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 اكسيداني پروتئين هيدروليز شده گرده گل زنبور عسلبررسي ويژگي آنتي

  

 3، حسين محب الديني∗2، عليرضا صادقي ماهونك1عاطفه مقصودلو

  
 دانشجوي دكتري رشته شيمي مواد غذايي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان   -1

 رزي و منابع طبيعي گرگان دانشيار گروه شيمي مواد غذايي، دانشگاه علوم كشاو -2

 استاديار گروه علوم دامي دانشگاه محقق اردبيلي -3

 )26/03/95:   تاريخ پذيرش21/02/95: تاريخ دريافت(

  

  چكيده
وسط ي گرده كه ت در تله واقع در بند سوم پاي زنبور عسل،شود و پس از ذخيره در كيسه گردهها و بزاق زنبور عسل مخلوط ميگل گرده گل، با شهد

ها و تركيبات  كه مربوط به پروتئينباشد ميهاي عملكردي گرده، ويژگي آنتي اكسيداني آنهايكي از ويژگي. گرددزنبوردار در آنجا تعبيه شده جمع آوري مي

و بهينه سازي شرايط هيدروليز  هاي گرده گل بر خواص آنتي اكسيداني آن تاثير هيدروليز آنزيمي پروتئيندر اين پژوهش. آنها استفنولي و فلاونوئيدي 

 و شلات يون آهن سه ظرفيتي،  قدرت احياكنندگي DPPHتركيبات فنولي، فعاليت مهار كنندگي راديكالهاي آزاد بدين منظور ابتدا . آنزيمي بررسي شد

 86/31 گرم گرده، 100 ميكروگرم بر 1/4يب  پي پي ام به ترت1000 در غلظت عوامل گرده گل اندازه گيري شد كه مقادير اين يون آهن دو ظرفيتيكنندگي 

 1 ساعت و غلظت آنزيم 5 تا 2هيدروليز گرده گل توسط آنزيم آلكالاز در محدوده زماني .  درصد بود9/4 نانومتر و 700 در طول موج 89/1درصد، جذب 

بيشترين .  سيداني تيمارهاي هيدروليز شده اندازه گيري شدي آنتي اكعوامل تعيين گرديد، انجام شد و RSM درصد، با تيمارهايي كه توسط نرم افزار 2تا 

 ساعت با ميزان 38/1بيشترين قدرت شلات كنندگي در مدت زمان .  درصد به دست آمد2 ساعت و غلظت آنزيم 2قدرت احيا كنندگي با اعمال زمان 

 در مدت DPPHبيشترين فعاليت مهاركنندگي راديكال . ده است درصد بوده، اثر غلظت آنزيم بر ميزان قدرت شلات كنندگي گرده معني دار نبو716/31

 گرده گل بعد DPPHبطور كلي قدرت شلاته كنندگي و فعاليت مهاركنندگي راديكال .  درصد آنزيم بدست آمد5/1 تا 1هاي  ساعت و غلظت5/3 تا 2زمان 

 . درصد افزايش يافت65/23 درصد و 26د از انجام فرايند هيدروليز در شرايط بهينه با آنزيم آلكالاز، به ترتيب حدو

  

  گرده گل، فعاليت آنتي اكسيداني، هيدروليز، پپتيدهاي زيست فعال،  بهينه سازي:  واژگانكليد
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  مقدمه - 1
شود، از آگلوتينه آوري مي گرده گل كه توسط زنبور عسل جمع

آيد و دست ميه ها با شهد و بزاق زنبورعسل بشدن گرده گل

از ذخيره در كيسه گرده واقع در بند سوم پاي زنبورعسل، در پس 

ي گرده كه توسط هنگام ورود زنبورعسل به درون كندو در تله

گرده گل . ]1[گردد آوري مي جمعزنبوردار در آنجا تعبيه شده 

 55 تا 13 درصد ليپيد، 13 تا 1 درصد پروتئين، 40 تا 10حاوي 

از جمله  .كستر مي باشد درصد خا6 تا 2درصد كربوهيدرات و 

اسيد آمينه هاي  :تركيبات مهم و فعال زيستي گرده گل عبارتند از

سيدهاي آلي آزاد ، ا]3و2[كلاژن، پرولين و ليزينبه ويژه مختلف 

مانند مونو و ياب در طبيعت با ساختار غير معمول و كم

 و 8اسيدها با كربوكسيليكهيدروكسيهيدروكسي اسيدها و دي

ركيبات فرعي ديگر بن، ويتامين ها و مواد معدني و ت اتم كر10

، نوكلئوتيدها، استيل كولين و تركيبات ]4[ها مانند  پلي فنل

. ]7[ها و پپتيدهاي مختلف ، گليكوپروتئين]6، 5[هورموني

اكسيداني گرده گل مربوط به  مشخص شده است كه ويژگي آنتي

و  ]8[ آنها بوده هاي اصلي و تركيبات فنلي و فلاونوئيديپروتئين

وتئيني فعاليت دي و تري پپتيدهاي حاصل از هيدروليز پر

دلايل . ]10و9[دهندتري از خود نشان مياكسيداني قوي آنتي

اكسيداني اين پپتيدها  شامل موارد زير مي  مربوط به عملكرد آنتي

زاد، هاي آقابليت احياء وفعاليت پاك كنندگي راديكال: باشد

- تركيبات سمي همانند راديكالي برخي از خاصيت خنثي كنندگ

هاي فلزي هاي هيدروكسيل و خاصيت شلات كنندگي كاتيون

و مورايز و همكاران اعلام  همكاران پاسكوال و  .]11[ پراكسيدان

ي هشت نوع گرده يتركيبات فنلي كل و فلاونوئيدهاكردند كه 

ها و نواحي جغرافيايي زنبورعسل تجاري بدست آمده از گل

 و فعاليت مهار كنندگي 1شاخص اسيد تيوباربيتوريكتلف مخ

. ]2و1[ قابل توجهي را از خود نشان دادند 2DPPHهاي راديكال

هفت نوع تركيب فنلي اكسيداني  اثر آنتي همكارانساريك و 

 شده توسط زنبورعسل را وريهاي گل ايسلندي جمع آگرده

هاي گل دهي حاوي گرهانتايج نشان داد كه قرص. بررسي كردند

هاي  و فعاليت آنزيماسيدتيوباربيتوريك شاخصباعث كاهش 

                                                 
1. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)  
2. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

 زيليك و همكاران. ]12[ اكسيد كننده در كبد و مغز موش شد

هاي مختلف گرده ذرت همگي داراي مقادير  كه گونهنشان دادند

قابل توجهي تركيبات فلاونوئيدي و فنلي هستند و ظرفيت 

 كروير و هگدوس. ]13[ دادنداكسيداني بالايي از خود نشان  آنتي

 با افزايش تركيبات فنلي گرده گل، ويژگي نشان دادند

 يابدهاي آزاد افزايش مياكسيداني و مهار كنندگي راديكال آنتي

هاي هيدروليز مطالعات مختلف نشان داده است كه پروتئين .]14[

- تري از خود نشان ميتوسط آنزيم، اثرات بيولوژيكي قويشده 

گزارش شده است كه پپتيدهاي بدست آمده از . ]15[دهند 

هاي غذايي توسط پپسين، تريپسين و آلكالاز هيدروليز پروتئين

 زو و همكاران،. ]17و 16[ دهنداكسيداني نشان مي آنتيفعاليت

-هاي آزاد پروتئيناكسيداني و مهاركنندگي راديكال فعاليت آنتي

لكالاز را مورد آهاي هيدروليز شده جوانه گندم توسط آنزيم 

 اكسايش خود به خودي بررسي قرار دادند؛ نتايج نشان داد

هاي هيدروليز لينولئيك اسيد به طور موثري با افزودن پروتئين

هاي اكسيداني پروتئين فعاليت آنتي. شده گندم كاهش يافت

 BHTهيدروليز شده به آلفا توكوفرول نزديك، اما ميزان آن از 

يج نشان دهنده حضور پپتيدها و آمينواسيدهاي اين نتا. تر بودپايين

همچنين نتايج . آنتي اكسيدان در اين تركيب هيدروليز شده بود

نشان داد با افزايش غلظت نمونه هيدروليز شده فعاليت مهار 

و قدرت احياءكنندگي   DPPHكنندگي راديكال هيدروكسيل و 

تا قابليت شلات كنندگي يون آهن نيز . يابدآن افزايش مي

گيو و  .]18[ حدودي وابسته به غلظت نمونه هيدروليز شده بود

ي هاي گردههمكاران ، پپتيدهاي حاصل از هضم پروتئين

زنبورعسل را كه توسط آنزيم تريپسين به دست آمده بود را با 

 اسپكتروسكوپي - استفاده از كروماتوگرافي مايع فاز معكوس

ا را شناسايي و هجرمي جداسازي و توالي آمينواسيدهاي آن

مارينوا و . ]19[ شان را بررسي كردندهاي بيولوژيكيويژگي

،  با استفاده از پروتئيناز و آمينو پپتيدازهاي با منشاء تچوربانو

گياهي از جمله بروملائين آناناس، آمينوپپتيداز و پرولين 

- ايمينوپپتيداز برگ كلم و آمينوپپتيداز نخود، به هيدروليز پروتئين

هاي مهار كنندگي راديكال ده گل پرداختند و ويژگيهاي گر

DPPHپپتيدهاي به دست آمده را مورد بررسي قرار دادند  

هاي ، با استفاده از آنزيم آلكالاز پروتئينزيائوبو و همكاران. ]20[

 توسط OHگرده گل را هيدروليز و قابليت مهار راديكال 
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مارينوا و . ]21[ دپپتيدهاي حاصل از آن را مورد بررسي قرار دادن

آوري شده توسط گل جمعاكسيداني گرده اثر آنتيچوربانف

هاي گياهي هاي آن توسط آنزيمزنبورعسل را كه پروتئين

مقدار تركيبات .  بودند را مورد بررسي قرار دادندهيدروليز شده

 DPPHفنلي و درجه هيدروليز و اثر مهار كنندگي راديكال آزاد 

فت، نتايج نشان داد كه درجه هيدروليز مورد بررسي قرار گر

 درصد و تركيبات فنلي گرده گل در حد قابل 28 تا 20حدود 

هاي پروتئين. بود)  ميكروگرم بر ميلي گرم27 تا 15(توجهي 

هاي كنندگي زيادي نسبت به راديكالهيدروليز شده فعاليت مهار

  .]20[ داشتند DPPHآزاد 

  

  هامواد و روش -2

  مواد - 2-1
 پژوهش در آزمايشگاه علوم و صنايع غذايي دانشگاه علوم اين

مركز گرده گل از . كشاورزي و منابع طبيعي گرگان انجام شد

 ، آنزيمپرورش زنبورعسل و خدمات گرده افشاني واقع درگنبد

د آزمايشگاهي شامل  اسيد آلكالاز از شركت سيگما و ساير موا

سولفوريك، هيدروكسيد سديم، اسيد بوريك، اسيد كلريدريك، 

تريس، مونوسديم فسفات، دي سديم فسات، تري كلرواستيك 

اسيد، اتانول، پتاسيم فري سيانيد، كلريد فريك، كلريد فرو، 

 DPPH و راديكال آزاد BHT ،ADTAفروزين، آنتي اكسيدان 

كم با درجه خلوص آزمايشگاهي تهيه هاي مرك و تترااز شركت

  .شدند

  هاروش- 2-2

  اكسيداني گردهسنجش خواص آنتي-2-1- 2

  اندازه گيري تركيبات فنلي-2-2-1-1

ز روش فولين سيوكالته  ا با استفادهاندازه گيري تركيبات فنلي،

ي  ميكروليتر از هر غلظت عصاره500 به اين منظور .شدانجام 

 ميكروليتر 500رف فولين سيوكالته و  ميكروليتر مع500گرده با 

حجمي مخلوط گرديد و / درصد وزني10محلول كربنات سديم 

به مدت يك ساعت در دماي اتاق و در مكان تاريك اينكوبه شد؛ 

 مقدار . نانومتر خوانده شد700در نهايت جذب آن در طول موج 

ليتر  در هر ميلياسيد گاليكگرم تركيبات فنلي بر حسب ميلي

  .]22[ه از روي معادله  خط منحني استاندارد تعيين گرديد عصار

 سنجش فعاليت مهار كنندگي راديكالهاي آزاد -2-2-1-2

DPPH  
با استفاده  DPPHسنجش فعاليت مهار كنندگي راديكالهاي آزاد 

ليتر از  ميلي1به اين منظور . انجام شديدت و همكاران از روش م

ليتر از محلول يعصاره حل شده در متانول با يك ميل

DPPHميلي مولار مخلوط و شيك شد،1/0ت متانولي با غلظ  

 جذب مخلوط . قيقه در تاريكي انكوبه گرديد د50سپس به مدت 

در نهايت فعاليت  . نانومتر خوانده شد517در طول موج 

  .]23[مهاركنندگي بر اساس درصد، طبق فرمول زير محاسبه شد

100.((A0 – A1)/A0)%= ار كنندگي راديكال فعاليت مهDPPH 

  A1:     جذب نمونهA0:جذب كنترل

   سنجش قدرت احياءكنندگي-2-2-1-3

 با  III در احياي آهنگل  گرده  احياكنندگيگيري قدرتاندازه

 1به اين منظور . انجام شدتف و همكاران از روش بوگااستفاده از 

 pH= 6/6ليتر بافر فسفات ميلي5/2ليتر از محلول عصاره با ميلي

 درصد مخلوط گرديد و به 1ليتر پتاسيم فري سيانيد  ميلي5/2و 

گراد قرار گرفت؛  درجه سانتي50مدت نيم ساعت در حمام آب 

حجمي / درصد وزني10كلرواستيك اسيد ليتر تري ميلي5/2سپس 

 1650g ، 5/2 دقيقه سانتريفوژ با دور 10 پس از .به آن اضافه شد

ليتر آب  ميلي5/2برداشته شد و به آن ليتر از سوپرناتانت ميلي

.  درصد اضافه شد1/0ليتر محلول كلريدآهن  ميلي5/0مقطر و  

   نانومتر خوانده شد700 دقيقه جذب آن در طول موج 10پس از 

]24[.  

  )فرو(سنجش قدرت شلات كنندگي يون آهن  -2-2-1-4

 2/0  وIIكلريدآهنليتر  ميلي1/0 محلول عصاره  به ليتر ميلي 7/4

 دقيقه در دماي اتاق 20 اضافه شد و  محلول فروزين ليترميلي

 جذب محلول توسط اسپكترو فوتومتر در انكوبه گرديد؛ سپس

  .]23[  نانومتر خوانده شد562

100.((A0 – A1)/A0)%=  فعاليت مهار كنندگيFe2+  

  A1:جذب نمونه     A0:جذب كنترل

  شده گرده هاي هيدروليز  آماده سازي پروتئين-2-2- 2

 قسمت آب مقطر به صورت سوسپانسيون 5يك قسمت گرده با 

 -  سوسپانسيون با افزودن بافر تريسpH. در آمد و هموژن شد
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  اپتيمم آنزيم pHبر روي ) 2 به 1با نسبت (اسيدكلريدريك 

 آلكالاز، در محدوده آنزيم. ]20[د تنظيم ش )pH=8(آلكالاز 

هاي پروتئيني به محلولغلظت يك تا دو درصد وزني پروتئين 

  ساعت و دماي5 تا 2افزوده شد و هيدروليز در محدوده زماني 

 ثابت pH در دما و لرزاندرجه سانتيگراد در انكوباتورهاي  50

 درجه سانتيگراد به مدت 85در انتها در دماي . ]25[انجام گرفت 

 براي حذف تركيبات .]38[ دقيقه واكنش آنزيمي متوقف شد 10

 دقيقه انجام 30 به مدت g ×4000انتريفوژ كردن در اضافي، س

آوري با خشك كن انجمادي  شد و سوپرناتانت پس از جمع

  .]25[خشك شد 

هاي اكسيداني پروتئين تي سنجش فعاليت آن-2-3- 2

  هيدروليز شده گرده

 سنجش فعاليت مهار كنندگي راديكالهاي آزاد -2-2-3-1

DPPH  
ي   گردهDPPHلهاي آزاد سنجش فعاليت مهار كنندگي راديكا

  . انجام شد2-1-2-2هيدروليز شده طبق بند 

   سنجش قدرت احياءكنندگي-2-2-3-2

-2ي هيدروليز شده طبق بند سنجش قدرت احياءكنندگي گرده

  . انجام شد2-1-3

  )فرو( سنجش قدرت شلات كنندگي يون آهن -2-2-3-3

ز ي هيدروليگرده) فرو(سنجش قدرت شلات كنندگي يون آهن 

  . انجام شد4- 1- 2- 2شده طبق بند

   آناليز آماري-2-4- 2

 استفاده RSM3براي بهينه سازي شرايط آزمايش از روش آماري 

تجزيه تحليل داده ها در قالب طرح فاكتوريل و با استفاده از . شد

انجام شد و مقايسه ميانگين ها با SPSS ver. 19 نرم افزار 

رسم . صورت گرفت% 95استفاده از آزمون دانكن در سطح 

 انجام Design expert ver. 8نمودار ها با نرم افزار اكسل و 

 . شد

  

  نتايج و بحث - 3

اكسيداني اوليه بر روي هاي آنتيآزمون - 3-1

 رده گلگ

                                                 
3. Response Surface Methodology 

  اندازه گيري تركيبات فنلي -1- 3-1
 را با اسيد گاليك معادله خط رگرسيوني كه رابطه غلظت محلول

دهد، به  نانومتر نشان مي700ل موج ها در طوميزان جذب نمونه

  : باشدصورت زير مي

Y= 0.0676X + 0.0069     R2= 0.9973 1-3(معادله (  

 به ترتيب معادل جذب نمونه در طول X و Y  در اين رابطه ، 

 نانومتر و مقدار كل تركيبات فنلي بر اساس گرم معادل 700موج 

مقايسه  1شكل .باشد گرم گرده گل مي100 در هر اسيد گاليك

هاي مختلف عصاره آبي ميانگين ميزان تركيبات فنلي در غلظت

  16/4  تا 37/3ميزان تركيبات فنلي بين . دهدگرده گل را نشان مي

 گرم گرده متغير بوده و اختلاف 100 بر اسيد گاليكميكروگرم 

معني داري در ميزان تركيبات فنلي و ارتباط آن با غلظت عصاره، 

 ميكروگرم بر 50 و 25، 5/12هاي  به جز غلظتوجود ندارد، 

  ميكروگرم بر ميلي گرم كه به ترتيب 1000ميلي گرم و غلظت 

ي دار نف معين ميزان تركيبات فنلي را با اختلاكمترين و بيشتر

نوعي  به بررسي تركيبات فنولي  ساريك و همكاران . داشتند

 كه ختند پردا كه با حلال متانول استخراج شده بود،گرده گل

 ميكروگرم بر گرم بر گرم گرده گل 4ميزان آنها در مجموع حدود 

 زيليك و همكاران، ميزان تركيبات فنولي چند نوع .]12[بود 

 تا 7گرده را بررسي و مقايسه كردند كه اين ميزان در محدوده ي 

در اين پژوهش از مخلوط .  گرم بر كيلو گرم گرده گزارش شد9

. ]13[ج تركيبات فنولي استفاده شد اب  استون براي استخرا

گيري همانطور كه مشخص است، ميزان تركيبات فنولي اندازه

در مقايسه با ميزان تركيبات فنولي اندازه شده در اين پژوهش، 

توسط ساريك و همكاران و زيليك و همكاران، كمتر گيري شده 

توان درضرورت به كار گيري توجيه اين مسئله را مي .باشدمي

 به عنوان حلال به منظور استخراج تركيبات فنلي در اين آب

علاوه بر كارايي پايين حلال آب،  .]26[پژوهش نسبت داد 

استخراج برخي تركيبات غير فنلي مثل اسيدهاي آلي و قندها و 

فعال ماندن آنزيم پلي فنل اكسيداز ممكن است باعث ايجاد 

لي به ويژه در مشكلاتي در شناسايي و تعيين مقدار تركيبات فن

  .]27[منابع گياهي گردد 
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Fig 1 Total phenols of different concentration of 
pollen extract  

  يون آهن سه ظرفيتيقدرت احياءكنندگي  - 3-2
به عنوان ) IIIآهن  (يون آهن سه ظرفيتيدر اين روش، احيا 

.  رودمعياري براي قابليت الكترون دهي تركيبات فنلي به كار مي

 تركيبات فنلي اكسايش مهمي را در فرايند ساز و كاراين مسئله 

) نيروي احياءكنندگي(ظرفيت دهندگي الكترون . دهدتشكيل مي

در . ]28[باشد اكسيداني تركيبات زيستي مي مرتبط با فعاليت آنتي

هاي مختلف  مقايسه ميانگين قدرت احياءكنندگي غلظت2شكل 

 نتايج حاكي از آن بود كه قدرت عصاره مشخص شده است، اين

هاي مختلف عصاره، به جز كمترين و احياءكنندگي غلظت

- پي1000 و811/1ام كه پي پي5/12بيشترين غلظت، به ترتيب 

داري ا نشان دادن و داراي اختلاف معني ر89/1ام كه جذب پي

 كه با ها اختلاف معني دار نداشتند، ساير غلظت)P>05/0(بودند 

 مورايز و همكاران . ]40[ وريرا و همكاران مطابقت داشتنتايج م

گزارش كردند كه كمترين و بيشترين غلظت عصاره فنولي گرده 

به ترتيب كمترين و بيشترين قدرت احيا كنندگي يون آهن را 

 قدرت احياكنندگي غظتهاي مياني تفاوت معني داري داشتند و

وجود روند مشخص توان با عدم  مسئله را مياين. ]40[نداشتند 

. هاي مختلف عصاره مرتبط دانستدر ميزان تركيبات فنلي غلظت

اكسيداني عصاره هاي گياهي به نوع و  زيرا ميزان فعاليت آنتي

از طرفي . ]29[ميزان تركيبات فنلي موجود در آنها بستگي دارد 

در حين فرايند استخراج، تركيبات محلول در آب ديگري نيز 

از آنجايي كه برخي از . شوندي وارد عصاره ميهمراه تركيبات فنل

اين تركيبات مانند اسيدهاي آمينه و قندها، خود اهداكننده 

هاي باشند، بنابراين ممكن است درصد بيشتري از يونالكترون مي

سه ظرفيتي آهن با جذب الكترون احيا شده و بنابراين شدت 

  .]30[ جذب محلول را تحت تاثير قرار دهد
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Fig 2 Reducing power of different concentration of 
aqueous extract of pollen 

 يون آهن دو ظرفيتي  شلات كنندگي- 3-3

 در يون آهن دو ظرفيتيمقايسه ميانگين درصد شلات كنندگي 

 مشخص 3هاي مختلف عصاره آبي گرده گل در شكل غلظت

به . )P>05/0(نها قابل مشاهده است  شده و اختلاف معني دار آ

 بيشترين ميزان   درصد96/4 پي پي ام با 1000طوري كه غلظت 

 درصد، كمترين فعاليت شلات 3/1 پي پي ام با 25و غلظت 

روند افزايشي درصد شلات كنندگي با افزايش . كنندگي را داشتند

علت افزايش . باشدغلظت عصاره به وضوح قابل مشاهده مي

ت كنندگي با افزايش غلظت عصاره، به دليل افزايش درصد شلا

يون آهن دو ميزان تركيبات فنلي بوده كه قابليت به دام انداختن 

  .]29[  را دارا هستندظرفيتي

  
Fig 3 Ferrous ion chelating effect of different 
concentrations of aqueous extract of pollen  
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  DPPHفعاليت مهاركنندگي راديكال   - 3-4

 كه نتايج مقايسه ميانگين درصد مهار كنندگي راديكال 4شكل 

DPPHهاي مختلف عصاره آبي گرده گل را نشان  در غلظت

هاي پايين عصاره در اين شكل مشخص است كه غظت. دهدمي

 فاقد فعاليت  مهاركنندگي راديكال)  پي پي ام150 تا 5/12(

DPPHپي پي ام، 1000 تا 200د، اما با افزايش غلظت از  بودن 

ميزان فعاليت  )  P>05/0(به طور قابل توجه و معني داري 

 درصد 86/31 درصد به 23/1 از DPPHمهاركنندگي راديكال

و  نتايج به دست آمده با نتايج سان و همكاران. افزايش يافت

نيز  لجا و همكاران .]14و 31[ مطابقت داشتكروير و هگدوس 

درصد مهار كنندگي راديكال مربوط به گرده گونه هاي مختلف 

 درصد گزارش كردند كه اين ميزان را در 91 تا 15گل را بين 

 .]39[ ارتباط مستقيم با نوع تركيبات فنلي و فلانوئيدي دانستند

اين پژوهشگران گزارش نمودند كه فعاليت مهار كنندگي راديكال 

وابسته به غلظت بوده و با هاي گياهي  عصارهDPPHآزاد 

 .يابدافزايش غلظت اثر مهاركنندگي شدت مي

 
 

Fig 4 DPPH inhibitoring effect of different 
concentration of aqueous extract of pollen 

 

-  بهينه سازي هيدروليز گرده گل و آزمون- 3-5

  اكسيداني هاي آنتي

ها در نقاط تعريف شده براي ادهبررسي د -5-1- 3

 RSMداني توسط يفعاليت آنتي اكس

هاي مربوطه انجام ، آزمونRSMبا توجه به نقاط تعريف شده در 

اكسيداني گرده گل هيدروليز  هاي فعاليت آنتينتايج آزمون. شد

 1 مركزي در جدول مركبشده در نقاط مشخص شده با طرح 

تجزيه و هاي به دست آمده ه در مرحله بعد داد .آورده شده است

ضرايب رگرسيوني و جدول تجزيه واريانس براي .  شدندتحليل

اكسيداني احياءكنندگي، ها براي آزمونهاي آنتيهر يك از پاسخ

، 2  مطابق با جداولDPPHشلات كنندگي و مهار راديكال آزاد 

  .باشد مي4 و 3

   قدرت احياءكنندگي يون آهن سه ظرفيتي -5-1- 3

مربوط به تجزيه واريانس و و ضرايب رگرسيوني براي نتايح 

 2هاي قدرت احياءكنندگي گرده هيدروليز شده در جدول پاسخ

دهد كه رابطه قدرت آناليز سطح پاسخ نشان مي. ذكر شده است

احياءكنندگي گرده هيدروليز شده با پارامترهاي واكنش از نوع 

  . دباشمي)  R2=908/0(درجه دوم با ضريب رگرسيون 

   1-3معادله 

Y= 05509/1  + 27222/0   X1+ 4497/0  X2 03426/0-  X1
2 

08935/0- X2
2 04267/0-  X1X2 

دهد كه مدل آماري ارائه شده براي پيش  شان مي2نتايج جدول

بيني اثر متغيرهاي آزمايش بر قدرت احياءكنندگي گرده گل 

 اثر متغير زمان  ). P  >0003/0(باشد هيدروليز شده مناسب مي

)0007/0<  P (  بر روي قدرت احياءكنندگي بيشتر و معني دار

  .باشدمي ) P  >0087/0(تر از متغير غلظت آنزيم 

همچنين نتايج ، اثر درجه دوم هريك از متغيرها را بر روي پاسخ 

همچنين جهت مناسب . دهدآزمايش  نزولي و معني دار نشان مي

ون عدم برازش مدل هاي اين آزمايش از آزمبودن مدل براي داده

)Lack of fitness ( ،استفاده شد كه با توجه به نتايج جدول

اين مسئله بيانگر آن است ). P<05/0(اين فرض معني دار نشد 

هاي مربوط به قدرت احياءكنندگي گرده كه مدل به خوبي با داده

 .هيدروليز شده تطبيق دارد
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Table 1Results of antioxidant activity tests of hydrolyzed pollen at certain points of the central composite 
design 

 

Reducing Power  
)(Absorbance in 700 nm) 

Ferrous ion 
chelating effect 

(%) 
DPPH inhibitoring activity (%) 

Time 
(Hour) 

Enzyme 
concentration(%) 

Treatment 

1.77 28.106 53.43 2 1 1 
1.83 28.73 56.9 3.5 1.5 2 

1.66 21.05 47.68 5 2 3 

1.831 23.75 54.7 3.5 1.5 4 

1.75 26.53 53.78 3.5 0.79 5 

1.72 31.716 47.75 1.38 1.5 6 

1.708 21.573 47.77 5 1 7 

1.83 25.12 53.82 3.5 1.5 8 

1.838 26.71 54 3.5 1.5 9 

1.86 28.4 52.7 3.5 1.5 10 

1.819 25.353 48.5 3.5 2.31 11 

1.63 21.19 43.83 5.64 1.5 12 

1.85 27.343 44.1 2 2 13 

 
  

 
Table 2 Analysis of variance for reducing power 

of hydrolyzed pollen 

  DF  Regression 
coefficient  

P 
value 

Model  5  1.05509  0.0003  
X1  )Time(  1  0.27222  0.0007  

X2 )Enzyme 

concentration(  
1  0.4497  0.0087  

X1
2  1  -0.03426  0.0001  

X2
2  1  -0.08935  0.0038  

X1X2 1  -0/04267  0.0027  
Lack of fitness 3    0.55  

R2- Pred   0.764    

R2- Adj   0.908    

  

ي و كانتور اثر زمان و غظت آنزيم را بر ا نمودار صفحه5 شكل

. دهدروي قدرت احياءكنندگي گرده هيدروليز شده را نشان مي

دهد كه بيشترين قدرت در اين شكل، نمودار سطح پاسخ نشان مي

 ساعت بوده و اثر تغيير 5/3 تا 2احياءكنندگي در مدت زمان 

ندگي گرده هيدروليز شده غلظت آنزيم بر ميزان قدرت احياءكن

- نشان مي5-4همانطور كه نمودار .  كمتر از اثر زمان بوده است

 ساعت و 2دهد كه بيشترين قدرت احياءكنندگي با اعمال زمان 

به بيشترين  درصد به دست آمد، و براي رسيدن 2غلظت آنزيم 

تر و از هاي پايينبايست در مدت زمانقدرت احياءكنندگي، مي

 5/3 تا 2در مدت زمان . سبتا بالاتر آنزيم استفاده كردهاي نغظت

هيدروليز ، با افزايش درجه هيدروليز، ميزان پپتيدهاي ساعت 

ي الكترون و رهايش آنها از زنجيره پروتئيني افزايش يافت دهنده

 موجود در محيط افزايش يون آهن سه ظرفيتيو توانايي احياي 

 2(هاي بالاتر آنزيم ز  غلظتدر اين شرايط، استفاده ا. پيدا كرد

ي بر شدت اين روند افزايشي افزود كه با نتايج تا حدود) درصد

و 32[ جي و همكاران و خانتاتاف و همكاران مطابقت داشت

دند كه ميزان فعاليت احياءكنندگي جي و همكاران اعلام كر .]33

با  پروتئين هيدروليز شده ضايعات ماهي حاصل از آنزيم آلكالاز

خانتافانت . ]32[آنزيم مورد استفاده، افزايش يافت يش غلظت افزا

 نشان دادند كه با افزايش مدت زمان هيدروليز پروتئين و همكاران

با افزايش .  ميزان فعاليت احياءكنندگي آن افزايش يافت،ماهي

 ساعت و احتمالا هيدروليز 5/3مدت زمان هيدروليز بيشتر از 

 الكترون دهندها، از ميزان پپتيدهاي بيش از اندازه و تجزيه پپتيده
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دگي گرده هيدروليز شده كاهش كاسته شد و قدرت احياءكنن

  .]33[يافت 
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Fig 5 Surface plot (a) Contour plot (b) for Reducing 
power against time (hours) and enzyme concentration 

(percent) 
 

  ييون آهن دو ظرفيتشلات كنندگي  -5-2- 3

-و ضرايب رگرسيوني براي پاسخنتايح مربوط به تجزيه واريانس 

 آمده 3هاي قدرت شلات كنندگي گرده هيدروليز شده در جدول

دهد كه رابطه قدرت شلات آناليز سطح پاسخ نشان مي. است

كنندگي گرده هيدروليز شده با پارامترهاي واكنش از نوع درجه 

  . اشدبمي)  R2=725/0(اول با ضريب رگرسيون 

  2-3معادله 

Y= 00912/35  30767/2-  X1 74475/0 - X2 

  

دهد كه مدل آماري ارائه شده  براي پيش شان مين 3نتايج جدول 

بيني اثر متغيرهاي آزمايش بر قدرت شلات كنندگي گرده گل 

اثر متغير زمان   ). P  >0006/0(باشد هيدروليز شده مناسب مي

و  ) P  >0002/0( دار بر روي قدرت شلات كنندگي كاملا معني

همچنين جهت مناسب بودن . اثر غلظت آنزيم غير معني دار بود

بودن مدل براي داده هاي اين آزمايش از آزمون عدم برازش مدل 

)Lack of fitness ( ،استفاده شد كه با توجه به نتايج جدول

اين مسئله بيانگر آن است ). P<05/0(اين فرض معني دار نشد 

هاي مربوط به قدرت شلات كنندگي ي با دادهكه مدل به خوب

  .گرده هيدروليز شده تطبيق دارد

Table 3 Analysis of variance for chelating 
activity of hydrolyzed pollen 

 

  DF  
Regression 
coefficient  

P 
value 

Model  2  35.00912  0.0006 < 

X1  )Time(  1  -2.30767  0.0002 < 

X2) Enzyme 
concentration(  

1  -0.74455  0.5489  

Lack of fitness 6    0.851  

R2- Pred   0.674    

R2- Adj   0.725    

 نمودار صفحه اي و كانتور اثر زمان و غظت آنزيم را بر 6 شكل

در اين . دهدروي شلات كنندگي گرده هيدروليز شده را نشان مي

ت دهد كه بيشترين قدرت شلاشكل، نمودار سطح پاسخ نشان مي

 درصد بوده 716/31 ساعت با ميزان 38/1كنندگي در مدت زمان 

 ساعت، ميزان قدرت 62/5و با افزايش مدت زمان هيدروليز تا 

ر غلظت اث.  درصد كاهش پيدا كرد19/21شلات كنندگي تا ميزان 

براي . دار نبودكنندگي گرده معنيآنزيم بر ميزان قدرت شلات

توان از غلظت ثابت گي، ميرسيدن به بيشترين قدرت شلات كنند

همانطور . آنزيم استفاده كرد و مدت زمان هيدروليز را كوتاه كرد

كه ذكر شد پيشرفت هيدروليز با افزايش زمان هيدروليز باعث 

 توسط پروتئين يون آهن دو ظرفيتيكاهش قدرت شلات كنندگي 

اين مسئله احتمالا به دليل توليد پپتيدهاي . هيدروليز شده گرديد

يون جير كوتاه و عدم توانايي آنها براي تشكيل كمپلكس با زن

در واقع ايجاد شرايط .  و به دام انداختن آنها باشدآهن دو ظرفيتي

، بهتر د نسبت به واكنش هيدروليز گستردهبراي هيدروليز محدو
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 مناسب تواند منجر به توليد پپتيدهايي با قدرت شلات كنندگيمي

نيز تاييد شده تافانت و همكاران، خانشود كه اين مسئله توسط 

كه با افزايش مدت زمان و درجه آنها اعلام كردند . ]17[ است

هاي هيدروليز هيدروليز ميزان فعاليت شلات كنندگي پروتئين

با توجه به اينكه قدرت شلات . ]17[ ي ماهي كاهش يافتشده

 درصد بوده و با انجام 5كنندگي گرده گل قبل از هيدروليز حدود 

- درصد افزايش يافته است، مي716/31عمل هيدروليز به ميزان 

توان دريافت كه آنزيم آلكالاز به عنوان يك اندوپپتيداز، به خوبي 

هاي جانبي مختلف و با قابليت توانسته است پپتيدهايي با زنجيره

هاي فلزي توليد كند كه با شكسته شدن نقاط به دام اندازي يون

 كه با نتايج صورت گرفته استمختلف مولكول پروتئين 

 و 33[ خانتاتاف و همكاران و بايرام و همكاران مطابقت داشت

34[.  
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Fig 6 Surface plot (a) Contour plot (b) for chelating 

activity against time (hours) and enzyme 
concentration (percent) 

  

  DPPHفعاليت مهاركنندگي راديكال  -5-3- 3

-مربوط به تجزيه واريانس و ضرايب رگرسيوني براي پاسخنتايح 

 گرده هيدروليز شده DPPHهاي فعاليت مهاركنندگي راديكال 

دهد كه آناليز سطح پاسخ نشان مي. استذكر شده  4در جدول 

 گرده هيدروليز شده DPPHرابطه فعاليت مهاركنندگي راديكال 

رگرسيون با پارامترهاي واكنش از نوع درجه دوم با ضريب 

)9075/00=R2  (باشدمي .  

  3-4معادله 

Y= 08939/40  + 33869/8  X1 + 3589/5  X2 94367/1 -  

X1
2 793/6 -  X2

2 + 08667/3  X1X2 

  

براي پيش دهد كه مدل آماري ارائه شده  مي نشان4نتايج جدول 

بيني اثر متغيرهاي آزمايش بر فعاليت مهاركنندگي راديكال 

DPPH0003/0(باشد مناسب ميهيدروليز شده  گل  گرده<  P 

بر روي فعاليت مهاركنندگي  ) P  >0025/0(اثر غلظت آنزيم ). 

  >075/0( بيشتر و معني دار تر از متغير زمان DPPHراديكال 

P ( همچنين نتايج ، اثر درجه دوم هريك از متغيرها را . باشدمي

بر روي پاسخ آزمايش  نزولي و اثر درجه دوم مربوط به زمان 

همچنين جهت مناسب بودن مدل براي . دهدني دار نشان ميمع

 Lack of(داده هاي اين آزمايش از آزمون عدم برازش مدل 

fitness ( استفاده شد كه با توجه به نتايج جدول، اين فرض

اين مسئله بيانگر آن است كه مدل به ). P<05/0(معني دار نشد 

 DPPHي راديكال هاي مربوط به فعاليت مهاركنندگخوبي با داده

 .گرده هيدروليز شده تطبيق دارد

Table 4 Analysis of variance for DPPH 
inhibitoring effect of hydrolyzed pollen 

  DF  
Regression 
coefficient  

P 
value 

Model  5  40.08939  0.0003  
X1  )Time(  1  8.33869  0.075  

X2) Enzyme 
concentration(  

1  5.3589  0.0025  

X1
2  1  -1.94367  0.0001  

X2
2  1  -6.793  0.0106  

X1X2 1  3.08667  0.0091  
Lack of fitness 3    0.8373  

R2- Pred   0.8635    
R2- Adj   0.9075    
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 نمودار صفحه اي و كانتور اثر زمان و غظت آنزيم را بر 7 شكل

 گرده هيدروليز شده DPPHروي فعاليت مهاركنندگي راديكال 

دهد در اين شكل، نمودار سطح پاسخ نشان مي. ددهرا نشان مي

 در مدت زمان DPPHكه بيشترين فعاليت مهاركنندگي راديكال 

 درصد آنزيم بوده 5/1 تا 1هاي  ساعت بوده و غلظت5/3 تا 2

دهد، كمترين فعاليت  نشان مي7همانطور كه نمودار . است

 ساعت و غلظت 2 با اعمال زمان DPPHمهاركنندگي راديكال 

 درصد به دست آمد، و براي رسيدن به بيشترين فعاليت 2آنزيم 

هاي پايين ، مي بايست از غظتDPPHمهاركنندگي راديكال 

مارينوا و . سبتا كوتاه هيدروليز استفاده كردآنزيم و مدت زمان ن

هاي همكاران، با استفاده از چهار ساعت هيدروليز آنزيمي پروتئين

 به ميزان  DPPHت مهار راديكال گرده گل، پپتيدهايي با قابلي

در حاليكه در پژوهش حاضر، . ]20[ درصد دست پيدا كردند 46

درصد رسيد  65/54 به  قابليت مهاركنندگيبا دوساعت هيدروليز

در ارتباط با  اين موضوع، طاهري و . و پس از كاهش يافت

همكاران  اعلام كردند كه پيشرفت فرايند هيدروليز منجر به 

گردد هاي پروتئيني ميپتيدهاي آنتي اكسيدان از زنجيرهرهاسازي پ

ولي ادامه فرايند هيدروليز ممكن است باعث كاهش اين فعاليت 

  .]37[شود 

 گرده گل، DPPHبا توجه به اينكه فعاليت مهاركنندگي راديكال 

 درصد بوده و با انجام عمل هيدورليز، به 31قبل از هيدروليز 

 رسيده است، مشخص است كه  درصد655/54ميزان حداكثر 

كالاز  به عنوان يك اندوپپتيداز، به خوبي توانسته است آلآنزيم 

-هاي جانبي مختلف و با قابليت مهار راديكالپپتيدهايي با زنجيره

هاي آزاد توليد كند كه با شكسته شدن نقاط مختلف مولكول 

 كه با نتايج ناگاي و همكاران پروتئين صورت گرفته است

  ناگاي و همكاران اعلام كردند كه .]35و 34[ داشتمطابقت 

عمليات هيدروليز گرده گل با استفاده از پروتئاز باعث افزايش 

اكسيداني گرده گل از طريق توليد پپتيدهايي با قابليت  فعاليت آنتي

شوند هاي اكسيژن فعال ميو گونههاي آزاد مهار كنندگي راديكال

]35[.  

م كردند كه هيدروليز گرده گل توسط  اعلازيائوبو و همكاران

آنزيم آلكالاز باعث توليد پپتيدهايي با قابليت مهار راديكالهاي 

 در پژوهشي كه در نچابئود و همكارا. ]21[ هيدروكسيل گرديد

اكسيداني پروتئين هيدروليز شده  ي بهينه سازي فعاليت آنتيزمينه

اكسيداني با  ماهي داشتند، گزارش كردند كه ميزان فعاليت آنتي

مدت زمان و درجه هيدروليز ارتباط مستقيمي ندارد و در واقع 

 به عنوان يك معيار اصلي در توليد پپتيدهاي آنتي عواملاين 

  . ]36[ باشداكسيدان مطرح نمي

 بهينه سازي فرايند هيدروليز در رابطه با فعاليت -5-4- 3

  اكسيداني گرده هيدروليز شده آنتي

اكسيداني پروتئين هيدروليز شده به  عاليت آنتيشرايط بهينه براي ف

 69/2اين شرايط شامل مدت زمان . وسيله نرم افزار پيش بيني شد

  .  درصد بود32/1و غلظت آنزيم ساعت 
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Fig 7 Surface plot (a) Contour plot (b) for DPPH 

inhibitoring activity against time (hours) and enzyme 
concentration (percent) 

اكسيداني شامل فعاليت مهار كنندگي   آنتيهايشاخصبيني پيش

، قدرت احياءكنندگي و قدرت شلات كنندگي DPPHراديكال 

 درصد 812/27 و 82/1 درصد، ميزان جذب 655/54به ترتيب 

جهت ارزيابي اعتباري مدل آماري، يك آزمايش اضافه تحت . بود
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عاليت مهار كنندگي راديكال شرايط مذكور انجام شد كه در آن ف

DPPH قدرت احياءكنندگي و قدرت شلات كنندگي به ترتيب ،

 درصد به دست 793/26 و 69/1 درصد، ميزان جذب 761/53

ي دهد كه ميزان پيش بيني شدهنتايج به دست آمده نشان مي. آمد

 توسط مدل با مقداري كه به صورت آزمايشي به دست عوامل

اين شرايط بيانگر آن است كه مدل به . آمده است، تطابق دارد

تواند اثر دو متغير زمان و غلظت آنزيم را بر صورت مناسبي مي

، قدرت احياءكنندگي و DPPHفعاليت مهار كنندگي راديكال 

  .قدرت شلات كنندگي گرده هيدروليزشده نشان دهد
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Bee pollen, results from the agglutination of flower pollens with nectar and salivary substances of the 
honeybees. Honey bees save the pollen in the pollen bag at the third clause of their legs. At the entrance 
to the hive, pollen is trapped in pollen trap and beekeeper collects it. One of the functional properties of 
bee pollen is antioxidant activity due to its proteins and phenolic compounds. In this study, effect of 
enzymatic hydrolysis of bee pollen’s proteins on its anti-oxidative activity and optimization of hydrolysis 
conditions was evaluated. In this regard, phenolic compounds, DPPH free radical scavenging activity, 
ferric ion reducing power and ferrous ion chelating properties of pollen were measured (respectively 4.1 
µg/ 100 g, 31.86%, 1.89, 4.9). Bee pollens hydrolyzed by Alcalase at 2 to 5 hours and concentration of 
1to 2%. Treatments determined by RSM. Anti-oxidative factors of hydrolyzed pollen were evaluated. 
Results showed that maximum amount of reducing power of hydrolyzed pollen received at 2 hours by 
enzyme concentration of 2%. Maximum amount chelating activity was 31.71% received at 1.38 hours of 
hydrolysis; effect of enzyme concentration on chelating activity was insignificant. Maximum amount of 
DPPH free radical scavenging activity received at 2-3.5 hours and enzyme concentration of 1-1.5%. 
Chelating and DPPH free radical scavenging activities of bee pollen increased to respectively 26% and 
23.65% after hydrolyzing. 
 
Keywords: Bee pollen, Anti-oxidative activity, Hydrolysis, bioactive peptides, Optimization. 
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