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  چکیده
 وجود به مختلف هايپروتئین از کنندهغیرطبیعی شرایط در هاآمیلوئید

 آنزیم تثبیت براي بستري عنوانبه را مواد این ،فعال بسیار سطح .آیندمی
 و آمیلوئیدي هايرشته تولید مطالعه این از هدف سازد.می مناسب
 است. بوده آنزیم تثبیت براي بستر عنوانبه هاآن از استفاده امکان بررسی

 و شد استفاده 1سطح پاسخ روش از آمیلوئید میزان حداکثر تولید براي
Design  افزارنرم اب 2دورانی نماییدورنگ و کنگورد سنجی طیف نتایج

Expert 7 (Trial version) الکترونی میکروسکوپ از و شد تحلیل 
 فرایند .گردید استفاده يآمیلوئید هايرشته حضور تایید براي گذاره
 هايرشته و آنزیم بین عرضیپل ایجاد با و گلوتارالدهید با تثبیت

 شدهتثبیت و آزاد آنزیم در سینتیکی هايفاکتور و شد انجام آمیلوئیدي
 باهم حرارتی پایداري و بهینه pH و دما ویژه، فعایت فعالیت، شامل

 زدن همبه ساعت 6/72 از پس آمیلوئید میزان ترینبیش د.دنش مقایسه
 میکس بافر در لیترمیلی بر گرممیلی 35/4 غلظت با گاوي سرم آلبومین
 لیپاز و آمد ستدبه درجه 80 دماي و pH=49/4 با فسفات-سیترات

 و بهینه pH و دما ،maxV و mK ویژه، فعالیت فعالیت، در شدهتثبیت
 سینتیکی برتري آزاد لیپاز به نسبت درجه 40 دماي در حرارتی پایداري

 شیمیایی، هايگروه از غنی موادي عنوانبه آمیلوئیدي هايرشته .داد نشان
 تواندمی پروتئینی زمینه این باشند. مناسب هاآنزیم تثبیت براي توانندمی

 در سازگارزیست بستري عنوانبه inVivo شرایط در مناسبی کاندیداي
 نانو عنوانبه نانومتر 100 از کمتر قطر با آمیلوئیدها باشد. هاآنزیم تثبیت
 سایر بلکه ،دنشومی لیپاز پایداري افزایش باعث تنهانه جدید، مواد

 تقویت جدید ماتریکس-نانو یک عنوانبه را آن سینتیکی خواص
  د.نکنمی
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Abstract 
Amyloids are created from various proteins in 
denaturant conditions. Highly active surface, makes 
these materials suitable for enzyme immobilization. 
The aim of this research was to study the production 
of amyloid fibrils and investigate the possibility of 
using them as a matrix for enzyme immobilization. 
Response surface methodology (RSM) was used to 
generate the maximum amyloid content. The results 
of the Congored spectrometry and circular dichroism 
(CD) were analyzed by Design Expert 7 software 
(Trial version) and transmission electron microscopy 
was used to confirm the presence of amyloid fibrils. 
The immobilization was done by creating 
glutaraldehyde mediated crosslink of enzyme on the 
amyloid fibrils and kinetic factors including activity, 
specific activity, optimal temperature and pH and 
thermal stability were compared with the free 
enzyme. The highest amyloid content was obtained 
after 72.6 hours agitation of bovine serum albumin at 
4.35 mg.ml-1 in mixed citrate–phosphate buffer 
pH=4.49 at 80 ºC and immobilized lipase was 
improved relative to free lipase in the case of activity, 
specific activity, Km and Vmax, optimal temperature 
and pH and thermal stability at 40 ºC. Amyloid fibrils 
as a rich material of chemical groups can be suitable 
for stabilization. This protein matrix can be a good 
inVivo candidate as a bio–compatible scaffold for 
enzyme immobilization. Amyloids with a diameter 
less than 100 nanometers, as new nano–materials, not 
only increase the stability of lipase but also enhance 
other kinetic properties as a new nano–matrix.  
 
Keywords: Amyloid, Bovine serum albumin, 
immobilization, lipase, optimization. 
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  مقدمه

 یا ):EC 3.1.1.3( لیپاز گلیسرول آسیل يتر آنزیم
 انواع از یکی ،1هیدرولاز آسیل گلیسرول آسیل تري
 ستا هیدرولازها دسته از و آب در محلول هايآنزیم

 و چرب اسید بین استري پیوندهاي هیدرولیز که
 این کند.می کاتالیز لیپیدي سوبستراهاي در را گلیسرل

 ساخته کبد و معده لوزالمعده، توسط انسان، در آنزیم
 است مفید گوارشی مشکلات درمان در و شودمی

)2010., et al Pilkington(. لیپازهاي امروزه 
 یسوبسترای وسیع دامنه و پایداري دلیل به میکروبی

 گیاهی و جانوري لیپازهاي ینزجایگ تقریباً دارند، که
 .)et al Abad Baghi Zare ,.2016( دانشده

 روي که هاییآنزیم تمام براي لیپاز واژه طورکلیبه
 شود.می برده کاربه کنند،می اثر لیپیدي سوبستراهاي

 Hadizadeh et( دارند متنوعی سوبستراهاي لیپازها،
al., 2013( ارتقاي در تواندمی تثبیت فرایند و 

 باشد. مفید مختلف فرایندهاي در هاآن پایداري
 مصرف مقدار کاهش موجب تواندمی پایداري افزایش

 و هاحسگر زیست در ترقوي سیگنال حصول ،مآنزی
 Kim et( گردد آنزیم از دوباره استفاده شانس افزایش

al., 2006(. کاهش به منجر لیپاز تثبیت علاوه به 
 امکان و شده باقیمانده لیپاز طریق از آلودگی پتانسیل
 حال در کرد. خواهد فراهم را آنزیم از مکرر استفاده
 دنیا در شدهتثبیت لیپاز کل از درصد سه از بیش حاضر
 کاربه هاروغن و شده ذوب هايچربی حاصلا براي
 روي تثبیت از پس معمولاً لیپاز آنزیم رود.می

 و پایداري در نسبی افت دچار مختلف بسترهاي
 .)Maldonado et al., 2015( شود می فعالیت

 مغناطیسی نانوذرات چون مختلفی مواد از تاکنون
 Dumri( نقره و )Ren, Rivera et al., 2011( آهن

1. Triacylglycerol Acyl Hydrolase 

& Hung Anh, 2014(، زئولیت و گرافیت ،آلژینات 
)Maldonado et al., 2015( بستر عنوانبه غیره و 

 موارد اکثر در ولی است، شده استفاده لیپازها تثبیت در
 شود.می غیرطبیعی آب دادن دست از دلیل به آنزیم
 و غیرطبیعی پروتئینی ساختارهاي آمیلوئیدي هايرشته

 کنندهغیرطبیعی شرایط در که هستند آب در نامحلول
 مشخصه شوند.می تشکیل بالا دماي و پایین pH مثل
 pH گسترده و بالا حرارتی پایداري هارشته این بارز

 زا ساختارها این در موجود آب مقدار .است هاآن وسیع
 رسدمی نظربه و است بافت مشابه بیولوژیکی لحاظ
 در بتواند آمیلوئیدي هايرشته روي لیپاز آنزیم تثبیت

 نیز و پایداري و بوده گشاراه مشکل این رفع
 بخشد بهبود را آنزیم سینتیکی پارامترهاي

)Maldonado et al., 2017(. پژوهش در رواین از 
 هايرشته تولید شرایط سازي بهینه براي حاضر

 میزان حداکثر به دستیابی منظور به و آمیلوئیدي
 و شد استفاده 2سطح پاسخ رویه روش از آمیلوئید

 پروتئینی بستر نانو یک عنوانبه حاصله هايرشته
  .ندگرفت قرار استفاده مورد لیپاز آنزیم تثبیت براي جدید
 

  هاروش و مواد
  مواد
 Pseudomonase( سپاسیا سودوموناس از ازلیپ آنزیم

cepacia،( پارانیتروفنل، پالمیتات، نیتروفنیل پارا 
 سیگما شرکت زا آزید سدیم و کنگورد ،T تیوفلاوین

)St Louis, MO USA( گاوي، سرم آلبومین و 
 و عربی صمغ ،X100 تریتون ،بلو بریلیانت کوماسی

-Merck( مرك شرکت از شیمیایی مواد سایر
Germany-Darmstadt( شد خریداري.  

 
  نیاز مورد بافرهاي و هامحلول تهیه
 یک ابتدا فسفات،-سیترات میکس بافر تهیه براي

2. RSM 
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 از مولار 2/0 و سیتریک اسید از مولار 1/0 استوك
 و تهیه تقطیر بار دو آب در بازیک دي سدیم فسفات
 که شدند ترکیب هم با مشخص هاينسبت با سپس

 شد. تهیه 7 تا 6/2 از مختلف هايpH با بافرهایی
 جهت و تنظیم متر pH با جداگانه طور به pH میزان

 به آزید سدیم %05/0 احتمالی، آلودگی از جلوگیري
 از عبور از پس بافر محلول شد. اضافه بافر محلول

 درجه 4 دماي در و تیره هايشیشه در پور میلی فیلتر
  شد. دارينگه گرادسانتی

 رنگ از نظر مورد میزان کنگورد، بافر تهیه براي
 20به کنگورد نهایی غلظت کهطوري(به کنگورد
 شامل 1سالین بافر فسفات بافر در برسد) مولار میکرو
 10 و KCl  مولارمیلی 5/2 و NaCl  مولارمیلی 140
 4PO2KH مولارمیلی 2 و 4HPO2Na مولارمیلی
 فیلتر از 4/7 روي pH تنظیم از پس بافر شد. حل

 4 دماي در تیره شیشه در و شده داده عبور مخصوص
 ,.Holm et al( شد داري هنگ گراد سانتی درجه

2007(.  
 
 آن غلظت تعیین و گاوي سرم آلبومین محلول تهیه

 نظر مورد مقدار انحلال از گاوي سرم آلبومین محلول
 شدید زدنهمهب بدون و آرامی به بافر در پروتئین از
 پروتئینی نمونه بودن خالص به توجه با آمد. دستبه

 پروتئین غلظت سنجش مطالعه، این در استفاده مورد
 انجام برادفورد دقیق روش اساس بر آزمایشات همه در

 براي پروتئین غلظت میزان از اطمینان حداکثر تا شد
  گردد. حاصل آمیلوئید تشکیل

 
 گاوي سرم آلبومین در آمیلوئیدي تجمع القاي
 شرایط بررسی و آمیلوئیدي هايعتجم القاي براي

 چهارگانه هايرمتغی از مختلف حالت پنج مختلف،
 در انکوباسیون زمان و دما ،pH پروتئین، غلظت شامل

1. PBS 

 هايغلظت از یک هر که معنی بدین شد. گرفته نظر
 گاوي سرم آلبومین از لیترمیلی بر گرمیمیل پنج تا یک

 2 مختلف هايpH با فسفات -سیترات مخلوط بافر در
 (از مختلف دماهاي با آب حمام در و 6 و 5 و 4 و 3 و

 کمک به و گرفتند قرار گراد)سانتی درجه 80-40
 سرعت با (برنجی) متريمیلی 5 کوچک هايمگنت
 و 72 ،48 ،24 صفر، مدت براي و دقیقه در دور 100
 در آمیلوئیدي هايرشته تا شدند زده هم به ساعت 96
 از زیادي تعداد اساس این بر آید. وجودهب یک هر

 گرفت. قرار بررسی مورد اییزفیبریل مختلف حالات
 به بررسی تا هانمونه انکوباسیون، زمان پایان از پس

 درجه -80 فریزر در کنگورد سنجیطیف روش
   شدند. نگهداري گرادسانتی
 
 آماري طرح
 آماري ايهتکنیک از اي مجموعه سطح پاسخ روش
 زیستی مختلف يفرایندها سازيبهینه در که است

-Design افزارنرم از تحقیق این در رود.می کاربه
Expert 7 پاسخ روش و هاداده تحلیل و تجزیه جهت 

 بررسی براي 2مرکزي مرکب طرح قالب در سطح
 هاينانورشته تولید فرایند بر مختلف متغیرهاي اثر میزان

 متغیرهاي اثر تحقیق این در شد. استفاده آمیلوئیدي
 یک هر گرماگذاري، زمان و pH دما، ،پروتئین غلظت

 هايرشته تولید فرایند بر )1 (جدول سطح پنج در
 رنگ دو و کنگورد سنجیطیف هايروش با آمیلوئیدي

 Milani et( گرفت قرار بررسی مورد دورانی نمایی
al., 2010(. تشکیل مختلف حالات از حاصل نتایج 

 و شد طراحی RSM افزارنرم با آمیلوئیدي هايرشته
 کلیه ،افزارنرم طریق از پاسخ بهترین دریافت براي

 دورنگ و کنگورد نظیر آمیلوئید تشکیل هايآزمایش
 در شد. انجام و طراحی نمونه 30 در دورانی نمایی
 و ماکزیمم موج طول کنگورد، سنجیطیف روش

2. Central Composite Design 
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 نمایی دورنگ روش در و ماکزیمم موج طول در جذب
 شده تولید بتاي ساختارهاي درصد میزان دورانی

 تحلیل مورد و گرفته قرار افزارنرم در 1پاسخ عنوانبه
 که بوده آزمایش 30 هاآزمایش کل تعداد .گرفت قرار
  شدند. انجام تکرار دو با کدام هر

 
 فرایند در متغیر هر به مربوط سطوح و متغیرها .1 جدول

 آمیلوئیدي هايرشته تولید سازيبهینه
 مقادیر (سطوح)  متغیرها 

 80 70 60 50 40 گراد)دما (درجه سانتی
pH 2 3 4 5 6 

 5 4 3 2 1 لیتر) گرم بر میلی(میلی غلظت پروتئین
 96 72 48 24 0 (ساعت)  زمان

 
  کنگورد سنجیطیف
 رنگ اتصال روش با آمیلوئیدي هايرشته ردیابی براي

 نمونه پروتئینی محلول از میکرولیتر 25 میزان کنگورد،
 و شده مخلوط هم با کنگورد بافر از میکرولیتر 475 با

 رنگ تثبیت تا دقیقه 10 مدت براي زدنهمهب از پس
 جذبی طیف سپس شد. داده قرار آزمایشگاه شرایط در
 UV–3100( مرئی سنجطیف دستگاه با هاآن

Shimadzu–Japan( 600 تا 400 موج طول در 
 بلانک عنوانبه کنگورد بافر مقابل در نانومتر
 طول اسکن بار هر از حاصل اطلاعات شد. گیرياندازه
 maxλ میزان تعیین براي Excel افزارنرم کمکبه موج

 این در گرفت. قرار استفاده مورد maxλ در جذب و
 را جذب حداکثر تنهایی، به کنگورد مولکول محدوده

 تشکیل صورت در ولی ،دارد نانومتر 485 موج طول در
 از بیش تا تواندمی میزان این آمیلوئیدي، ساختارهاي

-Arasteh, Habibi( یابد افزایش نیز نانومتر 500
Rezaei et al., 2012(.  

 
 )CD( دورانی نمایی دورنگ سنجیطیف

1. Response 

 دورنگ سنجیطیف با آمیلوئیدي هايرشته ردیابی براي
 میزان گانه30 هاينمونه از یک هر براي ،دورانی نمایی
 اسپکتروپلاریمتر دستگاه از استفاده با 2مولی واريبیضی

)Cicular Dichroism Spectropolarimerter 
Model-215 Aviv-USA( 300 تا 190 محدوده در 

 هاينمونه کار این براي شد. ثبت و گیرياندازه نانومتر
 در لیترمیلی بر گرممیلی 2/0 نهایی غلظت تا آمیلوئیدي

 از استفاده با و شدند رقیق =4/7pH با باز -تریس بافر
 قرار دستگاه در لیترمیلی یک قطر با کوارتز کووت
 میزان و شده تحلیل CDNN افزارنرم با نتایج .گرفتند
 مشخص پروتئین در موجود ثانویه ساختارهاي درصد
  .)Taha et al., 2015( گردید
 

 گذاره الکترونی میکروسکوپ
 از گذاره الکترونی میکروسکوپ تصاویر تهیه براي
 نمونه از میکرولیتر 5 ابتدا آمیلوئیدي، هايرشته

 بر گرممیلی 1 نهایی غلظت با شده تهیه آمیلوئید
 45 مدت براي ند)،دش قیقر اصلی بافر (در لیترمیلی
 شده دار پوشش 3فرموار مسی گریدهاي روي بر ثانیه

 با اضافه مقادیر و شد داده قرار مش) 400( کربن با
 محلول با گرید سطح سپس شد. برداشته صافی کاغذ

 رنگ دقیقه یک مدت به استات اورانیل وزنی درصد 3
 پس شد. زدوده صافی کاغذ با اضافه مقادیر و آمیزي

 آزمایشگاه، دماي در ساعت دو مدت به شدن خشک از
 گذاره الکترونی میکروسکوپ توسط آماده هايگرید
 80 تا 20 نماییبزرگ با Philips EM 208(S) مدل
 ,.Pilkington et al( گردید تصویربرداري برابر هزار

2010(.  
 

  مرئی سنجیطیف روش به لیپاز آنزیم فعالیت سنجش
 عنوانهب 4تپالمیتا فنیل نیترو پارا از روش این در

2. Molar Ellipticity 
3. Formvar 
4. pNPP 
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 فعالیت نتیجه در که شد استفاده آنزیم سوبستراي
 شود.می تبدیل 1فنل نیترو پارا و چرب اسید به آنزیم

 دستگاه با آن حضور که دارد زرد رنگی پارانیتروفنل
 قابل نانومتر 410 موج طول در اسپکتروفتومتر

 محلول سوبسترا، محلول تهیه براي است. گیرياندازه
A پالمیتات فنیل نیترو پارا مولارمیلی 5/16 (محلول 
 با 9 به 1 نسبت به ایزوپروپانول) لیترمیلی 10 در

 1/0 و X=100 تریتون درصد 4/0 (حاوي B محلول
 جذب سنجش براي گردید. مخلوط عربی) صمغ درصد
 900 به آنزیم محلول از میکرولیتر 100 میزان مرئی،

 15 از پس و هشد اضافه سوبسترا محلول از میکرولیتر
 میزان گراد،سانتی درجه 37 دماي در گرماگذاري دقیقه
 دستگاه از استفاده با و نانومتر 410 موج طول در جذب

 )UV-3100-Shimadzu Japan( اسپکتروفتومتر
 براي پارانیتروفنل استاندارد هايغلظت از شد. خوانده
 فعالیت، واحد یک .شد استفاده استاندارد منحنی رسم
 میکرومول یک دقیقه هر در که است آنزیمی مقدار

 نماید آزاد محیط در را رنگ زرد پارانیتروفنل
)Venkatesagowda et al., 2012(. سنجش براي 

 روي شده بارگذاري آنزیم ،شده تثبیت آنزیم فعالیت
 میکروتیوپ انتهاي در که آمیلوئیدي هايرشته

 و شد استفاده آنزیمی منبع عنوانبه است، باقیمانده
 تکرار عیناً بالا موارد سوبسترا، شدن افزوده از پس

 30 شدهتثبیت آنزیم براي گرماگذاري زمان گردید.
 ویژه، فعالیت تعیین براي شد. گرفته نظر در دقیقه

 محیط در موجود آنزیم غلظت میزان بر آنزیم فعالیت
  شد. تقسیم واکنش

 
  آمیلوئیدي هايرشته روي لیپاز آنزیم تثبیت
 با 2عرضی اتصالات ایجاد روش با تثبیت فرایند

 از لیترمیلی بر گرممیلی 75/0 غلظت در و گلوتارالدهید

1. pNP 
2. Cross linking 

 گلوتارالدهید از مولارمیلی 100 آمیلوئیدي، هايرشته
 گرفت. انجام لیپاز آنزیم از لیترمیلی بر گرممیلی 8/0 و

 سرم آلبومین از آمیلوئیدي هايرشته تهیه از پس
 میکرولیتر 100 میزان ماتریکس، غلظت تعیین و گاوي

 دو میکروتیوپ همان درون آمیلوئیدي، رسوبات از
 با گلوتارالدهید میکرولیتر 100 و ماندهباقی لیتريمیلی

 میکرولیتر 100 و )3X( مولارمیلی 300 غلظت
 لیترمیلی بر گرممیلی 4/2 غلظت با لیپاز آنزیم محلول

)3X( محلول تهیه براي کار این .ندشد اضافه نمونه به 
 از مولارمیلی 100( صحیح غلظت با تثبیت نهایی

 )لیپاز آنزیم از لیترمیلی بر گرممیلی 8/0 و گلوتارالدهید
 محلول ملایم زدنهمهب با تثبیت فرایند شد. انجام
 مگنت با آمیلوئیدي زمینه و گلوتارالدهید آنزیم، حاوي

 در ساعت 2 مدت براي و دقیقه در دور 100 دور با ریز
  .گرفت انجام گرادسانتی درجه 25 دماي
 

  نتایج
 تعیین جهت افزارنرم با هاداده آنالیز از حاصل نتایج

 هايلفیبری تشکیل براي پیشنهادي مدل بهترین
 شده آورده )2 (جدول در گاوي سرم آلبومن از آمیلوئیدي

 غلظت در آمیلوئیدي هايرشته تولید بهینه شرایط است.
 و درجه 80 دماي پروتئین، از لیترمیلی بر گرممیلی 35/4

-سیترات مخلوط بافر در محلول آرام زدنهمبه با همراه
 ساعت 6/72 مدت براي 49/4 برابر pH با فسفات

 از حاصل نتایج تحلیل با شرایط این آمد. دستبه
 دورانی نمایی دورنگ و مرئی سنجیطیف هايروش

 براي آزمایش انجام مراحل تمام در و است آمده دستبه
  است. شده استفاده آمیلوئیدي هايرشته تولید

 
 نتایج حاصل از طیف سنجی کنگورد 

هاي سنجی کنگورد میزان تولید رشتهبا روش طیف
گانه تعیین شد و 30هاي آمیلوئیدي در هر یک از آزمایش

نتایج بر حسب طول موج ماکزیمم و جذب در طول موج 
افزار قرار گرفت. تصاویر زیر اثر همزمان ماکزیمم در نرم

دو فاکتور (متغیر) را بر طول موج ماکزیمم و جذب در 
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  ).2و  1 هايدهد (شکلطول موج ماکزیمم نشان می
 
 
 
 

 هاي آمیلوئیدي از آلبومن سرم گاويهاي پیشنهادي براي تشکیل فیبریلبهترین مدل .2جدول 
Number temp pH Conc. Time Desirability 

1 80 49/4 36/4 9/71 995075/0 
2 80 5/4 36/4 34/72 995074/0 
3 80 51/4 31/4 54/75 994946/0 
4 80 43/4 28/4 19/74 994852/0 
5 80 57/4 42/4 85/69 994784/0 
6 80 47/4 42/4 67 994773/0 
7 80 55/4 28/4 8/77 994695/0 
8 80 62/4 38/4 51/73 994607/0 
9 80 61/4 33/4 35/76 994588/0 
10 94/79 51/4 33/4 34/74 994580/0 

 

 
 .آمیلوئیدي هايرشته تولید شاخص عنوان به کنگورد سنجیجذب از حاصل ماکزیمم موج طول میزان رب متغیر دو همزمان اثر .1 شکل
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)a( دما، و غلظت )b( و غلظت pH، )c( زمان، و غلظت )d( و دما pH، )e( و زمان و دما )f( pH زمان و 

 
 هايرشته تولید شاخص عنوان به کنگورد سنجیجذب از حاصل ماکزیمم موج طول در جذب میزان رب متغیر دو همزمان اثر .2 شکل

 زمان و f( pH( و زمان و دما )e( ،pH و دما )d( زمان، و غلظت )c( ،pH و غلظت )b( دما، و غلظت )a( .آمیلوئیدي
 
 دورانی نمایی دورنگ سنجیطیف از حاصل نتایج

)CD( 
 تولید درصد میزان دورانی نمایی دورنگ روش با

 30 هايآزمایش از یک هر در بتا آمیلوئیدي هايرشته
 افزارنرم در درصد حسب بر نتایج و شده تعیین گانه

Design Expert دو همزمان اثر 3 لشک گرفت. قرار 
 هايرشته تولید درصد بر بعدي سه صورت به را متغیر

  .دهدمی نشان آمیلوئیدي بتا

 
 صل از میکروسکوپ الکترونی گذاره نتایج حا
بتا آمیلوئید در شرایط آزمایشگاهی الیگومرها  پروتئین

کنند و پس از گذراندن ها را تولید میو پروتوفیبریل
بالغ خطی  هايرشتهدوره طولانی انکوباسیون به 

 . در شکل)Arosio et al., 2015(شوند تبدیل می
زایی که در شرایط بهینه فیبریل هارشتهحضور این  زیر

اند، با میکروسکوپ الکترونی گذاره مورد تولید شده
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  بررسی و تأیید قرار گرفت.
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 و دما )d( زمان، و غلظت )c( ،pH و غلظت )b( دما، و غلظت )a( .آمیلوئیدي بتا هايرشته تولید درصد رب متغیر دو همزمان اثر .3 شکل
pH، )e( و زمان و دما )f( pH زمان و 

 
 نتایج حاصل از تولید بستر آمیلوئیدي  

) غلظت 5براساس منحنی استاندارد برادفورد (شکل 
لیتر محاسبه گرم بر میلیمیلی 75/0فیبریل تولیدي برابر 

پروتئین در محلول رویی دقیق غلظت میزان اگر گردید. 
هزار  30 با دورساعت  2(حاصل از سانتریفوژ به مدت 

زایی و دفورد، در شرایط فیبریل) با روش برادر دقیقه دور
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 تفاضل این دو به میزان فیبریل تولیدشده پی برد.توان از زایی با هم مقایسه شوند، آنگاه میعدم فیبریل
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 ،A( 6000، )B( 27800( نماییبزرگ با زاییفیبریل بهینه شرایط در گاوي سرم آلبومین از حاصل آمیلوئیدي هايرشته تصاویر .4 شکل

)C( 77500 و )D( 100 برابر هزار 
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 تولیدشده فیبریل غلظت محاسبه و برادفورد استاندارد منحنی .5 شکل
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .شدهتثبیت و آزاد لیپاز سینتیکی هايویژگی مقایسه
 و آزاد لیپاز آنزیم سینتیکی هايویژگی پژوهش این در

 وزن شد. مقایسه هم با و گیرياندازه شده تثبیت
 سرم آلبومن از حاصل آمیلوئیدي فیبرهاي خالص
 آنزیم فعالیت و لیترمیلی بر گرممیلی برحسب گاوي
 با )IU.ml-1( لیترمیلی در آنزیمی واحد برحسب لیپاز

 گیرياندازه پالمیتات پارانیتروفنیل سنجیرنگ روش
 هايرشته نانو روي بر بارگیري قابل آنزیم میزان شد.

 عرضی هايپل ایجاد روش به شده تولید آمیلوئیدي
 اساس این بر گردید. سازيبهینه گلوتارالدهید، با

 هايرشته روي بر تثبیت قابل آنزیم میزان حداکثر
 تولید رشته از لیترمیلی بر گرممیلی 75/0( آمیلوئیدي

 این است. بوده لیترمیلی بر گرممیلی 8/0 برابر شده)

 روي بر شدهتثبیت آنزیم فعالیت سنجش با کار
 آنزیم مختلف هايغلظت در آمیلوئیدي هايرشته
 و آزاد لیپاز آنزیم سینتیکی پارامترهاي شد. انجام
 با 3 جدول در آمیلوئیدي هايرشته روي بر شدهتثبیت

 است. شده مقایسه هم
درجه  20-70گستره دمایی بررسی دماي بهینه در 

 دماي شده درگراد نشان داد که آنزیم آزاد و تثبیتسانتی
)، 6د (شکل نترین فعالیت را دارگراد بیشدرجه سانتی 50

بنابراین آنزیم مورد بررسی از لیپازهاي مقاوم به حرارت 
 pH شود. بررسی فعالیت آنزیم در گسترهبندي میطبقه
 5بهینه آنزیم آزاد از  pHد که دهنشان مینیز  4-9برابر 

شده رسیده و فرایند تثبیت موجب در آنزیم تثبیت 8به 
  ).7بهینه آنزیم گردیده است (شکل  pHافزایش 

 
 آمیلوئیدي هايفیبریل روي بر شده تثبیت و آزاد لیپاز آنزیم سینتیکی پارامترهاي مقایسه .3 جدول

pH دماي بهینه ( بهینهºC( )1-(IU.ml maxV (mM)m K فعالیت ویژه ) 1فعالیت-IU.ml( لیپاز 

 آزاد 966/0 15/24 82/589 95/1 50 5

 تثبیت شده 56/3 13/167 76/296 86/4 50 8

 

 
 گرادسانتی درجه 70 تا 20 بین آمیلوئیدي فیبرهاي روي بر شدهتثبیت و آزاد لیپاز بهینه دماي مقایسه .6 شکل
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 9 تا 4 برابر pH بین آمیلوئیدي فیبرهاي روي بر شدهتثبیت و آزاد لیپاز بهینه pH مقایسه .7 شکل

 
 آنزیم فعالیت میزان حرارتی، پایداري بررسی براي

 شد. گیرياندازه یکبار ساعت 12 هر ساعت، 120 طی
 108  مدت به گرادسانتی درجه 40 در آزاد لیپاز آنزیم

 و ساعت 84 مدت به گرادسانتی درجه 60 در و ساعت
 ساعت 24 مدت به گرادسانتی درجه 80 دماي در

 آنزیم که است حالی در این کرد. حفظ را خود فعالیت
 در ساعت، 120 مدت به درجه 40 دماي در شدهتثبیت

 درجه 80 دماي در و ساعت 72 مدت به درجه 60
 حفظ را خود فعالیت ساعت 24 مدت هب گرادسانتی
 آنزیم که استمعن بدان این ).8 (شکل است کرده

 پایداري گرادسانتی درجه 40 دماي در فقط شدهتثبیت
 است. داشته آزاد حالت به نسبت بیشتري

 
 گیري و نتیجهبحث 

دهد که نشان می 1یدورانی مطالعات دو رنگ نمای
درصد  7/48ساختار دوم آلبومین سرم گاوي داراي 

 هدرصد پیچ 7/30و  2درصد دور 9/10مارپیچ آلفا،  

1. Circular dichroism 
2. Turn 

ن سرم یباشد. در آلبومصفحات بتا میو فاقد  3تصادفی
بالا به دور  يآلفا در دما مارپیچ ساختارهاي گاوي کلیه

وجود هاي آمیلوئیدي را بهشده و رشتههم جمع 
از نظر مورفولوژي مانند کرم  هااین رشته. آورندمی

چنین  .)Chan et al., 2012(هستند کشیده 
هاي اتصال رنگ مثل توان با روشساختارهایی را می

و قرمز  )Lindberg et al., 2015( تی یوفلاوینت
 ,.Millucci et al., 2009; Arasteh et al(کنگو 

2012; Clark et al., 2014( ، ردیابی و تشخیص
ارزان و در دسترس دلیل آلبومن سرم گاوي به داد. 

عنوان منبع پروتئینی براي فیبریل زایی بهبودن 
. براي این کار، پروتئین طبیعی براي زمان استفاده شد

) و دماي pIپائین (کمتر از  pHمشخصی در شرایط 
. )Tokunaga et al., 2015(لا قرار داده شد با

هاي بسیار پایین ناپایدار pHها در بسیاري از پروتئین
و  است يآلبومن سرم گاوي پروتئین پایدار ،اما هستند

هاي پایین به تنهایی موجب القاي pHاستفاده از 
. بنابراین در کنار آن شودتشکیل تجمع آمیلوئیدي نمی

3. Random coil 
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مطالعات  .شدگراد استفاده درجه سانتی 80از دماي 
 مايبه بیش از دپیشین نشان داده که افزایش دما 

هاي آمیلوئیدي را تواند تشکیل تجمعفیزیولوژیک می

  .)Wang et al., 2010( بالا ببرد
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 گرادسانتی درجه 80 (ج) و درجه 60 (ب) درجه، 40 (الف) در شدهتثبیت و آزاد لیپاز حرارتی پایداري مقایسه .8 شکل

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 توانایی سنجش مطالعه، اول بخش در کلی هدف
 براي آلفا تمام ساختار با گاوي سرم نیآلبوم پروتئین
 در بتا صفحات از غنی ايرشته ساختارهاي تشکیل
 در .است بوده آن سازيبهینه و مختلف شرایط
 تولید القاي براي متفاوتی شرایط از مختلف اتمطالع
 گاوي سرم نیآلبوم پروتئین در آمیلوئیدي اتتجمع

 & Holm et al., 2007; Kim( است هشد استفاده
Shin, 2016(. هايتجمع تشکیل ،مطالعه این در 

 pH دما، پروتئین، غلظت مختلف شرایط در آمیلوئیدي
 سازيبهینه 1سطح پاسخ روش از استفاده با زمان و

 هر بعدي، سه تصاویر از حاصل نتایج به توجه با .شد
 تولید فرایند در دخیل متغیرهاي میزان در تغییر گونه
 تولید میزان کاهش موجب آمیلوئیدي هايرشته
 بوده آنزیم تثبیت بستر عنوانبه آمیلوئیدي هايرشته
 که است مطلب این بیانگر وضوح به مطلب این است.
 جهت آمیلوئیدي بستر از کافی میزان تولید براي

 ممکن شرایط بهترین در تولید فرایند باید تثبیت،
 تولید براي سازيبهینه فرایند رواین از شود. انجام
  بود. خواهد ضروري آمیلوئیدي هايرشته
 

1. Response Surface  

 آنزیم تثبیت براي مناسب روشی عرضی پل ایجاد
 است لیپاز

 با شدهتثبیت هايکاتالیست بیو سنتز اخیر هايسال در
 مورد مناسب روش یک عنوانبه کوالانسی اتصالات

 در تثبیت روش این مزایاي از است. گرفته قرار توجه
 به توانمی کوالانسی غیر پیوند هايروش با مقایسه
 صرفه و بالا استحکام متمرکز، بسیار آنزیمی فعالیت
 .)Torres et al., 2013( کرد اشاره هزینه در جویی

et al Zhao ,.( 2سازيپوشینه هايروش در مقابل در
 )et al Sakai ,.2010( 3سطحی جذب و )2013
 رهاسازي نیز و انجام سهولت و سادگی از گذشته
 داراي شدهتثبیت آنزیم ولی دارند، که مناسبی آنزیمی
 دور چند از پس معمولاً و نبوده محکم و ثابت اتصال

 هايرشته تحقیق این در شود.می جدا بستر از استفاده
 یک عنوانبه گاوي سرم آلبومین از حاصل آمیلوئیدي

 هايپل ایجاد پایه بر لیپاز آنزیم تثبیت در مناسب بستر
 گلوتارالدهید هايمولکول از حاصل عرضی کوالانسی

 سایر به نسبت روش این گرفت. قرار استفاده مورد
 و تکاتالیس احیاي و بازیابی سهولت علت به اهروش

2. Encapsulation 
3. Adsorption 
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 .است توجه مورد محصولات تخلیص سادگی نیز
 و بهینه pH و دما ویژه، فعالیت آنزیم، فعالیت بهبود

 شدهتثبیت آنزیم در پایین دماهاي در حرارتی پایداري
 این موفقیت بر يتأیید خود آزاد همتاي به نسبت
 اهشک معمولاً اما است. بوده لیپاز تثبیت در روش

 از استفاده کاهش موجب شدهتثبیت آنزیم فعالیت
 شده شیمیایی هايروش به نسبت زیستی فرآیندهاي

 mK و maxV بودن بالا .)et al Cao ,.2016( است
 افزایش بر يتأیید شدهتثبیت لیپاز براي پایین

 فرم به تنسب شده تثبیت آنزیم يزورکاتالی کارآرایی
 بستر یک کهاین به توجه با البته است. بوده آزاد

 ما دسترس در زیاد و متنوع فعال هايگروه با پروتئینی
 تثبیت هايروش سایر از استفاده است، گرفته قرار

 آینده دورنماي از بخشی عنوان به تواندمی نیز آنزیم
  شود. مطرح تحقیق این

 
 بهبود شدهتثبیت لیپاز در سینتیکی پارامترهاي برخی
  اندیافته

 شوندمی حاصل مختلف آنزیمی منابع از که لیپازهایی
 دارند مختلف هايواکنش براي متفاوتی هايویژگی

)Fukuda et al., 2001(. از که حاضر پژوهش در 
 حداکثر گردیده استفاده سپاسیا سودوموناس لیپاز

 )mK( منتن میکائیلس ثابت و )maxV( واکنش سرعت
 توسط آزاد و شدهتثبیت آنزیم براي 3 جدول مطابق
 در پالمیتات پارانیتروفنیل هیدرولیز در اولیه سرعت
 لیتر)میلی بر گرممیلی 1 تا صفر( مختلف هايغلظت

 مشابهی مطالعات .شد گیرياندازه بهینه زمان و دما در
 و آزاد لیپاز سینتیکی فاکتورهاي مقایسه مورد در
 ;Guit et al., 1991( است گرفته صورت شدهثبیتت

Ray, 2012; Kumar et al., 2014; Nickpour .
& Pazouki, 2014(. نیاز مورد آنزیم اپتیمم غلظت 

 مرحله این در واقع در شد. گیرياندازه تثبیت فرایند در
 ها،فیبریل روي بر آنزیم از مختلف هايغلظت براي

 حاصل نتایج گرفت. انجام جداگانه طورهب تثبیت فرایند
 را لیپاز آنزیم از لیترمیلی بر گرممیلی 75/0 میزان

 فعالیت دادند. نشان آنزیمی غلظت بهترین عنوانهب
 برابر چهار حدود آزاد فرم به نسبت شدهتثبیت آنزیم
 کارایی افزایش بیانگر مطلب این است. شده بیشتر
 جایگاه بیشتر قرارگیري دسترس در احتمالاً و آنزیم
 تثبیت آنزیم ویژه فعالیت است. سوبسترا براي فعال
 افزایش این است. یافته بهبود برابر 7 حدود نیز شده

 میزان گیرچشم افزایش به توانمی را ویژه فعالیت در
 کوالانسی تثبیت فرایند طی آنزیم پذیريانعطاف
 دانست. مرتبط گلوتارالدهید هايمولکول توسط

 نشان maxV و mK به مربوط مقادیر میزان بر مروري
 به حدوداً شدهتثبیت آنزیم مورد در mK پارامتر دهدمی

 از .است رسیده آزاد آنزیم در مربوطه میزان نصف
 گرایش یا تمایل میزان بیانگر mK پارامتر کهآنجائی

 بسیار مطلب این باشد،می خود سوبستراي به آنزیم
 دهدمی نشان mK میزان کاهش کند.می پیدا اهمیت

 پارامتر این در زیادي بهبود تثبیت فرایند اثر در که
 حضور به نسبت شدهتثبیت آنزیم و شده ایجاد

 موید مطلب این است. شده ترحساس بسیار سوبسترا
 هايجایگاه تثبیت فرایند حین در که است واقعیت این

 امکان حتی و مانده باقی آزاد زیادي حد تا آنزیم فعال
 تسهیل فعال جایگاه دهانه به سوبسترا خروج و ورود
 مربوط maxV میزان که داد نشان هابررسی است. شده

 برابري نیم و دو حدود افزایش شدهتثبیت آنزیم به
 تواندمی آنزیم ماکزیمم سرعت افزایش .است داشته

 باشد تثبیت فرایند اثر در لیپاز انعطاف افزایش دلیل به
 است. ضروري امري آنزیم مناسب فعالیت براي که

 )7 شکل( در طورکههمان بهینه، pH مورد در
 آنزیم هردو براي ايزنگوله نماي است شده داده نشان

 تثبیت فرایند و شودمی مشاهده شدهتثبیت و آزاد
 این است. شده 8 به 5 از بهینه pH افزایش موجب
 آنزیم سینتیکی ویژگی بر را تثبیت فرایند اثر مطلب
 تغییر تثبیت فرایند کهدرحالی دهد،می نشان شدهتثبیت
 و نکرده ایجاد شدهتثبیت آنزیم بهینه دماي در خاصی
 50 دماي همان آنزیمی فرم دو هر براي بهینه دماي
 دهندهنشان احتمالاً مطلب این .است گرادسانتی درجه
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 pH تغییر ولی است لیپاز حرارتی استقامت و پایداري
 یونیزاسیون الگوي تغییر که دهدمی نشان بهینه

 مطلب این است. مؤثر آنزیم ساختار روي همچنان
 تأیید شدهتثبیت لیپاز سطح در را باردار هايگروه وجود

 ,.Borrelli & Trono, 2015; Luo et al( کندمی
 به پایین یا بالا دماي در حرارتی پایداري .)2016
 ،دارد بستگی آنزیم استحکام و پذیريانعطاف

 درجه در ترسخت و سفت ساختار یک کهطوريبه
 Borrelli( است بالاتري مقاومت داراي بالا حرارت

& Trono, 2015(. و آزاد لیپاز شکل دو هر 
 24 تا درجه 80 دماي در حاضر مطالعه در شدهتثبیت
 تحقیقات دیگر سوي از ند.بود فعالیت داراي ساعت
 بستر بر شدهتثبیت آنزیم که داده نشان پیشین

 بار توزیع و سطحی خواص تأثیر تحت عمدتاً پروتئینی
 آزاد حالت به نسبت بالاتري پایداري داراي پروتئین

 & Kumar et al., 2014; Nickpour( باشدمی
Pazouki, 2014; Borrelli & Trono, 2015(. در 

 40 دماي در لیپاز شدهتثبیت آنزیم نیز حاضر مطالعه
 ،ساعت 120 تا خود فعالیت حفظ با گرادسانتی درجه
 108( آزاد حالت به نسبت بالاتري حرارتی پایداري داراي

 نانو روي بر لیپاز آنزیم تثبیت با است. بوده ساعت)
 از گاوي سرم آلبومین از حاصل آمیلوئیدي هايبیوفیبریل

 از اعم آنزیم هايویژگی تمام تا بود خواهیم قادر پس این
 یک صورتهب را زیستی هايمحیط در لیپید تجزیه

 داشته پروتئینی زمینه یک روي بر شده تثبیت مجموعه
 خواهد را امکان این ما به بعد مرحله در کار این باشیم.

 روي شدهتثبیت گرکاتالیز یک عنوانبه را آنزیم تا داد
 ،زیست هايسیستم با سازگار المقدورحتی ساختارهاي

 داشته دسترس در سازگارزیست مجموعه یک صورتبه
  باشیم.

  يسپاسگزار
 پژوهش این کیفی يارتقا در را ما که دوستانی تمام از

  .گرددتشکر و قدردانی می نمودند، یاري
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