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Abstract 
Background and Objectives: The brown snail is a major pest affecting citrus orchards in Iran. Using 

chemical pesticides can contaminate the air, water, and nearby crops. Due to the emergence of pest 

resistance to chemical toxins and their harmful and destructive effects on human health and the 

environment, one of the methods to control snails is to evaluate the activity and inhibition of their 

digestive enzymes. α-amylase and α-glucosidase enzymes are key enzymes in the digestive system, and 

their inhibition is crucial in biotechnology. Using natural sources as inhibitors for these two enzymes is 

a new goal due to fewer side effects than chemical inhibitors. The purpose of this study was to use the 

essential oils of thyme (Thymus vulgaris L.), lavender (Lavandula angustifolia Mill.), and marjoram 

(Origanum vulgare L.) plants from the mint family to inhibit these two enzymes of the digestive gland 

of the brown snail. 

Materials and Methods: In this study, α -amylase and α -glucosidase enzymes were extracted from brown 

citrus snails. The digestive glands were isolated from snails in starvation conditions. The enzyme extract 

was prepared after homogenization and centrifugation methods at 4 °C. Kinetic parameters and activity of 

α-amylase and α-glucosidase measured in the enzyme extract were measured. The total amount of proteins 

in the crude extract was measured by the Bradford method. The essential oil was prepared using a Clevenger 

apparatus. The activities and kinetic parameters of α-amylase and α-glucosidase enzymes in crude extract 

were measured in the presence of different concentrations of the essential oils of T. vulgaris, L. angustifolia 

and O. vulgare. α-amylase enzyme activity was measured according to Bernfeld's method at a fixed 

concentration of the starch solution, essential oils (0.1-6 mg/ml) and 250 µl of the enzyme extract. The total 

volume was 2.5 ml in each experiment. α-glucosidase enzyme activity was determined based on the method 

of Siegentaler and Low with a slight change. In each experiment, different amounts of the essential oils 

(0.25-5 mg/ml) were incubated with the enzyme extract (15 µl) and para-nitrophenyl alpha-di-

glucopyranoside (20 µl). The total volume was 200 µl.  

Results: The amount of protein in the crude enzyme extract was 0.2 mg/ml. The α-amylase activity was 

obtained at 0.278 U/ml, and the specific activity was 1.39 U/mg. The Km and Vmax values for α-amylase 

were measured as 0.13 mg/ml and 0.062 mg/ml/min, respectively. The α-glucosidase activity was obtained 

at 0.4 U/ml, and the specific activity was 2 U/mg. The IC50 values for the α-amylase in the presence of 

essential oils of T. vulgaris, and L. angustifolia., and O. vulgare were obtained at 2.462, 0.2816, and 0.114 
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mg/ml, and for α-glucosidase was obtained at 0.741, 2.036, and 1.668/ml, respectively. The GC-MS 

analysis found that the main constituents of the essential oils of T. vulgaris, L. angustifolia and O. vulgare 

were Carvacrol, D-Camphor, and Terpinene-4-ol, respectively. The essential oil of O. vulgare acted as an 

α-amylase inhibitor, and the thyme essential oil acted as an α-glucosidase inhibitor. Our experiments 

showed that the essential oil of L. angustifolia competitively inhibited the α-amylase. On the other hand, 

O. vulgare essential oil can act as an effective competitive inhibitor for the α-glucosidase. Therefore, 

compounds of D-Camphor and Terpineol, which are the main components of L. angustifolia and O. vulgare 

essential oils, are effective competitive inhibitors for α-amylase and α-glucosidase of the snail. 

Discussion: Citrus snail is one of the most significant pests of agricultural products, which damages all 

kinds of citrus cultivars in gardens and nurseries by feeding on leaves, stems, fruits, and tree bark. Iran's 

rich pharmaceutical plant flora contains diverse compounds, including volatile ones like essential oils, 

which can be explored for their medicinal, insecticidal, fungicidal, and other properties. According to the 

literature, the snails have more than 20 types of carbohydrases. α-amylase and glucosidase are key enzymes 

in carbohydrate digestion and metabolism in insects that hydrolyze starch and glycogen. Our results showed 

that essential oils of T. vulgaris, L. angustifolia and O. vulgare or their active components can be proposed 

as environmentally friendly, low-cost, and accessible sources for the production of effective inhibitors 

against α-amylase and α-glucosidase of brown citrus snail. 
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 چکیده

به سماو     هاآفتمروزه به دلیل پیدایش مقاومت ا  باشمد یم  ایقهوههای مرکبات شماال ایران حلزون باغیکی از آفات مهم  

میزان اتر  ارزیمابیآنهما    کنترلهمای یکی از راه ،بشممر ممت و میی  زیسممتلابمار و مرر  آنهما بر سممزیمانشممیایمایی و اترات 

گیری اتر اندازه  ،هدف از این مطالعه   رسممدبه نظر می  گلوکوزیداز-آمیلاز و آلفما-، آلفمایگوارشمم یهایمآنزها بر بازدارنده

ابتدا غده گوارشمی حلزون    باشمدمیین دو آنزیم ا  مهار از خانواده نعنائیان، برایآویشمن، اسمطوخدوس و مرزنگوش    اسمان 

چهار های هاوژنیزاسممیون و سممانتریفیوژ در دمای  عصمماره آنزیای به روشجداسممازی و از آن ای در حالت گرسممنگی  قهوه

 گیریاندازه آنزیای در عصماره  گلوکوزیداز-آمیلاز و آلفا-آلفاپارامترهای سمینتیکی و فعالیت    شمد  گراد تهیهدرجه سمانتی

 مجاورت گلوکوزیداز در  -و آلفاآمیلاز  -آلفافعالیت    به روش کلونجر انجا  شمد   از پودر خشم  هر سمه گیاه  گیریاسمان    شمد

 میزان پروتئین موجود در عصماره آنزیای اسمترراش شمده   ری شمدگیندازها  های مرتلفدر غلظت اسمان  هر ی  از گیاهان

  0/ 062لیتر و  میلیگر  در  میلی  13/0ترتیم   بمهآمیلاز -آلفمابرای   maxVو   mKمقمادیر  دسممت آممد لیتر بمهمیلیگر  در  میلی 2/0

های آویشن، اسطوخدوس  اسان مجاورت  در  آمیلاز  -آلفابرای     50ICمقادیر گیری شد   اندازهه  لیتر بر دقیقمیلیگر  در  میلی

،  741/0ترتیم   بمه    50ICگلوکوزیمداز  -آلفماو برای آنزیم  لیتر میلیگر  بر  میلی 114/0و   2816/0،  462/2ترتیم   بمهو مرزنگوش  

و   اسمطوخدوس ،اسمان  روغنی آویشمندسمت آمده نشمان داد که  هنتایج ب   مددسمت آهلیتر بمیلیگر  بر میلی 668/1و  036/2

عنوان منابع به  و ناوده  حلزون را مهمار  جداسممازی شممده از   زگلوکوزیدا-آمیلاز و آلفما-لفماآهای آنزیم  تواننمدمیمرزنگوش  

 قرار گیرند  توجهمورد خسارت به مرکبات کاهش دسترس برای قابل طبیعی، کم هزینه و 

  ، نعنائیانای مرکباتقهوه حلزون گلوکوزیداز، -، آلفاآمیلاز-آلفااسان  روغنی، : هاواژهکلید

 سید علی همتیدبیر تخصصی: دکتر 
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 4 .... در مجاورت  مرکبات یاحلزون قهوه ی غده گوارش دازیو گلوکوز  لازیآم-آلفا ی هامیآنز یهای ژگ یو  ی بررس: ی مهاجران و کاهکش  

 مقدمه 

مرکبات محصولات    1حلزون  آفات  مهمترین  از  یکی 

های مرکبات بوده که با تغذیه از برگ، ساقه، باغ و  کشاورزی  

درختان  پوست  و  باغ   میوه  در  مرکبات  ارقام  انواع  و  به  ها 

 ,Ahmadi & Halaji Sani)  کندها خسارت وارد مینهالستان 

آنز  . (2007 تریپسین،    یگوارش  یهامیمطالعه  )پروتئینازها، 

هضم و  برای درک مکانیسم    و لیپاز( آمیلاز  -آلفاکیموتریپسین،  

خود،   زیست  محیط  با  موجودات  سازگارشدن  چگونگی 

  ی و جذب مواد مغذ  ز یدرولی ه  یموجودات برا  ییتوانا  یابیارز

از    .مورد علاقه بسیاری از محققین می باشد ،ییغذا  میرژ  یاصل

هوا و آب را آلوده    توانند یم  ییایمیش   یهاکشآفت آنجا که  

استفاده    ،رندیقرار گ  محصولات کشاورزی  یرو  ماًیمستق  ایکنند  

طبیعیاز   می  ترکیبات  پیشنهاد  آفات  کنترل  آنزیم  شود.  برای 

به عنوان محور اصلی  طور عمومی  به   و گلوکوزیداز  آمیلاز-آلفا

ها  زیادی دارند. این آنزیمها اهمیت  در متابولیسم کربوهیدرات 

مورد توجه بوده    های جانوری، گیاهی و میکروبیدر میان شاخه 

باکتریو   و  قارچی، مخمرها  منابع  استخراج هستند   هااز   قابل 

(Gupta et al., 2003)  .  از تغذیه  آنجا که حلزون جهت  از 

از متابولیسم  نیاز دارد تا    آمیلاز- آلفامنابع غذایی خود به آنزیم  

ب  را  بهره  - آلفاهای  آنزیم  ،دست آورده کربوهیدراتها حداکثر 

آنزیمگلوکوزیداز  -آلفاو  آمیلاز   حلزون  از  برای  حیاتی  های 

کنند  یهایی که نشاسته را تجزیه ماکثر آنزیمشوند.  محسوب می

.  تعلق دارندآمیلاز -آلفاای به خانواده توالی اسید آمینه  اساسبر

خانواده   پیوند    هیدرولیز  سرعتآمیلاز  -آلفااعضای 

داده گلیکوزیدی   افزایش  قدری  به  میرا  که  را  اند  آنها  توان 

آنزیم مکانیسم  کارآمدترین  دانست.  شده  شناخته  های 

خانواده   در  جایگزینی   آمیلاز-آلفاکاتالیزگری  مکانیسم  یک 

باقیمانده کاتالیزوری در جایگاه فعال،  که    باشد.دوگانه می  دو 

اسید کاتالیزور  عنوان  به  اسید  به    /گلوتامیک  آسپارتات  و  باز 

 . (Ben et al., 2019) عنوان نوکلئوفیل حضور دارند 

 
1 Caucasotachea lencoranea 

2 Lamiacea 

های  توانند تجزیه دنباله ها میگلوکوزیداز  -آلفاهای  آنزیم

غیراحیا-آلفا انتهای  از  را  کاتالیز  کننده گلوکوزیل  سوبسترا  ی 

آلفا آزادسازی  باعث  و  شوند-کنند   & Withers)  گلوکز 

Aebersold, 1995).    ،اختصاصی عملکرد  به  توجه  با 

مالتوالیگوساکارید   ،مانند ساکارز  یگلوکوزیدازها سوبستراهای

آلفا پارانیتروفنیل  را-دی-و  می  گلوکوپیرانوزید    دهند ترجیح 

(Shen et al., 2015).   مهارکننده حاضر  حال  پر  در  های 

برای   میگلیتولگلوکوزیداز  -آلفامصرف  آکاربوز،  و   شامل 

ها آکاربوز بیشترین  باشند که از بین این مهارکننده وگلیبوز می

 (. Van de Laar et al., 2005; Kalra, 2014)  تاثیر را دارد

فرار  روغن  داشتن  علت  به  گیاهان  از  ها(  )اسانس   بسیاری 

در   بزرگی  و نقش  آفت   کشاورزی   کنندمی ایفا  ها  کنترل 

 (Rasouli et al., 2003 )  . موجود    ه ی ثانو   ی ها ت ی از متابول   ی ار ی بس

، آفات اهخواران ی در دفاع در برابر گ ها  از جمله اسانس   اهان ی در گ 

ب  عوامل  دارند ی مار ی و  نقش   ,Bennet & Wallsgrove)  زا 

1994; Mohadjerani & Tavakoli, 2015 ) مهمترین از   .

، چتریان، کاج، برگ 2توان به نعنائیانهای دارای اسانس می تیره 

  .گیاهان خانواده روزاسه، کاسنی و غیره اشاره کردبو و بعضی از  

اسانس م  فعال  اجزای  ترپنوئیدها همترین  شامل  گیاهی  های 

سزکویی  و  و  پروپانوئیدها  فنیل   ، ترپنوئیدها( )مونوترپنوئیدها 

هستند که در موارد  ترکیبات متفرقه از نیتروژن، سولفید و سیانیدها  

 ;Mirkazemi et al., 2010)  زیادی در پزشکی کاربرد دارند 

Machado et al., 2011 ) .   طور  به   گیاهان های روغنی  اسانس

به عنوان    و   شوند های خوراکی ایمن شناخته می کلی از افزودنی 

  با خواص داروها و ترکیبات شیمیایی  برای    بی خطر   جایگزینی

کرم   ضد  باکتری،  میکروب   و ضد  زیادی  اک   ، ضد  ربردهای 

 . ( Zarezadeh et al., 2014)   اند یافته 

روی برخی از آفات مهم محصولات کشاورزی  3آویشن

اسانس  سمیت  مثال  برای  است.  داشته  توجهی  قابل  سمیت 

سوسک  لوبیا،  سوسک  ذرت،  شپشه  روی  باغی  آویشن 

3Thymus vulgaris L.  
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) گرده است  ثبت شده  شته سیب  کلزا و   Ebadollahiخوار 

et al., 2018 های گیاهی به دلیل خواص دارویی (. این گونه

دارویی اهمیت  بیولوژیکی،  )   و   & Dauqanدارند 

Abdullah, 2017 انواع از  عمده  طور  به  آویشن  اسانس   .)

آن ترپن  ترین  فراوان  است.  شده  ساخته  از ها  مخلوطی  ها 

های لینالول، ژرانیول و های تیمول و کارواکرول، و الکل فنول 

باشند. تیمول به عنوان ترکیب اصلی اسانس ترپینئول می -آلفا 

ضد میکروب و ضد قارچ به   آویشن دارای خواص ضد کرم، 

 Mohadjeraniباشد )  ویژه بر روی قارچ آکتینیومیکوز می 

& Tavakoli, 2015اسطوخدوس نعنائیان   1(.  خانواده  از 

باشد و ترکیبات اصلی موجود در اسانس آن که به روش می 

-صنعتی معمولی استخراج شده است عبارتند از: ژرانیول، آلفا 

اس  لینالیل  کامفور،  بورنئول، پینن،  اورسالیک،  اسید  تات، 

و فلاونوئید  والربانیک  اسید  بوتریک،  اسید  لوتئولین،  های 

در ریشه لاتین به (. اسطوخدوس  Shahbazy, 2012لینالول )

خاصیت  امروزه  است.  ذکرشده  شوینده  و  تمیزکننده  معنای 

ترکیبات این گیاه   بخشینفخ و آرام   کنندگی، ضد  ضدعفونی

ا  شده  شناخته  (. Tavakoli et al., 2021)   ستدارویی 

نعنائیان گیاهی علفی واز خانواده  2مرزنگوش  چند ساله و   ی 

هایی است که این گیاه شامل مولکول  خودرو در ایران است. 

 فعالیت زیستی بر روی فیزیولوژی حیوان و متابولیسم آن دارد 

 (Hajipour et al., 2016 ) .  توصیف متعددی  مطالعات 

که  کرده ب اند  روغنی  گیاه ه اسانس  این  از  آمده  دست 

گستردهفعالیت  بیولوژیکی  ضد های  قارچ،  ضد  قبیل  از  ای 

حشره  دیابتی،  ضد  التهابی،  ضد  اکسیدانی،  آنتی  باکتریایی، 

می  نشان  را  سلولی  سمیت  و   & Ibáñez)   دهد کش 

Blázquez, 2017 ) .  

حلزون قهوه  مدیریت  در این پژوهش با توجه به اهمیت 

استان  در  مرکبات  از  ای  یکی  که  ایران  کشور  شمالی  های 

کانون اصلی  محسوب  ترین  کشور  در  مرکبات  کشت  های 

ویژگی گ می  بررسی  در  سعی  بیوشیمیایی  ردد،  - آلفا های 

 
1 Lavandula angustifolia Mill. 

گلوکوزیداز استخراج شده از غده گوارشی حلزون  و  آمیلاز  

مرور مطالعات انجام شده نشان    ت شده است. ای مرکبا قهوه

که می  مهارکننده   دهند  طراحی  در  استراتژی  های  اولین 

کشاورزی آفت  در  خصوصیات    شناسایی   ، ها  بیشتر  هرچه 

آنزیم  هدف   ی گوارش   های بیوشیمیایی  با    باشد. می   آفات 

آنزیم   وجود  بررسی  زمینه  در  که  زیادی  های  کارهای 

در   و  گوارشی  است  آفات  شده  انجام  تاکنون  حشرات 

اثر   با  رابطه  در  شناخته  گیاهان    اسانس   مخرب پژوهشی 

حلزون  وی  ر   وش گ مرزن   و   ، اسطوخدوس آویشن ای نظیر  شده

  Caucasotachea lencoranea Mousson  ، مرکبات 

 (Stylommatophora: Helicidae )    جهان و  ایران  در 

اسانس  لذا پژوهش حاضر با هدف معرفی    . نشده است انجام  

ترکیبات ایمن و سازگار با محیط    منبع   به عنوان   این گیاهان 

 .انجام شده است حلزون    آفت   زیست برای کنترل 

 

 ها مواد و روش 
 یاهیگ هایناونه  یآورجاع 

گ   یی هوا   ی ها اندام  آو   اهان ی از  و    شن ی مرزنگوش، 

مازندران استان  از  کشور  شمال  منطقه  در    اسطوخدوس 

بابلسر  ی روستاها )  بهار جمع آور   ( اطراف شهرستان    ی در فصل 

به منظور حفظ    د، ی اتاق و دور از نور خورش   ی سپس در دما   . شدند 

 یخانگ   اب ی خشک و توسط دستگاه آس   اهان، ی گ   ی اسانس  بات ی ترک 

قبل از استفاده به منظور   اه ی دست آمده از هر گ ه پودر شدند. پودر ب 

 شد.  ی گراد نگهدار ی درجه سانت   - 20  ی در دما   شتر، ی ب   ی ار دگ مان 

  (کلونجر ) با بخار آب    ر ی از روش تقط   ی اسانس روغن   ه ی ته   ی برا 

شد.  گ   60مقدار    استفاده  پودر  از  مطالعه   اه ی گرم  بالن    مورد  در 

  آب مقطر به آن اضافه شد.  تر ی ل ی ل یم   300شد و    خته ی ر   ی ا شه ی ش 

ساعت حرارت داده   3  حدود   از افزودن آب مقطر به مدت   پس 

در قسمت سرد کننده، سرد شده و در  ی شد. آب و اسانس روغن 

 یجداساز   ی مدت، برا   ن ی ا   ان ی شد. در پا   ی آور جمع   یی لوله انتها 

حلال هگزان اضافه شد.    تر ی ل ی ل ی م   5/0و استخراج اسانس مقدار 

2 Origanum vulgare L. 
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که آب   ی کردن از بخش قطب   ز ی ر شامل اسانس با سر   ی قطبر یفاز غ 

استفاده شد.    م یاز سولفات سد   ی ر ی آبگ   ی باشد، جدا شد. برا ی م 

ب  اسانس  بطره سپس  در  آمده  ت   ی ها ی دست  داخل   ره یکوچک 

  ی بعد   های ش ی گراد جهت آزما ی درجه سانت   4  ی و در دما   خچال ی 

عمل   . ( Miyazawa et al., 1998)   شد   ی نگهدار  راندمان 

آن  عدد  و تقسیم    بدست آمده   استخراج اسانس با توزین اسانس 

 وزن گیاه پودرشده به صورت درصد محاسبه شد.   ر ب 

اسان    لیتشک  بات یترک  نییتع بادهنده  دستگاه    ها 

 ی جرم یسنج ف یط-یگاز یکروماتوگراف

شناسا  یجداساز اسانس   باتیترک   ییو  در    ی هاموجود 

با  ه ب آمده  کروماتوگرافدست  از  سنج  فیط-یگاز  یاستفاده 

در   اهانیاستخراج شده از گ  یها از اسانس  کی  هرانجام شد.    یجرم

 باتیترک  نییتع  یمقدار ممکن از حلال متانول حل شده و برا  نیترکم

مشخصات    شد.  قیتزر  GC-Massدهنده به ستون دستگاه    لیتشک

 Agilent 5975C MSD coupled to an Aglient  :تگاهسد

7890A    ستون:وDB5(60m x 0.25mm I.d., film 

thickness 0.35µm)    هل  گازو سرعت  )  ومیحامل:  یک  با 

دقیقه( میلی بر  بد  یحرارت  یزیربرنامه   .باشدمی   لیتر    ن یستون 

دما انجام گرفت که در  برای درجه سانت  50  ی صورت    ی گراد 

گراد هفت درجه سانتی ثابت باشد و سپس با سرعت    قه یدق  چهار

  سد و دوباره با سرعت برگراد  سانتیدرجه    150  ی به دما  بر دقیقه 

گراد درجه سانتی  240 یبه دما گراد بر دقیقهپنج درجه سانتی

ا در  و  ن  نیبرسد  مدت    زیدما  برا  قهیدق  10به  بماند.    ی ثابت 

مقا  بات،یترک   ییشناسا ط  یجرم  فی ط  سه یاز  با    ی هاف یآنها 

  شد  ه استفاد  NIST, Wiley  یاکتابخانه   یهاموجود در داده 

  ها مورد مقایسه قرارگرفتدر اسانسآنها  و از نظر نوع و مقدار

(Miyazawa et al., 1998) . 

 استرراش عصاره آنزیای

آنزیمی،   عصاره  تهیه  مرکبات    از  هاحلزون برای  باغات 

شد و به مدت    یشهرستان بابلسر جمع آور  در  استان مازندران

روز   گرسنگی  سه  شرایط  را  تحت  خود  تا هضم  گرفتند  قرار 

پوسته  از  و  کنند  کردن   شان یهاکامل  جدا  از  پس  شوند.  آزاد 

وس به  گوارش  ز،یت  یچیق  کی  لهیصدف  انتها  یغده  در    ی که 

مارپ قرار گرفته  چیقسمت  ش بدن  با چند  جدا    یعمود  اریاست 

گوارشدیگرد غدد  هموژنا  ی.  دستگاه  از  استفاده  در   زریبا  و 

با آب مقطر سرد هموژن  ی چهار درجه سانت  یدما گراد همراه 

و به مدت  g 16000رعتسپس محلول هموژن شده با س  .دیگرد

.  دیگرد  وژیفیگراد سانتریدرجه سانت  چهار  ی در دما  قهیدق  15

  ی در دما  یمیبه عنوان منبع آنز  ییمرحله محلول رو  ن یبعد از ا

 ,.Bigham et al)  شد  ینگهدار   گرادیدرجه سانت  20  منهای

پروتئ  . (2011 آنزیمی    ن یمقدار  برادفورد  عصاره  روش  از 

از  شد  گیریدازه نا  .شداستفاده    BSAاستاندارد    ن یپروتئ  و 

در موجود  پروتئین  غده    20مقدار  حلزون گرم  با    گوارشی 

  از نمودار استاندارد آلبومین سرم گاو  های حاصلاستفاده از داده 

  (y = 61.257x + 0.3661; R² = 0.9921)  ،2/0  رم گمیلی

 شد.  محاسبهلیتر میلیدر 

 تهیه ناودار استاندارد مالتوز

  از محلول   میکرولیتر  40تا    10های آزمایش به مقدار  در لوله 

تا   لیتر آب مقطر(میلی  100گرم مالتوز در    8/1)  استاندارد مالتوز

  تر یکرولیم  500  سپس شد.    اضافهآب مقطر    تریکرولیم  500حجم  

در حمام آب گرم    قه یدق  پنجو به مدت    هضافا  DNSAمعرف  

نمونه   انکوبه شدند.گراد  یسانتدرجه    100  یدر دما تمام    هابه 

ها در  و سپس جذب نمونه   دیآب مقطر اضافه گرد  تریلیلیم  5/1

اندازه نانومتر    540 اسپکتروفتومتر   Pirian et)  شد   گیریدر 

al., 2018).    استفاده آب مقطر  میکرولیتر  500  ازشاهد  برای

تغ  شد. رسم  از  مالتوز  استاندارد  برابر    در  جذب  راتیینمودار 

 = y)    مده آدست  ه بمعادله    از   ورده شد.دست آه ب   غلظت مالتوز

= 0.994 2R0.0335 ;  –0.9015 X  ) مقدار    نییتع  یبرا

  سه  ی هر غلظتبرا  آزمایش  .شداستفاده    هاشیمالتوز درآزما

 تکرار شد. بار

 لازی آم-آلفا می آنز تیسنجش فعال

اندک آمیلاز  - آلفا   م ی آنز   ت ی فعال   سنجش  روش    به   ر یی تغ   ی با 

  یی در حجم نها   ی ر ی گ اندازه .  ( Bernfeld, 1955)   برنفلد انجام شد 

  تر ی کرول ی م   500  ، ی م ی آنز   ی ه نمون   تر ی کرول ی م   250شامل    تر ی ل ی ل ی م   2/ 5
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)نشاسته     pH= 4با    ورسال ی ون ی بافر    تر ی کرول ی م   750( و  % 1سوبسترا 

مخلوط واکنش به    . ( Britton & Robinson, 1931)   انجام شد 

  انکوباتور قرار گراد در  ی درجه سانت   40  ی دما   در   قه ی دق   15مدت  

  ی معرف رنگ   تر ی ل ی ل ی م   ک ی   ون ی داده شد. بعد از مدت زمان انکوباس 

DNSA    د ی اضافه گرد   نمونه به منظور متوقف کردن واکنش به هر  

در حمام آب جوش قرارداده شدند.  ها  همه نمونه   قه ی دق   5و به مدت  

ریخته    ت ی پل   در برداشته و    تر ی کرول ی م   300به اندازه  نمونه  سپس از هر  

نانومتر خوانده    540در    در ی ر   ت ی کروپل ی با دستگاه م ها  آن جذب    و 

  ی مخلوط شاهد برا محاسبه شد.    1از معادله    آمیلاز - آلفا فعالیت  شد.  

ه  بافر ب از  جذب نمونه مورد استفاده قرار گرفت که در آن    ح ی تصح 

 شد.   استفاده   م ی آنز   ی ا ج 

 =                   1معادله 
حجم کل× غلظت  مالتوز 

حجم آنزیم×زمان انکوباسیون 
 فعالیت آنزیم  

 دازی گلوکوز-آلفا می آنز تیسنجش فعال

روش گلوکوزیداز  -آلفا  میآنز  تیفعال  نییتع اساس    بر 

 یبا اندک   (Siegentaler, 1977; Low et al., 1986مرسوم )

ابتدا    اترییتغ شد.   65با    یمیآنز  یه نمون  تریکرولیم  15انجام 

و    (pH  =6  )  ورسالیون یبافر    تریکرولیم   تر یکرولیم  20مخلوط 

  د یمولار به آن اضافه گردیل یم  10( با غلظت  pNαGسوبسترا )

گراد انکوبه شد. واکنش  یدرجه سانت   40  ی در دما  قهیدق  15و  

  م یسد  تریکرول یم  100با افزودن    قه یدق  3ها پس از هر  در نمونه 

ها در دستگاه  و جذب نمونه   د ینرمال متوقف گرد  1  د یدروکسیه

موج    دریر  تیکروپلیم طول  اندازه   405در  شد.    یریگنانومتر 

درآزمون  یتمام ا  3ها  در  شد.  انجام    ی برا  شیآزما  ن یتکرار 

همه  از  آنزو    باتیترک   یشاهد  شد  میبدون  فعالیت  استفاده   .

معادله  گلوکوزیداز  -آلفاآنزیم   شد   2از    ب ی)ضر  محاسبه 

 2/0  ، حجم کل:  1  رقت:  بی ضرcm 1-mM  5/18-1:  یخاموش

  15برابر    می، حجم آنز  متریسانت   5/0  طول عبور نور:   لیتر،میلی

 .(میکرولیتر

 =      2معادله 
  ضریب رقت×حجم کل× تغییرات  جذب 

طول عبور نور ×حجم آنزیم×ضریب خاموشی 
 فعالیت آنزیم  

 
 

 آمیلاز-آلفا یکینت یس یپارامتر ها گیریاندازه 

سوبسترا  میآنز  یکینتیس  یهاپارامتر  ن ییتع  یبرا   ی ابتدا 

  ش یآزما  یها( در لوله تریکرولیم  500  -100)    ( درصد  1)نشاسته  

بافر  با   از  لازم    تر یکرول یم  250به   (=4pH)   ورسالیونیمقدار 

نها  دیاضافه گرد  یمیآنز  ینمونه    تر یلیلیم  5/2به    ییتا حجم 

  ی هادر بازه   .ندانکوبه شدگراد  یدرجه سانت  40  یدر دمابرسد و  

  . واکنش متوقف شد  DNSA  تریلی لیم  1  با   قه یدق  15تا    3  یزمان

.  نددر حمام آب جوش قرار گرفت  قهیدق  5به مدت    هانمونه   سپس

و  رسم    وبستراسرعت واکنش نسبت به غلظت س  راتییتغسپس  

سینتیکی پارامترهای  بدست    1برک -ورینویلانمودار    از  مقدار 

 .(Mohadjerani & Sanaei, 2022)  شد  آورده 

 دازی گلوکوز-آلفا یکینتیس یهاپارامتر  اندازه گیری 

ابتدا    ، م ی آنز   ی ک ی نت ی س   ی ها پارامتر   ن یی تع   ی برا 

مولار از سوبسترا  ی ل ی ( م 1,  0/ 8,  0/ 6,  0/ 4,  0/ 2)   ی ها غلظت 

 (pNαG )   تر ی کرول ی م   15  آنها   به   و   ه های نمونه ریخت در لوله  

  2اسیدیته برابر    با   بافر   از   مقداری   افزوده و   ی م ی آنز   ی نمونه 

  های لوله .  برسند   میکرولیتر   100  حجم   به   تا   شد   اضافه 

  ی شده   ذکر   های غلظت   از   یک   هر   در   واکنش   مخلوط 

  درجه   40  دمای   در   دقیقه   15  تا 3  زمانی   های بازه   در   سوبسترا 

  سدیم   میکرولیتر   100سپس   . شدند   ه انکوب   گراد سانتی 

  اضافه  ها لوله  به  واکنش  توقف  برای  نرمال  یک  هیدروکسید 

  405جذب در هر غلظت در طول موج   مقدار   تغییرات   و   د ش 

 . ( Bisswanger, 2017)   گیری شد اندازه نانومتر  

اسان  در مجاورت    لازی آم-آلفا  می آنز  تیسنجش فعال

 اسطوخدوس و مرزنگوش  شن،ی آو

  50به    1با نسبت    یمختلف اسانس روغن  یهاغلظت   ابتدا 

اتانول  حجم  ق یرق  ( %10)  در  در  و    500تا  100  ی هاشدند 

حجم  شنیآو  اه یگ  یبرا  تریکرولیم  تریکرولیم  50  تا10  یهاو 

مرزنگوش  یبرا و  ی  نمونه   تریکرولیم  250با    ،اسطوخدوس 

گراد انکوبه  ی درجه سانت 40  ی در دما قهیدق 10به مدت  یمیآنز

به   %1نشاسته  تریکرولی م 500و   ورسالیونیسپس بافر  .شد

1 Lineweaver-Burk 
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  ون یانکوباس  قهیدق  15و به مدت    دیاضافه گرد  های آزمایشلوله 

لوله    DNSAمحلول    تریلیلیم  1سپس    .صورت گرفت هر  به 

اضافه شد و در حمام آب جوش قرار گرفتند تا واکنش متوقف 

)حجم    آب مقطر به هر لوله   تری کرولیم  500شود. پس از افزودن  

در    آنها   جذب  مقدار   ها،و سرد شدن نمونه   لیتر(میلی  5/2کل  

موج    ,.Pirian et al)  شد  گیریاندازه نانومتر    540طول 

جذب بلانک از جذب  عدد  .  دتکرار ش  ربا  سه. هر تست  (2018

شد نمونه  کسر  مالتوز  و  ها  استاندارد  معادله  از  استفاده  عدد    با 

  ی درصد مهار برا   دارمق  و  تعیینمیانگین مالتوز در نمونه و کنترل  

 محاسبه شد. ( 3)معادله هر اسانس  

درصد  واکنش   ×  100           3معادله  =
میانگین  مالتوز  در  نمونه 

   میانگین  مالتوز  در  کنترل 

= درصد مهار     100 -درصد واکنش   

  در مجاورت   دازی گلوکوز-آلفا  می آنز  تیسنجش فعال

 اسطوخدوس و مرزنگوش  شن،ی اسان  آو

در اتانول    50به    1با نسبت    یمختلف اسانس روغن  یهاغلظت

رق(  10%) فسفات  بافر  حجم  قیو  در  و    14  تا2  یهاشدند 

  از   تریکرول یم  30  تا   5  یهاو حجم  شن یآو  اسانس   از   تریکرولیم

مرزنگوش  اسانس و  ی  نمونه   تریکرولیم  15با    ،اسطوخدوس 

گراد ی سانتدرجه    40  ی در دما  قه یدق  12تا    10به مدت    یمیآنز

  شد اضافه    (pNαG)سوبسترا    تر یکرولیم  20سپس    ند.انکوبه شد

مدت   به  نمونه   قه یدق  15و  شدندانکوبها  دوباره   100سپس  .  ه 

نرمال به هر لوله اضافه    یک  دی دروکسیه  میمحلول سد  تریکرولیم

  شد   گیریاندازه   نانومتر  405جذب در طول موج    مقدار   و   شد 

(Bigham et al., 2011)  تکرار انجام شد و    سه . هر تست با

از جذب   بلانک  نهاشد  مک   هانمونه جذب  ا  یی. حجم    ن یدر 

معادله    قیاز طر  میمهار آنز  درصد  باشد. یم  تریکرول یم  200تست  

 د. شورده در هر مرحله بدست آ  4

درصد  مهار  ×100                 4  معادله =
جذب  نمونه −جذب  کنترل 

جذب  کنترل 
 

 آمیلاز-آلفااتر آکاربوز بر 

آکاربوزمیلی  1/ 5محلول   حلال   تر یل ی ل یم   دو   در   مولار 

DMF    در حمام   وآب مقطر به آن اضافه    تری ل یل ی م   سهحل و

بررس د ش ل کامل قرار دادهحلاان  برای   کی اولتراسون   ی. جهت 

استفاده شد. پس   تر ی کرولی م   400تا   25  اثر آکاربوز از پنج حجم

افزودن    تریکرول ی م   500و    ی م ی آنز ی  نمونه   تر یکرول ی م   250از 

درجه   40  یدر دما   قهی دق   15ها به مدت  نمونه   ی تمام   % 1نشاسته  

انکوباس ی سانت  از  بعد  گرفتند.  قرار  انکوباتور  در  به   ونی گراد 

 پنجافزوده شد و به مدت    DNSA  تری ل   ی ل یم   یک ها  لوله   ی تمام 

 هانمونه  جذب  مقدار.  ند در حمام آب جوش قرار گرفت   قهی دق 

با   گیری واندازه نانومتر    540در طول موج    شدن  سرد  از  پس 

معادله   از  مهار  خط  استفاده  مالتوز درصد   در مورداستاندارد 

 .( Mohadjerani & Sanaei, 2022)  آکاربوز محاسبه شد

 دازی گلوکوز-آلفااتر آکاربوز بر 

بررس  حجم    ی جهت  پنج  آکاربوز    40  تا   2/ 5اثر 

  تر ی کرول ی م   15با سه تکرار انجام شد. پس از افزودن    تر ی کرول ی م 

سوبسترا    تر ی کرول ی م   20بافر به مقدار لازم و    ، ی م ی آنز ی  نمونه 

 (pNαG تمام مدت  نمونه   ی (  به  دما   قه ی دق   15ها    40  ی در 

سانت  انکوباتور  ی درجه  در  از    قرار گراد  بعد  گرفتند. 

سد   تر ی کرول ی م   100  ون ی انکوباس    1  د ی دروکس ی ه   م ی محلول 

متوقف شود.  تا واکنش  نمونه اضافه شد  به هر    سپس   نرمال 

موج  مقدار   طول  در  شد   405جذب  خوانده    نانومتر 

 (Yilmazer-Musa et al., 2012 )  . 

سینتیکیاندازه  پارامترهای  در آمیلاز  -آلفا  گیری 

 اسطوخدوس و مرزنگوش  شن،ی اسان  آو مجاورت

روغن   از  تر ی کرولی م   252  مقدار  اسانس   اه ی گ   ی استوک 

با    شن ی آو  و  -آلفا   ی م ی آنز   ی نمونه   تر ی کرولی م  250برداشته 

از محلول مختلف    یها انکوبه و حجم   قهیدق   پنجبه مدت  میلاز  آ 

به   بافر به حجم    هاآن نشاسته  با  رسانده   تر یل ی ل ی م   1/ 5اضافه و 

برا   . شد  واکنش  غلظت    ی مخلوط  زمان   پنج در    نشاستههر 

انکوبه گرد  به آن اضافه   DNSA  تری ل ی لی م   یکو    دی مختلف 

مدت   به  سپس  و  قرار   قه ی دق   پنج شد  جوش  آب  حمام  در 

تغ  بازه  راتیی گرفت.  تا   3  یزمان   یها جذب در هر غلظت در 

قرار گرفت.   ی نانومتر مورد بررس   540در طول موج    قهی دق   15

رسم   وبستراسرعت واکنش نسبت به غلظت س  راتیی تغ سپس  
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سینتیکی پارامترهای  مقدار  از   و  یک  هر  مختلف  مقادیر  در 

حجم .  شد   دست آورده هب برک  -ور ی نوی لا نمودار    از  هااسانس 

هر   ی روش برا   ن یباشد. ا ی م  تر ی ل ی ل ی م   2/ 5تست    ن ی در ا   یی نها 

روغن   سه  ا ی م   کسان ی   ی اسانس  با  حجم   نی باشد  که  تفاوت 

گ   یبرا  ی مصرف  و   تر یکرول ی م   27/ 6اسطوخدوس    اهیاسانس 

گ   یبرا  برداشته    1/11مرزنگوش    اه ی اسانس   دش میکرولیتر 

 (Mohadjerani & Sanaei, 2022 ). 

در    داز ی گلوکوز - آلفا   گیری پارامترهای سینتیکی اندازه 

 اسطوخدوس و مرزنگوش   شن، ی مجاورت اسان  آو 

روغن  تریکرولیم  شش  مقدار اسانس  استوک   اه یگ  یاز 

به  گلوکوزیداز  -آلفا  یمیآنز  ینمونه   تریکرول یم  15با    شنیآو

(  pNαGمختلف سوبسترا )  یهاغلظت انکوبه و    قه یدق  پنج مدت  

رسانده شد، در    تریکرولیم  100اضافه و با بافر به حجم    هاآن به  

  قهیدق  15تا  3  یزمان  یهاسوبسترا در بازه   یهاهرکدام از غلظت 

دما سانت  40  یدر  انکوبیدرجه  سپس  ه گراد    تر یکرولیم  100و 

  یی حجم نها)  واکنش متوقف شدو  ه  فزودا  د یدروکسیه  میسد

ا تغ(باشدیم  تریکرول یم  200تست    ن یدر  هر    رات یی.  در  جذب 

  نانومتر   405در طول موج    قهی دق  15تا    3  یزمان  یهاغلظت در بازه 

سپس  شد  ثبت  غلظت    راتییتغ.  به  نسبت  واکنش  سرعت 

و مقدار پارامترهای سینتیکی در مجاورت هر یک  رسم    وبستراس

اسانس آورده ه ببرک  - ورینویلانمودار    از  هااز    شد   دست 

(Kazzazi et al., 2014). 

 

 نتایج 
 ها اسان  عال استرراش بازده 

  100بازده اسانس روغنی استخراج شده از هر گیاه نسبت به  

، اسطوخدوس  1/ 93گرم پودر خشک گیاه محاسبه و برای آویشن  

 دست آورده شد. ه گرم ب   0/ 366و مرزنگوش برابر    0/ 111
گازی کروماتوگرافی  تیلیل  و  سنجی -تجزیه  طیف 

 GC-Massجرمی 

ب  نتایج  تحلیل  ه طبق  و  تجزیه  این  از  آمده  دست 

اسانس  از  هر یک  موجود در  استخراج شده  ترکیبات  های 

  1از گیاهان آویشن، اسطوخدوس و مرزنگوش در جدول  

ترکیب شیمیایی شناسایی    18جدول،  این  اند. در  ه آورده شد 

در   شده شده  داده  نشان  آویشن  گیاه  از  اسانس  که  اند 

می فراوان  آنها  تیمول  ترین  و  لینالول  کارواکرول،  به  توان 

به ترتیب    اشاره کرد  ،  42/ 99که هر کدام از این ترکیبات 

از اسانس استخراج   18/ 12و    21/ 85 شده را تشکیل  درصد 

ترکیب شناسایی    11دهند. در اسانس گیاه اسطوخدوس  می 

فرا  که  آنها  وان شده  میزان    کامفور - Dترین     % 69/ 85به 

ترکیب شیمیایی    20. در گیاه مرزنگوش نیز گیری شد نتیجه 

های  توان از ترکیب ها می ترین آن شناسایی شد که از فراوان 

ترپینن نام برد که به ترتیب  - ترپینن و آلفا - ترپینئول، گاما - 4

شده را  درصد از اسانس استخراج   14/ 69و    18/ 93،  32/ 97

 . دهند تشکیل می 

 آمیلاز-نتیجه سنجش فعالیت آنزیم آلفا

های آماده شده به روش  پس از ثبت تغییرات جذب نمونه 

آمیلاز در غلظت ثابت از نشاسته و با  -برنفلد فعالیت آنزیم آلفا

گیری شد. مقدار  استفاده از رسم نمودار استاندارد مالتوز اندازه 

   U/mgمقدار فعالیت ویژه آنزیمو   U/ml  278/0فعالیت آنزیم  

   شد.دست آورده به 39/1
 آمیلاز-های سینتیکی آنزیم آلفاگیری پارامتر اندازه 

آلفا  1نمودار   آنزیم  سینتیکی  حلزون  -رفتار  در  آمیلاز 

میقهوه  نشان  را  )لاینویورای  دوگانه  معکوس  نمودار  - دهد. 

غلظت   تغییرات  به  نسبت  واکنش  سرعت  اساس  بر  برک( 

آمیلاز برابر  -برای آنزیم آلفا  maxVسوبسترا رسم گردید. مقدار  

برای آن    mKلیتر در دقیقه و مقدار  گرم بر میلیمیلی  062/0با  

 لیتر بود. گرم بر میلیمیلی 13/0

 گلوکوزیداز-آلفاسنجش فعالیت آنزیم 

آنزیم   فعالیت  روش  -آلفاتعیین  اساس  بر  گلوکوزیداز 

ها انجام شد. فعالیت  سیگنلر و لوو با اندکی تغییر در آن روش 

(  pNαGگلوکوزیداز در غلظت ثابت از سوبسترا )-آنزیم آلفا

و فعالیت ویژه  U/ml  4/0  گیری و مقدار فعالیت آنزیماندازه 

شد.دست آورده به  U/mg 2 آن
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 گلوکوزیداز - سینتیکی آنزیم آلفا های  گیری پارامتر اندازه 

گلوکوزیداز حلزون  - رفتار سینتیکی آنزیم آلفا   2شکل 

می قهوه  نشان  را  لاینویور ای  نمودار  رسم  از  بعد  - دهد. 

مقدار   آلفا   maxVبرک  آنزیم  با  - برای  برابر  گلوکوزیداز 

مقدار  میلی   0/ 028 و  دقیقه  بر  مولار  میلی   mK  5 /1مولار 

 محاسبه شد. 
 

طیف  - وسیله کروماتوگرافی گازی به   شده از آویشن، اسطوخدوس و مرزنگوش استرراش   شده در اسان  ترکیبات شیایایی شناسایی   - 1ل  جدو 

 جرمی سنجی  

Table 1. Identified compounds in essential oils of Thymus vulgaris, Lavandula angustifolia and Origanum 

vulgare by GC/Mass 

Compound Value (%) 

Thymus vulgaris  Lavandula angustifolia  Origanum  vulgare  

Carvacrol 42.99 2.41 2.16 

Linalool 21.85 2.75  

Thymol 18.12  2.12 

Para-cymene 3.93   

D-camphor 2.86 69.85  

Caryophyllene 1.78  1.73 

Thymyl methyl ether 1.75   

Gamma-terpinene 1.61  18.93 

Caryophyllene oxide 0.70   

Linalool oxide 0.61   

Alpha-pinene 0.56   

Sepathulenol 0.50  0.57 

Cis-linaloloxide 0.49   

1,8-cineole 0.48   

Terpinene-4-ol 0.42  32.97 

Beta-myrcene 0.38  0.59 

Alpha-terpinene 0.38  14.69 

Aromadendrene 0.35   

Beta-eudesmol  4.96  

Ortho-acetyl-para-cresol  2.52  

Borneol  2.27  

Beta-ocimene  2.22  

Alloaromadendrene  1.69  

Cuminaldehyde  1.54  

Camphene  1.01  

1R-alpha-pinene  0.78  

(+)-4-carene   5.94 

Alpha-terpineol   4.82 

Cis-beta-terpineol   4.13 

Beta-phellandrene   2.75 

Beta-thujene   2.29 

1R-alpha-pinene   2.06 

Trans-para-2-menthen   1.60 

Dihydrocarveol   1.25 

Linalyl anthranilate   0.80 

Bicyclogermacrene   0.69 

Alpha-phellandrene   0.62 

(z)-piperitol   0.53 
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بررسی اتر اسان  روغنی گیاهان آویشن، اسطوخدوس  

 آمیلاز - و مرزنگوش بر آلفا 

انکوبه شدن با اسانس روغنی هر یک  فعالیت آنزیم پس از  

اندازه  گیاهان  مقدار  از  کاهش  با  که  آنزیم  مهار  و  شد  گیری 

به  نتایج  و  قرار گرفت  بود مورد سنجش  صورت  جذب همراه 

 .(3)شکل درصد مهار محاسبه و با رسم نمودار گزارش شد

معادله خط  به  توجه  نموداربا  در    50ICمقادیر    3های شکل  ها 

آ آنزیم  آویشن،  -لفابرای  اسانس  مجاورت  در  آمیلاز 

 0/ 114و   2816/0،    462/2اسطوخدوس و مرزنگوش به ترتیب  

گیری شد. بنابراین اسانس مرزنگوش لیتر نتیجه گرم بر میلیمیلی

 تاثیر بیشتری بر آنزیم نشان داده است.

بررسی اتر اسان  روغنی گیاهان آویشن، اسطوخدوس  

 گلوکوزیداز - آلفا و مرزنگوش بر  

از   یک  هر  روغنی  اسانس  مجاورت  در  آنزیم  فعالیت 

ای از غلظت بررسی شد و مهار آنزیم که با  گیاهان در دامنه 

کاهش مقدار جذب همراه بود مورد سنجش قرار گرفت و  

با رسم نمودار نشان   نتایج به صورت درصد مهار محاسبه و 

 (. 4داده شد )شکل 
 

 
 ؛ نشاسته( S )آمیلاز-آلفارفتار سینتیکی  دهنده نشان ،برک- لاینویورناودار  -1 شکل 

Figure 1. The Lineweaver-Burk plot for the kinetic behavior of alpha-amylase. (S; starch) 

 

 

 زید( پیرانوگلوکو-دی-؛ پارانیتروفنیل آلفاS)  گلوکوزیداز-رفتار سینتیکی آنزیم آلفابرک برای -لاینویورناودار  -2شکل 

Figure 2. The Lineweaver-Burk plot for the kinetic behavior of alpha-glucosidase enzyme, (S; 4-nitrophenyl 

α-D-glucopyranoside) 
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    50ICمقادیر    4های شکل  با بررسی معادله خط در نمودار

ترتیب   به  مرزنگوش  و  اسطوخدوس  آویشن،  اسانس  برای 

لیتر محاسبه شد که  گرم بر میلی میلی 668/1و   036/2،   741/0

دست آمده اسانس آویشن اثر بیشتری  با توجه به این مقادیر به 

 است.گلوکوزیداز نشان داده -برای مهار آنزیم آلفا

آنزیم  بر  آکاربوز  اتر  آلفا - آلفا های  بررسی  و  - آمیلاز 

 گلوکوزیداز 

حلال   از  آکاربوز  کردن  حل  شد.    DMFبرای  استفاده 

آلفاآنزیم آلفا-های  و  غلظت - آمیلاز  با  های  گلوکوزیداز 

گیری و نتایج  مختلف آکاربوز انکوبه شدند و مهار آنزیم اندازه 

 .(5به صورت درصد مهار گزارش گردید )شکل 

- آلفا   50ICمقادیر    5ای شکل  با توجه به معادله خط در نموداره 

گلوکوزیداز در مجاورت آکاربوز به ترتیب برابر با  - میلاز و آلفا آ 

لیتر محاسبه شد. باتوجه به این  گرم بر میلی میلی  0/ 0084و   0/ 0115

آمیلاز  - مقادیر، تاثیر آکاربوز بر آنزیم آلفا گلوزیداز بیشتر از آلفا 

سایر مطالعات هم گزارش  بوده است. اما به هر حال همانطور که در  

 شده است بر روی هر دو آنزیم اثر بازدارندگی دارد. 

آمیلاز در مجاورت -بررسی رفتار سینتیکی آنزیم آلفا

 اسان  روغنی آویشن، اسطوخدوس و مرزنگوش 

به  منظور  در  به  آنزیم  سینتیکی  پارامترهای  آوردن  دست 

ترا  های مختلف سوبسهای مختلف انکوباسیون و در غلظتزمان

اندازه  اساس  انجام گیریبر  لاینویورهای  نمودار  برک    -شده 

 نشان داده شده است.  6برای هر گیاه رسم و در شکل 

معادله خط  کمک  به به  مقادیر  های  آمده    maxVو    mKدست 

روغنی   اسانس  مجاورت  در  آنزیم  اسانس،  بدون  آنزیم  برای 

اسطوخدوس؛ آنزیم آویشن؛ آنزیم در مجاورت اسانس روغنی  

در مجاورت اسانس روغنی مرزنگوش محاسبه گردید. با توجه  

  به این که هم شیب و هم عرض از مبدا و هم طول از مبدا در 

تغییر  تنها گیاهان آویشن و مرزنگوش نسبت به آنزیم    مجاورت

دهد که این گیاهان با  نشان می  2کرده است،  نتایج در جدول  

یق مکانیسم مهار مختلط و غیر رقابتی  آمیلاز از طر-آنزیم آلفا

 mKدهند. در مورد اسانس اسطوخدوس افزایش  کنش میمیان

( مکانیسم مهار در مورد این  0.05 P <)  maxVو عدم تغییر در  

 گیری شد. گیاه از نوع رقابتی نتیجه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   (c)مرزنگوش ( وb) اسطوخدوس(،  a) آویشن :به وسیله روغن اسانسی آمیلاز -آلفاآنزیم مهار  ترا -3شکل 
Figure 3. The inhibition effect on the alpha amylase by the essential oils of: (a) Thymus.vulgaris (T.vEO); (b) 

Lavandula.angustifolia (L.aEO); (c) Origanum.vulgare (O.vEO) 
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 (  c( ومرزنگوش)b(، اسطوخدوس)aآویشن) به وسیله روغن اسانسی: آمیلاز -آلفامهار آنزیم  اتر -4شکل 
Figure 4. The inhibition effect on the alpha glucosidase enzyme by the essential oils of: (a) Thymus.vulgaris 

(T.vEO); (b) Lavandula.angustifolia (L.aEO); (c) Origanum.vulgare (O.vEO) 

 

 گلوکوزیداز  -آلفاآنزیم  (b)و    لازآمی-آنزیم آلفا  :(a)هاآکاربوز بر آنزیم مهارکنندگی اتر -5ل شک 

Figure 5. The inhibitory effect of acarbose on the enzymes: (a) alpha-amylase; (b) alpha-glucosidase 
 

گلوکوزیداز در مجاورت  -بررسی سینتی  آنزیم آلفا

 آویشن، اسطوخدوس و مرزنگوش اسان  روغنی 

به  منظور  لاینویور به  نمودار  آوردن  در  - دست  برک 

غلظت زمان  در  و  انکوباسیون  مختلف  مختلف  های  های 

گیری  اندازه  شکل  سوبسترا  در  و  انجام  داده    7ها  نشان 

 اند. شده 
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 در توجه به این که در مجاورت اسانس گیاه اسطوخدوس کاهش  

mK    وmaxV    گیری کرد که  توان نتیجه ( می 2مشاهده شد )جدول
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گلوکوزیداز از طریق مکانیسم مهار نارقابتی  - این گیاه با آنزیم آلفا 

دهد. در رابطه با گیاهان آویشن و مرزنگوش تغییر  کنش می میان 

mK    و تغییر جزیی درmaxV   (> 0.05 P  نشان داد که مکانیسم مهار )

 باشد. ز نوع رقابتی می در این دو گیاه ا 

 
 بیث

های کلیدی در هضم  آنزیم   عنوان به   آمیلاز وگلوکوزیداز - آلفا 

توانند  اند که می ها شناخته شده و متابولیسم کربوهیدرات در حشره 

هیدرولیز  را  گلیکوژن  و  انجام   نشاسته  مطالعات  طبق  شده  نمایند. 

های  ای از آنزیم گستره دارای  1داران چشم های راسته ستون حلزون 

  20که بیش از  طوری گوارشی مخصوصا کربوهیدرازها هستند. به 

از   مجاری گوارشی خانواده حلزون    30نوع  که در  آنزیمی  نوع 

وجود دارند، جزء    ( Stylommatophora: Helicidaeای) قهوه 

 (.  Barker, 2004)  کربوهیدرازها می باشند 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  سیاه )    (  c( ومرزنگوش) b(، اسطوخدوس) aآویشن)    در مجاورت اسان  آمیلاز  - آلفا برک برای رفتار سینتیکی آنزیم    - ناودار لاینویور   - 6شکل  

 انکوبه شده با اسان (    خاکستری برای بدون اسان  و  
Figure 6. Lineweaver-Burk graph for the kinetic behavior of alpha-amylase enzyme in the vicinity of the 

essential oil of (a) Thymus vulgaris; (b) Lavandula angustifolia; C) Origanum vulgare (Black: without EO and 

Gray: with EO). 
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آلفا آنزیم  پژوهش  این  غده  -در  از  گلوکوزیداز  و  آمیلاز 

قهوه  حلزون  گرفت.  گوارشی  قرار  مطالعه  مورد  مرکبات  ای 

آلفا  maxV  و  mK  مقدار آنزیم  ترتیب  -برای  به   13/0آمیلاز 

میلیمیلی بر  و  گرم  بر  میلی  062/0لیتر  دقیقه  میلیگرم  در  لیتر 

آنزیم  به  این  فعالیت  مقدار  همچنین  آمد،  واحد    278/0دست 

واحد آنزیمی بر    39/1لیتر و مقدار فعالیت ویژه  آنزیمی بر میلی

  در  آمیلاز -آلفا  گوارشی  آنزیم  گرم پروتئین گزارش شد.میلی

 D. (Lepidoptera: Saturniidae)  هندی،  ابریشم  کرم  لارو

Antheraea mylitta،   آمونیوم،   سولفات  روش  به  

  ثابت   مقدار.  شد  استخراج  فیلتراسیون  ژل  با  سپس  و  گیریرسوب

  دوتایی   نمودار   رسم   طریق   از (  mK=0/ 113)   منتن - میکائیلس 

  سوبسترای   مجاورت   در   آمیلاز - آلفا   برای   برک - لاینویور   معکوس 

  در   . ( (Nagaraju & Abraham, 1995  شد   گیری اندازه   نشاسته 

  مگس   گونه   دو   از   آمیلاز - آلفا   آنزیم   قبلی،   مطالعات 

Drosophila virilis S. (Diptera: Drosophilidae)   و   

Drosophila repleta W.   پارامترهای   مقدار   و   شده   استخراج  

  14-  46 و  0/ 06 حدود  در  ترتیب  به  maxV و  mK  آنزیم،  سینتیکی 

  ترتیب   این   است. به  شده   گزارش  پروتئین   گرم میلی   بر   آنزیم   واحد 

  حشره   این   مختلف   های گونه   برای   آنزیم  سینتیکی   پارامترهای   مقدار 

   . شد   آورده   بدست   متفاوت 

 

 

 

 

 

 

 

سینتیکی  برک    -لاینویورناودار    -7شکل   رفتار  اسان گلوکوزیداز  -آلفاآنزیم  برای  مجاورت  اسطوخدوس)aآویشن)    در   ،)bو  ) 

   انکوبه شده با اسان ( خاکستریبرای بدون اسان  و  سیاه )  (  cمرزنگوش)
Figure 7. Lineweaver-Burke graph for the kinetic behavior of alpha-glucosidase enzyme in the vicinity of the 

essential oil of (a) Thymus vulgaris; (b) Lavandula angustifolia; (C) Origanum vulgare (Black: without EO and 

Gray: with EO). 
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  در   آمیلاز   سینتیکی   پارامترهای   مقدار   مقایسه   و   بررسی   از 

  در .  است   شده   گزارش   متفاوتی   مقادیر   مختلف   های گونه 

  گلیکوژن   نشاسته،   نظیر   رفته   بکار   سوبسترای   نوع   به   بسته   ها آزمایش 

  است،   آمده   بدست   متفاوت   ها گیری اندازه   نتایج  آمیلوپکتین،   یا   و 

  باشند  نمی   بینی  پیش   قابل   مختلف   های گونه   برای   که طوری به 

 (Prigent et al., 1998 ).   با   هم   گلوکوزیداز - آلفا   آنزیم   برای  

  بسیار   mK  مقدار   ها، سنجش   در   رفته   بکار   سوبسترای   نوع   به   توجه 

  برای   maxV  و   mK  مقدار   حاضر   مطالعه   در .  است شده   گزارش   متنوع 

  0/ 028  و   مولار میلی   1/ 5  ترتیب   به   گلوکوزیداز - آلفا   آنزیم 

  پارانیتروفنیل )   سوبسترایش   برای   آنزیم   فعالیت   و   دقیقه   بر   مولار میلی 

  و   لیتر میلی   هر   در   آنزیمی   واحد  0/ 4(  گلوکوپیرانوزید - دی - آلفا 

  آنزیمی   عصاره   گرم میلی   هر   در   آنزیمی   واحد   2 آن   ویژه   فعالیت 

  جداسازی   از   پس   آنزیم   این   برای   دیگری   مطالعه   در   اما .  شد   محاسبه 

  سوبسترا،   همان   با   ای قهوه   حلزون   گوارشی   غده   از   آنزیمی   عصاره 

  بر   مولار میلی   0/ 11  برابر   maxV  و   مولار میلی   9/ 84  برابر   mK  مقدار 

  گذشته   مطالعات   در (.  Bigham et al., 2011) شد   گزارش   دقیقه 

گندم    گلوکوزیداز - آلفا   برای   mK  مقدار   Eurygasterسن 

integriceps P. (Hemiptera: Scutelleridae)     با برابر 

مولار بر دقیقه  میلی   1/ 844برابر با    maxVمولار و مقدار  میلی   11/ 22

گزارش شده است که مقدار هر دو پارامتر بیشتر از مقادیری است  

دست آمد. اما از طرفی در مطالعه دیگری  که در پژوهش حاضر به 

پسته   سبز  حشره  آفت   .Brachynema germarii Kروی 

 )Hemiptera: Pentatomidae(   خانواده سن بدبو از  و    1های 

ب  نیم متعلق  راسته  آلفا   maxVو    mKمقادیر    2بالان ه  آنزیم  - برای 

با  گ  برابر  ترتیب  به  و  میلی   2/ 075لوکوزیداز    0/ 0361مولار 

به میلی  مقادیر  به  که  شده  گزارش  دقیقه  بر  ما  مولار  آمده  دست 

 ( است    (. Kazzazi, 2007; Shirai et al., 2008نزدیک 

 .Limicolaria flammea Mهمینطور در شیره گوارشی حلزون 

(Stylommatophora: Achatinidae)    خانواده از 

Achatinidae   داران مقدار متعلق به راسته ستون چشم  mK   و  maxV  

گرم بر دقیقه برای  میلی   0/ 51 لیتر و گرم بر میلی میلی   2/ 17به ترتیب  

 .( Justin et al., 2014این آنزیم گزارش شده است ) 

 
  های روغنیاسان   مجاورتدر  شده  دست آورده ه ب گلوکوزیداز  -آلفا  وآمیلاز  -آلفاای  ههای سینتیکی آنزیمپارامترمقدار  مقایسه    -2جدول  

 مورد مطالعه
Table 2. Comparison of kinetic parameters of the alpha-amylase and glucosidase enzymes in the presence of 

the essential oils 

Type of Inhibition Vmax ((mg/ml)/min) Km (mg/ml)   

α-amylase 

 

 

 

 0.062 0.13 - EO 

Noncompetitive & Mixed 0.021 0.104 +TvEO  

Competitive 0.057 1.848 +LaEO 

Noncompetitive & Mixed 0.028 0.327 +OvEO 

 α-glucosidase 

 - 0.028 1.5 No EO 

Competitive 0.019 0.632 +TvEO 

Uncompetitive 0.013 0.898 +LaEO 

Competitive 0.021 3.7 +OvEO 

 - EO: without essential oil; T.v: Thymus vulgaris; L.a: Lavendula angustifolia; O.v: Origanum vulgare. 

 
1 Pentatomidae 2 Hemiptera 
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  واکنش   سرعت  در  تغییر  باعث   که   عواملی  مهمترین

  واکنش،   محصول  آنزیم،  سوبسترا،:  از  عبارتند  گرددمی

 هایبررسی  که  همانطور .  حرارت  و   یونی  قدرت  ها،مهارکننده 

  بسیار   حشرات   در  ها آنزیم فعالیت  سطح   دهند می  نشان   ذکرشده 

  که طوریبه   .است  آنها   غذایی  رژیم  به  وابسته  حالعین در  و   متنوع

  در   توجهی  قابل  افزایش  نشاسته  از   غنی  غذایی  رژیم  با  حشرات

  (. Bigham et al., 2011)  دندهمی  نشان  آمیلاز  آنزیم  عملکرد

اسانسای  مطالعهدر   ایرانی  آویشن  گونه  و  ده  شده  گیری 

آویشن   مقاله  این  در  گرفت.  قرار  مقایسه  مورد  آنها  محتوای 

شد   تقسیم  گروه  چهار  به  و  ایرانی  تیمول  میان  این  از  که 

کیفیت   کننده  تعیین  اصلی  دهنده  تشکیل  اجزای  کارواکرول 

شد گزارش  آویشن  طی  (.  Tohidi et al., 2017)  گونه 

تحقیقات انجام شده بر روی اسانس روغنی گیاه آویشن مشاهده  

که   طترکیب    30شد  از  استفاده  -یجرم  یسنج  فیبا 

را    %100که    شدند   ییشناسا  یگاز  یروماتوگرافک  اسانس 

( %2/46دست آمده شامل تیمول )ه دهند. اجزا اصلی بتشکیل می

( ترپینن  گاما   ،1/14%  ،  )p-( )%9/9سیمن  لینالول   ،  )4%  ،  )

( بودند که  %8/2توژن )-( و آلفا%3پینن )-( ، آلفا%5/3میرسین )

)  درصد بیشترین جز تشکیل دهنده گزارش شد    2/46تیمول با  

Ozcan & Chalchat, 2004) .  طرفی که   از  شده   گزارش 

آلفا دارای  اردبیل  باغی  آویشن  آلفا-اسانس  و  ترپینن  -پینن 

برابر  به  می  29/0و    72/0ترتیب  کارواکرول،  د.  باشدرصد 

منوترپنوئید غیرحلقوی و لینالول و تیمول از ترپنوئیدهای فنولی  

حشره تایید باکتریایی و ضداکسیدانی، ضد دارای خواص آنتی 

( هستند  بر   .(Dauqan & Abdullah, 2017شده    علاوه 

از مناطق مختلف نوع ترکیباتی که در اسانس یک گیاه    مقدار،

شود که احتمالا به دلیل  هایی دیده میشود تفاوت گزارش می

تغییرات عوامل فصلی و جغرافیایی و محتوای ژنتیکی گیاهان و  

آ زیستی  اسانس نهمرحله  استخراج  روش  و  اثرات    باشد.ها  ا 

اسانس  عمده  زیستی  ترکیبات  با  مستقیمی  ارتباط  گیاهی  های 

اسانس  این  در  اثرات  موجود  و  اجزا    افزاییهمها  سایر  با  آنها 

باغیارد.  د آویشن  ضدقارچی،  اسانس  خاصیت  بر  با   علاوه 

توانست  برمیکرولیتر   86/25غلظت   جمعیت    50لیتر  درصد 

غلات آور  زیان   .Rhyzopertha dominica Fسوسک 

(Coleoptera: Bostrichidae)    ببرد بین  از  را 

(Ebadollahi et al., 2018  .)  در تحقیقاتی که بر روی اسانس

گرم پودر گیاه حدود   100اسطوخدوس انجام شد از هر  گیاه  

ب میلی  4/0 اسانس خالص    18دست آمد که در آن جمعا  ه لیتر 

که   گردید  شناسایی  را    8/80ترکیب  اسانس  کل  از  درصد 

- 8و1  :دند و مهمترین ترکیبات به ترتیب عبارتند ازتشکیل دا

میزان  س به  میزان    ،درصد  29ینئول  به    ، درصد  1/28کافور 

درصد. کافور    4/8درصد و کریپتون به میزان    5/14زوبورنئول  ای

از مهمترین ترکیبات اسطوخدوس است که هم در اسانس کامل 

به میزان   درصد و در عرق   4درصد، در اسانس ساقه    20گیاه 

گیاه   دارد  28کامل  وجود  در  .  (Shahbazy, 2012)درصد 

گیاه    11،  1جدول   اسانس  در  شده  شناسایی  ترکیب 

ترین ترکیب  کافور فراوان-اند که دی اسطوخدوس آورده شده 

جمله   از  حشرات  برای  سمیت  و  ضدمیکروبی  خواص  با 

در  (.  Fu et al., 2015باشد )سوسک، پشه و مورچه قرمز می

، تحقیقات انجام شده بر روی اسانس روغنی دو گیاه  2017سال  

استفاده از با    بیترک   77وش و پونه کوهی نشان داد که  گمرزن

  شدند که   ییشناسا  یگاز  یکروماتوگراف -یجرم   یسنج  فیط

.  نددهل مییشکتها را  از کل اسانس  %4/99  و  %3/97  ترتیببه 

 و(  52/15  ±  02/0%)  سیمن-p  ،(  42/60  ±  07/0%کارواکرول )

  اسانس روغنی در    ی اصل  باتترکی(  19/5  ±  02/0)  ننیترپ-گاما

  سینئول -8و1 یادیز ریکه مقادیبودند، در حال یپونه کوه اه یگ

  نول یترپ- آلفا  و(  05/13±04/0)  نالول لی  ،  (59/ 85/0±59)

  شد   افت ی  وشگمرزن  گیاه   کل  اسانس   صد در( در3/ 10/0±36)

(Ibáñez & Blázquez, 2017) .    تیمول و لینالول دو ترکیب

ضد   واصخ  علاوه بر  ،اسانس روغنی گیاه مرزنگوش  در  اصلی

مهار  همچنین  قارچی  ضد  و  برای  کننده میکروبی  قوی  ای 

  ن یکول   لیاست،  دازیگلوکوز-آلفاو    آمیلاز-آلفاهای  آنزیم

  . (Sarikurkcu et al., 2015)  ندشدعرفی  م  نازیروزیت  و  استراز

ترکیب    20دست آمده توسط محققین دیگر، تعداد  طبق نتایج به 
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از   که  شد  شناسایی  مرزنگوش  گیاه  اسانس  در  شیمیایی 

ترپینول، با خاصیت  -4های  توان به ترکیب ترین آنها می فراوان

گاما آلفا-ضدقارچی،  و  که  -ترپینن  اثرات  ترپینن  دارای 

باکتریضد  روی  همچنمیکروبی  منفی  و  مثبت  گرم  ین  های 

ضد  )هستند    قارچیاثرات  کرد  (.  An et al., 2019اشاره 

اسانس شناسایی شده در  اصلی  شامل:    نعنای وحشی  ترکیبات 

پولگون    ،پیپریتون اکسید-ترانس  ،منتون  ،لینالول  ،سینئول-8و1

اکسید    و آن پیپریتنون  بین  از  که  است  شده  ها  گزارش 

اکسیژنه  مونوترپن  آنتی   همهای  هم  و    داشته  اکسیدانیخواص 

 Asghari et)هستند    های مهممهار برخی آنزیمعامل اصلی  

al., 2018) .   نتیجه دیگر  گزارشی  که  در  شده  اسانس  گیری 

این  ج و عصاره متانولی استخراگیاه مرزنگوش  روغنی   از  شده 

- آلفاگیاه پتانسیل بالایی برای تخریب جایگاه نشاسته در آنزیم  

دادند  آمیلاز نشان  فعالیت    .(Béjaoui et al., 2013)  را 

از  استخراج گلوکوزیداز  -آلفاو    آمیلاز -آلفاای  هآنزیم شده 

شد و    تیماراسانس روغنی هر یک از گیاهان    ای با حلزون قهوه 

آنزی مقدار جذب  ممهار  کاهش  با  شدها  مطالعه   .قطعی  نتایج 

آنزیم    حاضر شرایط    آمیلاز -آلفابرای  در  گلوکوزیداز  و 

با   و  گیاه   اسانسانکوباسیون  اسطوخدوس  آویشن،  های 

داد مرزنگوش   غلظت    نشان  در  آویشن  گیاه  اسانس   8/4که 

فعالیت آنزیم را مهار  درصد    94لیتر توانست تا  گرم بر میلیمیلی

های مرزنگوش و اسطوخدوس در  اسانس گیاه همچنین،    .کند

میلی میلی  5/0غلظت   بر  ترتیب  گرم  به  درصد    90و    78لیتر 

اسانس گیاه  از سوی دیگر،   .را مهار کردند  آمیلاز-آلفافعالیت  

درصد    80لیتر توانست تا  گرم بر میلیمیلی   7/1آویشن در غلظت  

آنزیم   کندگلوکوزیداز  -اآلففعالیت  مهار  گیاه    . را  اسانس 

لیتر و اسطوخدوس  گرم بر میلی میلی   5/2مرزنگوش در غلظت  

درصد    83و    87لیتر به ترتیب  گرم بر میلی میلی  8/3در غلظت  

های  نتایج آزمایش   .کاهش دادندرا  گلوکوزیداز  -آلفافعالیت  

غده    آمیلاز-آلفاما نشان داد که اسانس گیاه اسطوخدوس آنزیم  

مها رقابتی  صورت  به  را  حلزون  طرفی می  رگوارشی  از  کند. 

گلوکوزیداز  -آلفاتواند برای آنزیم  اسانس گیاه مرزنگوش می

بنابراین   آن عمل کند.  بربه عنوان یک مهارکننده رقابتی موثر  

ترپینئول  کافور  -Dهای  ترکیب اجزای  که  و  اسانس  از  اصلی 

عنوان  توانند  می   ،هستند  مرزنگوشو  اسطوخدوس   به 

برای  مهارکننده  موثر  رقابتی  - آلفاو    آمیلاز -آلفاهای 

 ند. و شگیری نتیجه در این تحقیق  حلزون گلوکوزیداز 

در اسانس روغنی گیاهان مورد مطالعه ما تعداد محدودی از  

همین  احتمالا    بنابراین .ندشناسایی شد  با محتوای بالا  ترکیبات

آمیلاز  -آلفاهای  عامل اصلی در مهار آنزیمتوانند  میترکیبات  

آنزیم  باشند،  گلوکوزیداز-آلفاو   از  دو  هر  در  که  مهم  های 

قهوه  حلزون  گوارشی  هستندسیستم  مرکبات  نشان    .ای  نتایج 

که مرزنگوش  دادند  گیاه  روغنی  می  و  اسانس  توانند  آویشن 

مهارکننده ترتیب  به  عنوان  آنزیم   آمیلاز-آلفاآنزیم    هایبه  و 

به اینکه   .عمل نمایندگلوکوزیداز  -آلفا باتوجه    به طور کلی و 

طبیعی  اسانس ترکیبات  سازگار  ها  زیست  این  نتایج  ،  هستندو 

  همچنین ارائه فرمولاسیون مناسب و    تحقیقات بیشتر  برای مطالعه  

تواند  میکه  گردد  پیشنهاد می  هااین اسانس اصلی    ترکیباتبرای  

های کشجایگزینی حلزونبه منظور  به عنوان روشی کاربردی  

 د.مورد توجه قرار گیرشیمیایی 

 

 زاری گاسپس

دانشگاه   پژوهشی  محترم  معاونت  خاطر    مازندراناز  به 
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