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پراكسيداز  تيكينس پارامترهايبر  مازندران بوميبرخي از گياهان متانولي ر عصاره ياثت
  بروكلي

  ان اميرييو فاطمه ول *مريم مهاجراني
  بابلسر، دانشگاه مازندران، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي سلولي و مولكوليايران، 

  25/1/1399 :تاريخ پذيرش  8/10/1398 :تاريخ دريافت

  دهچكي

كاربرد پراكسيداز بروكلي در بيوشيمي باليني، فناوري زيستي و صنايع غذايي  .ي با ارزش غذايي شناخته شده استگياه بروكلي
پراكسيداز  سنتيكي پارامترهاي اندازه گيريف هدبا هش وژـن پـيا. را افزايش داده است اين آنزيمعلاقه براي مطالعه بيشتر 

عصاره خام كلم در اين مطالعه . انجام شد مازندران يبومبرخي از گياهان متانولي عصاره اورت در مجو تغييرات انها بروكلي 
 با فعاليت آنزيم. شد و سپس دياليز دهي رسوب ،وسيله آمونيوم سولفات، ب  و سانتريفيوژ هموژن سازيپس از  تازه، بروكلي

 ترتيبت ويژه آنزيم بفعالي .گيري گرديد نانومتر اندازه 414در طول موج و  فسفات- در بافر سيترات ABTSهيدروژن پراكسيد و 
U/mg 58/0 و ه خام در عصار U/mg 61/3 آورده شدبدست  شده دياليز در عصاره .pH  30و دماي بهينه آن 4بهينه آنزيم 
دارواش، شقايق و  عصاره متانولي گياهان درمنه، زولنگ، رزماري، آقطي، پيرسنبل، وليك سياه، .گيري شد اندازه سلسيوسدرجه 
سنتيكي نشان نتايج  .شدسنجش اين عصاره ها غلظت هاي مختلف از  فعاليت آنزيم در سپس. شد هتهيروش خيساندن بالزي 

، 2/88ترتيب ب ليتر گرم بر ميلييكروم 33 در غلظت ،هاي وليك سياه، رزماري، شقايق و درمنه عصارهوسيله ب پراكسيداز دادند كه
 Km مقدار كه حالي در ،نداد نشان واكنشبيشينه سرعت بر تاثيري هيچ پيرسنبل عصاره .شدمهار  ،درصد 3/76و  6/78، 5/79

 براياين گياهان  مطالعه بنابراين،. نشان دادپراكسيداز آنزيم اين گياه الزي مهار جزئي بر روي . داد كاهش برابر 4 را آنزيم
  .باشد مي توصيهقابل  صنعتي و كشاورزي دارويي، كاربردهاي ي بابروكل تركيبات تاثير گذار بر پراكسيداز به دستيابي

  بومي، مهاركنندهگياهان  ،سنتيكيپارامترهاي  ،پراكسيداز، بروكلي: هاي كليدياژهو

 m.mohajerani@umz.ac.ir:، پست الكترونيكي01135302455:نويسنده مسئول، تلفن*

  مقدمه
Brassicaceae)( گياهان متعلق به خانواده كلميان

خاطر ب 
وجود تركيبات فعال زيستي فراوان در سراسر جهان 

بروكلي آلي كلم  فسفره  تركيبات .)27(اند شناخته شده
(Brassica oleraceae Var.Italica)  فعاليت آنزيم هاي

درگير در سم زدايي مواد سرطان زا و ساير مواد خارجي 
بروكلي همچنين  .جذب شده در بدن را افزايش مي دهند

وي مقدار زيادي كلروفيل، گلوكز، اينولات و ساير حا
و  Cتركيبات فعال زيستي مانند كاروتنوئيدها، ويتامين 

خاطر هاي بروكلي ب آذين گل. )15(باشد تركيبات فنلي مي

 اش در سراسر جهان مصرف مي سرطاني هاي ضد ويژگي

خود اختصاص بزرگي از بازارهاي جهاني را بشود و بخش 
  .)11,33(داده است

تركيبات سازنده مطالعه ناليز شيميايي و آسازي،  خالص
خواص  ،و پلي فنولها گياهان مثل فلاونوئيدها

 DNA بررا  اي برجستهمحافظتي اثرات و بالا اكسيداني  آنتي
اين ب مطالعات محققينهمچنين . اند ه نشان داد سلولها

اين تركيبات به هر يك از  دارند كهاشاره موضوع نيز 
گياه يك تمام ظرفيت آنتي اكسيداني مسئول تنهايي 
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علاوه بر اين بسياري از گياهان دارويي كه مورد . دباش  نمي
صورت عصاره خام و كامل است ب استفاده بشر قرار گرفته

  .)39(باشد بخشي يا كل اندام هاي گياهان مي

هاي كبدي، ها مانند سرطان، بيماري بسياري از بيماري
كينسون كه با تخريب اكسايشي آلزايمر، ديابت و پار

باشند، اهميت استفاده از  ها در ارتباط مي سلول
ستفاده از ا). 24(است شدت افزايش دادهها را ب اكسيدان آنتي
لوبي كه بر علت اثرات جانبي نامطهاي سنتزي ب اكسيدان آنتي
گذارند رو به كاهش بوده و جاي خود را  انسان ميت سلام

امروزه  .اند گياهي دادهيعي و طبهاي  اكسيدان به آنتي
ها، مراكز تحقيقاتي و سازمان بهداشت جهاني،  دانشگاه
هاي وسيعي جهت استفاده از گياهان دارويي تدارك  برنامه
در ارتباط با موارد  اين مراكز نقش گياهان دارويي. اند ديده

  ).12(اند ساز تلقي نموده سرنوشترا  21مختلف در قرن 

هاي  جزء پروتئين  (EC: 1.11.1.7)زهاي پراكسيدا آنزيم
بوده كه وظيفه اصلي آنها اكسيداسيون  )Heme( دار هم

سوبستراهاي مختلف با استفاده از پراكسيد هيدروژن 
 در رشد و تمايز گياهانپراكسيدازهاي گياهي . باشد مي
دليل ب. دنقش كنترلي دارنعنوان يكي از آنزيم هاي كليدي ب

هاي آزاد و بالا بودن  ديكالنقش اين آنزيم در حذف را
 تلفحوزه هاي مخكاربرد وسيعي در  ،قدرت كاتاليتيكي

مثل سنتز مواد شيميايي، پزشكي، در اناليز مواد غذايي و 
. )17(دان پيدا كردهشيميايي، نمونه هاي باليني و محيطي 

عنوان كاتاليزور در همچنين كاربردهاي زيادي بپراكسيدازها 
توليد مواد شيميايي و سوخت از  سنتز رزين هاي فنولي،

خمير چوب، توليد ديمرهاي آلكالوئيدي در رنگ زدايي 
بديل زيستي تركيبات آلي زيستي و در اكسيداسيون يا ت

علت دارا بودن طيف وسيعي از همه اين موارد ب. دارند
مي باشد كه اين آنزيم كاتاليز آنها را سوبستراهاي ويژه 

اكسيداز ترب كوهي داراي از آنجا كه پر .تسهيل مي كند
داز كاربرد بسيار گسترده اي است تلاش براي يافتن پراكسي

از منابع ديگر ادامه دارد تا بتواند كاربرد بهتري در تمام 

بروكلي در . يوتكنولوژي داشته باشدو بزمينه هاي ذكر شده 
بين سبزيجات با فعاليت بالاي پراكسيدازي قابل مقايسه با 

از  .ثل ترب كوهي استز پراكسيداز ممنابع ديگر غني ا
از جمله ايران قابليت طرفي اين گياه در مناطق مختلف 

جرم مولكولي، دما و تعيين در رابطه با . كشت و تكثير دارد
pH  انواع  سنتيكيمشخصات بهينه، خواص فيزيولوژيكي و

، نظير  هاي پراكسيداز تخليص شده از منابع مختلف آنزيم
هاي  پژوهشنگي، برنج و نخودسبز، كلم، هويج، توت فر

  .متعددي صورت گرفته است

به بررسي تاثير  از طرفي امروزه علاقه محققين زيادي
بر طبيعي  عصاره هاي مختلف گياهي حاوي تركيبات متنوع

بوجود امده  از جمله آنزيم پراكسيداز و ها فعاليت انزيم
 يداز در حضوربراي اين منظور فعاليت آنزيم پراكس. است

، گاياكول،  ABTSعنوان سوبسترا، پراكسيد هيدروژن ب
و  الكترون دهندهعنوان معرف بپيروگالول و كاتكول، 

شده  گيري اندازهدر مقالات  عصاره برخي گياهانافزودن 
  .)22(تاس

نظير هاي طبيعي  اكسيدان آنتي هايي در مورد اثر گزارش
 وو ليم  چاي، ترنج، ميخك برگفرار اكاليپتوس،   روغن

گزارش شده فعاليت آنزيم پراكسيداز  ندهكاهعنوان ب
اسانس  مقدار معين استفاده ازدر اين بررسي ها . )29(است

رنگ و درخشندگي ميوه  ، سبب كاهش تغييرات آويشن
و دليل آن جلوگيري از فعاليت آنزيم  هدشتوت فرنگي 

شدن ميوه توسط  اي از قهوه پراكسيداز و بالطبع ممانعت
  .)20و1(ن بيان شداسانس آويش

استخراج آنزيم پراكسيداز  مطالعهتلاش براي از آنجا كه 
 ، لذابوده استمورد علاقه محققين  از كلم بروكليشده 

اين آنزيم از كلم بروكلي  استخراجحاضر  تحقيقهدف از 
، روئيده در مازندران گياهانمتانولي  عصارهتاثير و بررسي 

، وليك سياه، لپيرسنب ،زولنگ، رزماري، آقطي ،درمنهشامل 
م پراكسيداز آنزياين بر فعاليت  ،يالز و ق، شقايشداروا
  .ه استبود
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  مواد و روشها
و شماره هرباريوم دانشگاه گياهان مطالعه شده  1در جدول 

همه . هر يك اورده شده است آوري مازندران و محل جمع
وسيله بدر دماي آزمايشگاه ز خشك شدن پس ا نمونه ها

 1:10به پودر حاصل با نسبت . گرديدپودر ي آسياب خانگ

 ساعت 72مدت مخلوط حاصل ب. انول اضافه گرديدمت
آن تعويض  حلال و در اين مدت دو بارهمزده روي شيكر 

صافي عبور آوري شده از  هاي متانولي جمع عصاره. شد
و سپس وسيله دستگاه تبخير در خلاء تغليظ داده شد و ب
  .توزين گرديد

  و شماره هرباريوم دانشگاه مازندراندر استان مازندران هان مطالعه شده و محل جمع آوري گيا -1جدول 

  شماره هرباريوم دانشگاه مازندران  جمع آوريمحل نام علمي گياهمعمولينام  رديف
  2287  بابلسر Artemisia tschernieviana درمنه 1
  3014 لفور Eryngium caucasicum زولنگ 2
  9006 بابلسر Rosmarinus officinalis رزماري 3
  2534 مشهرئقا Sambucus ebulus آقطي 4
  1505 قائمشهر Ligularia persica پيرسنبل 5
  9004 خطيركوه Crataegus douglasii وليك سياه 6
  9005 مرچ Papaver rhoeas شقايق 7
  9007 شيرگاه Viscum album دارواش 8
  9003 سنا كوه Allium ursinum الزي 9

  

 هاي گلچهگرم از  400مقدار : اج آنزيم پراكسيدازاستخر
به قطعات ريز خرد شد  چاقو وسيلهبابتدا كلم بروكلي تازه 

مولار  1/0ميلي ليتر بافر سديم استات  700 باو سپس 
مخلوط حاصل پس از . شد يزههموژنكن  وسيله مخلوطب

 ) g12000× ( دقيقه 15مدت ، بتنظيفپارچه عبور از 

دور ريخته پس از سانتريفيوژ، رسوبات . نتريفيوژ گرديدسا
سولفات  وسيلهبساعت  4مدت لول باقيمانده بو مح شد

سپس . رسوب داده شد 60%اشباعي درجه آمونيوم تا 
قبلي  شرايطهمان دقيقه با  15سوسپانسيون به مدت 

 درجهسولفات آمونيوم تا  محلول روييبه . سانتريفيوژ شد
ساعت سوسپانسيون  4ه شد؛ پس از اضاف 90% اشباعي

آوري گرديد و  حاصل سانتريفيوژ و اين بار رسوبات جمع
مولار دياليز  1/0استات  ساعت در بافر سديم 48مدت ب

تمام ). بار تعويض شد 3در طول اين مدت بافر دياليز (شد 
مخلوط . انجام شد لسيوسدرجه س 4مراحل فوق در دماي 

 ، باروش لوريبن آغلظت ، حاصل از كيسه دياليز خارج
و به  تعيين عنوان استاندارد،استفاده از آلبومين سرم گاوي ب

 -80 دماي ليتري منتقل و در يميل 5/1هاي  تيوبميكرو
  .)10،18(دنگهداري شدن لسيوسسدرجه 

براي تعيين فعاليت آنزيم : پراكسيداز تعيين فعاليت آنزيم
 مولار ميلي 8/0 آب اكسيژنه ، ميكروليتر 200پراكسيداز 

-ABTS )2,2′-Azinoميكروليتر  100عنوان سوبسترا، ب

bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

diammonium salt (2 2685، مولار بعنوان معرف ميلي 
و ) 4برابر   pH(مولار  1/0فسفات - ميكروليتر بافر سيترات

 وسيلهب ABTS. ميكروليتر عصاره آنزيمي استفاده شد 15
سبز رنگ تبديل شده و  +•ABTSبه راديكال  H2O2زيم و آن

دقيقه  3مدت ب نانومتر 414در طول موج جذب آن مقدار 
تمام مراحل فوق . )26(دخوانده شوسيله اسپكتروفتومتر ب

هاي  سپس با استفاده از معادله. در سه تكرار انجام گرفت
فعاليت  ،)Total Activity( فعاليت كل) 5- 2(الي ) 2- 2(

 ، درصد بازيابي فعاليت)Specific Activity( هويژ
)Activity Recovery (و درجه خلوص )Purification 

Fold(  شد تعيينآنزيم.  
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  تعيين فعاليت كل) 1(معادله 

Total activity = ΔA.V.Df / ε.v.l 

دقيقه،  ازاي يكبتغييرات جذب آنزيم ΔA ) 1( معادلهدر 
V  ،حجم مورد سنجشDf كتور رقت، فاε  ضريب

 v، )سانتيمتربر مولار  بر ميلي ABTS )8/36خاموشي 
برابر يك (طول عبور نور  lحجم آنزيم استفاده شده و 

  .ميباشد) سانتيمتر

 تعيين فعاليت ويژه آنزيم)  2(معادله 

Specific activity = Total activity / [Protein] 

  ت آنزيمدرصد بازيابي فعالي) 3(معادله 
Activity Recovery = 100(TA2 / TA1) 

  درجه خلوص آنزيم) 4(معادله 
Purification Fold = SA2 / SA1 

ترتيب فعاليت كل و ب SA2و  TA2 4و3در معادلات 
 SA1و  TA1فعاليت ويژه آنزيم در مرحله بعد از دياليز و 

اره خام مي آنزيم در عصفعاليت كل و فعاليت ويژه 
  .)13(باشد

بهينه آنزيم از  pHبراي تعيين : پراكسيداز بهينه pHتعيين 
براي اين منظور از . استفاده شد 6الي  pH 3بافرهايي با 

تا  3مولار جهت محدوده بافري  1/0بافر سيترات فسفات 
تا   5براي محدوده بافري مولار  1/0استات  سديم و بافر 4
ميكروليتر  100هر لوله آزمايش ابتدا در . استفاده شد 7

ABTS 2 ميكروليتر پراكسيد هيدروژن  200مولار،  ميلي
ميكروليتر عصاره آنزيمي استخراج  15مولار و  ميلي 8/0

 ميلي 3كه در نهايت با بافر مورد نظر به حجم  ريختهشده 

سپس تغييرات جذب در هر لوله آزمايش . ليتر رسانده شد
 414آزمايشگاه در طول موج  دقيقه در دماي 3براي مدت 

  .)26(نانومتر ثبت شد

هاي مختلف  pHدر ) 1(فعاليت نسبي آنزيم طبق معادله 
هاي  pHمحاسبه و با رسم نمودار تغييرات جذب نسبت به 

  .دآورده شبهينه بدست  pHمختلف، 

  فعاليت نسبي آنزيم) 5(معادله 
A= S/S0 х 100 

واكنش  وطمخل نوري تغييرات جذب S، )5(معادله در 
تغييرات  S0و  pH انكوباسيون در هرنسبت به زمان بعد از 

  .)34(باشد مي بهينه pHنسبت به زمان در  نوري جذب

 بهينه درجه حرارتتعيين : پراكسيداز تعيين دماي بهينه
فعاليت نسبي آنزيم تحت شرايط استاندارد در دماي  براي

 1/0ت فسفا- گراد در بافر سيترات درجه سانتي 60الي  10
تغييرات سپس نمودار . شد جامان 4برابر pHمولار در 

 با استفاده ازرجه حرارت د نسبت بهفعاليت نسبي آنزيم 
  .)25(رسم گرديد)1(معادله 

 پراكسيداز Vmaxو  Km سنتيكيپارامترهاي تعيين 
فعاليت آنزيم در  Vmaxو  Kmبراي تعيين مقادير : بروكلي

مختلف سوبسترا هاي  ازاي غلظتبهينه ب pHدما و 
براي اين منظور در هر . بررسي گرديد) هيدروژن پراكسيد(

مولار،  ميلي ABTS 2ميكروليتر  100لوله آزمايش مقدار 
، 1/0در پنج غلظت (ميكروليتر پراكسيد هيدروژن  200

ميكروليتر عصاره  15و ) مولار ميلي 2و  6/1، 8/0، 4/0
 1/0فسفات  آنزيمي ريخته و در نهايت توسط بافر سيترات

تغييرات . ليتر رسانده شد ميلي 3به حجم  pH 4مولار با 
 درجه 30دقيقه در دماي  3 مدت زمان براينوري جذب 

سپس . )37(نانومتر ثبت شد 414در طول موج  سلسيوس
برگ بر حسب - وريمنتن و لينو- نمودارهاي ميكائيليس

نمودار  اين رسم شد و از طريق ي نهايي سوبستراها غلظت
  .بدست آورده شدVmaxو  Kmدير مقا

سنجش اثر عصاره متانولي گياهان بر فعاليت آنزيم 
هاي متانولي استخراج  جهت بررسي اثر عصاره: پراكسيداز

بر فعاليت آنزيم پراكسيداز، فعاليت آنزيم  از هر گياه شده
ميكروگرم در  33تا  3( هاي مختلف عصاره  در غلظت
ميكروليتر  200لوله آزمايش در . گيري شد اندازه) ميلي ليتر
 100مولار هيدروژن پراكسيد،  ميلي 1/0- 2هاي  از غلظت

ميكروليتر عصاره  100مولار،  ميلي ABTS 2ميكروليتر 
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ميكروليتر عصاره آنزيمي اضافه و در  15و گياه متانولي 
به حجم  pH 4مولار با  1/0فسفات - نهايت با بافر سيترات

دقيقه  3براي  نوري رات جذبتغيي. رسانده شدليتر  ميلي 3
در . ثبت شدنانومتر  414در طول موج ثانيه  10و هر 

هر  وسيلهبپراكسيداز درصد مهار ) 6( نهايت طبق معادله
  .هاي متانولي محاسبه گرديد يك از عصاره

  تعيين درصد مهار)  6(معادله 
I(%) = 100.{1-(Asample/A)} 

يم بدون عصاره متانولي، فعاليت آنز A )6(معادله در 
Asample  عصاره متانولي ودر مجاورت فعاليت آنزيم I 

  .)30(باشد درصد مهار آنزيم مي

  نتايج
اليت ويژه، بر اساس نتايج بدست آمده فعاليت كل، فع

هاي درجه خلوص آنزيم از رابطهدرصد بازيابي فعاليت و 
  ).2جدول( ه شددبدست آور) 5(تا ) 1(

 مراحل تهيه عصاره آنزيمياليت آنزيم پراكسيداز بروكلي در مقدار فع -2جدول

بازيابي فعاليت  خلوص درجه
(%) 

فعاليت ويژه
(U/mg) 

پروتئين تام
(mg) 

 )ml( حجم عصاره  (U) فعاليت تام
 

  عصاره خام  620 7/957 1637 58/0 100  1

  بعد از دياليز  5/10  91/378 105 61/3 56/39  22/6
  

بر آنزيم پراكسيداز  pHتاثير : نهبهي pHنتايج تعيين 
هاي  pHآنزيم در نسبي گيري فعاليت  بروكلي، با اندازه
آنزيم حداكثر فعاليت ) 1(طبق شكل . شد متفاوت محاسبه

بهينه  pH همان ؛ كهاده استداز خود نشان  pH 4را در 
  .باشد آنزيم پراكسيداز بروكلي مورد مطالعه مي

 ميزان تغيير فعاليت) 2(شكل : نتايج تعيين دماي بهينه
آنزيم پراكسيداز استخراج شده از كلم بروكلي را  نسبي

درجه  60الي  10نسبت به افزايش دما در محدوده 
آن  انگريب راتييمطالعه روند تغ. دهد نشان مي سلسيوس
 مجاورت آب اكسيژنه ودر  ميآنز تيفعال نيشترياست كه ب

ABTS  ايو  شياو با افز باشد يم درجه 30 يدما، در 
ي دما نيبنابرا. ابدييكاهش م ميآنز تيدما فعال نيكاهش ا

  .باشد مي ميآنز نهيبه ي، دمادرجه 30

: پراكسيداز Vmaxو  Km سنتيكيپارامترهاي  نتايج تعيين
در واكنش آنزيمي مورد  منتن-طبق معادله ميكائيليس بر

 ، جذبي آب اكسيژنهبا افزايش غلظت سوبسترا مطالعه
يافته و تا زماني كه آنزيم از سوبسترا اشباع  افزايش نوري

پس از اشباع شدن آنزيم از . يابد شود اين روند ادامه مي

ديگر تغييري نوري مخلوط واكنش سوبسترا، جذب 
  ).3شكل(كند  نمي

پس از رسم تغييرات معكوس سرعت  4شكل طبق بر 
آنزيم پراكسيداز  Km، نسبت به معكوس غلظت آب اكسيژنه

مولار بر  ميلي 1/24آن  Vmaxمولار و  ميلي 012/0بروكلي 
  ).4شكل ( شد بدست آوردهدقيقه 

  

  
  pHتغييرات فعاليت آنزيم پراكسيداز بروكلي نسبت به تغيير  -1شكل 

  .)همه اندازه گيري ها سه بار تكرار شد(



  1400، 3، شماره 34جلد    )مجله زيست شناسي ايران( مجله پژوهشهاي گياهي

785 

DOR: 20.1001.1.23832592.1400.34.3.3.4

  
تغييرات فعاليت آنزيم پراكسيداز بروكلي نسبت به تغيير  -2شكل 

  .)ي ها سه بار تكرار شدهمه اندازه گير(دما

  
آنزيم  تغييرات سرعت واكنش منتن،-ميكائيلس نمودار -3شكل 

همه . (هاي مختلف پراكسيد هيدروژن پراكسيداز بروكلي در غلظت
  .)اندازه گيري ها سه بار تكرار شد

  
همه اندازه ( هيدروژن پراكسيد از هاي مختلف ظتغل به ازاي معكوسآنزيم پراكسيداز بروكلي  ، معكوس مقادير سرعتبرگ-  نمودار لينويور -4شكل

  .)گيري ها سه بار تكرار شد

طور كه در بخش روش  همان: گيري گياهان نتايج عصاره
انجام شد و گياهي  گيري از اندام هاي ، عصارهشد ذكرها 
يه پودر مقدار اولاز خشك شدن، توزين و با توجه ب پس

بصورت درصد گيري  كار رفته، راندمان عصارهگياهي ب
مقدار اوليه پودر گياه در جدول وزني عصاره خشك شده ب

  . گزارش شده است 3
  روش خيساندناز گياهان مورد مطالعه ب گيري راندمان عصاره -3 جدول

  رديف  1  2 3 4 5 6  7  8 9
  نام گياه  درمنه  زولنگ  رزماري آقطي پيرسنبل وليك سياه شقايق  دارواش الزي

5/32 5/24 3/9 9/36 5/34 5/34 3/20 3/1 9/43 
 راندمان عصاره

 (w/w%)گيري 
  

بر فعاليت ي گياهنمونه هاي نتايج تاثير عصاره متانولي 
براي مطالعه تاثير عصاره متانولي : پراكسيداز بروكليآنزيم 

هاي مختلف بر فعاليت آنزيم  در غلظتمورد مطالعه گياهان 
مواد و  ذكر شده در بخش روشبر طبق  ،بروكلي پراكسيداز

(  روش ها سرعت واكنش آنزيمي در مجاورت عصاره ها
 اندازه گيري شده و )ليتر ميكروگرم بر ميلي 33تا 3

براي انها برگ - منتن و لينويور-نمودارهاي ميكائيلس
و  Kmاز جمله  سنتيكيمقادير مشخصات . گرديد ترسيم
Vmaxوسيله هر يك از نيز ميزان در صد مهار آنزيم ب و

ميكروگرم بر ميلي ليتر گزارش  33ر غلظت عصاره ها د
   .گرديده است
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  ميكروگرم بر ميلي ليتر 33در غلظت  هاتاثير عصارهتحت پراكسيداز بروكلي  سنتيكيمقدار پارامترهاي  -4جدول 
Km  نام عصاره

app  (mM) Vmax
app (mM/min) آنزيم درصد مهار  نوع تاثير  

  3/76  مهار مختلط 9/4 019/0  درمنه
  0/70  مهار نارقابتي 5/3 004/0  گزولن

  5/79  مهار غيررقابتي 6/3 007/0  رزماري
  0/27  مهار نارقابتي 7/12 01/0  آقطي
  7/28  مهار رقابتي 5/16 028/0  دارواش
  2/88  مهار مختلط  74/2  037/0  وليك سياه
  6/78  مهار غيررقابتي 85/2 009/0  شقايق
  _  كننده فعال 7/14 004/0  پيرسنبل
  7/1  مهار جزئي 4/16 008/0  الزي

  

  بحث و نتيجه گيري
ها و محدوديت تعداد داروهاي  يتنوع بيمار امروزه

هاي  شيميايي، عوارض جانبي، تحمل دارويي و هزينه
ها؛ ضرورت توجه به طب سنتي و  اقتصادي سنگين تهيه آن

با توجه به اهميت . ستگياهان دارويي را دو چندان كرده ا
درماني و همچنين وجود تركيبات  هخصوص گياطب سنتي ب
 ،اكسيداني در گياهان استفاده شده در اين تحقيق غني آنتي

 مطالعه تاثير عصاره هاي متانولي اين گياهان بر رويبه 
  .سيداز كلم بروكلي پرداخته شدپراك آنزيم

عنوان اكسيداني ب از تركيبات با خواص آنتي زيادي تعداد
از . شود ان ساخته ميتوسط گياه ههاي ثانوي فرآورده

توان به كاروتنوئيدها،  مهمترين اين تركيبات مي
تركيبات  .لي اشاره كردواسيد و تركيبات فن آسكوربيك

را تشكيل  ههاي ثانوي لي گروه وسيعي از متابوليتوفن
. نددارعهده هاي متعددي را ب دهند كه در گياهان نقش مي

، دارويي و توان به خواص هورموني ها مي ازجمله اين نقش
لي رايج وهاي فن اكسيدان آنتي. ها اشاره كرد اكسيداني آن آنتي

ها، مشتقات  ها، فلاوونوئيدها، كومارين شامل توكوفرول
لي و اسيدهاي وهاي فن ترپن ها، دي اسيد، چالكون سيناميك

در  RNA و  DNAا،ه تاين تركيبات از باف. لي هستندوفن
ال اكسيژن محافظت هاي فع برابر صدمه اكسيداتيو گونه

لي با خاصيت ورزمارينيك اسيد نيز يك تركيب فن. كنند مي

و  هاي گاوزبان اكسيداني است كه در گياهان تيره آنتي
اكسيداني تركيبات  فعاليت آنتي. شود يافت ميان نعناعي

ها  گيرد كه ازجمله آن لي به طرق مختلف صورت ميوفن
 ، دادن هيدروژنهاي آزاد توان به جاروب كردن راديكال مي
تحقيقات در . اشاره كرد اكسيژن يكتايي آوري جمع و

بين ميزان تركيبات  ارتباط مستقيم وجود يك بيشماري
آنها اثبات اكسيداني  و فعاليت آنتي هاي گياهي عصاره ليوفن

  .)7(است شده

دار بوده كه وظيفه  هاي هم آنزيم پراكسيداز جزء پروتئين
ستراهاي مختلف با استفاده از ها اكسيداسيون سوب اصلي آن

دليل نقش در حذف باين آنزيم . باشد پراكسيد هيدروژن مي
هاي آزاد و بالا بودن قدرت كاتاليتيكي كاربرد  راديكال

. )2(وسيعي در صنعت پزشكي و عرصه بيوشيمي دارد
هاي ديگر مورد  پراكسيدازها اساسا همراه با آنزيمهمچنين 

سازي  خالص طرفي فرآينداز . گيرند استفاده قرار مي
فرآيندي پرهزينه، طولاني مدت و مشكل  ها پراكسيداز

هاي  علت كاربرد گسترده اين آنزيم در زمينهبنابراين ب .است
ها و  ، لازم است كه اشكال متفاوت آن در بافتختلفم

هاي مختلف گياهي شناسايي شده و انواعي برگزيده  گونه
و دما  pHلي از شود كه در محدوده وسيع و قابل قبو

  .)17و8(فعاليت و پايداري دارند
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هاي پراكسيداز  انواع آنزيم سنتيكيدر رابطه با مشخصات 
هاي متعددي  تخليص شده از منابع مختلف، پژوهش

ها ارتباط مستقيمي  در همه اين بررسي. صورت گرفته است
هاي اثر داده  ه بين فعاليت آنزيم پراكسيداز و مقدار عصار

هايي  در گزارشهمچنين  ).29(گيري شده استشده نتيجه 
بر فعاليت پراكسيداز مورد توجه قرار  ها اثر غلظت اسانس

كه با افزايش غلظت اسانس  گيري شده و نتيجه هگرفت
از طرفي . )1(يابد فعاليت آنزيم پراكسيداز كاهش مي

محصولات داراي فعاليت بالاي آنزيم پراكسيداز، 
هاي اعمال  ا نسبت به اسانسهاي بسيار بالايي ر مقاومت

در واقع در اين گونه از محصولات . ه اندددا شده نشان
از اين رو برطرف . آنزيم پراكسيداز داراي پايداري است

كردن پايداري پراكسيداز يك مشكل جدي براي توليد 
  .)20(اي است كه ارزش اقتصادي دارند تركيبات وابسته

پراكسيداز استخراج نتايج اين تحقيق نشان داد كه آنزيم 
هاي اسيدي فعاليت و پايداري  pHشده از كلم بروكلي در 

هاي خنثي و قليايي فعاليت و  pHبيشتري داشته و در 
اين دستاورد با . دهد پايداري پاييني را از خود نشان مي

در مورد حساسيت  2005در سال و همكاران  مدولينتايج 
 .Sclerocarya birrea subsp( پراكسيداز ميوه مارولا

Caffra( از . نسبت به شرايط قليايي و خنثي مطابقت دارد
 گيكنند هاي بسيار اسيدي نيز اثر غيرفعال pHطرف ديگر 

در بررسي آنزيم . )26(هاي قليايي دارد pHمشابه 
سنجي  كوهي با استفاده از روش طيف پراكسيداز ترب

كه محيط قليايي، پيوند  داده شدرزونانس رامان نشان 
ژين را اهيستيدين و آسپار آمينواسيديدروژني بين دو ه

اسيد در فعاليت آنزيم آمينواين دو كه  ااز آنج. شكند مي
رسد هرگونه  نظر ميدر نتيجه ب، كنند نقش مهمي ايفا مي

آنزيم را ،  pHبر اثر تغييرات ها  تغيير در وضعيت آن
  .)9(كند غيرفعال مي

درجه  30آنزيم استخراج شده از كلم بروكلي در دماي 
و افزايش و يا  دادهبالاترين فعاليت را نشان  لسيوسس

اين . شدكاهش اين دما، سبب كاهش فعاليت اين آنزيم 
 2014و همكاران در سال  سامتوركبا بررسي هاي نتايج 

استخراج شده از پراكسيداز آنزيم در رابطه با دماي بهينه 
  ).36(دارد هماهنگيز كلم قرم

در تحقيقي كه آقاجاني نسب و همكاران بر روي آنزيم 
پراكسيداز تربچه انجام دادند فعاليت تام و فعاليت ويژه 

در  كه ورده شدبدست آ U/mg  19/1و  U/ml36/1آنزيم 
آورده شده  1در جدول كه اين پروژه  نتايج مقايسه با

  .)3(مي باشد يكمترمقادير

 2010سي صادق پور و همكاران در سال با توجه به برر
 داوانون :تركيبات اصلي اسانس گياه درمنه شامل

)Davanone ()56%/60(انتيل استات، سيس كريس )Cis 

Chrysanthenyl acetate( )65%/8( ليمونن ،)آلفا )5/%68 ،
 Davanone ether( داوانون ي، ايزومر اتر)3/%74(پينن 

isomer( )6%/3 (و آلفا توجن )α Thujene( )6%/3 (
اين گياه در عنوان تركيب اصلي داوانون ب. )32و23(است
آن اثبات خواص ضد قارچي و ضد اسپاسم است كه  يترپن

در اين تحقيق عصاره متانولي درمنه در . )22(شده است
 mMمقدار آنزيم را ب Kmليتر  ميكروگرم بر ميلي 33غلظت 

 mM/min 6/13مقدار آن را ب Vmaxافزايش و  019/0
از نوع مختلط نتيجه نوع مهار اين عصاره  وكاهش داد؛ 

  .شدگيري 

-β( بتا سزكوئي فلاندرن :تركيبات اصلي گياه زولنگ شامل

sesquiphellandrene( %)21/44( ليمونن ،%)و بتا ) 39/18
بتا  .)21(باشد مي) β-bisabolene(  %)08/6( بيس آبولن

اكسيدان  ت آنتيعنوان تركيباسزكوئي فلاندرن و ليمونن ب
گزارش شده پراكسيداز مهاركنندگي آنها براي عمل كرده و 

هر دو تركيب داراي خواص ضد سرطاني نيز . است
زولنگ در در اين تحقيق عصاره متانولي  ).40(باشند مي

آنزيم  Vmaxو   Kmميزان  ليترميكروگرم بر ميلي 33غلظت 
و  mM 008/0ترتيب به ميزان پراكسيداز بروكلي را ب
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mM/min 9/9 رقابتي و نوع مهار آن از نوع نا كاهش داد
  .شدتعيين 

ها را   ماده متشكله اصلي برگ و سرشاخهگياه رزماري در 
 :دهد كه مهمترين تركيبات آن شامل روغن فرار تشكيل مي

است  سينئول، آلفا پينن، كامفن آلفا ترپينول، بورنول 8و 1
اكسيداني،  آنتي خواصخصوص آلفا تريپنول بكه اين مواد 

 .دان دادهاز خود نشان  بالايي ضد ميكروبي و ضد سرطاني
گروه ديگر از تركيبات گياه رزماري تركيبات پلي فنوليك 

و  )مانند هموپلانتاجينين، كرسيمارتين (فلاوونوئيدها :شامل
اسيد رزماريك، رزمانول، اسيد كارنوسيك، (مشتقات فنولي 

اكسيداني  راي خواص آنتيكه همگي داباشد  مي) كارنوزول
). 19( ندا شدهو سبب مهار پراكسيداسيون ليپيدها  بوده

ترپن  فنوليك ديترين تركيب  كارنوسيك اسيد كه فراوان
هاي رزماري است، بيشترين اثر  موجود در برگ

 يترپن دي اكسيداني را در ميان ساير تركيبات فنولي آنتي
متانولي عصاره  مجاورتپس از . )6( استنشان داده 

 33رزماري بر روي پراكسيداز بروكلي، در غلظت 
 mM/min 3/14آنزيم به ميزان  Vmaxليتر  ميكروگرم بر ميلي
آنزيم ثابت باقي ماند؛ بنابراين نوع  Kmكاهش يافت اما 

 صورت مهار غيراين عصاره بر آنزيم پراكسيداز بتاثير 
  .شدنتيجه گيري رقابتي 

توان به  مي آقطياره از جمله تركيبات موجود در عص
، )روتين، كوئرستين، ايزوكوئرستين :شامل(ها  فلاوونوييد
ترپن،  لي، موسيلاژ، تانن، آلكالوئيدها، تريواسيدهاي فن

، آنتوسيانين، ساپونين، Cو  Aپكتين، رزين، ويتامين 
ها و مواد فرار  كارتنوئيدها، مشتقات كافئيك اسيد، ايبوليتين

لي و فلاوونوئيدها و، تركيبات فنث ويتامين). 35(اشاره كرد
يم ويروس در درمان سرماخوردگي، كاهش علا عنوان آنتيب

آنتوسيانين موجود . كنند اكسيدان عمل مي عنوان آنتيتب و ب
د و اصيت ضد سرطاني بسيار بالايي داردر اين گياه خ

نيز بيشتر  Cو  Eاكسيداني آن حتي از ويتامين قدرت آنتي
هاي اكسيداتيو  اظت در مقابل استرسباشد و مسئول حف مي

تقسيم در طول  پاسخ هاي ايمنيو موجب افزايش باشد  مي
 33عصاره آقطي در غلظت  ).38(دشو مي سلولي

و  Km كميت ليتر سبب كاهش هر دوميكروگرم بر ميلي
Vmax  به ميزانmM 005/0  وmM/min 9/5 و بنابراين  شد

  .دگرديصورت نارقابتي مهار آنزيم پراكسيداز ب

داراي تركيباتي از قبيل سيس پيرسنبل هاي گياه برگ
، آلفا پينن، بتا پينن، متيل استر )Cis-ocimene( مينياس

اسيدهاي چرب غيراشباع مانند . باشدمي لينولنيك اسيد
چرب  دهايترين اسي لينولنيك اسيد و لينولئيك اسيد فراوان

كه از  اسمين يك مونوترپن حلقوي بوده. ندهستاين گياه 
 متانولي عصاره بررسيدر اين  ).28(گردد مييوسنتز پينن ب
اين . دادافزايش  را فعاليت آنزيم پراكسيدازپيرسنبل گياه 

 افزايشاز طرفي  وmM 004/0به ميزان  Km كاهش  عصاره
Vmax بنابراين عصاره متانولي  .ه استدشرا موجب  آنزيم

پراكسيداز  گياه پيرسنبل يك فعال كننده غيرضروري آنزيم
عصاره  قبليبر طبق گزارش هاي . )31(شود محسوب مي
 ي از قبيل پروآنتوسيانينفلاوونوئيد تركيبات :وليك شامل

 تركيبات پلي ،فلاونوئيدها. باشد روتين ميو كوئرستين  ،ها
شوند و  طور عمده در گياهان يافت ميلي هستند كه بوفن
. ندنقش داراكسيدان و ضد راديكال  عنوان تركيبات آنتيب

هاي هيدروكسيل و  عوامل متفاوتي از جمله تعداد گروه
اكسيداني  فنوليك بر روي خاصيت آنتي دي ساختار ارتو

جذب  فلاونوئيد با عنواننيز بها  آنتوسيانين. ها موثر است آن
اكسيدان و ضد  عنوان يك ماده آنتيهاي آزاد ب راديكال
عصاره  وژهپردر اين ). 14(شناخته شده است قوي سرطان

صورت مختلط ليك سياه، آنزيم پراكسيداز را بومتانولي 
گرم  ميكرو 33؛ بدين صورت كه در غلظت است كرده مهار

 Vmaxافزايش و  mM 026/0آنزيم به ميزان  Kmليتر  بر ميلي
  .نشان دادكاهش  mM/min 64/17آن به ميزان 

 جمله تركيبات فنوليگياه شقايق داراي تركيبات مختلفي از 
سازي  اين تركيبات در جذب و خنثي. استي وئيدنو فلاو
در . ش دارندهاي آزاد و تجزيه پراكسيدها نق راديكال
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شد كه عصاره آبي شقايق  گزارش 2010تحقيقي در سال 
و در نتيجه خاصيت بوده تركيبات فنولي حاوي 

در اين . )16و39(ددااز خود نشان  قوياكسيداني  آنتي
لي شقايق استفاده شد و مشخص پژوهش از عصاره متانو

ليتر  ميكروگرم بر ميلي 33در غلظت گرديد كه اين عصاره 
؛ صورت غيررقابتي مهار نمايدتواند آنزيم پراكسيداز را ب مي

با رسم نمودارهاي سرعت برحسب غلظت سوبسترا، 
آن به  Vmaxآنزيم ثابت بوده ولي  Km گيري شد كه نتيجه
  .دادكاهش نشان  mM/min 5/10ميزان 

تركيبات شيميايي گياه دارواش با توجه به محل كشت و 
آلكالوئيدها،  :اين تركيبات شامل .كندرويش آن تغيير مي

ها، ترپنوئيدها و  ها، ساپونين ها، آنتراكينون نوئيدها، تاننوفلا
دليل عصاره متانولي اين گياه ب). 4(باشد  ميسكوتوكسين مي

پراكسيداز شده و اين نوئيدها سبب مهار آنزيم وداشتن فلا
اين صورت كه عصاره متانولي ب باشد مهار از نوع رقابتي مي
 33 ها يعني يكسان با بقيه عصاره دارواش در غلظت
آنزيم به ميزان  Kmليتر سبب افزايش  ميكروگرم بر ميلي

mM 016/0  شده ولي تاثيري بر مقدارVmax نشان نداد.  

قبيل فنوليك اسيد، تركيباتي از  داراي الزيهاي گياه  برگ
كوماريك اسيد، فروليك اسيد، هيدروكسي بنزوئيك اسيد و 

با وجود چنين تركيبات اما . باشد وانيليك اسيد مي
در هاي اين گياه  عصاره متانولي برگاكسيدان در اين  آنتي

 و آنزيم را تغيير نداده Vmaxو  Km انجام شده ازمايشات
نشان پراكسيداز  عاليت آنزيمچنداني بر فمهاري تاثير 
همان خاصيت جمعي تركيبات اين نتيجه شايد به  ).5(نداد

آنتي اكسيدان اشاره داشته باشد كه در يك مخلوط اثراتي 
  .دهند برخلاف انتظار از خود بروز مي

با توجه به نتايج بدست آمده عصاره گياهان درمنه، زولنگ، 
ب سب و الزي شقايق ،رزماري، آقطي، دارواش، وليك سياه

 شده و در اين بين عصارهپراكسيداز بروكلي آنزيم مهار 

 5/79درصد، رزماري با مهار  2/88وليك سياه با مهار 
 6/78قايق با مهار و شدرصد  3/76، درمنه با مهار درصد 
در تمام گياهان ذكر  .را نشان دادندبالايي اثر مهاري درصد 

ند تركيبات ه كه سبب مهار آنزيم پراكسيداز شدشد
از جمله . وجود داردلي و ترپني ولاونوئيدي، مشتقات فنف

تركيبات فلاونوئيدي كه در گياهان فوق وجود دارد مي 
ها، كوئرستين و روتين در گياه وليك  توان به آنتوسيانين

در رزماري لوتئولين و تريسين  ،سياه، كوئرستين و لوتئولين
اسيد رزماريك اسيد، كارنوسيك . در گياه شقايق اشاره كرد

و آلفا تريپنول از جمله مشتقات فنولي هستند كه خاصيت 
اكسيداني بسيار بالايي دارند و سبب مهار آنزيم  آنتي

با افزايش تركيبات فنولي و  يطور كلب. گردند پراكسيداز مي
ها افزايش  كسيداني آن  فلاونوئيدي در گياهان خاصيت آنتي

ر اين گياهان اكسيدان قوي ديگري كه د تركيب آنتي. مييابد
پن حلقوي بوده ليمونن كه يك تريعني  ه استمشاهده شد

  .درمنه و زولنگ وجود دارد و در گياهاني نظير

، و درجه حرارت pH، مشخصات سنتيكي اين مطالعه در
تعيين شد، در واكنش انزيمي  بهينه آنزيم پراكسيداز بروكلي
بر اساس . استفاده شد ABTSكه در آن از آب آكسيژنه و 

تحقيقات  تلاش براي كه شدنتيجه گيري  اين دست آوردها
وليك سياه، بيشتر در مورد عصاره هاي مختلف گياهان 

عنوان يك ب بتواندمازندران  رزماري، شقايق و درمنه
اين . دشونپيشنهاد هاي آينده  پژوهش موضوع مناسب براي

هاي  با هدف دستيابي به مهاركننده توانند پژوهش ها مي
، دارويي هايكاربرد با از بروكلي يم پراكسيدازجديد آنز
  .انجام گردند و صنعتي كشاورزي

  سپاسگزاري

 معاونت سوي از تحقيق اين بندي بودجه كه آنجايي از

  است شده اعتبار تامين مازندران دانشگاه پژوهشي محترم
  .گردد مي قدرداني و تشكر ايشان وسيله ازاين ب
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Abstract 

Broccoli has been well known as a plant of high nutritional value. Application of 
broccoli peroxidase in different areas of clinical biochemistry, biotechnology and food 
industry enhances the interest for further study on the enzyme. The objective of this 
study was to evaluate the kinetic parameters of broccoli's peroxidase and their variations 
in the presence of methanolic extract of some endemic plants from Mazandaran. In this 
investigation, the crude extract from broccoli was homogenized, centrifuged, 
precipitated by ammonium sulfate and dialyzed. The enzyme activity was monitored in 
414 nm with H2O2 and ABTS in phosphate-citrate buffer. The specific activity of the 
peroxidase was determined 0.58 U/mg in crude extract and 3.61 U/mg in dialysate. The 
optimum pH and temperature of the enzyme were obtained 4 and 30°C respectively. 
The extract of Artemisia tschernieviana, Eryngium caucasicum, Rosmarinus officinalis, 
Sambucus ebulus, Ligularia persica, Crataegus douglasii, Papaver rhoeas, Viscum 
album and Allium ursinum were prepared by maceration method. The enzyme activity 
was measured in presence of the extracts in different concentrations. The kinetic results 
shown that the extract of Crataegus douglasii, Rosmarinus officinalis, Papaver rhoeas 
and Artemisia tschernieviana in 33 µg/ml concentration inhibited the enzyme as 88.2, 
79.5, 78.6 and 76.3% respectively. The extract of Ligularia persica shown no effect on 
maximum velocity of reaction while reduced the Km value by 4 times. Allium ursinu 
showed a partial inhibition on the peroxidase. Therefore, study on these plants for 
achieving to effectors on broccoli’s peroxidase, with pharmaceutical, agricultural and 
industrial applications could be recommended. 
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