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 همقدم -1

مشتق شده از  یدهایاز ساکار یمخلوط دهایگوساکاریگالاکتول

 ماندهیباق کیو  دیلاکتوز هستند که از دو تا هشت واحد ساکار

 ریدر ش باًیتقر دهایگوساکاریشده است. گالاکتول لیگلوکز تشک

است که  کیوتیب یاثر پر کی یهمه پستانداران وجود دارد و دارا

سلامت و  یگذارد که برایم ریتأث یفلور گوارش کرویم بیبر ترک

 دهایگوساکاری. در حال حاضر، گالاکتول[1]است دیفم زبانیرفاه م

 ونیلاسیواکنش ترانس گالاکتوز کی قیعمدتاً از لاکتوز از طر

شامل  سمیمکان نیا شود، یم دیتول دازیگالاکتوزβ- میتوسط آنز

 لیگالاکتوز یمیکمپلکس آنز کی لیگلوکز و تشک یآزادساز

(EGal )یدیکوزیگل وندیجدا شدن پ لیاست که به دل β-1،4 

-Eکمپلکس . [2]است کیلینوکلئوف نهیآم دیاس کیلاکتوز توسط 

gal کننده  دیه مولکول فروکتوز تولگالاکتوز را ب تواند یمتعاقباً م

 دهنده لیلاکتوز تشک یها مولکول ریسا ایلاکتولوز 

 گریکدیکه هر دو واکنش با  ،منتقل کند دیگوساکاریگالاکتوال

-O-β-D-4لاکتولوز ). [3] هستند یرقابت

galactopyranosyl-D-fructose فعال  دیساکار ید ک( ی

در  کیوتیماده پروب کیاست که به عنوان دارو و به عنوان  یستیز

لاکتولوز توسط سنتز  .شودیاستفاده م فراسودمند یغذاها

توسعه های اخیر در سالاما  ، [4]شودیم دیتول ییایمیش

بیشتر مورد توجه قرار  ستیز طیسازگارتر با مح یندهایفرآ

از حاصل  دازیگالاکتوز-βگرفته است؛ که در این بین 

Aspergillus oryzae است که به طور گسترده در  آنزیمی

 کیمحصولات بدون لاکتوز به عنوان  دیتول یبرا یلبن عیصنا

-یبه عدم تحمل لاکتوز استفاده م تلاافراد مب یبرا ییمکمل دارو

 بدن یمنیا شیواکنگاو ریش نیبه پروتئ یآلرژ؛ از طرفی [5] شود

در  ها یآلرژ نیتر عیشاو یکی از گاو  ریش یهانیدر برابر پروتئ

 کیکه به عنوان گاو ریش نیبه پروتئ یآلرژ. نوزادان است نیب

با  یادیتوان تا حد زیرا م دشویم دهیدر جهان د عیشا یماریب

-می. پروتئازها آنز[6] کاهش داد نیگاو بدون پروتئ ریمصرف ش

 یدهایو اس دهایها را به پپتنیپروتئ ،زیدرولیهستند که با ه ییها

 یگاو ریش دیها در تولتوان از آنیم نیکنند. بنابرایم لیتبد نهیآم

؛ که در دشوینم نیبه پروتئ تیحساس جادیاستفاده کرد که باعث ا

است  نیسر دازیپپت کی، سیرموف یکنیل لوسیباسپروتئاز  این بین

در و  دهدیم لیرا تشک دهایها پپتنیپروتئ زیدرولیکه با ه

غذا و  یندهایفرآ ،ییغذا یهااز جمله مکمل یمختلف یکاربردها

 هاستفاد نیدهنده و پردازش پروتئ لیتوسعه مواد تشک ،یدنینوش

و بودن مقرون به صرفه یی نظیر ایمزاولی با وجود  .[7]شودیم

 سهیدر مقاها ها و قارچهای حاصل از باکتریآنزیم یطیمح ستیز

 یدشوار لیاستفاده از آن به دل ،ییایمیش یزورهایبا کاتال

 یدست نییپا دهیچیاز مخلوط واکنش، پردازش پ میآنز یجداساز

 تیتثب؛ بنابراین [8]استبا مشکل مواجه  محصول یو خطر آلودگ

 زیاست. کاتال بیمعا نیغلبه بر ا یبرا یدیکل یفناور کی میآنز

 ستیوکاتالیآسان و استفاده مجدد از ب یابیفاز ناهمگن امکان باز

 وستهیپ یندهایکند، که به نوبه خود امکان توسعه فرآیرا فراهم م

با  یاتیعمل یو کاربرد در انواع مختلف راکتورها و حالت ها

 یاتیثبات عمل ن،یعلاوه بر ا. کندیکنترل واکنش بهتر را فراهم م

و  میآنز یژگیو شیممکن است باعث افزا ،دهدیم شیرا افزا

ساختار  میآنز تیتثب، همچنین ها شودمقاومت در برابر مهارکننده

را  یمختلف یها روش .[9]کندیتر متر و نامحلولآن را سفت

از  شهیاستفاده کرد، اما صنعت هم میآنز تیتثب یبرا توان یم

 نیشتری. بکند یصرفه استفاده م به ساده و مقرون یها روش

به دام  ای)جذب  یکیزیف تثبیت هیمورد استفاده بر پا یها روش

( یو اتصال عرض یکووالانس وندی)پ ییایمی( و شیکیزیافتادن ف

 یترروش مناسب یاتصال کووالانس؛ که در این بین [10]است

تثبیت  میآنز رایهمه کاربردها است ز یها و برامیهمه آنز یبرا

انتخاب ؛ همچنین دهدیخود را از دست نم تیفعال یبه راحت شده

 یسادگ س،یماتر تیبه ماه میآنز تیتثب مناسب به منظور سیماتر

مچنین . ه[11] شودیمربوط م میروش و استفاده هدفمند از آنز

ها و  نانولوله اف،یاشکال مختلف نانوساختار مانند نانوذرات، نانوال

 میآنز تیتثب یبرا دیجد یها بانیبه عنوان پشت ها تینانوکامپوز

هستند که منجر  یسطح بزرگ یدارا ترکیبات نیا. اند استفاده شده

بالا  میآنز یجمح تیفعال جهیبالا و در نت یمیآنز یبه بارگذار

 یکربن یهااشکال مختلف نانومواد، نانولوله انیم . درشود یم

 یسازگار ستیو ز یحرارت ،یکیمکان ،یخواص ساختار یدارا

 ندیتوان با فرآینانومواد را م یی. کارا[12] هستند یمنحصر به فرد

نانومواد  یسطح یعاملدارساز. عامل دار کردن سطح بهبود داد

به  یسطح آنها برا یمطلوب بر رو یعامل یهاگروه وندیشامل پ

 یساز عامل نیا. دست آوردن نانومواد با خواص مطلوب است
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بگذارد،  ریتأث ها میها با آنز کنش آن و برهم یدگبر پراکن تواند یم

 شده تیتثب میآنز یزوریکاتال تیفعال یتوجه به طور قابل نیبنابرا

خواص شناسایی . بنابراین هدف از این مقاله [13]دهد یم رییرا تغ

بتا ت آنزیم بر های تثبیت شده و بررسی فعالیت آنزیم و تثبآنزیم

گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه و پروتئاز باسیلوس لیکنی 

 باشد. ای میهای کربنی چند دیوارهنانولوله -فورمیس برروی آمینو

 

 هامواد و روش-2

 مواد -1-2

β-از  دازیگالاکتوزAspergillus oryzae )آنزیم پودری( 

)آنزیم محلول( توسط   Bacillus licheniformisپروتئاز

گرم  14.1ایالات متحده آمریکا با چگالی ، Troy, VAشرکت )

درجه سانتی گراد و وزن  100بر سانتی متر مکعب و نقطه ذوب 

-Amino( ارائه گردیده است. گرم بر مول 340مولکولی 

MWCNT  ( :10 طول نانومتر، 30-10 قطر ،٪99خلوص 

ی، سرم گاو نیآلبومو کارناتاک، هند( ) برند شرکت ( ازکرومترمی

 دیفسفات، اس دروژنیه ید میسد م،یسد دیدروکسیه ن،یکازئ

برند گلوکز از  یفنل و د م،یسد تیلاکتوز، سولف ک،یدریکلر

-3،5 دی. اسندشد یداریخرشرکت )مرک، آلمان( 

dinitrosalicilic (DNS)  ازAlfa Aesar (Kandel ،

)نمک روشل( از  میسد میشد. تارتارات پتاس یداریآلمان( خر
VWR Prolabo Chemicals (Leuven Belgium) 

دارمشتات، ) Merck Milliporeاز  دیآز میشد. سد یداریخر

 + Carl Roth GmbHاز  L-Tyrosinشد.  یداریآلمان( خر

Co. KG (خر )ییغشا یلترهایشد. ف یداریکارلسروهه، آلمان 

متر(  یلیم 47قطر غشاء  کرومتر،یم 0.45)قطر منافذ  تروسلولزین

 شد. یداری، آلمان( خرWertheim) ISO-LABاز 

 

 هاروش-2-2

 ها میآنز تیتثب2-2-1-

 یکنیل لوسیو پروتئاز باس زهیاور لوسیآسپرژ دازیگالاکتوز بتا

( به MWCNT-NH3) یبه صورت جداگانه بررو سیفورم

 مینسبت آنز رینظ ییپارامترها ری. تاثشد تیتثب یصورت کووالانس

و  تیزمان تثب ت،یتثب یمحلول ها تهیو مولار pH، یسبه ماتر

مورد برآورد قرار گرفته و  تیو راندمان تثب تیفعال یبررو رهیغ

 گردید. یساز نهیبه تیتثب طیشرا

 یعامل یکربن یابتدا نانو لوله ها میآنز تیتثب در

 میبا آنز ونی( و سپس با روش انکوباسfunctionalzedشده)

شده  جادیا یعامل یبا گروه ها یکووالانس وندیتا پ گردیدماریت

و همکاران  Cakmakciمطابق روش تثبیت . گردد لیتشک

 .[14] ( انجام شد2016)

 1از معادله  زهیاور لوسیآسپرژ دازیبتاگالاکتوز تیفعال نییتع یبرا

 ایقند اح زانیم شیافزا یریو اساس روش اندازه گشد استفاده 

 .[15] باشد یلاکتوز م زیدرولیه شرفتیکننده در اثر پ

1 Activity Yield(%) = 
𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 𝑜𝑓 𝑖𝑚𝑚𝑜𝑏𝑜𝑖𝑖𝑧𝑒𝑑 𝑒𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 𝑜𝑓 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑏𝑙𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒
 ×100 

 

 شود.  یاستفاده م 2از معادله  تیراندمان تثب یبرا  

2 Immobilization Yield(%) = 
𝐸𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒 𝑢𝑠𝑒𝑑 𝑓𝑜𝑟 Immobilization −enzyme in filtrate 

𝐸𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒 𝑢𝑠𝑒𝑑 𝑓𝑜𝑟 Immobilization 
 

 لاکتاز تیفعال نییتع2-2-2-

 5لاکتوز، به مقدار  یها ( از محلولw/vدرصد ) 1ابتدا،  در

 25 میسد دروژنیه یبا استفاده از محلول پوسفات د تر،یل یلیم

تثبیت  میآنز یبرا 5.5آزاد و  میآنز یبرا pH 4.5) مولار یلیم

 AOG(Aspergillusاز  تریکرولیم 200شد. سپس،  هیشده( ته 

oryzae β-galactosidase)  گرم از  0.317 ایآزادAOG 

محفظه با تکان  کیبا آن مخلوط شد و در  بیشده به ترت تثبیت 

 قهیدق 60به مدت  گرادیدرجه سانت 55 یدر دما ف،یدادن خف

مخلوط واکنش به  یها از نمونه تریکرولیم 200واکنش داده شد. 

 قهیدق 10آب مقطر افزوده شده و به مدت  تریکرولیم 1800

 لیگلوکز تشک-Dشوند. مقدار  رفعالیغ ها میجوشانده شد تا آنز

 575موج  یجذب آن در طولان یریگ با استفاده از اندازه هشد

(، با UV) ورابنفشاسپکتروفتومتر ما کینانومتر با استفاده از 
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 فیتعر AOG تیواحد فعال کیشد.  نیی( تع1959) لریروش م

هر  ت،یآزمون فعال نهیبه طیکه در شرا یمیشد به عنوان مقدار آنز

 .دنده یم لیتشک زگلوکز از لاکتو-D کرومولیم 1 قهیدق

 ییایپروتئاز قل تیفعال نییتع-2-2-3

( که با استفاده ی/حجمی% وزن1) نیکازئ یها از محلول تریل یلیم 5

شده  هی( تهpH 7.5) مولار یلیم 25 میاز محلول پوسفات سد

 BLP(Bacillusاز  تریکرولیم 200بود، با حجم 

licheniformis protease)  گرم از  0.286 ایآزادBLP 

 قهیدق 60به مدت  گرادیدرجه سانت 70 یشده در دما تثبیت 

مخلوط  یها از نمونه تریکرولیم 400واکنش داده شد. سپس، 

 10آب مقطر افزوده شده و به مدت  تریکرولیم 3600واکنش به 

-Lشده  لیشود. مقدار تشک رفعالیغ میجوشانده شد تا آنز قهیدق

 کیجذب آن با استفاده از  یریگ با استفاده از اندازه نیروزیت

( کای، آمرUV-6300PC ،Radnor) ورابنفشاسپکتروفتومتر ما

 کیشد.  نیی( تعLewis ،1980نانومتر ) 274 جمو یدر طولان

 طیکه در شرا یمیشد به عنوان مقدار آنز فیتعر تیواحد فعال

 نیاز کازئ نیروزیت-L کرومولیم 1 قهیهر دق ت،یآزمون فعال نهیبه

 .دهد یم لیتشک

 تجزیه و تحلیل آماری -4-2-2

 کسری برای مطالعه اثر هفت فاکتور 2kدر این روش ازطرح 

فعال سازی، مولاریته گلوتارآلدئید،  pH) 1طبق جدول پیوسته 

 محلول بافر، مولاریته محلول بافر، مقدارpHزمان فعال سازی، 

MWCNT-NH3- گلوتارآلدئید و زمان تثبیت( راندمان تثبیت

و فعالیت آنزیمی استفاده شد. سطح خطای نوع اول در این 

-Designدر نظر گرفته شد. از نرم افزار 0.05مطالعه برابر

expert برای آنالیز داده ها و رسم نمودار ها استفاده  13رژن و

 شد.

 

Table 1. Statistical plan for Immobilization and activity of enzymes 

 

 Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 Factor 6 Factor 7 

Run A:Act.pH B:Molarity of 

glutaraldehyde 

(mM) 

C:Activation 

time(h) 

D:Buffer 

pH 

E:Molarity of 

the buffer 

solution(mM) 

F:MWCNT-

NH2-

glutaraldehyde 

amount(mg/mg 

Enzyme)  

G:Immobilization 

time(h) 

        

1 3 100 8 8 25 100 8 

2 8 100 1 8 100 25 1 

3 3 500 1 3 100 25 1 

4 3 100 1 8 25 25 8 

5 8 100 8 8 25 25 1 

6 5.5 300 4.5 5.5 62.5 62.5 4.5 

7 8 100 8 3 100 25 1 

8 5.5 300 4.5 5.5 62.5 62.5 4.5 

9 3 100 8 8 100 25 1 

10 3 500 1 3 25 100 8 
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11 3 100 1 8 100 100 8 

12 8 500 1 3 100 100 8 

13 8 500 1 8 25 100 8 

14 8 500 8 3 25 100 8 

15 3 500 1 8 100 100 1 

16 5.5 300 4.5 5.5 62.5 62.5 4.5 

17 3 500 8 3 25 25 1 

18 3 100 1 3 100 100 1 

19 3 100 8 3 25 100 1 

20 8 100 1 3 25 100 8 

21 8 100 8 8 100 25 8 

22 8 500 1 3 25 100 1 

23 3 500 8 8 25 25 8 

24 3 100 1 8 25 100 1 

25 8 500 1 8 25 25 1 

26 3 500 8 3 100 100 1 

27 3 500 8 3 100 25 8 

28 8 500 8 8 100 25 1 

29 8 100 8 8 100 100 1 

30 8 500 8 8 100 100 8 

31 3 100 8 3 25 25 8 

32 5.5 300 4.5 5.5 62.5 62.5 4.5 

33 8 100 1 3 100 25 8 

34 5.5 300 4.5 5.5 62.5 62.5 4.5 

35       8     500 1 3 25 25 8 

 

 

 نتایج و بحث-3

 نتایج فعالیت آنزیم پروتئاز  -1-3

 pH وستهیاثر هفت فاکتور پدر این مطالعه نتایج تجزیه واریانس 

محلول pH ،یزمان فعال ساز د،یگلوتارآلدئ تهیمولار ،یفعال ساز

 دیگلوتارآلدئ-MWCNT-NH3محلول بافر، مقدار  تهیبافر، مولار

ی در جدول میآنز تیو فعال تیراندمان تثب یبر رو تیو زمان تثب

آمده است. اثر این هفت فاکتور هم در مورد راندمان تثبیت و  2

( و میزان P<05/0هم فعالیت آنزیمی معنادار بدست می باشد )

( نیز غیر معنادار بودن Lack of Fitشاخص عدم برازش مدل )

شانگر برازش مدل جهت پاسخ به تغییرات را نشان می دهد و ن

 می باشد. 

 لوسیپروتئاز باس معادله اثر فاکتورها بر روی فعالیت آنزیمی



 ...تثبیت کووالانت بتا گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه                            و همکاران                                    یاسین طاهر

213  

با  ای وارهیچند د یکربن ینانولوله ا نویآم یبررو سیفورم یکنیل

R
2
 5به صورت معادله شماره  Adjusted R²=0/77و  0/80=

  بدست آمد.

(3) Protease Activity =52.30-5.59C+1.57D-

7.13F+23.23G+11.15DG 

 

Rشاخص 
بالاست و نشان دهنده مناسب بودن مدل بدست آمده  2

 درصد از تغییرات پیش بینی کند. 77بوده و این مدل می تواند 

 

خارج  یاز محدوده خنث یبه طور قابل توجه pH که یطیشرا در

 یدهاینواسیآم یدهایاس کیلیو کربوکس ینیآم یها شود، گروه

 یونیآ راتییتغ نی. اکنند یم لیتبد یوننیرا به شکل آ میآنز

 فیداده و باعث ضع رییرا تغ میآنز یساختار سه بعد تواند یم

علاوه بر  .ت آن شودیبه سوبسترا و کاهش فعال میشدن جذب آنز

 نیو ا شود یوارد م میبه آنز یحرارت یبالا، انرژ یدر دماها ن،یا

در ساختار  رییتغ نی. اشود یآن م یدر ساختار سه بعد رییباعث تغ

 .شود میآنز تیرفتن فعال نیاز ب ایممکن است باعث کاهش 

 ماتیبا آنز تواند یم یفلز نیسنگ یها ونیحضور  ن،یهمچن

آن را کاهش  تیداده و فعال رییرا تغ میمتصل شده و ساختار آنز

 میفعال آنز یها به گروه توانند یم ها ونی نیکند. ا رفعالیغ ایدهد 

 ,16] کنند جادیآن ا یدر ساختار سه بعد راتییمتصل شده و تغ

بالا، حضور  یدما د،یشد pH که یطیدر شرا جه،ینت در. [17

وجود داشته باشد،  گریو مواد نامطلوب د یفلز نیسنگ یها ونی

باعث  نیو ا شود یم بیتخر یخنث یساختار محکم پروتئازها

 [18] شود یم میآنز تیشدن فعال رفعالیغ یحت ایکاهش و 

 

Table 2. Analysis of variance the effect of factors on the covalent immobilization of Aspergillus oryzae 

beta-galactosidase and Bacillus licheniformis protease, as well as enzyme activity on multi-walled carbon 

nanotubes 

Lactase 

immob 

Lactase 

Activity 
Protease immob 

Protease 

Activity 
Factor 

12319.74** 698.24** 3614.26** 
4158.82** Model 

143.07NS 3.02NS 0 0 A-Act.Ph 

902.05** 576.19** 0 0 B-Molarity of glutaraldehyde (mM) 

78NS 3220.84** 741.74NS 851.95 ** C-Activation time(h) 

825.81** 50.23NS 264.93NS 73.46 ** 
D-Buffer pH 

0.15NS 957.32** 308.17NS 0 E-Molarity of the buffer solution(mM) 

582.17** 5.07NS 47.86NS 1418.17 ** F-MWCNT-NH2-glutaraldehyde amount(mg) 

1376.27** 1679.09** 21509.54** 16013** 
G-Immobilization time(h) 

1799.70** 0 0 0 AC 

2029.24** 0 0 0 AD 

449.57** 0 0 0 AE 

0 1196.60** 
0 0 AF 

283.31NS 0 0 0 AG 
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942.54** 0 0 0 BE 

0 126.16NS 0 0 BG 

0 0 1952.21** 0 CE 

0 1324.25** 0 0 CF 

0 122.03NS 0 0 DE 

402.13** 0 1712.58** 0 DF 

0 0 0 3552.03 ** DG 

0 140.89NS 0 0 FG 

7856.77 1171.91 2604.43 6561.92 Curvature 

68.61 35.66 208.42 176.86 Residual 

68.61NS 35.66NS 208.42NS 176.86NS Lack of Fit 

0.89 0/92 0/82 0.8077 R2 

0.83 0/87 0/77 0.7733 Adj-R2 

17.93 9.05 26/78 23.22 CV% 

 

NS** 0.05نشاگر معنادار در سطح احتمال   : غیرمعنادار و 

 

 

Figure 1. Contour plot of the effect of buffer pH and incubation time on enzyme activity. 

پروتئازها،  ژهیو تیفعال یبرا نهیبه طیبا توجه به شرااز طرفی  

، pHمانند  ییدر پارامترها شانیها بر اساس تفاوت توان یآنها را م

 ،یکیتیکاتال یها سمیفعال و مکان گاهیجا ،یداریسوبسترا، دما، پا

 تیبه ماه کیتیپروتئول یها میآنز یها یژگیکرد. و یبند دسته
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. [19] دارد یشونده بستگ زیدرولیباند ه کینزد نهیآم یدهایاس

 میبه سه دسته تقس تیلفعا یمناسب برا pHپروتئازها بر اساس 

 یو پروتئازها یخنث یپروتئازها ،یدیاس ی: پروتئازهاشوند یم

، 6تا  pH 2در بازه  یدیاس یپروتئازها تی. حداکثر فعالییایقل

در  ییایقل یو پروتئازها 7.5تا  pH 6.5در بازه  یخنث یپروتئازها

نقش  یسلول برون یکروبیم یاست. پروتئازها 11تا  pH 8بازه 

 زیدرولیمولد را با انجام ه یها سمیارگان هیدر تغذ یاتیح

کوچکتر، قابل جذب  یبزرگ به مولکولها یدیپپت یپل یمولکولها

 انیم یسلول یها ستمیس هی. در کلکنند یم فایتوسط سلول، ا

است  نیپروتئ بیکه شامل سنتز و تخر یکیمتابول یندهایفرآ

 یندهایفرآ نیدر ا یدرون سلول یوجود داشته و پروتئازها عادلت

 یخنث یپروتئازها .کنندی م یباز یاتینقش ح ینیپروتئ ینوساز

هستند  یکم یکاربرد صنعت یانواع پروتئازها دارا گرینسبت به د

ی م دیتول لوسیو آسپرژ لوسیباس یها گونه و معمولاً توسط

. در خصوص اثر منفی  بر فعالیت پروتئازی می [21. 20] شوند

 دیگلوتارآلدئ-MWCNT-NH3 مقدار یمنف ریتأثن گفت که توا

به علت تداخل با ساختار و  تواند یپروتئاز م میآنز تیبر فعال

 میآنز تیفعال یبرا نهیبه طیدر شرا رییتغ ای میآنز یعیعملکرد طب

  [22].باشد

 MWCNT نانومواد،  کی( به عنوان وارهیچند د ی)نانولوله کربن

. کند یاعمال م یراتیأثت ها میآنز تیفعال یبه طور معمول بر رو

متصل شوند و ساختار و  ها میبه آنز توانند یم یکربن یها نانولوله

-MWCNT-NH3 نجا،یدهند. در ا رییرا تغ میآنز تیفعال

 رییو احتمالاً باعث تغ شود یم تصلپروتئاز م میبه آنز دیگلوتارآلدئ

بر  علاوه .شود یپروتئاز م کیتیکاتال زمیمکان ای یکیزیدر ساختار ف

 طیدر شرا رییپروتئاز ممکن است به علت تغ میواکنش آنز ن،یا

. به عنوان مثال، ردیقرار بگ ریتحت تأث میآنز تیفعال یبرا نهیبه

 رییممکن است باعث تغ دیگلوتارآلدئ-MWCNT-NH3 مقدار

 میآنز تیفعال یبرا ازیمورد ن یپارامترها ریسا ای، دما pH  در

 .[24. 23] شود یآن م تیفعال هشپروتئاز شود، که موجب کا

باعث  تواند یم دیگلوتارآلدئ-MWCNT-NH3مقدار  ن،یبنابرا

آن  تیفعال یبر رو یمنف ریپروتئاز شود و تأث میزآن تیکاهش فعال

 یبر رو یساز زمان فعال یاثر منف ای ریتأخاز طرفی داشته باشد. 

رخ دهد. با  یعوامل مختلف لیبه دل تواند یم ها میآنز تیفعال

مانند حرارت،  یعوامل خارج ریگذشت زمان و در معرض تأث

و کاهش  یساختار راتییممکن است تغ ها می، آنزpHرطوبت و 

به عدم  تواند یم راتییتغ نیرا تجربه کنند. ا میآنز یداریپا

آن منجر  تیخود و کاهش فعال فیدر انجام وظا میآنز ییتوانا

هوا و  ژنیممکن است با اکس ها میآنز ،یدر مدت طولان شود.

 دهیپد نیشوند. ا دهیدر تعامل باشند و اکس دانتیعوامل اکس ریسا

 راتییمنجر به تغ تواند یو م شود یشناخته م ونیداسیبه عنوان اکس

موارد،  یدر برخ .[25] آن شود تیو کاهش فعال میآنز یساختار

 یعوامل ند،یفرآ نیو هضم شوند. در ا هیممکن است تجز ها میآنز

 رفعالیوارد شده و آن را غ میبه آنز دازهایمانند پروتئازها و پپت

و  میآنز تیبه کاهش فعال تواند یو هضم م هیتجز نی. اکنند یم

 رخ دهد. میآنز یساز زمان فعال قیقرار گرفتن از طر ریتحت تأث

 سیفورم یکنیل لوسیپروتئاز باس یساز اگر زمان فعال ن،یبنابرا

منجر به کاهش  یا وارهیچند د یکربن یها نانولوله-نویآم یبررو

و  یساختار راتییآن به تغ لیپروتئاز شود، احتمالاً دل نیا تیفعال

 .[26] مربوط است یساز در زمان فعال میآنز یداریکاهش پا

-نویآم یبر رو سیفورم یکنیل لوسیکووالانت پروتئاز باس تیتثب

مثبت زمان  ریتحت تأث تواند یم یا وارهیچند د یکربن یها نانولوله

اشاره دارد که  یبه مدت تیتثب زمان .ردیبافر قرار بگ pH و تیتثب

و  رندیگ یقرار م گریکدیدر تماس با  یکربن یها و نانولوله ها میآنز

 تی. زمان تثبکنند یم جادیآنها ا نیارتباطات کووالانت بتا را ب

ارتباطات  نیا لیتشک یفرصت را برا نیبهتر تواند یم تر یطولان

سطح  یرو ها میزدر عملکرد آن یفراهم کند و بهبود قابل توجه

 .[27] کند جادیها ا نانولوله

 تواند یم تیتثب ندیبافر محلول مورد استفاده در فرآ pH ن،یهمچن 

 pH ها داشته باشد و نانولوله ها میعملکرد آنز یبر رو یمهم ریتأث

 ها میآنز تیفعال یباشد که مناسب برا یا در محدوده یستیبافر با
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و  میآنز نیبتواند ارتباطات کووالانت بتا ب نیباشد و همچن

جذب  تواند یمناسب م pH کند. انتخاب لیها را تسه نانولوله

بهبود  جهیداده و در نت شیها را افزا سطح نانولوله یبر رو ها میآنز

در  .را به همراه داشته باشد ها میآنز تیدر فعال یقابل توجه

 یبر رو سیفورم یکنیل لوسیکووالانت پروتئاز باس تی، تثبنهایت

مثبت زمان  ریتحت تأث یا وارهیچند د یکربن یها نانولوله-نویآم

و  تر یطولان تیزمان تثب همچنین ردیگ یبافر قرار م pHو  تیتثب

pH ها میدر عملکرد آنز یبهبود قابل توجه توانند یبافر مناسب م 

 نیکنند و ارتباطات کووالانت بتا ب جادیها ا سطح نانولوله یرو

 .[28] کنند لیها را تسه و نانولوله میآنز

 

 یکن  یل لوسیکووالانت پروتئاز باس تیعمل تثب راندمان -2-3

 ایوارهیچند د یکربن ینانولوله ا نویآم یبررو سیفورم

 یکیولوژیفعال ب یمهایاز آنز یکیهمانطور که اشاره شد، پروتئاز 

( هی)سو یها دکنندهیتول نیاز مهمتر لوسیباس یها است و گونه

ی مولکولها زیدرولیواکنش ه زیکاتال تواندی م .باشندی م میآنز نیا

. نتایج باشد ییایقل طیتحت شرا ها نهیدآمیو اس دهایبه پپت نیپروتئ

نشان می دهد که این  2در جدول  پروتئاز میآنز تیراندمان تثب

راندمان بیشتر تحت تاثیر زمان تثبیت آنزیم، اثر متقابل زمان 

بافر و  pHچنین اثر متقابل فعالسازی + مولاریته محلول بافر و هم

MWCNT-NH3-(. در این بین اثر 2است )شکل  دیگلوتارآلدئ

متقابل زمان فعالسازی و مولاریته محلول بافر از همه فاکتورها 

( و این تاثیر ها مثبت است به طوری که p<05/0بیشتر است )

افزایش ترکیب زمان فعالسازی و مولاریته محلول بافر و همچنین 

موجب  دیگلوتارآلدئ-MWCNT-NH3بافر و  pHبل اثر متقا

افزایش راندمان تثبیت آنزیم پروتئاز باسیلوس لیکنی فورمیس 

ای می شوند. معادله های کربنی چند دیوارهنانولوله -برروی آمینو

کووالانت پروتئاز  تیراندمان عمل تثباثر فاکتورها بر روی 

چند  یکربن ینانولوله ا نویآم یبررو سیفورم یکنیل لوسیباس

Rبا  ای وارهید
2
به صورت  Adjusted R²=0/77و  0/82=

 بدست آمد.  4معادله شماره 

(4) Protease Immobilization =57.416+5.09C-

3.01D-3.32E-1.29F-

27.81G+8.17CE+7.76 

 

Rمقدار شاخص 
بالاست و نشان دهنده مناسب بودن مدل  2

درصد از تغییرات  77بدست آمده بوده و این مدل می تواند 

 سیفورم یکنیل لوسیکووالانت پروتئاز باس تیعمل تثب راندمان

 ای پیش بینی کند.وارهیچند د یکربن ینانولوله ا نویآم یبررو

محلول بافر و  تهیو مولار یساز زمان فعال بیترک شیافزا 

 دیگلوتارآلدئ-MWCNT-NH3 بافر و pH اثر متقابل نیهمچن

پروتئاز  میآنز تیراندمان تثب یبه طرز قابل توجه تواند یم

چند  یکربن یها نانولوله-نویآم یبررو سیفورم یکنیل لوسیباس

اشاره  یبه مدت زمان یساز فعال زمان .دهد شیرا افزا یا وارهید

زمان  شی. با افزاکند یدر آن با محلول بافر تعامل م میدارد که آنز

 یها با نانولوله میتعامل آنز یبرا یشتریفرصت ب ،یساز فعال

بهتر  تیمنجر به اتصال و تثب تواند یکه م شود، یفراهم م یکربن

شود.  ها ولهسطح نانول یبررو سیفورم یکنیل لوسیپروتئاز باس

 کند یم جادیرا ا میآنز تیبهبود راندمان تثب تیاتصال و تثب نیا

راندمان  شیدر افزا زیمحلول بافر ن تهیبر آن، مولار علاوه .[29]

محلول بافر، تعداد  تهیمولار شینقش دارد. با افزا میآنز تیتثب

حاضر خواهند  طیفر در محبا یها و مولکول ها ونیاز  یشتریب

 یبرا یها به عنوان جاذب توانند یها م و مولکول ها ونی نیبود. ا

عمل کنند  یکربن یها و نانولوله سیفورم یکنیل لوسیپروتئاز باس

 .[30] ها شوند نانولوله یبر رو میبهتر آنز تیو باعث تثب

 دیگلوتارآلدئ-MWCNT-NH3 بافر و pH اثر متقابل ن،یهمچن

بافر  pH قرار دهد ریرا تحت تأث میآنز تیراندمان تثب تواند یم زین

 رییو پروتئاز را تغ یکربن یها نانولوله یکیسطح بار الکتر تواند یم

ها  سطح نانولوله یکیبه مقدار مناسب، بار الکتر pH میدهد. با تنظ

ها  و نانولوله میآنز نیب یو اتصال بهتر شود یم او پروتئاز همگر

ا به همراه ر میآنز تیکه بازهم بهبود راندمان تثب شود، یبرقرار م

 . [26] دارد
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Figure 2- Interaction of buffer solution molarity and activation time on the efficiency of protease enzyme 

immobilization 

 

محلول بافر  تهیو مولار یساز زمان فعال بیترک شیبا افزا ن،یبنابرا

 د،یگلوتارآلدئ-MWCNT-NH3 بافر و pH مناسب میو با تنظ

زمان  یاثر منف ای ریتأختئاز را به پرو میآنز تیراندمان تثب توان یم

عوامل  لیبه دل تواند یم ها میآنز تیفعال یبر رو یساز فعال

عوامل  ریو در معرض تأث انرخ دهد. با گذشت زم یمختلف

ممکن است  ها می، آنزpH مانند حرارت، رطوبت و یخارج

 نیرا تجربه کنند. ا میآنز یداریو کاهش پا یتارساخ راتییتغ

خود و  فیدر انجام وظا میآنز ییبه عدم توانا تواند یم راتییتغ

ممکن  ها میآنز ،یدر مدت طولان .آن منجر شود تیکاهش فعال

در تعامل باشند و  دانتیعوامل اکس ریهوا و سا ژنیاست با اکس

و  شود یشناخته م ونیداسیبه عنوان اکس دهیپد نیشوند. ا دهیاکس

آن  تیو کاهش فعال میآنز یساختار راتییمنجر به تغ تواند یم

و هضم شوند.  هیممکن است تجز ها میموارد، آنز یدر برخ .شود

وارد  میبه آنز دازهایمانند پروتئازها و پپت یعوامل ند،یفرآ نیدر ا

به  تواند یو هضم م هیتجز نی. اکنند یم رفعالیشده و آن را غ

زمان  قیقرار گرفتن از طر ریو تحت تأث میآنز تیکاهش فعال

اگر زمان  ،در نتیجه .[26. 25] رخ دهد میآنز یساز فعال

-نویآم یبررو سیفورم یکنیل لوسیپروتئاز باس یساز فعال

 نیا تیمنجر به کاهش فعال یا وارهیچند د یکربن یها نانولوله

و کاهش  یساختار راتییآن به تغ لیپروتئاز شود، احتمالاً دل

 مربوط است. یساز در زمان فعال میآنز یداریپا

 

 زهیاور لوسیآسپرژ دازیبتا گالاکتوزفعالیت آنزیم  -3-3

 میآنز کی (Beta-galactosidase) دازیگالاکتوز-بتا میآنز

از  یو لاکتوز را دارد. گروه دهایگلوکز زیدرولیه تیاست که قابل

در  توانند یو م شوند یم دیتول ها یتوسط باکتر ها میآنز نیا

 هیدر تجز نیقند و همچن دیتول ات،یلبن دیمانند تول ییندهایفرآ
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 فایا ییانسان نقش بسزا یگوارش ستمیدر س دهایها و ساکار قند

 دازیگالاکتوز-بتا میآنز داز،یگالاکتوز-بتا یها میاز آنز یک. یکنند

قارچ است که  کی زهیاور لوسیاست. آسپرژ زهیاور لوسیآسپرژ

 یها میآنز دیتول تیو قابل شود یم افتی یعیطب یها طیدر مح

 .[31]   مختلف را دارد

 زیدرولیدر ه زهیاور لوسیآسپرژ دازیگالاکتوز-بتا میآنز تیفعال

به واسطه برش  میآنز نیمهم است. ا اریو لاکتوز بس دهایگلوکز

 وندیپ زیدرولیه قیاز طر 1،4-بتا تیدر موقع دهایگلوکوز

 زیدرولیبا ه ن،ی. همچنکند یگلوکز را آزاد م کوز،یگل-کوزیگل

گلوکز و  دیمنجر به تول میستقلاکتوز، به صورت م 1،4-بتا وندیپ

به  زهیاور لوسیآسپرژ دازیگالاکتوز-بتا تیفعال .شود یگالاکتوز م

 نی. اردیگ یمورد استفاده قرار م اریبس اتیدر صنعت لبن ژهیو

را به گلوکز و گالاکتوز  ریقادر است لاکتوز موجود در ش میآنز

 ها، ینیریمانند ش یمحصولات دیبه تول ندیفرا نیکند. ا هیتجز

لاکتوز کمک  کم گریبدون لاکتوز و محصولات د یتجار اتیلبن

 لوسیآسپرژ دازیگالاکتوز-بتا میاستفاده از آنز ن،ی. همچنکند یم

مورد توجه  زیانسان ن یگوارش ستمیلاکتوز در س هیدر تجز زهیاور

در  دازیگالاکتوز-بتا میآنز یکاربردها گرید از .قرار گرفته است

 ،ییغذا یها کننده هیقند، تجز دیبه تول توان یمختلف م عیصنا

کم لاکتوز اشاره  ییمواد غذا دیکننده و تول نیریش یها پره دیتول

 .[32] کرد

 ،یفعال ساز pH وستهیاثر هفت فاکتور پدر این تحقیق اثر 

محلول بافر، pH  ،یزمان فعال ساز د،یگلوتارآلدئ تهیمولار

و  دیگلوتارآلدئ-MWCNT-NH3محلول بافر، مقدار  تهیمولار

 ی آنزیم مذکورمیآنز تیو فعال تیراندمان تثب یبر رو تیزمان تثب

 آمده است. 2در جدول 

، زمان دیگلوتارآلدئ تهیمولارمطابق با نتایج بدست آمده،  

-MWCNTمقدار فعالسازی و اثر متقابل زمان فعالسازی و 

NH3-تنهایی عواملی از مجموع هفت فاکتور  دیگلوتارآلدئ

مطرح شده در این تحقیق هستند که می تواند بر روی میزان 

اثر  زهیاور لوسیآسپرژ دازیبتا گالاکتوز میآنز فعالیت آنزیمی

 (:3ل ( )شکp<05/0مثبت معنادار داشته باشند )

 

 

Figure 3- Interaction of pH activation and the amount of MWCNT-NH3-glutaraldehyde on the activity of 

Aspergillus oryzae beta-galactosidase enzyme. 
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 دازیبتا گالاکتوز میآنز تیفعالمعادله اثر فاکتورها بر روی فعالیت 

ای  وارهیچند د یکربن ینانولوله ا نویآم یبررو زهیاور لوسیآسپرژ

Rبا 
2
 5به صورت معادله شماره  Adjusted R²=0/87و  0/92=

  بدست آمد.

(5) LactaseActivity=64.91+0.35A+4.73B+11.57C-

1.37D+5.92E+0.44F-7.03AF+2.18BG+7.21CF-

2.15DE+2.34FG 

Rمقدار شاخص 
بسیار بالاست و نشان دهنده مناسب بودن مدل  2

درصد از تغییرات  87بدست آمده بوده و این مدل می تواند 

 زهیاور لوسیآسپرژ دازیبتا گالاکتوز میآنز تیفعالفعالسازی 

ای پیش بینی کند. در وارهیچند د یکربن ینانولوله ا نویآم یبررو

این بین سهم پیش بینی زمان فعالسازی از همه فاکتورها در جهت 

 مثبت بیشتر است.

 هاینانولوله -در کل، این یافته نشان می دهد که استفاده از آمینو

 گالاکتوزیداز بتا آنزیم برای پایه عنوان به ایدیواره چند کربنی

 مقدار و گلوتارآلدئید مولاریته افزایش با اوریزه، آسپرژیلوس

MWCNT-NH3- گلوتارآلدئید و زمان فعالسازی، می تواند

 بهبود یافته و فعالیت آنزیمی بتا گالاکتوزیداز را افزایش دهد

تواند بر روی میزان فعالیت  زمان فعالسازی آنزیمی می .[33]

گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه تأثیر بگذارد. -آنزیمی فعالیت بتا

تواند باعث افزایش فعالیت  برای مثال، زمان فعالسازی آنزیمی می

گالاکتوزیداز -زیمی شود. یک مطالعه نشان داد که فعالیت بتاآن

بعد  pH 6٫5 درجه سلسیوس و 50آسپرژیلوس اوریزه در دمای 

 برابر فعالیت قبلی بوده است 10ساعت فعالسازی بیشتر از  24از 

اند که زمان فعالسازی  گر نشان داده. همچنین، مطالعات دی[26]

گالاکتوزیداز -تواند بهبود قابل توجهی در فعالیت بتا آنزیمی می

. بنابراین، زمان فعالسازی [34] آسپرژیلوس اوریزه ایجاد کند

گالاکتوزیداز آسپرژیلوس -تواند برای بهبود فعالیت بتا آنزیمی می

-MWCNT-NH3 اوریزه مورد استفاده قرار گیرد

glutaraldehyde گروه  ٔ  لهیاست که به وس ینانو لوله کربن کی

داده شده  ریی( تغglutaraldehyde) دیتارآلدئ( و گلوNH3) ینیآم

متصل شده است و  یبه نانو لوله کربن ینیاست. گروه آم

 راتییتغ نیمتصل شده است. ا ینیبه گروه آم دیگلوتارآلدئ

 یدر خواص نانو لوله کربن یتوجهبهبود قابل  تواند یم یساختار

مقاومت به  شیافزا ،یداریپا شیکند، از جمله افزا جادیا

 .ییایمیمواد ش ریاتصال به سا تیقابل شیو افزا ون،یداسیاکس

MWCNT-NH3-glutaraldehyde در  ینقش مهم تواند یم

داشته  زهیاور لوسیآسپرژ دازیبتا گالاکتوز یمیآنز تیفعال شیافزا

 کیبه عنوان  تواند یم ینانو لوله کربن نیباشد. به طور خاص، ا

اتصال  نیبه سطح خود استفاده شود. ا میاتصال آنز یبرا هیپا

 جادیا یمیآنز تیو فعال یداریدر پا یبهبود قابل توجه تواند یم

به  تواند یم MWCNT-NH3-glutaraldehyde ن،یکند. همچن

 دازیبتا گالاکتوز میآنز یفعالساز یکننده برا فعال کیعنوان 

باعث  تواند یکننده م فعال نیاستفاده شود. ا زهیاور لوسیآسپرژ

در  یبهبود قابل توجه جهیشود و در نت یمیآنز تیفعال شیافزا

 کند جادیا زهیاور لوسیآسپرژ دازیبتا گالاکتوز میزعملکرد آن

[35]. 

مولاریته گلوتارآلدئید به مقدار گلوتارآلدئیدی اطلاق همچنین 

شود که در یک مول از ماده وجود دارد. در مورد تأثیر مثبت  می

نزیمی بتا گالاکتوزیداز گلوتارآلدئید بر روی افزایش فعالیت آ

آسپرژیلوس اوریزه، باید گفت که گلوتارآلدئید به عنوان یک 

کننده برای فعالسازی آنزیم بتا گالاکتوزیداز آسپرژیلوس  فعال

اند که افزایش  . مطالعات نشان داده[36] شود اوریزه استفاده می

تواند منجر به افزایش فعالیت آنزیمی بتا  مولاریته گلوتارآلدئید می

گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه شود. به عنوان مثال، یک مطالعه 

مولار  0٫05تا  0٫01ئید از نشان داد که افزایش مولاریته گلوتارآلد

 فعالیت آنزیمی بتا گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه باعث افزایش

تواند به عنوان  . بنابراین، مولاریته گلوتارآلدئید می[37] شده است

یک عامل مهم در افزایش فعالیت آنزیمی بتا گالاکتوزیداز 

 .آسپرژیلوس اوریزه مورد استفاده قرار گیرد

 

 دازیکووالانت بتا گالاکتوز تیعمل تثب راندمان -4-3
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چند  یکربن ای نانولوله نویآم یبررو زهیاور لوسیآسپرژ

 ایوارهید

 

کووالانت  تیعمل تثب نتایج تجزیه واریانس نشان داد که راندمان

 یا نانولوله نویآم یبررو زهیاور لوسیآسپرژ دازیبتا گالاکتوز

بافر،  pH، دیگلوتارآلدئ تهیمولاری متاثر از اوارهیچند د یکربن

MWCNT-NH3-glutaraldehyde  زمان تثبیت و همچنین اثر

فعالسازی،  pHبافر+ pHفعالسازی+زمان فعالسازی،  pHمتقابل 

pH  ،دیگلوتارآلدئ تهیمولارفعالسازی+ مولاریته بافر  +

MWCNT-NH3-glutaraldehyde ( 05/0می باشد>p ) شکل(

4 .) 

کووالانت بتا  تیعمل تثب راندمانمعادله اثر فاکتورها بر 

 ای نانولوله نویآم یبررو زهیاور لوسیآسپرژ دازیگالاکتوز

Rبا  ایوارهیچند د یکربن
2
به  Adjusted R²=0/83و  0/89=

  بدست آمد. 6صورت معادله شماره 

(6) Lactase Immobilization =51.24-2.32A+5.97B-

1.77C+5.73D-0.08E-4.83F-7.45G-

8.61AC+9.15AD-4.33AE+3.44AG-

5.98BE+3.82DF  

Rمقدار شاخص 
بسیار بالاست و نشان دهنده مناسب بودن مدل  2

درصد از تغییرات  83بدست آمده بوده و این مدل می تواند 

 لوسیآسپرژ دازیکووالانت بتا گالاکتوز تیعمل تثب راندمان

را پیش  ایوارهیچند د یکربن ای نانولوله نویآم یبررو زهیورا

بینی کند. در این بین سهم پیش بینی اثر متقابل زمان فعالسازی و 

pH .فعالسازی از همه فاکتورها در جهت عکس بیشتر است 

نقش تعیین کننده ای در میزان  pHنتایج حاکی از این است که 

بافر بر  pH فعالسازی و pH اثرراندمان تثبیت ایفا کرده است. 

روی راندمان عمل تثبیت کووالانت بتا گالاکتوزیداز آسپرژیلوس 

تواند  ای می اوریزه برروی آمینو نانولوله ای کربنی چند دیواره

تواند تأثیر  بافر می pH اند که قابل توجه باشد. مطالعات نشان داده

 قابل توجهی بر روی راندمان عمل تثبیت کووالانت بتا

، . به طور خاص[38] گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه داشته باشد

pH تواند تأثیر مستقیمی بر روی بار الکتریکی سطح آمینو  بافر می

تواند بهبود  ای داشته باشد که می نانولوله ای کربنی چند دیواره

قابل توجهی در راندمان عمل تثبیت کووالانت بتا گالاکتوزیداز 

فعالسازی نیز   Phآسپرژیلوس اوریزه ایجاد کند. همچنین، 

ی بر روی راندمان عمل تثبیت کووالانت بتا تواند تأثیر مستقیم می

گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه برروی آمینو نانولوله ای کربنی 

، یک مطالعه نشان در تایید این نتیجهای داشته باشد.  چند دیواره

فعالسازی برای تثبیت کووالانت بتا  pH داده است که

گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه برروی آمینو نانولوله ای کربنی 

باشد تا بهبود قابل توجهی  8تا  6ای باید در محدوده  چند دیواره

-MWCNT-NH3 .در راندمان عمل تثبیت ایجاد شود

glutaraldehyde تواند نقش مهمی در افزایش راندمان عمل  می

کووالانت بتا گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه برروی آمینو  تثبیت

ای داشته باشد. به طور خاص،  نانولوله ای کربنی چند دیواره

MWCNT-NH3-glutaraldehyde  تواند به عنوان یک پایه  می

. این اتصال [39] برای اتصال آنزیم به سطح خود استفاده شود

تواند بهبود قابل توجهی در پایداری و فعالیت آنزیمی ایجاد  می

به  تواند می MWCNT-NH3-glutaraldehydeکند. همچنین، 

کننده برای فعالسازی آنزیم بتا گالاکتوزیداز  عنوان یک فعال

تواند باعث  کننده می آسپرژیلوس اوریزه استفاده شود. این فعال

افزایش فعالیت آنزیمی شود و در نتیجه بهبود قابل توجهی در 

راندمان عمل تثبیت کووالانت بتا گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه 

. 40] ای ایجاد کند ه ای کربنی چند دیوارهبرروی آمینو نانولول

41]. 
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Figure 4.  Interaction effect of pH activation and activation time on the efficiency of covalent immobilization of 

Aspergillus oryzae beta-galactosidase onto multi-walled amino-functionalized carbon nanotubes. 

 تهیذکر شد، مولار میآنز یهمانطور که در بخش اثر فعالساز

راندمان عمل  شیدر افزا توانند یم یو زمان فعالساز دیگلوتارآلدئ

 نویآم یبررو زهیاور لوسیآسپرژ دازیکووالانت بتا گالاکتوز تیتثب

داشته باشند.  ینقش مهم یا وارهیچند د یکربن ینانولوله ا

 تواند یم دیگلوتارآلدئ تهیمولار شیفزااند که ا مطالعات نشان داده

 دازیکووالانت بتا گالاکتوز تیراندمان عمل تثب شیمنجر به افزا

 یا وارهیچند د یکربن ینانولوله ا نویآم یبررو زهیاور لوسیآسپرژ

 شیمطالعه نشان داده است که افزا کیشود. به عنوان مثال، 

 شیافزا باعثمولار،  0٫05تا  0٫01از  دیگلوتارآلدئ تهیمولار

 زهیاور لوسیآسپرژ دازیکووالانت بتا گالاکتوز تیراندمان عمل تثب

 ریتأث تواند یم زین یزمان فعالساز ن،ی. همچن[37] شده است

 دازیکووالانت بتا گالاکتوز تیراندمان عمل تثب یبر رو یمیمستق

 یا وارهیچند د یکربن یا انولولهن نویآم یبررو زهیاور لوسیآسپرژ

مطالعه نشان داده است که زمان  کیمثال،  یداشته باشد. برا

 لوسیآسپرژ دازیکووالانت بتا گالاکتوز تیتثب یبرا یفعالساز

تا  2 نیب دیبا یا وارهیچند د یربنک ینانولوله ا نویآم یبررو زهیاور

 جادیا تیبدر راندمان عمل تث یساعت باشد تا بهبود قابل توجه 4

در تبیین نتایج اثر جدگانه هر کدام از فاکتورهای موثر،  .[2] شود

می توان گفت این فاکتور می توانند در جایگاه خود اثر سایر 

از جمله می توان به اثر فاکتورهای موثر دیگر را نیز تشدید کنند 

 pHبافر+ pH ،ی+زمان فعالسازیفعالساز pHاثر متقابل متقابل 

+  دیگلوتارآلدئ تهیبافر، مولار تهی+ مولاریفعالساز pH ،یفعالساز

MWCNT-NH3-glutaraldehyde   .اشاره کرد 

 کلی نتیجه گیری -4

و در این تحقیق، تأثیر هفت فاکتور پیوسته بر روی راندمان تثبیت 

فعالیت آنزیمی بتا گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه برروی آمینو 

ای بررسی شد. نتایج نشان داد که  نانولوله ای کربنی چند دیواره

مولاریته گلوتارآلدئید، زمان فعالسازی و اثر متقابل زمان 

گلوتارآلدئید تنها عواملی -MWCNT-NH3 فعالسازی و مقدار

عالیت آنزیمی مثبت تأثیر بگذارند. توانند بر روی ف هستند که می

همچنین، نتایج نشان داد که راندمان تثبیت کووالانت بتا 

گالاکتوزیداز آسپرژیلوس اوریزه برروی آمینو نانولوله ای کربنی 

بافر،  pHای تحت تأثیر مولاریته گلوتارآلدئید،  چند دیواره

MWCNT-NH3-glutaraldehyde زمان تثبیت و اثر ،

فعالسازی+ مولاریته  pHعالسازی+زمان فعالسازی، ف pH متقابل
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-MWCNT-NH3 + بافر، مولاریته گلوتارآلدئید

glutaraldehyde هستند. 
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                ABSTRACT ARTICLE INFO  

This study was carried out with the aim of covalent immobilization of Aspergillus 

oryzae beta-galactosidase and Bacillus licheniformis protease on multi-walled 

amino-carbon nanotubes. In this method, fractional 2k design was used to study 

the effect of seven continuous factors (activation pH, glutaraldehyde molarity, 

activation time, buffer solution pH, buffer solution molarity, MWCNT-NH3-

glutaraldehyde amount and stabilization time) on the stabilization efficiency and 

enzyme activity. . Design-expert software was used to analyze data and draw 

graphs. The results showed that the aforementioned factors predict the level of 

enzyme activity of Bacillus licheniformis protease and Aspergillus oryzae beta-

galactosidase with correlation coefficients of 0.80 and 0.92 at the rate of 77 and 

88%, respectively. Also, the correlation coefficient of the covalent fixation 

efficiency model of Aspergillus oryzae beta-galactosidase and Bacillus 

licheniformis protease on multi-walled carbon nanotubes was 0.89 and 0.82, 

respectively, and the studied factors were able to determine the covalent fixation 

beta efficiency, respectively. Aspergillus oryzae galactosidase and Bacillus 

licheniformis protease on multi-walled amino-carbon nanotubes predict 83 and 

77%, respectively. 
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