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  كارلسبرگآنزيم پروتئاز سوبتيليزين ي آلي بر فعاليت حلالها تأثير
  رشيد جامعي و *زهرا بركشادي، يعقوب پاژنگ

  اروميه، دانشگاه اروميه، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي

  3/11/96 :تاريخ پذيرش  30/5/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

به ، دارويي و چرمي و  اي در صنايع غذايي، نساجي كه به طور گسترده هستندي صنعتي آنزيمهاين مهم ترپروتئازها يكي از 
 Carlsberg Subtilisin (3.4.21.62)(سوبتيليزين يا سابتيليسين . به عنوان افزودني در صنايع شوينده استفاده مي شود خصوص

(EC تحقيقات زيادي روي پايداري پروتئاز  .، كه توسط باسيلوس ليكني فرميس توليد مي شود يك سرين آلكالين پروتئاز است
حلال آلي در سنتز پپتيد سودمند  .ي آلي دارندحلالها در فراواني كاربردهاي آنزيمها اين زيرا .ي آلي انجام شده استحلالهادر 

ي دستكاري سينتيك واكنش و تعادل براي افزايش عملكرد محصول ماست براي انحلال سوبسترا و محصول نقش دارد و باعث 
  و هگزان كسيدامتيل سولفو دي ،آلي اتانول يحلالهاغلظت مختلف  درسوبتيليزين نزيم آدر اين تحقيق فعاليت و پايداري  .باشد

و  )درصد60-0( نو هگزا )(DMSOمتيل سولفواكسيد دي ،به طوري كه آنزيم تحت اثر غلظت مختلف اتانول.بررسي شده است 
و با  درصد 6/0سپس سنجش فعاليت آنزيم با سوبستراي كازئين  ،حلال قرار گرفت 3درصد اين  10تا  0 ي تركيبيغلظتها

درصد فعاليت  82تايج نشان مي دهد كه  ن .نانومتر بررسي شد 660سيكالتو  جذب در  طول موج  – استفاده از معرف فولين
فعاليت نسبي . درجه حفظ شده است 40درصد حلال آلي در دماي 10ساعت انكوباسيون آنزيم در  1آنزيم سوبتيليزين بعد از 

مي  و هگزان  كمتر از اتانول DMSOاثر كاهشي فعاليت آنزيم در حضور . آنزيم با افزايش غلظت حلال آلي كاهش مي يابد
به  .با آب متفاوت است آنها اثر مي گذارند چرا كه ثابت دي الكتريك پروتئينهاهاي الكتروستاتيك ي آلي بر ميانكنشحلالها .باشد

طور كلي كاهش خاصيت قطبي حلال و كاهش ثابت دي الكتريك سبب افزايش دافعه الكتروستاتيك شده و منجر به باز شدن 
اثر مهاري بيشتري بر فعاليت آنزيم سوبتيليزين دارد اثر مهاري فعاليت و هگزان نجايي كه اتانول آاز . مي شود پروتئينهاساختار 

   .افزايش مي يابد  Log Pآنزيم با افزايش 

  هگزان _ nمتيل سولفواكسيد، پروتئاز، سوبتيليزين ، حلال آلي، اتانول ، دي: كليديواژه هاي 

   y.pazhang@urmia.ac.ir :پست الكترونيكي ، 09141197329 : تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
يي شكننده پيوند هاي پپتيدي و داراي آنزيمهاپروتئازها 

ين آنزيمهاي مهم تراز  يكي و كاربردهاي تجاري هستند
ي صنعتي آنزيمهادرصد از كل فروش 30كه  صنعتي هستند

به طور پروتئاز ها ) 16( اندرا به خود اختصاص داده 
گسترده اي در صنايع غذايي، نساجي، مواد شوينده، دارويي 

ودني در صنايع شوينده به عنوان افز به خصوصو چرمي و 
 (Carlsberg وبتيليزين يا سابتيليسين س .مي شوداستفاده 

Subtilisin  ((EC 3.4.21.62)   پروتئاز يك سرين آلكالين

، كه توسط باسيلوس ليكني فرميس توليد مي شود و  است
هاي قليايي مورد توجه  pH درآنها  از نظر فعاليت و ثبات

كاربردهاي فراواني در صنايع آنها  و به اين ترتيب باشند مي
داراي يك باقيمانده سوبتيليزين ها . )13(گوناگون دارند

 .سرين هسته دوست واقع در سايت فعال خود هستند
اين، اين پروتئازها با داشتن باقيمانده آمينواسيدي  برعلاوه 

آسپارتات و هيستيدين همراه با سرين، وتشكيل شكل 
ين هاي زتيليوباندازه س .استگانه كاتاليستي، متمايز سه
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كيلو دالتون متفاوت است اما  90كيلو دالتون تا  18فعال از 
 269از كيلو دالتون، متشكل  27اي حدود  اندازهآنها  بيشتر

  .)28و  8( )1شكل ( اسيد آمينه دارند 275تا 

  
  .)13(سه ويژگي اصلي سايت فعال با رنگ قرمز مشخص شده است. سايت فعال سوبتيليزين  -1شكل 

  

تعداد قابل توجهي از پروتئازهاي قليايي باكتريايي تجاري 
 رگ،بتيليسين كارلسبرس هستند، از جمله سودر دست

subtilisin BPN  وSavinase . ،به توليد  تلاشهابا اين حال
كاتاليزوري و ثبات بهتر  كارآييپروتئاز هاي جديدتر با 

نسبت به درجه حرارت، عوامل اكسيد كننده منجر شده 
ي صنعتي آنزيمهاين مهم ترسوبتيليزين يكي از  .)14( است
اجي، ر گسترده اي در صنايع غذايي، نسكه به طو هستند

 دترجنتهاپروتئين و  پردازش پپتيد، ، سنتز چرمي،دارويي 

به عنوان مواد 1914از سال  آنزيمهااستفاده مي شود  اين 
برده شدند و به طور  به كار افزودني مواد شوينده

  . )14(ند شو اي در صنعت مواد شوينده استفاده مي گسترده

 به نياز پپتيد براي سنتز بيوكاتاليست عنوان به پروتئازها

 در آنزيمي يواكنشها از برخي حضور در شدن پايدار

 در آنزيمي يواكنشها و همچنين انجام. دارند آلي يحلالها

 كه دارد صنعتي جذاب پيامد آلي چندين حلالهاي حضور

 افزايش افزايش پايداري آنزيم،عبارتند از  آنها از برخي

 معادله برگشت قطبي، غير حلاليت سوبستراهاي

 يواكنشها از ي هيدروليز، جلوگيريواكنشها ترموديناميكي
 ويژگي و سوبسترا ويژگي تناوب آب، به وابسته جانبي

بهبود  وميكربي  يآلودگيهازدودن  و حذف ،آن فضايي
 از استفاده ديگر سويي از .)21()2شكل( مي باشد حرارتي

 و فعاليت چون دارد هايي محدوديت آلي محيط در آنزيمها

 .يابد مي كاهش آلي يحلالها در آنزيمهابيشتر  پايداري
انتخاب حلال مناسب در محيط كاتاليز آنزيمي از اهميت 

حلال نه تنها تماس مؤثرتر بين . زيادي برخوردار است
و آنزيم را ميسر مي سازد، بلكه تعيين كننده  واكنش گر

روند  مراحل كار، بازيافت آنزيم و نيز استراتژيهاي حذف 
لذا در اين  .)24( محصولات ناخواسته از محيط مي باشد

ي ايمن و ارزان جهت محيطهاراستا، انتخاب و به كارگيري 
و  آرنولد ).20(كاتاليز، بسيار حائز اهميت مي باشد 

ي حلالهاي مقاوم به پروتئينهاهمكاران با آناليز ساختاري 
ي كنشهاي آلي بر روي ميانحلالهاآلي و بررسي نحوه اثر 

مهم در فولدينگ پروتئين اصولي را طراحي كردند كه بر 
 اهميت افزايش پايداري ساختاري و انطباق پذير بودن

  .)10( داشت تأكيدسطح آنزيم با حلال آلي 

با وجود مزايايي استفاده آنزيم در حلال آلي به طور كلي 
مشخص  . ممكن است كمتر شودفعاليت و پايداري آنزيم 

ايداري آنزيم در حلال آلي به فاكتور هاي شده است كه پ
، خواص آنزيم ،مثل ماهيت حلال  مربوط هست مختلف

مقدار آب مورد نياز براي كاتاليز،كنفورماسيون و پايداري 
  .)22(است آنزيم 

پروتئاز قليايي  نيز ابتدا پايداري و فعاليت  حاضر تحقيق در
آلي اتانول و دي متيل  يحلالها حضور سوبتيليزين در

 و خصوصيات بيوشيميايي بررسيهگزان -nو اكسيد سولفو
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مورد بررسي قرار گرفت و سپس فعاليت آنزيم در  آنها
تركيب حلال اتانول، دي متيل سولفوكسيد و  3حضور 
مكانيسم اثر حلال بر  و مطالعه شددرصد،  10تا 0هگزان 

   .آنزيم مورد بررسي قرار گرفت

 

ي آب متصل به پروتئين را جدا كرده مولكولهاحلالهاي آلي  -2شكل 
در نتيجه عملكرد پروتئين را . مي گيرندجاي آنها قرار ه و خود ب

 .)14(تغييرمي دهند

پايداري آنزيم سوبتيليزين در حلال آلي مي تواند علاوه بر 
هدف از انتخاب ديد علمي ، ديد صنعتي هم داشته باشد 

 3، هگزان و تركيب اين  DMSOحلال اتانول، 3اين 
تحت اثر حلال قطبي و غير كه حلال، اين موضوع بود 

چه تغييراتي روي فعاليت آنزيم ) متفاوت (log Pقطبي 
 يحلالها در اين و آنزيم روي مي دهدصنعتي سوبتيليزين 

 DMSOتوجه به اينكه  ماند با مي فعال باقي آلي تا چه حد
هست و هگزان حلال غيرقطبي   اتانول حلال قطبي تري از

در صنعت بيشتر از بقيه استفاده  حلالهاهمچنين اين  .است
بر اساس استفاده آنزيم در زمينه هاي  حلالها شوند و مي

هدف از كاربرد اين سه حلال  تحقيقاتي انتخاب شده اند و
 بررسي اثر سه حلال با خصلت متفاوت بر روي آنزيم بود

ي سيستمهابررسي فعاليت آنزيم در آنها  هدف از تركيب و
تواند با اثر بر  وجود چند حلال ميزيرا . چند حلالي است

روي جايگاه فعال و حلاليت سوبسترا واكنش آنزيم را 
و درصد هاي به كار برده شده بر اساس . تغيير دهد

مطالعات انجام شده در گذشته بود و چون در اين مطالعه 
 3در تركيب  باعث كاهش فعاليت آنزيم شددرصدهاي بالا 

همچنين در صنعت .ه شدحلال از درصد پايين تر استفاد
شوينده حلال آلي به عنوان حل شونده مواد شوينده به كار 

باعث حفظ تركيب و شكل مواد شوينده  حلالهارود و  مي
 كه ستا ييحلالهااتانول يك نمونه از . مي شودمايع 

و همچنين  مي شودكاهش نقطه انجماد مواد شوينده مايع 
 طوري كهبه  شودمي اتانول باعث پايداري محصول نهايي 

از تخريب شكل فيزيكي مواد شوينده كه به واسطه ذخيره 
گيرد و از تشكيل دو فاز شدن مايع  سازي صورت مي

  . )12( دكن جلوگيري مي

  هاواد و روشم
در اين تحقيق آنزيم پروتئاز سوبتيليزين كارلسبرگ و 

بقيه مواد از جمله . كازئين از شركت سيگما تهيه شده است
  .مورد استفاده از شركت مرك تهيه گرديدي حلالها

براي تعيين فعاليت آنزيم  :تعيين فعاليت آنزيم سوبتيليزين
ميلي ليتر از آنزيم در /ميكروگرم  500سوبتيليزين غلظت 
 40تهيه و سپس)  =8pH( با mM 10بافرسديم استات 

 460ميكروليتر از آن به محيط واكنش آنزيمي حاويي 
  درصد كازئين در بافرفسفات6/0ميكروليتر از محلول 

mM50  )8(pH=  500افزوده شد تا حجم نهايي 
دقيقه در انكوباسيون 10ميكروليتر گردد و به مدت 

و سپس واكنش ، درجه قرار گيرد 37شيكردار در دمايي 
متوقف  TCAآنزيمي با محلول تري كلرواستيك اسيد 

 rpmدقيقه با سرعت  3د، و محلول مورد نظر به مدت گردي
در اينجا قابل ذكر است كه تري . شد  سانتريفيوژ 5000

كلرو استيك اسيد هم باعث متوقف شدن فعاليت آنزيم 
شده و هم قطعات بزرگ پپتيدي را كه در محيط موجود 

دهد و قطعات پپتيدي كوتاه حاصل  باشد را رسوب مي مي
سپس به محلول . ماند ي ميياز عمل آنزيم در محلول رو

، گرديدميكروليتر سديم كربنات و معرف فولين اضافه  460
كه در درجه اول با تيروزين آزاد شده از سوبستراي كازئين 

سنجش فعاليت آنزيم توسط تعيين . واكنش خواهد داد
 nm 660دستگاه اسپكتروفتومتر در به وسيلهمقدار جذب 
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هرچقدر تيروزين توليدي از سوبستراي . شد گيري  اندازه
بيشتري توليد شده و  يشتر باشد، كروموفورهايكازئين ب

مقدار جذب و فعاليت . فعاليت پروتئاز قوي تر است
پروتئاز در مقايسه با منحني استاندارد تيروزين، سنجيده 

براي به دست آوردن فعاليت آنزيمي بر حسب واحد  .شد 
تا 0ي متفاوت و متوالي از غلظتها، ابتدا ) IU(بين اللملي 

غلظت 7(ميلي ليتر تيروزين تهيه شد / ميكروگرم 100
، پس از گرديدو منحني استاندارد تيروزين رسم ) متفاوت

ي استاندار تيروزين و نمونه هاي محلولهاثبت جذب 
 ݈݋μ݉ جذب عليه(آنزيمي، يك منحني استاندارد 

شيب خط و با استفاده كمك آن ،  و با رسم شد)تيروزين
بر حسب تعريف ، . دگرديمنحني ، واحد آنزيمي محاسبه 

 1  ݈݋μ݉مقدار آنزيمي است كه  يك واحد آنزيمي،
ه هنگامي كه تيروزين ب. تيروزين را در يك دقيقه آزاد كند 

  .دعنوان استاندارد استفاده مي شو

ي آلي اتانول، دي متيل حلالهافعاليت آنزيم در حضور 
ي مورد حلالهاآنزيم سوبتيليزين در  :سولفواكسيد، هگزان

ي اتانول، حلالهاهاي مختلف از  نظر در درصد
DMSO ي آلي عبارتند حلالهااي تهيه شده درصده(،هگزان

تهيه ) درصد حجمي به حجمي 60،50،40،30،20،10،0: از 
ساعت انكوباسيون آنزيم  در  1شد و فعاليت آنزيم بعد از 

مورد ارزيابي قرار  درجه 40حلال مورد نظر در دماي 
زيم در حلال آلي ، براي سنجش مقاومت آن. گرفت

درصد وبافر مورد  6/0سوبستراي مورد استفاده كازئين 
دقيقه  10و زمان سنجش آنزيمي pH) =8( استفاده فسفات

محيط واكنش  pHبعد از اضافه كردن بايد  مي باشد،
فعاليت آنزيم به صورت  .باشد 8تا برابر  هبررسي شد

بدون حلال (صد فعاليت باقيمانده در مقايسه با كنترل در
  دگزارش گردي) آلي

اتانول،  ي آليحلالهافعاليت آنزيم در حضور تركيب 
آنزيم سوبتيليزين در  :دي متيل سولفواكسيد و هگزان

هاي تهيه درصد (و هگزان DMSOي اتانول، حلالهاتركيب 

به درصد حجمي  10تا 0 :ي آلي عبارتند ازحلالهاشده 
ساعت  1تهيه شد و فعاليت آنزيم بعد از  )حجمي

 40انكوباسيون آنزيم در تركيب حلال مورد نظر در دماي 
سوبستراي مورد استفاده درجه مورد ارزيابي قرار گرفت، 

و ) pH=8(درصد وبافر مورد استفاده فسفات  6/0كازئين 
بعد از اضافه . دقيقه مي باشد  10زمان سنجش آنزيمي 

 .باشد =pH 8محيط واكنش بررسي شود تا  pH كردن بايد
فعاليت آنزيم به صورت درصد فعاليت باقيمانده در مقايسه 

  .گزارش گرديد) بدون حلال آلي(با كنترول 

  نتايج
ي  براي تعيين پارامترها :ي سنتيكي آنزيم تعيين پارامترها

به  كازئيني مختلف غلظتهاسنتيكي آنزيم فعاليت آنزيم در 
  آنزيم km برك-لينويورآمد و با رسم منحني  دست

mg/ml)  (4,176  و  Vmax آنزيم برابر باmol/min ml) µ  (
  .آمد به دست 0,250

  
 آنزيم سوبتيليزين برك- لينويورمنحني  -3شكل

  

ي آلي اتانول ، دي حلالهان فعاليت آنزيم در حضور يتعي
جهت بررسي فعاليت آنزيم : نمتيل سولفوكسيد، هگزا

درصدهاي مختلفي از  ي آلي،حلالهاسوبتيليزين در 
هگزان مورد بررسي  ، اتانول و DMSOي قطبي حلالها
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 بين از ،مي شود مشاهده 4 شكل در چنانچه .قرار گرفت
 روي كمتري تأثير بقيه به نسبت DMSO آلي، يحلالها
 20 در فعاليت باقيمانده مثال عنوان به. دارد آنزيم فعاليت
 به ترتيب هگزان n و اتانول ،DMSO آلي يحلالها درصد

  .باشد مي درصد 15،33،48

 آلي يحلالها تركيب حضور در آنزيم فعاليت تعيين
 بررسي جهت :هگزان و سولفوكسيد متيل دي اتانول،
 آلي، يحلالها تركيب در سوبتيليزين آنزيم فعاليت

 ،DMSO قطبي يحلالها تركيب از مختلفي درصدهاي
شد  تهيه درصد 10 تا0 از هگزانn– ناقطبي حلال و اتانول

چنانچه در شكل  .فعاليت آنزيم مورد بررسي قرار گرفتو  
 (DMSOي آلي، تركيب حلالها، از بين مي شودمشاهده  5
نسبت به بقيه ) درصد2هگزان  ،درصد4اتانول  ،درصد 4

باقيمانده  كهطوري به . كمتري روي فعاليت آنزيم دارد تأثير
  .باشد درصد مي 87ي آلي حلالهافعاليت در اين تركيب 

  

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در حضور  مي شودهمانطور كه ديده . هگزان n_ (c)اتانول،   DMSO (a)، (b)فعاليت آنزيم سوبتيليزين در درصد هاي مختلف حلالها   -4شكل 
 3تمامي مراحل آزمايش  .كمتر از بقيه حلالها است DMSOميزان كاهش فعاليت در . يابد درصد هاي مختلف از حلالها فعاليت سوبتيليزين كاهش مي

 .بار تكرار شد
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  .بار تكرار شد 3تمامي مراحل آزمايش .فعاليت آنزيم سوبتيليزين در درصد هاي مختلف تركيب حلالها   -5شكل 

  

 آنزيمهابر روي خصوصيات كاتاليتيكي و پايداري  حلالها
در اين پژوهش هيچ  مي گذارندبه طور قابل توجهي اثر 

ي آلي فعاليت آنزيم را از بين نبردند و با حلالهايك از 
افزايش حلال آلي ميزان فعاليت آنزيم كاهش يافته است به 

حلال آلي  (V/V) درصد50در حضور غلظت طوري كه
كاهش يافته است و كمترين  درصد 50فعاليت به كمتر از 

هگزان مشاهده  n_فعاليت در حضور حلال غير قطبي 
درصدهاي بالاتر كاهش فعاليت چشمگير  در .گردد مي

است زيرا در درصد هاي بالاتر از حلال آلي ، آنزيم به 
بيشترين .باشد  در اثر تخريب ساختار و مهار مي توأمطور 

در  طوري كهمشاهده شده به  DMSOفعاليت در حضور 
درصد از فعاليت آنزيم  DMSO ،82از ) v/v( درصد 10

  .باقي مانده است

  تيجه گيري نبحث و 
 ليتيكروهيد ينزيمهاآ از رده مهمترين از يكي هازتئاوپر

 نهمچواعي نوا كاتاليتيك فعاليت سساابر كه هستند
 و هازتئاوپر سيستئين  و هازتئاوپر سرين ، هازتئاومتالوپر

 ده ايگستر تتحقيقا ،شوندمي  تقسيم هازتئاوپر تيكرسپاآ
 هشد منجاا ليآ يحلالهادر رويبر هازتئاوپر اريپايددر 

 ليآ يحلالهادر نياوافر يهادبرركا نزيمهاآ ينا ايرز ،ستا
  )2.(نددار

ي آلي براي مصارف صنعتي حلالهادر  آنزيمهابه كارگيري 
كاهش فعاليت . باشد و صنايع داروسازي حائز اهميت مي

تواند به دليل سخت  ي آلي ميحلالهادر حضور  آنزيمها
ي آلي ، حلالهادر  آنزيمهاشدن ساختار پروتئيني 

 آنزيمهاپايداري  معمولاً. واسرشتگي و مهار آنزيمي باشد
براي رفع اين مشكل . يابد ي آلي كاهش ميحلالهانيز در 

، افزودنيهانظير  پروتئينهاي پايدارسازي روشهامي توان از 
  )1(. مهندسي پروتئين و تغييرات شيميايي استفاده نمود

ي آلي بنا به دلايلي همچون مهار حلالهادر  آنزيمهافعاليت 
مي  ، تخريب ساختار و كاهش ميزان فعاليت آب كاهش

 يحلالها در آنزيم نسبي شدنفعال  غير مكانيسم. )17(يابد 
 بر اخير مطالعات .است نشده مشخص كامل طور به هنوز آلي
كه اثر  نشان داده ) SC( سوبتيليزين پروتئاز سرين روي

تخريبي آنزيم تحت شرايط مختلف آزمايشگاهي در 
ين اي مختلف مشاهده شده است و پيشنهاد داده كه حلالها

درجه حرارت ، اثر به خواص فيزيكوشيميايي حلال 
 تواند  كه مي زيمحالت هيدراتاسيون آن واكنش ، تغيير در
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سازوكارهاي احتمالي  و شود تغيير در انعطاف پذيري آنزيم
مانند تغيير در حالت يونيزاسيون آمينواسيدهاي باقيمانده 

يكي از پيچيده  آنزيمهاپايداري  ).26(دارد آنزيم بستگي 
ي پروتئين مولكولها ،ترين مسائل در شيمي پروتئين است

ي آبي به وسيله يك پوسته هيدراته احاطه مي محلولهادر 
ي آب تشكيل شده است كه به سطح مولكولهاشود، كه از 

اگر يك حلال آلي حضور داشته باشد، . پروتئين مي چسبند
ي آب در مولكولهاي حلال تمايل دارند جايگزين مولكولها

ند، بنابراين هر دو قفسه هيدراته و داخلي پروتئين شو
اينتركشنهاي تعيين كننده آرايش فضايي آنزيم تخريب مي 

طبق مطالعات انجام شده قبلي نشان داده شده . )14( شوند
با غلظت كمتر از  DMSOدر  پروتئينهااست كه بيشتر 

  .)15( پايدار است درصد10

در مقايسه با  DMSOدر اين مطالعه نيز معلوم شد كه 
ازي س يرفعالغي ديگر مورد استفاده اثر كمتري در حلالها

مكانيسم پايداري بيشتر پروتئين در  ).3شكل(آنزيم دارد 
DMSO   ،به طور كامل مشخص نشده است، با اين حال

تواند توضيح  تعاملات مناسب بين حلال و پروتئين مي
ي حلالهامثبت در پايداري ساختار پروتئين در  تأثيردهنده 

افزايش فعاليت پروتئازي در حضور  احتمالاً .)7( آبي باشد
DMSO ي مولكولهااخلات هيدروفيلي درون دبا افزايش ت

كه باعث تغييرات مطلوب كنفورماسيون باشد  پروتئين مي
  ).3(باشد ميبراي اينتركنش بين سايت فعال 

وليپاز  LipSيي مانند ليپاز آنزيمها در موردمطالعات اخير
PML   ي قطبي مانند حلالهانشان داده شده است كه

DMSO   تغييرات كنفورماسيون  منجر به،اتانول و متانول
افزايش انعطاف باعث  نيزآن  اين آنزيم شده است ودر 

ارتباط بين انعطاف ، گرديده است آنزيمهاپذيري اين 
ليپاز با اين حال در آنزيم ، پذيري آنزيم و فعاليت كم است 

LipS ،DMSO   آنزيم  ياف پذيرنعطافزايش اباعث، 
گرديده است فعاليت  ماندگاري و پايداري آنزيم افزايش

بر طبق يك مكانيسم ، با افزايش غلظت الكل، . )27(

ي ميانكنشهااثرات هيدروفوبيك و  ساختار سوم پروتئين بر
باعث نمايد و  يوني و پيوند هيدروژني تداخل ايجاد مي

تغيير در پيوند هيدروژني علاوه بر ناپايدار كردن ساختار 
 .مي شودسوم ، منجر به باز شدن برخي ساختارهاي دوم 

ي با زنجيره هيدروكربني طويل تر و بدون شاخه الكلها
ي كوتاه تر داري انشعاب، هيدروفوبيسيته الكلهانسبت به 

سازي  تري را بر دگرگون بيشتري داشته و اثرات قوي
  .)25و  4(نمايد پروتئين اعمال مي

پايداري و فعال بودن آنزيم در حلال آلي در بيوتكنولوژي 
تواند در  آنزيم فعال در حلال آلي مي. سنتزي اهميت دارد

ش دارويي و صنعتي در ارز  اصنعت براي سنتز تركيبات ب
 به منجرو همچنين د حضور حلال آلي ، استفاد شو

و سنتز  پليمر ،ييشيميا صنايع در فراواني كاربردهاي
كه در حالت بدون حلال به سختي  گردد، زيستي آنانتيومر

به عنوان مثال درصنعت با افزودن حلال . مي شود انجام
ي واكنشهاآنزيم سوبتيليزين باعث بهبود  به DMF قطبي

علاوه بر اين، مزيتهاي ديگر  .)23و  19( مي شودآمينوليز 
جلوگيري از  :ي آلي از قبيلحلالهادر  آنزيمهااستفاده از 

اتوليز در مورد پروتئازها ، افزايش پايداري دمايي به دليل 
كاهش تحريك ساختاري، بازيابي و استفاده مجدد آنزيم 

  .)9(باشد  حتي بدون ايموبيليزه مي

مي اثر  پروتئينهاي الكتروستاتيك هاميانكنشي آلي بر حلالها
. با آب متفاوت است آنها چرا كه ثابت دي الكتريك گذارند

به طور كلي كاهش خاصيت قطبي حلال و كاهش ثابت 
دي الكتريك سبب افزايش دافعه الكتروستاتيك شده و 

ديده شده كه  .مي شود پروتئينهاساختار منجر به باز شدن 
حلال  Log Pدرحلال آلي با افزايش  آنزيمهاپايداري 

ي آلي حلالهاجهت بررسي دقيق اثر  .)5(ابد يكاهش مي 
لازم است به ميزان قطبيت  آنزيمهابر فعاليت و پايداري 

به پارامتري كه ميزان قطبيت حلال را . توجه گردد حلالها
عبارت  است از كه  نام دارد LogPكمي بيان مي دارد  طور
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عنوان نسبت كه به ) P(ثابت تفكيك   10لگاريتم بر پايه 
  :مي شود غلظت حلال آلي به غلظت فاز آبي تعريف

Partition coefficient (P) =(organic)/(aqueous) 

 – nثايت تفكيك برابر با مقدار حلاليت يك تركيب در 
هر چقد ميزان  اكتان نسبت به حلاليت آن در آب است و

Log P بيشتر باشد ميزان قطبيت حلال كاهش مي يابد. 
 آب دوست بخش دو هر آبي يمحلولها در آنزيم يمولكولها

 مولكول داخل در كه آب گريز يدمينها و آب با درتماس كه

 اطراف محيط قطبيت كه زماني .هستند دارا را اند شده فولد

 يابد، مي كاهش آلي حلال يك توسط آنزيم يا مولكولها
 منجر نتيجه در و ه،فتگر قرار معرض در آب گريز يدمينها

كه با  توان گفت مي .شود مي آنزيم شدن به واسرشته
يابد كه اين امر با  پايداري آنزيم كاهش مي Log Pافزايش 
ي محيط و در نتيجه ميل به باز شدن آب گريزافزايش 

در  توجه به اينكه با ).11(ساختار پروتئين در ارتباط است 
بوده ي آب گريزبيشترين داراي  ،= Log P 3 ميزان هگزان

 DMSO وقرار دارد ن فعاليت آنزيم در اين حلال و كمتري
مورد استفاده  يحلالهانسبت به بقيه  =LogP  1.3-با داشتن

در اين پژوهش قطبي تر بوده و اثر تخربي كمتري بر 
توان توضيح داد كه افزايش  ميهمچنين  .داردساختار آنزيم 

جدا كردن آب ضروري موجود در  باعث ، DMSOغلظت 
ي مولكولهااطراف پروتئين و ايجاد پيوند هيدروژني با 

پايداري آنزيم در كاهش به  و اين منجر مي شود پروتئين
حلال ديگر مورد .)18( است شده DMSO بالايي غلظتها

 DMSOاستفاده در اين تحقيق الكل بوده و نسبت به 
آب از طريق ميانكنش با پاكت  الكلها .قطبيت كمتري دارد

 باعث كاهش پايداري پروتئينهاسطحي موجود در  گريز
ي حلالهاتحقيق حاضر نشان داد كه ). 6( مي شودآنها 

كاهش فعاليت سوبتيليزين شدند ولي مورد استفاده باعث 
DMSO  داشت حلالهانقش مهاري كمتري نسبت به بقيه .

اثركاهشي حلالي كه  به عنوانرا  DMSOتوان  در نتيجه مي
 .به كار برد دارد،سوبتيليزين  كمتري در فعاليت
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Effects of organic solvents on the enzyme activity of Subtilisin 
Carlsberg protease 

Bargeshadi Z., Pazhang Y. and Jamei R. 
Dept. of Biology, Faculty of Science, Urmia University, Urmia, I.R. of Iran 

Abstract 

Proteases are one of the most important groups of industrial enzymes. They are 
extensively used in food, textile, detergent, pharmaceutical,and leather industries and 
especially as additives in laundry detergent industry. Subtilisin (EC 3.4.21.62) is 
important  serine protease from Bacillus licheniformis. Extensive research has been 
conducted on the stability of proteases in organic solvents, because they have numerous 
applications in organic media. Organic solvents are advantageous in enzyme-catalyzed 
peptide synthesis, both to solubilize substrates and product and to manipulate reaction 
kinetics and equilibrium to increase product yield. In this study, the activity and stability 
of the subtilisin were investigated at different concentrations of organic solvent of 
ethanol , DMSO and n-hexane. For study of  activity and stability of the subtilisin,  it 
was treated with different concentrations of ethanol , n-hexane and DMSO (0-60%) and 
their combinations(0-10%), then was assayed at 0/65% of casein  as substrate, after that  
Folin Ciocalteau  reagent absorbance was measured at 660 nm.The results showed that 
subtilisin retained more than 82% of its initial activity after 1 h incubation with 10% 
organic solvent at 40ºC. Relative activity of the enzyme monotonically decreased with 
increasing concentration of this organic solvent . The reducing effect of DMSO on 
enzymatic activity was lower than ethanol and n-hexane. Organic solvents have effect 
on electrostatic interactions of proteins because their dielectric constant differs from 
water. In general reduction in solvent polarity and dielectric constant, lead to loosening 
the protein structure. Inhibitory effect of solvent on enzyme activity increases with  
LogP elevation, since hexane and ethanol has more inhibitory effect on subtilisin 
activity than DMSO   

Key words: Protease, subtilisin, Organic solvents, DMSO, ethanol, n-hexane 
 

 

 

 


