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  چکیده
 پپسین بر خواصگل توسط آنزیم  ةگرد آنزیمی پروتئین ثیر هیدرولیزأتدر این پژوهش 

 رویال مقایسه ۀژل اکسیدانی آنتی بررسی و با ویژگی ACEاکسیدانی و بازدارندگی   آنتی
ة گرد قدرت احیاکنندگی، DPPH رادیکال مهارکنندگی ، فعالیتنلیفترکیبات گردید. 

 لیتر گرم بر میلی 1000که مقادیر آنها براي غلظت شد  گیري رویال اندازه ۀو ژل گل
گرم نمونه،  گرم اسیدگالیک بر میلی 71/1031و  174ترتیب  رویال، به ۀژلگل و  ةگرد
 بود. نانومتر 700در طول موج  77/0و  8/0و جذب  درصد 27/95و  درصد 33/67

و مدت  درصد 2بیشترین قدرت احیاکنندگی تیمارهاي هیدرولیزشده با آنزیم پپسین 
بود. بیشترین قدرت مهار رادیکال (براساس میزان جذب)  81/0 ساعت، 4هیدرولیز 

DPPH  ساعت،  5/2و مدت هیدرولیز  درصد 2تیمارهاي هیدرولیزشده با آنزیم پپسین
 درصد 2تیمارهاي هیدرولیزشده با پپسین  ACEبود. بیشترین قدرت مهار  درصد 100

ا انجام هیدرولیز، قدرت ببود. نتایج نشان داد  درصد 49/91ساعت  4و مدت هیدرولیز 
قدرت و  درصد 100هیدرولیزنشده، به  ةدر گرد درصد 33/67از  DPPH مهار رادیکال

در  درصد 49/91هیدرولیزنشده، به  ةدرصد در گرد 54/15گل، از  ةگرد ACEمهار 
پیدا کرد. بنابراین بعد از انجام عمل هیدرولیز، قدرت مهار  ءارتقاهیدرولیزشده  ةگرد

 ةگردبه اینکه  مقایسه شد. باتوجه رویال قابل ۀژلگل با  ةگرد ACEو  DPPH رادیکال
توان آنها را  گل، می ةگردن با هیدرولیز پروتئی گل تنها منبع اصلی پروتئینی زنبور است؛

  رویال نزدیک کرد. ۀبه پپتیدهاي موجود در ژل

  01/09/1395 تاریخ دریافت:
  14/04/1396 تاریخ پذیرش:

  
  کلیدي هاي  واژه

  رویال ۀژل
  اکسیدانی  آنتیفعالیت 

  گل ةگرد
  آنزیمی هیدرولیز

ACE

1   
  مقدمه

 40تا  10با  زنبورعسل شده توسط آوري جمع ةگرد
ها با  گل ةشدن گرد تجمع و مخلوطاز درصد پروتئین 

 Pascoal(آید  دست می هشهد آنها و بزاق زنبورعسل ب

et al., 2013 .(درصد پروتئین 41تا  27با  1رویال ۀژل، 
ه مغذي بیولوژیک شناخته شد ةین مادتر عنوان غنی به

                                                             
1 Royal Jelly 

هاي پروتئازي و دیگر  توسط آنزیم است. این ماده
هاي طبیعی زنبورعسل، از هضم مستقیم گرده  آنزیم

موجود در  2نژیالوفارپهی ةجفت غد 2وجودآمده و از  به
 دشو کارگر جوان ترشح می 3عسلزنبور طرفین سر

)Bogdanov, 2014; Morais et al., 2011 ویژگی .(

                                                             
2 Hypopharyngeal 
3 Apis mellifera 
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زنبورعسل مربوط به  ةرویال و گرد ۀاکسیدانی ژل آنتی
و فلاونوئیدي آنها  فنلیهاي اصلی و ترکیبات  پروتئین

 1پپتیدهاي و دي و تري )Nagai & Inoue, 2004بوده (
اکسیدانی  فعالیت آنتیز هیدرولیز پروتئینی حاصل ا

هاي هیدرولیزنشده از خود  تري نسبت به پروتئین قوي
 Kawashima et al., 1979; Guo etدهند ( نشان می

al., 2009اکسیدانی  آنتی ). دلایل مربوط به عملکرد
کنندگی مهارقابلیت احیاء و فعالیت  این پپتیدها شامل

برخی از  کنندگی هاي آزاد، خاصیت خنثی رادیکال
هیدروکسیل و هاي  ترکیبات سمی همانند رادیکال

 هاي فلزي پراکسیدان کنندگی کاتیون خاصیت چلاته
نتایج  .)Benjakul & Kishimura, 2011( باشد می

هیدرولیز آنزیمی  ۀزمین شده در هاي انجام پژوهش
آمده از  دست هپپتیدهاي بپروتئین نشان داده است که 

توسط پپسین، تریپسین هاي غذایی  هیدرولیز پروتئین
 باشند اکسیدانی می هاي آنتی و آلکالاز داراي ویژگی

)Wiriyaphan et al., 2012; Khantaphant & 

Benjakul, 2008( رویال در  ۀاکسیدانی ژل فعالیت آنتی
و مخمرها و همچنن اثر هاي گیاهی  مورد نمونه

هاي اکسیداتیو در  محافظتی آن در مقابل تنش
آزمایشگاهی به اثبات رسیده است؛ این حیوانات 

ترکیب در شرایط آزمایشگاهی از پراکسیداسیون لیپید 
 ;Liu et al., 2008; Nagai et al( جلوگیري کرده است

2005 (. Guo ) اعلام کردند 2009و همکاران (
تلف رویال که از فعالیت پروتئازهاي مخ ۀژل پپتیدهاي

اکسیدانی و کاهندگی  آیند، فعالیت آنتی دست می به
و  Almeidaدهند.  بالایی را از خود نشان می فشارخون

موجود  فنلی) نشان دادند ترکیبات 2016همکاران (
اکسیدانی مناسب،  گل با ویژگی آنتی ةگرد ةدر عصار

هاي اکسایشی  نشطور چشمگیري باعث کاهش واک هب
 Tchorbanov و Marinova. گردد   میدر سوسیس 

با  2هابا استفاده از پروتئیناز و آمینوپپتیداز) 2010(
آناناس، آمینوپپتیداز و  3گیاهی ازجمله بروملائین أمنش

پرولین ایمینوپپتیداز برگ کلم و آمینوپپتیداز نخود، 
گل پرداختند و  ةدهاي گر به هیدرولیز پروتئین

پپتیدهاي  DPPH4کنندگی رادیکال هاي مهار ویژگی

                                                             
1 Dipeptide and Tripeptide 
2 Aminopeptidases 
3 Bromelain 
4 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

و  Salampessy .دادند قرار یبررس مورد را آمده دست  به
ثر پپتیدهاي حاصل از هیدرولیز ا) 2015همکاران (

را بر بازدارندگی  5نبا آنزیم بروملائی هاي ماهی پروتئین
) مورد بررسی قرار ACE6(از آنزیم مبدل آنژیوتنسین 

، یت بازدارندگیلها با بیشترین فعاپپتیددادند. 
عنوان  شناسایی و وزن مولکولی آنها مشخص شد و به

  مورد استفاده قرار گرفت.  اغذاي عملگر
مفید و رویال، با وجود اثرات  ۀمصرف ژل

لیل اثرات احتمالی ازجمله د ، بهآن بخش سلامت
و همچنین  و طعم اسیدي خاص آن زایی آلرژي

بسیاري از  مرسوم نیست.بودن مقدار تولید آن،  کم
رویال مربوط به پپتیدهایی  ۀژل قابل توجه هاي ویژگی
 بنابراینطور طبیعی در آن وجود دارد.  که بهاست 

 با هیدرولیز این است که حاضر ف از انجام پژوهشهد
و  داردبیشتري  پذیري گرده که دسترس آنزیمی

اي تولید کرد  مادهتوان  می رویال است، ۀتر از ژل ارزان
ازجمله  رویال ۀبرخی از خواص مفید ژلازنظر  که

و ، قدرت احیاکنندگی DPPHمهار رادیکال ویژگی 
 باشد. به آن نزدیک ACEبازدارندگی 

  
  ها  مواد و روش

این پژوهش در آزمایشگاه علوم و صنایع غذایی 
انجام  دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان

مرکز رویال از  ۀگل و ژل مخلوط چند ةشد. گرد
 واقع درافشانی  پرورش زنبورعسل و خدمات گرده

و سوبستراي  ACEپپسین و هاي  ، آنزیمکاووسگنبد
آن از شرکت سیگما و سایر مواد آزمایشگاهی شامل 

سدیم، اسیدبوریک،  اسیدسولفوریک، هیدروکسید
 سدیم فسفات، دي اسیدکلریدریک، تریس، مونوسدیم

 اسید، اتانول، پتاسیم کلرواستیک ات، تريففس
 آزاد رادیکال، فرو فریک، کلرید سیانید، کلرید فري

DPPH هاي مرك و تتراکم با  و اتیل استات از شرکت
  خلوص آزمایشگاهی تهیه شدند. ۀدرج

  
  اکسیدانی گرده سنجش خواص آنتی

  یفنل باتیترک يریگ اندازه
 گیري ترکیبات فنلی، با استفاده از روش فولین اندازه

                                                             
5 Bromelain 
6 Angiotensin-converting enzyme 
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میکرولیتر از  500 انجام شد. به این منظور 1وسیوکالت
میکرولیتر معرف فولین  500با  هر غلظت عصاره

 10میکرولیتر محلول کربنات سدیم  500و  سیوکالتو
ساعت  1مدت  درصد وزنی/حجمی مخلوط گردید و به

؛ گذاري شد خانه گرمدر دماي اتاق و مکان تاریک 
نانومتر خوانده  700درنهایت جذب آن در طول موج 

گرم  شد. مقدار ترکیبات فنلی برحسب میلی
 خط ۀمعادلطریق لیتر عصاره از میلیاسیدگالیک در هر 

 منحنی استاندارد تعیین گردید حاصل از
)Deshpande et al., 1987.( 

  
  DPPH آزاد يها کالیراد یکنندگمهار تیفعال سنجش

 DPPHهاي آزاد  کنندگی رادیکالسنجش فعالیت مهار
انجام ) 2011(و همکاران  Hmidetبا استفاده از روش 

شده در  حل ةلیتر از عصار میلی 1منظور  این برايشد. 
اتانولی با غلظت  DPPHلیتر از محلول  میلی 1اتانول با 

دقیقه  50مدت  مولار مخلوط شد، سپس به  میلی 1/0
جذب مخلوط در طول موج  .قرار گرفتدر تاریکی 

کنندگی خوانده شد. درنهایت فعالیت مهار نانومتر 517
  .محاسبه شد )1( ۀرابطبراساس درصد، طبق 

  )1رابطۀ (
)A0)/A1-A0((100 کالیراد یمهارکنندگ تیفعال=درصد DPPH  
  

 جذب نمونه: A1و  جذب کنترل: A0)، 1در رابطۀ (
  باشد. می

 
  یاکنندگیاح قدرت سنجش

گل در احیاي  ةگیري قدرت احیاکنندگی گرد اندازه
 و همکاران Bougatefبا استفاده از از روش  IIIآهن 

لیتر از محلول  میلی 1منظور  این انجام شد. به )2009(
و  6/6معادل  pHلیتر بافر فسفات   میلی 5/2عصاره با 

درصد مخلوط  1سیانید  لیتر پتاسیم فري  میلی 5/2
 50 با دماي در حمام آب دقیقه 30مدت    گردید و به

لیتر  میلی 5/2قرار گرفت؛ سپس  گراد سانتی ۀدرج
آن  درصد وزنی/حجمی به 10کلرواستیک اسید   تري

 وژ با دوریدقیقه سانتریف 10اضافه شد. پس از 
g×1650 ، آمده دست بهلیتر از سوپرناتانت  میلی 5/2به ،
لیتر محلول  میلی 5/0قطر و م لیتر آب میلی 5/2

                                                             
1 Folin-Ciocalteu 

دقیقه  10درصد اضافه شد. پس از  1/0آهن کلرید
  نانومتر خوانده شد. 700طول موج  جذب آن در

  
 گل ةگرد یمیآنز زیدرولیه

 pHپپسین در دما و  گل توسط آنزیم ةهیدرولیز گرد
ت غلظ ةدر محدودها  آنزیمانجام شد.  این آنزیم ۀبهین

درصد وزنی/وزنی به محلول پروتئینی افزوده  2تا  1
 ساعت و 5تا  2هاي   شده و هیدرولیز در مدت زمان

در  3 معادل pHگراد و  سانتی ۀدرج 37 دماي
  ثابت انجام شد. pHهاي شیکردار و در دما و انکوباتور

 10مدت  گراد به سانتی ۀدرج 85در انتها در دماي 
براي حذف ترکیبات . دقیقه واکنش آنزیمی متوقف شد

دقیقه  30مدت  به g×4000وژ در یاضافی، سانتریف
کن  آوري با خشک انجام شد و سوپرناتانت پس از جمع

 ;Villanueva et al., 1999( انجمادي خشک شد

Matsuoka et al., 2012; Guo et al., 2005(   
  

زنبورعسل  ةگرد کسیدانیا بررسی ویژگی آنتی
 هیدرولیزشده

  DPPH آزاد يها کالیراد یکنندگمهار تیفعال سنجش
 DPPHهاي آزاد  کنندگی رادیکالسنجش فعالیت مهار
انجام ) 2011و همکاران ( Hmidetبا استفاده از روش 

  شد.
  

  یاکنندگیاح قدرت سنجش
از روش با استفاده  سنجش قدرت احیاکنندگی

Bougatef ) انجام شد )2009و همکاران.  
  

  )فشارخون ةدهند شیافزا( ACE یبازدارندگ اثر
) 2013و همکاران ( Nasriاین آزمون بر طبق روش 

 ةمیکرولیتر از گرد 80انجام شد. براساس این روش 
مخلوط گردید  2HHLمیکرولیتر  200هیدرولیزشده با 

 گراد  سانتی ۀدرج 37دقیقه در دماي  3مدت  و به
 میکرولیتر 20شد. واکنش با افزودن  گذاري خانه گرم

ACE  آغاز شد و ر لیت  واحد در میلی 1/0با غلظت
ادامه  گراد سانتی ۀدرج 37در دماي  دقیقه 30مدت  به

میکرولیتر اسیدکلریدریک  250یافت؛ سپس با افزودن 
 7/1بعد  ۀمولار متوقف گردید. در مرحل 05/0

                                                             
2 N-Hippuryl-His-Leuhydrate 
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مدت  استات به مخلوط اضافه شد و به اتیل لیتر میلی
وژ شد. جهت تبخیر یسانتریف g800×دقیقه با دور  15

دقیقه  10مدت  آمده به دست استات، سوپرناتانت به اتیل
قرار گرفت.  گراد سانتی ۀدرج 95در آون با دماي 

مقطر حل شد و  لیتر آب میلی 1مانده در  رسوب باقی
دو اسپکتروفتومتر با استفاده از دستگاه جذب آن 

 PG instrumentشرکت مرئی (-پرتویی ماوراء بنفش

Ltd T80+، 228با طول موج  )ساخت انگلستان 
نانومتر خوانده شد. درنهایت درصد بازدارندگی از 

ACE ( محاسبه گردید) 2( ۀتوسط رابطNasri et al., 

2013(.  
  )2رابطۀ (

100 ×)B)/A-B((ی= درصد بازدارندگ ACE  
  
و  ACE ،HHL: جذب مخلوط A )،2( ۀرابط در

و  ACE: جذب مخلوط Bو  پروتئین هیدرولیزشده
HHL باشد یم.  
  

  يآمار لیوتحل هیتجز
 زیدرولیه انجام از قبل یدانیاکس یآنت هاي آزمون

 05/0داري  در سطح معنی یتصادف کاملاً طرح براساس
 IBM SPSS Statistics افزار نرم از استفاده با و درصد

v25 تیفعال يساز نهیبه و يماربندیت. شد انجام 
 از استفاده با زشدهیدرولیه گل ةگرد یدانیاکس یآنت
 )RSM1(با روش سطح پاسخ  Design Expert افزار نرم
 .شد انجام يمرکز مرکب طرح با شده مشخص نقاط در

شده با مقادیر واقعی  بینی ر پیشیدوتایی مقاد ۀمقایس
انجام  SPSS افزار  در نرم T-test با استفاده از آزمون

  شد.
  

  نتایج و بحث
 اکسیدانی هاي آنتی   آزمون

  یفنل باتیترک يریگ اندازه
 غلظت محلول ۀکه رابط همبستگیخط  ۀمعادل
ها در طول موج  میزان جذب نمونهگالیک را با اسید
 )3رابطۀ (صورت  دهد، به نانومتر نشان می 700
بود  98/0. در این رابطه ضریب همبستگی باشد  می

)98/0 =R2.(  
                                                             
1 Response Surface Methodology 

   )3رابطۀ (
Y= 0011/0 X+ 0196/0          R2= 98/0   

  
ترتیب معادل جذب نمونه  به: X و Y، )3( ۀدر رابط

کل ترکیبات فنلی نانومتر و مقدار  700در طول موج 
 ةگرم معادل اسیدگالیک در هر گرم گرد براساس میلی

میانگین میزان  ۀمقایس )1( شکل باشد. گل می
 ةآبی گرد ةهاي مختلف عصار ترکیبات فنلی در غلظت

ترکیبات فنلی  دهد. میزان رویال را نشان می ۀگل و ژل
 گرم اسیدگالیک بر میلی 174تا  48/15گل بین  ةگرد

 9/24رویال بین  ۀو میزان ترکیبات فنلی ژلگرم گرده 
رویال  ۀگرم اسیدگالیک بر هر گرم ژول میلی 87/261و 

 متغیر بود. روند تغییرات میزان ترکیبات فنلی هر دو
افزایشی بود و این  ،با افزایش غلظت عصاره نمونه

گرم بر  میلی 1000تا  200 هاي تغییرات در غلظت
 فنلیمیزان ترکیبات ). >05/0P( دار بود لیتر معنی

شده در این پژوهش، قابل مقایسه با میزان  گیري اندازه
شده توسط سایر پژوهشگران  گیري اندازه فنلیترکیبات 

)، 2016و همکاران ( Almeida عنوان مثال باشد. به  می
 69/19گل را  ةاتانولی گرد ةعصار فنلیمیزان ترکیبات 

گل گزارش کردند.  ةبر گرم گردگالیک گرم اسید میلی
Daoud ) آبی  ةعصار فنلی)، ترکیبات 2015و همکاران

 42/13و  74/237تا  4/5خرما را  ۀگل دو واریت ةگرد
گل  ةبر گرم گرد گالیکدیاسگرم  میلی 62/197تا 

میزان  )،2013و همکاران ( Pascoalگزارش کردند. 
تجاري  ةنوع گرد 8متانولی  ةعصار فنلیترکیبات 

 15/32تا  5/18 ةاسپانیا و پرتغال را در محدود
گل گزارش کردند.  ةر گرم گردب گالیکدیاسگرم  میلی
Liu ) ۀژل فنلی)، میزان ترکیبات 2008و همکاران 

بر گرم  گالیکدیاسگرم میکرو 220رویال را در حدود 
رویال گزارش کردند که در مقایسه با ترکیبات  ۀژل

ون در پژوهش حاضر بسیار رویال مورد آزم ۀژل فنلی
) اعلام کردند 2009و همکاران ( Leblanc کمتر است.

در نوع حلال مورد استفاده براي استخراج ترکیبات 
گل و  ةگرد فنلیپلیمریزاسیون ترکیبات  ۀ، درجفنلی

، یکدیگرهاي آنها با  واکنش، همچنین رویال ۀژل
گل یا  جغرافیایی، تکهاي ژنتیکی و مناطق فاکتور

 فنلیبودن گرده در میزان و نوع ترکیبات  چندگل
باشد.  گذار میثیرأرویال مناطق مختلف ت ۀا و ژله گرده
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گل  ةرویال از هضم مستقیم گرد ۀبه اینکه ژل باتوجه
شود، ازنظر میزان  توسط زنبورعسل حاصل می

ترکیبات فنلی با یکدیگر قابل مقایسه هستند 
)Bogdanov, 2014 در این پژوهش نیز مشخص شد .(

رویال با افزایش غلظت عصاره،  ۀگل و ژل ةکه در گرد

، این روند یابد میمیزان ترکیبات فنلی افزایش 
گرم بر لیتر  میلی 300رویال، از غلظت  ۀافزایشی در ژل

گل  ةعصاره به بعد با شدت بیشتري نسبت به گرد
  .قابل مشاهده بود

  

    
  رویال ۀگل و ژل ةآبی گرد ةهاي مختلف عصار میزان ترکیبات فنلی غلظت - 1 شکل

  
  ظرفیتی قدرت احیاکنندگی یون آهن سه

ظرفیتی،  قدرت احیاکنندگی یون آهن سه ۀمطالعدر 
عنوان معیاري براي قابلیت  بهاین یون  ءاحیا

موضوع رود. این  کار می فنلی بهدهی ترکیبات  الکترون
سازوکار مهمی را در فرایند اکسایش ترکیبات فنلی 

 قدرتدهندگی الکترون ( دهد. ظرفیت تشکیل می
اکسیدانی ترکیبات   احیاکنندگی) مرتبط با فعالیت آنتی

در شکل  .)Arabshahi et al., 2001(باشد   زیستی می
هاي  میانگین قدرت احیاکنندگی غلظت ۀمقایس )2(

رویال مشخص شده  ۀگل و ژل ةآبی گرد ةمختلف عصار
است، این نتایج حاکی از آن بود که قدرت 

گل بین  ةگرد ةاي مختلف عصاره احیاکنندگی غلظت
رویال  ۀو میزان قدرت احیاکنندگی ژل 8/0تا  29/0

متغیر بود. روند تغییرات میزان  77/0و  74/0بین 
لظت با افزایش غ نمونه قدرت احیاکنندگی هر دو

بین قدرت  که طوري هافزایشی بود، ب عصاره

) با 25و  5/12پایین ( هاي در غلظت احیاکنندگی
اختلاف گرم بر لیتر  میلی 200هاي بالاتر از  غلظت
و  Moraisبا نتایج  یافته. این )>05/0P( دار بود  معنی

) مطابقت داشت. اما قدرت 2011همکاران (
دار و  گل اختلاف معنی ةرویال و گرد ۀژلاحیاکنندگی 

ودن ب توان دلیل آن را یکسان مشخصی نداشتند که می
 ةدر گرد یون آهن ةکنندنسبی میزان ترکیبات احیا

  .)Bogdanove, 2014(رویال دانست  ۀگل و ژل
Morais ) کردند  مشاهده )2011و همکاران

ترتیب  گرده به فنلی ةکمترین و بیشترین غلظت عصار
کنندگی یون آهن را و بیشترین قدرت احیا کمترین

هاي  ظتلقدرت احیاکنندگی غ که بین داشته درحالی
شدن قدرت  . کموجود نداشتداري  میانی تفاوت معنی

 فنلیاحیاکنندگی یون آهن با کاهش غلظت ترکیبات 
 Marghitas) و 2009و همکاران ( Leblanceعصاره را 

  .اند  کردهگزارش ) نیز 2009و همکاران (

    
  رویال ۀگل و ژل ةآبی گرد ةهاي مختلف عصار قدرت احیاکنندگی غلظت -2 شکل
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  DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال 
کنندگی میانگین درصد مهار ۀنتایج مقایس )3(شکل 

آبی  ةهاي مختلف عصار در غلظت DPPHرادیکال 
 )3( دهد. در شکل رویال را نشان می ۀگل و ژل ةگرد

مشخص است که کمترین و بیشترین میزان درصد 
و  05/1 گل ةدر گرد DPPHمهارکنندگی رادیکال 

درصد  27/95و  75/3رویال  ۀدرصد و در ژل 33/67
 DPPHبود. روند تغییرات درصد مهارکنندگی رادیکال 

، با افزایش غلظت عصاره، افزایشی بود؛ نمونه هر دودر 
که اختلاف در بیشترین غلظت با سایر  طوري هب

). >05/0P(دار بود  یطور قابل توجهی معن ها به   غلظت
Sun ) 2007و همکاران ،(Kroyer و Hegedus 

نیز گزارش ) 2011و همکاران ( Morais) و 2001(
 DPPHکنندگی رادیکال آزاد نمودند که فعالیت مهار

وابسته به غلظت بوده و با افزایش  فنلیهاي  عصاره
و همکاران  Liuیابد.  غلظت اثر مهارکنندگی شدت می

رویال  ۀژل DPPH)، میزان قدرت مهار رادیکال 2008(
درصد گزارش کردند. قدرت مهار رادیکال  65را 

رویال مورد آزمون در پژوهش  ۀبالاترین غلظت ژل

 Liuبا گزارش درصد بود که در مقایسه  27/95ضر، حا
له را أ) بسیار بالاتر است. این مس2008و همکاران (

رویال،  ۀژل فنلیتوان به تفاوت در میزان ترکیبات  می
و پپتیدهاي  ها پروتئینجغرافیایی و  ۀمنطق
رویال نسبت داد. بین  ۀاکسیدان موجود در ژل آنتی

رویال، اختلاف  ۀگل و ژل ةقدرت مهار رادیکال گرد
قابل توجهی مشاهده شد. این اختلاف در بالاترین 

رویال به بیشترین  ۀگل و ژل ةهاي گرد غلظت عصاره
درصد رسید. دلیل بیشتربودن  28مقدار خود، یعنی 

گل را  ةرویال نسبت به گرد ۀقدرت مهار رادیکال ژل
ها و پپتیدهایی در  توان به حضور بیشتر پروتئین می

جانبی آنها قابلیت  ةرویال نسبت داد که زنجیر ۀلژ
و  Nagaiهاي آزاد را دارا هستند.  انداختن رادیکال دام  به

 ۀهاي ژل ) نشان دادند که پروتئین2005( همکاران
 Guoاکسیدانی قوي هستند.  رویال داراي ویژگی آنتی

اکسیدان را از  ) پپتیدهاي آنتی2005و همکاران (
رویال جداسازي و  ۀدر آب ژل هاي محلول پروتئین

  .شناسایی کردند

  

    
  گل ةآبی گرد ةهاي مختلف عصار در غلظت DPPH اثر بازدارندگی رادیکال -  3شکل 

  
هاي  گل و آزمون ةسازي هیدرولیز گرد بهینه
  اکسیدانی آنتی

، RSMروش سطح پاسخ  شده در به نقاط تعریف باتوجه
هاي فعالیت  انجام شد. نتایج آزمون ههاي مربوط آزمون
گل هیدرولیزشده در نقاط  ةاکسیدانی گرد آنتی

 )1(جدول  شده با طرح مرکب مرکزي در  مشخص

آمده  دست هاي به بعد داده ۀآورده شده است. در مرحل
و جدول  همبستگیتحلیل شدند. ضرایب  و تجزیه
هاي  ها براي آزمون واریانس براي هریک از پاسخ ۀتجزی
 DPPHاکسیدانی احیاکنندگی، مهار رادیکال آزاد  آنتی

 )4(و  )3(، )2( ترتیب مطابق با جداول  به ACEو مهار 
  باشد.   می
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  مرکزي مرکبشده با طرح  گل هیدرولیزشده در نقاط مشخص ةاکسیدانی گرد هاي فعالیت آنتی نتایج آزمون - 1 جدول

  غلظت آنزیم  تیمار
  (درصد)

   زمان
  (ساعت)

 مهارکنندگی فعالیت
  DPPHرادیکال 

 احیاکنندگی قدرت
  )نانومتر 700 در جذب میزان(

  مهارکنندگی فعالیت
ACE  

1  2  1  09/34  68/0  09/34  
2  5/1  1  51/96  65/0  58/35  
3  1  1  58/88  75/0  74/67  
4  2  5/2  100  68/0  3/44  
5  5/1  5/2  71/91  61/0  93/27  
6  5/1  5/2  64/93  57/0  93/28  
7  5/1  5/2  71/92  61/0  93/27  
8  5/1  5/2  64/94  57/0  93/27  
9  5/1  5/2  71/95  61/0  93/27  
10  1  5/2  02/91  57/0  22/44  
11  2  4  88/71  81/0  49/91  
12  5/1  4  69/66  74/0  24/58  
13  1  4  24/67  73/0  67/57  

  
  ظرفیتی قدرت احیاکنندگی یون آهن سه

 همبستگیواریانس و ضرایب  ۀنتایح مربوط به تجزی
هیدرولیزشده  ةهاي قدرت احیاکنندگی گرد براي پاسخ
ذکر شده است. آنالیز سطح پاسخ نشان  )2(در جدول 

هاي  گردهقدرت احیاکنندگی  مورددهد که در  می
پپسین پارامترهاي واکنش از  هیدرولیزشده با آنزیم

) R2=95/0( همبستگیدوم و با ضریب  ۀنوع درج
  .نشان داده شده است )4ۀ (رابطکه در  باشد   می

  )4رابطۀ (
Y= 70346/0 – 13562/0 X1– 08474/0 X2 +0389/0 X12 

+ 07041/0 X22- 011/0 X1X2 

  
ترتیب متغیرهاي زمان  به :X2و  X1 )،4در رابطۀ (

قدرت احیاکنندگی  :Yهیدرولیز و غلظت آنزیم و 
  د.نباش  می

که مدل آماري دهد  نشان می )2( نتایج جدول
بینی اثر متغیرهاي آزمایش بر  شده براي پیش ارائه

گل هیدرولیزشده توسط  ةقدرت احیاکنندگی گرد
. اثر متغیر )P>05/0( باشد آنزیم پپسین مناسب می

، بیشتر و )P>0002/0( زمان روي قدرت احیاکنندگی
 )P>0011/0( دارتر از متغیر غلظت آنزیم  معنی

زمان و اثر متقابل زمان و غلظت  2 ۀباشد. اثر درج می
  ).P<05/0( دار نبود آنزیم بر قدرت احیاکنندگی معنی

هاي این  بودن مدل براي داده مناسببررسی جهت 

) (Lack of fit ضعف برازش مدلآزمایش از آزمون 
، این فرض )2( به نتایج جدول استفاده شد که باتوجه

له أاین مس .)P<05/0(دار نشد  آنزیم معنی 3براي هر 
هاي مربوط به  خوبی با داده بیانگر آن است که مدل به

  هیدرولیزشده تطبیق دارد. ةقدرت احیاکنندگی گرد
  

واریانس براي فعالیت  ۀجدول تجزی - 2جدول 
  احیاکنندگی یون آهن

  
 ۀدرج

  آزادي
ضریب 

 همبستگی
داري  سطح معنی

)P( 
  0002/0  70346/0  5  مدل

X1 (زمان)  0002/0  -13562/0  1  
X2 (غلظت آنزیم)  0011/0  - 08474/0  1  

X1
2 1  0389/0  4908/0  

X2
2  1  07041/0  0004/0  

X1X2 1  011/0 -  2384/0  
Lack of fit 3    425/0  

R2-Pred   91/0    
R2-Adj   74/0    

  
ت آنزیم بر قدرت اثر زمان و غظ عديبُ سهنمودار 

هیدرولیزشده توسط آنزیم پپسین  ةگرداحیاکنندگی 
طورکه  هماننشان داده شده است.  )4(در شکل 

تیمارهاي خص است، بیشترین قدرت احیاکنندگی مش
براساس میزان  81/0هیدرولیزشده با آنزیم پپسین، 

بود که مربوط به تیمار هیدرولیزشده با غلظت جذب 
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ساعت  4درصد و مدت زمان هیدرولیز  2آنزیم 
هیدرولیزشده با آنزیم  ةطورکلی در گرد هبباشد.  می

و غلظت ساعت  4پپسین، با افزایش زمان هیدرولیز تا 
 ،درصد، روند تغییرات قدرت احیاکنندگی 2آنزیم تا 

ثابت و سپس افزایشی بوده و در تمام  ابتدا نسبتاً 
مراحل اثر زمان بیشتر از اثر غلظت آنزیم بود. بنابراین 
بهتر است براي دستیابی به بیشترین میزان قدرت 

غلظت آنزیم و مدت زمان  ةاحیاکنندگی، از محدود
پس از آغاز روند افزایشی  استفاده کرد. هیدرولیز بالا

گروه تیول در به  توان باتوجه می ساعت را 2 گذشت
اساس  براین توضیح داد. آنزیم پپسینجایگاه فعال 

 ۀاتصالات مجاور اسیدهاي آمین آنزیم پپسین ترجیحاً
ابتدا با  شکند. تیروزین و تریپتوفان را می فنیل آلانین،

شدن این باندهاي پپتیدي خاص و رهاشدن از  شکسته
ها، وزن مولکولی آنها کاهش  ساختار اصلی پروتئین

یافته و سپس با افزایش زمان و پیشرفت فرایند 
هاي پپتیدي،  ه شدن بیشتر زنجیر هیدرولیز و شکسته

 ءت اهداء الکترون براي احیایتولید پپتیدهاي با قابل
به دوظرفیتی افزایش پیدا  ظرفیتی سهیون آهن 

اعلام کردند )، 2015و همکاران ( Lassoued .کند می
هاي  آزمایش و نوع آنزیمبر اختلاف در شرایط  علاوه

 درنوع سوبسترا و توالی اسیدآمینه  مورد استفاده،
 ةهیدرولیز و طول زنجیر ۀشده، درج پپتیدهاي تشکیل

ثر است. ؤیون آهن م در احیاءها پپتیدي در عملکرد آن
Guerar ) اعلام کردند با افزایش 2002و همکاران ،(

 ها با ویژگیغلظت آنزیم، میزان تولید پپتید
) 2009و همکاران ( Je یابد. افزایش می یاکسیدان آنتی

تن را با استفاده از چند نوع  که پروتئین جگر ماهی
 ءپروتئاز هیدرولیز کردند، بیشترین میزان قدرت احیا

نانومتر گزارش  700در  45/0یون آهن را با جذب 
  نمودند. 

  

اثر غلظت آنزیم (درصد) و مدت  عديب سهنمودار  - 4شکل 
گل  ةزمان هیدرولیز (ساعت) بر قدرت احیاکنندگی گرد

  هیدرولیزشده
  

  DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال 
ی همبستگواریانس و ضرایب  ۀنتایح مربوط به تجزی

 DPPHهاي فعالیت مهارکنندگی رادیکال   براي پاسخ
ذکر شده است.  )3(هیدرولیزشده در جدول  ةگرد

فعالیت در دهد  آنالیز سطح پاسخ نشان می
هیدرولیزشده  ةگرد DPPHمهارکنندگی رادیکال 

ضریب  بوده و دوم ۀواکنش از نوع درج ۀمعادل
  . )5(رابطۀ  باشد ) می R2=98/0( آن همبستگی

  )5رابطۀ (
Y= 3891/69  + 84933/22  X1 +  22549/1 X2 - 77572/5 X12 

64728/3+ X22 7373/1- X1X2 
  

ترتیب متغیرهاي زمان  به :X2و  X1 )،5رابطۀ (در 
قدرت مهارکنندگی  :Yهیدرولیز و غلظت آنزیم و 

  باشد.  می DPPHرادیکال 
 يآمار مدل که دهد ینشان م )3(جدول  جینتا

 بر شیآزما يرهایاثر متغ ینیب شیپ يبرا شده ارائه
گل  ةگرد DPPH کالیراد یمهارکنندگ تیفعال

  .)P>05/0( باشد یم مناسب زشدهیدرولیه
در تمامی تیمارها اثر زمان بر میزان مهار رادیکال 

DPPH 05/0( دار بود  معنی<P(اثر زمان  ، و
)0001/0<P( تر از اثر غلظت آنزیم دار معنی
)0014/0<P( دوم  ۀبود. همچنین نتایج اثر درج

دار نشان  ها را بر پاسخ آزمایش معنیهریک از متغیر
بودن مدل  . همچنین جهت مناسب)P>05/0( دهد  می

 برازش مدل ضعفهاي این آزمایش از آزمون  براي داده
)Lack of fitبه نتایج جدول ) استفاده شد که باتوجه 
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له أ. این مس)P<05/0(دار نشد  ، این فرض معنی)3(
هاي مربوط به  خوبی با داده بیانگر آن است که مدل به

 ةگرد DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال 
  هیدرولیزشده تطبیق دارد.

  
واریانس فعالیت مهارکنندگی رادیکال  ۀتجزی -  3جدول

DPPH  
  

 ۀدرج
  آزادي

ضریب 
 همبستگی

 داري  معنی سطح
)P( 

  >0001/0  3891/69  5  مدل
X1  (زمان)  0001/0  8493/22  1<  

X2 (غلظت آنزیم)  0014/0  2254/1  1  
X1

2  1  7757/5-  0001/0<  
X2

2  1  6472/3  0001/0<  
X1X2 1  7373/1-  2093/0  

Lack of fit 3    2525/0  
R2- Pred   97/0    
R2- Adj   90/0    

  
ظت آنزیم را بر لاثر زمان و غ عديبُ سهنمودار 

 ةگرد DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال 
نشان داده  )5(هیدرولیزشده با آنزیم پپسین در شکل 

طورکه مشخص است، بیشترین قدرت  شده است. همان
تیمارهاي هیدرولیزشده با آنزیم  DPPHمهار رادیکال 

درصد بود که مربوط به تیمار  100پپسین، 
و مدت زمان  درصد 2آنزیم هیدرولیزشده با غلظت 

طورکلی در  باشد. به می دقیقه 30ساعت و  2هیدرولیز 
پپسین، با افزایش زمان  هیدرولیزشده با آنزیم ةگرد

 و درصد 2ظت آنزیم تا لغهمچنین افزایش هیدرولیز، 
، ابتدا DPPHروند تغییرات قدرت مهار رادیکال 

ن روند تغییرات با اثر افزایشی و سپس کاهشی بود. ای
تر بود. بنابراین بهتر است براي دستیابی  مشخصزمان 

، از DPPHمهار رادیکال  به بیشترین میزان قدرت
هاي  غلظت مدت زمان هیدرولیز متوسط و ترجیحاً 

) که 2009و همکاران ( Jeبالاي آنزیم استفاده کرد. 
تن را با استفاده از چند نوع پروتئاز  پروتئین جگر ماهی

هیدرولیز کردند، بیشترین میزان قدرت مهار رادیکال 
DPPH  کاهش کردند. درصد گزارش  100را حدود
پروتئین  DPPH فعالیت مهارکنندگی رادیکال میزان

تواند  شدن زمان هیدرولیز، می هیدرولیزشده با طولانی
ناشی از پیشرفت مقدار هیدرولیز و اثر بیشتر آنزیم بر 

هاي  زنجیرهبرخی از باشد که باعث شکستن  پروتئین
و  شدهبالا  یاکسیدان آنتیپپتیدي اولیه با فعالیت 

و همکاران  Nagai کاهش فعالیت آنها را به دنبال دارد.
هاي پپسین، تریپسین و  با استفاده از آنزیم )2005(

 کرده وگل را هیدرولیز ةهاي گرد پروتئین 1ینیپاپا
هاي  اعلام داشتند که قدرت مهار رادیکال پروتئین

هیدرولیزشده با پپسین، تریپسین و پاپایین، با 
ساعت  48مدت  وزنی/حجمی بهدرصد  1هاي   غلظت

این درصد بود.  90و  95، 97ترتیب  هیدرولیز، به
توسط  DPPH قدرت مهار رادیکال بیشترین با مقادیر
هاي هیدرولیزشده در پژوهش حاضر قابل مقایسه  گرده
  است.

Je ) با  ها) اعلام کردند که پپتید2009و همکاران
کیلودالتون بیشترین قدرت  3تا  1وزن مولکولی بین 

و  Marinova را دارند. DPPH مهار رادیکال
Tchorbanov )2010( ساعت  4، با استفاده از

گل، پپتیدهایی با  ةهاي گرد یدرولیز آنزیمی پروتئینه
درصد دست  46به میزان   DPPHقابلیت مهار رادیکال

 2پس از که در پژوهش حاضر،  درحالیپیدا کردند؛ 
دقیقه هیدرولیز میزان مهار  30ساعت و 

 4درصد رسید و پس از  100به   DPPHرادیکال
ساعت هیدرولیز، میزان قدرت مهار رادیکال کاهش 

اعلام کردند ) 2011( و همکاران Taheriیافت. 
ها با به رهاسازي پپتید یند هیدرولیز منجراپیشرفت فر

گردد  هاي پروتئینی می از زنجیره یاکسیدان آنتی ویژگی
کن است باعث کاهش فرایند هیدرولیز مم ۀولی ادام

و همکاران  Lassoued زمینه دراین این فعالیت شود.
بیشترین قدرت مهار رادیکال  ند)، نشان داد2015(

DPPH لیتر  گرم بر میلی میلی 5هاي  در غلظت
درصد بود،  51 هاي هیدرولیزشده با پروتئاز ماهیچه
 25هیدرولیزنشده  ۀکه این میزان در ماهیچ درحالی

درصد گزارش شد. این مقدار در مقایسه با مقدار 
تر   درصد) پایین 100( آمده در این پژوهش دست به

بیان کردند ) 2015و همکاران ( Lassouedاست. 
، ندهیدرولیز بود ۀپپتیدهایی که داراي کمترین درج

قدرت مهار رادیکال  بیشترینو  گریزي آببالاترین 
DPPH شتر، را از خود نشان دادند. هیدرولیز آنزیمی بی

هاي پپتیدي و افزایش  ترشدن زنجیره باعث کوتاه
                                                             
1 Papain 



  58                                                                                                      1، شماره 7، جلد 1397ژوهش و نوآوري در علوم و صنایع غذایی، سال پ

 

آنها شد و کارایی آنها در مهار رادیکال  دوستی آب
DPPH .کاهش یافت Zhang 2014( و همکاران (

که پپتیدهاي با وزن مولکولی کمتر از  مشاهده نمودند
اکسیدانی را دارا  کیلودالتون بیشترین قدرت آنتی 1

)، اعلام Tchorbanov )2010و  Marinova .هستند
 28از  گل ةگرد DPPH کردند میزان مهار رادیکال
درصد بعد از  46 حداکثردرصد قبل از هیدرولیز به 

  هیدرولیز افزایش یافت. 
 

  
قدرت مهارکنندگی رادیکال  عديب نمودار سه -5 شکل

DPPH گل هیدرولیزشده در مقابل زمان  ةتوسط گرد
  (ساعت) و غلظت آنزیم پپسین (درصد)

  
  ACE بازدارندگیفعالیت 

 همبستگیواریانس و ضرایب  ۀنتایح مربوط به تجزی
 ةگرد ACEکنندگی مهار هاي فعالیت   براي پاسخ

ذکر شده است. آنالیز  )4(هیدرولیزشده در جدول 
فعالیت  ۀدهد که رابط شان میسطح پاسخ نروش 
پپسین هیدرولیزشده با آنزیم  ةگرد ACE گیبازدارند

دوم با ضریب  ۀبا پارامترهاي واکنش از نوع درج
  . )6(رابطۀ  باشد ) می R2=99/0( همبستگی

   )6ۀ (ابطر
Y= 6147/288 - 3779/67 X1– 007/248 X2 2839/8+ X12  

       + 9551/63 X22+ 49/22 X1X2 
  

ترتیب متغیرهاي زمان  به :X2و  X1 )6رابطۀ (در 
 قدرت مهارکنندگی :Yهیدرولیز و غلظت آنزیم و 

ACE باشد.  می  
که مدل آماري دهد  نشان می )4(نتایج جدول 

بینی اثر متغیرهاي آزمایش بر  شده براي پیش ارائه
گل هیدرولیزشده  ةگرد ACEفعالیت مهارکنندگی 

اثر متغیر زمان بر میزان  .)P>05/0(باشد  مناسب می

دار  هیدرولیزشده معنی توسط تیمارهاي ACEمهار 
غلظت آنزیم پپسین بر  که درحالی .)P>0001/0( بود

و اثر  دوم ۀاثر درج داشت.دار ن معنیاثري  ACEمهار 
 دار متقابل هریک از متغیرها بر پاسخ آزمایش معنی

آزمون ، )4( به نتایج جدول وجهت با. )P>0001/0( بود
دار نشد   معنی) Lack of fit( ضعف برازش مدل

)05/0>P( . 
  

واریانس براي فعالیت  ۀتجزی جدول -  4 جدول
  ACEکنندگی مهار

  
 ۀدرج

  آزادي
ضریب 

 همبستگی
 سطح

 )P( داري  معنی
  >0001/0  6147/228  5  مدل

X1 (زمان)  0001/0  -3779/67  1<  
X2 (غلظت آنزیم)  812/0  - 007/248  1  

X1
2  1  2839/8  0001/0<  

X2
2  1  9551/63  0001/0< 

X1X2 1  49/22  0001/0< 
Lack of fit 3    6186/0  
R2- Pred   99/0    
R2- Adj   98/0    

  
اثر زمان و غظت آنزیم بر فعالیت عدي بُ سهنمودار 

 )6(هیدرولیزشده در شکل  ةگرد ACEبازدارندگی 
طورکه مشخص است،  نشان داده شده است. همان

 ةگرد تیمارهاي ACEبیشترین قدرت مهار 
بود که درصد  49/91هیدرولیزشده با آنزیم پپسین، 

درصد  2مربوط به تیمار هیدرولیزشده با غلظت آنزیم 
طورکلی  باشد. به ساعت می 4هیدرولیز مان و مدت ز

با افزایش زمان  هیدرولیزشده با آنزیم پپسین ةرددر گ
ابتدا  ACEهیدرولیز، روند تغییرات قدرت مهار 

کاهشی و سپس افزایشی بود. زمان هیدرولیز یا 
اي یا  هاي آنزیمی واقع در نقاط گوشه غلظت

غیرمرکزي نمودار براي دستیابی به بیشترین میزان 
و همکاران  Coscueta .بودندمناسب  ACEمهار  قدرت

با افزایش مدت زمان هیدرولیز  ندنشان داد )2016(
ساعت،  10تا پروتئین آرد سویا با آنزیم کرولاز 

دالتون کیلو 3با وزن مولکولی کمتر از پپتیدهایی 
تولید شد و با افزایش مدت زمان هیدرولیز، قدرت 

و همکاران   Jeافزایش یافت. ACEبازدارندگی 
در  ACE)، بیشترین میزان قدرت بازدارندگی 2009(
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هاي  تن هیدرولیزشده با آنزیم پروتئین جگر ماهی
 را 3، فلاورزایم2نوترئاز، آلکالاز، 1پروتئومیکسمختلف 

درصد گزارش کردند که در مقایسه با بیشترین  36
تر  میزان بازدارندگی در پژوهش حاضر بسیار پایین

)، اثر بازدارندگی 2015و همکاران ( Lassoued است.
ACE هاي هیدرولیزشده با چند پروتئاز را  ماهیچه

مورد بررسی قرار دادند. نتایج نشان داد بیشترین اثر 
گرم بر  میلی 5هاي  مربوط به غلظت ACEبازدارندگی 

لیتر تیمارهاي هیدرولیزشده با آنزیم نوترئاز با  میلی
مربوط به تیمار درصد و بعد از آن  87میزان 

درصد بود. این مقدار با  84هیدرولیزشده با آلکالاز، 
آمده در این پژوهش قابل مقایسه بود.  دست نتایج به

دند که اعلام کر )2009( و همکاران Jeزمینه  دراین
طور قطعی باعث افزایش  هیدرولیز، به ۀافزایش درج

و   Nasriاما ،گردد  نمی ACEقدرت بازدارندگی 
نشان دادند که قدرت بالاي  )2013( همکاران

هیدرولیزشده ارتباط زیادي  ۀماهیچ ACEبازدارندگی 
ر پژوهش حاضر د. دزنجیر دار هاي کوتاهبا حضور پپتید

در بیشترین مدت  ACEنیز بیشترین قدرت بازداندگی 
شدن  پس از سپريدست آمد؛ زیرا  زمان هیدرولیز به

 تر کوتاه ةزنجیرها با تر، پپتید مدت زمان طولانی
طورکلی تفاوت در میزان  گردند. اما به تشکیل می
دلیل تفاوت در  ممکن است به ACEبازدارندگی 

پپتیدها، وزن مولکولی و  دوستی آب ـ گریزي آب ماهیت
د. میزان ه باشایجادشداسیدآمینه در پپتیدهاي  توالی

شود قابلیت  پپتیدها باعث می دوستی آببالاي ویژگی 
کاهش یابد؛  ACEنها به جایگاه فعال آدسترسی 

 گریزي  آب ـ دوستی آببنابراین وجود تعادل در ویژگی 
همکاران  و Ktariپپتیدها بسیار حائز اهمیت است. 

مختلف هاي   غلظت در ACEاثر بازدارندگی ) 2014(
ماهی را مورد بررسی قرار  ةپروتئین هیدرولیزشد

دادند. نتایج نشان داد که بیشترین میزان بازدارندگی 
درصد و مربوط به بالاترین غلظت پروتئین مورد  5/80

لیتر) بود. این مقدار  میکروگرم بر میلی 200(آزمون 
مورد استفاده،  ةبه غلظت پروتئین هیدرولیزشد باتوجه

پژوهش حاضر  در ACE با بیشترین مقادیر بازدارندگی

                                                             
1 Protamex 
2 Neutrase 
3 Flavourzyme 

قابل مقایسه است. همچنین آنها اعلام کردند که 
مربوط به پپتیدهایی  ACE بالاترین میزان بازدارندگی

بالایی داشتند، زیرا  گریزي آببود که ویژگی 
بیشتري به قرارگیري در  ۀجاذب گریز آبپپتیدهاي 
 از خود نشان دادند. ACEمکان فعال 

توانند  طریق می 2به  ACE ةپپتیدهاي بازدارند
 متصل ACEبه جایگاه فعال  یا فعالیت کنند: پپتیدها

 که اي هاي بازدارنده  یا ممکن است بر مکان شوند می
ساختار  و منجربه تغییر متصلقرار دارند،  ACE در

سوبسترا  اتصال بعديو از شده  فضایی پروتئین
 به مکان فعال آنزیم جلوگیري کند. )4آنژیوتنسین(

Nasri ) نوع پروتئاز  5با استفاده از  )2013و همکاران
Gobyماهیهاي   پروتئینگوارشی،  5  6مدت    را به  

آنزیم به پروتئین هیدرولیز  3به  1ساعت و با نسبت 
 5در  ACEکردند. نتایج نشان داد قدرت بازدارندگی 

درصد بود که ازنظر  99تا  56 ةتیمار در محدود
هاي پژوهش حاضر قابل مقایسه است.  مقداري با داده

هاي  در گرده ACEبالاتربودن قدرت مهار 
 ۀهیدرولیزشده در شرایط آزمایشگاه، نسبت به ژل

تر با  کوتاه ةزنجیر توان به تولید پپتیدهاي رویال را می
وزن مولکولی  مناسب، دوستی آب ـ گریزي آبژگی یو

هاي خاصی که در شرایط  اسیدآمینه توالیکمتر و 
اند، نسبت داد  ایشگاهی حاصل شدههیدرولیز آزم

)Paiva et al., 2016.(  
  

  
 ACEبراي قدرت مهارکنندگی  عديب نمودار سه - 6شکل 

گل هیدرولیزشده در مقابل زمان (ساعت) و  ةتوسط گرد
  غلظت آنزیم پپسین (درصد)

                                                             
4 Angiotensin 
5 Zosterissessor ophiocephalus 
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 ةاکسیدانی گرد فعالیت آنتیسازي  بهینه
  فرایند هیدرولیز هیدرولیزشده در 

اکسیدانی پروتئین  شرایط بهینه براي فعالیت آنتی
) RSM( روش سطح پاسخبه  گرده ةهیدرولیزشد

ساعت  4بینی شد. این شرایط شامل مدت زمان  پیش
م پپسین بود. جهت ارزیابی آنزی غلظتدرصد  2و 

ها در شرایط  و اطمینان از پاسخ مدل آماري اعتبار

ها  پاسخ ۀدر این شرایط کلی شده، بینی پیش ۀبهین
بینی  گیري شد و با مقادیر پیش مجدد بررسی و اندازه

 ۀمقایس )5(جدول شده مورد مقایسه قرار گرفتند. 
پیشنهادي  ۀدر شرایط بهین شده بینی مقادیر پیش

پس از انجام آزمون  واقعی توسط روش سطح پاسخ با
 ۀدر شرایط آزمایشگاهی براساس شرایط بهین

  . دهد را نشان میشده   تعیین
  

  دوتایی ۀشده و واقعی و نتایج مقایس بینی مقادیر پیش -  5جدول 

  مقادیر واقعی  شده بینی مقادیر پیش  شده گیري فاکتورهاي اندازه
) در Pداري (  سطح معنی
  دوتایی ۀمقایس

  178/0  71/73  51/71 (درصد) DPPHقدرت مهار رادیکال 
  362/0  71/0  8/0  قدرت احیاکنندگی(جذب)

  188/0  793/92  316/91 (درصد) ACEقدرت مهار 
  

مشخص است سطوح  )5(که در جدول طور همان
عدم وجود  ةدهند نشانها  براي پاسخ )Pداري ( معنی

شده و واقعی  بینی دار بین مقادیر پیش اختلاف معنی
 روش سطح پاسخ واین شرایط بیانگر آن است که  بود.

تواند اثر دو متغیر  می صورت مناسب به پیشنهادي مدل
زمان و غلظت آنزیم را بر فعالیت مهارکنندگی رادیکال 

DPPHقدرت احیاکنندگی و قدرت بازدارندگی ، ACE 

  هیدرولیزشده نشان دهد. ةگرد
  

  گیري  نتیجه
انجام عمل هیدرولیز،  طورکلی مشخص شد که با به

 افزایش گل ةگرد ACEو مهار  اکسیدانی  ویژگی آنتی
از  DPPH که قدرت مهار رادیکال طوري  هبپیدا کرد. 

و  درصد 100به  هیدرولیزنشده ةدر گرد درصد 33/67
 ةدرصد در گرد 54/15از  گل ةگرد ACEقدرت مهار 

هیدرولیزشده  ةدر گرددرصد  49/91 به هیدرولیزنشده
بنابراین بعد از انجام عمل هیدرولیز،  .پیدا کرد ءارتقا

به قدرت مهار  گل ةگردDPPH  قدرت مهار رادیکال
و  تر شد درصد) نزدیک 27/95(رویال  ۀرادیکال ژل

به مقدار قابل توجهی از  گل ةگرد ACEقدرت مهار 
له أاین مس رویال بیشتر گردید. ۀژل ACEقدرت مهار 

 ۀاکسیدانی ژل ز ویژگی آنتیدهد که بخشی ا نشان می
ها و  ، مربوط به پروتئیینفنلیبر ترکیبات  علاوه رویال

رویال وجود  ۀطور طبیعی در ژل هپپتیدهایی است که ب
به اینکه تنها منبع اصلی پروتئینی  دارد. باتوجه

گل است،  ةرویال، گرد ۀژل ۀبراي تهی عسلزنبور
هاي  درولیزشدن پروتئیینتوان ادعا کرد که با هی می
توان آنها را به پپتیدهاي موجود  تا حدي می گل ةگرد

  .رویال نزدیک کرد ۀدر ژل
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Abstract 

In this study optimization of the enzymatic hydrolysis condition of bee pollen protein by pepsin 
and the effect of enzymatic hydrolysis on its antioxidant properties was investigated. Also, the 
results were compared with antioxidant properties of royal jelly. For this purpose, phenolic 
compounds, DPPH free radical scavenging activity and ferric ion reducing power of bee pollen 
and royal jelly were measured. The values of these factors for bee pollen and royal jelly (1000 
ppm), were 174 and 1031.71 (mg Gallic acid/ g sample), 67.33% and 95.27% and absorbance of 
0.77 and 0.8 at 700 nm, respectively. The highest reducing power of 0.81 was measured in 
samples which were hydrolyzed by 2% pepsin for 4 h. Also, the highest DPPH radicals 
scavenging power was 100% which was achieved in hydrolyzed samples by 2% pepsin for 2.5 
h. The highest ACE inhibitory activity was 91.49% in hydrolyzed samples by 2% pepsine for 4 
h.  The results showed that the DPPH radical scavenging power of bee pollen increased from 
67.33% to 100% and ACE inhibitory activity increased from 15.54% to 91.49% after enzymatic 
hydrolysis. The DPPH radical scavenging power and ACE inhibitory activity of bee pollen 
hydrolysats were comparable to those of royal jelly. 
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