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  چکیده
رویـال  بررسی و با ژله ACEاکسیدانی و بازدارندگی آنزیمآنتیگل توسط آنزیم آلکالاز بر خواصگردههیدرولیزآنزیمی پروتئیندر این پژوهش تاثیر 

گیري شد که مقادیر آنهـا بـراي غلظـت    رویال اندازهگل و ژلهگرده، قدرت احیاکنندگیDPPHرادیکالمهارکنندگیگردید. ترکیبات فنلی، فعالیتمقایسه
در  77/0و  8/0و جـذب   %27/95و  %33/67گرم اسیدگالیک برگرم نمونـه،  میلی 71/1031و  174ترتیب رویال، بهگل و ژلهگرم برلیترگردهمیلی 1000

 بود. 756/0ساعت،  5/2و مدت زمان هیدرولیز   %5/1بیشترین قدرت احیاکنندگی تیمارهاي هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز نانومتر بود.  700طول موج 
بیشترین قدرت مهار  بود. %48/78ساعت،  4و مدت زمان هیدرولیز  %1تیمارهاي هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز  DPPHبیشترین قدرت مهار رادیکال 

ن داد که با انجام بود. نتایج نشا %07/87ساعت  4و مدت زمان هیدرولیز  %5/1تیمارهاي هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز (ACE)آنزیم مبدل آنژیوتنسین 
ارتقا پیدا کرد. بنـابراین   % 07/87و  %48/78به  %54/15و  %33/67ترتیب از گرده گل به ACEو آنزیم   DPPHعمل هیدرولیز، قدرت مهار رادیکال

کرد. با توجه به اینکه تنها منبع گل، از نظر عددي نسبت به ژله رویال افزایش پیداگرده ACEبعد از انجام عمل هیدرولیز، قدرت مهار رادیکال و آنزیم 
تـوان آنهـا را بـه    هاي گرده گل، تا حدي مـی توان گفت که با هیدرولیز شدن پروتئییناصلی پروتئینی زنبور براي تهیه ژله رویال، گرده گل است، می

  پپتیدهاي موجود در ژله رویال نزدیک کرد.
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  23  1 مقدمه
د پـروتئین کـه توسـط زنبـور عسـل      درص 40تا  10گرده گل با 

ها با شهد آنهـا و بـزاق   شود، از آگلوتینه شدن گرده گلآوري میجمع
آید و پس از ذخیره در کیسه گرده واقع در بند دست میهزنبور عسل ب

ورود زنبور عسل به درون کندو در تله سوم پاي زنبور عسل، در هنگام 
گـردد  گرده که توسط زنبوردار در آنجا تعبیـه شـده جمـع آوري مـی    

ترین ماده عنوان غنیبهکه  41تا  27با  ژله رویال). 2013(پاسکوال، 
هـاي پروتئـازي و دیگـر    توسط آنـزیم  مغذي بیولوژیک شناخته شده

ده به وجود آمده و هاي طبیعی زنبور عسل، از هضم مستقیم گرآنزیم
 5عسـل  زنبـور  موجود در طـرفین سـر   4نژیالوفارپهی دو جفت غدهاز 
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؛ مـورایز و همکـاران،   2014د، (بوگـدانو،  شـو کارگر جوان ترشح مـی 
اکسیدانی ژله رویال و گرده شده است که ویژگی آنتی). مشخص2011

هـاي اصـلی و ترکیبـات فنلــی و    زنبـور عسـل مربـوط بـه پـروتئین     
) و دي و تري پپتیـدهاي  2004آنها بوده (ناگاي و اینو،  فلاونوئیدي

تري نسبت به اکسیدانی قويحاصل از هیدرولیز پروتئینی فعالیت آنتی
دهنـد (کاواشـیما و   هاي هیدرولیز نشـده از خـود نشـان مـی    پروتئین

ــاران،  ــاران،  1979همک ــو و همک ــه  2009؛ گی ــوط ب ــل مرب ). دلای
باشـد: قابلیـت   شامل موارد زیر مـی  اکسیدانی این پپتیدهاعملکردآنتی

کنندگی خاصیت خنثیهاي آزاد، احیاء و فعالیت پاك کنندگی رادیکال
هاي هیدروکسیل و خاصـیت  برخی از ترکیبات سمی همانند رادیکال

هاي فلزي پراکسیدان (کیشـیمورا و بنجـاکول،   کنندگی کاتیونشلاته
 ـ .)2011 از هیـدرولیز  دسـت آمـده   هگزارش شده است که پپتیدهاي ب

ــروتئین ــین و آلکــالاز داراي  پ ــین، تریپس ــذایی توســط پپس ــاي غ ه
؛ 2012باشـند (ویریافـان و همکـاران،    اکسیدانی میهاي آنتیویژگی
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اکسـیدانی ژلـه رویـال در    ). فعالیت آنتی2008خانتافانت و همکاران، 
 ـ  مدل ن اثـر  یهاي آزمایشگاهی بر روي گیاهـان و مخمرهـا و همچن

هاي اکسیداتیو در حیوانات آزمایشـگاهی  مقابل تنش محافظتی آن در
ــه اثبــات رســیده اســت؛ ایــن ترکیــب در شــرایط آزمایشــگاهی از   ب

؛ ناگـاي و  2008پراکسیداسیون لیپیـد جلـوگیري کـرده اسـت (لیـو،      
). گزارش شـده اسـت پپتیـدهاي ژلـه رویـال کـه از       2005همکاران، 

اکسـیدانی و  ت آنتیآیند، فعالیدست میفعالیت پروتئازهاي مختلف به
دهند (گیو و همکاران، کاهندگی فشار خون بالایی را از خود نشان می

) نشان دادند ترکیبات فنلی موجود در 2016آلمیدا و همکاران (). 2009
طور چشـمگیري  هاکسیدانی مناسب، بعصاره گرده گل با ویژگی آنتی

و مـارینوا  هاي اکسایشـی در سوسـیس گردیـد.    باعث کاهش واکنش
)،  با استفاده از پروتئیناز و آمینو پپتیدازهاي با منشاء 2010تچوربانو (

گیاهی از جمله بروملائین آناناس، آمینوپپتیداز و پرولین ایمینوپپتیـداز  
هـاي گـرده گـل    برگ کلم و آمینوپپتیداز نخود، به هیدرولیز پروتئین

پپتیـدهاي   DPPHل رادیکـا کننـدگی هـاي مهـار  پرداختند و ویژگـی 
آمده را مورد بررسی قرار دادند. پپتیدهایی که بیشترین فعایت دستبه

بازدارندگی از خود نشان داد، شناسایی و وزن مولکولی آنها مشـخص  
. در کشـور مـا   نـد عنوان غذاي عملگر مورد استفاده قرار گرفتشد و به

ایران، این محصولات با ارزش جایگـاه خـود را در صـنایع غـذایی و     
دست نیاورده اند. بنابراین لازم است با بررسی هطور کامل بهدارویی ب

عنوان هاي کاربردي آنها و قابلیت کاربردشان در مواد غذایی بهویژگی
کننده از بسیاري از یک افزودنی طبیعی و سلامتی بخش و جلوگیري

ها، توجه بسیاري از متخصصان در صنعت غـذا، زنبـورداري و   بیماري
حصـولات معطـوف گـردد. هـدف از انجـام ایـن       داروسازي به این م

هاي گرده گل و سازي شرایط هیدرولیز آنزیمی پروتئینبهینه پژوهش،
هـاي گـرده گـل بـر خـواص      بررسی تاثیر هیدرولیز آنزیمی پـروتئین 

بیشتر محصولات جانبی  کارگیري هرچهبه باشد.ها میاکسیدانی آنآنتی
زایش تقاضا براي این محصولات، زنبورعسل در صنایع غذایی و دارویی و اف

باعث افزایش فعالیت زنبورداران و تولیدکنندگان محصولات زنبورعسل و به 
دنبال آن درآمدزایی و ارزآوري بیشتر در این زمینه خواهد شد؛ ضمنا از خروج 

؛ از این محصولا ت به خارج از کشور با قیمت ناچیز جلوگیري خواهد شـد 
فعال با ارزش در فرمولاسیون مواد ین مواد زیستکارگیري ابا به رطرفی دیگ

غذایی گامی به سوي حفـظ سـلامت جامعـه و جلـوگیري از بسـیاري از      
  ها برداشته خواهد شد.بیماري
  

  هامواد و روش
این پژوهش در آزمایشگاه علوم و صنایع غـذایی دانشـگاه علـوم    

ل از کشاورزي و منابع طبیعی گرگان انجام شد. گرده گل و ژله رویـا 
، گنبـد واقـع در مرکز پـرورش زنبورعسـل و خـدمات گـرده افشـانی      

و سوبستراي آن از شرکت سیگما و سـایر   ACEهاي آلکالاز و آنزیم

سـدیم، اسـید    سولفوریک، هیدروکسـید  مواد آزمایشگاهی شامل اسید
ات، ففس سدیمفسفات، دي کلریدریک، تریس، مونوسدیمبوریک، اسید 

 فریک، کلرید سیانید، کلرید فري اسید، اتانول، پتاسیم کلرواستیکتري
هـاي مـرك و   و اتیـل اسـتات از شـرکت    DPPH آزاد فرو و رادیکال

  تتراکم با درجه خلوص آزمایشگاهی تهیه شدند.
  

  اکسیدانی گرده و ژل رویالسنجش خواص آنتی
 10به  1ور تهیه عصاره آبی گرده گل، پودر گرده با نسبت منظبه

ساعت با همزن  24در آب مخلوط گردید و در دماي محیط به مدت 
آن با استفاده از کاغذ صافی  مغناطیسی حل گردید. سپس بخش جامد

سانتریفوژ g×12000 دست آمده با دورعصاره به من جداسازي شد.وات
آمده با استفاده از فریز درایـر خشـک شـد    دستگردید، سوپرناتانت به
  ).2011(مورایز و همکاران، 

) 2008عصاره آبی ژل رویال با استفاده از روش لیو و همکـاران ( 
رقیق  10به  1تهیه شد. به این منظور ژل رویال با آب مقطر به نسبت 

دقیقـه حـل شـد. سـپس      10گردید و با استفاده از اولتراسـوند مـدت   
سـانتریفوژ شـد.    g ×15000 دقیقه با دور 10دت محلول حاصل به م

ــال بــراي ســنجش ســوپرناتانت حاصــل بــه عنــوان عصــاره ژل روی
  هاي آنتی اکسیدانی مورد استفاده قرار گرفت.ویژگی
 
  رکیبات فنلیتگیري اندازه

گیري ترکیبات فنلی، با اسـتفاده از روش فـولین سـیوکالته    اندازه
ولیتر از هر غلظت عصاره گرده بـا  میکر 500انجام شد. به این منظور 

میکرولیتـر محلـول    500میکرولیتر معـرف فـولین سـیوکالته و     500
حجمی مخلوط گردید و به مدت یک  درصد وزنی/ 10کربنات سدیم 

ساعت در دماي اتاق و در مکان تاریک اینکوبه شد؛ در نهایت جـذب  
بـر   نانومتر خوانده شد. مقـدار ترکیبـات فنلـی    700آن در طول موج 

لیتـر عصـاره از روي معادلـه    گرم اسید گالیک در هر میلیحسب میلی
  ).1987خط منحنی استاندارد تعیین گردید (دشپنده، 

  
  DPPH هاي آزادکنندگی رادیکالسنجش فعالیت مهار

با استفاده  DPPHهاي آزاد کنندگی رادیکالسنجش فعالیت مهار
-میلی 1به این منظور ) انجام شد. 2011از روش همیدت و همکاران (

 DPPHلیتر از محلـول  لیتر از عصاره حل شده در اتانول با یک میلی
دقیقه  50مولار مخلوط شد، سپس به مدت میلی 1/0اتانولی با غلظت 

نـانومتر   517در تاریکی انکوبه گردید.  جذب مخلوط در طـول مـوج   
خوانده شد. در نهایت فعالیت مهارکنندگی بـر اسـاس درصـد، طبـق     

ذب نمونه ج 1Aجذب کنترل و  0Aفرمول زیر محاسبه شد که در آن 
  است.

)1(   100)×0)/A1A – 0((A = کنندگی رادیکال فعالیت مهارDPPH  
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  سنجش قدرت احیاکنندگی
ت احیاکنندگی گرده گل در احیاي یون آهـن بـا   رگیري قداندازه

ایـن  ) انجـام شـد. بـه    2009استفاده از از روش بوگاتف و همکـاران ( 
ت  لیتـر بـافر فسـفا   میلـی  5/2لیتر از محلول عصاره با میلی 1منظور 

6/6 =pH  درصد مخلوط گردید  1لیتر پتاسیم فري سیانید میلی 5/2و
گراد قـرار گرفـت؛   درجه سانتی 50و به مدت نیم ساعت در حمام آب 

حجمی به  درصد وزنی/ 10کلرواستیک اسید لیتر تريمیلی 5/2سپس 
 g×1650 ،5/2ور دقیقـه سـانتریفوژ بـا د    10. پـس از  آن اضافه شـد 

لیتر آب مقطر و میلی 5/2لیتر از سوپرناتانت برداشته شد و به آن میلی
 10درصد اضـافه شـد. پـس از     1/0لیتر محلول کلریدآهن میلی 5/0

میزان جذب با نانومتر خوانده شد.  700دقیقه جذب آن در طول موج 
  تقیم و مثبت دارد.قدرت احیاکنندگی همبستگی مس

  
 هیدرولیز آنزیمی گرده گل

اپتیمم ایـن   pHهیدرولیز گرده گل توسط آنزیم آلکالاز در دما و 
درصد وزنی/ وزنی به  2ا تا در محدوده غلظتی  آنزیمآنزیم انجام شد. 

شده نقاط مشخص محلول پروتئینی افزوده شده و هیدرولیز بر اساس
 50دمـاي  سـاعت و  5تا  2زمانی در محدوده با طرح مرکب مرکزي 

 pHدر انکوباتورهاي شـیکردار و در دمـا و    pH=8گراد و درجه سانتی
 10گراد بـه مـدت   درجه سانتی 85در انتها در دماي ثابت انجام شد. 

). بـراي  2000دقیقه واکنش آنزیمی متوقف شد (ویگـو و همکـاران،   
قیقـه  د 30بـه مـدت    g×4000در حذف ترکیبات اضافی، سـانتریفوژ  

کـن انجمـادي   آوري بـا خشـک  انجام شد و سوپرناتانت پس از جمـع 
؛ ماتســوکا و 2005؛ گیــو، 1999خشــک شــد (ویلانــوا و همکــاران، 

  ) .2012همکاران، 
  

 اکسیدانی پپتیدهاي حاصل از گرده گلبررسی ویژگی آنتی
  DPPHهاي آزاد کنندگی رادیکالسنجش فعالیت مهار

ــار  ــت مه ــنجش فعالی ــدگی س ــالکنن ــاي آزاد رادیک  DPPHه
بـا اسـتفاده از روش همیـدت و     DPPHهاي هیدرولیز شـده  پروتئین

  ) انجام شد.2011همکاران (
  

  سنجش قدرت احیاکنندگی
هاي هیدرولیز شده با استفاده سنجش قدرت احیاکنندگی پروتئین

  ) انجام شد.2009از از روش بوگاتف و همکاران (
  

  دهنده فشارخون)افزایش( ACEاثر بازدارندگی از آنزیم 
این آزمـون بـر طبـق روش شـرح داده شـده توسـط ناکـامورا و        

میکرولیتر از گرده  80) انجام شد. بر اساس این روش 1995همکاران (

 3مخلوط گردید و بـه مـدت    1HHLمیکرولیتر  200هیدرولیز شده با 
 20گراد انکوبه شد. واکنش با افزودن درجه سانتی 37دقیقه در دماي 
آغاز شد و به مدت نیم  U/mL 1/0با غلظت  ٢ACEمیکرولیتر آنزیم 
گراد ادامه یافت؛ سـپس بـا افـزودن    درجه سانتی 37ساعت در دماي 

مولار متوقف گردید. در مرحلـه   05/0میکرولیتر اسیدکلریدریک  250
 15شـد و بـه مـدت    لیتر اتیل استات به مخلوط اضافه میلی 7/1بعد 

سـانتریفوژ شـد. جهـت تبخیـر اتیـل اسـتات،        g×800دقیقه بـا دور  
درجه  95دقیقه در آون با دماي  10آمده به مدت دستسوپرناتانت به

لیتر آب مقطر حل گراد قرار گرفت. رسوب باقیمانده در یک میلیسانتی
نانومتر خوانـده   228سنج نوري با طول موج طیفشد و جذب آن در 

توسـط رابطـه زیـر     ACE. در نهایت درصد بازدارندگی از آنـزیم  شد
  ).2013(نصري و همکاران،   محاسبه گردید

)2     (                  100×  ((B-A) /B) درصد بازدارندگی =ACE  
  

A:  جذب مخلوط آنزیمACE ،HHL  و پروتئین هیدرولیز شده و
B جذب مخلوط آنزیم :ACE  وHHL.  
  

  هاداده آماريتجزیه و تحلیل 
اکسیدانی قبل از انجام هیدرولیز بر اسـاس طـرح   هاي آنتیآزمون

در سه تکرار انجام شد.  و spssافزار کاملا تصادفی و با استفاده از نرم
اکسیدانی گرده گل هیدرولیز شده فعالیت آنتیسازي تیماربندي و بهینه

شده با طرح مشخصافزار دیزاین اکسپرت با در نقاط استفاده از نرم با
  انجام شد. RSMي مرکب مرکز

  
  نتایج و بحث

 اکسیدانی اولیه بر روي گرده گل و ژله رویالهاي آنتیآزمون
  گیري ترکیبات فنلیاندازه

معادله رگرسیون خطی که رابطه غلظت محلول اسید گالیک را با 
دهـد،  نـانومتر نشـان مـی    700ها در طـول مـوج   میزان جذب نمونه

  باشد: یر میصورت زبه
Y= 0/0011X + 0/0196                    R2= 0/98          (3)

     
ترتیب معادل جذب نمونه در طول موج به Xو  Yدر این رابطه ، 

گرم معادل اسید نانومتر و مقدار کل ترکیبات فنلی بر اساس میلی 700
میـزان  مقایسه میانگین  1شکل باشد.گالیک در هر گرم گرده گل می

هاي مختلف عصاره آبـی گـرده گـل و ژلـه     ترکیبات فنلی در غلظت
تا  48/15دهد. میزان ترکیبات فنلی گرده گل بین رویال را نشان می

                                                        
1 - N-Hippuryl-His-Leuhydrate 
2 -Angenoteinssin Converting Enzyme 
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گرم اسید گالیک برگرم گرده و میـزان ترکیبـات فنلـی ژلـه     میلی 74
گرم اسید گالیک بـر هـر گـرم ژلـه     میلی 87/261و  9/24رویال بین 

روند تغییرات میزان ترکیبات فنلی هر دو، با افزایش  رویال متغیر بود.
تـا   200هـاي  غلظت عصاره، افزایشی بود و این تغییـرات در غلظـت  

گیري دار بود. میزان ترکیبات فنلی اندازهگرم بر لیتر معنیمیلی 1000
شده در این پژوهش،بـا نتـایج سـایر پژوهشـگران مطابقـت داشـت.       

)، میزان ترکیبات فنلی عصاره 2016ان (آلمیدا و همکار عنوان مثالبه
میلی گرم گالیک اسید بر گرم گـرده گـل    69/19اتانولی گرده گل را 

)، ترکیبات فنلی عصاره آبـی  2015گزارش کردند. داوود و همکاران (
تـا   42/13و  74/237تـا   4/5گرده گل دو واریته خرما را در محدوده 

گـل گـزارش کردنـد.    گرم گالیک اسید بر گـرم گـرده   میلی 62/197
)، میزان ترکیبات فنلـی عصـاره متـانولی    2013پاسکوال و همکاران (

تـا   5/18هشت نوع گرده تجاري از اسپانیا و پرتغـال را در محـدوده   
گرم گالیک اسید بر گرم گرده گل گزارش کردنـد. لیـو و   میلی 15/32

 220)، میزان ترکیبات فنلی ژله رویـال را در حـدود   2008همکاران (
یکرو گرم گالیک اسید بر گـرم ژلـه رویـال گـزارش کردنـد کـه در       م

مقایسه با ترکیبات فنلی ژله رویال مورد آزمـون در پـژوهش حاضـر    
بسیار کمتر است. اختلاف میزان ترکیبات فنلـی در ایـن پـژوهش در    

کـار  توان درضرورت بهمقایسه با برخی کارهاي پژوهشی دیگر را می
منظور استخراج ترکیبـات فنلـی در ایـن    عنوان حلال بهگیري آب به

پژوهش نسبت داد. چرا که احتمالا قابلیت اسـتخراج ترکیبـات فنلـی    
غیرقطبی در این پژوهش، با حـلال قطبـی آب، پـایین بـوده اسـت.      

) اعلام کردند در نوع حلال مورد اسـتفاده  2009لبلانس و همکاران (
کیبات فنلی گرده براي استخراج ترکیبات فنلی، درجه پلیمریزاسیون تر

هاي آنهـا بـا هـم، فاکتورهـاي ژنتیکـی و      و واکنش گل و ژله رویال
مناطق جغرافیایی، تک گل یا چند گل بودن گـرده در میـزان و نـوع    

باشد. با گذار میا و ژله رویال مناطق مختلف تاثیرهترکیبات فنلی گرده
عسل توجه به اینکه ژله رویال از هضم مستقیم گرده گل توسط زنبور 

شود، از نظر میزان ترکیبات فنلی با یکدیگر قابل مقایسـه  حاصل می
). در این پژوهش نیز مشخص شد که هـم در  2014هستند (بوگدانو، 

گرده گل و هم در ژله رویال با افزایش غلظت عصاره، میزان ترکیبات 
  فنلی افزایش یافت.

 

 
  هاي مختلف عصاره آبی گرده گل و ژله رویالترکیبات فنلی غلظتمیزان  -1شکل

  
  قدرت احیاکنندگی یون آهن سه ظرفیتی

نوان معیـاري بـراي   عدر این روش، احیا یون آهن سه ظرفیتی به
کار می رود. این مسئله، سازوکار دهی ترکیبات فنلی بهقابلیت الکترون

دهـد. ظرفیـت   فرایند اکسایش ترکیبات فنلی تشکیل می مهمی را در
اکسیدانی دهندگی الکترون (نیروي احیاکنندگی) مرتبط با فعالیت آنتی

مقایسـه   2). در شـکل  2001باشـد (عربشـاهی،   ترکیبات زیستی می
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هاي مختلف عصاره آبی گرده گل و میانگین قدرت احیاکنندگی غلظت
شـده  مشـخص  700طـول مـوج    ژله رویال بر اساس میزان جذب در

هـاي  است، این نتایج حاکی از آن بود که قدرت احیاکنندگی غلظـت 
ــین   ــل ب ــا   29/0مختلــف عصــاره گــرده گ ــدرت  8/0ت ــزان ق و می

متغیر بـود. رونـد تغییـرات     77/0و  74/0احیاکنندگی ژله رویال بین 
میزان قدرت احیاکنندگی هر دو، با افزایش غلظت عصـاره، افزایشـی   

هـاي  با غلظـت  25و  5/12هاي ها، در غلظتطوریکه اختلافهبود، ب
) که با P>05/0(  دار بودگرم بر لیتر معنیمیلی 300و  200بالاتر از 

) مطابقت داشت. اما قدرت احیاکنندگی 2011نتایج موریرا و همکاران (
-دار و مشخصی نداشتند که مـی ژله رویال و گرده گل اختلاف معنی

یکسان بودن نسبی میزان ترکیبات احیاکننـده یـون    توان دلیل آن را
). مـورایز و  2014آهن، در گرده گل و ژله رویـال دانسـت (بوگـدانو،    

)، گزارش کردنـد کـه کمتـرین و بیشـترین غلظـت      2011همکاران (
ترتیب کمترین و بیشترین قدرت احیاکنندگی یون عصاره فنلی گرده به

داري اي میانی تفاوت معنیآهن را داشتند و قدرت احیاکنندگی غظته
نداشتند. کم شدن قدرت احیاکنندگی یـون آهـن بـا کـاهش غلظـت      

) و مارقیتـاش و  2009ترکیبات فنلی عصاره را لبلانس و همکـاران ( 

) نیز تایید کردند. آنها اعلام کردند با افزایش غظـت  2009همکاران (
 هاي گرده گل، میزان قدرت احیاي یـون آهـن  ترکیبات فنلی عصاره

  یابد.افزایش می
  

  DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال 
کننـدگی رادیکـال   نتایج مقایسه میـانگین درصـد مهـار    3شکل 

DPPH هاي مختلف عصاره آبی گرده گل و ژله رویـال را  در غلظت
ها مشخص است که کمترین و بیشـترین  دهد. در این شکلنشان می

و  05/1گـل در گـرده   DPPHمیزان درصـد مهارکننـدگی رادیکـال    
درصد بود. روند تغییرات  27/95و  75/3درصد و در ژله رویال  33/67

در هـر دو، بـا افـزایش غلظـت      DPPHدرصد مهارکنندگی رادیکال 
طوري که اختلاف در بیشترین غلظت با سایر عصاره، افزایشی بود؛ به

). سـان و  P>0005/0دار بـود ( تـوجهی معنـی  طور قابـل ها بهغلظت
)،  و مورایز و همکـاران  2001) و کرویر و هگدوس (2007همکاران (

کننـدگی رادیکـال آزاد   )، نیز گزارش نمودند که فعالیـت مهـار  2011(
DPPH هاي فنلی وابسته به غلظت بوده و باعصاره  

  

  
  
  الهاي مختلف عصاره آبی گرده گل و ژله رویقدرت احیاکنندگی غلظت -2شکل

  
یابـد. لیـو و همکـاران    افزایش غلظت اثر مهارکنندگی شدت مـی 

درصـد   65ژله رویـال را   DPPH)، میزان قدرت مهار رادیکال 2008(
بالاترین غلظت ژله رویال  DPPHگزارش کردند. قدرت مهار رادیکال

درصد بود کـه در مقایسـه بـا     27/95مورد آزمون در پژوهش حاضر، 
) بسـیار بـالاتر اسـت. ایـن مسـئله را      2008گزارش لیو و همکـاران ( 

توان بـه تفـاوت در میـزان ترکیبـات فنلـی ژلـه رویـال، منطقـه         می
ر ژله اکسیدان موجود دجغرافیایی و پروفایل پروتئینی و پپتیدهاي آنتی

رویال نسبت داد. بین قدرت مهار رادیکال گـرده گـل و ژلـه رویـال،     
توجهی مشاهده شد. ایـن اخـتلاف در بـالاترین غلظـت     اختلاف قابل

 28هاي گرده گل و ژله رویال به بیشترین مقدار خـود، یعنـی   عصاره

درصد رسید. دلیل بیشتر بودن قدرت مهار رادیکال ژله رویال نسـبت  
ها و پپتیدهایی در ژله توان به حضور بیشتر پروتئینمیبه گرده گل را 

رویال نسبت داد کـه زنجیـره جـانبی آنهـا قابلیـت بـه دام انـداختن        
) نشان دادند کـه  2004هاي آزاد را دارا هستند. ناگاي و اینو (رادیکال
اکسیدانی قوي هستند. گیو هاي ژله رویال داراي ویژگی آنتیپروتئین

هاي محلول اکسیدان را از پروتئینپپتیدهاي آنتی) 2005و همکاران (
  در آب ژله رویال جداسازي و شناسایی کردند. 

  
  اکسیدانیهاي آنتیسازي هیدرولیز گرده گل و آزمونبهینه

هاي مربوطه انجـام  ، آزمونRSMشده در با توجه به نقاط تعریف
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یز شده در اکسیدانی گرده گل هیدرولهاي فعالیت آنتیشد. نتایج آزمون
آورده شـده   1شده با طرح مرکـب مرکـزي در جـدول    نقاط مشخص

وتحلیـل شـدند.   آمـده تجزیـه  دسـت هاي بـه است. در مرحله بعد داده
هـا  ضرایب رگرسیونی و جدول تجزیه واریانس براي هر یک از پاسخ

اکسـیدانی احیاکننـدگی، مهـار رادیکـال آزاد     هـاي آنتـی  براي آزمون
DPPH  و مهار آنزیمACE  4و  3، 2ترتیـب مطـابق بـا جـداول    بـه 

  باشد.می

 

  
  هاي مختلف عصاره آبی گرده گل و ژله رویالدر غلظت  DPPH اثر بازدارندگی از رادیکال - 3شکل 

  
  شده با طرح مرکب مرکزياکسیدانی گرده گل هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز در نقاط مشخصهاي فعالیت آنتینتایج آزمون - 1جدول 

 آنزیم کنندگیمهار فعالیت
ACE 

   احیاکنندگی قدرت
 )نانومتر 700 در جذب میزان(

 کنندگیمهار درصد فعالیت
 DPPHرادیکال

  زمان
  (ساعت)

  غلظت آنزیم
  تیمار  (%)

84/35 614/0 93/41 1 2 1 
28/67 708/0 86/27 1 5/1 2 
23/42 698/0 34 1 1 3 
59/45 688/0 49/49 5/2 2 4 
72/72 755/0 34/36 5/2 5/1 5 
72/73 756/0 35/37 5/2 5/1 6 
72/71 755/0 34/36 5/2  5/1  7  
72/74 756/0 35/37 5/2  5/1  8  
27/73 756/0 34/35 5/2  5/1  9  
36/40 721/0 23/48 5/2 1 10 
41/49 658/0 46/78 4 2 11 
08/87 701/0 63/59 4 5/1 12 
26/68 641/0 46/78 4 1 13 

 
  قدرت احیاکنندگی یون آهن سه ظرفیتی 

-نتایح مربوط به تجزیه واریانس و ضرایب رگرسیونی براي پاسخ
ذکـر شـده    2هیدرولیز شده در جـدول  هاي قدرت احیاکنندگی گرده 

قدرت احیاکنندگی یون آهن سـه   است. بهترین مدل براي بیان رابطه
گرده هیدرولیز شده با متغیرهاي واکنش، مدل درجه دوم بـا  ظرفیتی 

نشان داده  2باشد. این رابطه در معادله ) می 2R=99/0ضریب تعیین (
ي زمان هیـدرولیز و  ترتیب متغیرهابه 2Xو  1Xشده است که در آنها 

  باشد.قدرت احیاکنندگی می Yغلظت آنزیم و 
  

Y= 33195/0  + 06153/0   X1+ 99474/0  X2 2290/0-  X12 
2057/0- X22   +  03367/0  X1X2  )4(                                  

                      
بینی دهد که مدل آماري ارائه شده براي پیشنشان می 2نتایج جدول

اثر متغیرهاي آزمایش بر قدرت احیاکنندگی گرده گل هیدرولیز شـده  
). اثر درجه دوم و 2R=99/0باشد (هاي آلکالاز مناسب میوسط آنزیمت

دار اثــر متقابــل هریــک از متغیرهــا بــر روي پاســخ آزمــایش، معنــی
هـاي ایـن   اي داده). جهت مناسـب بـودن مـدل بـر    P>0001/0بود(

آزمایش از شاخص عدم برازش مدل استفاده شد که با توجه به نتـایج  
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). این مسئله بیانگر آن است P<05/0دار نشد (جدول، این فرض معنی
هاي مربـوط بـه قـدرت احیاکننـدگی گـرده      خوبی با دادهکه مدل به

  هیدرولیز شده تطبیق دارد.
  

  یت احیاکنندگی یون آهنجدول تجزیه واریانس براي فعال - 2جدول 
  Pعدد   ضریب رگرسیون  درجه آزادي  
  >0001/0  33195/0  5  مدل

1 X (زمان)  0001/0  06153/0  1<  
2X(غلظت آنزیم)  0001/0  49947/0  1<  

2
1X  1  0229/0-  0001/0<  
2

2X  1  2057/0-  0001/0<  
2X1X 1  03367/0  0001/0<  

Lack of fitness 3    69/0  
Pred -2R   99/0    
Adj -2R   99/0    

  
ــر روي قــدرت  نمــودار صــفحه ــزیم ب ــر زمــان و غظــت آن اي اث

نشـان داده   4احیاکنندگی گرده هیدرولیز شده توسط آلکالاز در شکل 

مشخص اسـت، بیشـترین قـدرت     4همانطور که در شکل  شده است.
بود کـه   756/0احیاکنندگی تیمارهاي هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز، 

درصد و مدت زمان  5/1هیدرولیز شده با غلظت آنزیم مربوط به تیمار 
باشد. در گرده هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز، ساعت می 5/2هیدرولیز 

درصـد،   2با افزایش زمان هیدرولیز تا چهار ساعت و غلظت آنزیم تا 
  روند تغییرات قدرت احیاکنندگی ابتدا افزایشی و سپس کاهشی بود.

کاهشـی در قـدرت احیاکننـدگی را     این روند افزایشـی و سـپس  
توان به نوع و ماهیت آنـزیم پروتئـازي آلکـالاز و شـرایط انجـام      می

ها در واکنش، اندوپپتیداز یا اگزوپپتیداز بودن مرتبط دانست. این ویژگی
آمده و اهـداي الکتـرون در احیـاي یـون آهـن      دستنوع پپتیدهاي به

باشد کـه در  ی میناي سریتاثیرگذار است. آنزیم آلکالاز جزء پروتئازه
جایگاه فعال خود داراي اسیدآمینه سرین است. ایـن آنـزیم بـا حملـه     
نوکلئوفیلی به پیوندهاي آمیدي، باعث شکسته شدن پروتئین و تولید 

گردد. آلکالاز داراي بازده بالاتر در پیشرفت هیدرولیز و تولید پپتید می
اکسـیدانی  ي آنتـی هـا تـر و ویژگـی  پپتیدهایی با طول زنجیره کوتـاه 

پـور و  تر نسبت بـه برخـی پروتئازهـاي دیگـر اسـت (اویسـی      مناسب
   ).2009همکاران، 

  
نمودار سطحی براي قدرت احیاکنندگی گرده گل هیدرولیز شده در مقابل زمان (ساعت) و غلظت آنزیم آلکالاز (درصد) - 4شکل   

  
اکسـیدانی  ) گزارش کردند که فعالیت آنتـی 2008لی و همکاران (

تـر از  دالتـون بسـیار قـوي    1500تا  500پپتیدهایی با وزن مولکولی 
باشـد.  پپتیدهایی با اوزان مولکولی کمتر یا بیشتر از این محدوده مـی 

بر اختلاف در شـرایط  )، اعلام کردند علاوه 2015لاسود و همکاران (

هاي مورد استفاده، نوع سوبسترا و توالی اسیدآمینه آزمایش و نوع آنزیم
پپتیدهاي تشکیل شده، درجه هیدرولیز و طـول زنجیـره پپتیـدي در    
عملکرد آن در احیاي یـون آهـن مـوثر اسـت. گئـورارد و همکـاران       

 ـ2002( دهاي )، اعلام کردند با افزایش غلظت آنزیم، میزان تولید پپتی
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اکسیدانی پپتیـدهاي تولیـد   یابد. فعالیت آنتیافزایش می اکسیدانآنتی
شده تا حد زیادي تحت تاثیر ترکیب آمینواسیدهاي تشکیل دهنده آنها 

عنوان مثال پپتیدهاي حاوي آمینو اسـیدهاي آروماتیـک   قرار دارد. به
ا بـه  هاي آزاد، باعث تبدیل آنهتوانند با اهداي الکترون به رادیکالمی

  ). 2008فرم پایدار شوند (جی و همکاران، 
  

  DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال 
نتایح مربوط بـه تجزیـه واریـانس و ضـرایب رگرسـیونی بـراي       

گرده هیدرولیز شـده   DPPHهاي فعالیت مهارکنندگی رادیکال پاسخ
دهـد  وتحلیل سطح پاسخ نشان میذکر شده است. تجزیه 3در جدول 

که بهترین مدل بـراي بیـان رابطـه فعالیـت مهارکننـدگی رادیکـال       
DPPH   گرده هیدرولیز شده با متغیرهاي واکنش، مدل درجه دوم بـا

نشان داده  3باشد. این رابطه در معادله ) می2R=99/0ضریب تعیین (
ترتیب متغیرهاي زمان هیـدرولیز و  به 2Xو  1Xشده است که در آنها 

  باشد.می DPPHقدرت مهارکنندگی رادیکال  Yغلظت آنزیم و 

Y= 109/96 + 6/5022 X1 -125/92 X2 + 2/98299 X12  
+47/3069X22 -6/8633X1X2                          (5)                   
     

دهد که مدل آمـاري ارائـه شـده بـراي     نشان می 3نتایج جدول 
ارکننـدگی رادیکـال   بینی اثر متغیرهاي آزمایش بـر فعالیـت مه  پیش

DPPH 2=99/0باشـد ( گل هیـدرولیز شـده مناسـب مـی    گردهR در .(
دار بود، معنی DPPHتمامی تیمارها اثر زمان بر میزان مهار رادیکال 

). همچنـین نتـایج اثـر    =2709/0Pدار نبود (اما اثر غلظت آنزیم معنی
خ درجه دوم هریک از متغیرها و اثر متقابل متغیرهـا را بـر روي پاس ـ  

. همچنین جهت مناسب P)>0001/0دهد (دار نشان میآزمایش معنی
هاي این آزمایش از آزمـون عـدم بـرازش مـدل     بودن مدل براي داده

)Lack of fitness      استفاده شد که با توجـه بـه نتـایج جـدول، ایـن (
). این مسئله بیانگر آن است که مـدل  P<05/0دار نشد (فرض معنی

 DPPHوط به فعالیت مهارکنندگی رادیکـال  هاي مربخوبی با دادهبه
  گرده هیدرولیز شده تطبیق دارد.

  
  DPPHجدول تجزیه واریانس براي فعالیت مهارکنندگی رادیکال  -3جدول

  Pعدد   ضریب رگرسیون  درجه آزادي  
  >0001/0  96/109  5  مدل

1 X (زمان)  0001/0  50228/6  1<  
2X2709/0  -92/125  1  آنزیم) (غلظت  

2
1X  1  98299/2  0001/0<  
2

2X  1  3069/47  0001/0<  
2X1X 1  8633/6-  0001/0<  

Lack of fitness 3    1397/0  
Pred -2R   99/0    
Adj -2R   97/0    

  
اي اثـر زمـان و غظـت آنـزیم را بـر روي فعالیـت       نمودار صفحه

هاي آلکالاز گرده هیدرولیز شده با آنزیم DPPHرادیکال مهارکنندگی 
نشـان داده شـده اسـت. همـانطور کـه مشـخص اسـت،         5در شکل 

تیمارهـاي هیـدرولیز شـده بـا      DPPHبیشترین قدرت مهار رادیکال 
درصد بود که مربوط به تیمار هیدرولیز شده بـا   48/78آنزیم آلکالاز، 
طور باشد. بهساعت می 4یز درصد و مدت زمان هیدرول 1غلظت آنزیم 

کلی در گرده هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز، با افزایش زمان هیدرولیز 
، ابتـدا  DPPHتا چهار ساعت، روند تغییـرات قـدرت مهـار رادیکـال     

) کـه ضـایعات   2009کاهشی و سپس افزایشی بود. جی و همکاران (
دند، اعلام داشتند ماهی تون را با استفاده از آنزیم آلکالاز هیدرولیز کر

که میزان فعالیت آنزیم آلکالاز با افزایش مقدار آنزیم افزایش یافـت.  
کیلودالتون  3تا  1آنها اعلام کردند که پپتیدهاي با وزن مولکولی بین 

)، بـا  2010بیشترین قدرت مهار رادیکال را دارند. مارینوا و همکاران (

هـاي گـرده گـل،    یناستفاده از چهار ساعت هیدرولیز آنزیمـی پـروتئ  
درصد دسـت   46به میزان   DPPHپپتیدهایی با قابلیت مهار رادیکال

پیدا کردند، در حالیکه در پژوهش حاضـر، بـا چهارسـاعت هیـدرولیز،     
رسید و سپس کاهش یافت. پیشـرفت   48/78قابلیت مهارکنندگی به 

-اکسیدان از زنجیرهفرایند هیدرولیز منجر به رهاسازي پپتیدهاي آنتی
گردد ولی ادامه فرایند هیدرولیز ممکن است باعـث  ي پروتئینی میها

)، 2015کاهش این فعالیت شود. در این زمینـه لاسـود و همکـاران (   
 5هـاي  در غلظـت  DPPHنشان دادند بیشترین قدرت مهار رادیکال 

درصد بود، در حالیکه  51لیتر ماهیچه هیدرولیز شده، گرم بر میلیمیلی
درصد گزارش شد. این مقدار  25این میزان در ماهیچه هیدرولیز نشده 

تـر اسـت. آنهـا    آمده در این پژوهش پاییندستدر مقایسه با مقدار به
بیان کردند پپتیدهایی که داراي کمترین درجه هیدرولیز بود، بالاترین 

را از خـود نشـان    DPPHزي و بالاترین قدرت مهـار رادیکـال   آبگری
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هاي پپتیدي تر شدن زنجیرهدادند. هیدرولیز آنزیمی بیشتر، باعث کوتاه
 DPPHدوستی آنها شد وکارایی آنها در مهـار رادیکـال   و افزایش آب

)، اعلام کردند پپتیدهاي با وزن 2014کاهش یافت. ژانگ و همکاران(
اکسـیدانی را دارا  کیلودالتون بیشترین قدرت آنتـی  1مولکولی کمتر از 

ــانو (  ــارینوا و تچورب ــتند. م ــاز و  2010هس ــتفاده از پروتئین ــا اس )، ب
ــاس،    ــروملائین آنان ــه ب ــاهی از جمل ــا منشــاء گی ــدازهاي ب آمینوپپتی

آمینوپپتیداز و پرولین ایمینوپپتیداز برگ کلم و آمینوپپتیداز نخود، بـه  
کننـدگی  هاي مهاره گل پرداختند و ویژگیهاي گردهیدرولیز پروتئین

آمده را مورد بررسی قرار دادند. آنها دستبه پپتیدهاي DPPHرادیکال 
درصـد قبـل از    28اعلام کردند کـه میـزان مهـار رادیکـال گـرده از      

  درصد بعد از هیدرولیز افزایش یافت.  46هیدرولیز به ماکزیمم 

  
توسط گرده گل هیدرولیز شده در مقابل زمان (ساعت) و غلظت آنزیم آلکالاز  DPPHنمودار سطحی براي قدرت مهارکنندگی رادیکال  - 5کل ش

  (درصد)
  ACEکنندگی آنزیم فعالیت مهار

نتایح مربوط بـه تجزیـه واریـانس و ضـرایب رگرسـیونی بـراي       
گرده هیـدرولیز شـده در    ACEکنندگی آنزیم هاي فعالیت مهارپاسخ

دهد که وتحلیل سطح پاسخ نشان میذکر شده است. تجزیه 4جدول 
گـرده هیـدرولیز شـده بـا      ACEکننـدگی آنـزیم   رابطه فعالیت مهـار 

) 2R=99/0متغیرهاي واکنش از نـوع درجـه دوم بـا ضـریب تعیـین (     
و  1Xن داده شده است که در آنها نشا 4باشد. این رابطه در معادله می

2X ترتیب متغیرهاي زمان هیدرولیز و غلظـت آنـزیم و   بهY   قـدرت
  باشد.می ACEمهارکنندگی آنزیم 

Y=169/981 -- 16/3143X1 + 334/068X2 + 2/05885 X12 
-116/29X22 + 8/4133X1X2                                            (6)             

دهـد مـدل آمـاري ارائـه شـده بـراي       نشـان مـی   4جدول نتایج 
 ACEبینی اثر متغیرهاي آزمایش بر فعالیت مهارکنندگی آنزیم پیش

). اثر متغیر زمان و 2R=99/0باشد (گرده گل هیدرولیز شده مناسب می
توسط تیمارهـاي هیـدرولیز    ACEغلظت آنزیم بر میزان مهار آنزیم 

). همچنین نتایج، اثـر  P>0001/0ود (دار بشده با آنزیم آلکالاز معنی
درجه دوم و اثر متقابل هریک از متغیرها را بـر روي پاسـخ آزمـایش    

). همچنین جهت مناسـب بـودن   P>0001/0دهد (دار نشان میمعنی
 Lackهاي این آزمایش از آزمون عدم برازش مـدل ( مدل براي داده

of fitness    یـن فـرض   ) استفاده شد که با توجـه بـه نتـایج جـدول، ا
). این مسئله بیانگر آن است که مدل به خوبی P<05/0دار نشد (معنی

گـرده   ACEهاي مربوط بـه فعالیـت مهارکننـدگی رادیکـال     با داده
  .هیدرولیز شده تطبیق دارد

اي اثر زمان و غظت آنزیم را بر روي فعالیت آنزیم نمودار صفحه
ACE نشان داده  6هاي آلکالاز در شکل گرده هیدرولیز شده با آنزیم

 ACEشده است. همانطور که مشخص است، بیشترین قـدرت مهـار   
بود کـه مربـوط بـه     07/87تیمارهاي هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز، 

درصد و مدت زمان هیدرولیز 5/1تیمار هیدرولیز شده با غلظت آنزیم 
بـود.  درصـد   3/64ژلـه رویـال    ACEباشد. قدرت مهار ساعت می 4
طور واضحی مشخص است هیدرولیز آنزیمی گرده گل بـا آلکـالاز   به

Design-Expert® Software

DPPH Alcalase
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  ل رویال است. ژنظر عددي بالاتر از قدرت مهار آنزیم آنها از  ACEمنجر به تولید پپتیدهایی شده است که قدرت مهار آنزیم 
  

  ACEآنزیم ندگی کنجدول تجزیه واریانس براي فعالیت مهار -4جدول
 Pعدد  ضریب رگرسیون  درجه آزادي  
  >0001/0  - 981/169  5  مدل

1 X (زمان)  0001/0  - 3143/16  1<  
2X(غلظت آنزیم)  0001/0  068/334  1  

2
1X  1  05885/2  0001/0<  
2

2X  1  29/116-  0001/0  
2X1X 1  41333/8  0001/0<  

Lack of fitness 3    7295/0  
Pred -2R   99/0    
Adj -2R   99/0    

  
  توسط گرده گل هیدرولیز شده در مقابل زمان (ساعت) و غلظت آنزیم آلکالاز (درصد) ACEنمودار سطحی براي قدرت مهارکنندگی آنزیم  - 6شکل 
  

 )، نشان دادند با افزایش مدت زمـان 2016کاسکیوتا و همکاران (
هیدرولیز پروتئین آرد سویا با آنزیم کرولاز تا ده ساعت، پپتیدهایی با 

کیلودالتون تولید شد و با افزایش مدت زمان  3وزن مولکولی کمتر از 
جـی و همکـاران   افزایش یافـت.   ACEهیدرولیز، قدرت بازدارندگی 

در پـروتئین جگـر    ACE)، بیشترین میزان قدرت بازدارندگی 2009(
هـاي مختلـف آلکـالاز، نوترئـاز،     ولیز شـده بـا آنـزیم   ماهی تن هیدر

درصد گزارش کردند که در مقایسه بـا   36ا فلاورزایم، پروتئومیکس ر
تـر اسـت.   بیشترین میزان بازدارندگی در پژوهش حاضر بسیار پـایین 

ــدگی 2015لاســود و همکــاران ( ــر بازدارن هــاي ماهیچــه ACE)، اث

هیدرولیز شده با چند پروتئاز را مورد بررسی قرار دادند. نتایج نشان داد 
گـرم بـر   میلی 5هاي مربوط به غلظت ACEبیشترین اثر بازدارندگی 

درصد و  87لیتر تیمارهاي هیدرولیز شده با آنزیم نوترئاز با میزان میلی
د. این درصد بو 84بعد از آن مربوط به تیمار هیدرولیز شده با آلکالاز، 

آمده در این پژوهش قابل مقایسه بود. نصري و دستمقدار با نتایج به
ماهیچـه   ACEهمکاران نشان دادند که قـدرت بـالاي بازدارنـدگی    

هیدرولیز شده ارتباط زیادي با حضور پپتیدهاي کوتاه زنجیـر دارد. در  
پژوهش حاضر نیـز در تیمارهـاي هیـدرولیز شـده، بیشـترین قـدرت       

دست آمد؛ زیـرا  در بیشترین مدت زمان هیدرولیز به ACEبازداندگی 

Design-Expert® Software
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تر، پپتیدهاي کوتـاه زنجیرتـر   پس از سپري شدن مدت زمان طولانی
 ACEطور کلی تفاوت در میزان بازدارنـدگی  گردند. اما بهتشکیل می

آبدوسـتی پپتیـدها،    -ممکن است به دلیل تفاوت در ویژگی آبگریزي
در پپتیدهاي حاصله باشـد. میـزان   وزن مولکولی و ترتیب اسید آمینه 

شود قابلیت دسترسـی  بالاي ویژگی آبدوستی بودن پپتیدها باعث می
کاهش یابد؛ بنابراین وجود تعادل در  ACEانها به جایگاه فعال آنزیم 

آبگریزي پپتیدها بسیار حائز اهمیت اسـت.کتاري و   -ویژگی آبدوستی
میکروگـرم بـر    200 )، نشان دادند میزان بازدارندگی2014همکاران (

درصد و بود که مقدار آن،  5/80ماهی  پروتئین هیدرولیز شدهلیتر میلی
با توجه به غلظت پروتئین هیدرولیز شده مورد استفاده، بـا بیشـترین   

در پـژوهش حاضـر قابـل مقایسـه اسـت.       ACEی مقادیر بازدارنـدگ 
 ACEی همچنین آنها اعلام کردنـد کـه بـالاترین میـزان بازدارنـدگ     

بوط به پپتیدهایی بود که ویژگی آبگریـزي بـالایی داشـتند، زیـرا     مر
بیشتري به قرارگیري در مکـان فعـال آنـزیم     جاذبه پپتیدهاي آبگریز

ACE طور کلی مشخص شد که بعـد از انجـام   از خود نشان دادند. به
گـرده گــل، بـه مقــدار    ACEعمـل هیـدرولیز، قــدرت مهـار آنــزیم    

ژله رویـال بیشـتر شـد. ایـن      ACEم توجهی از قدرت مهار آنزیقابل
ژله رویال، مربوط به  ACEدهد که قدرت مهار آنزیم مسئله نشان می

طور طبیعی در ژله رویـال وجـود   هها و پپتیدهایی است که بپروتئیین
در گرده هـاي هیـدرولیز    ACEد. بالاتر بودن قدرت مهار آنزیم ندار

تـوان بـه تولیـد    ا میشده در شرایط آزمایشگاه، نسبت به ژله رویال ر
آبدوستی مناسب، وزن  -پپتیدهاي زنجیر کوتاه تر با ویژگی آبگریزي

هاي خاصی که در شرایط هیدرولیز مولکولی کمتر و ترتیب اسید آمینه
  ).2013اند، نسبت داد (نصري، آزمایشگاهی حاصل شده

  
  ارزیابی اعتبار مدل آماري

اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شـده  شرایط بهینه براي فعالیت آنتی

 95/3بینی شد. این شرایط شامل مـدت زمـان   پیش افزارنرم لهیوسبه
هـاي  بینـی شـاخص  درصـد بـود. پـیش    5/1ساعت و غلظت آنـزیم  

، قـدرت  DPPHکننـدگی رادیکـال   اکسیدانی شامل فعالیت مهارآنتی
درصد،  14/59ترتیب به ACEکنندگی آنزیم احیاکنندگی و قدرت مهار

بود. جهت  91/0درصد با میزان مطلوبیت  08/87و  7/0میزان جذب 
ارزیابی اعتباري مدل آماري، یک آزمایش اضافه تحت شرایط مذکور 

، قـدرت  DPPHکننـدگی رادیکـال   انجام شد که در آن فعالیت مهـار 
 761/57ترتیـب  ، بـه ACEکنندگی آنـزیم  رت مهاراحیاکنندگی و قد

دسـت آمـد. نتـایج    درصـد بـه   793/86و  68/0درصد، میزان جـذب  
بینی شـده عوامـل توسـط    دهد که میزان پیشآمده نشان میدستبه

آمده است، تطابق دارد. دستصورت آزمایشی بهمدل با مقداري که به
تواند اثر دو سبی میاین شرایط بیانگر آن است که مدل به صورت منا

، DPPHکنندگی رادیکال متغیر زمان و غلظت آنزیم را بر فعالیت مهار
ــار  ــدرت مه ــدگی و ق ــدرت احیاکنن ــزیم ق ــدگی آن ــرده  ACEکنن گ

  هیدرولیزشده نشان دهد.
  

  گیرينتیجه
 %33/67از  DPPHبا انجام عمل هیدرولیز، قدرت مهار رادیکال 

در گرده هیدرولیز شده با آلکالاز،  %48/78در گرده هیدرولیز نشده، به 
در گـرده هیـدرولیز    %54/15گرده گل، از  ACEو قدرت مهار آنزیم 

در گرده هیدرولیز شده با آلکالاز، ارتقا پیـدا کـرد.    %07/87نشده، به 
بنابراین بعد از انجام عمل هیدرولیز، قـدرت مهـار رادیکـال و آنـزیم     

ACE شد. با توجه به اینکه تنها گل، با ژله رویال قابل مقایسه  گرده
منبع اصلی پروتئینی زنبور براي تهیه ژله رویـال، گـرده گـل اسـت،     

هاي گرده گل، تا حدي توان ادعا کرد که با هیدرولیز شدن پروتئینمی
  توان آنها را به پپتیدهاي موجود در ژله رویال نزدیک کرد.می
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3Introduction: Bee pollen, commonly referred as the ‘‘life-giving dust’’, results from the agglutination of 
flower pollens with nectar using salivary substances of the honeybees (Almeida-Muradian et al., 2005). Pollen 
contains 10 to 40% protein, 1 to 13% lipid, 13 to 55% carbohydrates and 2 to 6% minerals. Royal Jelly is 
produced by enzymatic digesting of bee pollen by proteases and other natural enzymes. Based on dry weight, it 
contains 27-41% protein, 30% carbohydrates, 8-19% lipids, minerals, trace elements and some vitamins 
(Sabatini et al., 2009; Wytrychowski et al., 2013). The antioxidant properties of royal jelly and bee pollen, are 
related to main proteins and phenolic compounds and flavonoids (Nagai and Inue, 2004). The antioxidant 
activity of peptides can be evaluated using DPPH, radicals scavenging activity, Ferric reducing, Ferrous 
chelating activity (Khantaphant et al., 2011). Antioxidant and ACE inhibitory activity of pollen, royal jelly and 
peptides were investigated by different researchers (Bogdanov, 2014; Morais et al., 2011; Salampessy et al., 
2015; Marinova and Tchorbanov, 2010; Wiriyaphan et al., 2012). The objective of present research was 
optimization of enzymatic hydrolysis of bee pollen protein by Alcalase according to its antioxidant and ACE 
inhibitory activity compared to royal jelly. 

 
Materials and methods: The preparation of the bee pollen extract was performed by mixing the bee pollen 

with water (1:10) (w/v). The macerates were filtered and centrifuged at 12000 g. The obtained supernatant was 
lyophilized. The royal jelly extract were prepared using method described by Liu et al., 2008. The total phenolic 
content of the extracts was recorded using the Folin–Ciocalteu method (Moreira et al., 2008). DPPH radical-
scavenging activity was determined as described by Bersuder, Hole, and Smith (1998). The ability of the 
hydrolysate to reduce iron (III) was determined according to the method of Bougatef et al. (2008). Bee pollen 
was added and homogenized with 5 volumes of distilled water. pH and temperature of the solution were adjusted 
to pH=8 and 50◦C. Alcalase in the concentration range of 1 to 2% w/w were added to the pollen protein solution. 
Enzymatic hydrolysis performed during different times 2 to 5 hours. Hydrolysis was stopped by heating at 80˚C 
for 10 min. The hydrolysats were centrifuged at 4000x g for 30 min to remove the residue. The supernatants 
were pooled and then lyophilized (Matsuoka et al., 2012). DPPH radical scavenging ability and reducing power 
of pollen hydrolysates of pollen hydrolysates were measured. Also ACE-inhibitory activity of pollen 
hydrolysates was measured was assayed by method reported by Nakamura et al. (1995). Statistical analysis of 
results before hydrolysis was done by SPSS. Optimization of enzymatic hydrolysis was done by Response 
Surface Methodology (RSM) in Design Expert software. 

 
Results and discussion: Total phenol value measured for pollen ranged between 48.15 to 174 mg Gallic 

acid/g for royal jelly ranged from 9.24 to 87.261 mg Gallic acid/g. Considering that royal jelly is obtained by 
direct digestion of pollen, the amounts of their phenolic compounds were comparable (Bogdanov, 2014). 
Phenolic compounds increased by increasing concentration royal jelly and pollen extract in dose dependent 
manner. Increasing concentrations of royal jelly in range of 300 to 1000 mg/l was more effective than pollen 
(p<0.05). Different concentrations of pollen and royal jelly extracts showed various reducing between 0.29 to 0.8 
and 0.74 and 0.77, respectively. The lowest and highest DPPH radical scavenging were 1.05 and 67.33 in pollen 
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and 3.75 and 95.27 in royal jelly, respectively. DPPH radical scavenging of pollen and royal jelly increased 
significantly by increasing concentration of extracts (p<0.05). There was a significant difference in DPPH 
radical scavenging of extracts using the highest concentrations of them (p<0.05). DPPH radical scavenging of 
phenolic extracts was increased by increasing their concentration. Royal jelly demonstrated more DPPH radical 
scavenging activity than pollen that was attributed to its proteins and peptides and their side chains.  

The highest reducing power was 0.756 that obtained in samples hydrolyzed by Alcalase 1.5 % and hydrolysis 
time 2.5 hours. The highest scavenging power of DPPH radicals, in samples hydrolyzed by Alcalase 1% for 4 
hours, was 78.48%. The highest ACE inhibitory activity, in samples hydrolyzed by Alcalase 1.5% for 4 hours, 
was 87.07%. Results showed radical scavenging power of pollen increased from 67.33% to 78.48% and ACE 
inhibitory activity of pollen increased from 15.54% to 87.07% by hydrolysis. After hydrolysis, radical 
scavenging power and ACE inhibitory activity of pollen was partly comparable with Royal Jelly. Because the 
pollen protein is the only source of royal jelly protein, it is possible to simulate the peptides constitute of Royal 
Jelly by hydrolysis of pollen proteins. 

 
Key words: Angenoteinssin Converting Enzyme, bee pollen, royal jelly, antioxidant activity, Alcalase, 

bioactive peptides, optimization. 
 


