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 کیدهچ

ینتیکی سفعالیت هر آنزیم، نمایانگر توانایی آن در مصرف سوبسترا و تولید محصول نهایی می باشد، که خود این مساله تابعی از ویژگی های 

آنزیم های تثبیت شده در علوم غذایی، بیوتکنولوژی، داروسازی و شیمی ( است. و...  PHآنزیم، مقدار آنزیم و شرایط محیطی )مثل دما و 

ها، تجزیه کاربرد فراوان دارند. با توجه به پیشرفت روز افزون در دستیابی به روش های مختلف تثبیت آنزیم ها در جهت استفاده بهینه از آن 

بررسی فاکتورهای مؤثر بر میزان فعالیت  بامر سنتز شده پرداخته شده است. تثبیت شده بر روی پلیفعالیت آنزیم لیپاز  به مطالعهدر این تحقیق، 

استفاده از روش رویه پاسخ به  ، دما، غلظت آنزیم لیپاز و غلظت سوبسترا به تعیین شرایط بهینه باpHشده، از جمله آنزیم در حالت تثبیت 

معادل بر اساس پیش بینی نرم افزار بیشترین فعالیت آنزیمی  پرداختیم که در این راستا عنوان یکی از روش های طراحی آزمایش ها 

U/gr.min 37/1171  محاسبه شد و شرایط بهینه برای بیشترین فعالیت آنزیم لیپاز درpH  گراد، غلظت  درجه سانتی 6/71و دمای  1/6برابر

 ست آمده است.به د 4/4و  mg/ml 11/1آنزیم و سوبسترا به ترتیب معادل 

 

 ها، فعالیت آنزیم آنزیم، لیپاز، تثبیت آنزیم، روش رویه پاسخ، طراحی آزمایشهای کلیدی: واژه
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 مقدمه -1

 آنزیمی(triacylglycerol acylhydrolase, EC 7.1.1.7)لیپاز

را دارد و نقتش اختصاصتی    استترها  هیتدرولیز استت کته توانتایی    

 .(12)کند را ایفا می اسید چربو  گلیسرولبه  گلیسرید تریتبدیل 

در ستتال هتتای اخیتتر لیپازهتتا بتته عنتتوان ابزارهتتای کاتتتالیزوری در  

 11جنبشتی داروهتای راستمی     انحتلال واکنش های آلی به دلیتل  

بترای   ایتن آنتزیم   همچنتین  .(3)دمورد توجه بیشتری قرار گرفته ان

ویژگی و اصلاح و سنتز سوخت های زیستی و محصولات غذایی 

مورد در حالت تقبیت شده دد آن سوبسترایی و قابلیت استفاده مج

. تثبیت آنزیم ی  استراتژی است (12و11)استفاده قرار می گیرند

که اغلب برای غلبه بر مشکلات به عنتوان ثبتات یخیتره ستازی و     

انجتام   و امکان استفاده مجتدد  عملیاتی، حرارتی و ترکیبیتوانایی 

می گیرد. علاوه بر اثر تثبیت، کیفیت محصتولات را متی تتوان بتا     

و یتا واستطه هتای ناخواستته و      جانبی اجتناب از تولید محصولات

تثبیتت شتده در    هتای نزیمآ (.11)جداسازی آسان تر بهبود بخشید

ای چشتمگیری  برختورداری از مزایت  دلیتل  ه مقایسه با آنزیم آزاد ب

کاربرد پیوسته آنزیم، بازیتابی آنتزیم، حجتم    مانند پایداری بیشتر، 

اخیترا  کمتر واکنش، کاهش آلودگی محیط، صرفه اقتصتادی و ... 

ستط  تمتاس، میتزان    . (11)مورد استفاده بیشتری قترار گرفتته انتد   

تخلختتل، آبگریتتزی و آبدوستتتی پلیمرهتتا از پارامترهتتای مهتتم در  

پلیمر مورد استفاده باید غیتر ستمی باشتد و     یت آنزیم ها هستند.تثب

علاوه بر آن طبیعی بودن  د.مرهای طبیعی از این نظر مناسب ترنپلی

 منبع تهیه این پلیمرها، امکان دستیابی به آنهتا را راحتتتر متی کنتد.     

نقطتته فتتعف استتتفاده از پلیمرهتتای طبیعتتی در فرآینتتد تثبیتتت،     

از  .(21و17)ختوا  در رنتو وستیع استت    محدودیت امکان تغییر 

اینرو بسیاری تحقیقات در این زمینه با استفاده از پلیمرهای سنتزی 

انجام شده است. جایب سنتزی که در ایتن تحقیتق استتفاده شتده     

 Sio2 سیلیکاژل بتا فرمتول عمتومی    بر پایه سیلیکاژل است. است،

.xH2o   به دلیل داشتن قدرت مکانیکی بالا و تحمل رفتار گرمتای

دارای کاربردهای فراوانی است.هم چنین به عنتوان جتایب قطبتی    

22استتفاده از روش  در ایتن تحقیتق   تقسیم بندی می شود.
MIP   بتا

و در این تحقیتق   شده است ، جایب سنتزاستفاده از پایه سیلیکاژل
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  Molecular imprinting 

 .(2)به آن رزین گفته میشود

های تثبیت می توان روش های رسوب دادن بر روی ژل، از روش 

در ایتن   .(1)میکروکپسوله کردن، پیوند کووالانت و... را نتام بترد  

تحقیق از روش جذب سطحی بترای تثببیتت آنتزیم استتفاده شتده      

لیپازهای تثبیت شده به منظتور تولیتد انتوا      ،در بین آنزیمها است.

ول هتا، فستفو لیپیتدها،    مختلفی از چربیها شامل تری آسیل گلیستر 

کاربرد  لیپیدهای اتر غیر قطبی و غنی سازی آنها با اسیدهای چرب

در ارتباط با بررسی فعالیتت آنتزیم لیپتاز تثبیتت     . (7)فراوانی دارند

شتتده بتتر روی پلیمرهتتای مختلتتف اخیتترا دانشتتمندانی همچتتون     

Ramdhane Kou Chang ...ررسی هتایی انجتام دادنتد کته     ب  و

نتتتتتایو تحقیتتتتق حافتتتتر را در بتتتتر داشتتتتته  نتتتتتایجی مشتتتتابه 

 (.21و21،14،13،19،11،17،1،6،9)است

ر این تحقیق با استفاده از نتایو آزمایشگاهی بته دستت آمتده در    د

خصو  فعالیت آنزیم لیپاز، به بررستی فعالیتت آنزیمتی و تعیتین     

با استفاده از روش رویته   تجربی -به صورت تحلیلی آن  نقطه بهینه

. نتتایو اولیته آنتالیز واریتانلا اطلاعتات بستیار       پاسخ  می پردازیم

مفیتتدی در ارتبتتاط بتتا متتؤثر بتتودن یتتا بتتی تتتزثیر بتتودن هریتت  از  

فاکتورهتتا خواهتتد داد و همچنتتین در  ختتوبی از وفتتعیت اثتتر   

تداخلی دو فاکتور روی یکدیگر پیدا خواهیم کرد. در این شرایط 

ه دوم برای مدلی از نو  تابع درج، های تجربی لازمبا انجام آزمایش

فعالیت آنزیمی ارائه خواهیم کرد که به ختوبی قتادر خواهتد بتود     

نحوه اثرگذاری ت  ت  فاکتورهتای انتختاب شتده را در میتزان     

تتوان   فعالیت آنزیمی محاسبه نماید. بر اساس تابع بدست آمده می

فعالیت آنزیمی را در سطوح مختلف هتر یت  از متغیرهتا بررستی     

ربوط به بالاترین فعالیت آنزیم تثبیت شده نمود. سپلا نقطه بهینه م

 لیپاز را ارائه خواهیم کرد.

 

 مواد و روش ها -2
 مواد مورد استفاده -2-1

ی انتخابی شامل متغیرهاتجربی بوده و در آن -تحلیلیاین تحقیق 

دامنه تغییرات هر  وغلظت آنزیم و غلظت سوبسترا بوده  ،pHدما، 

الیت آنزیم لیپاز در حالت تثبیت ی  از آن ها که برای بررسی فع

 منابع متفاوت در محدوده های مناسبرا از  انتخاب شده دهش

 Designاساس پیشنهاد نرم افزار  بر سپلااستخراج کردیم 

Expert آزمایش تکرار  6آزمایش به همراه  21شامل  طرحی که

است و شامل مقادیر دما، غلظت آنزیم، غلظت در نقطه میانی 

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%87%DB%8C%D8%AF%D8%B1%D9%88%D9%84%DB%8C%D8%B2
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%B1
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%B1
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D8%B1%DB%8C%E2%80%8C%DA%AF%D9%84%DB%8C%D8%B3%D8%B1%DB%8C%D8%AF
http://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D9%84%DB%8C%D8%B3%D8%B1%D9%88%D9%84
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D8%AF_%DA%86%D8%B1%D8%A8
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. با استفاده از این طرح انتخاب شده استمی باشد  pHسوبسترا و 

در مقادیر مختلف دما، را در هر آزمایش میزان فعالیت آنزیم 

pH گیری اندازه در آزمایشگاه ، غلظت آنزیم و غلظت سوبسترا

و با استفاده از روش رویه پاسخ به عنوان یکی از روش  کردیم

های طراحی آزمایش ها به تعیین شرایط بهینه آنزیم پرداختیم. 

لیپاز مورد استفاده در این پژوهش از نو  لیپاز پانکراسی بوده و از 

است. مشخصات دیگر آن بدین شرح شرکت سیگما تهیه شده 

 :تاس

Ec No: Ec 7.1.1.7   ,  641 unit/mg ,  Type (VII) from 

candida Cylinderance 
 

 روش تثبیت آنزیم لیپاز -2-2  

روش تثبیت آنزیم لیپاز مورد استفاده در این تحقیتق روش جتذب   

. پلیمتر ستنتز شتده یت  پلیمتر      استت بر روی پلیمر سنتز شده بوده 

بر پایه سیلیکاژل تهیه   1نوین بوده که به روش اثرگذاری مولکولی

بتر استاس فعتال     آماده سازی پلیمتر ستنتزی،   (. روش2است)شده 

با استید کلریتدری  و خشت  کتردن      (1)شکل  سازی سیلیکاژل

ستپلا  و  سیلان متوکسی مرکاپتوتری-7از حدواسط  آن و استفاده 

ایمینتو دی استتی    و  آلیل گلیستیدیل اتتر  گرافت کردن کوپلیمر 

در ستتتتون  (2)شتتتکل  بتتتروی ستتتیلیکاژل فعتتتال شتتتده   استتتید

  (.2وماتوگرافی میباشد)کر

برای تثبیت آنزیم بروی این پلیمر سنتز شده که به آن رزین گفتته  

گرم بر میلی لیتر از آنزیم لیپاز را ستاخته   میلی 2/1محلول  میشود، 

محلول بتافری متورد نظتر را افتافه      میلی لیتر از آن، مقادیر 2و به 

گرم رزین سنتز شده  2/1کنیم، آن را به حجم رسانده و سپلا  می

ستاعت آن را در دمتای    2کنتیم و بته متدت     به محلول افتافه متی  

کنیم. مخلوط حاصتل را صتاف کترده و رزیتن      محیط مخلوط می

 9/1جذب آنزیم شده را با مقدار معین از شوینده )استید نیتریت    

سته و دوباره هم زده شده و به این ترتیب غلظتت آنتزیم   مولار( ش

تعیتین   UV-visجذب شده در محلول زیر صافی توسط دستتگاه  

 .(2)شده است

، دمتا،  pHشرایط بهینه جذب آنزیم توسط رزین سنتز شده ماننتد  

های  زمان و ... به طور جداگانه مورد بررسی قرار گرفته است. داده

                                                 
1
  Molecular imprinting 

وژه در ارتبتاط بتا شترایط بهینته جتذب      به کار برده شده در این پر

صتد   ، در=6/9pHآنزیم لیپاز توسط رزین بیتانگر ایتن بودکته در    

(.  مطالعتته 2%  بتترای آنتتزیم لیپتتاز بتته دستتت آمتتد)   47بازیافتتت 

های مختلف بته همتراه رزیتن ستنتز شتده نشتان داد کته بتا          محلول

افزایش غلظتت، میتزان جتذب آنتزیم توستط رزیتن نیتز افتزایش         

های مکرر نشان داد که رزیتن ستنتز شتده     مچنین بررسییابد. ه می

% از مقداری 11دقیقه،  21این قابلیت را دارد که در زمان کمتر از 

تواند جذب کند را جتذب نمایتد و بهینته دمتای جتذب       را که می

گراد می باشد. توانایی جتذب   درجه سانتی 29آنزیم توسط رزین  

بهینه از  pHت جذب در رزین برای آنزیم لیپاز بررسی شد و ظرفی

 (:2فرمول زیر محاسبه شد)

q = میلی گرم آنزیم جذب شده بر روی رزین/گرم رزین 

 

 
 از رزین سنتز شده SEMتصاویر   -1شکل 

 

 
 از سیلیکاژل SEMتصاویر   -2شکل 

 

 روش سنجش فعالیت آنزیمی لیپاز -2-3

واحد لیپاز: ی  واحتد لیپتاز مقتداری از آنتزیم استت کته تحتت        

شرایط تعریف شده در آزمایش طبق ایتن استتاندارد معتادل یت      

Hمیکرومول اسید 
در هر دقیقته از بستتر آزاد کنتد. متواد متورد       +

 استفاده در آزمایشات تعیین فعالیت آنزیمی شامل موارد زیر است:

 عصاره استرول 

  محلول بافر رقیق درpH مشخص 

 )که از صمغ عربی )آکاستیا( و   امولسیون بستر )سوبسترا

 روغن زیتون حاصل شده است.
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ستته قستتمت از امولستتیون بستتتر و یتت  قستتمت از محلتتول بتتافر را 

میلی لیتر از این مخلتوط را بته یت  بشتر      1مخلوط کرده و سپلا 

دقیقته در حمتام    11منتقل می کنیم و محلول بستر را به مدت  111

میلی لیتر از  2مای مورد نظر نگه می داریم. در زمان صفر آبی با د

آنزیم آماده شده را به محلول بستر افافه کرده، زمتان را ستنجش   

می کنیم. محتوی بشتر را بتا همتزن مخلتوط کترده و آن را بترای       

مدت زمان تنظیم شده در حمام آبی با دمای مورد نظر نگه داشتته  

زوده و با همزن مخلوط می کنیم میلی لیتر الکل به آن اف 11و بعد 

بشتتر را از حمتتام آب ختتارج کتترده و محتتتوی آن را بتتا ستتدیم     

تیتر می کنیم.  1مساوی pH  نرمال تا رسیدن تا 1.12هیدروکساید 

: حجتم  Sحجم سدیم هیدروکساید مصرفی را یادداشت می کنیم)

به موازات این عمل آزمون بدون واکنش  .(تیتراسیون نمونه آنزیم

میلتی   11میلی لیتتر امولستیون بستتر و     1آنزیم را با مخلوط کردن 

 1pH میلی لیتر آب و سپلا سنجش آن تا رسیدن به 2لیتر الکل و 

طبق دستور فوق انجام می دهیم و حجم ستدیم هیدروکستاید      =

تیتراسیون : حجم Bمصرفی در این آزمایش را یادداشت می کنیم)

فعالیت آنزیم لیپاز بر حستب واحتد لیپتاز در     .(محلول بدون آنزیم

کته طبتق آن شترایط بهینته      گرم از رابطه زیر بته دستت متی آیتد    

عملکرد آنزیم در حالت تثبیت شده به طور جداگانه مورد بررسی 

  .(2)یکر شده است 2قرار گرفته است و در جدول 

 
K :ارزش خالص ( تیتراسیونS-B ،)N نرمالیته سدیم :

میلی لیتر محلول  2: وزن نمونه آنزیم موجود در Wهیدروکساید، 

:  1.111تبدیل میلی مول اسید به میکرومول،  1111آنزیمی،  

 زمان: tفریب تبدبل میلی گرم به گرم، 

 

 طراحی آزمایش ها -2-4

متغیرهای عملیاتی و سطوح مورد بررسی در  -2-4-1

 سازی فعالیت آنزیم لیپاز مدل

در این بررسی به دنبال یافتن مدلی هستیم که بتواند میزان فعالیتت  

 pH)متغیر( فتاکتور چهتار  آنزیم لیپاز )به عنوان تابع هتدف( را بته   

(و غلظتت   C)فتاکتور  (، غلظت آنزیم B(، دما )فاکتور A)فاکتور 

ارتباط دهد و براساس آن بتوان میتزان تغییتر    (D)فاکتور سوبسترا 

فعالیت آنزیمی را در اثر تغییر هر یت  از ایتن فاکتورهتا بته طتور      

سازی مدل مزبتور   زمان محاسبه نمود و بر اساس آن بتوان بهینه هم

استتفاده از روش  سطوح چهار متغیتر متوردنظر بتا     لذا را انجام داد.

. متغیرهتای  شتوند قرار گرفته و بهینته متی   رویه پاسخ مورد بررسی

 1عملیتاتی متتورد نظتر و ستتطوح متتورد آزمتایش آنهتتا در جتتدول    

 (.2)استخراج شده است 2که از منبع  آورده شده است

 

متغیرهای عملیاتی و سطوح مورد بررسی در   -1جدول 

 سازی فعالیت آنزیم لیپاز مدل

 سطح پایین نوع واحد نام فاکتور
سطح 

 بالا

A pH - 5/4 عددی  5/7  

B درجه حرارت °C 52 02 عددی 

C غلظت آنزیم gr/ml 20/2 عددی  05/2  

D غلظت سوبسترا gr/ml 77/0 عددی  5/00  

 

 سازی نرم افزار و روش مورد استفاده جهت بهینه -2-4-2

  ستتازی بهینتته  در  کتته  هتتا طراحتتی آزمتتایش  هتتای روش  یکتی از  

 Response) پاستتخ دارد، روش رویتته   بستتیار کتتاربرد  متغیرهتتا

Surface) های ریافی  ای از تکنی  باشد. این روش مجموعه می

و آمتتاری استتت کتته هتتدف آن بهینتته کتتردن پاستتخ تحتتت تتتزثیر  

متغیرهاست. با توجه به اینکه میزان فعالیتت آنزیمتی بتا استتفاده از     

لزوماً منجر بته بدستت      زمان(روش کلاسی  )ی  عامل در ی

شود همچنین قادر به بررسی اثرات تداخلی  آوردن نقطه بهینه نمی

توان بتا استتفاده از روش    از طرفی نمی(. 16)باشد فاکتورها نیز نمی

کلاسی  اثر ی  عامل در ی  زمان متدلی عمتومی پیشتنهاد داد    

استفاده در متغیر مختلف مورد  1که بتواند فعالیت آنزیم لیپاز را به 

رویته  بنتابراین در ایتن تحقیتق روش     این بررسی مترتبط دانستت.   

سازی  پاسخ به عنوان روشی دقیق با مبنای آماری قوی، جهت مدل

 سازی این متغیرها انتخاب شده است. شایان یکر استت کته   و بهینه

ستازی، ایتن روش    با توجه به توانتایی روش رویته پاستخ در بهینته    

 (.4و9)ه محققین قرار گرفته استاخیراً در کانون توج

محصتول    3DX  هتا  افزار مورد استفاده برای طراحی آزمتایش  نرم

یکتتی از  رویتته پاستتخ روش  باشتتد. متتی State Easeشتترکت  

باشتد. در   بر تابع هتدف متی    های بررسی اثر متغیر ترین راه متداول

این روش پاسخ غیرخطی سیستم به تغییر متغیرهتا بته ختوبی نشتان     

بته تحلیتل    رویته پاستخ  رو با استتفاده از روش   از این ،شود داده می

 .پردازیم ها می نتایو آزمایش

آزمایش تکترار   6آزمایش به همراه  21بر اساس پیشنهاد نرم افزار 

فعالیت  
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هتا در   در نقطه میانی انتخاب شده است. هدف از تکترار آزمتایش  

نقاط میانی تخمین خطای آزمایش و امکان بررسی دقت و صحت 

آزمتایش   71باشد. در مجمتو  ایتن طترح شتامل      مدل انتخابی می

میزان فعالیت آنزیم لیپاز مطابق طرح آزمتایش ارائته شتده    است و 

و  متا، غلظتت آنتزیم   ، دpHتوسط نرم افتزار، در شترایط مختلتف    

بته آن هتا اشتاره     2گیری شد که در جدول  غلظت  سوبسترا اندازه

 شده است.

 

 

 

 نتایج مربوط به فعالیت آنزیم لیپاز در طرح آزمایش انتخاب شده  -2جدول 

 pH شماره آزمایش
 درجه حرارت

(°C) 
 غلظت سوبسترا غلظت آنزیم

 فعالیت
(U/gr.min) 

0 5/4  52 05/2  5/00  0442 

0 5/7  55 24/2  045/7  742 

5 6 55 24/2  045/7  0070 

4 5/4  52 05/2  77/0  0025 

5 6 55 24/2  77/0  0024 

6 5/4  02 05/2  77/0  727 

7 6 55 20/2  045/7  775 

4 5/4  02 20/2  5/00  075 

7 6 55 05/2  045/7  0770 

02 5/7  52 05/2  5/00 0455 

00 6 55 24/2  045/7  0274 

00 6 55 24/2  045/7  0044 

05 6 55 24/2  5/00  0600 

04 5/7  02 20/2  77/0  057 

05 6 55 24/2  045/7  0044 

06 5/7  52 05/2  77/0  775 

07 5/4  55 24/2  045/7  645 

04 5/7  02 05/2  5/00  0542 

07 5/4  52 20/2  5/00  007 

02 6 55 24/2  045/7  0077 

00 6 02 24/2  045/7  742 

00 6 52 24/2  045/7  727 

05 5/4  52 20/2  77/0  74 

04 6 55 24/2  045/7  0005 

05 5/7  02 05/2  77/0  705 

06 5/7  02 20/2  5/00  462 

07 5/7  52 20/2  77/0  55 

04 5/7  52 20/2  5/00  047 

07 5/4  02 20/2  77/0  74 

52 5/4  02 05/2  5/00  0055 
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 نتایج و بحث -3

 نتایج آنالیز واریانس -3-1

بتته تنهتتایی و یتتا  نتترم افتتزار بتتا درنظتتر گتترفتن فاکتورهتتای اصتتلی 

هتای مختلتف را     متدل فاکتورهای اصلی، دوتایی و بالاتر توانتایی  

نتایو کنتد.  هتا را پیشتنهاد متی    بررسی نموده و بهترین مدل یا متدل 

ها و وفتعیت اثرگتذاری هریت  از     مربوط به آنالیز واریانلا داده

نشان  3متغیرهای اصلی و دوتایی در فعالیت آنزیم لیپاز در جدول 

ستط  معنتاداری و متتؤثر بتودن یت  فتاکتور بتتا       داده شتده استت.  

 .شودقضاوت می 1/1کمتر از   pمقادیر

 

 ها برای مدل درجه دوم انتخابی نتایج مربوط به آنالیز واریانس داده -3جدول 

 

Source 
Sum of 

 
Mean F p-value 

 وضعیت اثرگذاری

 pبا توجه به مقدار 

Model 445/6420774 04 7020/445705  772706/004  < 2220/2  مدل مناسب 

A (pH) 4050 0 4050 7775404/2  5555/2  غیر اثرگذار 

B (T) 55556/57075  0 5555/57075  74204447/4  2277/2  اثرگذار 

C (Enzyme Conc.) 556/5754747  0 556/5754747  404425/707  < 2220/2  اثرگذار 

D (Substrate Conc.) 5/400042  0 5/400042  7427575/77  < 2220/2  اثرگذار 

AB 2605/07475  0 2605/07475  44720674/6  2005/2  اثرگذار 

AC 2605/50575  0 2605/50575  46060640/7  2054/2  اثرگذار 

AD 5605/54702  0 5605/54702  04507755/7  2245/2  اثرگذار 

BC 2605/025054  0 2605/025054  4550477/04  2220/2  اثرگذار 

BD 2605/544  0 2605/544  054474/2  7046/2  غیر اثرگذار 

CD 2605/50745  0 2605/50745  4676077/00  2252/2  اثرگذار 

A
0
 7477/650054  0 7477/650054  405765/055  < 2220/2  

 B
0
 2604/506006  0 2604/506006  6705054/74  < 2220/2  

 C
0
 55505/74065  0 55505/74065  0402204/00  2225/2  

 D
0
 55024/72657  0 55024/72657  6472077/06  2202/2  

 
Residual 54426/65526  05 770070/4055  

   
Lack of Fit 05275/54075  02 505275/5407  72046760/0  0055/2  غیر اثرگذار 

Pure Error 555555/7550  5 066667/0466  

   
Cor Total 467/6466520  07 

     

 اثر فاکتورهای اصلی -3-2

از  pHنشتان داده شتده استت بتا افتزایش       7همانطور که در شکل 

یابتد و ستپلا کتاهش     فعالیت آنزیمی افزایش متی  6تا حدود  9/1

یابد. در ارتباط با اثر دما نیز روند مشابهی مشاهده شده استت و   می

گتراد حاصتل    درجته ستانتی   79بیشترین فعالیت آنزیمی در دمتای  

شده است و با افزایش غلظت آنتزیم و سوبستترا فعالیتت آنزیمتی     

ه نتتایو بدستت آمتده در بررستی     مشتاب  افزایش پیتدا کترده استت.   

حافر در تحقیقات قبلی در خصو  اثرات فاکتورهای اصلی بتر  

 (.14و11،17،9) فعالیت آنزیم لیپاز تثبیت شده مشاهده شده است

 

 اثر فاکتورهای دوتایی -3-3

به منظتور بررستی اثتر تتداخلی فاکتورهتا نمودارهتای سته بعتدی         

اند. این نمودارهتا اثتر    نشان داده شده 4تا  1های  مربوطه در شکل

کنش آنهتا را در فعالیتت آنتزیم لیپتاز بته      متغیرهای معنادار و برهم

درجته   79دمتای   1کننتد. مطتابق شتکل     عنوان متغیر پاسخ بیان می

بیشتتترین فعالیتتت آنزیمتتی منجتتر بتته  6معتتادل  pHگتتراد و  ستتانتی

تتوان گفتت کته در     متی  3و  9خواهند شد. با توجه به شکل هتای  

pHماهای مختلف با افزایش غلظت آنزیم فعالیتت افتزایش   ها و د

ها و دماهتای مختلتف بیشتترین فعالیتت     pHیافته است، اما در بین 
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درجته اتفتاق افتتاده استت و در      79و دمتای   6برابر  pHآنزیم در 

pH  تتر و بتالاتر از ایتن مقتادیر فعالیتت آنتزیم        ها و دماهتای پتایین

ده می شود که بتا افتزایش   نیز مشاه 6تر بوده است. در شکل  پایین

های مختلف فعالیت آنزیمتی افتزایش متی    pHغلظت سوبسترا در 

هم بیانگر این است که در دماهای  1یابد. منحنی زین اسبی شکل 

مختلف با افزایش غلظت سوبسترا فعالیت آنزیمی افزایش می یابد 

بالاترین غلظت آنزیم و غلظت سوبسترا منجر بته   4و مطابق شکل 

فعالیت آنزیم لیپاز شده است. همچنین در تحقیقات قبلتی  بیشترین 

نتایو مشابهی در خصو  اثرات فاکتورهتای دوتتایی بتر فعالیتت     

 (.11آنزیم لیپاز تثبیت شده مشاهده شده است)

 

 
 غلظت آنزیم و غلظت سوبسترا بر فعالیت آنزیمی –دما  –pHاثر فاکتورهای اصلی  -3شکل 

 

 

 
 بر فعالیت آنزیمیpHاثر دما و -4شکل 

 
 بر فعالیت آنزیمیpHاثر غلظت آنزیم و -9شکل 
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X1 = A: pH
X2 = B: T

Actual Factors
C: Enzyme Conc. = 0.08
D: Substrate Conc. = 7.14
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  A: pH    B: T  
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Activityb(U/gr.min)
1792
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X1 = A: pH
X2 = C: Enzyme Conc.

Actual Factors
B: T = 35.00
D: Substrate Conc. = 7.14
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  A: pH    C: Enzyme Conc.  
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 یمیبر فعالیت آنزpHاثر غلظت سوبسترا و   -6شکل 

 

 
 فعالیتآنزیمیاثر دما و غلظت آنزیم بر  -7شکل

 

 
 یمیاثر دما و غلظت سوبسترا بر فعالیت آنز -1شکل 

 
 اثر غلظت آنزیم و غلظت سوبسترا بر فعالیت آنزیمی -5شکل 

 

 تابع درجه دوم پیشنهادی مربوط به فعالیت آنزیم لیپاز  -3-4

با استفاده از نتایو به دست آمده در آزمتایش رویته پاستخ، میتزان     

  ی درجه دوم زیر ارائه شدهابا تابع چند جملهفعالیت آنزیم لیپاز، 

 
Activity(U/gr.min)  = 

          - 71616/4197  

         + 31244/2371   * pH 

         + 17273/113     * T 

         - 27379/117      * Enzyme Conc. 

         - 11412/111      * Substrate Conc. 

         - 11163/1          * pH * T 

         - 21124/127      * pH * Enzyme Conc. 

         + 12796/6         * pH * Substrate Conc. 

         + 21271/33       * T * Enzyme Conc. 

         - 139139/1        * T * Substrate Conc. 

      + 22346/197   * Enzyme Conc. * Substrate Conc. 

        - 12691/222         * pH2 

         - 99231/1            * T2 

          + 14116/71416   * (Enzyme Conc.)2 

          + 39117/9          * (Substrate Conc.)2 

توان فعالیت آنزیم لیپاز  است. با استفاده از مدل ارائه شده فوق می

آنزیم ، دما، غلظت pHرا در شرایط و مقادیر مختلف فاکتورهای 

 و غلظت سوبسترا )در محدوده مورد بررسی( تعیین نمود.
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X1 = A: pH
X2 = D: Substrate Conc.

Actual Factors
B: T = 35.00
C: Enzyme Conc. = 0.08
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  A: pH    D: Substrate Conc.  
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X1 = B: T
X2 = C: Enzyme Conc.

Actual Factors
A: pH = 6.00
D: Substrate Conc. = 7.14
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  B: T    C: Enzyme Conc.  
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Activityb(U/gr.min)
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X1 = B: T
X2 = D: Substrate Conc.

Actual Factors
A: pH = 6.00
C: Enzyme Conc. = 0.08

  20.00

  27.50

  35.00

  42.50

  50.00

1.79  

4.47  

7.14  

9.82  

12.50  
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  B: T    D: Substrate Conc.  
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Activityb(U/gr.min)
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X1 = C: Enzyme Conc.
X2 = D: Substrate Conc.

Actual Factors
A: pH = 6.00
B: T = 35.00
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  C: Enzyme Conc.    D: Substrate Conc.  
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 های آزمایشگاهی بررسی دقت مدل در مقایسه با داده -3-5

هتای  رابطه بین میزان فعالیت آنزیمتی  بتا استتفاده از داده    11شکل

دست آمده توستط متدل ارائته شتده را نشتان       آزمایشی و مقادیر به

میزان اختلاف نتایو در این دو دهد.همانطور که مشخص است می

حالت در تمامی آزمایش مختلف انجتام شتده، قابتل توجته نبتوده      

هتای   دهتد کته نتتایو متدل و داده     است که ایتن مطلتب نشتان متی    

 آزمایشگاهی مطابقت بسیار خوبی با یکدیگر دارند.

 
های  مقایسه میزان فعالیت آنزیمی  با استفاده از داده  -11شکل 

 دست آمده توسط مدل ادیر بهآزمایشی و مق

 

تعیین نقطه بهینه با هدف ماکزیمم کردن فعالیت  -3-6

 آنزیمی

تعیین شرایط بهینه که در آن میزان فعالیتت آنتزیم لیپتاز متاکزیمم     

مقدار باشد براساس مدل بته دستت آمتده و استتفاده از نترم افتزار       

Design Expert  رویتته پاستتخ، انجتتام گرفتتت. بتتر استتاس روش

 U/gr.min 37/1171بیشتتترین میتتزان فعالیتتت آنزیمتتی معتتادل     

و مقادیر بهینه برای هری  از متغیرهای اصلی که منجر به  باشد می

نشتان داده   1شود در جتدول   بیشترین میزان فعالیت آنزیم لیپاز می

 شده است.

 

 یم لیپاز شرایط بهینه فعالیت آنز -4جدول

 سطح بالا سطح پایین سطح نام فاکتور

A pH 4/6  5/4  5/7  

B 6/50 درجه حرارت  02 52 

C 04/2 غلظت آنزیم  20/2  05/2  

D 7/7 غلظت سوبسترا  77/0  5/00  

 

 

 نتیجه گیری -4

دست آمده  های آزمایشی و مقادیر بهاز دادهاز نتایو بدست آمده 

میزان اختلاف نتایو در این دو که پیداستتوسط مدل ارائه شده 

مختلف انجام شده، قابل توجه  های حالت در تمامی آزمایش

های  دهد که نتایو مدل و داده نبوده است که این مطلب نشان می

بر اساس آزمایشگاهی مطابقت بسیار خوبی با یکدیگر دارند.

بیشترین میزان فعالیت آنزیمی معادل رویه پاسخ، روش 

U/gr.min 37/1171 باشد و مقادیر بهینه برای هری  از  می

رویه روش نتیجه می توان گفت . در بدست آمد لیمتغیرهای اص

سازی  پاسخ به عنوان روشی دقیق با مبنای آماری قوی، جهت مدل

 سازی متغیرهاست. و بهینه
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