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هايي است كه از ارزش  شامل گونه (.Rosmarinus officinalis L) رزماري با نام علمي:مقدمه و هدف
 عنوان  بهاكسيداني  به اهميت سيستم آنزيمي آنتي توجهبا . دنباش ر ميدارويي و غذايي بالايي برخوردا

هاي محيطي مختلف، در اين تحقيق برخي  مقاومت گياهان به تنش ضريبدر افزايش  مؤثريكي از عوامل 
در سه حالت مختلف مورد بررسي قرار  پراكسيداز گياه رزماريهاي كاتالاز و  بيوشيميايي آنزيم از خواص

  .گرفت

 طور بهگياه رزماري پس از تهيه از گلخانه در منزل نگهداري شد و براي حالت زنده  :روش تحقيق
براي حالت . مجاورت هوا قرار گرفت درهاي گياه  روز برگ 10 مستقيم و براي حالت جدا شده از ساقه،

و به مدت% 100ن هوا قرار گرفت سپس با كمك ماكروويو با توا در مجاورتها  روز برگ 10خشك نيز ابتدا 
آنزيم كاتالاز. جداگانه انجام شد صورت بهگيري از هريك  كامل خشك شد و سپس عصاره طور  بهدقيقه  2

(EC 1.11.1.6) و پراكسيداز )EC 1.11.1.7 (هاي اين گياه با استفاده از بافر فسفات  از برگM 1/0 با
pH 2/7 استخراج شدند.

7بهينه  pHكاتالاز با  ميآنز زوياكتروفورز عصاره رزماري، وجود يك نتايج حاصل از ژل ال :نتايج و بحث
در آنزيم پراكسيداز . نمود دييتأدر اين گياه را  7و  5هاي بهينه  pHپراكسيداز با  ميآنز زوياو وجود سه 

نسبت به افزايش دما در گياه زنده  pH 7 فعال در ميآنز زويادر مقايسه با  pH 5فعال در  ميآنز زويا
باشد و طي تنش داراي مقاومت بالاتري مي پراكسيدازهمچنين آنزيم كاتالاز نيز نسبت به . تر است مقاوم

.دهد فعاليت خود را افزايش مي
اكسيداني اين پژوهش نشان داد كه گياه رزماري به دليل وجود تركيبات آنتي :صنعتي/توصيه كاربردي

سترس براي استخراج اين يك منبع ارزان و قابل د عنوان  به تواند ميهاي كاتالاز و پراكسيداز  چون آنزيم
تواند گياهي، مي مؤثرهبيشتر مواد  راندمانآوردن  به دستاين تحقيق با نتايج باشد و همچنين  تركيبات 

.كمك بزرگي به صنعت داروسازي نمايد

 : واژگانديكل
 رزماري
 كاتالاز
 پراكسيداز
 تنش خشكي
  پايداري دمايي
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داروهاي حياتي توسط صنايع داروسازي و همچنين اهميت مواد 
گياهان دارويي در صنايع غذايي، آرايشي و بهداشتي باعث  مؤثره

جه و تحقيق پيرامون اين دسته گياهان به لحاظ شده كه تو
پوشش  .كشت، توليد و مصرف از اهميت خاصي برخوردار باشد

گياهي در ايران مخزن عظيمي از گياهاني است كه در امر دارو و 
ي فراواني به مردم كرده است و در زماني كه ها كمكدرمان 

عوارض داروهاي مصنوعي با موارد مصرف فراوان و در حاشيه آن 
ي انسان سلامت بهي كه سبب صدمه زدن شمار يبجانبي 

گياهان . رنديگ يم، مورد استفاده سنتي مردم قرار شوند يم
دارويي يكي از منابع بسيار ارزشمند در گستره وسيع منابع 
طبيعي ايران هستند كه در صورت شناخت علمي، كشت، توسعه 

مت جامعه، نقش مهمي در سلا توانند يمو بهره برداري صحيح 
 Ebrahimkhani)ي داشته باشند رنفتيغيي و صادرات زا اشتغال

ghazi, 2009).  
و نام  (.Rosmarinus officinalis L) رزماري با نام علمي

 خانواده به متعلق رايج خانگي گياه كوهي يك اكليلمحلي 
 مديترانه منطقه ازكه  ،(Machado, 2012)است نعناعيان 

 بسياري است و در آسيا و جنوبي اروپاي سرچشمه گرفته، بومي
گياه عنوان  به ها يياروپا توسط و كند يم رشد جهان نقاط از

 معطر دلپذير و يها برگ آن علت كه است شده معرفي يا باغچه
 مشتق لاتين كلمه كه Ros بخش دو از رزماري نام. باشد يم آن

 معناي به مجموع در و دريا معني به Marinus و شبنم از شده
         رزماري. (Begum, 2013) استگرفته شده  دريا شبنم

(Rosmarinus officinalis L.) رزماري جنس در آن يك گونه 
 ,Alnahdi) ساله سبز، چند هميشه درختچه يك است و

 ييها گل و است مانند سوزن يها برگ با و معطر چوبي ،(2012
 بهار نمايان آبي را در فصل يا بنفش و صورتي و سفيد رنگ به
 سخت شرايط در كه يياه رزماري نيتر جيرا از نمونه دو. كند يم

و  Rosmarinus officinalis Arp and R كنند يم رشد
Rosmarinus officinalis Madelene Hill هستند 

(Begum, 2013). از ها، فيتوكميكال از تعدادي حاوي رزماري 
 و اورسوليك كافئيك، اسيد اسيد كافور، اسيد، رزمارينيك جمله

. (Barbut, 1985; Nakatani, 2000) باشد يم اسيد بتولينيك
 تري تركيب يك رزماري گياه در موجود اسيد اورسوليك
 يضد سرطان ماده يكعنوان   به هگستردطور  به كه است ترپنوئيد

 .(Machado, 2012) شود يم شناخته يدانياكس يآنت خواص با
 يها يژگيو به توجه با و استدارنده  نگه ماده يك اين تركيب،

 آرايشي صنايع و غذايي داروسازي، مواد در ي آندانياكس يآنت
 در روغن از محافظت به قادر دارد و كاربردهاي فراوان بهداشتي

 باشد يم بالا يدماها در حتي اكسيداتيو يندهايفرا برابر
(Boutekedjiret, 2003; Cordeiro, 2013).  

 (EC 1.11.1. 6) هيدروپراكسيداز تر حيطور صح به يا كاتالاز
 300 از بيش .است ها ميآنز در مطالعه مورد هاي كلاس از يكي
 باًيتقر آنزيم يك. است دسترس در حاضر حال در كاتالازي توالي
، ها يسبز مانند( يژناكس معرض در زنده موجودات تمام در رايج
 آب و اكسيژن به را اكسيژنه آب كه باشد يم )واناتيح اي و ميوه

 يكعنوان  به آن و عملكرد (Chelikani, 2005) كند مي تجزيه
، ها نيپروتئ مانند ييها سلول حفظ باعث طبيعي دانياكس يآنت

 .گردد يم اكسيداتيو آسيب برابر در نوكلئيك يدهاياس و ليپيدها
 اكسيژن فعال يها گونه مطالعه براي همچنين ها ميآنز اين از
)ROS (شود يم استفاده دارند، نقش و آپوپتوز ژن بيان در كه 

(Doronicheva, 2007) .گروه زير سه از هيدروپراكسيدازها 
 دو پراكسيدازهاي - كاتالاز، كاتالاز نام به آنزيمي مختلف

 ,Tayefi Nasrabadi) اند شده تشكيل پراكسيداز و عملكردي

2010) .   
يك گليكوپروتئين حاوي آهن  )EC 1.11.1.7(پراكسيداز 

- 30و با توجه به منبع آن، داراي وزن ملكولي در حدود  باشد يم
محلول در  پراكسيدازهاي .(Kim, 1980) استكيلو دالتون  60

ي دفاعي مانند واكنش فوق حساسيت، سنتز ها پروسهانواع 
 ها ها و توليد فيتوالكسين ها به گليكوپروتئين ليگنين، اتصال فنل

 باشد يمهاي آزاد سلول  نقش دارند و مسئول حذف راديكال
(Seevers, 1971).  اگر چه پراكسيدازها در حضور تعدادي از

يي نيز مهار ها گزارش، اما در مانند يمي فلزي فعال باقي ها وني
  .(Keyhani, 2003) ي فلزي روشن استها ونتوسط ي ها آن

  ها  مواد و روش .2

تهيه  تمام مواد مورد استفاده در اين تحقيق از شركت مرك
  .گرديد

  ي گياهيها نمونهآماده سازي   .1- 2

بعد از تهيه نهال گياه رزماري از يك گلخانه موجود در كرج، 
ستقيم خورشيد نگهداري گياه در داخل گلدان در مقابل نور م

صورت گرفت و نمونه  با دقت فراوان ها نمونهآوري جمع. گرديد
. ي سبز و تازه هستندها برگيي بود كه داراي ها بوتهبرداري از 

ي سياه، سوخته، معيوب ها برگشاخه،  ها نمونهبعد از جمع آوري 
  .جدا شد ها برگو ناسالم از ساير شاخه و 
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زنده، جداشده از (سپس گياه رزماري در سه حالت مختلف 
. پراكسيدازي سنجيده شد از نظر فعاليت آنزيم) ساقه و خشك

از ساقه، در  ها برگ جدا كردندر حالت اول بلافاصله بعد از 
و در داخل  جدا كردهرا از ساقه  ها برگروز قبل  10حالت دوم 

زير  صورت  بهيخچال نگهداري شد و در حالت سوم ابتدا گياه را 
  .گيري انجام گرفت خشك شد سپس عصاره

  آماده سازي عصاره  .2- 2

ي ها بخشاز ساير  ها برگماده سازي عصاره، ابتدا جهت آ
سه بار  ها برگاز بين بردن آلودگي  منظور بهگياه جدا شدند و 

نيز  بار 2تقطير شسته شو گرديد و در ادامه  بار كتوسط آب ي
براي . شستشو شدند pH 2/7مولار با  01/0توسط بافر فسفات 

ياه اصلي جدا ي رزماري را از گها برگگرم از  1تهيه عصاره 
مولار با  01/0ميلي ليتر بافر فسفات  3را در  ها برگنموده سپس 

pH 2/7 دستي در هاون چيني هموژنيزه شدند، در ادامه  طور به
 g35000دقيقه و سپس  10براي  g3000اين نمونه به ترتيب با 

محلول رويي شفاف بوده و . دقيقه سانتريفوژ گرديد 30براي 
و از اين عصاره براي انجام  شود يمعصاره خام ناميده 

  . (Paknia, 2006) شدي بعدي استفاده ها شيآزما

  سنجش پروتئين محلول  .3- 2

ليتر بافر فسفات  ميلي 2در اين مرحله اندام هوايي گياه را در 
سپس نمونه فوق سانتريفوژ گرديد و محلول رويي براي  ،سائيده

با استفاده  سنجش فعاليت آنزيم در غلظت پروتئين محلول كل،
   .(Bradford, 1976) شد استفاده Bradford از روش

آنزيم پراكسيداز در  فعاليت نهيبه pH تهيه منحني .4- 2
  گياه رزماري

يا به عبارت ديگر تغييرات فعاليت پراكسيدازي عصاره گياه 
 38غلظت (راي پراكسيد هيدروژن رزماري در حضور سوبست

) ميلي مولار 052/1(و غلظت ثابتي از اوديانيزيدين ) ميلي مولار
 ,Tayefi Nasrabadi)استهاي مختلف نشان داده شده  pHدر 

آنزيم پراكسيداز موجود در عصاره  pH تهيه منحني براي .(2010
 -بهينه آنزيم، از بافر فسفات pHرزماري و همچنين تعيين 

 pH 3مولار در محدوده  1/0 (T.S. buffer)بورات  -سيترات 
  .استفاده شد 12الي 

  

  سنجش فعاليت آنزيم پراكسيداز  .5- 2

گيري ميزان افزايش  فعاليت آنزيم پراكسيداز از طريق اندازه
اوديانيزيدين در حضور پراكسيد هيدروژن توسط آنزيم در جذب 

-mM يمولنانومتر با احتساب ضريب جذب  460طول موج 

1CM-1 3/11 روش اسپكتروفتومتري اندازه گيري شد به .
 با حل اوديانيزيدين) mM 052/1( نيديزيانياوداستوك محلول 

) H2O2 )mM 38 استوك محلول. در آب مقطر تهيه شد
در آب مقطر تهيه  H2O2% 30وزانه در رقت مناسب از ر صورت به

با سه بار تكرار انجام  ها سنجشتمام  .(Morita, 1988) شد
  .آمده گزارش گرديد به دستپذيرفت و ميانگين نتايج 

  اثر حرارت بر فعاليت آنزيم پراكسيداز سنجش  .6- 2

بررسي اثر حرارت بر فعاليت آنزيم پراكسيداز در  منظور به
عصاره برگ رزماري در حضور پراكسيد هيدروژن از روش 

 pH5و  pH 7سنجش در . استفاده شد اسپكتروفتومتري

 25ابتدا عصاره به ترتيب در دماهاي . مجزا انجام گرفت صورت به
دقيقه انكوبه شد و سپس  5درجه سانتي گراد به مدت  75تا 

در يخ دقيقه  5بلافاصله به ظرف يخ منتقل گرديد و براي مدت 
 مورد نظر در pHليتر از بافر با ابتدا سه ميلي. نگهداري شد

از عصاره انكوبه  l100در ادامه به ترتيب . كووت ريخته شد
پس از صفر . اوديانيزيدين به كووت اضافه شد l100شده و 

كردن دستگاه، پراكسيد هيدروژن به مخلوط واكنش اضافه 
دقيقه در  3به مدت  nm240سپس مقدار جذب در . گرديد

ت اوليه در ادامه سرع. ثانيه اندازه گيري شد 10فواصل زماني 
واكنش در هر دما محاسبه و منحني فعاليت بر حسب دما رسم 

  .(Bradford, 1976) ديگرد

تعيين پارامترهاي سينتيكي آنزيم كاتالاز عصاره . 7- 2
  پراكسيد هيدروژنبرگ رزماري براي سوبستراي 

مخلوط واكنش حاوي سه ميلي ليتر بافر، پراكسيد هيدروژن 
تعيين  منظور  به .است ميكروليتر عصاره 100و  )ميلي مولار 38(

، فعاليت آنزيم Vmaxو  Kmپارامترهاي سينتيكي آنزيم نظير 
اندازه گيري  pH 7ي مختلف پراكسيد هيدروژن در ها غلظتدر 
ي پراكسيد هيدروژن از ها رقتهيه در اين روش براي ت. شد

استفاده گرديد و سپس افزايش جذب  Serial Dilotionتكنيك 
 شدثانيه ثبت  10و در فواصل زماني  nm 240در

(Ghenaatian, 2002; Paknia, 2006).   
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  طريق الكتروفورز از كاتالازي عصاره فعاليت بررسي  .8- 2

هاي كاتالاز موجود در ميآنززوياجهت بررسي حداقل تعداد 
عصاره رزماري و مطالعه تغييرات مقدار آنزيم در سه حالت نام 

ژل پلي آكريل  با )غير دناتورانت(برده شده از الكتروفورز طبيعي 
آميزي بر اساس فعاليت آنزيمي طبق روش آميد و رنگ
Woodbury  دشاستفاده (Paknia, 2006).  ژل ابتدا به مدت

. پراكسيد هيدروژن انكوبه گرديد% 003/0دقيقه در محلول  10
 لهيوس بهآنگاه پس از شستشو با آب دو بار تقطير 

دقيقه رنگ  10به مدت  K3Fe(CN6)%)1(و FeCl3)%1(محلول
   .(Tayefi Nasrabadi, 2010) ديگرد آميزي

  ازطريق الكتروفورزهعصارپراكسيدازيعاليتفبررسي  .9- 2

تمامي مراحل مشابه آنزيم كاتالاز است و تنها در نوع رنگ 
ي فعاليت  مشاهده منظور به. اند متفاوتآميزي اختصاصي باهم 

، ابتدا ژل به دناتورانپراكسيداز در ژل پلي آكريل آميد بدون 
 50يترات سديم ميلي ليتر بافر س 50دقيقه در داخل  30مدت 

در طول اين مدت ظرف . قرار داده شد pH5/4 ميلي مولار با 
بعد از اتمام اين مرحله بافر را دور . حاوي ژل تكان داده شد

ميلي ليتر بافر سيترات سديم حاوي پراكسيد  50و ريخته 
. مولار به ظرف حاوي ژل اضافه گرديد 016/0هيدوژن با غلظت 

هيدروژن  پراكسيددر حضور  قهيدق 15اين بار نيز ژل به مدت 
در طول اين مدت نيز ظرف ظرف تكان . گذاري گرديد گرمخانه
سپس اين محلول را دور ريخته و ژل دو مرتبه با آب . داده شد

ليتر بافر سيترات سديم  ميلي 50سپس . دو بار تقطير شسته شد
. ميلي مولار به ژل اضافه گرديد 9/1حاوي اوديانيزيدين با غلظت 

ي تكان داده شد تا بعد از حدود آرام به باندهارف تا زمان ظهور ظ
  .(Paknia, 2006) شددقيقه نخستين باند در ژل ظاهر  5

  نتايج و بحث. 3
 تيفعال راتييتغ گريبه عبارت د اي pH لي، پروفا1 شكل

 ديپراكس يدر حضور سوبسترا يرزمار اهيعصاره گ يدازيپراكس
 يليم 052/1( نيديزيانيو اود) مولار يليم 38غلظت ( دروژنيه

به دست آمده  جينتا. دهد يمختلف را نشان م يها pH در) مولار
 نيدر ا يدازيپراكس تيكه اولاً فعال دهد يشكل نشان م نياز ا
 يمنحن اًيثان. شود يمشاهده م pHاز  يعيدر محدوده وس اهيگ

  . باشد يم 7و  5 يهاpH شاخص و مجزا در  كيدو پ يدارا

  
ر عصاره برگ رزماري و فعاليت آنزيم پراكسيداز د pHمنحني  .1 شكل

كه در شكل مشخص  طور همان. در حضور سوبستراي اوديانيزيدين
  .باشد يم 7و  5هاي  pHبهينه براي فعاليت اين آنزيم  pHاست، 

 
روز بعد از خشك شدن و  10ها در دو حالت  pH نيسپس ا

  ). 3و  2شكل( ديگرد يبررس زين) ويماكروو(خشك شدن كامل 

  
در سه حالت مختلف گياه تر،  5بهينه  pH سهمنحني مقاي .2شكل 

خشك  كاملاًو گياه ) روز 10شده به مدت  خشك(جدا شده از ساقه 
درصد ( p >05/0ي آماري در سطح احتمال ها يبررس. )ماكروويو(

  .ستاره در شكل مشخص است صورت به) معني داري

  
در سه حالت مختلف گياه تر،  7بهينه  pH منحني مقايسه .3 شكل

خشك  كاملاًو گياه ) روز 10خشك شده به مدت (دا شده از ساقه ج
 p >05/0ي آماري در سطح احتمال ها يبررس. گياه رزماري) ماكروويو(
  .ستاره در شكل مشخص است صورت به) درصد معني داري(
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و  Km( يكيتيبازده كاتال ريمقاد شتر،يب يها يجهت بررس
Vmax (نيادر  يعصاره رزمار دازيپراكس ميآنز pH اندازه زين -

  ).5و  4و شكل  1جدول (شد  يريگ

پارامترهاي سينتيكي آنزيم پراكسيداز عصاره برگ تر رزماري  .1جدول 
  .هاي بهينه pHبراي سوبستراي اوديانيزيدين در 

Vmax 

Vi(U.mL-1) 
Vmax/Km Km(M) pH 

006/0±024/0 03/0±70/38 0001/0±00062/0 5 

003/0±0375/0 06/0±11/72 0001/0±00052/0 7 

  
 يها منتن در غلظت -سيكائليم يمنحن زي، ن5 و 4 شكل در

 يها و غلظت نيزيانياود Serial Dilotion قيشده از طر هيته
رسم  ميآنز نيا يبرا 7و  5 يها pHدر  نيديزيانيثابت اود

محاسبه  Vmaxو  Km يپارامترها يمنحن نيا ياز رو. ديگرد
در  ميزآن تيفعال مميماكزسرعت  4 كه بر اساس شكل ديگرد

pH  5  برابر باVi(U.mL-1) 006/0±024/0 و Km برابر  ميآنز
 مميسرعت ماكز 5و بر اساس شكل M0001/0±00062/0با 
 Vi(U.mL-1) 003/0±0375/0برابر با pH 7در   ميآنز تيفعال
  . شد يرياندازه گ M0001/0±00052/0برابر با  ميآنز Kmو 

 
اي سينتيكي آنزيم پراكسيداز عصاره برگ تعيين پارامتره .4 شكل

  pH5 رزماري براي سوبستراي اوديانيزيدين در 

  
تعيين پارامترهاي سينتيكي آنزيم پراكسيداز عصاره برگ  .5 شكل

  pH 7 رزماري براي سوبستراي اوديانيزيدين در 

در سه  يرزمار اهيدر گ دازيپراكس ميآنز زويا ييدما يداريپا
 pH 5 يبرا 7  و در شكل pH  7ي، برا6 حالت مختلف در شكل

سه  يبرا يا سهيمقا يمنحن تينشان داده شده است و در نها
  ).9و  8شكل ( ديحالت فوق رسم گرد

 
آنزيم پراكسيداز عصاره برگ تازه  تيفعالبررسي اثر حرارت بر  .6شكل 

در ) ماكروويو(خشك  كاملاًو  روز 10رزماري، گياه خشك شده به مدت 
نشان دهنده گياه تر : مربع. pH 7ستراي اوديانيزيدين و در حضور سوب

: روز،  لوزي 10نشان دهنده گياه خشك شده به مدت : رزماري، مثلث
  .است) ماكروويو(خشك  كاملاًنشان دهنده گياه 

تر  اهيدر گ دازيپراكس ميكه آنز دهد ينشان م 6شكل 
 يباق تيالدرجه حرارت ابتدا فع شي، به دنبال افزا)زنده( يرزمار

. ابدي يم شيافزا IU/mg pro 27/0 زانيبه م جيتدر مانده آن به
 شيدر ادامه با افزا. شود يم دهيد C40̊  يتا دما شيافزا نيا

  IU/mg proزانيبه م ميزمانده آن يباق تيدرجه حرارت فعال
 تيفعال زانيم C̊ 55 يتا دوباره در دما ابدي يكاهش م 05/0
دوباره دما  شيبا افزا تاًيو نها رديگ يد مبه خو يروند صعود ميآنز
كاهش  IU/mg pro  23/0 زانيبه م زين ميآنز تيفعال زانيم

 ميآنز يبرا) Tm( نهيبه يدما جهيدر نت. كند يم دايپ يمحسوس
در نظر گرفته شد و  pH 7 در  C 55̊و  C 40̊ يتر رزمار اهيدر گ
به  ،يزمارروز ر 10خشك شده به مدت  اهيدر گ دازيپراكس ميآنز

 جيتدر مانده آن به يباق تيدرجه حرارت ابتدا فعال شيدنبال افزا
تا  شيافزا نيا. ابدي يم شيافزا IU/mg pro  187/0 زانيبه م
درجه حرارت  شيدر ادامه با افزا. شود يم دهيد C̊ 40 يدما
كاهش IU/mg pro  1/0به مقدار  ميمانده آنز يباق تيفعال

 ميآنز تيفعال زانيم C̊60 يدر دما تا دوباره ابدي يم يمحسوس
 زانيدوباره دما م شيبا افزا تاًيو نها رديگ يبه خود م يروند صعود

كاهش IU/mg pro 093/0  زانيبه م زين ميآنز تيفعال
در  ميآنز نهيبه يدو قله دما سهيبا مقا. كند يم دايپ يمحسوس

نسبت به  C60̊ يدر دما ميكه آنز ميكن يحالت مشاهده م نيا
 ييقله دما ياست و دارا يكمتر اريبس تيفعال يدارا C40̊ يادم

در  ميآنز يبرا) Tm( نهيبه يدما جهيدر نت. باشد يم يتر كوچك
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 pH در C 60̊و  C̊40 يروز رزمار 10خشك شده به مدت  اهيگ
كاملاً  اهيدر گ دازيپراكس ميآنز تيدر نظر گرفته شد و در نها7

درجه حرارت ابتدا  شيافزا، به دنبال )ويماكروو( يخشك رزمار
 IU/mg pro  43/0 زانيبه م جيتدر مانده آن به يباق تيفعال
در ادامه . شود يم دهيد C̊55 يتا دما شيافزا نيا. ابدي يم شيافزا
 زانيبه م ميمانده آنز يباق تيدرجه حرارت فعال شيافزا با

IU/mg pro  395/0نهيبه يدما جهيدر نت. ابدي يكاهش م 
)Tm (يكاملاً خشك رزمار اهيدر گ مينزآ يبرا )ويماكروو (

  .در نظر گرفته شدpH 7در  C̊ 55 يرزمار

 
آنزيم پراكسيداز عصاره برگ  تيبر فعالبررسي اثر حرارت . 7شكل 

خشك  كاملاًروز و گياه  10گياه تر رزماري، خشك شده به مدت 
ان نش: مربع. pH5 در حضور سوبستراي اوديانيزيدين و در ) ماكروويو(

نشان دهنده گياه خشك شده به مدت : دهنده گياه تر رزماري، مثلث
  .است) ماكروويو(خشك  كاملاًنشان دهنده گياه : روز،  لوزي 10

تر  اهيدر گ دازيپراكس ميكه آنز دهد ينشان م 7 شكل
 يباق تيدرجه حرارت ابتدا فعال شيبه دنبال افزا) زنده( يرزمار

. ابدي يم شيافزا IU/mg pro  115/0زانيبه م جيتدر مانده آن به
 شيدر ادامه با افزا. شود يم دهيد C̊ 45 يتا دما شيافزا نيا

 IU/mg proزانيبه م ميمانده آنز يباق تيدرجه حرارت فعال

 تيفعال زانيم C 60̊ يتا دوباره در دما ابدي يكاهش م144/0
ا دوباره دم شيبا افزا تاًيو نها رديگ يبه خود م يروند صعود ميآنز
 كاهشIU/mg pro  194/0زانيبه م زين ميآنز تيفعال زانيم

در  ميآنز نهيبه يدو قله دما سهيبا مقا. كند يم دايپ يمحسوس
نسبت به  C 60̊ يدر دما ميكه آنز ميكن يمشاهده م حالت نيا

 ييقله دما ياست و دارا يكمتر اريبس تيفعال يدارا C 45̊ يدما
در  ميآنز يبرا) Tm( نهيبه يدما جهيدر نت. باشد يم يتر كوچك

در نظر گرفته شد و  pH 5 در C̊45 و C 60̊ يتر رزمار اهيگ
به  ،يروز رزمار 10خشك شده به مدت  اهيدر گ دازيپراكس ميآنز

 جيتدر مانده آن به يباق تيدرجه حرارت ابتدا فعال شيدنبال افزا
تا  شيافزا نيا. ابدي يم شيافزا IU/mg pro  116/0زانيبه م

درجه حرارت  شيدر ادامه با افزا. شود يم دهيد C45̊ يدما
كاهش  IU/mg pro  162/0زانيبه م ميمانده آنز يباق تيفعال

 C̊ 55 يتا دوباره بلافاصله در دما كند يم دايپ يمحسوس اريسب
با  تاًيو نها رديگ يبه خود م يروند صعود ميآنز تيفعال زانيم

 IU/mg pro زانيبه م زين ميآنز تيفعال زانيدوباره دما م شيافزا

 نهيبه يدما جهيدر نت. كند يم دايپ يكاهش محسوس 329/0
)Tm (يروز رزمار 10به مدت  شدهخشك  اهيدر گ ميآنز يبرا  

C̊40  ̊وC 60  درpH  5 ميآنز تيدر نظر گرفته شد و در نها 
، به دنبال )ويماكروو( يكاملاً خشك رزمار اهيدر گ دازيپراكس

به  جيتدر مانده آن به يباق تيابتدا فعال درجه حرارت شيافزا
تا  شيافزا نيا. ابدي يم شيافزا IU/mg pro  368/0زانيم

درجه حرارت  شيدر ادامه با افزا. شود يم دهيد C̊ 55يدما
كاهش  IU/mg pro  340/0زانيبه م ميمانده آنز يباق تيفعال
 كاملاً اهيدر گ ميآنز يبرا) Tm( نهيبه يدما جهيدر نت. ابدي يم

در نظر  pH  5در  C 55̊ يرزمار) ويماكروو( يخشك رزمار
 ها ينحنم نياز نقاط ا كيهر  يبرا اريانحراف مع. گرفته شد

از  يبودن مقدار آن در برخ زيناچ ليمحاسبه شده است اما به دل
  .ستيمشخص ن ريز يها ينقاط، در منحن

برگ  pH  7در  دازيپراكس ميكه آنز دهد ينشان م 8 شكل
است،  C 55̊ و C40̊ نهيبه يدما يدارا ،يرزمار اهيگ) ندهز(تر 

 و  C 40̊ نهيبه يدما يروز دارا 10خشك شده به مدت  اهياما گ

C̊60 ويماكروو( يكاملاً خشك رزمار اهيكه گ يدر حالت. است (
  .دهد يرا از خود نشان م تيلفعا نيشتريب C55̊ يتنها در دما

  
در سه حالت  pH 7راكسيداز در بهينه آنزيم پ دماي مقايسه. 8 شكل

  .يرزمارمختلف گياه 

برگ  pH  5در  دازيپراكس ميكه آنز دهد ينشان م) 9( شكل
است،  C 60̊و  C 45̊ نهيبه يدما يدارا ،يرزمار اهيگ) زنده(تر 

  نهيبه يدما يدارا يروز رزمار 10خشك شده به مدت  اهياما گ
̊C45  و ̊C55 يخشك رزماركاملاً  اهيكه گ يدر حالت ،است 
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را از خود نشان  تيفعال نيشتريب C̊ 55 يتنها در دما) ويماكروو(
  .دهد يم

  
در سه حالت  pH 5پراكسيداز در   آنزيمبهينه  دماي مقايسه .9 شكل

  يرزمارمختلف گياه 

 pH در سه حالت مختلف در دازيپراكس ميكه آنز ييآنجا از

از  كيهر  نهيهب يدما باشد، يم نهيبه يحداكثر دو دما يدارا 7
 اريانحراف مع. ديمشخص گرد ها يها با دو رنگ در منحن حالت

 لياما به دل ،محاسبه شده است يمنحن نياز نقاط ا كيهر  يبرا
مشخص  ياز نقاط، در منحن يبودن مقدار آن در برخ زيناچ
  .ستين

  

ي پراكسيداز در ژل پلي آكريل آميد ها ميآنز زوياتفكيك  .10شكل
آنزيم  A). آميزي اختصاصي توسط اوديانيزيدينو رنگ %) 10(

 C 30). گياه تر 1ميكروليتر عصاره بوته  B 30)).ماركر(پراكسيداز 
گياه  3ميكروليتر عصاره بوته  D30). گياه تر 2ميكروليتر عصاره بوته 

  . تر
 يرا در عصاره برگ رزمار دازيپراكس يها ميآنززويا 10 شكل
 10ژل  ياختصاص يزينگ آمروش از ر نيدر ا. دهد ينشان م
با  ميآنز زوياستفاده شد و حداقل سه ا) بدون دناتورانت(درصد 

سوم  ميآنز زويا ريمقاد. ديمتفاوت مشاهده گرد ياوزان مولكول
علت تفاوت در . شود يكم رنگ مشاهده م ارياست و بس زيناچ

 ونيلاسيكوزيتفاوت در گل توان يرا م ها ميآنززويا يوزن مولكول
  . دانست اهانيدر گ يدازيپراكس يها مينزآ زويا

%) 10(ي كاتالاز در ژل پلي آكريل آميد ها ميآنز زوياتفكيك . 11شكل 
آنزيم كاتالاز  D). و رنگ آميزي اختصاصي توسط پراكسيد هيدروژن

ميكروليتر  B 30). گياه تر 1ميكروليتر عصاره بوته  C 30)).ماركر(
  . گياه تر 3ليتر عصاره بوته ميكرو A30). گياه تر 2عصاره بوته 

  
 يكاتالاز در عصاره برگ رزمار يها ميآنز زويا 11در شكل 

كاتالاز به روش  ميآنز تيسنجش فعال ياست كه بررس
 روز بعد از خشك 10، )دهزن(تر  يها در برگ ياسپكتروفتومتر

اثر  يبررس ،يرزمار اهيبرگ گ) ويماكروو(شدن و كاملاً خشك 
pH هيته(مختلف  يها pH و به دست آوردن ) ليپروفاpH 
 يداريپا يبررس گر،يكديها با  آن سهيكاتالاز و مقا ميآنز نهيبه

گروه مورد  نيقبلاً توسط هم نهيبه pHكاتالاز در  ميآنز ييدما
 كي يكاتالاز دارا ميآنز نكهيبود و احتمال ا گرفتهقرار  يبررس

 ,Shams) است، ثبت شده بود يرزمار اهيدر برگ گ ميآنز زويا

2015).   
دناتورانت حضور  ريپژوهش به كمك ژل الكتروفورز غ نيدر ا

 يزيرنگ آم. قرار گرفت دييكاتالاز مورد تأ يبرا ميآنز زويا كي
 زويمنظور مشاهده ا به) بدون دناتورانت(درصد  10ژل  ياختصاص

 كي يدارا يكه عصاره برگ رزمار دهد يكاتالاز نشان م ميآنز
  .دباش يم ميآنز زويا

  گيرينتيجه. 4
به روش  دازيپراكس ميآنز تيسنجش فعال يبررس

روز بعد از خشك  10، )زنده(تر  يها در برگ ياسپكتروفتومتر
اثر  يبررس ،يرزمار اهيبرگ گ) ويماكروو(شدن و كاملاً خشك 

pH هيته(مختلف  يها pH و به دست آوردن ) ليپروفاpH 
 يداريپا يبررس گر،يكدي ها با آن سهيو مقا دازيپراكس ميآنز نهيبه

پژوهش  نياساس انجام ا نهيبه pHدر  دازيپراكس ميآنز ييدما
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دو  يدارا دازيپراكس ميبه دست آمده آنز جيبوده است و طبق نتا
عنوان  به ميآنز نيا تياست و فعال يرزمار اهيدر برگ گ ميآنز زويا

 ،يمانند خشك يطيمح يها در تنش يقو دانياكس يآنت كيبه 
. رسد يآن به حداكثر خود م نهيبه يو دما نهيبه pHدر 

 ميكه آنز شود يبه دست آمده، مشاهده م جيطبق نتا نيهمچن
 تيقادر به فعال pH راتيياز تغ يعيوس فيدر ط دازيپراكس

در  دازيپراكس دانياكس يآنت ميآنز تيفعال نيب سهيبا مقا. باشد يم
 اهيرگ گمشاهده شد كه ب يرزمار اهيمختلف برگ گ يها حالت

نسبت به  يا قابل ملاحظه تيفعال يدارا يرزمار) زنده(تر 
) ويماكروو(روز و كاملاً خشك  10خشك شده به مدت  يها برگ

 pHعلاوه بر تحمل  يرزمار اهيدر گ ميآنز نيا نياست و همچن
 ميآنز قيتحق نيدر ا. كند يتحمل م زيبالا را ن يبالا، دماها يها

 نيشتريب 7و  5 يها pHدر  ،يزمارر اهيموجود در گ دازيپراكس
 ميآنزبراي  7و  5 نهيبه يها pH. را از خود نشان دادند تيفعال

از لحاظ  يتفاوت چندان اه،يدر سه حالت مختلف گ داز،يپراكس
از خود نشان ندادند و در هر دو  نهيبه يو دما يميآنز تيفعال
pH تيفعال نيزنده و كمتر اهيمربوط به گ تيفعال نيشتريب 

  .است ككاملاً خش اهيربوط به گم

  منابع. 5

Alnahdi, H.S. 2012. Effect of Rosmarinus officinalis 
extract on some cardiac enzymes of 
streptozotocin-induced diabetic rats. Journal of 
Health Sciences, 2(4): 33-37. 

Barbut, S.J., David, B. and Arthur, J. 1985. 
Antioxidant properties of Rosemary oleoresin in 
turkey sausage. Journal of Food Science, 50(5): 
1356-1359. 

Begum, A., Sandhya, S., Shaffath Ali, S., Vinod, 
K.R., Reddy, S. and Banji, D. 2013. An in-depth 
review on the medicinal flora Rosmarinus 
officinalis (Lamiaceae)." Acta Scientiarum 
Polonorum Technologia Alimentaria, 12(1): 61-
74. 

Boutekedjiret, C., Bentahar, F., Belabbes, R. and 
Bessiere, J.M. 2003. Extraction of rosemary 
essential oil by steam distillation and 
hydrodistillation. Flavour and Fragrance Journal, 
18(6): 481-484. 

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method 
for the quantitation of microgram quantities of 
protein utilizing the principle of protein-dye 

binding. Analytical biochemistry, 72(1-2): 248-
254. 

Chelikani, P.R. and Radhakrishnan, T.M. 2005. 
Catalase: a repertoire of unusual features. Indian 
Journal of Clinical Biochemistry, 20(2): 131-
135. 

Cordeiro, A.M., Santos, N.A., Soledade, L.E.B., 
Pontes, L.F. Souza, A.L., Queiroz, N. and Souza, 
A.G. 2013. Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) 
extract. Journal of Thermal Analysis and 
calorimetry, 113(2): 889-895. 

Doronicheva, N., Yasui, H. and Sakurai, H. 2007. 
Chemical structure-dependent differential effects 
of flavonoids on the catalase activity as 
evaluated by a chemiluminescent method. 
Biological and Pharmaceutical Bulletin, 30(2): 
213-217. 

Ebrahimkhani ghazi, S.S. and Bastani, D. 2009. 
Comparison of different methods of rosemary 
extraction. Master's thesis in chemistry-food 
industry, Islamic Azad University. 

Ghenaatian, L.S. and Amin, G. 2002. Analysis and 
identification of mountain clay essential oil by 
GC-MS method Faculty of Pharmacy. medical 
University Tehran. 

Keyhani, J.K., Ezzatollah. Einollahi, Nahid. Minai-
Tehrani, Dariush. Zarchipour, Sekineh 2003. 
"Heterogeneous inhibition of horseradish 
peroxidase activity by cadmium. Biochimica et 
Biophysica Acta (BBA)-General Subjects, 
1621(2): 140-148. 

Kim, S.W. and Smith, E.C. 1980. Isolation and 
characterization of two isoperoxidases from 
tobacco tissue cultures. Phytochemistry 19(2): 
165-168. 

Machado, D.G., Neis, V.B., Balen, G.O., Colla, 
A., Cunha, M.P., Dalmarco, J.B., Pizzolatti, 
M.G., Prediger, R.D. and Rodrigues, A.L. 2012. 
Antidepressant-like effect of ursolic acid isolated 
from Rosmarinus officinalis L. in mice: evidence 
for the involvement of the dopaminergic 
system." Pharmacology Biochemistry and 
Behavior, 103(2): 204-211. 

Morita, Y., Yamashita, H., Mikami, B., Iwamoto, 
H., Aibara, S., Terada, M. and Minami, J. 1988. 
Purification, crystallization, and characterization 
of peroxidase from Coprinus cinereus. The 
Journal of Biochemistry, 103(4): 693-699. 



  177-169، )ويژه نامه فارسي( 3سال هشتم، شماره ،ي گياهيداروها

١٧٧  

Nakatani, N. 2000. Phenolic antioxidants from herbs 
and spices. Biofactors, 13(1-4): 141-146. 

Paknia, A. 2006. Investigation of the properties of 
peroxidase enzymes in Sardinia leaf. Master's 
thesis, Biochemistry and Biophysical Research 
Center, University of Tehran. 

Seevers, P.D. and Catedral, F.F. 1971. The role of 
peroxidase isozymes in resistance to wheat stem 
rust disease. Plant physiology, 48(3): 353-360. 

Shams, S.K. and Eydi, A. 2015. Investigation and 
comparison of some biochemical properties of 
catalase enzymes in rosemary (Rosmarinus 
officinalis L.) in three living conditions, after 
separation from stems and dry plants. second 
Iranian scientific and research conference on 
biology and horticulture. 

Tayefi Nasrabadi, H.D., Daihasani, B., Movafeghi, 
A. and Samadi, A. 2010. A Study on Some 
Biochemical Characteristics of Catalase Enzyme 
in Safflower. Journal of Agricultural 
Biotechnology, 2(1). 

 




