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 چکیده

 ،کنگر از نظر دماییریشه خصوصیات سینتیکی آنزیم پراکسیداز 

pH بیشترین فعالیت پراکسیدازی شدبررسی ا و اثر بازدارنده ه .

. باشدمی بر حسب نوع سوبسترا متغیر 1/6تا  pH 1/1کنگر در  

هر کدام از افزایش غلظت با  H2O2 فعالیت در غلظت ثابت 

که در طوری ،افزایش یافته کتکول و پیروگالل ،سوبستراهای گایاکل

 Unit/mg. proteinیعنی  به بیشینهگایاکل مولار میلی 22غلظت 

 H2O2ی متغیر ها غلظتدر غلظت ثابت گایاکل و  رسد.می 4/2

 4آن  Kmبه دست آمد و  Unit/mg protein 2ی فعالیت بیشینه

 % بیشینه11به  آن فعالیت مولار میلی 41تعیین شد. در مولار میلی

و در   رسد. بازدهی کاتالیتیکی پراکسیداز در غلظت ثابت گایاکلمی

mMغلظت ثابت پراکسید هیدروژن به ترتیب 
 Unit/mg و 1/1 1-

protein 1/1 در حالیکه بازدهی کاتالیتیک  ،محاسبه گردید

 66/1و  11/1کول و پیروگالل به ترتیب حضور کتپراکسیداز ریشه در 

 41پایداری آنزیم و بیشترین فعالیت پراکسیدازی در  .محاسبه گردید

 61درجه و  11ی دمایی درجه سانتی گراد حاصل شد و در گستره

سدیم سیانید در . فعالیت آنزیمی با گذشت زمان کاهش یافت درجه

ی بالا فعالیت ها غلظتی کم اثر مهارکنندگی داشته و در ها غلظت

رساند در حالی که سدیم آزید برای مهار پراکسیداز را به صفر می

در حضور سدیم  IC50ی بالاتری نیاز دارد. ها غلظتپراکسیداز به 

 مولار میلی 4/1و در حضور سدیم آزید  مولار میلی 110/1سیانید 

در  IC50برابر  102 آزید در حضور سدیم IC50یعنی  ،دباش می

سیانید مهارکننده رقابتی پراکسیداز ریشه  .است سیانیدور سدیم حض

کنگر در حضور کتکول و پیروگالل و مهارکننده غیر رقابتی آنزیم در 

 حضور گایاکل است.
 

 .سدیم آزید ،سدیم سیانید ،سینتیک ،دما ،پراکسیداز :کلیدیهای واژه
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Abstract 

Kinetic properties of root of peroxidase of 

Gundelia tournefortii investigated at different pH, 

temperature and different inhibitors. Maximum 

activity of peroxidase achieved at pH 5.5-6 in 

according to type of substrate. Activity of 

peroxidase increased at constant concentration of 

H2O2 and different concentration of guaiacol, 

catechol and pyrogallol. The maximum activity in 

presence of 22mM of guaiacol was earned 2.4 

Unit/mg.protein. At constant concentration of 

guaiacol and different concentration of H2O2, 

Vmax and Km were 2 Unit/mg.protein and 4 mM 

respectively. Activity decreased at high 

concentration of H2O2 so reached to 35% of Vmax 

at 40 mM. Catalytic efficiency of peroxidase in 

presence of constant concentrations of guaiacol 

and H2O2 calculated 0.5 and 0.5 Unit/mg protein 

mM
-1

 respectively. Stability of enzyme and 

maximum of activity was earned at 40 
0
C. Sodium 

cyanid and sodium azide showed inhibitory effect 

on activity with IC50 of 0.008 and 0.4 mM 

respectively. These results of inhibitors showed 

that inhibitory effect of Azid is 312 times of 

inhibitory effect of cyanide. Cyanid is competitive 

inhibitor of peroxidase in presence of catechol 

and pyrogallol and noncompetitive inhibitor of 

enzyme in presence of guaiacol, and Azide is 

noncompetitive inhibitor of peroxidase of root in 

gundelia tournefortii in presence of catechol and 

pyrogallol and uncompetitive inhibitor of enzyme 

in presence of guaiacol and kojic acid is 

uncompetitive inhibitor of peroxidase in presence 

of guaiacol and pyrogallol.  

 

Keywords: peroxidase, Sodium cyanide, Sodium 

azide, Temperature 
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 مقدمه
دار با وزن ملکولی ین آهنئپراکسیداز یک گلیکوپروت

کیلودالتون است که برای سنجش فعالیت  03تا  93
گایاکل  ،آنزیمی آن از سوبستراهایی همچون گایاکول

شود. پراکسیدازها و پراکسید هیدروژن استفاده می
ی کلیدی در کنترل رشد گیاهان به ها آنزیمیکی از 

آید. این آنزیم در ایجاد لیگنین در دیواره حساب می
در متابولیسم  ،تنظیم سطح اکسین ،سلولی گیاهان

های گیاهی در برابر  اکسیژن و حفاظت از بافت
ت از گیاه در برابر ویژه محافظ ها به آسیب

 ,Dunford) های بیماریزا نقش دارد میکروارگانیزم

های دفاعی گیاهان قادر به از بین بردن (. سیستم91
ای و یا خنثی کردن رادیکالهای آزاد و حد واسطه

یی همچون ها آنزیمدارای اکسیژن به کمک 
پراکسیدازها هستند. پراکسیدازها در تمام طول عمر 

ارای عملکردهای متفاوتی از جمله گیاهان مختلف د
های محیطی و  های دفاعی و پاسخ به تنشمکانیسم

های  درصد از کیت 03نظایر آنها هستند. بیش از 
عنوان  ایمونوآنزیمی در برگیرنده پراکسیدازها به

ی ردیاب واکنشی هستند و جدیداٌ نیز ها آنزیم
پراکسیدازها برای انتقال بیولوژیکی ملکولهای آلی 

 عنوان به(. پراکسیدازها Adam, 99) روندکار می هب
ی پایداری هستند که در ایجاد ها آنزیمیکی از 

تغییرات در کیفیت محصولات فراوری شده نقش 
ای شدن آنزیمی از (. قهوهStanely, 95) دارند

ی پلی فنل اکسیداز و پراکسیداز است ها آنزیمعملکرد 
 گردند یها و سبزیجات ایجاد م که در سطح میوه

(Sanchez-Amat et al., 1997 .) 
 gundeliaگیاه کنگر مورد استفاده از جنس 

زیررده  ،Dicotyledones)رده  ،باشد می
Gamopetales،  خانوادهAsteraceae،  جنس

Gundelia  و گونهTournefortii این گیاه یکی از .)
فراوان ترین گیاهان مناطق کوهستانی و استیپی ایران 

در کلیه مناطق کوهستانی  انتشار جغرافیایی تقریباًاست. 
ایران، در دامنه های الوند، بین همدان و تویسرکان، 

همدان و کرمانشاه، کوه های آذربایجان، بختیاری، 
لرستان، فارس، کردستان، خراسان و جنوب البرز 

روید. در کشورهای  صورت خودرو به فراوانی می هب
ورهای آفریقایی و آسیایی اطراف دریای مدیترانه و کش

نیز وجود دارد. برگ این گیاه پهن، وسیع، چرمی، محکم 
های ضخیم و برجسته و مشبک، کم و بیش  با رگبرگ

های عمیق، قطعات آن در حاشیه دارای  شامل بریدگی
ها در قاعده باریک،  های سخت خاری شده، پایینی دندانه

بر روی  ممتد و کشیده ساقه ای بدون دمبرک و تقریباً
 ها برگ -ها در برگیرنده کپه و بلندتر از آن ساقه، بالایی

. از نظر است رست بن یا ای شانه متقابل و دار شیرابه
آب و هوایی گیاهی بسیار کم نیاز و مقاوم به سرما و 

ما را تحمل می کند. به دخشکی هواست. تغییرات زیاد 
ترده همین دلیل، پراکنش آن در آسیا و آفریقا بسیار گس

های ایران به  است. گاهی فراوانی آن در دامنه کوهستان
یک کنگرزار را تشکیل  شود که عملاً ای می اندازه

دهد، ولی بیشتر همراه با دیگر گیاهان مانند انواع  می
از جمله لاله،  زولا، هویچ صحرایی و گیاهان پیازی

های عمیق و  شود. کنگر، خاک دیده می ... سیرها و
های  ی و لغزشی را که از خرد شدن سنگمعدنی ریزش

آید،  دست می ها به جا شدن آن کوهستان و جابه
روید، از  ها می هایی که کنگر در آن پسندد. خاک می

لحاظ مواد آلی چندان غنی نیستند و هوموس کمی 
ها به خوبی زه کشی طبیعی  دارند. آب این گونه خاک

سرد کشت . با توجه به اینکه کنگر در مناطق شود می
یی است که تحت شرایط ها آنزیمشود و پراکسیداز از می

از  ،یابدتنش از جمله دماهای پایین فعالیتش افزایش می
این رو در پژوهش حاضر مطالعه خصوصیات سینتیکی 

های  و اثر بازدارنده pH ،نظر دماییآنزیم پراکسیداز از 
 کنگر مورد بررسی قرار گرفته است. مختلف در ریشه 

 

 هاواد و روشم
 های گیاهی نمونه

کنگر )گوندلیا تورنفورتی( از کوههای واقع در 
 5939سال  بهارشهرستان بانه در استان کردستان در 
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های  جدا کردن بخشبرداری شدند و پس از  نمونه
به منظور حفظ  آن شستشو و توزینای آن و  ریشه

رطوبت و جلوگیری از ایجاد تغییرات نامطلوب در 
گیری  تا زمان عصاره گراد سانتیدرجه  -23فریزر 

نام علمی گیاه  که است تذکر به لازم نگهداری شدند.
 و موجود منابع در استان  گونه تطبیق با کنگر

ایرانیکا  فلور براساس استان گیاهی های رستنی
 شده است. مشخص

 
  عصاره تهیه

کنگر به منظور تهیه ریشه های نیم کیلویی نمونه
های سنجش آنزیم هفتگی مورد  عصاره برای دوره

استفاده قرار گرفته که برای این کار از بافر فسفات 
استفاده شد و محلول  pH 0/0مولار و  2/3سدیم 

 1درصد نیز به نسبت  2وینیل پیرولیدون  پلی
پس از . عصاره حاصله لیتر بافر استفاده گردید میلی

تهیه هموژنات آن به کمک دستگاه خردکن و همزن 
 rpm   53333به کمک دستگاه سانتریفوژ با سرعت

ساعت سانتریفوژ شد. سپس لایه فوقانی  نیمبه مدت 
 9پالایش گردید و هموژنات نهایی در حجمهای 

درجه نگهداری شد تا طی  -03میلی لیتری در 
تفاده قرار گیرند. غلظت ی آنزیمی مورد اسها سنجش

پروتیین به روش لوری و با استفاده از پروتیین 
عنوان استاندارد مورد سنجش قرار   هآلبومین گاوی ب

 .(Lowry et al., 1951) گرفت
 
 سنجش فعالیت آنزیمی پراکسیداز  گیری واندازه

 Chance & Maehlyفعالیت آنزیم به کمک روش 
وری که مخلوط مورد بررسی قرار گرفت ط (1955)

لیتر بافر میلی 0/3لیتری شامل  میلی 9مورد سنجش 
سوبسترا  میلی لیتر pH،  5 2/1 مولار با 5/3فسفات 

مولار و  میلی 51کتکول  ،مولارمیلی23گایاکل )
و یک میلی لیتر آب  (مولار میلی 51پیروگالل 

آنزیمی  همیلی لیتر نمون 2/3و  مولار میلی 53اکسیژنه 
بود که محلول پراکسید هیدروژن در زمان شروع 

در دمای سوبسترا واکنش اضافه گردید. اکسید شدن 
 تا 033 و طول موج گراد سانتیدرجه  21محیطی 

صورت پذیرفت.  بر حسب نوع سوبسترا نانومتر 023
بهینه آنزیم از دو بافر استات سدیم  pHجهت تعیین 

 1/1فسفات در محدوده  و بافر 1/1تا  0با دامنه عمل 
های مختلف pHاستفاده شد. فعالیت آنزیم در  0تا 

بهینه تعیین  pHگیری شد و  طور جداگانه اندازه هب
ثبت اطلاعات و در شروع کار دستگاه  گردید. قبل از

به کمک محلول شامل بافر و سوبسترای گایاکل 
بار در دمای  9کالیبره شده و هر سنجش نیز 

 جه انجام گردید.در 21آزمایشگاه 
 

های  غلظتبررسی فعالیت آنزیم پراکسیداز در 

 مختلف پراکسید هیدروژن

آنزیم پراکسیداز آنزیمی دو سوبسترایی است که در 
کتکول و  ،گایاکل) اول این کار از سوبستراهای

پراکسید هیدروژن  سوبسترای دوم و پیروگالل(
سوبسترای استفاده شده است. در این سنجش غلظت 

ثابت نگه داشته شد و محدوده متغیری از  اول
جهت  mM 13تا  3ی پراکسیدهیدروژن از ها غلظت

مورد  nm 033-023سنجش فعالیت پراکسیداز در 
 استفاده قرار گرفت.

 
 ها بر فعالیت پراکسیداز اثر مهارکننده

های آنزیم از مهارکننده و کوجیک اسید سیانید ،آزید
مهار آنزیم توسط این پراکسیداز هستند که چگونگی 

پس  ها سنجشها مورد بررسی قرار گرفت. مهارکننده
دقیقه تیمار آنزیم با مهارکننده انجام شد طوری  1از 

ی مختلف ها غلظتها در  که اثر بازدارندگی مهارکننده
 مورد بررسی قرار گرفت.

 
تعیین نوع مهار فعالیت پلی فنل اکسیداز در حضور 

 ها مهارکننده

فنل اکسیداز در  ن نوع مهار فعالیت پلیبرای تعیی
از سیانید و آزید  ،کوجیک اسیدهای  حضور مهارکننده
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و پیروگالل استفاده  گایاکلسوبسترای کتکول،  سه
 طور بهشد. در حضور هر کدام از این سوبستراها 

تعیین  ها مهارکنندهوسیله  هجداگانه، نوع مهار آنزیم ب
مهارکننده )کنترل( فعالیت آنزیم بدون حضور  گردید.

 ها مهارکنندهغلظت انتخابی از  2و در حضور حداقل 
ی انتخابی ها غلظتمورد سنجش قرار گرفت. 

کوجیک اسید برای مهار فعالیت آنزیم در حضور 
ی ها غلظتمولار،  میلی 0/3و  9/3، هاسوبسترا

برای مهار فعالیت آنزیم در حضور  سیانیدانتخابی 
و  مولار میلی 3352/3و  330/3، هاسوبسترا

برای مهار فعالیت آنزیم در  آزیدی انتخابی ها غلظت
استفاده  مولار میلی 0/3و  2/3، هاحضور سوبسترا

برای انجام هر واکنش، غلظت مهارکننده و  گردید.
غلظت ثابت سوبسترا در هر دو کووت یکسان بوده و 

میکرولیتر  513تنها با افزودن عصاره خام به میزان 
به کووت مرجع واکنش انجام شده و تغییرات جذب 
در طول موج ماکزیمم محصول کوینونی مربوط به 

 -در پایان منحنی لاین ویور آن سوبسترا ثبت گردید.
و  ها مهارکنندهبرک برای فعالیت آنزیم در عدم حضور 

ها   ی مختلف این مهارکنندهها غلظتدر حضور 
رسم شده و ز سوبستراها جداگانه برای هر کدام ا

 بدین وسیله نوع مهار آنزیم تعیین گردید.
 

 نتایج و بحث
 اطلاعات به دست آمده از سنجش فعالیت پراکسیداز

دهد که نشان می ریشه کنگر در حضور گایاکل
 1/1بیشترین فعالیت پراکسیدازی عصاره کنگر در 

pH د و آنزیم در باش میpH  تر از آن  و پایین 9های
 دهد و بالاتر از آن کل فعالیتش را از دست می 0 و نیز

 1/1بهینه پراکسیداز در این پژوهش  pH (.5)شکل
بهینه پراکسیداز ریشه کنگر در  pHو به دست آمد 

و  0حضور سوبستراهای کتکول و پیروگالل به ترتیب 
های گزارش  pHکه در محدوده دست آمد  به 1/0

باشد.  می 0تا  0/0ها یعنی  شده برای سایر گونه
 1/1بهینه پراکسیداز برگ چای   pHعنوان مثال  به

بهینه آنزیم پراکسیداز پوسته سویا  pH ،همانند کنگر
0/0، pH  بهینه پراکسیداز عصاره برگ کلزا
(Sabora et al., 1387 و )pH  بهینه پراکسیداز گیاه

( گزارش Ghamsari et al., 2007) 1/0زعفران 
توان  پراکسیداز کنگر میشده است. از ویژگی خوب 

تا  pH 1به پایداری و مقاومت این آنزیم در محدوده 
اشاره نمود که دامنه کاری نامحدود این آنزیم در  0

 آید. شمار می کاربردهای صنعتی به
 

سنجش فعالیت پراکسیداز در حضور سوبسترای 

 گایاکل و پراکسید هیدروژن

ید فعالیت پراکسیداز در حضور غلظت ثابت پراکس
ی متغیر گایاکل ها غلظت( و مولار میلی 23) هیدروژن

نشان داد که با افزایش غلظت گایاکل فعالیت 
پراکسیدازی آنزیم نیز با شدت زیاد افزایش یافته 

به بیشینه مقدار  مولار میلی 22طوری که در غلظت 
رسد و با می Unit/mg. protein 0/2 خود یعنی

به بالا  مولار میلی 21افزایش بیشتر غلظت گایاکل از 
با کاهش فعالیت پراکسیداز همراه است یعنی به 
نوعی خود سوبسترا اثر مهارکنندگی بر فعالیت 

یا تمایل آنزیم به  Kmدهد. پراکسیدازی را نشان می
مولار تعیین گردید  میلی 1سوبسترا طی این شرایط 

(. با تغییر شرایط یعنی غلظت ثابت گایاکل 2)شکل 
ی متغیر پراکسید هیدروژن ها غلظتو  رمولا میلی 51

فعالیت آنزیم پراکسیداز روند سینتیکی مشابهی نشان 
داد و با افزایش غلظت پراکسید هیدروژن فعالیت 

 50پراکسیداز افزایش یافته تا جایی که در غلظت 
ی فعالیت از پراکسید هیدروژن به بیشینه مولار میلی

 Unit/mgی فعالیت پراکسیداز خود رسید. بیشینه

protein 2 دست آمد و بهKm  0آن معادل 
(. افزایش بیشتر غلظت 9مولار تعیین شد )شکل  میلی

مولار و به بالا با  میلی 50پراکسید هیدروژن از 
ای که در کاهش فعالیت پراکسیداز همراه بود به گونه

% بیشینه فعالیت 91فعالیت آنزیم به  مولار میلی 13
 رسد. اکسیداز میپر
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ی هاسنجش فعالیت پراکسیداز در حضور سوبسترا

 کتکول و پیروگالل

در حضور غلظت ثابت پراکسید فعالیت پراکسیداز 
کتکول ی متغیر ها غلظت( و مولار میلی 23) هیدروژن

نشان داد که با افزایش  جداگانه طور بهو پیروگالل 
یم فعالیت پراکسیدازی آنز کتکول و پیروگاللغلظت 

 که بیشینه طوری نیز با شدت زیاد افزایش یافته
 Unit/mg protein ترتیب فعالیت پراکسیداز ریشه به

 و با افزایش بیشتر غلظتحاصل شد  9/1و  9/9
با کاهش فعالیت پراکسیداز همراه  کتکول و پیروگالل

ها نیز همانند سوبسترااین یعنی به نوعی خود  بود
اثر مهارکنندگی بر فعالیت پراکسیدازی را  گایاکل
یا تمایل آنزیم به سوبسترا طی این  Km. دادندنشان 

به ترتیب برای کتکول و  مولار میلی 0و  53شرایط 
(. با تغییر شرایط 5جدول تعیین گردید ) پیروگالل

ی ها غلظتو  کتکول و پیروگاللیعنی غلظت ثابت 
 م پراکسیداز متغیر پراکسید هیدروژن فعالیت آنزی

 روند سینتیکی مشابهی نشان داد و با افزایش 
غلظت پراکسید هیدروژن فعالیت پراکسیداز افزایش 

  .یافت

 
 پارامترهای سینتیکی آنزیم پراکسیداز ریشه کنگر .1جدول 

Substrate Guaiacol Catechol Pyrogallol 

Optimum pH 5.5 6 6.5 

Optimum ionic strength (M) 0.5 0.4 0.4 

Optimum Temperature (oC) 40 40 40 

Km (mM) 5 10 8 

Vmax (Eu/mg.protein) 2.5 3.3 5.3 

Catalytic efficiency (Eu/mg.protein. mM) 0.5 0.33 0.66 

 

 
 در حضور گایاکل های مختلف بر فعالیت آنزیم پراکسیداز pHبررسی اثر . 1شکل

 

 
 مختلف گایاکلهای مولار( و غلظت)میلی 53 بررسی فعالیت آنزیم پراکسیداز در حضور غلظت ثابت پراکسید هیدروژن .2شکل 
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 های مختلف پراکسید هیدروژنو غلظت )میلی مولار( 23بررسی فعالیت آنزیم پراکسیداز در حضور غلظت ثابت گایاکل  .3شکل 

 
 اثر دما بر فعالیت پراکسیداز

فعالیت آنزیم پراکسیداز تحت شرایط دمایی متغیر و 
دماهای متغیر مورد بررسی قرار زمان انکوباسیون در 

آمده است. نتایج  1و  0 هایگرفت و نتایج آن در شکل
دهد که فعالیت پراکسیداز با افزایش  حاصله نشان می

و نیز با افزایش زمان  گراد سانتیدرجه  01 ازدما 
منظور بررسی پایداری  دهد. بهنشان می کاهش دمادهی

طور مجزا در  ههای آنزیمی بعصاره ،دمایی آنزیم
گراد در تیمار درجه سانتی 03و  13 ،03 ،93دماهای 

ای نگهداری  دقیقه 93و  21 ،23 ،51 ،53 ،1زمانی 
شدند و باقیمانده فعالیت آنها نسبت به شاهد یعنی 

مورد مقایسه قرار  گراد سانتیدرجه  21فعالیت آنزیم در 
گرفت. نتیجه حاصله اینکه پایداری آنزیم و بیشترین 

و  93دقیقه تیمار آنزیم در  93لیت پراکسیدازی طی فعا
 13دمایی  گراد حاصل شد و در گسترهدرجه سانتی 03

فعالیت آنزیمی عصاره با  گراد سانتی درجه 03درجه و 
درجه  03گذشت زمان کاهش یافت. در دمای 

تاثیر شرایط نامطلوب دمای محیط بر ساختار  گراد سانتی
ری ظاهر شده و فعالیت آنزیم ت فعال آنزیم در مدت کوتاه

ی نمونه درصد فعالیت اولیه 93دقیقه به  53در کمتر از 
 93شاهد رسید. تیمار عصاره حاوی پراکسیداز در دمای 

دقیقه با افزایش  93تا  3های  در زمان گراد سانتیدرجه 
که این  تدریجی فعالیت آنزیم همراه است در حالی

 53درجه تا  03ی افزایش فعالیت پراکسیدازی در دما
 93پذیرد و تیمار بیشتر تا  دقیقه انکوباسیون صورت می

درجه با کاهش فعالیت آنزیم  03دقیقه آنزیم در دمای 
درجه با  03و  13همراه است. در تیمار آنزیم در دماهای 

تدریج فعالیت پراکسیداز را افزایش زمان انکوباسیون به
دقیقه انکوبه  23دهد طوری که پس از  کاهش می

دهد. % کاهش می33کردن آنزیم فعالیت پراکسیداز را تا 
دقیقه  93درجه تا  93افزایش فعالیت پراکسیداز در 
گردد درحالیکه % می503باعث افزایش فعالیت آنزیم تا

دقیقه  50بیشترین افزایش فعالیت پراکسیداز پس از 
پذیرد و صورت می %513درجه تا 03انکوباسیون در 

درجه  03دقیقه در  93پس از آن انکوباسیون آنزیم تا 
باعث کاهش فعالیت پراکسیداز به حدود  گراد سانتی
یعنی با کاهش کم و  ،رسدفعالیت اولیه می 523%

لذا تدریجی فعالیت پراکسیداز ریشه کنگر همراه است. 
 می توان نتیجه گرفت که این آنزیم در برابر گرما نسبتاً

درجه  03مقاوم است چرا که نگهداری آنزیم تا دمای 
حتی با افزایش فعالیت و افزایش مقاومت نیز همراه 
است و افزایش درجه حرارت محیط واکنش و محیط 

درجه و به بالا باعث تخریب ساختار  01نگهداری در 
گر آنزیم شده و فعالیت آن را کاهش داده است.  واکنش

حاصل  گراد سانتیدرجه  03دمای بهینه آنزیم نیز 
گردید. از آنجا که پراکسیداز موجود در کنگر در دماهای 

درجه از خود مقاومت بیشتر نشان داده به  03و  93
ای که حتی با افزایش فعالیت همراه هستند لذا در  گونه

بسیاری از کارهای کاربردی در صنعت هم می تواند 
 . برداری هم قرار گیردمورد استفاده و بهره
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 بررسی فعالیت پراکسیداز در دماهای مختلف و زمانهای مختلف تیمار و نگهداری .4شکل 

 درجه{ 03 :△درجه؛  03: ■درجه؛  13: ▲درجه؛  91: ●درجه؛   O :03} آنزیم در شرایط دمایی

 

 
 حضور گایاکل و پراکسید هیدروژندر بررسی فعالیت پراکسیداز در دماهای مختلف  .5شکل 

 
 و کوجیک اسید آزید ،های سیانیداثر بازدارنده

ی مختلف سدیم سیانید و سدیم ها غلظتمقایسه اثر 
 9تا  3آزید و اثر مهارکنندگی آنها در دامنه غلظتی 

 0و  0 هایدر شکل و در حضور گایاکل مولار میلی
دهد که نشان داده شده است. نتایج حاصله نشان می

ی کم اثر مهارکنندگی خود ها غلظتسدیم سیانید در 
مولار بیش  5/3که در غلظت  دهد طوریرا نشان می

دهد و در % فعالیت پراکسیداز را کاهش می33از 
ی بالاتر فعالیت پراکسیداز را به صفر ها غلظت

انجام واکنش رساند و ساختار آنزیم را جهت  می

ریزد در حالی که  کانل بر هم می طور بهبیولوژیکی 
ی ها غلظتسدیم آزاید برای مهار پراکسیداز به 

 9بالاتری نیاز دارد. افزایش غلظت سدیم آزاید تا 
% فعالیت  03فعالیت پراکسیداز را به حدود مولار میلی

مربوط به غلظت  IC50دهد. اولیه کاهش می
ث کاهش فعالیت پراکسیداز تا ای که باع مهارکننده

 مولار میلی 330/3 آزید% گردد در حضور سدیم  13
در حضور سدیم  IC50که  محاسبه گردید در حالی

در حضور  IC50باشد یعنی  مولار می میلی 0/3 آزید
در حضور سدیم آزید  IC50برابر  952 آزیدسدیم 
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است. سدیم سیانید و سدیم آزید اثر بازدارندگی خود 
کنش با اتم آهن  فعالیت پراکسیداز از طریق میان را بر

 IC50کنند و میزان  بخش هم آنزیم اعمال می
حاصله هم نشان داد که سدیم سیانید میل ترکیبی 
بیشتری برای اتصال به آهن موجود در هم آنزیم 

مربوط به غلظت  IC50دهد.  نسبت به آزید نشان می
لیت که باعث کاهش فعاکوجیک اسید  مهارکننده

در  ،0/3گایاکل   % گردد در حضور 3پراکسیداز تا 
 3/3و در حضور پیروگالل  31/3حضور کتکول 

 (.2)جدول  مولار محاسبه گردید میلی

 
 های مختلفو نوع مهار آنزیم پراکسیدازی ریشه کنگر در حضور مهارکننده IC50پارامتر  .2جدول 

  کتکول گایاکل پیروگالل

 IC50 سدیم سیانید 333/3 330/3 52/3
 نوع مهار رقابتی غیررقابتی رقابتی

 IC50 سدیم آزید 1/3 0/3 0/3
 نوع مهار غیررقابتی نارقابتی غیررقابتی

 IC50 کوجیک اسید 31/3 0/3 3/3
 نوع مهار رقابتی نارقابتی نارقابتی

 

 
 های مختلف مهارکننده سدیم آزیدبررسی فعالیت پراکسیداز در حضور غلظت .6شکل 

 

 
 های مختلف مهارکننده سدیم سیانیدبررسی فعالیت پراکسیداز در حضور غلظت .7شکل 
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در  پراکسیداز ریشه کنگرتعیین نوع مهار آنزیم 

  سیانید مهارکنندهحضور 

 گیمهارکنندویژگی  سدیم سیانیدبا توجه به اینکه 
، اثر این مهارکننده دهد را نشان می پراکسیدازیآنزیم 

را بر فعالیت آنزیم تعیین نمودیم. به منظور تعیین نوع 
ی ها سنجش سدیم سیانیدوسیله  همهار آنزیم ب

 گایاکلی مختلف ها غلظتمختلفی را در حضور 
 ها سنجشعنوان سوبسترا انجام گردید. در این  به

و در دو سنجش  سدیم آزیدبار در عدم حضور یک
مختلف، در حضور دو غلظت مختلف از کوجیک اسید 

سدیم مولار  میلی 3352/3مولار و  میلی 330/3یعنی 
فعالیت آنزیم، با افزایش غلظت سوبسترای  ،سیانید
با محاسبه مورد بررسی قرارگرفت. نهایتاً  گایاکل

های آنزیمی، نمودار لاین سرعت اولیه واکنش
minویوربرک یعنی عکس فعالیت بر حسب 

را  1-
mMبر حسب ) /1[Guaiacolعلیه ]

( رسم گردید  1-

بهترین خطوط ممکن از  آمده است. 0که در شکل 
آمده رسم گردید، که این  دست بهحد فاصل نقاط 

ها یکدیگر را قطع Xخطوط همگی روی محور 
خاص بیانگر مهار از  طور بهآمده  دست بهکنند. نمودار  می

ها بیانگر عدد  باشد چرا که منحنی نوع غیر رقابتی می
Km  یا ضریب میکائیلیس یکسان برای سه منحنی رسم

شده در حضور و عدم حضور مهارکننده کوجیک اسید 
ها یعنی Yهستند و نیز با توجه به محل برخورد با محور 

لیت واکنش آنزیمی به تدریج با افزایش محور عکس فعا
غلظت مهارکننده، سرعت واکنش آنزیمی کاهش 

 )جدول یابد که همگی بیانگر مهار غیر رقابتی هستند می
مهار آنزیم در حضور سوبستراهای کتکول و  .(2

پیروگالل و در حضور مهارکننده سیانید نشان داد که 
)شکل  نگرسیانید مهارکننده رقابتی پراکسیداز ریشه ک

( در حضور کتکول و مهارکننده رقابتی این آنزیم در 0
 حضور پیروگالل است.

 

 
 های متغیرسدیم سیانید. حضور غلظت های لاین ویوربرک بدست آمده برای اکسیداسیون کتکول درمنحنی .8شکل 

 باشد.نوع مهار ایجاد شده از نوع رقابتی می
 مولار[میلی 3352/3سدیم سیانید  ▲میلی مولار،  330/3سدیم سیانید  ●در عدم حضور سدیم سیانید )کنترل(،  ■]

 
در  پراکسیداز ریشه کنگرتعیین نوع مهار آنزیم 

  آزید مهارکنندهحضور 

 گیمهارکنندویژگی  سدیم آزیدبا توجه به اینکه 
، اثر این مهارکننده دهد را نشان می پراکسیدازیآنزیم 

را بر فعالیت آنزیم تعیین نمودیم. به منظور تعیین نوع 
ی مختلفی ها سنجش سدیم آزید وسیله بهمهار آنزیم 

 عنوان به گایاکلی مختلف ها غلظترا در حضور 
یک بار در  ها سنجشسوبسترا انجام گردید. در این 
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و سنجش مختلف، در و در د سدیم آزیدعدم حضور 
 2/3حضور دو غلظت مختلف از کوجیک اسید یعنی 

فعالیت آنزیم،  ،سدیم آزید مولار میلی 0/3و  مولار میلی
مورد بررسی  گایاکلبا افزایش غلظت سوبسترای 

قرارگرفت. نهایتاً با محاسبه سرعت اولیه واکنشهای 
آنزیمی، نمودار لاین ویوربرک یعنی عکس فعالیت بر 

minحسب 
بر حسب  1  /[Guaiacolرا علیه ] 1-

(mM
بهترین  آمده است . 0( رسم گردید که در شکل 1-

آمده رسم  دست بهخطوط ممکن از حد فاصل نقاط 
محور  به موازات همدیگرگردید، که این خطوط همگی 

X خاص  طور بهآمده  دست به. نمودار کنند میها را قطع
ها چرا که منحنید باش میرقابتی نابیانگر مهار از نوع 

متفاوتی بوده که با یا ضریب میکائیلیس  Kmبیانگر عدد 
کاسته  Kmافزایش مهارکننده به تدریج از میزان عدد 

ها Yو نیز با توجه به محل برخورد با محور می شود 
یعنی محور عکس فعالیت واکنش آنزیمی به تدریج با 

، سرعت واکنش آنزیمی مهارکنندهافزایش غلظت 
 رقابتی هستند.نایابد که همگی بیانگر مهار  کاهش می

مهار آنزیم در حضور سوبستراهای کتکول و پیروگالل و 
 مهارکنندهآزید نشان داد که آزید  مهارکنندهدر حضور 

غیررقابتی پراکسیداز ریشه کنگر در حضور کتکول و 
 مهارکننده غیررقابتی این آنزیم در حضور پیروگالل است

 (.2)جدول 
 

در  پراکسیداز ریشه کنگروع مهار آنزیم تعیین ن

 کوجیک اسید  مهارکنندهحضور 

ی ها آنزیم مهارکنندهبا توجه به اینکه کوجیک اسید 
را بر فعالیت آنزیم  مهارکنندهبوده، اثر این  اکسیدازی

تعیین نمودیم. به منظور تعیین نوع مهار آنزیم 
ی مختلفی را در ها سنجشکوجیک اسید  وسیله به

سوبسترا  عنوان به گایاکلی مختلف ها غلظتحضور 
یک بار در عدم  ها سنجشانجام گردید. در این 

حضور کوجیک اسید و در دو سنجش مختلف، در 
 9/3حضور دو غلظت مختلف از کوجیک اسید یعنی 

کوجیک اسید، فعالیت  مولار میلی 0/3و  مولار میلی

ی مورد بررس گایاکلآنزیم، با افزایش غلظت سوبسترای 
های  قرارگرفت. نهایتاً با محاسبه سرعت اولیه واکنش

عکس فعالیت بر  آنزیمی، نمودار لاین ویوربرک یعنی
minحسب 

بر حسب  1  /[Guaiacolرا علیه ] 1-
(mM

 آمده است. 3( رسم گردید که در شکل 1-
آمده  دست بهبهترین خطوط ممکن از حد فاصل نقاط 

ها  Xور رسم گردید، که این خطوط همگی روی مح
 طور بهآمده  دست به. نمودار کنند مییکدیگر را قطع 

د چرا که باش میخاص بیانگر مهار از نوع غیر رقابتی 
یا ضریب میکائیلیس  Kmها بیانگر عدد  منحنی

یکسان برای سه منحنی رسم شده در حضور و عدم 
کوجیک اسید هستند و نیز با توجه  مهارکنندهحضور 

ها یعنی محور عکس Yبه محل برخورد با محور 
فعالیت واکنش آنزیمی به تدریج با افزایش غلظت 

، سرعت واکنش آنزیمی کاهش می یابد مهارکننده
مهار آنزیم  که همگی بیانگر مهار غیر رقابتی هستند.

در حضور سوبستراهای کتکول و پیروگالل و در 
کوجیک اسید نشان داد که کوجیک  رکنندهمهاحضور 
رقابتی پراکسیداز ریشه کنگر در  مهارکنندهاسید 

حضور کتکول و مهارکننده نارقابتی این آنزیم در 
 (.2)جدول  حضور پیروگالل است

مهار سوبسترایی آنزیم پراکسیداز  ،کلی طور به
ریشه کنگر در حضور سوبستراهای گایاکل، کتکول و 
پیروگالل مشاهده شد به عبارتی افزایش زیاد غلظت 
محصولات با مهار آنزیم همراه است که به نوعی با 
سوبسترا بر سر قرارگیری در جایگاه فعال رقابت 

 وسیله به.  فعالیت پراکسیداز ریشه کنگر کند می
سیانید و آزید مهارشد.  ،ی کوجیک اسیدها مهارکننده

نوع مهار ایجاد شده بر حسب نوع سوبسترا متفاوت 
است که این ویژگی در مورد برخی پراکسیدازهای 

های دیگر نیز گزارش شده است. در مهار فعالیت  گونه
پراکسیداز و طی اکسیداسیون سوبستراهای فنلی، 

است که نوع مهار نتایج حاصله نشانگر این مطلب 
کاملاً  ها مهارکنندهآنزیم پراکسیدازی در حضور 

وابسته به سوبسترا است. طوری که در حضور 
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سوبسترای گایاکل از الگوی غیر رقابتی و نارقابتی، در 
نارقابتی  ،حضور سوبسترای پیروگالل از الگوی رقابتی

و غیررقابتی و در حضور سوبسترای کتکول از الگوی 
. دماهای کند میی و غیررقابتی پیروی مهار رقابت

مختلف  بر فعالیت پراکسیدازی اثرات متفاوتی اعمال 
دمای  گراد سانتیدرجه  03که دمای  . طوریکند می

برای فعالیت آنزیم در حضور هر سه  مطلوب
کتکول و پیروگالل محسوب  ،سوبسترای گایاکل

تا  93گردد. نکته دیگر اینکه در محدوده دمایی  می
، فعالیت پراکسیدازی بسیار گراد سانتیدرجه  13

درجه به بالا بیشتر 01د، اما در دمای باش میمطلوب 
درجه  03رو به غیرفعال شدن رفته و در دمای 

گردد و ساختار  نیز کاملاً غیرفعال می  گراد سانتی

دهد. در کل آنزیم پراکسیداز  فضائیش را از دست می
ور ریشه کنگر خصوصیات متفاوتی در حض

که بر  سوبستراهای مختلف از خود نشان داد طوری
دمای  ،متفاوت pHاساس نوع سوبسترا دارای 

مختلف و نوع مهار آنزیمی متنوعی را در  مطلوب
حاصله با نتایج  نتایج دهد. ها نشان می حضور بازدارنده

ی مختلف گیاهی نزدیکی ها گونهتحقیقات مشابه در 
 (.(Saeidian, 2016 دهدبسیاری را نشان می

 

 سپاسگزاری
این طرح در آزمایشگاه تحقیقاتی دانشگاه پیام نور 

و حمایت مالی  استان کردستان به انجام رسیده است
آن نیز از طرف دانشگاه پیام نور صورت گرفته است.
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