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Effect of Organic Solvents and Osmolytes on the Activity and 
Stability of the Protease Purified from Ficus johannis
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The use of enzymes in organic solvents represents an important area of industrial and 
biotechnological development. However, organic solvents often cause protein denaturation, 
thereby reducing the activity and stability of enzymes. Use of stabilizing additives, protein 
engineering and chemical modification of enzymes are common strategies to overcome this 
problem. In this study, a cysteine protease from the latex of Ficus johannis was purified and 
the activity and stability of the protease were investigated in the presence of different organic 
solvents. The effect of trehalose, sorbitol, and sucrose on the enzyme activity was also studied 
in the presence of organic solvents. The results showed that the enzyme activity was elevated 
in the presence of low concentrations of organic solvents increased, while it was decreased 
with increasing concentration of organic solvents. However, the enzyme still retained 60% of 
its activity at 30% organic solvent concentration. The enzyme was considerably stable in the 
presence of organic solvents, maintaining almost 90% of its stability in the presence of 50% 
of all solvents. As stabilizing additives, sugars enhanced the catalytic activity and stability of 
the enzyme, and trehalose was the most effective sugar. The easy purification procedure and 
considerable activity and stability of the protease in the presence of organic solvents could 
suggest this enzyme as a good candidate for peptide synthesis industry.
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  چکيده
حائز  یاربس کیهای آلی از لحاظ صنعتی و بیوتکنولوژیها در حلالیری آنزیمکارگبه

ا ا و واسرشتگی آنههثیر بر ساختار پروتئینهای آلی با تااهمیت است. اما حلال
وان تشوند. برای رفع این مشکل میها میباعث کاهش فعالیت و پایداری آنزیم

ها نظیر مهندسی پروتئین، تغییرات شیمیایی های پایدارسازی پروتئیناز روش
یرابه پروتئازی از شاده نمود. در این مطالعه سیستئینها استفبردن افزودنیکارهو ب
تخلیص شد و فعالیت و پایداری پروتئاز در حضور  یوهانیس یکوسف گیاه
های مختلف مورد بررسی قرار گرفت. اثر ترهالوز، سوربیتول و ساکارز نیز بر حلال

های آلی در ها مطالعه شد. نتایج نشان داد حلالفعالیت آنزیم در حضور حلال
ها لهای پایین باعث افزایش فعالیت آنزیم شده ولی با افزایش غلظت حلاغلظت

ها، همچنان بیش از حلال %۳۰یابد. اگرچه تا غلظت فعالیت آنزیمی کاهش می
دهنده یج مطالعات پایداری پروتئاز نشانفعالیت آنزیم حفظ شده است. نتا ۶۰%

در حضور  که یطور به، استهای آلی آنزیم نسبت به حلال توجه قابلپایداری 
ش را حفظ کرده است. بررسی اپایداری %۹۰ها، آنزیم همچنان تمامی حلال ۵۰%

 شوند و بیشترینبهبود فعالیت آنزیم میموجب ها نشان داد قندها اثر افزودنی
اثر حفظ فعالیت آنزیم مربوط به ترهالوز بود. با توجه به روش تخلیص آسان و 

ها، این آنزیم پروتئاز مورد مطالعه در حضور حلال توجه قابلفعالیت و پایداری 
  ود.شسنتز پپتید پیشنهاد می خصوصبهاستفاده در صنایع مختلف  برای

  هاهای آلی، افزودنی، پایداری، حلالیوهانیس یکوسفپروتئاز  :هاکلیدواژه
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  مقدمه
کنند هایی پیدا میهای آلی خواص و ویژگیها در حضور حلالآنزیم

یاری لعات بسمطا بنابراین .کنندبروز نمی های آبیدر محیطهرگز که 
 صورت هاآنزیمهای آلی بر فعالیت و پایداری در زمینه تاثیر حلال

	,1]گرفته است آلی مزایایی  هایحلالدر  هاآنزیماستفاده از  .[2
گشت تعادل ر بگریز، افزایش حلالیت سوبستراهای آبهمچون 

جانبی  هایواکنشحذف  ،یهیدرولیز های واکنش ترمودینامیکی
 ذیریپانعطافدلیل کاهش به آب، افزایش پایداری دمایی به وابسته

ساختاری، کاهش رشد میکروبی، بازیابی و استفاده مجدد از آنزیم 

با این  .[3]استفاده از سوبستراهای حساس به رطوبت دارد تسهیلو 
آلی  هایحلالدر حضور  هاآنزیممحدودیت استفاده از  ترینمهمحال 

کردن آلی با جدا هایحلال. استها کاهش فعالیت و پایداری آن
 بعدیاف پروتئین باعث تخریب ساختار سهآب از اطر  هایمولکول

در  هاآنزیماستفاده از بنابراین  .[5	,4]دنشومی هاآنشدن واسرشتهیا 
رو هبزرگی روب هایچالشآلی همواره با  هایحلالحاوی  هایمحیط

ا ر ها در صنعت باید پایداری آنزیم آنزیماز برای استفاده  بوده است.
 فیزیکی و شیمیایی خاصی انجام صنعتی که در شرایطدر فرآیندهای 

تار ساخیندها طی این فرآممکن است شید زیرا بهبود بخ ،دنشومی
 خود را از دست بدهد. تیکشده و فعالیت کاتالیآنزیم واسرشته

در  هاآنزیمی پایدار  بهبود فعالیت و منظوربهمختلفی  هایروش
استفاده از  شامل هاروشآلی وجود دارد. این  هایحلالحضور 
یرات ، تغیغیرمحلول تثبیت آنزیم روی بسترهای محافظ ها،افزودنی
با لیپیدها و  هاآنزیم، تغییرات فیزیکی هاآنزیم شیمیایی
 و پذیربرگشتهای در میسل هاآنزیم اندازیها، به دامسورفکتانت

منظور به شدههای ذکر از میان روش .[7	,6]است مهندسی پروتئین
 ، سادههای مفیداز روش هااده از افزودنیاستف ها،آنزیم پایدارسازی

 یپوشی ترجیحاز طریق آب این مواد معمولاً  .[9	,8]بازده استو زود
برای پایدارسازی  . معمولاً شوندها میپایدارشدن پروتئینموجب 
فاده استول، ساکارز و ترهالوز سوربیتمانند هایی دنیها از افزوآنزیم
مقاوم به  که ذاتاً  های طبیعیآنزیمکه از آنجایی  .10	,8]‐[12شودمی
ی ساز های پایدار بدون نیاز به استفاده از روش هستند های آلیحلال

نعتی ، از لحاظ صقرار بگیرند صنعتی توانند مورد استفادهمینامبرده 
 نوانعپروتئازها به هستند. بسیار مورد توجه کیو بیوتکنولوژی

های ده و متنوعی در حوزهگستر  یهای چندکاره کاربردهایمآنز
شوینده  و ، صنایع غذایی، داروییسنتز پپتید همچون مختلف
های صنعتی، آنزیمهای ترین گروهعنوان یکی از مهمبه .[13]دارند

کل بازار جهانی فروش آنزیم را به خود اختصاص  %۶۰پروتئازها 
های آبی هیدرولیز پیوندهای پپتیدی پروتئازها در محیط. [14]اندداده
های های غیرآبی و در حضور حلالدر محیط کنند اماکاتالیز میرا 

آلی واکنش عکس را انجام داده و باعث تشکیل پیوندهای پپتیدی 
برای بررسی پایداری و  بسیاری مطالعات رو ینا از .[16	,15]شوندمی

ه نظر بهای آلی صورت گرفته است. حلال سازی پروتئازها درپایدار 
دما و همچنین ، pHپروتئازهای گیاهی در طیف وسیعی از  که این

کننده و های آلی، عوامل دناتورهها، حلالدر حضور سورفکتانت
ا ههای فلزی دارای فعالیت هستند، توجه زیادی به این آنزیمیون

از پروتئسیستئینابتدا  حاضر مطالعهدر  .[18	,17]شده است معطوف
	Ficus) فیکوس یوهانیس گیاهدر شیرابه  موجود johannis)  با

های لالاثر حتخلیص شد.  کاتیونیتبادل  استفاده از کروماتوگرافی
سپس  .شدآلی مختلف بر فعالیت و پایداری پروتئاز خالص ارزیابی 

ر ل، بهای معموعنوان افزودنیبه ،اثر ساکارز، ترهالوز و سوربیتول
نهایت پایداری حرارتی در  وها مطالعه فعالیت آنزیم در حضور حلال

ها در حضور افزودنی C۶۵°سازی حرارتی آنزیم در دمای و غیرفعال
  .بررسی شد
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  هامواد و روش
، (DMF) فرمامیدمتیلتانول، متانول، دیا :شیمیایی مواد
، گلیکولاتیلن ،، استونیتریل(DMSO) سولفوکسایدمتیلدی

 ،(BSA) آلبومین سرم گاوی هالوز،سوکروز، سوربیتول، تر 
 کازئین و آمیدآکریلآمید، بیسآکریلاسید، کلرواستیکتری

رزین  .ندخریداری شد آلدریچ؛ ایالات متحده آمریکا)(سیگما
و  TMUNOsphere	Sکروماتوگرافی تعویض کاتیونی 

 سایر و )یکامتحده آمر یالات(بیورد؛ ا R‐250بلو بریلینتکوماسی
  .شدندتهیه  شیمیایی در درجه آنالیتیکالمواد 

با  فیکوس یوهانیسنارس گیاه  میوهگرم ۵ابتدا  آنزیم: استخراج
بافر فسفات لیتر میلی۵۰کردن همراه با اضافهکن مخلوط
مدت به وکاملاً خرد و یکنواخت  )۷برابر  pH(با  مولارمیلی۲۰
مدت حاصل بهسپس مخلوط . شدژنیزه وهم C۴° ساعت در دماییک
کردن پس از صاف وسانتریفیوژ  g×۱۴۰۰۰در  C۴°دقیقه در دمای ۲۰

 آمده تا زمان استفاده در دمایدستمجدد محلول فوقانی، عصاره به
°C۲۰-  شد.نگهداری  

لول محآنزیم، منظور تخلیص هب: تعویض کاتیونی کروماتوگرافی
رویی حاصل از مرحله قبل به ستون تعویض کاتیونی 

STMUNOsphere با مولار میلی۲۰بافر فسفات  توسط که)pH  برابر
کردن منظور خارجبهمنتقل شد.  به تعادل رسیده بود، )۷

ستون با استفاده از بافر  نشده به رزین،های متصلپروتئین
ده شمتصلهای پروتئین سپسشو داده شد. وسازی شستمتعادل

-۲/۰ هایبا استفاده از غلظت ایپله به رزین در چند مرحله به روش
در بافر  کلریدسدیممولار ۶/۰-۸/۰و  ۴/۰-۶/۰، ۳/۰-۴/۰، ۲/۰-۳/۰، صفر
 هایمحتوای پروتئینی فرکشن .از ستون جدا شدند شووشست
گیری شد و فعالیت اندازهنانومتر ۲۸۰شده در طول موج خارج

عنوان سوبسترا مورد ارزیابی به %۱پروتئازی با استفاده از کازئین 
دیالیز  ،های دارای فعالیت بالازدایی فرکشنمنظور نمکهب قرار گرفت.

خالص نمونه آنزیمی مولار صورت گرفت. میلی۲۰بافر فسفات  علیه
  .[19]آنالیز شد تحت شرایط احیایی PAGE‐SDS توسط
رای تعیین فعالیت پروتئازی، ب: پروتئازی فعالیت تعیین
شده در بافر فسفات تهیه %۱میکرولیتر سوبسترای کازئین ۲۲۵
کرولیتر آنزیم خالص یم۲۵با  )۷برابر  pH(با میزان  مولارمیلی۵۰

 ،C۵۰°در دمای  انکوباسیون دقیقه۲۰ بعد از گذشتمخلوط شد. 
 %۱۰ اسیدکلرواستیکمیکرولیتر تری۲۵۰کردن واکنش با اضافه

دقیقه روی یخ ۱۰مدت مخلوط حاصل بهمتوقف شد.  (وزنی/حجمی)
دقیقه، ۱۰ مدتهب g×۱۴۰۰۰در  هاوبه شد. بعد از سانتریفیوژ نمونهانک

نانومتر با استفاده از دستگاه ۲۸۰جذب محلول رویی در 
	Pharmacia مدل UV‐Visibleاسپکتروفوتومتر  Biothch	

ultrospect	 3000 )Labequip گیری شد.اندازه) انگلستان؛ 
بسترا قبل به سو اسیدکلرواستیکتریکردن با اضافهنیز نمونه کنترل 

ار صورت مقدواحد فعالیت آنزیمی به کردن آنزیم تهیه شد.از اضافه
ی طاز سوبسترا میکرومول تیروزین یکشدن آزاد موجبآنزیمی که 

  .شد تعریف ،شودمیدقیقه یک

ر یابی فعالیت آنزیم درزبرای ا :پروتئاز فعالیت برهای آلی اثر حلال
 %۵۰تا  ۱۰مختلفی (های غلظتهای آلی، حضور حلال

فرمامید متیلمتانول، اتانول، دیهای آلی از حلال حجمی/حجمی)
(DMF)سولفوکسایدمتیل، دی (DMSO) استونیتریل و ،
ها لالحزیم در حضور هر کدام از این تهیه و فعالیت آنگلیکول اتیلن

نزیم در محیط واکنش بدون گرفتن فعالیت آ. با درنظر ارزیابی شد
مانده آنزیم درصد فعالیت باقی)، %۱۰۰عنوان کنترل (فعالیت حلال به

  .[20]محاسبه شد
بررسی اثر  منظوربه :های آلیلآنزیم در حضور حلا پایداریبررسی 
 %۵۰غلظت خالص در حضور  های آلی بر پایداری آنزیم، پروتئازحلال

 اتاقدر دمای ساعت ۲مدت بههای آلی حلال (حجمی/حجمی)
-۲ش بخشده در بق روش ذکر مطا زیمیسپس فعالیت آن .شد انکوبه
عنوان کنترل زمان صفر بهفعالیت آنزیمی در گیری شد. اندازه ۴
های آلی و فعالیت در حضور هر یک از حلالنظر گرفته  در) ۱۰۰%(

  .[21]شدمحاسبه و گزارش در مقایسه با آن 
 ها:های آلی بر فعالیت آنزیمی در حضور افزودنیاثر حلال بررسی

از (حجمی/حجمی)  %۵۰در غلظت منظور فعالیت آنزیمی دینب
از ترهالوز، سوربیتول و ساکارز  %۲۰های آلی در حضور غلظت حلال
 گرفتنبا درنظر مانده آنزیم گیری شد. درصد فعالیت باقیاندازه

عنوان کنترل م در محیط واکنش بدون افزودنی بهفعالیت آنزی
  .[22]) محاسبه شد%۱۰۰(فعالیت 
آنزیم خالص با  حرارتیپایداری : ها بر پایداری حرارتیاثر افزودنی

 ۵های مختلف (در حضور غلظت C۶۵°آنزیم در دمای  کردنانکوبه
دقیقه ۱۵زمان برای مدتلوز و سوربیتول ) ساکاروز، ترها%۳۰تا 

ه صله روی یخ انکوبزمان مذکور آنزیم بلافاصورت گرفت. بعد از مدت
عنوان به %۱با استفاده از کازئین  C۵۰°مانده در دمای و فعالیت باقی
عنوان ها بهگیری شد. فعالیت آنزیم در غیاب افزودنیسوبسترا اندازه

ر د آنزیم حرارتیی ساز فعالکنترل در نظر گرفته شد. همچنین غیر 
از قندها  %۲۰اصل زمانی مختلف در حضور غلظت در فو C۶۵°دمای 

  .[23]مورد بررسی قرار گرفت
  

  و بحث نتایج
ز شیرابه ا یپروتئاز جدیدسیستئیندر این مطالعه : پروتئاز تخلیص
 ایروش ساده و یک مرحلهاز  با استفاده فیکوس یوهانیس گیاه

های پروتئین تخلیص شد.کروماتوگرافی تبادل کاتیونی 
. دندش سازی خارجتعادل به رزین با استفاده از بافر نیافتهاتصال
 نشان داده شده در این مرحله آنزیم A -١نمودار طور که در همان
دهنده اتصال قوی آنزیم که نشاناست  هشدناز ستون خارج  پروتئاز

 ۵شده به ستون طی های متصلسپس پروتئین .استبه رزین 
 از ستون ایپله صورتبه کلریدسدیم های مختلفر غلظتمرحله د
شده از ستون در طول موج های خارججذب فرکشن. ندشسته شد

منظور بههای دارای جذب بالا گیری شد. نمونهنانومتر اندازه۲۸۰
سوبسترا عنوان به %۱تئاز با استفاده از کازئین سنجش فعالیت پرو

 مولارصفر -۲/۰شده در غلظت های جدافرکشن انتخاب شدند.
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، A -١نمودار ( هستند فعالیت آنزیمیبالاترین دارای کلرید سدیم
 دیالیز مرحلهاین حاصل از های پروتئین .)فلش شده باداده نشان
 دنبررسی خلوص تحت الکتروفورز قرار گرفت منظوربهسپس  شده و

ای خلاصه. )B -۱ نمودار(است از خلوص بالای آنزیم  حاکیکه نتایج 
نشان  ۱آنزیمی در جدول  سازی و بازیافت فعالیتمراحل خالصاز 

شود آمده مشاهده میدستهداده شده است. با توجه به نتایج ب
 ،سازیآسانی و طی یک مرحله خالصنظر بهپروتئاز مورد سیستئین

طور ). همانسازیمرتبه خالص ۶۴/۵(شد ص طور قابل قبولی خالبه
حدود  فعالیت بازیافتمیزان شود میمشاهده  ۱که در جدول 

 .استمناسب فعالیت آنزیمی حاکی از بازیابی  است که %٥٤/٤١
گرم المللی/میلیواحد بین٨٣/٦شده فعالیت ویژه پروتئاز خالص

 عصاره خام در مقایسه با طور واضحیهبکه  به دست آمدپروتئین 
 میزان .افزایش یافته استگرم پروتئین) المللی/میلیواحد بین۱/٢١(

pH  و  ۵/۶ترتیب پروتئاز به بهینهو دمای°C۵۰ دسترسی . است
راه به هم ، خارج سلولی بودن آنزیم پروتئازآسان به مقدار زیاد گیاه

ممکن  آنزیم خالص رامقادیر زیادی از حصول ، آن سازی سادهخالص
ولوژی بیوتکنصنعتی و ی برای کاربردهای مزیت عنوانهکه ب سازدمی

  ).۱، جدول ۱ نمودار( مطرح است پروتئاز مورد مطالعه
  

  فیکوس یوهانیس سازی سیستئین پروتئاز گیاهمراحل خالص )۱جدول 

  سازیمراحل خالص
 پروتئین کل

  گرم)(میلی
 پروتئین بازیافت
)%(  

   فعالیت کل
  المللی)(واحد بین

 بازیافت فعالیت
)%(  

   فعالیت ویژه
  )گرم پروتئینالمللی بر میلی(واحد بین

  سازیمرتبه خالص

  ۱  ۲۱/۱  ۱۰۰  ۳۴/۲۴  ۱۰۰  ٩٦/١٩  عصاره خام
  ۶۴/۵  ۸۳/۶  ۵۴/۴۱  ۱۱/۱۰  ۴۴/۷  ۴۸/۱  کروماتوگرافی تعویض کاتیونی

  

  
 ستونوماتوگرافی تعویض کاتیونی؛ رکروماتوگرام حاصل از ک (A) )۱نمودار 

 با میزان( مولارمیلی۲۰ با استفاده از بافر فسفات TMUNOsphere	S کروماتوگرافی
pH  های در غلظتبه ستون شده های متصلپروتئین شد. سازیمتعادل) ۷برابر

داشده های جفرکشنای از ستون شسته شدند. صورت پلهکلرید بهسدیممختلف 
دارای بالاترین ) فلششده با کلرید (نشان دادهسدیممولار صفر -۲/۰در غلظت 

، عصاره خام) ۱ شده؛پروتئاز خالص SDS‐PAGE  نتایج (B) .بودندفعالیت آنزیمی 
  شدهپروتئاز خالص )۳، مارکر پروتئینی )۲

  
های استفاده از پروتئازها در حلال های آلی بر فعالیت آنزیم:اثر حلال

وژی و بیوتکنوللوازم آرایشی  ،مانند غذا، دارومختلفی  در صنایعآلی 
 ویژگیهای غیرآبی یا آبی/آلی محیطمورد توجه قرار گرفته است. 

 سنتز به سمتتعادل واکنش را و  را تغییر دادهسوبسترایی پروتئازها 
محدودیت ترین با این حال، مهم. کندهدایت می جدیدترکیبات 

های آلی کاهش فعالیت آنها در مقایسه استفاده از پروتئازها در حلال
های پروتئاز مورد نظر در حلال که در صورتی .[24]با محیط آبی است

ن تواند بدواز خود نشان دهد، می یآلی پایدار باشد و فعالیت بالای
ت صنعصنایع متنوعی از جمله های پایدارسازی در نیاز به روش

شده در فعالیت پروتئاز خالصگیرد. سنتز پپتید مورد استفاده قرار 
های آلی مورد بررسی قرار گرفت. برای مختلف حلال درصدهای حضور

، ۲۰، ۱۰نهایی  هایغلظت حاوی %۱این منظور سوبسترای کازئین 
 تهیه و فعالیت آنزیمیها از حلال(حجمی/حجمی)  %۵۰و  ۴۰، ۳۰

نشان  ۲ نموداردر  آننتایج  که شد سنجیده در حضور این درصدها
فعالیت آنزیم شود مشاهده می نمودارچه در  چنان .داده شده است

و حتی در حضور است های آلی بسیار بالا در حضور تمامی حلال
یک فعالیت پروتئولیت ،استثنای استونیتریل هب ،هاحلال %۱۰غلظت 

طور فعالیت آنزیم به هاحلال %۲۰در غلظت  افزایش یافته است.
ها اغلب حلال %۳۰. فعالیت آنزیمی در غلظت کامل حفظ شده است

 DMSOگلیکول و طوری که در حضور اتانول، اتیلنهب ،کاهش یافت
. پیدا کردکاهش  %۶۰به  DMFو در حضور استونیتریل و  %۸۰به 

در طور کامل حفظ شد. بههمچنان  %۳۰فعالیت در حضور متانول 
ر اگرچه دیابد. شدت کاهش میهای بالاتر فعالیت آنزیمی بهغلظت

از  نشان داد و بیشغلظت مشابه حلال متانول آنزیم رفتار متفاوتی 
  ).۲ نمودار( فعالیت آنزیم حفظ شد ۹۰%
  

  
 های آلی؛های مختلف حلالشده در حضور غلظتفعالیت پروتئاز خالص )۲نمودار 

 ۴۰، ۳۰، ۲۰، ۱۰ ت نهاییحاوی غلظ %۱برای این منظور ابتدا سوبسترای کازئین 
های آلی مختلف تهیه و سپس فعالیت آنزیمی از حلال (حجمی/حجمی) %۵۰و 

 %۱۰۰عنوان عالیت آنزیم در عدم حضور حلال بهگیری شد. فدر حضور آنها اندازه
ان عنوهای آلی بهدر حضور هر یک از حلالمانده در نظر گرفته شد و فعالیت باقی

  .شدگزارش جزئی از این مقدار محاسبه و 

  
دلایل مختلفی ها حلالهای پایین افزایش فعالیت در غلظت

حضور  که نددنشان دا هرسلیگو  شانتواند داشته باشد. می
دهنده یا  هایروی اتم راچگالی بار  DMSOهای پایین غلظت

 شدنتر منجر به قوی دهد کهمیژنی افزایش روگیرنده پیوند هید
ا از و سوبستر ر ایزومفاتسفندهای هیدروژنی بین آنزیم تریوز وپی
ایه به حالت انتقالی طوری که بار طی تبدیل حالت پبه ،شودمی

اکنش نسبت به آنزیم شود و منجر به افزایش سرعت وبازآرایی می
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های در غلظت های آلیهمچنین حلال .[25]شودبدون حلال می
ه ها شده که منجر بمان آنزیمتباعث ایجاد تغییراتی در ساخپایین 

بودن جایگاه فعال آنزیم برای سوبسترا سافزایش میزان در دستر 
های آلی سبب تغییرات حلالنشان دادند  کورتونو  سیمونشود. می

ادند د فعالیت آنزیم را ارتقان تغییرات و ای هآرایش فضایی آنزیم شد
با فعالیت زیاد و  یهای آلی تعادل بین فرم آنزیمکه حلال یا این

 تر پیشیشتر به سمت آنزیم فعالبآنزیم با فعالیت کمتر را 
های آلی حلالی های بالاغلظتدر  کاهش فعالیت آنزیم. [1]دنبر می

 پذیری ساختار پروتئینیکاهش انعطاف ممکن است ناشی از
میکی حالت پایه های آلی، پایدارسازی ترمودیناها در حلالآنزیم

نوع حلال آلی، میزان  .[6]شدن و مهار آنزیمی باشدسوبسترا، دناتوره
گریزی آن و ممانعت فضایی از جمله عوامل دخیل در نحوه آب

از سوی دیگر  .[26]هستند های آلی بر فعالیت آنزیمیی حلالاثرگذار 
ای هاز جمله برهمکنشغیرکووالان های برهمکنشبا توجه به نقش 

، هاساختار و عملکرد آنزیم در حفظ گریز، هیدروژنی و واندروالسآب
تواند سبب های آلی میضور حلالحها در همکنشتخریب این بر 

 رثیرگذامهم و تاعوامل . همچنین از شودیمم کاهش فعالیت آنزی
(آب پیوندی) و آب سطح آنزیم های مولکول ها،فعالیت آنزیم بر

های آلی محلول در آب با حلال .[28	,27]استمحتوای آب محیط 
ی هامکنشتوجه به تغییر قطبیت محیط سبب تضعیف بره

 الکتروستاتیکی قوی میان آمینواسیدهای باردار و آب سطحی آنزیم
بنابراین . [29]دهدرخ میحذف آب سطحی شده و در نتیجه 

اطراف  کردن آب ضروریبا جدا در درصدهای بالا ی آلیهاحلال
آنها  نشدغیرفعال نهایتاً ی و واسرشتگ موجبتوانند ها میپروتئین

  شوند.
از میان کاربردهای متنوعی که  :بر پایداری آنزیم آلیای هاثر حلال

، دانای آلی در صنایع مختلف نشان دادههمقاوم به حلالپروتئازهای 
وتئازهای پر. استنتز پپتید از پیشروترین موارد ساستفاده از آنها در 

مختلفی مانند پاپائین، پپسین، ترمولیزین، تریپسین و سایر 
ورد ها مهای پروتئولیتیک برای سنتز پپتید در حضور حلالآنزیم

عدم  در معدودی یرند. اگرچه سنتز پپتید در مواردگاستفاده قرار می
های آلی گیرد اما حضور حلالصورت مینیز های آلی حضور حلال

زیرا در حضور این ترکیبات تعادل  ،شودباعث افزایش بازده سنتز می
نعت . در صرودپیش میبه سمت سنتز  واکنش عمدتاً ترمودینامیکی 

های بازده بالا، پایداری آنزیم در حضور حلال حصولبرای سنتز پپتید 
 ،واکنش سنتز پایانها قبل از زیرا آنزیم ،آلی بسیار مهم است
های آلی حلال اثرمطالعه  منظوربه .[30]شوندواسرشته و غیرفعال می

 با غلظت های آلیپروتئاز در حلال، شدهبر پایداری پروتئاز خالص
 و انکوبه در دمای اتاق ساعت٢مدت به %٥٠ (حجمی/حجمی) نهایی
 ۳ نموداربا توجه به گیری شد. مانده اندازهفعالیت باقی سپس

های آلی بسیار پایدار در حضور حلالخالص پروتئاز شود مشاهده می
ه حفظ شدطور کامل بهها همه حلالحضور فعالیت تقریباً در و  است
آلی با  هایمطالعات زیادی درباره پایداری پروتئاز در حلال است.

 الکتریک، حلالیت در آبدرنظرگرفتن خصوصیاتی همچون ثابت دی

پارامتری که میزان قطبیت  صورت گرفته است. میزان قطبیت و
عنوان که به نام دارد P	logکند طور کمی بیان میهای آلی را بهحلال

شود. هر چه نسبت غلظت حلال آلی به غلظت فاز آبی تعریف می
ر د تر باشد میزان قطبیت حلال آلی کمتر است.بزرگ P	logمیزان 
سودوموناس  شده ازجدا پروتئازای گزارش شده است که مطالعه
 هایحلال رد Kسویه  (aeruginosa	Pseudomonas) ینوزاآئروژ

د و پایداری کمتری دارد نشومهار می ۵/۳تا  ۳/۱بین  P	logآلی با 
بدون ترل (در مقایسه با کن ۸/۸تا  ۴بین  P	logو در حلال آلی با 

 که در برخی موارد بین صورتی در .[31]استپایدارتر  حلال آلی)
 ای وجود ندارد.رابطه روتئاز در حلال آلی و قطبیت حلالپایداری پ
کنندگی نسبی اثرات غیرفعال همکاران گزارش کردند که و قاتورا
پیروی مشخصی ها از هیچ روند های آلی مختلف بر آنزیمحلال
بیان و همکاران  صدرممتازای دیگر همچنین در مطالعه. [32]کندنمی

مستقیم و مشخصی بین قطبیت حلال و مقاومت کردند ارتباط 
مورد در  .[33]شودنزیم الاستاز به حلال مشاهده نمیآ

ای ابطهر نیز  فیکوس یوهانیسشده از پروتئاز استخراجسیستئین
توان می. )≤۰۵/۰p( وجود نداردها قطبیت حلال بین پایداری و

ای هحلالآنزیم در حلال آلی به طبیعت نتیجه گرفت که پایداری 
 های آب در آنزیم بامولکول برخیجایگزینی  آلی بستگی دارد.

پایداری ساختار آنزیم  موجب یدر موارد های حلال آلی،مولکول
های نشان داد که حلال اوجینوشده توسط مطالعه انجام .شودمی

 DMSO و گلیکول، متانول، اتانولآلی محلول در آب مانند اتیلن
ی طور هب ،دنشومی آنهامورد مطالعه باعث افزایش پایداری پروتئاز 

ها نسبت به محیط آبی عمر آنزیم در حضور این حلالکه نیمه
های که جایگزینی برخی از مولکول آنها پیشنهاد کردندافزایش یافت. 

 .[34]کندساختار پروتئین را پایدار می ،های آلیآب در آنزیم با حلال
ی تغییرات های آلحلال دادنشان نیز نتایج مطالعات دیگر 
ذیری پکه منجر به افزایش انعطاف کنندمی کونفورماسیونی را القا

 اوجینو همچنین .[35]استبرای فعالیت مناسب  کهپروتئین شده 
مینواسیدی از طریق آهای ماندهجایگزینی باقی همکاران باو 

های ماندهکه باقی ندرسیدزایی هدفمند به این نتیجه جهش
همی در نقش م نیز گرفته در سطح مولکول پروتئینقرار  آمینواسیدی

  ).۳ نمودار( [36]دندار  های آلیحلال حضور پایداری آنزیم در
قندها به  های آلی:حلالها بر فعالیت آنزیمی در حضور افزودنی اثر

ها پروتئینپایدارسازی برای میزان زیادی در صنعت و آزمایشگاه 
این ترکیبات سبب افزایش پایداری  .[37]شونداستفاده می

وند. شها بدون ایجاد تغییرات نامطلوب در ساختار آنها میپروتئین
برای بررسی اثر قندها بر آنزیم مورد مطالعه، تاثیر آنها بر فعالیت در 

  . )۴ نمودار( ها بررسی شدحضور حلال
های آلی به شدت حضور حلال نتایج نشان داد فعالیت آنزیم در

 DMSO، استونیتریل و DMFطوری که در حضور یابد بهکاهش می
کاهش یافت. در  %۲۰گلیکول به و در حضور اتانول و اتیلن %۱۲به 

فعالیت آنزیمی حفظ شد. کاهش فعالیت در  %۵۰ ،حضور متانول
 ر. در حضواستها احتمالاً ناشی از تخریب ساختار آنزیم حضور حلال
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های های حلال تمایل دارند جایگزین مولکولهای آلی، مولکولحلال
آب موجود در سطح پروتئین شوند که نتیجه آن تغییر فعالیت و 

روتئین شدن پد بود که اکثراً منجر به واسرشتهساختار پروتئین خواه
افزایش فعالیت آنزیم در  موجباستفاده از قندها  .[3]شودنیز می

 یمحفظ فعالیت آنزرد استفاده شد که بیشترین اثر های موهمه حلال
ت در حضور ترهالوز فعالی %۲۰ربوط به ترهالوز بود. در غلظت م

 DMSOو  DMFگلیکول، استونیتریل، متانول، اتانول، اتیلن
  ).۴ نمودار( افزایش یافت. %۳۲و  ۲۵، ۳۱، ۵۰، ۵۴، ۷۷رتیب به تبه

شدن نتیجه دور ش کشش سطحی محلول و در قندها با افزای
ترجیحی از سطح پروتئین باعث افزایش پایداری و فعالیت 

دینامیک مولکولی نیز سازی . مطالعات شبیه[37]شوندها میپروتئین
دهد که قندها باعث کاهش نوسانات ساختار پروتئینی و نشان می

دلیل ضور قندها بهدر ح .[12]شونددر نتیجه افزایش پایداری می
ی و افزایش تعداد پیوندهای هیدروژنی بین افزایش کشش سطح

های آب اطراف پروتئین، اتصالات آنها با یکدیگر زیاد شده مولکول
 هاکردن آب ضروری از پروتئینها در جداو بنابراین توانایی حلال

ها بر پایداری و یابد. مطالعات زیادی در مورد اثر افزودنیکاهش می
ورت گرفته است. در مطالعات ص هادر حضور حلال هافعالیت آنزیم

از ترهالوز، سوربیتول و گلیسرول برای بهبود پایداری  گذشته
های مختلف استفاده شده است. نتایج ترمولیزین در حضور حلال

دتری مطور کارآهها نشان داد ترهالوز نسبت به دو قند دیگر ببررسی
بهبود بخشیده  DMSOو  DMFپایداری ترمولیزین را در حضور 

در  های خوبیاست، در حالی که گلیسرول و سوربیتول پایدارکننده
گیری کردند پروپانول هستند. آنها نتیجه -nحضور ایزوپروپانول و 

موجب ترهالوز با جلوگیری از خروج آب ضروری اطراف پروتئین 
شود. در حالی که اثرات حفاظتی سوربیتول و پایداری ترمولیزین می

پروپانول  -nهای ایزوپروپانول و ل مربوط به رقابت با حلالگلیسرو
های هیدروفوب پروتئین مورد مطالعه برای اتصال به جایگاه

  .[22]است
  

  
از (حجمی/حجمی)  %۵۰شده در حضور غلظت لصاز خاپایداری پروتئ )۳نمودار 
ساعت ۲مدت بههای آلی حلال %۵۰غلظت خالص در حضور  پروتئاز ؛های آلیحلال

ر فعالیت آنزیمی دگیری شد. اندازه سپس فعالیت آنزیمی ،انکوبه اتاقدر دمای 
های آلی و فعالیت در حضور هر یک از حلال نظر گرفته شد در %۱۰۰ زمان صفر

  .شدعنوان جزئی از این مقدار محاسبه و گزارش به

  
 

  
شده در حضور بر فعالیت آنزیمی پروتئاز تخلیص هااثر افزودنی )۴نمودار 
های آلی در حلال %۵۰منظور فعالیت آنزیمی در غلظت  برای اینهای آلی؛ حلال

گیری شد. درصد فعالیت سوربیتول و ساکارز اندازهترهالوز،  %۲۰حضور غلظت 
م در محیط واکنش بدون افزودنی گرفتن فعالیت آنزیمانده آنزیم با درنظر باقی
  عنوان کنترل محاسبه شد.به

  
ا بر هثیر قندتابررسی منظور به: حرارتیها بر پایداری اثر افزودنی

در  C۶۵°در دمای دقیقه ۱۵مدت آنزیم بهپایداری حرارتی پروتئاز، 
مانده فعالیت باقی وهای مختلف قندها انکوبه حضور غلظت

شود آنزیم در طور که مشاهده میهمان .)۵ نمودار( گیری شداندازه
دهد اما در فعالیت خود را از دست می %۶۰نزدیک به  C۶۵°دمای 

اثر . بیشترین شودحفظ می %۷۳ حدود حضور قندها فعالیت تا
یتول ترتیب سوربن بهآنزیم مربوط به ترهالوز و بعد از آ فعالیتحفظ 

  ).۵ نمودار( استو ساکارز 
با فواصل زمانی مختلف در حضور  C۶۵°نین در دمای چآنزیم هم

مشاهده  ۶ نموداردر  طور کههمانقندها انکوبه شد.  %۲۰غلظت 
طور کامل دقیقه به۶۰آنزیم بعد از گذشت  ،شود در عدم حضور قندمی

 حرارتیدر حضور قندها پایداری اما  دهدفعالیت خود را از دست می
سوربیتول و  ،در حضور ترهالوز طوری کهبهیافته افزایش آنزیم 

 فعالیت %۳۷و  ۴۰ ،۵۰بیش از ترتیب بهدقیقه ۶۰بعد از ساکارز 
  .آنزیم حفظ شده است

  

  
؛ خالصپروتئاز پایداری حرارتی ها بر نیدمختلف افزو هایغلظتاثر  )۵نمودار 

های در حضور غلظت C°۶۵دقیقه در دمای ۱۵مدت برای این منظور آنزیم به
ل انکوبه شد. بعد از آن آنزیم ) ساکاروز، ترهالوز و سوربیتو%۳۰تا  ۵مختلف (

با استفاده   C°۵۰روی یخ قرار گرفت و فعالیت آنزیمی در دمای دقیقه ۳۰مدت به
 رعنوان کنترل دها بهفعالیت آنزیم در غیاب افزودنیو  گیریاندازه %۱از کازئین 

  نظر گرفته شد.
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 %۲۰حضور غلظت  درپروتئاز  حرارتی سازییرفعالغ ۶ نمودار
بعد از انکوباسیون آنزیم برای این منظور  دهد،ها را نشان میافزدونی

دقیقه، ۹۰و  ۷۵، ۶۰، ۴۵، ۳۰، ۱۵ زمانمدت برای C۶۵°ر دمای د
 %۱با استفاده از کازئین  C۵۰°مانده در دمای فعالیت باقی

عنوان کنترل در نظر ده بهفعالیت آنزیم حرارت ندی و گیریاندازه
  گرفته شد.

  

  
برای ها؛ افزدونی %۲۰حضور غلظت  درپروتئاز  حرارتی غیرفعال سازی )۶نمودار 

، ۴۵، ۳۰، ۱۵ زمانمدت برای C°۶۵ر دمای دبعد از انکوباسیون آنزیم این منظور 
 %۱با استفاده از کازئین   C°۵۰مانده در دمای دقیقه، فعالیت باقی۹۰و  ۷۵، ۶۰

  نوان کنترل در نظر گرفته شد.فعالیت آنزیم حرارت ندیده به د. گیری شاندازه

  
 بین های هیدروفوبیکآبی میانکنشهای قندها به محلولافزودن 

ار شدن ساختتر منجر به سخت وآمینواسیدهای غیرقطبی را تقویت 
همچنین اثر شود. در نتیجه افزایش پایداری آنها میها و پروتئین

 محیط بآنها بر فعالیت آ مثبت به تاثیر این ترکیباتکنندگی پایدار 
ها اثر محافظتی قندها نظریهطبق برخی  .[38]نسبت داده شده است

اشی ن ،کردن به محیطها در هنگام اضافهدر برابر ناپایداری پروتئین
قندها وقتی در  .استها پوشی اطراف پروتئینتقویت لایه آباز 

 هایشدن مولکولتر گیرند موجب منظمها قرار میمحیط پروتئین
ب های آتوانند با مولکولشوند. این مواد میآب اطراف پروتئین می

اطراف پروتئین پیوند هیدروژنی برقرار کنند. بنابراین پیوندهای 
 هایبا پیوند عمدتاً  ورفته آب از بین  هایمولکول هیدروژنی بین

علت این پدیده لایه شوند. بهجایگزین می قندهاشده با ایجاد
 ندهاقد. با افزایش اندازه شومیقویت تپوشی روی سطح پروتئین آب

پوشی اطراف پروتئین، فشردگی و پایداری شدن لایه آبتر و قوی
 بردنپیشبا  هاسمولیتاهمچنین  .39]‐[41شودپروتئین بیشتر می

موجب  طبیعیتاخوردگی دناتوراسیون به سمت یند فرآتعادل 
و همکاران با بررسی اثر  پاژنگ .[38]شوندها میپایداری پروتئین

آنزیم در عدم حضور نشان دادند بر پایداری آنزیم اوریکاز  هاافزودنی
پایداری خود را حفظ کرده است اما در حضور  %۴۵ها تا افزودنی

، ۱۱۷به  ترتیبمانده بهفعالیت باقی ،گلوکز، سوربیتول و گلیسرول
 ها برافزودنی مثبتدهنده اثر افزایش یافت که نشان %۹۴و  ۷۳

ها با افزایش کشش سطحی افزودنیست. پایداری آنزیم اوریکاز ا

ها شده و همچنین از طریق پوشی ترجیحی پروتئینباعث آب
ها و گریز سطح پروتئینپاتیک با نقاط آبگیری آمفیجهت

دیگر ها با یکگریز در سطح پروتئینجلوگیری از میانکنش نقاط آب
ها فعال باعث افزایش پایداری پروتئینو ایجاد تجمعات غیر 

و همکاران با بررسی اثر  رنجبرای دیگر در مطالعه .[42]شوندمی
ناس سودوموترهالوز و سوربیتول بر فعالیت و ساختار آنزیم لیپاز 

افزایش پایداری آنزیم  موجبکه هر دو قند  دریافتندسپاسیا 
ت به گی بیشتری نسبترهالوز اثرات پایدارکنندبا این حال  ،دونشمی

  .[43]داشتسوربیتول 
 ییراتتوان به عدم مطالعه تغیمطالعه م ینا یهایتمحدودز ا

ارتباط  یها و بررسیتو اسمول یآل یهادر حضور حلال یساختار 
 یلدلبه یمآنز یداریو پا ینتیکیس یاتآن با خصوص

و  یدوران یینمادورنگ یهاینداشتن به اسپکتروسکوپیدسترس
 ی،آت مطالعات برایشود یم یشنهادپ ینبنابرا .فلورسانس اشاره کرد

صورت  هایتو اسمول یآل یهادر حضور حلال یساختار  یهایبررس
  .یردگ
  

  گیرینتیجه

ی های پروتئینمیزان کم ناخالصیبودن آنزیم مورد مطالعه و ترشحی
فرایندهای  و حذف برخی تسهیل همراه آن از مزایایی است که در

 طرف دیگراز  بیوتکنولوژی حائز اهمیت است.دست در پایین
رد موپروتئاز سیستئینآنزیم  و سریع اییک مرحلهسازی خالص
ملاً بی به پروتئین کاادستی طلوبمبالا و ی بازده و کارآی با مطالعه
های های طبیعی مقاوم به حلالآنزیم کند.پذیر میمکانا خالص را

پایداری  .هستندآلی دارای کاربردهای فراونی در صنایع مختلف 
 پتانسیل قابلهای آلی شده نسبت به حلالبالای پروتئاز خالص

کاربردهای صنعتی، برای  عنوان یک بیوکاتالیستآن بهتوجه 
های در حضور حلال و غذایی سنتز ترکیبات با ارزش دارویی خصوصاً 

  .دهدآلی را نشان می
  

ودن نمبرای فراهمدانشگاه گیلان  زنویسندگان ا :و قدردانی تشکر
حمایت مالی از این تحقیق کمال تشکر را  امکانات آزمایشگاهی و

  دارند.
ده ش ییدتا یسندگانحاضر توسط همه نو پژوهشاخلاقی: تاییدیه

 یمقاله از صحت و اصالت علم ینمندرج در ا یجنتا یناست، همچن
   .برخوردار هستند
گونه تعارض  یچدارند که هیاعلام م یسندگاننوتعارض منافع: 

   .وجود ندارد یمنافع
نده (نویسنده اول)، نگار مسلم افشارنژاد  سهم نویسندگان:

 شیرینیدهس )؛%٣٥/تحلیلگر آماری (مقدمه/پژوهشگر اصلی
شناس/تحلیلگر آماری/نگارنده (نویسنده دوم)، روش یانشاهنگ

(نویسنده سوم)، پژوهشگر  یمحمود صالح )؛%٣٥بحث (
)، چهارم(نویسنده  یریسر یحانهر )؛%١٥( کمکی/تحلیلگر آماری

  )%١٥شناس/نگارنده بحث (روش
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