

ماده پروتئینی افزایش یافته و این امر منجر به شکسته  بـر

تولید شده در  یشدن تعدادی از پپتیدهای ضداکسایش

و همکاران یانگ  .]34[گردد مراحل اولیه هیدرولیز می

تیمار مایکروویو بر فعالیت مهارکنندگی اثر پیش( 2022)

 پروتئین شیر را هایهیدرولیز شده DPPHرادیکال آزاد 

تیمارهای مورد مطالعه قرار دادند و بیان کردند تمام پیش

با توان های  های پروتئین شیرمایکروویو هیدرولیزشده

بالاتری را در مقایسه با  DPPH مختلف، فعالیت مهاری

-، بهDPPHرادیکال آزاد  شاهد نشان دادند و قدرت مهار

. ]35[وات بالاترین مقدار بود  300کمک مایکروویو با توان 
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تیمار گزارش کردند پیش( 2015و همکاران )دنگ 

 وات سبب بیشترین میزان فعالیت 400مایکروویو با توان 

-های کنجاله آفتابگردان میاکسیدانی در هیدرولیز شدهآنتی

های مورد استفاده در مطالعات . تفاوت در توان]36[شود 

حلالیت مواد پروتئینی، مرتبط مختلف ممکن است به میزان 

های پروتئین شیر در مقایسه با ههیدرولیز شد .باشد

های نامحلول با توان مایکروویو کمتری تحت تأثیر پروتئین

 .]35[گیرند قرار می

 
Figure 2: The effect of hydrolysis time and E/S on 

DPPH radical scavenging activity by using 

microwave pretreatment 

بر فعالیت  E/Sتاثیر زمان هیدرولیز و نسبت  -4-3 

نانومتر( تحت  695اکسیدانی کل )جذب در آنتی

 MW تیمارپیش

A، مقادیر 6جدول  Pبا توجه به مقادیر عدد 
2 ،B

 ABو  2

نانومتر(  695اکسیدانی کل )جذب در بر فعالیت آنتی

فاکتور عدم  دار نشدن(. معنیp<0.05باشند )تاثیرگذار می

(، بیانگر این موضوع است که مدل به p>0.05برازش )

اکسیدانی کل های مربوط به فعالیت آنتیخوبی با داده

-نانومتر( مطابقت دارد. رابطه فعالیت آنتی 695)جذب در 

نانومتر( با متغیرهای مستقل،  695اکسیدانی کل )جذب در 

Rبصورت درجه دوم و با ضریب همبستگی 
2
=0.9583 

درصد از کل  83/95دهد مدل توانسته باشد. که نشان میمی

بینی کند. تغییرات در دامنه مقادیر مورد مطالعه را پیش

-روابط بین متغیرهای واکنش و فعالیت آنتی 9معادله 

 دهد.اکسیدانی کل را نشان می

0.9767+0.0325AB-0.0683A
2
-0.0683B

9معادله  2  

Table 6: Effect of hydrolysis time and E/S ratio on total antioxidant activity (absorbance at 695 nm) 

 Regression coefficient PValue df 

model 0.9767 0.0018 5 

A -0.0005 0.9441 1 

B 0.0068 0.3795 1 

AB 0.0325 0.0221 1 

A
2

 -0.0683 0.0004 1 

B
2

 -0.0683 0.0004 1 

Pred-R
2

 0.8079   

adj-R
2

 0.9166   

Lack of fit  0.6625 3 

A ،زمان :B: E/S 

اکسیدانی کل ، بیانگر بالاترین میزان فعالیت آنتی3شکل 

 E/Sدقیقه و نسبت  105نانومتر( در زمان  695)جذب در 

ها با افزایش زمان هیدرولیز و درصد بود. طبق داده 5/1

اکسیدانی کل )جذب کاهش غلظت آنزیم، میزان فعالیت آنتی

اکسیدانی رزیابی ظرفیت آنتینانومتر( کاهش یافت. ا 695در 

 6نانومتر( بر مبنای احیای مولیبدن  695کل )جذب در 

ظرفیتی است و روشی کمی برای  5ظرفیتی به مولیبدن 

اکسیدانی محلول در آب و محلول در بررسی قدرت آنتی

باشد که با تشکیل اکسیدانی کل( میچربی )فعالیت آنتی

اسیدی همراه کمپلکس سبزرنگ فسفومولیبدن در محیط 
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تیمار مایکروویو تاثیر پیش )2022(است. یانگ و همکاران 

بر فعالیت آنتی اکسیدانی و پایداری محصولات آنزیمی 

پروتئین شیر را مورد بررسی قرار دادند و بیان کردند که 

اکسیدانی وات باعث بالاترین میزان فعالیت آنتی 300توان 

. داروزا و ]35[شود نانومتر( می 695کل )جذب در 

اکسیدانی برگ به بررسی فعالیت آنتی )2019(همکاران 

تیمار مایکروویو و فراصوت پرداختند و زیتون با پیش

اکسیدانی با گزارش کردند که بالاترین میزان فعالیت آنتی

گراد و زمان درجه سانتی 86تیمار مایکروویو در دمای پیش

و زمان مورد  . تفاوت در توان]37[آید دقیقه بدست می 3

استفاده در مطالعات مختلف ممکن است با میزان حلالیت 

. نگوین و همکاران ]35[مواد پروتئینی، مرتبط باشد 

-همراه پیشگزارش کردند که هیدرولیز آنزیمی به )2017(

 تیمار مایکروویو یک روش مناسب برای تولید

نی اکسیداهای آنتیبا ویژگی های پروتئین ماهیهیدرولیزشده

 . ]38[باشد مناسب می

 

Figure 3: Effect of hydrolysis time and E/S ratio on 

total antioxidant activity (absorbance at 695 nm) by 

using microwave pretreatment. 

 انتخاب تیمار بهینه و اعتبارسنجی مدل -5-3

دقیقه و  102افزار، زمان شرایط بهینه پیشنهاد شده توسط نرم

 %5/89که با درجه مقبولیت بود  E/Sدرصد  5/1نسبت 

کنندگی آهن یابی به بیشینه فعالیت شلاتهجهت دست

-( و آنتی5%/51) DPPH(، مهار رادیکال آزاد 5/90%)

( مطابقت داشت. جهت اعتبار سنجی 976/0اکسیدانی کل )

های پیشنهادی، مجددا آزمون E/Sمدل در زمان و نسبت 

% فعالیت 4/86اکسیدانی انجام شد و نتایج بیانگر میزان آنتی

و  DPPH% مهار رادیکال آزاد 5/46کنندگی آهن، شلاته

نانومتر(  695اکسیدانی کل )جذب در فعالیت آنتی 915/0

بود. این نتایج حاکی از توانایی خوب مدل در بررسی تاثیر 

های اکسیدانی هیدرولیزشدهمتغیرهای مستقل بر فعالیت آنتی

 دهد.پروتئین دانه کدو را نشان می

 گیرینتیجه -4

یابی بـه دهد که شرایط بهینه برای دستنتایج نشان می

(، مهار %5/95کنندگی آهن )بیشترین میزان فعالیت شلاته

اکسیدانی کل ( و آنتی5%/51) DPPHرادیکال آزاد 

-می E/Sدرصد  5/1نسبت  دقیقـه و 105زمان (، 976/0)

نتایج تحقیـق حـاکی از آن است که پروتئین باشد.  

تیمار مایکروویو، ی دانه کدو با استفاده از پیششدههیدرولیز

اکسیدانی قابل توجهی است و توانایی دارای فعالیت آنتی

بمنظور ارتقا سازی و فرمولاسیون موادغذایی بالایی در غنی

 سطح سلامت جامعه دارد. 
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

The seeds of Cucurbitaceae plants (pumpkin, melon, etc.) are one of the rich 

sources of protein. Proteins are one of the most important nutritional sources for 

humans. Enzymatic hydrolysis of pumpkin seed protein by using microwave 

pretreatment leads to the production of hydrolyzates with bioactive properties, 

including antioxidant activity. The use of microwave pretreatment causes changes 

in the 3D structure of proteins, It opens the 3-dimensional structure of the protein 

and accelerates the access of the enzyme to the peptide bonds. Therefore, the use 

of microwave pretreatment is a suitable method to save time and enzyme 

concentration which are used in enzymatic hydrolysis. In this study, The solution 

of pumpkin seed protein concentrate was exposed to microwave energy with a 

power of 450-900 W for 30-90 seconds and it was used as a substrate solution in 

enzymatic hydrolysis experiments. Enzymatic hydrolysis by pancreatin, with the 

concentration of 0.5 to 2.5% compared to the protein substrate, was performed in 

the time from 20 to 190 minutes, at the optimum temperature and pH of 

pancreatin, in order to produce hydrolysates with antioxidant potential. 

Antioxidant power was measured by using DPPH radical scavenging activity 

methods, total antioxidant activity (Absorbance at 695 nm) and iron chelating 

activity. The highest amount of antioxidant activity by using microwave 

pretreatment was in 105 minutes and the ratio of 1.5% E/S and the optimal 

conditions that provided by the software to achieve the maximum iron chelating 

activity (95.5%), DPPH radical scavenging activity (51.5%) and total antioxidant 

(Absorbance at 695 nm) (0.976), was in 102 minutes and the ratio of 1.5% E/S of 

which 89.5% corresponded with the obtained results. 
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