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 نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران ....مطالعات ترموديناميكي و سينتيكي  ١٣٨٣، سال ١، شماره ٢٣دوره 
 

١ علمي پژوهشي

 
آلفا آميلاز مطالعات ترموديناميكي و سينتيكي بر هم كنش آنزيم 

  گوانيدين هيدروكلرايدوترموفيل 
 
 

  و ابوالفضل سمناني*+بهزاد شارقي
 ١١٥شهركرد، دانشگاه شهركرد، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي، صندوق پستي 

 
 B.subtilis از منشاء    (E.C.3.2.1.1)موفـيل   بـرهم كـنش گوانيديـن هـيدروكلرايد و آنـزيم آلفـا آمـيلاز تر                :چكـيده 

بـا اسـتفاده از انـدازه گـيري هـاي اسـپكتروفتومتري در ناحـيه مـاوراء بنفش و بررسي فعاليت ويژه آنزيم مورد مطالعه                          
.  درجه سانتي گراد انجام شده است     ١٠٥ الي   ٢٠ و گستره دمايي     pH = ٩/٦اندازه گيري هاي طيفي در      . قرارگرفته است 

 افزايش پايداري   -٢ پايداري حرارتي فوق العاده زياد آنزيم          -١:  دسـت آمـده بـه ايـن شـرح قابل بيان است             نـتايج بـه   
  كـاهش فعاليـت آنـزيم در حضـور گوانيدين هيدروكلرايد           -٣حرارتـي آنـزيم در حضـور گوانيديـن هـيدروكلرايد              

 .يدروكلرايد در حضور گوانيدين هTrp و Tyr عدم در معرض قرار گرفتن اسيدهاي آمينه -٤
 
 

 آلفا آميلاز، سينتيك، ترموديناميك، پايداري، ساختار :واژه هاي كليدي
 

KEY WORDS: α - Amylase, Kinetic, Thermodynamic, Stability, Structure 
 

 مقدمه
 از اكستراسلولار يكي از آنزيم هاي (E.C.3.2.1.1) آلفا آميلاز

وسيعي در صنعت    بوده كه به طور Bacillus subtilisمنشاء 
 آلفابه طور عمده . ]١[نشاسته مورد استفاده قرار گرفته است 

  Saccharifying و  Liquefying باكتريايي به دو طبقه   آميلازهاي
 به طبقه دوم   B.Subtilis از منشاء   آلفا آميلاز. تقسيم مي شوند

 نشان آلفا آميلازمقايسه توالي آنزيم هاي  . ]٢ و ٣[تعلق دارد 
ن نكته است كه آنها از يك ژن اجدادي واحد مشتق دهندة اي
 پايدار pH در دامنه وسيعي از آلفا آميلازآنزيم . ]٤[شده انـد 
پايداري . ]٦[ مي باشد ٦٩ KDوزن مولكولي آنزيم . ]٥[مي باشد 

ساختمان فضايي يك پروتئين گلبولار به صورت تغيير انرژي آزاد 
لت دگرگون محاسبه براي تبديل حالت طبيعي پروتئين به حا

از تركيب گوانيدين هيدروكلرايد به ميزان وسيعي . ]٧[مي شود 
گوانيدين . ]٨[براي بررسي پايداري پروتئين ها استفاده شده است 
 اين تركيب . هيدروكلرايد از دگرگون كننده هاي قوي مي باشد

 

آمينه غير قطبي  اسيدهاي براي بهتري باعث مي شود آب حلال
اين تركيب . كنش هاي آب گريز را تضعيف مي كند شده و برهم 

مي تواند به عنوان دهنده يا گيرندة پروتون در تشكيل اتصالات 
حضور اتم هاي هيدروژن . هيدروژني با پروتئين نقش داشته باشد

روي اتــم ازت كه داراي قـابليت تشكيل اتصال هيدروژني 
ا ايفا هستند نقش مهمي را در عمل دگرگون كردن پروتئين ه

 .]٩[مي كنند 
در اين مطالعه بـه بررسي اثر گوانيدين هيدروكلرايد بر پايداري  
ساختماني آنزيم آلفا آميلاز پرداختـه و پايداري اين آنزيم مـورد 

 .بررسي قرار مي گيرد
 

 بخش تجربي 
 مواد و روش ها  

 ز  و گوانيديـن هيدروكلرايـد ا    B.Subtilis از منشـاء   آلفا آميلاز  آنزيـم  
 

 

E-mail: Shareghi@sci.sku.ac. ir +                                                                      عهده دار مكاتبات                                                                                  *
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٢ علمي پژوهشي

 دي نيتروساليسيليك اسيد از شركت      ٥ و  ٣شركت مرك و تركيب  
اندازه گيري طيفي با استفاده از دستگاه         . سيگما خريداري شد  

 مجهز به سيستم كنترل دمايي    ٤٠٠٠اسپكتروفتومتر فارماسيا مدل    
 . درجه سانتي گراد انجام شده است    ١٠٥ تا  ٢٠الكترونيكي در گستره     

 
 روش ها 

 انيدين هيدروكلرايـد بـر پايداري آنزيم    ـ بررسي اثـر گو  ١
 آلفا آميلاز 

 و گوانيدين pH = ٩/٦ با M٠٢/٠بافر سديم فسفات 
منحني هاي . هيدروكلرايد باغلظت هاي مختلف تهيه شد

 ٢٨٠دگرگون سازي در حضور گوانيدين هيدروكلرايد در طول موج 
 ٥/٠بـا غلظت آلفــا آميلاز  نانومتر با استفاده از محلول هاي 

 .ميـلي گـرم بر ميـلي ليتر به دست آمده است 
 
 آلفا آميلاز  ـ بررسي اثر حرارت بر پايداري آنزيم        ٢

 تا ٢٠منحني هاي دگرگون سازي حرارتي در گستره دمايي 
 درجه سانتي گراد به وسيله دستگاه اسپكتروفتومتر فارماسيا ١٠٥

ا آلفمجهز به سيستم كنترل حرارتي با استفاده از محلول هاي 
 ٢٨٠ ميلي گرم بر ميلي ليتر در طول موج  ٥/٠ با غلظت  آميلاز

 .نانومتر به دست آمده است
 
  ادلهاگ   با استفاده از روش  Trp و Tyrـ تخمين تعداد   ٣

 در غلظت   Trp و  Tyr براي تعيين مقدار ادلهاگروش 
. ]١٠[ مولار مورد استفاده قرار گرفت ٦گوانيدين هيدروكلرايد 

وزين و تريپتوفان به روش اسپكتروفتومتري در تعداد گروه هاي تير
 نانومتر با استفاده از روابط زير تعيين  ٢٨٨ و ٢٨٠طول موج هاي 

 :مي شود

12805690
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+=

+=
 

N و M تعداد مول هاي Trp و Tyr به ازاء يك مول پروتئين 
 .مي باشند

 
  آلفا آميلاز  ـ اندازه گيري فعاليت ويژه آنزيم    ٤

  ٥ و ٣عاليت آنزيم با استفاده از معرف رنگي اندازه گيري ف
 درصد انجام ١دي نيترو ساليسيليك اسيد و سوبستراي نشاسته 

  روي آلفا آميلازدر اثر عملكـرد آنزيـم . ]١١[گرفته اسـت 
نشاسته، قندهاي احيـاء كننده ايجـاد مي شونـد كـه بـا معـرف    

ي توليد دي نيتروساليسيليك اسيد تركيب شده و كمپلكس رنگ

فعاليت ويژه   .  نانومتر است٥٤٠مي كنند كه حداكثر جذب آن در 
 :آنزيم به روش زير محاسبه مي شود

)ميكرومول(مالتوز توليد شده                              
Unit/mgr = 
مقدار آنزيم در مخلوط واكنش× ٣                          

 
 آلفا آميلاز  ت آنزيم    اثر گوانيدين هيدروكلرايد بر فعالي   ـ ٥

 حاوي غلظت هاي  =pH ٩/٦ با ٠٢/٠ Mبافر سديم فسفات 
محلول . مختلف گوانيدين هيدروكلرايد مورد استفاده قرار گرفت

آنزيمي با هر يك از اين بافرها تهيه و فعاليت آن مورد اندازه 
 .گيري قرار گرفت

 
 نتايج و بحث 

در مقابل  نمايان گر تغييرات كسر پروتئين دگرگون ١شكل 
چنانچه مشاهده . غلظت هاي مختلف گوانيدين هيدروكلرايد است

 ٣٧٢ K° تا دماي Fdمي شود در غياب گوانيدين هيدروكلرايد مقدار 
كسر پروتئين دگرگون شده با پذيرفتن مكانيزم دو  . برابر صفر است

 :حالته و با استفاده از رابطه زير محاسبه شده است

)١                     (                               
ND

N
d YY

YY
F

−
−

= 

ــن رابطــه  ــوري  YD و YNدر اي ــر جــذب ن ــه ترتيــب مقادي  ب
 Yمولكـول هـاي طبيعـي و دگـرگون شده در حالتي مي باشند كه                

 تا  Fdعدم تغيير مقدار    . ]١٢[مـورد انـدازه گـيري واقـع شده است           
آلفا تمان آنزيم    نمايـان گر پايداري فوق العاده ساخ       ٣٧٢ K°دمـاي   
مطالعات انجام گرفته مؤيد    .  مـي باشد   B.subtilis از منشـاء     آمـيلاز 

ايـن نكـته اسـت كـه پـايداري بسيار زياد آنزيم هاي ترموفيل در                
مقـابل حـرارت بـه عوامل متعددي وابسته مي باشد كه مي توان به               
برهم كنش هاي هيدروفوبيك، پيوندهاي يوني و محتوي اسيدهاي    

 .]١٣[تيك اشاره كرد آمينه آليفا
  درصد اسيدهاي آمينه با بار منفي و        ٥/١٥آنـزيم فـوق حـاوي       

 درصـد اسيد آمينه     ٣٨ درصـد اسـيد آميـنه بـا بـار مثبـت و               ٨/١٣
يكـي از علـل پـايداري زياد آنزيم فوق وجود      . ]٦[آب گريـز اسـت      

درصد بالاي اسيدهاي آمينه آب گريز و هم چنين برهم كنش هاي            
ن زنجــيرهاي جانبــي اســيدهاي آميــنه بــاردار الكترواســتاتيك بيــ
 .بايكديگر مي باشد

 مشاهده مي شود با افزايش غلظت گوانيدين ١چنانكه از شكل  
هيدروكلرايد منحني هاي دگرگون سازي به سمت راست جابه جا 

 به  عبـارت ديگـر حضـور گوانيديـن هيدروكلرايد سبـب. مي شونـد
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٣ علمي پژوهشي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ت كسر پروتئين دگرگون شده درغلظت هاي مختلف  تغييرا-١شكل
 گوانيدين هيدروكلرايد

 
براي محاسبه تغيير در انرژي . افزايش پايداري آنزيم شده است

GD∆آزاد  حالت هاي طبيعي  و دگرگون شده، 
 ،  مي توان از رابطه  °

 .]١٤[استفاده نمود ) ٢(

∆GD
° = -RTln [Fd  / (1-Fd)]= -RTln[(Yn-Yobs)/(Yobs-Yd)] )٢       (  

دماي .  دماي كلوين استT ثابت گازها و Rدر اين رابطه 
GD∆ دمايي است كه مقدار (Tm)ذوب پروتئين 

برابر صفر   °
GD∆منحني تغييرات . مي شود

 ارايه شده ٢ در شكل T برحسب °
 مي باشد كه ٧/٣٧٤ K° آلفا آميلاز براي آنزيم Tmمقدار . است

اثر گوانيدين . ار زياد اين آنزيم استنمايان گر پايداري حرارتي بسي
.  ارايه شده است١ آنزيم در جدول Tmهيدروكلرايد بر مقدار 
شود حضور گوانيدين هيدروكلرايد سبب  چنانچه ملاحظه مي

 . آنزيم شده استTmافزايش مقدار 
 ٣نكته قابل ذكر اينكه آزمايش ها به طور عملي تا غلظت 

غلظت هاي بالاتر .  گرفته استمولار گوانيدين هيدروكلرايد صورت
 ٣٧٨ K°سبب افزايش پايداري آنزيم و دماي ذوب بالاتر از 

 .مي شود كه به وسيله دستگاه قابل اندازه گيري نبود
GD∆شيب منحني 
Sm∆ برابر Tm برحسب دما در نقطه °

° 
Hm∆براي محاسبه  . است

، با در نظر گرفتن مقدار صفر براي     °
∆GD

 .استفاده كرد) ٣( مي توان از رابطه °
∆Hm

°  =  Tm ∆Sm
° )٣                                                   (  

∆Sm
Hm∆ و  °

 Tm به ترتيب تغيير انتروپي و آنتالپي در دماي °
.  نشان دهنده مقادير پارامترهاي فوق مي باشد٢جدول . مي باشند
Hm∆مقادير 
Sm∆ و  °

،  با افزايش غلظت گوانيدين هيدروكلرايد °
افزايش مقاديـر اين دو پارامتر بـه منزله جمع تـر . افزايش مي يابـد

 شدن شكل طبيعي آنزيم و كاهش كسـر پروتئين دگرگـون  شـده

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GD∆ منحني تغييرات – ٢شكل 
  در مقابل دما0

 
 

Sm∆توابع ترموديناميكي . مي باشد
Hm∆ و  °

 را مي توان به صورت °
 :]١٥[زير بيان كرد 

∆Hm
° = Hm

°(D)- Hm
° (N) )٤                                         (  

 ∆Sm
° = Sm

° (D)- Sm
° (N) )٥                                         (  

 نمايانگر حالت N نمايانگر حالت دگرگون و Dدر اين روابط، 
 .طبيعي است

نظم با توجه به اينكه حالت دگرگون شده به صورت پيچه بي 
Sm∆در نظر گرفتـه مي شـود، افزايش مقاديـر 
Hm∆ و  °

 مبيـن  °
 .باشد فشرده تر شدن شكل طبيعي آنزيم مي

تركيـب گوانيديـن هـيدروكلريد از يـك طـرف سـبب كاهش              
الكــتريك آن شـده و از طـرف ديگــر    پلاريـته حـلال و ثابـت دي   

 .مي تواند به اتصالات پپتيدي سطح پروتئين اتصال برقرار نمايد

 صورت pH = ٩/٦ر به اينكه مطالعه صورت گرفته در نظ
آمين حاوي بار مثبت مي باشند  ، گروه هاي pHدراين  و گرفته است

بنابراين اتصال گوانيدين هيدروكلريد و سطح پروتئين از نوع 
ميان كنش هاي الكترواستاتيك بوده وچنين اتصالاتي سبب افزايش 

ين افزايش دانسيتة باري دانسيته باري در سطح پروتئين شده كه ا
در تقابل با اثر گوانيدين هيدروكلرايد در كاهش پلاريته حلال، 

 .سهمي مهم تر داشته و سبب افزايش پايداري آنزيم مي گردد

 با استفاده Trp و Tyrمطالعات حاصل از تخمين مقادير تعداد 
 مولار نمايانگر ٦ در حضور گوانيدين هيدرو كلرايد ادلهاگاز روش 

 آسيد آمينه ٣ اسيد آمنيه تيروزين و ٦معرض قرار گفتن در 
. مقادير فوق يك چهارم مقادير واقعي مي باشند. تريپتوفان مي باشد

 اسيد ١٢ اسيد آمينه تيروزين و ٢٤ آلفا آميلازدر ساختمان آنزيم 
 ، بنابرايـن مي توان نتيجه گرفت]١٦[آمينـه تريپنوفان وجـود دارد 
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٤ علمي پژوهشي

ن هيـدروكلرايـد ساختمـان آنزيم به صـورت كـه درحضـور گوانيدي
 نمايانگر ٣شكل  . فشرده باقي مانده و دچار بازشدگي نشده است 

 pH در مقابل مقادير مختلف آلفا آميلازتغييرات فعاليت آنزيم 
 مطلوب براي فعاليت آنزيم pHچنانچه مشاهده مي شود . مي باشد

 به ميزان ١٠ حدود pHالبته آنزيم تا .  قرار دارد٨ الي ٦در دامنه 
فعاليت آنزيم در محلول هايي با . زيادي فعاليت خود را حفظ مي كند

pH افت قابل توجهي مي كند و در ٦ كم تر از ، pH به ٢ برابر 
علت اين امر احتمالاً به واسطه تجمع بارهاي مثبت   . صفر مي رسد

در سطح پروتئين و به دنبال آن دگرگون شدن دانسيته باري 
 Glu و  Asp آنزيم و همچنين تيتر شدن اسيدهاي آمينه  ساختار

چنانچه اسيدهاي   . ]١٧[موجود در جايگاه فعال آنزيم مي باشد 
آمينه فوق پروتونه شوند، آنزيم قادر به انجام واكنش كاتاليزوري 

 به بالا دوباره ١٠ از مقدار pHهمچنين با افزايش . نخواهد بود
علت اين امر مي تواند . ونددكاهش شديد فعاليت به وقوع مي پي

به واسطه تجمع بارهاي منفي در سطح آنزيم و تيتر شدن 
 موجود در جايگاه فعال آنزيم His و  Arg و Lysاسيدهاي آمينه 

 .]١٧[باشد 
 در مقابل   آلفا آميلاز  نمايـان گر تغييرات فعاليت آنزيم        ٤شـكل   

ظ نموده  آنزيم در دامنه وسيعي از دما فعاليت خود را حف         . دمـا است  
 . درجه كلوين است٣٦٨و دماي بهينه فعاليت آنزيم برابر 

 ٩٥ در دماي آلفا آميلاز نمايـان گـر تغييرات فعاليت آنزيم   ٥شـكل   
ــابل غلظــت هــاي مخــتلف گوانيديــن    درجــه ســانتي گــراد در مق

شود، فعاليت آنزيم تا     چنانچه مشاهده مي  . هـيدروكلرايد مـي باشـد     
. ماند كلريد به طور تقريبي ثابت مي    مولار  گوانيدين هيدرو    ١غلظت  

افـزايش غلظـت گوانيدين هيدروكلرايد سبب كاهش فعاليت ويژه          
 مولار گوانيدين هيدروكلرايد    ٦آنـزيم شده به نحوي كه در غلظت         

چنانچه فعاليت ويژه را    .  درصد فعاليت اوليه مي رسد     ٤٠بـه مـيزان     
 استفاده از آن    توان با  بـه عنوان يك پارامتر فيزيكي به كار بريم، مي         

 و سپس تغييرات انرژي آزاد را       (Fd)كسـر پروتئيـن دگـرگون شده        
 . محاسبه كرد
ــرژي آزاد برحســب غلظــت  ٦شــكل  ــيرات ان ــان گــر تغي  نماي

GD∆تغييرات  . گوانيديـن هيدروكلرايد است   
 عليه غلظت دگرگون    °

 :كننده با رابطه زير بيان مي شود
 ∆GD

° = ∆GD
° [H٢O] –m[D] )٦           (                           

ــالا   ــه ب H ∆GD]٢ [Oدر رابطـ
ـــدار  ° ــن مق GD∆  تخميـ

 در °
GD∆  نمايانگـر وابستگي mغـيـاب دگـرگون كنـنده و    

به غلظت °
 .دگرگون كننده است

 گوانيدين هيدروكلرايد  در حضورآلفا آميلاز آنزيم Tmتغييرات  ـ١ جدول

[Gd-HCl]M Tm (°K) 
٧/٣٧٤ ٠ 
٩/٣٧٥ ١ 
٥/٣٧٧ ٢ 
٧/٣٧٧ ٣ 
٣٧٨ ٤> 

 
ـ پارامـترهاي ترموديناميكـي بـر هم كنش  گوانيدين هيدرو            ٢جـدول   

 آلفا آميلازكلرايد و آنزيم 
 

[GdHCl]M 
∆Sm

° 
Jmole  ١- K  ١-  

∆Hm
° 

KJmole  ١-  

٢/١٦١١ ٤٣٠٠ ٠ 
٢/٢٨١٩ ٦٦٠٠ ١ 
٣٠٢٠ ٨٠٠٠ ٢ 
٧/٣٢٢١ ٨٧١٤ ٣ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 pH در مقابل آلفا آميلازـ تغييرات فعاليت آنزيم ٣شكل 
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٥ علمي پژوهشي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 در مقابل غلظت هاي مختلف      آلفا آميلاز  ـ تغييرات فعاليت آنزيم      ٥شكل  
  درجه سانتي گراد٩٥گوانيدين هيدروكلرايد در دماي 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

GD∆ ـ تغيـيرات    ٦شـكل   
 در مقـابل غلظـت هاي مختلف گوانيدين         0

 هيدروكلرايد

 غلظتي از گوانيدين هيدروكلرايد كه مقدار [GdHCl]٢/١مقدار 
∆GD

H ∆GD]٢ [O مولار و مقدار ٥٦/٠ برابر صفر است، برابر °
°  

نكته قابل توجه اينكه اگر چه . باشد  كيلوژول بر مول مي٣برابر 
وانيدين هيدروكلرايد در منحني تغييرات جذب برحسب غلظت گ

 درجه سانتي گراد هيچ گونه تغييراتي از خود نشان ٩٥دماي 
دهد ولي تغييرات منحني هاي مربوط به فعاليت آنزيم در اين  نمي

بنابراين مي توان از . دما به طور كامل قابل ملاحظه مي باشد
مطالعات سينيتكي براي بررسي حساس تر و دقيق تر تغييرات 

آلفا آميلاز ح آنزيم هايي كه جايگاه فعال آنها همانند ساختاري سط
  .در ناحيه سطحي قرار دارد استفاده نمود

 ٦/١١/٨١:    ،  تاريخ پذيرش ٤/١٠/٨٠: تاريخ دريافت 
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