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  تثبيت و بهينه سازي آنزيم گلوكز اكسيداز در حامل كتيرا 
  

 d، عليرضا رحمن cآزاده ابراهيم حبيبي ،b *، مريم اوتادي aشيرين مبين

 
aزيست شناسي، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم و تحقيقات تهران- كارشناس ارشد بيوشيمي  

bمي، واحد تهران مركزي عضو هيئت علمي گروه مهندسي شيمي، دانشگاه آزاد اسلا  
c عضو هيئت علمي مركز تحقيقات غدد برون ريز و متابوليسم دانشگاه علوم پزشكي تهران 

d  شهرقدس-عضو هيئت علمي گروه مهندسي شيمي، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد شهريار   
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  30/8/1389:تاريخ پذيرش مقاله                                                                  22/6/1389: تاريخ دريافت مقاله

  
  هچكيد
اسـت كـه     يك فلاووپروتئين(β-D-glucose: oxygen 1-oxidoreductase; EC: 1.1.3.4) آنزيم گلوكز اكسيداز: مقدمه

ل اكـسيژن بـه عنـوان پذيرنـده     گلوكونولاكتون و پراكسيد هيدروژن به وسيله مولكـو       -δ گلوكز به مولكول     β-Dباعث كاتاليز اكسيداسيون    
در ايـن   . آنزيم گلوكز اكسيداز علاوه بر كاربردهاي پزشكي آن در بيوسنسورها، در صنايع غذايي و تخمير نيـز نقـش دارد                   . الكترون مي گردد  

 به دست آمده و مقايـسه       تحقيق،  از كتيرا به عنوان ماتريكسي براي تثبيت آنزيم گلوكز اكسيداز استفاده شده و شرايط بهينه براي اين آنزيم                   
  .اي بين آنزيم آزاد و تثبيت شده صورت گرفته است

آنزيم گلوكز اكسيداز در حامل طبيعي كتيرا به روش درگير كردن در يك ژل پليمري، تثبيت شـد و اثـرات پـنج فـاكتور                         : مواد و روش ها   
pHهم چنين فعاليت آنزيم بـه روش كنتـرل    .ررسي شده است، دما، غلظت گلوكز، غلظت آنزيم و فشار اكسيژن بر روي آنزيم تثبيت شده ب
pH اندازه گيري شده است. 

 ميلـي  100 ، غلظت گلوكز     =pH 6 درجه سانتي گراد ،    36 شرايط بهينه آنزيم گلوكز اكسيداز براي انجام واكنش مذكور در دماي             :يافته ها 
 بـار اسـتفاده     8 آنزيم مذكور بيشترين فعاليت را نـشان ميدهـد و تـا               ليتر بر دقيقه بدست آمده است كه در اين شرايط          1گرم و فشار اكسيژن     

 .كند درصد از فعاليت اوليه خود را حفظ مي75ميزان 
با توجه به نتايج به دست آمده از فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز تثبيت شده در ژل كتيرا و مقايسه آن با آنـزيم آزاد مـي تـوان                             :نتيجه گيري 

 .است و از نظر اقتصادي مقرون به صرفه  جهت تثبيت براي اين آنزيم مناسب  طبيعيده از اين پليمرنتيجه گرفت كه استفا
  

 آنزيم گلوكز اكسيداز، بهينه سازي، ژل كتيرا، ميكروكپسولاسيون :واژه هاي كليدي
  

   email: m_otadi@iauctb.ac.ir                                                                                                                مكاتبات مسئول  نويسنده*
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  مقدمه
-β-D-glucose: oxygen 1 (گلـوكز اكـسيداز  

oxidoreductase; EC: 1.1.3.4 (    باعـث كاتـاليز
گلوكونولاكتـون  -δ گلوكز به مولكـول      β-Dاكسيداسيون  

گـردد كـه متعاقـب آن باعـث         توسط مولكول اكسيژن مـي    
دروليز خود به خودي آن به اسيد گلوكونيـك و پراكـسيد            هي

   .(Hecht et al., 1993)هيدروژن مي گردد 

، يـــك  Aspergillus niger گلـــوكز اكـــسيداز
 كيلودالتون اسـت و     180 تا   150همودايمر با وزن مولكولي     

 است كه داراي اتصال قـوي بـه         FADحاوي دو مولكول    
 آنزيم در زمينه  اين).Pazur et al., 1964 (آن هستند

هاي متفاوتي از جمله صـنايع غـذايي، آناليزهـاي پزشـكي،            
سنسورهاي گلوكز براي تشخيص ميـزان كمـي گلـوكز در           

اين آنزيم در عسل نيز     . جريان خون و اوره استفاده مي شود      
. كنـد مي يافت شده و به عنوان يك نگهدارنده طبيعي عمل        
حـيط را   آنزيم گلوكز اكسيداز در سـطح عـسل، اكـسيژن م          

  كــاهش مــي دهــد و آن را بــه پراكــسيد هيــدروژن تبــديل 
مي كند كه به عنوان يك سد آنتي باكتريالي عمل مي كند            
هــم چنــين يكــي از محــصولات مهــم ايــن آنــزيم، اســيد 
گلوكونيك مي باشـد كـه كاربردهـاي بـسياري در صـنايع             

اسيد گلوكونيـك، يـك     . مختلف از جمله صنايع غذايي دارد     
 و يكي از اجـزاء طبيعـي در آبميـوه هـا و              اسيد ضعيف است  

 عسل مي باشد و هم چنين براي ترش كردن غـذا اسـتفاده            
در دهـان   )  گلوكونـو لاكتـون    -δ( استر داخلي آن    . شودمي

در . شـود مزه شيريني دارد كه بعدا بـه تـدريج اسـيدي مـي            
در نانوايي به   . محصولات گوشتي و لبنيات استفاده مي شود      

بـه  (  به عنوان طعم دهنده   .كار مي رود  عنوان خميرترش به    
ــا  ــربت هـ ــال در شـ ــوان مثـ ــود) عنـ ــتفاده مـــي شـ  اسـ

(Ramachandran et al., 2006).  
 
 

 

 
 

تحقيقات زيادي بروي تثبيت آنزيم گلوكز اكسيداز در 
اين تحقيقات بهبود . هاي مختلف انجام شده استماتريكس

 قابليت هايي از قبيل استفاده مكرر، بازيابي، پايداري
. دهدعملياتي، پايداري حرارتي و مدت نگهداري نشان مي

روش ميكروكپسولاسيون شامل در برگرفتن آنزيم در يك 
   غشاء نيمه تراواي كپسولي در داخل يك محلول آبي

  ;Vikartovská et al., 2007 ( باشدمي
(Blandino et al., 2001.  

  ، بيوپليمري است كه(Gum Tragacanth)كتيرا 
تراوا در تشكيل كپسول به عنوان يك غشاء نيمهتواند مي

 ترشح گياهان نوع ز ا، كتيرا.نقش داشته باشد
Astraglusصمغ آن به صورت خود به . آيد به دست مي

 ها ترشحوارد شده به بدنه بوتههاي شكستگيخود از 
 و كننده  پايدار،كننده و به عنوان امولسيونشودمي

دارد  دارويي و آرايشي كاربرددهنده در صنايع غذايي و حجم
.(F.D.A.,1974)  

، )ميكروكپـسولاسيون (در روش محبوس سـازي در ژل      
براي تشكيل پليمري كـه بتوانـد در محـيط واكـنش آبـي،              
بصورت جامد غير قابل حل، در بر گيرنده آنزيم باشـد، بايـد        
از يونهاي ايجاد كننده اتـصال عرضـي در شـبكه پليمـري             

ي كه باقي مانده هـاي كربوكـسيليك        از آنجاي . استفاده كرد 
اسيد موجود در ساختار كتيـرا از نـوع نمـك هـاي كلـسيم،               
منيزيم و پتاسيم است براي ايجاد اتصالات عرضي يوني آن          

بنـابراين  . بايد از گروه هاي يوني سه والانسي استفاده كـرد         
هـا از   براي بالا بردن وزن مولكولي پليمـر و تـشكيل گويـه           

. نسي آهن و آلومينيوم استفاده مـي شـود   كاتيونهاي سه والا  
وجود يون آهن در ابتداي عمل اتصالات عرضي كمي ايجاد 
كرده و ژل را غليظ ميكند و علاوه بر آن موجب مـي شـود               

قرمـز  (هـاي آهـن   كه رنگ گويه هاي كتيرا به رنـگ يـون        
 به محض وارد شدن قطرات محلول حاوي ژل. شود) رنگ

  
 ليز شده توسط گلوكز اكسيداز واكنش آنزيمي كاتا-1شكل 
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كتيرا و سلول و يون آهن به محلـول كلريـد آلـومينيم،             
اتصال عرضي بيشتري اتفاق مي افتد و با گذشـت زمـان و             

 ها مـستحكم تـر     گويه اثر كردن يون آلومينيوم بطور كامل،     
  ). Otadi et al., 2005( شوندمي 

 در اين تحقيق هدف اصلي تثبيت آنزيم گلوكز اكسيداز
در ژل كتيرا، به عنوان يك آنزيم مهم و كاربردي در صنعت 

  .و بهينه سازي آن در شرايط مختلف مي باشد
 

 مواد و روش ها
در اين پژوهش از كتيرا كـه از شـركت فلوكـا سـوئيس            
تهيه شده بعنوان ژل تثبيت كننده استفاده شده است و كليه           

 ـ كلريد آلومينيوم، كلريد آهن،   مواد شيميايي شامل     وكز از   گل
ــان و   ــرك آلمـ ــركت مـ ــسيداز   شـ ــوكز اكـ ــزيم گلـ  آنـ

Aspergillus niger    از شركت فلوكـا سـوئيس تهيـه 
 U/mg200 شده است كه هر ميلي گرم آن داراي فعاليت 

  .مي باشد
  

  تثبيت روش -
براي تثبيت آنزيم درون ژل كتيرا، ابتدا محلولي از كتيرا          

ته سـاخ ،   حجمـي  -وزنـي % 1با غلظت   ) كتيرا در آب مقطر   (
بر روي همزن مغناطيـسي      شد و سپس محلول ساخته شده     

كتيرا درون . ه شد قرار دادC 50°و دماي rpm 700با دور 
آب يا محلول هاي آبي حل نمـي شـود، ولـي آب را جـذب              

از زماني كه   . دهدمي كرده و هيدراته مي شود و تشكيل ژل       
كتيرا وارد محلول مي شود، اگر محلول كتيرا سرد باشد پس        

 2باشـد، پـس از    C50° ساعت و اگر دماي محلـول  24از 
بنابراين براي آن   . ساعت به حداكثر ويسكوزيته خواهد رسيد     

كه از حصول ويسكوزيته نهايي اطمينان حاصل كنيم و بعد          
از انجام عمليات بعدي روي ژل كتيرا با افزايش ويسكوزيته          

 سـاعت بعـد از تهيـه    24مواجه نشويم، بهتر است ژل كتيرا      
  .)  (Otadi et al., 2006شودرف مص

حجمـي،  -وزنـي  %1 پس از تهيه ژل كتيـرا بـا غلظـت   
 ميلي گرم   1  حجمي، و  -وزني% III 10محلول كلريد آهن    

 ميلي ليتر بافر مناسب آن حل       1 آنزيم گلوكز اكسيداز كه در    
در مورد آنزيم گلوكز اكسيداز از بافر       (به آن اضافه شد      شده،

و تـا يكنواخـت شـدن كامـل         ) فسفات استفاده شـده اسـت     
محلول و خارج شـدن كامـل حبـاب هـاي هـوا بـا همـزن                 

سـپس بـا اسـتفاده از سـرنگ ايـن           . مغناطيسي هم زده شد   
 حجمـي،  -وزنـي % AlCl 31 مخلـوط بـه داخـل محلـول    

محلول كلريد آلومينيوم به آرامي توسط همـزن        . چكانده شد 

فاصـله نـوك   . هـم زده  شـد   rpm 200مغناطيسي با دور 
سانتي متـر   10تا سطح محلول كلريد آلومينيوم حدود       سوزن  

پس از تشكيل گويه ها عمـل هـم زدن تـا يـك              . مي باشد 
سپس گويـه هـا     . ساعت ادامه يافت تا گويه ها پايدار شدند       

توسط كاغذ صافي جمع آوري شده و با آب ديونـايز و بـافر              
 شستشو داده شده و تا قبـل از اسـتفاده در            =6pHفسفات  
 .) (Otadi et al., 2006 هداري شدند نگC  4°دماي
  

 نحوه سنجش فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز در حالت -
 تثبيت شده 

اساس روش بر مبناي هيدروليز آنزيمي گلوكز مي باشد         
) اسيد گلوكونيـك (و با استفاده از ميزان محصول توليد شده    

اين روش بر پايه تيتراسيون اسـيد       . سنجش انجام مي گيرد   
) گلـوكز (وليد شده درخلال هيدروليز سوبـسترا       گلوكونيك ت 
آنزيم گلوكز اكسيداز، واكنش تبديل گلـوكز را        . استوار است 

. به اسيد گلوكونيك و پراكسيدهيدروژن را كاتاليز مـي كنـد          
اسـتفاده از   .  محيط مـي شـود     pHتوليد اسيد باعث كاهش     

يك باز كه با اسيد گلوكونيك موجود واكنش دهـد، عـلاوه            
 محيط كه اثر قابل توجهي در انجام واكـنش          pHبر كنترل   

دارد، ميزان محصول توليـد شـده را نيـز از روي مقـدار بـاز             
   (Shin et al., 2004). دهدمصرفي نشان مي

 ميلي ليتر   150براي سنجش فعاليت آنزيم به اين روش،      
سوبستراي گلوكز بـا غلظـت معـين در مجـاورت آنـزيم در              

نين اين آنزيم براي فعاليت     همچ. گيردداخل راكتور قرار مي   
خود نياز به اكـسيژن دارد كـه بـه ايـن منظـور از كپـسول                 

در . رساني به اين آنزيم اسـتفاده شـد       اكسيژن براي اكسيژن  
 متـر   pH محيط واكنش دائما بـا       pHطول انجام واكنش،    

در . شـود گيري شده و توسط سود ثابت نگه داشته مي        اندازه
في براي ثابت نگـه داشـتن       هر فاصله زماني ميزان باز مصر     

pH            محيط واكنش به عنوان ملاكي از انجام واكـنش و در 
 (,.Shin et al نتيجـه فعاليـت آنـزيم تلقـي مـي شـود      

2004 ( . 
از آن جايي كه مقدار باز مـصرف شـده برابـر بـا اسـيد                
گلوكونيك توليد شده مي باشد مي توان فعاليت آنزيم را بـا            

در ايـن آزمـايش     . ه كـرد  توجه به ميزان باز مصرفي محاسب     
 عبارت است از    (U)يك واحد فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز       

 سـود   µmol 1مقدار آنزيمي كه گلوكونيك اسيدي معادل       
شرايط . كندرا در دقيقه و تحت شرايط آزمايشگاهي آزاد مي        

 آزمايشگاهي تعريف شده براي اين واكنش آنزيمي بصورت
6 pH  و دمايoC 36  بـراي محاسـبه    سـاعت  1 و زمـان
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  فعاليــت آنــزيم گلــوكز اكــسيداز اســتفاده مــي شــود      
) Han et al., 2005 ( . 

  

سازي شرايط عملياتي آنزيم گلوكز اكسيداز      بهينه -
 تثبيت شده

مثـل دمـا،    عملكرد آنزيمها به شدت به شرايط عملياتي
pH           غلظت سوبسترا وابسته است، استفاده از حامل بـراي ، 

 كه اين شرايط را تغيير بدهـد        تثبيت يك آنزيم ممكن است    
كه اين تغييرات ممكن است كه مشكلاتي را براي عملكـرد    

بنابراين هر قدر اين شرايط در حالت تثبيت . آنزيم ايجاد كند
  .واهد بودـهم نزديكتر باشند، تثبيت بهتر خـشده و آزاد ب

  
   بر فعاليت آنزيمpHاثر  -

 بـافر سوبـسترا بـافر فـسفات         pHبراي بهينـه سـازي      
 مولار استفاده مي شود، بافر فسفات پتاسـيم بـا           1/0پتاسيم  

pH            هاي متفاوت تهيه كرده و در شرايط واكـنش يكـسان
دما، غلظت سوبسترا، فشار اكسيژن، غلظـت بـافر، غلظـت           (

سوبسترا  pHبا استفاده از گويه هاي تثبيت شده، اثر       ) آنزيم
گرفته مقدار آنزيم به كار     . بر فعاليت آنزيم سنجيده مي شود     
 ميلي گرم بر ميلـي ليتـر        1شده در حالت آزاد و تثبيت شده        

با استفاده از نمودار فعاليت آنـزيم و ميـزان توليـد             .مي باشد 
 براي هيدروليز در شرايط تثبيـت       pHمحصول، مناسبترين   

  .انجام شده تعيين مي شود
 

  اثر دماي محيط واكنش بر فعاليت آنزيم -
آنـزيم تثبيـت شـده،      براي تعيين بهترين دماي عملكرد      

، غلظـت   pH( تعداد معيني گويه در شرايط كـاملا يكـسان        
و در  ) سوبسترا، فشار اكسيژن، غلظـت بـافر، غلظـت آنـزيم          

دماهاي متفاوت براي واكنش هيدروليز اسـتفاده و بهتـرين          
مقدار آنـزيم بـه     . گرديددما براي شرايط تثبيت آنزيم تعيين       

 ميلي گـرم بـر    1شده  كار گرفته شده در حالت آزاد و تثبيت         
بـا اسـتفاده از نمـودار فعاليـت آنـزيم و      . باشـد ميلي ليتر مي 

ميزان توليد محصول، مناسـبترين دمـا بـراي هيـدروليز در            
 .شرايط تثبيت انجام شده تعيين مي شود

  
  

  اثر غلظت سوبسترا بر فعاليت آنزيم -
براي تعيين بهينه غلظت، تعداد معيني گويه در شـرايط          

، دما، فشار اكسيژن، غلظت بافر، غلظت       pH( كاملا يكسان 
و غلظت هاي متفاوت گلوكز براي واكـنش آنزيمـي          ) آنزيم

 و بهترين غلظـت كـه در آن آنـزيم حـداكثر             گرديداستفاده  
 .  شدفعاليت را دارد، تعيين 

 
  اثر اكسيژن بر فعاليت آنزيم -

براي بررسي اثر اكسيژن بـر فعاليـت آنـزيم از كپـسول             
تعداد معيني گويه در .  استفاده شده استاكسيژن و پمپ هوا

، دما، غلظـت سوبـسترا، غلظـت        pH( شرايط كاملا يكسان  
و سرعت هـاي متفـاوت جريـان هـوا و           ) بافر، غلظت آنزيم  
 و تاثيرات ناشـي از  شد استفاده L/min  1سرعت اكسيژن

ميزان اكسيژن ورودي به محلول واكنش مورد بررسي قـرار          
  .گرفت

در نهايت پس از تعيين شرايط بهينه آنزيم تثبيت شـده،         
از آن آنزيم تثبيت شده در شـرايط بهينـه و در آزمايـشهاي              

 اثـر حامـل اسـتفاده شـده را در           شد تا بتـوان   مكرر استفاده   
  .دنگهداري فعاليت آنزيم بدست آور

  
  يافته ها

 1شود زمان واكنش  در كليه نتايجي كه آورده مي
در زمان اوليه هم سرعت . ه شده استساعت در نظر گرفت

واكنش بالاتر است و هم ميزان سوبستراي بيشتري در 
بنابراين اين زمان ميتواند مبناي نتيجه . اختيار آنزيم است

  .گيري از عملكرد آنزيم باشد
فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز تثبيت شده با  1 در نمودار

سه شده  هاي مختلف با هم مقايpHآنزيم آزاد بر حسب 
دهد كه در مطالعات روي آنزيمهاي مختلف نشان مي. است

 مي باشد و همان pHبيشتر موارد پايداري يك آنزيم تابع 
 هاي متفاوت pH مشاهده مي شود در 1طور كه در نمودار 

 pH =6فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز تغيير مي كند و در 
  .فعاليت آنزيم آزاد و تثبيت شده حداكثر است

فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز تثبيت شده با  2موداردر ن
آنزيم آزاد بر حسب دماهاي مختلف با هم مقايسه شده 

مطابق نتايج به دست آمده از اين نمودار، مشاهده . است
گردد كه آنزيم تثبيت شده و آنزيم آزاد بالاترين فعاليت مي

نسبت به دماهاي ديگراز خود نشان  C ° 36را در دماي
 39 و 35، 38، 37د سپس به ترتيب در دماهاي دهنمي

گراد بيشترين فعاليت را از آنزيم تثبيت شده درجه سانتي
  .مشاهده مي كنيم
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 مولار، 1/0=  ، غلظت گلوكز C° 36دما (  هاي مختلف  pH در  (●) و آنزيم آزاد (■)فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز تثبيت شده -1نمودار 

 )L/min 1= و سرعت جريان اكسيژن  1mg/ml=ا آنزيم آزادآنزيم تثبيت شده و ي
 

 
 مولار، آنزيم 1/0=  ، غلظت گلوكز pH = 6 ( در دماهاي مختلف  (●) و آنزيم آزاد (■) فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز تثبيت شده-2نمودار 

 )1L/min= و سرعت جريان اكسيژن  1mg/ml=تثبيت شده و يا آنزيم آزاد
 

 
   دقيقه60اثير غلظت هاي مختلف سوبسترا بر فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز تثبيت شده در مدت زمان  ت-3نمودار 

)pH = 6دما ،=C  ° 3650=  ، واحد آنزيم تثبيت شدهU 1= و سرعت جريان اكسيژن L/min (  
   ؛M10/0=  غلظت (●) ؛  M 05/0= غلظت (▲)  ؛M 03/0=  غلظت (□) ؛ M 02/0= غلظت (■) : علائم 

  M 20/0 = غلظت (○)  ؛M 15/0 = غلظت (×)
  

فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز تثبيت شده در  3 در نمودار
با هم مقايسه شده ) گلوگز(غلظت هاي مختلف سوبسترا 

غلظت سوبسترا بر روي سرعت واكنش هاي آنزيمي . است
، 3مطابق نتايج به دست آمده از نمودار . تاثير به سزايي دارد

ردد كه آنزيم تثبيت شده بالاترين فعاليت را مشاهده مي گ
 .  مولار از خود نشان مي دهد1/0در غلظت 

ــوكز  4در نمــودار  ــزيم گل ــين فعاليــت آن  مقايــسه اي ب
اكسيداز حاصل از سرعت جريان هاي متفاوت هوا و سرعت          

بـا توجـه بـه واكـنش        . جريان اكسيژن صورت گرفته اسـت     
ژن علاوه بر گلوكز    ، اكسي 1آنزيمي گلوكز اكسيداز در شكل      

همـان طـور كـه در    . سوبستراي ديگر اين آنزيم مـي باشـد       
 مشاهده مـي كنيـد ميـزان فعاليـت آنـزيم گلـوكز              4نمودار  

اكسيداز كه از اكسيژن خـالص بـراي انجـام فعاليـت خـود              
استفاده كرده در مقايسه با حداكثر فعاليت اين آنـزيم كـه از             

فاده كرده اسـت،  پمپ هوا براي واكنش كاتاليزوري خود است   
 .  برابر بيشتر مي باشد5حدود 
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   تثبيت و بهينه سازي آنزيم گلوكز اكسيداز در حامل كتيرا
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 نشان دهنده نتـايج حاصـل از اسـتفاده مكـرر            5نمودار  
همـانطور كـه در     . آنزيم تثبيت شده در محيط واكنش است      

 بـار اسـتفاده از آنـزيم هنـوز          8نمودار ديده مي شود پس از       
 . درصد از فعاليت آنزيم باقيمانده است75بيش از 

 
  بحث

با توجه به فعاليـت آنـزيم گلـوكز اكـسيداز            1در نمودار   
  ، افـزايش  pHتثبيت شده و آنزيم آزاد هـر دو بـا افـزايش             

 بـراي هـر دو آنـزيم        =pH 6مي يابد و حداكثر فعاليت در       
 بـا كـاهش     5/6 بـه    6 از   pHبا افـزايش    . شودمشاهده مي 

شديد فعاليت آنزيم روبرو هستيم كه ايـن كـاهش فعاليـت            
كيل يك حالت يوني نامناسب براي      ممكن است ناشي از تش    

، يـا ناشـي از غيرفعـال شـدن          )يا هر دو  ( سوبسترا يا آنزيم    
اي كـه   در مقايـسه  . آنزيم و يا تلفيقي از همـه اثـرات باشـد          

 آنزيم تثبيت شده و آنزيم آزاد صورت گرفته است  pHبين
 بهينه آنزيم آزاد و تثبيت شده برابـر         pHمشاهده مي كنيد    

  اي پـس از تثبيـت نـشان         pHم تغييـر     مي باشد و آنـزي     6

 آنـزيم پـس از تثبيـت ممكـن          pHتغيير نكردن   . نمي دهد 
است به اين دليل باشد كه گـروه هـاي كاتـاليتيكي آنـزيم              

 pHعدم تغيير در    . تحت تاثير جريان تثبيت قرار نگرفته اند      
آنزيم پس از تثبيت در انواع ديگر ژلها توسط ديگر محققين           

 (;Vikartovská et al., 2007شده است نيز گزارش
Yang et al., 2004 ( . 

اي كه بين دمـاي آنـزيم تثبيـت    در مقايسه 2 در نمودار
شده و آنزيم آزاد صورت گرفتـه اسـت مـشاهده مـي كنيـد             
. تفاوتي بين دماي بهينه آنزيم آزاد و تثبيت شده نمي باشـد           

عدم تغيير در دماي بهينه آنزيم آزاد و تثبيـت شـده توسـط              
 (Vikartovská etمحققين نيز گزارش شده استديگر 

al., 2007; Yang et al., 2004 ( عامل  هم چنين
 درجه سانتي گـراد     39اصلي كاهش فعاليت آنزيم در دماي       

احتمالا ناشي از پديده دناتوره شدن آنزيم مي باشد، كه طي           
 آن ساختمان سـه بعـدي آنـزيم كـه لازمـه فعاليـت آنـزيم                

 .رودمي باشد، از بين مي
 

 

  
  

   مقايسه فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز حاصل از سرعت جريان هاي متفاوت هوا و سرعت جريان اكسيژن-4نمودار 
  ) U 50= و واحد آنزيم تثبيت شده C° 36=  مولار، دما 10/0= ، غلظت گلوكز pH = 6(دقيقه 60در مدت زمان 

)؛  L/min 5/1= جريان هوا  سرعت (▲)؛  L/min 5/0=  سرعت جريان هوا (×) : علائم  ) ●(   ؛L/min 0/2=  سرعت جريان هوا (
  L/min  0/1 =سرعت جريان اكسيژن 

  

  
  فعاليت آنزيم گلوكز اكسيداز در استفاده مكرر در شرايط بهينه-5نمودار 
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ساختمان سوم آنزيم ها با پيوندهاي ضعيف به يكـديگر          
هاي آنـزيم را    لاين پيوندها قادرند كه مولكو    . اندمتصل شده 

در محلول در وضع ثـابتي نگـاه دارنـد تـا عوامـل مختلـف                
به اين  . ساختماني با دقت خاصي در كنار يكديگر قرار گيرند        

ترتيب، افزايش درجه حرارت تا زمـاني قـادر اسـت موجـب             
افزايش فعاليت آنزيمي گردد كه عوامل مختلـف سـاختمان          

از آن جا كـه   . دسه بعدي آنزيم، دچار تغييراتي نگرديده باشن      
لازمه افزايش سـرعت واكـنش آنزيمـي، افـزايش سـرعت            
تصادمات بين مولكول هاي آنزيم و سوبسترا اسـت، چنـان           
چه بالا رفتن درجـه حـرارت اختلالـي در ايجـاد كمـپلكس              

 سوبسترا بنمايد، سرعت واكنش آنزيمي بـا افـزايش          -آنزيم
  بابدمي دما كاهش

د در غلظتهاي  مشاهده مي شو3با توجه به نمودار 
بسيار كم بدليل كم بودن سوبسترا، همه جايگاه هاي فعال 
آنزيم توسط سوبسترا پر نخواهد شد و فعاليت آنزيم كم 

با افزايش تدريجي غلظت سوبسترا، اين فعاليت . خواهد بود
آنزيمي افزايش مييابد تا زماني كه در يك غلظت معين 

شود و پر ميكليه جايگاههاي فعال آنزيمها با سوبسترا 
 فعاليت آنزيم به حداكثر مقدار خود در شرايط عملياتي 

با افزايش غلظت سوبسترا بيش از اين مقدار، . رسدمي
غلظت سوبسترا تاثيري بر فعاليت آنزيم نخواهد داشت زيرا 

گيري و انجام واكنش سوبسترا هاي اضافي محلي براي قرار
وبسترا فعاليت نخواهند داشت، بنابراين با افزايش غلظت س

  .آنزيم افزايش نمي يابد
 اختلاف زياد در فعاليت آنزيم ناشي از 4در نمودار 

ميزان اكسيژن موجود در هوا با اكسيژن خالص مي باشد و 
 ليتر بر دقيقه هوا با سرعت 1با مقايسه سرعت جريان 

 ليتر بر دقيقه اكسيژن اختلاف زياد فعاليت آنزيم 1جريان 
ابراين استفاده از اكسيژن خالص براي بن. مشاهده مي شود

انجام اين واكنش، تاثير زيادي در افزايش فعاليت آنزيمي و 
  .افزايش سرعت واكنش خواهد داشت

 نشان دهنده امكان استفاده مكرر از آنزيم در 5نمودار 
با توجه به نتايج بدست آمده، آنزيم پس . شرايط تثبيت است

ليت نگهداري فعاليت خود از تثبيت شدن در حامل كتيرا، قاب
توان از اين مي را در استفاده هاي مكرر دارد و بنابراين

حامل براي تثبيت آنزيم استفاده كرد و با راندمان بالايي در 
  .را بكار برد استفاده هاي مكرر آن

 
 
 

  نتيجه گيري
با توجه به نتايج به دست آمده از آزمايشات مربوط به 

تيرا حاملي مناسب براي تثبيت بهينه سازي آنزيم، پليمر ك
زيرا كتيرا يك پليمر طبيعي است كه فاقد . باشدها ميآنزيم

باشد و تاثيري بر روي ساختار آنزيم هر گونه مواد سمي مي
تثبيت كردن اجازه استفاده مكرر آنزيم و جداسازي . ندارد

يكسان بودن شرايط . دهدراحت آنرا از محيط واكنش مي
الت تثبيت شده و آزاد اثر مثبت در فرايند بهينه آنزيم در ح

تثبيت دارد و نشان دهنده شرايط ملايم تثبيت با ژل 
تواند بعنوان يك ژل مهم و موثر در تثبيت كتيراست كه مي

شرايط بهينه آنزيم گلوكز . ساير آنزيمها نيز استفاده شود
، غلظت pH 6  درجه سانتي گراد،36اكسيداز در دماي 

 ليتر بر دقيقه 1 گرم و فشار اكسيژن  ميلي100گلوكز 
بدست آمده است كه در اين شرايط آنزيم مذكور بيشترين 

دهد و قابل استفاده در عمليات مكرر فعاليت را نشان مي
هم چنين با توجه به اينكه اين گياه در ايران با . باشدمي

توان از شود ميكيفيت بسيار خوب موجود است و كشت مي
صرفه و ي كه از نظر اقتصادي مقرون بهاين پليمر طبيع

باشد، در صنايع آنزيمي مانند صنايع قابل دسترس مي
غذايي، آناليزهاي پزشكي و سنسورهاي گلوكز استفاده 
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Abstracts 
 
Introduction: Glucose oxidase (β-D-glucose: oxygen-oxidoreductase, EC 1.1.3.4) from 
Aspergillus niger, is a flavoprotein which catalyses the oxidation of β-D-glucose to D-  δ  
glucono-lactone, which subsequently hydrolyzes spontaneously to gluconic acid using 
molecular oxygen as the electron acceptor. Apart from being an analytical tool in biosensors 
for medical applications and environmental monitoring glucose oxidase (GOD) finds 
application in food and fermentation industry. In this study, glucose oxidase (GOD) was 
encapsulated within tragacanth gel capsules and the optimal conditions for immobilized GOD 
were obtained. 
Materials and Methods: Glucose oxidase was immobilized on gum tragacanth carrier with 
Microencapsulation method and the effects of pH, temperature, oxygen, concentrations of 
substrate (glucose) were studied and the optimal conditions for immobilized GOD were 
obtained. The enzyme activity was measured through pH- control. 
Results: The optimal conditions for immobilized enzyme were: T= 36 °C, pH= 6, glucose 
concentration 0.1 M and the oxygen flow rate = 1 L/min. In optimum condition the activity of 
immobilized enzyme is preserved up to 75% after 8 repeated uses.  
Conclusion: As the results are shown gum tragacanth is a proper and economic biopolymer 
that might be used for immobilization. 
 
Keywords: Glucose Oxidase, Gum Tragacanth, Microncapsulaion, Optimum Condition. 
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