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  چكيده

 نانو ذرات ي با اتصالات جانبي رويآنزيمروش تجمع  با آميلاز و مالتوژنيك آميلاز-هاي آلفاآنزيمتحقيق تثبيت همزمان  اين در   

به روش  4O3Feمغناطيسي  نانو ذرات با ليزين جهت تهيه شربت با مالتوز بالا از نشاسته ذرت انجام شد. شده دارعامل مغناطيسي
زوپروپانول، بوتانول، اي -هاي  استو نيتريل، استن، ترتدهي سطح با اسيد آمينه ليزين انجام گرفت. حلالرسوبي تهيه و سپس پوششهم

رين بوتانول بالات -ها مورد آزمون قرار گرفتند كه حلال ترتآنزيمكننده عنوان عوامل تجميعاتانول و سولفات آمونيوم اشباع شده به
، C٦٥ °و دماي   ٦مطلوب برابر با  pHآميلاز، -مالتوژنيك آميلاز : آلفا ١:٩ي آنزيمنسبت    ي را جهت تثبيت  نشان داد.آنزيماليت فع

يز آنالآل جهت تثبيت تعيين گرديدند. نتايج عنوان شرايط ايدهبه ١: ٧٥/٠برابر با  آنزيمو نسبت ليزين به  ٢ mMگلوتر آلدئيد با غلظت 
DLS  نشان داد كه متوسط اندازه ذرات نانومغناطيس در محدودهnm با انديس  ٩/٨١- ٩/٨٨PDI  ٢١و پتانسيل زتاي  ٢٤٢/٠برابر با- 

قرار دارد.  -٣٢و پتانسيل زتاي  ٠٨٨/٠برابر با  PDIبا انديس  ٦/٩٩ -١١٠/ ٥ nmتثبيت شده در محدوده  آنزيمو متوسط اندازه ذرات 
 بر اينعلاوهمغناطيسي بود.  نانو ذراتروي  آنزيمتاييدي بر تثبيت  FTIRدر طيف سنجي  NHو  2NHط بههاي جديد مربوظهور طيف

 در تثبيت شده آنزيمهاي سينتيكي نمود. پارامتر حفظ را خود از فعاليت %٣٦/٨٠سيكل پي در پي ميزان  ١٠ از پس شده تثبيت آنزيم

شده  تثبيت آنزيم عمر برابر كاهش داشته است. نيمه ٥/١ mK داري را نداشته اما، تغيير معني maxVآزاد نشان داد كه  آنزيم با مقايسه
 مغناطيسي نانو ذرات روي تثبيت شده آنزيم بارگذاري برابر افزايش نشان داد. ميزان ٥/٢آزاد حدود  آنزيمنسبت به  C٩٥ °دردماى 

 تعيين گرديد. %٨٢
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  مقدمه  .١

حاصل از  EC) ٣,٢,١,١فانگاميل يك اندو آميلاز ( آنزيم   
موجود در ٤به ١باشد كه پيوندهاي آلفا مي ١اوريزهآسپرژيلوس 

نشاسته مايع شده را آبكافت نموده و جهت توليد شربت با مالتوز 
]. مالتوژنز يك اگزو آميلاز مالتوژنيك نو ١شود [بالا استفاده مي

 ٢حاصل از باسيلوس سوبتيليس  EC)٣,٢,١,١٣٣تركيب (
گليكوزيدي  ٤به  ١ا هاي مالتوز با اتصالات آلفباشد كه واحدمي

-يا كننده زنجيره در مالتواليگوحرا از قسمت انتهايي غيرا
ز اي اهايي مانند نشاسته كه مجموعهها و پلي ساكاريدساكاريد
هاي آميلوز و آميلو پكتين هستند آبكافت نموده و مالتوز زنجيره

ته كار رفهاي بهآنزيمترين ]. بنابراين يكي از مهم٢كند [توليد مي
كه موجب  ] ٣در توليد شربت با  مالتوز بالا از نشاسته ذرت است [

تسريع تبديل نشاسته به مالتوز كه قندي مهم در صنايع غذايي 
قند "ساكاريدي است كه ]. مالتوز دي٤گردد [و دارويي است مي

از دو واحد گلوكزساخته شده و  ،شودنيز ناميده مي "جوانه جو
]. توليد شربت مالتوز از نشاسته ٥باشد [حياكننده مييك قند ا

سازي انجام مول طي دو مرحله مايع كردن و قندطور معبه
اين فرايند در ابتدا با ژلاتينه كردن و مايع سازي نشاسته  شود.مي

بسته به ميزان مالتوز در شربت،  سپس]. ١گردد [شروع مي
-ز مالتوژنيك (بتاآميلا آنزيمطور معمول توسط قندسازي كه به

پذيرد، انجام مي ٥٠-C٥٥ °و دماي  ٥/٥-٥برابر با  pH آميلاز) در 
جزيي، شربت جهت توقف  قندسازي]. پس از ٦گردد [آغاز مي
 يند. دربتر، حرارت ميها و عدم تشكيل گلوكز بيشآنزيمفعاليت 

 برگشت گردد،مى استفاده آزاد آنزيم از كه مرسوم هاىسيستم

 فرايند، خاتمه در و نبوده پذير آبكافت امكان فرايند به آنزيم مجدد

هاي آنزيم استفاده از .شودخارج مى ازسيستم پساب با همراه آنزيم
شود، ها ميتجاري به فرم مايع نه تنها موجب به هدر رفتن آن

]. ٧گردد [ها نيز سلب ميبلكه قابليت استفاده مجدد از آن
ار دليل هزينه بالا، ناپايداري ساختآزاد به يمآنزبنابراين استفاده از 

هاي اسيدي و دماي بالا و خالص سازي سخت آن  pHدر  آنزيم
يك روش  آنزيم]. تثبيت ٣از محيط كشت، محدود شده است [

ها براي چندين سيكل پي آنزيمموثر در راستاي استفاده دوباره از 
  ]. ٨باشد [در پي واكنش مي

 
1. Aspergillus oryzae 
2. Bacillus subtilis 

  

هاي مختلفي گردد. روشها نيز ميبنابراين موجب كاهش هزينه
ها وجود دارد كه در اين مقاله از روش تثبيت آنزيمجهت تثبيت 

اي هبدون حامل و از طريق ايجاد اتصالات جانبي بين توده آنزيم
ه لي تجمع يافته استفاده شده است. اين روش شامل دو مرحآنزيم

 و آنزيمهاي گيري كريستالو يا شكل ١يآنزيمهاي ايجاد تجمع
  CLEAs  ]. روش١٠، ٩باشد [مي ٢سپس ايجاد اتصالات جانبي

عنوان روشي موثر و توسعه يافته جهت تثبيت در دهه گذشته به
باشد؛ زيرا در توليد ميكم شناخته شده كه داراي هزينه  آنزيم

اين روش نيازي به استفاده از حامل گران قيمت وجود ندارد.  
باشد: تجمع شامل دو مرحله مي CLEAsطور كلي آماده سازي به

از طريق رسوب و ته نشيني و سپس ايجاد اتصالات جانبي. بدين 
ي به روش تجمع با اتصالات جانب آنزيمصورت كه به منظور تثبيت 

هاي ها از قبيل حلالبا افزودن رسوب دهنده آنزيمهاي پروتئين
صورت فيزيكي و هاي معدني بهآلي، پليمرهاي غير يوني و نمك

شوند و پس از آن ي، رسوب داده ميآنزيمبا حفظ فعاليت 
ورت شيميايي و به كمك عامل صهاي شكل گرفته بهتجمع
آلدئيد طور معمول گلوتر كه به ٣كننده اتصالات جانبيايجاد

بيت شده تث آنزيمگردند و در نهايت باشد، به يكديگرمتصل ميمي
ش جدا كنتوسط فرايند فيلتراسيون يا سانتريفيوژ از محيط وا

 آنزيم، دو يا چند ٤هاآنزيمهم زمان ]. در تثبيت ١١گردد [مي
گردند تا از يك سوبستراي خاص، صورت هم زمان تثبيت ميبه

نمايند. اين نوع تثبيت هم زمان نسبت  محصول مورد نظر را توليد
فزايش عملكرد ويژه هاي مرسوم داراي مزايايي مانند ابه روش

هاي وري كاتاليزور زيستي، كاهش هزينهبهره ، افزايشآنزيم
، افزايش نيمه عمر، افزايش راندمان آنزيمتوليد، استفاده دوباره از 

تفاده جهت مورد اس آنزيمتوليد فراورده نهايي، كاهش ميزان 
بر هها. علاوآنزيمتوليد مقدار معين محصول و بهبود ثبات حرارتي 

]. بايد ٧هاي خالص ندارد [آنزيماين، تثبيت هم زمان نياز به 
 مآنزيتوجه داشت كه علي رغم فوايد بسيار زياد روش تثبيت 

ا تثبيت شده ب آنزيم، مشكلاتي در حين كاربرد CLEAsصورت به
طور معمول در اين روش در صنعت وجود دارد. اندازه ذرات كه به

 قرار دارد، تاثير قابل توجهي روي محدوديت  ٥٠-٥ mm محدوده
  

1. Aggregates 
2. Crosslinking 
3. Crosslinker 
4. Co-immobilization 

٢٠٢ 



 
 

 

 دنو جدا ش آنزيمدر انتقال جرم (انتقال سوبسترا به جايگاه فعال 
محصول توليد شده از جايگاه فعال) و قابليت فيلتراسيون را دارا 

، CLEAsتخلخل بسيار كم و نرم بودن ساختار به دليلباشد. مي
ي پخش و پراكنده شده و آنزيمدر حين انجام فرايند  آنزيمجرم 

 هايهاي چسبناك در حين فرايندهمين امر موجب تشكيل توده
 فوژ كردن) شده و بازيابيجداسازي (فيلتراسيون و سانتري

CLEAs اين كنترل سازد. بنابررا از محيط واكنش مشكل مي
شكل و صورت همو تشكيل ذرات به CLEAsاندازه ذرات 

يكنواخت در برطرف نمودن مشكلات ذكر شده تاثير بسيار مهمي 
 ].١٢دارد [

عنوان افزودني، براي بهبه تازگي از نانو ذرات مغناطيسي     
توان استفاده گرديده كه بدين صورت مي CLEAsسازي آماده
هاي مغناطيسي از تثبيت شده را به راحتي توسط ميدان آنزيم

محيط واكنش جدا سازي نمود در نتيجه نياز به جداسازي توسط 
در خصوص كاربرد ]. ١٣[ باشدصافي و استفاده از سانتريفيوژ نمي

 نبه ايمني يا سميتنانو ذرات مغناطيسي در مواد غذايي بررسي ج
از اين رو در بين انواع  .اين ذرات از اهميت بالايي برخوردار است

ر ويژه نانو ذرات سوپنانو ذرات مغناطيسي نانو ذرات اكسيد آهن به
ترين كاربرد را در زمينه مواد غذايي بيش 4O3Feپارامغناطيسي 

دليل عدم سميت، انطباق پذيري زيستي خوب و عدم حضور به
مانده ذرات نانو مغناطيس پس از حذف توسط ميدان باقي

روش شيميايى هم  .]١٤-١٦[مغناطيسي خارجي داشته اند 
مگنتيت  نانو ذراترسوبى روشى ساده و كارآمد در رسيدن به 

دليل سطح ويژه بزرگي مغناطيسي به نانو ذرات]. ١٧[باشد مي
كه دارند در برابر اكسيداسيون و تجمع بسيار حساس بوده و 

چنين از لحاظ شيميايي بسيار واكنش پذير هستند. در دما و هم
به سرعت اكسيد شده و در نتيجه  نانو ذراتفشار معمولي، سطح 

 د كه به شدتگرداي نازك از اكسيد بر روي آن تشكيل ميلايه
مشكل  نانو ذراتدهد. تجمع طبيعي را تغيير مي خواص آن

مغناطيسي را با  نانو ذراتديگري است كه كاربرد گسترده 
]. به منظور مقابله با اين ١٨كند [محدوديت مواجه مي

 نانو ذراتهاى مختلفى جهت اصلاح سطح ها روشمحدوديت
 بات شيميايى ودار كردن توسط تركيمغناطيسي از طريق عامل

 شوده مىكار گرفتيا بيولوژيك در حين فرايند سنتز يا بعد از آن به
توان نانو ذرات مغناطيسي اكسيد با روش اصلاح سطح، مي. ]١٩[

دار عامل -OH،COOH- ،2NH-اي مانند هاي ويژهآهن را با گروه

ي با هاي فعال زيستتر با مولكولنمود تا براي اتصال بيش
در اين تحقيق از . ]٢٠[ي گوناگون مناسب گردند هاكاربرد

اسيدهاي آمينه ليزين جهت اصلاح سطح نانو ذرات مغناطيسي 
ر دااستفاده گرديده است. با افزودن نانو ذرات مغناطيسي عامل

در محيط حلال آلي  آنزيمهاي آمينه به محلول شده با گروه
س تجمع يافته و سپ آنزيمهاي پروتئيني بوتانل) مولكول-(ترت

گردند. در اين محيط با حضور گلوتارآلدئيد اتصالات ترسيب مي
 ي با نانو ذراتآنزيمهاي جانبي درون و برون مولكولي بين توده

 -نانو CLEAsمغناطيسي شكل گرفته و منجر به تشكيل 
علت نسبت سطح به حجم بسيار . به]٢١[ گرددمغناطيسي مي

، موجب CLEAsه از آن در تثبيت با روش ذرات، استفاد بالاي نانو
تر وري بيشروي آن و بهره آنزيمافزايش ميزان بارگذاري 

دار شده با افزودن نانو ذرات مغناطيسي عامل .]٢٢[گردد مي
ي هاهاي آمينه ليزين موجب افزايش ثبات و استحكام تودهگروه
 CLEAsدليل دارا بودن خواص مغناطيسي، ي شده و بهآنزيم

توان به راحتي از مخلوط واكنش با ايجاد ميدان صله را ميحا
 آنزيم] و امكان استفاده مجدد از ١١مغناطيسي جداسازي نموده[

تواند ]. تثبيت به اين روش مي٢١گردد [تثبيت شده ميسر مي
را پايدارتر كرده و ثبات كاتاليتيكي آن را  آنزيمآرايش فضايي 
از روشي نوين در اين پژوهش با استفاده ]. ٢٣-٢٥افزايش دهد [

هاي آنزيمداراي خواص مغناطيسي   Combi-CLEAsنانو ذرات
آميلاز و مالتوژنيك آميلاز توليد گرديد. به منظور افزايش  -آلفا

ن مغناطيسى، از اسيد آمينه ليزي نانو ذراتبا  آنزيمقابليت اتصال 
 راتنانو ذدار كردن سطوح دهى سطح و عاملجهت پوشش

 اتنانو ذرمغناطيسي بهره گرفته شد. بدين منظور در مرحله اول 
تهيه گرديدند. پس از آن در مغناطيسى به روش هم رسوبى 

 نانو ذراتدوم، جهت اصلاح سطح و پايدارسازى مرحله 
مغناطيسى، فرايند پوشش دهى سطح انجام گرفت. در مرحله 

دار ناطيسى عاملبر روى نانو ذرات  مغ آنزيمسوم، فرايند تثبيت 
هاى شده با ليزين، از طريق ايجاد اتصالات كووالانس بين ريشه

موجود در سطح   -2NHو  آنزيمآمينو ليزين سطحى در مولكول 
دار شده با ليزين با استفاده از نانو ذرات مغناطيسي عامل

فته كار گرگلوترآلدئيد صورت گرفت. نانو ذرات مغناطيسي  به
زيستى و بدون سميت بوده و امكان شده در اين تحقيق 

   ].٢٦[كارگيرى آن در صنعت غذا وجود دارد به
  
 

٣٢٠  



  هامواد و رو ش .٢
  مواد و تجهيزات .٢.١
و  Aspergillus oryzaeحاصل از  Fungamyl   ٨٠٠ L آنزيم   

از نمايندگي  Bacillus subtilisحاصل از  Maltogenase L  آنزيم
دانمارك در ايران تهيه گرديد.  ليزين با وزن  Novozymeشركت 

 نيترو دي -٥و٣، Flukaشركت  از ٦٥/١٨٢ g/molمولكولي 

امريكا استفاده  Sigma-Aldrichشركت  از اسيد ساليسيليك
 مضاعف سديم شامل نشاسته ذرت، تارتارات دموا گرديده اند. ساير

 سولفيت، سديم سديم)، (v/v %٢٥گلوترآلدئيد  پتاسيم،

 ، دي-٢٥٠Gبلو  بريليانت دروكسيد، فنل، استن، كوماسيهي

استات  فسفات، هيدروژن دي سديم فسفات، هيدروژن سديم
اسيد فسفريك، سولفات امونيم،  هيدروكلريك، سديم، اسيد

 ٩٦اتانول و استيك ايزوپروپانول، ترت بوتانول، استونيتريل، اسيد

 شركت هاينمايندگي از و بوده آزمايشگاهي نوع از همگي درجه

Merck  اند.شده خريداري ايران در آلمان  
 Perkin Elmer, Lambdaدستگاه اسپكتروفتومتر مدل    

UV/VIS  ساخت آمريكا، براي تعيين شدت جذب با استفاده از
در مقايسه با بلانك استفاده گرديد.  cm١سل با طول مسير 

چنين دستگاه ميكروسكوپ الكترونى روبشى گسيل ميدانى هم
FE-SEM دل ـمTescan-Mira II  اژـا ولتـكا، بــت آمريـساخ 

Kv ها با لايه نازكي از طلا استفاده دهي نمونهپس از پوشش١٥-٧
ت هاي تثبيآنزيمهاي نانومگنتيت و اندازه ذرات نمونهشده است. 

نسيل زتا با روش چنين پتاهم (NM-Combi-CLEAs)شده 
در فاز مايع با استفاده از دستگاه  (DLS)پراكندگي نور ديناميكي 

BI-200 SM Goniometer Version 2  شركتBrookhaven 

Instrument Corp., Holtsville  ساخت كشور امريكا توسط تفرق
تعيين شد. طيف سنجي مادون قرمز ١٧٣°نور ديناميكي ليزر در

 FTIRاستفاده از دستگاه اسپكتروسكپي ها با براي كليه نمونه
تجزيه ژاپن انجام گرفت.  Shimadzuساخت شركت  ٨٣٠٠مدل 

نسخه  Design Expertنرم افزار  ها با استفاده ازتحليل آماري داده
صورت ميانگين تكرار و به ٣ها با انجام گرفت و كليه آزمون ١٠

  گزارش گرديد.
  
  مغناطيسى آهن به روش هم رسوبى نانو ذراتسنتز  .٢.٢
محيط  در محلول ماده يك آن در كه است فرايندى رسوبى هم   
 ترينرسوبي سادهشود. روش همتبديل مى نامحلول ساختار يك به

 مغناطيسي نانو ذراتو كارآمدترين روش شيميايي براي سنتز 
 نانو ذراتها) است كه جهت سنتز (اكسيدهاي فلزي و فريت

گردد. اين فرايند  شامل دو مرحله است: مگنتيت استفاده مي
مقدار  ،رسدها به يك حد فوق اشباع ميزماني كه غلظت گونه

ها (با دهد و سپس رشد تدريجي هستهزايي رخ ميهستهكمي 
]. ٢٧پذيرد [مي ها بر روي سطح ذرات) صورتنفوذ حل شونده

ليد يت فراورده نهايي توتاثير مهمي بر روي كيف كنترل اين مراحل
با نسبت  Fe+3و  Fe+2شده دارد. در ابتدا دو نمك آهن 

و  O2. 6H3FeCl از ٨٦/٨ gدار ــيعني مق ٢به  ١استوكيومتري 
g از  ٢٥/٣O2. 4H2FeCl  صورت جداگانه وزن گرديده و هر به

زدايي شده به حجم با آب يون ٢٠٠ mlكدام در بالن ژوژه 
هر دو محلول با استفاده از همزن مغناطيسي با  سپسرسيدند. 

محلول هيدروكسيد  ml١٠ ، هم مخلوط شده و به محتويات بالن
سديم تحت شرايط گاز نيتروژن (به منظور جلوگيري از تشكيل 

صورت قطره قطره  اضافه گرديد هاي غير مغناطيسي) بهناخالصي
ول سود ادامه يافت. با افزودن محل ٣٠ minو همزدن به مدت 

 نانو ذراترنگ محلول از آبي تيره به سياه تبديل گرديد. 
 وشوشستمغناطيسي آهن تشكيل شده سه بار با آب ديونيزه 

]. در نهايت با استفاده ٢٩، ٢٨و تحت خلا خشك گرديد [ شدداده 
 چنين بررسياز ميكروسكوپ الكتروني روبشي اندازه ذرات و هم

  تشكيل شده صورت گرفت. نانو ذراتشكل 

  
  ليزين با مغناطيسي نانو ذرات دهيپوشش .٢.٣
ـــده به روش هم 4O3Fe نانو ذرات مگنتيت     ـــوبي تهيه ش رس
هاي هيدروكســيل در ســطح خود، ناپايدار دليل داشــتن گروهبه

سيده مي سرعت اك سازي اين بوده و به  شوند. به منظور پايدار 
سطح ذرات عامل سيد آمينه ليزين  ستفاده از ا ار دنانو ذرات، با ا

ـــبدين م گرديد. ـــلي ١/٠ gنظور ـ ذرات مگنتيت  ١/٠ gزين با ـ
گلوتر  ٥٠٠ μLو   pH ٧بافر فســفات با  ٥٠ mlو به آن  مخلوط

سپس محتويات درون ميكروتيوپ  شد.  ضافه و ورتكس  آلدئيد ا
سونيك به مدت  ستفاده از روش اولترا شدت  ١٠-١٥ minبا ا با 

Hz تحت امواج اولتراســـونيك و در دماي اتاق به مدت   ٣٠٠h  
انو ني بين زدن ملايم قرارگرفت تا پيوند كووالانســـتحت هم ٢٤

ـــي آهن و ليزين ذرات برقرار گردد. گلوتر آلدئيد يك  مغناطيس
اند توواكنشگر فعال است كه داراي دو بازوي آلدئيدي بوده و مي

ـــال برقرار نمايد. پس از طي زمان با گروه هاي آمينه ليزين اتص

٤٢٠  



 
 

 

ــده، بافر و مذكور، مايع رويي كه حاوي گلوتر الدئيد هاي باند نش
ــانتريفوژ (هاي ليمولكول ــط س ــوب توس × gزين آزاد بوده از رس
) جداســـازي گرديد و رســـوب به جا ١٠ minبه مدت  ١١٣٥٧

  مانده جهت تثبيت استفاده گرديد.
  
آميلاز  و مالتوژنيك -هاي آلفاآنزيمتثبيت همزمان  .٢.٤

مغناطيسي  نانو ذراتبر روي  CLEAsآميلاز با روش 
  دار شده با ليزينعامل

 ١:٩ي  آنزيمي با نسبت آنزيممجموعه  ١٠٠ μL بدين منظور،   
يل) و  گام فان مالتوژنز :  )mg به همراه ميزان ٧١/١٢   ليزين 

ترت  ٩٠٠ μL شده به دارعامل مغناطيسى نانو ذرات از مشخصى
ضافه گرديد. ٩/١ μL بوتانول و ا حتويات بم سپس گلوتر آلدئيد ا

ـرا  ـاده از روش اولت ـ دت ـبه م ٣٠٠ Hzدت ـسونيك با شاستف
min ـــوند قرار گرفت و به مدت  ١٠  ٢٤ hتحت امواج  اولترا س

سانتريفوژ و مايع رويي جدا داري درون يخچال نگه سپس  شد. 
   با بافر فسفات  ٩٠٠ μL جا مانده دو بار با ميزان و رسوب به شد
pH  داده شــد و در نهايت ميزان فعاليت  وشــوشــســت ٧برابر با

ـــده تعيين گر آنزيم ـــكوپ ٣٠، ١٩ديد [تثبيت ش ]. از ميكروس
ي ن بررسـچنيدازه ذرات و همـراي تعيين انـالكتروني روبشي ب

ـــشك با  تثبيت آنزيماستفاده گرديد.   NM-Combi-CLEAsل ـ
ستفاده در فريزر با دماي    -١٨° Cاين روش را مي توان تا زمان ا

    ].٣١داري  نمود [نگه
  
هاي فانگاميل و آنزيمبهينه براي فعاليت   pHتعيين .٢.٥

  مالتوژنز
صورت جداگانه و ها بهبهينه براي فعاليت آنزيم pHتعيين    

در محدوده   pHها در دماي بهينه و آنزيمسپس به شكل مخلوط 
 ٩٠٠ μL مورد بررسي قرار گرفت. فرايند هيدروليز آنزيمي با ٥-٩

بافر  ٩٠٠٠ μL ها ومخلوط بهينه آنزيم ١٠٠ μL، %٥نشاسته 
انجام و  ٩و  ٨، ٧، ٥/٦، ٦، ٥/٥، ٥به ميزان   pHاستات سديم با 

د ها قرار گرفت. بعسپس كوكتل تهيه شده در دماي بهينه آنزيم
 زانـروع واكنش، به ميـزودن آنزيم و شـاز اف ١ minاز گذشت 

μL از مجموعه آنزيمي با دو تكرار برداشته و به  ٥٠٠ μL ٥٠٠ 
ها فعاليت آنزيم DNSافزوده و طبق روش  DNSمحلول معرف 

 pHنسبت به تغييرات  آنزيمارزيابي و در نهايت نمودار فعاليت 
  رسم گرديد.

  هاآنزيمروش تعيين دماي بهينه فعاليت  .٢.٦
نز هاي فانگاميل و مالتوژآنزيمبراي تعيين دماي بهينه فعاليت    

 C٩٥ °، و ٨٥، ٧٥، ٦٥، ٥٥هاي ها در دماآنزيمآزاد، فعاليت اين 
سي گرديد. براي اين منظور، سديم  ٩٠٠٠ μL برر ستات    بابافر ا

pH  و ٦برابر با μL تهيه و در حمام  %٥محلول نشــاســته  ٩٠٠
 ١٠٠ μL آب با هر يك از دماهاي ذكر شده قرار داده شد. سپس

به آن افزوده و پس از آنزيماز مخلوط  گاميل و مالتوژنز  فان هاي 
شد. پس  سي  مخلوط كردن، در حمام آب با دماهاي مذكور برر

ي آنزيم، از مجموعه آنزيماز شـــروع واكنش و افزودن  ١ minاز 
ـــل با  محلول  ٥٠٠ μL نمونه تهيه و به ٥٠٠ μLتكرار  ٣حاص

روش  افزوده شد. مطابق با %١معرف دي نيترو سالسيليك اسيد 
ـــنجش  ـــپكتروفتومتري در نمونه DNSس ها آماده و با روش اس

ــــط ميزان جذب تعيين و بر اســاس نمودار  ٥٧٥ nmول موج ـ
و مقدار محصول توليد شده  آنزيماستاندارد مالتوز ميزان فعاليت 

يت  عال قدار ف يت م ها يد. در ن به گرد ـــ حاس هاي آزاد در آنزيمم
اي مختلف و در زمان هاي تثبيت شـده در دماهآنزيممقايسـه با 

min شد. بيش ١ شخص  ا ها رترين فعاليت، دماي بهينه آنزيمم
  مشخص نمود.

  
هاي فانگاميل و مالتوژنز آنزيمتعيين ميزان فعاليت  .٢.٧

   DNSآزاد و تثبيت شده با روش 
يري گهاي آبكافت كننده از طريق اندازهآنزيمفعاليت اين نوع    

هاي كربونيل آزاد مقدار قندهاي كاهنده آزاد شـــده (وجود گروه
(C=O)  دي نيترو  -٥و٣از نشاسته با استفاده از اتصال به معرف

ــنجيده مي ــيد س ــاليســيليك اس ــود. اين معرف با قندهاي س ش
ــده ــكيل ش ــته تش ــاس ر اند داحياكننده كه در نتيجه تجزيه نش

سيليك  ٥آمينو  ٣يط قليايي واكنش داده و توليد مح سالي نيترو 
 باشد. مخلوطمي ٥٧٥ nmاسيد نموده كه قادر به جذب نور در 

ستات بافر ١٨٠٠٠ μL ،آنزيم محلول ٢٠٠ μL شامل واكنش  ا

ــــســ  %٥  محلول ١٨٠٠ μL و ٦برابر با  pHبا   ٥٠ mMديم ـ
(W/V) سته ذرت شا  C٦٥ °در بن ماري با دماي  شده، شفاف ن
ماى مطلوب يعني  فت   ،هاآنزيمد كا مان آب مدت ز  ٦٠ minو 

محصول توليد  μmolصورت به آنزيم]. فعاليت ٣٢ ،٣٠باشد [مي
شده در هر  صرف  ستراى م سوب گردد بيان مى دقيقهشده و يا 

]٣٣  .[  
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آزاد و تثبيت شده با  آنزيمتعيين ميزان پروتئين  .٢.٨
  روش برادفورد

كار ها بهدر روش برادفورد، كه براي اندازه گيري پروتئين   
رود، بر اساس تغيير ماكزيمم جذب نوري كوماسي بريليانت مي

در هنگام اتصال به پروتئين عمل  ٥٩٥ nmبه  ٤٦٥بلو از 
ا ها، در ابتدآنزيمجهت تعيين ميزان پروتئين هر يك  نمايد.مي

) با BSA, Fraction V( محلول استاندارد سرم آلبومين گاوي
تهيه گرديد. براي سنجش ميزان  ١/٠-١ mg/mL هايغلظت

 ٥ mlبا  آنزيماز  ١٠٠ μL هاي فانگاميل و مالتوژنز،آنزيمپروتئين 
از محلول برادفورد مخلوط شد تا رنگ آبي شفافي ايجاد گردد. با 

در دماي  ١٠ minها يكنواخت و براي مدت ايجاد ورتكس نمونه
 ٥٩٥ nmر  داده شد و بلافاصله ميزان جذب در طول موج اتاق قرا

تكرار بر  ٣ها با در مقايسه با شاهد تعيين و غلظت پروتئين نمونه
  ]. ٣٤، ٢٦تعيين شد [ BSAاساس نمودار استاندارد 

  
  بعد ازتثبيت  ها قبل وآنزيمبررسى مقاومت حرارتى  .٢.٩
هاي آزاد و تثبيت شده، آنزيمجهت بررسي پايداري حرارتي    

به   C٩٥ °، و ٨٥، ٧٥، ٦٥، ٥٥در دماي  آنزيمهاي حاوي نمونه
در  ١٠٠ μL داري و نمونه برداري به ميزاننگه ١٢٠ minمدت 
 سـورت گرفت. سپـها صآنزيمص از اين ـل زماني مشخـفواص
μL انكوبه شده به مخلوط آبكافت ( آنزيم ١٠٠μL بافر  ٩٠٠٠

) افزوده و در %٥نشاسته ذرت با غلظت  ٩٠٠ μL استات سديم،
بر  آنزيمقرار گرفت. پس از آن، محاسبه فعاليت   ٦٠°C دماي

انجام  ٥٧٥ nmدر طول موج  DNSطبق روش اسپكتروفتومتري 
يزان م آنزيممانده گرفت. در نهايت، با محاسبه درصد فعاليت باقي

هاي ذكر هاي آزاد و تثبيت شده در هر يك از دماآنزيمپايداري 
  ]. ٢٦شده تعيين گرديد [

  
  آزاد و تثبيت شده آنزيمتعيين نيمه عمر  .٢.١٠
يكي از پارامترهاي مهم و مرسوم در تعيين ميزان پايداري    

زمان  آنزيم) است . واحد نيمه عمر t ½( آنزيم، نيمه عمر آنزيم
ا نصف فعاليت اوليه خود ر آنزيمباشد و برابر با مدت زماني كه مي

در ابتدا  آنزيمباشد.  براي محاسبه نيمه عمر از دست داده مي
 نزيمآمانده فعاليت بايست نمودار لگاريتم طبيعي درصد باقيمي

نسبت به زمان آبكافت رسم گردد. در اين نمودار شيب خط برابر 
شود. نشان داده مي inkاست با مقدار ثابت غير فعال شدن كه با 

ماي در د آنزيمكه واكنش كاهش فعاليت پس از آن با توجه به اين
توان از باشد ميبالا نسبت به زمان يك واكنش درجه اول مي

قبل و بعد از تثبيت در دماهاي  آنزيم معادله زير مقدار نيمه عمر
  ].٣٣، ٢٦را محاسبه  نمود [   C٩٥ °تا  ٥٥بين 
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 تعيين ميزان بارگذاري آنزيم تثبيت شده .٢.١١

مغناطيسي با استفاده از  نانو ذراتمتصل شده به  آنزيمميزان    
مانده در محلول باقي آنزيماوليه با ميزان  آنزيممقايسه غلظت 

ي تثبيت شده با سانتريفوژ آنزيمرويي پس از جداسازي ذرات 
انو نتثبيت شده (بارگذاري شده روي  آنزيممحاسبه گرديد. ميزان 

 ) محاسبه نمود:٢توان از رابطه (مغناطيسي ) را مي ذرات
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1 2( )

V
Q C C

W
               

  

  1Cتثبيت شده روي نانو ذرات مغناطيسي،  آنزيممقدار  Qكه    
مانده باقي آنزيمغلظت  Lmg/m ،(2C (آنزيمغلظت اوليه 

 وزن نانو ذراتW ، (mg/mL)درمحلول پس از پايان فرايند تثبيت 
)mgو (V حجم محلول بافر(mL)  باشند.مي  
 
  نتايج و بحث  .٣
پروتئيني با استفاده از روش  نانو ذراتتعيين اندازه  .٣.١

DLS   و بررسي شكل و ساختار با استفاده از ميكروسكوپ
  (SEM)الكتروني روبشي 

 DLSها با استفاده از آناليز اندازه ذرات و پتانسيل زتاي نمونه   
 دودهـاطيس در محـدازه ذرات نانومغنــوسط انـمت ن شد.ـتعيي
nm با انديس  ٩/٨١- ٩/٨٨PDI  (شاخص پراكندگي ذرات) برابر
چنين متوسط تعيين گرديد. هم -٢١و پتانسيل زتاي  ٢٤٢/٠با 

در محدوده  NM-Combi-CLEAsتثبيت شده  آنزيماندازه ذرات 
nm با انديس  ٦/٩٩ - ٥/١١٠PDI  انسيل زتاي و پت ٠٨٨/٠برابر با
ارزيابي شد كه نشان از پايداري بالاي محصول نسبت به  -٣٢

تجمع و آگلومره شدن داشت. كاهش اين شاخص بيانگر عدم 
ت آمده، دسچسبندگي ذرات به يكديگر است. با توجه به نتايج به

 تثبيت شده آنزيمنسبت به  4O3Fe نانو ذراتبالاتر در  PDIميزان 
 تيآبدوسبيانگر افزايش  آنزيممراه و كاهش آن پس از تثبيت ه

٦٢٠  



 
 

 

مغناطيسي و در نتيجه بهبود قابليت پخش و پراكندگي  نانو ذرات
به هم وافزايش ثبات  4O3Feدر فاز آبي و عدم چسبندگي ذرات 

) محدوده اندازه ذرات را با توجه ١و پايداري ذرات است. شكل (
  دهد. نشان مي DLSبه نتايج آزمون 

هاي آنزيممغناطيسي و  نانو ذراتمطالعه شكل و ساختار    
دهد كه اين ذرات به نشان مي  FE-SEMتثبيت شده با روش 

باشند. اندازه نانو ذرات شكل كروي و نيمه كروي در اندازه نانو مي
نانو  قرار دارد.  ٣٠-٤٠ nmمحدوده  در SEMمغناطيسي با روش 

دليل به (NM-Combi-CLEAs)ي تثبيت شده آنزيم ذرات
 دار شده با اسيد امينه ليزيناستفاده از نانو ذرات مغناطيسي عامل

ي، از نظر اندازه آنزيماي ــهاد اتصال با مجموعه پروتئينـو ايج
طهـا به واســر بوده، امـتسي بزرگـو ذرات مغناطيـت به نانـنسب

د رننانو قرار دااستفاده از روش اولتراسونيك هم چنان در محدوده  
  ).٢(شكل 

 
 CLEAsو  مغناطيسي نانو ذرات FTIRطيف سنجي  .٣.٢

 هاي آميلازآنزيمنانو مغناطيسي 

 CLEAsمغناطيسي و  مربوط به نانو ذرات FTIRطيف سنجي    
ي فانگاميل و مالتوژنز در ناحيه آنزيمنانو مغناطيسي مجمـوعه 

1-cm ٣انجام گرفت (شكل  ٤٠٠-٤٠٠٠( .  
 cm٣٤٠٠-1و  ١٦٢١، ٦٠٠ناحيه  در شده ثبت هايطيف   

 هايمولكول كششي حالت و Fe-Oپيوند  ارتعاشي حالت به مربوط

پيوند  كششي حالت و نانو ذرات روي بر شده سطحي جذب آب
H-O 4مغناطيسي  نانوساختار در سطحيO3Fe باشند. مي  

  
  

  
  DLSتثبيت شده با روش  آنزيماندازه ذرات نانو ذرات مغناطيسي و توزيع  )١شكل(

Fig. 1 Particle size distribution of nanomagnetite and immobilized enzyme by DLS method  
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  مغناطيسي نانو ذرات) cنانو،   b(CLEAsغير نانو ،   a( CLEAsميكروسكوپ الكتروني روبشي  تصاوير )٢شكل(
Fig. 2 FE-SEM images of  CLEAs a) Nano-CLEAs b) and Nanomagnetite c)  

   

  
  يآنزيمنانو مغناطيسي مجموعه  b (CLEAsو  مغناطيسي نانو ذرات)  FTIR aطيف ) ٣شكل (

Fig. 3 FTIR spectrum of a) Nanomagnetite and b) NM-Combi-CLEAs 
  

  
 مربوط  cm-1 ٣٤٠٠و  ١٦٢١، ٦٠٠ناحيه  در شده ثبت هايطيف

 آب هايمولكول كششي حالت و Fe-Oپيوند  ارتعاشي حالت به

 O-Hپيوند  كششي حالت و نانو ذرات روي بر شده سطحي جذب
  ور ــظهباشند. مي 4O3Fe سيــمغناطي اختارـنانوس در حيــسط

  
 ٣٣٧٣در ناحيه  NHو  ١٦٠٠در ناحيه  2NHهاي مربوط به طيف

اي از تثبيت ساختار پروتئيني مجموعه نشانه FTIRدر طيف 
 از باشد. پسمغناطيسي مي نانو ذراتهاي آميلاز روي آنزيم

، ١٢٥٣در نواحي  مشخص هاي جديد وطيف ، ظهورآنزيم تثبيت

٢٠٨ 



 
 

 

 حالت و C-O-Cپيوندهاي  از حاكي كه cm-1 ٢٩٥٠و  ١٥٨٥

 تثبيت باشد،مي آنزيم در C-Hكششي  و C=Cپيوند  كششي

  نمايد.اثبات مي را يآنزيممجموعه 
 
هاي آنزيمسنجش فعاليت و توليد محصول توسط  .٣.٣

  فانگاميل و مالتوژنز آزاد و تثبيت شده
زاد هاي آآنزيمميزان فعاليت و مقدار محصول توليد شده توسط   

-اندازه DNSشده فانگاميل و مالتوژنز با استفاده از روش  و تثبيت
تثبيت شده نسبت به  آنزيم) فعاليت ٤-aگيرى شد. طبق شكل (

اما روند كاهش فعاليتآزاد به ميزان محدودي كاهش يافته،  آنزيم

 ووده تر بآزاد كند آنزيمن آبكافت نسبت به در طول مدت زما
تثبيت شده  آنزيمط چنين ميزان محصول توليد شده توسهم

 ).٣-b(شكل  آزاد افزايش داشته است آنزيمنسبت به 
 

ها با روش آنزيمتعيين ميزان پروتئين هر يك از  .٣.٤
 برادفورد

گيري غلظت پروتئين، مطابق روش سنجش اندازهبراي    
) ميزان پروتئين ١]. در جدول (٣٤برادفورد عمل گرديد [

  BSAهاي آزاد و تثبيت شده بر اساس نمودار استاندارد آنزيم
  نشان داده شده است.

 
a) 

 
(b) 

  )bفعاليت، توليد محصول  )ميزانaشده.  تثبيت و آزاد هاي فانگاميل و مالتوژنزآنزيم فعاليت و توليد مالتوز توسط مقايسه ميزان )٤شكل (
Fig. 4 Comparison of activity and maltose production by free and immobilized Fungamyl and Maltogenase enzymes. 

 a) enzyme activity, b) product 

٩٢٠  



 .شده تثبيت و هاي فانگاميل و مالتوژنز آزادآنزيمپروتئين مجموعه  ميزان )١جدول (
Table 1 Protein content of free and immobilized combined Fungamyl and Maltogenase enzymes. 

  نوع آنزيم
Enzyme  

 )mg/mlغلظت پروتئين (
Protein content (mg/ml) 

  فانگاميل آزاد آنزيم
Free Fungamyl 

107.174 

  مالتوژنز آزاد آنزيم
Free Maltogenase 

6.936 

  مجموعه آنزيمي آزاد
Free Combined Enzymes  

114.11  

  شدهآنزيم تثبيت 
NM-Combi-CLEAs  

113.76  

هاي آزاد آنزيمبهينه براي فعاليت مجموعه   pHتعيين .٣.٥
  فانگاميل و مالتوژنز

هاي آزاد (فانگاميل و مالتوژنز آنزيمبهينه مجموعه  pHتعيين    
با استفاده از بافر استات سديم  ٥-٩) در محدوده ٩به  ١با نسبت  

)pH  و بافر فسفات (٥-٧در محدوده (pH  انجام ٧-٩در محدوده (
 ي نسبت به تغييراتآنزيمگرفت. سپس نمودار فعاليت مجموعه 

pH  رسم گرديد. نتايج حاصل از اين آزمايش نشان داد كه، ميزان
تفاوت  ٦و  ٥/٥، ٥،  pHهاي آزاد در آنزيمفعاليت مجموعه 

اطلاعات موجود در برگه  داري را نداشته كه اين نتايج بامعني
هاي آنزيماطلاعات محصول ارائه شده توسط شركت توليدكننده 

فانگاميل و مالتوژنز مطابقت دارد. بر اساس برگه اطلاعات محصول 
 آنزيمو براي  ٥-٧مالتوژنز  آنزيمبراي فعاليت  pHمحدوده 
تعيين شده است. با توجه به بالاتر بودن نسبي  ٥/٥-٧فاگاميل 

براي  pHاين  ،٦برابر با  pHي در  آنزيمميزان فعاليت مجموعه 
ي انتخاب گرديد (شكل آنزيمانجام كليه آزمايشات بعدي مجموعه 

 4O3Fe ). از طرف ديگر، مشخص شده است كه پتانسيل زتاي٥
ر بوده (نقطه ايزوالكتريك) و برابر با صف ٥/٧-٧/٧حدود  pHدر 

هاي صورت توده، ذرات نانومغناطيسي بهpHدر اين محدوده 
]. ٣٦، ٣٥تجمع يافته و متراكم در آمده و رسوب خواهند كرد [

ي مغناطيس نانو ذراتتر از اين نقطه ايزوالكتريك سطح پايين
 نانو ذراتداراي بار الكتريكي مثبت و بالاتر از آن سطح 

اراي بار الكتريكي منفي خواهد بود. تحت اين مغناطيسي د
-هاي عاملي آزاد انتخاب شده گروه ٦برابر با  pHشرايط، در  

+
3NH  دار شده با مغناطيسي عامل نانو ذراتموجود در سطح

خوبي حفظ شده و قادر خواهند بود با حضور گلوتارآلدئيد ليزين به
+هاي با گروه

3NH-  راحتي هي بآنزيمموجود در سطح مجموعه

واكنش داده و اتصالات جانبي مورد نظر جهت شكل گيري 
CLEAs  ٣٦، ٣٥[را ايجاد نمايند.[ 

 

 هاي آزاد فانگاميل و مالتوژنزبهينه مجموعه آنزيم  pHنمودار  )٥شكل (
Fig. 5 Optimum pH of combined free Fungamyl and Maltogenase 

enzymes 
  

 هايآنزيمتعيين دماي بهينه براي فعاليت مجموعه  .٣.٦
  آزاد فانگاميل و مالتوژنز

هاي آزاد (فانگاميل و مالتوژنز آنزيمتعيين دماي بهينه مجموعه    
با استفاده از محيط  ٥٥-C٩٥ °) در محدوده ٩به  ١با نسبت 

انجام گرفت. سپس نمودار  ٦برابر با  pHبافرى استات سديم با 
ر بي نسبت به تغييرات دما رسم گرديد. آنزيموعه فعاليت مجم
و  ٦٥هاي ها بين دماآنزيمدماي بهينه ) در بررسي ٥طبق شكل (

٢١٠ 



 
 

 

° Cتفاوت معناداري وجود نداشت، اما با توجه به بالاتر بودن  ٧٥
نظر به C٦٥ °ي در دماي آنزيمنسبي ميزان فعاليت مجموعه 

هاي ي مخصوصا اسيدآنزيمرسد كه ساختار پروتئيني مجموعه مي
ه تر بهتر حفظ شددر دماي پايين آنزيمآمينه موجود جايگاه فعال 

داري و انجام واكنش در دماي و احتمال تغيير ساختار در اثر نگه
بر اين، هدف اصلي كاهش خواهد يافت. علاوه C٧٥ °بالاتر يعني 
 با حفظ آنزيميعني امكان استفاده مجدد از  آنزيمدر تثبيت 

ر طبيعي آن بهتر محقق خواهد شد. بر همين اساس دماي ساختا
° Cهاي بعدي انتخاب عنوان دماي بهينه براي انجام آزمونبه  ٦٥

  ].٣٧)، [٦(شكل گرديد 
  

  هاي آزاد فانگاميل و مالتوژنز آنزيمنمودار دماي بهينه مجموعه  )٦شكل (
Fig. 6 Optimum temperature of combined free Fungamyl and 

Maltogenase enzymes 
  
ت هاي آزاد و تثبيآنزيمهاي سينتيكي تعيين پارامتر .٣.٧

 شده 

نشاسته   يآنزيمترين پارامترهاي سينتيكي واكنش آبكافت مهم   
( حداكثر سرعت   maxV( ثابت ميكائليس) و     mKذرت يعني 

مودار ها نواكنش) تعيين گرديدند.  به منظور تعيين اين شاخص
Lineweaver-Burk آزاد و تثبيت شده براساس عكس  آنزيم

رسم گرديد  V/1و عكس سرعت واكنش  [S]/1غلظت سوبسترا 
و  آزد آنزيم). پارامترهاي سينتيكي به دست آمده براي ٧(شكل 

  ) نشان داده شده است.٢تثبيت شده در جدول (

  
مربوط به آبكافت نشاسته در  Lineweaver-Burkنمودار  )٧شكل (
  هاي آزاد و تثبيت شدهآنزيمهاي مختلف توسط مجموعه غلظت

Fig. 7 Lineweaver-Burk plot of starch hydrolysis at various 
concentrations by combined free and immobilized enzymes 

  
 

نشان دهنده افزايش تمايل جايگاه  آنزيمپس از تثبيت  mKكاهش 
باشد براي اتصال به سوبسترا بوده و بيانگر اين امر مي آنزيمفعال 

تري از سوبسترا براي زاد غلظت كمآ آنزيمكه، در مقايسه با 
ه باشد. برسيدن به نصف سرعت بيشينه واكنش مورد نياز مي

عبارت ديگر، قابليت دسترسي سوبسترا به جايگاه فعال هر دو 
آميلاز و مالتوژنيك آميلاز در اثر تغييرات -يعني آلفا آنزيم

هاي تجمع و ايجاد اتصال جانبي افزايش ساختاري در حين فرايند
افته است. همين تغيير ساختار موجب  تغيير محدود در سرعت ي

توان چنين طور كلي ميگرديده است. به maxVي يا آنزيمواكنش 
ذكر شده  آنزيماستنباط نمود كه، اين نوع تثبيت همزمان دو 

ها نداشته، اما ميزان آنزيم maxVداري را روي كاهش تاثير معني
براي اتصال به سوبسترا افزايش داده ها را آنزيمتمايل جايگاه فعال 

  است.
  
در  آزاد هاي آنزيمحرارتي مجموعه  مقاومت بررسي .٣.٨

  شده تثبيت هاي آنزيممقايسه با 
ي آنزيمهاي آزاد در مقايسه با مجموعه آنزيممجموعه  فعاليت   

با  ٥٥-C٩٥° محدوده  در NM-Combi-CLEAsتثبيت شده 
به منظور بررسي ميزان پايداري حرارتي   DNSاستفاده از روش

 حرارتي پايداري و فعاليت كاهش سينتيك .تعيين گرديد ها آنزيم

   دارينگه وسيلهبه تثبيت از پس و قبل فانگاميل و مالتوژنز  آنزيم

٢١١ 



 .شده تثبيت و هاي آزادآنزيم سينتيكي مجموعه پارامترهاي )٢جدول (
Table 2 Kinetic parameters of combined free and immobilized enzymes. 

 مجموعه آنزيمي آزاد
Free Combined Enzymes 

  مجموعه آنزيمي تثبيت شده
NM-Combi-CLEAs  

  پارامترهاي سينتيكي
Kinetic Parameters 

10.95  9.98  )1-( μmol.minmax V  
0.175  0.12  ( mg/ml)mK  

 ٥/٥برابر با  pHسديم با  استات بافر در آنزيم حاوي هاينمونه
مدت  به C٩٥ °، ٨٥، ٧٥، ٦٥، ٥٥دماي  در بدون حضور سوبسترا

min گرديد تعيين ١٢٠.  
) در محيط ٠- ١٢٠ minها (آنزيمداري در طول زمان نگه   

بافري، در فواصل زماني معين  نمونه برداري جهت تعيين ميزان 
ها فرايند ها صورت گرفت. براي هر يك از نمونهآنزيمفعاليت 

) در دماي بهينه %٥آبكافت در حضور سوبسترا (محلول نشاسته 
از آبكافت،  ١ minانجام شد. پس از گذشت  C٦٥ °فعاليت يعني 

اضافه شد. پس از  DNSرداشت و به معرف مقدار معيني نمونه ب
ها در هر دما با رسم نمودار آنزيممانده فعاليت تعيين درصد باقي

ري ميزان پايدا آنزيممانده فعاليت لگاريتم طبيعي درصد باقي
هاي فانگاميل و مالتوژنز آزاد و تثبيت شده نسبت آنزيمحرارتي 

دار، ضريب به زمان آبكافت بررسي و با تعيين شيب خط نمو
مقاومت دمايي  در هر دما مشخص گرديد. in(k(غيرفعال شدن 

 ٥٥-C٩٥ °آزاد و تثبيت شده بر حسب زمان در  دماهاي  آنزيم
   ) نشان داده شده است.٨در شكل (

 پس از تثبيت آنزيمطور كه مشهود است پايداري حرارتي همان   
 نزيمآآزاد افزايش يافته و  آنزيماي نسبت به طور قابل ملاحظهبه

ست تر شده اتثبيت شده نسبت به غيرفعال سازي حرارتي مقاوم
بيت پس از تث آنزيمتوان آن را به افزايش استحكام ساختار كه مي

توسط ايجاد پيوندهاي كووالانسي نسبت داد. اين نوع اتصالات 
هاي درون مولكولي بين كووالانسي هم در اثر ايجاد پيوند

ي تجمع يافته و متصل شده با گلوترآلدئيد آنزيمهاي لمولكو
بر (اتصالات جانبي درون و برون مولكولي)  ايجاد شده و علاوه

 ي با نانو ذرات مغناطيسيآنزيمهاي اين، در نتيجه اتصال  مولكول
تر در نقاط مختلف شكل گرفته كه موجب ايجاد استحكام بيش

پذيري و افزايش سختي ساختار مولكولي در اثر كاهش انعطاف 
ها گرديده و در نهايت احتمال فروپاشي و يا ايجاد آنزيمساختار 

دهد. از طرف ديگر، اتصالات تغييرات نامطلوب را كاهش مي
خوبي ها را بهآنزيمكووالانسي ياد شده ساختار جايگاه فعال 

را نسبت به  آنزيممحافظت نموده و اين بخش حياتي مولكول 
كه نمايد. با توجه به ايناثر دماي بالا حفظ ميتغيير شكل در 

از  رــبالات يعت در دماـا از نشاسته در صنـهتوليد انواع فراورده
° Cتا امكان رشد ميكروبي طي فرايندهاي  ،گيردصورت مي ٦٠

و  هاي تثبيت شده فانگاميلآنزيمتوليدي كاهش يابد، استفاده از 
هاي ر صنعت براي توليد فرآوردهمالتوژنز با مقاومت دمايي بالاتر د

قندي مانند شربت مالتوز داراي كارايي و بازدهي بالاتري نسبت 
  باشد.هاي آزاد ميآنزيمبه 
 
  شده تثبيت و آزاد آنزيم عمر نيمه تعيين .٣.٩
 عمر نيمه كه دهدنشان مي  )٣(آمده در جدول  دست به نتايج   

يافته  بهبود چشمگيريطور آزاد به آنزيم نسبت شده تثبيت آنزيم
حدود  C٩٥ °تثبيت شده در دماي  آنزيمصورتي كه نيمه عمر به
توان ). اين افزايش را مي٣برابر افزايش داشته است (جدول  ٥/٢

به كاهش انعطاف پذيري و افزايش استحكام و سختي ساختار 
ها نسبت داد كه اين امر آنزيمي در اثر تثبيت همزمان آنزيم

ي پس از آنزيميداري و ثبات ساختار مجموعه موجب بهبود پا
  تثبيت گرديده است.  

               
 نانو ذرات روي بر آنزيم بارگذاري ميزان تعيين .٣.١٠

  باليزين شده دارعامل مغناطيسي
مغناطيسي با استفاده از  نانو ذراتمتصل شده به  آنزيمميزان    

آزاد اوليه با ميزان  آنزيممقايسه ميزان پروتئين موجود در 
مانده در محلول بافر پس از جداسازي ذرات باقي آنزيمپروتئين 

ي تثبيت شده با سانتريفوژ محاسبه گرديده كه بر اساس آنزيم
بوده  %٨٢اين مقدار برابر با  ١١-٢فرمول ارائه شده در بخش 

ار كاست. اين ميزان بارگذاري نشان دهنده كارايي بالاي روش به
  باشد.ده در تثبيت ميگرفته ش
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Fig. 8. Thermal stability of combined free and immobilized enzymes at 55, 65, 75, 85, and 95º C 
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Fig. 8. Thermal stability of combined free and immobilized enzymes at 55, 65, 75, 85, and 95º C 
  

  . C٩٥ °، ٨٥، ٧٥، ٦٥، ٥٥هاي ازاد و تثبيت شده در  دماهاي نيمه عمر آنزيم  )٣جدول (
Table 3. Enzyme half-life of combined free and immobilized enzymes at 55, 65, 75, 85, and 95º C. 

  t)1/2(نيمه عمر آنزيم 
) min1/2lives (t-Enzyme half 

  دما 
Temperature (° C) 

  تثبيت شدههاي آنزيم
Immobilized Enzymes 

  هاي آزادآنزيم
Free Enzymes 

  

4950  3465 55 

4331  1733 65 

3850 693 75 

1155  495 85 

866 385 95 

y = 0/0003x2 - 0/0406x + 4/3667
R² = 0/8995
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 آنزيم از مجدد استفاده هايسيكل تعداد تعيين .٣.١١

  شده تثبيت
 فعاليت گيرياندازه با شده تثبيت آنزيم مجدد استفاده قابليت   

 به تعداد فعاليت تعيين شود.بررسي مي استفاده بار هر از بعد آنزيم

سيكل  هر در ماندهباقي فعاليت  .شد گيرياندازه سيكل ١٤
  اساس اول بر سيكل در آن فعاليت به آنزيم فعاليت نسبت براساس

 و آسان جداسازي آنزيم تثبيت مزاياي شود. ازبيان مي درصد
 آمده، به دست نتايج به توجه با .باشدآن مي از دوباره استفاده

و  %٣٦/٨٠ سيكل ١٠ از پس شده تثبيت آنزيم كه شد مشخص
كرده  حفظ را خود درصد از فعاليت ٥٠سيكل بيش از  ١٣پس از 

) . بنابراين نشان دهنده اين است كه پتانسيل بيو ٩است (شكل 
 كاتاليست به خوبي حفظ شده است.   

 در جويي صرفه به منجر شده تثبيت آنزيم مجدد ابليت استفادهق

صرفه  با اقتصادي نظر از را فرايند و شودمي آنزيم و مقدار زمان
  دهد.قيمت تمام شده فراورده نهايى را كاهش مي و سازدمي
  

  
  متناوب هايسيكل طي شده تثبيت آنزيمقابليت استفاده مجدد از ) ٩شكل (

Fig. 9. Reusability of immobilized enzyme during successive cycles 
   

 نتيجه گيرى .٤

نشاسته  از با مالتوزبالا  شربت تهيه تحقيق اين اصلي هدف   
آميلاز و مالتوژنيك آميلاز -هاي  آلفا آنزيم از استفاده با ذرت 
ي با اتصالات جانبي و نانو آنزيمروش تجمع  شده با تثبيت

تحقيق  اين بوده است. در  NM-Combi-CLEAsمغناطيسي 

 از استفاده با فانگاميل و مالتوژنز آنزيم از تثبيت هم زمان دو

 شده دارعامل مغناطيسي نانو ذرات برروي كوالانسي پيوندهاي

ي انجام شده در آنزيماستفاده شده است. تثبيت دو  با ليزين
در مقياس نانو همراه با  Combi-CLEAsصورت اين تحقيق به

دار شده با ليزين براي اولين بار در مغناطيسي عامل نانو ذرات
عنوان نوآوري اين تحقيق محسوب جهان انجام شده و به

عنوان روشي در چند دهه گذشته به  CLEAsگردد. روش مي
 شناخته شده، زيرا در آنزيمموثر و توسعه يافته جهت تثبيت 

هاي گران قيمت موجب كاهش ه از حاملاين روش عدم استفاد
به روش  آنزيمگردد. به منظور تثبيت هاي توليد ميهزينه

CLEAs هاي آلي، ساختار سوم مولكول با افزودن حلال
رسوب  نزيمآصورت فيزيكي و با حفظ فعاليت به آنزيمپروتئيني 

هاي مولكولي ي ) و پس از آن تجمعآنزيمداده شده (تجمع 
ايي و به كمك كراس لينكر گلوتر آلدئيد به صورت شيميبه

توسط فرايند صافي  CLEAsيكديگر متصل گرديده و در نهايت 
  گردد. و يا سانتريفيوژ جدا سازي مي

فته هاي تجمع ياهاي پروتئيني قادر به تشكيل ساختارمولكول   
هاي با قدرت يوني با حفظ ساختار سه بعدي اوليه خود در محيط

. باشندهاي آلي ميهاي غيريوني، و يا حلالها)، پليمربالا (نمك
توليد  CLEAsشدت پايداري و فعاليت مرحله ترسيب پروتئين، به

دهد. به همان نسبت انتخاب عوامل شده را تحت تاثير قرار مي
، نزيمآتجمع كننده در فرايند ترسيب بسيار مهم بوده و به طبيعت 

محيط واكنش  pHروش و مدت زمان فرايند، درجه حرارت و 
بوتانل كه يك حلال آلي  -]. در حقيقت، ترت٣٨بستگي دارد [

باشد باعث كاهش ثابت دي الكتريك محلول در آب قطبي مي
شده (ثابت دي  آنزيمهاي ي آب اطراف مولكولهامولكول

باشد) و مي ٥/١٢بوتانل -و ترت ٣/٧٨هاي آب الكتريك مولكول
 . باگرددبه تدريج جايگزين آب موجود در سطح پروتئين مي

وسيله به آنزيمهاي مولكولكوچك شدن اين لايه هيدراته، 
صورت تجمع هاي الكترواستاتيك و نيروهاي دي پل بهجاذبه

  ]. ٣٩آيند [يافته در مي
همانگونه كه قبلا نيز اشاره گرديد، با وجود فوايد بسيار زياد    

، مشكلاتي مانند محدوديت CLEAsصورت به آنزيمروش تثبيت 
ته، ي شكل گرفآنزيمهاي علت بزرگي اندازه تودهدر انتقال جرم به

ي بخاطر وجود تخلخل آنزيمچنين پخش و پراكنده شدن توده هم
هاي در حين فرايند  CLEAsسيار كم و نرم بودن ساختارب
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جداسازي (صاف نمودن و سانتريفوژ كردن) و مشكلات مربوط به 
هاي از محيط واكنش، مخصوصا در حين فرايند  CLEAsبازيابي

  صنعتي، موجود است. 
به همين دليل براي رفع چنين مشكلاتي، در اين تحقيق    

نانو با هدف افزايش انتقال جرم  در مقياس CLEAsكاهش اندازه 
به سوبسترا و جدا شدن  آنزيمو سهولت در اتصال جايگاه فعال 

بر آسان تر محصول توليد شده از جايگاه فعال صورت گرفت. علاوه
ي تشكيل شده از آنزيماين به خاطر جداسازي آسان تر ذرات 

دار شده با محيط واكنش، از اتصال نانو ذرات مغناطيسي عامل
  ].٤٠، ١٢سيد آمينه ليزين استفاده گرديد [ا
كاهش اندازه ذرات در محدوده نانو سبب بهبود بازدهي و كارايي   

 نزيمآتري براي اتصال تثبيت شده گرديد زيرا سطح بزرگ آنزيم
ر د آنزيممغناطيسي فراهم شد. در نتيجه بارگذاري  نانو ذراتبا 

افزايش  واحد سطح به حجم ذرات و توليد محصول نهايي
صورت گرفت و  آنزيميافت. بهينه سازي شرايط تثبيت مي

رابر ــب ٩مالتوژنز  آنزيممشخص شد كه استفاده از نسبت 
اي ــو دم pHلال بهينه، ــوان حـعنفانگاميل، ترت بوتانول به

، ٢ mMگلوتر آلدئيد با غلظت  ، C٦٥ °و   ٦ترتيب مناسب كار به
ان ــو مدت زم مـآنزيرابر پروتئين كل ـب ٧٥/٠ميزان ليزين 

گيري آل براي شكلط ايدهـشراي ٣-C٤°در دماي  ٢٤ hداري نگه
NM-Combi-CLEAs نجام باشند. اهاي ذكر شده ميآنزيم

نانو  CLEAsمغناطيسي و  نانو ذراتمربوط به  FTIRسنجي طيف
، ظهور ٤٠٠-٤٠٠٠ cm-1ي در ناحيه آنزيممغناطيسي مجموعه 

در ناحيه  NHو  ١٦٠٠در ناحيه  2NHهاي جديد مربوط به طيف
 تثبيتمغناطيسي، نشان از  نانو ذراترا در مقايسه با طيف  ٣٣٧٣

 نانو ذراتهاي آميلاز روي آنزيمساختار پروتئيني مجموعه 
هاي مربوط به تعيين اندازه ذرات، بررسي آزمونمغناطيسي بود. 
 نزيمآتشكيل شده، تعيين ميزان فعاليت  نانو ذراتشكل و ساختار 

آزاد در محدوده دمايي مختلف،  آنزيمتثبيت شده در مقايسه با 
اد و آز آنزيمچنين مقايسه نيمه عمر و پارامترهاي سينتيكي هم

جموعا تثبيت شده، م آنزيمتثبيت شده و قابليت استفاده مجدد از 
را  ي تهيه شده با اين روشكارايي و عملكرد بالاي كاتاليزور زيست

  اثبات نمودند. 
هاي مآنزيتثبيت شده نسبت به مخلوط  آنزيماگرچه فعاليت    

آزاد اندكي كاهش يافت اما ميزان محصول توليد شده (مالتوز) با 
بر اين، مقاومت آن نسبت گذشت زمان سير صعودي يافت. علاوه

بهبود  طور چشمگيريبه pHبه شرايط محيطي از جمله دما و 
 يمآنزكرد. با انجام اين روش تثبيت ميزان پايداري دمايي  پيدا 

تثبيت  آنزيم) 1/2tتثبيت شده بهبود يافت بطوري كه نيمه عمر (
آزاد  آنزيمنسبت به  C٩٥ °برابر در دماي   ٥/٢شده به ميزان 

  افزايش نشان داد. 
در  مآنزيهاي مثبت اين تحقيق استفاده مكرراز از ديگر نتيجه   

فرايند و حفظ فعاليت آن نسبت به فعاليت اوليه خود بود 
سيكل پي در  ١٠تثبيت شده پس از گذشت  آنزيمكه طوريبه

از فعاليت اوليه خود را حفظ نمود. قابليت  %٣٦/٨٠پي هم چنان 
تثبيت شده منجر به صرفه جويي در زمان  آنزيماستفاده مجدد 

فرايند را از نظر اقتصادي  شود ومورد استفاده مي آنزيمو ميزان 
  سازد.مقرون به صرفه مي

 mKمخصوصا كاهش ميزان  آنزيمبهبود پارامترهاي سينتيكي    
براي  آنزيمپس از تثبيت نشان داد كه ميزان تمايل جايگاه فعال 

مايل توان اين افزايش تاتصال به سوبسترا افزايش يافته است. مي
شكل گرفته  CLEAsرا به ايجاد تغييرات ساختاري تصادفي در 

تر سوبسترا به جايگاه فعال و در نتيجه قابليت دسترسي آسان
  نسبت داد.   آنزيم

توان ادعا نمود كه با توجه به نتايج حاصل از اين تحقيق مي   
فانگاميل و مالتوژنز با استفاده از روش  آنزيميت  هم زمان دو تثب

 نزيمآي با اتصالات جانبي روشي كارامد براي تثبيت آنزيمتجمع 
شده  تثبيت آنزيمباشد. دارا بودن قابليت استفاده مجدد از آزاد مي

ا مانده فعاليت كاتاليتيكي توام بسيكل همراه با باقي١٤به ميزان  
جهت آبكافت نشاسته ذرت و تبديل آن به شربت با راندمان بالا 

و افزايش چند  C٩٥ °مالتوز بالا با حفظ مقاومت حرارتي تا دماي 
چنين مآزاد، ه آنزيمتثبيت شده نسبت به  آنزيمبرابري نيمه عمر 

 واكنش توسط ميدان مغناطيسي مخلوط از آن آسان جداسازي

  باشند.تاييدي بر اين ادعا مي
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