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Abstract 

Objective: Proteins can undergo structural changes leading to amyloid or amorphous 

aggregates. Amorphous aggregates are particularly significant for industrial or 

therapeutic enzymes, as they may trigger adverse reactions in biological systems. 
Alpha-amylase, a widely used industrial enzyme, was studied here to evaluate the 

stabilizing effects of indole and trans-chalcone on its thermal stability and amorphous 

aggregation.  
Materials and Methods: The thermal stability of the enzyme was assessed by 

measuring its residual activity over 20 minutes at 60°C. Amorphous aggregation 
was kinetically monitored via turbidity measurements using a spectrophotometer. 

Deamidation assays and Congo red tests were performed to evaluate covalent changes 

and amyloid formation, respectively. These experiments were conducted in the presence 

and absence of trans-chalcone and indole derivatives. The amorphous aggregation state 

was further analyzed using transmission electron microscopy (TEM).  
Findings: Indole, a nitrogen-containing heterocyclic compound, demonstrated 

superior stabilization and anti-aggregation effects compared to trans-chalcone, a 

flavonoid precursor. Enzyme deamidation was significantly lower in the presence of 

indole. TEM images confirmed reduced amorphous particle aggregation in indole-treated 

samples.  
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Conclusion: Indole-based structures are proposed as promising candidates for 

designing compounds that inhibit amorphous aggregation in industrial enzymes.  
 

Keywords: Industrial enzymes, heterocyclic compounds, indole, trans-chalcone, 

thermal stability, alpha-amylase, Bacillus amyloliquefaciens. 
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  چکیده

توانند با تغییر ساختار طبیعی، به سمت تجمعات آمیلوئیدی یا بدون شکل )آمورف(  ها می پروتئین‌هدف:

های با کاربرد صنعتی یا درمانی، با اهمیت هستند و  شکل، به خصوص در مورد آنزیم های بی روند. تجمعپیش 

در  و های صنعتی بوده های نامطلوب در بدن شوند. آنزیم آلفا آمیلاز ازجمله آنزیم توانند موجب بروز واکنش می

بررسی شده  آن تشکیل تجمعات آمورف چالکون بر پایداری و -پژوهش حاضر تاثیر ترکیبات ایندولی و ترانس

 است.

درجه  00دقیقه( در  20پایداری دمایی آنزیم با بررسی فعالیت باقیمانده آن در طول زمان ) ها: مواد و روش

گیری کدورت  با اندازه و سانتیگراد مطالعه شده است. بررسی تجمع آمورف آنزیم با استفاده از اسپکتروفوتومتر

تست کنگو رد به ترتیب جهت بررسی  های میزان دآمیداسیون آنزیم و کی انجام شد. آزمونمحلول به صورت کینتی

ها در غیاب و حضور ترانس چالکون و  های آمیلوئیدی انجام شد. این آزمایش تغییر کووالان و عدم تشکیل تجمع

 رونی عبوری مطالعه شد.وضعیت تجمع آمورف آنزیم با استفاده از میکروسکوپ الکت و مشتقات ایندول انجام شدند

ترکیب هتروسیکلیک حاوی نیتروژن است، نسبت به ترانس چالکون که ساختار  ایندول، که یک‌ها: یافته

                                                           
 80/83/0384: انتشارتاری    خ   ؛ 01/84/0384تاری    خ پذیرش:   ؛ 00/80/0384: بازنگریتاری    خ   ؛ 80/80/0384تاری    خ دریافت: 

رساله دکتری، لیلا ادیبی، با عنوان: تاثیر آرژینین، تریپتوفان، تیروزین، فنیل آلانین، ایندول، گابا، بر پایداری حرارتی پژوهش حاضر برگرفته از: 
 باشد. ، میin vivoو  in vitroآمورف آنزیم آلفا آمیلاز باسیلوس آمیلو لیکویی فاشینس در شرایط  و تجمع
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بر پایدارسازی آنزیم و مهار تجمع آن دارد. میزان دآمیداسیون آنزیم در  تاثیر بهتری ساز فلاونوئیدهاست، پیش

میکروسکوپ الکترونی عبوری نیز نشان داد که در  بررسی تصاویرحضور ایندول کمتر از ترانس چالکون بود. 

 حضور ایندول، ذرات تجمع آمورف میزان کمتری دارند.

به عنوان کاندیدای مناسبی برای طراحی ترکیبات مهارکننده تجمع آمورف  ساختار ایندولی‌گیری: نتیجه

  شود. پیشنهاد می
 

وسیکلیک، ایندول، ترانس چالکون، پایداری حرارتی، آلفا آمیلاز، های صنعتی، ترکیبات هترآنزیمها:  کلیدواژه

 باسیلوس آمیلو لیکوئی فاشینس.
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. مقدمه1

های شیمیایی خاص را با سرعت کنترل شده انجام  ها، بیوکاتالیزورهایی هستند که واکنش آنزیم
صنایع مختلف انجام شده ها در  های اخیر مطالعات بسیاری برای استفاده از آنزیم دهند. در سال می

(. کارایی بالای کاتالیزورهای زیستی، به علت عدم سمّیت، حلالیت در آب، سازگاری با 3است )
، دما و فشار، کاهش زمان و هزینه تولید، مورد توجه قرار  pHمحیط زیست، فعالیت در شرایط ملایم

های بسیار  و گلوکوآمیلازها، از خانواده(. آمیلازها شامل آلفا آمیلازها، بتا آمیلازها 1، 2گرفته است )
(. در این میان، آلفا 4باشند ) مهم آنزیمی در علوم مختلف ازجمله بیوتکنولوژی و بیوشیمی می

ها با هیدرولیز داخلی پیوندهای  (. این آنزیم5کنند ) آمیلازها نقش محوری در تجزیه نشاسته ایفا می
آمیلوز، این ترکیبات را عمدتاً به مالتوز و گلوکز تبدیل  گلیکوزیدی نشاسته، گلیکوژن، آمیلوپکتین و

شوند. ولی استفاده  ها از سه منبع مهم جانوری، گیاهی و میکروبی حاصل می (. این آنزیم6کنند ) می
از منبع میکروبی به دلیل سازگاری بالا با شرایط محیطی، کارایی بهتر و محصولات با کیفیت، نسبت 

ها مورد مطالعه  رد. از بین آمیلازهای میکروبی، آمیلازهای مشتق از باسیلوسبه سایرین ارجحیّت دا
(. یکی از 7باشند ) های مورد استفاده می ترین آنزیم بیشتری قرار گرفته و در صنعت نیز جزو مهم

باسیلوس آمیلو شود و آلفا آمیلاز  های مزوفیل ترشح می ترین و پرکاربردترین آنها از باکتری رایج
1است ی فاشینسلیکوئ

درجه  70در دمای  BAA(. 8شود ) نمایش داده می BAAکه معمولًا با نماد  
شود و مانند اکثر آلفا آمیلازها برای یکپارچگی ساختاری و فعالیت آنزیمی و  سانتیگراد غیرفعال می

 فاشینسباسیلوس آمیلولیکوئی  (. آنزیم آلفا آمیلاز۵پایداری حرارتی آن، یون کلسیم ضروری است )
، هسته مرکزی Aتشکیل شده است. دمین  Cو Bو Aدمین  1باشد و از  می GH13متعلق به خانواده 

(. 30در طرفین آن قرار دارند ) Cو  Bهای  باشد و دمین ( میβ/α)8پروتئین بوده و دارای ساختار بشکه 
مطالعات آنزیم (. 5هستند ) Glu 262و  Asp329 ،Asp232های جایگاه فعال آن شامل  اسید آمینه

درجه سانتیگراد  65تا  60و  5/6، دما و زمان واکنش بهینه فعالیت آنزیم به ترتیب pHنشان داده که 
درصد فعالیت آنزیم پس از حرارت دادن محلول آنزیم در دمای  72دقیقه است. حدود  40به مدت 

درصد  25/346یم شود. فعالیت نسبی آنزیم در حضور کلس دقیقه حفظ می 10درجه، به مدت  50
 (.33یابد ) افزایش می

ها شامل تصفیه فاضلاب، فرآوری نشاسته، تولید اتانول زیستی، و  کاربردهای بالقوه این آنزیم
                                                           

1. Bacillus amyloliquefaciens alpha-amylase (BAA) 
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دار با وزن مولکولی بالا برای تولید  های شاخه های الیگوساکاریدی و دکسترین ساخت مخلوط
در صنایع مختلف کاغذسازی، غذایی،  ها (. در حال حاضر این آنزیم32باشد ) غذاهای پودری می

(. از آغاز تولید آنزیم در مقیاس زیاد برای کاربردهای 31نساجی و دارویی کاربردهای بسیاری دارند )
های مختلف پایدار کردن آنزیم ازجمله مهندسی ژن، مهندسی پروتئین و مهندسی  صنعتی، روش

(. برای عملکرد 34نها استفاده شده است )ها و افزایش پایداری آ محیط، برای بهبود خواص آنزیم
(. 35بعدی منحصر به فردی مورد نیاز است ) ساختار سه طبیعی پروتئین، در شرایط محیطی مناسب،

گیرد، و شکل این تاخوردگی توسط  ها صورت می بعدی به واسطه تاخوردگی پروتئین این ساختار سه
های اشتباه  های ملکولی، پروتئین سلول، چاپرون شود. در داخل ای آنها تعیین می توالی اسید آمینه

های  ها، ملکول کنند. چاپرون را تا حدودی اصلاح کرده و از تجمع آنها جلوگیری می 1تاخورده
شوند. این  پروتئینی هستند که به قسمتی از پروتئین تاخورده، متصل شده و باعث ثبات آن ناحیه می

(. شرایط سخت 36بعدی خواهد شد ) وردن صحیح سهثبات باعث هدایت پلی پپتید به سوی تاخ
ها،  های فلزی، سورفاکتانت بالا یا پایین، فشار بالا، وجود یون pHمحیطی مانند دمای بالا یا پایین، 

ثباتی ساختار  تواند منجربه بی های بالای پروتئین و تغییرات شیمیایی، می کمک حلال ها، غلظت
(. این عوامل در فرایندهای صنعتی وجود دارند و 37شود )پروتئین و هدایت آن به سمت تجمع 

های تحقیقاتی کاربردی  ها جهت افزایش طول عمر آنها جزو موضوع بنابراین، پایدارسازی آنزیم
 (. 35شود ) محسوب می

شود، ممکن است باعث  ها می ثباتی ساختار که منجربه بازشدگی جزئی در ساختار پروتئین بی
و تجمعاتی شکل گیرد که در مقایسه با حالت طبیعی پروتئین انرژی آزاد کمتری رسوب پروتئین شده 

تواند بسته به شرایط، به دو صورت آمیلوئید و یا  ها می (. تجمع پروتئین35دارند و بنابراین پایدارترند )
 آمورف باشد. آمیلوئید نوعی تجمع با ساختار فوق ثانویه بتای متقاطع است که به طور گسترده

، 2های پاتولوژیک شناسایی و مطالعه شده است. اختلالات نورودژنریتیو، دیابت نوع  ر زمینهد
باشند. با این حال  های آمیلوئیدی می آمیلوئیدوز ارثی لیزوزیم و آمیلوئیدوز سیستمیک از گروه بیماری

ها مرتبط  ریتوانند با بیما اند، در حالی که آنها هم می تجمعات آمورف، بسیار کمتر مطالعه شده
های آمورف در  های آمیلوئیدی، توده باشند. ازجمله ترکیب پروتئین تائو در بیماری آلزایمر با فیبریل

های مرتبط با بیماری  آلفا سینوکلئین مربوط به بیماری پارکینسون، تجمعات آمورف ایمونوگلوبولین
 (.38توان نام برد ) اکت را مینارسایی کلیه و همچنین تجمعات آمورف کریستالین در بیماری کاتار

                                                           
1. Misfold 
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ها  هایی با وزن ملکولی کم هستند، که بر روی حلالیت و پایداری پروتئین ها، افزودنی اسمولیت
 ها را در صنایع دهند، و امکان استفاده از برخی پروتئین موثر بوده، این پارامترها را افزایش می

(. به طور مثال اثر پایدارکننده 35اند ) آوردهمختلف، ازجمله صنایع دارویی، غذایی، و نساجی فراهم 
کننده پلاسمینوژن بافت انسانی، هورمون رشد  گلوتامات، هیستیدین، گلایسین و آرژینین بر روی فعال

توان نام برد که در صنعت داروسازی کاربرد دارند.  انسانی، استرپتوکیناز و فاکتور انعقادی را می
(. در این تحقیق اثر دو 37شود ) نزیم لاکتات دهیدروژناز میهمچنین هیستیدین باعث پایداری آ

و تجمع  آمیلو لیکویی فاشینس باسیلوسافزودنی ایندول و ترانس چالکون بر پایداری آلفا آمیلاز 
پایداری  رغم وجود مطالعات گسترده در زمینه بررسی شده است. علیin vitro آمورف آن در شرایط 

های کاربردی در چندین دهه اخیر و اهمیت پایداری آلفا آمیلازها و نقش  ها، به ویژه آنزیم پروتئین
آمیلو لیکویی  باسیلوسها در صنایع مختلف، ایجاد پایداری در آنزیم آلفا آمیلاز  کلیدی این آنزیم

و ممانعت از تشکیل تجمعات آمورف در آن، با استفاده از ترکیبات افزودنی ایندولی و  فاشینس
 اولین بار در مطالعه حاضر مورد بررسی قرار گرفته است.چالکون، برای 

 ها . مواد و روش2

 . مواد و تجهیزات آزمایشگاهی2-1

دی نیترو  5و1، نشاسته محلول، معرف باسیلوس آمیلولیکویی فاشینسآنزیم آلفا آمیلاز 
از شرکت سیگما آلدریچ آمریکا و کیت آمونیوم از شرکت زیست شیمی ایران، تهیه  1سالیسیک اسید

، ترانس 4بوتیریک اسید -1، ایندول 3کربوکسیلیک اسید-2، ایندول 2کربینول-1شد. ایندول، ایندول 
، دی پتاسیم هیدروژن فسفات NaOH، هیدروکسید سدیم DMSOچالکون، دی متیل سولفوکسید 

K2HPO4هیدروژن فسفات  ، پتاسیم دیKH2PO4 سدیم پتاسیم تارتارات )نمک راشل(، از ،
مجهز به  UV-Visهای اسپکترفتومتر  های شرکت مرک آلمان در ایران تهیه شد. دستگاه نمایندگی

، ترموشیکر Shimadzu UV- 1800 spectrophotometerکننده دما از شرکت شیما دزو ژاپن  کنترل
Biometra یتیکال آلمان، ترازوی آنالاSartorius  آلمان و دستگا هpH  مترMetrohm  مورد استفاده

 قرار گرفتند.
                                                           

1. DNS 
2. Indole-3-Carbinol 

3. Indole-2-carboxylic acid 
4. Indole-3-butyric acid 
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 . ارزیابی فعالیت آنزیم2-2

گیری  ( از طریق اندازهmg/ml070/0)باسیلوس آمیلو لیکویی فاشینس فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز 
برنفلد سنجیده شد.  ، با روشDNSمقدار قندهای آزاد شده )مالتوز( از نشاسته، با اتصال به معرف 

 1ای که در نتیجه تجزیه نشاسته تولید شده، ایجاد کمپلکس رنگی  این معرف با قندهای احیاءکننده
نانومتر دارای جذب است. با قرار دادن  540نیتروسالیسیلیک اسید نموده که در طول موج  5آمینو 

اساس تعداد میکرومول مالتوز های بدست آمده در منحنی استاندارد مالتوز، فعالیت آنزیم بر جذب
های تست بافرفسفات  (. در این روش به لوله23-3۵) تولید شده در مدت یک دقیقه بررسی شد

که در لوله بلانک، فقط بافر ریخته شد.  ( و آنزیم اضافه شد، در حالیpH: 7میلی مولار،  20پتاسیم )
قیقه، فعالیت آنزیم به وسیله محلول د 1ها محلول نشاسته اضافه گردید. پس از گذشت  سپس به لوله

DNS دقیقه حرارت داده شدند. پس از  5ها در حمام آب جوش برای مدت  متوقف شد. سپس لوله
ها، جذب آنها در طول موج ذکر شده خوانده شد. فعالیت آنزیم براساس منحنی  سرد شدن لوله

 (.21-23) دگیری گردی استاندارد مالتوز به صورت میکرومول بر دقیقه اندازه
 ها  حضور افزودنی . سنجش پایداری دمایی آنزیم در حضور و عدم2-2-1

 با غلظت باسیلوس آمیلو لیکویی فاشینسبرای سنجش پایداری دمایی، آنزیم آلفا آمیلاز 
mg/ml070/0 درجه سانتیگراد، در  65سازی  دقیقه، در دمای غیرفعال 10تا 5، در محدوده زمانی

ها، به  های برداشت شده از لوله قرار داده شد. سپس نمونهpH : 7 میلی مولار با 20بافرفسفات پتاسیم 
ها با استفاده از روش برنفلد،  ساعت، درصد فعالیت باقیمانده نمونه داخل یخ منتقل شده و پس از نیم

ل بلانک در مقایسه با نمونه کنترل آنزیمی )که از ابتدای آزمایش داخل یخ بود(، با سه تکرار در مقاب
درصد قابل قبول  5زیر  CVبرای هریک محاسبه شد.  CVو SD گیری شد. درنهایت میانگین و  اندازه

بر  DMSO3۱ های ایندول و مشتقات آن و ترانس چالکون محلول در  گزارش شد. اثر افزودنی
 (.24درجه سانتیگراد به روش فوق بررسی شد ) 65پایداری دمایی آنزیم در دمای 

 ها بر روی پایداری دمایی( ارزیابی میزان آمونیاک  یداسیون )تاییدی بر اثر افزودنی. آم2-2-2

، تهران( انجام شد. نمونه Ziest Chem Diagnosticsگیری میزان آمونیاک توسط کیت ) انداره
م های آنزیم به همراه ایندول و آنزی )کنترل( و نمونه باسیلوس آمیلو لیکویی فاشینسآنزیم آلفا آمیلاز 

دقیقه حرارت  30درجه سانتیگراد، به مدت  65سازی در دمای  به همراه ترانس چالکون پس از آماده
گیری  داده شدند و پس از خنک شدن، میزان آمونیاک تولید شده در هریک با استفاده از کیت، اندازه

 (.25شد )
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 . تجمعات آمورف2-3

 با آمیلو لیکویی فاشینس باسیلوسجهت تشکیل تجمعات آمورف، آنزیم آلفا آمیلاز 
 ( تحتpH: 5 میلی مولار در 300( در بافر دی هیدروژن فسفات پتاسیم )43/0mg/mlغلظت )

دقیقه انکوبه شد. پیگیری تشکیل تجمعات  10درجه سانتیگراد در مدت زمان  65تأثیر دمای 
ننده دما ک مجهز به کنترل UV-visسنجی در دستگاه اسپکتروفتومتر  پروتئینی از روش کدورت

(Shimadzu TCC-240 A در طول موج )افزار نانومتر از طریق سینتیک نرم 400 (UV probe )
آمیزی کنگورد در محیط آزمایشگاه و استفاده از میکروسکوپ  بررسی گردید. با استفاده از رنگ

تجمعات آمورف آنزیم تایید شد. همچنین تجمعات آمورف در  ( تشکیلTEM) الکترونی عبوری
ها با سه  ر ایندول به عنوان یک افزودنی موثر در پایداری بررسی گردید. نتایج هریک از آزمایشحضو

 (.27، 26، 35مرتبه تکرار انجام و گزارش شده و نمودار جذب بر علیه زمان رسم گردید )

 ها  . یافته3

ها،  های مختلف افزودنی در حضور غلظت BAAبه منظور بررسی پایداری دمایی آنزیم 
میلی مول در حضور و عدم حضور آنزیم )کنترل( بررسی شد. در مواردی که  250تا  25های  لظتغ

بازه غلظتی محدودتر شده است، دلیل این امر عمدتاً بروز مشکل در انحلال افزودنی بوده است. 
 ( در3نتایج به دست آمده حاکی از آن است که فعالیت باقیمانده آنزیم در حضور ایندول )نمودار 

 شود.  میلی مول حفظ می 300های پایین میلی مول بهتر از غلظت 300و بالای  300های  غلظت

 

 میلی مولار( از ایندول 3۳۳-25) های مختلفتاثیر غلظت - 1نمودار 

 باسیلوس آمیلو لیکویی فاشینسآنزیم آلفا آمیلاز  فعالیت بر
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 ۵5دقیقه  30درصد و بعد از  320دقیقه، حدود  5د از عمیلی مول ایندول، ب 300در حضور 
میلی مولار بوده و البته بین  300دهنده پایداری نسبی آنزیم در حضور ایندول  درصد است و این نشان

ها فعالیت را پایدار نگه  میلی مول بهتر از سایر غلظت 300اند، در مجموع،  دوزهایی که مطالعه شده
(. البته فعالیت مطلق 3شود )جدول  ول حفظ میداشته است. فعالیت مطلق آنزیم نیز در حضور ایند

دهد، ولی با توجه به نتایج  به صورت وابسته به دوز در مجاورت ایندول افزایش مختصری را نشان می
 میلی مول استفاده شد. 300آزمون پایداری دمایی، در آزمایش تکمیلی از همان غلظت 

 BAAبر فعالیت مطلق آنزیم  ( ایندولمیلی مولار 3۳۳-25های مختلف ) تاثیر غلظت – 1جدول 

 های ایندول غلظت درصد فعالیت

100 0 

 میلی مولار 25ایندول  10.98

 میلی مولار 50ایندول 30.93

 میلی مولار 100ایندول  33.94

 میلی مولار 150ایندول 22.98

 میلی مولار 200ایندول 19.119

 میلی مولار 250ایندول 132.84

 میلی مولار 300ایندول 115.48

سه ترکیب مشتق از ایندول به میلی مول  300با توجه به نتایج بدست آمده برای ایندول، غلظت 
هیدروکسی ایندول  -5و  (I -C3کاربینول ) -1ایندول  ،بوتیریک اسید -1های ایندول نام

از بین  ت که(. نتایج حاکی از آن اس2( مورد بررسی قرار گرفتند )نمودار I -C5)کربوکسیلیک اسید 
کمی بهتر از سایرین، آنزیم را پایدار کرده است، اما در مجموع تاثیر   C3ایندولاین مشتقات، 

 پایدارکننده آنها از ایندول بهتر نبود. 

 
 BAA  میلی مولار از مشتقات ایندول برفعالیت 1۳۳تاثیر غلظت  -2 نمودار
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تاثیر مهاری زیادی بر فعالیت مطلق آنزیم دارد و  C5از طرف دیگر، مشاهده شد که ایندول 
و ایندول بوتیریک اسید، فعالیت مطلق بالاتری را نشان C3 رغم اینکه آنزیم در مجاورت ایندول  علی
 کند.  تر عمل می دهند، همچنان از جهت تاثیر بر پایداری، ایندول مناسب می

 مشتقات ایندول میلی مولار 1۳۳غلظت  تاثیر 2- جدول

 BAA  بر فعالیت مطلق آنزیم

 درصد فعالیت مشتقات ایندول غلظت

0 100 

 49.58 میلی مولار C5 100ایندول 

 29.99 میلی مولار C3 100ایندول 

 ۹2.89 میلی مولار 100ایندول بوتیریک اسید 

میلی مول ترانس  300تا  25های مختلف  در حضور و عدم حضور غلظت BAAپایداری آنزیم 
میلی مول ترانس چالکون پایداری  300(. نتایج حاکی از آن است که 1چالکون بررسی شد )نمودار 

، تاثیر  DMSOتا حد زیادی حفظ کرده است. با توجه به لزوم انحلال ترانس چالکون در حلال  را
 شد که مطابق نتایج بدست آمده، تاثیری بر پایدارسازی آنزیم نداشت. حلال به تنهایی هم بررسی 

 
 میلی مول( 1۳۳-25) های مختلفتاثیر غلظت -3 نمودار

 BAAفعالیت بر ترانس چالکون از

های مختلف ترانس چالکون که غلظتآن است از  حاکینتایج در خصوص فعالیت مطلق نیز، 
میلی مولار  300(. با این وجود، غلظت 1)جدول  فزایش دهنداتا حدودی توانند فعالیت مطلق را می

 هم فعالیت مطلق و هم پایداری را در حد بالایی حفظ کرده است.
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 BAA  بر فعالیت مطلق آنزیم میلی مول( ترانس چالکون 1۳۳-25) های مختلفغلظت تاثیر -3جدول 

 های ترانس چالکون غلظت درصد فعالیت

100 0 

 میلی مولار 25چالکونترانس  ۹3.118

 میلی مولار 50ترانس چالکون 140

 میلی مولار 100ترانس چالکون 83.12۹

در مرحله بعد، ترکیباتی که بهترین پایدارکنندگی را بر آنزیم داشتند، از جهت تاثیر بر میزان 
آمونیاک آزاد شده از آنزیم، در اثر قرار گرفتن در دمای بالا نیز بررسی شدند. میزان آمونیاک تولید شده 

مولار ترانس میلی  300و کمتر از  (microgram/dl 71۵۳5)میلی مولار  300در حضور ایندول 
دهنده تاثیر بهتر ایندول نسبت به ترانس  باشد که نشان می (microgram/dl237.37 ) چالکون

باشد. در مرحله بعد، تاثیر ایندول بر مهار تجمعات  می BAAچالکون به عنوان پایدارکننده آنزیم 
درجه سانتیگراد در مدت زمان  65در دمای  BAAبررسی شد. ایجاد تجمع آمورف در  BAAآمورف 

ها )عدم ایجاد تجمع آمیلوئید(، از آزمون کنگورد  دقیقه رخ داد و جهت تایید ماهیت این تجمع 10
استفاده شد. بررسی تغییر در میزان جذب کنگورد در محلول کنگورد به تنهایی، محلول کنگورد به 

دهنده عدم اختلاف طیف جذبی  روتئین آمورف، نشانهمراه پروتئین طبیعی و محلول کنگورد حاوی پ
(. این مشاهده موید احتمال بیشتر تشکیل 4)هم در شدت جذب و هم عدم شیفت( است )نمودار 

باشد. اصولًا  های آمورف می های آمیلوئیدی در نمونه حاوی تجمع های آمورف و فقدان فیبریل تجمع
را افزایش  max  λلوئیدی را دارد و در صورت اتصال،کنگورد قابلیت اتصال به ساختارهای بتای آمی

قرار داده شدند و تاثیر آنها بر   BAAهای مختلف ایندول در کنار (. در نهایت غلظت28) دهد می
 50و  25( حاکی از آن است که ایندول در غلظت 4فرایند تجمع آنزیم بررسی شد. نتایج )نمودار 

 را کاهش داده و آن را مهار کرده است.میلی مولار به خوبی کل تجمعات آمورف 

 
 BAAهای آمورف بررسی تغییرات جذب نوری کنگورد در تجمع -4 نمودار
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 BAAمیلی مولار( ایندول بر تجمع آمورف  5۳-5های مختلف ) تاثیر غلظت 5-نمودار

د. ورت گیر TEM تواند با استفاده از میکروسکوپ الکترونی عبوری ها می تر تجمع بررسی دقیق
قرار  TEMدر نمونه آنزیم معمولی که در معرض میکروسکوپ ( مشخص است، 3چنانکه در شکل )

داده شد، تجمعی دیده نشد. در نمونه آنزیم حرارت دیده، تجمعات فراوانی از ذرات آمورف مشاهده 
شد و همچنین هنگامی که افزودنی ایندول در کنار آنزیم حرارت دیده بررسی گردید، کاهش 

 ر ذرات آمورف کاملًا مشهود بود.چشمگی

 
 بررسی تجمع آمورف آنزیم در حضور و عدم حضور افزودنی ایندول -1شکل 

 (1۳۳با استفاده از میکروسکوپ الکترونی )بزرگنمایی: 

 گیری . نتیجه4

های اخیر، از نظر تجاری بسیار مورد توجه قرار گرفته و توانسته در  کارگیری بیوکاتالیزها در سالبه 
از  ای کسب کند. صنایع مختلف از قبیل صنایع دارویی، غذایی، نساجی و حتی پزشکی جایگاه ویژه

لالیت آنها در ها و ح ها، پایداری پروتئین ای در راستای بهبود رفتار آنزیم رو مطالعات گسترده این
ها برای پاسخ به تغییرات محیطی، اتصال لیگاند و  (. پروتئین2۵شرایط مختلف صورت گرفته است )
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پذیری پروتئین  پذیری متکی هستند و به طور بالقوه، عواملی که انعطاف تغییرات شیمیایی، به انعطاف
یین جزئیات مولکولی عملکرد را تغییر دهند، ممکن است در عملکرد آن اختلال ایجاد کنند. برای تع

انجام شده است. تعدادی in silico وin vitro وin vivo  های متعددی و مطالعات ها، جهش پروتئین
ها با اتصال یک لیگاند خاص با یک اثر همزمان بر روی پایداری داربست پروتئینی،  از این جهش

بر  حاکی از آن است که علاوه (. نتایج مطالعات2۵دهند ) اطلاعات مفیدی در اختیار قرار می
ها و تجمعات  ، تنوع ساختاری و ملکولی، پایداری پروتئینpHپارامترهای فیزیکی مانند دما و فشار و 

گیرند. در طول فیبریلاسیون، آب نقش مهمی  ها قرار می پروتئینی، به شدت تحت تاثیر حضور حلال
ها،  آمین ها مانند قندها، پلی فر، توسط اسمولیتزایی دارد. بنابراین، تغییر خواص با در فرآیند هسته

ها، یک استراتژی مهم و موثر برای افزایش پایداری و مهار  ها، اسیدهای آمینه و سایر اسمولیت ال پلی
های شیمیایی مانند  های خاص یا چاپرون تجمع خواهد بود. در شرایط آزمایشگاهی اسمولیت

(. فنیل 37-35کنند ) در طول تاخوردگی پروتئین ایفا میکازئین، نقش مهمی در جلوگیری از تجمع 
(. قندها و 38دهد ) آلانین با تاثیر بر روی آنزیم لیزوزیم، باعث ثبات آن شده و تجمع را کاهش می

پپتیدی، به همراه  های زنجیره پلی های آبگریز بین باقیمانده اسیدآمینه ها با تقویت برهمکنش پلی ال
 (.10کنند ) ها کمک می ونی و واندروالسی، به حفظ ساختار طبیعی آنزیمپیوندهای هیدروژنی، ی

در راستای بررسی تاثیر دو افزودنی ایندول و تریپتوفان بر پایداری آنزیم  تحقیقات انجام شده
کنند. حضور این دو  لیگنین پراکسیداز نشان داد که هر دو ترکیب به پایدار شدن آنزیم کمک می

کند تا بتواند  کننده آنزیم لیگنین پراکسیداز، به آنزیم کمک می ت قارچ ترشحافزودنی در محیط کش
فعالیت کاتالیزوری خود را کامل کند. همچنین حلقه ایندول موجود در تریپتوفان به عنوان عامل 

باشد که به نقش  احیاءکننده عمل کرده و نقطه از دست دادن الکترون، نیتروژن موجود در ایندول می
ها بر پایداری دمایی  (. در آزمایش دیگری، اثر افزودنی13) رول در ایجاد پایداری اشاره داردحلقه پی

ها، پلی  بررسی شد. نتیجه حاکی از این بود که پلی ال 1باسیلوس استئاروترموفیلوسآنزیم آلفا آمیلاز 
عمر آنزیم  ها مانند ترانس چالکون، دی متیل فرمالدئید و دی متیل سولفوکسید، همگی نیمه فنل

BStA  را تا دو برابر افزایش داده و ساختار آنزیم، در برابر دناتوره شدن حرارتی از طریق فعل و
های پلی هیدریک،  های مختلف مانند الکل (. همچنین تاثیر افزودنی12انفعالات یونی تثبیت شد )

، یک اثر 2نیفورمیسباسیلوس لکقندها، پلی اتیلن گلیکول و سوبستراها، بر آنزیم آلفا آمیلاز 
                                                           

1. Bacillus stearothermophilus α -amylase (BStA) 

2. Bacillus licheniformis α-amylase (BLA) 
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های آلی مانند  در حلال  BLAپایدارکنندگی دمایی را نشان داد. ضمن اینکه پایداری حرارتی آنزیم 
دقیقه  ۵0درجه، آنزیم حداقل  75توجهی را نشان داد، به طوری که در دمای  اکتان هم پایداری قابل

 (.24) همچنان فعال بود
شیمیایی ازجمله ترکیبات فنولی، ایندولی و چالکونی تاکید تحقیقات مختلفی بر تاثیر ترکیبات 

های  های آروماتیکی و ایجاد مداخله در میانکنش دارند. این ترکیبات به دلیل داشتن حلقه
ها )عمدتاً فرم  هیدروفوبیک، با قرار گرفتن در بین صفحات بتا، منجربه کاهش تجمعات پروتئین

توانند  های آروماتیکی می رو ترکیبات دارای حلقه از این شوند. آمیلوئیدی( و افزایش حلالیت آنها می
ها و کاهش  ترکیبات افزودنی ارزشمندی در حفظ پایداری ساختاری و عملکرد بیولوژیک پروتئین

ایندول، یک ترکیب هتروسیکلیک حاوی  (.16-1) سمّیت ناشی از تشکیل تجمعات پروتئینی باشند
 ول و بنزن با یک بند دوگانه تشکیل شده است که در بسیارینیتروژن است که از دو حلقه پیر

 از تحقیقات به عنوان مهارکننده انواعی از آلفا آمیلازها شناسایی شده، تا جایی که در تحقیقات
( و در بسیاری از 18-17برای بیماران دیابتی جایگاه خاصی را به خود اختصاص داده است )

های دارویی و پزشکی  این ترکیب هتروسیکلیک دارای پتانسیلشود.  آلکالوئیدهای طبیعی یافت می
های بیولوژیکی ازجمله فعالیت ضد  مختلفی است. مشتقات ایندول طیف وسیعی از فعالیت

 میکروبی، سیتوتوکسیک، ضد مالاریا، ضد التهابی، ضد سل و ضد سرطان را نشان داده است
آید. همه این  ها به حساب می انواع بیماری (. ایندول به نوعی یک فارماکوفور مهم برای1۵-43)

های دیگر به عنوان یک ماده حیاتی  تحقیقات باعث شده که در شیمی دارویی و بسیاری زمینه
( به بررسی اثر ایندول بر 2022(. در تحقیقی سعادتی اسکندری و همکاران )5) محسوب شود

ول نتوانسته آنزیم لیزوزیم را پایدار کند و تجمعات آنزیم لیزوزیم پرداختند. نتایج نشان داد که ایند
 (.38شود ) منجربه افزایش تجمع این پروتئین می

ها نیز به دلیل ساختار آروماتیک و ساده و سنتز آسان و همچنین مشتقات پلی فنلی که  چالکون
سته دو ها دارای یک ه (. ترانس چالکون42) ها، قابل توجه هستند دارند، به منظور پایدارسازی آنزیم

شوند. تحقیقات  باشند، که به طور گسترده در گیاهان بیوسنتز می ساز فلاوونوئیدها می فنولی و پیش
های آنتی اکسیدانی، سیتوتوکسیک،  نشان داده که دارای خواص بیولوژیک بسیار وسیعی مانند فعالیت

(. 41) باشند می ها، آنتی هیستامینیک و ضد التهابی ای یاخته ضد سرطان، ضد میکروبی، ضد تک
ها، به  ( در پژوهشی تاثیر ترانس چالکون بر مسیرهای سیگنالینگ و آنزیم2020آدلوسی و همکاران )

خصوص آلفا آمیلازها را بررسی کردند. نتایج نشان داد که ترانس چالکون، تا حدودی قادر به پایدار 
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( در پژوهشی 2022کاران )عزیز احمد و همهمچنین (. 44) شود میآن کردن آنزیم و مهار تجمع 
زنجیره پلی پپتیدی آلفا آمیلازها بررسی کردند. نتایج  1های مختلف را بر تاخوردگی مجدد اثر افزودنی

ها، اسید  ها، پلی ال ها مانند قندها، پلی آمین نشان داد که تغییرخواص بافرآنزیم توسط اسمولیت
ها موثر بوده و از تجمع آنزیم آلفا آمیلاز  نها، ایندول و ترانس چالکون بر پایداری پروتئی آمینه

 (.36کند ) جلوگیری می
در پژوهشی نیز اثر ترانس چالکون بر روی آمیلوئیدهای انسولین مورد بررسی قرار گرفت. نتایج 

شود که این  حاکی از این بود که افزودن ترانس چالکون به انسولین، منجربه کاهش مقادیر فیبریل می
و طیف جذبی کنگورد مورد تایید قرار گرفت. کاهش تجمعات پروتئین در  Sلاوین یافته توسط تیوف

(. با 45) دهد ها، پایداری پروتئین در برابر استرس محیطی مانند حرارت را نشان می برابر افزودنی
های مختلف، در مطالعه حاضر اثر ایندول و ترانس چالکون بر  توجه به اهمیت آلفا آمیلازها در عرصه

و تجمعات آن بررسی شد. نتایج  2باسیلوس آمیلولیکویی فاشینسداری دمایی آنزیم آلفا آمیلاز پای
دقیقه،  5میلی مولار بعد از  300حاکی از آن است که فعالیت باقیمانده آنزیم در حضور ایندول 

درصد فعالیت مطلق حفظ شده و این  ۵5دقیقه،  30درصد فعالیت مطلق و بعد از  320حدود 
میلی مولار است. همچنین، ترانس چالکون  300دهنده پایداری نسبی آنزیم در حضور ایندول  نشان
دقیقه و حتی تا  30برد و هم فعالیت را تا  میلی مولار از آنجایی که هم فعالیت مطلق را بالا می 300

مورد  BAAتوانند به عنوان افزودنی مناسب برای پایداری آنزیم  دقیقه به خوبی حفظ کرده، می 20
بر پایدار کردن آنزیم، توانسته تجمعات آن را نیز کاهش دهد و  استفاده قرار گیرند. ایندول، علاوه

 باشد. می BAAترانس چالکون هم تا حدودی پایدارکننده و مهارکننده تجمع آنزیم 
  

                                                           
1. Refolding 

2. Bacillus amyloliquefaciens α amylase (BAA) 
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