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فلزی روی -ی ساختار آلیرو بر( LDP) لپیدیوم دراباتثبیت کووالانسی آنزیم پراکسیداز نوترکیب 

 گلوتارآلدئیدبا استفاده از 

 

 4قاسم سرگزی ، 3،  مجتبی مرتضوی2، علی ریاحی مدوار1سودابه فرهادی

 

 چکیده

ای آن با پراکسیداز ترب که توالی اسیدآمینه استهای گیاهی پراکسیداز IIIاز کلاس  ی( آنزیمLDP) لپیدیوم دراباپراکسیداز مقدمه: 

 درصد تشابه دارد. 90بیش از  (HRP)کوهی 

، شرایط آنزیم، بعد از بیان و تخلیص (Zn-MOF) فلزی روی-به چارچوب آلی LDPمنظور اتصال محکم در این پژوهش، به ها:روش

با آنزیم آزاد  آنهای فیزیکوشیمیایی، سینتیکی و پایداری ویژگی سپسو شد سازی گلوتارآلدئید بهینهلینکر تثبیت با استفاده از 

 .مقایسه شدند

 2/1و گلوتارآلدئید  mg/ml 75/0گرم، آنزیم  Zn-MOF 02/0 های؛غلظتدر  ،%67 بازدهبا بهترین شرایط تثبیت  نتایج و بحث:

بیش از دو برابر آنزیم آزاد  آنزیم تثبیت شده فعالیت ویژه نتایج نشان داد که بدست آمد. شدنانکوبهمولار به مدت سه ساعت دسی

آنزیم پایداری سینتیکی  نیهمچن است. درصد کاهش یافته 49 ،نسبت به آنزیم آزاد TMB آن به سوبسترای mK یافته است و افزایش

 .کاهش یافتآنزیم آزاد  نسبت بهو دما  pHدر برابر  تثبیت شده

 

 سازی، پایداری، سینتیکی، فعالیت ویژهواژه های کلیدی: بهینه
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 مقدمه

 باافتد، اتفاق نمی یسادگواکنشی که تحت شرایط عادی به شودمی باعث و نظیر استها بیها در کاتالیز واکنشوانایی آنزیمت

 pHفشار و  ،دهند و در شرایطی همچون دماصورت اختصاصی انجام میها را بهها واکنشآنزیم این،علاوه بر  .رخ دهد سرعت بالا

عنوان حسگرهای بهپزشکی  ها ابزاری قدرتمند برای کاربرد در صنعت وو با توجه به این خصوصیات، آنزیم کنندخاصی فعالیت می

احیا از -ی اکسیداسیونهاواکنشهای تشخیصی و بالینی، یکتکن. با پیشرفت در (Radzicka & Wolfenden, 1995) زیستی هستند

اسید و یکاوری بالینی مانند کراتینین، گلوکز، اسید هاسنجشیدازها نقش اساسی در رو، پراکسینازا. هستنداهمیت بالای برخوردار 

یک آنزیم پرکاربرد،  عنوانبه( HRP. پراکسیداز ترب کوهی )(Yujun et al., 2010; Dhruvaraj, 2017)تعیین پراکسید هیدروژن دارند 

یرا  ژن یک آنزیم پراکسیداز از اخ. (Sanz et al., 2005) استیر در آزمایش، پایدار و حساس در تشخیص پذانعطافکاتالیزوری فعال، 

از  Lepidium. draba گیاه. (Fattahian et al., 2017)یی و کلون شده است شناسا ( از یک گیاه بومی ایرانLDP) درابا ومیدیلپگیاه 

ی تشابه بالای این آنزیم با آنزیم دهندهی براسیکا است که ترب کوهی نیز از همین خانواده است. مطالعات بیوانفورماتیک نشانخانواده

HRP که توالی پروتئینی آن با یطوربه استHRP  87بیش از ( درصد همسانی Identity و )درصد 93 ( تشابهSimilarity )دارد 

(Fattahian et al., 2017). عنوان یک همولوگ پراکسیداز با توجه به فعالیت کاتالیتیکی و بازدهی عملکرد این آنزیم، بهHRP  برای

 .(Fattahian et al., 2017) کاربردهای پزشکی و بیوتکنولوژی معرفی شده است

استفاده یت ذاتا  قابل اگرچهدارند. ودیت محدهای صنعتی و پزشکی ها علیرغم قدرت کاتالیزوری، برای استفاده در محیطآنزیم

ی، سازخالصیل سخت بودن مراحل به دلیرممکن است و همچنین غهای آبی ها در محیطی مجدد آنزیمدارند؛ اما استفادهمجدد 

. یکی از ها را محدود کندتوانند توانایی آنمیها همحصولات واکنش و مهارکنندنیست. همچنین  صرفهبهمقروناقتصادی  ازنظر

 ,Radzicka & Wolfenden)ها غلبه شود، تثبیت آنزیم بر روی یک بستر جامد است کند بر این محدودیتهایی که کمک میروش

شود روی آن تثبیت میی اتصال است. سطحی که آنزیم . موارد مهم در تثبیت آنزیم، شامل نوع آنزیم، نوع ماتریکس و نحوه(1995

چند نقش اساسی دارد از قبیل حفظ ساختار سوم آنزیم با تشکیل کمپلکس انتقال الکترون و یا با ایجاد پیوند هیدروژنی یا کوالان با 

شود مهم است که روشی مناسب روی یک سطح انجام میرو زمانی که تثبیت آنزیم بر ینازا. (Mohamad et al., 2015)ماتریکس 

. حفظ ساختار سوم فعال کاتالیتیکی (Tischer & Wedekind, 1999) برای برقراری اتصال بین گروه فعال ماتریکس و آنزیم انتخاب شود

 .(Nourouzian, 2003) ی آن استشدهیتتثبیری آنزیم در حالت پذواکنشآنزیم یک عامل ضروری در به حداکثر رساندن پایداری و 

سازی و اتصال کوالان ی کلی جذب، محبوسها بر روی سطوح جامد وجود دارد که به سه دستههای مختلفی برای تثبیت آنزیمروش

 یتتثب یمتداول برا یهااز روش یکی عنوان عامل پیونددهنده،گلوتارآلدئید به از . استفاده(Barragán et al., 2016)شوند تقسیم می

 .(Zhou & Chen, 2001; Magnan et al., 2004; Tukel & Alptekin, 2004)است  آنزیم کوالان

علاوه بر  تواندکه می کندیم یفاا تثبیت آنزیم هاییکدر تکن یحامل مناسب نقش مهم یکانتخاب که گفته شد  گونههمان

 ازجملهمواد نانو .(Stephens et al., 2012; Cao et al., 2016) دهد یشرا افزا یزوریو عملکرد کاتال پایداری، تثبیت یندفرا تسهیل

در تثبیت مورد استفاده ( از بسترهای مدرن Metal-organic frameworkفلزی ) -، نانوصفحات و ساختارهای آلیهانانولولهنانوذرات، 

. (Ansari & Husain, 2012; Mohamed et al., 2017; Sargazi et al., 2018)هستند ها پروتئینی ازجمله آنزیم یهامولکول
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 همراه یآل هایمولکول با که ندهست هاییخوشه ای یفلز هایونی از متشکلمنفذدار  باتیترک (،MOFs) یفلز -یآل های چارچوب

 یک و فلزی یون یک اصلی شامل جزء دو از هاآن .(Magnan et al., 2004) دهند لیتشک را یبعدسه و دو ک،ی ساختار تا اندشده

یی به دلیل اندازه منافذ، سطح زیاد، سهولت در نانو ساختارهاچنین  .(Zhou, 2012)اند شدهیلتشک دهندهاتصال نام به آلی لیگاند

 Ali et al., 2010; Getman et)ها هستند یمآنزای مناسب برای تثبیت ینهگزی بالا تنظیم اندازه منافذ و پایداری حرارتی و شیمیای

al., 2012; Zhou, 2014; Hassanzadeh et al., 2018)فلزی روی با -ثبیت این آنزیم بر روی چارچوب آلی. اخیرا  در یک مطالعه ت

های pHاستفاده از روش جذب فیزیکی انجام شد. نتایج حاصله بیانگر افزایش فعالیت، افزایش تمایل به سوبسترا و افزایش پایداری در 

 Farhadi)آنزیم آزاد کاهش نشان داد نسبت به بالا  یدر دما یحرارت یداریپاکه یدرحالشده نسبت به آنزیم آزاد بود. یتتثببازی آنزیم 

et al., 2021) ،ایجاد پیوند کووالان بین  منظوربه. در این پژوهشLDP  وZn-MOF بعد از بیان و تخلیص آنزیم، شرایط تثبیت  ،

اثر تثبیت بر روی خصوصیات فیزیکوشیمیایی، سینتیکی و پایداری  آن مورد ارزیابی سازی شد و سپس ی گلوتارآلدئید بهینهواسطهبه

 قرار گرفت.

 

 هامواد و روش

 اسید فسفریک، ،فسفاتسدیم هیدروژن هیدروژن فسفات، دیهیدروژن فسفات، سدیم دیپتاسیم دیل بسیاری از مواد شام

تهیه  آلمان Merckاز شرکت ( و گلوتارآلدئید IPTG) لاکتوپیرانوزیدتیوگا-1-دی-ایزوپروپیل بتا (،SDSسدیم دودسیل سولفات )

 Tetramethylbenzidine-′5,5,′3,3ی سوبستراکانامایسین،  بیوتیک، آنتیBio Basicمارکر وزن مولکولی پروتئین از شرکت . شدند

(TMB)، hemin ،4-خریداری شدند. برای تخلیص پروتئین نوترکیب از  یگماس از شرکت آمینوآنتی پیرین و آمونیوم هیدروکسید

در این مطالعه برای بیان آنزیم  شدهاستفادهی استفاده شد. سویه Invitrogeneشرکت  شده از یداریخر Ni-NTA agaroseستون 

LDP ،E.coli BL21 (DE3)  موجود در دانشگاه تحصیلات تکمیلی صنعتی و فناوری پیشرفته کرمان بود وMOF-Zn ا ابعاد نانو، ب

 .(Farhadi et al., 2021)بستر تثبیت مورد استفاده قرار گرفت  عنوانبهدرصد  50 یبالا یستالیدرصد کر یداراحفرات منظم و 

 

 بیان و تخلیص آنزیم

مطابق با شرایط  (+)pET 28aبا سیستم بیان  E.coli BL21در  LDPبیان، تخلیص و فعال سازی آنزیم پراکسیداز نوترکیب 

در محیط  E. coli BL21های طور خلاصه، سلول. به(Farhadi et al., 2021)انجام شد ( 2021و همکاران ) Farhadiبیان شده در مقاله 

گراد تا زمانی که جذب در طول درجه سانتی 37لیتر( در دمای میکروگرم در میلی 50( در حضور کانامایسین )LB) لوریا برتانیکشت 

 و ⁰C 18ساعت در دمای  7عمل القا به مدت  ،IPTGیلی مولار م 1برسد، رشد کردند. سپس با افزودن  6/0نانومتر به  600موج 

ی شدند. لیز آورجمعدور در دقیقه  6000دقیقه سانتریفیوژ با سرعت 10ها با سلولو در ادامه  شوددور در دقیقه انجام می 200

میلی مولار( و سدیم دی هیدروژن  320سدیم کلرید ) میلی مولار(، 10ها با استفاده از سونیکاتور در بافر لیز حاوی ایمیدازول )سلول

دور در  00014های سلولی از سانتریفیوژ با سرعتاز باقی مانده شد. جهت جدا نمودن پروتئین محلول میلی مولار( انجام 65فسفات )
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با ستون کروماتوگرافی میل  LDPگراد استفاده شد. سپس محلول حاوی پروتئین درجه سانتی 4دقیقه در دمای  30دقیقه به مدت 

و برای تعیین غلظت  SDS-PAGEو برای تأیید خلوص پروتئین از ژل  (Fattahian et al., 2017)، تخلیص شد Ni-NTAترکیبی 

 .(Bradford, 1976)دفورد استفاده شد پروتئین از روش بر

 

 سنجش فعالیت آنزیم

عنوان سوبستراهای میلی مولار( به 6/0) TMBمولار( و  میلی 1) 2O2Hگیری فعالیت آنزیم، مخلوط واکنش شامل جهت اندازه

( pH: 5/6میلی مولار و  50یکرولیتر بافر فسفات )م 1000و در حجم نهایی  LDPگرم( آنزیم یلیم 5/0میکرولیتر )حدود  70آنزیم، 

نانومتر  653افزایش جذب در طول موج  .(Krainer et al., 2014)و همکاران فعالیت آنزیم سنجیده شد  Krainerتهیه شد و با روش 

 (.cm 1-mol410×9/3-1نانومتر:  653شده در طول موج  یداکس TMBشد )ضریب خاموشی  بررسیای ثانیه 30و در فواصل 

 

 با گلوتارآلدئید Zn-MOFبر روی  LDPتثبیت آنزیم سازی بهینه

گرم( و  05/0تا  015/0) Zn-MOFبا مقادیر مختلفی از  mg/ml 75/0: آنزیم با غلظت ثابت MOFمقدار  سازیینهبه

درجه سانتی گراد انکوبه شدند و در ادامه برای جدا  4و دمای  5/6برابر  pHمولار و میلی 50فسفات مولار گلوتارآلدئید در بافر دسی1

دقیقه  10دور در دقیقه، به مدت 12000ستفاده از بافر فسفات، سانتریفیوژ با سرعت شده، دو مرتبه شستشو با اکردن آنزیم تثبیت

 Xia)گیری شد ( بر روی بستر اندازهLoadingی آن و میزان بارگذاری )گراد انجام گرفت. سپس فعالیت ویژهدرجه سانتی 4در دمای 

et al., 2017) . 
𝐴1−𝐴2

𝐵
=  Enzyme loading 

1A  ،2مقدار اولیه پروتئینA گرم و مقدار نهایی پروتئین بعد از تثبیت برحسب میلیB  گرم است. برحسبمقدار بستر 

مولار یدس 1 و 1-3-2در بخش  شدهمشخصبا مقدار  mg/ml 75/0 ،MOF-Znبا غلظت ثابت  LDP: آنزیم یتزمان تثب سازیینهبه

درجه سانتی گراد انکوبه شدند و بعد از شستشو با  4ساعت در دمای  5ی نیم ساعت الی های متفاوت در بازهگلوتارآلدئید در زمان

 گیری شد.ی آن اندازه(، فعالیت ویژه5/6برابر  pHمیلی مولار و  50بافر فسفات )

-Znمولار( به  دسی 2تا  6/0های متفاوتی از آن )گلوتارآلدئید، غلظت سازی غلظت: برای بهینهغلظت گلوتارآلدئید سازیینهبه

MOF  و آنزیم با غلظت ثابت  1-3-2با مقدار مشخص شده درmg/ml 75/0  میلی  50گراد در بافر فسفات )یسانتدرجه  4در دمای

(، سانتریفیوژ 5/6برابر  pHمیلی مولار و  50( افزوده شد و پس از دو مرتبه شستشو با استفاده از بافر فسفات )5/6برابر  pHمولار و 

 ی آن محاسبه شد.شده جدا و فعالیت ویژهگراد، آنزیم تثبیتدرجه سانتی 4دقیقه در دمای  10، به مدت 12000با دور 

آمد که در آن  به دستی زیر ی تثبیت با رابطهدرصد بازده( در شرایط بهینه: Immobilization Yieldی تثبیت )درصد بازده

1C  2مقدار پروتئین اولیه وC  در طی شستشو است  رفتهازدستمقدار پروتئین(2011, .et al Zhang). 

 

Immobilization Yield (%) =
𝑪𝟏−𝑪𝟐

𝑪𝟏
×100 
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 های فیزیکوشیمیایی آنزیم تثبیت شده و آزادتثبیت بر ویژگی تأثیر

 نهیبه یدما

درجه  40تا  10شده در دمای یتتثبشده، واکنش با هر یک از آنزیم آزاد و ی فعالیت آنزیم آزاد و تثبیتبرای تعیین دمای بهینه

مقایسه شده محاسبه و با هم یتتثبی آنزیم آزاد و ( انجام شد. فعالیت ویژه5/6برابر  pHمیلی مولار و  50گراد در بافر فسفات )سانتی

 شد.

 

pH نهیبه  

، 8تا  6های مختلف pHمیلی مولار با  50 بافر فسفاتها در شده، فعالیت آنیتتثبی فعالیت آنزیم آزاد و بهینه pHبرای تعیین 

 سنجیده شد.

 

 شده با آنزیم آزادی آنزیم تثبیتمقایسه فعالیت ویژه

 ی آنزیم آزاد مقایسه شد.ویژه گیری شد و با فعالیتاندازه شده در حضور سوبستراهای آنی آنزیم تثبیتفعالیت ویژه

 

 تعیین پارامترهای سینتیکی

 2O2Hمیلی مولار( و  1تا  02/0) TMBبرای بررسی اثر تثبیت بر پارامترهای سینتیکی، سنجش فعالیت در حضور مقادیر مختلف 

 Hanes-Woolfشده، انجام شد. سپس با استفاده از رسم نمودار یتثبتی فعالیت آنزیم آزاد و میلی مولار( در شرایط بهینه 6تا  25/0)

 .محاسبه شد mVو  mKبرای هر کدام از سوبستراها  ،8ی نسخه GraphPad Prismافزار نرم کمکبا و 

 

 شدهمطالعه پایداری آنزیم آزاد و تثبیت

 در برابر حرارت  

دقیقه  10گراد به مدت درجه سانتی 80تا  25ی دمایی شده در گسترهیتتثبهای آزاد و  مقایسه پایداری حرارتی، آنزیم منظوربه

شده قبل ها در شرایط بهینه سنجیده شد. فعالیت آنزیم آزاد و تثبیتدقیقه نگهداری بر روی یخ، فعالیت آن 5انکوبه شدند و بعد از 

نسبی  صورتبهمانده یباقا در برابر تغییرات دما، فعالیت هی پایداری آندرصد در نظر گرفته شد و برای مقایسه 100از انکوباسیون 

 محاسبه شد.
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 pH راتییبرابر تغ در

مولار انکوبه شدند. پس از میلی 50در بافر فسفات  8تا  6ی ها pHمحدوده  دردقیقه  10شده به مدت های آزاد و تثبیت آنزیم

درصد در نظر گرفته شد و برای  100شده قبل از انکوباسیون ها در دمای بهینه سنجیده شد. فعالیت آنزیم آزاد و تثبیتآن فعالیت آن

 صورت نسبی محاسبه شد. مانده بهیباق، فعالیت pHی پایداری در برابر مقایسه

 

 فنل حذف

گرم میلی 6/0شده )یتتثبشده، توانایی آن در حذف فنل مورد ارزیابی قرار گرفت. آنزیم یتتثببررسی عملکرد آنزیم  منظوربه

، دقیقه 30و  دقیقه 10لیتر بافر فسفات، به مدت میلی مولار فنل در حجم نهایی یک میلی 50و  2O2Hمیلی مولار  5لیتر(، با بر میلی

آمینوآنتی -4مانده با روش یباقدور بر ثانیه، مقدار فنل  12000یفیوژ با سرعتدقیقه سانتر 10در دمای محیط انکوبه شد. بعد از 

میکرولیتر پتاسیم  10، درصد 2آمینوآنتی پیرین -4میکرولیتر از  5صورت که ینبد. (Kinsley & Nicell, 2000)پیرین سنجش شد 

دقیقه انکوبه و جذب آن در  5میکرو لیتر از محلول رویی حاصل از سانتریفیوژ را  980و آسید  میکرولیتر از 5درصد،  8فروسیانید 

 ی زیر محاسبه شد:نانومتر سنجیده شد. بازده حذف فنل از رابطه 510طول موج 

100×
هیثانو فنل−غلظت اولیه فنل غلظت 

غلظت اولیه فنل
 فنلحذف  ی= بازده 

 نتایج

 LDPبیان و تخلیص پروتئین نوترکیب 

از خلوص بالایی برخوردارند که برای انجام مطالعات بعدی مورد استفاده  Fو  Eهای شود فرکشنیم، مشاهده 1که در شکل  طورهمان

 قرار گرفتند.

 

نمونه خارج شده با بافر شستشو و  Bنمونه قبل از ستون، ردیف  Aردیف ایمیدازول. های مختلف تخلیص پروتئین نوترکیب با غلظت -1 شکل

 استمیلی مولار ایمیدازول  300و  250، 200، 100، 50های به غلظت ترتیب مربوطبه  Gتا  Cهای شماره

Figure 1. Purification of recombinant protein with different concentrations of imidazole. Lane A is the protein 

ladder, lane B is the sample passed from the column with wash buffer and lane numbers C-G are related to 

the imidazole concentrations of 50, 100, 200, 250 and 300 mM respectively 
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 MOF سازی تثبیت آنزیم بر رویشرایط بهینه

گراد در یدرجه سانت 4 یدمالیتر از آنزیم در گرم بر میلیمیلی 75/0قابل مشاهده است برای تثبیت  A، 2گونه که در شکل همان

بهترین  ( و برای تثبیت در این شرایط،A، 2گرم )شکل  Zn-MOF ،02/0ی مقدار بهینه ،(5/6برابر  pHمولار و  یلیم 50بافر فسفات )

-Zn( است. نتایج بارگذاری آنزیم بر روی B، 2ساعت )شکل  3ی زمان بهینه ( وC، 2شکل )دسی مولار  2/1غلظت گلوتارآلدئید 

MOF  گرم  02/0برای مقدارMOF ،mg/g57 م گر 02/0 ی تثبیت در شرایط بهینه یعنیمحاسبه شد. بازدهMOF ،2/1  دسی مولار

 درصد محاسبه شد. 3/67±7/16 گلوتارآلدئید و به مدت سه ساعت برابر

 

 

 

 

 (C) دی( و غلظت گلوتارآلدئB، زمان برهمکنش )MOF (A)شامل مقدار  دیبا گلوتارآلدئ Zn-MOF یروبر  میآنز تیتثب یسازنهیبه -1 شکل

Figure 2. Optimization of enzyme immobilization on Zn-MOF by glutaraldehyde including amount of MOF 

(A), time of interaction (B) and glutaraldehyde doses (C) 
 

 

 یمآنز یتفعال یینهبه pHبر دما و  یتتثب یرتأث

طور که در شکل به دست آمد. همان گرادیدرجه سانت 25آزاد  یممشابه آنز شدهیتتثب یمآنز یتفعال یینهبه یدما A،3طبق شکل 

گراد که  یدرجه سانت 60 یبه جزء دما استآزاد  یماز آنز یشترب شدهیتتثب یمآنز یژهو یتقابل مشاهده است، در تمام دماها فعال

ی بهینه pHاز آنزیم آزاد است ولی  شده بیشتریتتثبهای مورد آزمایش، فعالیت ویژه آنزیم  pHدر تمامی  اگرچه برعکس شده است.

 است. 5/6برابر فعالیت آن مشابه آنزیم آزاد 
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 ( بر روی فعالیت آنزیمBبهینه ) pH( و Aبهینه )تاثیر تثبیت در دمای  -2 شکل

Figure 3. Immobilization effects on enzyme activity at optimum temperature (A) and optimum pH (B) 

 

 شده و آزادی آنزیم تثبیتفعالیت ویژهی مقایسه

ی آنزیم شده با گلوتارآلدئید محاسبه شد و مشخص گردید که فعالیت ویژهی آنزیم آزاد و تثبیتدر شرایط بهینه، فعالیت ویژه

 (.4شده بیش از دو برابر آنزیم آزاد است )شکل یتتثب

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نهیبه طیدر شرا هشدتیو تثب آزاد میآنز یژهیو تیفعال سهیمقا -03 شکل

Figure 4. Comparison of specific activity for free and immobilized enzymes under optimum condition 

 

 تعیین پارامترهای سینتیکی

درصد کاهش  49شده نسبت به آنزیم آزاد تا آنزیم تثبیت TMB ،mKشود، برای سوبسترای مشاهده می 1گونه که در جدول همان

 شدهآنزیم تثبیت mVمولار است( همچنین  51/0×10-4و 26/0×10-4شده و آنزیم آزاد به ترتیب آنزیم تثبیت mKپیدا کرده است )

A B 
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مولار بر  53×10-3و آنزیم آزاد  46/73×10-3شده برابر با آنزیم تثبیت mVدرصد افزایش یافته است ) 38نسبت به آنزیم آزاد بیش از 

 دقیقه است(.

شده و آنزیم آنزیم تثبیت mKدرصد افزایش پیدا کرده است ) 26شده نسبت به آنزیم آزاد تا آنزیم تثبیت 2O2H، mKبرای سوبسترای 

درصد افزایش  36شده نسبت به آنزیم آزاد بیش از آنزیم تثبیت mVمولار است(؛ در حالی که  49/4×10-3و  66/5×10-3آزاد به ترتیب 

هر  به مربوط Woolf–Hanes مولار بر دقیقه است(. نمودار 2/300×10-3و آنزیم آزاد  4/474×10-3شده آنزیم تثبیت mVیافته است )

 نشان داده شده است. 5گلوتارآلدهید در شکل  با شدهتثبیت آنزیم و آزاد آنزیم برای 2O2Hو  TMBیک از سوبسترهای 

 

 

 
 

 

 

 شدهتیتثب میآنز یبرا 2O2H (D) و TMB (C) و آزاد میآنز یبرا 2O2H (B) و TMB (A) به مربوط Woolf–Hanes نمودار -5 شکل

(D) for  2O2(B) for free enzyme and TMB (C) and H 2O2Woolf plate related to TMB (A) and H-Figure 5. Hanes

immobilized enzyme 

  

A B 

C D 
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 شدهتیآزاد و تثب هایمیآنز mVو  mK -1 جدول

for free and immobilized enzymes mand V mK Table 1. 

  

 

 

 

 

 

  شدهیتآزاد و تثب یمآنز یداریپا یبررس

 دما راتییدر برابر تغ

گراد مقایسه شدند. در درجه سانتی 70تا  25ی دمایی شده در گسترهمانده دو آنزیم آزاد و تثبیتیباق، فعالیت 6بر اساس شکل 

 .است شدهیتتثب میاز آنز شتریآزاد ب میآنز یماندهیباق تیفعال گراددرجه سانتی 25 جزبهتمامی دماها 

 

 

 گرادیدرجه سانت 70تا  25 ییدما یدر گستره هامیآنز یمانده یباق تیفعال: دیبا گلوتارآلدئ شدهتیآزاد و تثب میآنز یحرارت یداریپا-6 شکل

Figure 6. Thermal stability of free and immobilized enzymes: removal activity in 25-70 ºC ranges 

 

 pH راتییدر برابر تغ

ی هر ماندهیباق فعالیت pH، بیشترین مقدار و با افزایش pH 6 آزاد در یمآنز شده ویتتثب یمآنز ماندهیباق یتفعال ،7بر اساس شکل 

، فعالیت pHبیشتر از آنزیم تثبیت شده است ولی با افزایش  pH 7یابد. اگر چه فعالیت باقی مانده آنزیم آزاد در دو آنزیم کاهش می

 شود. تثبیت شده بیشتر از آنزیم آزاد می باقی مانده آنزیم

 

Substrates TMB 2O2H 

Parameters (M) mK )1-(M.min mV (M) mK )1-(M.min mV 

Free LDP 4-10×0.51 3-10×53 3-10×4.49 3-10×300.2 

Immobilized LDP 4-10×0.26 3-10×73.46 3-10×5.66 3-10×474.4 
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 8تا  pH 6ها در محدوده مانده آنزیم: فعالیت باقیشدهتیآزاد و تثب میآنز pH راتییدر برابر تغ یداریپا -7شکل 

Figure 7.  Stability of free and immobilized enzymes against pH alteration: enzymes removal activity in 6-8 

pH ranges 

 حذف فنل

 10در زمان کوتاه مورد بررسی قرار گرفت و مشخص شد که این آنزیم قادر است بعد از شده برای حذف فنل، توانایی آنزیم تثبیت

 (.2درصد فنل را حذف کند )جدول  68/43دقیقه  30درصد و بعد از  15دقیقه 

 

 قهیدق 30و  یقهدق 10در دو زمان  شدهتیتثب میحذف فنل آنز یبازده -2جدول

Table 2. Phenol removal potential of the immobilized enzyme at 10 min and 30 min 

 بازده حذف فنل زمان

 %15 دقیقه 10

 68/43% دقیقه 30

 

 یریگجهینتبحث و 

 و های آلی، دماها از محیط واکنش و غیرفعال شدن در محلولمشکل جداسازی آن ،هامسئله اساسی در استفاده صنعتی آنزیم

pH  در فرایندهای گوناگون بیوتکنولوژی  هاآنیری کارگبهها برای های افزایش کارایی آنزیمتثبیت یکی از روش .استهای غیرمتعارف

 ;Sheldon, 2007)کند پیدا یجه آلودگی محصول به آنزیم کاهش نت درتر از محصول جدا شود و شود آنزیم راحتاست که سبب می

Tosa et al., 1966)دلیل سطح مقطع زیاد یکی از بسترهای مناسب جهت تثبیت معرفی شده است . نانوساختارها به(Cipolatti et 

al., 2016; Klibanov, 2001) مطالعات .Xie نشان داده است که مساحت سطح  و همکارانMOF10000تا  1000از  یمعمول یها 

 لیها به دل MOFباشد. منافذ  شتریها و کربن ها ب تیمانند زئول یتواند از سطح مواد متخلخل معمول یمترمربع بر گرم است که م

-Znمنافذ همگن در  ینشان دهنده  زیمطالعات ما ن SEM ریو(. تصاXie et al.,2019منظم هستند ) اریخود بس یستالیساختار کر

MOF ( استFarhadi et al., 2021.) مطالعات نیهمچن Bilal شتریو همکاران نشان داده سطح ب MOF از  یبالاتر یها بازده بارگذار

 (.Bilal et al., 2019) دهد یرا ارائه م میآنز یمولکول ها
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اند، قرار گرفته توجه موردی احیا های بر پایههای تشخیصی، واکنشهای بالینی و تکنیککه با پیشرفت در روش آنجا از 

کنند. با توجه به کاربردهای زیاد پراکسیدازها، در این پژوهش یمهای کلینیکی ایفا های مهمی در تشخیصپراکسیدازها نقش

عنوان عامل پیونددهنده، تثبیت فلزی روی با استفاده از گلوتارآلدئید به-ارهای نانویی آلی( بر روی ساختLDP) درابا لپیدیومپراکسیداز 

 های فیزیکوشیمیایی و پایداری آن مورد مطالعه قرار گرفت.شد و ویژگی

فاوت شده پایداری لازم را در شرایط متیتتثباز مزایای اصلی تثبیت کوالانسی محکم بودن این اتصال است و همچنین آنزیم 

دهد یماحتمال دناتوره شدن را کاهش  تنها نهدر این روش با ایجاد فضا  دهندهاتصال. استفاده از (Sakai-Kato et al., 2004)دارد 

.  فعالیت آنزیم متصل شده با روش کوالان به شکل، (Cano et al., 2006)شود یمسوبسترا -بلکه باعث افزایش امکان تحرک آنزیم

 Chakraborty et)در حین اتصال آنزیم به بستر نیز بستگی دارد  شدهاعمالستر و همچنین شرایط ی بدهندهیلتشکاندازه و مواد 

al., 2016) ل اتصال نزدیک جایگاه فعال ویژه زمانی که محگذارد بهیم. تثبیت از طریق تغییر شیمیایی احتمالی، بر فعالیت آنزیم اثر

. تأثیر زمان در فرایند تثبیت آنزیم از عوامل مهم (Chang, 1971)شود یمآنزیم باشد به همین دلیل مقدار عامل پیونددهنده بهینه 

ساعت متفاوت است  24دیگر است که توسط بسیاری از محققین گزارش شده و این مقدار بر اساس بستر انتخابی از یک ساعت تا 

(Hirsh et al., 2010, Silva et al., 2012, Dong et al., 2014). Sahin  و همکاران، زمان بهینه تثبیت کوالان تریپسین بر روی نانوذرات

 .(Sahin & Ozmen, 2020)مغناطیسی پوشیده شده با پلی وینیل را یک ساعت در نظر گرفتند 

 زمان، غلظت گلوتارآلدئید و Zn-MOFغلظت  ازجملهمنظور افزایش کارایی تثبیت برخی از پارامترها در این مطالعه، به

مولار  یدس 2/1با غلظت  ،Zn-MOFگرم  02/0نانوساختارها، آنزیم و گلوتارآلدئید بهینه شدند. طبق نتایج، مقدار  برهمکنش

ی برای تثبیت در نظر گرفته شد که برای درجه سانتی گراد شرایط بهینه 25ساعت انکوبه کردن در دمای  3ارآلدئید و به مدت گلوت

درصد محاسبه شد.  3/67ی تثبیت و بازده mg/g57قرار گرفت. در این شرایط میزان بارگذاری آنزیم  استفاده موردمطالعات بعدی 

 25 بایآن )تقر یو غلظت بالا MOFحضور لیدل به یول دارد وجود گریکدی به ها میآنز اتصال احتمال ،دیآلدئ گلوتار حضور در چه اگر

رود در  یانتظار م گریاست. از طرف د ادیز MOF یبر رو میآنز تیتثب جهیبه بستر و در نت می(، احتمال اتصال آنزمیبرابر غلظت آنز

 یها تنها نمونه ،ییو حذف محصول رو تیتثب ندیبعد از فرا یمتوال یها به هم با شستشو ها میاز آنز یصورت اتصال تعداد محدود

ی تثبیت و بازده mg/g9/109. نکته قابل توجه اینکه، تثبیت این آنزیم از طریق اتصال فیزیکی با بارگذاری بمانند یباق شده تیتثب

نجام شده است ا mg/g87با بارگذاری  دهندهاتصال. تثبیت آنزیم هیدرولاز با این (Farhadi et al., 2021)درصد انجام شد  3/93

(Cao et al., 2016a) یمآنز یتتثب یو بازده HRP گزارش شده است  %83 دهندهاتصال ینبا ا(Altikatoglu Yapaoz & Attar, 

 (Zucca & Sanjust, 2014)مال ممانعت فضایی و همچنین تغییر در ساختار آنزیم وجود دارد . در تثبیت کوالانسی احت(2020

بهینه آنزیم تأثیر ندارد. نتایج  pH، بر دمای بهینه و LDPبر اساس نتایج مطالعات فیزیکوشیمیایی مشخص شد که تثبیت آنزیم 

ترتیب افزایش و کاهش تغییر کرده است و به 2O2Hو  TMB تمایل آنزیم پس از تثبیت نسبت به آنزیم آزاد به سوبسترانشان داد که 

و همکاران  Changیافته است. تغییر در پارامترهای سینتیکی یک آنزیم بعد از تثبیت توسط سایر محققین نیز گزارش شده است. 

از نانوذرات اکسید آهن، با استفاده از  شدهساختههای مغناطیسی  core-shellبر روی  HRPگزارش کردند که پس از تثبیت 

 Caoهمچنین  .(et al Chae. ,1998)اند آنزیم افزایش یافته که دلیل آن را ایجاد ممانعت فضایی توسط بستر دانسته mKگلوتارآلدئید، 
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دسی مولار  3/1با  UiO-66-NH2 MOFرا بر روی  (Soybean epoxide hydrolase)و همکاران، آنزیم اپوکسید هیدرولاز سویا 

اند که تمایل آنزیم به سوبسترا بعد از تثبیت افزایش یافته است که دلیل آن را تغییر در گلوتارآلدئید تثبیت کردند و گزارش کرده

 .(Cao et al., 2016a)اند ساختار سوم آنزیم دانسته

ممکن است به یکی از دلایل زیر باشد: تغییر ساختار آنزیم  TMBشده به رسد که افزایش تمایل آنزیم تثبیتچنین به نظر می

که چون یناو یا  (Danson & Hough, 1998)واکنش دهد بهتری با جایگاه فعال آنزیم  صورتبهپس از تثبیت باعث شود سوبسترا 

Zn-MOF بخشد سطح مقطع زیادی دارد، درنتیجه دسترسی سوبسترا به آنزیم را بهبود می(Klibanov, 2001) همچنین کاهش .

 et al.,, Farhadi 2017 et al.,, Xia 2016., et alCao )ییر ساختار آنزیم بعد از تثبیت باشد یل تغبه دلتواند یم 2O2H تمایل آنزیم به

2021). 

تواند نسبت به شده میی آنزیم تثبیتتواند صورت گیرد، فعالیت ویژهکه تثبیت آنزیم بر روی بستر از هر سمتی می آنجااز 

 2شده حدود ی آنزیم تثبیتگونه که در نتایج نشان داده شد، فعالیت ویژههمان .(Rodrigues et al., 2013)آنزیم آزاد تغییر کند 

مطابقت دارد  Zn-MOFم روی آمده از تثبیت فیزیکی این آنزیدستبا نتایج به ؛ کهبرابر نسبت به آنزیم آزاد افزایش یافته است

(Farhadi et al., 2021) . همچنینNadar & Rathod شاهد افزایش فعالیت آنزیم لیپاز پس از تثبیت آن بر روی ساختارهای آلی-

 یمآنز یتفعال یبر رو یمثبت و با منف یراتتواند تأثبسترها می یبر رو هاآنزیم یتتثب. (Nadar & Rathod, 2020)فلزی زئولیت بودند 

 Rodrigues et)باشد  یمدر ساختمان آنز ییرتواند همراه با تغمی متفاوت هایشدت باها خواص آنزیم در ییراتتغ ینداشته باشد که ا

al., 2013). 

شده با استفاده از گلوتارآلدئید در برابر علاوه بر مطالعات خصوصیات فیزیکوشیمیایی و سینتیکی آنزیم، پایداری آنزیم تثبیت

 25 شده با گلوتارآلدئید در دماهای بالاتر ازیتتثبی آنزیم ماندهیباقنیز بررسی شد. نتایج حاکی از آن است فعالیت  pHحرارت و 

ی ها pHکمتر ولی در  ی اسیدی نسبت به آنزیم آزادها pHهمچنین پایداری آنزیم در  .است آزاد آنزیم از گراد کمترسانتی درجه

شده نسبت به تثبیت فیزیکی این آنزیم بر روی نانوساختار روی سبب افزایش پایداری آنزیم تثبیت .استبازی بیشتر از آنزیم آزاد 

از مطالعات  یبعض. (Farhadi et al., 2021)ی بازی و پایداری ساختاری آن در برابر حرارت شده بود ها pHآنزیم آزاد در برابر 

-Fernandez) شودیها نمآن یداریپا یشباعث افزا هاینپروتئ جهت تثبیت یاکنندههستند که استفاده از مواد اح ینا یدهندهنشان

Lafuente et al., 1995). Cao  با تثبیتSoybean epoxide hydrolase  بر رویUiO-66-NH2 MOF  با استفاده از گلوتارآلدئید

گراد بیشتر از آنزیم آزاد بوده و همچنین درجه سانتی 45تا  20ی دمایی شده در بازهیتتثباند که پایداری حرارتی آنزیم گزارش کرده

 .(Cao et al., 2016a)بیشتر از آنزیم آزاد بوده است  8 تا 6شده در بازه یتتثبآنزیم  pHپایداری در تغییرات 

 Tatsumi et al., 1996, Alemzadeh)شده برای حذف فنل وجود دارد متعددی درمورد استفاده از پراکسیدازهای تثبیت گزارش

& Nejati, 2009, Ai et al., 2016, Li et al., 2019, Pantić et al., 2021) ،یل حذف فنل که یک آلودگی پتانس. به همین منظور

ای سنجیده شد. دقیقهیسای و یقهدقده، برای دو زمان بسیار کوتاه (Michałowicz & Duda, 2007)شود یمخطرناک صنعتی تلقی 

ی با سانتریفیوژ شدن، از راحتبهشده تثبیت LDP. قابل ذکر است که بود 68/43و % %15 هازمانی حذف فنل به ترتیب در این بازده



 121 /1401 تابستان ،72، پیاپی 2، شماره 35فصلنامه علمی زیست شناسی کاربردی، دوره 

 

درصد در دو  86شده را تثبیت HRPو همکاران حداکثر حذف فنل توسط  Bayramogluشد. یمجداسازی  کاملا محلول واکنش 

 .(Bayramoğlu & Arıca, 2008)ساعت گزارش کردند 

 ییررا تغ یمآنز یاتممکن است خصوص ینو ا کندیم یجادا هایمدر ساختار آنز یجزئتغییر موارد  یشتردر ب ی، تثبیتطورکلبه

یی هابرهمکنشکنش غیراختصاصی میان بستر و آنزیم و یا همان یل برهمبه دلتواند این موضوع می  (Hanefeld et al., 2009) دهد

. (Mateo et al., 2007, Garcia‐Galan et al., 2011, Hernandez & Fernandez-Lafuente, 2011)شوند، یمباشد باعث تثبیت 

شود که ممکن است به دلیل تغییر ساختار آنزیم یمت آنزیم موجب تغییراتی در فعالیت آنزیم همچنین در بسیاری از مواقع، تثبی

باشد ولی در چه تثبیت با گلوتارآلدئید نسبت به روش جذب فیزیکی محکمتر می. در مجموع، اگر(Rodrigues et al., 2013)باشد 

و دما بهبود نیافت. بنابراین به منظور افزایش پایداری آنزیم تثبیت شده  pHاین مطالعه، پایداری آنزیم تثبیت شده در برابر تغییرات 

 شود.دما، تثبیت کوالان این آنزیم بر بسترهای دیگر و یا استفاده از لینکرها دیگر پیشنهاد میو  pHنسبت به تغییرات 
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Abstract 
Introduction: Lepidium draba peroxidase (LDP) belonging to the class III plant peroxidases that its amino acid 

sequence shows over 90% similarity with horseradish peroxidase (HRP). 

 Methods: In this study, after expression and purification of LDP, its immobilization conditions were optimized on the 

Zinc metal-organic framework (Zn-MOF) using glutaraldehyde as a cross-linking agent for firm binding. Then 

physicochemical properties, kinetic parameters and stability of the immobilized enzyme were compared with the free 

one.  

Results and discussion: The best conditions for enzyme immobilization with 67% yield were optimized at 

concentration of 0.02 g of Zn-MOF, 0.75mg/ml and 1.2 dM of glutaraldehyde, after 3h incubation. The results showed 

that the specific activity of the immobilized enzyme increased more than doubled that of free enzyme and its Km was 

reduced by 49% compared to the free one for TMB substrate. Also its kinetic stability reduced against pH and 

temperature in compared to the free enzyme. 
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