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 ١٣٨٨، پاييز ٣، شماره ٢٨دوره    نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران
 

  ٣٣                                                                                                                                                                                        پژوهشي علمي ـ 

  

   آنهايويژگي يو بررسپراکسيداز سويا ص يتخل
  

  *+سپيده معتمد، ايران عالم زاده

  ۱۱۱۵۵ ‐ ۹۴۶۵: يصندوق پست ، دانشکده مهندسي شيمي و نفت، دانشگاه صنعتي شريف،تهران 

  
. ي شد سازدست آمده از پوسته دانه سويا بهينه      پراکسيداز به  براي سيستم دوفازي آبي   روش اي به  تخليص پاره  :چکيده

کلريد باعث کاهش قابل قبول در حجم و تفکيک انتخابي آنزيم اسـتخراج شـده               سديم  تغيير در ترکيب فاز و غلظت       

  و ) درصـد  w/v۲۴  ،۳/۷  ،۲,(کلريـد   سـديم   / م سـولفات    آمـوني / ي پلي اتيلن گليکـول      به وسيله سامانه  آنزيم  .  گرديد

روش  بــه وســيلهلکــولي آنــزيم ووزن م.  شــدخلــيص  مرتبــه ت۳۱تــا  -۲۰۰Gســتون ســفادکس  بــه وســيلهپــس از آن 

  آنـزيم  . زده شـد  کيلـو دالتـون تخمـين     ۳۶الکتروفورز بر روي ژل سديم دودسيل سولفات پلـي آکريـل آميـد حـدود                

  آنـزيم  .  درجـه سـانتيگراد نـشان داد       ۶۵گراد پايدار اسـت و فعاليـت بهينـه خـود را در دمـاي                 درجه سانتي  ۸۵تا دماي   

پراکسيد به عنوان سوبـسترا،  هيدروژن با استفاده از .    است۶ بهينه آن در pH پايدار است و ۹ تا  ۳ز  ا  pH يگسترهدر  

  .است)  نانومتر۵۱۰، جذب در dA/min (۳۲/۰ميلي مولار و ۲۳/۰ به ترتيب Vmax و Km مقدارهاي

  
   .G-200 سفادکس ،کولي گللني اتيپل ،صافي ژل ،وفازي آبياستخراج د ،صي تخل،ايسوپراکسيداز  : کليديهايواژه

  
KEY WORdS: Soybean peroxidase, Purification, Aqueous two-phase extraction, Gel filtration, 
Polyethylene glycol, Sephadex G-200. 

  
  مقدمه

  آنزيم پراکسيداز

پراکسيدازها اکسيدوردکتازهايي هستند که هيدروژن پراکـسيد       
  ان اکـسيدان مـورد اسـتفاده     بـه عنـو  يا هيدروپراکسيدهاي آلـي را  

ردهـاي تجـاري فراوانـي       جهـت کارب   ،ايـن آنـزيم    .دهنـد قرار مي 
ها مصرف آن به عنوان يک      د، که اصلي ترين آن    نشواستخراج مي 

 تجربيــات درمــاده اصــلي و مهــم در تــشخيص مــواد شــيميايي  
اي طور گستردهبه نيچن همهامين آنزيااز . ]۱،۲[ است آزمايشگاهي

  .]۳ـ ۵[ شوداستفاده مي تصفيهعنوان شاخصي از به 
هـاي  ها، برخـي از کاربرد    يکي بالاي آن  به علت فعاليت کاتاليت   

هـاي  اي پراکسيدازها شـامل تـصفيه پـساب       جديد پيشنهاد شده بر   
 فنولي، سنتز مواد شيميايي آروماتيـک و زدودن         هاي ترکيب حاوي
  ات ـا و ضايعـهههاي غذايي، نوشابون نمونهـادي چد از موـپراکسي

  

  در واقع پراکسيدازها اکسيدوردکتازهايي هـستند کـه       .استصنعتي  
  کننـد   را تـسريع مـي      فنـولي  هـاي  ترکيب ايشبه طور موثري اکس   

]۲  ،۳،۶[.  
   ، فنــولي بــسيار مقــاوم زيــستي هــستندهــايترکيــب از يبرخــ

تواند به صورت مناسـب     هاي بيولوژيکي معمول نمي   در نتيجه فرايند  
 مـوثرتري   هاي تصفيه  بنابراين، توسعه فرايند   . را بزدايد  هارکيباين ت 

هـاي فنـولي از خطـوط جريـان ضـايعات           براي زدودن اين آلاينـده    
هـاي تـصفيه    از ميـان روش    .صنعتي و محيط زيست مورد نياز است      

فرايند آنزيمي با استفاده از پراکسيداز      نشان داده شده است که      جديد،  
ــسيد در زد  ــدروژن پراک ــده ودن او هي ــواع آلاين ــولي از  ن ــاي فن   ه

 .هـستند پذيري بالا بسيار مـوثر    انتخابهاي آبي با راندمان و      محلول
   پراکـسيداز  فراواني انجام شـده اسـت تـا تـاثير            هايپژوهشاگر چه   

  :alemzadeh@sharif.edu +E-mail                                                                                                                    عهده دار مكاتبات                                 *  
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 ١٣٨٨، پاييز ٣، شماره ٢٨دوره   زادهسپيده معتمد و ايران عالم نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران
 

  پژوهشي علمي ـ                                                                                                                                                                                         ٣۴

  هاي فنولي از مخلوط آبـي سـنتز شـده           زدايش کاتاليتيکي آلاينده   بر
ام ايـن فراينـد در بخـش        هاي واقعي را بيان کند، انج ـ     يا از فاضلاب  

صنعتي هم چنان به علت قيمت بالاي اوليه که مربـوط بـه توليـد و                
پراکسيدازهاي گياهي نسبت بـه     . شودتخليص آنزيم است مختل مي    
  ، رانـدمان بـالاتري از خـود        coprinusپراکسيداز قـارچي حاصـل از       

  .]۷[دهند هاي فنولي نشان ميدر حذف فنول از پساب
هاي  در حفرهبه ويژه بسياري از گياهان بافتپراکسيدازها در 

 بررسي پراکسيدازهاي موجود در گياهان. شوندها يافت ميديواره آن
  مند آن مورد توجه به علت کاربردهاي با ارزش و توان

 ،اطلاعات جديدي درباره پراکسيدازهاي گياهي. قرار گرفته است
  دهاي ديگر  ارزيابي کاربرها واي براي بررسي دقيق آنپايه
اي در قلمرو گياهان صورت گستردهبه پراکسيدازها اگرچه .ستهاآن

تجاري در دسترس پراکسيداز  درحال حاضر منبع اصلي  دارند،وجود
هاي  به هر حال، ديگر گونه.است )HRP( يترب کوهريشه 

سوبسترا،  هايويژگيتوانند پراکسيدازي با کشاورزي نيز مي
قيمت ولي مشابه و يا بهتر تامين کنند دي راندمان و امکان اقتصا

هاي متنوع بالاتر محصول و تخليص از منابع خام استفاده از آنزيم
  .]۲ ـ ۶[کند هاي صنعتي محدود مياري از کاربردرا در بسي

 دانه سويا، هاستخراج شده از پوست  ، پراکسيداز هاي اخير در سال 
 .يف شـده اسـت    ارزش جانبي صنايع غذايي، توص    با   يفراوردهيک  

   هـاي پـايين و فعاليـت آن         pHپايداري دمايي بالاي آن حتـي در        
هاي غير آلي، استفاده از آن را براي سنتز مواد شيميايي           در محلول 

  .]۱[سازد  صنعتي ممکن ميمتفاوتآلي و کاربردهاي 
  

  هاي تخليصروش
  پس از  ولـور معمـطهـب ،دازيراکسـم پيزـص آنيجهت تخل

 يا آب، محلول همگن تامپونده خام با محلول دن ماكرهمگن 
د، سانتريفوژ شوود، با روش رسوب دهي تغليظ ميش ميصافشده 
  ، متفاوت کروماتوگرافي هايهحلشود و آنزيم به کمک مرمي

هاي روش .]۱[ گرددمي تخليص آن، استفاده با توجه به مورد
 يتوگرافم سولفات، کروماي با آمونيسازراسب از جملهگوناگوني 

   ي و کروماتوگرافصاف كردن ژل يون، کروماتوگرافيض يتعو
هاي سامانه براي تخليص پراکسيداز در يبيل ترکيبر اساس م

  امکانات ديگري ن يچن هم.]۲[گوناگون به کار گرفته شده است 
  ز گزارش ـاي دو فازي آبي نيـهسامانهدي در ـبني تقسيمر پايهـب

ت تخليص پراکسيداز بايد از توالي در واقع جه. ]۹[شده است 
  .دكر استفاده قبليچندين روش ذکر شده 

داز مناسب جهت يه محلول پراکسي حاضر تهيهدف در بررس
از يداز مورد ني که پراکسيياز آنجا.  است ي فنوليهاه پسابيتصف

، ]۷[ ندارد ييدرجه خلوص بالا به ازين ي فنوليهاپساب هيتصف جهت
و ا يمت و مناسب سوي منبع ارزان قيبررس بر ي حاضر سعيبررس

 و ي آبياستخراج دوفازه يص اولي روش تخليريبه کارگن يهم چن
  .دارد آن ينه سازيبه

  
  استخراج دو فازي آبي

 يـک   )ATPS( دو فـازي آبـي       يسـامانه تقسيم شدن در يک     
گرايش دو پليمر آبي . ستها انتخابي براي تخليص بيوملکول روش

يا يک پليمر و يک نمـک       ) گليکول و دکستران  پلي اتيلن    (متفاوت
 به تقسيم به دو فاز مجـزا در يـک محلـول معمـول از                ليوتروپيک

  .]۹[اواخر قرن گذشته مورد توجه قرار گرفته است 
مند تخليص اوليـه     گاهي اوقات به عنوان روش توان      اين روش 

 اوليـه   هايهحل مر .شودبراي کاهش توده جريان فرايند استفاده مي      
گير م سولفات، دشوار و وقتدهي آمونيمعمول مانند رسوب يصخلت

 فوايد بسياري شامل زمان فـراورش کوتـاه، مـصرف           ATPS. است
 مقـدار   وجودلکول با توجه به     وانرژي پايين و محيط سازگار با بيوم      

  .]۶[ هاي استخراج را به دنبال داردسامانهآب فراوان در 
  

  صاف كردنژل  يکروماتوگراف

 روماتوگرافي است که در آن اجزا بـر اسـاس انـدازه           يک روش ک  
تخلـيص و آنـاليز      بـراي    يابـه طـور گـسترده     شوند که   تقسيم مي 

هـاي پيچيـده سـنتز شـده و         لکولوهاي بزرگ يا مـاکروم    لکولوم
 و  ، پلي سـاکاريدها، نوکلئيـک اسـيدها،       هامانند پروتئين بيولوژيکي  

زيم پراکسيداز   تخليص آن  جهت .شودپليمرهاي صنعتي استفاده مي   
 ـط يمح ـ از به طور عمـومي     )Sephadex G( ي سـفادکس ج ـ يژل

شـود کـه نـامي تجـاري بـراي ژل           استفاده مي ستا  يبه عنوان فاز ا   
  .]۱۰[ شده است cross-linkedدکستران 

  

  بخش تجربي
  مواد

  هــا داز از آنيم پراکــسيا جهــت اســتخراج آنــزي ســويهــاپوســته
ــسو  ــه مک ــ تهياز کارخان ــدندي ــي ا .ه ش ــول  پل ــيلن گليک   ، PEG(ت

ــولي ووزن م ــد و    )۶۰۰۰لکـ ــديم کلريـ ــولفات، سـ ــوم سـ  ، آمونيـ
Sephadex G –200  هـستند مورد استفاده در اين بررسي عمده مواد 

  مواد نيه اي کل. شدنديداريخر مرك شركت محصولات از همگي که

www.SID.ir
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 ١٣٨٨، پاييز ٣، شماره ٢٨دوره   هاي آنتخليص پراكسيداز سويا و بررسي ويژگي ننشريه شيمي و مهندسي شيمي ايرا
 

 ٣٥                                                                                                                                                                                        پژوهشي علمي ـ 

داراي درجه آزمايشگاهي بوده و بـدون خـالص سـازي بيـشتر مـورد               
  .داستفاده قرار گرفتن

  

  هاي لوبياي سويااستخراج آنزيم پراکسيداز از پوسته

  فـسفات  تـامپون  ميلي ليتر    ٢٠٠ گرم پوسته سويا در      ٢٥مقدار  
)٦ = pH، ۴HPO۲Na/۴PO۲NaH ،M ۱/۰( ســاعت ٢٤ بــه مــدت   

فاده ـلوط با است ـ  ـدت مخ ـپس از اين م   . دـ خيسانده ش  ٤ C°دماي   در
 محلـول   ي سـاز  کرباس چهار لايه صاف شـده بـه منظـور شـفاف            از

 x g ۳۵۰۰ دقيقه بـا دور  ١٥فوژ به مدت ي عمل سانترصافيحاصل از 
 يخچال با دما  ي حاصل در    رويي محلول. در همان دما صورت گرفت    

°C٩[ شده و به عنوان محلول آنزيمي خام استفاده شد ي نگهدار٤[.  
  

  دازين پراکسيت و غلظت کل پروتئين فعالييتع
 درجه ۲۵ ي در دمايمينزداز در محلول آيت پراکسيفعال

  د يپراکسهيدروژن ن و يري پينو آنتيآم‐۴گراد با استفاده از يسانت
   يميتر محلول آنزي ليلي م۱ . شديريبه عنوان سوبسترا اندازه گ

مخلوط سنجش . ق شدي رقي تامپونبه وسيله يتا مقدار مناسب
تر ي ليلي م۵/۱ق شده، ي رقيميتر محلول آنزي ليلي م۴/۰شامل 

  ن، يري پينو آنتيآم ـ۴تر ي ليلي م۷۵/۰ مولار، يلي م۵۰ل فنو
تر ي ليلي م۸۵/۱ مولار و يلي م۱د يپراکسهيدروژن تر ي ليلي م۵/۱

غلظت فعال . تر بودي ليلي م۶حجم مخلوط برابر  .بود تامپون
 نانومتر ۵۱۰شرفت رنگ در يا متناسب با سرعت پيداز سويپراکس

 يسترا به صورت قابل توجه است که غلظت سوبيدر محدوده زمان
در نتيجه پيشرفت رنگ بر حسب زمان در ). قهي دق۲(ر نکند ييتغ

 Spectronic مدل طيف سنجي دستگاه يبه وسيله نانومتر ۵۱۰
ن زمان با استفاده از يشرفت رنگ در ايسرعت پ.  خوانده شد

ک واحد ي .شوديل ميت تبدي به فعالcm۱‐M ۵۸/۶‐۱ ب انهداميضر
کرومول از ي م۱م که ي از آنزي به عنوان مقداريميآنزت ياز فعال

گراد و ي درجه سانت۲۵ يقه در دمايد را در هر دقيدروژن پراکسيه
pH ۴/۷با استفاده ازن يزان پروتئيم. شوديف ميکند تعريل مي تبد 

ن يين به عنوان استاندارد تعي با استفاده از سرم آلبوميروش لور
  .]۱۲[ شوديم
  

  دازتخليص پراکسي
  استخراج آبي دو فازي

ATPS مورد نياز از پلي اتيلن گليکولمقدارهاي با مخلوط کردن  ،
  تر آنـزيم اسـتخراج شـده،       يل يلي م ۸۰ در   NaClآمونيوم سولفات و    

پـس از  . شـد  ميلـي ليتـر تهيـه    ۱۰۰ به  سامانهبا تنظيم حجم کل     
اختلاط کامل سيستم به کناري گذاشته شد تا به دو فـاز مجـزا در               

 آنزيم  تقسيمضريب  . شود ميلي ليتري تقسيم     ۱۰۰ف جداسازي   قي
)m( ــه ــه دســت مــيm = (Ct/Cb) از معادل ــه  ب ــد ک    Cb و Ctآي

. هـستند هاي در تعادل آنزيم در فاز بـالا و پـايين        به ترتيب غلظت  
غنـي از    تر در حالي که فاز سنگين     است PEGفاز سبک تر غني از      

 و  يب جداساز يضرن،  يي با کاهش حجم فاز پا     يمحلول. نمک است 
ش ي مـورد آزمـا    يهاان نمونه يم از م  يافت قابل قبول آنز   يدرصد باز 

فاز پاييني غني از نمـک در برابـر آب مقطـر            . ]۹ و   ۶[ انتخاب شد 
 ميلي ليتر با آنتي دياليز      ۴دياليز شد تا نمک زدوده شود و سپس تا          

  موجـود   PEG  بـالاتر از درصـد     ي با درصد  PEGمحلول  در مقابل   
  .]۹[ شود تغليظ  محلول انتخاب شدهدر
  

  G-200سفادکس  در ستون صاف كردنژل 

  وارد ستون  پيش ميلي ليتر از نمونه آنزيم تغليظ شده در مرحله           ۳
 بـافر   يوسـيله بـه ) متري سانت ۷/۲×۴۰(ستون  . شد -۲۰۰Gسفادکس  

. شد متعادل و شسته ml/h۱۲  با نرخ جريان mM۱۰ سديم فسفات 
   ي سـتون  از شـست و شـو     حاصـل    ييلي ليتـر  سه م  يهافراکسيون

 وجـود کـه مـشخص کننـده        نـانومتر    ۲۸۰جذب در   . شدجمع آوري   
  .]۶[ شدتعيين ن درون محلول است يپروتئ

  
  مي آنزيداري پايبررس

م ي از آنـز   يم، مقـدار  ي آنـز  يداري پا ينه برا ي به pHن  يي تع يبرا
ت  صور متفاوت ي ها pH با   يهاتامپونمورد نظر با نسبت برابر از       

   اتــاق ي ســاعت در دمــا۱۵جداگانــه مخلــوط شــدند و بــه مــدت 
  م بــا اســتفاده از روش ذکــر شــده يت آنــزيــفعال. قــرار داده شــدند

 يري ـگم با اسـتفاده از انـدازه      ي آنز ير دما بر رو   يتاث.  شد يريگاندازه
م به مدت   ي از آنز  يم پس از قرار دادن مقدار     يمانده آنز يت باق يفعال
 مقـدارهاي . شد ي در حمام آب بررس    تفاوتم يهاقه در دما  ي دق ۴۵

 و  شـد  برداشـته    متفـاوت  ي زمـان  يهـا م در بـازه   ي از آنـز   يمشخص
 مانده بر حـسب     يت باق يفعال. دش يريت آن اندازه گ   يبلافاصله فعال 

  .]۲ [شوديه گزارش ميت اوليدرصد کاهش نسبت به فعال
  

  يلکولون وزن مييتع
 SDS – PAGEژل  يوسـيله بـه داز يم پراکسي آنزيلکولووزن م

  با اسـتفاده   يل ساز ار فع يط غ يات تحت شرا  يانجام عمل . ن زده شد  يتخم
  اده ـما ـبجاد شده يان ي پروتئباند. استد يل آمي آکري پل درصد۵ژل از 
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لکولي ظاهري آن با اسـتفاده از       وکوماسي رنگ آميزي شدند و وزن م      
 )Prestained Protein Marker Biolabs(لکـولي  واسـتاندارد وزن م 
  .]۳[تخمين زده شد 

  
  تعيين پارامترهاي سينتيکي آنزيم پراکسيداز

بـه عنـوان سوبـسترا      پراکسيدازها عموما از هيدروژن پراکسيد      
  سـنجش  هاي سينتيکي همـانند روش   آزمايش. ]۲[کنند  استفاده مي 

  د ـدروژن پراکـسي  ـ هي ـ متـفاوتهاي  فعـاليت پراکسيـداز با غلظت   
لي مولار و غلظت ثابت فنول تحت شرايطي         مي ٥/٢ تا   ٠ يگستره در

 Km  منـتن، ـ ثابت ميکائيليس  مقدارهاي. مشابه با تعيين فعاليت انجام شد
 براي سوبستراهاي فنول و هيدروژن پراکسيد از نمودارهـاي          ،Vmaxو  

  .]۶[ برک به دست آمدند ـمعکوس دوطرفه، مطابق با روش لينويور 
  
   و بحثهانتيجه

  اثر ترکيب فاز

ب ي ـم در ترک  يک آنز ي به دست آمده از تفک     هاينتيجه ۱ل  جدو
   يهـا بـه صـورت     ب فاز ي ـترک. دهـد ي را نشان م   متفاوت يدرصدها

 ي بعد يندهاي انجام فرا  يکه برا (ن  يياند که حجم فاز پا    ر کرده ييتغ
 ــ ــرار م ــتفاده ق ــورد اس ــگيم ــاهش ) ردي ــديک ــس. اب ــازي    يستم ف

    درصــد۳/۷کــول و يلن گلي اتــي پلــي وزنــ درصــد۲۴ب يــبــا ترک
 به صورت کـاهش حجـم       ي مقبول ي کل هاينتيجهم سولفات،   يآمون

  ) ۲۸۴/۰ (ي انتخـاب  يريک پـذ  يو تفک )  کاهش  درصد ۶۰(ن  ييفاز پا 
جـه  يدر نت . دارد)  درصـد  ۱۲/۶۱(م قابل قبول    يافت آنز يبا درصد باز  

ن درصد  يش به عنوان بهتر   ين مرحله از آزما   ي در ا  يب فاز ين ترک يا
  ن يي در حجـم فـاز پـا       يد کـه کـاهش بعـد      توجه شـو  . دشانتخاب  

ــد۸۰( ــاهش درصـ ــامانهدر )  کـ ــازيسـ ــ ترکي داراي فـ   ب يـ
  درصـد  ۴/۶م سـولفات    ي و آمـون   ي وزن  درصد ۲۷کول  يلن گل ي ات يپل

جـه  يدارد و در نت )  درصد ۴۷/۴۳ (يفيار ضع يم بس يافت آنز ي باز يوزن
  .نشد در نظر گرفته ي بعديهاي بررسيبرا

  
  کلريد سديم تاثير غلظت 

  کلريـد تـاثير قابـل تـوجهي     سـديم  شاهده شـد کـه غلظـت      م
 کلريد در تفکيـک آنـزيم     سديم  تاثير غلظت   . بر تفکيک آنزيم دارد   
   وزنـي    درصـد  ۲۴ فـازي بـا ترکيـب        يسـامانه پراکسيداز تنهـا در     

 ۲م سـولفات در جـدول        درصد وزني آمـوني    ۳/۷ن گليکول و    اتيل پلي
، بازيافت آنزيمي   )۱۴۶/۰(ضريب تقسيم پايين    . نشان داده شده است   

  و ) ۵۵(ن ـاز پاييـول فـو کاهش حجم قابل قب)  درصد۸۲/۷۷(الا ـب

 / PEG يسـامانه  اثر ترکيب فاز بـر تقـسيم پراکـسيداز در      ـ۱جدول  
  .م سولفاتآموني

  ترکيب فاز
PEG ‐م سولفات آموني  
  )w/v، درصد (

حجم فاز 
 پاييني/بالايي
)ml(  

ضريب 
  تقسيم

)m(  

  بازيافت آنزيم
  )درصدفاز پايين؛ (

  ۷۶/۸۶  ۳۸۹/۰  ۷۵ / ۲۵  ۸/۱۳ ـ ۱۰
  ۲۲/۸۰  ۳۴۷/۰  ۶۱ / ۳۹  ۱۰ـ ۱۵
  ۳۷/۷۲  ۳۲۷/۰  ۴۸ / ۵۲  ۲/۸ ـ ۲۰
  ۱۲/۶۱  ۲۸۴/۰  ۳۲ / ۶۸  ۳/۷ ـ ۲۴
  ۴۷/۴۳  ۲۳۹/۰  ۱۶ / ۸۴  ۴/۶ ـ ۲۷

  
کلريد بر تفکيک پراکسيداز در سيستم فازي       سديم  ـ تاثير غلظت    ۲جدول  

  .م سولفات درصد آموني۳/۷لن گليکول و ي اتي درصد پل۲۴با ترکيب 

 )ml(حجم 

م 
سدي

يد 
کلر

)
صد

در
(  

الا
ز ب

فا
ين  

 پاي
فاز

  

يژه
ت و

عالي
ف

  
)

U
/m

g
( )

ين
 پاي

فاز
(  

يم
قس

ب ت
ضري

ت  
ياف

باز
صد 

در
  

)
ين

 پاي
فاز

(  

جم
 ح

ش
کاه

صد 
در

  
)

ين
 پاي

فاز
ص  )
خلي

ه ت
رتب

م
  

)
ين

 پاي
فاز

(  

۱  ۶۶ ۳۴  ۹۳/۹۹  ۱۷۱/۰۵۹/۷۳  ۵/۵۷  ۰۲/۳  
۲  ۶۴ ۳۶  ۹/۱۰۳  ۱۴۶/۰۸۲/۷۷  ۵۵  ۱۴/۳  
۳  ۶۱ ۳۹  ۹۵/۹۷  ۱۸۹/۰۶۵/۷۵  ۲۵/۵۱  ۹۶/۲  

  
 درصـد   ۲در غلظت   ) ۱۴/۳(از همه مهمتر مرتبه تخليص قابل توجه        

 درصد سـديم کلريـد      ۲ با   سامانهدر نتيجه   . مشاهده شد کلريد  سديم  
  . تخليص بعدي پراکسيداز مورد استفاده قرار گرفتهايمرحلهدر 

  
  تخليص پراکسيداز

 است که مشابه بـا مقـدار        U/mg ۰۹/۳۳ليت ويژه آنزيم خام     فعا
   فعاليت آنـزيم خـام پراکـسيداز سـويا        . ]۹[ استآن در منابع مکتوب     
 ـ  ـهاي استخراج ش ـ  در مقايسه با آنزيم    اهي ـگر منـابع گي ـ   ـده از دي

 ولي فعاليت آن نـسبت بـه آنـزيم حاصـل از منبـع          ]۴،۵[بوده   رـکمت
  .  ]۷[ است بيشتر coprinusقارچي 

  ص ينجا به عنوان مرحله اول تخلي در اي آبي دوفازيجداساز
م يص آنزيمقدار تخل شيخود که افزا يهدف اصل به شد که گرفته کاربه
ام ـه حجم نمونه خـ کيالـد در حـيبود رس) ۱۴/۳= ص ي تخلمرتبه(

کاهش يافت که در فرايندهاي )  درصد۵۵(قبولي ل ـبه صورت قاب
شرايط استخراج  .مورد استفاده قرار گرفت وگرافيکرومات با مرحله بعدي

شد، که ) ۹۲/۱۰۳(به کار گرفته شده باعث افزايش فعاليت ويژه آنزيم 
  هاي آلوده کننده ه تفکيک تفاضلي آنزيم مورد نظر و پروتئينـوابسته ب
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ي وسـيله ز سـويا بـه    آنزيم خام حاصل ا   .  است متفاوتآنزيم به دو فاز     
م سولفات نيز تخلـيص اوليـه شـد و مرتبـه            روش راسب سازي آموني   

مرتبه تخليص آنـزيم حاصـل از       .  بود ۳۶/۱تخليص آنزيم حاصل تنها     
تيکـي نيـز بـا روش       هاي چغندر قرمز تغيير يافته بـه صـورت ژن         ريشه

  .  ]۲[ مرتبه گزارش شده است ۵/۲م سولفات تنها راسب سازي آموني
ز به تجهيـزات    با توجه به آسان بودن روش دوفازي آبي، عدم نيا         

پيچيده، مدت زمان کوتاه انجـام عمليـات و از همـه مهمتـر فـاکتور                
ــن روش   ــالاتر، اي ــيص ب ــا  تخل ــر روش معمــول راســب ســازي ب   ب

  . داردبرتريم سولفات آموني
  صــاف كــردن  ميلــي ليتــري از ســتون ۳ فراکــسيون ۵۰تعــداد 

  .  خوانده شـد   nm ۲۸۰ها در   جذب نمونه .  جمع آوري شدند   صافيژل  
  زان جـذب   ي ـن م ي جذب مشاهده شد که بـالاتر      ۴۷ تا   ۵فراکسيون  از  

   انـدازه گيـري فعاليـت       . مـشاهده شـد    ۳۲ تـا    ۱۰ يهـا ونيدر فراکس 
  يشترين ميـزان فعاليـت      انجام شد که ب    ۳۲ الي   ۱۰هاي  در فراکسيون 
  گيري پـروتئين  سپس اندازه . دست آمد  به   ۲۴ تا   ۱۸هاي  در فراکسيون 

شده آنزيم خالص . شد انجام   ۲۴ تا   ۱۸ ايهدر فراکسيون  وريبا روش ل  
انجــام  ).۱شــکل ( جمــع آوري شــد ۲۲ تــا ۲۰ي هــادر فراکــسيون

ز شده به دست آمـده      يالي د ي محلول آنت  -۲۰۰G ي ستون يکروماتوگراف
ه صورت  ـ ب ي آب ي دوفاز يداسازـ از نمک مرحله ج    يـ غن ينيياز فاز پا  

. دادش  يافزا) به مرت ۳۱در حدود   (م را   يص آنز ي مقدار تخل  يقابل توجه 
  ا يداز ســويم پراکــسي آنــزهــايويژگــين يــيم جهــت تعين آنــزيــاز ا

  .استفاده شد

  
  بررسي پايداري آنزيم

 درجه سانتيگراد پايدار است و فعاليـت        ۸۵آنزيم تخليص شده تا     
د تحت شـرايط سـنجش فعاليـت         درجه سانتيگرا  ۶۵بهينه خود را در     

ر بالا است، آنزيم حتـي      پايداري دمايي بسيا  ). ۲شکل  (دهد  نشان مي 
 افـت  و اسـت  پايـدار  دقيقـه  ۴۵ از پـس  گـراد  درجه سانتي  ۹۵ دماي در

  از  pH يگـستره آنـزيم در    ). ۳شـکل   (آن بسيار ناچيز اسـت       فعاليت
 اسـت  ۶ بهينـه آنـزيم      pH ساعت پايـدار اسـت و        ۱۵ پس از    ۹ تا   ۳
ــکل ( ــه از  ). ۴ش ــه ک ــان گون ــههم ــانتيج ــي ه ــشاهده م ــود  م   ش

پايداري دمايي بالا و قدرت فعاليـت مناسـب          ا داراي ـيپراکسيداز سو 
 ۶ تـا    ۴ بـين    pH يگـستره  در   HRP. است بزرگي   pH يگسترهدر  

 استفاده از آنزيم پراکـسيداز سـويا        ،بنابراين. ]۲[فعاليت مناسبي دارد    
 يگـستره با توجـه بـه      ) دماي بالا، محيط قليايي   (در شرايط بحراني    

  .است HRPبول تر از منبع تجاري وسيع فعاليت آن بسيار قابل ق

  .اي سويها استخراج شده از پوسته تخليص پراکسيدازـ۳جدول 

  ونيفراکس
ت يفعال

  کل
)U(  

ن يپروتئ
  کل

)mg(  

ت يفعال
  ژهيو

)U/mg(  

مرتبه 
  صيتخل

درصد 
  افتيباز

  ۱۰۰  ۱  ۰۹/۳۳  ۹/۷۰ ۵/۲۳۴۶يم خام استخراجيآنز

  )۱۴۶/۰ = قسيمب تيضر (ي آبي دوفازيجداساز

  ۱۹/۲۰  ۲۷/۰  ۰۴/۹  ۴۳/۵۲ ۹۵/۴۷۳  از بالاف

  ۸۱/۷۷  ۱۴/۳ ۹۲/۱۰۳  ۵۷/۱۷  ۱۸۲۶  نييفاز پا

م پس از ژل يآنز
  صافي

۸۶/۱۴۰۰۳۵/۱  ۴۵/۱۰۳۴ ۲۶/۳۱  ۷/۵۹  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ــکل  ــ۱ش ــافي ژل ـ ــفادکس  ص ــتون س ــسيداز در س  G-200 پراک
)cm۴۰×۷/۲:(    جذب در  nm۲۸۰،   داز يم پراکسيت آنزي فعال
۳‐{U/ml}*10. 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   )ميت آنزين فعالييط مشابه با تعيشرا (دازينه پراکسي بهي دماـ۲شکل 

۶۰           ۵۰              ۴۰             ۳۰               ۲۰              ۱۰                ۰  
 عدد فراكسيون

۴۵/۰ 
۴/۰  

۳۵/۰ 
۳/۰  

۲۵/۰ 
۲/۰  

۱۵/۰ 
۱/۰  

۰۵/۰ 
۰ 

   نانو متر۲۸۰جذب در  
 -e*{U/ml}۳فعاليت پراكسيداز  

۱۰۰               ۸۰                  ۶۰                 ۴۰                   ۲۰                    ۰  
 )درجه سانتيگراد(دما 

۱۲۰۰

۱۰۰۰

۸۰۰  

۶۰۰  

۴۰۰  

۲۰۰  

۰ 

از 
يد

س
راك

ت پ
الي

فع
(U

/m
l)
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توان نتيجه گيري نمود که آنزيم پراکـسيداز سـويا بـا            ، مي بنابراين
  .استفاده از روش گزارش شده تا حد مناسبي تخليص شده است

  
  نتيجه گيري

استخراج دو فازي آبي با توجه به آساني انجام عمليات، کوتـاهي          
   اسب،ـزمــان فراينــد، مــصرف انــرژي پــايين و مرتبــه تخلــيص منــ

ــ ــاهي   همرحل ــراي پراکــسيداز گي   . اســتتخلــيص اوليــه مــوثري ب
 موجـب توليـد     صافيو ژل   صاف كردن   روش استخراج دوفازي آبي     

پراکسيداز سويا داراي پايـداري      .شد برابر   ۳۱ تخليص   مرتبهآنزيم با   
داز ينسبت بـه پراکـس   بزرگتري  pH يگسترهدمايي بالا و فعاليت در      

HRP جانبي صنايع غذايي    يوردهفرا و به دليل آن که       است ي تجار 
 در شـرايط بحرانـي      ،بنابراين . است  و در دسترس   ارزان يمنبعاست  

  .است ناسباستفاده از اين آنزيم م) دماي بالا، محيط قليايي(
  
  

  ٢١/٢/٨٨ :   ،    تاريخ پذيرش   ٨٧/ ١٦/٤:  تاريخ دريافت
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