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 آنزیم تایروزیناز از پوست موز های استخراج و تعیین ویژگی

 1نیکو ناسوهی، 2ریحانه سریری، 1علیرضا فرخ

 یرانتهران، ا یی،واحد علوم دارو ی،نو، دانشگاه آزاد اسلام یها یدانشکده علوم و فناور ی،و مولکول یگروه علوم سلول. 1

 ، ایرانگیلان، گیلانگروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه . 2

 (21/05/9317: ؛ تاریخ پذیرش20/02/9317: خ دریافتتاری)

 چکیده

این آنزیم هم چنین در . موثر در ایجاد علائم پیری است فاکتورهایاز مهمترین ی قهوه ای در پوست توسط تایروزیناز ها تشکیل رنگدانه
ک متالوآنزیم است که در کارهای تحقیقاتی مربوط تایروزیناز ی .از طریق تولید ملانین دخالت مستقیم دارد ها و سبزی ها کاهش کیفیت میوه

قارچ خوراکی در حال حاضر تنها منبع تایروزیناز برای مصارف صنعتی و پژوهشی در مورد این . به مواد غذایی، دارویی و آرایشی کاربرد دارد
وزیناز قارچ در صنایح دارویی، غذایی، هدف این تحقیق بررسی تایروزیناز پوست موز به عنوان یک جایگزین برای تایر. آنزیم می باشد

های آن از جمله فعالیت و برخی از ویژگیگردید خالص سازی استخراج و  در عمل، آنزیم مذکور از پوست موز. آرایشی و تحقیقاتی می باشد
که آنزیم تایروزیناز پوست موز دارای نتایج نشان دادند . شدندو دمای بهینه تعیین گردیده و با تایروزیناز سایر منابع مقایسه  pHبیولوژیکی، 

Cبهینه آنزیم به ترتیب  pHاز طرفی، دما و . دو ایزوفرم با وزن مولکولی بیشتر از تایروزیناز قارچ است
º50  مقادیر ثابت . بودند 9/6و

 . میلی مولار بر دقیقه محاسبه گردید/ 00409میلی مولار و سرعت ماگزیمم  3/263میکائیلیس منتن 

 گانژواکلید

  .ضایعات موز، بهینه pHی میکائیلیس، دما و ها استخراج، تایروزیناز، ثابت

 

 

                                                        

 نویسنده مسئول، رایانامه: pb.science554@gmail.com 



   

 

 

72 

ص
ف

ـ
لنامه عل

ـــ
ی
م

- 
ی
ی کاربرد

ی بیولوژ
ش
پژوه

 

 

 از از پوست موزهای آنزیم تایروزین استخراج و تعیین ویژگی

 مقدمه

 ,polyphenol oxidases)پلی فنل اکسیدازها 

PPOs )با شماره  ها آنزیممتالو  دسته وسیع و مهمی از

تبدیل هستند که  (EC .1 .14 .18 .1 ) کمیته آنزیمی

ون کاتالیز می را به مشتقات کوئین ها هیدروکسی فنل

به  ها اورتو کوئینون .(Van Gelder et al., 1997) کنند

ی ها و با ایجاد اتصالشدت واکنشگر و ناپایدار بوده 

دیگر  ،ها ، فنولها آمینو اسیدها یا پروتئینعرضی در 

و حتی در میان ساختمان خودشان ترکیبات سلولی 

. ایجاد می کنندقهوه ای  و سیاه ،پلیمرهای قرمز

یی ها ی قهوه ای از مهمترین واکنشها یل رنگدانهتشك

در انسان و برخی جانوران عالی موجب کدر و است که 

 ,del Marmol and Beermann)لكه دار شدن پوست 

 و در گیاهان موجب تغییر رنگ آنها شده و( 1996

 غذاها می باشد اغلبکیفیت در  کاهشعامل 

(Fraignier, 1995) .انواع آنزیم، ررسی به این ترتیب، ب

و مشخص کردن  ی مربوطهها تعیین ویژگی

ی طبیعی و سنتزی آن، به موازات ارزش ها بازدارنده

 دارداهمیت زیادی نیز  از نظر اقتصادیپژوهشی، 

(Espin and Witchers, 1999; Espin et al., 1999 & 

Espin et al., 2000a) . دارای سه پلی فنل اکسیدازها

 ی کاتكولاز،ها یعنی فعالیت هنوع فعالیت شناخته شد

 Garcia-Borron and)هستند  لاکاز و کرسولاز

Solano, 2002) .دو نوع  آنزیم تایروزیناز حداقل

که در هر دو نوع واکنش از  واکنش را کاتالیز می کند

اکسیژن مولكولی و ترکیبات فنلی به عنوان سوبسترا 

ه هیدروکسیل این دو نوع، در واقع،. استفاده می کند

منو فعالیت ) ها دی فنل -ارتوبه  ها کردن منوفنول

یا  ها دی فنل -و اکسیده کردن ارتو( یا کاتالاز فنولاز

 دی فنولازفعالیت )کوئینون  -ارتوبه  ها دی فنل -پارا

هر دو نوع واکنش را در  1شكل . هستند (یا کاتكولاز

 . حضور تایروزین به عنوان سوبسترا نشان داده است

 

 
 

 ی کرسولازی و کاتکولازی آنزیم تایروزینازها فعالیت -1شکل 

(Julivet et al., 1998.) 

ملاحظه می شود، در هر  1به طوری که در شكل 

دو واکنش اکسیژن ملكولی نقش کمک کننده 

تایروزیناز یک آنزیم دو . سوبسترا را به عهده دارد

سوبسترایی است و این ویژگی که چگونه یک سیستم 

است هر دو فعالیت مونو و دی فنل  آنزیمی قادر

نا مشخص و  ها اکسیدازی را انجام دهد، تا مدت

موضوع تحقیق برخی دانشمندان بوده است 

(Friedman and Daron, 1977.) 

آنزیم تایروزیناز در صنایع دارویی و آرایشی 

بهداشتی کاربردهای وسیعی دارد و پژوهش در مورد 

یعی و سنتزی آن روز به های طبانواع آنزیم و بازدارنده

در حال حاضر، برای اغلب . روز گسترده تر می شود

کاربردهای فوق منبع آنزیم مذکور تایروزیناز قارچ 

 Strothkamp etو  Nakamura et al., 1966)خوراکی 

al., 1976 )می باشد  ها و یا سایر قارچ(Fan et al., 

م را ولی در حد تحقیقاتی نیز تا کنون این آنزی(. 2004

 .Garcia Borron et al)جانوری  از منابع گوناگون

و گیاهی مانند سیب ( .Kwon, 1987et al و 1985

 Sariri)و توتون ( Matheis and Belitz, 1977)زمینی 

et al., 2007 )مانند هلو  ها و یا میوه(Wong et al. 

 Rocha)و سیب ( Espin et al., 2001)، گلابی (1971

and Morais, 2001)  ه و خواص آنها را ودنماستخراج

از طرف دیگر، مطالعات در مورد . بررسی کرده اند

ی آن نیز بیشتر ها سینتیک واکنش آنزیم و اثر کننده

 ,.Hsu et al )در مورد تایروزیناز قارچ بوده است 

در هر حال، تایروزیناز  (.Chen et al., 2003و2007

http://www.pnas.org/search?author1=B+S+Kwon&sortspec=date&submit=Submit
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فقط در چند  ها و سبزی ها موجود در ضایعات میوه

. سال اخیر مورد توجه پژوهشگران قرار گرفته است

یی نیز راجع به استخراج تایروزیناز در ها گزارش

و  Waliszewski et al., 2009)حبوباتی از قبیل باقلا 

Paul and Gowda, 2000 )جوانه نخود  و(Marcio and 

Fabricio, 2008 )وجود دارند . 

 هدف

وزن موز را ضایعات % 05با توجه به این که حدود 

آن تشكیل می دهند، مصرف خانگی و تجاری آن 

تجربه و . منجر به حجم قابل توجهی ضایعات می شود

تخصص گروه تحقیقاتی بیوشیمی دانشگاه گیلان در 

گیاهی پایه طراحی پژوهش  مورد تایروزیناز از منابع

ی آنزیم مقایسه ها در نهایت بررسی ویژگی .حاضر شد

 .آن با تایروزیناز قارچ مورد نظر قرار گرفت

 روش کار

تهیه ضایعات موز و عمـ  اسـتخراج عصـاره اولیـه     

 آنزیم

موزهای تازه و رسیده از بازار محلی خریداری و، 

 50ن به طور کامل در آو ها بعد از صرف میوه، پوست

در ادامه، . ساعات خشک شدند 11درجه برای 

ی خشک شده ابتدا با دست خرد و سپس ها پوست

. توسط آسیاب به صورت پودر درشت در آورده شدند

برای عمل استخراج، یک گرم از پودر حاصل در 

میلی  05بافر فسفات )میكرولیتر بافر استخراج  1555

تترا استیک همراه با اتیلن دی آمین =pH 8/6مولار با 

 10 مدت به مخلوط تبدیل و( میلی مولار 1اسید 

درجه سانتی گراد  5در دمای  rpm15555 دقیقه در 

محلول روئی جدا شده و دوباره به . سانتریفوژ گردید

درجه  5در دمای  rpm15555دقیقه در  0مدت 

سپس محلول روئی . سانتی گراد سانتریفوژ گردید

به آرامی با سمپلر حاوی آنزیم پلی فنل اکسیداز 

 .ی جدید ریحته شدها برداشته شده و در میكروتیوب

 رسوب گیری با سولفات آمونیم

از سولفات آمونیوم  ها برای رسوب دادن پروتئین

ی استخراجی درون ها نمونه. درصد استفاده شد 80

استوانه مدرج ریخته و روی همزن مغناطیسی قرار 

فات آمونیوم طی گرفت و با قرار دادن در یخچال، سول

شش مرحله ده دقیقه ای به محلول پروتئینی افزوده 

 C°بعد از تكمیل رسوب گیری، محلول در دمای . شد

دقیقه سانتریفوژ  10به مدت  rpm0555 و با دور  5

شد و سپس محلول رویی دور ریخته شد و رسوب 

 .پروتئینی در حداقل بافر فسفات حل گردید

 مرحله دیالیز

 ی دیالیز با منافذها ستفاده از کیسهاین عمل با ا

جهت حذف نمک آمونیوم سولفات از  کیلو دالتون 11

یی با اوزان ها و جدا کردن پروتئین رسوب پروتئینی

پس از . کیلو دالتون انجام شد 11مولكولی بیشتر از 

میلی  05)، دیالیز در بافر فسفات ها آماده سازی کیسه

درجه  5در دمای بر روی استیرر ( pH 6.8مولار با 

 Scotter et)انجام شد  سانتیگراد با سه بار تعویض بافر

al., 2006) 

 تخلیص تیروزیناز

برای تخلیص آنزیم تیروزیناز از کروماتوگرافی 

برای این کار از دستگاه . تبادل آنیونی استفاده شد

FPLC مدلBIORAD و ستون (UNO-Q1) که فاز

از دو . اده شدسفاروز بود، استف -Qآن ( رزین)ثابت 

استفاده شد و سرعت  Bو  Aنوع بافرهای 

یک میلی لیتر در دقیقه  بافر( Flow rate)جریان

 pHمیلی مولار 15شامل تریس  Aبافر . تنظیم گردید

 NaClمیلی مولار و  15متشكل از تریس  Bو بافر 7.2

پس از انجام عمل . بودند pH 7.2یک مولار 

ی هر ها در فراکشن کروماتوگرافی، فعالیت تیروزیناز
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 از از پوست موزهای آنزیم تایروزین استخراج و تعیین ویژگی

ئی که حاوی آنزیم ها پیک سنجیده شده و فراکشن

پلی فنل اکسیداز بودند برای انجام مراحل بعدی در 

 .منتقل شدند -C 15°دمای 

 تغلیظ به روش اولترافیلتراسیون 

رقیق شده بود  FPLCنمونه پروتئین خارج شده از 

-SDSو، جهت تشخیص میزان خلوص، بر روی ژل 

PAGE  بنابراین، بعد از انجام  .رویت نخواهد بودقابل

ی حاوی آنزیم ها کروماتوگرافی تبادل یونی فراکشن

 تایروزیناز که با سنجش فعالیت آنزیمی مشخص شده

بودند، بوسیله روش اولترافیلتراسیون با میكروتیوب 

جهت تغلیظ در این روش  .سنتریكون تغلیظ گردیدند

در  rpm 11555 از سانتریفیوژ با سرعت چرخش

 . دقیقه استفاده شد 15به مدت  C 5°دمای 

ــد ژ  -ســدیم دودســی  ســولفات ــ  آمی ــی آکری پل

 SDS -PAGEالکتروفورز 

ی آنزیم پلی فنل ها به منظور مشاهده ایزوفرم

آنزیم از عمل  و میزان خلوص(  PPO)اکسیداز

. استفاده شد% 11الكتروفورز ژل پلی آکریل آمید 

ی تغلیظ شده پس ها مونهاز ن SDS-PAGEالكتروفورز 

پس . از انجام کروماتوگرافی تبادل آنیونی انجام گردید

از انجام الكتروفورز، ژل حاصل با روش کوماسی 

  .رنگ آمیزی گردید G-250بریلیانت بلو 

 سنجش فعالیت پلی فن  اکسیداز

برای سنجش فعالیت آنزیم از سوبسترای دوپامین 

 -1 -متیل -3ر، میلی مولا 00هیدروکلراید با غلظت 

با غلظت  (MBTH) (Merek) ون هیدرازوننبنزوتیازولی

دو درصد ( DMF)میلی مولار، دی متیل فرم آمید  0

درصد حجمی و بافر  58/5حجمی و اسید فسفریک 

استفاده  =8/6pHمیلی مولار با  05فسفات 

با توجه به ناپایداری و (. Sanchez-Ferrer, 1988)شد

ای هر نوبت سنجش فعالیت حساس بودن سوبسترا، بر

محیط . آنزیمی محلول سوبسترای تازه تهیه گردید

سوبسترا و  Lμ995 سنجش یک میلی لیتری حاوی

Lμ15  تغییرات جذب . است( نمونه استخراجی)آنزیم

نانومتر در مقابل  050 بر حسب زمان در طول موج

بافر  Lμ15سوبسترا و  Lμ 995بلانک حاوی 

 .استخراج، بررسی شد

  Vmaxو Kmسبه محا

 50، و05، 10، 0/11ی ها برای این آزمایش غلظت

. میلی مولار از سوبسترای تایروزیناز تهیه شد

سوبسترای اصلی تایروزیناز دوپامین هیدروکلراید بود 

 و Kmجهت محاسبه  FPLCو نمونه آنزیمی بعد از 

Vmax با سه بار تكرار استفاده شد. 

 محاسبه دمای بهینه

سب نمونه آنزیمی تهیه شد و سپس ابتدا رقت منا

میكرولیتر از آنزیم رقیق شده  55میكروتیوب  5در 

در دمای  ها در ادامه، یكی از میكروتیوب. ریخته شد

دقیقه قرار داده شده  15درجه سانتیگراد به مدت  15

میكروتیوب . و سپس سنجش آنزیمی سه بار انجام شد

 15درجه در بن ماری به مدت 15دوم در دمای 

دقیقه قرارداده شده و مانند روش قبل سه بار سنجش 

آنزیمی روی آن انجام گرفت و به همین ترتیب برروی 

درجه  55، 65، 05، 55، 35دمای  ها همه میكروتیوب

دقیقه اعمال و مورد سنجش  15با مدت زمان 

ی بدست آمده، از ها سپس با مقادیر جذب. قرارگرفتند

سل دمای بهینه طریق رسم نمودار در برنامه اک

 .فعالیت آنزیم محاسبه گردید

 بهینهpH اندازه گیری 

بهینه آنزیم ابتدا با استفاده از  pHبرای تعیین 

، سیتریک اسید و آب منوهیدروژن دی سدیم فسفات

ی مشخص تهیه شدند ها pHدیونیزه، بافرهایی با 

با استفاده  ها سپس فعالیت آنزیمی نمونه(. 1جدول )
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پامین هیدروکلرید طبق روش فوق از سوبسترای دو

 .اندازه گیری شد ها بار در هر یک از این بافر 3حداقل 
 

ی مختلف استفاده شده برای تعیین ها pHروش تهیه بافر با  -1جدول 

pH بهینه آنزیم. 

 آب دیونیزه

 (میلی لیتر)

منوهیدروژن دی 

 سدیم

 (میلی لیتر)فسفات 

 سیتریک اسید

 (میلی لیتر)
pH 

15 55 5 1/9 

13 05 1 1/8 

11 68 15 1/5 

10 55 15 1/6 

15 15 15 1/0 

0/5 15 15 9/3 

15 5 55 0/1 

 

 تعیین غلظت پروتئین و محاسبه فعالیت ویژه

جهت تعیین غلظت پروتئین از روش برادفورد 

بعد از هر مرحله جدا سازی، تغلیظ . استفاده شد

همچنین در . وتخلیص، غلظت پروتئین محاسبه شد

فعالیت پلی فنل اکسیداز در  یک از این مراحل،هر 

با روش  یک مخلوط سنجش یک میلی لیتری

اندازه گیری افزایش جذب  اسپكتروفتومتری از طریق

دقیقه  1نانومتر در یک دوره زمانی  050در طول موج 

ای بررسی گردیده و فعالیت ویژه پروتئین در هر 

  (.Mayer and Staples, 2002. )مرحله بدست آمد

 زایموگرام تایروزیناز

 Native gelبه منظور انجام زیموگرام از روش 

electrophoresis بافرهای مورد . شده است استفاده

نیاز در این نوع الكتروفورز همانند بافرهای مربوط در 

بوده با این تفاوت که در اینجا  SDS-PAGEروش 

SDS بدون اعمال حرارت در ها نمونه. به کار برده نشد 

درجه  5ته چاهک بارگذاری شدند و شرایط دمای 

در تمامی مراحل آزمایش  ها سانتی گراد برای نمونه

ولتاژ . فراهم گردید تا فعالیت آنزیم حفظ گردد

بعد از اتمام الكتروفورز . تنظیم شد 155دستگاه روی 

ژل در محلول سوبسترای آنزیم غوطه ور و جهت رنگ 

در ابتدا . ار داده شدقر C 5°آمیزی در شرایط دمایی 

دقیقه ژل در  10دوپامین به سوبسترا اضافه نشد و 

سوبسترای بدون دوپامین قرار گرفت و سپس در چند 

با این کار از . مرحله دوپامین به آن اضافه گردید

به روش روش  با رنگ آمیزی)شدت رنگ گرفتن ژل 

. جلوگیری به عمل آمد( G-250کوماسی بریلیانت بلو 

ساعت قرار  15-11لول سوبسترا به مدت ژل در مح

در اثر واکنش بین آنزیم با سوبسترا باندهای . گرفت

پروتئین تایروزیناز گرفته و پس از ظهور اولیه باند، به 

منظور کاهش رنگ پذیری ژل، بافرفسفات بیشتری به 

 .سوبسترا اضافه گردید

 نتایج

در پایان هر مرحله هموژنیزاسیون، رسوب دهی و 

پروتئین، مقدار پروتئین توتال، فعالیت  تخلیص

آنزیمی توتال و فعالیت ویژه تایروزیناز، درجه تخلیص 

با  (.1جدول )و میزان راندمان کار محاسبه گردید 

ملاحظه می شود که با  1ی جدول ها توجه به داده

برابر مقدار شروع  5افزایش میزان تخلیص به حدود 

ز نیز به همین مقدار عمل، فعالیت ویژه آنزیم تایروزینا

افزایش یافته است و این امر نشان دهنده راندمان 

از طرفی، با . بسیار خوب عمل خالص سازی است

توجه به وجود دو باند مجزا در ژل زایموگرام 

، حضور دو (1شكل )الكتروفورز پلی آکریل آمید 

ایزوفرم برای آنزیم پلی فنل اکسیداز پوست موز پیش 

 . بینی می شود
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 تغییرات فعالیت کل و فعالیت ویژه آنزیم پلی فنل اکسیداز در مراحل مختلف جداسازی -2دولج

میزان 

 تخلیص
 فعالیت ویژه راندمان

µmol/min mg 
 فعالیت کل
µmol/min 

 پروتئین کل
mg/mL 

ΔA/min  

 هموژنیزاسیون 151/5 0/35 158/5 550/5 155 1

 از جداسازی نمكیبعد  191/5 00/51 351/5 5580/5 10/10 531/1

 بعدازکروماتوگرافی تبادل آنیونی 119/5 081/5 5165/5 531/5 56/11 950/6

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 .کیلو دالتون است 85وزن مولکولی مارکر پلی فنل اکسیداز . زیموگرام حاصل از تایروزیناز پوست موز -2شکل 

 

ی ها به منظورتعیین میزان تخلیص، فراکشن

زیم پلی فنل اکسیداز بعد از تغلیظ شده حاوی آن

مرحله کروماتوگرافی تبادل آنیونی با استفاده از 

-SDSبافرهای احیایی و غیر احیایی الكتروفورز 

PAGE  انجام و ژل حاصل با % 11با استفاده از ژل

 (. 3شكل )رنگ آمیزی شد  105-کوماسی آبی جی

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 . بعد از انجام کروماتوگرفی آنیونی SDS-PAGEلکتروفورز الکتروفورگرام حاصل از عمل ا -3شکل 

.نمونه سمت راست مربوط به مارکر وزن مولکولی است

پوست پلی فنل اکسیداز 

 زمینی موز

مارکر پلی فنل 

 کسیدازا

 بعد کروماتوگرافی تبادل آنیونی  

116KD 

66/2KD 

45KD 

35KD 

25KD 

18/4KD 

14.4KD 

 غیراحیایی بافر احیایی بافر احیایی بافر بافر احیایی هموژنیزاسیون
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ی اسیدی بالاتر از قلیایی ها pHفعالیت آنزیم در 

ی ها pHبود و سنجش فعالیت آنزیم در بافرهایی با 

می  1/6بهینه فعالیت آنزیم pHمختلف نشان داد که 

 (.5 شكل)باشد 

ین، بررسی فعالیت آنزیم در دماهای هم جن

مختلف نشان داد که دمای بهینه فعالیت آنزیم در 

Cحدود 
º05 ا تغییراتی در محدوده یک درجه ب

 (.  0شكل )باشد  می
 

 
 بهینه آنزیم پلی فنل اکسیداز پوست موز pHتعیین  -4شکل 

 

 
 نمودار دمای بهینه تایروزیناز پوست موز  -8 شکل

برای آنزیم پلی  Vmaxو  Kmتیكی، پارامترهای سین

فنل اکسیداز تحقیق حاضر با استفاده از نمودار 

به دست آمدند که عبارت ( 6شكل )لاینویور برک 

 :بودند از

Km = 263.3 mmol 

 

Vmax = 0.00401 mmol/min 
 

 
                         برک فعالیت تایروزیناز پوست موز                               -نمودار لاینویور -6 شکل

 گیری بحث و نتیجه

ی انجام شده، با آن که آنزیم ها بر اساس بررسی

ازی و ها جداس و سبزی ها تایروزیناز از برخی میوه

 ,.Rast et al., 2003; Marques et al)تخلیص شده 

1995; & Marcio and Fabricio, 2008) ولی ضایعات ،

بع آنزیمی کمتر مورد و استفاده از آنها به عنوان منا

در پژوهش حاضر، نتایج . توجه دانشمندان بوده اند

با استفاده از دکتور  FPLCخالص سازی پروتئین با 

هر پیک . فراکشن بیان شده اند 3ماورای بنفش 

یی هستند که در حدود ها مربوط به پروتئین

. از ستون جدا شده اند Bدرصدهای خاصی از بافر 

ی به دست آمده ها درفراکشنفعالیت تایروزینازی 

بر اساس نتایج، فعالیت پلی فنل . ردیابی گردید

. وجود داشتند 1و  1ی ها اکسیدازی در فراکشن

قرار دارد  Bفراکشن اول در ناحیه با گرادیان صفر بافر 

. که آنزیم این ناحیه با ستون اتصال برقرار نكرده است

شده به این ترتیب، آنزیم در فراکشن دوم جداسازی 

است و از آنجایی که در این فراکشن درصد بافر نمكی 

کم بوده است، بنابراین نتیجه می شود که بار منفی 

زیرا، با توجه به . روی سطح پروتئین ناچیز بوده است

جنس ماتریكس، هر چه پروتئین مورد نظر بار منفی 

y = 61046x + 237.08

R2 = 0.9975

0
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باشد محكم تر به ماتریكس متصل بیشتری داشته 

آن نیاز به درصد بالاتری از  شود و برای جدا شدن می

از طرفی، سنجش آنزیمی در . می باشد Bبافر 

نشان داد که این قسمت فاقد فعالیت  فراکشن سوم

در مرحله بعد، فراکشن دوم . پلی فنل اکسیدازی بود

حاوی آنزیم پلی فنل اکسیداز توسط روش 

با میكروتیوب سنتریكون، با قابلیت  اولترافیلتراسیون

کیلو  35یی با وزن ملكولی ها ای پروتئینعبور فقط بر

سپس فعالیت آنزیمی دو نمونه بالا . دالتون، تغلیظ شد

وپائین صافی بررسی شد بر این اساس، مشخص 

گردید که فقط محلول روی صافی فعالیت پلی فنل 

با توجه به این نتیجه، از محلول روی . اکسیدازی دارد

 . صافی برای مراحل بعدی استفاده شد

منظور مشاهده حضور پلی فنل اکسیداز،  به

 5در دمای  PAGEالكتروفورز ژل پلی آکریلامید 

درجه سانتی گراد انجام شد و پس از اتمام الكتروفورز، 

ژل در مجاورت سوبسترا قرارگرفت و در نهایت 

از آنزیم تیروزیناز . باندهای پروتئینی آن ظاهر شدند

کیلو  08ی با وزن ملكول Agaricus bisporus قارچ

از (. 3شكل )دالتون به عنوان مارکر استفاده شد

آنجایی که آنزیم در فرم ساختمانی کامل خود با 

سوبسترا واکنش می دهد، بنابراین وجود دو باند در 

ژل ممكن است نشان دهنده حضور دو ایزوفرم 

 .مختلف آنزیم پلی فنل اکسیداز در ضایعات موز باشد

الاتر از باندهای مربوط به موقعیت باندهای ظاهرشده ب

بنابر این، نتیجه شد که وزن . تایروزیناز قارچ است

ملكولی تایروزیناز استخراج شده از پوست موز تا 

برای تعیین دقیق . کیلودالتون است 08حدی بالاتر از 

تر وزن مولكولی آنزیم استخراج شده، در مرحله بعدی 

ضور بافر در ح ها از این نمونه PAGE-SDSالكتروفورز 

ی احیایی وغیر احیایی انجام گرفت و با روش ها نمونه

در ژل حاصل از . کوماسی بلو رنگ آمیزی شد

جایگاه باندهای آنزیم پلی فنل  PAGEالكتروفورز 

به طوری که در این (. 3شكل )اکسیداز مشخص است 

شكل ملاحظه می گردد، باندهای هم ردیف مارکر با 

متعلق به آنزیم پلی فنل  کیلو دالتون 61وزن ملكولی 

وزن مولكولی . اکسیداز این تحقیق می باشند

تایروزیناز استخراج و تخلیص شده از نوعی قارچ به نام 

Portabella mushrooms  کیلو دالتون  55حدود

گزارش شده است که اندکی بیشتر از آنزیم پوست 

 (.Fan and Flurkey, 2004. )موز است

ینه آنزیم استخراج شده به pHبر اساس نتایج ما، 

این نوع (. 5شكل )است  1/6از پوست موز در حدود 

در مقایسه با برخی تایروزینازهای  pHرفتار در مقابل 

به عنوان . گیاهی گزارش شده اندکی تفاوت دارد

بهینه آنزیم پلی فنل اکسیداز گوجه فرنگی  pHمثال، 

 Thipyapong and)در محدوده اندکی قلیایی است 

Steffen, 1997.)  از طرفی، آنزیم پلی فنل اکسیداز در

بهینه در  pHدارای  vanilla beanنوعی لوبیا به نام 

است ( 15-8حدود )محدوده کاملا قلیایی 

(Waliszewski, et al., 2009.)  ولی، به طوری که

بهینه آنزیم استخراج شده از  pHملاحظه می شود، 

می باشد  پوست موز در تحقیق ما در محدوده اسیدی

ی اندکی ها که دال بر فعالیت بیشتر آنزیم در محیط

این . ی قلیایی می باشدها اسیدی در مقایسه با محیط

تغییر ماهیت  رفتار را می توان تا حدی بر اساس

ساختمان پروتئینی آنزیم در نواحی نزدیک به جایگاه 

، ملاحظه می 5با توجه به شكل  .فعال توجیه نمود

ی ها یروزیناز پوست موز در محیطشود که آنزیم تا

( 15تا  5/1ی ها pH)اندکی قلیایی تا قلیایی متوسط 

فعالیت خود را از دست داده است و این % 65حدود 

( 0تا  5ی ها pH)در حالی است که در محیط اسیدی 

فعالیت آنزیمی خود را حفظ نموده % 85بیش از 

حفظ در صد بیشتری از فعالیت بیولوژیكی  .است

ی ها ی اسیدی در مقایسه با محیطها م در محیطآنزی

قلیایی می تواند نشان دهنده تغییرات ساختمانی در 

ی قلیایی و ها اطراف جایگاه فعال آنزیم در محیط

 . مقاومت در مقابل محیط اسیدی باشد
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درجه  05دمای بهینه فعالیت برای این آنزیم 

این مقدار تا (. 0 شكل)سانتی گراد به دست آمد 

ی تایروزیناز گیاهی ها بالاتر از دمای بهینه آنزیم حدی

 .Wong, et al)، هلو (Sariri et al., 2007)مانند توتون 

 Rocha)و سیب ( Espin et al., 2001)، گلابی (1971

and Morais, 2001) نشان می دهد  (0)شكل . است

درجه بهترین محدوده دمایی  00تا  50که دماهای 

از طرف دیگر، آنزیم . تبرای فعالیت آنزیم اس

تایروزیناز پوست موز در دماهای پائین تر از دمای 

بهینه در مقایسه با دماهای بالاتر از دمای بهینه 

به طوری که در دمای . فعالیت بیشتری نشان می دهد

% 05درجه سانتیگراد فعالیت آن تا حدود  55حدود 

 . کاهش می یابد

می توانند و دمای بهینه یک آنزیم  pHفاکتورهای

معیارهایی برای نشان دادن پایداری و یا حساسیت آن 

در نتیجه، تصمیم گیری در مورد کاربردهای . باشند

تری پیدا  ی علمیها طبیعی و صنعتی آن جنبه

 . خواهند نمود

از طرف دیگر، مطالعات سینتیكی در این تحقیق 

ی متفاوت سوبسترای ها در غلظت نشان دادند که

برای  Vmaxو Km لراید میزاندوپامین هیدروک

 و mmol3/163 تایروزیناز به ترتیب

mmol/min55551/5  (.6شكل )می باشند 

در نهایت، انتظار می رود که تحقیق حاضر راه تازه 

ای برای استفاده صنعتی و تحقیقاتی از ضایعات میوه 

ی تولید آب میوه و فناوری غذایی، ها حاصل از کارخانه

عات باغبانی و زیباسازی ضایعات کشاورزی، ضای

. شهری و بسیاری ضایعات خانگی پیش رو قرار دهد

این گونه اهداف، به خصوص اگر به مرحله کاربردی و 

تولیدی برسند، می توانند منبع ارزان قیمت و در 

به علاوه، به . دسترس برای ترکیبات با ارزش باشند

کارگیری چنین اهدافی می تواند افزون بر کاهش 

له و ضایعات فاسد شونده در کاهش آلودگی حجم زبا

 .محیط زیست نیز بسیار مفید واقع شوند
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