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بررسی  سینتیکی فعالیت  پراکسیداز در غلظت های مختلف گایاکول در بنه های زعفران 
زراعی 
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چکیده
سابقه و هدف: پراکسیدازها دارای عملکردهای زیادی در گیاهان از قبیل تغییرات دیواره سلولی با تنظیم هورمون، مکانیسم های 
دفاعی، تجزیه ایندول استیک اسید و سازش با استرس می باشد. در شرایط مختلف استرس، پراکسیداز گیاه را در برابر ناملایمات درونی 

و محیطی محافظت می کند. 
مواد و روش ها: پیازهای ریزومی ) بنه ها( زعفران مزروعی )Crocus sativus( در ماه های تیر و آبان جمع آوری شدند. بنه ها 

به عنوان منبع عصاره آنزیمی مورد استفاده قرار گرفتند. این عصاره برای مطالعات بیشتر استفاده شد.
یافته ها: نتایج نشان می دهد که در بنه های زعفران مزروعی در هر دو مرحله خواب و بیداری، افزایش غلظت سوبسترای گایاکول 

بیشتر از 70 میلی مولار با عث کاهش فعالیت پراکسیداز می شود.
نتیجه گیری: از نتایج سینتیکی چنین می توان استنباط کرد که حداقل دو ایزوفرم از پراکسیداز در بنه های زعفران وجود دارد و 

از این رو می تواند در فرایند های مختلف رشد و نمو شرکت نماید. 
)Crocus sativus L.( کلمات کلیدی: پراکسیداز، سینتیک، غلظت های گایاکول، زعفران
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مقدمه
اولین زعفرانی که بشر اقدام به کشت آن کرد زعفران زراعی یا 
Crocus sativus می باشد که مصرف عمده ای در صنایع، 

 Crocus تغذیه، پزشکی، نساجی و غیره دارد )8(. نام عمومی
از کلمه یونانی کروکوس گرفته شده که ریشه آن کلمه عبرانی 
البته این اسم در گذشته در مورد گلرنگ و  کارکوم می باشد. 
زردچوبه نیز به کار رفته است. سافرون نیز از کلمه عربی زعفران 
به معنای زرد گرفته شده است و امروزه از نظر گیاه شناسی هم 
از  C.sativus است. زعفران گیاهی علفی و چند ساله  معنی 
تیره زنبق است. اکثر گونه های زعفران داخل مناطق مدیترانه اي 
 و یا نواحي خشک تر آن که به نام ایران و توران شناخته می شود، 

می  رویند )15(. گیاهان در معرض تنش های مختلف زیستی 
اکسایشی  تنش  ها  تنش  این  جمله  از  هستند.  زیستی  غیر  و 
می باشد. در مجموع صدماتی را که از گونه های فعال اکسیژن 
به گیاهان می رسد تنش اکسایشي گویند )9(. این تنـش برای 
گیاهان نسـبت به سایر موجودات بخاطـر شیوه زندگي و عدم 
تحـرک آن ها خطـرناک  تر است. تحمـیل تنش  هاي زیستی 
فعال  های  گونه  از حد  بیش  غلظت  است  غیرزیستی ممکن  و 
تولید گونه  افزایش  باعث  این تنش  ها  باعث شوند.  را  اکسیژن 
به  مولکولی  و  سلولی  نتیجه صدمات  در  و  اکسیژن  فعال   های 
سلول های گیاه مي  شوند )3(. سیستم های دفاعی گیاهان در 
که  است  هاي  آنزیم  شامل  اکسیژن  فعال  های  گروه  این  برابر 
قادر به جابجا کردن، روبش کردن و یا خنثي کردن رادیکال

هاي آزاد و واسطه  های دارای اکسیژن هستند. پراکسیدازها از 
توانایی حذف چنین ترکیبات سمی آنزیم هایی هستند  جمله 
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گیاهان  ویژه  پراکسیدازهای  هم   .)12،25  ،11  ،7( دارند  را 
از  مختلف  کلاس  سه  شامل  که  اند  ابرخانواده  یک  به  متعلق 
پراکسیدازها هستند، پراکسیدازهای کلاس І که درون  سلولی 
اند، پراکسیدازهای کلاس II که توسط قارچ ها آزاد می شوند، 
 .)18( هستند  ترشحی  که   III کلاس  گیاهی  پراکسیدازهای 
III، در چرخه عملکردی معمول  پراکسیدازهای گیاهی کلاس 
خود، کاتالیز کننده احیا H2O2 هستند که این عمل را با گرفتن 
فنلی،  ترکیبات  مانند  مختلف  دهنده  های  مولکول  از  الکترون 
پیش سازهای لیگنین، اکسین و یا سوبستراهای ثانوی انجام می 
دهند. ژن های کد کننده آن ها از خانواده های بزرگ چند ژنی 
اند )18، 22( که در همه انواع گیاهان زمینی وجود دارند. اما در 
جلبک های سبز تک سلولی شناسائی نشده اند. بر اساس ظواهر 
، پراکسیدازهای کلاس III ، احتمالاً از حدود پدیدار شدن بیشتر 
گیاهانی که متکامل شده اند، بر تعداد نسخه های ژنی افزوده 
شده است. پراکسیدازهای کلاس III ممکن است نقش حیاتی 
را در روزهای بسیار مقدماتی از زندگی دانه در طول جوانه زنی 
بر علیه  این نقش را به واسطه دفاع  باشند که  بر عهده داشته 
در  سلولی  دیواره  شکافتن  وسیله  به  نیز  و  ها  پاتوژن  حملات 
انجام می دهند )19، 26،  بیرون زدگی ریشچه  اطراف منطقه 
 )IAA( پراکسیدازها با تغییر مقدار اندول 3استیک اسید  .)28
و به عبارت دیگر، بوسیله کاتابولیسم اکسیداتیو IAA در تنظیم 
رشد یاخته ها مداخله می نمایند. بعلاوه پراکسیداز با ایجاد اتصال 
عرضی بین پلی مرهای فنلی دیواره یاخته ای، کشسانی دیواره 
یاخته را کاهش می دهد )1(. به طور کلی می توان گفت که 
آنزیم پراکسیداز در محدوده وسیعی از فرایندهای فیزیولوژیکی 
ارتباطات  و سوبرین،  لیگنین  اکسین، تشکیل  متابولیسم  مانند 
متقابل ترکیبات دیواره سلولی، دفاع بر علیه پاتوژن ها یا طویل 
شدن سلولی شرکت می کند؛ این ویژگی ها  را به آسانی می 
توان در تمام طول عمر گیاهان مختلف از مراحل اولیه رویش 
بذر تا مرحله پیری تشخیص داد )2، 13، 14، 16، 20، 23، 27(.

مواد و روش ها
تهیه نمونه 

بنه های گیاه مورد مطالعه در مزرعه تحقیقاتی دانشکده علوم 
آبان  و  تیر  های  ماه  در  شهرکرج  محمد  واقع  تهران  دانشگاه 
به  که  مذکور  های  ماه  اواخر  و  اواسط  اوایل،  زمانی  تناوب  به 

جمع  هستند  مذکور  های  بنه  بیداری  و  خواب  دوران  منزله 
بسته های  و در  به طور جداگانه  نمونه ها  آوری شد. در دوره 
اطلاعات  برچسب حاوی  و  بندی شده  بسته  نایلونی مخصوص 
زمان و محل جمع آوری بر روی آن ها نصب و پس از انتقال 
به آزمایشگاه، پوسته های آن ها در جهت رسیدن به اصل بنه 
برداشته شد. پس از شستشوی کامل با آب شهر، نمونه بار دیگر 
با آب مقطر شسته شدند. در هر بار استخراج آنزیم 10 گرم از 
نمونه ها مورد استفاده قرار می گرفت بنابراین نمونه های جمع 
آوری شده در بسته های 10گرمی وزن شدند و در دمای20 
درجه سانتی گراد جهت استفاده در مراحل بعدی آزمایش فریز 

شدند.
استخراج آنزیم پراکسیداز

برای استخراج عصاره آنزیمی از نمونه ها، از روش Ghamsari و 
همکاران )2007( استفاده )10( و پس از استخراج عصاره خام 
از نمونه ها، میزان پروتئین عصاره های استخراج شده بر اساس 
روش Bradford )1976( اندازه گیری شد )4(. آنزیم پراکسیداز در 
این عصاره به کمک روش  Zia و همکاران )2001( به طور نسبی 
خالص سازی شد )29(. در روش مذکور برای خالص سازی آنزیم 
از روش نمک زنی و ستون کروماتوگرافی تعویض یونی استفاده 
شد. آنزیم نسبتاً خالص شده جهت انجام تحقیقات سینتیکی در 

دمای 4 درجه سانتی گراد نگهداری شد.
اندازه گیری فعالیت آنزیم پراکسیداز

به منظور بررسی حضور آنزیم در عصاره های نسبتاً خالص شده 
توسط ستون کروماتوگرافی تعویض یونی، در تمامی مراحل و در 
کلیه عصاره های خالص شده فعالیت آنزیم پراکسیداز بر اساس 

روش Chance and Maehly سنجیده شد )5(.
 برای انجام این کار محلولی با مشخصات زیر تهیه شد: 

بافر سدیم استات 100 میلی مولار با pH=5/4   بریزان2/92 
میلی لیتر  گایاکول 80 میلی مولار 50 میکرو لیتر  

H2O2 80 میلی مولار 30 میکرو لیتر  نمونه آنزیمی                           

5 میکرو لیتر
سپس اکسید شدن گایاکول در دمای 25 درجه سانتی گراد 

و در طول موج 470 نانومتر در دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه 
گیری شد.

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره یازدهم، تابستان 1392، بررسی  سینتیکی...
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مطالعه تعیین فعالیت پراکسیداز در غلظت های مختلف  
گایاکول

مختلف  های  غلظت  در  پراکسیداز  آنزیم  فعالیت  بررسی  برای 
اینجا   در  است،  سوبسترا  دو  دارای  آنزیم  این  چون  گایاکول، 
سپس  شد،  گرفته  ثابت   H2O2 یعنی  اول  سوبسترای  غلظت 
الی 100 میلی مولار  با غلظت های 0، 10، 20  محلول هایی 
از گایاکول تهیه شد و فعالیت آنزیم در این غلظت ها به کمک 
دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 470 نانومتر مورد بررسی 

قرار گرفت )17(.
یافته ها

در این پژوهش غلظت H2O2 ثابت گرفته شد )80 میلی مولار( و 
فعالیت آنزیم در غلظت های مختلف گایاکول در دو مرحله خواب 
مزروعی  زعفران  از  خالص شده  نسبتاً  آنزیم  روی  بر  بیداری  و 
مورد بررسی قرار گرفت. نتایج بدست آمده در جداول 1 و 2 و 
شکل های 1و 2 نشان داده شده است. این نتایج بیانگر آن است 
که فعالیت پراکسیدازی تا غلظت تقریباً 80 میلی مولار گایاکول 
غلظت  ولی  یابد  می  افزایش  بیداری  و  خواب  دوره  دو  هر  در 
های بالاتر باعث کاهش فعالیت پراکسیدازی می گردد. در این 
غلظت جایگاهای اتصال سوبسترا به آنزیم اشغال شده بنابراین 
سرعت فعالیت آنزیم در غلظت های بالاتر این سوبسترا کاهش 
سینتیکی  افزار  نرم  کمک  به  حاصله  نتایج  ادامه  در  یابد.  می 
مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. شکل های 3 و 4 منحنی های 
را در حالت  پراکسیداز زعفران مزروعی  آنزیم  اشباع سینتیکی 
فعال و در حضور غلظت های مختلف سوبسترای گایاکول نشان 
در   Strivastava پیشرفته  سینتیکی  معادلات  طبق  دهند.  می 
مورد سوبسترا وقتی منحنی S[ p/v[ در برابر ]S( 1/]S غلظت 
سوبسترا و v سرعت می باشد( به مجانب افقی در P =2 و به 
مجانب صفر در P =3 نزدیک شود، نشان دهنده این است که 
فعالیت کامل آنزیم زمانی بدست می آید دو مولکول سوبسترا 
به آنزیم متصل باشد یا دو جایگاه اتصال سوبسترا برروی آنزیم 

وجود دارد.

غلظت های 
)mM(گایاکول )ΔOD/min/mg pro( فعالیت ویژه

0 0
10 0/23456 ±  0/0027 
20  0/5352 ± 0/0325
30 0/0228 0/81618  ±
40 0/02556 0/92513  ±
50 0/0425 1/0315  ±
60 0/0605 1/2127  ±
70 1/27971  ± 0/05335 
80  1/1374  ±  0/0269
90 0/0505 1/1683  ±

100 0/0505 1/1683  ±

جدول 1 نتایج حاصل از بررسی فعالیت پراکسیداز در غلظت های مختلف 

سوبسترای گایاکول در نمونه بیداری.

شکل 1  نمودار حاصل از بررسی فعالیت پراکسیداز در غلظت های 

مختلف سوبسترای گایاکول در نمونه بیداری.

غلظت های 
)mM(گایاکول

 ΔOD/min/mg( فعالیت ویژه
)pro

0 0
10 0/001577 0/01482  ±
20 0/004027 0/03003  ±
30 0/004562 0/05599  ±
40 0/004051 0/07167  ±
50  0/097678 ± 0/006881
60 0/003603 0/11778  ±
70 0/00244 0/12789  ±
80 0/00133 0/1346  ±
90   0/136707 ± 0/001616

100 0/001713 0/120267 ±

جدول 2 نتایج حاصل از بررسی فعالیت پراکسیداز در غلظت های مختلف 

سوبسترا گایاکول در نمونه خواب.

Specific Activity of POD
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 شکل 2  نمودار حاصل از بررسی فعالیت پراکسیداز در غلظت های

مختلف سوبسترا گایاکول در نمونه خواب.

های  غلظت  در حضور  پراکسیداز  آنزیم  اشباع سینتیکی  منحنی  شکل 3 

اساس  بر  های کوچک  نمودار  دوره خواب.  در  گایاکول  مختلف سوبسترای 

معادلات سینتیکی پیشرفته برای تعیین تعداد جایگاه های اتصال سوبسترا 

بر روی آنزیم رسم شده است.

های  غلظت  در حضور  پراکسیداز  آنزیم  اشباع سینتیکی  منحنی  شکل 4 

مختلف سوبسترای پراکسید هیدروژن در دوره خواب. نمودار های کوچک 

بر اساس معادلات سینتیکی پیشرفته برای تعیین تعداد جایگاه های اتصال 

سوبسترا بر روی آنزیم رسم شده است.

بحث
عنوان  به  گایاکول  که  زمانی  دهد  می  نشان  نتایج  بررسی 
سرعت  اول  مرحله  شود،  می  گرفته  نظر  در  متغیر  سوبسترای 
واکنش پراکسیدازی در مرحله بیداری به مراتب بیشتر از مرحله 
سرعت  پراکسیدازی  واکنش  دوم  مرحله  در  ولی  است  خواب 
واکنش مرحله خواب کمی بیشتر است. براساس پژوهش های 
مدل  که   )1999(  Choi و  )1999(  Taylor ،)1998(  Tong

پراکسیداز  آنزیم  بررسی سنتیکی  برای  را  پونگی  Bi-Bi پینگ 

استفاده کرده اند، در این پژوهش نیز از این مدل استفاده شد. 
باشد.  ثابت تفکیک و مهار سوبسترائی می  اساس  بر  این مدل 
 fitting آنالیز اطلاعات حاصل از این مدل با استفاده از نرم افزار
بنام Sigmaplot ver 11 انجام شد )6، 21، 24(. در زمانی که 
غلظت پراکسید هیدروژن ثابت گرفته می شود در مرحله اول 
نسبت  بیداری  مرحله  در  اول  ایزوآنزیم   V1 max واکنش،  انجام 
این در حالی است  قابل توجهی دارد  افزایش  به مرحله خواب 
که در مرحله دوم انجام واکنش V2 max این ایزوآنزیم در هر دو 
مرحله خواب و بیداری تقریباً برابر است. ایزوآنزیم دوم نیز دقیقاً 
از الگوی ایزوآنزیم اول تبعیت می کند. از طرفی میل ترکیبی 
آنزیم به سوبسترا )K( در قسمت اول واکنش، در مرحله بیداری 
این  واکنش  دوم  مرحله  در  ولی  است  بیداری  مرحله  از  کمتر 
حالت برعکس شده و میل ترکیبی آنزیم به سوبسترا در مرحله 
مورد  در  وضعیت  همین  است.  خواب  مرحله  از  بیشتر  بیداری 
ایزوآنزیم دوم نیز مشاهده گردید. در مجموع این طور می توان 
خلاصه نمود که در مرحله خواب با توجه به افزایش تمایل آنزیم 
به سوبسترا در مرحله اول واکنش پراکسیدازی، سرعت واکنش 
بیداری  بیداری است. ولی در مرحله  از مرحله  تر  پایین  نهائی 
از  کمتر  برابر  به سوبسترا هفت  آنزیم  تمایل  اینکه  به  توجه  با 
بطور  مرحله  این  در  آنزیم  فعالیت  است، سرعت  مرحله خواب 
قابل ملاحظه ای بیشتر از مرحله خواب است. توجیهی که در 
در مرحله  این است که احتمالاً  این قسمت پیشنهاد می شود 
خواب آنزیم بیان کمتری نسبت به مرحله بیداری دارد که حتی 
با وجود میل ترکیبی زیاد آنزیم به سوبسترا، باز هم در نهایت 
سرعت انجام واکنش پراکسیدازی در مرحله بیداری بسیار بیشتر 
شکل  دو  هر  در  تقریبا  مشاهدات  این  است.  خواب  مرحله  از 
آنزیمی یکسان است. نتایج حاصل از این پژوهش با نتایج بدست 
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