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 چکیده

 و اکسید های آنزیم از گروهی (EC.1.11.1.7) پراکسیدازها

 گیاهان و ها میکروارگانیسم از تعدادی توسط که هستند ردوکتازها

 پراکسیدازها. کنند می کاتالیز را پراکسیدها احیای و شوند می تولید

 آنزیمی شناسی ایمنی آزمایشات و بالینی بیوشیمی در وسیعی طور به

 (HRPC) کوهی ترب پراکسیداز C ایزوآنزیم ند.شو می استفاده

 این ساختار است شده شناخته پراکسیدازهای ترین متداول از یکی

 آنزیم سینتیکی مطالعات است. آلفا مارپیچ دارای غالب طور به آنزیم

 به مجهز UV-Vis اسپکتروفتومتر دستگاه از استفاده با پراکسیداز

o دمای در الکترونیکی کنترل سیستم
C15 و o

C45 4 در و pH و 

 پارامترهای بررسی گرفت. انجام بوتاندیول و اتانول حضور در

 باعث بوتاندیول و اتانول آلی یها حلال که دهند می نشان سینتیکی

 پراکسیداز آنزیم فعالیت و (VMAX) ماکسیمم سرعت افزایش

 ها پروتئین الکتروستاتیک یها کنش میان بر آلی یها حلال ند.شو می

 است. متفاوت آب باها  آن الکتریک دی ثابت که چرا گذارند می اثر

 الکتریک دی ثابت کاهش و حلال قطبی خاصیت کاهش کلی طور هب

 شدن باز به منجر و شده الکتروستاتیک دافعه افزایش سبب

 باعث آلی های محیط چنین در ها آنزیم فعالیت شود. می ها پروتئین

 در که دشو می هایی واکنش تسهیل یا فعالیت پایداری، افزایش

 شود. می انجام سختی به آبی های محیط

 

 ،سینتیکی پارامترهای ،کوهی ترب پراکسیداز کلیدی: هایواژه

 .اکسیدوردوکتازها، بوتاندیول، اتانول

 

  

 E-mail: share.beh@sci.sku.ac.ir    مسئول نویسنده *

 

Kinetics studies of peroxidase 

enzyme in the presence of organic 

solvents ethanol and butanediol 
 

Maryam Kazemi Nafchi
1
, Behzad Shareghi

2* 

1. Student of Biochemistry, Shahrekord University, Iran 

2. Associate Professor, Shahrekord University, Iran 

(Received: Sep. 26, 2014 - Accepted: Aug. 14, 2016) 

 

Abstract 
Peroxidases are a group of oxidoreductases that 

are produced by a number of microorganisms and 

plants, and catalyse the reduction of peroxides. 

Peroxidases are widely used in clinical 

biochemistry and enzyme immunoassay. 

Horseradish peroxidase isoenzyme C (HRP) is 

one of the characterized peroxidases. The 

structure of the enzyme is largely alpha helical. 

Kinetics studies of peroxidase enzyme were 

performed using a spectrophotometer UV-Vis 

fitted with electronic control system at 35
o
C and 

45
o
C and pH4 and in the presence ethanol and 

butanediol. Kinetic parameters show that ethanol 

and butanediol organic solvents becomes caused 

the increase of maximum speed (VMAX) and 

activity of the enzyme. Organic solvents have 

effect on electrostatic interactions of proteins 

because their dielectric constant with water is 

different. In general, reduce properties of polar 

solvents and decreased dielectric constant 

becomes caused the increases electrostatic 

repulsion, leading to the opening of the proteins. 

Enzymes activity in such organic environments 

increases stability, activity or facilitate reactions 

that are difficult to perform in aquatic 

environments.  
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 مقدمه
 ها آنزیم بندی طبقه در (EC 1.11.1.7 ) پراکسیدازها

 توسط و گیرند می قرار اکسیدوردوکتازها گروه در
 ند.شو می تولید گیاهان و ها مسمیکروارگانی از تعدادی

 گروه و بوده ((heme هم گروه دارای ها آنزیم این
 فری) IX پروتوپورفیرین (III) آهنها  آن پروستتیک

 مولکولی وزن دارایها  آن است. (IX پروتوپورفیرین
ها  آنزیم این ند.باش می دالتون 513333 تا 93333 از

 و هیدروژن، پراکسید مثل پراکسیدها احیای عمل
اکسیداسیون مواد آلی و معدنی مختلف را کاتالیز 

 .(Veitch, 2004)کنند  می
ها و  فعالیت پراکسیدازی در گیاهان، میکروارگانیزم

های مهمی را  حیوانات شناخته شده و پراکسیدازها نقش
سازی  ها در فرآیندهای چوب آن گیاهان کنند. در ایفا می

(Wakamatsu & Takahama, 1993 و در )
های آلوده  های دفاعی در آسیب فیزیکی یا بافت مکانیزم

 .(Biles & Martyn, 1993کنند ) شرکت می

ترین عضو  شده آنزیم پراکسیداز ترب کوهی شناخته
های  باشد و دارای ایزوآنزیم خاندان پراکسیدازها می

 Cایزو آنزیم  ها ترین آن متعددی است که فراوان
با  آلفا مارپیچ غالب ساختار ایزو آنزیم دارای باشد. این می
سر بتا، دو رشته سنجاق  5صفحه بتا،  5هلیکس،  58

 4مارپیچ،  -میانکنش مارپیچ 22بتا، یک پیچ گاما، 
یون کلسیم است. رزیدوهای  2اتصال دی سولفید و 

و  98، آرژینین 22کاتالیتیک این آنزیم آسپارژین 
نقطه ایزو . (Veitch, 2004هستند ) 42هیستیدین 

. این (Wang et al., 2008است ) 3/8الکتریک آنزیم 
خاطر  بهکهاستهم پروستتیک  گروهدارای  آنزیم

بفردی را های منحصر  ویژگیآنخصوصیات طیفی
های بیوفیزیکی  تکنیک برای مثلاسپکتروسکوپی 

 Tayefi-Nasrabadi et) کند میمهیا فلورسانس 

al., 2006) .ر واقع پراکسیدازها اکسیداسیون د

سوبستراهای مختلف را با استفاده از پراکسید 

کنند.  پراکسیدها کاتالیز می هیدروژن یا دیگر

  های چرخه کاتالیتیک پراکسیداز شامل فرم

 ,.Mantha et al) است مجزا آنزیمی حدواسط

مرحله آغازی آنزیم طبیعی فریک  در .(2002

توسط پراکسید هیدروژن به فرم یک حدواسط 

شود، و در نتیجه  اکسید می Iناپایدار به نام ترکیب 

 Iشود. سپس ترکیب  پراکسید به آب احیا می

کند و به  دهنده را اکسید می سوبسترای الکترون

شود، و یک رادیکال آزاد رها  تبدیل می IIترکیب 

سپس توسط یک مولکول  IIشود. ترکیب  می

یابد، دوباره وضعیت  سوبسترای دوم کاهش می

کند و یک رادیکال آزاد دیگر  را ایجاد می IIIآهن 

 .(5)شکل  شود میتولید 

 و بالینی بیوشیمی در وسیع طور به پراکسیدازها
 ستفادها (Lin et al., 1996) آنزیمی ایمونواسی

 برای که جدید کاربردهای بعضی ند.شو می
 تیمار شامل است شده پیشنهاد پراکسیدازها
 مواد سنتز فنولی، ترکیبات حاوی پسماندهای

 موادی از پراکسید حذف و مختلف آروماتیک شیمیایی
 Agostini) صنعتی پسماندهای و غذایی مواد مانند

et al., 2002 )گیاه ریشه های برجستگی د.باش می 
 پراکسیداز تولید تجاری منبع عنوان به کوهی ترب

 اگرچه (.Saitou et al., 1991) دشو می استفاده
 انواع ویژه هب هم، دیگر شده داده کشت های گونه

 های ویژگی با پراکسیدازهایی است ممکن نوترکیب،
 .(Egorov et al., 1995) کنند تولید بهتر یا مشابه

 

 
 چرخه کاتالیتیک پراکسیداز ترب کوهی .1شکل 

 
 

 



 9 ... مطالعات سینتیکی آنزیم پراکسیداز درکاظمی نافچی و شارقی:  

 

 

 پروکسیمال های موقعیت در کلسیم اتصال مکان دو
 وسیله هو ب اند گرفته قرار هم به صفحه نسبت دیستال و

 متصل هم ناحیه به هیدروژنی باندهای از ای شبکه
کوردیناسیون  -2صورت  کلسیم به مکان هستند. هر

 ترکیب از که ای دهنده اکسیژن که با لیگاندهای است
آسپارتیک )ها  اسیدآمینه جانبی زنجیر های کربوکسیلات

 های کربونیل ،(ترئونین سرین،) هیدروکسیل گروه ،(اسید
سمت  در فقط)آب ساختاری  مولکول یک و اسکلتی
 باعث کلسیم رفتن دست از .شوند می ایجاد (دیستال
همچنین  و شود می پایداری گرمایی و فعالیت کاهش
 از طریق تواند می هم که محیط در ظریف تغییرات

ساختار  .(Veitch, 2004) شود بررسی اسپکتروسکوپی
آنزیم به طور زیادی دارای مارپیچ آلفا است گرچه یک 

مین ناحیه کوچک صفحه بتا نیز وجود دارد. دو دو
شود که گروه هم بین  پروکسیمال و دیستال دیده می

در اثر یک  ها احتمالاً این دومین. ها قرار گرفته است آن
 .(2)شکل اند گرفتهأ شدن ژنی منش دو برابر
 

 
 Cارائه ساختار سه بعدی کریستال اشعه ایکس ایزوآنزیم  .2شکل

های  پراکسیداز ترب کوهی. گروه هم به رنگ قرمزدر بین دامین
پروکسیمال و دیستال قرار گرفته که هر یک حاوی یک اتم 

مناطق مارپیچ آلفا و صفحه بتا  .باشند می (کره آبی رنگ) کلسیم
 به ترتیب به رنگ بنفش و زرد نشان داده شده است.

 

 ها روش و مواد
 مصرفی ماده

 و %93 هیدروژن پراکسید و کوهی ترب پراکسیداز

 دی -ارتو و مرک شرکت از بوتاندیول و اتانول
  شد. استفاده سیگما شرکت از آنیزیدین

 
 سدیم استات تامپون تهیه طرز

 838/59 مقدار مولار 5/3 استات تامپون تهیه جهت
 حل تقطیر بار دو مقطر آب در سدیم استات از گرم
 4 روی آن pH متر، pH دستگاه توسط سپس شد

 شد. رسانده حجم به لیتری 5 بالن در و گردید تنظیم
 مطالعات طبق که است این pH 4 انتخاب علت

 کوردینات 8 آهن یون برای بالاتری تناسب گذشته
 جذبی طیف که دارد وجود  pH 2 به نسبت pH 4 در
 ;Smulevich et al., 1997) کند نمی آشفته را

Laurenti et al., 2000.) این آزمایشات مامیت 
 .شد انجام pH 4 در مطالعه

 
 حضور در کوهی ترب پراکسیداز سینتیکی مطالعه

  مختلف دماهای در اتانول

 UV/VISدر این مطالعه از دستگاه اسپکتروفتومتری 
غلظت نمونه  .استفاده شد pharmacia 4000مدل 

لیتر بود.  گرم در میلی میلی 321/3آنزیم مورد مطالعه 
مورد  pH 4 مولار با 5/3تامپون استات سدیم 

 -سوبسترای مورد استفاده ارتواستفاده قرار گرفت. 
 23دی آنیزیدین بود که محلول غلیظ آن با غلظت 

مولار در آب مقطر دو بار تقطیر تهیه شد.  میلی
 533محلول غلیظ پراکسید هیدروژن نیز با غلظت 

در این  .مولار در آب مقطر دو بار تقطیر تهیه شد میلی
عنوان سوبسترای  دی آنیزیدین به -آزمایشات ارتو

مولار در هر نمونه و پراکسید  میلی 1ابت با غلظت ث
مولار به عنوان  میلی 5-1های  هیدروژن با غلظت

سوبسترای متغیر در نظر گرفته شدند. طول موج 
نانومتر مخصوص پیگیری محصول  483منتخب 

دی آنیزیدین است.  -تولید شده از اکسیداسیون ارتو
ر در آب مولا میلی 533محلول غلیظ اتانول با غلظت 

 3-93های  مقطر دو بار تقطیر تهیه و اثر غلظت
دقیقه انکوباسیون با آنزیم،  1مولار آن، پس از  میلی
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بر سینتیک آنزیم مورد  C41˚و  C91˚ در دماهای
 .بررسی قرار گرفت

 
 حضور در کوهی ترب پراکسیداز سینتیکی مطالعه

  مختلف دماهای در بوتاندیول 4و1

 UV/VIS اسپکتروفتومتری دستگاه از مطالعه این در
 نمونه غلظت .شد استفاده pharmacia 4000 مدل
 بود. لیتر میلی در گرم میلی 321/3 مطالعه مورد آنزیم

 مورد pH 4 با مولار 5/3 سدیم استات تامپون
 -ارتو استفاده مورد سوبسترای گرفت. قرار استفاده

 23 غلظت با آن غلیظ محلول که بود آنیزیدین دی
 شد. تهیه تقطیر بار دو مقطر آب در مولار میلی

 533 غلظت با نیز هیدروژن پراکسید غلیظ محلول
 این در .شد تهیه تقطیر بار دو مقطر آب در مولار میلی

 سوبسترای عنوان به آنیزیدین دی -ارتو آزمایشات
 پراکسید و نمونه هر در مولار میلی 1 غلظت با ثابت

 عنوان به مولار میلی 5-1 های غلظت با هیدروژن
 موج طول شدند. گرفته نظر در متغیر سوبسترای

 محصول پیگیری مخصوص نانومتر 483 منتخب
 است. آنیزیدین دی -ارتو اکسیداسیون از تولیدشده

 533 غلظت با بوتاندیول 4و5 غلیظ محلول
 اثر و تهیه تقطیر بار دو مقطر آب در مولار میلی

 دقیقه 1 از پس آن، مولار میلی 3 -93 یها غلظت
 بر C41˚ و C91˚ دماهای در آنزیم، با انکوباسیون

 .گرفت قرار بررسی مورد آنزیم سینتیک
 

  نتایج

 ترب پراکسیداز سینتیکی مطالعه نتایج بررسی

 مختلف دماهای در اتانول حضور در کوهی

ی مختلف اتانول، در دماهای ها غلظتدر این مطالعه اثر 
پراکسیداز ترب   گراد، بر سینتیک سانتی درجه 41و  91

آورده شده  2و  5کوهی بررسی شد. نتایج در نمودارهای 
oشود در دماهای  است. همانطور که مشاهده می

C91  و
o
C41  با افزایش غلظت اتانول، مقدارVMAX  افزایش

کنندگی روی آنزیم دارند.  است بنابراین اثر فعال یافته

پراکسیداز ترب  VMAXو  Km مقادیر 2و  5 های جدول
 دهد. کوهی در حضور اتانول نشان می

 

 
ی مختلف اتانول بر سینتیک پراکسیداز ها غلظتاثر  .1نمودار 

oترب کوهی در دمای 
C91 

 
پراکسیداز ترب کوهی در  VMAXو  Kmمقادیر  .1جدول 

o حضور اتانول در دمای
C91 

Km 

(mM) 

VMAX 

(mol.mg
-1

.S
-1

) 

غلظت اتانول 

 )مولار میلی(

81 32/0 0 

66/81 32/0 80 

16/81 32/0 30 

18/86 36/0 20 

 

 
ی مختلف اتانول بر سینتیک پراکسیداز ها غلظتاثر  .2نمودار 

oترب کوهی در دمای 
C41 
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پراکسیداز ترب کوهی در  VMAXو  Kmمقادیر  .2 جدول
o حضور اتانول در دمای

C41 

Km 
(mM) 

VMAX 
(mol.mg

-1
.S

-1
) 

غلظت اتانول 
 )مولار میلی(

28 8 0 

10/20 82/8 80 

10/20 32/8 30 

20/20 22/8 20 

 
 ترب پراکسیداز سینتیکی مطالعه نتایج بررسی

 مختلف دماهای در بوتاندیول 4و1 حضور در کوهی

 بوتاندیول، 4و5 مختلف هایغلظت اثر مطالعه این در
 سینتیک بر ،گرادسانتی درجه 41 و91 دماهای در

 در نتایج شد. بررسی کوهی ترب پراکسیداز
 که همانطور است. شده آورده 4 و 9 نمودارهای

oشود در دماهای  مشاهده می
C91  وo

C41 با 
 افزایش VMAX مقدار بوتاندیول، 4و5غلظت افزایش

 دارند. آنزیم روی کنندگیفعال اثر بنابراین است یافته
 پراکسیداز VMAX و Km مقادیر 4 و 9 هایجدول
 دهد.می نشان بوتاندیول 4و5 حضور در کوهی ترب

 

 
بوتاندیول بر سینتیک  4و5ی مختلف ها غلظتاثر  .3نمودار 

oپراکسیداز ترب کوهی در دمای 
C91 

 
پراکسیداز ترب کوهی در  VMAXو  Kmمقادیر  .3جدول 

o بوتاندیول در دمای 4و5حضور 
C91 

Km 

(mM) 
VMAX 

(mol.mg
-1

.S
-1

) 

غلظت بوتاندیول 
 )مولار میلی(

81 32/0 0 

10/81 32/0 80 

20/81 31/0 30 

81 20/0 20 

 
بوتاندیول بر سینتیک  4و5ی مختلف ها غلظتاثر  .4 نمودار 

oپراکسیداز ترب کوهی در دمای 
C41 

 
پراکسیداز ترب کوهی در  VMAXو  Kmمقادیر  .4جدول 

oبوتاندیول در دمای 4و5حضور 
C41 

Km 

(mM) 

VMAX 

(mol.mg
-1

.S
-1

) 

غلظت بوتاندیول 

 )مولار میلی(

28 8 0 

13/43 81/8 80 

20 31/8 30 

20 22/8 20 

 

 گیری نتیجه و بحث
 کاربرد میزان و آلی یها حلال درها  آنزیم از استفاده
ها  آنزیم از استفاده است. یافته گسترش آنها تجربی

 الکلی هایمحلول از مختلفی یها غلظت حضور در
ها  آنزیم فعالیت است. یافته توجهی قابل رشد امروزه

 فعالیت پایداری، افزایش باعث هاییمحیط چنین در
 آبی هایمحیط در که دشو می ییها کنشوا تسهیل یا
 ,.FernNdez et al) دشو می انجام سختی به

2004.) 
 پایداری و کاتالیتیکی خصوصیات روی برها  حلال

 پایداری گذارندمی اثر توجهی قابل طوربهها  آنزیم
 پروتئین شیمی در مسائل ترینپیچیده از یکیها  آنزیم
 به آبی هایمحلول در پروتئین هایمولکول است.
 از که د،شو می احاطه هیدراته پوسته یک وسیله

 سطح به که است شده تشکیل آب هایمولکول
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 داشته حضور آلی حلال یک اگر چسبند. می پروتئین
 جایگزین دارند تمایل حلال هایمولکول باشد،

 داخلی و هیدراته قفسه دو هر در آب هایمولکول
کننده تعیین هایاینترکشن بنابراین شوند، پروتئین
 Simon et) ندشو می تخریب آنزیم فضایی آرایش

al., 2007 .)یها کنش میان بر آلی یها حلال 
 ثابت که چرا گذارندمی اثر هاپروتئین الکتروستاتیک

 کلی طور به است. متفاوت آب باها  آن الکتریک دی
 دی ثابت کاهش و حلال قطبی خاصیت کاهش

 و شده الکتروستاتیک دافعه افزایش سبب الکتریک
 د.شو می ها پروتئین شدن باز به منجر

 4و5 و اتانول آلی حلال دو این انتخاب از هدف
 افزایش که دباش می موضوع این بررسی، بوتاندیول

 تغییراتی چه هیدروکسیل های روهگ و ها کربن تعداد
 اثر مطالعه این در دارد. پراکسیداز آنزیم سینتیک روی

 بر بوتاندیول 4و5 و اتانول مختلف یها غلظت
 و 91 مختلف دماهای در پراکسیداز آنزیم سینتیک

 بررسی گرفت. قرار مطالعه مورد گراد، سانتی درجه 41
ها  حلال این که دهند می نشان سینتیکی پارامترهای

 آنزیم (VMAX) ماکسیمم سرعت افزایش باعث
 گرفت نتیجه توان می بنابراین است. شده پراکسیداز

 برای کننده فعال عنوان به بوتاندیول 4و5 و اتانول که
 تغییرات با و ندشو می محسوب پراکسیداز آنزیم

 فعالیت افزایش و پایداری باعث آنزیم در ساختمانی
 گرفتن قرار معرض در که دارد احتمال اند. شده آن

 ایجاد باعث آلی یها حلال با پراکسیداز آنزیم
 افزایش به منجر که شده آنزیم ساختمان در تغییراتی

 برای آنزیم فعال جایگاه بودن دسترس در میزان
 که اند داده نشان کورتون و سیمون د.شو می سوبسترا

 ساختمان در شدید تغییرات سبب الکلی یها حلال
ها  حلال .است شده هیدرولیتیک یها آنزیم از بسیاری

 این که شده آنزیم فضایی آرایش تغییرات سبب نیز
 یا و است بوده بیشتر فعالیت دارای فضایی آرایش
 فعالیت با آنزیم فرم بین تعادل آلی یها حلال اینکه
 که فرمی به را کمتر فعالیت با آنزیم فرم و زیاد

  .(Carrea, 1984) دهد می تغییر دارد بیشتری فعالیت

 از آلی یها حلال درها  آنزیم از استفاده هایمزیت
  قبیل:

 پروتئازها( مورد )در اتولیز از جلوگیری. 5
 تحریک کاهش دلیل به دمایی پایداری افزایش. 2

 ;Fitzpatrick et al., 1994) ساختاری

Griebenow & Klibanov, 1995) .در 
ها  آنزیم که است شده داده نشان حقیقت،

 از بالاتر دماهای در آلی یها حلال در توانند می
 دناتوره آبی های محیط درها  آنزیم که دمایی

 فعال غیر وجود این با دهند انجام کاتالیز ندشو می
 شده گزارش آلی یها حلال درها  آنزیم شدن
 .(Castillo et al., 2005) است

ها  آنزیم از استفاده اجازه آلی های محیط کاربرد. 9
 کاتالیز به سنتزی فرایندهای برای

 ترانس استریفیکاسیون، ترانس استریفیکاسیون،
 دهد. می را ... و پپتیداسیون

 نیاز آنزیمی زیستی های ترانسفورماسیون بعضی. 4
 سوبسترا شدن حل برای آلی یها حلال که دارند

 بالای قطبیت دلیل به (ها آن مشتقات و )قندها
 .(Simon et al., 1998) شوند استفادهها  آن

های تعادلی در جهت مطلوب همانند  شیفت واکنش. 1
 های سنتزی  استفاده از هیدرولازها برای واکنش

  میکروبی رشد خطر کاهش. 8

 که وقتی پایین سرعت با های پروسه انرژی بازده. 2
 ند.شو می استفاده فرار یها حلال

 ایموبیلیزه بدون حتی آنزیم مجدد استفاده و بازیابی. 8
5شدن

 

 راحت رطوبت به حساس سوبستراهای استفاده. 3
 اسید انیدریک شبیه باشد/عوامل

اختصاصیت  سوبسترا، اختصاصیت کنترل امکان. 53
 .(Gupta, 1993) ناحیه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                     
1. Immobilization 



 2 ... مطالعات سینتیکی آنزیم پراکسیداز درکاظمی نافچی و شارقی:  
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