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 چکیده

 327پپسیي از . شَدداراى سٌتس هیپپسیي در هخاط هعذُ هْرُ آًسین

. تاشذهی KD34ٍزى هَلکَلی آى . است رزیذٍ تشکیل شذُ

ّلیکس  -αٍ رًذٍم کَیل تا  β-Sheetساختار پپسیي غالثاً 

ای تِ ّن رشتٍِ دٍ دهیي آى تا یک صفحِ تتا شش استهحذٍد 

پکترٍفتَهتر هذل در ایي هطالعِ از دستگاُ اس. شًَذهتصل هی

پایذاری دهایی پپسیي  ٍتا سیستن کٌترل دها استفادُ  4000فارهاسیا 

( حجوی -حجوی %50 تا 0) ّای هختلفخَک در حضَر غلظت

دیَل ٍ گلیسرٍل در تَتاى -4،1ّای آلی تَتاًَل، اتاًَل،  حلاّل

2pH= تررسی شذ .Tm  ّای حلاّلپپسیي تِ ترتیة در حضَر

دیَل کاّش یافت ٍ در حضَر تَتاى-4/1 تَتاًَل، اتاًَل ٍ

ّای آلی تر رٍی حلاّلّوچٌیي اثر ایي . گلیسرٍل افسایش یافت

فعالیت پپسیي تِ ترتیة در . فعالیت پپسیي خَک تررسی شذ

دیَل تا تَتاى -4/1ّای آتی تَتاًَل، اتاًَل ٍ حضَر هحلَل

در حضَر گلیسرٍل ٍ ّای آلی کاّش یافت حلاّلافسایش غلظت 

تغییرات ایجاد شذُ در . آلی زیاد شذ حلاّلا افسایش غلظت ت

ّای آلی هحلَل در آب تَتاًَل، حلاّلفعالیت کاتالیتیکی تِ ٍسیلِ 

دیَل هوکي است هرتَط تِ تغییرات ساختاری تَتاى -4/1اتاًَل ٍ 

کِ تِ ٍسیلِ تغییرات پایذاری دهایی ًیس ًشاى دادُ شذ ٍ ّوچٌیي 

ٍ گلیسرٍل ًیس ساختار پپسیي را  پپسیي تاشذتغییر در جایگاُ فعال 

 . پایذار کرد

 

ی آلی، فعالیت، ّا حلالّپپسیي، پایذاری دهایی، : های کلیدیواژه

 . تغییرات ساختاری
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Abstract 

Pepsin enzyme is synthesized in the gastric mucosa 

of vertebrates. Pepsin is composed of 327 amino 

acid residues, with a molecular mass of 34KD. The 

structure is predominantly β-strand and random coil 

with limited α-helix. The two domains are connected 

via a six-stranded β-sheet plate. In this study used 

UV-Vis spectrophotometer pharmacia-4000 with 

electronic temperature controller system. Thermal 

stability of porcine pepsin has been investigated in 

the presence of organic solvents include butanol, 

ethanol, 1,4-Butanediol and glycerol in different 

concentrations (0-50% V/V) at pH=2. Tm of 

pepsin was decreased the presence of butanol, 

ethanol, 1,4-Butanediol respectively. and Tm of 

pepsin increased in the presence of glycerol. Also 

the effects of these organic solvents on the 

activity of porcine pepsin were studied Activity of 

pepsin decreased in aqueous butanol, ethanol and 

1,4-Butanediol with increasing organic solvent 

concentration respectively and activity of pepsin 

increased in presence of glycerol with increasing 

organic solvent concentration. The changes 

caused in the catalytic activity by the water-

miscible organic solvents include butanol, ethanol 

and 1,4-Butanediol may be related to structural 

changes, which were followed by means of 

thermal stability changes and also change in 

active site of pepsin. Glycerol also stabilized the 

structure of pepsin.  
 

Keywords: Pepsin, Thermal Stability, Organic 

Solvents, Activity, Structural Changes.  
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 قدمهم
هتؼلق ثِ خبًَادُ  کِ 1A (3 .4 .23 .1EC )آًضین پپؼیي 

 ,.Okoniewska et al) ّب اػتپشٍتئبصآػپبستیک

 ؿَد هیداساى ػٌتض دس هخبط هؼذُ هْشُ. (1999
(Dunn, 2002).  پپؼیي دسpH  ِصَست خٌثی ث

 ,Dunn) خَسدصیوَطى غیشفؼبل پپؼیٌَطى تب هی

پپؼیي یک پشٍتئبص هؼذی ٍ یکی اص ػِ . (2002
ّبی اصلی ّضن پشٍتئیي دس ػیؼتن ّضوی  آًضین
ّب ثِ خض کشاتیي، دس ٍاقغ پپؼیي ثِ اغلت پشٍتئیي. اػت

ّبی غٌی اص کشثَّیذسات حولِ ًبخي ٍ دیگش پشٍتئیي
پپؼیي . (Chakraborty et al., 2007) کٌذهی

ّبی ّیذسٍفَثیک ٍ اػیذپیًَذّبی پپتیذی ثیي آهیٌَ
آلاًیي فٌیلتشخیحبً آسٍهبتیک اص قجیل تشیپتَفبى، 

 ;Dunn, 2001) کٌذٍتیشٍصیي سا ّیذسٍلیض هی

Chakraborty et al., 2007) . سصیذٍ  327پپؼیي اص
 داسد KD34ى هَلکَلی اػت کِ یک ٍص تـکیل ؿذُ

(Cooper et al., 1990) . ًػبختبس پپؼیي غبلجبβ-

Sheet  سًذٍم کَیل ثب ٍα-  ثبؿذهحذٍد هیّلیکغ  ٍ
ِ ّن ای ثسؿتِ ؿؾدٍ دهیي آى ثب یک صفحِ ثتب 

پپؼیي . (Sielecki et al., 1990) ؿًَذهتصل هی
 13) هٌفیسصیذٍ ثبسداس  43خَک دس ػبختبس خَد داسای 

سصیذٍ ثبسداس  4ٍ ( اػیذآػپبستیک  30گلَتبهیک اػیذ، 
تشیپتَفبى ٍ  5ٍ ( آسطًیي 2لیضیي،  1ّیؼتذیي،  1) هثجت

 ,.Tang et al) ػیؼتئیي اػت 6تیشٍصیي ٍ  14

ّبی صیبدی اص خولِ دس تْیِ پٌیش، ؼیي کبسثشدپپ. (1973
 ّبی غزایی ٍ ًَؿبثِ داسدچبؿٌیتْیِ صٌؼت چشم، دس 

(www.org.wikipedia) .ّب دس اػتفبدُ اص آًضین
ّب گؼتشؽ ّبی آلی ٍ هیضاى کبسثشد تدشثی آى حلالّ

کِ ثِ ػٌَاى ّب ثِ ایيآًضین اگشچِ تَاًبیی. یبفتِ اػت
کٌٌذ ثشای یک عیف ػول هیّبی اًتخبثی کبتبلیؼت

ؿٌبختِ اخیش چٌذ ػبل  دسّبی آلی  ای اص ٍاکٌؾگؼتشدُ
هٌبػت ّب ثِ دلیل پبیذاسی ًبؿذُ اػت، کبسثشد آى

                                                                     
1. Porcine  

ّب ثش سٍی حلالّ. ّب کویبة اػتثیَکبتبلیؼت
قبثل ّب ثِ عَس خصَصیبت کبتبلیتیکی ٍ پبیذاسی آًضین

. (Simon et al., 2007) گزاسًذتَخْی اثش هی
ّب دس ّبی صیبدی خْت اػتفبدُ اص آًضین هضیت
 خلَگیشی اص اتَلیض .1: اص قجیل ،ّبی آلی ٍخَد داسد حلالّ

افضایؾ پبیذاسی دهبیی ثِ دلیل  .2(؛ ّبدس هَسد پشٍتئبص)
 ,.Fitzpatrick et al ) کبّؾ تحشک ػبختبسی

1994; Griebenow & Klibanov, 1995) . دس
تَاًٌذ دس  ّب هیاػت کِ آًضین حقیقت، ًـبى دادُ ؿذُ

ّب دس تش اص دهبیی کِ آًضینّبی ثبلابی آلی دس دهبّ حلالّ
ثب  .ؿًَذ کبتبلیض اًدبم دٌّذ ّبی آثی دگشگَى هیهحیظ

ّبی آلی حلالّّب دس فؼبل ؿذى آًضین غیش ،ایي ٍخَد
کبسثشد  .3؛ (Castillo et al., 2005) اػتگضاسؽ ؿذُ

ّبی ّب ثشای فشایٌذّبی آلی اخبصُ اػتفبدُ اص آًضینهحیظ
 غتشاً ػٌتضی ثِ کبتبلیض اػتشیفیکبػیَى،

 ؛دّذسا هی...  ٍ پپتیذاػیَى تشاًغ اػتشیفیکبػیَى،
ّبی صیؼتی آًضیوی ًیبص داسًذ ثؼضی تشاًؼفَسهبػیَى .4

قٌذّب ٍ ) ّبی آلی ثشای حل ؿذى ػَثؼتشاحلالّکِ 
ّب اػتفبدُ ثِ دلیل قغجیت ثبلای آى( ّبهـتقبت آى

خبیی ِ خبث .5؛ (Simon et al., 1998) ؿًَذ
ّبی تؼبدلی دس خْت هغلَة ّوبًٌذ اػتفبدُ اص  ٍاکٌؾ

کبّؾ خغش . 6؛ ّبی ػٌتضیّب ثشای ٍاکٌؾّیذسٍلاص
ّبی ثب ػشػت ثبصدُ اًشطی فشایٌذ .7؛ سؿذ هیکشٍثی

 ؛ؿًَذ ّبی فشاس اػتفبدُ هیحلالّپبییي ٍقتی کِ 
ثبصیبثی ٍ اػتفبدُ هدذد آًضین حتی ثذٍى ایوَثیلیضُ  .8

ّبی حؼبع ثِ سعَثت ساحت اػتفبدُ ػَثؼتشا .9؛ ىؿذ
اهکبى کٌتشل  .10؛ ػَاهل ؿجیِ اًیذسیک اػیذ ثبؿذ/

 ,Gupta) اختصبصیت ػَثؼتشا، اختصبصیت ًبحیِ

ثش  Simon et al. (2007)ای کِ  دس هغبلؼِ. (1993
ّبی  حلالّسٍی فؼبلیت پپؼیي داؿتٌذ ًـبى دادًذ کِ 

حدوی -% حدوی60آلی اتبًَل ٍ اػتًَیتشیل تب غلظت 
 90% تب 60اهب اص غلظت  ،اًذثش فؼبلیت پپؼیي اثش ًذاؿتِ

دی اکؼبى ًیض  4/1فؼبلیت پپؼیي کن ؿذُ اػت ٍ % 
اهب  ،% ثش فؼبلیت پپؼیي اثش ًذاؿتِ اػت 30تب غلظت 

دس  .% کبّؾ دادُ اػت90تب  30اص غلظت فؼبلیت آى سا 



 11 ... ّبی آلی ثش پبیذاسی ػبختبس ٍ فؼبلیت حلالّاثش  :ؿبسقی ٍ ؿْذاد ًظاد 

 -4/1ی آلی ثَتبًَل، اتبًَل، ّب حلالّایي هغبلؼِ اثش 
ٍ گلیؼشٍل ثش سٍی فؼبلیت آًضین پپؼیي  دیَلثَتبى

 . ثشسػی ؿذُ اػت
 هختلف ثَتبًَل، اتبًَل، یّبپغ اثش غلظتػ

-% حدوی6تب  0) دیَل ٍ گلیؼشٍلثَتبى -4/1
 . فؼبلیت پپؼیي ثشسػی کشدین ثش سا (حدوی
 

 هاو روش مواد 
آًضین پپؼیي خَک ٍ ّوَگلَثیي  دس ایي هغبلؼِ اص

-ثبفش گلایؼیي ،(هحصَلات ؿشکت ػیگوب) گبٍی
 pH=2ثب ( هحصَل ؿشکت هشک) کلشیذسیک اػیذ

ٍ اص دػتگبُ اػپکتشٍفتَهتش  هَلاس هیلی 100دس غلظت 
UV-Vis گیشی  اًذاصُ ثشای، 4000-هذل فبسهبػیب

 . اػتفبدُ ؿذُ اػت
ن پپؼیي دس حضَس یآًض یحشاست یذاسیثشسػی پب

 یی آلی دس داهٌِ حشاستّب حلالّّبی هختلف غلظت
 اػیذ -اص ثبفش گلایؼیي: يیدسخِ کلَ 363تب  303

هیلی هَلاس ٍ  100غلظت  دس =2pHکلشیذسیک ثب 
ی آلی ثَتبًَل، اتبًَل، ّب حلالّهختلف  یّبغلظت

-% حدوی50تب  0) دیَل ٍ گلیؼشٍلثَتبى-4/1
هٌحٌی ّبی دگشگَى ػبصی دس . ؿذ اػتفبدُ (حدوی
ًبًَهتش ثب  280ی آلی دس عَل هَج ّب حلالّحضَس 

 138/0ی پپؼیي ثب غلظت ّب هحلَلاػتفبدُ اص 
 . ثِ دػت آهذُ اػت لیتش هیلیثش  گشم هیلی

ّبی  حلالّن پپؼیي دس حضَس یثشسػی فؼبلیت آًض
خْت : =2pHگشاد ٍ یدسخِ ػبًت 37 یآلی دس دهب

گیشی فؼبلیت پپؼیي اص ًوًَِ آًضیوی ثب غلظت اًذاصُ
 HCl 01/0ثش هیلی لیتش هحلَل دس گشم هیلی 138/0

ّوَگلَثیي گبٍی ثب غلظت  یًشهبل ٍ ػَثؼتشا
ثؼذ اص دُ . اػت لیتش اػتفبدُ ؿذُگشم ثش هیلیهیلی1/1

گشاد  دسخِ ػبًتی 37دقیقِ اص ؿشٍع ٍاکٌؾ دس دهبی 
ٍ 2pH= ،5/0 20اػیذ کلشٍاػتیکلیتش تشیهیلی %

حدوی اضبفِ کشدُ تب ٍاکٌؾ هتَقف گشدد ٍ -ٍصًی
دقیقِ  10دقیقِ ًوًَِ سا ثشداؿتِ ٍ ثِ هذت  5ثؼذ اص 

، ػبًتشیفَط rpm14000 گشاد،دسخِ ػبًتی 4دس دهبی 

کِ حبٍی سا کشدُ ٍ ػپغ هحلَل سٍیی سػَة 
ثشداؿتِ ٍ خزة  ،قغؼبت اػیذی ّوَگلَثیي اػت

ًبًَهتش سا خَاًذُ ٍ ػپغ فؼبلیت آًضین اص فشهَل  280
 . ذُ اػتهصیش ثِ دػت آ

𝑈𝑛𝑖𝑡𝑠/𝑚𝑔 =
[𝐴280 𝐹𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒 − 𝐴280 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘 ]

10minutes × mg enzyme in reaction mixture
 

 

 -4/1هختلف ثَتبًَل، اتبًَل،  یّبػپغ اثش غلظت
سا ( یحدو-% حدوی6تب  0) دیَل ٍ گلیؼشٍلثَتبى

 . فؼبلیت پپؼیي ثشسػی کشدین ثش
 

 و بحثنتایج 
شات ییتغ یشیگن پپؼیي، ثب اًذاصُیآًض یحشاست یذاسیپب

ي یا یثشا. گشددیهحبػجِ ه Tmجغ ٍ یآصاد گ یاًشط
ثِ حبلت  یؼین اص حبلت عجیش آًضییّذف ثب تغ

ش یصَست صِ ث یػبصؿذُ، کؼش دگشگَىدگشگَى
 : ؿَدیه هحبػجِ

1)                          FU= (AN-A) / (AN-AU)  
 

، A، یؼی، خزة دس حبلت عجANي ساثغِ، یدس ا
، خزة دس حبلت AUخزة هـبّذُ ؿذُ ٍ 

ب ثبثت تؼبدل اص ساثغِ یKeq  ،ثبؿٌذیؿذُ ه دگشگَى
 : ذیآ یدػت هِ ش ثیص
2)         Keq=FU/ (1-FU) = (AN-A) / (A-AU) 

 
ي ساثغِ یض اص ایجغ ًیآصاد گ یشات اًشطییتغ

 : ؿَدیهحبػجِ ه
3)                                    ΔG° = -RTlnKeq 

                       = -RTln [FU / (1-FU)] 
              = -RTln [(AN-A) / (A-AU)] 

 

 314/8ّب ٍ ثشاثش ثب ، ثبثت گبصR: ي ساثغِیدس ا
 . ثبؿذیي هی، دهب ثش حؼت کلTَاػت ٍ 
Tm اػت کِ دس  یین، دهبیک آًضیرٍة  یب دهبی

، °ΔGیت خظ هٌحٌیؿ. ثشاثش ثب صفش اػت °ΔGآى 
ΔS°m (دس ًقغِ یش آًتشٍپییتغTm )ي یّوچٌ. ثبؿذیه

سا کِ  ΔH°m، شیتَاى ثب اػتفبدُ اص ساثغِ صیه
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دػت ِ اػت، ث Tmدس ًقغِ  یش آًتبلپییبًگش تغیًوب
 : آٍسد

4)                                    ΔH°m=TmΔS°m  
 

شات ییثِ تشتیت تغ 4ٍ  3 ،2 ،1دس ًوَداسّبی 
 هختلف یّبِ دهب دس غلظتیػل یػبصکؼش دگشگَى

دیَل ٍ گلیؼشٍل دس ثَتبى -4/1 اتبًَل، ثَتبًَل،
ثِ  =2pHي دس یدسخِ کلَ 363تب  303 یداهٌِ حشاست

ي یعَس کِ دس اّوبى. اػت ذُ ؿذُیش کـیتصَ
ؾ غلظت ثَتبًَل، یافضاؿَد، ثب یذُ هیًوَداسّب د

 یػبصدگشگَى یّبیدیَل هٌحٌثَتبى -4،1 اتبًَل ٍ

 ؛کٌذیذا هین پپؼیي ثِ عشف چپ اًتقبل پیآًض یثشا
ن یؿَد، آًضیه ثیـتش ّب حلالّّشچِ غلظت ایي  یؼٌی

ثِ ػجبست  .ؿَدیدگشگَى ه کوتشی یپپؼیي دس دهب
، ّب حلالّؾ غلظت ایي یتَاى گفت ثب افضایه گش،ید
ؾ غلظت یثب افضا ٍ ؿَدیه کوتش پپؼیي یذاسیپب

ن یآًض یثشا یػبصدگشگَى یّبیگلیؼشٍل، هٌحٌ
ّشچِ  یؼٌی ؛کٌذیذا هیپپؼیي ثِ عشف ساػت اًتقبل پ

ن پپؼیي دس یآًضیبثذ،  افضایؾ هیغلظت گلیؼشٍل 
گش، یػجبست د ثِ .ؿَدیی دگشگَى هثیـتش یدهب

 یذاسیؾ غلظت گلیؼشٍل، پبیتَاى گفت ثب افضا یه
 . ؿَدیپپؼیي صیبد ه

 
 

 
 هختلف ثَتبًَل یّبِ دهب دس غلظتین پپؼیي ػلیآًض( ػبصیکؼش دگشگَى) FUشات ییتغ. 1نمودار 

 

 

 
 هختلف اتبًَل یّبِ دهب دس غلظتین پپؼیي ػلیآًض( ػبصیکؼش دگشگَى) FUشات ییتغ. 2نمودار 
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 ثَتبى دیَل 4/1هختلف  یّبِ دهب دس غلظتیي ػلن پپؼییآًض( ػبصیکؼش دگشگَى) FUشات ییتغ. 3نمودار 

 

 
 هختلف گلیؼشٍل یّبِ دهب دس غلظتین پپؼیي ػلیآًض( ػبصیکؼش دگشگَى) FUشات ییتغ. 4نمودار 

 
شات ییثِ تشتیت تغ 8ٍ  7 ،6 ،5دس ًوَداسّبی 

ΔG° اتبًَل، هختلف ثَتبًَل، یّبدهب دس غلظتِ یػل 
تب  303 یهٌِ حشاستدیَل ٍ گلیؼشٍل دس داثَتبى -1/4

 ذُ ؿذُیش کـیثِ تصَ =2pHي دس یکلَ دسخِ 363
ؿَد، ثب یذُ هیي ًوَداسّب دیعَس کِ دس اّوبى. اػت
ثَتبى دیَل  -1/4 ؾ غلظت ثَتبًَل، اتبًَل ٍیافضا
Tm یذاسیدِ پبین پپؼیي کن ؿذُ ٍ دس ًتیآًض 

ثب افضایؾ غلظت  ؛بثذییآى کبّؾ ه یحشاست

 .اػت ؿذُ پپؼیي صیبدTm  گلیؼشٍل
ٍ  Tm ،ΔS°mتغییشات  4ٍ  3، 2، 1ّبی دس خذٍل

ΔH°m ّبی هختلف ثَتبًَل، ثِ تشتیت دس غلظت
ثَتبى دیَل ٍ گلیؼشٍل ًـبى دادُ ؿذُ  4/1اتبًَل، 
ٍ ثِ تجغ آى تغییشات  Tmًتبیح ًـبى داد کِ اػت. 

آًتبلپی ٍ آًتشٍپی پپؼیي دس حضَس ثَتبًَل، اتبًَل ٍ 
ٍ دس حضَس گلیؼشٍل  ثَتبى دیَل کبّؾ 4/1

  افضایؾ داؿتِ اػت.
 

 
 هختلف ثَتبًَل یّبِ دهب دس غلظتیػل ن پپؼیيیآًض °ΔGشات ییتغ. 5نمودار 
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 هختلف اتبًَل یّبِ دهب دس غلظتیػل ن پپؼیيیآًض °ΔGشات ییتغ. 6نمودار 

 

 

 
 دیَلثَتبى  4/1 هختلف یّبِ دهب دس غلظتیػل ن پپؼیيیآًض °ΔGشات ییتغ. 7نمودار 

 
 

 
 هختلف گلیؼشٍل یّبِ دهب دس غلظتیػل ن پپؼیيیآًض °ΔGشات ییتغ. 8نمودار 
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ن پپؼیي دس یآًض Tm ،ΔS°m  ٍΔH°mشات ییتغ. 1جدول 

 هختلف ثَتبًَل یّبغلظت

[Butanol]% 
Tm 

 (°K ) 

ΔS°m 

 (Cal/mol. °K ) 

ΔH°m 

 (Kcal/mol ) 

0% 341 5/942 2/323 

10% 8/330 7/246 6/81 

20% 2/323 1/235 9/75 

30% 6/322 8/216 6/69 

 

 

ن پپؼیي دس یآًض Tm ،ΔS°m  ٍΔH°mشات ییتغ. 2جدول 

 هختلف اتبًَل یّبغلظت

[Ethanol]% 
Tm 

 (°K ) 

ΔS°m 

 (Cal/mol. °K ) 

ΔH°m 

 (Kcal/mol ) 

0% 341 5/942 2/323 

10% 2/335 2/486 163 

20% 4/329 6/404 2/133 

30% 4/324 7/370 2/120 

40% 3/318 2/338 6/107 

50% 8/314 1/315 1/99 

 
ن پپؼیي دس یآًض Tm ،ΔS°m  ٍΔH°mشات ییتغ. 3 جدول

 دیَلثَتبى -1/4 هختلف یّبغلظت
[1,4-

Butanediol]% 
Tm 

 (°K ) 

ΔS°m 

 (Cal/mol. °K ) 

ΔH°m 

 (Kcal/mol ) 

0% 341 5/942 2/323 

10% 4/335 4/555 2/186 

20% 7/333 1/484 5/161 

30% 8/332 2/466 1/155 

40% 4/332 251 4/83 

50% 8/330 2/226 8/74 

 
ن پپؼیي دس یآًض Tm ،ΔS°m  ٍΔH°mشات ییتغ. 4جدول 

 هختلف گلیؼشٍل یّبغلظت

[Glycerol]% 
Tm 

 (°K ) 

ΔS°m 

 (Cal/mol. °K ) 

ΔH°m 

 (Kcal/mol ) 

0% 341 5/942 2/323 

10% 341 5/942 2/323 

20% 2/341 4/974 4/332 

30% 9/341 5/1012 1/346 

40% 1/342 9/1023 2/350 

50% 9/342 2/1057 5/362 

ؿَد کِ آًضین پپؼیي دس هـبّذُ هی 9دس ًوَداس 
 یيکوتشداسای  ،قغجیت یيکوتشحضَس ثَتبًَل ثب 

 ،قغجیت یيثیـتشپبیذاسی ٍ دس حضَس گلیؼشٍل ثب 
 .پبیذاسی اػت یيثیـتشی اداس

، هـبّذُ هی ؿَد پپؼیي دس حضَس 10دس ًوَداس 
یي فؼبلیت ٍ کوتشداسای  ،یي قغجیتکوتشثَتبًَل ثب 

داسای  ،یي قغجیتثیـتشدس حضَس گلیؼشٍل ثب 
 .اػتیي فؼبلیت ثیـتش

ّبی آثی ثِ ّبی پشٍتئیي دس هحلَلهَلکَل
ؿًَذ کِ اص ٍػیلِ یک پَػتِ ّیذساتِ احبعِ هی

اػت کِ ثِ ػغح  ّبی آة تـکیل ؿذُهَلکَل
، آلی حلاّلثب ٍخَد یک چؼجٌذ. پشٍتئیي هی

لَکَل لَکَل حلالّّبی  ه ّبی آة توبیل داسًذ خبیگضیي ه
بثشایي  دس ّش دٍ قفؼِ ّیذساتٍِ  ًَذ، ثٌ داخلی پشٍتئیي ؿ

تشکـي ضین ّؼتٌذ  صَست بّیی کِ هؼئَلایٌ ذی آً ثٌ
ًَذتخشیت هی ّب ًقؾ حلالّ. (Simon et al., 2007) ؿ

ذى ػبختبس عجیؼی پ هغبلؼِ  .شٍتئیي داسًذهْوی دس ثبقی هبً
بّی هختلف اعلاػبتی دس هَسد حلالّبّ دس حضَس پشٍتئیي

بپبیذاسکٌٌذُ دسًیشٍ  ً ٍ  یب ؿذى گیش دس تبّبی پبیذاسکٌٌذُ
اَى حلالّدّذ.  پشٍتئیي ثِ دػت هی بّی آلی اغلت ثِ ػٌ

سد اػتفبدُ قشاس  سػَة دٌّذُ تٍئیي هَ ذُ پش گْذاسً  ً ٍ یب
یّذ هی ذ. ثب افضایؾ  ی الکلگیشً کؼیل ثش سٍ بّ اص هیضاى سٍ

بْ کبػتِ هی ٌٌذگی آً ٌٌذگی  اتبًَل  بًپبیذاسک دَ. هیضاى بًپبیذاسک ؿ
تَبًَل، ٍ    تَبى -1/4کوتش  اص  ث ل کوتش اص اتبًَل اػت ث  ٍ دیَ

اَى یک پلی ل کِ ثِ ػٌ ُ، گلیؼشٍ بٌحتِ ؿذ ثبػث اػت ال ؿ
تٍئیي هی دَ پبیذاسی پش . (Pittz & Timasheff, 1978) ؿ

ًَی ثشای اثش پلیهکبیًؼن بًگ ی ثبثت تؼبدل البّی گَ بّ ثش سٍ
دَ داسد. یکی اص خ  ٍ تٍئیي ى ؿذُ پش هْوتشیي ایي  دگشگَ

یًؼن ػظ هکب لَیت ؿذُ اػت. ثیبى «تیوب چف»بّ تَ بّ اػو
تٍئیي حلالّ تٍئیي سا ثب هحذٍد کشدى تشخیحی ػغح پش یت پش

تٍئیي کِ دس هؼشض  ؾ ػغحی اص پش قشاس  حلالٍّ کبّ
ّب توبیل کٌٌذ. ثٌبثشایي اػوَلیت پبیذاس هی گیشد هی

ثیـتشی ثشای حبلت عجیؼی داسًذ ٍ ثش عجق ایي 
ثشای  ∆GD هکبًیؼن، تغییشات اًشطی آصاد گیجغ

ّب افضایؾ فشایٌذ دگشگَى ؿذُ دس حضَس اػوَلیت
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ثیبى  «ثشلیي»یبثذ. دس هکبًیؼن دیگشی کِ تَػظ هی
ّبی ّیذسٍطًی ًبهغلَة ّب پیًَذاػوَلیت ،ؿذُ اػت

ّبی آة ٍ اػکلت پپتیذی سا هحذٍد ثیي هَلکَل
ّبی ّیذسٍطًی دسٍى ًوَدُ ٍ ثبػث تقَیت پیًَذ

ؿًَذ کِ ی حبلت عجیؼی هیهَلکَلی ٍ افضایؾ پبیذاس

هٌدش ثِ افضایؾ تغییشات اًشطی آصاد گیجغ دس حضَس 
لَیت لَیت  بّ هیاػو اَى یک اػو ؿَد. گلیؼشٍل ًیض ثِ ػٌ

بپبیذاسکٌٌذُ پشٍتئیي اػت؛ الکل اَىً  ّبیی ّؼتٌذ کِ ثِ ػٌ
بٌختِ هی لَی آىؿ لَک ًَذ، اهب هکبًیؼن ه ٌَّص  بّ ؿ

ذُ  اػت. هـخص ًـ

 

 
 دیَل ٍ گلیؼشٍلثَتبى -1/4  ّبی آلی ثَتبًَل، اتبًَل،حلاّلیؼِ پبیذاسی حشاستی آًضین پپؼیي دس حضَس هقب. 9 نمودار

 

 
 دیَل ٍ گلیؼشٍلثَتبى -1/4 ثَتبًَل، اتبًَل،ّبی آلی حلالّ هقبیؼِ فؼبلیت آًضین پپؼیي دس حضَس. 11نمودار 

 
ّب اص عشیق ثِ ّن سیختي الکل ،عجق یک هکبًیؼنثش

ّبی یًَی ٍ کٌؾ تغییش هیبى یذسٍفَثیک ٍاثش ّ
ّبی ّیذسٍطًی ػبختبس ػَم پشٍتئیي سا ًبپبیذاس پیًَذ
دس پیًَذ ّیذسٍطًی ػلاٍُ ثش ًبپبیذاس  تغییش. ًوبیٌذهی

هٌدش ثِ ثبص ؿذى ثشخی ػبختبسّبی  ،کشدى ػبختبس ػَم
تش ّیذسٍکشثٌی عَیل ّبی ثب صًدیشُالکل. ؿَددٍم هی

تش داسای کَتبُ ّبی ثِ الکلٍ ثذٍى ؿبخِ ًؼجت 

ی داؿتِ ٍ اثشات قَیثیـتشتِ یاًـؼبة، ّیذسٍفَثیؼ
 ًوبیٌذ هی ػبصی پشٍتئیي اػوبلتشی سا ثش دگشگَى

(Arakawa & Timasheff, 1982; Kaushik & 

Bhat,1998; Timasheff, 1998) .لگبسیتن p  یب
ثب فؼبلیت آًضین سا ضشیت تفکیک ثْتشیي استجبط 

هـبثِ ػیؼتن دٍ فبصی اػتبًذاسد  pضشیت . دّذ هی
دٌّذُ هیضاى  ثبؿذ کِ ًـبىآة/اکتبى هی
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تَاًذ دًجبل  یک قبًَى کِ هی. اػتّیذسٍفَثیؼیتِ 
 اص کوتش pّبیی کِ لگبسیتن حلالّایي اػت کِ: ؿَد 

 p آًْبیی کِ لگبسیتنٍ داسًذ اص ًظش اًتخبثی ضؼیف  2

ّبیی کِ  حلالّ. داسًذ هٌبػت ّؼتٌذ 4 اص ثیـتش
ثیٌی  داسًذ غیشقبثل پیؾ 4تب  2هتَػظ ثیي  pلگبسیتن 

هٌْذػی . ثیَکبتبلیؼت داسًذّؼتٌذ ٍ ًیبص ثِ هٌْذػی 
 ٍ هحیظ کـتٍ  هٌْذػی ثیَکبتبلیؼت ؿجیِ ّن ّؼتٌذ

یؾ دس ؿیَُ هفیذ ثشای اپتیون پاص  ثشای اػتفبدُ ثیؾ
ضین آلی اػتفبدُ  / بّی آة کنبّ دس هحیظکشدى کبسایی آً

ًَذهی  . (Gupta, 1993) ؿ
ّبیی خَة ّؼتٌذ کِ قبدس حلالّکلی ثِ عَس 

 ثذٍى ایي ،ّبی ٍاکٌؾ ساثبؿٌذ هحتَای آثی ػیؼتن
کبّؾ  ّؾ هْوی دس فؼبلیت آًضین ؿًَذکِ ثبػث کب

 ثیـتشّبیی ّؼتٌذ کِ  ّب، آىحلالّثْتشیي  .دٌّذ
ثبیذ تأکیذ ؿَد کِ ایي هؼیبس . ثبؿٌذ ّیذسٍفیلیک هی

آلی کِ  حلاّلٍقتی دسػت اػت کِ ثشای یکؼشی 
تَاًذ  ًوی ٍ داسای ػبهلیت یکؼبى ّؼتٌذ اػتفبدُ ؿَد

یک . سٍد ّبی ثب ػبهلیت هختلف ثِ کبس حلالّثشای 
ثْتشیي  آى اػت کِ ؿَدهؼیبس خَة کِ حذع صدُ هی

ّبی آلی غیشهخلَط دس آة ثِ هٌظَس اػتفبدُ دس  حلالّ
آًْبیی ّؼتٌذ کِ ّیذسٍفَثیؼیتِ  ،ّبی ٍاکٌؾػیؼتن

(. pتـخیص ثب هقذاس ثبلای لگبسیتن ) اػت ثیـتشّب آى
ثَیؼیتِ حلالّایي  فٍ یّذس تشبّ ثب  اٍسدهی کوتش ،ثیـ ذ  اًٌَ فبص  ت

ًَذ ل دس  .آثی ؿ بٌثشایي آػیت ثیَکبتبلیؼت هحلَ  کوتشآة ث
 . (Mozhaev et al., 1989) اػت
ّبی آلی ثِ حلاّلّب دس یت کبتبلیتیک آًضینلفؼب 

: گیشدب تحت تأثیش قشاس هیٍّػیلِ تؼذادی اص فبکتَس
ّبی دسػتی ػبختبس ٍ دیٌبهیک آًضین، کبّؾ سصدیَ

حیبتی اص ػغح آًضین ٍ تغییش دس پلاسیتِ هحیظ آثی 
. (Prasad & Suguna, 2002) کَچک آًضین

ّبی آلی هخلَط آثی توبیل داسًذ آة سا اص حلاّل
هوکي ثِ ایي عشیق هحیظ کَچک آًضین ثکـٌذ ٍ 

 Mozhaev et) اػت ػجت غیشفؼبل ؿذى آى ؿًَذ

al., 1989) . ،ثَتبى  -1/4ثٌبثشایي ثَتبًَل، اتبًَل
دیَل هوکي اػت اص عشیق تغییشات ػبختبسی کِ 
تَػظ پبیذاسی دهبیی ًیض ًـبى دادُ ؿذ ٍ ّوچٌیي 

قفؼِ ّیذساتِ یب خبیگبُ ) تغییش هحیظ کَچک آًضین
 . ػجت کبّؾ فؼبلیت آى ؿًَذ( فؼبل آًضین 

 

REFERENCES 
Arakawa, T.; Timasheff, SN.; (1982) 

Stabilization of protein structure by 

sugars. Biochemistry, 21(25): 6536-

6544.  

Castillo, B.; Pacheco, Y.; AL-Azzam, 

W.; Griebenow, K.; Devi, M.; Ferrer, 

A.; Barletta, G.; (2005) On the activity 

loss of hydrolases in organic solvents: 

I. Rapid loss of activity of a variety of 

enzymes and formulations in a range 

of organic solvents. Journal of 

Molecular Catalysis B: Enzymatic, 35 

(4-6): 147-153.  

Chakraborty, T.; Chakraborty, I.; Moulik, 

SP.; Ghosh, S.; (2007) Physicochemical 

studies on pepsin-CTAB interaction: 

Energetics and structural changes. the 

Journal of Physical Chemistry B, 

111(10): 2736-2746.  

Cooper, JB.; Khan, G.; Taylor, G.; 

Tickle, IJ.; Blundell, TL.; (1990) X-

ray analyses of aspartic proteinases: II. 

Three-dimensional structure of the 

hexagonal crystal form of porcine 

pepsin at 2. 3 A˚ resolution. Journal of 

Molecular Biology, 214 (1): 199-222.  

Dunn, BM.; (2001) Overview of 

Pepsin‐like Aspartic Peptidases. Current 

Protocols in Protein Science, 21-3.  

Dunn, BM.; (2002) Structure and 

mechanism of the pepsin-like family 

of aspartic peptidases. Chemical 

Reviews, 102 (12) : 4431-4458.  

Fitzpatrick, PA.; Ringe, D.; Klibanov, 

AM.; (1994) X-ray crystal structure of 

cross-linked subtilisin carlsberg in water 

vs acetonitrile. Biochemical and 

Biophysical Research Communications, 

198 (2) : 675-681.  

Gupta, MN.; (1993) Enzyme function in 



 1393اٍل، پیبپی ًْن، تبثؼتبى ، ؿوبسُ ػَمػبل تدشثی، ؿٌبػی خبًَسی ػلوی ـ پظٍّـی صیؼتهدلِ   18

organic solvents. EJB Reviews. 

Springer, 203: 25-32 

Griebenow, K.; Klibanov, AM.; (1995) 

Lyophilization-induced reversible 

changes in the secondary structure of 

proteins. Proceedings of the National 

Academy of Sciences, 92(24): 10969-

10976.  

Kaushik, JK.; Bhat, R.; (1998) Thermal 

stability of proteins in aqueous polyol 

solutions: role of the surface tension of 

water in the stabilizing effect of 

polyols. the Journal of Physical 

Chemistry B, 102 (36): 7058-7066.  

Mozhaev, VV.; Khmelnitsky, YL.; 

Sergeeva, MV.; Belova, AB.; 

Klyachko, NL.; Levashov, AV.; 

Martinek, K.; (1989) Catalytic activity 

and denaturation of enzymes in 

water/organic cosolvent mixtures. 

European Journal of Biochemistry, 

184 (3): 597-602.  

Okoniewska, M.; Tanaka, T.; Yada, RY.; 

(1999) The role of the flap residue, 

threonine 77, in the activation and 

catalytic activity of pepsin A. Protein 

Engineering, 12 (1): 55-61.  

Pittz, EP.; Timasheff, SN.; (1978) 

Interaction of ribonuclease A with 

aqueous 2-methyl-2, 4-pentanediol at 

pH 5. 8. Biochemistry, 17(4): 615-623.  

Prasad, B.; Suguna, K.; (2002) Role of 

water molecules in the structure and 

function of aspartic proteinases. Acta 

Crystallographica Section D: Biological 

Crystallography, 58: 250-259.  

Sielecki, AR.; Fujinaga, M.; Read, RJ.; 

James, MNG.; (1991) Refined 

structure of porcine pepsinogen at 1·8 

Å resolution. Journal of Molecular 

Biology, 219 (4): 671-692.  

Simon, LM.; Kotormán, M.; Szabó, A.; 

Nemcsók, J.; Laczkó, I.; (2007) The 

effects of organic solvent/water 

mixtures on the structure and catalytic 

activity of porcine pepsin. Process 

Biochemistry, 42 (5): 909-912.  

Simon, LM.; László, K.; Vertesi, A.; 

Bagi, K.; Szajáni, B.; (1998) Stability 

of hydrolytic enzymes in water-

organic solvent systems. Journal of 

Molecular Catalysis B: Enzymatic, 

4(1-2): 41-45.  

Tang, J.; Sepulveda, P.; Marciniszyn, J.; 

Chen, KCS.; Huang, WY.; Tao, N.; 

Liu, D.; Lanier, JP.; (1973) Amino-

acid sequence of porcine pepsin. 

Proceedings of the National Academy 

of Sciences, 70 (12): 3437-3439.  

Timasheff, SN.; (1998) Control of protein 

stability and reactions by weakly 

interacting cosolvents: the simplicity 

of the complicated. Advances in 

Protein Chemistry, 51: 355-432.  

Wikipedia. URL: www. wikipedia. org 

(accessed: 1392.8.8).  

 

 


