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Lipoxygenase is one of enzymes of interest to chemists. This enzyme is a 

dioxygenase and is responsible for the oxidation of polyunsaturated fatty 

acids. With special attention to the functioning of this enzyme and its role, 

the purpose of this investigation is to study the effect of temperature (on 8 

levels), organic acids (on 4 levels), inorganic salts (on 3 levels) and 

determining the concentration of linoleic substrate (on 13 levels) on three 

types Strawberries (unripe, ripe and stored). The experiment was conducted 

as a factorial in the form of a completely random design in three 

replications, and for data analysis, nonlinear regression analysis and 

interaction effect cutting were used. The results of the research showed that 

the highest enzyme response to linoleic acid on all three types of unripe, 

ripe Anbarmani strawberries was 9.42, 9.49 and 10 mM linoleic acid 

respectively, and based on these results, the level of 10 mM linoleic acid as 

the level A suitable concentration was considered as the substrate of the 

enzyme. The results of the effect of temperature on the activity of 

lipoxygenase enzyme also showed that for all three types of unripe, ripe and 

stored strawberries, the maximum activity of the enzyme was at 35 degrees 

Celsius. While the minimum enzyme activity occurred at 80 degrees 

Celsius for all three types of strawberries. The results of the effect of 

organic acids on the activity of lipoxygenase enzyme also indicate the 

significance of this effect. The highest enzyme activity was in the presence 

of organic compound, tocroferol in all three types of strawberries and the 

lowest enzyme activity was in the presence of ascorbic acid. The results 

also confirmed the significant effect of mineral salts on lipoxygenase 

activity. Thus, the highest enzyme activity in the presence of calcium 

chloride with a concentration of 0.1 mM and the lowest enzyme activity 

was related to the concentration of 1 mM calcium chloride. The results 

generally show the high induction effect of calcium chloride salt, 

temperature of 35 degrees and the combination of tocroferol with the 

presence of a substrate with a concentration of 10 mM linoleic acid. 
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 مدل     

 چکیده

اکسـیژناز بـوده و   ها است. این آنزیم یـک دی های مورد توجه شیمیدانلیپواکسیژناز یکی از آنزیم

اکسیداسیون اسیدهای چرب غیر اشباع چندگانه را برعهده دارد. این تحقیق با هدف مطالعه اثردما 

سـطح( و تعیـین غت ـت     3ی معـدنی )در هـا نمـک سـطح(،   4سطح(، اسـیدهای آلـی )در    8)در 

نارس، رسیده و در شرایط انبارمـانی   فرنگیتوتسطح( روی سه نوع  13سوبسترای لینولئیک )در 

انجام شد. آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی در سه تکرار انجام شد. نتایج 

نـارس،   فرنگـی توتترین پاسخ آنزیم به لینولئیک اسید روی هر سه نوع ه بیشتحقیق نشان داد ک

مولار لینولئیک اسید بود. نتایج اثـر دمـا بـر    میتی 11و 49/9، 42/9رسیده وانبارمانی به ترتیب برابر

نـارس، رسـیده و    فرنگـی تـوت میزان فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز نیز نشان داد که برای هر سه نوع 

بود. درحالیکه کمینه فعالیت آنزیم در  گرادسانتیدرجه  33ی، بیشینه فعالیت آنزیم در دمای انبارمان

اتفاق افتاد. نتایج اثـر اسـیدهای آلـی بـر      فرنگیتوتبرای هر سه نوع  گرادسانتیدرجه  81دمای 

ت آنـزیم در  ترین فعالیبودن این اثر بود. بیش دارمعنیمیزان فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز نیزحاکی از 

تـرین فعالیـت آنـزیم درحضـور     و کم فرنگیتوتحضور ترکیب آلی، توکروفرول در هر سه نوع 

ی معدنی روی فعالیت لیپواکسیژناز هانمک دارمعنیآسکوربیک اسید بود. نتایج همچنین موید اثر 

و  مـولار میتـی   1/1با غت ت ترین فعالیت آنزیم در حضور کترید کتسیم، بیشهانمکبود. در بین 

بود. نتایج بطور کتی بیانگر اثر القائی بالای  میتی مولار 1با غت ت  ترین در حضور کترید سدیمکم

 11درجه و ترکیب توکروفرول بـا حضـور سوبسـترای بـا غت ـت       33نمک کترید کتسیم، دمای 

 .مولار لینولئیک اسید بودمیتی
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 مقدمه

اکسیداسیون لیپید یک واکنش متـابولیکی رایـج در   

های بیولوژیکی اسـت کـه در فرآینـدهای    تمام سیستم

هــای شــده رشــد و بــه عنــوان پاســخ بــه تــنشتن ــیم

شود. محصـولاتی کـه از   غیرزیستی و زیستی ظاهر می

آینـد در  فرآیندهای اکسیداسیون لیپیـد بـه دسـت مـی    

شوند. اکسیداسیون اولیـه  لیپین نامیده میمجموع اکسی

های شیمیایی رخ دهد لیپید ممکن است توسط واکنش

یا از عمل آنزیم ها به دست می آید. در گیاهـان، ایـن   

 (LOXs هـای لیپوکسـیژناز  مواکنش عمدتاً توسط آنزی

 ،LOX ,EC 1.13.11.12اکسیژناز )لیپو. شودکاتالیز می

اکسیژناســیون لینولئـات: اکسـیژن اکسـیدوردوکتاز( دی   

اسـیدهای چـرب را بـا اسـتفاده از اکسـیژن مولکــولی      

 .Riley et al. 1996; Veldink et alکننـد ) کاتالیز مـی 

1998; Carrer et al., 2021.) ــوژ یکی نقــش فیزیول

لیپواکسیژناز در گیاهان مشخص نیست، اگرچه شواهد 

قابل توجهی وجود دارد که نشان دهنده دخالت آن در 

 .Rosahl, S).زخم و سایر پاسخ های استرسـی اسـت  

1996; Singh et al., 2022)  فعالیــت لیپوکســیژناز

همچنین اولـین گـام در مسـیری اسـت کـه منجـر بـه        

شـود و  عطـر مـی  تشکیل تعدادی از ترکیبات طعـم و  

هـای غیرعـادی   نشان داده شده است که در ایجاد طعم

سـازی کمـک   در بسیاری از سبزیجات در طول ذخیره

(.  Barrett, 1995; Lončarić et al., 2021کنـد ) مـی 

ها های متعددی در بسیاری از بافتاشکال یا ایزوآنزیم

ای، های منطقههایی را در ویژگیوجود دارد که تفاوت

pH ینه، بهpI دهند. بیشـتر  و خواص آنزیمی نشان می

 831پپتیـدی منفـرد از تقریبـاً    ها از یک زنجیره پتیآن

کیتودالتــون  99اســیدآمینه بــا وزن مولکــولی متوســط 

 (. ;Cao et al., 2016)Grechkin, 1998اند تشکیل شده

گیاه هنوز تا حد زیـادی   LOXاگرچه نقش عمتکردی 

ــت  ــت، متابولی ــناخته اس ــناش ــرب  ه ــیدهای چ ای اس

غیراشــباع در رشــد و نمــو، پیــری گیــاه و پاســخ بــه  

 LOXها نقش دارند. علاوه بـر ایـن،   ها و زخمبیماری

هــا و ســایر محصــولات غــذایی گیــاهی، در  در میــوه

 Veldink et) تشکیل ترکیبات طعمی فرار نقـش دارد 

al., 1998;  Riley  et al., 1996; Ealing, 1994) 

هـای  هم در سیستم فرنگیتوتوه در می LOXفعالیت 

 ,.Thompson et al. 1990, Riley et al) غشـایی 

 ,.Veldink et  al) و هم به صـورت محتـول  ( 1996

1998; Ealing, 1994)      گـزارش شـده اسـت. فعالیـت

سـنجی، مـانومتری،   هـای رنـ   آنزیم توسـط سـنجش  

ــر بســتر   ــارت ب ــپکتروفتومتری و ن  ــی، اس پلاروگراف

ــورد  ــده م ــاندار ش ــت    نش ــه اس ــرار گرفت ــنجش ق س
Thompson et al. 1990, Surrey., 1964 Veldink et 

al. 1998; Shi et al., 2020) .)   مقـادیر متفـاوتKm  و

Vmax    ــاوت هــای ســنجش ــوص و تف ــل خت ــه دلی ب

 .Thompson et al. 1990; Veldink et al).اســت

خـام   LOX فرنگـی تـوت در مطالعه حاضـر از   (1998

مختتـ  سوبسـترا و بافرهـای     برای بررسی اثر اشکال

سنجش بر فعالیت آنزیم و همچنین پایـداری حرارتـی   

آنزیم در طول رشد و پس از شرایط انبارمانی اسـتفاده  

 شد.

 

 هامواد و روش

رسیده رقـم   فرنگیتوتخام و  فرنگیتوت 

( و برای 1411کردستان در همان روز برداشت )اردیبهشت 

تان منتقل شد. مقـداری از  مطالعه به دانشگاه پیام نور کردس

روز( در دمـای   7رسیده قبل از همگن شدن ) فرنگیتوت

( تـا مرحتـه رسـیده روی میـز     گـراد سانتیدرجه  23اتاق )

)اتــیتن گتیکــول  Tween 20 ،EGTAنگهــداری شــد. 

 ،2MgClتترااســتیک اســید(، لینولئیــک اســید، ســوربیتول، 

PVPP    ،)پتی وینیـل پیرولیـدون(DTT  دی تیوتریتـول( ،)

PMSF    فنیل متیل سولفونیل فتوراید(، بنزامیـدین و اسـید(

آمینوکاپروئیک از سیگما خریداری شـد. گتیسـرول، اسـید    

ــفات،   ــدیم فس ــک، س ــین از  KOH ،NaOHبوری و گتیس

ــریس     ــی(. ت ــبورج، نیوجرس ــر )فیتیپس ــرکت بیک -N)ش
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trishydroxymethylmethyl glycine)،  MES  
-EPPS (N-2 )مورفولینواتــــان ســــولفونیک اســــید(،

Hydroxyethylpiperazine-NÕ-3-propanesulfonic 

acid) ،MOPS (3-(N-Morpholino) 

propanesulfonic acid) ،Hepes (N-2) – هیدروکسی-

اتان سولفونیک اسید و سدیم استات از آلدریچ پیپرازیناتیل

 شیمی )شرکت میتواکی آمریکا( خریداری شد.

ب لولـه کشـی و   بـا آ  فرنگـی توت استخراج آنزیمی:

سپس آب مقطر شسـته شـد. چنـد حتقـه ضـخیم بـه       

صورت عرضی در وسـط هـر میـوه بریـده شـد. ایـن       

میتـی مـولار فسـفات     31ها بلافاصته در محتول حتقه

درصد آسکوربات غوطـه   1/1حاوی  ،pH 7.0پتاسیم، 

ای شدن بافت جتوگیری شـود. در  ور شدند تا از قهوه

لت خام، رسیده و در حا فرنگیتوتگرم  311مجموع 

سـازی توسـط فرآینـد آسـیاب بـه طـور       پس از ذخیره

ــا    ــون حاصــل ب ــون شــدند. مخت ــه مخت  811جداگان

 pH 7.5مـولار بـا   میتی 31بافر فسفات سدیم  مترمیتی

مختون شد. هموژن خـام تحـت همـزن مکـانیکی در     

ساعت با اسـتفاده   1به مدت  گرادسانتیدرجه  4دمای 

 ثانیه( از دستگاه سـونیکاتور  31از پنج پالس )هر کدام 

(Qsonica ،LLC series XL-2000 ،(USA)،  ــه در ک

وات تن یم شـده بـود، قـرار گرفـت. از      3تن یم توان 

طریق چهار لایه پنیر فیتتر شـده اسـت. سوسپانسـیون    

دقیقه سـانتریفیوژ   21گرم به مدت ×  7111حاصل در 

شد.  رسوب دور ریخته شد و مایع رویـی دوبـاره بـا    

درصد اشباع تیمار شد و  91لفات آمونیوم جامد تا سو

×  7111سپس مایع رویی غیرفعـال بـا سـانتریفیوژ در    

دقیقـه جداسـازی گردیـد. رسـوب      21گرم به مـدت  

حاصل در حداقل مقدار محتول بـافر سـدیم فسـفات    

که دو بار در برابـر همـان    pH 7.5میتی مولار( با  31)

 گـراد سـانتی جه در 4ساعت در دمای  21بافر به مدت 

دیالیز شده بود، مجدداً معتق شد. عصاره دیالیز شده از 

 Bradford (1979)ن ــر محتــوای پــروتئین بــا روش 

 (BSA)مورد سنجش قرار گرفت. آلبومین سرم گـاوی  

عنوان استاندارد استفاده شد. همـوژن حاصـته بـرای    به

-RW) خـام  فرنگـی توتارزیابی فعالیت لیپواکسیژناز 

LOX)،  رسـیده  فرنگـی تـوت(RP-LOX)     و فعالیـت

LOX سـازی پس از ذخیـره  فرنگیتوت (ST- LOX)  

 استفاده شد.

تعیین پروتئین عصاره بر اسـاس روش   :تعیین پروتئین

Bradford (1979   انجام شد. منحنی کالیبراسـیون بـا )

IgG  گاما گتوبولین پلاسما گاوی( به عنوان استاندارد(

 .تعیین شد

 3/9بهینه برای اسـید لینولئیـک در    pH  بهینه: اسیدیته

 73/9دهد، در حالی که بـرای اسـید لینولنیـک    رخ می

از منابع دیگر در محدوده  LOXبهینه آنزیم  pHاست. 

 pHبـرآورد شـده اسـت. تعیـین      pH 5.5 - 9.5وسـیع  

 pHمـولار در   1/1بهینه آنزیم در حضور بـافر اسـتات   

 ,Elez-Martínez) های مختت  محتول ها انجام شـد 

et al., 2005; Zhang et al., 2022; Marcus et al. 

1988). 
( گرادسانتیدرجه  73 - 21اثرات دما ) :دمای مطلوب

نیز تعیین شد. بـا توجـه بـه اینکـه      LOXبر فعالیتهای 

در آب و هـوای معتـدل و معتـدل رشـد      فرنگـی توت

 31بـین   LOXکند، دمـای مطتـوب بـرای فعالیـت     می

، همانطور کـه  گرادسانتیدرجه  41تا  گرادسانتیدرجه 

رفت. از آنجایی که در کار حاضر یافت شد، انت ار می

پردازش حرارتـی یـا قـرار گـرفتن طـولانی مـدت در       

معرض دماهـای بـالا احتمـالاً ترییـرات ارگـانولپتیکی      

کنـد، اسـتفاده از   ایجاد مـی  فرنگیتوتنامطتوب را در 

رفعـال کـردن   دمای بالا یک اسـتراتژی مـوثر بـرای غی   

 است. LOXجزئی 

بستر لینولئیک اسید بـه سـه شـکل     آماده سازی بستر:

 متـر میتـی  3/1مختت  تهیه شد. در اولین آماده سازی، 

ــویین  ــورات   11در  21تـ ــافر بـ ــر بـ ــی لیتـ  1/1میتـ

اسـید   متـر میتـی  3/1حـل شـد. سـپس       pH=9مـولار 

لینولئیک در حین اختلان قطره به قطره اضافه شد. بـا  
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لاســک از هـوای اضــافی جتـوگیری شــد. در   بسـتن ف 

اضـافه شـد و تـا     NaOH 1 N متـر میتـی  3/1نهایـت،  

زمانی که یک محتول شفاف بـه دسـت آمـد، هـم زده     

بافر بورات اضافه شد و حجم کل بـا   مترمیتی 91شد. 

رسـید. آمـاده سـازی سوبسـترای      مترمیتی 211آب به 

ک دوم بر اساس حل کردن مقدار مساوی اسید لینولئی ـ

میتی لیتر متانول بدون افـزودن   211( در مترمیتی 3/1)

 3/1مواد شوینده یا بافر بـود. در آمـاده سـازی سـوم،     

متانول حل شد  مترمیتی 21اسید لینولئیک در  مترمیتی

بـا   21مختون بـافر بـورات تـویین     مترمیتی 181و به 

ها اضافه شد. همچنین، بـرای تهیـه بسـتر    همین نسبت

، 1:1، 1:1) 21سـید لینولئیـک بـه تـوئین     اول، نسبت ا

 ( ارزیابی شد.1:2و  1:1:3

ــت   :LOXسنننن    ــین فعالیـ ــرای تعیـ از  LOXبـ

نـانومتر بـا    821-191اسپکتروفتومتر جنوی )محدوده 

نانومتر( اسـتفاده شـد. روش سـنجش از     2پهنای باند 

( اقتباس شده است. افـزایش  1999رایتی و همکاران )

 23دقیقـه در دمـای    3مدت نانومتر به  234جذب در 

محتـول   متـر میتـی  1به دنبال افزودن  گرادسانتیدرجه 

عصـاره   متـر میتـی  1سوبسترا به یـک کـووت حـاوی    

مـولار   1/1بـافر سـنجش )   متـر میتـی  1آنزیمی خام و 

دنبـال   (MES)مولار میتی 131؛ pH=5.0استات، سدیم

 2/1؛ MOPS ،pH=7.0مـولار  میتـی  pH=6.0، 31شد. 

مـولار  میتی Hepes-KOH ،pH=7.5، 131لار مومیتی

EPPS-KOH ،pH=8.0، 131 ــی ــولار میت ، Tris-HClم

pH=8.5 مولار بورات،  1/1؛ pH=9 مـولار  میتـی  31و

فعالیت اختصاصـی آنـزیم    (.(KOH ،pH=9.6-گتیسین

به عنوان مقدار آنزیمی که در یـک دقیقـه یـک واحـد     

از  شـود. بـا اسـتفاده   ترییر جذب می کند تعریـ  مـی  

ــا تهیــه بســتر اول بــا نســبت   همــان روش ســنجش ب

LA:Tween 20:1:1.5 ، مقــادیرVmax  وKm  نیــز بــا

مـولار(  میتـی  1/72-9/4هـای مختتـ  بسـتر )   غت ت

 تعیین شد.

بـرای تعیـین    فعالیت دما و تعیین پایداری حرارتنی: 

در  LOXدمای بهینـه بـرای فعالیـت آنـزیم، سـنجش      

 میتی مـولار  31بافردر  گرادسانتیدرجه  23-81دمای 

Tris-HCL ،(pH 8.0)  گـراد سـانتی درجـه   3با فواصل 

انجام شد. بـرای ارزیـابی پایـداری حرارتـی، محتـول      

درجـه   23دقیقـه در حمـام آب از    31آنزیم به مـدت  

انکوبه شد و سـپس   گرادسانتیدرجه  81تا  گرادسانتی

دقیقـه در دمـای اتـاق     11واکنش مختـون بـه مـدت    

بـاقی مانـده    LOXر نهایـت فعالیـت   نگهداری شـد. د 

ها در سه تکـرار انجـام شـد.    گیری شد. آزمایشاندازه

محتـول آنزیمـی حـاوی    ، (t1/2)برای تعیین نیمه عمـر 

221 U/mg  دقیقه در شـرایط بهینـه در دماهـای     91تا

درجـه   33، گرادسانتیدرجه  31، گرادسانتیدرجه  23

ــانتی ــرادس ــه  41، گ ــانتیدرج ــرادس ــ 43و  گ ه درج

 21ای، دقیقـه  31انکوبه شد. برای هر بـازه   گرادسانتی

میکرولیتـر از نمونـه بـرای بررسـی فعالیـت باقیمانـده       

در  %111گرفته شد. میزان فعالیت در شـروع سـنجش   

ن ر گرفته شد. در نهایت، نتایج فعالیـت باقیمانـده در   

 برابر زمان انکوباسیون به تصویر کشیده شد.

 ناز در شرایط آزمایشگاهی:آزمای  مهاری لیپوکسیژ

مهار فعالیـت لیپوکسـیژناز بـا روش اسـپکتروفتومتری     

و همکـاران تعیـین شـد     Yawerگزارش شده توسـط  

ــب   2117) ــول ترکی ــاوی محت ــنش، ح ــون واک (. مخت

آزمایشی )محتول مهار(، محتول لیپوکسـیژناز در بـافر   

دقیقـه در   11بـه مـدت    (pH 8.0)مـولار   1/1فسفات 

انکوبه شد. سـپس واکـنش    گرادنتیسادرجه  23دمای 

دقیقـه، مقـدار    9با افزودن سوبسترا آغاز شد. پـس از  

گیـری شـد. از   نانومتر اندازه 234جذب در طول موج 

کوئرستین به عنوان مهارکننده استاندارد اسـتفاده شـد.   

درصــد مهــار فعالیــت لیپوکســیژناز بــه صــورت زیــر  

 محاسبه شد: 

 x 100 (A/B-1)مهار )%( = 
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 Bفعالیت آنزیم بدون بازدارنده اسـت،   Aایی که در ج

بـه عنـوان    IC50فعالیت در حضور بازدارنـده اسـت.   

غت ت عصاره های گیاهی و داروهای شـیمیایی مـورد   

 تعیین شد. ٪05فعالیت لیپوکسیژناز تا  نیاز برای مهار

: عصاره آنزیمی خام LOX سازی بافت فعالیتمحلی

هـای  ی تمام سـنجش از بافت پریکارپ تهیه شد و برا

 فرنگیتوتفوق استفاده شد. علاوه بر این، از پوسـت  

، ماده ژل موضعی و میوه کامل بـرای مقایسـه توزیـع    

فعالیت بافـت اسـتفاده شـد. تجزیـه و تحتیـل آمـاری       

های آماری با استفاده از سیستم تجزیه و تحتیـل  روش

انجــام شــد. اثــر  SAS Institute ،Cary ،(NC) آمــاری

هـای  های زیرلایهسازیتوسط آماده LOXیژه فعالیت و

بـــا جداســـازی  ANOVAمختتـــ  بـــا اســـتفاده از 

 DuncanÕsای هـا توسـط آزمـون چنـد دامنـه     میانگین

تعیین شد. تجزیه و تحتیل رگرسیون در نمودار دوگانه 

متقابل بهترین خط مستقیم برازش را تعیین کرد. همـه  

شـده  گـزارش  ها دو بار انجام شد و نتیجـه گیریاندازه

ــود. ســطح   ــانگین آن دو ب ــیمی ــه دارمعن ــرای هم ی ب

 درصد بود. 3ها آزمون

بررسـی اثـرات    های فلزی بر فعالیت آننزی:: اثر یون

، RW-LOXهای فتـزی بـر فعالیـت لیپواکسـیژناز     یون

RP-LOX  وST-LOX ، ــات شــیمیایی برخــی از ترکیب

ظرفیتـی  هـای دو یـون  ،(NaCl)ظرفیتـی مانند یون تـک 

(ZnCl2 ،CaCl2 ،FeCl2  وMgCl2) ظرفیتـی  و یون سه

(Fecl3) های اعمـال شـده  ایـن    انتخاب شدند. غت ت

 pH 7.5 در Tris-HCLمـولار  میتـی  31ها در بافر یون

و  3/1، 1/1 های فتزی تهیه شدهتهیه شدند. غت ت یون

 11مولار بود. مختون مورد سـنجش بـه مـدت    میتی 1

در نهایـت فعالیـت    دقیقه در دمای اتاق انکوبـه شـد و  

RW-LOX، RP-LOX  وST-LOX   بـه طــور جداگانــه

های فتـزی  گیری شد. سنجش مختون بدون یوناندازه

 .درصد فعالیت در ن ر گرفته شد 111به عنوان 

 

 نتایج

نتایج برازش سطوح مختتـ  لینولئیـک اسـید بـر     

 فرنگیتوتدر مرحته نارس لیپوکسیژناز فعالیت آنزیم 

اثر لینولئیک اسید بر فعالیـت آنـزیم   نشان داد که روند 

کند. بدین ای تبعیت میاز یک تابع دو تکه لیپوکسیژناز

ترتیب که با افزایش سـطوح لینولئیـک اسـید، فعالیـت     

مولار اسید لینولئیـک  میتی 11لیپوکسیژناز تا حد آنزیم 

گیـرد.  خود میو پس از آن یک روند نزولی به افزایش

، 100x=درنقطه  لیپوکسیژنازم میزان فعالیت متناظر آنزی

(. شیب افـزایش فعالیـت   1یابی شد )جدول درون 9/1

و در  182/1در قسـمت اول مـدل،    لیپوکسـیژناز آنزیم 

مـولار  واحد پروتئین بر میتی 119/1قسمت دوم مدل، 

لینولئیک اسید بدست آمد. ترییر روند منحنـی بـرازش   

ســطوح مختتــ  لینولئیــک اســید بــر فعالیــت آنــزیم  

در مرحته نارس حاکی از پاسـخ متفـاوت   پوکسیژناز لی

ســطوح مختتــ  لینولئیــک اســید بــر فعالیــت آنــزیم  

است و با این تفاسیر بیشینه فعالیت آنـزیم  لیپوکسیژناز 

مـولار لینولئیـک اسـید    میتی 11در غت ت  لیپوکسیژناز

 (.1 بود )شکل
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ت آنزیم لیپوکسیژناز اکسیداز در مرحته نارس.: برازش اثر سطوح مختت  لینولئیک اسید بر فعالی1شکل   

 

تجزیه رگرسیون غیرخطـی سـطوح مختتـ  لینولئیـک     

در مرحتـه رسـیدگی   لیپوکسیژناز اسید بر فعالیت آنزیم 

نیز با توجه به کمی بودن سطوح لینولئیـک   فرنگیتوت

اسید نشان داد که روند اثر لینولئیک اسـید بـر فعالیـت    

حته رسیدگی پیرو یک تابع دو در مر لیپوکسیژنازآنزیم 

ای اســت. بــدین ترتیــب کــه بــا افــزایش ســطوح تکـه 

 49/9لیپوکسیژناز تـا حـد   لینولئیک اسید، فعالیت آنزیم 

و پس از آن ترییـرات   مولار اسید لینولئیک افزایشمیتی

بصورت کاهشی اسـت. میـزان فعالیـت متنـاظر آنـزیم      

ی شـد  یـاب درون 9.490x ،894/1=در نقطه  لیپوکسیژناز

در  لیپوکسیژناز(. شیب افزایش فعالیت آنزیم 1)جدول 

ــدل،   ــمت اول م ــدل،   191/1قس ــمت دوم م و در قس

مـولار لینولئیـک اسـید    واحد پروتئین بـر میتـی   119/1

بدست آمد. ترییر روند منحنی برازش سطوح مختتـ   

در مرحتـه  لیپوکسـیژناز  لینولئیک اسید بر فعالیت آنزیم 

سخ متفـاوت سـطوح مختتـ     رسیدگی نیز حاکی از پا

اسـت و بـا   لیپوکسیژناز لینولئیک اسید بر فعالیت آنزیم 

در غت ـت   لیپوکسیژنازاین تفاسیر بیشینه فعالیت آنزیم 

یابی گردید )شکل مولار لینولئیک اسید درونمیتی 49/9

1)

. 

ز در مرحته رسیدگی.برازش اثر سطوح مختت  لینولئیک اسید بر فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز اکسیدا :2شکل   
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ــ      ــطوح مختت ــی س ــیون غیرخط ــه رگرس تجزی

در مرحتـه  لیپوکسیژناز لینولئیک اسید بر فعالیت آنزیم 

نیز با توجه به کمی بودن سطوح  فرنگیتوتانبارمانی 

لینولئیک اسید، نشان داد که روند اثر لینولئیک اسید بر 

در مرحته رسـیدگی از یـک    لیپوکسیژنازفعالیت آنزیم 

کند. بدین ترتیـب  ای( پیروی میتکهغیرخطی )دو تابع

که با افزایش سـطوح لینولئیـک اسـید، فعالیـت آنـزیم      

مـولار اسـید لینولئیـک    میتـی  42/9لیپوکسیژناز تا حـد  

و پس از آن ترییرات بصورت کاهشـی اسـت.    افزایش

ــزیم   ــاظر آن ــت متن ــزان فعالی ــه  لیپوکســیژنازمی درنقط

=9.490x ،894/1 (. شــیب 1جــدول یــابی شــد )درون

در قسمت اول مدل،  لیپوکسیژنازافزایش فعالیت آنزیم 

واحـد پـروتئین    114/1و در قسمت دوم مدل،  119/1

لینولئیک اسید بدست آمـد. ترییـر رونـد     مولارمیتیبر 

منحنـی بـرازش ســطوح مختتـ  لینولئیــک اسـید بــر     

در مرحتــه انبارمــانی نیــز لیپوکســیژناز فعالیــت آنــزیم 

متفاوت سطوح مختت  لینولئیک اسـید  حاکی از پاسخ 

اسـت و بـا ایـن تفاسـیر     لیپوکسـیژناز  بر فعالیت آنزیم 

 42/9در غت ــت  لیپوکســیژنازبیشــینه فعالیــت آنــزیم 

 (.1یابی گردید )شکل لینولئیک اسید درون مولارمیتی

 

 در مرحته انبارمانی. برازش اثر سطوح مختت  لینولئیک اسید بر فعالیت آنزیم لیپواکسیژناز اکسیداز :3شکل 

 

نتایج برازش مدل دوتکه ای بر اثر سطوح مختتـ  لینولئیـک اسـید بـر فعالیـت آنـزیم لیپواکسـیژناز در مراحـل مختتـ            :1جدول 

 رسیدگی.

     
 مدل دو تکه ای تیمار

9/1  119/1  182/1 Y=a+b1 خام 11   

894/1  119/1  191/1  49/9  Y=a+b2x/ رسیده 

13/1  114/1  119/1  24/9   انبار 

 

به سطوح کمی  بررسی پاسخ فعالیت آنزیم لیپواکسیژناز

لینولئیک اسید در هر سـه مرحتـه نـارس، رسـیدگی و     

انبارمانی، حاکی از پاسخ متفاوت فعالیت این آنزیم بـه  

سطوح مختت  لینولئیک اسـید در سـه مرحتـه نـارس،     

(. بدین مضمون کـه  1رسیدگی و انبارمانی بود )جدول 

، شـیب افـزایش   (1Y=a+b)در بخش افزایشی مـدل  

تر از درمرحته انبارمانی بیش آنزیم لیپواکسیژنازفعالیت 

امـا در   (.0.1091b=)دو مرحته نارس و رسـیدگی بـود   

کـه بصـورت یـک رونـد      (x2Y=a+b)بخش دوم مدل 

بـا   آنزیم لیپواکسـیژناز نزولی بود، شیب کاهش فعالیت 
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افزایش سطوح غت ت لینولئیک اسید در مرحته نـارس  

. برپایه نتایج (0.0192b=) تر از دو مرحته دیگر بودبیش

هـای دیگـر آزمـایش از    این بخش از تحقیق، در بخش

عنـوان  لینولئیـک اسـید بـه    مولارمیتی 11سطح غت تی 

بهتــرین غت ــت لینولئیــک اســید  و همچنــین بعنــوان  

 سوبسترا استفاده شد.
 

 تجزیه واریانس اثر دما بر فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز اکسیداز در مراحل مختت  رسیدگی. :2جدول 
 Pmodel  میانگین مربعات  درجه آزادی  منابع تغییرات

17/1  1422  2  تکرار  

91/18491  7  دما   111/1  

29/139  2  سطوح انبار   111/1  

دما× سطوح انبار   14  73/133   111/1  

اخط   49  1198/1    

 

 مقایسه میانگین اثر متقابل اثر دما بر فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز اکسیداز در مراحل مختت  رسیدگی. :3جدول 

(گرادسانتی)درجه  سطوح دما  خام رسیده انبار 

50 71/119    d 33/113    d 33/113   c 

05 7/121    b 119   b 3/119   b 

00 141  a 99/138    a 119 a 

04 7/113    c 33/111   c 99/114   c 

04 91  e 33/83   e 33/84   d 

04 99/77    f 71  f 94  e 

04 7/21    g 33/38   g 41  f 

05 1   h 1  h 33/1    g 

LSD(0.05) 42/1  98/1  37/1  

 

نتایج تجزیه واریانس اثر سطوح مختت  دمایی بـر  

س، در سـطوح مختتـ  نـار    آنزیم لیپوکسیژناز فعالیت

نشان داد که اثر دما و  فرنگیتوترسیدگی و انبارمانی 

آنزیم لیپوکسـیژناز  سطوح مختت  رسیدگی بر فعالیت 

بود. ضمن اینکـه اثـر متقابـل دمـا و سـطوح       دارمعنی

 دارمعنـی مختت  رسیدگی نیز در سـطح یـک درصـد    

 دارمعنـی (. برهمین پایه و با توجه به 2گردید )جدول 

، نتـایج  و سطوح مختت  رسیدگیشدن اثر متقابل دما 

دهی اثر متقابل نشـان داد کـه در مرحتـه نـارس،     برش

درجـه   33در دمـای   آنزیم لیپواکسیژناز بیشینه فعالیت

درجه  81ترین فعالیت آنزیم در دمای و کم گرادسانتی

(. در مرحته رسـیدگی  3اتفاق افتاد )جدول  گرادسانتی

عالیـت آنـزیم   تـرین ف نیز مشابه با مرحته نارس، بـیش 

بود و بـه همـین    گرادسانتیدرجه  33مربون به دمای 

آنـزیم  ترتیب در انبارمانی نیز بیشنه و کمینـه فعالیـت   

ــیژناز ــای   لیپوکس ــب در دم ــه ترتی ــه  81و  33ب درج

 بدست آمد. گرادسانتی

نتایج تجزیه واریانس اثر سطوح مختت  اسیدهای 

ــامین و    ــید، نیکوت ــک اس ــوکروفرول، بنزوئی ــی )ت  آل

در  آنـزیم لیپوکسـیژناز   آسکوربیک اسید( بـر فعالیـت  

ســـطوح مختتـــ  نـــارس، رســـیدگی و انبارمـــانی  

نشان داد که اثر اسـیدهای آلـی و سـطوح     فرنگیتوت

 دارمعنیآنزیم لیپوکسیژناز مختت  رسیدگی بر فعالیت 

و سـطوح   اسـیدهای آلـی  بود. ضمن اینکه اثر متقابـل  
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شد  دارعنیممختت  رسیدگی نیز در سطح یک درصد 

نتایج برش دهی اثر متقابل اسـیدهای آلـی    (.4)جدول 

ــت      ــر فعالی ــیدگی ب ــ  رس ــطوح مختت ــزیم و س آن

نیز نشـان دادکـه تـوکروفرول در هـر سـه       لیپوکسیژناز

آنـزیم  سطح رسیدگی دارای بیشینه تـاثیر بـر فعالیـت    

(. کمینه فعالیت آنزیم 3است )جدول بوده  لیپوکسیژناز

ــه   ــز در هــر ســه مرحت ــه  نی ــون ب ــورد بررســی مرب م

آسکوربیک اسید بود. اختلاف مقادیر بیشـینه و کمینـه   

آنـزیم  اثر توکروفرول و آسکوربیک اسید بـر فعالیـت   

لیپوکسیژناز بسیار زیاد و بعنوان مثال در مرحته نـارس  

 تر بود.برابر بیش 14/32حدود 

 

 یژناز اکسیداز در مراحل مختت  رسیدگی.تجزیه واریانس اثر اسیدهای آلی بر فعالیت آنزیم لیپوکس: 4جدول 
 Pmodel  میانگین مربعات  درجه آزادی  منابع تغییرات

18/1  5  تکرار   274/1  

43/31  0  اسید آلی   111/1  

333/1  5  سطوح انبار   111/1  

اسید آلی× سطوح انبار   6  131/1   111/1  

1192/1  55  خطا    

 

   رسیدگی.ابل اثر اسیدهای آلی بر فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز اکسیداز در مراحل مختت: مقایسه میانگین اثر متق3جدول 

 خام رسیده انبار تیمارها

7/3 توکروفرول   a 1/4   a 3/4  a 

1/2 بنزوئیک اسید   b 49/2   b 93/2   b 

393/1 نیکوتیامین   c 41/1   c 44/1   c 

113/1 آسکوربیک اسید   d 12/1   d 14/1   d 

LSD (0.05) 132/1  13/1  19/1  

 

ی هـا نمـک نتایج تجزیه واریانس اثر سـطوح مختتـ    

معدنی )کترید کتسیم، کترید سدیم و کترید روی، هـر  

ــت    ــر فعالی ــی( ب ــطح غت ت ــه س ــدام در س ــزیم  ک آن

در ســطوح مختتــ  نــارس، رســیدگی و  لیپوکســیژناز

ی معدنی هانمکنشان داد که اثر  فرنگیتوتانبارمانی 

ــ  ر  ــطوح مختت ــت   و س ــر فعالی ــیدگی ب ــزیم س آن

ی هانمکبود. همچنین اثر متقابل  دارمعنیلیپوکسیژناز 

و سطوح مختت  رسیدگی نیـز در سـطح یـک     معدنی

نتایج برش دهـی اثـر    (.9شد )جدول  دارمعنیدرصد 

متقابل اسیدهای آلی و سـطوح مختتـ  رسـیدگی بـر     

نیز نشـان دادکـه بـرای هـر      آنزیم لیپوکسیژنازفعالیت 

آنـزیم لیپوکسـیژناز   بیشـینه اثـر بـر فعالیـت      نمک آلی

مولار نمک بود و کمینه میتی 1مربون به سطح غت تی 

اثر در هر سطح غت تی از هر نمک مربون بـه غت ـت   

نمک بود. بعبارت دیگر غت ـت بـالاتر    مولارمیتی 1/1

 تری بر فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز داشـته نمک اثر بیش

تـرین  ، بـیش هـا نمـک ن است. از طرفی در مقایسه بـی 

مولار و میتی 1/1فعالیت آنزیم در حضور کتریدکتسیم 

مولار بدست ترین فعالیت در کترید سدیم یک میتیکم

آمد. در بین سطوح مختت  رسیدگی )نارس، رسیدگی 

تـرین فعالیـت آنـزیم در تیمـار     و انبارمانی( نیـز بـیش  

 (.7انبارمانی مشاهده شد )جدول 
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 ی معدنی بر فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز اکسیداز در مراحل مختت  رسیدگی.هانمک: تجزیه واریانس اثر 9جدول 

 Pmodel میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییرات

89/1 2 تکرار  134/1  

ی معدنیهانمک  8 27/8178  111/1  

79/1739 2 سطوح انبار  111/1  

نمک معدنی× سطوح انبار  19 93/21  111/1  

87/1 32 خطا   

 

 ی معدنی  بر فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز اکسیداز در مراحل مختت  رسیدگی.هانمک: مقایسه میانگین اثر متقابل اثر 7جدول 
ی معدنی در انبارهانمک  خام رسیده انبار سطوح 

CaCl2 

1/5  9/134    a 9/144    a 133  a 

0/5  9/133     b 122  b 113  b 

1 3/811     c 98  c 92  c 

ZnCl2 

1/5  99/94    d 88  d 82  d 

0/5  33/83    e 9/81     e 77  e 

1 99  g 3/92    g 34  h 

NaCl2 

1/5  3/83    e 33/79    e 71  f 

0/5  33/79    h 33/71    f 91  g 

1 33/91    i 33/33    h 41  i 

LSD (0.05)  93/1  98/1  1/19  

 

 نس فعالیت سینتتیکی آنزیم لیپوکسیژناز اکسیداز در مراحل مختت  رسیدگی.تجزیه واریا :8جدول 
 میانگین مربعات  درجه آزادی  منابع تغییرات  منابع تغییرات

 خام رسیده انبار    

398/1 **1/1112  5  تکرار  1/1177** 

1197/1 **1/1132  5  تیمار  1/917** 

11114/1  4  خطا  1341/1  1111/1  

 

 مقایسه میانگین پارامترهای سنتتیکی آنزیم لیپوکسیژناز اکسیداز در مراحل مختت  رسیدگی. :9جدول 

 Catalytic efficiency Vmax Km صفات/تیمار

129/1 خام   c 23/1   a 939/9  a 

19/1 رسیده   b 94/1   a 999/3  b 

21/1 انبار   a 83/1   a 199/3   c 

LSD (0.05) 131/1  418/1  739/1  

 

تجزیه واریانس بررسی فعالیت سـینتتیکی آنـزیم   نتایج 

لیپوکسیژناز براساس مدل مکائیتیس منتن نشان داد کـه  

اثر مراحل مختت  انبارمانی بر  ثابت مکائیتیس منتن و 

کارایی کاتالیتیکی آنزیم معنی دار بود در حالیکه اثر آن 

(. بـه  8)جـدول  نشد  دارمعنیبر سرعت واکنش آنزیم 

اس نتایج مقایسه میانگین بیشینه ضریب بیان دیگر براس
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و کمینـه آن در   فرنگـی تـوت ثابت مدل در فرم نـارس  

( و 9رخ داد )جـدول   فرنگـی توتزمان انبارمانی میوه 

بــالعکس حــداکثر کــارائی کاتــالیتیکی مــدل در زمــان  

ترین مقـدار کـارائی کاتـالیتیکی در    انبارمانی میوه و کم

فتاد. این درحالی بود اتفاق ا فرنگیتوتفرم نارس میوه 

که بـا وجـود اخـتلاف در سـرعت واکـنش آنـزیم در       

سطوح مختتـ  انبارمـانی، امـا اخـتلاف بـین سـرعت       

هـای مختتـ  انبارمـانی میـوه     واکنش آنزیم در حالـت 

 نشد. دارمعنی، به لحاظ آماری فرنگیتوت

 

 بحث
بـه  های حاوی آهـن  از آنزیم دسته ای یپواکسیژنازل

اکسیژناسـیون اسـیدهای   ند کاتالیز فرایکه حساب آمده 

. آنــزیم بــر عهــده دارنــدغیراشــباع را  از نــوع چــرب

وجــود هــا درگیاهــان، جــانوران و قــار  لیپواکســیژناز

ــیش ــد. ب ــردارن گــزارش شــده در لیپواکســیژنازهای  ت

ــیژناز  ــانوران، لیپواکس ــتص ج ــیدونیک  مخ اسیدآراش

 استریفیه داخل فسفولیپیدهای ،آنزیم فسفولیپاز. هستند

ی تبدیل نموده که را به اسید آراشیدونیک یغشای ستول

آنـزیم   در ادامـه  .باشـند مـی  غیراسـتریفیه خود از نوع 

 به پروستاگلاندین را سیکتواکسیژناز اسید آراشیدونیک

 ی بــرای بیوســنتز ســازکــه پــیش  تبــدیل نمــوده 

آنــزیم  آینــد.بــه حسـاب مــی هــا پروسـتاگلاندین دیگر

ــدیل آرشــ ــه لیپواکســیژناز موجــب تب یدونیک اســید ب

از ایــن رو مطالعــه در مــورد  .شــودهــا مــیلکــوترین

هـا و متابولیسـم   جزئیات مکانیسمی این دسته از آنزیم

ــیدی آن  ــولات پراکس ــین  محص ــا و همچن ــیه  بررس

هـای مـذکور بسـیار    های مناسب برای آنزیمکنندهمهار

در این مطالعه، از میان بافرهـای  . باشدحائز اهمیت می

از ن ـر   Tris-HCl (pH 7.5) شـده،  سـنجش ارزیـابی  

 MOPSخام بهترین بـود. بافرهـای   LOX فعالیت ویژه

(pH 7.0)  وMES (pH 6.0)  نیز در حد مناسبی جهت

انجام فعالیت آنزیمی مناسب نشان دادند، در حالی کـه  

 Glycine-KOH (pHو  Borate (pH 9.0)بافرهـای  

نتیکی ترین فعالیت آنزیم را داشتند. بررسی سیکم (9.6

سـازی انسـانی از   آنزیم لیپواکسیژناز به جهت خـالص 

 Tris-HClهای انسانی نیز با استفاده از بـافر لوکوسیت

(pH 7.5)  انجام شده اسـت (Richards et al., 1997; 

Park et al., 2020).   مقـدارpH  3/9 -9بهینه در حدود 

 Thomson et) در چندین مطالعه گزارش شـده اسـت  

al. 1990, Lauriere et al. 1993, Ealing, 1994). 

نشـان   لیپواکسیژناز دانه کنجـد نیـز   آنالیز فعالیت آنزیم

فعالیـت آنـزیم در   و  اسـت  7بهینـه آنـزیم    pH داد که

 های اسیدی و قتیایی کـاهش یافتـه اسـت    pHمحدوده

(Marvian-Hosseini and Asoodeh, 2014.)   مقـدار

بـه دلیـل    بسیار کم فعالیت در بافر بورات ممکن است

pH (9.0)     و ماهیت آن )بافر غیرآلی( باشـد. پـنج بـافر

 LOXمختت  که بـرای فعالیـت خـاص     pHبا مقادیر 

ارزیابی شدند، همگی مقادیر متفاوتی را نشان دادند، و 

بـرای آنالیزهـای بعـدی انتخـاب شـد.       Tris-HClبافر 

لینولئیک اسـید: تـوئین    1:1سازی با نسبت اولین آماده

به ترتیـب فعالیـت    21ینولنیک اسید:توئین ل 1:1و  21

گرم پروتئین را نشان واحد بر میتی 73/1و  83/1ویژه 

توان چنین استنبان کرد کـه  دادند. بنابراین از نتایج می

هـایی بـا مقـدار    وقتی اسید لینولئیک و لینولنیک میسل

هـا  تـرین آن دهنـد، مناسـب  تشکیل می 21کافی توئین 

حالی که مقادیر بسیار زیـاد و   برای واکنش هستند، در

تواند باعث حلالیت و ( می21کم ماده شوینده )توئین 

انتشار شود. بر اساس این نتایج، سوبستراهای با نسبت 

و اسید لینولنیک: تـوئین   21لینولئیک اسید: توئین  1:1

لیپواکسیژنازها نقش  برای بقیه آنالیزها انتخاب شد. 21

 ــ ــی داش ــه زن ــی جوان ــارزی در ط ــه  ب ــه منجــر ب ته ک

ــره  ــدهای ذخی ــاص لیپی ــیون خ ــروع اکسیداس ای و ش

مصرف لیپیدها به عنوان منبع انرژی و کربن مورد نیـاز  

در گیاهـان، اسـید لینولئیـک و    . جهت رشد گیاه دارند

. کننـد عمـل مـی   LOXلینولنیک بـه عنـوان بسـترهای    
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LOX  واسطه بیوسنتزJA     است و بـه عنـوان بیومـارکر

های قارچی، باکتریایی، آفـات  ترساسترس در برابر اس

و عوامــل غیــر زنــده از جمتــه نمــک، گرمــا، ســرما،  

، کنـد. عـلاوه بـر ایـن    خشکسالی و تشعشع عمل مـی 

LOX   همچنین باعث جوانه زدن بذر، رشد و تشـکیل

نتـایج  (. Singh et al., 2022شـود ) گامتوفیت نـر مـی  

برازش سطوح مختت  لینولئیک اسید بر فعالیت آنزیم 

بیـانگر ایـن    فرنگـی توتدر مرحته نارس کسیژناز لیپو

موضوع است که با افزایش سـطوح غت تـی لینولئیـک    

مـولار  میتـی  11لیپوکسیژناز تا حد اسید، فعالیت آنزیم 

و در ادامـه یـک    اسید لینولئیک با افزایش همراه بـوده 

یـابی  (. درون1دهـد )شـکل   روند نزولی را نشـان مـی  

دهنـده  لیپوکسـیژناز نشـان   میزان فعالیت متناظر آنـزیم 

ترییر روندی است که  منحنی برازش سـطوح غت تـی   

در مرحتـه  لیپوکسیژناز لینولئیک اسید بر فعالیت آنزیم 

دهد که بیانگر پاسـخ متفـاوت سـطوح    نارس نشان می

در لیپوکسیژناز مختت  لینولئیک اسید بر فعالیت آنزیم 

ت آنـزیم  ای که بیشینه فعالیمرحته نارس بوده، به گونه

مولار لینولئیک حاصـل  میتی 11در غت ت  لیپوکسیژناز

 آمد.

در مرحتـه پـس از ذخیـره سـازی و      هـا همین بررسی

بـر اسـاس کمـی بـودن سـطوح       فرنگیتوتانبارمانی 

-لینولئیک اسـید یـک رونـد تـابع غیرخطـی)دو تکـه      

یـــابی میـــزان فعالیـــت ای( را نشـــان داد کـــه درون

نگر ترییــر رونــد    بیــا  لیپوکســیژناز متنــاظر آنــزیم   

ــانگر    ــز بی ــانی و نی ــه انبارم ــرازش در مرحت ــی ب منحن

پاســخ متفــاوت ســطوح مختتــ  لینولئیــک اســید بــر 

ــزیم  ــت آن ــد. لیپوکســیژناز فعالی ــی باش ــر اســاس م ب

بـه   پاسـخ فعالیـت آنـزیم لیپواکسـیژناز    نتایج حاصـته  

ــه    ــه مرحت ــر س ــید در ه ــک اس ــی لینولئی ســطوح کم

گر پاسـخ متفـاوت   نارس، رسـیدگی و انبارمـانی، بیـان   

ــک    ــ  لینولئی ــه ســطوح مختت ــزیم ب ــن آن ــت ای فعالی

شـیب  ای کـه  اسید در هر سه مرحتـه اسـت بـه گونـه    

ــاهش فعالیــت   ــیژناز ک ــزیم لیپواکس ــا افــزایش   آن ب

ــارس    ــه ن ــید در مرحت ــک اس ــت لینولئی ــطوح غت  س

برپایـه   (.0.0192b=) تـر از دو مرحتـه دیگـر بـود    بیش

ی دیگــر هــانتــایج ایــن بخــش از تحقیــق، در بخــش

مــولار لینولئیــک میتــی 11آزمــایش از ســطح غت تــی 

ــه ــید و  اســید ب ــک اس ــرین غت ــت لینولئی ــوان بهت عن

در  عنـــوان سوبســـترا اســـتفاده شـــد.همچنـــین بـــه

ــای    ــزیم در دماهـ ــی آنـ ــداری حرارتـ ــی پایـ بررسـ

ــیژناز در    ــام، لیپواکســ ــرایط خــ ــ  در شــ مختتــ

ــوت ــیت ــای   فرنگ ــرعت در دم ــه س ــارس ب  71-81ن

غیرفعـال شـد کـه دلیتـی بـر حفـ         گرادسانتیدرجه 

ســاختار آنزیمــی لیپوکســیژناز و مقاومــت ســاختاری  

ــه    ــه گون ــت ب ــالا اس ــای ب ــزیم در دماه ــه در آن ای ک

ســاختار آنــزیم  گــرادســانتیدرجــه  81تــا  71دمــای 

رود. کامل دناتوره شـده و فعالیـت آنـزیم از بـین مـی     

ــته   ــایج حاص ــاس نت ــر اس ــدوده  LOXب ــام در مح خ

تـری تـا دمـای    است و فعالیـت بـیش  دمای اتاق فعال 

آیـد کـه بـه طـور     به دسـت مـی   گرادسانتیدرجه  41

کنــد. بــا افــزایش طبیعــی روی سوبســتراها عمــل مــی

ــاختار    ــر س ــی ب ــر حرارت ــداری، اث ــان نگه  LOX زم

ــم   ــاهش ک ــه ک ــر ب ــزیم در  منج ــت آن ــری در فعالی ت

شـــد، بنـــابراین  RP-LOXو  RP-LOXمقایســـه بـــا 

ــا    ــداری ت ــان نگه ــزایش زم ــا اف ــداری  7 ب روز، پای

ــر آنــزیم افــزایش یافــت.   نتــایج تجزیــه واریــانس اث

ــت    ــر فعالیـ ــائی بـ ــ  دمـ ــطوح مختتـ ــزیم  سـ آنـ

ــیژناز ــیدگی   لیپوکس ــارس، رس ــ  ن ــطوح مختت در س

ــانی  ــوتو انبارم ــا و   فرنگــیت ــر دم ــه اث نشــان داد ک

آنـــزیم ســـطوح مختتـــ  رســـیدگی بـــر فعالیـــت 

 بـود. ضــمن اینکـه اثــر متقابــل   دارمعنــیلیپوکسـیژناز  

دما و سـطوح مختتـ  رسـیدگی نیـز در سـطح یـک       

گردیـد. بـرهمین پایـه و بـا توجـه بـه       دارمعنیدرصد 

ــر متقابــل دمــا و ســطوح مختتــ    دارمعنــی شــدن اث

دهـی اثـر متقابـل، بیـانگر ایـن      ، نتـایج بـرش  رسیدگی
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 مســاله اســت کــه در مرحتــه نــارس، بیشــینه فعالیــت

 دگــراســانتیدرجــه  33در دمــای  آنـزیم لیپواکســیژناز 

ــرین فعالیــت آنــزیم در دمــای    و کــم درجــه  81ت

ــز   گــرادســانتی ــه رســیدگی نی ــاد. در مرحت ــاق افت اتف

تــرین فعالیــت آنــزیم مشــابه بــا مرحتــه نــارس، بــیش

بــود و بــه  گــرادســانتیدرجــه  33مربــون بــه دمــای 

ــنه و کمینــه       ــز بیش ــانی نی ــب در انبارم ــین ترتی هم

 33بــه ترتیــب در دمــای  آنــزیم لیپوکســیژنازفعالیــت 

تـوان  لـذا مـی   بدسـت آمـد.   گـراد سـانتی درجه  81و 

نتیجــه گرفــت کــه ایــن آنــزیم در برابــر گرمــا نســبتا  

 33مقاوم اسـت چـرا کـه نگهـداری آنـزیم تـا دمـای        

درجه حتـی بـا افـزایش فعالیـت و افـزایش مقاومـت       

نیــز همــراه اســت و افــزایش درجــه حــرارت محــیط 

درجــه و بــه بــالا  43واکــنش و محــیط نگهــداری در 

ــزیم شــده و ث تخریــب ســاختار واکــنشباعــ گــر آن

فعالیت آن را کـاهش داده اسـت. دمـای بهینـه آنـزیم      

حاصــل گردیــد. از آنجــا  گــرادســانتیدرجــه  33نیــز 

ــه  ــیژنازکـ ــود در  لیپواکسـ ــوتموجـ ــیتـ در  فرنگـ

تـر  درجـه از خـود مقاومـت بـیش     41 تـا  31دماهای 

ای کـه حتـی بـا افـزایش فعالیـت      نشان داده بـه گونـه  

ســتند لــذا در بســیاری از کارهــای کــاربردی همــراه ه

ــورد اســتفاده و بهــره  ــد م ــی توان -در صــنعت هــم م

 برداری هم قرار گیرد.  

به طور مشابه با نتـایج ایـن تحقیـق، آنـالیز انجـام      

 شده بر روی لیپواکسـیژناز دانـه کنجـد نشـان داد کـه     

دمــای اپتــیمم آنــزیم بــا توجــه بــه آزمایشــات انجــام 

شـود.  در ن ـر گرفتـه مـی    دگـرا سـانتی درجه  33شده 

ــزیم در م ــایی  آنـ ــدوده دمـ ــا  21حـ ــه  91تـ درجـ

ــداری نشــان داد در حالیکــه کــاهش   گــرادســانتی پای

ــزیم در    ــت آن ــدید فعالی ــه  93ش ــانتیدرج ــرادس  گ

ــد  ــاهده ش ــواص   (Emin, 2008). مش ــه خ مقایس

ــکوربیک و     ــید اس ــک، اس ــید بنزوئی ــدگی اس بازدارن

وکسـیژناز  اسید نیکـوتین و توکـوفرول بـر فعالیـت لیپ    

ــوت ــیتــ  ST-LOXو  RW-LOX ،RP-LOX فرنگــ

بــا اســتفاده از اســید لینولئیــک بــه عنــوان یــک       

سوبســترا نشــان داد کــه همــه ترکیبــات میــل ترکیبــی 

ــه کمــپتکس سوبســترا ــد. اســید  -ب ــزیم نشــان دادن آن

ــاری    ــت مهـ ــالاترین فعالیـ ــکوربیک بـ را  LOXاسـ

ــدار  ــد IC50دارد. مقـــــ -ST-LOX< RP رونـــــ

LOX<RW-LOX ــان ــا را نشـ ــوفرول -داد. آلفـ توکـ

تـرین فعالیـت بازدارنـده لیپواکسـیژناز را دارد، بـه      کم

ــب  ــی 7/3و  4، 9/4ترتیـ ــرای میتـ ــولار بـ -RW مـ

LOX ،RP-LOX  وST-LOX   .حاصــــــل شــــــد

ــیمیایی و    ــات ش ــیژناز ترکیب ــاری لیپوکس ــت مه فعالی

ــب اســید اســکوربیک    ــه ترتی ــتاندارد ب ــب اس  <ترکی

ــک   ــید نیکوتینیـ ــک   <اسـ ــید بنزوئیـ  -DL-α <اسـ

ــرای     ــوازی ب ــون م ــت. خط ــاهش یاف ــوفرول ک توک

 توســــط اســــید آســــکوربیک در   LOXمهــــار 

 RW-LOX ،RP-LOX  وST-LOX  ــاهده مشــــــــ

هـای غیررقـابتی را   شد. این اسـید ماهیـت مهارکننـده   

-DLنشــان داد. اســید بنزوئیــک و اســید نیکــوتین و  

α- هــای غیــر رقــابتی بودنــد. توکوفرولــول مهارکننــده

ــان ــه واریـ ــایج تجزیـ ــطوح مختتـــ  نتـ س اثـــر سـ

اســــیدهای آلی)تــــوکروفرول، بنزوئیــــک اســــید، 

ــر فعالیــت  ــامین و آســکوربیک اســید( ب ــزیم  نیکوت آن

ــیژناز ــیدگی   لیپوکس ــارس، رس ــ  ن ــطوح مختت در س

نشـان داد کـه اثـر اسـیدهای      فرنگـی توتو انبارمانی 

آنـزیم  آلی و سـطوح مختتـ  رسـیدگی بـر فعالیـت      

ه اثــر متقابــل بـود. ضــمن اینک ـ  دارمعنــیلیپوکسـیژناز  

و ســطوح مختتــ  رســیدگی نیــز در  اســیدهای آلــی

دهـی  نتـایج بـرش   شـد.  دارمعنـی سطح یـک درصـد   

اثـــر متقابـــل اســـیدهای آلـــی و ســـطوح مختتـــ  

نیــز نشــان  آنــزیم لیپوکســیژنازرســیدگی بــر فعالیــت 

ــیدگی      ــطح رس ــه س ــر س ــوکروفرول در ه ــه ت دادک

ــت   ــر فعالی ــاثیر ب ــنه ت ــیژنازدارای بیش ــزیم لیپوکس  آن

اســت. کمینــه فعالیــت آنــزیم نیــز در هــر ســه  ه بــود
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مرحتــه مــورد بررســی مربــون بــه آســکوربیک اســید 

ــر      ــه اثـ ــینه و کمینـ ــادیر بیشـ ــتلاف مقـ ــود. اخـ بـ

آنــزیم تــوکروفرول و آســکوربیک اســید بــر فعالیــت 

ــه   ــال در مرحت ــوان مث ــاد و بعن لیپوکســیژناز بســیار زی

تــر بــود. بــه طــور برابــر بــیش 14/32نــارس حــدود 

ــابه ــز     در  مش ــل نی ــنش نیک ــت ت ــویای تح ــاه س گی

ــت     ــاهش فعالی ــث ک ــید باع ــکوربیک اس ــاربرد آس ک

ــزان   ــاهش میـــ ــه کـــ ــیژناز و در نتیجـــ لیپوکســـ

 ,.Saeidi-Sar et al) پراکسیداســیون لیپیــد شــد  

هـای فتـزی بـه    از آنجایی کـه برخـی از یـون    (.2007

ــزیم     ــرای آن ــاکتور ب ــا کوف ــوآنزیم ی ــوان ک ــای عن ه

 د.انشناخته شده LOXمختت  مانند 

 ـ  نتایج بررسی اثر یون زیم های فتزی بـر فعالیـت آن

، 2Cacl دو ظرفیتی مانند لیپوکسیژناز نشان داد که یون

باشد و به ویـژه در غت ـت   کننده لیپواکسیژناز میفعال

عالیــت لیپواکســیژناز افــزایش ف 2Caclولار میتــی 1/1

های فتـزی( بـه   یافت و در مقایسه با شاهد )بدون یون

 درصــد رســید. بــا افــزایش غت ــت 281و  148، 133

2Cacl مـولار، فعالیـت لیپواکسـیژناز    میتـی  1و  3/1 تا

هـا بـالاتر از شـاهد بـود.     کاهش یافت، اما فعالیـت آن 

لیپواکسـیژناز در   -STو  RW-LOX  ،RP-LOXفعالیت

کـاهش یافـت،    Naclمولار میتی 1و  3/1، 1/1حضور 

و درصـد   41و  91، 71بـه   RW-LOXبنابراین بـرای  

-STدرصـد و بـرای    33و  71، 81به  RP-LOXبرای 

LOX   ــه ــب ب ــه ترتی ــید.   92و  79، 83ب ــد رس درص

پـس از   فرنگـی توتحداکثر فعالیت لیپوکسیژناز برای 

و حــداقل  کتریــد کتســیمذخیــره ســازی در حضــور 

 Naclدر حضـور   RW-LOX فعالیت لیپوکسیژناز برای

های ونمولار به دست آمد. طبق نتایج حاصته، یمیتی 1

های لیپواکسـیژناز  تک ظرفیتی و سه ظرفیتی مهارکننده

هـای  کننـده فعـال  2Zncl جـز های دو ظرفیتی بـه و یون

لیپواکســـیژناز هســـتند. فعـــال شـــدن لیپوکســـیژناز  

 هـای فتـزی بـه ترتیـب    در حضـور یـون   فرنگـی توت

2Cacl>2Zncl>Nacl  بود. نتایج سایر محققان نیز موید

بـر اسـاس   . (Aberomand et al., 2013) این نتایج بود

ــط    ــد توس ــه کنج ــیژناز دان ــالیز لیپواکس -Marvianآن

 AsoodehHosseini and  (2114)  اثر یون دو ظرفیتی

افزایش فعالیت آنزیم با توجه به کاهش  بر )Fe+2( آهن

نانومتر مشـاهده گردیـد، در    991جذب در طول موج 

حالیکه فعالیت آنزیم لیپواکسیژناز در حضـور کـاتیون   

فعالیت آنـزیم بـا    و همچنین کاهش یافت Fe)+3( آهن

انکوباسیون در حضور یون روی افزایش و در حضـور  

در نمـودار مـایکتیس منتـون     .یون کبالت کاهش یافت

فعالیت آنزیم لیپواکسیژناز در حالت میـوه   فرنگیتوت

ها برای تعیین بهترین برازش خط هـذلولی  نارس، داده

تــایج مقایســه، ثابــت ن ــری تجزیــه و تحتیــل شــد. ن

 Vmax 0.9 مولار بـا مقـدار  میتی 3/9میکائیتیس آنزیم 

نـارس   فرنگـی تـوت واحد بر میتی گـرم پـروتئین در   

 است.  

 8/3رسـیده   فرنگیتوتثابت میکائیتیس آنزیم در 

گـرم  واحـد بـر میتـی    Vmax 0.95 مولار با مقدارمیتی

 پروتئین به دست آمد، اما این پارامترهای سـینتیکی در 

مـولار  میتی 3پس از انبارمانی به ترتیب به  فرنگیتوت

ــی  1/1و  ــر میت ــد ب ــت   واح ــرای ثاب ــروتئین ب ــرم پ گ

میکائیتیس و بیشینه سرعت آنزیمـی در حضـور اسـید    

لینولئیک به عنوان سوبسترا رسید. پارامترهای سینتیکی 

رسـیده و پـس از    فرنگـی تـوت نارس،  فرنگیتوتدر 

نولنیک به عنوان سوبسترای انبارمانی در حضور اسید لی

 8/9دوم برآورد شد. بنابراین، ثابت میکـائیتیس آنـزیم   

گـرم  واحـد بـر میتـی    Vmax 0.81مولار با مقدار میتی

نارس و ثابت میکائیتیس آنزیم  فرنگیتوتپروتئین در 

 Vmaxمولار با مقـدار میتی 2/9رسیده  فرنگیتوتدر 

ــی  0.92 ــد در میت  ــ واح ــت و ای ــروتئین اس ــرم پ ن گ

انبارمانی شـده بـه    فرنگیتوتپارامترهای سینتیکی در 

گـرم پـروتئین   واحـد در میتـی   99/1مولار و میتی 4/3

رسـید. تاییدیـه ایـن     vmax برای ثابـت میکـائیتیس و  
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فـزایش زمـان انبارمـانی موجـب     اتحقیق این است که 

هـای  کاهش فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز در پوست میـوه 

)دهقـانی نـژاد و همکـاران،     سه رقم انار باغمتک شـد 

(. مطالعات قبتی مقـادیر ثابـت میکـائیتیس را از     1399

تـا   189/1از  Vmax مولار و مقادیرمیتی 1/4تا  113/1

 Thompson) اندمولار گزارش کردهواحد بر میتی 4/7

et al. 1990, Veldink et al. 1998, Daod19, Biacs, 

وت در روش مقادیر با سطح ختوص آنـزیم و تفـا   (1998

 سنجش متفاوت است.
 

 گیری نهایینتی ه

های اکسـیدوردوکتاز موجـود   لیپواکسیژنازها آنزیم

ــه  ــات، مجموع ــان و حیوان ــزیمدر گیاه ــای ای از آن ه

اکسیژناز بـه عنـوان بیومـارکر اسـترس در     ردوکس دی

برابر استرس های قارچی، باکتریایی، آفات و غیر زنده 

تشعشع( بوده کـه در   )نمک، گرما، سرما، خشکسالی و

زنی و رشد در گیاهان نقش بسزایی دارند فرایند جوانه

و بر همین اسـاس بررسـی فرآینـدهای بیوشـیمیایی و     

فعالیـت آنـزیم   باشـد.  فیزیولوژیکی گیاه ضـروری مـی  

نـارس،   فرنگـی تـوت لیپوکسیژناز برای هـر سـه نـوع    

رســیده و انبارمــانی، دمــای اپتــیمم یکســانی داشــته و 

آنزیم تا دماهای بالا مشاهده گردید که بیـانگر  پایداری 

فزایش زمـان  اپایداری نسبی دمایی لیپواکسیژناز است. 

 انبارمانی موجـب کـاهش فعالیـت آنـزیم لیپوکسـیژناز     

نسبت به زمانهای رسیده و نارس گردیـد کـه اهمیـت    

لیپواکسیژناز را در مراحل رشد اولیه تا زمان رسـیدگی  

ــی  ــان م ــ   نش ــرات مختت ــد. اث ــدگی و  ده مهارکنن

ــال ــون فع ــدگی ی ــت   کنن ــر روی فعالی ــزی ب ــای فت ه

ــزیم در   لیپواکســیژناز بیــانگر حساســیت ســاختاری آن

ــیژناز در     ــت لیپواکس ــرل فعالی ــی و کنت ــت طراح جه

 زمانهای مختت  رشد خواهد بود.
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