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  شمال ايران زميني باداماستخراج و بررسي مشخصات آنزيم تايروزيناز 
  

  2 االله ناظم حبيب ،1 وهب جعفريان ،*١ريحانه سريري ،معصومه فريدي
  ، ايرانشناسي، دانشگاه گيلان، رشت بخش زيست 1
  ، ايرانشناسي، دانشگاه پيام نور، تهران بخش زيست 2

  
  چكيده

و در ها  و سبزي ها رنگ ميوه تغيير هاي علت، يكي از مهمترين تايروزينازسيلة آنزيم اي به و هاي قهوه تشكيل رنگدانه
صنايع دارويي و آرايشي كاربرد فراوان داشته، در حال  تحقيقاتي، اين آنزيم در مراكز. آنهاستكيفيت  نتيجه كاهش

از محصـولات مهـم    زمينـي  بـادام از آنجـايي كـه   . حاضر تنها منبـع آنـزيم مـذكور تايروزينـاز قـارچ خـوراكي اسـت       
كشاورزي استان گيلان است و از طرفي، با توجه به تجربه و تخصص گروه ما در مورد تايروزيناز، هدف اين تحقيـق  

. دارويي، غذايي، آرايشـي و تحقيقـاتي اسـت    عبا نوع قارچي در صناي زميني بادامبررسي امكان جايگزيني تايروزيناز 
سازي و خواص آن از جمله فعاليت بيولوژيكي، دما  استخراج و خالص زميني بادامدانه در اين پروژه، آنزيم مذكور از 

نتـايج الكتروفـورز نشـان داد كـه آنـزيم تايروزينـاز       . بهينه تعيين گرديد و با تايروزيناز سـاير منـابع مقايسـه شـد     pHو 
بهينه فعاليت آنزيم به ترتيـب   pHوده، دما و داراي دو ايزوفرم با اوزان مولكولي بيشتر از تايروزيناز قارچ ب زميني بادام
°C40 بـر دقيقـه    رمولا ميلي 00421/0زيمم كر و سرعت مامولا ميلي 5/257مقادير ثابت ميكائيليس منتن . است 2/5 و

  .محاسبه گرديد

  ي ميكائيليسها سازي، تايروزيناز، ثابت استخراج، خالص: كليدي هاي هواژ

  
  مقدمه

 (Polyphenol Oxidases: PPOs)پلي فنل اكسـيدازها  
هستند با شماره كميته  ها متالو پروتئين دسته وسيع و مهمي از

تبديل هيدروكسي  واكنشكه  (EC .1 .14 .18 .1) آنزيمي
 Van Gelder) كنند ميرا به مشتقات كوئينون كاتاليز  ها فنل

et al., 1997).  گـر و   بـه شـدت واكـنش    هـا  اورتو كوئينـون

، هـا  اقبا با خودشان، آمينو اسيدها يا پروتئينمتع ،ناپايدار بوده
ــرار  يو ديگــر تركيبــات ســلولي اتصــال عرض ــ هــا فنــل برق
 و سـياه  ،كنند و سبب ايجاد پليمرهاي غير همگـون قرمـز   مي
بـه وسـيلة    اي قهـوه ي هـا  تشـكيل رنگدانـه  . دنشو مي اي قهوه

يي هـا  آنزيم پلي فنـل اكسـيداز، يكـي از مهمتـرين واكـنش     
ان و برخي جـانوران عـالي موجـب كـدر و     در انساست كه 
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 ,Del Marmol and Beermann)دار شـدن پوسـت    لكـه 

ز عامـل ا  ،و در گياهان موجب تغيير رنگ آنها شده |(1996
ــتر غذاها   ــت در بيش ــتن كيفي  ,Fraignier) ســتدســت رف

ــابراين. (1995 ــواع، ويژگــيبررســي  ،بن ــا ان ــهه و  ي مربوط
و همچنين  ز نظر اقتصادياتواند  مياين آنزيم ي ها بازدارنده
ــه ــا از جنبـ ــايزهـ ــاتي حـ ــادي  ي تحقيقـ ــاهميـــت زيـ   دباشـ

(Espin and Witchers, 1999; Espin et al., 1999; 
Espin et al., 2000a) .    تشـكيل كوئينـون در محصـولات

امر مهمترين علت تمايل و اين  بسيار اهميت داردكشاورزي 
ي هـا  ژگـي بـراي مطالعـه وي   گسترده و روز افزون دانشمندان

داراي سـه نـوع   پلي فنل اكسـيدازها   .استپلي فنل اكسيداز 
ي هــا فعاليــت: هســتند كــه عبارتنــد از فعاليــت شــناخته شــده

ــاتكولاز، ــولاز  ك ــاز و كرس  Garcia-Borron and) لاك

Solano, 2002) .دو نـوع واكـنش    آنزيم تايروزيناز حداقل
كـه در هـر دو نـوع واكـنش از اكسـيژن       كنـد  مـي را كاتاليز 

. كند ميمولكولي و تركيبات فنلي به عنوان سوبسترا استفاده 
بـه   هـا  فنـل هيدروكسيله كـردن منو  عبارتند از ها اين واكنش

و اكسـيده  ) يـا كاتـالاز   زفـنلا نو ومفعاليت ( ها دي فنل -ارتو
كوئينـون   -ارتوبه  ها دي فنل -يا پارا ها دي فنل -كردن ارتو

ــنلادي فعاليــت ( ــا كــاتكولاز زف ــوع  1 شــكل). ي ــن دو ن اي
به عنوان سوبسترا نشـان داده   واكنش را در حضور تايروزين

  .است

  

  
 

  )Julivet et al., 1998(فعاليت كرسولازي و كاتكولازي آنزيم تايروزيناز  -1شكل 
  

شود، در هـر دو واكـنش    ميملاحظه  1چنانكه در شكل 
. فوق اكسيژن ملكولي نقش كمك كننـده سوبسـترا را دارد  

، آنزيم تايروزيناز يك آنزيم دو سوبسترايي است و در واقع
قادر است هر دو فعاليت   مياين كه چگونه يك سيستم آنزي

ــدت   ــا م ــد، ت ــل اكســيدازي را انجــام ده ــو و دي فن ــا مون  ه
نامشخص و موضوع تحقيـق برخـي دانشـمندان بـوده اسـت      

)Friedman and Daron, 1977.(  
ــات  ــراي اســتفاده تحقيق ــاز ب ــزيم تايروزين ي در صــنايع آن

دارويي و آرايشي كاربرد فراوان داشته، در هـر حـال، بـراي    
اغلب كاربردهاي فوق، منبع آنزيم مذكور تايروزيناز قـارچ  

 ,.Nakamura et al., 1966; Strothkamp et al) خوراكي

، ولـي  (Fan et al., 2004 ) است ها و يا ساير قارچ | (1976
 از منابع گونـاگون م را كنون اين آنزيدر حد تحقيقاتي نيز تا

 ,.Garcia Borron et al., 1985; Kwon et al) جـانوري 

 ,Matheis and Belitz)زميني  و گياهي مانند سيب | (1987

ماننـد   هـا  يـوه و يا م (Sariri et al., 2007)و توتون  | (1977
) Espin et al., 2001(، گلابـي  )Wong et al., 1971(هلو 

ه و ودنم ـاسـتخراج   (Rocha and Morais, 2001)و سـيب  
از طرف ديگر، مطالعات در . اند خواص آن را بررسي كرده

ي آن نيـز بيشـتر   هـا  مورد سينتيك واكنش آنزيم و اثر كننده
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 ;Hsu et al., 2007) در مورد تايروزيناز قـارچ بـوده اسـت   

Chen et al., 2003).    ــزيم ــن در حــالي اســت كــه آن اي
. تايروزينــاز موجــود در حبوبــات كمتــر مطالعــه شــده اســت

 مورد وجـود و يـا بررسـي آنـزيم تايروزينـاز در      درجستجو 
 ,Miller)قـديمي   يـك گـزارش  تنها به يافتن  ميان حبوبات

ــراي  |(1929 ــزيم تايروزينــاز كــم محلــول از ب  اســتخراج آن
از طرفـي، چنـد مقالـه    . انجاميـد لوبيـا  نـوعي  ي پهـن  ها گبر

 Waliszewski) جديد نيز در مورد حبوباتي، از قبيـل بـاقلا  

et al., 2009; Paul and Gowda, 2000) |   و جوانه نخـود
(Marcio and Fabricio, 2008)  در . اپ شده استچاخيرا

ي انجام شـده توسـط گـروه    ها هر صورت، بر اساس بررسي
تحقيقـات   زمينـي  بادامكنون در مورد پلي فنل اكسيداز تاما، 

  .استكمتري صورت گرفته 
گيـاهي   Arachis Hypogaeaبـا نـام علمـي     زميني بادام

، كوتـاه و يـك سـاله    (Leguminosae) است از تيـره نخـود  
ظرفيـت چنـد    ،فاقد يخبندان باشد يها ناحيهدر چنانچه  ،كه

ــادامميــوة . ســاله شــدن را دارد ــه زمينــي ب  4طــول تقريبــي  ب
در يك پوسته شكننده بـه رنـگ خاكسـتري    بوده،  متر سانتي

بر روي پوسته يك تا سه برجسـتگي  . دارد مايل به زرد قرار
. دهـد  مـي را نشـان   هـا  شود كه هر يك محل دانه ميمشاهده 

تقريبا مانند فندق به رنگ سفيد مايل بـه زرد   زميني بادامدانه 
سـته نـازكي دانـه را    پو. مرغـي شـكل اسـت    بوده ولـي تخـم  

طـب   در زميني بادام .است اي قهوهپوشانده كه به رنگ قرمز 
كلسـترول  افـزايش   طحـال،  وريـه   تقديم ايران براي تقوي ـ

بـر  ، ي گوارشـي ها حتياو ناردرد معده كاهش خوب خون، 
بـه  ، شيرده ازدياد شير در مادران ،سرفه خشكطرف كردن 

شـده   مـي تفاده اس ـقـواي دمـاغي مفيـد    تقويت  وملين عنوان 
به علاوه، برخي خواص ديگر ايـن گيـاه دارويـي نيـز      .است

مورد توجه و مطالعـه قـرار گرفتـه اسـت كـه از جملـه آنهـا        

 ,.Lou et al)اكسيدانتي در پوسـته آن   بررسي خواص آنتي

  .توان نام برد ميرا  | (2004
  

  هدف
از محصولات مهم كشـاورزي   زميني باداماز آنجايي كه 

بوده، با توجه به تجربه و تخصص گروه مـا در   استان گيلان
دانشگاه گيلان در مـورد تايروزينـاز، عـزم بـر ايـن شـد كـه        

بـه   .آنزيم اين گيـاه بررسـي و بـا منـابع ديگـر مقايسـه شـود       
ــي و       ــدگان محل ــد كنن ــق از تولي ــاس تحقي ــر اس ــلاوه، ب ع

ي طولاني مدت توسـط نويسـندگان،   ها مشاهدات و بررسي
زميتي داراي عمر كوتاهي بوده،  اممشخص شده است كه باد

 زاربـا  ر، دزانيروزيابررسي ارتباط عمر بادام با ميزان آنزيم ت
توانـد مـوثر    مـي وري  تمودن محصول و افـزايش بهـره   پسند
ي هـا  رسـد كـه توليـد فـرآورده     مـي بنـابراين، بـه نظـر     .باشد
ــادام ــي ب ــواد    زمين ــتخراج م ــا اس ــره و ي ــن، ك ــل روغ ، از قبي

بتواند در اين منطقـه از   ن، مانند تايروزينازبيوشيميايي مهم آ
با توجـه بـه فاكتورهـاي    . كشور سبب تحول اقتصادي گردد

ذكر شده، هدف اين تحقيق اسـتخراج آنـزيم تايروزينـاز از    
تازه و يك ساله و بررسي خصوصـيات آن   زميني بادامانواع 

كه مصـرف تجـاري فراوانـي     -در مقايسه با تايروزيناز قارچ
   .ه استبود -دارد

  
  روش كار

  زميني بادامگيري از دانه  عصاره
، ابتـدا درون  زمينـي  بـادام ي سالم و بـدون پوسـت   ها دانه

يك هـاون چينـي تميـز كمـي خـرد و سـپس بـا اسـتفاده از         
در مرحلـه  . نيتروژن مايع بـه صـورت پـودر درآورده شـدند    

ميكروليتـر بـافر    1000گـرم از پـودر حاصـل در     5/0بعدي، 
همـراه بـا   =pH 8/6ر بـا  مـولا  ميلي 50فسفات  بافر(استخراج 

بـه مخلـوط   ) رمـولا  ميلي 1اتيلن دي آمين تترا استيك اسيد 
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درجـه   4در دمـاي   rpm 14000دقيقه در  15تبديل و مدت 
محلـول رويـي جـدا شـده،     . گرديـد  سـانتريفيوژ گراد  سانتي

درجـه   4در دمـاي   rpm14000دقيقـه در   5دوباره به مـدت  
سپس محلـول رويـي حـاوي    . گرديد يفيوژسانترگراد  سانتي

آنزيم پلي فنل اكسـيداز بـه آرامـي بـا سـمپلر برداشـته و در       
  .ته شدخي جديد ريها ميكروتيوب

  
  گيري با سولفات آمونيم رسوب

 85از سـولفات آمونيـوم    هـا  براي رسـوب دادن پـروتئين  
ي اسـتخراجي درون اسـتوانه   هـا  نمونـه . درصد اسـتفاده شـد  
وي همزن مغناطيسي قـرار گرفـت و بـا    مدرج ريخته شد و ر

 10قرار دادن در يخچال، سولفات آمونيوم طي شش مرحله 
بعد از انحلال كامل . اي به محلول پروتئيني افزوده شد دقيقه

ــوم، محلــول در دمــاي   ــا دور  C 4°ســولفات آموني  rpmو ب
شـد و سـپس محلـول     سـانتريفيوژ دقيقـه   15به مـدت   5000

وب پروتئينـي در حـداقل بـافر    رويي دور ريختـه شـد و رس ـ  
 .فسفات حل گرديد

 
  دياليز

كيلـو   12 دياليز با استفاده از كيسه دياليز با اتـدازه منافـذ  
رســوب  زيــوم ســولفات ادالتــون جهــت حــذف نمــك آمون

ــي ــروتئين  پروتئين ــين جــدا كــردن پ ــا و همچن ــا اوزان ه يي ب
ــتر از   ــولي بيش ــد   12مولك ــام ش ــون انج ــو دالت ــس از . كيل پ

ر مـولا  ميلـي  50(، دياليز در بافر فسـفات  ها كيسه سازي آماده
گـراد   جـه سـانتي  رد 4دماي  ربر روي استيرر د) =pH 8/6 با

 .)Scotter et al., 2006(انجام شد  با سه بار تعويض بافر
  

  تخليص تيروزيناز
براي تخليص آنزيم تيروزينـاز از كرومـاتوگرافي تبـادل    

 FPLCاز دسـتگاه  براي انجام ايـن كـار   . آنيوني استفاده شد

) رزيـن (كه فاز ثابـت   (UNO-Q1)و ستون BIORADلمد
بـــراي انجـــام ايـــن . ســـفاروز بـــود، اســـتفاده شـــد -Qآن 

استفاده شد و سرعت  Bو  Aكروماتوگرافي، از دو نوع بافر 
ليتـر در دقيقـه تنظـيم     يـك ميلـي   بـافر ) Flow Rate( جريان
ــد ــافر . گردي ــا غلظــت   Aب ــريس ب   رمــولا ميلــي 20شــامل ت

2/7 pH= و بافر B  ر مولا ميلي 20متشكل از تريس با غلظت
ــولار   NaClو  ــك مـ ــت =pH 2/7يـ ــام  . اسـ ــس از انجـ پـ

ي هر ها كروماتوگرافي، فعاليت آنزيم تيروزيناز در فراكشن
يي كه حاوي آنزيم پلي فنـل  ها پيك سنجيده شده، فراكشن

 -C 20°اكسيداز بودند براي انجام مراحل بعـدي در دمـاي   
  .دمنتقل شدن

  
  تغليظ به روش اولترافيلتراسيون

 FPLCبا توجه به اينكـه نمونـه پـروتئين خـارج شـده از      
رقيــق شــده، جهــت تشــخيص ميــزان خلــوص، بــر روي ژل 

SDS-PAGE بنــابراين، بعــد از  يــت نخواهــد بــود،ؤقابــل ر
ي حاوي آنـزيم  ها انجام كروماتوگرافي تبادل يوني فراكشن

يمـي مشـخص شـده     تايروزيناز كـه بـا سـنجش فعاليـت آنز    
ــه  ــد، ب ــا    بودن ــيون ب ــيله روش اولترافيلتراس ــوب وس ميكروتي

ــد  ــيظ گردي ــنتريكون تغل ــن روش از   .س ــيظ در اي ــراي تغل ب
 C 4°در دمـاي   rpm 12000 سانتريفيوژ با سرعت چرخش 

  . دقيقه استفاده شد 10به مدت 
  

پلـي آكريـل آميـد ژل    -سديم دودسيل سولفات
  SDS -PAGEالكتروفورز 
 ي آنزيم پلـي فنـل اكسـيداز   ها مشاهده ايزوفرمبه منظور 

(PPO)  نزيم از عمل الكتروفـورز ژل پلـي   آو ميزان خلوص
ــد  ــل آميـــ ــد% 12آكريـــ ــتفاده شـــ ــورز. اســـ   الكتروفـــ

 SDS-PAGE ــه ــا از نمون ــام   ه ــس از انج ــده پ ــيظ ش ي تغل
پـس از انجـام   . كروماتوگرافي تبادل آنيـوني انجـام گرديـد   
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ــا روش كوما ــوالكتروفــورز، ژل حاصــل ب   ســي بريليانــت بل
G-250 آميزي گرديد رنگ.  

  
  سنجش فعاليت آنزيم پلي فنل اكسيداز

ــامين    ــتراي دوپ ــزيم از سوبس ــت آن ــراي ســنجش فعالي ب
ــت    ــا غلظ ــد ب ــي 55هيدروكلراي ــولا ميل ــل -3ر، م  -2 -متي

 5بـا غلظـت     (MBTH) (Merek)ون هيدرازوننبنزوتيازولي
جمـي و  درصد ح DMF (2(ر، دي متيل فرم آميد مولا ميلي

ــافر فســفات   08/0اســيد فســفريك   50درصــد حجمــي و ب
 ,Sanchez-Ferrer) اســتفاده شــد =8/6pHر بــا مــولا ميلــي

حسـاس  نسـبت بـه نـور     ،بـه شـدت  محلول سوبسترا . (1988
است، بنابراين، بايد از تابش نور به آن جلوگيري نموده، در 

با توجـه بـه ناپايـدار بـودن     . درون ظرف تيره نگهداري شود
بايد براي هر نوبت سنجش فعاليت آنزيمي،  ميسوبسترا اين 

محــيط ســنجش يــك . محلــول سوبســتراي تــازه تهيــه نمــود
نمونـه  (آنـزيم   Lµ10سوبسـترا و   Lµ990 ليتري حاوي ميلي

تغييرات جـذب بـر روي زمـان در طـول     . است) استخراجي
سوبسـترا   Lµ 990نانومتر در مقابل بلانك حاوي  505 موج

  .راج، بررسي شدبافر استخ Lµ10و 
  

   Vmaxو Kmمحاسبه 
ــايش غلظــت  ــن آزم ــراي اي ــا ب  75، و50، 25، 5/12ي ه

سوبسـتراي  . ر از سوبسـتراي تايروزينـاز تهيـه شـد    مـولا  ميلي
اصلي تايروزيناز دوپامين هيدروكلرايد بود و نمونه آنزيمـي  

با سه بار تكـرار   Vmax و Kmجهت محاسبه  FPLCبعد از 
  .استفاده شد

  
  بهينه محاسبه دماي

 7ابتدا رقت مناسب نمونه آنزيمي تهيه شـد و سـپس در   
ميكروليتر از آنزيم با رقـت مناسـب ريختـه     40ميكروتيوب 

ــد ــوب . ش ــي از ميكروتي ــدا يك ــا ابت ــاي  ه ــه  10در دم درج
دقيقه قرار داده شده و سپس سنجش  20به مدت گراد  سانتي

 20ميكروتيوب دوم در دمـاي  . آنزيمي سه بار انجام گرديد
دقيقه در بـن مـاري قـرارداده شـد و ماننـد       20درجه به مدت

روش قبل سه بار سنجش آنزيمي روي آن انجـام گرفـت و   
، 40، 30دماي  ها به همين ترتيب، برروي مابقي ميكروتيوب

دقيقـه اعمـال نمـوده،     20درجه با مدت زمـان   70و  60، 50
ي هــا ســپس بــا مقــادير جــذب. مــورد ســنجش قرارگرفتنــد

ميـزان   Excelه، از طريق رسم نمودار در برنامه دست آمد به
  .دماي بهينه فعاليت آنزيم محاسبه گرديد

  
  بهينهpH گيري  اندازه

بهينـــه آنـــزيم ابتـــدا بـــا اســـتفاده از  pHبـــراي تعيـــين 
ــيد و آب     ــيتريك اس ــفات، س ــديم فس ــدروژن دي س منوهي

) 1جدول ( ي مشخص تهيه شدند ها pHديونيزه، بافرهايي با 
بـا اسـتفاده از سوبسـتراي     هـا  يت آنزيمـي نمونـه  و سپس فعال

بـار در هـر    3دوپامين هيدروكلريد طبق روش فوق حـداقل  
  .گيري شد اندازه ها يك از اين بافر

  
  غلظت پروتئين و محاسبه فعاليت ويژهتعيين 

براي تعيين غلظـت پـروتئين از روش برادفـورد اسـتفاده     
غلظـت   بعد از هر مرحله جدا سـازي،تغليظ وتخلـيص،  . شد

پروتئين محاسبه شد وهمچنين در هر مرحلـه از جداسـازي،   
فعاليت پلي فنل اكسيداز در يـك مخلـوط    تغليظ وتخليص،
 با روش اسـپكتروفتومتري از طريـق   ليتري سنجش يك ميلي

نـانومتر در   505گيري افزايش جـذب در طـول مـوج     اندازه
اي بررسي گرديـده، فعاليـت ويـژه     دقيقه 2يك دوره زماني 

 ,Mayer and Staples) دست آمد وتئين در هر مرحله بهپر

2002).  
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 زايموگرام تايروزيناز
ــوگرام از روش     ــام زيم ــور انج ــه منظ  Native gelب

electrophoresis بافرهاي مورد نيـاز در  . استفاده شده است
ــوط در روش    ــد بافرهــاي مرب ــورز، همانن ــوع الكتروف ــن ن اي

SDS-PAGE  اينجا بوده؛ با اين تفاوت كه درSDS   به كـار
هـا بـدون اعمـال حـرارت در تـه چاهـك        نمونـه . بـرده نشـد  

گـراد بـراي    درجه سـانتي  4بارگذاري شدند و شرايط دماي 
ها در تمامي مراحل آزمايش فراهم گرديد تـا فعاليـت    نمونه

. تنظـيم شـد   100ولتاژ دستگاه نيـز روي  . آنزيم حفظ گردد
بسـتراي آنـزيم   بعد از اتمـام الكتروفـورز ژل در محلـول سو   

قـرار   C 4°آميزي در شرايط دمـايي   ور و جهت رنگ غوطه

دقيقه  15در ابتدا، دوپامين به سوبسترا اضافه نشد و . داده شد
ژل در سوبستراي بـدون دوپـامين قـرار گرفـت و سـپس در      

بـا ايـن كـار، از    . چند مرحله دوپـامين بـه آن اضـافه گرديـد    
ش روش آميــزي بــه رو بــا رنــگ(شــدت رنــگ گــرفتن ژل 
ــو    ــت بل ــي بريليان ــد ) G-250كوماس ــوگيري ش ژل در . جل
بـر اثـر   . ساعت قرار گرفت 10-12محلول سوبسترا به مدت 

واكنش بين آنزيم با سوبسـترا بانـدهاي پـروتئين تايروزينـاز     
پذيري  ظهور اوليه باند به منظور كاهش رنگ گرفته، پس از

  .به سوبسترا اضافه گرديدژل بافرفسفات بيشتري 

  
  بهينه آنزيم pHي مختلف استفاده شده براي تعيين ها pHروش تهيه بافر با  -1ول جد
 آب ديونيزه

  )ليتر ميلي(
 منوهيدروژن دي سديم

  )ليتر ميلي(فسفات 
  سيتريك اسيد

  pH  )ليتر ميلي(

10  40 0  2/9  
13  50 1  1/8  
22  68 20  1/7  
15  40 20  1/6  
10  20 20  2/5  

5/7  10 20  9/3  
10  0 40  5/2  

  
  نتايج

ــوب   ــيون، رس ــه هموژنيزاس ــر مرحل ــان ه ــي و  در پاي ده
تخليص پـروتئين، مقـدار پـروتئين توتـال، فعاليـت آنزيمـي       
توتال و فعاليـت ويـژه تايروزينـاز، درجـه تخلـيص و ميـزان       

ي ها با توجه به داده). 2جدول (راندمان كار محاسبه گرديد 
ه شود كه با افـزايش ميـزان تخلـيص ب ـ    ميملاحظه  2جدول 
ــر مقــدار شــروع عمــل، فعاليــت ويــژه  7حــدود  ــزيم  براب آن

تايروزيناز نيز به همين مقدار افزايش يافته اسـت و ايـن امـر    
از . سازي است دهنده راندمان بسيار خوب عمل خالص نشان

طرفي، با توجـه بـه وجـود دو بانـد مجـزا در ژل زايمـوگرام       
م ، حضور دو ايزوفـر )2شكل (الكتروفورز پلي آكريل آميد 
  .شود ميبيني  پيش زميني بادامبراي آنزيم پلي فنل اكسيداز 

هاي تغلـيظ شـده    به منظورتعيين ميزان تخليص، فراكشن
حاوي آنزيم پلي فنل اكسيداز بعد از مرحله كروماتوگرافي 
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تبادل آنيوني بـا اسـتفاده از بافرهـاي احيـايي و غيـر احيـايي       
نجـام و ژل  ا% 12با استفاده از ژل  SDS-PAGEالكتروفورز 

شـكل  (رنگ آميزي شـد   250-حاصل با كوماسي آبي جي
3.(  

بررسي فعاليت آنزيم در دماهاي مختلـف نشـان داد كـه    
بـا تغييراتـي در    C40°دماي بهينه فعاليـت آنـزيم در حـدود    

از طرفــي، فعاليــت ). 4شــكل (محــدوده يــك درجــه اســت 
هـاي اسـيدي بـالاتر از قليـايي بـود و سـنجش        pHآنزيم در 

هاي مختلـف نشـان داد كـه     pHت آنزيم در بافرهايي با فعالي
pH 5شكل (است  2/5نه فعاليت آنزيم بهي.( 

  
  اكسيداز در مراحل مختلف جداسازي تغييرات فعاليت كل و فعاليت ويژه آنزيم پلي فنل -2 جدول

 فعاليت ويژه  راندمان  ميزان تخليص
µmol/min mg 

 فعاليت كل
µmol/min 

  پروتئين كل
mg/mL  ∆A/min    

  هموژنيزاسيون  237/0  5/34  138/0  004/0  100  1
  

  بعد از جداسازي نمكي 287/0  86/40 335/0 0081/0  27/24  025/2

بعدازكروماتوگرافي   136/0  573/0  0159/0  027/0  52/11  925/6
  تبادل آنيوني

  

  
  

  .كيلو دالتون است 58داراي وزن مولكولي ) كسيدازماركر پلي فنل ا(استاندارد . زميني زيموگرام حاصل از تايروزيناز بادام -2شكل 
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  .عد از انجام كروماتوگرفي آنيونيب SDS-PAGEالكتروفورگرام حاصل از عمل الكتروفورز  -3شكل 
  .نمونه سمت راست مربوط به ماركر وزن مولكولي است
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  نمودار اثردما برآنزيم پلي فنل اكسيداز -4شكل 
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  زميني بهينه آنزيم پلي فنل اكسيداز بادام pHنمودار تعيين  -5شكل 
  

بــراي آنــزيم پلــي  Vmaxو  Kmپارامترهــاي ســينتيكي، 
شـكل  (بـرك   ورينويلفنل اكسيداز بادام با استفاده از نمودار 

  :به دست آمدند كه عبارت بودند از) 6

  
Km = 257.5 mmol 
Vmax = 0.00421 mmol/min  
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y = 61046x + 237.08
R2 = 0.9975
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  ت آنزيم پلي فنل اكسيدازبرك فعالي نمودار لينويور -6شكل

  
  گيري و بحث نتيجه

ي انجــام شــده، بــا آن كــه آنــزيم هــا بــر اســاس بررســي
  جدا سازي و تخلـيص  ها و سبزي ها تايروزيناز از برخي ميوه

 ;Rast et al., 2003; Marques et al., 1995)شــده 

Marcio and Fabricio, 2008)پلي  ، ولي تاكنون در مورد
در ايــن  .گزارشــي موجــود نبــود زمينــي بــادامفنــل اكســيداز 

بـا اسـتفاده از    FPLCسازي پروتئين بـا   تحقيق، نتايج خالص
هر كدام از . فراكشن جداسازي شد 3ماوراي بنفش  دتكتور

يي هسـتند كـه در حـدود    هـا  مربوط بـه پـروتئين   ها اين پيك
 در. انــد از ســتون جــدا شــده Bدرصــدهاي خاصــي از بــافر 

ه ســنجش فعاليــت آنزيمــي آوري شــد ي جمــعهــا فراكشــن
فعاليـت پلـي    2و 1ي هـا  در فراكشن. تايروزيناز به عمل آمد

ــل اكســيدازي مشــاهده شــد  ــا  . فن ــه ب فراكشــن اول در ناحي
قرار دارد كه آنزيم اين ناحيه بـا سـتون    Bگراديان صفر بافر 

اتصال برقرار نكرده است، بنابراين، در فراكشـن دوم آنـزيم   
يي كــه در ايــن فراكشــن جداســازي شــده اســت و از آنجــا

شود كه  ميدرصد بافر نمكي كم بوده است، بنابراين، نتيجه 
بار منفي روي سطح پروتئين ناچيز بوده است، زيرا با توجـه  
به جنس ماتريكس، هـر چـه پـروتئين مـورد نظـر بـار منفـي        

شـود و   ميتر به ماتريكس متصل  بيشتري داشته باشد، محكم
از . نياز اسـت  Bتري از بافر براي جدا شدن آن به درصد بالا

نشـان داد كـه ايـن    رفي، سنجش آنزيمي در فراكشن سوم ط
در مرحله بعـد،  . قسمت فاقد فعاليت پلي فنل اكسيدازي بود

يداز توسـط روش  فراكشن دوم حاوي آنزيم پلـي فنـل اكس ـ  
بـــا ميكروتيـــوب ســـنتريكون كـــه فقـــط اولترافيلتراســـيون 

دالتون را از خود عبور كيلو  30يي با وزن ملكولي ها پروتئين
پـايين صـافي    سپس از هر دو نمونه بالا و. داد، تغليظ شد مي

سنجش فعاليت آنزيمي صورت گرفت و مشخص شـد تنهـا   
ــول روي صــافي فعاليــت پلــي فنــل اكســيدازي دارد و    محل

  .آن براي مراحل بعدي استفاده شد بنابراين، از
ورز به منظور مشاهده حضور پلي فنل اكسيداز، الكتروف ـ

گـراد   سـانتي درجـه   4در دمـاي   PAGEژل پلي آكريلاميد 
انجــام شــد و پــس از اتمــام الكتروفــورز، ژل در مجــاورت  
سوبسترا قرارگرفت و در نهايت، باندهاي پروتئيني آن ظاهر 

ــارچ  . شــد ــاز ق ــتفاده تيروزين ــورد اس ــاركر م  Agaricus م

bisporus  از ). 3شكل (كيلو دالتون بود  58با وزن ملكولي
نجايي كه آنزيم در فرم ساختماني كامل خود بـا سوبسـترا   آ

دهد، بنابراين وجود دو باند در ژل ممكن اسـت   ميواكنش 
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نشان دهنـده حضـور دو ايزوفـرم مختلـف آنـزيم پلـي فنـل        
موقعيـت بانـدهاي ظاهرشـده    . باشـد  زمينـي  باداماكسيداز در 

يـن،  بنابر ا. بالاتر از باندهاي مربوط به تايروزيناز قارچ است
شـمال   زمينـي  باداموزن ملكولي تايروزيناز استخراج شده از 

بـراي تعيـين   . كيلودالتـون اسـت   58كشور، اندكي بيشـتر از  
دقيقتر وزن مولكولي آنزيم استخراج شده، در مرحله بعـدي  

در حضـور بـافر    هـا  از اين نمونـه  PAGE SDS-الكتروفورز 
م گرفـت و بـا روش   ي احيـايي وغيـر احيـايي انجـا    هـا  نمونه

حاصــل  PAGEدرا ژل الكتروفــورز . كوماســي بلــو شــد  
جايگاه بانـدهاي آنـزيم پلـي فنـل اكسـيداز مشـخص اسـت        

گردد، بانـدهاي   ميچنانكه در اين شكل ملاحظه ). 3شكل (
كيلو دالتون متعلق بـه   2/66همرديف ماركر با وزن ملكولي 

لكـولي  وزن مو. هسـتند  زمينـي  بـادام آنزيم پلي فنل اكسيداز 
تايروزيناز استخراج و تخليص شده از انـواعي قـارچ بـه نـام     

Portabella mushrooms  كيلو دالتون گـزارش   70حدود
 Fan)است  زميني بادامشده است كه اندكي بيشتر از آنزيم 

and Flurkey, 2004).  
گـراد   سانتيدرجه  40دماي بهينه فعاليت براي اين آنزيم 

قـدار مشـابه بـا دمـاي بهينـه      ، ايـن م ) 4شـكل (به دست آمد 
 ,.Sariri et al)ي تايروزيناز گياهي، ماننـد توتـون   ها آنزيم

 Espin et)، گلابي (Wong, et al. 1971)و يا هلو  | 2007

al., 2001) |  و سيب(Rocha and Morais, 2001)  اسـت .
درجــه بهتــرين  50-30دهــد كــه دمــاي  مــينشــان  4شــكل 

م است و از طرفـي، آنـزيم   محدوده دمايي براي فعاليت آنزي
در دماهاي پايين تر از دمـاي بهينـه در    زميني بادامتايروزيناز 

مقايسه با دماهاي بالاتر از دماي بهينه فعاليـت بيشـتري نشـان    
گـراد   سانتيدرجه  70دهد؛ به طوري كه در دماي حدود  مي

  .يابد ميكاهش % 50فعاليت آن تا حدود 

 زمينـي  بـادام ج شـده از  بهينه آنزيم استخرا pHاز طرفي، 
ايـن نـوع رفتـار در    ). 5شـكل  (تعـين گرديـد    2/5در حدود 

ــل  ــاهي     pHمقاب ــاي گي ــي تايروزينازه ــا برخ ــه ب در مقايس
بهينـه آنـزيم    pHبـراي مثـال،   . گزارش، اندكي تفاوت دارد

پلي فنل اكسيداز گوجـه فرنگـي در محـدوده كمـي قليـايي      
ــي، از ط. (Thipyapong and Steffen, 1997)اســت  رف

 Vanilla beanآنزيم پلي فنل اكسيداز در نوعي لوبيا به نـام  
 اســت) 10-8حــدود (ر محــدوده قليــايي بهينــه د pHداراي 

(Waliszewski, et al., 2009)،   ــي چنانكــه ملاحظــه ول
در  زمينـي  بـادام بهينه آنـزيم اسـتخراج شـده از     pHشود،  مي

ر محدوده اسيدي اسـت كـه دال بـر فعاليـت بيشـتر آنـزيم د      
ي قليـايي  هـا  ي اندكي اسيدي در مقايسـه بـا محـيط   ها محيط
تغييـر ماهيـت    توان تا حدي بر اسـاس  مياين رفتار را . است

ساختمان پروتئيني آنزيم در نواحي نزديك به جايگاه فعـال  
شود كـه آنـزيم    ميملاحظه  5با توجه به شكل .  توجيه نمود
يي تـا قليـايي   ي اندكي قلياها در محيط زميني بادامتايروزيناز 

فعاليـت خـود را از   % 60حدود ) 10تا  7/2ي ها pH(متوسط 
دست داده است و اين در حالي است كه در محيط اسـيدي  

)pH ت آنزيمي خود را حفـظ  فعالي% 80بيش از ) 5تا  4ي ها
صـد بيشـتري از فعاليـت بيولوژيـك     حفـظ در . نموده اسـت 

قليـايي،  ي ها ي اسيدي در مقايسه با محيطها آنزيم در محيط
دهندة تغييرات ساختماني در اطـراف جايگـاه    تواند نشان مي

ي قليايي و مقاومت در مقابل محـيط  ها فعال آنزيم در محيط
تواننـد   مـي بهينه يـك آنـزيم    pHمقادير دما و . اسيدي باشد

معيار مناسبي براي سنجش پايداري و يا حساسيت آن بـوده،  
ي طبيعــي و در نتيجــه، تصــميم گيــري در مــورد كاربردهــا 

  .تري پيدا خواهند نمود ميي علها صنعتي آن جنبه
ي متفـاوت  هـا  در غلظت مطالعات سينتيكي نشان داد كه

بـراي   Vmaxو  Kmسوبستراي دوپامين هيدروكلرايد ميزان 
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ــب       ــه ترتي ــيداز ب ــل اكس ــي فن ــزيم پل و  mmol5/257 آن
mmol/min00421/0  6شكل (محاسبه شد.(  

ــوازي،    ــات م ــري تحقيق ــك س ــت داده  در ي ــه تف از دان
نيز توسـط نيتـروژن مـايع عمـل اسـتخراج انجـام        زميني بادام

گرفت و سپس مانند حالت قبل مورد سنجش فعاليت آنزيم 
پلي فنل اكسـيداز قرارگرفـت، ولـي ايـن بـار هـيچ فعـاليتي        

آنـزيم پلـي فنـل     دهندة غير فعال شدن مشاهده نشد كه نشان
. اسـت  زمينـي  امبـاد آوري  ينـد بـه عمـل   اكسيداز در طي فرآ

اين واقعيـت بودنـد كـه عمـل      هدهند ي محلي نشانها بررسي
ي هـا  در مرحلـه روي شـن   زمينـي  بادام) تفت دادن(فرآوري 

. گيـرد  مـي انجـام  گـراد   سانتيدرجه  400داغ با دماي حدود 
سـاعت در چنـين    6حـدود   زميني بادامقرار گرفتن محصول 

اري از شــرايطي بــه احتمــال زيــاد ســبب تغييــر ماهيــت بســي 
 هـا  و كاهش و از بين رفتن فعاليـت برخـي آنـزيم    ها پروتئين

در هر صورت، مانند بسـياري از اعمـال فـرآوري     .گردد مي
مواد غذايي، عمل تفت دادن اين محصول با ارزش موجـب  

تر شدن و بـازار پسـندتر شـدن محصـول و بـه بهـاي        مناسب

ــذايي و ارزش   ــت غــ ــدكي در كيفيــ ــاهش انــ ــا كــ ي هــ
چنين تغييراتـي تحـت شـرايط     .گردد ميي آن اكسيدانت آنتي

اي تـا حـدي    موجود فرآوري مواد غذايي و در علوم تغذيـه 
ــاب ــورد،      اجتن ــن م ــارت در اي ــرين نظ ــت و بهت ــذير اس ناپ

  .بندي شده است رل كيفيت محصول بستهتبرداري و كن نمونه
از طرفــي، مطالعــات مشــابه در مــورد مقايســه فعاليــت و 

و يك يـا دو سـال كهنـه شـده نيـز       تازه زميني بادامسينتيك 
انجام شد كه نتـايج جالـب تـوجهي در جهـت اثـر گذشـت       

تحقيـق   .زمان روي فاكتورهاي مختلف آنـزيم روشـن كـرد   
ــازه ــراي اســتفاده صــنعتي و تحقيقــاتي از   مــذكور راه ت اي ب

كنـد و   مـي و ارزان قيمـت پيشـنهاد    گذشـته ي تاريخ ها بادام
 .نتايج آن به زودي منتشر خواهد شد

 
  تشكر و قدرداني

ثر دانشگاه پيام نور تهران و دانشگاه گـيلان  ؤهمكاري م
  .شايان تشكر و قدرداني است
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Abstract 

Formation of brownish yellow pigments in damaged fruits and vegetables by tyrosinase enzyme is 

one of the main causes of their quality loss. Tyrosinase is a metaloprotein and is used in researches, 

regarding food, pharmacology and cosmetics. Peanut is one of the most important strategic 

agricultural products of northern Iran. In a general survey from the local farmers and producers, it 

was found that many of older peanuts lose their market and are reduced in quality and price when 

the new crop product is entered into the market. Considering the experience and the experties within 

our group on tyrosinase extraction and characterization, the aim of this research was focused on 

peanut tyrosinase. Peanut was grounded in liquid nitrogen, followed by precipitation by ammonium 

sulphate and dialysis. Electrophoresis showed the presence of two possible isozymes. Enzyme 

activity was determined during various stages of purification. Some important physical properties of 

the enzymes were also measured. It was shown that the optimum pH for peanut tyrosinase was 5.2 

and that optimum temperature was 40 ºC. Kinetics studies determined the Michaelis-Menton 

constants, i.e. Km= 257.5 mmol and Vmax= 0.00421 mmol/min. The ultimate goal of this research 

was to investigate the possibility of replacing peanut tyrosinase for mushroom tyrosinase in various 

industrial and research applications. 
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