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 چکیده

ترکیب و تولید ) آب اکسیژنه(هاي گیاهی است که با پراکسید هیدروژن هاي مهم در بافتآنزیم پراکسیداز یکی از آنزیم :سابقه و هدف
تواند زمان سازي آن میبنابراین غیرفعال. باشدهاي دهنده الکترون میبسیاري از مولکولنماید که قادر به انجام واکنش با کمپلکس فعالی می

هاي مختلفی  سازي آنزیم پراکسیداز از روشجهت غیرفعال. منجمد را افزایش دهد) Non-blanched(ماندگاري سبزیجات خام و بلانچ نشده 
ها داراي شود که این روشاستفاده می) اکسید گوگرددي(هاي شیمیایی دنیو یا افزو) aw(یا فعالیت آبی  pHدهی، کاهش نظیر حرارت

ها به  کنندگان به استفاده از محصولات غذایی با حداقل فرآوري، تولیدکننده با توجه به تمایل مصرف. باشندهاي مخصوص به خود میمحدودیت
  .هاي جایگزین براي افزایش عمر نگهداري محصولات هستند دنبال روش

بر غیرفعال سازي ) گلپر، آویشن و میخک(هاي طبیعی  اسانس) ppm200 ، 125، 50(هاي مختلف  در این تحقیق اثر غلظت :هامواد و روش
  .سازي شد آنزیم پراکسیداز موجود در کرفس بررسی و با روش سطح پاسخ بهینه

شرایط بهینه براي غیرفعال سازي غیرحرارتی . کرفس را کاهش دادهاي گیاهی فعالیت آنزیم پراکسیداز  نتایج نشان داد که اسانس :هایافته
ثانیه و  60، زمان فعالیت آنزیم ppm50 غلظت اسانس گلپر : هاي مورد استفاده در این مطالعه شامل آنزیم پراکسیداز کرفس تحت تأثیر اسانس

) جذب(ثانیه و فعالیت آنزیم پراکسیداز  60، زمان فعالیت آنزیم ppm50 ، غلظت اسانس آویشن 467599/0) جذب(فعالیت آنزیم پراکسیداز 
  .بود 120615/0) جذب(ثانیه و فعالیت آنزیم پراکسیداز  60، زمان فعالیت آنزیم ppm50 و غلظت اسانس میخک  0523847/0

باشند و میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز را دارا میهاي گیاهی قابلیت مهار و غیرفعال سازي آنزیم  این پژوهش نشان داد که اسانس :گیري نتیجه
  .در برابر اسانس آویشن کمتر بوده است

  شناسی سطح پاسخسازي، روش اکسیدان، فعالیت آنزیم پراکسیداز، بهینه اسانس، آنتی :واژگان کلیدي

  مقدمه 
رویه  هاي اخیر و استفاده بی رشد روزافزون جمعیت در دهه

از منابع طبیعی باعث افزایش سیر تخریبی این منـابع محـدود   
یه سـالم ایـن جمعیـت بـدون تخریـب بیشـتر       تغذ. شده است

محیط، نیازمند افزایش تولید مواد غذایی، جلوگیري از ضایعات 
قبل و پس از برداشت، کـاهش کـاربرد مـواد شـیمیایی جهـت      

هـاي   حفظ و نگهداري و سرانجام مصرف بجا و به موقع فرآورده
ها و سبزیجات به علت  به طور کلی بیشتر میوه. کشاورزي است

آب زیــاد فســادپذیر هســتند و پــس از برداشــت بایــد  داشــتن
  ).1(هاي خاصی نگهداري شوند  بلافاصله مصرف و یا به روش

بروز ضایعات در محصولات باغی و زراعـی یکـی از مسـائل    
هـا و آفـات    مهم کشاورزي است که این امر ناشی از حمله قارچ

 ایـن . نماید ساله خسارت زیادي را متوجه کشور می بوده و همه
موضوع علاوه بر از دست رفتن بخشی از محصولات کشـاورزي،  

ــش    ــارچ ک ــارچی، مصــرف ق ــموم ق ــد س ــت تولی ــه عل ــا و  ب ه
گونه آفات سـبب   هاي شیمیایی جهت از بین بردن این کش آفت

امـروزه آثـار   . گـردد  به خطر افتـادن سـلامت جامعـه نیـز مـی     
ها و سموم شیمیایی نیـز بـر همـه ثابـت     سوءمصرف قارچ کش

اکثر قریب به اتفاق کشورهاي دنیا به تولید محصـولات  شده و 
هاي آلاینده مضر مانند  ارگانیک یا محصولات عاري از باقیمانده
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هاي مضر و شیمیایی و هر نـوع   ها، قارچ کش کش سموم، حشره
آور باشند  زیست زیان کنندگان و محیط آلودگی که براي مصرف

ي اسـت کـه سـالانه    ذکر این نکته نیز ضرور). 2(اند  روي آورده
هاي شـیمیایی   مقادیر زیادي ارز براي خرید سموم و قارچ کش

ــی   ــارج م ــور خ ــردداز کش ــرور زمــان     . گ ــه م ــلاوه ب ــه ع ب
ها و حشرات در مقابل این سموم مقاوم شـده و  میکروارگانیسم

-هـا مـی   هر روز نیازمند به فرمولاسیون جدید براي نابودي آن
واد نیز موجب بروز ضایعات هرچند عدم استفاده از این م. باشد

بسیار زیاد محصولات کشاورزي و مـواد غـذایی بـر اثـر حملـه      
پژوهش حاضر تلاشی اسـت کـه بـا هـدف     ). 3(گردد  آفات می

هـاي طبیعـی    نظیر اسانس(استفاده از مواد طبیعی و غیر مضر 
ها در داخل کشور به فراوانی تولید شـده و بـه    که مواد اولیه آن

، جهـت جـایگزینی و حـذف    )باشندل میسادگی قابل استحصا
مـورد اسـتفاده در   (هاي شـیمیایی وارداتـی    سموم و قارچ کش
هاي تولیدکننده سـموم خطرنـاك و کـاهش    کنترل رشد قارچ
لذا با . شودانجام می) اي محصولات کشاورزي ضایعات سردخانه

هاي روزافزون اسـتفاده از مـواد شـیمیایی    عنایت به محدودیت
رسد  شی از گسترش مقاومت دارویی به نظر میضد میکروبی نا

هاي فرار منـابع ضـد میکروبـی بهتـري در حفـظ مـواد        اسانس
بـه عـلاوه   ). 4(هـاي انسـانی باشـند     خوراکی و کنترل بیمـاري 

تمایل به استفاده از ترکیبات طبیعی بـراي جلـوگیري از رشـد    
کننده براي کاهش یا عدم استفاده  میکروبی در اثر فشار مصرف

هـا در حـال افـزایش     هاي شیمیایی در میوه و سبزي افزودنیاز 
  ). 5(است 

اي از الکـل،   رنـگ و پیچیـده   ها ترکیبات طبیعی، بی اسانس
هستند که داراي بوي مخصوص به خود بـوده  ... آلدئید، استر و 

دسترس نبوده و در سلامت انسـان   و در ترکیبات مصنوعی قابل
ت وزن مولکـولی کمتـر از   این ترکیبـا . نقش حائز اهمیت دارند

آب داشته و در سطح آب می مانند، فرار بوده و از آن به عنوان 
اکسیدان و ضد  دهنده غذا، آنتی ، طعم)اسانس اکالیپتوس(بخور 

  ).6(گردد  هاي زیادي میمیکروبی استفاده
ــی ــاران  Daferera در بررســ ــر ) 2000(و همکــ روي اثــ

هـا و ترکیبـات مختلـف از جملـه اســانس      بازدارنـدگی اسـانس  
ــول و     ــارواکرول، تیم ــاموس و ک ــن و دیکت ــوش، آویش مرزنج
آلفاترپینول روي کپک پنی سیلیوم دیجیتاتوم مشخص شد که 

پی پی ام تولید اسپور را بـه   250ها در غلظت  تمام این اسانس
از دست رفـتن انتقـال الکتـرون و     ).7(طور کامل مهار نمودند 

هـا   نفوذپذیري در سـطح غشـاء سیتوپلاسـمی میکروارگانیسـم    
دلیل خاصیت ضد میکروبـی آویشـن توسـط برخـی محققـین      

اسانس آویشن هم با تغییر در نفوذپذیري ). 8-9(عنوان گردید 

ها سبب کمبود پرتون، فسـفات و پتاسـیم    غشاء میکروارگانیسم
کارواکرل یک ترکیب ترپنی بوده ). 10(گردد  داخلی سلول می

گـردد   و در اسانس گیاهان آویشن و میخک و زنیان یافـت مـی  
داخل سلول بـاکتري بـه سـبب کـاهش      ATPکه سبب حذف 

سنتز یا هیدرولیز بدون تغییر در نفوذپذیري غشـاء نسـبت بـه    
آنزیم پراکسیداز یک آنزیم آهـن دار  ). 11(گردد  می ATPورود 

کنـد کـه در آن    ها را کاتالیز مـی از واکنش بوده و شمار زیادي
پراکسید هیدروژن با دادن الکترون نقش احیـاء کننـده را ایفـا    
کرده و ارتباط تجربی آن با کاهش طعم و رنـگ در مـواد خـام    

هــا مــدت نگهــداري اکســیدانآنتــی). 12(مــورد فــرض اســت 
محصولات را افزایش داده و پایداري چربی و محصـولات داراي  

بخشند و باعـث جلـوگیري از افـت کیفیـت     ا بهبود میچربی ر
فعالیت آنزیم پراکسیداز در عصـاره  . شونداي و طعمی میتغذیه

). 13(تعداد زیادي از سبزیجات مورد مطالعه قرار گرفته اسـت  
هـاي  فنـل توان گفت گیاهان دارویی که مقدار پلی ت میأبه جر

بیشــتري اکســیدانی  هــا بــالاتر اســت داراي خاصــیت آنتــی آن
هاي گیـاهی مختلـف بـا     اکسیدانی اسانس خواص آنتی. هستند

توجه به مواد مؤثر آن متفاوت بوده کـه ایـن اخـتلاف در مـواد     
مؤثر یک اسانس گیاهی خاص نیـز بـه وضـوح قابـل مشـاهده      

عنوان نمودنـد اخـتلاف در رفتـار    ) 1990(همدا و کلین . است
تواند بـه حضـور    یاکسیدانی م آنزیم پراکسیداز بر ضد مواد آنتی

هدف از انجام این پـژوهش  ). 14(ها نسبت داده شود  ایزو آنزیم
در ) میخک، گلپر و آویشـن (هاي گیاهی  بررسی توانایی اسانس

غیرفعال سازي آنزیم پراکسیداز کرفس است تـا بـدین وسـیله    
بتوان از یک منبع طبیعی در جهـت افـزایش مـدت مانـدگاري     

بــا توجــه بــه خاصــیت . مــودهــا و ســبزیجات اســتفاده ن میــوه
تواند تلاشـی   هاي گیاهی این پژوهش می اکسیدانی اسانس آنتی

هاي مؤثر در در آزمایش تأثیر این مواد در کاهش فعالیت آنزیم
و در نتیجـه امکـان حفـظ    ) پراکسـیداز (اي شدن آنزیمـی   قهوه

ها و سـبزیجات خـوراکی از طریـق غیرفعـال     رنگ و طعم میوه
هاي پلی فنـل   نیاز فعالیت آنزیم عنوان پیشسازي این آنزیم به 

 .اکسیداز باشد

  هامواد و روش  
 Celeryدر ایـن تحقیـق کـرفس    : سازي مـواد اولیـه   آماده

(Apium graveolens)  که فعالیت آنزیم پراکسیداز بالایی دارد
بـار شهرسـتان   به عنوان منبـع آنزیمـی انتخـاب و از بـازار تـره     

سـپس از بـرگ کـرفس جهـت      .خریداري شـد ) ایران(همدان 
همچنـین  . گیري فعالیت آنزیم پراکسـیداز اسـتفاده شـد   اندازه

،  Cloves (Syzygium aromaticum L.)هـاي میخـک    اسانس
  Thymus vulgaris L، آویشن باغی  Heracleum persicumگلپر 
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اکسیدان طبیعی از شـرکت بـاریج اسـانس     ه عنوان منابع آنتیب
هـاي   در غلظـت ) مـرك، آلمـان  ( 80وین تهیه و با استفاده از ت

50 ،125،ppm  200 )   براساس آزمون و خطا جهـت دسـتیابی
) هـا سـازي میکروارگانیسـم  به محدوده غلظت مؤثر بر غیرفعال

ها بر فعالیت آنزیم پراکسیداز موجود در کرفس  تهیه و تأثیر آن
  .آزمایش شدند

ــر اســانس  هــاي مــورد اســتفاده در بــه منظــور بررســی اث
درجـه   25هاي به کار رفته، فعالیت آنزیم پراکسیداز در  غلظت
نـانومتر بـا اسـتفاده از     470گراد و با اسـپکتروفتومتر در   سانتی

بــه عنــوان سوبســترا و پراکســید هیــدروژن ) مــرك(گایــاکول 
  ). 14(گیري شد به عنوان دهنده هیدروژن اندازه) مرك(

 ـ  10براي این منظور : تهیه عصاره آنزیمی هـاي  رگگـرم از ب
لیتر آب مقطر میلی 30سبزي کرفس را توزین و ضمن افزودن 

دقیقـه در   15خـرد گردیـد و بـه مـدت     ) گراد درجه سانتی 4(
) دور در دقیقـه  10000(گراد سـانتریفوژ   درجه سانتی 4دماي 

باشد به عنـوان  شد و مایع رویی که حاوي آنزیم پراکسیداز می
  ). 13( عصاره آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت

 10مخلوط سوبسـترا شـامل مخلـوط    : سازي سوبسترا آماده
و % 3لیتر پراکسـید هیـدروژن    میلی 10، %1لیتر گایاکول  میلی
مخلـوط واکـنش    pHلیتر بافر فسفات سدیم بود که  میلی 100
  ). 14(تنظیم شد  5/6روي 

گیـري   بـراي انـدازه  : گیري فعالیت آنزیم پراکسیداز اندازه
 1/0لیتر مخلوط سوبسـترا،   میلی 87/2اکسیداز فعالیت آنزیم پر

 3لیتر آب مقطر کـه جمعـاً    میلی 03/0لیتر عصاره خام و میلی
لیتر بود به درون سـل دسـتگاه اسـپکتروفتومتر منتقـل و     میلی

نـانومتر   470ها به صورت سینتیکی در طول مـوج   جذب نمونه
  . قرائت شد

هـت  ج: غیرفعال سازي غیرحرارتـی آنـزیم پراکسـیداز   
 10هاي گیاهی بر فعالیت آنزیم پراکسـیداز،  بررسی اثر اسانس

هـاي   شـده از غلظـت   گرم از سبزي مورد نظر را در محلول تهیه
هاي گیـاهی   هر یک از اسانس) ppm200 و  125، 50(مختلف 

ور و پـس از یـک سـاعت     دقیقـه غوطـه   1مورد نظر بـه مـدت   
سـینتیکی در طـول   ها به صورت  فعالیت آنزیم پراکسیداز نمونه

  .نانومتر قرائت شد 470موج 
سازي فعالیـت آنـزیم   به منظور بهینه: سازيآزمایشات بهینه

هاي گیاهی، از روش سطح پاسـخ   پراکسیداز تحت تأثیر اسانس
سطح و  3به این منظور طرح مرکب مرکزي با . استفاده گردید

 تکرار در نقطه مرکزي براي غیرفعال سازي غیرحرارتی مورد 5
در غیرفعال سازي غیرحرارتی ). -1، 0، +1(استفاده قرار گرفت 

، )1X(ي متغیرهــاي مســتقل زمـان فعالیــت آنزیمــی  محـدوده 

هـاي اولیـه   از آزمـون ) 2X(هـاي مـورد اسـتفاده     غلظت اسانس
تیمارهـاي آزمایشـی بـه منظـور بـه حـداقل       . استنتاج گردیـد 

ــیش  ــرات پ ــرات تغیی ــی رســاندن اث ــاي نشــده در پاســخ بین ه
هاي رگرسـیونی   مدل. شده به صورت تصادفی درآمدند مشاهده

بینـی  ي اول و درجه دوم بـه منظـور پـیش   اي درجهچندجمله
مدل پیشنهادي براي پاسخ به صورت . پاسخ، در نظر گرفته شد

  .معادله زیر است
  1رابطه 

 
فعالیت آنزیم پراکسیداز که به صورت (متغیر وابسته  Yکه 

 ijβو  iiβ و iβثابـت بـوده و    0βباشد،  یم) جذب اسپکتروفتومتر
سـطح   xjو  xi. هـاي بـرآورد شـده توسـط مـدل هسـتند      ثابت

هـا بـه ترتیـب نمایـانگر اثـرات       متغیرهاي مستقل هستند و آن
روي پاسـخ   2Xو  1Xي دوم و متقاطع متغیرهـاي  خطی، درجه

نمایـد  مدل، اثر هر متغیر را روي پاسخ ارزیـابی مـی  . باشندمی
ــه  ). 15( ــا در بهین ــه تیماره ــازي در کلی ــورت   2س ــرار ص تک

  .پذیرفتند
این آزمـایش در قالـب طـرح کـاملا     : تجزیه و تحلیل آماري

انجـام   SAS) 2001(تصادفی و با استفاده از نرم افـزار آمـاري   
جهت مقایسه میانگین ها از آزمون چند دامنـه اي دانکـن   . شد

روش سـطح   هـا بـه  سازي دادهبهینه. استفاده شد% 5در سطح 
بـا اســتفاده از  ) CCD( پاسـخ در قالـب طــرح مرکـب مرکــزي   

ــرم ــزار  ن ــم   ) Design Expert )2000اف ــت و رس ــام گرف انج
دست آوردن معادلات ریاضی توسـط  ه بعدي و بنمودارهاي سه

  .صورت پذیرفت Design Expert (6.0.2)افزار  نرم

 هایافته  
فعالیت آنـزیم  هاي مختلف بر  وري در اسانستأثیر غوطه

هـاي   نتایج مربوط به تأثیر اسانس: پراکسیداز سبزي کرفس
ها بر فعالیت آنزیم پراکسـیداز   هاي مختلف آن مختلف و غلظت

همان طـور  . ارائه شده است 1در عصاره خام کرفس در جدول 
هـاي   شود مقاومت آنزیم پراکسیداز بـه اسـانس  که مشاهده می

همـان طـور کـه در    . اسـت مختلف متفاوت ) اکسیدانهاي آنتی(
شـود هـر سـه اسـانس آویشـن، گلپـر و        مشاهده مـی  2جدول 

هاي مـورد اسـتفاده در کـرفس تـأثیر      میخک در تمامی غلظت
مثبت داشته و باعث کاهش فعالیت آنـزیم پراکسـیداز کـرفس    

-ترین اثر بازدارندگی آنزیم پراکسیداز در غلظـت  گردید و بیش
تـر  هـاي پـایین  در غلظت. هاي بالاي اسانس گلپر مشاهده شد

هاي مورد اسـتفاده، اسـانس آویشـن تـأثیر بـالاتري در      اسانس
  . کاهش فعالیت آنزیم پراکسیداز کرفس داشت
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 ١٠٢

و درصد کاهش نسبی فعالیت آنزیم  پراکسیداز) وزن سبزي برحسب گرم/ دقیقه/واحد فعالیت(هاي مختلف بر فعالیت آنزیم  وري در اسانستأثیر غوطه .1جدول 
  پراکسیداز در کرفس

200 (ppm)  125 (ppm)  75 (ppm)  50 (ppm) غلظت 
                            
 اسانس  آویشن  میخک  گلپر  آویشن میخک گلپر  آویشن  میخک  گلپر   آویشن  میخک  گلپر

298/75f 465d 506/75c 343/75e 590b 377/5e 477/5cd 537/5b 475cd 527/5bc 573/75b cd 25/476  900a عصاره کرفس 

66/80f 49/33d 43/47c 61/80e 34/44b 58/11e 46/94cd 40/27b 47/22cd 41/38bc 36/25b 47/08cd - عصاره کرفس 

  ).p<05/0(باشند  دار می در هر ردیف اعداد داراي حروف یکسان فاقد اختلاف معنی* 
  
اثر متغیرهاي مستقل بـر غیرفعـال سـازي    سازي بهینه

  آنزیم پراکسیداز در کرفس
ــدل  ــزیم  م ــی آن ــازي غیرحرارت ــال س ــازي غیرفع س

تجزیـه و تحلیــل رگرســیونی و آنــالیز واریــانس  : پراکســیداز
)ANOVA (ــزیم    داده ــت آن ــه فعالی ــوط ب ــاي آزمایشــی مرب ه

هـاي گیـاهی بـه منظـور انطبـاق       پراکسیداز تحت تأثیر اسانس
داري ضـرایب  ریاضی و تعیین ضرایب رگرسیونی و معنـی مدل 

ضرایب رگرسـیون  . آورده شده است 3و  2به ترتیب در جداول 
بینـی  چندگانه از طریق روش حداقل مربعات به منظـور پـیش  

اي درجه دوم براي متغیر پاسخ ایجاد شـد و بـا   مدل چندجمله
، معـادلات پیشـنهادي   )3جـدول  (داري ضرایب توجه به معنی

ــأثیر     ــرفس تحــت ت ــزیم پراکســیداز ک ــت آن ــراي فعالی ــر ب زی
  :ارائه گردید) Y(هاي گیاهی  اسانس
  

 
Y= 05/1  – زمان فعالیت آنزیمی× زمان فعالیت آنزیمی   54/0زمان فعالیت آنزیمی  -  15/0   066/0غلظت اسانس گلپر +   
Y= 42/0  + غلظت اسانس آویشن× زمان فعالیت آنزیمی   29/0زمان فعالیت آنزیمی +  19/0   25/0غلظت اسانس آویشن +     
Y= 22/0  - 020/0 12/0زمان فعالیت آنزیمی  + غلظت اسانس میخک   

  
هاي  اسانسحاصل از طرح سطح پاسخ براي فعالیت آنزیم پراکسیداز کرفس تحت تأثیر ) درجه اول و دوم(هاي  مدل) ANOVA(جدول تجزیه واریانس  .2جدول 

  گیاهی
  F Pمقدار   میانگین مربعات  مجموع مربعات  درجه آزادي  منبع  اسانس
  گلپر

  مدل
5  88/1  38/0  62/152  0001/0<  

  >0001/0  77/297  35/0  04/1  3  آویشن
  >0001/0  02/149  044/0  088/0  2  میخک
  گلپر

  غلظت اسانس
1  026/0  026/0  54/10  0141/0  

  >0001/0  75/330  39/0  39/0  1  آویشن
  0164/0  30/8  00244/0  00244/0  1  میخک
  گلپر

  زمان فعالیت آنزیمی
1  78/1  78/1  72/721  0001/0<  

  >0001/0  29/445  52/0  52/0  1  آویشن
  >0001/0  74/289  085/0  085/0  1  میخک
  گلپر

  غلظت اسانس× غلظت اسانس 
1  000733/0 000733/0  30/0  6025/0  

 -  -  -  -  -  آویشن
 -  -  -  -  -  میخک
  گلپر

  زمان فعالیت آنزیمی× زمان فعالیت آنزیمی 
1  065/0  065/0  29/26  0014/0  

 -  -  -  -  -  آویشن
 -  -  -  -  -  میخک
  گلپر

  زمان فعالیت آنزیمی× غلظت 
1  005476/0  005476/0  22/2  1798/0  

  >0001/0  28/117  14/0  14/0  1  آویشن
 -  -  -  -  -  میخک
  گلپر

  باقیمانده
7  017/0  002466/0  -  - 

 -  -  0012/0  011/0  9  آویشن
 -  -  0003/0  00294/0  10  میخک
  گلپر

  فقدان برازش
3  011/0  003555/0  15/2  2361/0  

  0001/0  45/322  0021/0  010/0  5  آویشن
  0008/0  99/56  000485/0  00291/0  6  میخک
  گلپر

  خطاي خالص
4  0066/0  00165/0  -  - 

 -  -  0000065/0  000026/0  4  آویشن
 -  -  0000085/0  000034/0  4  میخک
  گلپر

  کل
12  90/1  -  - -  

  - -  -  05/1  12  آویشن
  - -  -  091/0  12  میخک
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بینی معادله مدل متغیرهاي مستقل در ارزیابی فعالیت  ضرایب رگرسیونی مدل برآورد شده از طریق تجزیه و تحلیل رگرسیون چندگانه جهت پیش .3جدول 
  هاي گیاهی آنزیم پراکسیداز کرفس تحت تأثیر اسانس

 متغیر مدل ضریب اسانس
  گلپر

 ثابت
05/1 ** 

42/0  آویشن ** 

22/0  میخک ** 

  گلپر
اسانسغلظت   

066/0- * 

25/0  آویشن ** 

- 020/0  میخک * 

  گلپر
 زمان فعالیت آنزیمی

54/0 ** 
29/0  آویشن ** 

12/0  میخک ** 
  گلپر

غلظت× غلظت   
016/0 ns 

  -  آویشن
  -  میخک
  گلپر

زمان فعالیت آنزیمی× زمان فعالیت آنزیمی   
15/0- ** 

  -  آویشن
  -  میخک
  گلپر

زمان فعالیت آنزیمی× غلظت   
037/0 ns 

19/0  آویشن ** 
  -  میخک

 دار عدم وجود اختلاف معنی nsدرصد  5داري در سطح  معنی* درصد  1داري در سطح  معنی** 

  
ــه  ــرایط بهین ــین ش ــت تعی ــول  جه ــر در حص ــر متغی ي ه

بعـدي سـطحی و   ترین فعالیت آنزیمـی، نمودارهـاي سـه    پایین
ترسیم شـده   1براي متغیرها در شکل  ) Contour plot( کانتور
  .است

الف مشـخص اسـت بـا افـزایش      1همان طور که در شکل 
زمان فعالیت آنزیمی، فعالیت آنزیم پراکسیداز در یـک غلظـت   

اي که در بالاترین یابد به گونهثابت از اسانس گلپر، افزایش می
 تـرین فعالیـت آنزیمـی    زمان فعالیت آنزیمی انتخاب شده بیش

با افزایش زمـان فعالیـت آنزیمـی از    . گردد مشاهده می) جذب(
   .شودکاسته می) جذب(شدت و نرخ فعالیت آنزیمی 

شود با افـزایش غلظـت اسـانس     همان طور که مشاهده می
هاي اولیه فعالیت آنـزیم، افـزایش فعالیـت آنـزیم      گلپر در زمان

زیمی، شود اما با افزایش زمان فعالیت آن پراکسیداز مشاهده می
افزایش غلظت اسانس منجر به کاهش فعالیت آنزیم پراکسیداز 

  )الف 1شکل (شود  می
بعـدي سـطحی و کـانتور تـأثیر متغیرهـاي      نمودارهاي سه

مستقل در غیرفعال سازي آنزیم پراکسیداز کرفس تحت تـأثیر  
همان طور که . ب ترسیم شده است 1اسانس آویشن در شکل 

عالیت آنزیمی منجر به افـزایش  شود افزایش زمان ف ملاحظه می
فعالیت آنزیم پراکسیداز در یک غلظت ثابت از اسانس آویشـن  

اي کـه در بـالاترین زمـان فعالیـت آنزیمـی      به گونه. شده است
-مشـاهده مـی  ) جذب(ترین فعالیت آنزیمی  انتخاب شده بیش

بالاترین مقـدار فعالیـت آنزیمـی در بـالاترین غلظـت و      . گردد
تـرین   کـه پـایین   الیت مشـاهده شـد درحـالی   بالاترین زمان فع

اسـانس آویشـن و    ppm 50فعالیت آنزیم به ترتیب در غلظـت  
  .ثانیه مشاهده شد 60زمان 

شـود بـا افـزایش     ب مشاهده مـی  1همان طور که از شکل 
هاي اولیه فعالیت آنزیم، افزایش  غلظت اسانس آویشن در زمان

رد اما با افزایش گی فعالیت آنزیم پراکسیداز به کندي صورت می
زمان فعالیت آنزیمی، افزایش غلظت اسانس منجـر بـه تشـدید    

هاي پـایین اسـانس    در غلظت .شود فعالیت آنزیم پراکسیداز می
آویشن با افزایش زمان فعالیت آنزیمی از شدت و نـرخ فعالیـت   

هـاي بـالاتر    کـه در غلظـت   درحالی کاسته شد) جذب(آنزیمی 
فعالیـت آنزیمـی شـدت و نـرخ      اسانس آویشن با افزایش زمان

  .بیشتر است) جذب(فعالیت آنزیمی 
ج مشخص اسـت افـزایش زمـان     1همان طور که در شکل 

فعالیت آنزیمی منجر به افزایش فعالیـت آنـزیم پراکسـیداز در    
یک غلظت ثابت از اسانس میخک شده است که نتـایج مربـوط   
، به ارتباط فعالیت آنزیمـی بـا افـزایش زمـان واکـنش آنزیمـی      

اي به گونـه . باشد بیانگر افزایش دسترسی آنزیم به سوبسترا می
که در زمان فعالیت آنزیمـی اولیـه و بـالاترین غلظـت اسـانس      

گـردد و   مشـاهده مـی  ) جذب(میخک کمترین فعالیت آنزیمی 
مقدار فعالیت آنزیمـی در بـالاترین غلظـت اسـانس میخـک و      

  . بالاترین زمان فعالیت کاهش یافت
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 ١٠٤

  
  

    

    

 -هاي مورد آزمایش از الفهاي فعالیت آنزیمی و غلظت کرفس در زمان) جذب(تغییرات فعالیت آنزیم پراکسیداز ) کانتور(نمودار سه بعدي و دو بعدي  .1شکل 
  اسانس میخک - اسانس گلپر ج -اسانس آویشن ب

  
  

جهت (شده براي متغیرهاي مستقل  شرایط تعیین 4جدول 
ســازي غیرفعــال ســازي غیرحرارتــی آنــزیم پراکســیداز  بهینــه
متغیرهـاي  . دهـد  شـده را نشـان مـی    و شـرایط بهینـه  ) کرفس

حداقل در نظـر  ) غلظت اسانس و زمان فعالیت آنزیمی(مستقل 
فعالیت آنزیم پراکسیداز بـه عنـوان   همچنین . گرفته شده است

در فرآینـد  . هدف فرآیند حـداقل در نظـر گرفتـه شـده اسـت     
سازي به تمامی پارامترهاي مستقل وزن و اهمیت یکسان بهینه

ــد ــر راه   . داده ش ــورد نظ ــرایط م ــه ش ــه ب ــا توج ــل ب ــاي  ح ه
مرتب شـده   4شده که بر اساس مطلوبیت در جدول  بینی پیش

تـرین و   نزدیک تـر باشـد مناسـب    1است و هرچه مطلوبیت به 
بهترین شرایط خواهد بود که در مورد هر اسـانس راه حـل اول   

یابی بـه شـرایط بهینـه در    به عنوان بهترین شرایط جهت دست
  . نظر گرفته شد
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  هاي گیاهی سازي غیرفعال سازي غیرحرارتی آنزیم پراکسیداز در کرفس تحت تأثیر اسانس شده جهت بهینه شرایط تعیین .4جدول 
  شرایط بهینه  اهمیت  وزن پایین  وزن بالا  حد بالا  حد پایین  هدف  شرایط  اسانس
  گلپر

  )ppm(غلظت اسانس 
  50 3 1 1 200 50  حداقل

  50  3  1  1  200 50  حداقل  آویشن
  50  3  1  1  200 50  حداقل  میخک
  گلپر

  )ثانیه(زمان فعالیت آنزیم 
  60  3  1  1  380  60  حداقل

  60  3  1  1  380  60  حداقل  آویشن
  60  3  1  1  380  60  حداقل  میخک
فعالیت آنزیم پراکسیداز   گلپر

  )جذب(

  467599/0  3  1  1  503/1  276/0  حداقل
  0523847/0  3  1  1  153/1  039/0  حداقل  آویشن
  120615/0  3  1  1  368/0  076/0  حداقل  میخک
  گلپر

  مطلوبیت
-  -  -  -  -  -  945/0  

  945/0  -  -  -  -  -  -  آویشن
  946/0  -  -  -  -  -  -  میخک

  
  بحث  

هاي مختلف بر فعالیت آنـزیم   وري در اسانستأثیر غوطه
افـزایش  فعالیت آنزیمی با  افزایش: سبزي کرفسپراکسیداز 

زمــان واکــنش آنزیمــی، بیــانگر افــزایش دسترســی آنــزیم بــه 
خـانی و همکـاران   سوبسترا بوده کـه در تحقیـق دارائـی گرمـه    

نیـز ثابـت   ) 2013(و نیز شهابی قهفرخی و همکـاران  ) 2010(
همچنین کاهش فعالیت آنـزیم در زمـان    .)16، 17( شده است

تواند به علت کـم شـدن سوبسـتراي در    می واکنش هاي پایانی
دسترس آنزیم و کم شدن فعالیـت اکسـیداتیو آنـزیم باشـد؛ از     
سوي دیگر تشکیل ترکیبات ممانعت کننده، از فعالیت آنزیمـی  

   .)16، 17( تواند در این مورد اثرگذار باشندنیز می
نیز در تحقیقی بیان داشـتند  ) 1391(کاشانی نژاد و دارائی 

ها با ترکیب شدن با اکسیژن محـیط مـانع واکـنش     اسانسکه 
اي شدن آنزیمی شده و در نتیجه فعالیت آنزیم پراکسیداز  قهوه

مطابقـت داشـت   که با نتایج تحقیـق حاضـر    کنندرا کنترل می
)18 .(  

اکسیدانی  نتایج تحقیقات سایر محققین نیز ارتباط فعالیت آنتی
ــدگی فع   ــت کنن ــاهی و ممانع ــاي گی ــانس ه ــزیم  اس ــت آن الی

هاي گیاهی  پراکسیداز در سبزیجات مختلف تحت تأثیر اسانس
دارائـی  . باشـد دهد که موید نتایج تحقیق حاضر می را نشان می

، شـهابی قهفرخـی و همکـاران    )2010(خانی و همکـاران  گرمه
ــانس ) 2013( ــارایی اس ــره در    ک ــه و زی ــک، رازیان ــاي میخ ه

کـاهو، کلـم   (مختلف سازي آنزیم پراکسیداز سبزیجات  غیرفعال
را گـزارش  ) زمینـی  سفید، کلم قرمـز، کـدو خورشـتی و سـیب    

  ).16-17(نمودند 
: سازي غیرفعال سازي غیرحرارتی آنزیم پراکسیدازمدل

در بررسی تأثیر اسانس گلپر بر فعالیت آنزیم پراکسیداز کرفس 
ي اي درجهمشخص نمود که مدل چندجمله ANOVAآزمون 

 .باشـد انگر پاسخ، با ضرایب مشخص مـی دوم به اندازه کافی بی

9909/0= 2 R  موید این است که مدل رگرسیون، واکنش را به
درصـد   09/99خوبی توضیح داده و مدل برازش شده توانسـته  

. ي مقادیر مورد مطالعه را توضیح دهداز کل تغییرات در دامنه
2R         معیاري اسـت بـراي اینکـه مشـخص گـردد چـه میـزان از

 2Rو در موارد ) 19(تغییرات توسط مدل شرح داده شده است 
که به ترتیب  ) Adjusted R-Squared( شده تعدیل 2Rواقعی و 

به دست آمدند، بیانگر توصیف مناسـبی از   9844/0و  9909/0
  .اند ها بودهپراکندگی داده

ون تجزیـه واریـانس مشـخص    در مورد اسانس آویشن آزم ـ
ي اول بـه انـدازه کـافی بیـانگر پاسـخ، بـا       نمود که مدل درجه
باشد و مدل رگرسیون برازش شده توانسته ضرایب مشخص می

ي مقادیر مـورد مطالعـه   درصد از کل تغییرات در دامنه 00/99
شده که بـه   تعدیل 2Rواقعی و  2R .(2R =99/0(را توضیح دهد 

بـه دسـت آمدنـد، بیـانگر توصـیف       9867/0و  9909/0ترتیب 
مـدل بـر اسـاس فعالیـت     . اند ها بودهمناسبی از پراکندگی داده
بـرازش  ) تحت تـأثیر اسـانس آویشـن   (آنزیم پراکسیداز کرفس 

خوبی داشته و مـدل ایجادشـده توانسـته اسـت کـه تغییـرات       
، لذا این مدل جهـت  )20(ها را به اندازه کافی توضیح دهد  داده
  .دامنه متغیرهاي مورد استفاده مناسب بودبینی در پیش

نتایج تجزیه واریانس تأثیر اسانس میخک بر فعالیت آنـزیم  
ي اي درجه پراکسیداز کرفس مشخص نمود که مدل چندجمله

 باشـد و  اول به اندازه کافی بیانگر پاسخ، با ضرایب مشخص مـی 

درصـد از کـل تغییـرات در     75/96مدل برازش شده توانسـته  
). 2R =9675/0(مقادیر مورد مطالعـه را توضـیح دهـد     يدامنه

مناسب بودن مدل با اسـتفاده از آزمـون فقـدان بـرازش مـورد      
از آنجا کـه  . دار نبودمعنی P<05/0بررسی قرار گرفت که براي 
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دار نبــود فــرض آزمــون عــدم بــرازش در معادلــه مــدل معنــی
)05/0>P (      مدل بر اسـاس فعالیـت آنـزیم پراکسـیداز کـرفس
برازش خوب بـه ایـن   . برازش گردید) ت تأثیر اسانس گلپرتح(

معنی است که مدل ایجادشده توانسته اسـت کـه تغییـرات در    
، لذا این مدل جهـت  )20(ها را به اندازه کافی توضیح دهد  داده
بینی در دامنه متغیرهاي مورد استفاده مناسب بود؛ اما در پیش

دار بـود و از ایـن    ها فقدان برازش مدل معنی مورد سایر اسانس
  . لحاظ این دو مدل ضعیف هستند

ها با ترکیب شدن با اکسیژن محـیط مـانع واکـنش     اسانس
اي شدن آنزیمی شده و در نتیجه فعالیت آنزیم پراکسیداز  قهوه

بیـان  ) 2010(خانی و همکاران دارائی گرمه. کنند را کنترل می
و افـزایش  داشتند که در اسانس رازیانه، افزایش زمان فعالیـت  

غلظت اسانس منجر به افزایش شدید فعالیت آنزیم پراکسـیداز  
کـه در اسـانس میخـک     کلم قرمز شد درحـالی  و در کلم سفید

عکس این حالت مشـاهده شـد و افـزایش غلظـت اسـانس اثـر       
گیري کردنـد کـه   ها نتیجه آن. ممانعت کنندگی بالاتري داشت

نس میخـک  اکسیدانی و مهارکنندگی اکسـیژن اسـا  قدرت آنتی
  ).16(بالاتر از اسانس رازیانه است 

 ppm 200ترین فعالیت آنزیم بـه ترتیـب در غلظـت    پایین
ثانیه مشاهده شد که بیانگر کـاهش   60اسانس میخک و زمان 

سوبستراي مصرفی و یا کاهش اکسیژن مورد نیاز آنـزیم بـراي   
دهنـده توانـایی اسـانس     باشد که نشـان  اي می ایجاد رنگ قهوه

ر واکنش با اکسیژن محیط و ممانعت از واکنش آنزیم میخک د
) اي شــدن آنزیمــی قهــوه(پراکســیداز و پلــی فنــول اکســیداز 

هاي پایین اسانس میخک با افـزایش زمـان    در غلظت. باشد می
افـزایش  ) جـذب (فعالیت آنزیمی شدت و نرخ فعالیت آنزیمـی  

تواند بـه علـت افـزایش سوبسـتراي در     یابد؛ این افزایش میمی
دسترس آنـزیم و کـم شـدن اثـر ممانعـت کننـدگی آنـزیم در        

که در حالیدر. )16، 17( هاي پایین اسانس میخک باشد غلظت
هاي بـالاتر اسـانس میخـک بـا افـزایش زمـان فعالیـت         غلظت
رونـد کنـدتري   ) جـذب (شدت و نرخ فعالیت آنزیمـی   ،آنزیمی

ها با ترکیب شدن با اکسیژن محیط مـانع واکـنش    اسانس. دارد
اي شدن آنزیمی شده و در نتیجه فعالیت آنزیم پراکسیداز  قهوه

) 2010(خانی و همکاران نتایج دارائی گرمه. کنند را کنترل می
الیـت آنـزیم   بیانگر تأثیر مثبت اسانس میخک در ممانعت از فع

) کلم سفید و کلم قرمـز (پراکسیداز در سبزیجات مورد مطالعه 
بود و اثر ممانعت کنندگی اسانس بـا افـزایش غلظـت اسـانس     

  ).16(شد تشدید می
هاي مختلفی براي سـموم   امروزه در عرصه جهانی جایگزین

از ). 10(هاي شیمیایی مورد توجه قرار گرفته اسـت   کش و آفت

هـا در   حصولات ارگانیک به دلیـل نقـش آن  طرف دیگر تولید م
سلامتی انسان رو به افزایش است که این خـود نیازمنـد عـدم    

. باشـد  استفاده از مواد شیمیایی در شرایط پس از برداشت مـی 
رود و هاي مختلفی جهت حفظ این محصولات به کار مـی  روش

-خواص ضـد میکروبـی و آنتـی    ههاي طبیعی با توجه باسانس
). 13(هاي معمـول گردنـد    توانند جایگزین روشیاکسیدانی، م

هـاي ممانعـت کننـده جدیـد جهـت حفـظ        بنابراین به تکنیک
در واقـع غیرفعـال   . زیست و سلامتی انسـان نیـاز اسـت    محیط

کردن آنزیم پراکسیداز توسط حـرارت منجـر بـه افـت رنـگ و      
گردد که استفاده از اسـانس ایـن    خواص مغذي مواد غذایی می

حال باعث کاهش فعالیت آنزیمـی   داشته و درعینمشکلات را ن
کننـده بـه منظـور     در پاسخ بـه تقاضـاي مصـرف   . گرددنیز می

کاهش یا توقف استفاده از مواد شیمیایی سنتزي در انبـارداري  
زیسـت و از   پس از برداشت محصولات کشاورزي و حفظ محیط

تر حفـظ سـلامتی بشـر، نیـل بـه سـمت اسـتفاده از         همه مهم
تأثیر ضد میکروبـی و  . رسدطبیعی ضروري به نظر میترکیبات 

افزایش خـواص کیفـی محصـولات توسـط برخـی از ترکیبـات       
طبیعی ثابت گردیده ولی به منظور استفاده تجاري، بایـد ایـن   
نتایج به صورت پوشش دار کردن میوه یا تغییـر اتمسـفر انبـار    

)MA (هاي مختلفی روي محصـولات تـازه در سـطح     در غلظت
از طرف دیگـر بسـیاري از نتـایج اثـرات     . آزمایش گرددتجاري 

ترکیبات طبیعی در کارهاي آزمایشگاهی بـه دسـت آمـده کـه     
ــه کــاربرد در  بــراي اســتفاده در سیســتم ــاز ب هــاي غــذایی نی

باشد که البته این سطح غلظت هم با مورد هاي بالاتر می غلظت
-یکننده از لحاظ طعم مغایرت پیدا م قبول بودن ذائقه مصرف

این پژوهش در واقـع مطالعـه اولیـه اسـتفاده از برخـی از      . کند
هـاي دخیـل در شـروع     ترکیبات طبیعی در جهت کاهش آنزیم

ها و سبزیجات بود و در آینده نیاز به بـرآورد میـزان   فساد میوه
ــراي هــر محصــول و روش      ــت مــورد اســتفاده ب هــاي  غلظ

مثـال   بـه طـور  . باشد کننده در کاربرد این ترکیبات می تسهیل
محصـولات   pHمقدار چربی، کربوهیـدرات، پـروتئین، نمـک و    
توانـد تأثیرگـذار   روي نتایج حاصل از کاربرد این ترکیبات مـی 

که هر چه میزان آب فعال محصول کـاهش یابـد    باشد بطوري
. یابـد هاي گیاهی هم کاهش مـی  پتانسیل ضد میکروبی اسانس

هـاي  گردد فـیلم به منظور استفاده از این ترکیبات پیشنهاد می
شده از این ترکیبات در قالب پوشـش خـوراکی و یـا گـاز      غنی

استریل محتواي آن، به منظور استفاده فاز گازي ترکیبات فـرار  
در سـطح تجـاري   ) MAS(در انبارهاي با اتمسفر کنترل شـده  

تکنیـک ریـز پوشـانی     تحقیقات اخیـر در مـورد   البته. بکار رود
دن اسانس و عدم تأثیر گرما بر کردن جهت جلوگیري از فرار بو
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دهـد   در حال اجرا بوده و نتایج بعضی از تحقیقات نشان میآن 
هـاي گیـاهی، باعـث     افـزایش دوره قابلیـت تمـاس اسـانس    که 

در . گـردد داري محصول پس از برداشـت مـی   افزایش مدت نگه
واقع این تحقیق تلاشی بـراي بررسـی امکـان کـاهش فعالیـت      

 ــ ــه عن ــیلن و  آنــزیم پراکســیداز ب ــزیم مســئول ســنتز ات وان آن
ــزیم فعــال ــا اســتفاده از   کننــده آن هــاي پلــی فنــل اکســیداز ب
 )invitro( هاي طبیعی بود که در شـرایط بـرون زیسـت    اسانس

هـاي طبیعـی    نتایج این تحقیق نشان داد که اسانس. انجام شد
به خوبی قادر به کـاهش فعالیـت آنـزیم پراکسـیداز هسـتند و      

ي شدن این نتایج توجه به پیشنهادهاي جهت تکمیل و کاربرد
  :رسدزیر ضروري به نظر می

هـا و   ها به طـور مسـتقیم روي میـوه    استفاده از اسانس -1
سـبزیجات مختلـف و بررســی تغییـرات فیزیولوژیـک و کیفــی     

  .ها و سبزیجات میوه
ها جهـت تثبیـت و نگهـداري بهتـر      ریز پوشانی اسانس -2

  .ها در حین نگهداري اسانسها و امکان آزادسازي تدریجی  آن
ها و سموم  کش ها به عنوان جایگزین آفت استفاده از اسانس -3

  ...هایی مثل مرکبات و شیمیایی در فرمولاسیون واکس میوه
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Background and Objectives: Proxidase enzyme is one of the most important enzymes in plant tissues, which can bind 
to hydrogen peroxide and produce an activated complex that can react with a wide range of donor molecules. Therefore, 
inactivation of the enzyme may increase the shelf life of raw and un-blanched frozen vegetables. In order to inactivate 
the enzyme methods such as heating, lowering pH or aw or adding chemical additives (SO2) can be used; however, each 
of the above mentioned methods has a kind of shortcoming. Nowadays consumer's trend has been oriented to use fresh 
products or foods prepared by little process, therefore producers are interested in using alternative methods in order that 
increase the product’s shelf life.  

Materials and Methods: In this study the effect of natural essential oils (Golpar, Thyme and Clove oils) on peroxidase 
enzyme activity was investigated. Optimization of peroxidase enzyme inactivation under different variables (essential 
oils concentration, the time of enzyme activity, blanching time and temperature) was performed using response surface 
methodology.  

Results: The results showed that peroxidase activity of celery extracts was affected by all the studied oils and its 
activity was reduced. Optimum conditions for non-thermal inactivation of peroxidase enzyme of celery for different 
used oils were as: Golpar concentration 50 ppm, the time of enzyme activity 60 seconds, and enzyme activity 
(absorption) 0.467599; Thyme concentration 50 ppm, the time of enzyme activity 60 seconds and enzyme activity 
(absorption) 0.0523847; and clove oil concentration 50 ppm, the time of enzyme activity 60 seconds and enzyme 
activity (absorption) 0.120615.  

Conclusion: This study showed that essential oils have the ability to inhibit and inactivate peroxidase enzyme activity. 

Keywords: Essential oils, Anti oxidant, Peroxidase enzyme activity, Optimization, Response surface methodology  
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