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  توسط طيف سنجي فلورسانس مطالعه برهمكنش رنگ خوراكي قرمز آلورا با پپسين
  *فاطمه السادات محسني شهري

  ايران، بندرعباس، دانشگاه آزاد اسلامي واحد بندر عباس، گروه شيمي

  4/6/1398 :تاريخ پذيرش  23/3/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

 فيزيولوژيك شبه شرايط فلورسانس در سنجي طيفروش  از استفاده با وراقرمز آل خوراك رنگ با پپسين دراين مقاله برهمكنش
ثابت سرعت خاموشي  ،كاهش دهد را پپسينذاتي  نسافلورس تواند مي رنگ قرمز آلورا داد نشان نتايج. گرفت قرار بررسي مورد

)kq ( كه مكانيسم خاموشي ازنوع پايا  مي دهدنشان)استاتيك ( ظاهري اتصال ثابت.است Ka)(،  اتصالتعداد جايگاه n)  (در 
نتايج نشان مي دهند با افزايش دما ثابت اتصال رنگ قرمز آلورا به پپسين كاهش مي  .ندگرفت قرار ارزيابي مورد مختلف دماهاي

 J( - 052/49و ) kJ mol-1( -584/45 به ترتيببين  رنگ قرمز آلورا و پپسين  برهمكنش) S°Δ(و آنتروپي ) H°Δ(آنتالپي  .يابد

K-1 mol-1(  ي واندروالسي در اين اتصال مي باشد، همكنشهاپيوند هاي هيدروژني و بر محاسبه گرديد كه نشان دهنده نقش مهم
 همزمان فلورسانس سنجي طيف .بيانگر تمايل اتصال رنگ به پروتئين است) G°Δ(علامت منفي مربوط به تغييرات انرژي آزاد 

داده  اساس رب  .نداشته است قابل توجهيتغيير اتصال فرآيند هاي تريپتوفان و تيروزين در اطراف باقي مانده محيط كه داد نشان
  . كند مهار را پپسين فعاليت تواند مي پروتئين و رنگ قرمز آلورا بين اتصالتجربي،  هاي

  فعاليت آنزيمقرمز آلورا، طيف سنجي فلورسانس، رنگ پپسين، : هاي كليدي واژه

  f.mohseni@iauba.ac.ir: الكترونيكي، پست  07633665500ن نويسنده مسئول، تلف* 

  مقدمه
 مورد غذايي صنايع در اي گسترده به طور غذايي يرنگها
 جذب هدف با را غذايي مواد تا گيرند مي قرار استفاده
 طبيعي، يرنگها با مقايسه در .شدبخ بهبود كنندگان مصرف
 برابرنور، در آنها يبالا پايداري به دليل مصنوعي يرنگها

 ميكروبيولوژيكي آلودگي رنگ، يكنواختي ،pH ، اكسيژن
 دارند بيشتري كاربرد توليد پايين نسبتا هاي هزينه و كم

 بدن براي مصنوعي يرنگها از برخي حال، اين با. )9(
 مصرف حد از بيش آنها اگر يژهبه و هستند، مضر انسان
 افزودني مواد از بسياري مانند بنابراين،. )15( شوند

 بسيار غذايي صنايع در رنگ يدزها كنترل ديگر، خوراكي
  .است مهم

 در شده داده نشان ساختار( )Allura red( آلورا قرمز
 از منوآزو خانواده به متعلق آب، در محلول رنگ  )1شكل

 بسيار مقاومت داراي كه است يمصنوع غذايي رنگدانه
 پوشش مانند غذايي محصولات از بسياري دراست وبالايي 

استفاده مي  شيريني و نوشيدنيها بستني،لواشك، نبات، آب
  .شود

  
  ساختار مولكولي قرمز آلورا -1شكل 

 در رنگ قرمز آلورا كه تحقيقات پيشين نشان مي دهد
ه و دش تجزيه روده فلور ميكرو توسط صحرايي موش
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 4(باعث توليد سم ، عوامل سرطان زا و موتاژنيك مي شود
 تواند مي رنگ قرمز آلورا كهها نشان مي دهد يافته. )20و 

. )18( شود موش بزرگ روده در DNA آسيبسبب 
رنگ قرمز آلورا مي تواند  هك نشان داده شده استهمچنين 

 اتموجب تغييرات فيزيولوژيك، آسيب به بافت و تغيير
 با. )7و  6(جدي كبد و كليه در موش شود  يساختار
 براي رنگ قرمز آلورا بالقوه، سلامتي خطرات به توجه

  .شود نمي توصيه اروپا در كودكان مصرف

. است معده اسيد در اصلي پروتئوليتيك آنزيم پپسين 
 توسط گوارشي پروتئازهاي از يكي به عنوان پپسين
 پپسين كوليمول وزن. شود مي آزاد معده اصلي يسلولها
 پلي آنزيمي زنجيره يك داراي و استدالتون  35500
و  2،19( است باقي مانده آمينواسيدي 327 حاوي پپتيدي

، Trp39(باقي مانده تريپتوفان 5 داراي  پپسين .)25
Trp141 ،Trp181 ،Trp190 و(Trp300  باقي مانده 13و 
 است )(Phe آلانين باقي مانده فنيل 13 و (Tyr) تيروزين

 به عنوان دتوان مي تريپتوفان باقي مانده پنج. )26و  25(
 زمينه در ياطلاعاتفراهم كردن  براي ذاتي فلوئوروفورهاي

تغييرات كنفورماسيوني ناشي  و پپسين - ليگاند برهمكنش
 يمولكولها اتصال .)13(از اتصال به ليگاند استفاده شود

 يم آن فعاليت و وكارساز تغييرات موجب پپسين با كوچك
رنگ قرمز  متقابل برهمكنشوانگ و همكارانش  .)7(شود

 دادند قرار مطالعه مورد را انساني آلبومينسرم  با آلورا 
 رنگ قرمز آلورا و سرم بين كه داد نشان نتايج. )21(

رنگ قرمز آلورا  حال، اين با .دارد وجود برهمكنش آلبومين
 و مينآلبوسرم  با و شود خون پلاسماي وارد از اين كه قبل

 سيستموارد  ابتدا  كند، برقرار ارتباط ديگر يپروتئينها
 يآنزيمها از برخي هب مستقيم به طور و شده گوارش
 رنگ قرمز آلورا  اتصال زمينهدر. متصل مي شود گوارشي

و نياز است در اين  دارد وجود كمي اطلاعات پپسين به
  .زمينه مطالعاتي انجام شود

رنگ قرمز  برهمكنش وليمولك مسمكاني ،تحقيق اين در
 فلورسانس سنجي طيف ازروش استفاده با پپسين با آلورا

 ولمر،-اشترن معادله از استفاده با .ه استشد مطالعه
 رنگ قرمز آلورا با پپسين خاموشي فلورسانس سازوكار
و فعاليت  ترموديناميكي پارامترهاي همچنين وه شد ارزيابي

قرار  بررسي دمور آنزيم پپسين در حضور رنگ خوراكي
  .است گرفته

  مواد و روشها
و رنگ  درصد 90با درجه خلوص بالاي خوكي پپسين 

خريداري  آلدريچ- از شركت معتبر سيگماقرمز آلورا 
محلول پپسين و pH  براي ثابت نگه داشتن   .ندشد

 محلولاز  )pH=2  شرايط فيزيولوژيك،( هموگلوبين گاوي
  حاوي ولار،م 2/0( سيتريك اسيد- سيترات بافرسديم

NaCl  1/0 با بافر سديم محلولهاكليه . استفاده شد) مولار 
كليه  .شدندرقيق حجم مورد نظر  تاسيتريك  اسيد-سيترات

اي بودند و بدون  همواد شيميايي داراي خلوص تجزي
ي تهيه شده تا محلولهاتمام  .خالص سازي استفاده شدند

و ) گراددرجه سانتي  4دماي ( زمان استفاده در يخچال 
  .ي شدندنگهدارتاريكي 

در غياب و حضور قرمز  پپسين فلورسانس يطيفها كليه
 FP-6200 )(Jasco  فلورومتر دستگاه يك توسطآلورا 
 موج طول .شدند ثبت سانتيمتر 0/1 كوارتز سل به مجهز

محدوده  در نشري طيف و شد انتخاب نانومتر 280 تهييجي
 310 و 305 ،298 يدردماها نانومتر 500 تا 300 موج طول

 و بود μM  0/40 پپسيناوليه  غلظت. ندشد ثبت كلوين
 گراديان با مولارميكرو 0/12 تا 0/0 بين قرمز آلورا غلظت
به و پس از انكوبه شدن  تغيير كرد مولارميكرو 0/2رشد
دقيقه در دماي مورد نظرطيف فلورسانس ذاتي  3 مدت

 فلورسانس يطيفها .پروتئين در طول موج تهييجي ثبت شد
 تا 250 موج طول با) نانومتر Δλ = 15، Δλ = 60( همزمان

وقرمز  پپسين غلظت. ثبت شدند اتاق دماي در نانومتر 350
 اثر حذف براي .بود مشابه فلورسانس يآزمايشها در آلورا
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 ها نمونه فلورسانس شدت مقدار داخلي، نياز است فيلتر
با  ي تهييجي و نشريموجهاطول  در آنها جذب براي

  :شوند استفاده از معادله زيرتصحيح

  
شدت نشر فلورسانس  به ترتيب Fcو   Fدر اين معادله

 Aemو Aex  .اندازه گيري شده و تصحيح شده مي باشند
در طول موج تهييجي و نشري ) خاموش گر(جذب ليگاند 

  .)10(د نمي باش

 برخي با آنسون دقيق روش از استفاده با آنزيم فعاليت
 با) ميكرومولار 0/20( پپسين. شد رسيبر اصلاحات

، 5/0،  6/0 و7/0 (مختلفي از رنگ قرمز آلورا يغلظتها
 بافر در )ميلي مولار 0/0، 05/0، 1/0، 2/0، 3/0، 4/0

 20 به مدت K310و در دماي =pH ) 0/2(  سديم سيترات
 محلول از ليتر ميلي 0/2 سپس و شد مخلوط دقيقه

 20 ازگذشت پس. دش اضافه درصد 5 گاوي هموگلوبين
 كلرواستيك تري ليتر ميلي 2 واكنش خاتمه دقيقه براي

 تا 5 به مدت مخلوط. شد اضافه) وزني درصد 10( اسيد
با  دقيقه 15 به مدت سپس و شد نگهداري دقيقه 10

 1 نهايت به در. شد سانتريفوژ دقيقه در دور 5000 سرعت
 NaOH )0/4  ليتر ميلي 1  از محلول صاف شده، ليتر ميلي
 سپس و شد اضافه فنول كننده رقيق ليتر ميلي 1 و) مولار
شد  انكوبه دقيقه 15 به مدت K  310دماي در مخلوط اين

)3 (.  

  و بحث نتايج
بررسي نوع  به منظور: خاموشي فلورسانس پپسين

 ياندازه گيريهاپپسين  ارنگ قرمز آلورا ب همكنشبر
 ولاًمعم پپسين ذاتي فلورسانس. شد انجام فلورسانس

 و (Trp) ( تريپتوفان باقي مانده هايمربوط به حضور 
 280 طول موج تهييجي كه هنگامي. است(Tyr)   تيروزين

 .شود مي برانگيخته تريپتوفان باقي مانده تنها است، نانومتر
 نسافلورس كوانتومي بهره كاهش فلورسانس خاموشي
 مولكولي يهمكنشهابر مختلف انواع از ناشي فلوروفور

كمپلكس حالت  تشكيل ،بر انگيخته  حالت يواكنشها دمانن
، 8( است خاموشي در نتيجه برخورد و انرژي انتقال ،پايه
نمودار شدت فلورسانس در مقابل طول . )29و  28، 17

نانومتررسم شده است  280يج يموج نشري در طول موج ته
همان طور كه مشاهده مي شود با افزايش  ).a2شكل (

شدت نشر پروتئين كاهش مي يابد و  غلظت قرمز آلورا
در اثر اتصال  همچنين. خاموشي فلورسانس اتفاق مي افتد

 به سمت طول موج ماكزيممرنگ قرمز آلورا به پروتئين 
مي  منتقلناحيه آبي  به سمتي كمتر يعني موجهاطول 
 اين انتقال زماني رخ مي دهد كه باقيمانده هاي. شود

آبدوست به محيط آبگريز تيروزين و تريپتوفان از محيط 
انتقال يابند و اين نشان دهنده كاهش قطبش پذيري محيط 

  .)22(اطراف كروموفور است 

همچنين مي توان نتيجه گرفت با اتصال رنگ قرمز آلورا به 
پپسين فلوروفورهاي اين پروتئين به سمت داخل پروتئين 

 تعيين براي. رفته و محيط شان آبگريز تر شده است
 شدت هاي داده قرمز آلورا، و پپسين بين تصالا سازوكار

 تحليل ولمر - اشترن معادله از استفاده با فلوئورسانس
  :)11و  1(شدند

 

به ترتيب شدت فلورسانس پروتئين  Fو  F0در اين معادله 
ثابت سرعت  Kqدر غياب و حضور خاموش كننده ،

طول عمر  0τ ـ ولمر، ثابت اشترن KSVخاموشي پروتئين، 
 )  s =0τ 8-10(فلورسانس پروتئين در غياب خاموش كننده 

  :بديهي است كه. غلظت خاموش كننده است [Q]و ) 27(
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، جهت پيكان عمودي كلوين 298نانومتر و دماي  280 هييجياثر افزايش غلظت رنگ قرمز آلورا بر طيف نشري پپسين در طول موج ت a)( -2شكل 

 )(c قرمز آلوار در دماهاي مختلف-ولمر كمپكس پپسين- نمودار اشترن (b) افزايش غلظت وجهت پيكان افقي انتقال آبي را نشان مي دهد

نمودار







 
F

FF0log در مقابل log[Q]رنگ قرمز آلورا با پپسين در دماهاي مختلف همكنشبراي بر.  

توان بر  ا مير L mol-1 s-1 (Kq(اموشي، ثابت سرعت خ
عموماً خاموشي ديناميك . آورد به دست) 2(اساس معادله 

از  يكديگر  Kqتوان توسط ثابت خاموشي  و استاتيك را مي
  ي كه حداكثر ثابت خاموشي ديناميكبه طورتشخيص داد، 

-L mol-1 s  هاي مختلف همراه بيومولكول خاموش كننده

ولمر فلورسانس پپسين -نمودار اشترن. )24(است  2×11010
نشان داده  b1كه توسط قرمز آلورا خاموش شده در شكل 

  .گزارش شده است 1شده و نتايج در جدول 
  ولمر براي برهمكنش پپسين با رنگ قرمز آلورا در دماهاي مختلف-ثابت هاي اشترن -1جدول

T (K) Ksv (L mol-1) Kq (L  mol−1 s−1) R* 

298  104×07/9 1012×07/9 987/0 

305 104×84/8 1012×84/8 997/0 

310 104×10/7 1012×10/7 991/0 

  ضريب همبستگي*:
 L   از بيشتر Kq مقدار يابد، مي كاهش Ksv  دما، افزايش با

mol-1 s-11010×2 ،پپسين خاموشي فلورسانس بنابراين است 
كمپلكس  تشكيل به واسطه رنگ قرمز آلورا حضور در

براي محاسبه ثابت اتصال قرمز  .رمز آلورا مي باشدق-پپسين

 3از معادله ي اتصال جايگاههاو تعداد آلورا به پپسين 
  .استفاده شد

  
ي فلورسانس شدتها به ترتيب Fو F0در اين معادله  

ثابت  Kaپروتئين در غياب و حضور خاموش كننده، 
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ت خاموش ظغل[Q] ي اتصال وجايگاههاتعداد  nاتصال، 
   در مقابل شيب نمودار .باشد يكننده م

ثابت   لگاريتم مبدأي اتصال و عرض از جايگاههاتعداد 
  .گزارش شده است 2نتايج در جدول .)8(مي دهداتصال را 

   پپسين و قرمز آلورا برهمكنشو پارامترهاي ترموديناميكي براي  ) Ka(ثابت اتصال -2جدول
T (K) Ka (L mol-1)  n R* ΔH° (kJ mol-1) ΔG° (kJ mol-1) ΔS° (J mol-1 K-1)  
298 105×620/2 095/1  995/0 584/45- 910/30- 052/49-     
305 105×858/1 045/1 996/0  765/30-  

310 105×272/1 992/0 989/0  292/30-  

  ضريب همبستگي*: 
مز قر اتصال براي Ka كه دريافت توان مي 2 جدول از نتايج

 مي نشان كه يابد، مي كاهش دما افزايش با پپسين به آلورا
 دماهاي در و است ناپايدار ل شدهيتشك كمپلكس دهد
نشان  nاين مقادير  بر علاوه. )23( شود مي تجزيه بالاتر

 براي پپسين درمستقل  اتصال جايگاه دسته مي دهد يك
 غير برهمكنش نوع چهار اساساً .وجود دارد رنگ

: دارد وجود بيومولكول به ليگاند اتصال در كووالانسي
 نيروهاي ،يواندروالاس نيروهاي ، پيوند هيدروژني

 و علامت ).23(هيدروفوب يهمكنشهابر و الكترواستاتيك
 آزاد انرژي تغيير مانند ترموديناميكي پارامترهاي مقدار

(ΔG°)، آنتالپي تغيير (ΔH°)  آنتروپي تغيير و (ΔS°)  
 °ΔH اگر. دارند اهميت برهمكنش نوع تعيين براي واكنش
 مي را °ΔS و °ΔH مقدار نكند، تغيير خيلي دما با تغيير

 زير به صورت وانت هوف معادله از استفاده با توان
  :كرد محاسبه

  
 اتصال ثابت Ka است، دماي آزمايش بر حسب كلوين T كه

 گاز ثابت R و آيد مي به دست) 3( معادله از كه است
 در مقابلKa  ln منحني مبدأعرض از  و شيب از. است
1/T، آنتالپي تغيير به ترتيب(ΔH°)  آنتروپي تغيير و  (ΔS°) 

 از استفاده با نيز ،°ΔG ،سگيب آزاد انرژي. آمد به دست
  :)12( شد محاسبه زير ترموديناميكي معادله

  
 شده ارائه 2 جدول در ترموديناميكي پارامترهاي مقادير
 منفي علامت كه گرفت نتيجه وانت مي 2 جدول از. است

 معني بدين بررسي مورد دمايي محدوده در °ΔG براي
خود  به صورت قرمز آلورا به پپسين اتصال فرآيند كه است

 و راس توسط شده خلاصه قوانين طبق بر. است يبه خود
هستند،  مثبت °ΔS و °ΔH كه هنگامي ،)1981( سوبرامانيان

 اتصال واكنش را در اصلي نقش هيدروفوبي يهمكنشهابر
نشان دهنده حضور  °ΔS و °ΔH مقدار منفيمي كند وايفاء 

در تشكيل  هيدروژني پيوند و واندروالس نيروهاي
 با الكترواستاتيك برهمكنش اين، بر علاوه. هستند كمپلكس

ΔS° و مثبت ΔH° كه شود مي مشخص منفي ΔH° ًمعمولا 
 مي نشان يجنتا. است صفر با برابر تقريباً و كوچك بسيار
 نقش نيروهاي واندروالسي و هيدروژني پيوند كه دنده

 كمپلكس رنگ قرمز آلورا با پپسين تشكيل  در را مهمي
  .)16(مي كنندايفاء 

 فلورسانس طيف سنجي: همزمانطيف سنجي فلورسانس 
 و اقي مانده هاي تيروزينباطلاعاتي در زمينه  همزمان

 طول بين فاصله كه زماني. پپسين فراهم مي كند تريپتوفان
 است نانومتر =Δλ  15نشري  موج طول و تهييج موج
 مي ارائه Tyr باقي مانده هاي زمينهدر را اطلاعاتي طيف
 اطلاعات طيف استنانومتر  =Δλ   60 كه زمانيو  دهد

 در تغيير دهد، مي نشان را Trp  باقي مانده به مربوط
 محيطقطبيت  در تغيير ،نشري موج طول حداكثر موقعيت

.  )11( دهد مي نشان را Trp يا Tyr اطراف باقي مانده هاي
را  پپسين براي همزمان فلورسانس طيف تغييرات ،3 شكل

  .نشان مي دهد
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براي ( اتاق دماي در نانومتر Δλ = 15 (b)و نانومتر  Δλ = 60 در رنگ قرمز آلورا و پپسين بين برهمكنش همزمان فلورسانس طيف a)(-3شكل 

Δλ = 60  نانومتر و براي  220نانومترطول موج تهييجΔλ = 15  نانومتر تنظيم گرديد 225نانومترطول موج تهييج(  

باقي  دو هر براي فلورسانس شدتد ننتايج نشان مي ده
رنگ  ايشافز با همراه به تدريج تيروزين و تريپتوفان مانده

 تشكيل كمپلكس كه نشان دهنده يابد مي كاهش قرمز آلورا
با باقي ماندة تيروزين و  قرمز آلورا رنگ همكنشو بر

 رنگاست، همچنين با افزايش غلظت  پپسينتريپتوفان در 
كه حاكي از نبود مشاهده نگرديد،  maxλ تغييري در موقعيت

  .در محيط اطراف فلوروفور است تغيير قابل توجه

 به توجه با: انتقال انرژي بين پپسين و رنگ قرمز آلورا
 انرژي انتقال رستركاراييوف تابشي غير انرژي نتقالا نظريه
 تعيين زير معادله توسط تواند مي ،E پذيرنده، و دهنده بين
  : )5(شود

  
 R0. استتا باقيمانده تريپتوفان پروتئين  ليگاند فاصله r كه

 درصد 50 آنها انتقال بازده است هنگامي كه بحراني فاصله
  :شود تعيين زير معادله از تواند مي و مي باشد

  
K2 و دهنده هندسه به مربوط فضايي گيري جهت فاكتور 

 يك در تصادفي گيري جهت براي دو قطبي پذيرنده
 بهره Φ است، محيط ضريب شكست n. است محلول

 J و است پذيرنده غياب در دهنده فلورسانس كوانتومي
 و دهنده فلورسانس نشري طيف بين همپوشاني انتگرال

 توان با استفاده از مي را J مقدار. است پذيرنده جذبي طيف
  :آورد به دستزير  معادله

 

 و است λ موج طول در دهنده فلورسانس شدت F(λ) كه
)(λ ε موج طول در پذيرنده مولي جذب ضريبλ است. 

و نرم افزار ) 8(مقدار انتگرال همپوشاني با استفاده از رابطه 
- cm3 L moL-1 15ن محاسبه شد و مقدار آ 2016اكسل 

 - ي مرئيجذب طيف همپوشاني .آمد به دست  346/8×10
 پپسين فلورسانس نشري طيف با فرابنفش رنگ قرمز آلورا

 آزمايش شرايط تحت .است شده داده نشان 4لشك در
مي  Φ=0 /15و  K2 =  36/1 =n , براي پپسين

  .)27(باشد

  
رسانس پپسين با طيف جذبي رنگ قرمز همپوشاني طيف فلو – 4شكل

  C )پپسين(= ) C رنگ قرمز آلورا(= mol L-1 6- 10×0/2. آلورا

  )طيف نشري دهنده انرژي:طيف جذبي پذيرنده انرژي، آبي:قرمز (
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تريپتوفان  ماندهباقي بين فاصله 6 -8 تمعادلا اساس بر
نانومتر  47/3)  پذيرنده(و رنگ قرمز آلورا ) دهنده(پپسين 

 0.5R0 < r و نانومتر 2-8 محدوده درسبه شد كه چون محا

< 1.5R0  ،پپسين از انرژي انتقال دهد مي نشان مي باشد 
  .)14( داده است رخ رنگ قرمز آلورا به

 نشان به منظور: رنگ قرمز آلورا حضور در پپسين فعاليت
 از ن انساندب به ورود از پس رنگ قرمز آلورا آيا اينكه دادن
 تأثير تحت را پپسين فعاليت تواند مي دارو يا غذا طريق
 محيط در پپسين فعاليت بر رنگ آلورا اثر دهد، قرار

  .شد بررسيطبق روش ذكر شده  آزمايشگاهي

 نانومتر 660 در جذب ،اسپكتروفتومتر دستگاه از استفاده با

(OD660) با استفاده از  پپسين فعاليت و شد گيري اندازه
  :)3(شد محاسبه رابطه زير

نرخ = (%) 
  بازدارندگي آنزيم

 فعاليت است، شده داده نشان 5شكل در كه همان طور
تغيير  مختلف يغلظتها با رنگ قرمز آلورا حضور در آنزيم

 افزايش بازدارندگي ميزان ،رنگ غلظت افزايش با. مي كند
  . يابد مي كاهش پپسين فعاليت و يابد مي

  
 كلوين و 310در دماي  ر فعاليت پپسيناثر رنگ قرمز آلورا ب -5شكل

μM0/20 =)پپسينC( 

 ميلي50/0مهاركنندگي رنگ قرمز آلورا در غلظت  ميزان
 دهد مي نشان نتايج اين. باشد مي درصد 4/34برابر  مولار

 تواند مي هنگامي كه رنگ قرمز آلورا وارد معده مي شود
  .كند مهار را پپسين فعاليت

 مي رنگ قرمز آلورا كه دهدمي  نشان كلي نتايج به طور
و  متصل شود پپسين به خود به خودبه طور تواند

از طريق مكانيسم استاتيك  را فلورسانس ذاتي پروتئين
 كه مي دهد نشان ترموديناميكي پارامترهاي. كندخاموش 
 مهمي نقش در والسي وان نيروهاي و هيدروژني پيوندهاي

. مي كنندء ايفا پپسين با رنگ قرمز آلورا برهمكنش در
اطراف  محيط كه داد نشان همزمان فلورسانس سنجي طيف

 اتصال فرآيند باقي مانده هاي تريپتوفان و تيروزين در
 رنگ قرمز آلورا اين، بر علاوه. نمي كند قابل توجهيتغيير
 تحقيق ايننتايج حاصل از  .شد پپسين فعاليت مهار باعث
 رنگ برهمكنش مورد در ارزشمندي اطلاعات تواند مي

 ارزيابي در فراهم كندكه گوارشي پروتئازهاي با قرمز آلورا
  .است مفيد آزو يرنگها سمي اثرات

 ديناميك محاسبات انجامي آتي مي توان با پژوهشهادر 

 همچنين ورا تفسير  تحقيق اين از حاصل نتايج مولكولي

را  رنگ قرمز آلورا اتصال از ناشي پپسين ساختاري تغييرات
  .بررسي نمود

  تشكر و قدرداني

اين تحقيق با حمايت مالي دانشگاه آزاد اسلامي واحد بندر 
بنابراين نويسنده مراتب سپاس . عباس انجام شده است

  .دارد خود را از آن دانشگاه محترم اعلام مي

  عمناب
 نانوذره ميانكنش مطالعه .1396.ر.قاسمي نسب، ع ،.رياحي مدوار،ع -1

 تكنيك از استفاده با سانيان سرم آلبومين با مس اكسيد

مجله زيست (مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي . فلورسانس
  .545-557، 28)3). (شناسي ايران
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 پايداري مطالعه. 1394.، محمدي، ه.، شهدادنژاد، ك.شارقي، ب -2

 و اكسيدروي نانوذرات حضور در پپسين آنزيم ساختاري

له زيست مج(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي . اكسيدآهن
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Study on the interaction of allura red food additive with pepsin 
using fluorescence technique 
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Abstract 

In this study, the interaction of pepsin with allura red food additive was investigated 
using a fluorescence spectroscopy method under quasi-physiological conditions. The 
experimental results indicated that allura red can quench the fluorescence of pepsin, the 
quenching rate constant (Kq), indicates that the quenching mechanism is static. The 
apparent binding constant (Ka) and binding site number (n) were evaluated at different 
temperatures. The results show that that the Ka for the association of SY with pepsin 
decreases with the rising temperature. Enthalpy (ΔH°) and entropy (ΔS°) were 
calculated as -45.584 (kJ mol-1) and -49.052 (J K-1 mol-1) respectively, which shows the 
importance of hydrogen bond formation and van der Waal’s interaction in binding of 
allura red to pepsin, the negative sign of free energy changes (ΔG°) indicates the 
affinity of color to protein. The results of synchronous fluorescence spectra showed that 
the microenvironment around Tyr and Trp residues is not significant changed binding 
between pepsin and allura red. According to experimental data, red allura can reducing 
the pepsin activity. 

Key words: Pepsin, Allura red color, Fluorescence spectroscopy, Enzyme activity. 


