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 چکیده

در این . گیرد آنزیم اینولیناز آسپرژیلوس نایجر هیدرولیز کننده اینولین بوده و در تهیه شربت پرفروکتوز مورد استفاده قرار می :سابقه و هدف
این روش تثبیت، . اینولیناز از طریق ایجاد پیوند کووالانسی بر روي نانوذرات مغناطیسی هیدرولیزات گلوتنی گندم تثبیت گردیدتحقیق، آنزیم 

دلیل کاهش اندازه ذرات و افزایش سطح و در نتیجه بازدهی بیشتر فرآورده نهایی همچنین، بازیابی آنزیم تثبیت ه از نظر افزایش انتقال جرم ب
  .دان مغناطیسی از محیط واکنش و امکان استفاده مجدد از آنزیم داراي اهمیت استشده توسط می
. به روش هم رسوبی تهیه شدند Fe3O4در ابتدا نانوپپتیدهاي هیدرولیزات گلوتنی با روش حلال زدایی و نانوذرات مغناطیسی  :هامواد و روش

ش داده شد و آنزیم اینولیناز از طریق پیوند کووالانسی بروي آن تثبیت سپس سطح نانوذرات مغناطیسی توسط نانوپپتیدهاي تهیه شده پوش
 وUV/VIS هاي اسپکتروفتومتري در ناحیه  هاي ساختاري و عملکردي نانوذرات تهیه شده و آنزیم تثبیت شده با استفاده از روش ویژگی. گردید

  .میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی تعیین گردید
هاي  فاکتور. هاي کوتاه نشان داده شد مورفولوژي نانوذرات مغناطیسی بشکل کروي و نانوپپتیدهاي گلوتنی بصورت کروي و رشته :هایافته

محاسبه % 74سینتیکی آنزیم تثبیت شده در مقایسه با آنزیم آزاد بهبود یافته و میزان بارگذاري آنزیم بر روي نانوپپتیدهاي مغناطیسی حامل 
نیمه عمر آنزیم تثبیت شده در . از فعالیت اولیه خود را حفظ نمود% 70سیکل پی در پی آبکافت،  12نولیناز تثبیت شده پس از آنزیم ای. گردید
  .برابر افزایش یافت 5/1درجه سانتی گراد در مقایسه با آنزیم آزاد حدود  60دماي 
م جهت تثبیت آنزیم اینولیناز، روشی کارآمد همراه با افزایش پایداري استفاده از نانوپپتیدهاي مغناطیسی هیدرولیزات گلوتنی گند :گیري نتیجه

  .باشد و بهبود عملکرد آنزیم به منظور تهیه شربت پرفروکتوز می
  نانوپپتیدها، آنزیم اینولیناز، تثبیت کووالانسی، هیدرولیزات گلوتن گندم، نانوذرات مغناطیسی :واژگان کلیدي

  مقدمه 
و  (EC 3.2.1.80)هاي اینولیناز شامل اگـزو اینولینـاز    آنزیم

هاي صنعتی  آنزیمترین  یکی از مهم (EC 3.2.1.7)اندواینولیناز 
هـا شـامل    هستند که توسط تعـداد زیـادي از میکروارگانیسـم   

کـه   ها، اینولیناز. گردند ها تولید می ها و باکتري ها ، مخمر کپک
باشـند اینـولین را آبکافـت     فروکتان فروکتانو هیدرولاز می -بتا

کرده و در پایان واکنش فروکتوز و فروکتواولیگوساکارید تولیـد  
هر دو فـرآورده محصـولی مهـم بـراي مصـرف در      کنند که  می

اسـتفاده از آنـزیم   . رونـد  صنایع غذایی و دارویی بـه شـمار مـی   
اینولیناز این امکان را فراهم کرده است تا بتوان شربت خـالص  

پرفرکتوز را به صورت یک فرآینـد تـک مرحلـه اي آنزیمـی از     
اینولین به جاي اسـتفاده از روش آنزیمـی چنـد مرحلـه اي از     

  ). 1(شاسته تولید نمود ن
آبکافت صنعتی اینولین به جهـت کـاهش بـار میکروبـی و     

هاي بالاتر  افزایش حلالیت اینولین و درنتیجه استفاده از غلظت
ــالا حــدود   ــاي ب صــورت  oC 60-50اینــولین معمــولا در دماه

رود کـه آنـزیم آبکافـت کننـده      بنـابراین انتظـار مـی   . گیرد می
اینولین مقاوم به حـرارت بـوده تـا بتوانـد عملکـرد خـود را در       
فرآیندهاي غذایی و شیمیایی جهت تولیـد شـربت پرفروکتـوز    
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 ١٠٤

هاي افزایش  بنابراین یکی از مهمترین روش. بخوبی حفظ نماید
ــاز  ــزیم اینولین ــی آن ــت حرارت ــاد  مقاوم ــق ایج ــت از طری ، تثبی

عـلاوه  ). 2( باشد می) بستر(هاي کووالانسی با ماده حامل  پیوند
بر این دلایل متعدد دیگري براي تثبیت آنزیم وجود دارد که از 

توان به آسان شدن به کارگیري و اسـتفاده مجـدد از    جمله می
آنزیم در فرآیند ها، امکان بهتـر جداسـازي آنـزیم از محصـول     

و کاهش غلظت پروتئین در محصول تهیـه شـده و    تولید شده
هـاي بـا    قابلیت بکـارگیري آنـزیم تثبیـت شـده در بیورآکتـور     

هاي آلـی و   سیستم مداوم، پایداري به واسرشت حرارتی، حلال
هـاي نسـبتا حساسـی     هـا مولکـول   آنزیم). 2(اتولیز اشاره نمود 

توانند به راحتی سـاختار سـوم خـود را کـه بـراي       هستند و می
شان ضروري است، بـه دلیـل تغییـر سـاختار از دسـت       عالیتف

عملکرد آنزیم تثبیت شده با افزایش پایداري در دامنـه  . بدهند
هـاي آلـی بهبـود     و دما و نیز تحمل حلال pHگسترده تري از 

این عوامل در باز بکارگیري و استفاده مجدد از آنزیم و . یابد می
کیلـوگرم محصـول   (ن در نتیجه افزایش راندمان کاتـالیتیکی آ 

تولید شده نسبت به کیلوگرم آنـزیم بـه کـار گرفتـه شـده در      
تثبیت آنزیم از طریق متصل ). 3(مؤثر و وابسته است )  واکنش

تواند به صـورت کووالانـت انجـام     شدن آنزیم به ماده حامل می
هاي برگشت ناپذیر اسـت کـه    تثبیت جز گروهاین روش . گیرد

پایـداري  . باشـد  ها دارا مـی  بیت آنزیمبیشترین استفاده را در تث
هـاي اصـلی ایـن     پیوند تشکیل شده بین آنزیم و بستر از مزیت

هاي قوي کووالانسی  به دلیل وجود پیوند). 3(نوع تثبیت است 
در ). 4(گردد از رها شدن آنزیم در محیط واکنش جلوگیري می

حال حاضر تثبیت آنـزیم بـر روي نـانومواد ماننـد نانوپلیمرهـا،      
در . انوفیبرها و نانوذرات بسیار مورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت    ن

واقع کاهش اندازه آنزیم متصل به حامل، بازده تثبیت را بهبـود  
علاوه بر این درمورد اتصالات سطحی، ذرات کوچک . بخشد می

تري را جهت اتصال آنزیم و بار گذاري آنزیم بـر   تر سطح بزرگ
افت نانومواد و آنزیم تثبیت بازی. کنند واحد جرم ذرات ایجاد می

کند اما، استفاده از نـانوذرات   شده اغلب محدودیتی را ایجاد می
آوري ساده، سریع و کم هزینـه   مغناطیسی به علت امکان جمع

آنزیم از محیط واکنش با استفاده از میدان مغناطیسی، ظرفیت 
بـالاي بارگــذاري آنــزیم بـه علــت ســطح ویـژه بــزرگ و عــدم    

ها بسیار مورد توجه قرار گرفته است  به محلولمحدودیت نفوذ 
هاي عاملی  روش اصلاح سطح نانوذرات مغناطیسی با گروه). 5(

جهت تثبیت و اتصال بهتر آنزیم به سطح حامل عامل دار شده 
ــر اکسیداســیون و   ــانوذرات در براب ــداري ن موجــب افــزایش پای

هـاي اسـیدي و کـاهش تجمـع و اتصـال نـانوذرات بـه         محـیط 

در این تحقیق، بـا اسـتفاده از روش   ). 6( گردیده است یکدیگر
هم رسوبی نانوذرات مغناطیسی عاملدار شده بـا نانوپپتیـدهاي   
حاصل از هیدرولیز آنزیمی گلوتن گندم با اندوپپتیدازها، همراه 
با آنزیم اینولیناز در محیط حلال اتانل به کمـک عامـل ایجـاد    

نانو تثبیـت گردیـد و    در مقیاس) گلوتارآلدئید(اتصالات جانبی 
هاي نانوذرات، کارایی و نحـوه عملکـرد آنـزیم     در نهایت ویژگی

استفاده از نانوپپتیـدهاي  . تثبیت شده مورد ارزیابی قرار گرفت
هاي گلوتن گندم جهت انجـام ایـن نـوع     حاصل از هیدرولیزات

هـاي ایـن    تثبیت تا کنون در دنیا انجام نگرفته و جـزء نـوآوري  
  . رود تحقیق بشمار می

  هامواد و روش  
آنزیم اینولیناز ساخت شـرکت سـیگما آلـدریچ امریکـا،      :مواد 

) n)C6H10O5اینولین حاصل از ریشه کاسنی با فرمول مولکولی 
دالـتن سـاخت شـرکت فلوکـاي      5000و جرم مولکولی نسبی 

هیدرولیزات گلوتنی گندم با اسـتفاده از  . آمریکا استفاده شدند
هاي اندوپپتیداز آلکالاز و نوتراز با جرم مولکـولی متوسـط    آنزیم

هـاي   کیلو دالتن، تهیـه شـده در پژوهشـکده فنـاوري     45-35
نیتــرو  دي  5،3معــرف  . شــیمیایی، گــروه صــنایع غــذایی   

از شرکت سیگما آلـدریچ   C7H4N2O7سالیسیلیک اسید با فرمول 
هـاي آهـن دو و سـه     شـامل نمـک   مـواد  سایر. آمریکا تهیه شد
، تارتارات مضاعف  FeCl3.6H2Oو  FeCl2.4H2Oظرفیتی شامل 

/ حجمــی% (25، گلوترآلدهیــد )نمــک راشــل(ســدیم پتاســیم 
 سدیم سدیم هیدروژن فسفات، ، دي80، تویین)حجمی در آب

اسـید   سـولفیت سـدیم،   اسـتات سـدیم،   فسفات، هیدروژن دي
 اسید سدیم، استن، هیدروکسید هیدروکلریک، اسید فسفریک،

 از و آزمایشـگاهی بـوده   نـوع  از درجـه  96اتـانول   اسـتیک و 

. خریـداري شـد   ایـران  در مـرك آلمـان   شـرکت  هاينمایندگی
 Perkin Elmer, Lambdaاســپکتروفتومتر مــدل  دســتگاه

UV/VIS     همچنین دسـتگاه میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی ،
ساخت آمریکا  Tescan-Mira IIمدل  FE-SEMگسیل میدانی 
 Dynamicاندازه ذرات در فاز مـایع  بـا روش   . استفاده گردید

light scattering (DLS)  و توســط دســتگاهBI-200 SM 

Goniometer Version 2   ســاخت شــرکتBrookhaven 

Instrument Corp پـراکنش نـور توسـط    . امریکا تعیین گردید
. با پراکنش نور لیـزر دینامیـک تعیـین شـد     173ºنانوذرات در 

بـا اسـتفاده از روش    (Ȥ-potential)علاوه بـر آن، پتانسـل زتـا    
DLS    به منظور تعیین میزان پایداري نانوذرات در برابـر تجمـع
  .گیري شد اندازه
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دهـی نـانوذرات مغناطیسـی بـا نانوپپتیـدهاي       پوشش
هیدرولیزات گلوتنی و تثبیت آنـزیم اینولینـاز بـر روي    

) w/v% ( 1/0نانوپپتیدهاي هیدرولیزات گلوتنی با غلظت : آنها
به روش هم  Fe3O4با روش حلال زدایی و نانوذرات مغناطیسی 

تهیـه   +Fe3بـه   +Fe2از  2بـه   1رسوبی با نسبت استوکیومتري 
 pH ،4/7لیتر بـافر فسـفات بـا     میلی 25در ابتدا محلول . شدند

گرم نانوسـاختار   05/0گرم نانوذرات مغناطیسی و  06/0حاوي 
هیدرولیزات گلوتنی همراه با نسبت معین گلوتارآلدهیـد تهیـه   

ثیر امـواج اولتراسـونیک قـرار    دقیقه تحت تا 10شد و به مدت 
ساعت تحت هم زدن ملایـم   24سپس واکنش به مدت . گرفت

لیتر آنزیم اینولیناز بـر   میلی 4سپس . در دماي اتاق ادامه یافت
محلـول  . اساس میزان پروتئین موجود بـه محلـول اضـافه شـد    

 C° 4دمـاي   سـاعت بـا سـرعت ملایـم در      24حاصل به مـدت  
سپس مخلـوط تهیـه شـده در    . دجهت انجام واکنش همزده ش
پـس از  . شستشو داده شد pH  ،7سه مرحله با بافر فسفات در 

 g17172×شستشو با بـافر فسـفات و سـانتریفیوژ بـا سـرعت      
محلول بالایی را از ترکیب ته نشـین شـده جـدا شـد و جهـت      

  .تعیین میزان پروتئین با روش برادفورد آماده گردید
جهـت تعیـین   : تعیین میزان پروتئین با روش بـراد فـورد  

غلظت پروتئین آنزیم، از روش سنجش کمی برادفـورد اسـتفاده   
از محلـول پروتئینـی    µl100روش کار بدین ترتیب بود که  .شد

بـافر   µl1000آنزیم اینولینـاز همـراه بـا     µl100محلول شامل (
ردیـد و بـا   محلول معرف بیوراد اضافه گ ml 5به )  سدیم استات

 10پـس از مـدت   . ها کاملاً یکنواخـت شـد   ایجاد ورتکس نمونه
ها در مقیاسه با  دقیقه نگهداري در دماي اتاق میزان جذب نمونه

تعیـین   nm 595در طول موج )  نمونه بدون آنزیم (نمونه کنترل 
نمودار استاندارد پروتئین سرم آلبومین گاوي بـه عنـوان   . گردید

  ). 7(ستفاده شدپروتئین استاندارد ا
فعالیـت آنـزیم   :  DNSتعیین میزان فعالیت آنزیم با روش 

گیري میزان فروکتـوز تولیـد شـده از اینـولین      اینولیناز با اندازه
توسط آنزیم با اسـتفاده از روش دي نیتـرو سالیسـیلیک اسـید     

)DNS (محاسبه شد)در این روش ). 8µl 1000  محلول شـفاف
)w/v1 (%  ــاز ــزیم اینولینـ ــولین و آنـ  9000در )  µl100( اینـ

با هم ترکیب شـده   pH ،6میکرولیتر محلول بافر استات سدیم 
ــدرولیز در  ــاي  pH ،6و واکــنش هی ــدت  0C40-39و دم در م

پـس از خاتمـه هیـدرولیز بـه     . دقیقه انجام گرفت 0 -60زمان 
µl500  ــان ــنش در زم ــول واک ــت،  از محل ــف آبکاف ــاي مختل   ه
 µl 500  یعنی حجم مساوي از محلولDNS   اضافه شـد و بـه  

  
  

حرارت داده  C°95-90دقیقه در حمام آب با دماي  10مدت  
سـپس  . شد تا رنـگ زرد تـا قهـوه اي در محلـول ایجـاد شـود      

یـک سـوم   (محلول حاصل از آبکافت سرد گردید و بـه میـزان   
پتاسیم سدیم تارتارات جهت تثبیت  %40محلول ) DNSحجم 

پـس از آن میـزان جـذب محلـول     . لول اضافه شـد رنگ به مح
در مقایسـه بـا شـاهد     nm 575هیدرولیز شده در طـول مـوج   

  ). 8(گیري شد  اندازه) بدون آنزیم(
پارامترهاي سینتیکی واکـنش   :هاي سینتیکی تعیین پارامتر

 Kmآبکافت اینولین توسط آنزیم تثبیت شده و آنزیم آزاد یعنی 
 2/1ن غلظــت ســرعت واکــنش غلظتــی از سوبســترا کــه در آ(

بــراي تعیــین . تعیــین گردیــد Vmaxو ) ســرعت بیشــینه اســت
مختلف از سوبستراي اینولین هاي   پارامترهاي سینتیکی غلظت

میکرولیتـر آنـزیم در بـافر     100 تهیه گردید، سپس بـه همـراه  
، در زمـان بهینـه فعالیـت آنـزیم     6برابر بـا  pHاستات سدیم با 

مقــدار  DNSســپس بــه وســیله روش . آبکافــت انجــام گرفــت
. نانومتر تعیـین گردیـد   575محصول تولید شده در طول موج 

پس از آن نمودار غلظت محصول تولید شده نسـبت بـه مـدت    
با استفاده از V سرعت واکنش آنزیمی. زمان هیدرولیز رسم شد

مده بـراي هـر غلظـت بـه طـور جداگانـه       شیب خط به دست آ
 Lineweaver- Burk(بـرك  -سپس نمودار لینـو . مشخص شد

Plot  ( 1براساس عکس غلظت سوبسترا/[S]    و عکـس سـرعت
بوده یعنی  C =1/Vmaxدر این معادله . رسم گردید V/1واکنش 

و در نتیجه برابـر   Cبرابر با مقدار ها  yمحل تلاقی خط با محور 
باشـد   مـی  Km/Vmaxبرابـر بـا    mشیب خط یـا   .است Vmax/1با 
)9.(  

تعیین نیمه عمر و بررسی مقاومت حرارتی آنـزیم آزاد و  
بررسی پایداري حرارتی آنـزیم اینولینـاز قبـل و     :تثبیت شده

 .صــورت گرفــت C°65و  55، 45پــس از تثبیــت در دماهــاي 
سینتیک غیرفعال شدن حرارتی آنزیم اینولینـاز طبـق فرمـول    

بـه  )  Kin(ثابت سرعت غیر فعال شدن آنـزیم  . شد محاسبه) 1(
در مقابل زمـان در   ln(At/A0)عنوان شیب رگرسیون خطی در 

یـا  )  t1/2(علاوه بر این نیمه عمر آنـزیم   .دماي ثابت تعیین شد
 دهـد،  مـی  فعالیت خود را از دست %50مدت زمانی که آنزیم 

  ).9،10(محاسبه گردید ) 2(طبق فرمول 
  

  
)1          (            In[At] = In[A0]-Kdt 
 )2                                (t1/2= In 2/Kd  
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 ١٠٦

: گیري میزان بارگذاري آنزیم به داخل نانوذرات اندازه
) بارگذاري شده روي نانوذرات حامل(میزان آنزیم تثبیت شده 

  ).11( توان از طریق فرمول محاسبه نمود را می
)3   (                            Q = (େଵିେଶ)୚

୛
  

Q  =مقدار آنزیم تثبیت شده روي ماده حامل  
C1  = غلظت اولیه آنزیم)mg/ml(  
C2  = غلظت آنزیم باقی مانده در محلول پس از پایان فرآیند تثبیت

)mg/ml(  
W  = ساپورت(وزن مواد حامل)(mg.(  
V  =حجم کل محلول واکنش  
   

قابلیت اسـتفاده   :تثبیت شدهقابلیت استفاده مجدد آنزیم 
گیـري فعالیـت آنـزیم بعـد از      مجدد آنزیم تثبیت شده با اندازه

تعیـین میـزان فعالیـت آنـزیم     . گـردد  می هربار استفاده بررسی
تعیـین  . آیـد  بـه دسـت مـی    DNSتثبیت شده براسـاس روش  

سیکل پی در پی با مدت زمـان هیـدرولیز    15فعالیت به تعداد 
در پایـان هـر سـیکل هیـدرولیز،     . گیـري شـد   دقیقه اندازه 60

ــدان     ــط می ــده توس ــت ش ــزیم تثبی ــی آن ــانوذرات مغناطیس ن
از محیط واکنش  g11357و سانتریفیوژ ) آهن ربا(مغناطیسی 

شستشـو   7برابـر   pHجداسازي گردید و توسط بافر فسفات با 
در پایان هر سیکل فعالیت باقیمانـده در هـر سـیکل    . داده شد

یت آنزیم به فعالیـت آن در سـیکل اول بـر    براساس نسبت فعال
  .اساس درصد بیان شد

 هایافته  
تعیین اندازه نانوذرات پروتئینـی بـا اسـتفاده از روش    

DLS      و بررسی مورفولوژي سـطح آنهـا بـا اسـتفاده از
انـدازه ذرات و پتانسـیل   : میکروسکوپ الکترونی روبشـی 

 Dynamic light scatteringها با استفاده از آنالیز  زتاي نمونه

(DLS)   متوسط اندازه ذرات هیدرولیزات گلوتنی . تعیین شد
میلـی   -27پتانسیل زتـاي آن نیـز   . نانومتر به دست آمد 150

ولت تعیین گردید که نشان از پایداري بالاي محصول نسـبت  
بررسی تصویر میکروسـکوپ  . به تجمع و آگلومره شدن داشت

م به صورت ذراتی شـفاف  الکترونی نانوذرات نشان داد که آنزی
بر روي نانوذرات مغناطیسی هیدرولیزات گلوتنی تثبیت شـده  

  ).1شکل(یید نمود أرا ت DLSو نتایج حاصل از 
تعیین میزان فعالیت آنزیم اینولیناز آزاد و تثبیت شده 

بیشـترین فعالیـت آنـزیم    : طی آبکافت سوبستراي اینولین
دقیقه بود درحالیکه بیشـترین فعالیـت آنـزیم     3آزاد در زمان 

شـکل  . (دقیقه مشاهده شـد  5-10تثبیت شده در بازه زمانی 
بـر اسـاس نمـودار فعالیــت آنـزیم تثبیـت شـده، اخــتلاف       ) 2

مشـاهده نشـده اسـت     =s10tو  =s5tهاي  دار بین زمان معنی
شترین فعالیت خـود را در بـازه   توان گفت آنزیم بی بنابراین می

  . داشته است =s10-5tزمانی 

  
  نمودار فعالیت آنزیم اینولیناز آزاد و تثبیت شده. 2شکل 

  

  
نانوذرات مغناطیسی، ) الف. تصویر میکروسکپ الکترونی آنزیم تثبیت شده بر روي نانوذرات مغناطیسی عامل دار شده با نانوذرات پروتئینی .1شکل

  آنزیم تثبیت شده روي نانوپپتیدهاي مغناطیسی) نانوپپتیدها، ج) ب
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ه از اعدا مربوط بـه  با استفاد: هاي سینتیکی بررسی پارامتر
 [v]/1و عکـس سـرعت واکـنش     [s]/1عکس غلظت سوبسترا 

نتایج مربوط . رسم گردید 6شکل  Lineweavre-Burkنمودار 
. گزارش شده است 1در جدول  Vmaxو  Kmبه محاسبه مقادیر 

آنـزیم   Vmaxشود مقـدار   طور که در جدول مشاهده می همان
میکرومول بـه ازاء  (543/0به  829/0اینولیناز پس از تثبیت از 

میلی گرم ( 25/1به  71/2از  Kmو همچنین مقدار ) هر دقیقه
  . کاهش یافت) به ازاء هر میلی لیتر

  

  
مربوط سرعت واکنش آنزیمی در  Lineweavre –Burkنمودار  .3شکل 

  هاي مختلف سوبسترا غلظت
 

  هاي سینتیکی آنزیم آزادو تثبیت شده نتایج پارامتر .1جدول 
 Vmax(µmol/min) Km(mg/ml) آنزیم اینولیناز

829/0 آزاد  71/2  
543/0 تثبیت شده  25/1  

 
: مقاومت حرارتی و نیمه عمر آنزیم آزاد و تثبیت شـده 

، 45دمـاي   3و نیمه عمر آنـزیم در ) kin(ثابت غیرفعال سازي 
55 ،C°65  نشـان داده شـده    2 و 3در جداول محاسبه شد و

دهـد کـه نیمـه عمـر و      نتایج به دست آمده نشـان مـی   .است
مقاومت حرارتی آنزیم تثبیت شده نسبت به نیمه عمـر آنـزیم   

گراد افزایش یافتـه   درجه سانتی 45و  55، 65آزاد در دماهاي 
  . و نسبت به آنزیم آزاد در دماهاي بالا پایدارتر بوده است

  
 دماي 3در  min)3- 10× (Kdثابت سرعت غیر فعال سازي آنزیم  .2جدول

  گراد درجه سانتی 65، 55، 45
  ºC(  65  55  45( دما

  03/3  8/3  9/10  آنزیم آزاد

  7/2  4/3  5/8  آنزیم تثبیت شده

  
  

، 45 دماي 3آزاد و تثبیت شده در در ) دقیقه) (t1/2(نیمه عمر  .3جدول
  گراد درجه سانتی 65، 55

  ºC(  65  55  45( دما
  7/222  181  63  آنزیم آزاد

  6/256  8/203  5/81  آنزیم تثبیت شده
  

ــانوذرات  میــزان بارگــذاري ــر روي بســتر ن ــزیم ب آن
مغناطیسی عامل دار شده بـا نـانوذرات هیـدرولیزات    

میزان آنزیم متصل شده بـه نـانوذرات پروتئینـی بـا     : گلوتنی
آنزیم باقیمانـده  استفاده از مقایسه غلظت اولیه آنزیم با میزان 

در محلول بافر پس از جداسازي ذرات آنزیمی تثبیت شده بـا  
مقدار آنزیم تثبیت شـده روي حامـل   . سانتریفوژ محاسبه شد

  .محاسبه شد% 74) میلی گرم آنزیم در گرم حامل( 5/7
: قابلیت استفاده مجدد آنزیم اینولینـاز تثبیـت شـده   

سـازي آسـان از   امکان استفاده مجدد از آنـزیم همـراه بـا جدا   
محیط واکنش توأم با بیشـترین بـازده فعالیـت آنـزیم جهـت      

هـاي فرآینـد، از اهـداف اصـلی تثبیـت آنـزیم        کاهش هزینـه 
بهمین منظور، قابلیت استفاده مجدد آنزیم اینولینـاز  . باشد می

سیکل پی در پـی مـورد ارزیـابی قـرار      12تثبیت شده در طی
از فعالیـت  % 70شـده  نتایج نشان داد که،آنزیم تثبیت . گرفت

سیکل فعالیت پی در پی حفظ نمـوده   12اولیه خود را پس از 
  .است

  بحث  
آنزیم اینولیناز حاصل از آسـپرژیلوس نیجـر   در این تحقیق 

ــی    ــانوذرات مغناطیس ــر روي ن ــده بــا    Fe3O4ب ــل دار ش عام
 100-160بـا انـدازه ذرات    نانوساختار هیـدرولیزات پروتئینـی  

. اتصـالات کووالانسـی تثبیـت گردیـد    ایجـاد  از طریـق  نانومتر 
 pHاینولیناز تثبیت شده با این روش در محدوده وسیع تري از 

و دماي ایده آل فعالیت داشت که می تـوان آن را بـه افـزایش    
 پایداري حرارتی و ثبات ساختار آنزیم پس از تثبیت نسبت داد

سـی  مقدار آنزیم بارگذاري شده بر روي نانوذرات مغناطی). 12(
علاوه بـر ایـن، نیمـه عمـر آنـزیم      . تعیین گردید% 75به میزان 

درجـه سـانتی    75برابـر در دمـاي    3/12تثبیت شده به میزان 
همچنـین،  . گراد نسبت به نیمه عمر آنـزیم آزاد افـزایش یافـت   

از % 75سـیکل پـی در پـی     12اینولیناز تثبیت شده به میـزان  
و ساکن شدن آنـزیم  با تثبیت . فعالیت اولیه خود را حفظ نمود

تا حدودي کاهش فعالیت آنزیم صورت گرفت ولـی بـر اسـاس    
نمودار، آنزیم تثبیـت شـده در زمـان طـولانی تـري بیشـترین       
فعالیت خود را حفظ کرده و فعالیت پایدارتري نسبت به آنـزیم  

   (Vmax, Km)تعیـین پارامترهـاي سـینتیکی    . آزاد داشـته اسـت  
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 ١٠٨

 Kmآنزیم تثبیت شده در مقایسه بـا آنـزیم آزاد نشـان داد کـه     
آنزیم آزاد کـاهش   Kmنسبت به % 54آنزیم تثبیت شده حدود 

) اینـولین (داشته است که نشان دهنده تمایل بیشتر سوبسـترا  
براي اتصال به جایگاه فعال آنـزیم و افـزایش میـزان هیـدرولیز     

محـدود   اهشک ـ. سوبسترا توسط آنزیم تثبیت شده مـی باشـد  
Vmax ًجایگـاه  الکتریکـی  در بار اتی تغییروجود به علت  احتمالا
کـه انتقـال جرمـی     بـوده آنزیم بعد از اتصـال بـه حامـل     فعال

سوبسترا و دسترسی آن به جایگاه فعال آنزیم بـا سـرعت کنـد    
در  Vmaxبـه طـور کلـی کـاهش     . )13( تري انجام گرفته اسـت 

د بسیار کم بوده و تفـاوت  آنزیم تثبیت شده نسبت به آنزیم آزا
توان گفت که تثبیت نمـودن   دهد و می داري را نشان نمی معنی

 .آنزیم نداشته اسـت  Vmaxآنزیم اینولیناز تاثیر مهمی را بر روي 
تثبیت شده قـادر بـه تحمـل دماهـاي بـالاتر از      اینولیناز آنزیم 

از % 50بـیش از  گردیـده بطوریکـه   دماي مطلوب فعالیت خود 
با توجـه بـه   . نموده استحفظ  C°65را در دماي  فعالیت خود

گیري پیوندي پایدار بین آنزیم و بستر افزایش نیمه عمـر   شکل
مـی باشـد   و مقاومت حرارتی آنزیم تثبیت شـده قابـل توجیـه    

)14.(  
ــژوهش ــاي پ ــه    ه ــاز ب ــزیم اینولین ــت آن ــادي روي تثبی زی

هاي مختلف از جملـه اتصـال بـه یـک حامـل، ریـزدرون        روش
 انجـام شـده اسـت   تثبیت با ایجاد اتصالات جانبی و یا پوشانی 

اینولیناز روي نانوذرات پروتئینـی مغناطیسـی    تثبیت آنزیماما، 
از مزایـاي روش انجـام شـده در    . تاکنون صورت نگرفتـه اسـت  

تحقیق حاضر، سهولت در جداسازي آنـزیم تثبیـت شـده روي    
و نانوذرات مغناطیسی بـا اسـتفاده از یـک میـدان مغناطیسـی      

کاهش هزینه هاي جداسازي آنزیم از محیط واکنش و افـزایش  
طـورکلی  ه ب).  12(خلوص فرآورده نهایی تولید شده می باشد 

آنزیم هاي  مولکولبین اتصالات قوي کووالانسی با شکل گیري 
تغییـر  و احتمـال   افزایش یافتـه بستر استحکام ساختار آنزیم  و

 2011در سـال  . دهـد می هاي بالا کاهش  آن را در دما ساختار
Quang همکاران آنزیم انـدواینولیناز حاصـل از آسـپرژیلوس     و

آنــزیم انــدو . نمودنــدنیجــر را روي بســتري از کیتــین تثبیــت 
بـالاتر از دمـاي    C°65 )C°5دمـاي   اینولیناز تثبیـت شـده در  

بیشترین فعالیت را از خـود نشـان داد   ) اپتیمم براي آنزیم آزاد 
)15 .(Yewale ــارا ــال و همک ــاز   2013ن در س ــزیم اینولین آن

پیونـد  ایجـاد  را بـا  ) NCIM 945( آسپرژیلوس نیجـر حاصل از 
کووالانسی روي بستري از کیتـوزان جهـت هیـدرولیز پیوسـته     

آنزیم پـس از تثبیـت بـر     دماییمقاومت . اینولین تثبیت کردند
افزایش پیدا  گراد درجه سانتی 60و  50روي کیتوزان در دماي 

و  Danialآنــزیم اینولینــاز توســط  2010ســال  در). 16(کــرد 
تثبیت اینولیناز . همکاران بر روي بستري از آلژینات تثبیت شد

ــت  ــزیم را از دمــاي   دمــاییمقاوم ــه C°50آن کــه  C°60 ب
تـرین دمـاي مـورد اسـتفاده در صـنایع غـذایی جهـت         مناسب

  .)17(جلوگیري از آلودگی میکروبی است، افزایش داد 
ــایی و      ــداري دم ــزایش پای ــه اف ــه ب ــا توج ــود  pHب ، بهب

هاي سینتیکی آنزیم تثبیـت شـده، افـزایش نیمـه عمـر      پارامتر
درجـه سـانتی    75دمـاي  (آنزیم تثبیت شده در دماهـاي بـالا   

 12، همچنین قابلیت استفاده مجدد از آنـزیم بـه میـزان    )گراد
از فعالیـت اولیـه آنــزیم در   % 75سـیکل پـی در پـی بـا حفـظ      

یسه با سایر پژوهشگران که تثبیـت اینولینـاز را بـا قابلیـت     مقا
سیکل پی در پـی بـا حفـظ     7استفاده مجدد از آنزیم به میزان 

، و امکان جداسازي آنزیم تثبیت شده )18(انجام داده اند % 80
با بکارگیري میدان مغناطیسی و در نتیجه کاهش هزینه هـاي  

فیـت فـرآورده   جداسازي آنزیم از محـیط واکـنش و بهبـود کی   
نهایی تولید شده، می توان ادعا نمود که تثبیت آنزیم اینولینـاز  

پپتیـد   عامل دار شده بـا نـانو   Fe3O4روي نانوذرات مغناطیسی 
گلـوتن  ) اندوپپتیـداز هـا  (هاي تهیه شده از هیدرولیز آنزیمـی  

گندم، روشی کارآمد در تثبیت آنـزیم اینولینـاز بـوده کـه مـی      
ربرد در صنایع غـذایی و دارویـی جهـت    توان آن را در جهت کا

 تولید فروکتواولیگوساکاریدها و فروکتوز مـورد توجـه قـرار داد   
)19( .  
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Background and Objectives: Inulinase from Aspergillus niger hydrolysis inulin is used for high fructose syrup 
preparation. In this study inulinase was immobilized covalently on magnetic wheat gluten hydrolysates. This 
immobilization method for the increase in mass transfer is due to particle size reduction and increases in higher yields, 
and recovery of immobilized enzyme by the magnetic field from reaction medium and the reusability of the enzyme is 
important. 

Materials and Methods: Firstly, nanopeptides from wheat gluten hydrolysates were prepared by desolvation method 
and Fe3O4 magnetic nanoparticles were prepared by co-precipitation method. Afterwards, the surface of magnetic 
nanopeptides were coated with prepared nanopeptides and inulinase was immobilized on prepared magnetic 
nanopeptides by covalent bonding. The structural and functional characteristics of prepared nanoparticles and 
immobilized enzyme were determined by using spectrophotometry in UV / VIS region and field emission scanning 
electron microscope methods.  

Results: The morphology of magnetic nanoparticles were shown spherical also gluten peptides were spherical with 
short fibers. Kinetic parameters of immobilized enzyme, compared with the free enzyme, were improved and the 
enzyme loading on magnetic nanopeptides was calculated (7.5 mg Enzyme /g Support) 74%. Immobilize enzyme 
preserved 69.9% of their initial activity after 12 cycles of hydrolysis. Half-Life of immobilized enzyme at 60°C 
compared to the free enzyme was increased about 1.5 times.  

Conclusion: The use of magnetic nanopeptides of wheat gluten hydrolysates for immobilization of the inulinase is an 
efficient method along with the increase in stability and improvement in enzyme performance for high fructose syrup 
production. 

Keywords: Nanopeptides, Inulinase, Covalent immobilization, Wheat gluten hydrolysates, Magnetic nanoparticles 
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