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 اتیلن پلي حاوی آبي دوفازی سیستم در آمیلاز آلفا آنزيم پذيری توزيع بررسي

 سیترات سديم تری و گلیکول
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 23/8/7231 مقاله: پذیرش تاریخ    32/4/7231 مقاله: دریافت تاریخ

 

 هچکید

 با استخراج رایج هایسیستم جای به آبی دوفازی هایسیستم از استفاده بیوتکنولوژی، محصولات جداسازی راهکارهای از یکی مقدمه:

 دوفازی هایسیستم از روند.می بشمار هالبیومولکو مخلوط تخلیص و جداسازی برای کاربردی روشی آبی دوفازی هایسیستم است. حلال
 یبررس حاضر تحقیق از هدف .کرد استفاده تخمیری سوسپانسیون در موجود هایبیومولکول مجموعه از پروتئین تخلیص در توانمی آبی
 است. نمک -مریپل آبی دوفازی سیستم در لازیآلفاآم میآنز یرپذی عیتوز

g.molمولکولی وزن با گلیکول اتیلن پلی شامل آبی دوفازی سیستم پژوهش این در ها:روش و مواد
 سیترات سدیم تری نمک و 17333-

 تیتراسیون روش از دوفازی محدوده ارزیابی جهت ابتدا در .شد گرفته نظر در  آمیلاز آلفا آنزیم توزیع برای است، سازگار زیست نمکی که
 روش به آنزیم غلظت و آلی نمک پلیمر، غلظت جمله از عملیاتی پارامترهای اثر همچنین شد. استفاده بینودال منحنی رسم برای ابری نقطه

 آماری بررسی مورد ها،آزمایش از حاصل پذیریتوزیع ضریب برای آمده بدست نتایج گردید. ارزیابی آنزیم پذیریتوزیع روی بر بنکن-باکس
 گردید. ارائه دوم درجه مدل یک صورت به نتایج و گرفته قرار

 دهد.می نشان آلی نمک-پلیمر پایه بر آبی-دوفازی سیستم برای را دوفازی محدوده بینودال منحنی رسم از حاصل نتایج ها:يافته

 آنزیم توزیع بر داریمعنی اثر آبی -دوفازی سیستم دهنده تشکیل اجزای غلظت که داد نشان پذیریتوزیع روی بر حاضر پژوهش های یافته
 سدیم تری نمک و گلیکول اتیلن پلی از متشکل سیستم در آمیلاز آلفا توزیع ضریب بیشترین که داد نشان نتایج همچنین دارند. آمیلاز آلفا

 تخمین 733/2 آبی-دوفازی سیستم در بررسی مورد آنزیم پذیریتوزیع بهینه شرایط در دهد.می اختصاص خود به را 187/3 مقدار سیترات،
 است. شده زده

 اثرگذار بسیار پذیریتوزیع روی بر آلفاآمیلاز آنزیم و سیترات سدیمتری آلی نمک پلیمر، غلظت که دهدمی نشان نتایج :گیرینتیجه

  .است آنزیم تخلیص برای مناسبی سیستم آلی نمک-پلیمر آبی-دوفازی سیستم بهینه شرایط در بنابراین هستند.
 

 آبی دوفازی سیستم ،پذیریتوزیع ،سیترات سدیم تری ،گلیکول اتیلن پلی ،آمیلاز آلفا کلیدی: های واژه
 
  email: n_hadidi@pasteur.ac.ir, hadidi@gmail.com                                                                              مکاتبات مسئول نویسنده *

mailto:hadidi@gmail.com
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 مقدمه
 که هستند صنعتی پرکاربرد هایآنزیم جمله از آمیلازها

 اختصاص خود به را آنزیم جهانی بازار چهارم یک از بیش
 مانند غذایی صنایع داروسازی، نساجی، صنایع در و دهندمی

 شوندمی استفاده نشاسته فرآوری و سازیشیرین
(Kammoun et al., 2008.) پروتئینی ساختاری آمیلازها 

 بتا (،α-Amylase) آمیلاز آلفا گروه زیر سه به و دارند
 (γ-Amylase) آمیلاز گاما و (β-Amylase) آمیلاز
 که هستند هاییآنزیم تنها آمیلازها شوند. می بندیتقسیم
 و شوندمی تولید هامسمیکروارگانی و حیوانات گیاهان، توسط
 دارند. هاکربوهیدرات متابولیسم در مهمی نقش

 وجود عمده روش دو تجاری مقیاس در هاآنزیم تولید برای
3جامد حالت تخمیر و 7معلق تخمیر که دارد

 روش دارند. نام 7
 جمله از هاییمزیت دارای جامد حالت روش به نسبت معلق
 در اکسیژن بهتر گردش زمانی، دوره یک در بیشتر تولید میزان

 باشدمی ترساده تجهیزات به نیاز و بالا تولید حجم سیستم،
(Subramaniyam & Vimala, 2012). 

 فرمانتاسیون توسط شده تولید زیستی هایمحلول
 کمی نسبتا غلظت و هستند آب در محلول بصورت معمولا
 معمولا فرمانتاسیون هایمحلول در مواد این غلظت دارند.

  یابد.می افزایش جداسازی مرحله چند با
 مورد اخیر هایسال در که جداسازی هایروش از یکی

 از حاصل محلول کردن وارد است گرفته قرار محققین توجه
 هایسیستم است. آبی دوفازی سیستم به فرمانتاسیون

 بالا بازدهی و کوتاه زمان کم، هزینه علت به آبی دوفازی
 ;Khayati et al., 2015;) هستند بسیاری توجه مورد

Xiea et al., 2006; Kavakçıoğlu & Tarhan, 

 اثر کمترین و مقیاس افزایش قابلیت هاسیستم این (.2013
 ,Keating & Cacace) دارد را هاپروتئین روی بر تخریبی

 دوفازی سیستم در بیومولکول یک پذیری توزیع (.2013
 غلظت و نوع دما، جمله از متعددی پارامترهای تابع آبی

 باشد می غیره و pH سیستم، دهنده تشکیل اجزای
(Karkas & Önal, 2012.) میزان بر بسیاری تحقیقات 

 انجام آبی دوفازی های سیستم در آمیلاز آلفا آنزیم توزیع
 (Shahriari et al., 2010; Shahriari et) است گرفته

(al., 2012. 
  به نمک و (گلایکول اتیلن پلی) پلیمر فازی دو سیستم

 

                                                      
2
 Solid State Fermentation (SSF) 

 هایسیستم با مقایسه در) کم گرانروی مانند مزایایی دلیل
 مانند پلیمرهایی با مقایسه در) ناچیز هزینه و پلیمر(-پلیمر
 از استفاده شد. استفاده (دکستران و گلایکول پروپیلن پلی

 کاهش موجب باشندمی بالا گرانروی دارای که پلیمرهایی
 شودمی پلیمر از غنی فاز در آمیلاز آلفا آنزیم فعالیت شدید

(Oztuk, 2001.) لحاظ از آلی هاینمک کارگیری به 
 مانند هایینمک است. اهمیت حائز بسیار محیطی زیست
 که زیرا شوند، بازیابی فازها از باید نیز سولفات و فسفات
 در که فرآیندی لذا دهند.می افزایش را پساب در بار میزان

 استفاده معدنی نمک بازیابی برای بیشتر مرحله یک آن
 اقتصادی لحاظ از شود، مجدد استفاده ترکیب این از تا شود،

 انگیزه تا گردید موجب امر این نیست. صرفه به مقرون
 افزایش آلی نمک پایه بر آبی -دوفازی سیستم توسعه برای
 ندارد پساب تصفیه به نیازی آلی هاینمک از استفاده یابد.
 زیستیتجزیه آسانی به توانندمی آلی هاینمک که زیرا

 ترکیبات این کنند.نمی ایجاد محیطی زیست مشکل و شوند
 تصفیه واحد در راحتی به توانندمی و نیستند سمی

 فراوان هایمزیت دلیل به شوند. آزاد پساب بیولوژیکی
 ترکیب این با معدنی هاینمک جایگزینی آلی هاینمک
 برخوردار بالایی ارزش از علمی لحاظ از و است موثر بسیار
 همکاران و Han توسط شدهانجام جامع مطالعه در است.

 یا سدیم، سیترات آلی هاینمک زدایینمک قدرت (2010)
  K دمای در استات سدیم یا تارتارات سدیم

 سیترات نمک زدایینمک قدرت آنان . 3است شده بررسی
 گزارش بیشتر بررسی مورد آلی هاینمک سایر از را سدیم
 گزارش (2012) همکاران و Shahriari همچنین کردند.
 پوشیآب شدیدتر تر،بیش بار چگالی با هاییآنیون که کردند

 دارند. تریبیش زدایینمک قدرت نتیجه در و شوندمی
 مقدار باشد، تربیش نمک زدایینمک قدرت هرچه بنابراین

 و ترکم آبی -دوفازی سیستم تشکیل برای لازم نمک
 که است ذکر به لازم است. تروسیع نمودار دوفازی منطقه

 بر علاوه سیترات سدیم تری آلی نمک انتخاب کملا
 و فعالیت پروتئینی، ماهیت حفظ بالاتر زدایینمک قدرت
 .(Tianwei et al., 2002) است بوده آنزیمی فعال جایگاه
 همکاران و Dehnavi توسط شده انجام اخیر مطالعه در

-پلیمر آبی-دوفازی سیستم در آنزیم فعالیت حفظ (3372)

                                                      
1
 Submerged Fermentation (SmF) 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378381214006402
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359511305003594
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359511305003594
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359511305003594#aff1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586612006569
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586612006569
http://pubs.rsc.org/is/results?searchtext=Author%3ADavid%20N.%20Cacace
http://pubs.acs.org/author/Shahriari%2C+Shahla
http://pubs.acs.org/author/Shahriari%2C+Shahla
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 مطالعه این در است. گرفته قرار بررسی مورد معدنی نمک
 ساختار FTIR و CD قبیل از تکمیلی هایتست انجام با

 این در هاآن گرفت. قرار بررسی مورد آنزیم سوم و دوم
 حین در آنزیم فعالیت که رسیدند نتیجه این به پژوهش

 این در آنزیم سوم و دوم ساختار و شود می حفظ جداسازی
 ،Dehnavi پژوهش اساس بر شود.نمی مخدوش سیستم
 نیز پروژه این در پیشنهادی سیستم که رودمی انتظار

 نمک -پلیمر پیشنهادی سیستم کند. حفظ را آنزیم فعالیت
 برای معدنی نمک به نسبت تریملایم شرایط آلی

 آنزیم فعالیت حفظ بنابراین دهدمی ارائه آنزیم جداسازی
  رود.می انتظار

 آوردن دست به آبی دوفازی سیستم بررسی از هدف
 جداسازی و پذیریتوزیع افزایش برای بهینه شرایطی

 دهنده تشکیل اجزای نوع باشد.می هامولکول زیست
 وزن اختلاف فازها، اجزای مولکولی وزن و غلظت سیستم،
 اندازه و هانمک بافر فاز، دو بین متناظر اجزای بین مولکولی

 پذیریتوزیع میزان روی بر موثر عوامل از زیستی مواد
 باشندمی آبی دوفازی هایسیستم در هامولکول زیست

 از استفاده با پژوهش این در (.7232 علیزاده، و )خیاطی
 با گلیکول اتیلن پلی پلیمر از متشکل آبی دوفازی سیستم

g.molمولکولی وزن
 سیترات تری آلی نمک و 7333 1-

 آبی دوفازی سیستم در آمیلاز آلفا پذیریتوزیع میزان سدیم
 دهنده تشکیل اجزاء غلظت تأثیر همچنین .شودمی سنجیده
 آنزیم پذیریتوزیع بر نمک و پلیمر شامل دوفازی سیستم

  گیرد.می قرار بررسی مورد

 
 هاروش و مواد

 مواد -

 این در استفاده مورد آلی نمک و پلیمر خواص جزئیات
  هاآزمایش انجام جهت .است شده ارائه 7 جدول در مطالعه

 

 استفاده، مورد آنزیم است.شده استفاده تقطیر دوبار آب از
 با سابستیلیس باسیلوس (EC 7/7/3/2) آمیلاز آلفا آنزیم
 نمایندگی از %33 خلوص و kDA  مولکولی جرم

 میزان سنجش جهت Sigma-Aldrich شرکت
 شد. تهیه پذیری توزیع
 

 بینودال منحني رسم  -

 ابری نقطه تیتراسیون روش از بینودال منحنی رسم برای
o  دمای در

C 32 پایه محلول ابتدا روش این در شد. استفاده 
 %23 وزنی درصد با سیترات سدیمتری نمک از شفافی و

 شفاف و غلیظ محلول بورت از استفاده با سپس گردید. تهیه
PEG1000 (23% )در نمک محلول به قطره قطره وزنی 

 + نمک + پلیمر سامانه از نور عبور شد. افزوده اختلاط حال
 کدر و فازی تک سیستم دهنده نشان آن شفافیت و آب

 بود؛ خواهد فازی دو سیستم تشکیل دهنده نشان آن شدن
 کدر را محلول پلیمر از  قطره اولین که هنگامی بنابراین

 شده اضافه حجم و نموده قطع را کردن اضافه عمل نماید،
 روی بعدی نقطه تعیین برای سپس شود. می یادداشت
 ناچیزی مقدار بشر درون کدر محلول به بینودال، منحنی

 شود می اضافه قطره قطره صورت به تقطیرشده بار دو آب
 اضافه آب دقیق حجم درآید. فازی تک و شفاف حالت به تا

 محلول کردن اضافه عمل دوباره  شود.می یادداشت شده
 به و گردد کدر بشر درون محلول تا دهیم می ادامه را پلیمر
 روی از آمد. خواهد دست به نیز بعدی نقاط صورت همین
 چگالی از استفاده با توان می شده یادداشت های حجم

 شده اضافه پلیمر مقدار وزنی درصد پلیمر، آبی هایمحلول
 بدست تجربی بینودال منحنی نهایت در نمود. محاسبه را

 یابد انطباق خوبی به زیر پارامتری سه معادله با باید آمده
(Merchuk et al., 1998:) 

(7)                             0.5 3
exp( )Y A BX CX  

 آن هایمخفف و شیمیايي فرمول با استفاده مورد شیمیايي ترکیبات -9 جدول

 مولي جرم شیمیايي فرمول ماده
(g mol-1) 

 مخفف خلوص شیمیايي ساختار منبع

 H(OCH2CH2)nOH  Merck millipore گلیکول اتیلن پلی
 

33%≤ PEG1000 

 C6H5Na3O7.5,5 H2O Merck millipore هیدرات -2،2 -سیترات سدیمتری

 

33%≤ Na3Citrate 
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 با که هستند پارامترهایی C و A، B آن در که
 شوند.می حاصل هاداده رگرسیون

 
 روی بر عملیاتي پارامترهای اثر بررسي -

 آمیلاز آلفا پذيری توزيع

 محلول آبی، دوفازی سیستم در آمیلاز آلفا پذیریتوزیع
 مطالعه  PEG1000محلول با سدیم سیترات تری نمک

 بر علاوه فرآیند، یک مطالعه معمول هایروش گردید.
 ترکیبی اثر زیاد، هایآزمایش تعداد به نیاز و بودن گیروقت

 هایروش یعنی دهند.نمی را فرآیند بر موثر هایپارامتر
 یک در پارامترها همه داشتن نگه ثابت شامل که معمول،

 را پارامترها ترکیبی اثر است، پارامتر یک اثر بررسی و سطح
 به توجه با کند.نمی بررسی سیستم پاسخ روی بر

 کارگیری به کلاسیک و معمول هایروش هایمحدودیت
 اییویژه اهمیت از آزمایش طراحی در آماری هایروش

 ریزیبرنامه آزمایش، طراحی اصلی هدف است. برخوردار
 روی بر را مشخصی عوامل اثر  که است هاییآزمایش

 عوامل همچنین و داده قرار مطالعه مورد ستمسی پاسخ
 بررسی برای بزند. تخمین مناسبی دقت با را تاثیرگذار

 پذیریتوزیع روی بر عملیاتی پارامترهای اثر سیستماتیک
 سدیم تری -PEG1000 آبی -دوفازی سیستم در آنزیم

 مطالعه این در شد. استفاده 7بنکن-باکس روش از سیترات،
  از: عبارتند بررسی مورد مستقل پارامترهای

7) 1X، خوراک در پلیمر وزنی درصد 

3) 2X، خوراک در آلی نمک وزنی درصد 

2) 3X، شده افزوده آمیلاز آلفا آنزیم وزنی درصد 
 به آمیلاز آلفا آنزیم پذیریتوزیع ضریب مقابل در و
 ضریب باشد.می سیستم غیرمستقل پاسخ عنوان
 دست به زیر رابطه از سیستم در ترکیب این پذیری توزیع

 آید: می
[ ]

[ ]

top

amylase

bot

amylase
K

amylase











  (3)  

 

] آن در که ]
top

amylase  بالایی فاز در آنزیم غلظت 
] و پلیمر( از )غنی ]

bot
amylase  فاز در آنزیم غلظت 

 شده کد مقادیر 3 جدول در است. آلی( نمک از )غنی پایینی
 است. شده ارائه مستقل عوامل این از یک هر نشده کد و

                                                      
1
 Box-behnken 

 آمیلاز آلفا استخراج در تجربي سطوح و محدوده -2جدول

-سديمتری-PEG1000 یپايه بر آبي-دوفازی سیستم در

 سیترات

 واحد مستقل فاکتور
 سطوح

 + 
 31 33 78  وزنی درصد PEG1000 (X1) غلظت

 ستتیترات ستتدیمتتتری غلظتتت
(X2) 

 33 78 74  وزنی درصد

 1/3 4/3 3/3  وزنی درصد (X3) آمیلاز آلفا غلظت
3 

 پارامترهای برای مقادیر این انتخاب علت مهم نکته
 هایمنحنی از مقادیر این انتخاب جهت است. مستقل
 به توجه با شود.می استفاده شده رسم پیش از بینودال
 نحوی به آلی نمک و پلیمر مقدار بینودال هایمنحنی
 شود. تشکیل آبی -دوفازی محلول که شودمی انتخاب

 از شده افزوده آمیلاز آلفا آنزیم مقدار تعیین جهت همچنین
  شد. استفاده () همکاران و  Haghtalab مطالعه

 با مطابق آلی نمک و پلیمر وزنی درصد با خوراکی ابتدا
 لیتریمیلی 23 بشر درون (2 )جدول آزمایش طراحی جدول
 مغناطیسی همزن روی بر دقیقه 72 مدت به و شده تهیه
 72 )حدود محلول این از مقداری سپس شود.می زده هم

 شاهد محلول عنوان به تا شده منتقل فالکن لوله به گرم(
 محلول به شود. استفاده آنزیم غلظت خواندن هنگام
 شده اضافه آمیلاز آلفا آنزیم مناسب مقدار بشر در مانده باقی

 جدول با منطبق محلول در آنزیم غلظت که نحویبه
 توسط دقیقه 23 مدت به مخلوط این گردد. آزمایش طراحی
 یک به محلول سپس  .شد زده هم مغناطیسی همزن

 دکانتور نهایت، در .شد وارد لیتر میلی   حجم با دکانتور

 انکوباتور درون ساعت 34 مدت به فالکن لوله و
(Memmert, Germany) دمای با o

C شد.داده قرار 

 و شده تشکیل شفاف و مجزا فاز دو تعادل، برقراری از پس
 تنظیم با دکانتور درون فازهای شوند. تفکیک هم از باید
 آلفا غلظت میزان شوند. می جدا یکدیگر از خروجی شیر

 اسپکتروفوتومتر از استفاده با فاز هر در آمیلاز
(M501,Camspec, England) به لازم شود.می تعیین 

 موج طول در آمیلاز آلفا جذب بیشینه که است ذکر

nm آمیلاز آلفا و آب رقیق محلول اسکن طریق از که است 

                                                      
1
 Box-behnken 
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 فاز هر در آمیلاز آلفا غلظت تعیین برای است. آمده دستبه
 استفاده شاهد محلول عنوان به آنزیم بدون محلول همان از

 (.Gomes et al., 2009) شد
 

 های خوراک سیستم دوفازی آبيغلظت -3جدول 

Run# 
1X 2X 3X amylase

K
 

 

 تخمیني تجربي

    832/3 /
   4/3 781/3 /
   4/3 141/3 /
   4/3 838/3 /
   3/3 122/7 /
   3/3 122/3 /
   1/3 272/3 /
   1/3 732/3 /
   3/3 734/7 /
   3/3 744/7 /
   1/3 713/3 /
   1/3 342/3 /
   4/3 812/7 /3
   4/3 132/7 /
   4/3 113/7 /

 

 هايافته
 منحني بینودال -

ها ذکر شد، همان گونه که در بخش مواد و روش
های مربوط به منحنی بینودال )مرز ناحیه تک فاز و  داده

 ابری، برای تیتراسیون نقطه  روشدوفاز( با استفاده از 

پلیمر بررسی گردید. جدول  های دوفازی آبی بر پایهسیستم
آبی -های تعادلی مربوط به سیستم دوفازیشامل داده 4

 7است. شکل  PEG1000سدیم سیترات و شامل تری
 دهد.منحنی بینودال این سیستم را نشان می

ر پارامترهای با استفاده از رگرسیون نتایج تجربی مقادی
A ،B  وC  و  -818/2، 312/3به ترتیب  7برای معادله
Rاند.  پارامتر ضریب همبستگی )به دست آمده -42/11

2 )
های تجربی و به عنوان معیاری جهت ارزیابی انطباق داده

2باشد. در این مطالعه، مقدار مدل می 0.995R   نزدیک
های تجربی و مدل بوده و نمایانگر انطباق بین داده 7به 

 سه پارامتری مرچوک است. 
 

های  های درصد وزني نمودار فازی سامانه داده -4جدول 

( در 2سیترات )سديمتری–PEG1000  (9 )دوفازی آبي

 oC 25دمای 
100w1 100w2 100w1 100w2 
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

 

 
و  oC 25در دمای سديم سیترات تریآلي +نمک PEG1000آبي -در سیستم دوفازیمنحني فازی بر مبنای دو جزء  - 9شکل

 فشار اتمسفری



 

 پذیری آنزیم آلفا آمیلاز در سیستم دوفازی آبی  بررسی توزیع 
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برخی پژوهشگران دلیل تشکیل دو فاز مجزا در 
آبی شامل نمک )الکترولیت( را به -های دوفازیسیستم

مرتبط  7زدایینمک برای القای پدیده هاتوانایی الکترولیت
(. در حالت کلی Sadeghi & Jahani, 2012دانند )می

حلالیت یک پلیمر محلول در آب در اثر وجود الکترولیت 
زدایی و به دنبال آن تشکیل ممکن است کاهش )اثر نمک

3فزونیآبی( یا افزایش )اثر نمک-سیستم دوفازی
( یابد. 7

زدایی با آب ترکیب شده و نمک ههای القاکننده پدیدیون
های کمپلکس هیدراته تشکیل داده و سپس از کنار مولکول

شوند. با افزایش غلظت این مواد )الکترولیت و پلیمر دور می
یابد. ها افزایش میپلیمر( در آب، میزان دور شدن کمپلکس

رسیم که تشکیل دوفاز، حالت مطلوب نهایتا به حالتی می
 و فاز غنی از نمک )الکترولیت( و پلیمر بهسیستم سده و د
 وجود خواهد آمد.

 
 آبي-پذيری آلفا آمیلاز در سیستم دوفازیتوزيع -

تعیین سیستم مناسب برای استخراج آلفا آمیلاز از 
های پیش رو در مخلوط تخمیری همواره یکی از چالش

است. نتایج حاصل از توزیع آنزیم  زمینه تولید آنزیمی بوده
آلفا آمیلاز در سیستم دوفازی آبی شامل پلی اتیلن گلیکول 

 اند. گزارش شده 2و تری سدیم سیترات در جدول 

 

 بحث
 اثر پارامترهای عملیاتي  -

( مشاهده a-3طور که در منحنی کانتور )شکل همان
در خوراک از سطح کد  PEG1000شود، افزایش غلظت می

پذیری آنزیم + منجر به افزایش ضریب توزیع7به  -7شده 
شود. افزایش غلظت اولیه پلیمر موجب می 41/7به  82/3از 
گریزتر شود و به همین دلیل شود فاز غنی از پلیمر آبمی

شود. پذیری بیومولکول مشاهده میافزایش در ضریب توزیع
گرفت که فرآیند استخراج به  توان نتیجهبه عبارت دیگر می

 شود. های هیدروفوب کنترل میکنشطور کلی با برهم
بیانگر آن است که  3چنین منحنی کانتور در شکل هم

به  -7آلی در خوراک از سطح کد شده افزایش غلظت نمک
به  21/7پذیری آنزیم از + منجر به کاهش ضریب توزیع7

پایین بر روی  شود. افزایش غلظت نمک در فازمی 17/3

                                                      
     

 

 تأثیر پلیمری فاز وها های آب گریز پروتئینبرهمکنش
 موجب تواندمی حدی تا نمک غلظت افزایشارد. گذ می

 حرکت باعث و شده نمکی فاز در موجود آزاد حجم کاهش
 بالای هایغلظت در. شود پلیمری فاز سمت به هاپروتئین

 دهیرسوب موجب تواندمی آن زداییخاصیت نمک نمک
 میزان لذا، گردد فاز دو مشترک فصل در هاپروتئین

 کاهش هدف بیومولکول استخراج درصد و جداسازی
 بار با باردار هایگروه با نمک هاییون کهییآنجا از .یابد می

 هایلایه تشکیل با دارند، کنشبرهم هاپروتئین مخالف
 حذف) شدن هیدراتهدی موجب یونی هایگروه از دوتایی

 پوشیآب خاصیت این. شوندمی هاپروتئین( آب مولکول
 باعث هاپروتئین کردن هیدراتهدی و نمک هاییون

 ,Ozturk)شود می هاپروتئین گریزآب نواحی گسترش

2001.) 
 

 3مدل رگرسیون توسعه معادله -

های تجربی بدست آمده برای ضریب جهت ارزیابی داده
پذیری، یک معادله درجه دوم توسط نرم افزار توزیع

Minitab   توسعه داده شد. به منظور تعیین ضرایب این
ای از روش حداقل کردن مربعات خطا استفاده چند جمله

شود و پس از آن بر اساس رویه پاسخ بدست آمده، می
در صورتی که مدل  .گیردتحلیل برروی سیستم صورت می

با سیستم واقعی داشته باشد، مدل ارائه شده انطباق خوبی 
مدل  2پیشنهادی از عملکرد مناسبی برخوردار است. رابطه 

پذیری آلفا حاصل به صورت کد نشده را برای ضریب توزیع
 دهد. آمیلاز نشان می

ارائه شده است. مقدار  2نتایج آنالیز واریانس در جدول 
باشد و نشان دهنده آن است که مدل معتبر می Fبالای 

تغییرات پاسخ، با مدل رگرسیون پیشنهادی قابل پیش بینی 
کند و اهمیت آماری پارامترها را مشخص می Pاست مقدار 

برای یک مدل با اهمیت آماری بالا باید مقداری کمتر از 
پیشنهادی در این پروژه  مدل Pداشته باشد. مقدار  32/3

دل است. بوده و این خود نشانی از مناسب بودن م 337/3
کل تغییرات توصیف نشده با مدل پیشنهادی توسط ترم 
خطا بیان می شود. با توجه به مقادیر موجود در جدول، 
شکل مدل انتخابی قادر است رابطه بین فاکتورها و پاسخ 

 سیستم را به خوبی توصیف کند.

                                                      
1
 Salting-out                      

2
 Salting-in 
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2 2 2

1 2 3 1 2 3

2

1 2 1 3 2 3

18.69 0.871 1.280 2.90 0.01791 0.02011 5.67

0.01908 0.8404 0.6086         R 0.9829

amylaseK X X X X X X

X X X X X X

        

   

 (3)  

 

 
 سديم سیتراتتری -PEG1000پذيری آلفا آمیلاز در  سیستم نمودار کانتور اثر پارامترهای عملیاتي بر روی توزيع -2شکل

 

 سديم سیتراتتری -PEG1000پذيری آلفاآمیلاز در سیستم جدول آنالیز واريانس برای توزيع - 5جدول 

 F-value P-value آزادی درجه مربعات مجموع منبع
 337/3 31/27 3 7713/1 مدل

1
x 14313/3 7 84/24 333/3 

2
x 4833/7 7 12/13 333/3 

3
x 3323/3 7 74/3 137/3 

1 2
x x 2131/3 7 22/71 333/3 

1 3
x x 8383/7 7 34/82 333/3 

2 3
x x 3483/3 7 13/44 337/3 

2

1x 3382/3 7 32/74 372/3 

2

2x 2423/3 7 38/71 338/3 

2

3x 7333/3 7 34/8 323/3 

   2 7312/3 7خطا

   2 3123/3 3تناسب نقص

   3 3223/3 2خالص خطای

   74 3332/1 مجموع

 

                                                      
1
 Error                 

2
 Lack of Fit                  

3
 Pure Error 

 

(a) 
(b) 

(c) 
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پذیری آلفا آمیلاز، اثر خطی غلظت پلیمر و برای توزیع
کنش چنین اثر مربعی و اثر برهمنمک آلی مهم است. هم

باشد. لازم به ی فاکتورهای مورد بررسی بسیار مهم میهمه
غلظت آنزیم توزیع شونده چندان ذکر است که اثر خطی 

 حائز اهمیت نیست.
نمودار مقدار واقعی در مقابل مقدار پیش بینی  2شکل 

دهد. این نتایج شده توسط مدل برای پاسخ  را نشان می

اند که مؤید انطباق پراکنده شده 42︒عمدتا اطراف خط 
 باشد.مناسب مدل با مقدار واقعی می

 

ترکیبی از سطوح عوامل سازی هدف یافتن در بهینه
شده بر روی پاسخ را تامین مستقل است که شرط قرار داده

کنند. بنابراین هدف مورد نظر برای هر فاکتور مستقل 
پذیری های اولیه خوراک( و پاسخ )ضریب توزیع)غلظت

آنزیم( باید انتخاب شود. در این پژوهش، تابع هدف برای 
خاب شده و هر یک پذیری مقدار ماکزیمم انتضریب توزیع

از متغیرهای مستقل باید درون محدوده مورد بررسی قرار 
 اند.شدهنشان داده  1سازی در جدول گیرند. نتایج بهینه

 

 گیرینتیجه

 هایسیستم در بیومولکول پذیریتوزیع بررسی از هدف
 افزایش برای مناسب شرایط به دستیابی آبی دوفازی
 از هابه خصوص آنزیم هابیومولکول جداسازی بازدهی

-سیستم به آبی نسبت فازی دو سیستم. است تخمیر محیط

 های مزیت دارای آلی حلال -آب سنتی و متداول های
 زیادی بسیار حد تا فاز دو هر که آنجا از. باشدمی بیشتری

 بیولوژیکی مواد برای ملایمی بسیار سیستم بوده، آب شامل
-است که از آنزیم طبیعت.  این بدان معنا نمایندمی فراهم

شود. در این مطالعه منحنی بینودال سیستم زدایی نمی
سدیم سیترات نمک آلی تری-PEG1000آبی -دوفازی

رسم گردید و سپس اثر غلظت پلیمر و نمک در خوراک 
علاوه بر غلظت آنزیم آلفا آمیلاز به صورت آماری مورد 

 که داد نشان حاضر پژوهش هاییافتهارزیابی قرار گرفت. 
-معنی اثر آبی دوفازی سیستم غلظت اجزای تشکیل دهنده

. همچنین دارندآلفا آمیلاز  آنزیم پذیریتوزیعروی  بر داری
این  که بیشترین ضریب توزیع آلفا آمیلاز در داد نشان نتایج

است. با بررسی اثر پارامترهای عملیاتی  187/3 سیستم
 % wtبه  78مشخص شد که افزایش غلظت پلیمر از 

های هیدروفوب تمایل آنزیم را برای کنشبه دلیل برهم
دهد. در مقابل قرارگیری در فاز غنی از پلیمر افزایش می

به دلیل قدرت  % wtبه 74افزایش غلظت نمک آلی از 

دهد. پذیری بیومولکول را کاهش میزدایی آن توزیعنمک
یو در همین راستا ارزیابی شرایط بهینه برای استخراج ب

پذیری مولکول حائز اهمیت است؛ و در شرایط بهینه توزیع
 است. تخمین زده شده 733/2آنزیم مورد بررسی 

 
 مقايسه مقدار واقعي و مقدار پیش بیني شده توسط مدل برای پاسخ - 3شکل 

 

 پذيریتوزيع مقدار بهینه شرايط عملیاتي برای ماکزيمم مقدار ضريب -6جدول

 آبي -فازیسیستم دو 
 شرايط بهینه

Enzyme wt% Salt wt% PEG1000 wt% amylaseK
 

PEG1000- سیتراتسدیمتری 
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