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چکیده
در این پژوهش آنزیم اینولیناز بر روى نانوذرات مغناطیسى عامل دار شده با نانوذرات پروتئینى ایزوله پروتئین سویا و سرم آلبومین 
گاوى از طریق ایجاد اتصالات کووالانسى تثبیت گردید. تثبیت آنزیم به منظور افزایش پایدارى ساختار آنزیم تحت شرایط دشوار 
صنعتى، امکان استفاده مجدد و بیوراکتور هاى آنزیمى تثبیت شده با سیستم مداوم صورت گرفت. علاوه بر این، تثبیت این آنزیم 
بر روى نانوذرات مغناطیسى جداسازى آنزیم را از محیط واکنش توسط میدان مغناطیسى امکان پذیر نمود. بدین منظور در 
مرحله اول نانوذرات مغناطیسى به روش هم رسوبى تهیه گردیدند. نانوذرات ایزوله پروتئین سویا به همراه سرم آلبومین گاوى 
پایدار سازى نانوذرات مغناطیسى، فرایند پوشش دهى سطح انجام گرفت. در مرحله  به روش حلال زدایى تهیه و سپس جهت 
سوم، فرایند تثبیت آنزیم بر روى سطوح بستر مغناطیسى صورت گرفت. به منظور مطالعه شکل و ساختار، اندازه و ویژگى هاى 
عملکردى نانوذرات مغناطیسى و پروتئینى و فرایند تثبیت آنزیم در کلیه مراحل تهیه، روش هاى تشخیص میکروسکوپ الکترونى 
روبشى (SEM) و تفرق دینامیک نور (DLS) به کار گرفته شد. پس از تثبیت آنزیم،  ویژگى هاى آنزیم تثبیت شده در مقایسه با 
آنزیم آزاد مطالعه گردید. نتایج نشان داد که آنزیم تثبیت شده در 65 درجه سانتى گراد به مدت 60 دقیقه بیش از 50% درصد از 
فعالیت اولیه خود را حفظ نموده، در حالى که آنزیم آزاد تنها 17% از فعالیت اولیه خود را حفظ کرده بود. آنزیم تثبیت شده پس 
از 12 سیکل بیش از 60% فعالیت خود را حفظ نمود. نیمه عمر آنزیم تثبیت شده در دماى C˚ 65، به میزان 6 برابر نسبت به 
آنزیم آزاد افزایش یافت. میزان فعالیت آنزیم، هم چنین پارامترهاى سینتیکى(Vmax, Km)  آنزیم تثبیت شده در مقایسه با آنزیم 

آزاد به  صورتى تغییر یافته که نشان دهنده افزایش پایدارى و بهبود عملکرد آنزیم پس از تثبیت مى باشد. 
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1- مقدمه
و  فروکتوز  اینولین،  آبکافت  با  که  است  آنزیمى  اینولیناز 
فراورده ها  این  که  نموده  تولید  را  فروکتواولیگوساکارید ها 
داراى کاربرد وسیعى در صنایع دارویى و غذایى هستند. آنزیم 
تک  فرایند  یک  در  پر فروکتوز  شربت  تولید  به  قادر  اینولیناز 
روش  صورتى که  در  مى باشد.  اینولین  از  آنزیمى  مرحله اى 
فروکتوز  به  را  نشاسته  آنزیمى،  مرحله   چند  طى  مرسوم 
تبدیل مى کند. آبکافت اینولین به دو روش اسیدى و آنزیمى 
امکان پذیر است. در روش اسیدى براى تولید شربت پرفروکتوز 
به طور معمول مشکلاتى را از جمله کاهش کیفیت رنگ، طعم 
و مزه  فراورده   نهایى و نیز تولید فراورده هاى جانبى را به همراه 
دارد. اما در روش آبکافت آنزیمى اینولین کیفیت رنگ، طعم و 
مزه به خوبى حفظ گردیده ضمن این که، میزان بازدهى تولید 
آنزیم  از  که  مرسوم  سیستم هاى  در  است[1].  بالاتر  فروکتوز 
آزاد استفاده مى گردد، برگشت مجدد آنزیم به فرایند آبکافت 
امکان پذیر نبوده و در خاتمه فرایند، آنزیم همراه با پساب از 
از  مداوم  به صورت  تولید  فرایند  انجام  مى شود.  سیستم خارج 
نظر اقتصادى بسیار اهمیت داشته و قیمت تمام شده فراورده 
نهایى را تحت تاثیر قرار مى دهد. آنزیم آزاد تحت شرایط دشوار 
فرایند از نظر دما، pH، فشار و سایر عوامل، دچار تغییراتى در 
ساختار طبیعى خود گردیده و در نتیجه سرشت طبیعى خود 
را از دست مى دهد .در حالى که، آنزیم تثبیت شده تحت چنین 
شرایط دشوارى پایدارتر بوده و ماهیت طبیعى خود را در حین 
نظر  از  آنزیم  تثبیت  بنابراین،  مى کند.  خوبى حفظ  به  فرایند 
حفظ ساختار و فعالیت طبیعى و اصلى آنزیم، قابلیت استفاده 
مجدد در فرایند بعدى، صرفه جویى در مصرف انرژى، سوخت 
بهره ورى  نتیجه  در  فاضلاب،  و  پساب  حجم  کاهش  و  آب  و 
بیش تر در فرایند تولید و افزایش راندمان فراورده نهایى داراى 
اهمیت مى باشد [2]. تثبیت آنزیم بر روى حامل از طریق ایجاد 
آنزیم  و  حامل  ماده  بین  کووالانسى  پایدار  و  قوى  پیوندهاى 
صورت مى گیرد. ارتباط مستحکم آنزیم و بستر براساس واکنش 
شیمیایى بین باقى مانده  اسید هاى آمینه  سطحى مولکول آنزیم 
فعال  و گرو ه هاى عمل گراى  لیزین  اپسیلن-آمینو  مانند گروه 
در سطح حامل برقرار مى گردد[2]. عوامل اتصال دهنده مانند 
پروپیل)  آمین  متیل  1-اتیل-3-(3-دى  یا  و  گلوترآلدهید 

کربودیمید هیدروکلرید (EDC) در این نوع تثبیت به کار گرفته 
شده و با استفاده از گروه هاى عاملى موجود در این نوع ترکیبات 
براى مثال گروه هاى آلدئیدى، نانوذرات مغناطیسى اصلاح شده 
و به آنزیم ها متصل مى گردند [3]. نانوذرات مغناطیسى به دلیل 
سطح مقطع بالا، نسبت سطح به حجم بالا و جداسازى راحت 
آن از محیط واکنش، در سال هاى اخیر به عنوان حامل مورد 
توجه مى باشد. روش شیمیایى هم رسوبى روشى ساده و کارآمد 
سمیت  نانوذرات  این  است.  مگنتیت  نانوذرات  به  رسیدن  در 
مغناطیسى  نانوذرات  مى باشند.  سازگار  زیست  و  داشته  کمى 
دستخوش  آسانى  به  و  داشته  بالایى  پذیرى  واکنش  آهن 
تخریب تحت تماس مستقیم با محیط مى شوند [4]. روش هاى 
اصلاحى متنوعى براى رسیدن به نانوذرات مغناطیسى پایدار و  
زیست سازگار براى تثبیت آنزیم ها توسعه یافته  است. نانوذرات 
مغناطیسى به تنهایى در مقابل محلول هاى اسیدى قوى ناپایدار 
استفاده   قابلیت  نمودن  محدود  موجب  امر  و همین  مى باشند 
مجدد و کاهش طول عمر این نوع ترکیبات مى باشد. بالا بودن 
نسبت سطح به حجم منجر به تجمع ذرات و به حداقل رسیدن 
انرژى سطحى مى گردد. جاذبه  قوى بین نانوذرات قابلیت پخش 
آن ها را در محلول هاى آبى و بسترها کاهش مى دهد و تحت 
چنین شرایطى میزان تثبیت آنزیم بر روى سطح کاهش مى یابد. 
براى مقابله با این محدودیت ها روش هاى مختلفى جهت اصلاح 
سطح نانوذرات از طریق بارگذارى مواد شیمیایى یا بیولوژیکى 
این  به کار گرفته مى شود.  از آن  بعد  یا  در حین فرایند سنتز 
و  بودن  سازگار  زیست  (مانند  سطح  خصوصیات  تکنیک ها 
قابلیت پخش شدن)  نانوذرات مغناطیسى آهن را بهینه کرده 
و محیطى را براى انتقال نانوذرات اکسید آهن هیدروفوبیک به 
از  یکى  پروتئین ها  مى کنند.  ایجاد  هیدروفیلیک  سیستم  یک 
ترکیباتى هستند که جهت اصلاح سطح نانوذرات مغناطیسى 
به کار گرفته مى شوند [5]. سویا یکى از منابع غنى پروتئین هاي 
گیاهى محسوب مى گردد که شکل غنى شده  آن به عنوان ایزوله  
پروتئین سویا1 شناخته مى شود. ایزوله پروتئین سویا از سویاى 
ارزش  داراي  ترکیب  این  مى آید.  به دست  شده  چربى زدایى 
غذایى،  صنایع  در  وسیعى  کاربرد هاى  و  بوده  بالایى  تغذیه اي 
تولید مکمل ها و صنایع دارویى دارد. آلبومین پروتئینى است 
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که از منابع مختلف مانند سفیده  تخم مرغ،  سرم خون گاوي و 
سرم خون انسان  به دست مى آید [6، 7].

بر روى تثبیت آنزیم اینولیناز به روش هاى مختلف  تاکنون 
تحقیقات بسیارى انجام شده است. کیم و بیان اینولیناز را بر 
آنزیم  فعالیت  کردند.  تثبیت  سلولز  اتیل  2-آمینو  بستر  روى 
ماتریکس  واحد  گرم  در  اینولیناز  واحد   39/3 شده  تثبیت 
اینولین  را در حضور سوبستراى  مقاومت خوبى  بود و  خشک 
یا عصاره  غده  گیاه کنگر فرنگى از خود نشان داد [8]. اطالیبى 
از طریق پیوند  اینولیناز مقاوم به حرارت را  آنزیم  و همکاران 
منافذ  اندازه  با  دار  منفذ  شیشه اى  بسترهاى  روى  کووالانسى 
تثبیت  آنگستروم)   125 -1170 منفذ  قطر  (دامنه ى  مختلف 
کردند. دماى اپتیمم آنزیم تثبیت شده،70 درجه  سانتى گراد، 
بود، در  بالاتر  با آنزیم آزاد، 60 درجه سانتى گراد،  در مقایسه 
 .[9] نشد  داده  نشان  آنزیم  فعالیت   pHدر تغییرى  حالى که 
از اینولین با استفاده از  ناکامورا و همکاران شربت فروکتوز را 
پایدارى  اینولیناز تثبیت شده به روش مداوم به دست آوردند. 
آنزیم تثبیت شده تا دماى 60 درجه سانتى گراد حفظ شد [1]. 
در  کیم و همکاران، اینولیناز را بر روى آمینو-سلوفاین تثبیت 
کردند. فعالیت آنزیم درpH  برابر با 6-5/4 در دماى 60 درجه 
سانتى گراد ثابت نگاه داشته شد. 100% از فعالیت آنزیم حتى 
بعد از انکوباسیون به مدت 24 ساعت در 60 درجه  سانتى گراد 
حفظ گردید [10]. کوالوا و همکاران، اینولیناز را بر روى رزین 
و  فیزیکى  روش هاى  با   AV-16-GS ماکروپوروس  یون  تبادل 
شیمیایى تثبیت کردند. اتصال آنزیم به حامل به وسیله  روش هاى 
مطالعه شده سبب تغییر دماى بهینه ى آنزیم به دماهاى بالاتر 
و افزایش دامنه pH اپتیمم منجر شد [11]. الناشار و همکاران 
بر روى بستر جدید پلیمر زیستى پیوندى تثبیت  اینولیناز را 
کردند. پایدارى آنزیم به مدت 2 ساعت در 60 درجه  سانتى گراد 
با حفظ 78% از فعالیت خود در مقایسه با 7% فعالیت آنزیم آزاد 
اندواینولیناز تجارى  قابل توجه بود [12]. نگویان و همکاران، 
را به طور موفقیت آمیزى بر روى حامل کیتین با بازدهى %66 
را  فعالیت  بالاترین  شده  تثبیت  اندواینولیناز  کردند.  تثبیت 
بالاتر  5 درجه سانتى گراد  دماى 65 درجه  سانتى گراد که  در 
و  زمولین   .[13] داد  نشان  را  بود،  آزاد  آنزیم  بهینه   دماى  از 
همکاران بر روى تثبیت آنزیم اینولیناز به دست آمده از تخمیر 

با استفاده از تکنولوژى خشک کن پاششى تمرکز کردند. آنزیم 
پایدارى دمایى خوبى در مقایسه با اینولیناز آزاد  تثبیت شده 
داشت [14]. کوگتو و همکاران اینولیناز  را بر روى حامل مونت 
موریلونیت طبیعى تثبیت کردند. فعالیت آنزیم تثبیت شده بعد 
از 1968 ساعت تحت شرایط انبارمانى در دماهاى پایین و بعد 
از 1826-456 ساعت در دماهاى بالا حفظ شد[15]. یویل و 
همکاران آنزیم اینولیناز را با استفاده از پیوند کوالانت طى دو 
pH هاى  تثبیت کردند. در  از کیتوزان  بر روى بسترى  مرحله  
پایین ( 3و 2/5) فعالیت نسبى آنزیم تثبیت شده بالاتر از آنزیم 
درجه   و 60   50 دماى  در  دمایى  مقاومت  بود. هم چنین  آزاد 
سانتى گراد پس از تثبیت بر روى کیتوزان افزایش یافت [16]. 
بر روى  به طور موثرى  را  تجارى  اینولیناز  میسائو و همکاران، 
گرانول هاى آلژینات-کیتوزان با استفاده از گلوترآلدهید تثبیت 
نمودند. بهترین فعالیت آنزیم در 50 درجه  سانتى گراد به دست 
آمد. آنزیم تثبیت شده 76% فعالیت خود را به مدت 6 روز در 

دماى اتاق حفظ نمود[17].
در این پژوهش جهت افزایش سطح تماس آنزیم با نانوذرات 
ایزوله پروتئین سویا  پروتئینى  نانوذرات  از  مغناطیسى حامل، 
عامل دار  و  سطح  پوشش دهى  جهت  گاوى  آلبومین  سرم  و 
کردن سطوح ذرات بهره گرفته شد. بدین منظور در مرحله اول 
نانوذرات مغناطیسى به روش هم رسوبى تهیه گردید. پس از 
آن در مرحله دوم، نانوذرات ایزوله پروتئین سویا به همراه سرم 
آلبومین گاوى به روش حلال زدایى تهیه و سپس جهت اصلاح 
فرایند پوشش دهى  نانوذرات مغناطیسى،  پایدارسازى  و  سطح 
بر  آنزیم  تثبیت  فرایند  سوم،  مرحله  در  گرفت.  انجام  سطح 
روى سطوح بستر مغناطیسى، با ایجاد اتصالات کووالانس بین 
و  آنزیم  مولکول  در  سطحى  لیزین  اپسیلن-آمینو  ریشه هاى 
ریشه هاى لیزین و گروه هاى NH2 موجود در سطوح پروتئینى 
حامل  ماده  گرفت.  صورت  گلوترآلدهید  از  استفاده  با  بستر 
پروتئینى به کار گرفته شده در این تحقیق زیستى و بدون سمیت 
آن در صنعت غذا وجود دارد[18]. به کارگیرى  امکان  بوده و 

2- مواد و روش ها
2-1-  مواد و تجهیزات

سرم  امریکا،  آلدریچ  سیگما  شرکت  ساخت  اینولیناز  آنزیم 
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و  دالتن   66338 مولکولى  وزن  با   Fraction V گاوى  آلبومین 
 (C6H10O5)n اینولین حاصل از ریشه کاسنى با فرمول مولکولى
فلوکاى  شرکت  ساخت  دالتن   5000 نسبى  مولکولى  جرم  و 
نیترو سالیسیلیک  معرف 5،3 دى  گردیده اند.  استفاده  امریکا 
اسید با فرمول C7H4N2O7 از شرکت سیگما آلدریچ تهیه شده 
است. سایر مواد شامل ایزوله پروتئین سویاى چربى زدایى شده، 
گلوترآلدهید  راشل)،  (نمک  پتاسیم  سدیم  مضاعف  تارتارات 
25% (حجمى/ حجمى در آب)، تویین80، دى سدیم هیدروژن 
فسفات، سدیم دى هیدروژن فسفات، استات سدیم، سولفیت 
سدیم، اسید هیدروکلریک، اسید فسفریک، هیدروکسید سدیم، 
استن، اسید استیک و اتانول 96 درجه از نوع آزمایشگاهى بوده 
و از نمایندگى هاى شرکت مرك آلمان در ایران خریدارى شد. 
 ،Perkin Elmer, Lambda  UV/VIS دستگاه اسپکتروفتومتر مدل
هم چنین دستگاه میکروسکوپ الکترونى روبشى گسیل میدانى 
FE-SEM مدل Tescan-Mira II ساخت آمریکا استفاده شده 

است.

هم  روش  به  آهن  مغناطیسى  نانوذرات  سنتز   -2-2
رسوبى

هم رسوبى فرایندى  است که در آن یک  ماده محلول در محیط 
به یک ساختار نامحلول تبدیل مى شود. به طور عمومى، تشکیل 
محصولات کم  محلول از فاز آبى اساس این روش است. فرایند 
رسوب گیرى شیمیایى مراحل هسته زایى و رشد  را در بر دارد. 
کنترل همین دو مرحله است که منجر به تولید محصولات با 

کیفیت مى گردد.
با نسبت استوکیومترى  Fe3+ نخست دو نمک آهن +Fe2 و 
3/25 گرم  و   FeCl3.6H2O از  8/86 گرم  2 وزن شدند.  به   1
 200 در  کدام  هر  و  وزن  جداگانه  به صورت   FeCl2.4H2O

میلى لیتر آب دیونیزه حل شد. سپس هر دو محلول با استفاده 
از همزن مغناطیسى با هم مخلوط شده و تحت گاز نیتروژن، 
10 میلى لیتر محلول هیدروکسید سدیم به صورت قطره قطره 
به آن اضافه شد که با افزودن آن محلول از آبى تیره به رنگ 
سیاه تبدیل مى شود. نانوذرات مغناطیسى آهن، سه بار با آب 
دیونیزه شستشو داده شد و سپس در خشک کن با دماى 72 

درجه   سانتى گراد خشک گردید [3، 4].

2-3- تهیه نانوذرات ایزوله پروتئین سویا به همراه سرم 
آلبومین گاوى با روش حلال زدایى

از ایزوله پروتئین سویاى چربى زدایى شده و 0/1  0/2 گرم 
حل  دیونیزه  آب  میلى لیتر  در100  گاوى  آلبومین  سرم  گرم 
گردید و توسط همزن به مدت 15 دقیقه کاملا یکنواخت گردید. 
در مرحله  بعد براى افزایش میزان حلالیت ایزوله  پروتئین سویا 
در آب با استفاده از هیدروکسید سدیم (NaOH) یک مولار و 
0/1 مولار pH آن روى 9/5 تنظیم گردید. سپس 20 میلى لیتر 
برداشته و 80 میلى لیتر استن به صورت قطره قطره  از آن را 
به آن اضافه گردید. با استفاده از تبخیرکننده چرخشى تحت 
میزان  به همان  و  گردید  تبخیر  محیط  موجود در  خلا استن 
استن خارج شده، آب جایگزین آن شد. پس از آن به مدت 15 
نهایى جداسازى  دقیقه در g 9677 سانتریفیوژ شد و رسوب 
 گردید. حدود 370 میکرولیتر گلوترآلدهید (میزان آن با توجه 
پروتئین  ایزوله   مولکولى  ساختار  در  موجود  لیزین  تعداد  به 
بیوانفورماتیک  سویا و سرم آلبومین گاوى با استفاده از روش 
تعداد کل ریشه هاى اسید  افزار Getarea و تعیین  نرم  توسط 
تخمین با  مولکول  سطح  در  دسترس  قابل  لیزین  آمینه 

Accessible surface area توسط نرم افزار ذکر شده مشخص 

 گردیده است) به محلول نهایى به صورت قطره قطره اضافه شد 
و به مدت 2 ساعت بر روى همزن مگنتیک قرار گرفت[6، 19]. 
در نهایت، اندازه و پتانسیل زتاى نانوذرات ایزوله پروتئین سویا  
از روش DLS تعیین  به همراه سرم آلبومین گاوى با استفاده 

گردید.
 

نانوذرات  با  مغناطیسى  نانوذرات  2-4-پوشش دهى 
از  گاوى  آلبومین  سرم  همراه  به  سویا  پروتئین  ایزوله 

طریق جذب فیزیکى
0/1 گرم نانوذرات مغناطیسى تهیه شده وزن گردید، سپس 
0/06 گرم نانوذرات ایزوله پروتئین سویا به همراه سرم آلبومین 
میلى لیتر   50 در  گلوترآلدهید  به همراه  و  افزوده  آن  به  گاوى 
به مدت  و  درآمد  محلول  به صورت   7 برابر   pH با  بافر فسفات 
10 دقیقه تحت تاثیر امواج اولتراسونیک قرار داده شد. سپس 
ادامه  اتاق  دماى  در  ملایم  زدن  هم  عمل  24 ساعت  به مدت 
آهن  مغناطیسى  نانوذرات  بین  کووالانسى  پیوندهاى  تا  یافت 
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جهت  نهایى  محلول  گردند.  تشکیل  پروتئینى  نانوذرات  و 
اند در   ایجاد نکرده  نانوذراتى که هیچ گونه پیوندى  جداسازى 
g 11357سانتریفیوژ گردید و توسط بافر فسفات شستشو داده 

شد [20].

2-5- تثبیت آنزیم اینولیناز بر روى نانوذرات مغناطیسى 
عامل دار شده با نانوذرات پروتئینى

و  شده  عامل دار  مغناطیسى  نانوذرات  از  مشخصى  میزان 
با 5/5 -5، به همراه  برابر   pH با 100 میلى مول بافر استات 
گلوترآلدهید با هم مخلوط گردید و به مدت 10 تا 30 دقیقه 
تحت امواج اولتراسونیک قرار داده شد. پس از آن 4 میلى لیتر 
ملایم، سرعت  با  و  شد  اضافه  مخلوط  به  اینولیناز  آنزیم  از 
rpm 300-100، در دماى یخچال، 4-3 درجه سانتى گراد، هم 

زده و پس از آن مخلوط تهیه شده در سه مرحله توسط بافر 
به  با 7 ، شستشو شد. آنزیم تثبیت شده  pH برابر  با  فسفات 
روش کووالانسى تا زمان استفاده در فریزر با دماى 18- درجه  

سانتى گراد نگه دارى گردید[1]. 

2-6- میزان فعالیت آنزیم اینولیناز آزاد و تثبیت شده 
1 DNS با روش

میزان قند احیاکننده آزاد شده طى واکنش آنزیمى با روش 
اسپکتروفتومترى نقطه پایانى تعیین مى شود. از 5 و3 دى نیترو 
سالیسیلیک اسید براى تشخیص وجود گروه هاى کربونیل آزاد 
(C=O) مربوط به قندهاى احیاکننده استفاده مى گردد. 5 و3 
دى نیترو سالیسیلیک اسید با قندهاى احیاکننده که در نتیجه 
اینولین تشکیل شده اند در محیط قلیایى واکنش داده  تجزیه 
قهوه اى  رنگ  با  اسید  سالیسیلیک  نیترو  3-آمینو-5  تولید  و 
نانومتر   575 در  نور  قادر به جذب  تیره مى کند که  تا  روشن 
یعنى  اینولیناز  آنزیم  مطلوب  دماى  در  واکنش  این  مى باشد. 
40-39 درجه سانتى گراد، این آزمون در محیط بافرى استات 
سدیم با pH مطلوب 6-5/5 ، محلول 1% سوبستراى اینولین، 
میزان100 میکرولیتر آنزیم اینولیناز و با مدت زمان آبکافت 60 
دقیقه انجام گرفت. فعالیت آنزیم به صورت میکرومول محصول 
بیان  دقیقه  هر  در  شده  مصرف  سوبستراى  یا  و  شده  تولید 

مى گردد [18].
1. Dinitrosalicylic acid

2-7- میزان پروتئین آنزیم آزاد و تثبیت شده با روش 
برادفورد

روش برادفورد، روشى براي اندازه گیري پروتئین ها مى باشد 
که بر اساس تغییر ماکزیمم جذب نوري کوماسی بریلیانت بلو 
به  اتصال  هنگام  در  نانومتر   595 به  نانومتر   465 از   G-250

پروتئین عمل می نماید. در تعیین محتواى آنزیم تثبیت شده 
استاندارد  محلول  ابتدا  در  شد.  گرفته  بهره  برادفورد  روش  از 
سرم آلبومین گاوى (BSA) با غلظت هاى 0/1، 0/2، 0/3، 0/4، 
0/5، 0/6، 0/7، 0/8، 0/9 و 1 میلى گرم در هر میلى لیتر تهیه 
آماده سازى  از  پس  شده  تهیه  رقت هاى  جذب  میزان  گردید. 
نانومتر  با روش اسپکتروفتومترى در طول موج 595  نمونه ها 
اندازه گیرى شد. میزان جذب هر نمونه بر روى محور عمودى و 
میزان غلظت سرم آلبومین گاوى بر روى محور افقى نشان داده 
مى شود. جهت تهیه محلول ذخیره برادفورد، 100 میلى گرم از 
95 درجه  اتانول  بلو در 50 میلى لیتر  رنگ کوماسى بریلیانت 
به  غلیظ  فسفریک  اسید  میلى لیتر   100 سپس  و  کرده  حل 
با آب مقطر به حجم 1000  آن اضافه گردید. محلول حاصله 
میلى لیتر رسانیده شده و به عنوان استوك جهت انجام تست 
 5 با  آنزیم  از  میکرولیتر   100 مقدار  شد.  استفاده  برادفورد 
آبى شفافى  تا رنگ  مخلوط کرده  ذخیره  محلول  از  میلى لیتر 
ایجاد شود. با ایجاد ورتکس نمونه ها یکنواخت و براى 10 دقیقه 
در دماى اتاق قرار داده شده و قبل از 30 دقیقه جذب آن ها را 
در طول موج 595 نانومتر در مقایسه با شاهد خوانده مى شود. 
اعداد جذب در منحنى استاندارد قرار گرفته و غلظت پروتئین 

به دست مى آید [18، 21].

2-8- بررسى مقاومت حرارتى آنزیم آزاد و تثبیت شده 
به منظور بررسى پایدارى حرارتى آنزیم اینولیناز قبل و بعد از 
تثبیت، میزان فعالیت باقیمانده آنزیم در دماهاى 35، 45، 55، 
65 و 75 درجه سانتى گراد تعیین گردید، سپس نمودار درصد 
باقیمانده فعالیت (فعالیت آنزیم در دماهاى ذکر شده در فوق نسبت 
به فعالیت آنزیم در دماى بهینه) نسبت به دما رسم شد [18]. 

2-9- نیمه عمر آنزیم آزاد و تثبیت شده
نیمه عمر آنزیم (t1/2) مدت زمانى است که فعالیت آنزیم به 
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براى  برسد.  اولیه  فعالیت  نصف  به  و  یافته  کاهش  میزان%50 
لگاریتم  نمودار  مى بایست  ابتدا  در  آنزیم  عمر  نیمه  محاسبه 
رسم  زمان  به  نسبت  آنزیم  فعالیت  باقیمانده  درصد  طبیعى 
گردد. در این نمودار شیب خط برابر است با مقدار ثابت دناتوره 
شدن یا کاهش فعالیت آنزیم که با kin نشان داده مى شود در 
این آزمون نیمه عمر آنزیم در دماهاى 35، 55، 65 و 75 درجه 

سانتى گراد با استفاده از فرمول (1) محاسبه گردید[18] .

t1/2 = ln 2/ kin                                                     (1)
                                                              

2-10- تعیین پارامترهاى سینتیکى آنزیم تثبیت شده
اینولین  آبکافت  واکنش  سینتیکى  پارامترهاى  مهم ترین 
از  غلظتى   ،Km یعنى  آزاد  آنزیم  و  شده  تثبیت  آنزیم  توسط 
سوبسترا که در آن غلظت سرعت واکنش 1/2 سرعت بیشینه 
است، و Vmax تعیین گردید. براى تعیین پارامترهاى سینتیکى 
غلظت هاى مختلف از سوبستراى اینولین تهیه گردید، سپس به 
همراه 100 میکرولیتر آنزیم در بافر استات سدیم با  pH برابر 
با 6، در زمان بهینه فعالیت آنزیم آبکافت انجام گرفت. سپس 
به وسیله روش DNS مقدار محصول تولید شده در طول موج 
575 نانومتر تعیین گردید. پس از آن نمودار غلظت محصول 
سرعت  شد.  رسم  هیدرولیز  زمان  به مدت  نسبت  شده  تولید 
واکنش آنزیمى V با استفاده از شیب خط به دست آمده براى 
لینور-  نمودار  سپس  شد.  مشخص  به طورجداگانه  غلظت  هر 
و عکس سرعت   [S]/1 سوبسترا  غلظت  براساس عکس  برك1 
واکنش V/1 رسم گردید. در این معادله C =1/Vmax بوده یعنى 
محل تلاقى خط با محور y ها برابر با مقدار C و در نتیجه برابر با 
Vmax/1 است. شیب خط یا m برابر با Km/Vmax مى باشد[18]. 

2-11- تعیین قابلیت استفاده مجدد آنزیم تثبیت شده
اندازه گیرى  با  شده  تثبیت  آنزیم  مجدد  استفاده  قابلیت 
تعیین  مى شود.  بررسى  استفاده  بار  هر  از  بعد  آنزیم  فعالیت 
میزان فعالیت آنزیم تثبیت شده براساس روش DNS به دست 
مدت  با  پى در پى  سیکل   15 تعداد  به  فعالیت  تعیین  مى آید. 
زمان هیدرولیز 60 دقیقه اندازه  گیرى شد. در پایان هر سیکل 
هیدرولیز، نانوذرات مغناطیسى آنزیم تثبیت شده توسط میدان 
1. Lineweaver- Burk Plot

مغناطیسى (آهن ربا) و  سانتریفیوژ g 11357 از محیط واکنش 
جداسازى گردید و توسط بافر فسفات با pH برابر 7 شستشو 
داده شد. در پایان هر سیکل  فعالیت باقى مانده در هر سیکل 
بر  به فعالیت آن در سیکل اول  فعالیت آنزیم  براساس نسبت 
از مزایاى تثبیت آنزیم جداسازى  بیان مى شود.  اساس درصد 

آسان و استفاده مجدد از آن مى باشد.

3-  نتایج و بحث 
از  استفاده  با  پروتئینى  نانوذرات  اندازه  تعیین   -1-3
روش DLS و بررسى مورفولوژى سطح  آن ها با استفاده 

از میکروسکوپ الکترونى روبشى
آنالیز  از  استفاده  با  نمونه ها  زتاى  پتانسیل  و  ذرات  اندازه 
سویا  پروتئین  ایزوله  ذرات  اندازه  متوسط  شد.  تعیین   1DLS

به همراه سرم آلبومین گاوى 85 نانومتر به دست آمد. پتانسیل 
بالاى  پایدارى  از  نشان  که  گردید  تعیین   -36 نیز  آن  زتاى 
محصول نسبت به تجمع و آگلومره شدن داشت. بررسى تصویر 
میکروسکوپ الکترونى 2 نانوذرات نشان از تشکیل ذراتى کروى 
و یکنواخت در ابعاد نانو داشت و نتایج حاصل از DLS را تایید 

نمود (شکل1).

3-2- تعیین میزان فعالیت آنزیم اینولیناز آزاد و تثبیت 
 3DNS شده با روش

میزان فعالیت آنزیم آزاد و تثبیت شده اینولیناز با استفاده 
از روشDNS اسپکتروفتومترى جذبى اندازه گیرى شد. با توجه 
میزان  مختلف،  زمان هاى  در  شده  تولید  محصول  میزان  به 
آزاد  آنزیم  بهینه  فعالیت  میزان  شد.  مشخص  آنزیم  فعالیت 
مربوط به مدت زمان 3 دقیقه آبکافت بوده در حالى که بر اساس 
نمودار، بهینه فعالیت آنزیم تثبیت شده بعد از 5 دقیقه آبکافت 

مى باشد (شکل2). 

3-3- تعیین محتواى پروتئینى آنزیم آزاد و تثبیت شده
در تعیین محتواى آنزیم آزاد و تثبیت شده از روش برادفورد 
بهره گرفته شد[21]. در جدول (1) میزان پروتئین آنزیم آزاد 

و تثبیت شده نشان داده شده است.
1. Dynamic light scattering (DLS)
2. Scanning electron microscope (SEM)
3. Dinitrosalicylic acid
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شکل (1) تصویر میکروسکوپ الکترونى نانوذرات ایزوله پروتئین سویا به همراه سرم آلبومین گاوى

شکل (2) نمودار مقایسه میزان فعالیت آنزیم اینولیناز آزاد و تثبیت شده

جدول(1) میزان پروتئین آنزیم آزاد و تثبیت شده
غلظت پروتئین (میلی گرم/ میلی لیتر)نوع آنزیم
4/48آنزیم آزاد

3/53آنزیم تثبیت شده
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از کسر  تثبیت شده پس  دقت شود که میزان پروتئین آنزیم 
پروتئین  (ایزوله  مغناطیسى  نانوذرات  سطح  پروتئین  میزان 
سویا به همراه سرم آلبومین گاوى) به دست آمده است. میزان 
فعالیت ویژه1 آنزیم آزاد و آنزیم تثبیت شده بر اساس مقادیر 
تعیین  آنزیم ها  از  یک  هر  فعالیت  و  شده  محاسبه  پروتئین 
گردید که به ترتیب 4/62 و 5/07 میکرومول/ در دقیقه/ به ازاء 

هر میلى گرم بوده است. 
میزان آنزیم متصل شده به نانوذرات پروتئینى با استفاده از 
مقایسه غلظت آنزیم اولیه  با میزان آنزیم باقى مانده در محلول 
از جداسازى ذرات آنزیمى تثبیت شده با سانتریفوژ  بافر پس 
روى  شده  (لود  شده  تثبیت  آنزیم  میزان  مى گردد.  محاسبه 

ساپورت ) را از طریق فرمول (2) مى توان محاسبه نمود.

          (2)

اولیه  غلظت   C1 حامل،  روى  شده  تثبیت  آنزیم  مقدار   Q که 
پس  محلول  در  باقى مانده  آنزیم  C2،(mg/ml) غلظت  آنزیم، 
بافرى  محلول  کل  V،(mg/ml) حجم  تثبیت  فرایند  پایان  از 
 mg حسب  بر  (ساپورت)  حامل  مواد  وزن   W و  (میلى لیتر)، 

مى باشد.
Q= [(48/4-21/0)×50]/60 =3/55 
1. Specific activity

56 براین اساس مقدار آنزیم تثبیت شده روى نانوذرات حامل/3 
میلى گرم/میلى لیتر بوده که در مقایسه با مقدار آنزیم آزاد اولیه  
یعنى 4/48 میلى گرم/میلى لیتر درصد بارگذارى آنزیم 79/5 % 

بوده است.

3-4- تعیین pH بهینه آنزیم آزاد و تثبیت شده
تعیین pH بهینه در محدوده 8-5 با استفاده از محیط بافرى 
در  گرفت.  انجام  فسفات  اسید سیتریک-دى سدیم هیدروژن 
 100 Lµ این آزمون با استفاده از محلول اینولین 1% و مقدار
دماى  در   5-8  ،pH در  آنزیمى  آبکافت  عمل  اینولیناز  آنزیم 
آنزیم  بهینه فعالیت  مدت زمان  40-39 درجه سانتى گراد در 
فعالیت  انجام شد. نمودار  5 دقیقه،  یعنى  تثبیت شده  و  آزاد 
آنزیم نسبت به تغییرات pH براى آنزیم آزاد و تثبیت شده رسم 
 %100 بهینه   pH در  آنزیم  فعالیت  که  ترتیب  این  به  گردید. 
pH نسبت به آن  تغییر  در نظر گرفته شد و فعالیت آنزیم با 
سنجیده شد. تعیین pH بهینه در تولید شربت پر فروکتوز مهم 
مى باشد، چرا که مى توان به این شکل از تغییر رنگ ناخواسته  
محصول جلوگیرى کرد. نتایج حاصل از این آزمایش نشان داد 
که، بهینه فعالیت آنزیم آزاد در pH برابر با 6 و بهینه فعالیت 
آنزیم تثبیت شده در pH برابر با 5/5 بوده است. تغییر مقدار 
بهینه pH در آنزیم تثبیت شده نسبت به آنزیم آزاد، 0/5 واحد 

به سمت محیط اسیدى بود. 

شکل (3)  نمودار  فعالیت آنزیم اینولیناز آزاد و تثبیت شده در مدت زمان 5 دقیقه در محدوده pH بین 5-8 
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شکل(4) درصد باقیمانده فعالیت آنزیم اینولیناز قبل و بعد از تثبیت در دما هاى مختلف با مدت زمان هیدرولیز ثابت 60 دقیقه

حرارتى  مقاومت  بررسى  و  بهینه  دماى  تعیین   -5-3
آنزیم آزاد و تثبیت شده

آنزیم  فعالیت  بهینه  دماى  آمده،  به دست  نتایج  براساس 
اینولیناز آزاد 40-39 درجه سانتى گراد تعیین گردید که پس از 
تثبیت این دماى مطلوب فعالیت آنزیم به 45 درجه سانتى گراد 
تثبیت  آنزیم  بهینه  دماى  دیگر،  عبارت  به  کرد.  پیدا  افزایش 
یافت  افزایش  سانتى گراد  درجه   5 آزاد  آنزیم  به  نسبت  شده 
که به دلیل افزایش استحکام و ثبات ساختار آنزیم طى تثبیت 
با شکل گیرى پیوندهاى کووالانسى بیش تر و افزایش مقاومت 
حرارتى آنزیم بوده است. ایجاد اتصالات کووالانسى بین مولکول 
آنزیم و بستر (ماده حامل) در چند نقطه صورت مى گیرد که 
همین امر موجب افزایش پایدارى ساختار آنزیم و کاهش احتمال 
پیوند هاى  هم چنین،  است.  بوده  آن  طبیعى  ساختار  تغییر 
کووالانسى بین آنزیم و حامل، ساختار جایگاه فعال را نسبت به 
تغییر شکل در اثر دماى بالا محافظت مى کند. همان طور که از 
شکل (4) مشخص است، مقاومت حرارتى آنزیم پس از تثبیت 
مى یابد.  افزایش  آزاد  آنزیم  به  نسبت  ملاحظه اى  قابل  به طور 
مقاوم تر  حرارتى  غیرفعال سازى  به  نسبت  شده  تثبیت  آنزیم 
است. با توجه به این که در صنعت از دماهاى بالاى 60 درجه 
سانتى گراد به منظور جلوگیرى از ایجاد آلودگى هاى میکروبى 
طى انجام فرایندهاى تولید استفاده مى گردد، استفاده از آنزیم 

براى تولید شربت پرفروکتوز  اینولیناز در صنعت  تثبیت شده  
بنظر مى رسد.  کاربردى تر  بالاتر  از نقطه نظر مقاومت حرارتى 
هم چنین آبکافت آنزیمى اینولین در دماهاى بالا به علت بهبود 
حلالیت سوبسترا و افزایش سرعت واکنش بهتر انجام مى گیرد. 
در آزمون بررسى مقاومت حرارتى آنزیم آزاد و تثبیت شده که 
به طور هم زمان براى تعیین میزان باقیمانده فعالیت آنزیم هاى 
آزاد و تثبیت شده در دما هاى 35، 40، 45، 55، 65، 75 درجه 
سانتى گراد با مدت زمان هیدرولیز ثابت 60 دقیقه انجام گرفت، 
درصد باقیمانده فعالیت آنزیم ها نسبت به 5 دقیقه اول شروع 
بوده  زمان  این  در  آنزیم  فعالیت  میزان  هیدرولیز که حداکثر 

است، تعیین و مورد مقایسه قرار گرفت.
درجه   65 دماى  در  مى دهد،  نشان  نتایج  که  همان طور 
فعالیت  از  50% درصد  از  تثبیت شده بیش  آنزیم  سانتى گراد 
از   %17 تنها  آزاد  آنزیم  حالى که،  در  بوده  دارا  را  خود  اولیه 

فعالیت خود را حفظ کرده است. 

3-6- تعیین نیمه عمر آنزیم آزاد و تثبیت شده
در  شده  تثبیت  آنزیم  عمر  نیمه  مقایسه  به  مربوط  نتایج 
مقایسه با آنزیم آزاد نشان داد که نیمه عمر آنزیم تثبیت شده 
نسبت به آنزیم آزاد افزایش یافته است بطوریکه، در دماى 35 
درجه سانتى گراد این افزایش حدود 1/5 برابر و در دماى 65 
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درجه سانتى گراد نیمه عمر آنزیم تثبیت شده 6/5 برابر نسبت به 
آنزیم آزاد افزایش داشته است. هم چنین نیمه عمر آنزیم تثبیت 
شده در دماى 75 درجه سانتى گراد 5/13 برابر آنزیم آزاد بوده 
است. واضح است که نیمه عمر آنزیم با افزایش دماى انکوباسیون 
است. شده  داده  نمایش   (5) شکل  در  نتایج  مى یابد.  کاهش 

3-7- تعیین پارامترهاى سینتیکى آنزیم تثبیت شده
پارامترهاى سینتیکى مربوط به واکنش آبکافت اینولین توسط 

شکل(5)  نیمه عمر آنزیم آزاد و تثبیت شده در 4 دماى 35، 55، 65 و 75 درجه سانتى گراد 

شکل (6) نمودار  Lineweaver-Burk مربوط به آبکافت اینولین توسط آنزیم اینولیناز آزاد و تثبیت شده 

جدول (2) پارامترهاى سینتیکى آنزیم آزاد و آنزیم تثبیت شده
Vmax (µmol min-1)Km (mg ml-1)نوع آنزیم

0/832/72آنزیم آزاد
0/672/03آنزیم تثبیت شده

آنزیم آزاد و تثبیت شده شامل Km و Vmax طبق روش ذکر گردیده 
با استفاده از نمودار لینور- برك1 براساس عکس غلظت سوبسترا 
 .(6 گردید(شکل  تعیین   V/1 واکنش  سرعت  عکس  و   [S]/1

نتایج حاصل از نمودار نشان داد که معادله خط به دست آمده 
براى آنزیم تثبیت شده به صورت y=3.0131x+1.4827 مى باشد. 
براى  سینتیکى  پارامترهاى  شده  انجام  محاسبات  اساس  بر 
گردید. تعیین   (2) جدول  طبق  شده  تثبیت  و  آزاد  آنزیم 
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کاهش Km پس از تثبیت آنزیم نشان مى دهد که غلظت کم تر 
سرعت   1/2 به  رسیدن  جهت  آزاد  آنزیم  به  نسبت  سوبسترا 
بیشینه مورد نیاز است که مى توان آن را به در دسترس بودن 
بیش تر سوبسترا در ناحیه سایت فعال1 آنزیم تثبیت شده در اثر 
انجام فرایند تثبیت نسبت داد. تغییر محدود Vmax به احتمال 
زیاد به علت تغییر در بار موثر سایت فعال آنزیم بعد از اتصال به 
حامل است که انتقال جرمى سوبسترا و دسترسى آن به جایگاه 
تاثیر  تثبیت  فرایند  چند  هر  است.  یافته  افزایش  آنزیم  فعال 
اما تمایل سایت فعال  معنى دارى را روى Vmax آنزیم نداشته، 
آنزیم جهت اتصال به سوبستراى اینولین افزایش داشته است.  

3-8- تعیین قابلیت استفاده مجدد2 آنزیم تثبیت شده
آنزیم  که  گردید  مشخص  آمده،  به دست  نتایج  به  توجه  با 
تثبیت شده پس از 10 سیکل پى درپى با مدت زمان هیدرولیز 
60 دقیقه در دماى 40-39 و pH برابر با 5/5 در هر سیکل، 

80% از فعالیت خود را حفظ نموده است (شکل 7). 
قابلیت استفاده مجدد آنزیم تثبیت شده منجر به صرفه جویى 
در زمان و مقدار آنزیم مصرف شده در فرایند آبکافت گردیده و 
فرایند را از نظر اقتصادى به صرفه تر  ساخته و در نهایت قیمت 

تمام شده فراورده نهایى را کاهش خواهد داد. 

4- نتیجه گیرى
اگرچه فعالیت آنزیم تثبیت شده نسبت به آنزیم آزاد اندکى 
کاهش یافته اما مقاومت آن نسبت به شرایط محیطى از جمله 
دما و pH به میزان قابل توجهى بهبود پیدا کرده است. آنزیم 
تثبیت شده قادر به تحمل دماهاى بالا بوده و بیش از 50% از 
فعالیت خود را در دماى 65 درجه سانتى گراد به مدت 60 دقیقه 
حفظ کرده است. از آن جا که در کاربردهاى صنعتى استفاده از 
دماى بالا براى محافظت میکروبى مواد غذایى لازم و ضرورى 
است، استفاده از این روش تثبیت موجب افزایش بهینه دماى 
به میزان  آزاد  بهینه دماى آنزیم  به  تثبیت شده نسبت  آنزیم 
بهبود استحکام  5 درجه سانتى گراد گردیده که نشان دهنده 
مقاومت  افزایش  نهایت  در  و  آنزیم  پروتئینى  ثبات ساختار  و 
تثبیت  آنزیم   pH بهینه  هم چنین  است.  گردیده  آن  حرارتى 
به آنزیم آزاد به میزان 0/5 واحد کاهش یافته و  شده نسبت 
اسیدى  شرایط  در  شده  تثبیت  آنزیم  بالاتر  مقاومت  از  نشان 
میزان چشمگیرى  به  شده  تثبیت  آنزیم   (t1/2)عمر نیمه  دارد. 
نیمه  آمده  به دست  نتایج  اساس  بر  است.  بالاتر  آزاد  آنزیم  از 
درجه  دماى 65  در  برابر   6 میزان  به  تثبیت شده  آنزیم  عمر 
سانتى گراد افزایش یافته است. از دیگر نتایج مهم این تحقیق 
مى توان به قابلیت استفاده مجدد از آنزیم تثبیت شده در فرایند 

شکل  (7) میزان فعالیت باقیمانده آنزیم تثبیت شده طى استفاده در سیکل هاى متناوب
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آنزیم  اولیه اشاره نمود.  فعالیت  به  فعالیت آن نسبت  و حفظ 
تثبیت شده پس از 12 سیکل انجام فرایند آبکافت ، بیش از 
60% فعالیت خود را حفظ نموده است. این نوع قابلیت منجر به 
صرفه جویى در زمان فرایند، امکان استفاده از بیورآکتور هاى با 
سیستم مداوم، کاهش آلودگى هاى پروتئینى در محصول نهایى 
و در نتیجه، کاهش زمان و قیمیت فرایند هاى تصفیه فراورده 
نهایى و کاهش مقدار آنزیم مصرف شده گردیده که کلیه موارد 
ذکر شده فرایند را از نظر اقتصادى مقرون به صرفه مى سازند. 
آنزیم  با  مقایسه  در  شده  تثبیت  آنزیم  سینتیکى  پارامترهاى 
آزاد نشان از بهبود دسترسى جایگاه فعال آنزیم به سوبستراى 
نانوحامل هاى به  آنزیم  کووالانسى  اتصال  نتیجه  در  اینولین 
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این تحقیق  از  نتایج حاصل  به  توجه  با  مى باشند.  مغناطیسى 
از  استفاده  با  اینولیناز  آنزیم  تثبیت  که  نمود  ادعا  مى توان 
مغناطیسى  پروتئینى  نانوحامل هاى  به  کووالانسى  اتصالات 
قابلیت  آزاد است. دارا بودن  آنزیم  براى تثبیت  کارامد  روشى 
 12 میزان  به  تثبیت شده  آنزیم  از  استفاده  و  مجدد  برگشت 
سیکل همراه با باقیمانده فعالیت کاتالیتیکى بیش از 50% توام 
با راندمان بالا جهت آبکافت اینولین و تبدیل آن به فروکتوز با 
حفظ مقاومت حرارتى در دماى 75 درجه سانتى گراد و افزایش 
به آنزیم آزاد،  تثبیت شده نسبت  نیمه عمر آنزیم  توجه  قابل 

تاییدى بر این ادعا مى باشند.
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