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  و پايدارسازي آن با ساكارز اندوگلوكانازفعاليت و پايداري آنزيم  هاي آلي برحلال تأثير
  2قديم عليرضا اماني و 1، محمد پاژنگ*1، سعيد نژاوند1معصومه محمدي

 دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي. دانشگاه شهيد مدني آذربايجانتبريز،  1

  دانشكده علوم پايه، گروه شيمي  .تبريز، دانشگاه شهيد مدني آذربايجان 2

 16/3/96 :تاريخ پذيرش  26/8/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
فعاليت آنزيمها در كاهش . باشدميداروسازي حائز اهميت صنايع صنعتي و  براي مصارفبه كارگيري آنزيمها در حلالهاي آلي 

. ، واسرشتگي و مهار آنزيمي باشدي آليدر حلالها سخت شدن ساختار پروتئيني آنزيمها به دليلتواند حلالهاي آلي ميحضور 
 نظيرها از روشهاي پايدارسازي پروتئين توانمي براي رفع اين مشكل. يابدنيز در حلالهاي آلي كاهش ميها پايداري آنزيم معمولاً

توليد و سپس  AaCel9Aاناز ابتدا آنزيم اندوگلوكدر اين تحقيق . نموداستفاده تغييرات شيميايي و مهندسي پروتئين افزودنيها، 
 دي متيل سولفواكسيدو  )DMF( دي متيل فرماميدپروپانول، – nاز حلالهاي آلي يفعاليت و پايداري آنزيم در درصدهاي مختلف

)DMSO( نتايج نشان داد كه . براي پايدارسازي آنزيم از افزودني ساكارز استفاده گرديددر نهايت . مورد بررسي قرار گرفت
 بقيه. شدآنزيم باعث افزايش فعاليت آنزيم و در غلظتهاي بالاتر باعث كاهش فعاليت  درصد 10و  5در غلظتهاي  DMSOحلال 

را بر روي كاهش فعاليت  تأثيربيشترين  DMFميان  در اينفعاليت آنزيم شدند كه  كاهشحلالها از همان غلظتهاي پايين باعث 
افزودن . در مقايسه با ساير حلالها بيشتر بود سولفواكسيد متيل ديور حلال در حض توسط ساكارز پايداري آنزيم. آنزيم داشت

  .نداشت DMFپروپانول و n-هاي بر پايداري آنزيم در حضور حلال ايملاحظهقابل  تأثير ساكارز

  آلي، پايدارسازي، افزودني، ساكارز هاي، حلالاندوگلوكانازآنزيم : كليدي هاي واژه

 S.najavand@azaruniv.ac.ir :، پست الكترونيكي09127123560 :تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
روز حلالهاي آلي هاي حاوي محيطاستفاده از آنزيمها در 

هاي حلالحضور آنزيمها در . روز در حال افزايش استه ب
كنند كه در پيدا مي جديديويژگيهاي آلي خواص و 

 .)32 و 11(شود ديده نميهرگز  ويژگيهااين  محيطهاي آبي
استفاده از آنزيمها در حلالهاي آلي مزايايي همچون 
برگشت معادله ترموديناميكي واكنشهاي هيدروليز، 

به آب، افزايش  واكنشهاي جانبي وابستهايجاد جلوگيري از 
ك ساختاري، كاهش كاهش تحر به دليلپايداري دمايي 

بازيابي و استفاده مجدد آنزيم و ، خطر رشد ميكروبي
 استفاده از سوبستراهاي حساس به رطوبتتر شدن راحت
هاي اغلب حلالبا اين حال . )31و  30، 28، 19، 9(دارد 

كاهش . دهندرا كاهش مي هاآنزيمآلي فعاليت و پايداري 
سخت  به دليلتواند فعاليت آنزيمها در حلالهاي آلي مي
، واسرشتگي هاي آليشدن ساختار پروتئيني آنزيمها در حلال

هاي مولكولحلالهاي آلي با جدا كردن . باشدو مهار آنزيمي 
يا پروتئين باعث تخريب ساختار سه بعدي اطراف  از آب

هاي استفاده از آنزيمها در محيط ،شوددناتوره شدن آنها 
 روبرو بوده يبزرگ هايآلي همواره با چالش هايحلال حاوي
 زءجهاي پركاربرد و از آنزيم هاسلولاز). 23و  15( است
پيوندهاي  به هيدروليز كه قادر باشندميتي صنع هايآنزيم

-مياين آنزيم از كاربردهاي . )14( دنباشميگليكوزيدي 

غذايي، كاغذسازي، نساجي، توان به استفاده آن در صنايع 
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سوختهاي زيستي توليد  نيزو  صنايع شويندگيكشاورزي، 
مي  مهمترين سلولازها،از . )34( بيواتانول اشاره كرد مانند

 هاآنزيماين زيرا اشاره كرد اندوگلوكانازها  β-1,4 توان به
تصادفي از داخل مورد  به طور ي سلولزي راهاسوبسترا

 بقيه سلولازهاهدف قرار داده و سوبستراي مورد نياز براي 
. در پي داردسلولز را كامل كنند كه هيدروليز را فراهم مي

يك  آليسيكلوباسيلوس اسيدوكالداريوساندوگلوكاناز  آنزيم
 59ي مولكولآمينواسيد و وزن  537آنزيم منومر با 

از خانواده  E1باشد و متعلق به زير خانواده كيلودالتون مي
ساختار  1شكل . )13و  12( گليكوزيدهيدرولازهاست 9

  .دهدسوم اين آنزيم را نشان مي

  
دمين كاتاليتيكي، . AaCel9Aساختار كريستالوگرافي آنزيم  -1شكل

جايگاه اتصال فلزات و جايگاه فعال نشان داده شده ،  Igدمين شبه
  .است

براي استفاده آنزيم در صنعت بايد پايداري آنزيم در 
شيميايي  وي هاي صنعتي را كه در شرايط فيزيكفرآيند

شوند بهبود بخشيد، زيرا ساختار آنزيم خاصي انجام مي
هاي صنعتي ممكن است واسرشته فرآيندحين استفاده در 

ابراين آنزيم فعاليت كاتاليزوري خود را از دست شده و بن
از  ايع مختلفاستفاده گسترده سلولاز در صن به دليل. دهدب

از  هاي آلي در صنعتو ضرورت استفاده از حلالطرف  يك
هاي آلي پايدارسازي سلولاز در حضور حلال طرف ديگر،

توان از براي رفع اين مانع مي. امري اجتناب ناپذير است
، هاپايدارسازي پروتئينها همچون استفاده از افزودنيروشهاي 

، 17(بهره برد ها مهندسي پروتئين و تغيير شيميايي آنزيم
- پلي به ويژهها كه در اين ميان افزودني، )36و  26، 25، 21

پايين اهميت قابل  ها به علت كاربرد آسان و هزينه نسبتاًلآ
در علم در ميان افزودنيها، ساكارز . اي دارندملاحظه

بيوشيمي و داروسازي توجه زيادي را به خود جلب كرده 
 حادها در مقابل شرايط است چرا كه باعث پايداري پروتئين

. شودمحيطي نظير دماهاي بالا و محلولهاي نمكي مي
شدگي ترجيحي ساكارز با افزايش كشش سطحي و دور

در اين . )20و  10، 7( شودباعث پايدارسازي پروتئين مي
توليد و تخليص  AaCel9A ابتدا آنزيم اندوگلوكاناز قتحقي

فعاليت و پايداري آنزيم اندوگلوكاناز در سپس ، گرديد
دي متيل  پروپانول،– nحضور حلالهاي آلي مختلف

مورد ) DMSO(اكسيد و دي متيل سولفو )DMF(فرماميد 
براي ساكارز  افزودنياز  در نهايت. ارزيابي قرار گرفت
  .گرديداستفاده  هادر حضور حلال پايدارسازي آنزيم

  مواد و روشها
 كربوكسي متيل سلولز :مواد استفاده شده در اين تحقيق

)CMC( ،5،3 - دي نيترو سالسيليك اسيد)DNS(،  ساكارز
  مورد استفاده در اين تحقيق از شركت مركهاي و حلال

   .تهيه گرديد

 ركتوو :كلي اشريشيا در باكتريتوليد آنزيم اندوگلوكاناز 
 AaCel9Aحاوي ژن اندوگلوكاناز  pET21a نوتركيب

 كلياشريشيابراي بيان به ) 27(در آزمايشگاه ساخته شده 
لقاگر ايزوپروپيل بتا از ا. منتقل گرديد BL21سويه بياني 
مولار با غلظت يك ميلي )IPTG(پيرانوزيد تيوگالاكتو

دت به م سانتي گراددرجه  22دماي  جهت بيان آنزيم در
پروتئين نوتركيب توليد شده با . ت استفاده گرديدساع 21

درجه  70دقيقه در دماي  10روش شوك حرارتي به مدت 
اين نوع تخليص . تخليص نسبي گرديد سانتي گراد

ي بالا هادر دما اييبراساس عدم پايداري پروتئينهاي باكتري
در . و در نتيجه غير فعال شدن ساختار و تجمع آنهاست

ي هيدروفوب پروتئينهاي مزوفيل در سطح دماي بالا دمينها
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گيرند و با هم ميانكنش واندروالسي داده، باعث قرار مي
شوند، اتصال و در نهايت تجمع پروتئينها و رسوب آنها مي

 پروتئينهاي ترموفيل همچون آنزيم حالي كهدر 
در دماي بالا ساختار طبيعي خود  AaCel9A اندوگلوكاناز
در . مانندرت محلول باقي ميكنند و به صورا حفظ مي

آگارز تخليص كامل اين آنزيم با ستون نيكل نهايت 
  .صورت گرفت

براي تعيين فعاليت : تعيين فعاليت آنزيم اندوگلوكاناز
گرم  1 (درصد CMC 1ميكروليتر سوبستراي  50آنزيمي، 

CMC  7 ليتر بافر فسفات باميلي 100حل شده درpH=(   با
درجه  65دقيقه در دماي  3مدت  ميكروليتر آنزيم به 50

 5، 3توقف واكنش آنزيمي با افزودن معرف . انكوبه شد
و جوشاندن ) معرف برنفيلد(دي نيترو سالسيليك اسيد 

قه در آبجوش صورت دقي 5ميكروتيوب واكنش به مدت 
براي سنجش ميزان سرهاي احياءكننده آزاد  .)22( گرفت

، جذب CMC روي سوبستراي حاصل از واكنش آنزيمي بر
نانومتر  540نسبت به بلانك آنزيمي در طول موج  نمونه

ميزان . خوانش شد) JASCO UV/VIS اسپكتروفتومتر(
حني سرهاي آزاد حاصل از واكنش آنزيمي بر طبق من

واحد فعاليت آنزيمي ). 27( استاندارد گلوكز تعيين گرديد
مقدار آنزيمي كه بتواند يك ميكرومول سر احيا  به صورت

- ننده را در مدت زمان يك دقيقه در شرايط واكنش ايجاد ك

  .كند، تعريف شد

در حضور حلالهاي  اندوگلوكانازتعيين فعاليت آنزيم 
هاي آلي، زيابي فعاليت آنزيم در حضور حلالبراي ار :آلي

 25حجمي به حجمي از صفر تا (درصدهاي مختلفي 
در   DMSOو  DMF،پروپانول-nاز حلالهاي آلي ) درصد

تهيه و تعيين فعاليت  =7pHمولار با ميلي 50افر فسفات ب
. ها انجام پذيرفتحلالهر يك از اين نزيم در حضور آ

و قابل امتزاج  Log Pافزايش  به ترتيبهاي مذكور حلال
درصد فعاليت باقيمانده . )8و  5( بودن با آب انتخاب شدند

 آنزيم با در نظر گرفتن فعاليت آنزيم در محيط واكنش

، محاسبه )درصد 100يت فعال(ن حلال به عنوان كنترل بدو
  .گرديد

 :حلالها مقابلدر  اندوگلوكانازبررسي پايداري آنزيم 
هاي آلي، حلالمقابل براي بررسي پايداري حرارتي آنزيم در 

و   DMFپروپانول،- nاز حلالهاي آلي  درصد 10غلظت 
DMSO  7 با مولارميلي 50در بافر فسفات pH= تهيه
 درصد 10از پايداري آنزيم در غلظتهاي بالاتر . گرديد

افت  علتهم مورد بررسي قرار گرفت ولي به حلال 
 درصد 10 از بالاتر هايغلظت آنزيم در پايداري ناگهاني

 دصد 10 غلظت همان )نتايج نشان داده نشده است(
ميكروليتر آنزيم به ميكروتيوبهاي  50سپس . انتخاب گرديد

از هر يك از حلالهاي آلي منتقل ميكروليتر  100حاوي 
 25و  20، 15، 10، 5، 0مدت ها به گرديد و ميكروتيوب

انكوبه شدند و بعد از  سانتي گراددرجه  65دقيقه در دماي 
دقيقه از  قرارگيري آخرين ميكروتيوب بر روي  30گذشت 

. گرديد گيرياندازه قبل مراحل يخ، فعاليت آنزيمي مانند
 AaCel9Aآنزيم  وتيوب حاويميكر قابل ذكر است كه

و زمانهاي  سانتي گراددرجه  65بدون حلال آلي در دماي 
انكوباسيون ذكر شده به عنوان نمونه كنترل در نظر گرفته 

  .شد

در حضور غلظتهاي  اندوگلوكانازآنزيم  پايداريبررسي 
و  60، 40، 30، 20، 10، 0ابتدا غلظتهاي  :مختلف ساكارز

  با مولارميلي 50افر فسفات درصد از ساكارز در ب 80
7pH=  ميكروليتر از اين غلظتها به  50مقدار  .گرديدتهيه

به ميكروليتر آنزيم اضافه شد  50ي هاي حاوميكروتيوب
به  اين ميكروتيوبها در ساكارز نهايي غلظت طوري كه

سپس . گرديد درصد 40 و 30 ،20 ،15 ،10 ،5 ،0 ترتيب
 سانتي گراددرجه  65اي دقيقه در دم 10ها به مدت نمونه

دقيقه براي بازسازي ساختار بر  30انكوبه و سپس به مدت 
ها در دقيقه  نمونه 30بعد از گذشت . ندروي يخ منتقل شد

ت آنزيمي مانند تند و فعاليمجاورت سوبسترا قرار گرف
  . گيري گرديدمراحل قبل اندازه
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ا ها بدر مقابل حلال اندوگلوكانازآنزيم  بررسي پايداري
به براي ارزيابي پايداري آنزيم  :درصد 20حضور ساكارز 

ميكروليتر از آنزيم به ميكروتيوب  75ساكارز، مقدار  وسيله
ها و ساكارز اضافه ميكروليتر محلول حاوي حلال 75وي حا

 به ترتيبدرصد نهايي حلال و ساكارز  به طوري كهشد 
، 10، 5، 0ها به مدت نمونه. درصد شد 20درصد و  10
. گرفتندقرار سانتي گراددرجه  65در دماي  دقيقه 20و 15

دقيقه در يخ گذاشته شده و  30ميكروتيوبها به مدت سپس 
 گيرياندازه قبل مراحل فعاليت باقيمانده آنزيمي مانند

 100 وان فعاليتزمان صفر دقيقه انكوباسيون به عن. گرديد
فعاليت آنزيم در حضور نتايج . در نظر گرفته شد درصد
هاي آلي حلال در حضور فعاليت آنزيمنتايج هاي آلي با حلال

  .ساكارز مقايسه شد و

  نتايج
آنزيم  :AaCel9Aبيان و تخليص آنزيم اندوگلوكاناز 

توليد و  قسمت قبلدر  ذكر شدهبا شرايط اندوگلوكاناز 
ي آنزيم مولكولنتايج نشان داد كه وزن  .تخليص گرديد
 باشدكيلودالتون مي 59حدود توليد شده اندوگلوكاناز 

  ).2شكل(

  
مربوط به پروتئين آلبومين  1چاهك . SDS-PAGEژل  -2شكل 

 66به عنوان ماركر پروتئيني با وزن مولكولي  )BSA(سرم گاوي 
 3مربوط به محصول سونيكاسيون، چاهك  2كيلودالتون، چاهك 

، چاهك )تخليص نسبي(مربوط به محصول تخليص با شوك حرارتي 
همان طور كه در . Ni-NTAمحصول تخليص با ستون  مربوط به 4

با وزن مولكولي  AaCel9Aشود آنزيم اندوگلوكاناز شكل مشاهده مي
  .كيلودالتون توليد و تخليص شده است 59تقريباً 

 :فعاليت آنزيم اندوگلوكاناز در حضور حلالهاي آلي
در  AaCel9Aفعاليت آنزيم اندوگلوكاناز  نتايج مربوط به

  . آمده است 3در شكل  لهاي آليحلا حضور

  
  و پروپانول DMSO ،DMFدر حضور حلالهاي  AaCel9Aفعاليت اندوگلوكاناز  -3شكل

 10و  5شود در غلظتهاي چنانچه در شكل مشاهده مي
فعاليت آنزيم افزايش يافته و در  DMSOدرصد از حلال 

-nو  DMF. غلظتهاي بالاتر فعاليت آن كاهش يافته است

از همان غلظتهاي پايين باعث كاهش فعاليت  پروپانول
  .بيشتر بود DMFآنزيم شدند كه اين كاهش در مورد حلال 
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 :حلالهاي آلي مقابلپايداري آنزيم اندوگلوكاناز در 
در حضور  AaCel9Aپايداري آنزيم اندوگلوكاناز  4شكل 
 .دهدرا نشان مي پروپانول-nو  DMSO ،DMFهاي حلال

در پايداري آنزيم  شودشاهده ميمشكل  دركه  همان طور

از بين حلالهاي . يافته استحضور حلالهاي آلي كاهش 
 تأثيركمترين  DMSOو بيشترين پروپانول - n ،مورد استفاده

  .اندهداشتمورد نظر پايداري آنزيم كاهش روي بر را 

  
نمونه كنترل مربوط به واكنش آنزيمي بدون . (روپانولپ- nو  DMSO ،DMFدر حضور حلالهاي  AaCel9Aپايداري آنزيم اندوگلوكاناز  -4شكل 

  )باشدحلال مي

آنزيم اندوگلوكاناز در حضور غلظتهاي مختلف  پايداري
آنزيم شود مشاهده مي 5در شكل  طوري كههمان  :ساكارز

 درصد 20 در غلظتخود را  پايداريمورد نظر بهترين 

 20غلظت ، 5با توجه به نتايج شكل . نشان دادساكارز 
وگلوكاناز اندساكارز براي پايدارسازي آنزيم  درصد

AaCel9A مورد استفاده قرار گرفت.  

  
  پايداري آنزيم در غلظتهاي مختلف ساكارز -5شكل 

ها با حضور در مقابل حلالاندوگلوكاناز  پايداري آنزيم
 براي بررسي اثر ساكارز بر روي :درصد 20ساكارز 
آن بر روي  تأثير،  AaCel9Aآنزيم اندوگلوكاناز پايداري

مورد مطالعه پايداري آنزيم در حضور حلالهاي مختلف 
در حضور حلال  ساكارزد كه ادنتايج نشان . قرار گرفت

DMSO اندوگلوكاناز آنزيم  يباعث پايدارAaCel9A 
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قابل  تأثيرپروپانول ساكارز -nدر حضور حلال . گرديد
مورد حلال  نداشت و دراي بر روي پايداري آنزيم ملاحظه

DMF ً6 شكل( مشاهده نگرديد يتأثير هيچ تقريبا.(  

  

  
، DMSOپايداري آنزيم در مقابل حلال  :aمنحني . (درصد 20در مقابل حلالها با حضور ساكارز  AaCel9Aپايداري آنزيم اندوگلوكاناز  -6شكل 

  )DMFيم در مقابل حلال پايداري آنز :c پايداري آنزيم در مقابل حلال پروپانول، منحني: bمنحني 

 بحث

ي بسيار بالا هادر دماهاي آنزيمي در صنعت فرآينداغلب 
گيرند و در اين رابطه آنزيمهاي ترموفيل از صورت مي
با توجه به كاربرد . باشنداي برخوردار مي اهميت ويژه
و  AaCel9A اندوگلوكاناز هاي ترموفيل نظير گسترده آنزيم
بررسي  ،وروناز در صنايعنظير پلي گالاكتآنزيمهايي 

). 1(رسد ضروري به نظر ميامري پايداري اين آنزيمها 
در حلالهاي آلي فعاليت و پايداري خود را  معمولاًآنزيمها 

يك  به وسيلههاي آبي در محلول هاپروتئين. دهنداز دست مي
 ،آليهاي حلال در حضور، شوندميپوسته هيدراته احاطه 

هاي آب مولكولند جايگزين هاي حلال تمايل دارمولكول
اش تغيير فعاليت و موجود در سطح پروتئين شوند كه نتيجه

منجر به واسرشته شدن  اكثراًساختار پروتئين خواهد بود كه 
فعاليت آنزيمها در . )32و  18( گرددمينيز پروتئين 

و  گيسخت شد ،چون مهاري همبه دلايلهاي آلي بنا حلال
نيز  اين مطالعهدر . يابدميساختار پروتئين كاهش تخريب 

كاهش  ي آليدر حضور حلالها اندوگلوكاناز فعاليت آنزيم
-مي DMSOهاي پايين استثناي اين امر غلظت. يافته است

به  فعاليت آنزيم DMSOدر غلظتهاي پايين باشد چرا كه 
 اين افزايش. اي افزايش يافته استقابل ملاحظه طور

شان و . شته باشدتواند دادلايل مختلفي مي فعاليت
هاي غلظت نشان دادند كه حضور 1999هرسليگ در سال 

هيدروژني  هايتر شدن پيوندمنجر به قوي DMSO پايين
به شود و سوبسترا ميتريوز فسفات ايزومراز  بين آنزيم
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بار در طي تبديل حالت پايه به حالت انتقال  طوري كه
سبت نو منجر به افزايش سرعت واكنش شود مي آراييباز

با اما در غلظتهاي بالاتر  ،گرددميبه آنزيم بدون حلال 
در هاي سوبسترا مولكولهاي حلال با مولكولتوجه به رقابت 

اين در  ).29(گردد مهار شروع مي جايگاه فعال آنزيم
فعاليت آنزيم اندوگلوكاناز در حضور غلظتهاي مطالعه نيز 

پوشي ترجيحي بآ احتمالاً. استيافته افزايش  DMSOپايين 
اين هاي پايين در غلظت DMSOو يا اتصال غيرترجيحي 

شود كه ساختار آنزيم در حالت طبيعي باعث مي حلال
ي پوشي ترجيح، آبDMSOبا افزايش غلظت . حفظ شود

اتصال . دهدمي DMSOي جاي خود را به اتصال ترجيح
با تغييرات ساختاري و دناتوره شدن  DMSOي ترجيح

در مطالعه حاضر نيز با افزايش ). 4( است آنزيم در ارتباط
كاهش يافته اندوگلوكاناز فعاليت آنزيم  DMSO غلظت
درصد از حلال  25در حضور غلظت  به طوري كهاست 

DMSO،  درصد از فعاليت  40آنزيم توانسته است تنها
- nدر مورد حلال  .)3شكل( خود را حفظ نمايدكاتاليزي 

كاهش فعاليت آنزيم  هاي پايينپروپانول از همان غلظت
تخريب  به دليلبيشتر  مشاهده شده كه اين كاهش احتمالاً

چرا كه حلالهاي هيدروفيليك تمايل ساختاري بوده 
. بيشتري به جدا كردن آب ضروري اطراف پروتئين دارند

درصد فعاليت آنزيم اندوگلوكاناز  60از آنجايي كه بيش از 
شكل ( ستا از بين رفته DMFدرصد  5در حضور غلظت 

 ربط دادمهار آنزيم را به  فعاليت كاهشتوان اين مي )3
ممتاز و  كه توسط صدرنيز اي مشابه در مطالعه .)25و  18(

فعاليت آنزيم ترموليزين در حضور  همكاران انجام شده بود
-متيل درصد حلالهاي آلي دي  v/v) ( 50-0غلظتهاي

 بوديافته  ايزوپروپانول كاهش اميد، اتانول، متانول وفرم
آنزيم اندوگلوكاناز در مقابل در مورد پايداري نيز ). 2(

پايداري بيشتري از ها سبت به بقيه حلالن DMSOحلال 
 10آنزيم در حضور حلال  به طوري كهخود نشان داد 

درصد  60يش از ب دقيقه توانست 10درصد در مدت زمان 
 اين ميزان در حالي كهاز فعاليت خود را حفظ نمايد در 

درصد  10به كمتر از  پروپانول-nو  DMFهاي حلالمورد 
نشان دادند كه در  ژربرگ و همكاران. )4 شكل( رسيد
كاهش بار سطحي آنزيم،  به علت DMSOهاي پايين غلظت

زياد شده و اين مساله باعث  نسبتاًفشردگي ساختار 
نسبت به بقيه   DMSO پايداري آنزيم در مقابل حلال

از افزودني ساكارز  مطالعهدر اين  .)35( گرددميها حلال
ها در مقابل حلالاندوگلوكاناز جهت پايدارسازي آنزيم 

 Log Pبا افزايش  ها معمولاًپايداري آنزيم. استفاده گرديد
، آبگريزي Log Pبا افزايش ميزان . يابدحلالها كاهش مي

حلال و نيز ميل به باز شدن ساختار پروتئين نيز افزايش 
ارز با افزايش كشش سطحي و دور شدن از ساك. يابدمي

، 20، 3( گرددمي آنزيمسطح پروتئين باعث پايدارسازي 
قابل قبولي  تأثيرافزودن ساكارز اساس نتايج، بر ). 33و  24

 DMFپروپانول و -nبر پايداري آنزيم در حضور حلالهاي 
يش ثر بودن افزا به عدم مؤكه اين امر احتمالاً نداشت

مربوط هاي مذكور ساكارز در حلالكشش سطحي توسط 
در حضور ساكارز بر پايداري آنزيم  تأثير .)10( باشدمي

در حضور . )a6شكل ( قابل ملاحظه بود DMSOحلال 
افزايش كشش سطحي و افزايش تعداد  به دليلساكارز 

هاي آب اطراف پروتئين مولكول پيوندهاي هيدروژني بين
نابراين توانايي آنها به يكديگر زياد شده و ب اتصالات

در جدا كردن آب ضروري  DMSOحلال  خصوصاً هاحلال
دليل  تواندميامر اين يابد و ميپروتئين كاهش اطراف از 

حلال ساكارز در حضور آنزيم توسط  پايدار شدن اصلي
DMSO اما در مورد حلال  باشدDMF ًي تأثيرهيچ  تقريبا

تحقيق الكل مورد استفاده در اين پروپانول . مشاهده نگرديد
بوده و قطبيت كمتري دارد و از طريق ميانكنش با پاكتهاي 
آبگريز سطحي موجود در آنزيم باعث كاهش پايداري 

 تأثيردر حضور اين حلال ساكارز . )16و  6( شودآنزيم مي
با توجه به . اي بر روي پايداري آنزيم نداشتقابل ملاحظه

ضور اين مكانيسم متفاوت تخريب ساختار پروتئين در ح
حلال نسبت به حلالهاي قطبي اثر پايدارسازي ساكارز در 

با توجه به نتايج، حلال . باشدپروپانول كمتر مي-nحضور 
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DMSO بي براي مصارف صنعتي سلولازها ميحلال مناس -

آنزيم  و پايداري در حضور اين حلال فعاليتباشد، چرا كه 
رت همچنين در صو شوددستخوش تغيير ميبه ميزان كمي 

ساكارز براي پايداري آنزيم در توان از افزودني نياز مي
  .شرايط فيزيكوشيميايي سخت بهره برد
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Abstract 

The use of enzymes in organic solvents is the important for industrial and 
pharmaceutical industries. Reduced activity of enzymes in the presence of organic 

solvent could be due to the rigidity of the protein structure, denaturation and inhibition. 
Usually, the stability of enzymes in organic solvents decreases. To fix the problem, 
protein stabilization methods such as additives, protein engineering and chemical 
changes used. In this study, endoglucanase enzyme was produced, then the activity and 
stability of the enzyme in the different percentages of organic solvents, n-Propanol, 
Dimethylformamide (DMF) and dimethyl sulfoxide (DMSO) were studied. Finally, 
sucrose as additive was used for the stabilization of enzyme. The results showed that the 
solvent DMSO in concentrations of %5 and %10 increased the enzyme activity. The 
enzyme activity was reduced at higher concentrations of this solvent. Other solvents 
reduced the activity of enzyme from the low concentrations, among which DMF had the 
most effect on the reduction of enzyme activity. Stability of the enzyme by sucrose in 
the presence of the solvent DMSO was more in comparison with other solvents. Added 
sucrose had no effect on the stability of the enzyme in the presence of solvents n- 
propanol and DMF. 
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