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آنزيم  تاثير اسانس گلپر بر فعاليتحرارتي و آنزيم بري بهينه سازي 

  با استفاده از روش سطح پاسخپراكسيداز كرفس

  

 ∗∗∗∗1نرجس آقاجاني

 
 استاديار گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده صنايع غذايي بهار، دانشگاه بوعلي سينا، همدان، ايران -1

 )10/11/95: رشيپذ خيتار  02/06/95: افتيدر خيتار(

  

  چكيده
اين سازي غير فعال .نمايدميي الهاي گياهي است كه با پراكسيد هيدروژن تركيب و توليد كمپلكس فعهاي مهم در بافتآنزيم پراكسيداز يكي از آنزيم

شود كه هاي مختلفي استفاده ميروشسازي آنزيم پراكسيداز از  جهت غير فعال.تواند زمان ماندگاري سبزيجات خام و منجمد را افزايش دهدميآنزيم 

 حرارتي بر غير فعال سازي آنزيم پراكسيداز بررسي شدبري آنزيمو گلپر در اين تحقيق اثر اسانس طبيعي   .هاي مخصوص به خود را دارندمحدوديت

 بهينه براي غير فعال شرايط. را كاهش داد آنزيم پراكسيداز كرفس فعاليت گلپراسانس نتايج نشان داد كه  .گرديدبهينه سازي روش سطح پاسخ و با 

 ثانيه و فعاليت آنزيم 60، زمان فعاليت آنزيم ppm50  غلظت اسانس گلپر :شامل گلپرسازي غير حرارتي آنزيم پراكسيداز كرفس تحت تاثير اسانس 

 دقيقه، 5 بريآنزيم درجه سانتي گراد، زمان 90 بريآنزيم دماي :در غير فعال سازي حرارتي شاملشرايط بهينه . بود 467599/0) جذب(پراكسيداز 

  .  بود0452815/0) جذب(زيم پراكسيداز  ثانيه و فعاليت آن20زمان فعاليت آنزيم 

  

  .روش سطح پاسخبهينه سازي،  اسانس، فعاليت آنزيم پراكسيداز، :كليد واژگان
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 مقدمه - 1

ميايي دو عامـل    ميكروارگانيسم هـا و فعـل و انفعـالات بيوشـي          

فعـل و انفعـالات   . اساسـي در فـساد مـواد غـذايي مـي باشـند      

توسط مجموعه اي از آنـزيم      ها    ميوه و سبزي  بيوشيميايي اصلي   

ها تسريع شده و بنابراين به منظور حفظ خواص طبيعـي مـواد             

هـاي ديگـر    غذايي بايد آنزيم ها با استفاده از حرارت يـا روش          

  . ]1[ غير فعال شوند

معمـولاً وجـود دو     بـري   بردن به كارآيي فرآيند آنزيم      براي پي   

ايـن دو   . آنزيم پراكسيداز و كاتالاز مورد سنجش قرار مي گيرد        

آنزيم كه در حد گسترده اي در بافت هاي گياهي وجود دارنـد             

 نابود شـدن    ،   از اين نظر   .داراي مقاومت حرارتي زيادي هستند    

در ايـن   . يم ها باشـد   ها مي تواند نشانه از بين رفتن ساير آنز          آن

  . ]2[ مورد پراكسيداز از كاتالاز هم مقاوم تر است

فعال شدن سيستم هاي آنزيمي مي تواند تغييـرات رنـگ، نـرم             

شدن، تغييرات طعم و از دست رفتن ارزش غذايي محصولات          

پراكـسيداز مـي توانـد بـه پركـسيد          . كشاورزي را سـبب شـود     

ل نمايد كه مـي  هيدروژن متصل شده و ايجاد يك كمپلكس فعا 

تواند با دامنه وسيعي از مولكولهاي دهنده الكترون واكنش دهد          

بنابراين غيرفعال كردن اين آنزيم سبب افزايش مدت نگهداري         

جلوگيري از فعاليت اين آنزيم     . محصولات كشاورزي مي شود   

هــا و  اي شــدن آنزيمــي در ميــوهو بــالطبع جلــوگيري از قهــوه

ي فيزيكـي و شـيميايي مختلـف        سبزيجات معمولا بـا تيمارهـا     

اسـيدي  ) 1: گيرد كه برخي از ايـن تيمارهـا شـامل         صورت مي 

اسـتفاده از   ) 2 و كـاهش آب آزاد       pHكردن و در واقع كاهش      

 روش  .باشـد  مـي   استفاده از تيمار حرارتي    )3 مواد چلاته كننده  

اخير روش خوبي براي غيرفعال كردن آنـزيم پراكـسيداز بـوده            

ه مـواد تغذيـه اي و كيفيـت محـصول           ولي خسارت حرارتي ب   

از طرف ديگر مصرف كننـده، محـصول        . ممكن است رخ دهد   

تازه، بدون كاهش خصوصيات كيفي نظير بافت، رنگ و ظـاهر           

تركيبات آنتي اكسيدان طبيعي به دليل       كه   ]3[ دهدرا ترجيح مي  

حفظ شرايط زيست محيطي و نداشـتن خطـرات بهداشـتي در            

  .  واقع شده استاين بين بيشتر مورد توجه

اسانس ها تركيبات طبيعـي، بـي رنـگ و پيچيـده اي از الكـل،               

هستند كه داراي بوي مخصوص به خود بوده     ... آلدئيد، استر و    

اين تركيبات وزن   . و در سلامت انسان نقش حائز اهميت دارند       

و در سـطح آب مـي ماننـد، فـرار           دارند  مولكولي كمتر از آب     

ه غـذا، آنتـي اكـسيدان و      طعم دهند   به عنوان   ها و از آن  هستند  

سلولهاي هدف اوليه بـراي     .]4[شود   مي    استفاده ضد ميكروب 

تركيبات موثره اسانس ها، سلولهاي غشاي سيتوپلاسـمي بـوده          

كه تخريب غشاء سيتوپلاسـمي بـاكتري و قـارچ توسـط مـواد              

 ، همچنـين تركيبـات فنلـي   .]5[ ترپني مـشاهده گرديـده اسـت    

خاصـيت  . ]6[ ي را مختـل مـي كننـد       وظايف غشا سيتوپلاسـم   

هـا را   چربي دوستي منوترپن هاي غيرخطي، انحلال پـذيري آن  

در غشاء سيتوپلاسمي افزايش داده كه منجـر بـه جلـوگيري از             

  .]5[ فعاليت آنزيم هاي داخل غشاء سيتوپلاسمي مي شود

و ، د)Eويتامين ( توكوفول -αتأثير ) 1990(همدا و كلين 

و اسيد سيناميك ) كوئرستين و روتنيك اسيد(فلاونوئيد 

را در جلوگيري از فعاليت آنزيم پراكسيداز ) كلروژنيك اسيد(

اسيد كلروژنيك . ]7[ در عصاره سبزيجات خام ارزيابي كردند

آنتي اكسيدانها . در غيرفعال كردن فعاليت پراكسيداز موثر است

 پايداري چربي و مدت نگهداري محصولات را افزايش داده و

بخشند و باعث جلوگيري محصولات داراي چربي را بهبود مي

فعاليت آنزيم . شونداي و طعمي مياز افت كيفيت تغذيه

پراكسيداز در عصاره تعداد زيادي از سبزيجات مورد مطالعه 

  . ]8[ قرار گرفته است

استفاده از اسانس ميخك و رزماري روي عصاره چغندر برگي 

در فعاليت آنزيم پراكسيداز % 36و % 59اعث كاهش به ترتيب ب

در مقايسه با شاهد شد كه در واقع نشان دهنده خواص آنتي 

به جرات مي توان گفت . ]8[ باشد  مي اسانس هااكسيداني

ها بالاتر است داراي  گياهان داروئي كه مقدار پلي فنل هاي آن

نيز ) 1989(لي و كلين . خاصيت آنتي اكسيداني بيشتري هستند

هاي مورد استفاده در خصوص فعاليت آنتي  غلظتكردند ثابت 

هاي گياهي، مشابه با حداقل غلظت ممانعت اكسيداني اسانس

شود تا ضمن جلوگيري كننده از رشد باكتري در نظر گرفته مي

 اي شدن آنزيمي آن نيز ممانعت بعمل آيد از فساد ميوه، از قهوه

]9[.  
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آب اكسيژنه را به آب و اكسيژن مي تواند پراكسيداز  آنزيم

تبديل كند كه اكسيژن توليدي براي فعاليت آنزيم هاي موثر در 

و تشكيل تركيبات ) پلي فنول اكسيداز(قهوه اي شدن آنزيمي 

بنابراين غير فعال سازي آنزيم . مورد نياز استقهوه اي 

پراكسيداز مي تواند باعث جلوگيري از فعاليت آنزيم هاي موثر 

اسانس هاي گياهي توانايي . اي شدن آنزيمي ميوه شوددر قهو 

واكنش با اكسيژن محيط را داشته و خود مي توانند نقش آنتي 

با توجه به خاصيت آنتي اكسيداني . اكسيداني داشته باشند

اسانس هاي گياهي اين پژوهش مي تواند تلاشي در آزمايش 

اي  هوهتأثير اين مواد در كاهش فعاليت آنزيم هاي موثر در ق

و در نتيجه امكان حفظ رنگ و طعم ) پراكسيداز(شدن آنزيمي 

ها و سبزيجات خوراكي از طريق غير فعال سازي اين ميوه

آنزيم به عنوان پيش نياز فعاليت آنزيم هاي پلي فنل اكسيداز 

  .باشد

هدف از انجام اين پژوهش بررسي توانايي اسانس گلپر در 

  روش مقايسه بادررفس ل سازي آنزيم پراكسيداز كغيرفعا

در واقع اين تحقيق تلاشي براي   حرارتي استبريآنزيم

بررسي امكان كاهش فعاليت آنزيم پراكسيداز به عنوان آنزيم 

مسئول سنتز اتيلن و فعال كننده آنزيم هاي پلي فنل اكسيداز با 

  .استفاده از اسانس هاي طبيعي بود

  

  و روش ها مواد - 2

  ه سبزي مورد استفاد-1- 2
د به اليت آنزيم پراكسيداز بالايي داردر اين تحقيق كرفس كه فع     

عنوان منبع آنزيمي انتخاب و از بازار ميوه و سـبزي شهرسـتان             

-سپس از برگ كـرفس جهـت انـدازه        . تهيه شد ) ايران (همدان

  .گيري فعاليت آنزيم پراكسيداز استفاده شد

   اسانس مورد استفاده-2- 2
ي اكسيدان طبيعي از شركت باريج ، به عنوان آنت1اسانس گلپر

، 125، 50هاي  در غلظت80ن ياسانس تهيه و با استفاده از توي

200 ppm  تهيه و تاثير آنها بر فعاليت آنزيم پراكسيداز

  .سبزيجات فوق آزمايش شدند

   روش ها-3- 2
به منظور بررسي اثـر اسـانس مـورد اسـتفاده در غلظـت هـاي               

 درجه سـانتي گـراد و   25ز در كاربردي، فعاليت آنزيم پراكسيدا  

                                                      
1  . Heracleum persicum 

) مرك(اياكول  و نانومتر با استفاده از گ     470با اسپكتروفتومتر در    

به عنوان دهنـده  ) مرك(به عنوان سوبسترا و پراكسيد هيدروژن    

  .]7[ گيري شدهيدروژن اندازه

   تهيه عصاره آنزيمي-2-3-1 

 گرم از سبزي مورد نظـر تـوزين و ضـمن            10براي اين منظور    

خـرد  )  درجـه سـانتي گـراد      4( ميلي ليترآب مقطـر      30افزودن  

 درجـه سـانتي گـراد    4 دقيقـه در دمـاي       15گرديد و به مـدت      

شد و مايع رويي كه حـاوي  )  دور در دقيقه10000(وژ  يسانتريف

 به عنوان عصاره آنزيمي مورد استفاده قرار        بودآنزيم پراكسيداز   

   .]8[ گرفت

   مخلوط واكنش-3-2- 2

 10، %1 ميلي ليتر گاياكول 10 مخلوط مخلوط سوبسترا شامل

 ميلي ليتر بافر فسفات 100و % 3ميلي ليتر پراكسيد هيدروژن 

   ].7[  تنظيم شد5/6 مخلوط واكنش روي pHو سديم بود 

   اندازه گيري فعاليت آنزيم پراكسيداز -3-3- 2

 ميلـي ليتـر     87/2براي اندازه گيري فعاليـت آنـزيم پراكـسيداز          

 ميلـي ليتـر     03/0ليتر عصاره خام و      ميلي 1/0مخلوط سوبسترا،   

منتقـل و جـذب     كـووت   ليتر بود به     ميلي 3آب مقطر كه جمعا     

 نانومتر قرائـت  470نمونه ها به صورت سينتيكي در طول موج     

  . شد

   غير فعال سازي غير حرارتي آنزيم پراكسيداز-3-4- 2

 10 ،بر فعاليت آنزيم پراكسيداز گلپر جهت بررسي اثر اسانس

 125، 50 را در محلول تهيه شده از غلظت هاي كرفساز گرم 

 دقيقه غوطه ور و پس 1به مدت گلپر از اسانس  ppm 200و 

 ساعت فعاليت آنزيم پراكسيداز نمونه ها به صورت 1از 

  .) الف1جدول  ( نانومتر قرائت شد470سينتيكي در طول موج 

   غير فعال سازي حرارتي آنزيم پراكسيداز-3-5- 2

 5-10  را توزين نموده و در محدوده زمـاني        كرفساز   گرم   10

لازم بـه   درجه سانتي گراد قرار داده شـد   85-90دقيقه و دماي    

دوده دمايي و زماني تيمار حرارتي با آزمون و         حذكر است كه م   

نمونـه  ) جذب(سپس فعاليت آنزيم پراكسيداز     . خطا تعيين شد  

 ئـت شـد   نـانومتر قرا 470ها به صورت سينتيكي در طول موج    

 .) ب1جدول (
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Table 1 Independent variables and their applied levels for optimization of peroxidase enzyme activity 
in celery under effect of a) Golpar essential oil (non thermal blanching) and b) thermal blanching 

 
 

   تجزيه و تحليل آماري و رسم نمودار-4- 2
اين آزمايش در قالب طرح كاملا تصادفي و با استفاده از نرم 

جهت مقايسه ميانگين ها .  انجام شدSAS) 2001(افزار آماري 

- بهينه. استفاده شد% 5از آزمون چند دامنه اي دانكن در سطح 

ها به روش سطح پاسخ در قالب طرح مركب سازي داده

(مركزي 

2CCD (با استفاده از نرم افزار Design Expert) 2000 (

بعدي و بدست آوردن انجام گرفت و رسم نمودارهاي سه

 Design Expert (6.0.2)معادلات رياضي توسط نرم افزار 

  .صورت پذيرفت

  سازي آزمايشات بهينه -5- 2
سازي فعاليت آنزيم پراكسيداز تحت تاثير اسانس به منظور بهينه

.  حرارتي، از روش سطح پاسخ استفاده گرديد       بريآنزيم  و گلپر

 تكـرار در    5 سـطح و     3به اين منظور طرح مركب مركـزي بـا          

نقطه مركزي براي غير فعال سازي غير حرارتي و طرح مركـب        

 تكرار در نقطه مركزي براي غيـر فعـال          6 سطح و    3مركزي با   

ول جد) (-1،  0،  +1( سازي حرارتي مورد استفاده قرار گرفت       

ي محدوده) بريآنزيم ( آنزيم هادر غير فعال سازي حرارتي). 1

مدت زمـان لازم بـراي      (متغيرهاي مستقل زمان فعاليت آنزيمي    

-آنـزيم ، دمـاي    )1X ()واكنش آنزيم با سوبسترا و تشكيل رنگ      

و در غير فعال سازي غيـر       ) 3X (آنزيم بري و زمان   ) 2X (بري

ان فعاليـت آنزيمـي      زم ـ ،ي متغيرهاي مـستقل   حرارتي محدوده 

)1X(    گلپر، غلظت اسانس) 2X ( هـاي اوليـه اسـتنتاج      از آزمون

تيمارهاي آزمايشي به منظور به حداقل رسـاندن اثـرات    . گرديد

هاي مشاهده شده به صـورت      بيني نشده در پاسخ   تغييرات پيش 

ي اي درجـه  مدل هاي رگرسيوني چندجملـه    . تصادفي درآمدند 

. بيني پاسخ، درنظر گرفتـه شـد      شاول و درجه دوم به منظور پي      

  .است 1مدل پيشنهادي براي پاسخ به صورت معادله 

  

                                                      
2. Central Composite Design 

فعاليت آنزيم پراكـسيداز كـه بـه صـورت          ( متغير وابسته    Yكه  

 ijβ و iiβ  وiβ ثابت بوده و 0βمي باشد،   ) جذب اسپكتروفتومتر 

 سـطح   xj و   xi. هاي بـرآورد شـده توسـط مـدل هـستند          ثابت

ترتيب نمايانگر اثرات خطـي،     و آنها به  متغيرهاي مستقل هستند    

 روي پاسـخ    3X و   1X  ،2Xي دوم و متقـاطع متغيرهـاي        درجه

-مـدل، اثـر هـر متغيـر را روي پاسـخ ارزيـابي مـي               . باشندمي

 تكـرار صـورت     2سـازي در     كليه تيمارها در بهينـه     .]10[نمايد

  .پذيرفتند

  

  نتايج و بحث - 3

 بر گلپر تاثير غوطه وري در اسانس -1- 3

  كرفساليت آنزيم پراكسيداز فع
 بر گلپر و غلظت هاي مختلف آننتايج مربوط به تاثير اسانس 

 2ول  در جدكرفسفعاليت آنزيم پراكسيداز در عصاره خام 

 مشاهده مي شود 2همانطور كه در جدول . ارائه شده است

سانس گلپر در تمامي غلظت هاي مورد استفاده در كرفس ا

كاهش فعاليت آنزيم پراكسيداز شده تأثير مثبت داشته و باعث 

اليت آنتي نتايج تحقيقات ساير محققين نيز ارتباط فع. است

گي فعاليت آنزيم پراكسيداز اسانس اكسيداني و ممانعت كنند

هاي گياهي در سبزيجات مختلف را نشان مي دهد كه مويد 

مكاران دارائي گرمه خاني و ه. باشدنتايج تحقيق حاضر مي

كارايي اسانس ) 2013(و همكاران  ي قهفرخي شهاب و)2010(

 هاي ميخك، رازيانه و زيره در غير فعال سازي آنزيم پراكسيداز 

كاهو، كلم سفيد، كلم قرمز، كدو خورشتي (سبزيجات مختلف 

  ].12 و 11[را گزارش نمودند ) و سيب زميني

variables level 
Treatment  

+1 0 -1 
Independent variables 

380 220 60 The time of enzyme activity (second) Golpar essential oil 
200 125 50 Essential oil concentration (ppm) 
380 200 20 The time of enzyme activity (second) 
90 87.5 85 Blanching temperature (0C) Thermal blanching 
10 7.5 5 Blanching time (minute) 
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يرهاي مستقل بـر غيـر      سازي اثر متغ   بهينه -3-2

  فعال سازي آنزيم پراكسيداز در كرفس 

سازي غير فعال سازي غير حرارتي آنزيم        مدل -3-2-1

  پراكسيداز

ي متغيرهـاي مـستقل و      طرح آزمايشي با سطوح كدبندي شـده      

 مربوط به ) جذب اسپكتروفتومتر(نتايج فعاليت آنزيم پراكسيداز 

 3 بر فعاليت آنزيم پراكسيداز كرفس در جدول         تاثير هر اسانس  

  .استشده آورده 

Table 3 Central composite design, coded levels of independent variables and actual level of 

peroxidase activity of crude extracts of celery under effect of golpar essential oil. 

Dependent variable (Response) Independent variables 

Enzyme activity 
(absorbance) 

 
The time of enzyme 

activity )x2( 

Essential oil 
concentration 

)x1( 

Treatment 
number 

0.081 0 0 1 
1.417 1 1 2 
0.276 -1 1 3 
1.03 0 0 4 
1.05 0 0 5 
1.12 0 0 6 
0.991 0 1 7 
0.510 -1 -1 8 
1.503 1 -1 9 
1.066 0 -1 10 
1.426 1 0 11 
0.292 -1 0 12 
1.02 0 0 13 

  
داده هاي ) ANOVA(تجزيه و تحليل رگرسيوني و واريانس 

آزمايشي مربوط به فعاليت آنزيم پراكسيداز تحت تاثيراسانس 

 به منظور انطباق مدل رياضي و تعيين ضرايب رگرسيوني گلپر

  .اند آورده شده4ول داري ضرايب به ترتيب در جدمعنيو 

  

Table 4 Analysis variance of regression coefficients of predicted quadratic polynomial models for 
predicting peroxidase enzyme activity in celery under effect of golpar essential oil. 

Source DF Sum of squares 
Mean of 
squares 

F-Value p-Value Coefficient 

Model 5 1.88 0.38 152.62 <0.0001 1.05**  
X1 1 0.026 0.026 10.54 0.0141 -0.066* 
X2 1 1.78 1.78 721.72 <0.0001 0.54**  

X1 × X1 1 0.000733 0.000733 0.30 0.6025 0.016ns 
X2 × X2 1 0.065 0.065 26.29 0.0014 -0.15**  
X1 × X2 1 0.005476 0.005476 2.22 0.1798 0.037ns 
Residual 7 0.017 0.002466 - -  

Lack of fit 3 0.011 0.003555 2.15 0.2361  
Pure error 4 0.0066 0.00165 - -  

Total 12 1.90 - - -  
** significant at 1%, * significant at 5%, ns non significant 

Table 2 Effect of golpar essential oil on peroxidase activity and the percent relative peroxidase activity of 
crude extracts of celery 

200 (mg/100 mL) 125 (mg/100 mL) 75 (mg/100 mL) 50 (mg/100 mL) concntration 
298.75f 343.75e 477.5cd 527.5bc 900a Crude extract of celery 
66.80f 61.80e 46.94cd 41.38bc - Crude extract of celery 

Superscript letters indicate that means with the same letters designation in a raw are not significantly different at P<0.05. 
Negative sign mean that proxidase activity increased more than blank sample (crude extracts).  
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ضرايب رگرسيون چندگانه از طريق روش حداقل مربعـات بـه        

خ براي متغير پاس ـ اي درجه دومبيني مدل چندجمله  منظور پيش 

، )4جــدول (داري ضــرايب ايجــاد شــد و بــا توجــه بــه معنــي

 پيشنهادي زير براي فعاليـت آنـزيم پراكـسيدازكرفس          عادلاتم

 :ارائه گرديد) Y (گلپرتحت تاثير اسانس 

Y= 1.05 - 0.066 X1 + 0.54 X2 – 0.15 (X2
2) 

X1  = ،غلظت اسانس گلپرX2= زمان فعاليت آنزيمي   

ر فعاليت آنزيم پراكسيداز كرفس در بررسي تاثير اسانس گلپر ب

- اي درجه مشخص نمود كه مدل چندجملهANOVAآزمون 

- ي دوم به اندازه كافي بيانگر پاسخ، با ضرايب مشخص مي

مويد اين است  R )2 =9909/0 (  ضريب همبستگي بالا.باشد

كه مدل رگرسيون، واكنش را به خوبي توضيح داده و مدل 

ي  از كل تغييرات در دامنه درصد09/99برازش شده توانسته 

 2R واقعي و 2R  در مورد.مقادير مورد مطالعه را توضيح دهد

 به دست آمدند، 9844/0 و 9909/0 كه به ترتيب 3تعديل شده

  .هستندها بيانگر توصيف مناسبي از پراكندگي دادهنيز 

 مـورد   4مناسب بودن مدل با استفاده از آزمـون فقـدان بـرازش           

فـرض  . دار نبـود  معنـي  P< 05/0 براي بررسي قرار گرفت كه

  و )P< 05/0(دار نبود   آزمون عدم برازش در معادله مدل معني      

تحـت تـاثير    (مدل بر اساس فعاليت آنزيم پراكـسيداز كـرفس          

برازش خوب به اين معنـي اسـت       . برازش گرديد ) اسانس گلپر 

كه مدل ايجاد شده توانسته است كه تغييرات در داده هـا را بـه        

بيني در  ، لذا اين مدل جهت پيش     ]14[ كافي توضيح دهد  اندازه  

   .دامنه متغيرهاي مورد استفاده مناسب بود

ي هر متغير در حصول پايين ترين جهت تعيين شرايط بهينه

 براي 5بعدي سطحي و كانتورفعاليت آنزيمي، نمودارهاي سه

 .  ترسيم شده است1متغيرها در شكل 

 با افزايش زمان فعاليت  مشخص است1طور كه در شكل همان

آنزيمي، فعاليت آنزيم پراكسيداز در يك غلظت ثابت از اسانس 

آنزيمي يابد كه نتايج مربوط به ارتباط فعاليتگلپر، افزايش مي

با زمان واكنش آنزيمي، بيانگر افزايش دسترسي آنزيم به 

سوبسترا بوده كه در تحقيق دارائي گرمه خاني و همكاران 

نيز ثابت ) 2013(شهابي قهفرخي و همكاران و نيز ) 2010(

آنزيمي اي كه در بالاترين زمان فعاليتبه گونه. شده است

مشاهده مي ) جذب(انتخاب شده بيشترين فعاليت آنزيمي 

با افزايش زمان فعاليت آنزيمي از شدت و نرخ فعاليت . گردد

                                                      
3. Adjusted R-Squared 
4. Lack of fit 
5. Contour plot 

تواند به علت شود؛ اين كاهش ميكاسته مي) جذب(آنزيمي 

شدن فعاليت سوبستراي در دسترس آنزيم و كمشدن كم

- اكسيداتيو آنزيم باشد؛ از سوي ديگر تشكيل تركيبات ممانعت

تواند در اين مورد اثرگذار كننده، از فعاليت آنزيمي نيز مي

  ].12 و 11[باشند 

 

 

 Fig 1 Response surface showing (3D surface and 
contour plot) of the effect of different enzymatic 
time and golpar essential oil concentration on the 

peroxidase enzyme activity 
همانطور كه مشاهده مي شود با افزايش غلظت اسانس گلپر در           

زمانهاي اوليه فعاليت آنزيم، افزايش فعاليـت آنـزيم پراكـسيداز       

، مشاهده مي شود امـا در زمـان هـاي فعاليـت آنزيمـي بـالاتر               

افزايش غلظت اسانس منجر به كاهش فعاليت آنزيم پراكسيداز         

خاني كه با نتايج كاشاني نژاد و دارائي گرمه       ) 1شكل  (مي شود   

در زمان هاي فعاليت آنزيمي طـولاني       . مطابقت داشت ) 2013(

هاي بالاتر اسانس، به دليل تركيب شدن اسانس بـا          تر و غلظت  

نزيمي ممانعت شده و    اكسيژن محيط از واكنش قهوه اي شدن آ       

  ].14[در نتيجه فعاليت آنزيم پراكسيداز كنترل مي شود 
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Fig 2 Response surface plot of the peroxidase 
enzyme activity in celery under effect of a) 

different blanching time and temperature (the time 
of enzyme activity 200 second) b) different 
blanching temperature and different enzyme 

activity time (blanching time of 7.5 minute) c) 
different blanching time and different enzyme 

activity time (blanching temperature of 87.5 0C) 
  

جهت ( شرايط تعيين شده براي متغيرهاي مستقل 5جدول 

 فعال سازي غير حرارتي آنزيم پراكسيداز بهينه سازي غير

متغيرهاي مستقل . و شرايط بهينه شده را نشان مي دهد) كرفس

حداقل در نظر گرفته ) غلظت اسانس و زمان فعاليت آنزيمي(

همچنين فعاليت آنزيم پراكسيداز به عنوان هدف . شده است

سازي در فرآيند بهينه. فرآيند حداقل در نظر گرفته شده است

با .  تمامي پارامترهاي مستقل وزن و اهميت يكسان داده شدبه

بيني شده كه هاي پيشتوجه به شرايط مورد نظر راه حل

 و هرچه است مرتب شده 5براساس مطلوبيت در جدول 

 نزديك تر باشد مناسبترين و بهترين شرايط 1مطلوبيت به 

خواهد بود كه راه حل اول به عنوان بهترين شرايط جهت 

 .)945/0مطلوبيت  (ابي به شرايط بهينه در نظر گرفته شديدست

 بهينه سازي غير فعال سازي حرارتي فعاليت -2-2- 3

  آنزيم پراكسيداز در كرفس

ي متغيرهاي مستقل و طرح آزمايشي با سطوح كدبندي شده

مربوط به ) جذب اسپكتروفتومتر(نتايج فعاليت آنزيم پراكسيداز 

 6 پراكسيداز كرفس در جدول غير فعال سازي حرارتي آنزيم

 .آورده شده است

داده هاي ) ANOVA(تجزيه و تحليل رگرسيوني و واريانس 

آزمايشي مربوط به غير فعال سازي حرارتي آنزيم پراكسيداز 

كرفس به منظور انطباق مدل رياضي و تعيين ضرايب 

 ارائه 7داري ضرايب به ترتيب در جدول رگرسيوني و معني

 .استشده

، مدل پيشنهادي زيـر     )7جدول  (داري ضرايب   جه به معني  با تو 

براي فعاليت آنزيم پراكسيدازكرفس تحت تاثير تيمار حرارتـي         

)Y (ارائه گرديد:  

Y= 0.069-0.017 X1 – 0.0096 X2 + 0.014X3 + 
0.009375 (X1 × X2) – 0.017 (X3 × X1) – 
0.009375 (X3 ×X2) 

X1  = ،دماي آنزيم بريX2 = بري، زمان آنزيم X3 = زمان

  فعاليت آنزيم
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Table 5 optimization of different condition for inactivation of peroxidase enzyme activity in celery 
under effect of golpar essential oil 

condition goal Lower 
limit 

upper 
limit 

upper 
Weight 

Lower 
Weight 

import
ance 

Optimum 
condition 

Essential oil 
concentration minimum 50 ppm 200 ppm  1 1 3 

50 

The time of enzyme 
activity 

minimum 60 
second 

380 
second 1 1 3 60 

Peroxidase enzyme 
activity 

minimum 0.276 1.503 1 1 3 0.467599 

 
Table 6 Central composite design, coded levels of independent variables and actual level of 

peroxidase activity of crude extracts of celery under thermal blanching 
 Independent variables  Dependent variable (Response) 

Treatment 
number 

Blanching 
temperature ) x1( 

Blanching 
time   

)x2( 

The time of enzyme 
activity  

)x3( 

 

Enzyme activity (absorbance) 

1 1 0 0 0.048 
2 1 -1 -1 0.048 
3 1 1 1 0.049 
4 0 0 0 0.085 
5 -1 0 0 0.075 
6 1 -1 1 0.052 
7 0 0 -1 0.074 
8 0 0 0 0.069 
9 -1 1 -1 0.049 
10 0 0 0 0.074 
11 0 1 0 0.049 
12 0 0 0 0.069 
13 1 0 1 0.052 
14 0 -1 0 0.070 
15 1 -1 1 0.156 
16 1 1 1 0.084 
17 0 0 0 0.072 
18 1 1 -1 0.051 
19 0 0 0 0.068 
20 0 0 1 0.078 

 
Table 7 Analysis variance of regression coefficients of predicted quadratic polynomial models for 

predicting peroxidase enzyme activity in celery under effect of thermal blanching 

Source DF Sum of 
squares 

Mean of 
squares F-Value p-Value Coefficient 

Model 6 0.0096 0.0016 12.92 <0.0001 0.069** 
X1 1 0.003 0.0028 22.79 0.0004 -0.017** 
X2 1 0.0009 0.0009 7.44 0.0172 -0.0096* 
X3 1 0.0021 0.0021 16.98 0.0012 0.014** 

X2 ×X1 1 0.0007 0.0007 5.68 0.0331 0.009375* 

 X3 ×X1 1 0.0023 0.0023 18.94 0.0008 -0.017** 

 X3 ×X2 1 0.0007 0.0007 5.68 0.0331 -0.009375* 
Residual 13 0.0016 0.0016   - 

Lack of fit 8 0.0014 0.0001 4.34 0.0615 - 
Pure error 5 0.0002 0.00004   - 

Total 19 0.0112     
** significant at 1%, * significant at 5%, ns non significant 
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-اي درجه  مشخص نمود كه مدل چندجمله     ANOVAآزمون  

-ي اول به اندازه كافي بيانگر پاسخ، با ضـرايب مـشخص مـي             

مويد اين است كه مدل رگرسيون، واكنش  R 2 =8564/0 .باشد

 64/85اده و مدل بـرازش شـده توانـسته          را به خوبي توضيح د    

ي مقادير مورد مطالعه را توضيح درصد از كل تغييرات در دامنه     

 و  8564/0 تعديل شـده كـه بـه ترتيـب           2R واقعي و    2R. دهد

 به دست آمدند، بيانگر توصيف مناسـبي از پراكنـدگي           7901/0

  . ها بوده اندداده

فعاليت آنـزيم   مدل بر اساس    نشان داد كه    آزمون فقدان برازش    

بـرازش خـوبي    ) تحت تاثير تيمار حرارتـي    (پراكسيداز كرفس   

داشته و مدل ايجاد شده توانسته است كه تغييـرات داده هـا را              

بينـي در  به اندازه كافي توضيح دهد لذا اين مـدل جهـت پـيش      

  . دامنه متغيرهاي مورد استفاده مناسب بود

ي هر نهدر غير فعال سازي حرارتي جهت تعيين شرايط بهي

- متغير در حصول پايين ترين فعاليت آنزيمي، نمودارهاي سه

 . ترسيم شده است 2 بعدي سطحي براي متغيرها در شكل

مشخص است فعاليت آنزيم  الف 2طور كه در شكل همان

 روند نزولي بريآنزيمبا افزايش دماي ) جذب(پراكسيداز 

 درجه 90داشته به طوريكه پايين ترين فعاليت مربوط به دماي 

 درجه سانتي 85سانتي گراد و بالاترين فعاليت آنزيم در دماي 

هر عاملي كه به نحوي باعث تغيير جايگاه . گراد مشاهده شد

هاي فعال يا ماهيت پروتئيني آنزيم شود باعث غير فعال سازي 

به دليل ) بريآنزيم(تيمار حرارتي . دائمي آنزيم مي شود

زيم منجر به تغيير شكل آنزيم و دناتوره كردن بخش پروتئيني آن

در نتيجه غير فعال سازي آنزيم را و جايگاه هاي فعال آن شده 

 مشاهده مي شود در الف 2همانطور كه از شكل . به دنبال دارد

دماهاي پايين تر با افزايش زمان حرارت دهي فعاليت آنزيم 

افزايش مي يابد كه مي تواند به علت فعال ) جذب(پراكسيداز 

آنزيم و رسيدن دماي محيط به دماي بهينه براي فعاليت شدن 

آنزيم باشد اما در دماهاي بالاتر روند برعكس مي شود 

 درجه سانتي گراد با افزايش زمان 90بطوريكه در دماي 

 كاسته مي شود) جذب(حرارت دهي از ميزان فعاليت آنزيم 

]14[.  

يداز نمودار سه بعدي تغييرات فعاليت آنزيم پراكسب  2 شكل

كرفس در زمانهاي مختلف فعاليت آنزيم و دماهاي مختلف 

. دهندرا نشان مي)  دقيقه5/7 بريآنزيمزمان  (بريآنزيم

شود در دماي ثابت با افزايش زمان همانطور كه مشاهده مي

يابد كه نشان فعاليت آنزيم، ميزان فعاليت آنزيم افزايش مي

لازم براي واكنش دهنده افزايش دسترسي آنزيم به سوبستراي 

 درجه سانتي گراد قابل 85اين روند در دماي . باشدآنزيمي مي

 درجه سانتي گراد از شدت 90توجه بوده درحاليكه در دماي 

افزايش فعاليت آنزيم كاسته مي شود كه مي تواند ناشي از 

دناتوره شدن بخش پروتئيني آنزيم در اثر حرارت و غير فعال 

  .شدن آنزيم باشد

ت فعاليت آنزيم پراكسيداز كرفس در زمانهاي مختلف تغييرا

 بريآنزيمدماي  (بريآنزيمفعاليت آنزيم و زمانهاي مختلف 

.  ارائه شده است ج2در شكل )  درجه سانتي گراد5/87

 ثابت با بريآنزيمهمانطور كه مشاهده مي شود در زمان 

يابد افزايش زمان فعاليت آنزيم، ميزان فعاليت آنزيم افزايش مي 

 سرعت افزايش فعاليت آنزيم بريآنزيمكه در زمانهاي اوليه 

مي باشد كه )  دقيقه10 (بريآنزيمشديدتر از زمانهاي انتهايي 

مي تواند به علت تاثير دما در زمانهاي طولاني حرارت دهي بر 

 با .ساختار پروتئيني آنزيم پراكسيداز و غير فعال سازي آن باشد

 از ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز دهيافزايش زمان حرارت

 ثانيه هم جهت 380كاسته شده به طوري كه حتي زمان 

دسترسي آنزيم به سوبسترا كافي نبوده و فعاليت آنزيم روند 

توان گفت آنزيم غير فعال طي كرده كه در حقيقت مي ثابتي را

  .شده است

جهت ( شرايط تعيين شده براي متغيرهاي مستقل 8جدول 

و ) زي غير فعال سازي حرارتي آنزيم پراكسيداز كرفسبهينه سا

از آنجا كه در فرآيندهاي . شرايط بهينه شده را نشان مي دهد

ها از فرآيند دماي حرارتي به منظور حفظ مواد مغذي و ويتامين

استفاده مي شود تا حداقل ) HTST(بالا و زمان كوتاه 

 در جدول خسارت تغذيه اي ايجاد شود، بنابراين همانطور كه

 حداكثر و ساير متغير هاي بريآنزيم مشاهده مي شود دماي 8

حداقل در نظر ) و زمان فعاليت آنزيميبري آنزيمزمان (مستقل 

همچنين فعاليت آنزيم پراكسيداز به عنوان . گرفته شده است

در . هدف فرآيند حرارتي حداقل در نظر گرفته شده است

ترهاي مستقل وزن و اهميت فرآيند بهينه سازي به تمامي پارام

 راه حل پيش 8با توجه به شرايط مورد نظر . يكسان داده شد

 8در جدول بهترين راه حل بيني شده كه براساس مطلوبيت 

 نزديك تر باشد 1 و هرچه مطلوبيت به ستشده اارائه 

با (مناسبترين و بهترين شرايط خواهد بود كه راه حل اول 

بري آنزيمرجه سانتي گراد، زمان  د90بري آنزيمدماي : شرايط
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به عنوان بهترين شرايط ) ثانيه20ليت آنزيم ا دقيقه و زمان فع5

در صورت . جهت دست يابي به شرايط بهينه در نظر گرفته شد

اعمال شرايط راه حل اول فعاليت آنزيم پراكسيداز برابر با 

  .)1مطلوبيت  ( مي باشد0452815/0مقدار 
Table 8 optimization of different condition for thermal inactivation of peroxidase enzyme activity in celery 

condition goal Lower limit 
upper 
limit 

upper 
Weight 

Lower 
Weight 

importance 
Optimum 
condition 

Blanching 
temperature 

minimum 85 Co  90 Co  1 1 3 90 

Blanching time minimum 5 minute 10 minute 1 1 3 5 
The time of 

enzyme activity 
minimum 20 second 

380 
second 

1 1 3 20 

Peroxidase 
enzyme activity 

(absorbance) 
minimum 0.048 0.156 1 1 3 0.0452815 

 
 

 گيري  نتيجه- 4

ه استفاده از برخي از تركيبـات       اين پژوهش در واقع مطالعه اولي     

-طبيعي در جهت كاهش آنزيم هاي دخيل در شروع فساد ميوه          

ها و سبزيجات بود و در آينده نياز بـه بـرآورد ميـزان غلظـت                

مورد استفاده براي هر محصول و روشـهاي تـسهيل كننـده در             

تلاشي بـراي  اين تحقيق در واقع . كاربرد اين تركيبات مي باشد 

هش فعاليت آنزيم پراكسيداز به عنـوان آنـزيم         بررسي امكان كا  

مسئول سنتز اتيلن و فعال كننده آنزيم هاي پلي فنل اكسيداز بـا   

 6استفاده از اسانس هاي طبيعي بود كه در شرايط برون زيـست           

تمـامي غلظـت هـاي      نتايج اين تحقيق نشان داد كه       . انجام شد 

قادر بخوبي ) ppm 200 و   125،  50(استفاده شده اسانس گلپر     

همچنـين   .هـستند كـرفس   به كاهش فعاليت آنـزيم پراكـسيداز        

بهترين شرايط جهت غير فعالسازي ايـن آنـزيم در كـرفس، در       

مدت ( و زمان فعاليت آنزيمي      ppm 50شرايط غلظت اسانس    

 ثانيه و بهترين شرايط مربوط      60) زمان تماس آنزيم و سوبسترا    

 90آنزيم بري   به غيرفعالسازي حرارتي مربوط به شرايط دماي        

 20 دقيقه و زمان فعاليـت آنـزيم         5درجه سانتي گراد در مدت      

 .ثانيه بود

  

  منابع -5
[1] Shahedi, M. and Kadivar, M. 1954. 

Principle of fruit and vegetable processing 
and preservation. Shahrekord University 
Publication, 318 p, [in Persian]. 

[2] Fatemi, H. 2007. Principle of food 
preservation technology. Sahami Enteshar 

                                                      
6. Invitro 

Compani Publication, 2thed, 462 p, [in 
Persian]. 

[3] Nicoli, M. C., Anese, M. and Severini, C. 
1994. Combined effects preventing 
enzymatic browning reactions in minimally 
processed fruits. Journal of Food Quality, 17, 
221-229. 

[4] Omidbigi, R. (2009). Medicinal plant 
production and processing. Astan Ghodse 
Razavi publisher, 5thed, 653 p, [in Persian]. 

[5] Cox, S. D., Mann, C. M. and Markham, J. 
L. 2000. The mode of antimicrobial action of 
the essential oil of Melaleuca alternifolia (tea 
tree oil). Journal of Applied Microbiology, 
88, 170–175. 

[6] Sikkema, J., de Bont, J. A. M. And 
Poolman, B. 1995. Mechanisms of 
membrane toxicity of hydrocarbons. 
Microbiological Reviews, 59, 201–222. 

[7] Hemeda, H. M. and Klein, B. P. 1990. 
Effects of Naturally Occurring Antioxidants 
on Peroxidase Activity of Vegetable 
Extracts. Journal of Food Science, 55, 184-
186. 

[8] Ponec, A. G., Del Valle, C. E. and Roura, 
S. I. 2004. Natural Essential Oil as Reducing 
Agents of Peroxidase Activity in Leafy 
Vegetable, LWT, 37, 199-204. 

[9] Lee, H.C. and Klein, B. P. 1989. 
Evaluation of combined effects of heat 
treatment and antioxidant on peroxidase 
activity of crude extract of green peas, Food 
Chemistry, 32, 151-158. 

[10] Bezerra, M.A., Santelli, R.E., Oliveira, 
E.P., Villar, L.S. and Escaleira, L.A. (2008). 
Response Surface Methodology (RSM) As a 
Tool For Optimization In Analytical 
Chemistry. Talanta. 76, 965–977. 

[11] Daraei Garmakhany, A., Mirzai, H. O., 
Aghajani, N. and kashiri, M. 2010. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

11
 ]

 

                            10 / 12

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-1529-en.html


 1396، اسفند 14، دوره 73علوم و صنايع غذايي                                                                                     شماره 

 

 299

Investigation of Natural Essential Oil 
Antioxidant Activity on Peroxidase Enzyme 
in Selected Vegetable. Journal of 
Agricultural Science and Technology, 4(3), 
78-84. 

[12] Shahabi Ghahfarrokhi, I, Daraei 
Garmakhany, A, Kashaninejad, M. and 
Dehghani. A. A. 2013. Estimation of 
Peroxidase Activity in Red Cabbage by 
Artificial Neural Network (ANN).  Quality 
Assurance and Safety of Crops and Foods, 
5(2), 163-167. 

[13] Taheri, A. 2011. Antioxidative Properties 
of Rainbow Sardine (Dussumieria Acuta) 

Protein Hydrolysate: Optimization Using 
Response Surface Methodology. 
International Food Congress-Novel 
Approaches in Food Industry, MAY 26-29. 
Pp: 39-43. 

[14] Kashaninejad, M. and Daraei 
Garmakhany, A. 2013 .Application of 
Essential Oils as Natural Antioxidant in 
Reduction of Peroxidase Enzyme Activity. 
Reported research at Gorgan University of 
Agricultural Science and Natural Resources, 
[in Persian]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

11
 ]

 

                            11 / 12

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-1529-en.html


JFST No. 73, Vol. 14, March 2018                                                                      ABSTRACT 
 

 300

 

Optimization of thermal blanching and the effect of Golpar 
essential oil on peroxidase enzyme activity of celery by response 

surface methodology 
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Proxidase enzyme is one of the most important enzymes in plant tissues which can bind to hydrogen 
peroxide and produce an activated complex, therefore inactivation of the enzyme may increase the 
shelf life of raw and un-blanched frozen vegetables. Nowadays, consumer's trend has been oriented to 
use fresh products or foods prepared by little process, therefore producers are interested the ways to 
increase shelf life by use of alternative methods. In this study the effect of natural essential oil (Golpar 
oil) and thermal blanching on peroxidase enzyme activity were investigated and optimization of 
peroxidase enzyme inactivation was performed using response surface methodology. Results showed 
that peroxidase activity of celery extracts was affected by the essential oil and its activity was 
reduced. Optimum conditions for non-thermal inactivation of proxidase enzyme under effect of golpar 
oil were included Golpar concentration 50 ppm, the time of enzyme activity 60 second and enzyme 
activity (absorption) 0.467599. Optimum conditions for thermal inactivation of peroxidase enzyme of 
celery were included blanching temperature 90 oC, blanching time 5 minutes, the time of enzyme 
activity 20 second and enzyme activity (absorption) 0.0452815.  
 
Keywords: Essential oil, Peroxidase enzyme activity, Optimization, Response surface methodology.  
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