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آن  يهـاي پایدارسـاز  روش ی ازیک ـ سـلولاز تثبیت  .استسلولاز آنزیمی پرکاربرد در صنایع مختلف  -چکیده

در نتیجه و  سازدمی را فراهم آن از استفاده مجددامکان بلکه  ،از واکنشنه تنها امکان جداسازي آنزیم  که است
تثبیت  براياستفاده از کیتوزان به عنوان بستر . یابدبه طور قابل توجهی کاهش می آنزیم در صنعت هزینه استفاده

ده از جمله العا هاي فوقویژگی. است هاي صنعتی همواره مورد توجه بودهفراینددر  و استفاده گسترده آن آنزیم
تثبیـت   فراینـد  بـراي کیتوزان را بستري مناسـب   آن، ی بودنریب پذیري و غیرسمزیست سازگاري، زیست تخ

 (+)pET28aدر وکتـور بیـانی    AaCel9Aآنزیم انـدوگلوکاناز  توالی ژنی کد کننده  مطالعه ایندر . کندمعرفی می
. بـود در وکتـور   AaCel9Aید قرارگیري صحیح قالـب ژنـی   ؤنتایج حاصل از تعیین توالی م .شدسازي  همسانه

القـا   ها در آن بیان پروتئینو منتقل شده  BL21سویه  اشریشیا کلیي مستعد ها ژن به سلول ويپس وکتور حاس
 آگارز و سنجش فعالیت آنزیم تایید و با ستون نیکل SDS-PAGEبیان آنزیم با استفاده از روش الکتروفورز  .شد

هـاي آنـزیم بـا     مولکـول . اي شدن صورت گرفت ساخت ماکروبیدهاي کیتوزان با روش ژله .تخلیص بعمل آمد
نیـز  و  FTIRتوسـط   آنزیم یید تثبیتأتو  ه بستر متصلاستفاده از لینکرهاي گلوتارآلدئیدي به صورت کووالان ب

نتایج نشان داد که بهترین شرایط براي آنالیز . انجام پذیرفت ي حاوي آنزیماز ماکروبیدها یسنجش فعالیت آنزیم
 همچنین .باشد می )pH 7(و بافر سدیم فسفات % 7/0غلظت گلوتارآلدئید  درتثبیت کوالان آنزیم بر روي بستر 

   .بودهاي آنزیم برروي بستر از مولکول% 85 مؤید تثبیت یبرادفورد و سنجش فعالیت آنزیمآنالیز 
 

  .تثبیت، کیتوزانپایدارسازي، ، AaCel9Aاندوگلوکاناز  :واژگانکلید
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  قدمهم -1
-سلولز دیواره سلولی گیاهان، یک منبع گسترده و تجدیـد 

تولید اتانول از . روي سطح کره زمین است پذیر موجود بر
توانـد یـک گـام بـراي     پذیر مانند سلولز مـی منابع تجدید

با توجه به افـزایش روز افـزون   . رهایش از گازولین باشد
منـابع  هاي فسـیلی، اسـتفاده از   جمعیت و کاهش سوخت

العاده بـه صـرفه   سلولزي از لحاظ اقتصادي و زیستی فوق
کـاربرد در صـنایع   هـایی پـر  آنزیم، هاسلولاز. ]1،2[ است

کاغذسـازي،   صـنایع در هـا  ایـن آنـزیم  . باشـند مختلف می
هـا کـاربرد   غذایی، بهبود غذاي دام، منسـوجات، شـوینده  

در تولیـد   سـلولازها مهمترین کـاربرد   با وجود این. دارند
هـا بـر حسـب    سـلولاز . ]3،4[ هاي زیستی اسـت سوخت

ــدوگلوکاناز،      ــانواده ان ــه خ ــالیزوري در س ــرد کات عملک
β 5[ شـوند بندي می دستهگلوکوزیداز و سلوبیوهیدرولاز[ .

-هیدرولیز ساختار سخت سوبستراي سلولزي پس از تیمار

-کی اندوگلوکاناز آغاز میتیمیایی با عملکرد کاتالییهاي ش

 2شود که با عملکرد خـود سوبسـتراي مـورد نیـاز بـراي      
ــراهم مــی  ــن خــانواده را ف ــزیم دیگــر از ای  .]6[ ســازدآن

AaCel9A   ــانواده ــدوگلوکاناز از خ ــک ان ــد 9ی  گلیکوزی
رزیدو بوده  537 داراي آنزیم مونومراین . هاستزهیدرولا

اسـت  کی تیمین شبه ایمینوگلبولینی و کاتـالی و حاوي دو د
]7،8[   

آنـزیم بایـد پایـداري آنـزیم در      از گسـترده  براي استفاده
که در شرایط فیزیکوشیمیایی خاصی  را صنعتی هايفرایند

بهبود بخشـید، زیـرا سـاختار آنـزیم حـین      د نشوانجام می
شده و هاي صنعتی ممکن است واسرشته فراینداستفاده در 

 خـود را از دسـت دهـد   فعالیت کاتالیزوري  بنابراین آنزیم
از جمله تثبیت، مهندسی پـروتئین   هاي متعدديروش. ]9[

 وجـود دارد هـا  براي پایدارسازي آنـزیم  و مهندسی حلال
عملکـرد  حفـظ  علـت   به ،روي بسترتثبیت آنزیم بر .]10[

صنعتی در چند دهه اخیر جایگـاه  پیچیده آنزیم در شرایط 
  ]11،12[ ود اختصاص داده استاي را به خویژه

-و بستر مناسب براي تثبیت بسته به کاربرد انتخاب روش

شود اهمیت بسزایی هاي متنوعی که براي آنزیم مطرح می
هاي طبیعـی از جملـه سـلولز،    استفاده از پلیمر .]13[ دارد

هـاي سـنتیتیک   کاراگینان، کلاژن، کیتین و کیتوزان و پلیمر
مانند پلی اکریل امید، امبرلیت، پلی وینیل الکل و ترکیبات 

تثبیت  برايمعدنی نظیر سیلیس، ذرات رس و کربن فعال 
کیتـوزان  . ]18-14[واره مورد توجه بـوده اسـت   آنزیم هم

اسـتیله شـدن کیتـین در    ساکاریدي خطی است که از د پلی
سـاکارید از   این پلـی . آیدشرایط سخت قلیایی بدست می

-D-دئوکسـی -2آمینـو،  -2هـاي  واحـد  4به  1اتصال بتا 
-علت وجـود گـروه  ه گلوکوپیرانوز تشکیل شده است و ب

هاي امین و هیدروکسیل آزاد در سـطح، بسـتري مناسـب    
هـاي  ویژگـی  .]19[رود  مـی به شمار  ها تثبیت آنزیم براي
زیست تخریـب   ،کیتوزان مثل زیست سازگاريالعاده  فوق

گسـترده   طورکیتوزان را به ردی بودن کاربغیرسمو  پذیري
استفاده  .]22-20[ است پذیر کرده در صنایع مختلف امکان

به بسـتر   کوالان آنزیم از لینکر گلوتارآلدئیدي براي تثبیت
محدودیت اعمال شده از سمت بستر و  امکان نشت آنزیم

  . ]23،24[رساندبرروي فعالیت آنزیمی را به حداقل می
ناز کاآنزیم اندوگلوکد کننده  ابتدا توالی ژنی در این تحقیق

AaCel9A  بیان آن سپس در وکتور بیانی همسانه سازي و
پس از تولید . گرفتدر سیستم بیانی پروکاریوتی صورت 

ــزیم، تثبیــت  ــیص آن ــهآن کــوالان و تخل واســطه لینکــر ب
مورد بررسی کیتوزان  بیدهايروي ماکرو برگلوتارآلدئیدي 

  . قرار گرفت
  
  ها واد وروشم -2

  مواد
لیگاز از  T4پلیمراز و آنزیم  DNAي محدودالاثر، ها آنزیم

وزن مولکولی متوسط، ( کیتوزان .تهیه شد 1فرمنتازشرکت 
الدریچ -از شرکت سیگما) %75-%85 درصد داستیلاسیون

                                                             
1. Fermentase 
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سایر مواد مورد استفاده در این  .خریداري شد )امریکا(
  .دگردیخریداري  1تحقیق از شرکت مرك

  
  ها روش

 AaCel9Aژن آنزیم  سازي همسانه -2-1

   :هاي رفتیازپرایمر AaCel9Aتکثیر ژن اندوگلوکاناز  براي
)CCGTCTCGCGTGCCCAAATCG3΄CATATGGGAATTC5΄( 

  :و برگشتی
 3΄)CCTCCCGCGCGCCTCGAGTCAAAGCTTCCC5΄( 

اسـتفاده شـد کـه بـه ترتیـب داراي جایگـاه بـرش بـراي         
ــزیم ــا آنـ ــدودالاثر هـ ــتند   HindIIIو NdeIي محـ هسـ

خـط کشـیده شـده اسـت،      هـا  نوکلئوتیدهایی که زیر آن(
بـا  ). دهـد  میي محدودالاثر را نشان ها جایگاه برش آنزیم

حاوي ژن  pDEST17استفاده از پرایمرهاي فوق و وکتور 
AaCel9A )   ــور ــاتی پروفس ــروه تحقیق ــور از گ ــن وکت ای

Moera ]25[  ژن  ،)طی همکاري علمی تحویل گرفته شـد
بعـد از  . تکثیـر یافـت   )PCR )Eppendorfآنزیم از طریق 

ي محـدودالاثر، محصـول   هـا  تکثیر ژن، با استفاده از آنزیم
مورد هضم ) ناقل بیانی( (+)pET28aو ناقل  PCRواکنش 

بعد از هضم آنزیمـی واکـنش الحـاق ژن بـه     . قرار گرفتند
هاي نوترکیـب حـاوي ژن   انتقال ناقل. وکتور انجام گرفت

به  TOP10یه سو اشرشیاکلیري آنزیم اندوگلوکاناز به باکت
 2500میلی ثانیه با ولتاژ  5به مدت  اسیونروش الکتروپور

 )Eppendorf Multiporator Electroporation( میلی ولت
هـاي نوترکیـب    هاي حاوي ناقلدر ادامه کلونی. انجام شد

مشخص % 1 ژل آگارزالکتروفورز  باو  PCRتوسط کلونی 
اسـتفاده از کیـت اسـتخراج    هاي نوترکیـب بـا   ناقل. شدند

اسـتخراج شـده و    )کره جنـوبی ( 2بیونیر پلاسمید شرکت
هــاي محــدود الاثــر و هضــم وکتــور نوترکیــب بــا آنــزیم

ید همسـانه سـازي صـورت    أیاستخراج قطعه ژنی جهت ت
ید بیشتر همسانه سازي، پلاسـمید حـاوي   أیت براي. گرفت

                                                             
1. Merck, Germany 
2. Bioneer 

کـره  ( بیـونیر تعیـین تـوالی بـه شـرکت      بـراي توالی ژنی 
مطالعات تطبیق توالی بـا اسـتفاده از    .دفرستاده ش) جنوبی

BLASTP  و BLASTN از طریق سرورNCBI انجام شد.  
 
  AaCel9Aبیان و تخلیص آنزیم اندوگلوکاناز  -2-2

ي حاوي تـوالی  ها ، ناقلAaCel9Aبیان اندوگلوکاناز  براي
منتقـل و   BL21(DE3) سـویه بیـانی   اشرشیا کلـی ژنی به 

حاوي آنتی بیوتیـک    3LBسپس با استفاده از محیط کشت
، بیان پـروتئین در دمـاي   )گرم بر لیتر میلی 50(کانامایسین 

مولار  غلظت نهایی یک میلی وسیله به گراد سانتیدرجه  22
از  لیتـر  میلـی  500 .ساعت القا شد 20به مدت  IPTG 4از 

 10ي القا شده به مـدت  ها هرکدام از سوسپانسیون باکتري
سـانتریفیوژ   گراد سانتیدرجه  4و دماي  g10000دقیقه در 

رسوب باکتري بدست آمده با افزودن بافر لیزکننده شده و 
ــفات  ( ــدیم فس ــی 20س ــولار،  میل  PMSF 5 1و  pH 7م

پـس از آن  . بـه حالـت سوسپانسـیون درآمـد    ) مـولار  میلی
لیتري وارد میلی 15در داخل فالکون  سوسپانسیون باکتري

 با دستگاه سونیکاتور شرکت و به روي یخ منتقل و سپس
ــامپیر ــا( 6بیوکـ ــیون) آمریکـ ــت سونیکاسـ دور  20( تحـ

) ثانیه استراحت 40و  پالسثانیه  20 هر دور ،سونیکاسیون
 4و در دماي  g20000 هاي لیز شده در سلول .قرار گرفت

 .دقیقـه سـانتریفیوژ شـد    20بـه مـدت    گـراد  سانتیدرجه 
تخلـیص پـروتئین نوترکیـب     برايعصاره سلولی حاصل، 

ستون نیکل  به روي ، Nداراي دنباله هیستیدینی در انتهاي 
–NTA )منتقل شـده و پـروتئین خـالص    ) 7شرکت کیاژن

تخلیص به ترتیب عصاره سلولی و  آنالیز بیان و براي. شد
-SDSالکتروفــورز پـروتئین خـالص شــده بـا اسـتفاده از     

PAGE ) توسـط  ) حجمی-وزنی% 12ژل پلی آکریل آمید
  .]26[ مورد بررسی قرار گرفت 8روش لاملی

                                                             
3. Luria-Bertani   
4. Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
5. Phenylmethylsulfonyl fluoride 
6. Biocompare 
7. Qiagen 
8. Laemmli 



 پرستو رحیمی زاده و همکاران  کیتوزانی ماکروبیدهاي روي بر AaCel9A اندوگلوکاناز آنزیم تثبیت

76 

  سنجش فعالیت آنزیمی -2-3
میکرولیتـر سوبسـتراي    50براي تعیـین فعالیـت آنزیمـی،    

CMC 1%) 1  گرمCMC  بـافر  لیتر میلی 100حل شده در
میکرولیتر آنزیم به مـدت   50با )  5/6pHسدیم فسفات با 

توقـف واکـنش   . درجه انکوبـه شـد   65دقیقه در دماي  3
 1دي نیترو سالسیلیک اسـید  5، 3آنزیمی با افزودن معرف 

تیوب واکنش به مدت میکروو جوشاندن ) معرف برنفیلد(
بـراي سـنجش    .]27[دقیقه در آبجوش صورت گرفـت   5

آزاد حاصل از واکـنش آنزیمـی    احیاءکننده میزان سرهاي
، جذب نمونه نسبت بـه بلانـک   CMCبرروي سوبستراي 

  اسپکتروفتومترتوسط  نانومتر 540آنزیمی در طول موج 

UV/VIS )GenWay(  میزان سـرهاي آزاد  . دگردیخوانش
حاصل از واکنش آنزیمی بر طبق منحنی استاندارد گلـوکز  

واحد فعالیـت آنزیمـی بـه صـورت مقـدار       .تعیین گردید
آنزیمی که بتواند یـک میکرومـول سـر احیـا کننـده را در      

 ،کنـد مدت زمـان یـک دقیقـه در شـرایط واکـنش ایجـاد       
  .]28[ تعریف شد

  
  کیتوزان بیدهايسنتز ماکرو -2-4

گـرم پـودر    2/0، بیدماکرو براي تهیه بستر کیتوزانی به فرم
 12درصد به مدت  2 لیتر استیک اسیدمیلی 10کیتوزان در

هـم زده شـد تـا محلـول شـفاف و       همـزن، ساعت روي 
سـپس محلـول   . ویسکوز بدون حباب هوا تشـکیل شـود  

میکرولیتر  75با سرعت و  توسط نیروي پمپ هوا کیتوزان
% 10سدیم هیدروکسید حاوي درون محلول بازيدر دقیقه 

 بـا  2همـزن بـر روي  ) 1بـه   4به نسبتبه ترتیب (اتانول  و
 اي کیتـوزان ژلـه  هـاي بیـد و مـاکرو  دور ملایم ریخته شد 

 کاغـذ صـافی   با بیدهاماکرو يمحلول حاو. تشکیل گردید
صـورت کامـل   چندین بـار بـا آب مقطـر بـه     فیلتر شده و

شدند تا غلظت مواد یونی در محـیط بـه حـداقل     شوشست
ــرســپس در آب د. برســد ــار تقطی ــاي  وب درجــه  4در دم

                                                             
1. 3,5 dinitrosallicylic acid 
2. Stirrer 

 .]29[ داري شدند نگه

  
  تثبیت فرایندارزیابی  -2-5

چندین پارامتر از جمله  تأثیرتثبیت  فراینددر ارزیابی 
بافر مناسب مورد بررسی  و غلظت مناسب گلوتار آلدئید

  .قرار گرفت
  
  ظت مناسب گلوتارآلدئید جهت تثبیتتعیین غل -2-5-1

 بیـدهاي هاي واکنش پذیر در بستر، ماکروبراي ایجاد گروه
تعیـین   بـراي . دنوباید بـا گلوتارآلدئیـد فعـال ش ـ    انکیتوز

هــاي بــا غلظــت بســترهایی ،غلظــت بهینــه گلوتارآلدئیــد
درجه بـه   25دماي  و pH 5/6 درمتفاوت از گلوتارآلدئید 

آنزیم برروي  و پس از تثبیت انکوبه گردیدساعت  3مدت 
هر کـدام از بسـترها   غلظت پروتئین در محلول رویی  ،آن

یدیه حذف گلوتارآلدئید اضـافی  أیبراي ت .اندازه گیري شد
 15به مدت  بیدهاماکرو ،کامل يپس از شستشودر محیط، 

بسـتر بـه   سپس . ددنسانتریفیوژ ش g 20000 دقیقه با دور
ــونیزه شست  ــا آب دی ــل ب ــور کام ــوط ــذب   ش ــا ج ــد ت ش

نـانومتر    280در محیط در طول موج موجود گلوتارآلدئید 
   .]30[ برسدبه صفر 

  
  تثبیت فرایندنوع بافر روي  تأثیر -2-5-2

تثبیت، محلـول آنـزیم    فرایندبافر روي  تأثیربراي ارزیابی 
 لیترگرم بر میلی میلی 10با غلظت  AaCel9Aاندوگلوکاناز 

گـرم از بیـدهاي فعـال شـده بـا       1هاي مختلف با در بافر
درجـه انکوبـه    22 سـاعت در  16مـدت   گلوتارآلدئید بـه 

براي سنجش میزان تثبیت از محلول رویـی قبـل و   . شدند
و  SDS-PAGE، آنـالیز  ]31[ بعد تثبیت سنجش برادفـورد 

  .سنجش فعالیت آنزیمی به عمل آمد
  
  تثبیت آنزیم برروي بستر -2-6
 میلـی  10 بـا % 7/0گلوتارآلدئید  گرم بستر فعال شده با 1
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در بـافر   AaCel9Aتخلـیص شـده    آنزیم لیتر میلیگرم بر 
درجـه   4سـاعت در دمـاي    16به مـدت    7pHفسفات با 
ها بطـور کامـل توسـط    پس از انجام تثبیت بید. انکوبه شد

) AaCel9Aایزوالکتریک آنزیم  6pH  )pHبافر فسفات با 
کـه جـذب سـطحی     هاي آنزیمـی شسته شدند تا مولکول

کـه اتصـال    ییها بستر شده بودند جدا شده و تنها مولکول
 .]32[ باقی بمانندداشتند کوالان با بستر 

  
   روي بستر تثبیت آنزیم بر یدأیت -2-7

فعال شدن بستر با گلوتارآلدئید و تثبیت آنـزیم   تأیید براي
بیدهاي کیتوزانی فعـال شـده   آنزیم خالص، برروي آن، از 
 گرفتـه  FTIR1بستر حامل آنـزیم طیـف    و با گلوتارآلدئید

 120هـا در آون   نمونـه  FTIRتهیـه طیـف    به منظـور  .شد
و پـس از مخلـوط    ندساعت خشک شـد  1مدت درجه به

 FT-IR توسـط دسـتگاه  بـراي آنـالیز    KBrکردن با نمک 
(Bruker Tensor 27) ندورد استفاده قرار گرفتم.  

  
  بیتبررسی کارایی تث -2-8

تعیین غلظـت آنـزیم تثبیـت    ارزیابی کارایی تثبیت و براي 
تسـت برادفـورد و سـنجش فعالیـت      ،شده بـرروي بسـتر  

 .عمل آمـد ه باز محلول رویی قبل و بعد از تثبیت  یآنزیم
 25رد به ومعرف برادف لیتر میلی 1افزودن تست برادفورد با 

میکرولیتر از آنزیم قبل و محلـول رویـی بعـد از واکـنش     
 590خوانش جذب در طول مـوج  . تثبیت صورت گرفت

نانومتر انجام و طبق منحنی استاندارد ترسـیم شـده بـراي    
BSA   غلظت آنزیم تثبیت شده برروي بسـتر تخمـین زده ،

زیر استفاده  هايتثبیت از فرمول براي ارزیابی کارایی .شد
   .]33[  شد

(%	efϐiciency	immobilization)	کارایی	تثبیت

=
(unit)شده	تثبیت	آنزیم	ویژه	فعالیت

(unit)	آنزیم	ویژه	فعالیت		
 

                                                             
1. Fourier transform infrared spectroscopy 

)1( 
(unit)شده	تثبیت	آنزیم	ویژه	فعالیت

= (unit)	آنزیم	ویژه	فعالیت	
− (unit)تثبیت	رویی	محلول	ویژه	فعالیت 

)2(  
  
  نتایج  -3
  بیان و تخلیص آنزیم همسانه سازي، نتایج -3-1

هـاي  آنـزیم  توسطهمسانه سازي با هضم وکتور نوترکیب 
شکل (خروج قطعه ژنی از وکتور نوترکیب  ومحدودالاثر 

 توسطوکتور حامل قطعه ژنی تعیین توالی و در نهایت ) 1
  .گردید تأیید بیونیرشرکت 

 60بیـان پـروتئین تقریبـاً     SDS-PAGEنتایج الکتروفورز 
را نسبت به نمونـه حـاوي وکتـور     AaCel9Aکیلودالتونی 

تخلـیص  ). 2شـکل  (دهد نشان می) کنترل منفی(فاقد ژن 
ــل آنــزیم   بــا  Ni-NTAتوســط ســتون   AaCel9Aکام

 250شستشوي ستون توسط بافر جـدا کننـده بـا غلظـت     
طـور   همـان . صورت گرفت) pH 8(مولار ایمیدازول میلی

شود، آنزیم تخلیص  مشاهده می) 5چاهک ( 2که در شکل 
اسـاس نتـایج دانسـیتومتري     میزان تخلیص بر. شده است

نتایج دانسیتومتري نشان داده (مین زده شد تخ% 85حدود 
با توجـه بـه اینکـه در ایـن تحقیـق اسـاس       ). نشده است

بررسی فعالیت و تثبیت آنزیم بوده و نه مطالعه ساختاري، 
  .باشد بنابراین میزان خلوص آنزیم مناسب می

% CMC 1سنجش فعالیت آنزیم در مجاورت سوبسـتراي  
بـا  (و تغییر رنگ آجري واکنش آنزیمی نسبت بـه بلانـک   

دهنده فعال بودن آنزیم خالص شـده   نشان) معرف برنفیلد
به طوري که سنجش میزان سرعت واکـنش  ) 3شکل (بود 

ــه     ــان داد ک ــوکز نش ــتاندارد گل ــی اس ــق منحن  071/0طب
میکرومول سرآزاد در مدت زمـان یـک دقیقـه در شـرایط     

  .شود واکنش ایجاد می
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 AaCel9Aقطعه ژنی تخلیص شده  2چاهک  ،DNAاندازه نماي  1الاثر، چاهک  هاي محدودترکیب با آنزیمهضم وکتور نو  1شکل 

  HindIIIو  NdeIنوترکیب هضم شده با  (+)pET28aوکتور  3چاهک 
  

  
 3داراي ژن، چاهک  (+)pET28aنمونه القاء شده حاوي وکتور   2اندازه نماي پروتئین، چاهک  1، چاهک SDS-PAGEژل   2شکل 

محصول  6، چاهک )تخلیص نسبی(محصول تخلیص با شوك حرارتی  4فاقد ژن، چاهک (+)pET28a نمونه القا شده حاوي وکتور 
  )تقریباً کامل( NTA–تخلیص با ستون نیکل 

  

  
در حضور AaCel9A فعالیت آنزیمی اندوگلوکاناز   3شکل 

مربوط به میکروتیوب  1معرف برنفیلد، میکروتیوب شماره 
مربوط به   2و  میکروتیوب شماره ) بلانک(بدون آنزیم 

  میکروتیوب حاوي آنزیم

و تثبیت آنـزیم   یکیتوزان بسترسازي  سنتز و آماده -3-2
 بر روي آن

صورت هم اندازه و اي کیتوزان به ژله ماکروبیدهايتشکیل 
 کنتـرل شـده  صورت  محلول کیتوزان به ورودیکدست با 

. در محلول سدیم هیدروکسید و اتـانول صـورت گرفـت   
ــان ــور هم ــه در  ط ــکلک ــده،  4 ش ــخص ش ــدازهمش ي ان

 حـدود  SZM-2 Optikaاي در زیر لوپ  ژله ماکروبیدهاي
   .متر تخمین زده شدمیلی 2

 فراینـد  روي بـر تارآلدئیـد  گلوغلظـت   تأثیر بررسی براي
ي مختلـف از  هـا  ، بستر ماکروبیدي با غلظـت تثبیت آنزیم
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طور  همان. سپس آنزیم تثبیت شد ،گلوتارآلدئید فعال شده
از  %7/0غلظـت   ه اسـت، ه شـد نشـان داد  5که در شـکل  

گلوتارآلدئید غلظت بهینه براي فعال کردن بستر و تثبیـت  
که در شکل نمایان است  طور همان .)5شکل ( آنزیم است

در این غلظت از گلوتارآلدئید غلظت پروتئین در محلـول  
   .رویی به حداقل خود رسیده است

همچنین براي بررسی تأثیر تثبیت بر روي استحکام بیدها، 
بیدهاي فعال شده و فعال نشده بـا گلوتارآلدئیـد همزمـان    

. قرار داده شدند% 5/2ساعت در استیک اسید  48مدت به 
نیز مشخص است حفظ قـوام و   6طور که در شکل  همان

هاي یکدست و تقریبـاً   شکل(استحکام بیدهاي فعال شده 

برابر فرم تقریباً له شده بیدهاي معمولی بعد از  در) کروي
ساعت نشان دهنده تأثیر گلوتارآلدئید براستحکام بستر  48

  .باشد کیتوزانی می
  

  
 هاي کیتوزانماکروبید  4شکل 

  

  
  تثبیت آنزیم فرایند غلظت گلوتارآلدئید روي تأثیربررسی   5شکل 

  

  
  فعال شده با گلوتارآلدئید) ب( فعال نشده با گلوتارآلدئید و ) الف(هاي کیتوزان، ماکروبید  6شکل 
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بافر تریس و  تأثیرتثبیت،  فرایندروي بافر  تأثیردر سنجش 
. مـورد بررسـی قـرار گرفـت     آنزیمبافر فسفات در تثبیت 

و ) 1جـدول  (که در جدول سـنجش برادفـورد    طور همان
بافر  ،شودمشاهده می) 7شکل ( SDS-PAGEالکتروفورز 

تثبیـت   بـراي تریس بافرتري نسبت به فسفات بافر مناسب
  . باشد میآنزیم 

  
  تثبیت فرایندنوع بافر روي  تأثیر  1 جدول

  بافر انتخابی 
  براي تثبیت

در محلول  آنزیمغلظت 
 قبل از تثبیت رویی

)mg/ml(  

در محلول  آنزیمغلظت 
 تثبیت بعد از رویی

)mg/ml(  
 50 بافر فسفات

  )pH 7(مولار  میلی
256/0 06/0  

 50 بافر تریس
  )pH 7( مولار میلی

382/0  3/0  

کیتـوزان و بسـتر فعـال شـده بـا       FTIRدر بررسی طیف 
گلوتارآلدئید نشان داد که تغییري در شدت فرکانس گروه 

شـکل  (رخ داده است   cm-1  1650 کربونیل در عدد موج
توان به اضافه شدن گروه کربونیـل بـه   این تغییر را می). 8

  . ]34[بستر کیتوزانی و تشکیل پیوند ایمینی نسبت داد 
  

  
 محلول رویی مربوط بهاز  SDS-PAGEالکتروفورز   7شکل 
قبل و بعد به ترتیب محلول رویی  2و  1 چاهک ،تثبیت فرایند

به ترتیب محلول  4و  3، چاهک مربوط به بافر تریس از تثبیت
  رویی قبل و بعد از تثبیت مربوط به بافر فسفات

  

 
   شده کیتوزانی فعالبستر  کیتوزان، به ترتیب متعلق به از بالا به پائین ها طیف ،FTIR آنالیز  8شکل 

  ، استآنزیم تثبیت شده و با گلوتارآلدئید

٢  

٣  
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ــق      ــوزانی از طری ــتر کیت ــه بس ــزیم ب ــال آن ــس از اتص پ
هاي آمینی و آمیدي رزونـانس کـاهش یافتـه، لـذا      نیتروژن

یابد، از طرف دیگر،  میشدت پیک گروه کربونیلی افزایش 
ي هـا  بـه دلیـل حضـور گـروه    (این اتصال موجب افزایش 

قطبیت گروه کربونیل شده که این نیز به ) کشنده کیتوزانی
د شو مینوبه خود باعث افزایش شدت پیک گروه کربونیل 

  .)9شکل (
-cm-12500تغییر شدت فرکانس در محدوده عـدد مـوج   

شود که مربوط به ارتعاشات کششی نیز مشاهده می 3400
بستر کیتوزانی حـاوي   است که در C-Hو O-H هاي پیوند

  .]35[ شودآنزیم نیز این حالت مشاهده می
 79/2، میزان تثبیت 2هاي گزارش شده جدول طبق غلظت

 گرم از ماکروبیـدهاي کیتـوزانی   1گرم آنزیم به ازاي میلی
 1صورت گرفته است و کارایی تثبیت با توجه به فرمـول  

  . باشد می% 85تقریباً معادل ) 2-8قسمت (
  

  
  رزونانس گروه کربونیل در پیوند پپتیدي  9شکل 

  
 

  بررسی غلظت و فعالیت آنزیم قبل و بعد از تثبیت  2 جدول
  سنجش نوع 

  انجام شده
   یآنزیممحلول 

  قبل از تثبیت
   محلول رویی

  تثبیت بعد از
 تعیین فعالیت آنزیمی

)µmol/min(  
071/0  011/0  

 برادفورد به روشغلظت پروتئین 
  )لیترگرم بر میلیمیلی(

08/5   29/2   

  
  بحث -4

توانـد   مـی ي مختلـف  هـا  بـر روي بسـتر   هـا  تثییت آنـزیم 

 هـا  همچنین با تثبیت آنزیم. کاربردهاي فراوانی داشته باشد
-. امکان استفاده چند باره از آنزیم تثبیت شده وجود دارد

در صنایع اندوگلوکاناز  يها علت استفاده گسترده آنزیمبه 
بـر روي بسـترهاي مختلـف     هـا  تثبیت این آنزیم مختلف،

درایـن   .باشـد  بسـیار مهـم  تواند از دید زیست فناوري  می
در وکتـور بیـانی    AaCel9Aابتدا ژن اندوگلوکاناز  تحقیق

pET28a(+) نتایج حاصل از تعیین  .همسانه سازي گردید
. بـود توالی مؤید قرارگیري صحیح قالب ژنـی در وکتـور   

 و آگـارز تخلیص آنزیم با استفاده از ستون تمـایلی نیکـل   
ــنجش  ــاورت   س ــده در مج ــیص ش ــزیم تخل ــت آن فعالی

بیان و فعال بودن مولکـول آنـزیم   موید  CMCسوبستراي 
ریز محـیط   نمودنبا فراهم  این تحقیقدر . بودتولید شده 

بـر روي   AaCel9Aانـدوگلوکاناز  تثبیـت آنـزیم    ،مناسب
بـراي   .گرفـت  قـرار  ارزیـابی مورد  هاي کیتوزانماکروبید

اتصال مولکول آنزیم به بستر بایسـتی حملـه نوکلئـوفیلی    
ــا   ــال ب ــین بســتر فع ــین آزاد آمینواســیدهاي مناســبی ب آم

و  pHنوع بافر، . روي سطح آنزیم صورت گیرد نوکلئوفیل
اي بـراي حملـه   غلظت یـونی بـافر عوامـل تعیـین کننـده     

در ابتدا . باشند میتثبیت  فرایندنوکلئوفیلی مناسب و انجام 
 توزیـع  احتمـال  ،اندازه هم بصورت کیتوزان ذرات سنتزبا 

 گردیـد  فـراهم  بستر برروي آنزیم هايمولکول یکنواخت
ــول. ]36[ ــا   مولک ــزیم ب ــاي آن ــاي   ه ــتفاده از لینکره اس

. گلوتارآلدئیدي به صورت کووالان به بستر متصـل شـدند  
تثبیت،  فرایندروي غلظت گلوتارآلدئید بر تأثیردر سنجش 

از  %7/0در غلظـت  ي آنـزیم  هـا  حداکثر تثبیـت مولکـول  
در مطالعـات   .مشـاهده گردیـد  برروي بسـتر   گلوتارآلدئید

 2014و همکـاران در سـال    Ambasht انجام شده توسـط 
 ینبرروي بستر کیتـوزا اسید فسفاتاز  در تثبیت آنزیم ]33[

 2012در ســال  Emeseو گلوتارآلدئیــدي % 1بــا غلظــت 
% 5در غلظت بتا گالاکتوزیداز ثبیت کوالان آنزیم تبا  ]37[

کـارایی   ،هـاي کیتـوزانی  برروي ماکروبیـد از گلوتارآلدئید 
گلوتـار  در واقع  .گزارش شد %42 و% 80به ترتیب  تثبیت
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هاي آزاد سطح کیتـوزان اتصـال   آلدئید با فعال کردن آمین
در مطالعه حاضر  .]38[ سازدمیآنزیم به کیتوزان را ممکن 

 از این عامل فعال کننده اتصـال % 7/0با استفاده از غلظت 
اسـتفاده   .فراهم گردیدبه بستر هاي آنزیم از مولکول% 85

منجر بـه فعـال   تواند  میبالاي گلوتارآلدئید  هاياز غلظت
هـاي آزاد سـطح بسـتر کیتـوزان، اتصـال      شدن تمام آمـین 

 شـود هاي آنزیمـی  سایر مولکولچندگانه آنزیم با بستر و 
سخت شـدن  تواند منجر به می نیز به نوبه خود که این امر

تغییر کنفورماسـیون آنـزیم   فوق العاده ساختار آنزیم و نیز 
جایگاه فعال آنزیم و توانایی کاتـالیتیکی آنـزیم را    و شود

فعالیـت آنزیمـی و    باعـث کـاهش   در نتیجـه  ؛متاثر سـازد 
نـوع   تأثیردر سنجش . ]39[ گرددمیکارایی تثبیت کاهش 

 يبـافر سـدیم فسـفات بـافر     مشـاهده گردیـد کـه     بـافر، 
این  .باشد میتریس جهت تثبیت  نسبت به بافر يتر مناسب
هاي آمـین آزاد موجـود   علت حضور گروهتواند به امر می

هـا آمـین مـانع حملـه     در بافر تریس باشد که ایـن گـروه  
هاي آرژنین و نوکلئوفیلی مناسب بین گروه آمینی باقیمانده

ي آنزیم با نیمه فعـال گلوتارآلدئیـد   ها لیزین سطح مولکول
تایج نشان داد که در نهایت ن .]42-40[ شودسطح بستر می

بهترین شرایط براي تثبیت کوالان آنزیم سـلولاز بـر روي   
و بـافر سـدیم   % 7/0لدئید بستر کیتوزان در غلظت گلوتارآ

  .باشد می pH) 7(فسفات 
  
  تشکر و قدردانی -5

و  معاونت پژوهشي مالی ها نویسنگان مقاله از حمایت
تشکر و  نهایتدانشگاه شهید مدنی آذربایجان  فناوري
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