
 

 

 

  
  
  
  
  
  
  

  چکيده

  
ل ي ـداز، پاراکـسون، ات   ين اکـس  ي، کـول  يم ـي آنز يوسنـسورها ي، ب يکينـام ي ترمود يپارامترها :يكلمات كليد 

  ونيپارات
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ارگانوفسفره هـا باعـث شـده تـا          ي به منظور آشکارساز   يمي آنز يوسنسورهايداز در ب  ين اکس يم کول يکاربرد آنز 
ن مقالـه اثـر دو ارگانوفـسفره    يدر ا. رديم با ارگانوفسفره ها انجام پذين آنزي بر هم کنش ا ي بر رو  ياديمطالعات ز 

ن منظـور  يبه هم.  قرار گرفته استيداز مورد بررسين اکسيلم کوي ساختمان آنزيون بر رويل پاراتيپاراکسون و ات  
داز به روش   ين اکس ي برهم کنش عوامل فوق با کول      يبس و انتروپ  ي آزاد گ  ي، انرژ ي آنتالپ يکيناميسه پارامتر ترمود  

ق نشان داد کـه هـر       ين تحق يج ا ينتا. ديسه گرد يمقا. شده و سپس   يري نشر فلورسانس اندازه گ    ياسپکتروفتومتر
 يون، دارا يل پارات يسه با ات  ياما پاراکسون در مقا   .  دارند يم اثر دناتوره کنندگ   ي ساختار آنز  ين عوامل بر رو   ي ا يدو

 ـ    ير خود قرار م   يم را تحت تاث   يدتر ساختار آنز  ي بوده و شد   يشتريک ب يدروفوبياثر ه   ـ ب ي دهـد و انتروپ شتر آن  ي
.ت استين واقعي از هميناش

 

 

  نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران 
  
  

  دانشگاه علم و صنعت ايران
 ۱۳۸۳ آذر ماه ۳-۵

تعيين پارامترهاي ترموديناميکي برهم کنش 
 با کولين اکسيدازيون با آنزيم پاراکسون و اتيل پارات

 استفاده از اسپکتروسکپي فلورسانس
 ١ي اکبر صبوريعل ١انيت االله قورچي هدا,٢،١*يحسن توکل

.راني ا– تهران –ک يزيوفي و بيميوشيقات بي مرکز تحق– دانشگاه تهران . ١  
.کيزيوفي و بيولوژيزي گروه ف– ي دانشکده پزشک–ه االله ي بقيدانشگاه علوم پزشک.٢  



IChEC9 

 
  ...ی و بهداشتيع غذايی، ی، صنابيوتکنولوژ: ۸محور علمي 

  ۱۳۸۳ آذرماه ۵ الی ۳نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران،  

٣٥٤٦

  مقدمه 
 ان مهارکننده وبه عن ( يپزشک در   ،]١و٢[)به عنوان آفت کش   ( يدر کشاورز  ع ارگانوفسفره ها  يار وس يکاربرد بس 

ژه در حلبچه ي و بو  يليآن گونه که درجنگ تحم     (ي نظام ي در تهاجم ها   ي و حت  ]٣[)ن استراز يل کول ي است يها
ت يار حائز اهمي بسي و نظامي، پزشکيطيست محي ز نظرن عوامل را از نقطهي ا ي آشکارساز ،]٤[)وستيبوقوع پ 

 ين استراز بـر سـطح الکترودهـا   يل کول ي است که به همراه است     يميآنز) ChOx (دازين اکس ي کول .ساخته است 
مطالعـه   (ي آشکارسـاز ي و بـرا ده شـده ي ـ ناميميوسنسور آنزي، بي ساختارنيچن. ]٥ [ شوديم تيمناسب تثب

 از يآگـاه . ردي ـ گي مورد اسـتفاده قـرار م ـ      ]٦[)يمطالعه کم  (ارگانوفسفره ها  غلظت   يري و اندازه گ   ]٥[)يفيک
  کـه در ييم هـا ي آنزيعيبر ساختار طب) رندي گي قرار مي که مورد آشکارسازيباتيترک(ت ها  ير آنال يزم تاث يمکان

.  آورديشتر را فـراهم م ـ ي ـ بيي با کـارآ يوسنسورهايرند، امکان ساخت بي گيوسنسورها مورد استفاده قرار م  يب
 ـ، اطلاعـات ز يم ـي آنزيوسنـسورها يداز در سـاخت ب ين اکـس ياد کـول ي رغم کاربرد ز يعل ر ي در مـورد تـاث  يادي

 ـ در ا  . باشـد  ي آن در دسـتزس نم ـ     يعيگانوفسفره ها بر ساختار طب      ـ ن مقالـه  ي  کـنش دو ارگانوفـسفره    هـم  ر ب
  . قرار گرفته استي مورد بررسChOx مي آنزاب) EPA(ون يل پاراتيات و POX)(پاراکسون 
ChOx    خـود، بـر اسـاس    ) يميآنز (يکيتي کاتالاي  وي ساختاري انجام نقش هاين ها، براي مانند همه پروتئ
 ٧[خود وابسته است) Native (يعيطببه ساختار ) Conformation-Function(عملکرد  - ساختاريرابطه منطق

 دنـاتوره   انـواع مانند( ييايميا عوامل ش ي و   ) فشار  و مانند دما ( يکيزي آن در مقابل عوامل ف     يدارياشو مطالعه   ]
   ماننـد يکينـام ي ترموديپارامترهـا . ]٨[ قـرار گرفتـه اسـت     يمتعـدد  مـورد توجـه پـژوهش گـران          ) ها کننده
ن هـا در مقابـل عوامـل دنـاتوره     ي پروتئيداري پايابي ارزيبرهم کنش، برا يبس و انتروپي آزاد گ  ي، انرژ يانتالپ

 يدر پژوهش انجام شده بـرا  . ]١٠و٩[ندي آ ي به شمار م   ي قابل قبول  ي، شاخص ها  ييايميا ش ي و   يکيزيکننده ف 
 ـ در مقابـل ا مي آنـز يداري ـزان پاي ـن ميـي  تعبـه منظـور  ChOx م ي با آنزEPA و POX  برهم کنشيبررس ن ي

   نشرفلورسانسي مذکور به روش اسپکتروسکپيکينامي ترمودي پارامترهايري، ازاندازه گه هاارگانوفسفر
  است استفاده شده

  
  مواد وروش ها

م فـسفات  يه بـافر از پتاس ـ    ي ـ ته يبرا. ديه گرد يگما ته يون از شرکت س   يل پارات يداز، پاراکسون و ات   ين اکس يکول
(K2HPO4 , KH2PO4)ه محلـول  ي ـ تهير بـرا ي ـ ها از آب دو بار تقطشي محصول شرکت مرک و در همه آزما

  .از، استفاده شدي مور نيها
ه ي ـته  ٨pHم فـسفات بـا   ي در بـافر پتاس ـ ChOx يم ـيمم نشر فلورسانس، محلول آنزي ماکزيري اندازه گيبرا

 EPAا ي و POX ازي مختلفيغلظت ها ChOx-EPA و   ChOx-POX يه کمپلکس ها  ي ته يسپس برا . ديگرد
  م درون آني و غلظـت آنـز  ml١ حجـم محلـول هـا در درون سـل فلورسـانس      . ضافه شد ايميمحلول آنزبه 

μMفلورسـانس  يش فلورسانس، دستگاه اسپکتروسکپي انجام آزمايبرا.  بود ٣٢/٢ Hitachi  مـدل MPF-4  کـه 
  .  بود، مورد استفاده قرار گرفتNTB-4 مدل Prothermaستم کنترل دما يمجهز به س
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   يريجه گيبحث و نت
، که در ٢٨٠ nmم با طول موج ين آنزيک ايکه با تحر)D تا   A ١شکل  ( نشان داد    ChOxشر فلورسانس   ف ن يط

  . افتدي اتفاق مnm٤٠٥ مم نشر آن در طول موج ي، ماکز]١١[پتوفان استيک تريواقع طول موج تحر
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م فسفات، با يکرومولار در بافر پتاسي م٣٢/٢ با غلظت يميمحلول آنز. دازين اکسي نشر فلورسانس کول-١شکل 
) EPA(ون يل پاراتيو ات) POX(کرومولار پاراکسون ي م٨/٣٦ و ٤/٢٨، ٢٠، ٨/١٦، ٦/١٢، ٤/٨، ٢/٤، ٠ يغلظت ها
 B و A يگراف ها. گراد انکوبه شده استيدرجه سانتB,D)  يگراف ها (٣٧و )  A,Cيگراف ها (٢٥ يدر دو دما

ن ي و کمتريعيم طبي آنزين نشر فلورسانس برايشتريب. ون استيل پاراتي مربوط به اتD  وCمربوط به پاراکسون و 
  . افتديم کاملا باز شده اتفاق مي آنزيآن برا

  
 و بـاز شـده      (Native) يع ـي طب يز و مطالعـه سـاختارها     ين ها امکان تمـا    يف نشر فلورسانس پروتئ   يمطالعه ط 

)(Unfold ن ها انجام يف فلورسانس پروتئي طي که تا کنون بر رويطالعاتم. ]١٢[ آوردين ها را فراهم م   ي پروتئ
 ي و خاموش ـ  يع ـين شدت نشر فلورسانس مربـوط بـه حالـت طب          يشتري کند که ب   يان م يت را ب  ين واقع يشده، ا 

)Quenching (ينشر فلورسانس حالت باز شده گ) Unfold (١شـکل  . ]١٢[ دهـد يآنها را نشان م ـ)  A تـا (D 
 در . دهـد ي نشان م ـEPAا ي POX يارگانوفسفره هاش غلظت ي را با افزاChOx  فلورسانس نشرکاهش شدت

 ChOx  کامـل ي مربوط به حالـت بـاز شـده گ ـ   d يف هاي و طيعي مربوط به حالت طبa يف هاين شکل طيا
ن شـکل  يف نشر فلورسانس در اي طيا آبي قرمز و يي از جابجا ي وجود دارد که حاک    يياگر چه گزارش ها   . است

اگر چـه  .  استChOx  کاملي مربوط به حالت باز شده گd يف هاي و طيعيمربوط به حالت طب a يف هايط
 بـاز  ين هـا ي از پروتئيف نشر فلورسانس بعضي طيا آبي قرمز و يي از جابجا ي وجود دارد که حاک    ييگزارش ها 
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 يفـسفره هـا   بـا ارگانو ChOxون ين پژوهش در اثـر انکوباس ـ ي در اي آنها است، وليعيشده نسبت به حالت طب 
ه ي شـب  Lectin هماننـد يين هـا ي به پـروتئ ChOxن نظر يده نشده است و از اي ديي هايين جابجايمذکور، چن

  .]١١[است
د ين اسيا. ]١١[پتوفان استي ترينه هايد آمي مربوط به اسChOxن ها از جمله  ي   اصولا نشر فلورسانس پروتئ   

 در يع ـيدروفوب، در حالـت طب    يل دارا بودن دنباله ه    يه دل ک بوده که ب   ي آرومات ينه ها يد آم ينه در زمره اس   يآم
 در نـشر  يع ـين طبيل در پـروتئ ي ـن دليبـه هم ـ . مـدفون اسـت  ) آب( و به دور از دستزس حلال  ChOxدرون  

ن شدت نشر فلورسـانس در  يشتريجه بي و در نت]١٣[ وجود دارد يپتوفان حالت تعاون  ينه تر يد آم يفلورسانس اس 
 ـ POX(با افزودن عوامل ارگانوفـسفره  .  شوديده مين ها دين حالت در پروتئيا ، يم ـيط آنزيبـه مح ـ )  EPAاي

 يع ـيزد و چون آب در حفظ سـاختار طب   ي ر ين عوامل به هم م    يدروفوب بودن ا  ي آب به علت ه    يعيساختار طب 
 ChOx شود تا بـاز شـدن   يختن ساختار آن موجب ميل به هم ر ين دل ي است، به هم   ي نقش اساس  يم دارا يآنز

اد ارگانوفـسفره هـا،   ي ـ زيدر غلظت هـا .  d) تاb يف هايط(د يه و نشر فلورسانس شروع به کاهش نماآغاز شد
ChOx      د يجه کـاهش شـد  ي رود و در نت ين م يپتوفان از ب  ي نشر فلورسانس توسط تر    ي کاملا باز شده و اثر تعاون

  . باشدين امر مي از همينشر فلورسانس ناش
ستم کـاملا در  ي ـ سيکينـام ي ترمودي بـا پارامترهـا  ChOx با EPA و  POXنيک بيدروفوبي    بر هم کنش ه

 ـ ا ي سـاز  ي تواننـد در کم ـ    يل م ـ ي ـن دل ي و بـه هم ـ    ]١٤[ارتباط هستند  سه قـدرت  ي ـن بـر هـم کـنش و مقا   ي
 ي فلورسانس در غلظت ها    يش ها ياطلاعات بدست آمده از آزما    . رنديته آنها مورد استفاده قرار گ     يسيدروفوبيه

 مـورد اسـتفاده قـرار    يکينـام ي ترمودين پارامترهـا يي توانند در تعي متفاوت ميمان عوامل در دو ديمختلف ا 
 ي مذکور نـسبت بـه غلظـت هـا    يکاهش شدت فلورسانس در دو دما) ٢(در شکل ) . Dتا A   ١شکل (رند يگ

  .ديم گردي ترسEPA و POXمختلف 
 

  
ر نـشر فلورسـانس   يي ـتغ. فسفره هار غلظت ارگانوييداز نسبت به تغين اکس ير نشر فلورسانس کول   يي تغ -٢شکل  

در .گراديدرجـه سـانت  ) ○ (٣٧و ) ● (٢٥ ي متفاوت پاراکـسون در دمـا  يداز انکوبه شده با غلظتها    ين اکس يکول
 ي و در دمـا ∆گراد بـا   ي درجه سانت  ٢٥ يون در دما  يل پارات يم با ات  يون آنز يانکوباس. شکل نشان داده شده است    
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ن ييتع) ١( از ارگانوفسفره با استفاده از شکل ي در هر غلظتF∆.  مشخص شده است ▲گراد با   ي درجه سانت  ٣٧
 ). شتر به متن مراجعه شوديح بي توضيبرا. (ديگرد

 است کـه از  ٤٠٥ nmان گر اختلاف شدت فلورسانس در طول موج ي در واقع ب   F∆ يعنين شکل   يمحور قائم ا  
  :ر قابل محاسبه استيرابطه ز

 
∆F=F0-F                           (١) 

  
ف ي ـط . اسـت ChOx مربـوط بـه حالـت بـاز شـده      F و يعيف فلورسانس حالت طبي شدت طF0ن رابطه يدر ا

ش غلظت ارگانو فسفره هـا بـه طـور    يم با افزاين آنزي دهد که باز شدن اينشان م) ١شکل   (ChOxفلورسانس  
ن غلظـت  يشتري ـم در بي کامـل آنـز  ي گ ـ  مربوط بـه بازشـده     'Fن صورت چنانچه    يدر ا .  افتد ي اتفاق م  يجيتدر

  : توان نوشتي، م١ف در شکل يط(ارگانوفسفره ها باشد
  

 ∆Fmax=F0-F'                          (2) 
  

  :مي دار(L) و ارگانوفسفره ها (M)م ين آنزي برهم کنش بي برا
  
 

           M+L             ML      [L][M]=K[ML]                                         
(3) 

 
داده و بـه  ) ML(ل کمپلکس ي، تشکChOxمم غلظت ارگانوفسفره ها تمام يت که در ماکزين واقعيبا توجه به ا   

 ين غلظت ارگانوفسفره ها که باز شـده گ ـ       يشترين در ب  يهستند، بنابرا ) ChOx-EPAا  ي ChOx-POX(صورت  
م آزاد يگـر آنـز  يبـه عبـارت د  . م برابر اسـت   يه آنز يل افتد، غلظت کمپلکس ها با غلظت او       يم اتفاق م  يکامل آنز 

  :مي داريعني. وجود ندارد
[ML]total=[M]total 

  
ر امکـان  يو رابطه ز) ٢( غلظت کمپلکس ها با استفاده از شکل نيي تعFmax∆ و F∆ف ين با توجه به تعر   يهمچن

  : گرددير ميپذ
  

[ML]=[ML]total∆F/∆Fmax 
  

 ـيباز شده گ کم ارگانوفسفرها که يدر غلظت ها  از ي وجـود دارد همـواره بخـش   (Partial Unfolding) ي جزئ
 غلظـت  ين بـرا يبنـابرا . گـر بـه صـورت آزاد هـستند      ي و بخش د   ChOxارگانوفسفره ها به صورت کمپلکس با       

  : ميب داريم آزاد به ترتيا آنزي آزاد و ارگانوفسفره
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[L]=[L]total-[ML]                        ( )٢   
[M]=[M]total-[ML]                       ( ) ٣  

 
نسبت به غلظت کمپلکس )  (Mم آزادي و آنزL)( آزاد ي ارگانوفسفره هايحاصل ضرب غلظت ها) ٣(در شکل 
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ن يا.  آزاد نسبت به غلظت کمپلکس هايم آزاد در ارگانوفسفره هايرات حاصل ضرب آنزيي تغ-٣شکل 
. گراد نشان داده شده استي درجه سانت٣٧ يدر دما) ■( و با ٢٥ يدر دما) □(کسون با  پارايرات براييتغ

گراد نشان ي درجه سانت٣٧ يدر دما) ▲( و با ٢٥ يدر دما) ∆(ون با يل پاراتي اتين شکل براين در ايهمچن
  .داده شده است

 Kر يم شده است، مقادي ترس٣٥ 0C و ٢٥ 0C يدر دو دما) ٣( که در شکل     يب خطوط يش) ١(بر اساس رابطه    
ر محاسـبه  يبس با استفاده از روابط زي آزاد گي و انرژي، انتروپي، انتالپKر يبا داشتن مقاد.  دهديرا به دست م  

  :]١٥[شدند
 

ln (K2/K1)=[ ΔH(1/T1-1/T2)]/R    Van’t Hoff Equation 
ΔG= ΔG308- ΔG298=-R(T2lnK2-T1lnK     Gibbs Free Energy Equation                                       
ΔS=(ΔH - ΔG)/T       (5)  

  . شده انديگرد آور) ١( محاسبه شده در جدول يکينامي ترموديه پارامترهايکل
ن يم کوليبا آنز) EPA(ون يل پاراتيو ات) POX(ن پاراکسون ي بر هم کنش بيکينامي ترمودي پارامترها– ١جدول 

  . محاسبه شده است٣٧ 0C يهم کنش در دما بر يآنتروپ). ChOx(داز ياکس
∆S(kJ/mol K) ∆G(kJ/mol) ∆H(kJ/mol) [L] 

٣/٧٩  ٢٨/٣  ٢٤/٠  POX 
٤٢  ٢٦/٣  ١٢/٠  EPA 
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نه يد آمي با اسEPA و  POXنيک بيدروفوبيانگر بر هم کنش هي محاسبه شده بيرات آنتروپيي مثبت بودن تغ
 ـ      ي محاسبه شده برا   يمقدار انتروپ ن بزرگتر بودن    يعلاوه بر ا  .  باشد ي م ChOx سطح   يها ن ي بـر هـم کـنش ب

POX و ChOx نسبت به EPA و  ChOxن ارگانوفسفره نـسبت بـه   يت است که اين واقعيانگر ايبPOXي دارا 
ر ي را تحت تـاث ChOx يعي ساختار طبين به طور موثرتر ي بوده و بنابرا   ChOx بر   يدتريته شد يسيدروفوبياثر ه 

  . دهديخود قرار م
  اجعمنابع و مر

1. Food and Agricultural Organization of United Nations, Roma. FAO Prod.Yearb.  (1989). 
2. United States Department of Agriculture. In: Agriculture Statistics., Washington, DC: 
U.S.Govenment Printing Office; p 395 (1992). 
3. Fillit H, Hill J. The economic benefits of acetylcholinesterase inhibitors for patients with 
Alzheimer disease and associated dementias. Alzheimer Dis Assoc Disord. (2004). 
4. Paddle, B.M. Biosensors  for chemical and biological agents of defense interest. Biosensors 
& Bioelectronics. (1996). 
5. Doretti L, Ferrara D, Lora S, Schiavon F, Veronese FM. Acetylcholine biosensor involving 
entrapment of acetylcholinesterase and poly(ethylene glycol)-modified choline oxidase in a 
poly(vinyl alcohol) cryogel membrane. Enzyme Microb Technol. (2000). 
6. KoK, N.K., Bozoglo, F., Hasirci, V. Construction of an acetylcholinesterase-Choline 
oxidase biosensor for aldicarb determination. Biosensors&Bioelectronics. (2002). 
7. Mulchndani, A., Mulchndani, P., Chen, W. Enzyme biosensor for determination of 
organophosphates. Field Analytical Chemistry and Technology. (1998). 
8. Mitkevich VA, Schulga AA, Ermolyuk YS, Lobachov VM, Chekhov VO, Yakovlev GI, 
Hartley RW, Nick Pace C, Kirpichnikov MP, Makarov AA. Thermodynamics of denaturation 
of complexes of barnase and binase with barstar. Biophysical Chemistry. (2003). 
9. Pace, C.N., Shaw, K.L. Linear extrapolation method of analyzing solvent denaturation 
curves. Proteins: structure, function and genetics. (2000). 
10. Liu, C., Chu, D., Wideman, R.D., Houliston, R.S., Wong, H.J., Meiering, E.M. 
Thermodynamics of denaturation of Hisactophilin, A β-Trefoil protein. Biochemistry. (2001). 
11. Komath, S.S., Swamy, M.J. Fluorescence quenching, time resolved fluorescence and 
chemical modification studies on the tryptophan residues of snak gourd seed Lectin. Journal of 
Photochemistry and Photobiology. (1999). 
12. Eftink, M.R. The use of fluorescence methods to monitor unfolding transitions in proteins. 
Biophysical Journal. (1994). 
13. Sultan, N.A., Swamy, M.J. Thermodynamic analysis of binding of 4-methylumbelliferyl-α 
and β-D-galactopyranosides to Momordica charantia Lectin. Current Science. (2003). 
14. Cui, F.L., Fan, J., Li, W., Fan, Y.C. and Hu, Z.D. Interaction between 1-benzoyl-4-p-
chlorophenyl thio serine carbazide and serum albumin: investigation by fluorescence 
spectroscopy. J. Pharm. Biomed. Anal. J. Pharm. Biomed. Anal. (2004). 
15. - Tinoco, I, Sauer, K. and Wang, J.C. Physical Chemistry (Prentice Hall, London). (1995). 


