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تثبیت آنزیم اینولیناز روي نانوذرات مغناطیسی پپتیدي و پروتئینی جهت 
  تولید شربت پر فروکتوز

 
   3، آسیه محمودي2، محدثه میکانی1هما ترابی زاده

  
هاي علمی  ان پژوهشهاي شیمیایی، سازم  گرایش بیوتکنولوژي، استادیار گروه صنایع غذایی و تبدیلی، پژوهشکده فناوري-  دکتري علوم و صنایع غذایی-1

  و صنعتی ایران
  هاي علمی و صنعتی ایران  گرایش علوم و صنایع غذایی، پژوهشکده کشاورزي، سازمان پژوهش- کارشناسی ارشد، مهندسی کشاورزي-2

  ایرانهاي علمی و صنعتی   گرایش علوم و صنایع غذایی، پژوهشکده کشاورزي، سازمان پژوهش- کارشناسی ارشد، مهندسی کشاورزي-2
 )29/01/96: رشیپذ خیتار  95/ 27/11:  افتیدر خیتار(

 
 چکیده

در ابتدا نانوذرات مغناطیسی به روش در این پژوهش . باشد اي آنزیمی از اینولین می فروکتوز در یک فرایند تک مرحلهآنزیم اینولیناز قادر به تولید شربت پر
و نانوپپتیدهاي حاصل از ) نانوذرات پروتئینی(ذرات ایزوله پروتئین سویا به همراه سرم آلبومین گاوي نانوپس از آن در مرحله دوم، . هم رسوبی تهیه گردید

، فرآیند  مغناطیسیپایدار سازي نانوذراتهاي اندوپپتیداز، به روش حلال زدایی تهیه و سپس جهت اصلاح سطح و هیدرولیز آنزیمی گلوتن گندم با آنزیم
در این تحقیق . بر روي سطوح بستر مغناطیسی با استفاده از گلوترآلدهید صورت گرفتر مرحله سوم، فرآیند تثبیت آنزیم د. پوشش دهی سطح انجام گرفت

هاي تثبیت آنزیم در کلیه مراحل تهیه، روشنانوذرات مغناطیسی و پروتئینی و فرآیند هاي عملکردي به منظور مطالعه شکل و ساختار، اندازه و ویژگی
آنزیم تثبیت عملکردي هاي پس از تثبیت آنزیم،  ویژگی. کار گرفته شد به)DLS2(تفرق دینامیک نور  و(1SEM)پ الکترونی روبشی تشخیص میکروسک

 اسیدي بهبود یافته pHنتایج نشان داد که، مقاومت حرارتی آنزیم، همچنین پایداري در . هاي آنزیم آزاد مورد مقایسه قرار گرفتشده بررسی و با ویژگی
 آنزیم تثبیت شده در مقایسه با آنزیم  (Vmax, Km, t1/2)هاي استفاده مجدد از آنزیم، همچنین پارامترهاي سینتیکی میزان فعالیت آنزیم، تعداد سیکل. تاس

  . بود که نشان دهنده افزایش پایداري و بهبود عملکرد آنزیم پس از تثبیت  بود صورتی تغییر یافتهآزاد به
  

 3.بیت اینولیناز، نانوپپتیدها، نانوذرات مغناطیسی، ایزوله پروتئین سویا، هیدرولیزات گلوتن گندمتث: واژگانکلید 

                                                             
 مسئول مکاتبات : htoraby@alumni.ut.ac.ir  

1. Scanning electron microscope 
2. Dynamic light scattering 
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   مقدمه - 1
 و (EC 3.2.1.80)هاي اینولیناز شامل اگزو اینولیناز آنزیم

هاي صنعتی  یکی از مهم ترین آنزیم(EC 3.2.1.7)اندواینولیناز 
ها ، ها شامل کپکنیسمهستند که توسط تعداد زیادي از میکروارگا

 فروکتان - اینولینازها بتا. گردندها تولید میها و باکتريمخمر
فروکتانو هیدرولاز بوده و اینولین را هیدرولیز کرده و در پایان 

کنند که هر دو واکنش فروکتوز و فروکتواولیگوساکارید تولید می
به فرآورده محصولی مهم براي مصرف در صنایع غذایی و دارویی 

استفاده از آنزیم اینولیناز این امکان را فراهم . ]1[روند شمار می
کرده است تا بتوان شربت خالص فرکتوز را به صورت یک فرآیند 
تک مرحله اي آنزیمی از اینولین به جاي استفاده از روش آنزیمی 

 یکی از مهمترین .]2[چند مرحله اي از نشاسته تولید نمود 
ت حرارتی آنزیم اینولیناز، تثبیت از طریق هاي افزایش مقاومروش

. ]3[باشد می) بستر(هاي کووالانسی با ماده حامل ایجاد پیوند
ها وجود دارد علاوه بر این دلایل متعدد دیگري براي تثبیت آنزیم

توان به سهولت در بکارگیري و استفاده مجدد از که از جمله می
زیم از محصول تولید ها، جداسازي آسان تر آنآنزیم در فرآیند

شده و کاهش غلظت پروتئین در فرآورده نهایی،  قابلیت 
هاي با سیستم مداوم، بکارگیري انزیم تثبیت شده در بیورآکتور

هاي آلی، و اتولیز اشاره پایداري به دناتوراسیون حرارتی، حلال
به دلیل در تثبیت آنزیم به روش ایجاد پیوند کووالانسی، . نمود

هاي قوي ایجاد شده از رها شدن آنزیم در محیط وجود پیوند
ها بر روي امروزه تثبیت آنزیم. ]4[ گرددواکنش جلوگیري می

نانوذرات مغناطیسی به علت امکان جمع آوري ساده، سریع و کم 
هزینه آنزیم از محیط واکنش با استفاده از میدان مغناطیسی ، 

بزرگ و عدم ظرفیت بالاي بارگذاري آنزیم به علت سطح ویژه 
 ها بسیار مورد توجه قرار گرفته استمحدودیت نفوذ به محلول

-  با گروه(Fe3O4)روش اصلاح سطح نانوذرات مغناطیسی  .]5[

هاي عاملی جهت تثبیت و اتصال بهتر آنزیم به سطح حامل عامل 
دار شده موجب افزایش پایداري نانوذرات در برابر اکسیداسیون و 

 تجمع و اتصال نانوذرات به یکدیگر هاي اسیدي و کاهشمحیط
تحقیقات متعددي بر روي تثبیت آنزیم اینولیناز . ]6[ گردیده است

- هاي انجام شده میاز جمله پژوهش. در دنیا انجام گرفته است

 و تثبیت روي ]6[توان به تثبیت آنزیم اینولیناز روي بستر کیتوزان 

ر تحقیق حاضر، از د.  اشاره نمود]1[کیتوزان - هاي آلژینات گرانول
ایزوله پروتئین سویا غنی شده با سرم (دو نوع حامل پروتئینی 

هاي حاصل از هیدرولیز آنزیمی گلوتن  پپتیدوآلبومین گاوي 
بر روي سطوح  تثبیت آنزیم صورت مقایسه اي جهتهب) گندم

هاي بستر مغناطیسی، با ایجاد اتصالات کووالانس بین ریشه
هاي لیزین و حی در مولکول آنزیم و ریشهآمینو لیزین سط- اپسیلن

 موجود در سطوح پروتئینی بستر با استفاده از NH2هاي گروه
  .گلوترآلدهید استفاده گردیده است

  

  هامواد و روش - 2
آنزیم اینولیناز ساخت شرکت سیگما آلدریچ ، اینولین حاصل از 

استفاده  ریشه کاسنی و سرم آلبومین گاوي ساخت شرکت فلوکا 
هاي هیدرولیزات گلوتنی گندم با استفاده از آنزیم. دندش

با جرم  Novozyme)شرکت (اندوپپتیداز آلکالاز و نوتراز 
 سایر مواد از.  کیلو دالتن تولید گردید35- 45مولکولی متوسط 

 در مرك آلمان شرکت هاينمایندگی از و آزمایشگاهی بوده نوع

 Perkinومتر مدل اسپکتروفت دستگاه. خریداري شده اند ایران

Elmer, Lambda  UV/VIS  همچنین دستگاه میکروسکوپ
-Tescan مدل FE-SEMگسیل میدانی الکترونی روبشی 

Mira IIساخت آمریکا استفاده گردید . 

  سنتز نانوذرات مغناطیسی  -2-1 
- ، روش هم شیمیایی نانوذرات مغناطیسیهاي سنتزیکی از روش

ماده  است که در آن یک  يرسوبی فرآیند هم. باشدرسوبی می
به طور . شود محلول در محیط به یک ساختار نامحلول تبدیل می

محلول از فاز آبی اساس این   عمومی، تشکیل محصولات کم
روش کار ساده، زمان واکنش کوتاه و شرایط واکنش . روش است

توان در حجم کم واکنش مقدار زیادي  همچنین می. مطلوب است
 با نسبت +Fe3 و +Fe2ابتدا دو نمک آهن  .نانوذره تهیه کرد
 کرده و سپس نمک هاي وزن 2 به 1استوکیومتري 
FeCl3.6H2O و FeCl2.4H2O  به صورت جداگانه در آب را

 گاز نیتروژن،  شرایطتحتپس از آن، . می نماییمدیونیزه حل 
به صورت قطره قطره به آن اضافه را محلول هیدروکسید سدیم 

نانوذرات . دی سیاه درآ کاملا به رنگ محلولتا رنگ نموده
سه بار با آب دیونیزه شستشو داده  تشکیل شده را مغناطیسی آهن
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 می کنیمگراد خشک  سانتی   درجه72و سپس در آون با دماي 
]8,7[.  
   پروتئینی نانوذرات سنتز - 2-2

 براي تثبیت بهتر آمینو لیزین- اپسیلنهاي ریشهجهت افزایش 
بدین منظور  . سرم آلبومین گاوي بهره گرفته شدآنزیم از نانوذرات 

 1/0زدایی شده و   گرم از ایزوله پروتئین سویاي چربی2/0مقدار 
لیتر آب دیونیزه حل   میلی100در را گرم سرم آلبومین گاوي

 پروتئین سویا در آب  براي افزایش میزان حلالیت ایزوله و گردید
 مولار 1/0مولار و یک ) NaOH(با استفاده از هیدروکسید سدیم 

pH لیتر از آن را برداشته   میلی20سپس . شد تنظیم 5/9 آن روي
. لیتر استن به صورت قطره قطره به آن اضافه گردید   میلی80و 

 به عنوان 80 میکرولیتر تویین 470بعد از افزودن استن، 
با استفاده از تبخیرکننده . سورفاکتانت به محلول اضافه شد

ستن موجود در محیط تبخیر گردید و به چرخشی تحت خلا ا
. جایگزین آن شددیونیزه همان میزان استن خارج شده، آب 

 400 با قدرت  دقیقه تحت امواج اولتراسونیک10محلول به مدت 
به محلول ید ئ میکرولیتر گلوترآلد370 حدود . قرار گرفتهرتز

 ساعت بر روي 2مدت  نهایی به صورت قطره قطره اضافه شد و به
میزان آن با توجه به تعداد لیزین . مزن مگنتیک قرار گرفته

 پروتئین سویا و سرم آلبومین  موجود در ساختار مولکولی ایزوله
گاوي با استفاده از روش بیوانفورماتیک توسط نرم افزار 

Getareaهاي اسید آمینه لیزین قابل   و تعیین تعداد کل ریشه
 Accessible surfaceدسترس در سطح مولکول با تخمین 

areaدر این . گردیده است افزار ذکر شده مشخص   توسط نرم
 دهد هر مول گلوترآلدهید با دو مول لیزین واکنش میواکنش 

]10,9[.  
 ذرات پپتیدي نانوسنتز - 2-3

با استفاده از سوسپانسیون گلوتن در آب و افزودن آنزیم در ابتدا 
و دماي  8/5- 6ود  حدpHهاي اندوپپتیداز آلکالاز و نوتراز در 

 w/v 1/0%ی با غلظت هیدرولیزات گلوتن درجه سانتی گراد، 60
 براي ي بعددر مرحله. شدتهیه  دالتن 35 - 45و جرم مولکولی 

 در آب با استفاده از یافزایش میزان حلالیت هیدرولیزات گلوتن
 آن pH مولار 1/0یک مولار و ) NaOH(هیدروکسید سدیم 

 و  میلی لیتر از محلول را برداشته30س سپ.  تنظیم گردید10روي 

 w/v5  .صورت قطره قطره به آن اضافه شده میلی لیتر اتانول ب70
 به عنوان پایدارکننده سطحی به محلول اضافه 80 توئین 0٪/

با استفاده از تبخیرکننده چرخشی تحت خلا، اتانول  .گردید
، آب موجود در محیط تبخیر و به همان میزان اتانول خارج شده

 دقیقه تحت امواج 5محلول به مدت . جایگزین آن شد
 µl197 در نهایت . قرار گرفت هرتز400 با شدت اولتراسونیک

گلوتن به محلول نهایی به صورت قطره  g1گلوترآلدهید به ازاي 
میزان گلوترآلدئید با توجه به تعداد لیزین موجود . قطره اضافه شد

تن با استفاده از روش در ساختار مولکولی هیدرولیزات گلو
- تعیین تعداد کل ریشه و Getareaافزار بیوانفورماتیک توسط نرم

هاي اسیدآمینه لیزین قابل دسترس در سطح مولکول با تخمین 
Accessible surface areaمشخص افزار ذکر شده  توسط نرم

تاق بر روي همزن ساعت در دماي ا2پس به مدت س. گردید
   .]11[ت مگنتیت قرار گرف
و پتانسیل زتاي نانوذرات ایزوله پروتئین  ذرات در نهایت، اندازه

سویا  به همراه سرم آلبومین گاوي و نیز نانوذرات هیدرولیزات 
توسط روش پراکندگی لیزر به صورت دینامیکی در طول  یگلوتن

ا استفاده از دستگاه ب 90° نانومتر در زاویه پراکنش 637موج 
Laser Particle Countشکل نانوذرات پروتئینی . اسبه شد مح

مورد ) SEM( با استفاده از میکروسکوپ الکترونی روبشی
 .بررسی قرار گرفت

 نـانوذرات مغناطیـسی بـا       دار کـردن  عامل -2-4
  پروتئینی و نانوذرات پپتیدينانوذرات استفاده از 
دار کردن نانوذرات مغناطیسی با نانوذرات پروتئینی به منظور عامل

 گرم نانوذرات 06/0نانوذرات مغناطیسی را وزن، سپس  گرم 1/0
 50ایزوله پروتئین سویا به همراه سرم آلبومین گاوي مخلوط و در 

 دقیقه تحت تاثیر 10میلی لیتر بافر فسفات حل کرده و به مدت 
 ساعت تحت هم 24امواج اولتراسونیک قرار داده شد و به مدت 

 بین فیزیکیپیوند  تا  ملایم در دماي اتاق قرار گرفتزدن
. نانوذرات مغناطیسی آهن و نانوذرات پروتئینی برقرار شود

 هزار دور در دقیقه 13000محلول نهایی در سانتریفیوژ با سرعت 
اند قرار  جهت جداسازي نانوذراتی که هیچ گونه پیوندي نداده

دار کردن  جهت عامل. با بافر فسفات شستشو داده شدگرفته و
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نانو ساختار  گرم 05/0 ی با نانوذرات پپتیدينانوذرات مغناطیس
 گرم نانوذرات 06/0 پروتئینی تهیه شده از هیدرولیزات گلوتن و 

حل  میلی لیتر بافر فسفات 25  را مخلوط و در) Fe3O4(مگنتیت 
 دقیق تحت تاثیر امواج اولتراسونیک قرار داده 10کرده و به مدت 

بر روي نانوذرات جهت جذب سطحی نانوساختار پروتئینی شد و 
 ساعت تحت همزدن ملایم 24لول حاصل به مدت  مح،مغناطیسی

 .]12[  قرار گرفتدر دماي اتاق

  تثبیت آنزیم اینولیناز  - 2-5
 میلی مول بافر استات 100نانوذرات مغناطیسی عامل دار شده در 

)5/5 -5pH, ( 30 میکرولیتر گلوترآلدئید به مدت 300به همراه 
 میلی لیتر از 4سپس . ولتراسونیک قرار داده شددقیقه تحت امواج ا

  اینولیناز به مخلوط اضافه گردید و با سرعت ملایم آنزیم
)rpm 300 ( در دماي یخچال)هم زده شد) درجه سانتیگراد3- 4 .

 7برابر  pH با  بافر فسفاتتوسط مخلوط در سه مرحله  از آنپس
ی تا زمان آنزیم تثبیت شده به روش کووالانس. شد شستشو داده 

 گراد نگهداري شد سانتی  درجه- 18استفاده در فریزر با دماي 
]14,13[.  

 تکرار انجام شده و پس از تعیین 3ها با حداقل تعداد آزمونکلیه 
 میانگین و میزان انحراف از معیار در هر آزمون، نمودارهاي مربوط

 ت رسم و میزان معنی دار بودن تفاوError barبه نتایج همراه با 
  .ي موجود در نتایج حاصله دیده شدها
 

  گیرينتیجه - 3
 DLSها با استفاده از آنالیز  اندازه ذرات و پتانسیل زتاي نمونه

این روش غیرمخرب و سریع براي تعیین اندازه ذرات . تعیین شد
این روش به . رود ي چند نانومتر تا میکرون به کار می در محدوده

  ي وسیله نور پراکنده شده به. اردکنش نور با ذره بستگی د برهم
تواند  کند که می نانوذرات موجود در سوسپانسیون با زمان تغییر می

روش تفرق دینامیک نور، که طیف . به قطر ذره ارتباط داده شود
گیري اندازه  شود، براي اندازه سنجی ارتباط فوتونی  نیز نامیده می

طور   بهDLS. ردگی ذرات در محیط مایع مورد استفاده قرار می
ي نانوذرات براونی در سوسپانسیون  اي براي تعیین اندازه گسترده

متوسط اندازه  .ي نانو و میکرون کاربرد دارد کلوئیدي در دامنه
 و ذرات ایزوله پروتئین سویا به همراه سرم آلبومین گاوي

ا استفاده نانوذرات هیدرولیزات گلوتن و پتانسیل زتاي نانوذرات ب
با . اندگزارش شده) 1( که در جدول  به دست آمدوشاز این ر

، مشخص شد که توجه به میزان پتانسیل زتاي نانوذرات پروتئینی
. داشتشدن بالایی نسبت به تجمع و آگلومره  محصول پایداري

مقدار پتانسیل زتاي نانوساختار تهیه شده از هیدرولیزات گلوتن 
تجمع و آگلومره نیز نشان از پایداري نسبی محصول نسبت به 

  . شدن داشت

Table 1 Protein and peptide NPs size obtained by DLS technique accomplished by zeta potential  
  Particle Size (nm)  Zeta-potential (mV)  

Protein nanoparticles 85  -36  
Peptide nanoparticles  150  -27  

  
الکترونی نشان از تشکیل بررسی تصویر نانوذرات میکروسکوپ 

ذراتی کروي و یکنواخت در ابعاد نانو داشت و نتایج حاصل از 
DLSبا استفاده از تصویر میکروسکوپ الکترونی .  را تایید کرد

دار شده مورد بررسی قرار روبشی نانوذرات مغناطیسی عامل
دار شده نسبت به اندازه نانوذرات مغناطیسی عامل. گرفت

دهی افزایش پیدا کرد که اثباتی سی قبل از پوششنانوذرات مغناطی

بر پوشش نانوذرات مغناطیسی با  نانوذرات پروتئینی و پپتیدي 
 با استفاده از تصویر میکروسکوپ الکترونی، تثبیت آنزیم بر .بود

بر طبق . دار شده نشان داده شدروي نانوذرات مغناطیسی عامل
 روي نانوذرات این تصاویر آنزیم به صورت ذراتی شفاف بر

  .استمغناطیسی تثبیت شده 
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Fig 1 FE-SEM image of the nanomagnetite and immobilized inulinase on protein and peptide nanoparticles. (A) 
Magnetic (Fe3O4) nanoparticles, (B) Nanopeptides resulted by gluten hydrolysates, (C) Soy protein isolate (SPI) 

nanoparticles, (D) Soy protein isolate and Bovine Serum Albumin (SPI + BSA) nanoparticles, (E & F) Immobilized 
enzyme on the NPs. 

 
 تثبیت آنزیم از نظر حفظ ساختار همانطور که در مقدمه گفته شد،

 در فرآیند و زیم، قابلیت استفاده مجدد از آنو فعالیت طبیعی آن
مصرف انرژي، سوخت، آب کمتر و کاهش حجم پساب و 

وري بیشتر در فرآیند تولید و افزایش فاضلاب، در نتیجه بهره
در . باشد می زیاديراندمان و تولید فرآورده نهایی داراي اهمیت

گونه سمیتی  حامل به کارگرفته شده در تثبیت هیچاین تحقیق، 
 حامل. ا وجود داردکارگیري آن در صنعت غذ  و امکان بهشتهندا

 مواد ي اندازه کاهش. گردیدند در ابعاد نانو تهیه هاي پروتئینی

 گردد می شده تثبیت آنزیم کارایی و بازده بهبود سبب آنزیم حامل
 کوچکتر ي اندازه با ذراتی سطح، به اتصال حالت در چراکه

 در .کنند فراهم ها آنزیم اتصال براي بزرگتري سطح توانند می

 افزایش ذرات سطح به حجم واحد در آنزیم رگذاريبا نتیجه

یافته و انتقال جرم با سهولت و کارایی بیشتري بین مولکول آنزیم 
  نانوذرات مغناطیسی توسط آنالیز. و سوبسترا صورت می گیرد

 SEM و DLSوسط سایز ذرات مت.  مورد بررسی قرار گرفتند
از نظر شکل شناسی هم اشکالی . گیري شد نانومتر اندازه25

پس از اطمینان از عامل دار شدن  .کروي و یکنواخت داشتند
نانوذرات مغناطیسی و تثبیت آنزیم، آنالیزهاي مربوط به آنزیم از 

، نیمه عمر آنزیم و pHنظر فعالیت، میزان پایداري به دما و 
. یري شدگپارامترهاي سینتیکی آنزیم آزاد و تثبیت شده اندازه

بر روي آنزیم تثبیت شده هاي انجام شده نتایج حاصل از بررسی
 دار شده با نانوذرات پروتئینیروي نانوذرات مغناطیسی عامل

ایزوله پروتئین سویا و سرم آلبومین گاوي و هیدرولیزات (
آنزیم تثبیت شده در مقایسه با  حفظ فعالیت حاکی از )گلوتنی

نزیم تثبیت شده با روند افزایشی کند تر  بطوریکه ا آنزیم آزاد بوده
اما طولانی تر نسبت به آنزیم آزاد فعالیت خود را حفظ کرده 

نسبت به شرایط  آنزیم تثبیت شده مقاومتبه موازات آن، . است
کرده  طور چشمگیري بهبود پیدا  بهpHمحیطی از جمله دما و 

  .است
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Fig 2 Comparison between Free enzyme and 

immobilized inulinase on protein and peptides  
magnetic nanoparticles 

 
 
 

 5/0 در آنزیم تثبیت شده نسبت به آنزیم آزاد، pHمقدار بهینه   
هر دو آنزیم . واحد به سمت محیط اسیدي گرایش داشته است

. باشند  پایدار می5/5- 8 برابر با  pHآزاد و تثبیت شده در محدوده
 افزایش pHیداري آنزیم پس از تثبیت، نسبت به به طور کلی پا

هاي انجام شده بر روي آنزیم نتایج حاصل از بررسی. یابد می
دار شده با نانوذرات تثبیت شده روي نانوذرات مغناطیسی عامل

نیز نشان از افزایش مقاومت آن نسبت هیدرولیزات گلوتنی پپتیدي 
یم تثبیت شده آنز.  داشتpHبه شرایط محیطی از جمله دما و 

فعالیت خود را در % 50 و بیش از بودهقادر به تحمل دماهاي بالا 
بهینه نتایج نشان داد که . کند  درجه سانتیگراد حفظ می60دماي 

pH واحد 3/0 آنزیم تثبیت شده نسبت به آنزیم آزاد به میزان 
 و نشان از مقاومت نسبی بالاتر آنزیم تثبیت شده به یافتهکاهش 

نتایج بررسی پایداري حرارتی آنزیم اینولیناز . استدي شرایط اسی
قبل و پس از تثبیت و تعیین میزان باقیمانده فعالیت آنزیم در 

 درجه سانتیگراد در هر دو بستر 75 و 65، 55، 45، 35 دماهاي
نشان داد که بهینه دماي آنزیم تثبیت شده نسبت به بهینه دماي 

توان این ش یافته است که می درجه سانتیگراد افزای5آنزیم آزاد 
تغییر را به افزایش استحکام ساختار آنزیم طی تثبیت با پیوندهاي 

کووالانسی ایجاد شده و محافظت از ساختارآنزیم در برابر 
  .حرارت نسبت داد

  
Fig 3 Comparison between optimum pH and temperature of free enzyme and immobilizaed inulinase   

 
 

 که میزان ثابت )kin(سازي آنزیم  میزان ثابت غیر فعال2 در جدول
آنزیم آزاد دهد در دناتوره شدن یا کاهش فعالیت آنزیم را نشان می

نانوذرات مغناطیسی پپتیدي تثبیت شده بر روي دو بستر زیم و آن
مطابق نتایج به دست آمده ثابت . و پروتئینی نشان داده شده است

 آنزیم تثبیت شده نسبت به آنزیم آزاد کاهش پیدا سازيغیر فعال

 که میزان این کاهش در رابطه با آنزیم تثبیت شده بر روي هکرد
نانوذرات مغناطیسی پروتئینی بالاتر از نانوذرات مغناطیسی پپتیدي 

 . ه استبود
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Table 2 Inactivation rate constant of free and immobilized enzymes at 55 and 65°C  
  

Cº 55  Cº 65    
kin (×10-3 min-1)  kin (×10-3 min-1)  

Free enzyme  3.8  10.9  
Immobilized enzyme on protein 

magnetic nanoparticles  1.4  1.7  
Immobilized enzyme on peptide  

magnetic nanoparticles  3.4  8.5  
  

یداري آنزیم، یکی از پارامترهاي مهم و مرسوم در تعیین میزان پا
نیمه عمر آنزیم برابر است با مدت .  است(t1/2) نیمه عمر آنزیم

. استلیت اولیه خود را از دست داده زمانی که آنزیم نیمی از فعا
نمودار لگاریتم طبیعی درصد براي محاسبه نیمه عمر آنزیم، 

میزان محاسبه . دیباقیمانده فعالیت آنزیم نسبت به زمان رسم گرد
مر آنزیم آزاد و تثبیت شده بر روي دو بستر در دماي شده نیمه ع

  . گزارش شده است3 درجه سانتیگراد در جدول 65

  
Table 3 Half- life of the free and immobilized enzyme on the magnetic peptide and protein  nanoparticles 

at 55 and 65°C 
Cº 55  Cº 65    

t1/2 (min)  t1/2 (min)  
Free enzyme  182  63  

Immobilized enzyme on protein magnetic 
nanoparticles  495  407  

Immobilized enzyme on peptide  magnetic 
nanoparticles  203.8  81.5  

  
میزان نیمه عمر آنزیم تثبیت شده با مطابق نتایج به دست آمده 

ه  درج65تئین سویا در دماي نانوذرات مغناطیسی ایزوله پرو
 برابر افزایش داشته 5/6گراد نسبت به آنزیم آزاد حدود سانتی
 نانوذرات  نیمه عمر آنزیم تثبیت شده بر روي افزایشیزانم. است

 درجه سانتی گراد 65مغناطیسی هیدرولیزات گلوتن در دماي 
  . برابر بوده است5/1نسبت به آنزیم آزاد 

دن آنزیم فعال ش یا انرژي غیرEa(d)علاوه بر این افزایش مقادیر 
 که براي غیرفعال شدن آنزیم تثبیت شده پس از تثبیت نشان داد

ن مقدار انرژي بیشتري نسبت به آنزیم آزاد مورد نیاز است و نشا
این فرض را افزایش مقادیر . باشدمیدهنده افزایش پایداري آنزیم 
 زیرا مقادیر بالاتري کردتایید ) HΔ(آنتالپی غیر فعال شدن آنزیم 

 انرژي مورد نیاز است تا فرایند دناتوره شدن آنزیم تثبیت شده از
سازي  نتایج مربوط به انرژي غیرفعال4در جدول . انجام پذیرد

آنزیم آزاد و تثبیت شده بر روي دو بستر و همچنین میزان آنتالپی 
  .استغیرفعال شدن آنزیم گزارش شده 

Table  4. Thermodynamic parameters of free and immobilized enzyme on the magnetic peptide and 
protein  nanoparticles. 

  Ea(d) (kJ mol-1) ΔH(kJ mol-1)  

Free enzyme  12.6  9.88  
Immobilized enzyme on protein magnetic 

nanoparticles  17.9  15.11  
Immobilized enzyme on peptide  magnetic 

nanoparticles  15.63  12.82  
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سازي آنزیم و آنتالپی غیرفعال شدن آنزیم در میزان انرژي غیرفعال
 و میزان این یافته آزاد افزایش ه نسبت به حالتحالت تثبیت شد

افزایش در آنزیم تثبیت شده بر روي نانوذرات مغناطیسی پروتئینی 
بالاتر از آنزیم تثبیت شده بر روي نانوذرات مغناطیسی تا حدودي 
هاي مثبت این تحقیق استفاده   از دیگر نتیجه. استهپپتیدي بود

  مکرر آنزیم در فرایند و حفظ فعالیت آن نسبت به فعالیت اولیه
 12پس از بر روي هر دو بستر آنزیم تثبیت شده . باشد خود می

 .نموده استفعالیت خود را حفظ % 60 بیش از  پی در پیسیکل
 به صرفه جویی در قابلیت استفاده مجدد آنزیم تثبیت شده منجر

 و فرایند را از نظر گردیدهزمان و میزان آنزیم مورد استفاده 
مقایسه پارامترهاي سینتیکی . سازد اقتصادي مقرون به صرفه می

)Km و Vmax ( آنزیم تثبیت شده با نانوذرات مغناطیسی ایزوله
هاي مغناطیسی در مقایسه با آنزیم آزاد پروتئین سویا و نانوپپتید

ر دو اد که قابلیت دسترسی آنزیم به جایگاه فعال در هنشان د
 مقادیر پارامترهاي 5در جدول . روش تثبیت افزایش داشته است

جهت سینتیکی در حالت آزاد و تثبیت شده بر روي هر دو بستر 
  .گزارش شده استمقایسه 

  
Table 5. Kinetic parameters of free and immobilized enzyme on the magnetic peptide and protein 

nanoparticles 
 

enzyme  Vmax (µmol min-1) Km (mg ml-1)  

Free enzyme  0.83  2.72  
Immobilized enzyme on protein 

magnetic nanoparticles  0.67  2.03  
Immobilized enzyme on peptide  

magnetic nanoparticles  0.64  1.25  
  

دهد که غلظت کمتر  م نشان می پس از تثبیت آنزیKmکاهش 
 سرعت بیشینه 2/1سوبسترا نسبت به آنزیم آزاد جهت رسیدن به 

ی دسترسنشان دهنده قابلیت بالاتر  این امر مورد نیاز است که
میزان کاهش . باشد تثبیت شده میسوبسترا به سایت فعال آنزیم 

Km در مورد آنزیم تثبیت شده بر روي نانوذرات مغناطیسی 
  . باشدرات مغناطیسی پروتئینی بالاتر مینسبت به نانوذ پپتیدي

توان ادعا نمود که تثبیت  با توجه به نتایج حاصل از این تحقیق می
آنزیم اینولیناز با استفاده از اتصالات کووالانسی روشی کارامد 

دارا بودن قابلیت برگشت مجدد و . براي تثبیت آنزیم آزاد است
 سیکل همراه با باقیمانده 12ه به میزان استفاده از آنزیم تثبیت شد
توام با راندمان بالا جهت هیدرولیز % 50فعالیت کاتالیتیکی بیش از 

اینولین و تبدیل آن به فروکتوز و فروکتوالیگوساکاریدها با حفظ 
 درجه سانتیگراد و افزایش چند 75مقاومت حرارتی در دماي 

زیم آزاد، تاییدي بر برابري نیمه عمر آنزیم تثبیت شده نسبت به آن
   .باشد این ادعا می
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Inulinase can produce high fructose syrup from inulin in a one-step enzymatic process. In this research, 
Inulinase was immobilized on the magnetic nanoparticles functionalized with protein and peptide 
nanoparticles through covalent attachment to improve the stability of the enzyme. At the first step, the 
magnetite nanoparticles were prepared by co-precipitation method. Then, in the second step, a mixture of 
soy protein isolate and bovine serum albumin nanoparticles, and wheat gluten hydrolysates prepared by 
endopeptidases were synthesized by desolvation method and then the magnetite nanoparticle’s surface 
were coated for modification and stabilization. In The third step, the enzyme was immobilized on the 
surface of the magnetite carrier by using of glutaraldehyde. In this study, scanning electron microscope 
(SEM) and dynamic light scattering (DLS) were used for analyzing the particle size, shape, morphology 
and functional characteristics of magnetite and protein nanoparticles and enzyme immobilization in all 
steps of preparation. After enzyme immobilization the functional properties were compared with the free 
enzyme. The results implied that thermal stability and resistance to acidic pH were increased. The activity 
of the enzyme, reusability, and kinetic parameters (Vmax, Km, t1/2) were assayed and the results revealed 
better operational stability compared to free enzyme. 
 
Keywords: Inulinase immobilization, Nanopeptides, Magnetic nanoparticles, Soy protein isolate, Wheat 
gluten hydrolysates. 
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