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 چکیده 

لوسين و فنيل    بگریزآ مينواسيد  آحرارت است که پيوند پپتيدی دارای    آنزیم متالوپروتئيناز مقاوم به  (EC 3.4.24.4)  آنزیم ترموليزین  

  متيل سلولز   يپژوهش اثر کربوکس  ینباعث پایداری این آنزیم شود. در ا  توانديافزایش برخي ترکيبات م  .کنديلانين را هيدروليز مآ

اثر    پس از آن  . است. ابتدا در شرایط سنجش فعالت آنزیم بررسي شد  شده  بررسي  عنوان افزودني بر عملکرد و پایداری ترموليزینبه

درصد بر فعاليت ترموليزین بررسي شد.    10و    8،  6،  4،  2سلولز    ليمت  يکربوکساثر    سپس.  گردید  يو اتانول بر فعاليت آنزیم بررس  دما

و یابد  يدر دماهای خيلي بالا کاهش م  پس از آنترموليزین در مقابل افزایش دما ابتدا افزایش و  پایداری  که    نشان داد  هايبررسنتایج  

م آنزیم  ناپایدار شدن  باعث  سلولزشود يالکل  متيل  کربوکسي  فعاليت  .  افزایش  م  باعث  ترموليزین  آنزیم  پایداری  و حضور    شوديو 

ولز  سلاستفاده از کربوکسي متيل    رو،ینازا شود.   اتانولباعث پایداری و مقاومت آنزیم ترموليزین در برابر    توانديکربوکسي متيل سلولز م

 رود. به کار در حلال اتانول برای افزایش فعاليت این آنزیم توانديم

 الکل ترموليزین، کربوکسي متيل سلولز، پایداری آنزیم، :ی کلیدیهاواژه 

 مقدمه

متالوپپتیدازهای    خانواده  ی هامیآنز دسته  از  ترمولیزین 

وجود    هایآرکئو    هاقارچ،  هایباکتر که در    هستند  M4  خانواده

ترمولیزین یکی از    میآنز.  (Adekoya & Sylte, 2009  دارند  

این   .که ساختار بلوری آن مشخص شد  است   ییها می اولین آنز

برابر   در  مقاوم    یها حرارتآنزیم    T50  کهیطور به  استبالا 

درصد از فعالیت آن در  50یعنی دمایی که در آن ) نیزیترمول

 از بین   مجاورت با آن دما دقیقه    30شرایط استاندارد پس از  
 

 

 ,.Eijsink et al)  است سلسیوسدرجه    86/ 9برابر با    (رودیم 

باکتری    [EC.3.4.24.27]  ترمولیزین  .(1995 از  حاصل 

لیتیکوس ترموپروتئو  در    باسیلوس  فراوانی  کاربرد 

صنایع غذایی، داروسازی و سنتز    مانندو صنایعی    ی فناور ستیز

ترمولیزین در صنایع    بالاست.آن  و پایداری حرارتی    ردپپتید دا

آسپارتام   برای سنتز  که یک شیرین    شودی ماستفاده  غذایی 

قندی   غیر  )کننده  در  .  Ager et al.,1998)است  آنزیم  این 
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. از این آنزیم همچنین برای سنتز سیکلودکسترین استرها  کند

  هانیپروتئکه برای رهایش دارو و پایدارسازی    شودیماستفاده  

)یماستفاده   هیدرولیز  (.  Pedersen et al- 2005شوند  از 

ترمولیزین توسط  بتالاکتالبومین  فعالی    پروتئین  پپتیدهای 

داشته    توانند یمفیزیولوژیکی    ی هانقشکه    شوند یمایجاد  

این آنزیم در دمین    .(del Mar Contreras et al., 2011)  باشند

انتهای آمینی غنی از صفحات بتا و در دمین انتهای کربوکسی  

پپتیدی    یوندها یپترمولیزین هیدرولیز    .داردآلفا    یها چیمارپ

یون روی  زیگرآب  ی هاماندهیباقدر محل    ژهیو بهرا     با کمک 

طور گسترده در تشکیل پیوند پپتیدی از  و به  کندیمکاتالیز  

. این پروتئین  شودیمطریق واکنش معکوس هیدرولیز استفاده  

است. از ترکیبات افزودنی برای    شدهلیتشک  نهیآم  دیاس  316از  

آنز فعالیت  افزایش  و  .  شودیم  استفاده  ها میپایدارسازی 

ترکیبات معدنی یا آلی باشند. در    توانند یترکیبات افزودنی م

تا غلظت   سدیم کلرید شده که افزایش مطالعات قبلی مشخص

. شودیمبرابر    7  تا   6چهار مولار باعث افزایش فعالیت تا حد  

بر   بوکسی متیل سلولز بررسی نقش کر ،هدف از تحقیق حاضر 

است.    یسازفعال   باسیلوسجنس    یها یباکترترمولیزین 

پروتئشدهشناخته که  عملکردها    هانیاند  مختلف  انواع  با  را 

م پروتئکنندیترشح  این  از  بسیاری  و    هانی.  بیوژنز  در 

پروتئ  وارهیدیکپارچگی   اما  دارند،  نقش  خارج    یها نی سلولی 

نقش با  مانند    ی هاسلولی  متفاوتی  فرآیندهای  در  مختلف 

، تحرک، اسپورالیزاسیون و فرسایش مواد  دینواسیمتابولیسم آم

شناسا  & Arefian et al, 2020; Chen)  اند شدهییمغذی 

Inouye, 2008; Cunningham et al, 1999; Demidyuk et 

al., 2010; Eder & Fersht, 1995; Jaswal et al, 2002; 

Karlin & Zhu, 1997; Marie-Claire et al, 1998; Silen & 

Agard, 1989; Zhu et al, 1989). 

 

 
1 Trichloroacetic acid (TCA) 

 هامواد و روش 

تحقیق  م  این  در  مورداستفاده  آنزیم    از   اند عبارتواد 

ترمولیزین از شرکت سیگما، کربوکسی متیل سلولزاز شرکت  

،  کازئین از سیگما تری کلر  درصد از سیگما،  96اتانول    سیگما،

 . از سیگما 1و استیک اسید 

 سنجش فعالیت آنزیم ترمولیزین 

آنزیمی  چهل  محلول  از  بر    20)  میکرولیتر  میکروگرم 

میکرولیتر    460با    8برابر    pH  دارایدر بافر تریس    (تریلیلیم

چهار    در  محلول یک درصد کازئین )سوبسترا( مخلوط گردید و

دقیقه در دمای    8و    6،  4،  2  یها زمانبه ترتیب در    شیآزمالوله

آن.  داده شدقرار  آزمایشگاه   از  محلول    500  پس  میکرولیتر 

با    ها لوله  سپس   اسید افزوده شد. ک  یتکلرو اس  ی درصدتریک  

سانتریفوژ    سلسیوس   درجه  4در دمای    rpm13000  سرعت

نانومتر    280  موج طولجذب محلول رویی هر یک در  ،  ندشد

آنزیم با سوبسترا    ،زمان  در برابرجذب    از آن  و بعدبه دست آمد  

 .(Varasteh, 2017)  رسم شد

 آنزیم  mKو  maxV محاسبه 

آنزیم  20غلظت     از  غلظت  ترمولیزین میکروگرم    ی هابا 

  از کازئین مخلوطدرصد    0/ 25و    0/ 20و    0/ 15و    0/ 10و    0/ 05

  لوله   3و در دمای آزمایشگاه انکوبه شد. برای هر غلظت کازئین  

دقیقه و    2دوم    لولهدقیقه، به   1اول    لوله و به   انتخاب   شیآزما

آنها تری کلرو    همهبه    .سوم سه دقیقه زمان داده شد  لولهبه  

افزوده   و    گردیداستیک اسید یک درصد  از سانتریفوژ  بعد  و 

در   رویی  محلول  جذب  رویی،  محلول  نانومتر    280برداشت 

جذب  ، سپس شد.  ی ریگاندازه با  توجه  آمده دستبه  ی هابا 

maxV  وmK آنزیم محاسبه شد  (Varasteh, 2017 .) 
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 اتانولی تهیه محلول 

  اندازهبهدرصد    50  و   40،  30،  20،  10  اتانول  یهامحلول

م گرد  لیتریلییک  تهیه  تریس  بافر  آن  د.ی در  از    20  پس 

از محلول با  یهامیکرولیتر  و  برداشته  از    20  فوق  میکرولیتر 

دقیقه در دمای آزمایشگاه قرار   4به مدت  آنزیم مخلوط شد و

 .گرفت

 اثر دما 

با  چهل   آنزیم  از  از    1  میکرولیتر   460میکرولیتر  درصد 

  100و   80،  60،  40  کازئین مخلوط و در بن ماری در دماهای 

  ،سپس  .دقیقه قرار داده شد  4  و   3،  2به مدت    سلسیوسدرجه  

برای متوقف کردن   یک درصد  کلرو استیک اسید  یترمحلول

به مدت  دور در دقیقه    13000  سرعت  واکنش ریخته شد و در

  سرانجامو    و محلول رویی برداشته  گردید دقیقه سانتریفیوژ    20

 .(Varasteh, 2017) نانومتر خوانده شد 280جذب آن در 

 ترمولیزین  بر  اثر کربوکسی متیل سلولز

با    بیست آنزیم    ی ها محلول  لیترکرو یم  20میکرولیتر 

پس    . درصد مخلوط شد  10و    8،  6،  4،  2سلولز    لیمتیکربوکس

انکوباسیون  5از   مقادیر  ،دقیقه  با  کازئین  آنها  ،  0/ 2،  0/ 1  به 

حجم  کرگرم    0/ 5و    0/ 4،  0/ 3 به  سلولز  متیل    0/ 5بوکسی 

و    اجرا لوله مجزا    3. این عمل در  گردیدبافر مخلوط    تریلیلیم

کلرو  و بعد روی آنها تری    دقیقه انکوبه شد  4و    3،  2به ترتیب  

جذب خوانده  شدن  ریخته و بعد از سانتریفیوژ    استیک اسید

 . (Varasteh, 2017) شد

 

 اثر کربوکسی متیل سلولز و اتانول روی ترمولیزین 

در بافر    تریلیلیمیکروگرم بر م  40محلول آنزیمی با غلظت  

درصد    10متیل سلولز    یدارای کربوکس  8برابر    pHتریس با  

محلول الکلی دارای  تهیه و به مدت پنج دقیقه هم زده شد.  

در بافر تریس تهیه    درصد  25و    20،  15،  10،  5  درصدهای 

میکرولیتر    20میکرولیتر از محلول دارای آنزیم با    بیست  شد.

دقیقه در دمای    2با غلظت مشخص مخلوط و    از محلول الکلی

موج  آن جذب محلول رویی در طول از اتاق انکوبه شد و بعد

 . (Varasteh, 2017) شد ی ریگاندازهنانومتر  280

 آنزیم   maxV و  mKروی   بوکسی متیل سلولزکر  بررسی اثر 

با    20ابتدا   سلولز  متیل  کربوکسی  محلول  از  میکرولیتر 

آنزیم    20با    و  درصد تهیه شد   10غلظت   میکرولیتر محلول 

درصد   10غلظت  .انکوبه گردید شگاه یدر دمای آزما مخلوط و 

مت غلظت  لیکربوکسی  کاز  یهاو  ،  0/ 1،  0/ 05)  ینئمختلف 

کردن  (  0/ 25و    0/ 2،  0/ 15 مخلوط  از  بعد  بافر حل شد.  در 

  شیآزمالوله 15آنزیم در  کربوکسی متیل سلولز و  یهامحلول

  لوله   5در    افزوده شد.  دقیقه محلول کازئین )سوبسترا(  5بعد از  

  ی ترقهیدقبعد از دو    .زوده شدمختلف کازئین اف   یهااول غلظت

شد ریخته  اسید  استیک  غلظت  لوله  5در    . کلرو    ی هادوم 

و  افزوده  کازیین  دقیقه    مختلف  سه  از    ک یکلرواستیتر بعد 

مختلف کازئین    ی هاسوم غلظت  لوله   5در    .اسید ریخته شد

و  شد  افزوده  ریخته  ای  سی  تی  دقیقه  چهار  از  از  .  بعد  بعد 

و رسوب دور ریخته    رویی محلول    کردن، سانتریفیوژ برداشته 

 . (Varasteh, 2017) خوانده شدنانومتر  280جذب در  شد و

 ترمولیزین  بر دما و اثر کربوکسی متیل سلولز

درصد کربوکسی متیل    10و    8،  6،  4،  2محلول آنزیم با  

  5  و   4  ،3  ،2  ،1تهیه شد. محلول سوبسترا با مقدارهای   سلولز

کربوکسی   سلولزدرصد  لوله متیل  داخل  در  شد.    یهاتهیه 

اول در    لولهسه    . آنزیم و سوبسترا ریخته شد  آزمایش محلول

درجه    20و سه لوله دوم در دمای    سلسیوسدرجه    صفر   دمای

سه    سلسیوس دمای    لولهو  در  و    سلسیوسدرجه    40سوم 
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در    یهالوله و    ی هالولهو    ،سلسیوسدرجه    60چهارم  پنجم 

پس    .انکوبه شد  سلسیوس درجه    100  و  80در    ب یترتبهششم  

کلرو استیک اسید ریخته شد.    یترانکوبه شدن،    از پایان زمان

دور در    13000  سرعت  در  سلسیوسدرجه    4در دمای    ،بعد

در کوت    محلول   .دقیقه سانتریفیوژ و محلول رویی برداشته شد

  سنجفیدر دستگاه طنانومتر    280در    نآریخته شد و جذب  

 (. Varasteh, 2017) نوری اندازه گرفته شد 

 

 

 و بحث  نتایج

 آنزیم ترمولیزین:   mKو    maxVتعیین     

آنزیم ترمولیزین با استفاده از    mKو  maxVمیزان  1 شکل

ادیر مربوط با  قاز جذب محلول رویی م  دست آمدهبه  ی هاداده 

و بر اساس نمودار    شدارزیابی     Excel 2019استفاده از برنامه

و  maxV   مقادیر به دست آمده برایلاینویور و برک نمودار  

mK  لاینویور نمودار  ترتیب-در  به   و  OD/min  093/0برک 

   (.1  )جدول  استمیکروگرم  234/0

 

 و در غياب آن در حضور کربوکسي متيل سلولز  ترموليزین آنزیم Km و Vmax  -1 جدول

Table 1-Thermolysin enzyme  Vmax and Km in absence and presence of CMC 

  (mg)mK (OD/min) maxV  

234/0 

0.234 

093/0 

0.093 

 مخلوط نشده با کربوکسی متیل سلولز آنزیم

Enzyme not mixed with 

carboxymethyl cellulose 

178/1 

1.178 

173/0 

0.173 

مخلوط شده با کربوکسی متیل سلولآنزیم   

Enzyme mixed with 

carboxymethyl cellulose 
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 لاینویور و برک از فعاليت آنزیم ترموليزین  معادله -1شکل 

Fig.1- The Lineweaver- Burk plot for Thermolysin kinetics in presence CMC(%8 concentration) 

 . شده استمحاسبه  mKو   maxVقادیر ملاینورویور برک   معادلهرا آورده است. از روی  S/1و محور افقی مقادیر  V/1محور عمودی مقادیر 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مختلف اتانول بر فعاليت آنزیم ترموليزین  یهااثر دماهای مختلف و غلظت -2شکل .

Fig.2- Effects of different concentrations of ethanol and different temperatures on Thermolysin activity 

aشد. درصد جذب بر اساس فعالیت بر سلسیوس مشاهده  درجه 60لیت ترمولیزین در دماهای مختلف. بیشترین فعالیت آنزیم در دمای عا( نمودار اثر دما بر ف

 نزیم ترمولیزین.آمختلف اتانول بر  یها( اثر غلظتb .شده استسلسیوس عنوان  صفر درجه یاساس جذب نسبت به دما 
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 اتانول و دما بر فعالیت آنزیم ریتأث

ی مختلف اتانول و دماهای مختلف را هاغلظتاثر    2شکل   

افزایش دما تا  یمبر فعالیت آنزیم ترمولیزین نشان     60دهد. با 

.  ابد ی یمکاهش    بعدازآنو    فعالیت آنزیم افزایش  سلسیوسدرجه  

درجه   60میزان دمای مطلوب آنزیم برابر با    ،ها یشآزماپس در  

شکل    سلسیوس در  یمنشان    b2بود.  اتانول  که   همه دهد 

 ت. باعث کاهش فعالیت آنزیم شده اس مورداستفادهی  هاغلظت

کاررفته از اتانول کاهش فعالیت آنزیم  به  ی هاغلظت  همهدر  

یت بر اساس  ل. محور عمودی بر اساس درصد فعاشد  مشاهده

شده  جذب بر دقیقه نسبت به آنزیم تیمار نشده با اتانول عنوان

 .است

 

 سلولز  لیمتیکربوکسفعالیت آنزیم در حضور    افزایش 

شکل    داده    3در  استنشان  متیل    که  شده  کربوکسی 

به کار رفته باعث افزایش فعالیت آنزیم    ی هاغلظتسلولز در  

از   درصد  ده  غلظت  در  ولی  است.  شده  ترمولیزین 

مشاهده    لیمتیکربوکس فعالیت  کاهش  برای  شودیمسلولز   .

غلظت   منظور  از    8این  برای    لیمتیکربوکسدرصد  سلولز 

در    یهاشیآزما آنزیم  فعالیت  بیشتر  زیرا  انتخاب شد،  بعدی 

  حضورآنزیم در    mKو    maxV  .تشده اساین غلظت مشاهده  

و برنامه    ی هادادهکربوکسی متیل سلولز با استفاده از   جذب 

Excel 2019    لاینویور برک    معادلهاز طریق رسم نمودار و

گردید. جدول   آنزیم    maxVمیزان    دهدیمنشان    1محاسبه 

یش  افزاسلولز    لیمتیکربوکسنسبت به آنزیم مخلوط نشده با  

 . یافته استیشافزانیز  mKو 

 مختلف کربوکسي متيل سلولز بر فعاليت آنزیم ترموليزین  ی ها اثر غلظت -3شکل 

Fig.3-effects of different concentrations of CMC on Thermolysin activity 
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افزایش  که    شودیمشاهده م  3در شکل    کربوکسی    غلظتبا 

و    دهدیمفعالیت آنزیم افزایش نشان    ،درصد  8لولز تا  سمتیل  

ور عمودی فعالیت آنزیم را بر اساس  ح. مابدییمبعدازآن کاهش  

ب بر دقیقه نسب به حالت آنزیم  ذج   بر اساسدرصد فعالیت  

 سلولز ل یمتیکربوکس: CMC. دهدیمتیمار نشده نشان 

وکسی بآنزیم مخلوط شده با کر   maxVو  mKافزایش میزان  

 متیل سلولز

باعث    از کربوکسی متیل سلولز که  از تعیین غلظتی  پس 

آنزیم  (،  درصد  8  غلظتشود )یم بیشترین افزایش فعالیت آنزیم  

 max, VmK  با این غلظت از کربوکسی متیل سلولز مخلوط و

از   با استفاده  و    ی هادادهآنزیم    Excel 2019 افزارنرمجذب 

برک حاصل را  -لاینویور  معادلهنمودار و    4  محاسبه شد. شکل

آنزیم   maxVو    mK  ریمقاد  آن معادله  که از روی  دهدیمنشان  

است   آورده شده  1که در جدول    طورهمانبه دست آمدند و  

.  OD/min  173/0  و   گرمیلی م  178/1  به ترتیب برابر است با 

  ل یمتکه کربوکسی    دهندیمنشان    4  نتایج جدول یک و شکل

  ، آنزیم را افزایش داده است. پس maxV نیزو   mK مقدار سلولز

کربوکسی متیل سلولز برخلاف کاهش تمایل آنزیم به سوبسترا،  

 .شده استباعث افزایش فعالیت آن 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 سلولز  ليمتيکربوکسدرصد از  8ت آنزیم ترموليزین در حضور غلظت  ي نمودار لاینویور برک از فعال -4شکل 

Fig.4- The Lineweaver Burk plot for Thermolysin kinetics in presence CMC (%8 concentration ( 

لاینویور برک که در شکل مشخص   معادلهآنزیم از روی   mKو   maxVمختلف کازئین محاسبه و  ی هاضور غلظتحب بر دقیقه فعالیت آنزیم منحنی لاینویور برک در ذج ی هابا استفاده از داده

 هست محاسبه شد. 
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آنزیم و افزایش پایداری آن به اتانول   کاهش دمای مطلوب

 سلولزتوسط کربوکسی متیل  

شکل  a  نمودار مطلوب  یمنشان    5  از  دمای  میزان  دهد 

در حضور     سلسیوس درجه    40  سلولز  ل یمت  یکربوکسآنزیم 

معمولی  است آنزیم  با  مقایسه  در    سلسیوسدرجه    20  که 

  b  با توجه به اطلاعات نمودار  ، دهد. در مقابلیمکاهش نشان  

کربوکسی متیل سلولز باعث افرایش فعالیت آنزیم    5  از شکل 

حضور   شدهاغلظتدر  اتانول  مختلف  استی  جدول ه   .  2  

را در مورد اثر اتانول نشان    5  و شکل   2  ی از نتایج شکلاخلاصه

در  یمنشان    2  که جدول   دهد، همچنانیم ی  ها غلظتدهد 

متیل  مختلف از اتانول در مورد آنزیم مخلوط شده با کربوکسی  

افزایش فعالیت نسبت به حالت بدون کربوکسی متیل    سلولز

 . شده استسلولز 

 

  با نشده  مخلوط آنزیم  به سلولز متيل کربوکسي  با مخلوط آنزیم نسبت فعاليت روی بر اتانول مختلف هایغلظت  اثر مقایسه -2 جدول

 سلولز  متيل کربوکسي

Table 1-Comparison effects of ethanol concentrations on enzyme activity in absent and present of CMC 

25 

25 

20 

20 

15 

15 

10 

10 

5 

5 

0 

0 

 ( درصد)غلظت اتانول 

Ethanol concentration 
(percentage) 

46/2 

2.46 

28/2 

2.28 

42/2 

2.42 

69/1 

1.69 

56/1 

1.56 

71/1 

1.71 

ش  مخلوط  آنزیم  با دفعالیت  ه 
به  ککربو نسبت  سلولز  متیل  سی 

 آنزیم مخلوط نشدهفعالیت 

Activity of the enzyme 
mixed with 
carboxymethyl cellulose 
compared to the activity 
of the unmixed enzyme 
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  متيل کربوکسي  با مخلوط آنزیم فعاليت( b سلولز متيل کربوکسي از درصد  8 غلظت حضور در  ترموليزین آنزیم بر اتانول و دما اثر a -5 شکل

 اتانول  مختلف هایغلظت حضور در سلولز

Fig.5-a)Temperature effect on Thermolysin enzyme in presence of CMC(%8concentration).b)Enzyme activity in presence 

of CMC and ethanol concentrations . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a)    سلولز.    ل یمتیکربوکساثر دما بر آنزیم ترمولیزین در حضور

تا   دما  افزایش  پیدا    ،سلسیوسدرجه    40با  افزایش  فعالیت 

بیشترین فعالیت آنزیم    سلسیوسدرجه    40و در دمای    کندیم

بر اساس درصد    را  . محور عمودی فعالیت آنزیم شودیمدیده  

فعالیت   ( b.  دهدیمنشان    سلسیوسنسبت به دمای صفر درجه  

ی  هاغلظتآنزیم مخلوط با کربوکسی متیل سلولز در حضور  

آنزیم  به  نسبت  آنزیم  فعالیت  اتانول.  حضور    مختلف  بدون 

آنزیم   فعالیت  افت  است.  شده  آورده  سلولز  متیل  کربوکسی 

ملایم    دارای تحقیق.استشیب  اصغری     اتدر  و  ممتاز  صدر 

(Sadrmomtaz & Asghari, 2015)    از حاصل  الاستاز 

متالوپروتئازهای مقاوم به  -Zn  ازجمله   سودوموناس آئروجینوزا

هحلال آنزیم  اما،  است.  آلی  ترمولیزین  وهای  آن،  مولوگ 

، دارای پایداری دمایی بالا است  سیلوس ترموپروتئولیتیکوسبا

های آلی دارد. فعالیت  پایداری بسیار کمی در حلال  کهیدرحال

  درصد)  50تا  صفر  یهاغلظتهای الاستاز و ترمولیزین در  آنزیم

های آلی اتانول، متانول، ایزوپروپانول،  از حلال  (حجمی/حجمی

گیری شد.  دی متیل فرمامید، گلیسرول و اتیلن گلیکول اندازه

جز  های آلی، به کار رفته بهحلال  همهفعالیت الاستاز در حضور  

غلظت تمامی  در  نهاتانول،  روند  ها  بلکه  نیافته  کاهش  تنها 

مولیزین در شرایط  فعالیت تر  کهیافزایشی را نشان داد، درحال

از سوی دیگر، فعالیت الاستاز در    .مشابه کاملاً از دست رفت

شدت  ها بهدر تمام حلال  یک میلی مولار   تولیوتریتید  حضور

پیوند دی   دارای یک  الاستاز  اینکه  به  توجه  با  یافت.  کاهش 

سولفیدی در دمین آمینوترمینال و یک پیوند دی سولفیدی  

ترمینال   پیشنهاد  می  استدر دمین کربوکسی  که  کرد  توان 

های آلی وجود این پیوندهای  دلیل پایداری الاستاز در حلال
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تحقیق  نتایج    .(Lamazares et al., 2021)  استسولفیدی  دی

با   آنزیم  پایداری  و  فعالیت  الکل  حضور  در  که  داد  نشان  ما 

پیدا   کاهش  اتانول  الکل  درصد  اتانول    کندیمافزایش  یعنی 

آنزیم   ناپایدار شدن  آنزیم    با توجه  .شده استباعث  اینکه  به 

آنزیم صنعتی   برای     عموماًو  است  ترمولیزین یک  در صنعت 

شود، پس با پایدارسازی  یمی آلی استفاده  ها حلالواکنش از  

توان کاربرد صنعتی آن را بیشتر  یماین آنزیم در حلال آلی  

با    آنها پایدارسازی    ، هایمآنزی پایدارسازی  ها روشکرد. یکی از  

در تحقیق  .  (Silva et al., 2018)  زودنی استاستفاده از مواد اف

متیل سلولز   است که دو گروه    شدهاستفادهحاضر کربوکسی 

دارد. تحقیقات نشان  منفی    بار   با   را سلولز و کربوکسی متیل

است پلی    داده  است    هااولکه  دسته  آن  از  هم  سلولز  که 

 ,Balcão & Vila)  شودتواند باعث افزایش پایداری آنزیم  یم

است که    شدهدادهترکیبات باردار نیز نشان    ،از طرفی.  (2015

.  (Kumar et al., 2011)  شوندیمباعث افزایش پایداری آنزیم  

mK    و maxV  آنزیم دو پارامتر کینتیکی آنزیم هستند که برای

بررسی   آنزیم  عملکرد  حاضر  شوندیمبرآورد  تحقیق  در   .

که    شده استآنزیم    mKسلولز باعث افزایش    لیمتیکربوکس

یم ترمولیزین توسط  آنزتواند به دلیل جذب سوبسترای  یماین  

  ل یمت  یکربوکسپیوندهای هیدروژنی و میانکش یونی توسط  

باعث    سلولز این خصلت همچنین  و  شدن    ریپذانعطافباشد 

آنزیم   واکنش  یمساختار  تا  پذیردتر  یعسرشود  از  صورت   .

باعث  کربوکسچون    ،طرفی سلولز  متیل    یر یپذانعطافی 

علاوه    تا ساختار آنزیم ترمولیزین شده است این امر باعث شده  

اینکه   کربوکسی  maxVبر  بدون  حالت  به  نسبت  متیل  آنزیم 

یابد)جدول    سلولز باعث  1افزایش  به    ترحساس(  آنزیم  شدن 

طور  همان(. 5)شکل شده استدما و کاهش دمای مطلوب آن 

استنشان    2و جدول   b5نمودار شکل    که کربوکسی    داده 

،  استمتیل سلولز فعالیت آنزیم را در حضور اتانول افزایش داده  

اتانول توسط    جذببا توجه به اینکه سلولز پلی اول هست با   

پیوند هیدروژنی باعث شده است که اثر اتانول بر ساختار آنزیم  

از بین برود تا آنزیم مخلوط شده نسبت به آنزیم مخلوط نشده  

   دهد.فعالیت بیشتری نشان 

 

 ی ریگجهینت

است   ممکن  صنایع  در  اینکه  به  توجه  در    هاواکنشبا 

باعث    ی هاط یمح که  ترکیباتی  وجود  شوند،  انجام  آبی  غیر 

آلی شوند اهمیت    یها حلالدر مقابل    هامیآنزافزایش پایداری  

ترکیب   پایداری    سلولز  لیمت  یکربوکسدارد.  افزایش  باعث 

  توانیم. پس  شده استآنزیم ترمولیزین در مقابل حلال اتانول  

پایدارساز آنزیم در مقابل    عنوانبهاین ترکیب را برای استفاده  

 حلال اتانول پیشنهاد داد.

 

 تعارض منافع 

نویسندگان در خصوص انتشار مقاله ارائه شده به طور کامل از سو اخلاق، از جمله سرقت ادبی، سو رفتار، جعل داده ها و یا  

 ارسال و انتشار دوگانه پرهیز نموده اند و منافی تجاری در این راستا وجود ندارد. 
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Abstract 

Thermolysin enzyme is a heat-resistant metalloproteinase enzyme that binds (EC 3.4.24.4) a 

peptide containing hydrophobic amino acids leucine and phenylalanine. This enzyme`s 

immobilization is very important. Enzyme immobilization enhances the stability and reuse of the 

enzyme, improves its properties, and facilitates the enzyme readiness of the product. In order to 

study the adsorption in the presence of ethanol, different concentrations of ethanol were 

investigated with enzymes. To investigate the presence of CMC, the enzyme was mixed with 

different percentages of CMC solution, and the casein (substrate) was mixed with different 

amounts. The effect of CMC and alcohol on the enzymatic solution of CMC was obtained. The 

effects of CMC and alcohol were investigated. The effect of CMC 2%, 4%, 6%, 8%, and 10% with 

1% casein on the enzyme was investigated. In this study, it was shown that thermolysin increases 

activity and stability against temperature rise and then decreases at very high temperatures, and 

alcohol causes enzyme instability. CMC increases the activity and stability of the thermolysin 

enzyme, but the presence of CMC can also increase the stability and resistance of the enzyme to 

alcohol. CMC has been shown to stabilize thermolysin. 
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