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س يفرم يکنيلوس ليشده از باس ديتول ييايم پروتئاز قليت آنزيتثب
PTCC1331  ميت آنزير آن بر فعاليثنات و تأيم آلژيحامل کلس يرو  

  

  ٣نژاد یزهرا قباد و ٢*ییغمایلا ی، سه ١پور ونیما صفاریش
  فیشر یدانشگاه صنعت -و نفت  یمیش یدانشکده مهندس - یمیش یارشد مهندس یکارشناسدانش آموخته  1

  فیشر یدانشگاه صنعت -و نفت  یمیش یدانشکده مهندس -یمیش یار مهندسیدانش 2
ط یو کنترل مح یمیوشیب یقات مهندسیمرکز تحق - فیشر یدانشگاه صنعت -یمیوشیرشد بکارشناس ا 3

  BBRCست یز
) 12/12/88تاریخ تصویب ،  ٢٣/٩/٨٨تاريخ دريافت روايت اصلاح شده  ,  5/5/87تاریخ دریافت (  

  
  ده یچک

و  rpm  150نهی، دور بهگرادیدرجه سانت 37 ینه دمایط بهیتحت شرا PTCC1331س یفرم یکنیلوس لیاز گونه باس ییایم پروتئاز قلیآنز     
pH نات به روش حبس یم آلژیمختلف از سد یها ، در غلظتها ندهیب شویآن در ترک یقاومت حرارتش میافزا ید شده و برایتول 10نه برابر یبه

Uنات برابر با  یم آلژیسددرصد  w/v2 در محلول  یمیت آنزین فعالیشتریب. ده استن شییت آن تعیت و سپس فعالیتثبردن ک
g Carrier

 
  
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در   م آزادیآنز یت نسبیدهد که فعال یشده نشان م تیم آزاد و تثبیآنز یت نسبیمختلف بر فعال یر دماهایتأث یبررس. ه دست آمده استب  46
ت خود را حفظ کرده و نسبت به یگراد فعالیدرجه سانت 55 یشده تا دما تیم تثبیاست، اما آنز افتهیگراد کاهش یدرجه سانت 45ش از یب یدما
ج نشان ینتا. شده است یاد بررسگریدرجه سانت 50و  40 یشده در دماها تیم تثبیآنز یحرارت یدارین پایچنهم. دارتر استیم آزاد پایآنز
م یآنز یرو  pHر یثتأ. دار استیپا یرارتگراد از نظر حیدرجه سانت 50ش از یگراد به مراتب بیدرجه سانت 40شده در  تیم تثبیهد که آنزد یم

 یداریبه مراتب  پا 8و  7 یهاpHن یو نشان داده شده است که هر دو در ب شد یبررس 12تا   7 یهاpHشده در محدوده  تیآزاد و تثب
م با یت آنزیکه با استفاده از تثب شود یجه مینت. م آزاد استیزشتر از آنی، بpHن محدوده یشده در ا تیم تثبیآنز یت نسبیالدارد و فع یشتریب

  .خواهد داشت یشتریب ییکارآ ،آن در صنعت از م بهتر و استفادهیآنز یداریپا ،روش مناسب
  

  ناتیم آلژی، کلستی، تثبییایس، پروتئاز قلیفورم یکنیلوس لیباس  :یدیکل واژه های
  

  مقدمه
 60هستند که  یصنعت یها مین آنزیتر پروتئازها از مهم   

آنها تنها .ا به آنها اختصاص داردیم دنیفروش آنزدرصد 
ل کاربردشان یبه دل ها هستند که میاز آنز یگروه بزرگ

  . ]1[دارند  یصنعت یندهایدر فرآ یگاه مهمیجا
و  یاهی، گیوانیحد پروتئازها از منابع یتول یبرا     

د یولت یها برا کروبیم .]2[شود یاستفاده م یکروبیم
.  کنند یع رشد میرا سری، زشوند یح داده میپروتئاز ترج

و کار با آنها ساده است و  لازم ندارد یادیز یرشد آنها فضا
با خواص گوناگون از آنها  ییها میتوان آنز یم یه راحتب

  .د کردیتول
 ییع غذای، صنایساز ها، چرم ندهیشو عیپروتئازها در صنا   

 یخارج سلول ییایقل یپروتئازها. ]3[کاربرد دارند ییو دارو

ن یشتریهستند که ب یمهم یها میاز آنز یکروبیبا منشاء م
ی که به پاکساز ]4[نده استیکاربرد آنها در صنعت شو

 یناش یها ه طور مثال لکب ،البسه یرو ینیپروتئ یها لک
  . کنند یکمک م ،مرغ و گوشت ، تخمریاز خون، ش

د یتول حاله ب که تا ییایقل یپروتئازها نیتر از مهم   
 یکنیلوس لیاز باس BPNن یسیلیتوان به سوبت یم ،اند شده
 یکنیلوس لیارلسبرگ از باسن کیسیلی، سوبتسیفورم
لوس یکوس از باسیتیلوساکارین آمیسیلی، سوبتسیفورم
لوس یز باسا Eن یسیلیکوس و سوبتیتیلوساکاریآم

 5/8- 10 یهاpHها در  نیسیلیسوبت. دس اشاره کریلیسوبت
 ،ییایقل یانواع پروتئازها. ت را دارندین فعالیشتریب

نها یسیلینسبت به سوبت یرت بالاتیفعال pHمحدوده 
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ب یه کار گرفته شده در ترکم پروتئاز بیآنز .]1[دارند
ها  ندهیگر شویات دید در حضور محتویاها ب کننده پاک

از  یعیدر محدوده وس ییبالا یمیت آنزیفعال یو دارا داریاپ
pH ت یند تثبیل فرآین دلیبه ا. و درجه حرارت باشد
م از یآنز یاردیت و پایش فعالیها که منجر به افزا میآنز

ار مورد یر بسیاخ یها شود، در سال یم ینقطه نظر حرارت
م و یت آنزیدار کردن و تثبیپا. توجه قرار گرفته است

تواند به  یرفعال شدن آن تحت اثر حرارت میغاز  یریوگجل
با حامل نامحلول  یوند جانبیمانند پ یمختلف یها روش

 یمرهایبا پل یوند کووالانسیا پیتوسط معرف دوکاره و 
  . ردیگها انجام  ا حبس کردن درون ژلیو  یو سنتز یعیطب
 یاریبس یایحامل جامد مزا یم پروتئاز رویت آنزیتثب   

م ، سهولت یتوان به استفاده دوباره از آنز یاز جمله م. دارد
م و امکان استفاده یآنز یداری، بهبود پامحصول یجداساز
بستر پرشده اشاره  یکتورهاوسته در رآیه طور پاز آن ب

 . کرد
ه ت است که بیتثب یها از روش یکی ،روش حبس کردن   

ا ین فضا یب یکیزیم از نظر فیصورت محدود کردن آنز
 یپل یمرهایون پلیژلاس.شود یف میبکه محدود تعرش
والان  یمولت یها ونیبا افزودن  یونیکات یا پلی یونیآن

، ها ناتیآلژ .]5[ها است میروش ساده و معمول حبس آنز
ر یغمتعادل و  یل خواص ژلیهستند که به دل ییمرهایپل

 ،ناتیآلژ. شوند یبودن آن به طور معمول استفاده م یسم
 1و β-D 4 یها نکیاست که از ل یو خط یونینآ یمریکوپل

ها و  شید در آرایک اسیگلورون α-Lد و یک اسیمانورون
م با افزودن یآنز .]6[ل شده استیر مختلف تشکیمقاد
ست به محلول یوکاتالینات و بیم آلژیمحلول سد یا قطره
ه ون بیکات .]7[شود یحبس م +Ca2کننده نمک  سخت

نات عمل یمر آلژیوپلیبا ب یانبوند جیعنوان برقرار کننده پ
با  یزیبه شکل کرات رکند و ذرات شکل گرفته  یم
ن کرات رسوب یده درون شبکه اش ست حبسیوکاتالیب
  .کنند یم

نات یآلژ یدرون ذرات ژل یاریبس یها میآنز با آنکه   
 یبارگذار یبازده یت رویط تثبیر شرایثاند، تأ ت شدهیتثب

  .نشده است یبررس ت، به طور کاملیتثب یو بازده
ها در کشور و  ندهیع شویبه صنا یاریوزه توجه بسامر   

 ییها میآنز یریکارگه ب آنها با استفاده از بیبهبود ترک
مقاومت . در آنها شده است... لاز و ی، آمپازیر پروتئاز، لینظ

ت یها اهم ندهیب شویم استفاده شده در ترکیزآن یحرارت
بخشد،  یآن را بهبود مت یند تثبیدارد و فرآ یاریبس

ب یئاز استفاده شده در ترکم پروتیت آنزیتثب نیبنابرا
 سیفــورم یکنـــیلوس لیها که از گونه باس ندهیشو

PTCC1331 37 یدما( دیتول ینه برایط بهیتحت شرا 
د یتول)  rpm150 و دور  10برابر با  pHگراد ، یدرجه سانت

  .است شده یشده است،  بررس
ت ید از تثبیج جدیدست آوردن نتاه ب ،قین تحقیهدف از ا

س ذکر یفورم یکنیلوس لیدست آمده از گونه باسه م بیآنز
ن گونه یبر ا یقی، تحقرانیشده  است که در گذشته در ا

  .نگرفته است انجام
نات یم آلژیکلس شده در حامل  دیم پروتئاز تولیآنز   
 ینات رویمختلف آلژ یها ر غلظتیثتأ. ت شده استیتثب
م یآنز یت نسبیفعال نیشده و همچن یت بررسیتثب یزدهبا

شده  یریگ ازهاند ،مختلف یشده در دماها تیآزاد و تثب
در دو  یشده از نظر حرارت تیم تثبیآنز یداریپا. است
م آزاد یآنز یداریت پایهاشده و در ن یمختلف بررس یدما

  .سه شده استیمختلف مقا یهاpHشده در  تیو تثب
  

  ها مواد و روش
  مواد

ه شده از یته PTCC1331س یفورم یکنیلوس لیباس   
  رانیا یو صنعتـــــ یعلم یها سازمان پژوهش

   BDHه شده از ینات تهیم آلژیسد
  

  دیط تولیمح
ن مواد یام شامل ید آنزیتول ید برایـط تولیمح   

 ; 1 , KH2PO4 ; 2/0 ,  MgSO4.7H2O:  (g/l)است
  . کتوزلا  , 10  ;مخمر  0/5  ;پپتون   0/5

حل  10برابر  Glycine-NaOH   pHات در بافر یمحتو   
د یط تولیتر از محیل یلیم 200  یر حاویارلن ما. اند شده

710(آن  درصد 10زان یبه م یح باکتریکه تلق
cfu
ml

(]8[ 
و دور   گرادیدرجه سانت 37در  به آن انجام گرفته،

rpm150 کر قرار گرفته استیدرون ش . 
  

  میآنز یجداساز
اعت س 72د پس از یط تولیتر از محیل یلیم 20حدود    

د مشاهده شده است، درون ظرف یمم تولیکه ماکز
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و در  g3000قه و دور یدق 15مدت ه خته و بیفوژ ریسانتر
در مرحله بعد . فوژ شده استیط سانترین محییپا یدما
جدا شده  ،ون خلاءیلتراسیستفاده از فم از رسوبات با ایآنز

  .  است
  م پروتئازیت آنزیفعال یریگ اندازه

ه ن بیبا استفاده از کازئ ،د شدهیت پروتئاز تولیفعال   
تر از یل یلیم 5/0 . شده است یریگ عنوان سوبسترا اندازه

( تر از محلولیل یلیم 5/4شده به  دیم پروتئاز تولیآنز
)  8برابر  Tris-HCl pHبافر  ه شده بایته% w/w 1نیکازئ

درجه  45 یاقه در دمیدق 10اضافه شده و به مدت 
تر از یل یلیم 5زان یسپس م. ده استگراد انکوبه شیسانت

متوقف کردن واکنش به آن  یبرا )% TCA 5(محلول
ه پس از متوقف شدن واکنش محلول ب. اضافه شده است

 فوژ شده و جذبیقه سانتریدق 15دست آمده به مدت 
  . شده است یریگ اندازه nm280مانده در یمحلول باق

ف یم تعریصورت مقدار آنزه م بیت آنزیک واحد فعالی   
ط یقه تحت شراین را در دقیروزیت µmol1شود که  یم

assay استاندارد  ین از منحنیروزیزان تیم. کند یآزاد م
  .]9[ن مشخص شده استیروزیت
  

م یسدر ذرات کل ییایحبس کردن پروتئاز قل
  ناتیآلژ
 U(مم یت ماکزیم پروتئاز با فعالیاز آنز تریل یلیم5/0   
 یلیم10ساعت با  72پس از  ،دست آمدهه ب )64/201
  w/v1،2،3 ( یها نات غلظتیم آلژیتر از محلول سدیل

 ]3[مخلوط شده و تا اختلاط کامل هم زده شده است) %
محلول حاصل با استفاده از سرنگ با شماره سوزن . 

 CaCl2.6H2O  M15/0تر محلول یل یلیم100رون د18
نات شکل یم آلژیشکل کلس یروچکانده شده  و ذرات ک

  .]10[اند  گرفته
 CaCl2ت فاصله سر سوزن سرنگ از محلول یتثب یبرا  

.  ]12[ ]11[نظر گرفته شده است متر در یسانت10برابر با 
از بعد . کند یر مییر قطر سوزن تغییبا تغ یکرواندازه ذرات 

قه که محلول حاصل هم زده شد و ذرات یدق 30مدت 
ون خلاء از یلتراسیشکل سخت شدند، توسط ف یکرو

ن ذرات یا.  ]14[ ]13[اند جدا شده CaCl2.6H2Oمحلول 
شسته شده و  5/4برابر  pHو  M  1/0دو بار با بافر استات

درجه  4در  9برابر  pHو Tris-HCl M1/0  سپس در بافر

م یت آنزیکه فعال یاند تا زمان ه شدهریگراد  ذخیسانت
  .]15[شود یریگ شده اندازه تیتثب

  

شده  تیم پروتئاز تثبیت آنزیفعال یریگ اندازه
  ناتیم آلژیدر کلس

م یت آنزیفعال یریگ اندازه یمانند روش ذکر شده برا   
به درصد،  w/w1ن  یتر کازئیل یلیم5/4پروتئاز آزاد از 

به عنوان درصد  TCA 5 تریل یلیم 5عنوان سوبسترا و 
م یت آنزیزان فعالیم .]16[بازدارنده استفاده شده است

ه نات بیم آلژیکلس یها یعدد از گو 40حبس شده در 
  .]2[است شده یریگ ، اندازهدست آمده

 10ت شده به مدت یتثب یها ین و گویمحلول کازئ   
گراد انکوبه شده و پس از یدرجه سانت 45 یقه در دمایدق

جذب . اند فوژ شدهیقه سانتریدق 15به مدت  TCAافزودن 
  . شده است یریگ اندازه nm 280مانده در یمحلول باق

  

  نیزان پروتئیم یریگ اندازه
و استفـــاده  ین با استفــاده از روش لـوریمقدار پروتئ   

به عنوان استاندارد  )ین سرم گاویآلبوم(BSAاز 
  .]17[ شده است یریگ اندازه

شده با کسر مقدار  تیم تثبین آنزیتئپرو یمحتوا   
مانده پس از یباق CaCl2.6H2Oن موجود در محلول یپروتئ
دست ه ه بیم پروتئاز اولین آنزیپروتئ یت از محتوایتثب

 .آمده است
  

م پروتئاز یآنز یحرارت یداریپا یریگ اندازه
  ناتیم آلژیشده در کلس تیتثب
ئاز با م پروتیتر از آنزیل یلیم 5/0زان یابتدا م   
شده در  ت ذکریمطــابق روش تثب )U64/201(تیفعال

ت ینات حل شده و در نهایم آلژیسد درصد w/v 2 محلـول
 20تعداد . ت شده استینات تثبیم آلژیکلس یها یدر گو

 Glycine-NaOH N2/0  pH ها در بافر ین گویعدد از ا
درجه  50و  40مختلف یدر دو دما ]15[ 10برابر 
قه یدق 0،30،45،60،75،90یها ت زمانگراد در مدیسانت

شده در مدت  تیم تثبیت آنزیانکوبه شده، سپس فعال
ت یفعال یریگ ذکرشده با استفاده از روش اندازه یها زمان

گراد یدرجه سانت 45 یر دماقه و دیدق 10مدت ه ب
  .شده است یریگ اندازه
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م پروتئاز آزاد و یآنز یداریپا یریگ اندازه
 یهاpHنات در یم آلژیشده در کلس تیتثب

  مختلف
م یآنز یه دست آمده حاوب یها یعدد از گو 20تعداد    
و  7 یهاTris-HCl pHتر از بافر یل یلیم 1شده در  تیتثب
در  12و  11و  10 یهاGlycine-NaOH  pHو بافر  9و  8

. ک ساعت انکوبه شده استیگراد به مدت یدرجه سانت 40
نات  یم آلــژیرات کلسشده در ذ تیتثب میت آنزیسپس فعال

درجه  45 یدما قه ویدق 10مدت زمان ( شده به روش ذکر
در  ینسب یها تیه و  فعالشد یریگ اندازه) گرادیسانت
pHاند ذکرشده محاسبه شده یها.  

  

  جیبحث و نتا
ت یفعال یرو ناتیم آلژیر غلظت سدیثتأ
  ناتیم آلژیشده در کلس تیم پروتئاز تثبیآنز

( ناتیم آلژیمختلف سد یها ر غلظتیثتأ )1(جدول       
w/v1،2،3 % ( دهد یم پروتئاز نشان میت آنزیتثب یرورا. 

، مربوط به شده م حبسیت آنزیزان فعالین میشتریب
Uنات و برابر یم آلژیسد% w/v 2محلول

g Carrier

 
  
 

بوده 46 
  .است

  
ت یفعال ینات رویژم آلیمختلف سد یها ر غلظتیثتأ :1جدول 

 .ناتیم آلژیشده در کلس تیم تثبینزآ

activity U
g Carrier

 
  
 

 Number of 
Beads  

Alginate 
Concentration 

%)w/v( 
41  40  1  

46  42  2  

43.4  41  3  

  
م به ینات نشت آنزیم آلژیتر سد نییپا یها در غلظت   
وند برقرار یپ یه خوبل منافذ بزرگ ژل که هنوز بیدل

 w/v2بالاتر از  یها در غلظت .]2[ردیگ ینجام م، ااند نکرده
مخلوط  یته بالایسکوزیل وینات به دلیم آلژیسد درصد

 یبا وزن مولکول یم ، پخش سوبستراینات و آنزیم آلژیسد
ل ین دلیبه ا. ردیگ یتر صورت م نات سختیبالا در ذرات آلژ

 درصدw/v 2ن غلظت یبنابرا. ت کمتر استیزان فعالیم
حبس و  ینه براینات به عنوان غلظت بهیلژم آیمحلول سد

  . شود یپروتئاز انتخاب م میت آنزیتثب
  

م یمختلف محلول سد یها ر غلظتیثتأ
  م پروتئازیت آنزیتثب یبازده ینات رویآلژ
شده،  تیم آزاد و تثبین آنزیزان پروتئیپس از محاسبه م   
ت از یتثب یبازده. اند شده یریگ ژه اندازهیو یها تیفعال

  :]7[است یر قابل دسترسیفرمول ز

)١(       
imm.

free

a% ×100
a

immobilizationYield
 
 =  
         

 U/mg)شده  تیم تثبیژه آنـــزیت ویفعال a immکه 

protein)  وa free م آزاد یژه آنــــــزیت ویفعال(U/mg 

protein) است.  
گرم  یلیم به میت آنزیفعال ،ن فرمولیا با استفاده از   
زان یم ،یریگ اسبه شده و پس از اندازهنات محیژم آلیسد

شده در  م حبسیت آنزیتثب یژه و بازدهیت وین فعالیپروتئ
 یریگ نات اندازهیم آلژیلف از محلول سدسه غلظت مخت

 w/vت مربوط به محلولیتثب ین بازدهیشتریب. شده است
 .بوده است درصد 7/24نات و برابر با یم آلژیدرصد سد 2
ژه یت ویت و در ادامه فعالیفعال یریگ هج حاصل از اندازینتا

پس از نات یسه غلظت مختلف آلژ یت  برایتثب یو بازده
با درصد خطا در جدول  یریگ سه بار تکرار مراحل اندازه

  .آورده شده است )3(و جدول   )2(
  

ت یفعال ینات رویآلژ میمختلف سد یها ر غلظتیثتأ :2جدول 
  .شده تیم تثبیآنز

Support        Immobilized Protein (10⁴)       Activity                     
                    (mg Protein per mg Na-alg.)     (U mg¹־ Na-alg.)       

 
 Na-alginate (w/v) % 
  

  1                   7.3±0.9                                  0.04±0.007                 
 
       2                   2.5±0.4                                   0.02±0.002          

                     
3                  1.4±0.1                             0.006±0.0004                             

                          
ª The values reflect the mean and standard deviation of 
three different measurements. 

 

شده  فعالیت نسبی آنزیم پروتئاز آزاد و تثبیت
  در دماهای مختلف

گیری فعالیت  شده برای اندازه های ذکر با توجه به روش   
عنوان ه ن بیبا استفاده از کازئ ،شده آنزیم آزاد و تثبیت

های نسبی  تیعال، فه عنوان بازدارندهب TCAسوبسترا و 
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شده در کلسیم آلژینات محاسبه  آنزیم آزاد و حبس
درجه  45 یت را در دماین فعالیشتریم آزاد بیآنز. اند شده

 45ش از یب یدهد و در دما سانتیگراد از خود نشان می
دا یم آزاد کاهش پیآنز یت نسبیگراد فعالیدرجه سانت

،  شده ایسه با آنزیم آزاد، آنزیم تثبیتدر مق. کند می
 یت در دماین فعالیشتریو ب فعالیت نسبی بیشتری دارد

شده  آنزیم تثبیت. راد مشاهده شده استگیدرجه سانت 50
خود  یت نسبیفعال ،گرادیدرجه سانت 50ش از یب یدر دما

ی ت نسبیفعال یر دما رویثتأ. ]3[کند ه خوبی حفظ میرا ب
 .شود  مشاهده می) 1( شکلشده در  آنزیم آزاد و تثبیت

شده  ، آنزیم تثبیتنمودار مشخص است طور که در همان
فعالیت نسبی خود را در حد  ،تری از دما در محدوده وسیع

، بنابراین کند در مقایسه با آنزیم آزاد حفظ می ،ماکزیمم
یت فعال ها که آنزیم باید  استفاده از آن در ترکیب شوینده

 .شود بالا داشته باشد، پیشنهاد می
 

 یبازده ینات رویم آلژیمختلف سد یها ر غلظتیثتأ: 3جدول 
  .تیتثب

Support        Specific activity      Immobilization Yield (%) b 
                     (U mg¹־ protein)          

 
Na-alginate (w/v) % 

 
      1                   56.2±4.4                                  19.7±1.5              

 
       2                  70.3±1.5                                  24.7±0.5              

                 
3                  46.5±1.7                                  16.3±0.6                             

 
ª The values reflect the mean and standard deviation of three 
different measurements.  
b  The Immobilization yield was calculated from the ratio: 
(specific activity of immobilized enzyme/specific  activity of 
free enzyme)×100.The specific activity for free enzyme was 
91.7±0.8 U(mg protein) ¹־    (average ±S.D. , n=3). 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
شده در کلسیم  نسبی آنزیم پروتئاز آزاد و تثبیتفعالیت  :1شکل

  .آلژینات در دماهای مختلف
  

شده در  داری حرارتی آنزیم پروتئاز تثبیتپای
  کلسیم آلژینات 

و  40شده در دو دمای  های نسبی آنزیم تثبیت فعالیت   
گیری شده اندازه ق روش ذکرطابدرجه سانتیگراد م 50

نشان داده  )2(شکل های ذکرشده در  شده و نتایج در زمان
  . شده است

  
  
  
  
  
  
  
  
 

  
  
  
  

شده در کلسیم  داری حرارتی آنزیم پروتئاز تثبیتپای :2شکل 
  .درجه سانتیگراد 50و  40آلژینات در دو دمای 

  
مشخص است، آنزیم  )2(شکل طور که از  همان   

درجه سانتیگراد  40آلژینات در  کلسیمشده روی  تثبیت
درجه سانتیگراد  50ه فعــــالیت نسبی بیشتری نسبت ب

شت زمان با گذ ،شود طور که مشاهده می و همان دارد
شده در هر دو دما کاهش پیدا  فعالیت نسبی آنزیم تثبیت

  .کند می
  

شده در  داری آنزیم پروتئاز آزاد و تثبیتپای
  مختلفهای pHکلسیم آلژینات در 

 هایpHشده در  فعالیت نسبی آنزیم آزاد و تثبیت    
گیری شده و نتایج در  مختلف مطابق روش یادشده اندازه

یت نسبی برای بیشترین فعال. آورده شده است) 4(جدول 
آید و  ه دست میب 8برابر با  pHشده در  آنزیم آزاد و تثبیت

 پایداری ،شدهی یادهاpHشده در محدوده  آنزیم تثبیت
طور که  همان. ت به آنزیم پروتئاز آزاد داردبیشتری نسب

ود، بیشترین پایداری آنزیم ش مشاهده می )3(شکل در 
  .قابل دستیابی است 8و  7های pHشده و آزاد بین  تثبیت

شود که آنزیم پروتئاز  می  گونه نتیجه بنابراین این   
توان برای حفظ  شده در کلسیم آلژینات را می تثبیت
  .ذخیره کرد 8برابر با  pHری آنزیم در پایدا
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تر بودن فعالیت نسبی آنزیم همچنین با توجه به بالا   
شده در کلسیم آلژینات نسبت به آنزیم آزاد در  تثبیت

pHه صورت استفاده از این آنزیم ب ،های مختلف
ه ها توصی شده در این حامل در ترکیب شوینده تثبیت

  .شود می
  

شده در  آنزیم پروتئاز آزاد و تثبیت داریسنجش پای:4جدول   
pHهای مختلف.  

Relative 
activity% of 
Immobilized 

Enzyme  

Relative 
activity% of free 

Enzyme 
pH 

91.34  90.4 7 
100  95.7 8 

87.63  86 9 
81.3  78.1 10 
74.2  72.9 11 
43.5  18.9 12 

Activity of free Enzyme = 201.64U  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  

شده در  داری آنزیم پروتئاز آزاد و تثبیتسنجش  پای :3کل ش
  .های مختلفpHکلسیم آلژینات در

  

  گیری  نتیجه
فرآیند تثبیت آنزیم ، ه دست آمدهبا توجه به نتایج ب   

ه منجر ب ،ی روی حامل کلسیم آلژیناتپروتئاز قلیای
بهبود  شود و آن را افزایش مقاومت حرارتی آنزیم می

ئاز استفاده شده در پروت این دلیل که آنزیمبه  .بخشد مـی
الیت ـــــباید از پایداری حرارتی و فع ،ها ترکیب شوینده

ستفاده از حامل کلسیم آلژینات ، امند باشد خوبی بهره
داری حرارتی آنزیم ترجیح داده تثبیت و افزایش پای برای
زیاد  ،شده در آلژینات بازدهی تثبیت آنزیم حبس. شود می

آنزیم  اما به دلیل افزایشی که در پایداری ،یستمطلوب ن
توان از این حامل  می ،شود مشاهده می در مقابل حرارت

  . دبرای تثبیت آنزیم استفاده کر
دست آمده ه با توجه به بیشترین میزان فعالیت ب

)U
g Carrier

 
  
 

شده در سدیم آلژینات  برای آنزیم تثبیت) 46 
ه عنوان غلظت از سدیم آلژینات  ب ، این غلظتدرصد 2

دست ه نتایج ب .شود بهینه برای تثبیت آنزیم انتخاب می
در تثبیت ]Abdel-Fattah et al (]3 (آمده از تحقیقات 
شده از گونه باسیلوس لیکنی فورمیس  آنزیم پروتئاز تولید

ATCC21415  در حامل کلسیم آلژینات نیز گویای این
دیم آلژینات در مقایسه س درصد2مطلب است که غلظت 

ه دست ها بازدهی بالاتری از تثبیت را ب با سایر غلظت
ه دست آمده برای آنزیم دهد و این مطلب با نتایج ب می

درجه  40شده در  آنزیم تثبیت.  شده مطابقت دارد آزمایش
،   پایداری حرارتی خوبی داشته و آنزیم آزاد و سانتیگراد

 8و  pH 7ر محدوده شده در کلسیم آلژینات د تثبیت
بنابراین . کنند ری خود را به مراتب بیشتر حفظ میپایدا
که با استفاده از فرآیند تثبیت  شود گونه نتیجه می این

توان مقاومت آنزیم را  می ،آنزیم پروتئاز در کلسیم آلژینات
ها   یش داده و از آن در ترکیب شویندهدر برابر حرارت  افزا

  . استفاده کرد
  

  قدردانیتشکر و 
کارشناسان مرکز تحقیقات مهندسی بیوشیمی و  از همه   

همکاری و در اختیار  به دلیل BBRCکنترل محیط زیست 
رای انجام این تحقیق تشکر قرار دادن تجهیزات مورد نیاز ب

.شود می
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