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  چکیده
                   خاصیت بررسی هاي میکروبی وآنزیمبا استفاده از  دانه هندوانه از شده هیدرولیز پروتئین تولید مطالعه، این از هدف
و  آلکالاز هاي تجاريزیمآن توسط دانه هندوانه  شده هیدرولیز پروتئینبدین منظور  .باشدمی آن و عملکردي در اکسیدانیآنتی

، مقادیر درجه هیدرلیز. تولید شد دقیقه 60 و 30 ،15هاي زمانی بازه در ،)7، پروتامکس 5/8آلکالاز بهینه فعالیت  pH( پروتامکس
           زایی و امولسیون کنندگی و همچنین خواص شامل حلالیت، خاصیت کف )pH 7(خواص عملکردي  پروفایل اسید آمینه،

میزان اسیدهاي آمینه . گیري شدو قدرت احیاءکنندگی فریک اندازه DPPH آزاد رادیکال سازي اکسیدانی شامل خنثییآنت
 درصد70/31و براي آنزیم پروتامکس برابر با  درصد93/33آبگریز آزاد در پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز برابر با 

و  84/7ضروري و غیر ضروري براي آنزیم آلکالاز و پروتامکس، به ترتیب  لوسین  و بالاترین مقادیر اسید آمینه بوده است
 میزان از آلکالاز توسط شده هیدرولیز پروتئین که داد نشان نتایج .بوده است درصد09/18، 99/19و گلوتامیک اسید  درصد05/7

توسط آنزیم  شده هیدرولیز پروتئین سبت بهي نبالاتر و خواص عملکردي اکسیدانیفعالیت آنتی ،هیدرولیز درجه و پروتئین
بنابراین  .)p>05/0(فزایش زمان هیدرولیز تاثیر مثبتی بر پارامترهاي مذکور داشت اهمچنین . )p>05/0( برخوردار بود پروتامکس

 دتوانمی مناسب خواص عملکرديو  اکسیدانی آنتی فعالیت بودن دارابه علت  هندوانهدانه هیدرولیز شده پروتئین رسد، میبه نظر 
  .شوداستفاده  در فرمولاسیون مواد غذایی اهاي حیوانی در رژیم غذایی و همچنین بعنوان ترکیبات عملگربعنوان جایگزین پروتئین

 DPPH آزاد رادیکالدانه هندوانه، حلالیت، پروتامکس،  ، پپتید زیست فعالآلکالاز،  ، :کلمات کلیدي
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  مقدمه-1
 يها کالیاز راد. فعال هستند تروژنیو ن فعال ژنیمشتمل بر انواع اکس يریواکنش پذ اریو بس داریناپا يها لکولآزاد، مو يها کالیراد

 دروژنیه دیمثل پراکس یکالیراد ریغ يها و گونه دیاکسا کیترین يها کالیو راد لیدروکسیه د،یسوپر اکس ونیتوان به آن یآزاد م
در افت  لیدخ ياز فاکتورها یکیها  یچرب شی، اکساشوند یم دیتول ییمواد غذا شیکساا انیکه در جر اشاره داشت دیاس تروزیو ن
 يها از واکنش ياریهستند که به مهار بس یباتیها ترک دانیاکس یعوامل، آنت نیدر مقابل ا ).27(است  ییو فساد مواد غذا تیفیک

ها را مهار  ها و بافت وارده به سلول بیآس لهیوس نیدشوند، کمک نموده و ب یم جادیآزاد ا يها کالیکه توسط راد ونیداسیاکس
 انیشده در جر جادیآزاد ا يها کالیبه منظور کنترل راد شیضد اکسا باتیاز ترک یانواع مختلف. اندازد یم ریبه تأخ ایکرده 
روزافزون  يتقاضا لیه دلب رایاخ. روند یشمار مگروه به نیفعال جزء ا ستیز يدهایکه پپت رندیگ یمورد استفاده قرار م شیاکسا
مورد مطالعه قرار  يا فعال کانون توجهات واقع شده و به شکل گسترده ستیز يدهایپپت من،یو ا یعیطب يها ندهیضد اکسا يبرا

خواص ضد میکروبی، اکسیدانی، آنتی خاصیت يدارا ییمواد غذا زیدرولیفعال حاصل از ه ستیز يدهایپپت ).28، 1(اند  گرفته
به منظور . دارند يفعال بالاتر ستیو ز يخواص عملکرد نییپا یشده با وزن مولکول زیدرولیه يها نیپروتئ. باشند یم يعملکرد

. باشد ینیپروتئ رهیخاص در زنج يدیپپت يوندهایپ زیدرولیقادر به ه یستیبا میآنزو ضد میکروبی  دانیاکس یآنت يدهاپتیپ دیتول
 .موثرند یینها يدهایپپت شیداشته و به دنبال آن بر خواص ضد اکسا میآنز تیبر فعال یمیمستق ریتاث زیدرولیمستقل ه يرهایمتغ

 ). 28، 27، 9، 7( گردد استفاده می ها، بعنوان مکمل و یا جایگزین پروتئینی، در فرمولاسیون مواد غذاییامروزه از این پروتئین

هاي تجاري وجود انواع مختلفی از آنزیم. ها هستند نئیوتاصلاح کردن پر يروش برا نیتر جیحال حاضر را درهاي تجاري آنزیم
رغم کاربردهاي علی. هاي مواد غذایی مورد استفاده قرار گرفته است آمیزي براي هیدرولیز پروتئیندارند که به صورت موفقیت

دهاي آنزیمی است و بنابراین ینآها، یکی از معضلات اصلی در راه استفاده از این ترکیبات هزینه بالاي فر صنعتی فراوان آنزیم
هاي مهمترین آنزیم). 28، 23(شوند  ترجیح داده می...) آلکالاز، فلاورزایم، پروتامکس، پاپائین و (تر  هاي پروتئولیتیک ارزان آنزیم

) زيداراي فعالیت اندوپروتئا( پروتامکسو  آلکلاز هايکه طی تحقیقات مختلف مورد استفاده قرار گرفته است شامل آنزیم
  ).28، 21(باشد  می

تواند بعنوان یک منبع  باشد، به لحاظ غنی بودن از پروتئین، دانه هندوانه می دانه هندوانه منبعی بسیار غنی از چربی و پروتئین می
ت لاهاي هندوانه بعنوان ماده خام براي تولید محصو دانه. سیون انواع مواد غذایی مورد استفاده قرار گیردلاپروتئینی در فرمو

حاوي انواع مختلفی  هاي دانه هندوانهپروتئین). 12( هاي غذایی قابل استفاده می باشند سیون مکمللادر فرمو لاپروتئینی با کیفیت با
به  FAO1و لوسین است که می تواند نیاز اسید آسپارتیک از اسیدهاي آمینه ضروري هستند که عمدتاً شامل آرژنین، گلوتامات، 

در  ،لات پروتئینی با کیفیت بالاهاي هندوانه بعنوان ماده خام براي تولید محصو دانه ).18(ی را برآورده کند هاي غذایپروتئین
هاي  هاي دانه در مجموع براي تعدادي از پروتئین. باشندهاي غذایی به عنوان اجزا فراسودمند قابل استفاده می سیون مکمللافرمو

اکسیدانی  قبیل اثرات ضد دیابت، ضد قارچ، ضد باکتري، ضد التهابی، و نیز فعالیت آنتی از هاي دارویی خانواده کدوئیان فعالیت
 يدهایپپتتولید هدف از مطالعه حاضر و اهمیت پروتئین هیدرولیز شده شده  انیبا توجه به مطالب ب ).18 ،12، 6(گزارش شده است 
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 عملکرديو  یدانیاکسیخواص آنت یبررسو  پروتامکس کالاز وهاي آلتوسط آنزیم هندوانهدانه  یمیآنز زیدرولیهاز  تخلیص شده
  .باشداین پپتیدها می

  مواد و روش ها-2
   اولیهمواد -2-1

آنزیم آلکالاز و  .دیگرد  منتقل آزمایشگاه به و گردید تهیه "اخوان تخمه مغز کارخانه " از کلاله گروه هندوانه دانه مغز
-درجه سانتی 4نووازیم، دانمارك تهیه شد و تا زمان مصرف در درجه حرارت  از شرکت )1مشخصات در جدول (پروتامکس 

 برخوردار آزمایشگاهی درجۀ از از شرکت مرك آلمان تهیه و در آزمایش استفاده مورد شیمیایی مواد تمامی. شدگراد نگهداري 

 .باشندمی

  آنزیم هاي مورد استفاده در آزمایش: 1جدول 
  )واحد آنسون(میزان فعالیت   دامنه دما  pHدامنه   منبع  نام تجاري
  Bacillus licheniformis 10 - 6  70 - 55  4/2 آلکالاز

  B.subtilis 5/7 – 5/5  60 – 35  5/1 پروتامکس
  تولید پروتئین هیدرولیز شده-2-2
  هندوانهدانه سازي ایزوله پروتئین از آماده -2-2-1

 )وزنی–حجمی( 1به  10 نسبت به هگزان افزودن با سپس .در آمد رپود بصورت و شده خرد کاملا آسیاب توسط تخم هندوانه
 مانده باقی حلال ادامه در. یافت ادامهدرصد   1 زیر به باقیمانده روغن کاهش تا گیري روغن عمل. شد  انجام روغن استخراج عمل

به  1 نسبت به سپس روغن فاقد نمونه . شد  جدا آن از ساعت 24 مدت به گراد سانتی درجه 40 دماي درخلا  آون وسیله به کنجاله
متر  pH از استفاده با شده یاد محلول pH ها پروتئین ساختمان شدن باز منظور به .شد  پراکنده مقطر آب در )حجمی– وزنی( 10

 هم ساعت یک مدت به محلول آزمایشگاه دماي و) pH=10(  شده یاد pH در .شد  رسانده 10 بهنرمال  1/0 سود کمک باابتدا 

دور  5000 با دور ) Z36 HK, Labnet, Germany(دار سانتریفوژ  یخچال سانتریفیوژ در دقیقه 20 مدت براي محلول. شد  زده
 اسید از استفاده با  محلول فاز pHرساندن  و رسوب فاز سپس با حذف. شد  داده قرار گراد سانتی درجه 4 دماي ودر دقیقه 

 .شد  گراد تکرار سانتی درجه 4 دماي در دقیقه 20 زمان و g 5000 ×با دور  سانتریفیوژ عمل مجددا 5 به نرمال 1/0کلریدریک 
 ساعت 5 تا 4 در زمان گراد سانتی درجه 45 دماي خلا در تحت آون از با استفاده و آوري جمع حاصل رسوب مرحله این در

  ).22(گردید   نگهداري و خنک خشک محیط در و آوري جمع دار درب ظرف در خشک شده پروتئین ایزوله .گردید  خشک
 هندوانهدانه پروتئینی حاصل از ایزوله هیدرولیز  -2-2-2

به ارلن مایر اضافه ) 2:1(لیتر آب مقطر به نسبت میلی 100میلی لیتري ریخته و سپس میزان  250گرم نمونه، درون ارلن مایر  50
بهینه فعالیت  pHنرمال به  2/0پس با اضافه کردن هیدروکسید سدیم س .شددقیقه هموژنیزه  2و با همزن دیجیتالی به مدت  گردید
گراد براي تولید پروتئین سانتیدرجه 50ها در حمام آبی متحرك در دماي نمونه .شد رسانده ،)7 پروتامکس، 5/8آلکلاز (ها آنزیم

به آن اضافه و پس از ) میزان پروتئین نمونه اولیهدرصد  1(، سپس آنزیم شددور در دقیقه قرار داده  200 هیدرولیز شده با دور ثابت
به منظور قطع واکنش آنزیمی در حمام آبی به مدت ) دقیقه 60زمان (در پایان آزمایش  و) دقیقه 30و  15زمان (گیري  هر بار نمونه
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وژ یبا استفاده از سانتریفهاي هیدرولیز شده پس از خنک شدن پروتئین. شدندگراد قرار داده سانتیدرجه 95دقیقه در دماي  15
، مایع شناور جمع آوري شدوژ یدقیقه سانتریف 20دور در دقیقه به مدت  6700با دور ثابت ) ، هامبورگ، آلمانZ36HKمدل (

-Operon FDBمدل (سپس با استفاده از دستگاه خشک کن انجمادي شد، و پروتئین هیدرولیز شده در فریزر نگهداري  گردید

 ).31( در آمدبصورت پودر  )کرهکشور ساخت ، 550

  درجه هیدرولیز -2-3
 هاي پروتئین نسبت درصد گیرياندازه این روش مبناي. دش گیري اندازه (TCA)اسید  کلرواستیک کمک تري هیدرولیز به میزان

 با از نمونه لیتر لیمی 5 منظور این براي. باشدمی نمونه در هاي موجودپروتئین کل به درصد 10 اسید کلرواستیک در تري محلول

 سپس .شد وژیسانتریف دقیقه10 نزما و rpm 6700با دور  سپس و گردید درصد مخلوط 20 اسید کلرواستیک تري لیترمیلی 5

  ):21(گردید  محاسبه 1 معادله طریق هیدرولیز از میزان و گیري اندازه محلول فاز در پروتئین مقدار
  :1 معادله

  زیدرولیدرجه ه =)نمونه در نیپروتئ زانیم/  درصد10 دیاس کیاست کلرو يتر حلولم در شده حل نیپروتئ زانیم( 
  ترکیب اسید آمینه -2-4

نرمال هیدرولیز  6گراد با استفاده از هیدروکلریک سانتیدرجه 110ساعت در دماي  24پودر پروتئین هیدرولیز شده براي مدت 
میزان اسیدهاي آمینه کل . سازي اسیدهاي آمینه انجام شدعمل مشتق(PITC1) سپس با استفاده از فنیل ایزو تیوسیانات . کامل شد

انجام شد  (RF-530)ساز فلورسنت با آشکار C18با استفاده از ستون ) آلمان(  Smart lineمدل HPLCبا استفاده از دستگاه 
)16.( 

  پروتئین هیدرولیز شدهاکسیدانی  گیري فعالیت آنتی اندازه -2-5
  (DPPH)مهار رادیکال آزاد  بررسی -2-5-1

 DPPHمیلـی مـولار    1/0محلـول   تریل یلیم 1جداگانه با  طور به از تیمارهاي مختلف پروتئین هیدرولیز شده تریل یلیم 1بدین منظور 
در  هـا  نمونـه داده و سپس جـذب نـوري    قرار تاریک در اتاق دقیقه 15 مدت به و شد داده تکان یخوب به حاصل مخلوط و اضافه
  ).4( خوانده شد )آب مقطر( در مقابل شاهد nm 517 موج طول
  :2 معادله

  DPPH درصد مهار رادیکال آزاد =  ) جذب نمونه- جذب شاهد/  جذب شاهد(× 100
  )FRAP(گیري قدرت احیاکنندگی آهن اندازه -2-5-2

کنندگی دارند و باعث ءها نقش احیااکسیدانتیدر این روش آن. انجام شد) 2009(و همکاران  Bougatefاین آزمون مطابق روش 
کنندگی عصاره، رنگ زرد محلول آزمایش به رنگ سبز یا آبی تغییر ءبسته به قدرت احیا. دنشومی فروبه آهن  فریکاحیا آهن 

  ).4( یابد می
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  خواص عملکردي -2-6
  حلالیت -2-6-1

تنظیم کرده  10-2آن را به  pHنرمال  1/0و با استفاده از سود و اسید  میلی لیتر محلول آب مخلوط کرده 100گرم نمونه را در  یک
سانتریفیوژ انجام شده و محتواي  500 دقیقه با سرعت 20دقیقه در دماي اتاق مخلوط کرده و سپس به مدت  60و سپس به مدت 

 محاسبه شد) 3(حل با استفاده از معادله  نیتروژن در سوپرناتانت نمونه با استفاده از روش کلدال تعیین شد و درصد پروتئین قابل
)8.(  

  :3معادله 
  اندیس حلالیت در آب=   ) گرم وزن آب ماده جامد محلول در سوپرناتت/  گرم وزن نمونه اولیه(× 100

  امولسیون کنندگی و پایداريظرفیت  -2-6-2
، APU500b( ثانیه با هموژنایزر 30و به مدت  شداضافه  کلزامیلی لیتر روغن  50میلی لیتر آب مقطر و  50گرم نمونه،  3به 

به مدت  g2000و با سانتریفوژ با دور  گردیدلوله آزمایش تقسیم  4سپس به مقدار مساوي در  شدهموژنیزه  )دیلکوفناور، ایران
  ).29( زیر گزارش شد) 4(معادله طبق  EC شد) بهداد، ایران(دقیقه سانتریفوژ  5زمان 

   :4معادله 
 (%) EC=   حجم قسمت امولیسفیه شده/  م کلحج

 10، 8، 6، 4، 2متفـاوت   pHآنها در پنج  pHو  شدمخلوط  درصد1میلی لیتر محلول پروتئینی  30با  کلزاروغن گیاهی  لیترمیلی 10
میکرولیتـر از قسـمت    50سپس بـا میکروسـمپلر   شدبه مدت یک دقیقه هموژنیزه   rpm2000سپس با هموژنایزر با سرعت  شدتنظیم 

هاي صفر و ده  هاي به دست آمده در زمان سپس نمونه .گرفتانجام  't =10و  't= 0هاي  مایع ته لوله برداشته که این  عمل در زمان
نـانومتر   500و جذب محلول رقیق شده با اسپکتروفتومتر در طول مـوج   شدمخلوط % 1سدیم دودسیل سولفات   میلی لیتر 5دقیقه با 

  ). 29(شد انده خو
  :5معادله 

AΔ/tΔ A0 ×   =ESI 

ΔA= A0 –A 10 ,    Δt= 10 min 
  گیري ظرفیت و پایداري کف کنندگیهانداز -2-6-3

میلـی لیتـري    50تهیه شد و در اسـتوانه مـدرج    pH 5-8هاي پروتئینی با  میلی لیتر محلول 20براي اندازگیري ظرفیت کف کنندگی 
. حجـم مخلـوط نهـایی قرائـت شـد     . دور بـر دقیقـه هـم زده شـد     10000با سرعت  هموژنایزره مدت یک دقیقه با سپس ب. ریخته شد

  ).26) (6معادله (درصد افزایش حجم در زمان صفر نسبت به حجم اولیه به عنوان ظرفیت کف کنندگی در نظر گرفته شد 
 :6معادله 

ظرفیت =  حجم نمونه قبل تشکیل کف - لف بعد از تشکیل کفهاي مختحجم نمونه در زمان/  حجم نمونه قبل تشکیل کف
 (%) کف کنندگی 
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سـپس بـا   . دقیقه بعـد از تشـکیل کـف قرائـت شـد      60و  40، 10، 5، 5/0هاي براي محاسبه میزان پایداري کف، حجم کف در زمان
 ر بـه عنـوان شـاخص پایـداري کـف گـزارش شـد        هاي مذکومانده در هر یک از زمان استفاده از رابطه بالا، درصد حجم کف باقی

  )7معادله (). 26(

  

V0 : ،مقدار  حجم کف در زمان صفرVΔ : تغییرات حجم کف در بازه زمانی  
  تجزیه و تحلیل آماري -2-7

 صورت میانگین با انحراف معیار گزارشها در طرح آزمایشی کاملاً تصادفی در سه تکرار انجام شد و نتیجه بهکلیه آزمایش
هاي مختلف هاي اولیه پروتئین هیدرولیز شده تنها متغییر مورد بررسی، زمان هیدرولیز بود، زمان در ارتباط با آزمون(گردید

نرم  با استفاده از) ANOVA(آنالیز آماري تیمارها توسط جدول آنالیز واریانس  ).تکرار انجام شد 3طور جداگانه با هیدرولیز به
شد  استفاده 05/0آزمون دانکن در سطح  ازها داري میانگین معنیاختلاف براي بیان . صورت گرفت )SPSS version 18( افزار

  . ترسیم شد Microsoft Excelافزار  نرمنمودارها با و 

 نتایج و بحث -3
  پروتئینبررسی مقادیر  -3-1

درصد بوده  94/50±75/0زوله دانه هندوانه برابر با درصد و میزان پروتئین ای 66/18±64/0میزان پروتئین اولیه دانه هندوانه برابر با 
مقادیر بالاتر پروتئین، . درصد بوده است 78/90 - 63/60همچنین مقادیر پروتئین هیدرولیز شده در تیمارهاي مختلف مابین . است

لیز می باشد و همچنین انجام در پروتئین هیدرولیز شده در مقایسه با ایزوله هندوانه، به علت تجزیه پروتئین در حین فرآیند هیدرو
 Gadalkar & Rathod). 13( شده استهاي غیر پروتئین نمونه سانتریفوژ در حین فرآیند هیدرولیز، سبب جداسازي قسمت

 درصد48/54زدایی شده را  یو مقادیر پروتئین اولیه دانه هندوانه چرب درصد72/18مقادیر پروتئین اولیه دانه هندوانه را ) 2019(
 .)12( نمودند که نتایج آنها با نتایج مطالعه حاضر هم خوانی داشتاعلام 

  مختلف هايمیآنز از استفاده با شده زیدرولیه هاينیروتئپ پروتئین، ریمقاد: 1 جدول

  آنزیم                         آلکالاز  پروتامکس
  

  )دقیقه(زمان هیدرولیز 
Bc40/0±63/60  Ac90/0±43/71  15  
Bb98/0±24/71  Ab46/0±56/80  30  
Ba57/0±39/84 Aa46/0±78/90 60  

   )انحراف از معیار ±میانگین (همه اعداد بر حسب درصد بیان شده است ) 1
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا) 2
  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند ستوناعداد در یک ) 3
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  درجه هیدرولیز سی مقادیربرر -3-2
تاثیر مستقیمی بر روند افزایشی درجه  فرآیندنوع آنزیم و زمان  دهد کهنشان می) 2جدول (نتایج مربوط به درجه هیدرولیز 

، درجه هیدرولیز به )P>05/0(طور پیوسته افزایش یافت به طوریکه مقادیر درجه هیدرولیز توسط هر دو آنزیم به. هیدرولیز دارد
قابل توجهی تحت تأثیر زمان فرآیند می باشد و طول زنجیره پپتیدي با درجه هیدرولیز نسبت عکس دارد بنابر این افزایش طور 

تر شدن طول زنجیره پپتیدي و کاهش توزیع وزن مولکولی می شود و در نتیجه باعث شکسته شدن درجه هیدرولیز باعث کوتاه
در بین دو آنزیم، پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز ). 25، 3(زاد می شود نوارهاي پپتیدي و افزایش اسیدهاي آمینه آ
عملکرد دو آنزیم را در قابلیت ن امر، ایعلت ، )P>05/0(هاي هیدرولیز نشان داد  درجه هیدرولیز بالاتري را در تمامی زمان

  ).28، 21( نه آزاد بیان کرده پپتیدهاي کوچکتر و حتی تولید اسیدهاي آمیبدر شکست پپتیدها  آلکالاز
  مختلف هايمیآنز از استفاده با شده زیدرولیه هاينیروتئپ درجه هیدرولیز ریمقاد :2 جدول

  آنزیم                         آلکالاز  پروتامکس
  

  )دقیقه(زمان هیدرولیز 
Bc38/0±79/11  Ac29/0±33/15  15  
Bb58/0±71/17  Ab50/0±51/21  30  
Ba59/0±46/23 Aa86/0±16/31 60  

   )انحراف از معیار ±میانگین (همه اعداد بر حسب درصد بیان شده است ) 1
  )A, B.(ف معنی دار دارنداعداد در یک ردیف  با حروف متفاوت اختلا) 2
  )..,a, b, c.(با حروف متفاوت اختلاف معنی دار دارند ستوناعداد در یک ) 3

  ترکیب اسید آمینه -3-3
ا و خواص اسیده) - COOH( گروه کربوکسیلکه به دلیل وجود  .ها هستندهاي سازنده پپتیدها و پروتئینوكاسیدهاي آمینه بل

بنابر این کیفیت  ،اندها از اسیدهاي آمینه مختلف تشکیل شده پروتئین .دهدارائه میهاي اساسی را ویژگی) - NH2(گروه آمینه 
نتایج مربوط به  .)17(شود  آن تعیین می  ضـروري  آمینـه  اسیدهـاي یت دسترسیاي یک پروتئین بر اساس محتوا، نسبت و قابل تغذیه

تواند به ، که این پروتئین سرشار از اسیدهاي آمینه است که میدادپروفایل اسید آمینه پروتئین هیدرولیز شده دانه هندوانه نشان 
اسید آمینه در آن موجود بود و تنها اسید آمینه فنیل آلانین  17 اسید آمینه، 22از  عنوان یک منبع تغذیه مفید ارائه شود و در مجموع

نتایج مربوط به مطالعه حاضر  ).10(وجود داشت  گزارش شده بود FAO از غلظت کمتري در مقایسه با آنچه که توسط الگوي
در پروتئین  HAAوریکه مقادیر به ط .تحت تأثیر نوع پروتئاز قرار دارد) HAA(نشان داد، که میزان اسیدهاي آمینه آبگریز آزاد 

در مجموع . بوده است درصد70/31و براي آنزیم پروتامکس برابر با  درصد93/33هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز برابر با 
این امر به دلیل . هاي آزاد دارنداسیدهاي آمینه اي که داراي خواص آبگریز هستند، نقش مهمی در روند بازدارندگی رادیکال

هاي آزاد و در نتیجه کاهش دسترسی رادیکال هاي آزاد در سلول ایی اسیدهاي آمینه آبگریز در افزایش دسترسی به رادیکالتوان
در مجموع بالاترین مقادیر اسید آمینه ضروري و غیر ضروري براي آنزیم آلکالاز و پروتامکس، به  .)11(دهد هاي هدف رخ می

مقادیر اسید  ،)2019(و همکاران   Ibrahim.بوده است درصد09/18، 99/19تامیک اسید و گلو درصد05/7و  84/7ترتیب  لوسین 
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اعلام  درصد70/22و بالاترین مقادیر اسید آمینه غیر ضروري را گلوتامیک اسید  درصد10/7آمینه ضروري دانه هندوانه را لوسین 
و بالاترین مقادیر اسید  درصد52/7هندوانه را لوسین  مقادیر اسید آمینه ضروري دانه) 2020(و همکاران،  Sagar. )17( نمودند

  .)24( اعلام نمودند، نتایج مطالعات مذکور با نتایج مطالعه ما هم خوانی داشت درصد84/20آمینه غیر ضروري را گلوتامیک اسید 
 شده زیدرولیه نیپروتئ در موجود نهیآم دیاس بیترک: 3 جدول

FAO/ WHO, 
1990 

  )گرم نمونه 100گرم در (د آمینه اسی  آلکالاز  پروتامکس

 1هیستدین 88/4 05/4 

  1ایزو لوسین 70/5 10/5  80/2

 1لوسین 84/7 05/7  60/6

 1لایزین 15/6 87/5  80/5

  1متیونین  59/1  05/1  

 1فنیل آلانین 60/5 90/4  30/6

  1تروئنین 70/4 20/4  4/3

  1والین 20/6  40/5  5/3

  آسپارتیک اسید 25/10  05/13  

  آرژنین 55/8  11/9  

    پرولین 90/4  78/5  

 سرین 90/5  35/6  

 آلانین 1/0  8/0  

 سیستئین 99/19  09/18  

  گلوتامیک اسید  10/1  85/1  1/1

  تیروزین  99/5  78/5  

  گلایسین  88/4  05/4  

  70/31  93/33  HAA2 

  مینه کلآمیزان اسید   44/99  43/98  
 اسیدآمینه ضروري1
  )آلانین، والین، ایزولوسین، لوسین، تیروسین، فنیل آلانین، تریپتوفان، پرولین، متیونین و سیستئین(ز مجموع اسیدهاي آمینه آبگری2
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  خاصیت آنتی اکسیدانی -3-4
   DPPHفعالیت رادیکال آزاد  -3-4-1

دارا بودند و فعالیت  DPPHهاي هیدرولیز شده توانایی بالایی براي حذف رادیکال آزاد تمامی پروتئین) 1شکل (با توجه به نتایج 
هاي هیدرولیز به طور معنی داري بالاتر از آنزیم  آنتی اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز در اکثر زمان

این نتیجه ممکن است به این دلیل باشد، پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز داراي اسید آمینه  .)P>05/0(پروتامکس بود 
  ).32، 28(اکسیدانی آن کمک می کند  باشد که به بهبود فعالیت آنتیز بیشتري نسبت به پروتامکس میآبگری

پروتئین هیدرولیز شده توسط به طوریکه . )P>05/0( یافت افزایش DPPHمقادیر فعالیت رادیکال آزاد  زمان هیدرولیزبا افزایش 
بنابراین فعالیت آنتی اکسیدانی با افزایش زمان الیت آنتی اکسیدانی را دارا بود بالاترین فعدقیقه  60با زمان هیدرولیز  آنزیم آلکالاز

با  فرآیند هیدرولیز و به دنبال افزایش درجه هیدرولیز و آزادسازي پپتیدها و اسیدهاي آمینه آبگریز و فعال بیشتر افزایش می یابد،
نشان داده بودند، این ترکیبات در  DPPH ي به رادیکال هايتوجه به اینکه پپتیدها و اسیدهاي آمینه آبگریز واکنش سریع تر

 ).25(مقایسه با اسیدهاي آمینه آبدوست، ظرفیت بیشتري براي مهار رادیکال آزاد دارند 

  
  DPPHمقادیر فعالیت رادیکال آزاد : 1شکل 

  کنندگی فریکاحیاءقدرت  -2- 3-4 
نوع آنزیم و زمان (ور معنی داري به در ارتباط با پارامترهاي فرآیند هاي هیدرولیز شده به طقدرت احیا کنندگی فریک پروتئین

بیشترین قدرت احیا کنندگی فریک، مربوط پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز با زمان . )P>05/0(بوده است ) هیدرولیز
که کمترین مقادیر مربوط در حالی. )P>05/0() گرم/ میکرومول فروس 39/0(بالاترین فعالیت آنتی اکسیدانی را دارا بود دقیقه  60

. )P>05/0() گرم/ میکرومول فروس 22/0(بود  دقیقه 15به مربوط به پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم پروتامکس و زمان 
، تعداد تواند نشان از افزایش اهداء هیدروژن یا الکترون باشد، همچنین تغییر در اندازه، ساختارافزایش قدرت کاهندگی، می

و ممکن است خاصیت  آمینواسید و پپتیدها در اثر گذشت زمان و افزایش درجه آبکافت، بر کاهندگی یون آهن تاثیر گذار است
براي مثال، اسید آمینه هاي آبگریز از جمله . کاهندگی یون فلزي از طریق اهداي هیدروژن یا دادن الکترون را تحت تأثیر قرار دهد
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نتایج  ).33، 22( تیونین، سیستئین، تیروزین و فنیل آلانین فعالیت آنتی اکسیدانی پپتیدها را بهبود می بخشندهیستیدین، پرولین، م
با استفاده از آنزیم آلکالاز و زمان  هسته انگور، هیدرولیز مورد در )2020(و همکاران   Varedesaraمشابهی توسط گزارش

  .)31( زارش شدگدقیقه  60هیدورلیز 

  
  آهن کنندگی ادیر قدرت احیامق: 2 شکل

  خواص عملکردي-3-5
 حلالیت -3-5-1

بالایی بر خوردار بودند و حلالیت پروتئین هیدرولیز شده ) 3شکل (هاي هیدرولیز شده از حلالیت با توجه به نتایج تمامی پروتئین
مختلف اختلاف معنی داري باهم  هاينزمادر بین حلالیت میزان . هاي هیدرولیز بالاتر بودتوسط آنزیم آلکالازدر تمامی زمان

با زمان  پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالازکه طوريیافت به حلالیت افزایشمقادیر  زمان هیدرولیزبا افزایش . داشتند
یوندهاي هیدروژنی تیدها پس از هیدرولیز پروتئین قادر به ایجاد پپپ). درصد78/91(را دارا بود حلالیت بالاترین دقیقه  60هیدرولیز 

دلیل اصلی افزایش حلالیت، احتمالا تشکیل پپتیدهاي . باشندهاي آبی محلول میتري با آب بودند و معمولا در محلولقوي
به اندازه پپتید، تعادل آب گریزي آب دوستی و همچنین بار  هاي هیدرولیز شدهپروتئینتفاوت در حلالیت  ).19(کوچک می باشد 

ي، یک ویژگی مفید براي بسیاري از  حلالیت بالاي پروتئین هیدرولیز شده. شده در طول هیدرولیز بستگی داردپپتیدهاي تولید 
 پروتئین هیدرولیز، حلالیت زمان افزایش با نیز اعلام نمودند) 2022(و همکاران،  Ghelich  .)30( مواد غذایی محسوب می شود

  .)14( یافت افزایشجوانه گندم  نیپروتئآنزیمی  هیدرولیز از
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  حلالیت تیمارهاي مختلفمقادیر : 3 شکل

  خواص امولسیون کنندگی  -3-5-2
، هـم خـوانی داشـت، بـا توجـه بـه نتـایج        )5و  4به ترتیب شکل ( نتایج مربوط به ظرفیت امولسیون کنندگی پایداري امولسوین باهم

هـاي هیـدرولیز شـده    پـروتئین . ن بالایی بر خـوردار بودنـد  ولسیوظرفیت امولسیون و پایداري ام هاي هیدرولیز شده ازتمامی پروتئین
هاي آبدوست و آبگریز و قابلیت انحلال در آب، باعـث افـزایش ظرفیـت و پایـداري     داراي سطح فعال هستند و بدلیل داشتن گروه

آلکالازدر تمـامی زمانهـاي    ظرفیت امولسیون و پایداري پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم). 2(امولسیون روغن در آب می شوند 
بـا   پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکـالاز یافت به طوریکه  آنها افزایشمقادیر  زمان هیدرولیزبا افزایش  هیدرولیز بالاتر بود و

یز، بـه عنـوان یـک شـاخص مـؤثر در فرآینـد هیـدرول       . را دارا بـود ظرفیـت و پایـداري امولسـیون    بـالاترین  دقیقه  60زمان هیدرولیز 
 شـاخص  کـه  پژوهشـی  در )2022(قلـیچ  و همکـاران    ).5( می گیـرد امولسیون کنندگی پروتئین ها تحت تأثیر درجه هیدرولیز قرار 

، دادنـد مـورد ارزیـابی قـرار     استفاده از فلاورزایـم و آلکـالاز   باجوانه گندم  نیپروتئفعالیت امولسیفایري پروتئین آبکافتی حاصل از 
و نتـایج  هاي امولسیونی می شود نوع آنزیم مصرفی منجر به تولید پروتئین هاي آبکافتی متفاوت از نظر ویژگیکه، تغییر ند نشان داد

  ). 14(بهتر توسط آنزیم آلکالاز مشاهده شد 
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  ظرفیت امولسیون تیمارهاي مختلفمقادیر  :4شکل 

  
  پایداري امولسیون تیمارهاي مختلفمقادیر : 5شکل 

  ی خواص کف کنندگ -3-5-3
نتایج مربوط به کف . باشد می ترمودینامیکی ناپایدار نظر از و است گاز پراکنده فاز و مایع فاز پیوسته با کلوئیدي مخلوط کف

هاي هیدرولیز شده از با توجه به نتایج تمامی پروتئین. هم خوانی داشت ،با هم، )7و  6به ترتیب شکل (کنندگی و پایداري کف 
ردار بودند و کف کنندگی پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالازدر تمامی زمانهاي هیدرولیز کف کنندگی بالایی بر خو

پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم که به طوري .یافت ظرفیت کف کنندگی افزایشمقادیر  زمان هیدرولیزبا افزایش بالاتر بود، 
تحقیقات مختلفی، اثر فرآیند . را دارا بودنندگی و پایداري کف ظرفیت کف کبالاترین دقیقه  60با زمان هیدرولیز  آلکالاز

عواملی مانند حلالیت . هاي پروتئینی را بررسی کرده اندهیدرولیز آنزیمی بر ظرفیت و پایداري کف کنندگی هیدرولیز شده
بدین شکل که ). 5(ها هستند اخصها، درجه هیدرولیز، نوع پپتیدهاي حاصل، قابلیت تشکیل فیلم، از موارد مؤثر بر این شپروتئین
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اثر افزایش درجه هیدرولیز تحت تأثیر زمان فرآیند و نوع آنزیم بر کاهش طول زنجیره پپتیدها و عملکرد آنها در ایجاد و 
وجود آمینواسید . یکی از مواردي که در پایداري کف موثر است، پروفیل آمینواسید پروتئین است. پایدارسازي کف مؤثر است

به این طریق این آمینواسید . موجب افزایش شمار پیوندهاي هیدروژنی و متعاقب تراکم بار پروتئین می شودها در پروتئین نلایزی
بنابراین در پروتئین آبکافتی که غلظت این اسید آمینه بالاست، پایداري کف مطلوبی انتظار می ). 15، 14(کف را پایدار می کنند 

  .ت لایزین پروتئین هیدرولیز شده آلکالاز بالاتر از پروتامکس بودکه در مطالعه حاضر غلظ. رود

  
  کف کنندگی تیمارهاي مختلفمقادیر : 6شکل 

 

  
  پایداري کف تیمارهاي مختلفمقادیر : 7شکل 

  نتیجه گیري نهایی -4
 نتایج .شد بررسی نههندوادانه  یمیآنز زیدرولیاز ه تخلیص شده يدهایپپتعملکردي و  یدانیاکس یآنتدر این پژوهش خواص 

 پروتئین تواندمی آلکالاز آنزیم ،پروتامکسآلکالاز و  آنزیم میان از که داد نشانهاي پروتئین هیدرولیز شده مربوط به ویژگی

د و همچنین افزایش زمان کن تولید تري، فعالیت آنتی اکسیدانی  و خواص عملکردي مطلوببالاتر هیدرولیز درجه با هیدرولیزي
همچنین پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز،  هاي مذکور داشتمثبتی بر روي ویژگیتأثیر  )دقیقه 60تا (  زهیدرولی
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دقیقه هیدرولیز  60توسط آنزیم آلکالاز در زمان  بنابراین پروتئین هیدرولیز شده دانه هندوانه .داشت يبالاتر HAAاسیدهاي آمینه 
ترکیبات  بعنوان همچنین و توسعه حال در در کشورهاي مردم رژیم غذایی در حیوانی هايپروتئین جایگزین بعنوانتواند می

  .باشند مطرح غذایی مواد فرمولاسیون در عملگرا

  :منابع -5
اثر زمان هیدرولیز ضایعات پس از پخت ماهی تهوور بر راندمان بازیافت و . 1392. و صفري، ر. ، معتمدزادگان، ع.شرافت، ن .1

  .47- 54 ):5( 3 .نوآوري در علوم و فناوري غذایی .با آنزیم آلکالاز هاي هیدرولیز شده لی پروتئیناندازه مولکو

یدرولیز شده بررسی خواص عملکردي پروتئین ه. 1395 .م ،، اویسی پور.ه ،، حسینی پرور.ع ،، معتمدزادگان.ر ،شکرپور .2
 .38- 27): 1( 5 .غذایی صنایع و علوم در نوآوري و پژوهش نشزیه .گوشت کوسه چانه سفید
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Abstract  

The aim of this study was produced hydrolyzed protein from watermelon seeds using microbial 
enzymes and to investigate its antioxidant and functional properties. For this purpose, hydrolyzed 
watermelon seed protein was produced by commercial enzymes alcalase and protamax (optimal 
alcalase pH of 8.5, protamax 7), at intervals of 10, 20 and 30 minutes. Degrees of hydrolysis, amino 
acid profile, functional properties (pH 7) including solubility, foaming and emulsifying properties, as 
well as antioxidant properties including DPPH free radical scavenging activity and ferric reducing 
power were measured. The amount of hydrophobic free amino acids in protein hydrolyzed by alcalase 
enzyme was 33.93% and for protamax was 31.70% and the highest levels of essential and non-
essential amino acids for alcalase and protamax were leucine, 7% and 7.05% and glutamic acid were 
19.99%, 18.09%  respectively. The results showed that the protein hydrolyzed by alcalase had higher 
protein content and degree of hydrolysis, antioxidant activity and functional properties than the 
protein hydrolyzed by protamax (p <0.05) and also the increase of hydrolysis time had a positive 
effect on the mentioned parameters (p <0.05). Therefore, it seems that hydrolyzed watermelon seed 
protein due to its antioxidant activity and proper functional properties can be used as a substitute for 
animal protein in the diet as well as functional compounds in food formulations.  

Keywords: Alcalase, Bioactive peptide, DPPH free radical, Protamex, Solubility, Watermelon Seed  
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