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بررسی خصوصیات سینتیکی پراکسیداز کدو سبز
)Cucurbita pepo(

مریم مهاجرانی1* ، افسانه آقایی2   

چکیده
هــم‌دار  جزءپروتئين‌هــاي   )EC1.11.1.7( پراکســیداز  آنزیــم 
مي‌باشــدكه وظيفــه اصلــي آنهــا  اكسيداســيون سوبســتراهاي مختلف 
ــرد  ــیداز كارب ــد. پراکس ــدروژن مي‌باش ــيد هي ــتفاده از پراكس ــا اس ب
گســترده‌اي در تشــخيص‌هاي پزشــكي و تجربيــات آزمايشــگاهي 
مختلــف دارد، بــه هميــن علــت امــروزه تــاش زيــادي صــورت مي‌گيرد 
ــيدازي  ــت پراكس ــا فعالي ــي ب ــاي گياه ــدي از بافت‌ه ــع جدي ــا مناب ت
مناســب معرفــي گــردد. کــدو ســبز )Cucurbita pepo( نوعــی کــدوی 
ــد و از  ــد کن ــر رش ــک مت ــدود ی ــا ح ــد ت ــه می‌توان ــت ک ــتانی اس تابس
لحــاظ گیاه‌شناســی، کــدو ســبز یــک میــوه نــارس، حاصــل از تــورم 
ــر  ــر ب ــل مؤث ــم وعوام ــت آنزي ــنجش فعالي ــت. س ــدان گل آن اس تخم
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ــوج 470  ــول م ــانتیگراد و ط ــه س ــای 25 درج ــم در دم ــينتكي آنزي س
ــه، Km و Vmax ، و  ــا و pH بهین ــن دم ــد. تعیی ــی ش ــر بررس نانومت
تاثیــر نمــک بــر فعالیــت پراکســیداز بــر روی میــوه گیــاه و در مرحلــه 
نــارس بررســی شــد. نتايــج حاصــل نشــان دادكــه حداكثــر فعاليــت 
ــد.  ــانتیگراد و pH 6/5 می‌باش ــه س ــه 50 درج ــاي بهين ــم در دم آنزي
همچنيــن آنزيــم در محــدوده pH 4 الــی 8 از پایــداری بالایــی برخوردار 
اســت. Km و Vmax بــرای پراکســید هیــدروژن در حضور پراکســیداز 
کــدو ســبز بــه ترتیــب 6/25 میلــی مــولار و 0/1 میلــی مــولار بــر دقیقه 
 Mg2+, Cu2+ K+, Pb2+,( ــای ــر یون‌ه ــي تأثي ــری شد.بررس اندازه‌گی
+Ag3+, Fe2( در غلظــت یــک میلــی مــولار در مخلــوط واكنــش نشــان 

داد ســرب و آهــن بــر فعالیــت آنزیــم پراکســیداز بیشــترین اثــر مهاری 
ــد.  را دارن

واژه هــای کلیــدی: pH بهینــه، پراکســیداز، دمــای بهینــه، ســینتیک 
آنزیــم، کــدو ســبز
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مقدمه
ــت  ــن‌دار اس ــن آه ــك گليكوپروتئي ــیداز ي پراکس
ــي  ــع آن داراي وزن ملكول ــه منب ــه ب ــه باتوج ك
حــدود 30 الــی 60 كيلــو دالتون اســت. ايــن آنزيم 
بــا سوبســترا‌های زيــادي از جملــه ديانيزيديــن، 
گاياكــول، آســكوربيك اســيد،پيروگالولوفنل كــه 
بــراي ســنجش فعاليــت آنزيم اســتفاده مي‌شــوند 
واكنــش مي‌دهــد، امــا سوبســترای اختصاصــی 
ــی  ــا گیاه ــت. منش ــدروژن اس ــید هی آن پراکس
آنزیــم پراکســیداز هــم بــه شــکل محلــول و هــم 
در غشــا سیتوپلاســمی وجــود دارد، امــا عملکرد 
ــل  ــور کام ــاه بط ــلولی گی ــواره س ــم در دی آنزی
ــي  ــيدازهاي گياه ــت. پراكس ــده اس ــناخته نش ش
نقــش زيــادي از جملــه دخالــت در بيوســنتز 
ــت  ــاد مقاوم ــين، ايج ــم اكس ــن، متابوليس ليگني
نســبت بــه تنش‌هــاي اكســيداتيو، پاســخ بــه 
تنــش آلودگــي هــوا، ترميــم زخــم و غيــره را در 
گياهــان ايفــا ميك‌ننــد )Obrien, (2000. همچنين 
ايــن آنزيــم بعنــوان معــرف بــرای تشــخيص‌هاي 
بالينــي نظيــر تشــخيص و تعييــن گلوكــز در 
خــون و ادرار، تعیيــن مقــدار اتانــول در مايعــات 
بيولوژيــك کاربــرد دارد. از آنجــا كــه مــواد 
شــيميايي زيــادي مي‌تواننــد توســط پراكســيداز 
تغييــر ســاختمان دهنــد، چنديــن كاربــرد جديــد 
ــت. از  ــده اس ــنهاد ش ــيدازها پيش ــراي پراكس ب
ــنتز  ــت در س ــا، دخال ــه فاضلاب‌ه ــه تصفي جمل
تركيبــات آروماتيكــي مختلــف و حــذف فنول‌هــا 
 Nazari et و پراكســيدها از مــواد زائــد صنعتــي

.al., (2005)

ــاري  ــد تج ــع تولي ــا منب ــر تنه ــال حاض در ح
پراكســيداز ریشــه‌های گیــاه تــرب کوهــی 
اســت کــه در کشــورهای مختلــف دنيــا بويــژه 
امــا  می‌شــود.  اقليم‌هــاي ســرد كشــت  در 
اســتفاده از ریشــه‌های گیــاه تــرب کوهــی 
محدوديت‌هايــي دارد از جملــه اينكــه ايــن گيــاه 
بــه آهســتگي رشــد ميك‌نــد و اصولا بــه منظور 
ــود.  ــت مي‌ش ــي كش ــع غذاي ــرد در صناي کارب
ــث  ــيداز باع ــم پراكس ــترده آنزي ــرد گس كارب
شــده كــه محققــان بدنبــال منابــع جديــدي 
بــراي توليــد ايــن آنزيــم بــا خصوصيــات 
ــي  ــيداز ايده‌آل ــن پراكس ــند. چني ــب باش مناس
بايــد بــه فراوانــي دردســترس باشــد، بــا 
بــر  فراوانــي  اختصاصــي  سوبســتراهای 
محــدوده  در  و  باشــد  داشــته  همكنــش 
وســیعی از pH و دمــا پایــدار باشــد )صبــورا 
و همــکاران، 1387(. کــدو ســبز نوعــی کــدوی 
تابســتانی اســت کــه می‌توانــد تــا حــدود یــک 
ــن  ــد، امــا معمــولا در نصــف ای ــر رشــد کن مت
برداشــت می‌‌شــود و  یــا کمتــر،  انــدازه و 
ــا،  ــر کدوه ــواع دیگ ــیاری از ان ــراه بس ــه هم ب
ماننــد کــدو تنبــل، در گونــه کــدو تخــم پوســت 
 Cucurbita pepo کاغــذی بــا نــام علمــی
ســبزی  یــک  کــدو  می‌گــردد.  دســته‌بندی 
می‌باشــد  خیــار  شــبیه  شــکل  اســتوانه‌ای 
ــه‌ای  ــر تغذی ــذی و از نظ ــواد مغ ــی از م و غن
درمطالعــه  اســت.  زیــادی  ارزش  دارای 
حاضــر از کــدو ســبز بــه عنــوان منبــع آنزیــم 
ــه  ــرای بهین ــود. ب ــتفاده می‌ش ــیداز اس پراکس
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شــدن شــرایط واکنــش از گایاکــول بــه عنــوان 
اهداکننــده‌ی هیــدروژن اســتفاده می‌شــود.

مواد و روش‌ها
کليــه مــواد شــيميائی بــکار گرفتــه شــده در ايــن 
مطالعــه از نمونه‌هــای معتبــر تجــاری نظیــر 
ــی  ــدگان ایران ــد و از نماین ــوکا بودن ــرک و فل م
تهیــه شــدند و عبارتند از: گایاکول، آب‌اکســیژنه، 
پتاســیم دی هیــدروژن فســفات، دی پتاســیم 
هیــدروژن فســفات، آب مقطــر، اســید ســیترکی، 
ــد،  ــید هیپوکلرای ــس، اس ــدیم، تری ــیترات س س

ــات. ــدیم بی‌کربن ــاس، س پت

استخراج و خالص سازی نسبی آنزیم
در ابتــدا کدوهــا )میــوه نارس و کشــت شــده در 
مازنــدران( را شســته و ســپس رنــده شــده و به 
ــی لیتــر آب مقطــر  ازای 74 گــرم کــدو 100 میل
اضافــه می‌شــود. ایــن مخلــوط توســط پارچــه 
ــا تکه‌هــای بــزرگ گیــاه  ‌دو لایــه صــاف شــد ت
ــل  ــیون حاص ــپس سوسپانس ــود. س ــذف ش ح
ــانتریفیوژ  ــه( س ــدت 15 دقیق ــه م )g×10000 ب
شــد. جهــت رســوب دهــی بــا ســولفات آمونیوم 
ــی  ــه ازای هــر 1میل اشــباع شــده 50 درصــد، ب
لیتــر از محلــول صــاف شــده مقــدار291 میلــی 
ــه  ــج اضاف ــه تدری ــوم ب ــولفات آمونی ــرم س گ
شــده و ســپس بــه آرامــی هــم زده شــد و بــرای 
4 ســاعت در 4درجــه ســانتیگراد نگهــداری شــد. 
ســپس بــرای بــار دوم ایــن مخلوط ســانتریفیوژ 
ــع  ــد. مای ــه( ش ــدت 15 دقیق ــه م )g ×10000 ب

ــوب‌دهی  ــت رس ــد و جه ــع‌آوری ش ــی جم روی
بــا ســولفات آمونیــوم اشــباع شــده 85 درصــد، 
ــی  ــول روئ ــر از محل ــی لیت ــر 1 میل ــه ازای ه ب
ــولفات  ــرم س ــی گ ــدار 230میل ــل مق ــه قب مرحل
آمونیــوم بــه تدریــج اضافــه شــده و ســپس بــه 
آرامــی هــم زده شــد و بــه مــدت 4 ســاعت در 
ــن مــدت  ــد از ای ــه بع ــداری شــد ک یخچــال نگه
 g( بــار ســوم مخلــوط ســانتریفیوژ  بــرای 
×10000 بــه مــدت 15 دقیقــه( شــد و رســوب به 
ــع‌آوری شــد. سوسپانســیون  ــده جم دســت آم
بــه دســت آمــده را درون کیســه دیالیــز ریختــه 
و در دمــای 4 درجــه ســانتیگراد بــه مــدت یــک 
ــد.  ــام ش ــز انج ــر دیالی ــبانه روز در آب مقط ش
محلــول دیالیــز شــده حــاوی آنزیــم پراکســیداز 
ــای  ــع و در دم ــوپ توزی ــه در میکروتی ــود ک ب
An�( 200- درجــه ســانتیگراد نگهــداری شــد

jum et al., (2011. فعالیــت ویــژه‌ی آنزیــم 

از  از اســتخراج  پراکســیداز در هــر مرحلــه 
معادلــه )1( بدســت آورده شــد. ایــن محاســبات 
ــودن  ــر ب ــم و موث ــت آنزی ــده کیفی ــان دهن نش
مقــدار  می‌باشــد.  آن  خالص‌ســازی  روش 
ــده  ــت آم ــه دس ــیون ب ــن در سوسپانس پروتئی
ــوری  ــه روش ل ــتخراج ب ــه از اس ــر مرحل در ه
 Lowry et مــورد اندازه‌گیــری قــرار گرفــت

.  al., (1951)

مقدار پروتئین / سرعت واکنش آنزیمی  معادله )1(
 = فعالیت ویژه آنزیم 
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تعیین پارامترهای سینتیکی آنزیم پراکسیداز
تعیینpH  بهینه فعالیت نسبی آنزیم 

 بــرای تعییــنpH  بهینــه بــرای فعالیــت آنزیم از 
بافرهایــی بــاpH  3 تــا 11 اســتفاده شــد. بــرای 
ایــن منظــور از بافر ســیترات 0/05 مــولار جهت 
محــدوده بافــر 3 تــا 6، بافــر تریــس 0/05 مولار 
بــرای محــدوده بافــری 6 تــا 9 و بافــر کربنــات 
0/05 مــولار بــرای محــدوده بافــری 9/5 تــا 11 
اســتفاده شــد.)Marquez et al., (2008  در 
ــر  ــدار 100 میکرولیت ــش مق ــه‌ی آزمای ــر لول ه
گایاکــول (v/v) %1، 200 میکرولیتــر پراکســید 
میکرولیتــر   100 و   1/0% (v/v) هیــدروژن 
آنزیــم و بــا بافــر مــورد نظــر بــه حجــم 3 
Soysal and Soyle� �ـد �ـانده ش �ـر رس  میلی‌لیت

mez, (2005). ســپس تغییــرات جــذب در هــر 

ــر 30  ــه ه ــدت 5 دقیق ــرای م ــش ب ــه آزمای لول
ثانیــه در دمــای 20 درجــه ســانتیگراد در طــول 
ــت نســبی  ــت شــد. فعالی ــر ثب ــوج 470 نانومت م
آنزیــم از معادلــه )2( در pH هــای مختلــف 
ــذب  ــرات ج ــودار تغیی ــم نم ــا رس ــبه و ب محاس
ــه  ــه ب ــف، pH بهین ــای مختل ــه pH ه ــبت ب نس
.Marquez et al., (2006( ــد ــت آورده ش دس

S/S0 × 100 = فعالیت آنزیم           معادله )2(

در ایــن معادلــه S تغییــرات جــذب محلــول 
واکنــش نســبت بــه زمــان بعــد از تاثیــر pH و  
S0 تغییــرات جــذب نســبت بــه زمــان در حالــت 

Shalini et al., (2008(.   پایــه می‌باشــد

تعیین دمای بهینه فعالیت نسبی آنزیم
بــرای تعییــن دمــای بهینــه فعالیــت نســبی 
ــانتیگراد  ــه س ــی 60 درج ــای 5 ال ــم در دم آنزی
  pHــولار در ــفات 0/02 م ــیم فس ــر پتاس در باف
6/5 اندازه‌گیــری شــد و نمــودار فعالیــت آنزیــم 

Marquez et al., (2006(.  رســم شــد

Vmax و Km تعیین
ــت  ــر Km و  Vmax فعالی ــن مقادی ــرای تعیی  ب
آنزیــم در دمــا و pH بهینــه بــه ازای غلظت‌هــای 
مختلــف سوبســترا )آب اکســیژنه( بررســی 
گردیــد. در هــر لولــه‌ی آزمایــش مقــدار100 
حجم‌هــای   1% (v/v) گایاکــول  میکرولیتــر 
پراکســید  میکرولیتــر(  الــی400   5( مختلــف 
هیــدروژن (v/v) %1/0، 100 میکرولیتــر آنزیم 
دیالیــز شــده و بافــر پتاســیم فســفات 0/02 
ــی  ــم 3 میل ــه حج ــه 6/5 ب ــا pH بهین ــولار ب م
لیتــر رســانده شــد، مخلــوط گردیــد. بــرای 
Km غلظــت پراکســید هیــدروژن از  تعییــن 
0/65 میلــی مــولار تــا 52 میلــی مــولار در نظــر 
گرفتــه شــد و در هــر یــک از غلظت‌هــا تغییــرات 
جــذب بــرای 5 دقیقــه هــر 30 ثانیــه در دمای 20 
درجــه ســانتیگراد در طــول مــوج 470 نانومتــر 
ثبــت شــد. ســپس نمودارهــای میکائیلیــس 
منتــن و لینووربــرگ رســم شــد و توســط ایــن 
ــد  ــن ش ــر Km و  Vmaxتعیی ــا مقادی نموداره

.Soysal and Soylemez, (2005(
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بررسي اثر يونهاي فلزي
ــدت  ــه م ــده ب ــتخراج ش ــیداز اس ــم پراکس آنزی
60 دقیقــه در دمــای 4 درجــه ســانتیگراد در 
ــف  ــای مختل ــولار از یون‌ه ــی م ــول 1 میل محل
 )Mg2+, Cu2+ K+, Pb2+, Ag3+, Fe2+( فلــزی
ــم  ــده آنزی ــی مان ــت باق ــپس فعالی ــه و س انکوب
ــه  ــك نمون ــری شــد. در هــر مــورد ي ــدازه‌ گی ان
ــاهد  ــوان ش ــون بعن ــدون ي ــش ب ــوط واكن مخل
 .Marquez et al., (2008( گرديــد  آزمــون 

ــن،  ــد آه ــای کلری ــا بصــورت نم‌که ــن یون‌ه ای
ــد پتاســیم،  ــره، اســتات ســرب، کلری ــرات نق نیت
اســتات مــس و کلریــد منیزیــم مــورد اســتفاده 

ــت. ــرار گرف ق

نتایج
فعالیت آنزیم و دما و pH بهینه آنزیم 

ــل  ــیداز در مراح ــم پراکس ــژه آنزی ــت وی فعالی
اســتخراج از معادلــه 2و1 بــه دســت آمــده و در 

جدول 1: فعالیت ویژه آنزیم پراکسیداز در مراحل استخراج و خالص‌سازی نسبی

مراحل استخراج
عصاره خام )پس از دور 

اول سانتریفیوژ(

سولفات آمونیوم %50 
)پس از دور دوم 

سانتریفیوژ(

سولفات آمونیوم %85 
)پس از دور سوم 

سانتریفیوژ(
پس از دیالیز

0/0170/0470/31125/38فعالیت ویژه آنزیم

شکل 1: تاثیر دما وpH بر فعالیت آنزیم پراکسیداز کدو سبز

ــت. ــده اس ــدول 1( آورده ش )ج
بررســي خصوصيات ســينتيكي عصاره آنزیمی 
 pH نشــان داد تغييــر فعاليــت آنزيــم بــا افزايــش
ــل ملاحظــه-اي  ــد افزايشــي قاب ــا 6/5 رون از 4 ت

ــا  ــاد مي‌شــود. ام داشــته و بصــورت خطــي زي
 5/5 pH در حالــي كــه فعاليــت آنزيــم در گســتره
ــظ مي‌شــود، از  ــي حف ــا 7 در حــد نســبتا بالاي ت
ــش   ــن افزاي ــي بي ــتگي منف ــا 9 همبس pH 7/5 ت
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ــا  ــود ت ــده مي‌ش ــيدازي دي ــت پراكس pHو فعالي

ــب  ــي موج ــيار قلياي ــاي بس ــه محيط‌ه ــا ك آنج
افــت شــديد عملكــرد آنزيــم مي‌گــردد )شــکل 1(. 
ــن  ــه بالاتري ــان داد ك ــا نش ــج اندازه‌گیری‌ه نتاي

ميــزان فعاليــت آنزيــم در  pH 6/5 اســت.
آنزيــم  فعاليــت  تغييــر  ميــزان   )1 )شــکل 
بــه  نســبت  را  اســتخراج شــده  پراكســيداز 
افزايــش دمــا در محــدوده صفــر تــا 60 درجــه 
ســانتيگراد نشــان مي‌دهــد. در ایــن نمــودار 
ــه  ــه در pH 6/5 ب ــم ک ــت آنزی ــترین فعالی بیش
دســت آمــد را 100 در نظــر گرفتــه و بقیــه 
فعالیت‌هــا نســبت بــه آن محاســبه گردیــد. 
مطالعــه رونــد تغييــرات بيانگــر آنســت كــه 
ــه  ــتاندارد )25 درج ــاي اس ــا دم ــه ب در مقايس
ســانتيگراد(، افزايــش دمــاي محيــط واكنــش از 
صفــر تــا 50 درجــه ســانتيگراد باعــث افزايــش 

راندمــان فعاليــت آنزيمــي شــده اســت، بطوريكه 
در دمــاي 50 درجــه ســانتيگراد فعاليــت آنزيــم 
ــوان  ــوان آن را بعن ــیده و مي‌ت ــر رس ــه حداکث ب
ــاره  ــيدازي عص ــت پراكس ــه فعالي ــاي بهين دم

ــود.  ــزارش نم ــبز گ ــدو س ک

Vmaxو Km تعیین
ــش  ــا افزای ــن ب ــس – منت ــه میکائیلی ــق معادل طب
غلظت سوبســترا جــذب مخلوط واکنــش افزایش 
ــترا  ــم از سوبس ــه آنزی ــی ک ــا زمان ــه و ت یافت
اشــباع شــود ایــن رونــد ادامــه میی‌ابــد و بعــد 
از اشــباع شــدن آنزیــم از سوبســترا بــا افزایــش 
غلظــت جــذب تغییــر نمیی‌ابــد )شــکل2(. در 
)شــکل 2( مقادیــر تغییــرات ســرعت نســبت 
ــه وســیله  ــف سوبســترا ب ــه غلظت‌هــای مختل ب
نمودارهــای بــه دســت آمــده از رســم تغییــرات 

شکل 2: نمودار میکائیلس منتن مربوط به فعالیت پراکسیداز در غلظت‌های مختلف پراکسید هیدروژن در مقادیر 
اضافه گایاکول
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جــذب نســبت بــه زمــان بدســت آمــده اســت.
 Km بــرگ  و  لینــوور  نمــودار  رســم  از 
ــولار و  ــی م ــبز 6/25 میل ــدو س ــیداز ک پراکس
Vmax1/0 میلــی مــولار بــر دقیقــه بدســت 

)شــکل3(.  شــد  آورده 
 نتايــج تاثیــر یون‌هــای فلــزی مختلــف بــر 
فعالیــت آنزیم پراکســیداز در )جــدول 2( خلاصه 
ــزی مــورد  شــده اســت. برخــی از یون‌هــای فل
ــی  ــر مهــاری کمــی داشــتند در حال آزمایــش اث
ــاری  ــرات مه ــرب اث ــن و س ــای آه ــه یون‌ه ک
بیشــتری بــر فعالیــت آنزیــم داشــتند. ایــن بــدان 
معنــی اســت کــه اثــر مهــاری در غلظــت یکســان 
بســتگی بــه ســاختار شــیمیایی یون‌هــای فلــزی 

ــکاران، 1387(. ــورا و هم دارد )صب
بحث و نتيجه‌گيري

آنزیم‌هــای  مهمتریــن  از  پراکســیداز  آنزیــم 
خانــواده اکســیدوردوکتازها بــوده کــه از گــروه 
می‌باشــد.  گلیکوپروتئینــی  هم‌پروتئین‌هــای 
ایــن آنزیــم کاربردهــای فراوانــی در زمینه‌هــای 
تشــخیص آزمایشــگاهی بــه روش ایمونواســی 
هورمون‌هــا  اندازه‌گیــری  الایــزا،  تکنیــک  در 
از جملــه تیروکســین، انســولین، اســتروژن، 
پروژســترون و ســم باکتری‌هــا دارد عــاوه 
بــر آن در تشــخیص آنتی‌ژن‌هــای بافتــی و 
فعــال کــردن ماکروفاژهــا در برابــر تومورهــای 
پاتولــوژی،  روش‌هــای  انــواع  در  ســرطانی 

شکل 3: نمودار لینوور برگ فعالیت پراکسیداز در غلظت‌های مختلف پراکسید هیدروژن در حضور گایاکول. نقطه 
تلاقی خط رسم شده با محور طول‌ها برابر 16/0- می باشد که معادل منفی Km/1 می باشد و 25/6 میلی مولار 
به دست می‌آید. نقطه تلاقی خط رسم شده با محور عرضها 1/10 می باشد که معادل Vmax/1 بوده و برابر 1/0 

میلی مول بر دقیقه به دست می آید.
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هماتولــوژی و ایمونولــوژی کاربــرد دارد. در 
ــرم  ــز در س ــزان گلوک ــن می ــت تعیی ــن جه ضم
و ادرار، کلســترول، اوره و اســید اوریــک بــا 
مــورد  نیــز  آنزیمــی  کیت‌هــای  از  اســتفاده 
 Azevedo et al.,. قرارمی‌گیــرد  اســتفاده 

)2003)

از ســال‌هاي دور پژوهشــگران متعــددي در 
مــورد پراكســيدازها و كاربردهــاي آنهــا مطالعه 
ــاي  ــينتيكي ايزوزيم‌ه ــاي س ــد. ويژگي‌ه كرده‌ان
خالــص شــده يــا عصــاره خــام نقــش مهمــي در 
نــوع كاربــرد آنزيــم ايفــا ميك‌نــد. پراكســيدازها 
مــورد  ديگــر  باآنزيم‌هــاي  همــراه  اساســا 
وخالص‌ســازي  مي‌گيرنــد  قــرار  اســتفاده 
مــدت  طولانــي  پرهزينــه،  فرآينــدي  آنهــا 
ــا  ــرد آنه ــه كارب ــت. در صورتيك ــكل اس ومش
در فرآيندهايــي كــه بمنظــور حفــظ محيــط 
ــي  ــع آلودگ ــر رف ــرد، نظي ــام مي‌گي ــت انج زيس
و  نســاجي  صنايــع  و  نفتــي  فاضلاب‌هــاي 
پلاســتيكي، مســتلزم كاهــش هزينه‌هــا، صــرف 

ــد.  ــتخراج مي‌باش ــهولت اس ــر و س ــان كمت زم
بنابرايــن بــه علــت كاربــرد گســترده ايــن آنزيــم 
در زمينه‌هــاي متفــاوت لازم اســت كــه اشــکال 
متفــاوت آن در بافت‌هــا وگونه‌هــاي مختلــف 
گياهــي شناســايي شــده وانواعــي برگزيــده 
ــي  ــل قبول ــه در محــدوده وســيع و قاب شــود ك
از pH و دمــا فعاليــت و پايــداري دارنــد. نتایــج 
مــا نشــان داد کــه بطــور كلــي آنزيــم اســتخراج 
شــده از گیــاه Cucurbita pepo درpH  هــای 
خنثــی و نســبتا قلیایــی فعالیــت و پایــداری 
بیشــتر و در pH هــای اســیدی تحمــل کمتــری 
ــج  ــا نتاي ــتاورد ب ــن دس ــد. اي ــان می‌ده را نش
هاینــر و همــکاران در ســال 2001 در مــورد 
حساســیت ایزوزیــم 2 پراكســيداز تــرب كوهــي 
نســبت بــه شــرايط اســيدي، مطابقــت دارد 
  pHديگــر طــرف  از   .Hiner et al., (2001(
هــای بســیار قلیایــی )بالاتــر از 9( نيــز اثــر غيــر 
فعــال كننــده‌اي مشــابه pH هــای اســیدی دارد. 
ــي  ــرب كوه ــيداز ت ــم پراكس ــي آنزي در بررس

جدول 2: اثر یونهای فلزی بر فعالیت آنزیم پراکسیداز

یونهای فلزیفعالیت نسبی آنزیم

94/54AgNO3

92/55MgCl2

92/46KCl

90/97Cu(CH3COO)2

84/32Pb(CH3COO)2

83/03FeCl2
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بــا اســتفاده از روش طيــف ســنجي رزونانــس 
رامــان نشــان داده شــدكه محيــط قليايــي، پيونــد 
هيدروژنــي بيــن دو اســيد آمينــه هيســتيدين و 
ــه  ــيد آمين ــن دو اس ــكند. اي ــپارژين را مي‌ش آس
ــد.  ــا ميك‌نن ــي ايف ــش مهم ــم نق ــت آنزي درفعالي
در نتيجــه بنظــر مي‌رســد هــر گونــه تغييــر در 
ــد.  ــال ميك‌ن ــر فع ــم را غي ــا آنزي ــت آنه وضعي
ــا  ــرد ت ــورت مي‌گي ــادي ص ــاش زي ــروزه ت ام
منابــع جديــدي از بافت-هــاي گياهــي بــا فعاليت 
پراكســيدازي مناســب معرفــي گــردد. در نتیجــه 
آنزیــم پراکســیداز کــدو ســبز می‌توانــد بــه 
عنــوان یــک منبــع گیاهــی در نظــر گرفتــه شــود. 
ــکاران در ســال  ــوز و هم ــات مارک ــق مطالع طب
pH  2008بهینــه پراکســیدازهای منابــع گیاهــی 
مختلــف در ناحیــه‌ی 3/5 الــی 6/5 می‌باشــد.  
بــرگ درخــت  بــرای پراکســیداز  pHبهینــه 

خرمــا 5، بــرای پراکســیداز بــادام زمینــی 3/6 و 
 Ma´rquez et al., بــرای وانیــل 3/8 می‌باشــند
(2008(. درایــن پژوهــش  pHبهینــه پراکســیداز 

ــا گزارشــات  ــه ب ــده ک ــن ش ــبز 6/5 تعیی کدوس
ــت دارد. ــکاران مطابق ــوز و هم مارک

در مطالعــات قبلــي دمــاي 45 درجــه ســانتيگراد 
ــم پراكســيداز  ــراي آنزي ــا ب ــن دم ــوان بهتري بعن
ــده  ــزارش ش ــويا گ ــته س ــاي و پوس ــرگ چ ب
ایــن  در   .Ma´rquez et al., (2008( اســت 
پژوهــش حداکثــر فعالیت آنزیــم پراکســیداز کدو 
ســبز در دمــای 50 درجــه ســانتیگراد بــه دســت 
آورده شــد. مقــدار Km بــرای پراکســیداز گوجه 
فرنگــی 4 میلــی مــولار، بــرای پراکســیداز نخــود 

ســبز 7/2 میلــی مولار و برای پراکســیداز ســویا 
 .Soysal 0/58 میلــی مــولار گزارش شــده اســت
پژوهــش  ایــن  در   and Soylemez, (2005)

ــرای پراکســیداز کــدو ســبز 6/25  ــدار Km ب مق
میلــی مــولار تعییــن شــد.

ــيعي از  ــروه وس ــه گ ــي ب ــور طبيع ــزات بط فل
پروتئين‌هــا، اســيدهاي نوكلئيــك و تركيبــات 
بــا وزن مولكولــي پاييــن متصــل مي‌شــوند. 
ــي روي  ــرات عميق ــد اث ــي مي‌توان ــن اتصال چني
ــته  ــواد داش ــح م ــره و ترش ــذب، انتقال،ذخي ج
باشــد بــراي مثــال مهمتريــن اثــر يون‌هــاي 
ــش  ــولا افزاي ــا، معم ــر روي پروتئين‌ه ــزي ب فل
پايــداري ســاختماني آنهــا و پايــداري ســاختار 
فضايــي مــورد نيــاز بــراي عملكــرد زيســتي و 
يــا شــركت در فرآيندهــاي كاتاليــزي آنهاســت. 
ــي  ــك ظرفيت ــزي ت ــاي فل ــر يون‌ه ــرو تأثي از اين
و دو ظرفيتــي و ســه ظرفیتــی در رابطــه بــا 
تغييــر فعاليــت آنزيــم بررســي شــد. درمطالعات 
گذشــته گــزارش شــده اســت كــه یون‌هــای 
فلــزات واســطه بــا اســیدهای آمینــه در جایــگاه 
ــرار  ــد اتصــال برق ــی توانن ــال پراکســیداز م فع
کننــد و فعالیــت آنزیــم را افزایش دهنــد. برعکس 
اگــر چنیــن اتصالاتــی بتوانــد از برهمکنــش بــا 
سوبســترا جلوگیــری کنــد موجــب مهــار آنزیــم 
در  واســطه  فلــزات  یون‌هــای  می‌شــوند. 
ــازی  ــال س ــرات فع ــب اث ــم موج ــای ک غلظت‌ه
ــل  ــه دلی ــالا ب ــای ب ــه در غلظت‌ه شــده درحالیک
ــه  ــد. ب ــاری دارن ــرات مه ــس اث ــکیل کمپلک تش
طوریکــه یــون نیــکل در غلظــت 2 میلــی مــولار 
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اثــر پایــدار کننــده داشــته امــا در غلظــت 8 میلــی 
ــی  ــر مهارکنندگ ــی اث ــور واضح ــه ط ــولار ب م
ــم پراکســیداز نشــان داده اســت  ــر روی آنزی ب
ــری  ــات دیگ )Nazari et al., (2005. در مطالع
یــون کبالــت در غلظــت 0.6 میلــی مــولار موجب 
 Nazari et al.,( ــت ــده اس ــم ش ــداری آنزی پای

 .)2007)

مجــاورت  در  پراکســیداز  آنزیــم  فعالیــت 
یون‌هایــی مثــل نقــره، مــس و پتاســیم افزایــش 
میی‌ابــد. فعالیــت آنزیــم پراکســیداز از ایــن 
جهــت افزایــش میی‌ابــد تــا بــه عنــوان اســمولیت 
آزاد  رادیکال‌هــای  ضــد  آنزیــم  و  ســازگار 
اکســیژن، ضمــن محافظــت از ماکرومولکول‌هــا 
از  ناشــی  آســیب‌های  ســلول،  غشــاهای  و 
اثــر  در  کــه  اکســیژن  آزاد  رادیکال‌هــای 
ــد  ــی کن ــده را خنث ــه وجــود آم ــا ب ــاد یون‌ه ازی
)کریمــی، 1387(. در ایــن مطالعــه نیــز افزایــش 
نســبی فعالیــت آنزیــم در حضــور ایــن یون‌های 
کاتیونــی نشــانگر خــواص ضــد اکســیدانی 

آنزیــم پراکســیداز می‌باشــد.
بــا وجــود اینکــه یــون آهــن در ســاختمان آنزیم 
ــول  ــن در محل ــون آه ــا ی ــد ام ــود می‌باش موج
موجــب کاهــش فعالیــت آنزیــم شــده و ایــن بــه 
دلیــل تداخــل در تجزیــه‌ی پراکســید هیــدروژن 
بــا یــون آهــن در محلــول می‌باشــد. در شــرایط 
ــی شــدن رادیکال‌هــای  ســمیت آهــن عــدم خنث
ــدروژن در  ــید هی ــدن پراکس ــیژن و باقیمان اکس
محلــول می‌توانــد دلیــل کاهــش فعالیــت آنزیــم 
ــز  ــه نی ــن مطالع ــدی، 1390(. درای ــد )پیون باش

ــدود  ــرب ح ــن و س ــای آه ــاورت یون‌ه در مج
%20 فعالیــت آنزیــم از دســت رفتــه اســت کــه 

اثــر مهــاری واضحــی را بــر روی فعالیــت آنزیم 
پراکســیداز نشــان داد.

می‌شــود  نتیجه‌گیــری  حاضــر  تحقیــق  از 
کــه آنزیــم پراکســیداز قابلیــت جداســازی و 
خالص‌ســازی از گیــاه کــدو ســبز را دارد و 
ادامــه تحقیقــات در جهــت بهینه‌ســازی مراحــل 
ایزوانزیم‌هــای  شناســایی  و  خالص‌ســازی 
ــه  ــات توصی ــترن ب ــورز و وس ــا الکتروف آن ب
ــت بیشــینه  ــی محــدوده فعالی ــردد. از طرف می‌گ
ایــن آنزیــم در دماهــا و  pHای اســت کــه 
پراکســیدازهای اســتخراج شــده از منابــع گیاهی 
دیگــر فعالیــت دارنــد بنابرایــن بــه علــت كاربــرد 
ــف،  ــاي مختل ــم در زمينه‌ه ــن آنزي ــترده اي گس
مشــکل بــودن، پرهزینــه و طولانــی مــدت بــودن 
فراینــد خالص‌ســازی، کــدو ســبز می‌توانــد 
یــک منبــع ارزان و قابــل دســترس بــرای آنزیــم 

ــد. ــیداز باش پراکس
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