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 هافمیستری بر فعالیت و پایداری الکل دهیدروژناز محبوس شده در حامل کتیرا آثار

یفی1رباب بایبوردی  ٭2، رسول شر
 

 چکیده

ثیر أی طبیعی و حبس کردن آنزیم، از راهکارهای افزایش پایداری آنزیم است. مطالعه حاضرر هره  رها کستفاده از نما

 ردازد.پ میآزاد و حبس شده در حامل کتیرا، ها هر آنزیم الکل دهیدروژناز افزایش نمک

پرس از رریرداری در  ،آنزیم الکرل دهیردروژناز مرمررروش هررسی در  حقیق پیش رو، هر این نکته مبتنی است که 

مولار(، ارزیاهی  1-2ی طبیعی سدیم و کلر )ها کی مرتلف نمها تحامل کتیرا محبوس شد و فعالیت آن در حضور غلظ

 ، در حضور این نمک مطالعه گردید. oc44و  54آنزیم  ثبیت شده در دو دمای هالای همچنین پایداری  و

گرردد.  منجرر مری ها کثیر مهارکنندگی نمأهه کاهش   ،کردن آنزیم که حبس دهد مینتایج نشان پس از فرایند مذکور، 

و  73)نیمه عمر هه  ر یر   دهد میهمچنین آنزیم حبس شده در مقایسه ها آنزیم آزاد، پایداری و فعالیت مطلوهی را نشان 

 (. oc54دقیقه در  22
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 مقدمه

دارنرد. متفراو ی   رأثیر هرا نپرو ئی هرر فعالیرت و پایرداریهای طبیعی د که نمکهد میشان ن (Hofmeister) "هافمیستر"
فعالیرت و (. 1-7) نردنک میهرا اشراره گستره وسیعی از پدیده هرها ها و کا یوننسبی آنیون  أثیرهه  ،ی هافمیستریها کنم

کوزمو روپیک/ کائو روپیرک ی ها یویژگ ها کاین نم .در ار باط هستندهافمیستر  یها کنم یها سر ها مآنزی پایداری اکثر
(kosmotropic/chaotropicدارند، که )  ها ضری  ویسکوزیته B(B+  ها و هرای کا یون– B عیین میهرای آنیون  )شوندها 
گذارند و هر سره می  أثیر، فعالیت و پایداری آنزیم هافر pHهر هه وضوح  ها ی حاصل از آنهاو یونی طبیعی هانمک(. 5)

هرا در ها   وجه هه کارهرد روزافزون آنرزیم(.  7) وندش میهافمیستری کنترل  آثارهه طورمستقیم یا غیرمستقیم  وسط  فاکتور
ز اهمیرت ها و ها محوریت سرری هافمیسرتر، حرائهای نمکی غلیظ هر سارتمان و عمل آنزیممحلول  أثیرصنایع متعدد، 

الکل (. 4) ندهستهای نمکی غلیظ فعال در محلول ،ی مزوفیل ها مهرری از آنزینشان داده شده است که همچنین . است
هررا  ،  kDa 147وزن مولکرول   هرا؛  (EC.1.1.1.1) (Yeast Alcohol Dehydrogenase =YADH) دهیدروژناز مرمر

الکل دهیردروژنازها  مرمرر ویژگر  سوهسرترای  محردود   .اشده می عال  یمدلاز راه کا الیز آنزیم   هیدروژنانتقال 
در صنایع غذایی، صرنایع دارویری، این آنزیم، (. 2،3) ر استالدهید و ا انول دارده رین فعالیت را  که هیش طور ه ه ،داشته

 کرهرار ی هسیار پایینی دارد حپایداری  مذکورسفانه آنزیم أمت ای است. ای کارهردهای گستردههیوراکتورها و هیوسنسورها دار
یکری از اهردام مهرم صرنایع  ،ی مقراومهرا مدسرتیاهی هره آنزی  .سب  محدودیت اسرتفاده از آن در صرنایع شرده اسرت

 ، ثبیرت آنرزیملذا (.  8است )های مرتلف ها هه روش ی پایدارسازی آنزیم،  ثبیت آنها شیکی از رو هیو کنولوژی است.
ی ها شیکی از رو (.5 ) سازدقیمت را در صنعت میسر می ی گرانها میجه استفاده مکرر آنزیسب  پایداری آن شده و در نت

 ثبیت آنزیم، روش میکروکپسولاسیون است که در هرگرفتن آنزیم در یک غشای نیمه  راوای کپسولی دارل یک محلول آهی 
 (.17) گردد را شامل می

 واند هه عنوان یک غشای نیمره  رراوا در  شرکیل کپسرول نقرش ، هیوپلیمری است که می(Gum Tragacanth) "کتیرا"
در (. 11) ر صنایع غذایی، دارویری و آرایشری کرارهرد دارددداشته هاشد و هه عنوان امولسیفایر، پایدار کننده و حجم دهنده 

آلومینیروم ی آهرن سره فرفیتری و هرا ناز یو ،جامرد ، هرای  شکیل پلیمر(میکروکپسولاسیون)روش محبوس سازی در ژل 
آنرزیم  سرازی محبوس ین مطالعه،ا هدم از. (12شوند )استحکام آن میسب   غلیظ ژل و  هااین یون نند کهک میاستفاده 

 . هاشد ی سری هافمیستر میها کدر حضور نم ،آنزیماین مطالعه پایداری و فعالیت  ا والکل دهیدروژناز مرمر در ژل کتیر
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 ها شمواد و رو

 Ethanol :36623 ) سوهسترای آن( و  7272NAD: N ، کوآنزیم )( 3623YADH: Aمرمّر )وژناز آنزیم الکل دهیدر
فولکا سوئیس رریداری  کتیرا از شرکت و رریداری ی فیشر، آلدریچ و مرکها تشرک از ،های مرتلفنمک وسیگما  از (

 شد. 

 در حامل کتیرا سازی آنزیم حبس

ساعت هه آن  25 داد و شکیل ژل  ،اهتدا محلول کتیرا در آب مقطر سارته و کتیرا هه علت نامحلول هودن در آب هیدرا ه شد
م آنزیم حرل شرده در میلی گر 1و نیز  IIIپس از  هیه محلول کتیرا ، محلول کلرید آهن . (12)دگرد ا سفت  شد مهلت داده

اضرافه شرد و هرا همرزن مغنراطیس هره منظرور رررو  کامرل  مذکورهه محلول  mM) 47  , 8/3(pH هافر فسفا  سدیم
دارل محلول کلرید آلومینیوم چکانده شد و سپس  گفته، پیشهم زده شد. سپس  وسط سرنگی مرلوط ه ه ،های گاز حباب

های حاوی آنزیم  وسرط آب دیرونیزه و هرافر د. سپس کپسولگردیا شروع ه هم زده و  شکیل کپسوله ها همزن مغناطیسی ه
محبروس پرس از . (12) درجه سانتی گراد نگهداری شد C 5°در دمای  ،( شسته و  ا قبل از مصرم  2pHفسفا  سدیم )

 مطالعه گردید.  مذکوری ها کآنزیم، فعالیت و پایداری آن در حضور نم کردن

  ایداری آنزیماندازه گیری فعالیت و پ

 Lµ 17وی مرتلرف هرا تدر غلظ ا انول Lµ 587 هار رقیق شده( 27)از محلول آنزیمی Lµ 17 مرلوط واکنش حاوی

+
NAD   در کرروو  CC1 در   و افررزایش جررذبnm 757  کرره  شررکیل(NADH  د میرا نشرران)هررا اسررتفاده از  ؛هررد

ی مرتلف نمرک ها تغلظآنزیم در  هر دو الیتهرای  عیین فع ثبت گردید. JENWAY 2474 مدل  UV اسپکتروفتومتر
molL-1هرحس   Vسرعت اوّلیه )، حل گردید. ها تمولار(، ا انول در این غلظ 1-2)

S-1  واکنش آنزیمی از شی  شد )
 درهررک  ر لینیرور معادله و منحنیاز  صور  سه هار  کرار هود.ه ه ها شآزمای .دمدست آه ( در مقاهل زمان هODجذب )

مقداری است که  ،یک واحدآنزیم الکل دهیدروژناز ،استفاده شد. طبق  عریف هر دو آنزیمینتیکی سمترهای  عیین پارا
µmols 1 از+ NAD را در دقیقه در دمایoc 24،  ههNADH  هافمیستری در دماهرای  آثارکه  ها  وجه هه این ند.ک می بدیل

در نظر گرفته شد. هه این منظرور  oc44و oc  54دمای هالای هرای مطالعه پایداری هر دو آنزیم، دو ؛وندش میهالا آشکار 
هه شدند مذکوردر دو دمای  ،ی مرتلف نمکها تدر هافر و حل شده در غلظ ی آنزیمی حل شده ها لمحلو در  و انکو

ین ،  عیرهرا مگیری و نیمه عمرهای هرر یرک از آنزی اندازه مذکورمطاهق روش  ،ها مفواصل زمانی ده دقیقه، فعالیت آنزی
هرای  سپس سرعت در هازهو در نظر گرفته شد  177گردید. در شروع آزمایش، سرعت محاسبه شده هرای هر دو آنزیم، 

 د.  شزمانی هعدی، ها این سرعت،  ناس  گرفته و نیمه عمر هه این صور  محاسبه 

 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigald/32205?lang=en&region=IR
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 نتایج

 هدد میی مرتلف هر هر دو آنزیم را نشان ها کنم  أثیر 2و  1نمودارهای 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ی سدیم بر فعالیت آنزیم آزاد و محبوس شدهها کنم تأثیرمقایسه . 1نمودار
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 ی کلر بر فعالیت آنزیم آزاد و محبوس شدهها کنم تأثیر .2 نمودار 

 

 ی هافمیسترها کدر حضور سری نم پارامترهای سینتیکی آنزیم آزاد و محبوس شده
ی هافمیستر ها کی یک مولار سری نمها تمحبوس شده را در حضور غلظ ینتیکی آنزیم آزاد وس. پارامترهای 1جدول

 هد.  د مینشان 
 

 Km(mM)f*  Vmax(µM/min)f Km(mM)c* Vmax(µM/min)c 

 10/0 02 05/0 18 کنترل

NaCl  90 81/0 90 81/0 

KCl  91 85/0 99 08/0 

NaNO3 81 88/0 95 88/0 

Na2SO4 19 81/0 01 84/0 

NH4Cl 11 85/0 04 00/0 

(*f ،آنزیم آزاد=c حبس=آنزیم )شده 

 های هافمیستر. پارامترهای کینتیکی آنزیم آزاد و محبوس شده در حضور سری نمک1جدول

 هاها در حضور نمکنتایج مطالعات پایداری آنزیم. 4-4

ال  نیمره عمرر نشران در ق oc54و  44در دو دمای رشن  ها کنتایج پایداری دمایی آنزیم را در حضور نم، 5و  7جداول 
 . دهندمی

 نیمه عمر آنزیم  محبوس شده )دقیقه( نیمه عمر آنزیم آزاد)دقیقه( 
 10 12 کنترل

NaCl (8M) 81 58 
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 نمکیهای مختلف  در حضور غلظت  oc54نیمه عمر آنزیم آزاد و محبوس شده در دمای  .3 جدول

NaCl( 8/8 M) 90 18 

NaCl (0M) 11 98 

KCl (8M) 52 808 

KCl ( 8/8 M) 20 41 

KCl (0M) 88 20 

NaNO1 (8M) 01 91 

NaNO1( 8/8 M) 89 18 

NaNO1 (0M) 5 01 

Na0SO9 (8M) 085 120 

Na0SO9 ( 8/8 M) 010 118 

Na0SO9 (0M) 840 051 

NH9Cl (8M) 810 821 

NH9Cl ( 8/8 M) 48 819 

NH9Cl (0M) 18 880 

 نزیم  محبوس شده )دقیقه(نیمه عمر آ نیمه عمر آنزیم آزاد)دقیقه( 

 19 2 کنترل

NaCl (8M) 85 95 

NaCl ( 8/8 M) 80 01 

NaCl (0M) 5 85 

KCl(8M) 81 09 

KCl ( 8/8 M) 80 00 

KCl (0M) 1 84 

NaNO1 (8M) 9 08 

NaNO1( 8/8 M) 1 85 

NaNO1 (0M) 0 81 

Na0SO9 (8M) 810 850 

Na0SO9 ( 8/8 M) 800 815 

Na0SO9 (0M) 58 801 

NH9Cl (8M) 08 11 
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NH9Cl ( 8/8 M) 00 05 

NH9Cl (0M) 88 01 
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 بحث 

 ،این آنرزیممطالعه پایداری و فعالیت  ا وآنزیم الکل دهیدروژناز مرمر در ژل کتیر محبوس کردن ین مطالعه،ا هدم از
عالیرت فهای معدنی مرتلرف آنزیم الکل دهیدروژناز، در حضور نمک .اشده میی سری هافمیستر ها کدر حضور نم

د کره ایرن کراهش هرد مرینشان  ،7هررسی پارامترهای کینیتکی آنزیم آزاد و  ثبیت شده در جدول. را نشان دادکاهشی 
آنزیم آزاد و حبس  Kmو  Vmaxدر محلول هدون نمک )کنترل( مقادیر . استآنزیم  Km ر هه علت افزایش در  فعالیت هیش

هرای نمرکM1هرای وقتری کره غلظرت. هرود M/minμ72/7 ، mM 23و  M/minμ28/7، mM 71شده هه  ر یر  
و آنزیم  mM  47-77 ،M/minμ 18/7-17/7آنزیم آزاد Vmaxو  Kmمرتلف، هه مرلوط آنزیمی افزوده شد، محدوده 

 Km/Vmaxهود که در مورد آنزیم آزاد هه کاهش چشمگیر در نسبت  mM 55-23،M/min  μ 22/7-14/7 حبس شده
هرای ، نسبت هره آنرزیم آزاد، در حضرور سرری نمرکVmaxو افزایش  Kmس کردن، کاهش ولی فرایند حب ؛ گردیدمنجر 

هسترا در فاز مایع و نیز   أثیرها، از طریق نمک. را موج  گردیدهافمیستر  هسرترا،  درهر روی حلالیت سو واکنش ها سو
هرا و هرم های هم کا یونمکنشهره  أثیرد  حت ن وان، میVmaxو هم  Km(. هم Km)افزایش  گذارندمی  أثیر Kmهر  

آنزیم محبوس شده  ا حدودی هره ممانعرت . (17های نمک ها مولکول آنزیم، هه ویژه ها جایگاه فعال، قرار گیرند)آنیون
عنوان چاپرون درون مولکولی عمل کنند ه ست ها ممکن YADHدر  57-27های  مانده هاقی  شود.می منجر ازین فرایند

های هر روی آنزیم  (14) مطالعه میراولیائی و همکاران. (15در طول  نش دمایی شوند) YADHامل و مانع آنفولدینگ ک
هرای سرری در حضرور نمرک هرا مد کره ایرن آنزیده می، کبد اس  و  رموفیل، نشان آزاد الکل دهیدروژنازهای مرمر

های که فعالیت آنزیم در حضور نمک یطوره ه ؛مانندمولار، همچنان فعال هاقی می 1های هیش از هافمیستر در غلظت
د کره الکرل دهیردروژناز هد میها نشان  آنمطالعۀ نتایج  است. از جمله استا  و سولفا  هالا ر ،ها آنیون کوزمو روپ

. همچنرین، اسرت ای دارای فعالیرت ههینرههای ها ویژگی کوزمو روپیک / کائو روپیک مشاهه، مرمر، در حضور نمک
های اسیدهای آمینه هر فعالیت آنزیم الکرل دهیردروژناز مرمرر د که نمکده مینشان  (12) رانمطالعه اکبری و همکا

کرردن  . حربس ر است ی کوزمو روپ از جمله آسپار ا  هیشها نو فعالیت آنزیم در حضور یوای  أثیر دوگانه است دار
ی کوزمو روپ هرر ها نهای کائو روپ و کا یوا  نامطلوب آنیون أثیر واند مانع  آنزیم الکل دهیدروژناز  ا حدودی می

ها و افزودن مواد پایدارکننده هره محریط  هستند که  ثبیت آن مؤثرر پایدارسازی آنزیم هروی آنزیم شود. عوامل مرتلفی 
سرازی  همچرون محبروس ،هر پایداری آنرزیم مذکور،ی ها کاثر هرری از نم . (13) هاست یکی از آن ،واکنش آنزیمی

و در مرورد  هاعث افزایش نیمره عمرر آنرزیم شردند، همزمان ،که این دو فرایند چنان ؛اشده میپایدار کننده  یر أثآنزیم، 
وند، حبس کردن آنزیم مانع  دناچوراسیون دمایی سریع آنزیم شده و در نتیجه ش میمنجر یی که هه انحلال آنزیم ها کنم

ر آنرزیم در دمرای هرالا نشران هر رری  اثر پایدار کنندگی هریش ها ک(. نم5و  7)جدول  یاهد نیمه عمر آنزیم افزایش می
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نقرش هرر روی پایرداری آنرزیم   أثیرزمینۀ در  ها نالکترواستا یک عمومی است. آنیو  أثیرهه علت  هند که احتمالاا د می
پرو ئین متصل هه   وند، مستقیماا ش میصور  ضعیف هیدرا ه ه یی مثل کلرید که هها نآنیو .(18نند )ک میایفا  ری  غال 

از )هنرد د میهررهم کرنش  ها نصور  غیرمستقیم ها پرو ئیه ی شدیداا هیدرا ه مثل سولفا ، غالباا هها نند و آنیوگرد می
 ،نندک میها پرو ئین را آنفولد  در حقیقت مکانیسم غالبی که  وسط آن کائو روپ .(15) (ی آبها لطریق درالت مولکو

(. اثر سینرژیک نمرک 27د )اشه میصور  ضعیف هیدرا ه شده پرو ئین ه های ه ها هه هرش جذب سطحی مستقیم آن
سازی آنزیم در حامل غیرر  محبوس و واند هه استفاده ازین آنزیم، در صنایع مرتلف کمک کند  میپایدار کننده و کتیرا 

 ؛ودشر میین هه  نره آنرزیم شود. همچنین کتیرا مانع ورود فلزا  سنگ میی ناسازگار ها نمررب یو آثار مانعسمی کتیرا 
 ود. ش میچرا که همچون قفسی آنزیم را فراگرفته و مانع ورود فلزا  سنگین 

 گیری نتیجه

ی سری هافمیستر و حامل کتیرا مقاومت دمایی آنزیم را در هراهر حررار  افرزایش داد و از آن ها کوان ها استفاده از نم  می 
 واند هاعث احیای صنعت نانوایی سنتی گردد.  میزیم در حامل کتیرا در صنعت استفاده نمود، حتی محبوس کردن آن
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Abstract 

Background and Objective: Using natural salts and enzyme confinement are one of the ways to 

increase the enzyme's stability. Therefore, the present study evaluated the effect of salts increasing on 

the free and confined alcohol dehydrogenase enzyme in cartilage carriers. 

Methods and Materials: The yeast alcohol-dehydrogenase enzyme the after purchase was confined in 

the Gum Tragacanth and its activity was evaluated in the presence of different concentrations of 

sodium and chlorine salts (0-6 M).  

The stability of the confined enzyme at two temperatures above 13 ° C and 33 ° C was studied in the 

presence of this salt.  

Results:  The results showed that the enzyme confinement reduced the inhibitory effect of salts. Also, 

the cnfined enzyme in compared with the free enzyme showed optimal activity and stability. (Half-life 

was 37 and 26 minutes at 13 ° C Respectively).  

Conclusion: The results showed that kosmotropic anions and enzyme confinement as synergistic can 

increase the activity and stability of the enzyme. 

Keywords: Alcohol dehydrogenase, activity and stability, Hofmeister series, Gum Tragacanth, 

Enzyme confinement 
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