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بررسي اثر شدت و زمان فراصوت بر فعاليت آنزيم آلفا آميلاز توليد شده 

 در بستره هاي كشت جامد با PTCC 5164 آسپرژيلوس اوريزهتوسط كپك 
 درصد  تركيب مختلف سوبستراهاي گندم و جو

  
  3 ، سيد علي مرتضوي2 ، فريده طباطبايي يزدي1هانيه بيات

  

  دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد م و صنايع غذايي،دانشجوي كارشناسي ارشد گروه علو -1
 دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد دانشيار گروه علوم و صنايع غذايي، -2

 استاد گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد -3

)19/6/93:   تاريخ پذيرش27/4/93: تاريخ دريافت(   

  
  چكيده

 به عنوان مولد آنزيم در بستره PTCC 5164 آسپرژيلوس اوريزهتعيين اثر زمان و شدت صوت دهي بر فعاليت آنزيم آلفا آميلاز، كپك  بررسي براي ايندر 
                    تحــت تيمــار اولتراســوند بــا شــدت) 100:0، 50:50، 0:100(سوبــستراي اســتفاده شــده تركيبــي از گنــدم و جــو . هــاي كــشت جامــد بكــار گرفتــه شــد

  .  دقيقه قرار گرفتند15 و 10، 5در زمان هاي % 100 و5/67، 35
آلفا آميلاز توليـد شـده   .  نشان داد، اثر اولتراسوند بر آنزيم توليد شده در بستره هاي كشت، متفاوت استDesign Expert 6.0.2آناليز نتايج با نرم افزار  

همچنـين بـا افـزايش زمـان و شـدت صـوت دهـي، آثـار منفـي            . در خلال صوت دهي نشان داد     به گندم   در بستره كشت جامد جو مقاومت بيشتري نسبت         
كاهش فعاليت آنزيم آلفا آميلاز توليد شـده بـستگي بـه مـدت زمـان و شـدت صـوت دهـي و         . كاويتاسيون مشهود تر شده و فعاليت آنزيم كاهش نشان داد      

 و تغيير در ساختار دوم آنزيم بخصوص ساختار ورقه اي بتا بر روي فعاليت π→0π*با تغيير  حتمالا   ا  اولتراسوند . همچنين تركيب بستره كشت جامد داشت     
  .همچنين ساختار سوم پروتئيني آنزيم تحت تاثير تيمار اولتراسوند تغيير پيدا ميكند. آنزيم اثر مهار كنندگي دارد

  
  اليت آنزيمي فع،آسپرژيلوس اوريزه ، آنزيم آلفا آميلاز،فراصوت: گانكليد واژ

  
  
  
  

                                                            
 مسئول مكاتبات : tabatabai@um.ac.ir  
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  مقدمه -1
. 1 دي گلوكان  گلوكانو هيـدرولاز          - آلفا – 1،4-اندو(آلفا آميلاز   

1 .2 .3 EC (     كه به طـور تـصادفي      است  اندو آنزيم خارج سلولي
 گلوكز هاي مجاور را در زنجيره آميلـوز شكـسته و            1,4پيوندهاي  

 آلفـا   .نهايتا واحدهاي گلوكز، مـالتوز و مـالتوتريوز توليـد ميكننـد           
آميلاز يك متابوليت اوليه گزارش شده است كه توليـد آن وابـسته             

  . است ها رشد ميكرورگانيسم ميزانبه
 همانند يك منبع ذخيره اي مغذي قادر به توانا          1بستر كشت جامد   

ايـن فراينـد طبيعـي در       . كردن ميكروارگانيسم ها به تكثير ميباشـد      
نترلـي بـراي توليـد      كاربردهاي صنعتي ميتواند بـه عنـوان ابـزار ك         

بـراي توليـد تجـاري آنـزيم هـاي          . محصول دلخواه بـه كـار رود      
ميكروبي از برخي روش هاي تخمير بر روي بستره جامد اسـتفاده          

  .]1[ميشود 
عي از آنـزيم هـاي خـارج         آسپرژيلوس توليد كننده رنج وسي     كپك

 كه آميلاز ها از مهم ترين آنزيم هـاي مـورد اسـتفاده              سلولي است 
در   ]2[ از عمده ترين آنزيم هاي توليدي آنها ميباشـد           در صنعت   

 بطـور ويـژه اي      آسپرژيلوس اوريـزه  بين گونه هاي آسپرژيلوس ،      
          مورد توجـه اسـت زيـرا قـادر بـه توليـد مقـدار بـسيار بـالايي از               

 آلفا آميلاز است و بـه هـين         پروتئين ها و آنزيم هاي صنعتي نظير      
اي توليـد پـروتئين هـاي غيـر سـرم           دليل محبوب  ترين ميزبان بر     

  ].3[انساني است 
 آميلاز هاي قارچي براي توليد شربت شكر ، مـورد           1950 از دهه   

آميلاز ها همچنين در گستره ي وسـيعي از صـنعت           . استفاده است 
 پاك و ها شوينده نساجي، سازي، كاغذ ،نانوايي خصوص به غذا

ميوه، كمك هاي كيك، آبطيور،  و دام غذاي توليد همچنين كننده،
  .دارد كاربرد ...گوارشي و

ضايعات كارخانجات صنايع غذايي و كشاورزي ضـايعات پنهـان          
هستند كه حـاوي مقـادير بـالايي از كربوهيـدرات هـاي خـاص،               

از اين مواد بـه عنـوان محـيط         . هستند... پروتئين ها، بيوپليمرها و     
يـد  كشتي ارزان براي رشد ميكروارگانيسم هـاي مـورد نظـر و تول            

                                                            
1. Solid State Fermentation (SSF)  

ي آلـي و    انواع فرآورده ها از قبيل آنزيم ها، رنگ دانه ها، اسـيدها           
  .]4[ ميتوان استفاده نمود... 

به عنوان يك فرايند غير حرارتـي        فراصوتاخيرا استفاده از امواج     
مورد توجه بـسياري قـرار      استخراج در فرايندهاي بيوتكنولوژيكي     

يكي در مقيـاس    اولتراسوند در فرايندهاي بيوتكنولـوژ    . گرفته است 
آزمايشگاهي استفاده شده و نياز بـه تجهيـزات سـنگين و پيچيـده              

ــدارد ــواج اولتر. ن ــر ســاختار و عملكــرد  اام ــه تغيي ــادر ب ســوند ق
 مكانيسم واكنشي آن شامل    بيشترين   . استمولكولهاي بيولوژيكي   

ليـت كاويتاسـيون مـواد     و تحريك فعا    شيميايي    و تاثيرات گرمايي 
ي فرايند صوت دهي، حركـت طـولي مـوج          ط .]4[غذايي ميگردد   

صوتي به دليل اينكه حركت ارتعاشي مولكول هاي محيط به جلـو         
و عقب، بدون سبب حركت اين لايه ها شود، فازهاي متنـاوبي از              

در نتيجه، در نقطـه اي      . انقباض و انبساط  فشرده را ايجاد مي كند        
ناحيـه  كه لايه مولكول هاي ماده معمول شدند، فشار بيـشتر و در             

كم تراكم، فشار كمتر از حد فشار مي شود در نتيجه شـرايطي كـه               
در فاز انبساط پديد مي آيد، بر منفـي ايجـاد شـده و فاصـله بـين                  
مولكول ها تا حدي زياد مي شود كه بر نيـروي چـسبندگي مـايع               
غلبه كرده، مايع شكسته مي شود و حفره هـايي در آن بـه وجـود                

 بهاي حفـره سـازي مـي نامنـد و در            اين حفر ه ها را حبا     . مي آيد 
لحظه انقباض بعدي اين حباب ها فشرده و منقبض مـي شـوند و              

در فاز انبساط، دوباره بزرگ مي شـوند        . حجم آنها كاهش مي يابد    
اين روند در چند دوره انقباض و انبساط ادامه مي يابد تـا حبـاب               

ض پس از آن، حباب ها در دوره انقبا       . ها، به حداكثر حجم برسند    
فروريـزي ايـن    . ها منفجر مي شوند و به اصطلاح فرو مي ريزنـد          

 و  k5500حباب ها سبب ايجاد پيك هاي فشار و دمـا تـا دمـاي               
به طور معمول شـوك ناشـي   .  در مايع مي شودatm 2000فشار 

 .]5[از اين فشار عامل ايجاد آثار فراصوت است 

ج مولكولهـاي زيـستي در اثـر امـوا        همچنين مشاهده شده اسـت       
 به علت تاثيرات مكانيكي آن غيـر فعـال ميـشوند بـراي              فراصوت

مثال جريان مخالف امواج شوك دهنده اولتراسوند باعث افـزايش          
امواج اولتراسوند بر روي آنزيم هـا         تاثير ].4[ ميگردد    برشي تنش
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           :اين تـاثير ميتوانـد بـه چنـد صـورت باشـد            . نيز اثبات شده است   
   بيولوژيكيكمك به واكنش هاي. 1
  كاهش فعاليت بسياري از آنزيم ها در محيط آزمايشگاهي. 2
  .]6[ در بعضي موارد افزايش فعاليت آنزيم هاي آزاد. 3

 قادر  فراصوتپژوهش هاي چندي خاطر نشان كرده اند كه امواج          
در همـين زمينـه     . به افزايش واكنش كاتاليتيكي آنزيم هـا ميگـردد        

ير امواج فراصوت را در افـزايش       گزارش هايي وجود دارند كه تاث     
سرعت  هيدروليز مولكولهاي نشاسته و ساكارز توسط آلفا آمـيلاز           

و يا افزايش سرعت هيدروليز قنـد لاكتـوز شـير تحـت               ]8 و   7[
همچنين مطالعـات بـسياري     .  ثابت نموده اند   ]9[تيمار اولتراسوند   

ش نيز تاثير منفي امواج اولتراسـوند را روي فعاليـت آنـزيم گـزار             
 افزايش فعاليت آنـزيم هـاي آزاد در         ،   و كمتر  ] 10-15[كرده اند   

بر خلاف انتظار برخي آنـزيم      . محيط آزمايشگاهي ديده شده است    
هــا از جملــه آنــزيم آلفــا آمــيلاز و گلوكــو آمــيلاز تحــت تيمــار 

  . ]16[ند ه ااولتراسوند در فركانس هاي پايين غير فعال نشد
تاثير امواج فراصوت بر ميـزان      هدف از انجام اين پژوهش بررسي       

فعاليت آنزيم آلفا آمـيلاز توليـد شـده توسـط كپـك آسـپرژيلوس        
اوريزه در بستره كشت جامد با درصدهاي متفاوت گندم و جو بـا             

 و با استفاده از روش سطح Design expertاستفاده از نرم افزار 
  .پاسخ است

  

    مواد و روش ها -2
 مركز كلكسيون قارچ هـا و   از PTCC 5164 آسپرژيلوس اوريزه

كپـك  . بصورت ليوفيليزه خريداري شـد باكتري هاي صنعتي ايران   
در محيط كشت مايع طبق دستور العمل فعـال سـازي همـراه هـر               

 شده ،كشت به صـورت      آماده  سوش فعال شده و از سوسپانسيون       
 روز رشـد  4انجام شد  پس از  PDA  2كشتمورب روي محيط 

 درجـه  4راد، سـوش هـاي كپكـي در         درجـه سـانتيگ    23در دماي   
كــشت دوبــاره جهــت احيــاي كپــك . ســانتيگراد  ذخيــره شــدند

  . ]17[  هر دو هفته يكبار انجام شدآسپرژيلوس اوريزه

                                                            
2. Potato Dextrose Agar  

  آماده سازي مايع تلقيح -2-1
 10.   انجـام ميگيـرد     ]17[ )2003(به روش فرانسيس و همكاران      

 ملي بعـد از    پرگنه كا  به   80توئين  % 1/0 ميلي ليتر آب مقطر حاوي    
. منتقــل شــد PDA  روي محــيط كــشت مــوربروز كــشت 7

اسپورها توسط سوزن تلقيح تحت شرايط اسپتيك خارج شـدند و           
  2/2×  106  (به صورت همگن هم زده شـد و بـا رقـت متناسـب             

به عنـوان سوسپانـسيون اصـلي تلقـيح مـورد           ) اسپور در ميلي ليتر   
  .استفاده قرار گرفت

   شمارش اسپور ها -2-2
انجـام   )2003 ( و همكـاران   فرانسيسشمارش اسپور ها به روش       

 PDA تعداد كلي اسـپورهاي كپـك روي محـيط كـشت    .ميگيرد

 انجام شد بدين ترتيب كه اسپورهاي       شمارش كلي   توسط تكنيك   
 ميلـي ليتـر آب      10كپك را توسط يك سوزن انتقـالي اسـتريل در           

لي از آن    معلق كرده و به صورت متوا      80توئين  % 1/0مقطر حاوي   
يك ميلي ليتر از سوسپانسيون اسپور روي پليت        . رقت تهيه ميكنيم  

استريل ريخته شده و به صورت يكنواخـت   PDA استريل حاوي
 درجه سانتيگراد بـه مـدت       30سپس پليت در دماي     . پخش ميشود 

تعداد كلني هاي قابـل شـمارش       .  ساعت انكوبه گذاري ميشود    48
تراكم اسپور با تعداد    . نتخاب شد  كلني در هر پليت ا     300 تا   6بين  

  .گرديدضرب در فاكتور رقت محاسبه 

آماده سازي سوبستراي بستر كشت جامـد        -2-3
  جوگندم و 

جو از بازار محلي مشهد خريداري  شد و پس از الـك و               گندم و   
گرفتن ذارت و گرد و خـاك  اضـافي توسـط جريـان ملايـم آب                 

مـدت  . ستـشو شـد   جهت جلوگيري از آسيب رسيدن به دانه ها ش        
سپس دانه ها توسط    . زمان شستشو را به حد امكان كاهش ميدهيم       

 سـاعت خـشك     48جريان ملايم هوا و زير نور خورشيد به مدت          
 ميلـي متـر آسـياب       2سپس دانه هاي جو تا رسيدن به اندازه         . شد

شده و بلغـور حاصـل جهـت مراحـل بعـدي آزمـايش در دمـاي                 
بـراي آمـاده    . خيـره شـد   يخچال و در ظروف با درپوش مناسب ذ       
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 به ترتيب    )2003(سازي بسترهاي كشت از فرانسيس و همكاران        
  . استفاده ميشودزير

 250 گرم از نمونه بلغور را توزين كرده و در ارلن مـاير هـاي                5  
)  ميلـي ليتـر    2(ميلي ليتري ميريزيم و به آن محلول نمكي مغـذي           

، 1: سفاتپتاسيم ف ): درصد گرم بر گرم سوبستراي خشك     (حاوي  
:   آبـه    7، و منيـزيم سـولفات       2/0: ، كلريد سديم  1: آمونيوم نيترات 

سپس آب مقطر تا رسيدن به رطوبـت مناسـب          .  افزوده ميشود  2/0
 121افزوده شده، محتواي ارلن كـاملا مخلـوط شـده و در دمـاي               

 دقيقـه اتـوكلاو     20، بـه مـدت      psi  15درجه سـانتيگراد و فـشار     
  . ]17[ميشود 

ــتر   ــس از اس ــصي از     پ ــزان مشخ ــد مي ــشت جام ــستره ك يل ب
در  و  گرديـد بـه بـستره تلقـيح       سوسپانسيون اصـلي تلقـيح كپـك        

  .قرار گرفت تخمير انكوباتور براي گذراندن فرايند 

  استخراج آنزيم -2-4
 به بستر كشت جامد بلغـور      آسپرژيلوس اوريزه پس از تلقيح كپك     

مـون  جو ، محتواي ارلـن هـا هـم زده شـده و در دمـاي مـورد آز               
پس از طي مـدت     . گرم خانه گذاري ميشود   )  درجه سانتيگراد 25(

ارلن ها از انكوباتور خـارج      )    ساعت 96(زمان لازم براي تخمير     
براي استخراج آنزيم از روش سـاده و مـستقيم محلـول            .  ميشوند

بدين ترتيب كه به ارلن حاوي بستر كشت        . نشاسته استفاده ميشود  
 افزوده ميشود تا حجم مـايع بـه         80توئين   % 1/0آب مقطر حاوي    

سپس طبق طرح آزمايشي تحت تيمار امواج       .  ميلي ليتر برسد   100
 دقيقه،  15 و   5،10 : صوت دهي مدت زمان   (گرفت   قرار   فراصوت

شدت دسـتگاه وتركيـب      % 100 و   5/67،  35:  شدت صوت دهي  
% 100گنـدم، بـستره     % 100بـستره   : سوبستراي بستره كشت جامد   

 1سـپس بـه مـدت       . )درصد مساوي از گندم و جـو      جو، بستره با    
محتـوا  ) rpm 150(ساعت در دماي اتاق توسط روتـاري شـيكر          

 rpm 7000 دقيقـه بـا دور       10كاملا همگن شده و سپس به مدت        
پـس از اتمـام     .  درجـه سـانتيگراد سـانتريفوژ ميگـردد        4در دماي   

آناليزهـاي بعـدي    سانتريفوژ سوپرناتانت حاوي آنزيم خـام بـراي         
  . ]17[ع آوري ميگردد جم

سنجش فعاليت آنـزيم آلفـا آمـيلاز  روي           -2-5
  بستر كشت جامد بلغور جو

          براي سنجش فعاليت آنـزيم از محلـول نـشاسته اسـتفاده ميكنـيم              
بــدين ترتيــب كــه محلــولي  ].18[ )1995اوكولــو و همكــاران، (

 ميلـي   25/0 ،)وزنـي حجمـي   % (1 ميلي ليتر نـشاسته      25/1حاوي  
 ميلي ليتر آب مقطر pH = 6 ( ،25/0( مولار 1/0ر بافر استات ليت
 ميلي ليتر از محلول اسـتخراجي خـام بـا غلظـت مناسـب      25/0و  
 دقيقــه انكوباســيون در 10تهيــه كــرده و پــس از )  10 – 320(

آزاد شـده   ) معادل گلـوكز  ( درجه سانتيگراد قندهاي احيا      50دماي  
 )1959 ميلـر، ( ه سنجيده ميشود  ح شد  اصلا DNSAتوسط روش   

ــده در   .]19[ ــگ آزاد شـ ــتگاه   540رنـ ــط دسـ ــانومتر توسـ  نـ
گلوكز به عنوان اسـتاندارد مـد نظـر         . اسپكترفوتومتر قرائت ميشود  

 ميلـي ليتـر بـافر       5/0محلول شاهد مورد استفاده متشكل از       . است
 25/0نـشاسته، و  % 1 ميلي ليتر محلـول  pH = 5( ،25/1(استات 

يك واحد از فعاليت آنـزيم مقـداري از         . ب مقطر است  ميلي ليتر آ  
 تحـت    ميكرومول قند معادل گلوكز در دقيقه      1آن است كه بتواند     

  . ]18 [شرايط آزمايشگاهي آزاد كند

  طرح آزمايشي -2-6
 و Design Expert 6.0.2اين پژوهش با استفاده از نـرم افـزار   

لفـا آمـيلاز    با روش سطح پاسخ براي اندازه گيري فعاليت آنـزيم آ          
 در ايـن مطالعـه      .انجام شـد  آسپرژيلوس اوريزه   توليد شده توسط    

 درصـد جـو     X1:اثر متغيرهاي مستقل در سه سطح شـامل زمـان         
 مـورد   X3:  و شدت صوت دهي    X2: افزوده شده به بستره جامد    

 متغيرهاي مـستقل فراينـد و مقـادير         1ارزيابي قرار گرفت جدول     
قطـه مركـزي بـراي تخمـين        شـش تكـرار ن    . آنها را نمايش ميدهد   

 بـراي هـر متغيـر       RSMخطاي آزمـايش اسـتفاده شـد در روش          
وابسته مدلي تعريف ميشود كه آثار اصلي و متقابل فاكتورها را بـر             

  . روي هر متغير جداگانه بيان مينمايد
، ) دقيقـه  15 و   10،  5( صـوت دهـي    متغيرهاي فرايند شامل دماي     

 W460  با توان كلي%)100 و 5/67، 35 (قراصوتشدت دستگاه 
سوبـستراي بـستر كـشت       درصدهاي متفاوت     استفاده از  دستگاه و 

  ).2جدول  (بود)  و جو50:50گندم، گندم و جو با نسبت (جامد 
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   نمايش متغيرهاي مستقل فرايند و مقادير آنها1جدول 
  

  متغيرهاي مستقل
  كد و سطح مربوطه  نماد رياضي

  1+  0  1-    
        

  X1 15  10  5  )دقيقه(زمان 
  X2  100  50  0  درصد بلغور جو افزوده شده به تركيب سوبستراي جامد

  X3  100  5/67  35  شدت صوت دهي
  

آسپرژيلوس  طرح آزمايشي مورد استفاده براي بررسي اثر شدت و زمان صوت دهي بر فعاليت آنزيم آلفا آميلاز توليد شده توسط 2 جدول
  اوريزه

  تيمار
  زمان

  )دقيقه(
تركيب %

  سوبسترا
شدت 
  صوتدهي

فعاليت 
ميكرومول (آلفاآميلاز

گرم دقيقه بر/ گلوكز 
  )سوبسترا

  تيمار
  زمان

  )دقيقه(
تركيب %

  سوبسترا
شدت 
  صوتدهي

فعاليت 
گرم 5/واحد(آلفاآميلاز

  )سوبسترا

1  5  0  100  1187,16  11  15  100  35  1309,4  
2  10  0  5/67  1137,86  12  15  50  5/67  951,7  
3  10  50  35  1319,65  13  10  50  5/67  1008,08  
4  10  100  5/67  1158,61  14  5  100  35  1396,28  
5  10  50  5/67  969,1  15  5  50  5/67  1138,76  
6  15  0  35  1299,67  16  15  0  100  916,314  
7  10  50  5/67  994,28  17  5  0  35  1402,56  
8  10  50  5/67  1065,98  18  15  100  100  973,7  
9  10  50  100  1059,7  19  10  50  5/67  996,5  
10  5  100  100  1098,51  20  10  50  5/67  1004,02  

  
  بحث و نتايج -3

پس از تجزيه داده ها جهت تعيين بهترين مدل پيشنهادي از ميـان             
ــود    ــدل موجـ ــنج مـ  و Mean ،Cubic ،Quadratic ،2FIپـ

linear    تجزيـه  )2-3جـدول  ( با توجه به جدول آناليز واريـانس ،
واريانسي، مدلي كـه مقـدار مجمـوع مربعـات آن داراي اخـتلاف              

 آن معني دار نشود بـه عنـوان   lack of fitمعني دار بوده و مقدار 
با توجه به ايـن موضـوع و پـس از           . بهترين مدل انتخاب مي شود    

بررسي نتايج به دست آمده و مقايسه ميان مـدل هـاي رگرسـيوني     

 تنهـا مـدلي بـود كـه         Quadraticنتايج حاكي از آن بود كه مدل        
Lack of fitدر نتيجــه مــدل .  بــراي آن معنــي دار نــشده بــود

Quadratic راي بررسي روند تغييرات پارامترهاي اندازه گيـري         ب
نتايج انـاليز آمـاري فعاليـت آلفـا         . شده در اين مطالعه انتخاب شد     
تيمـار زمـان و   )  درصد5در سطح (آميلاز، بيانگر تاثير معني داري  

با تـوج بـه    .  و فعاليت آلفا آميلاز است     دشدت صوت دهي بر تولي    
ي بيـشترين اثـر را      ضرايب معادله مشخص شد ، شدت صوت ده       

  .در توليد و فعاليت آنزيم آلفا آميلاز دارد
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مدل پيشنهادي حاصل از آناليز آزمايش هـاي انجـام شـده توسـط       
  .نرم افزار در زير آورده شده است

Enzyme activity  =  +1925.20277 +(10.25891 × 
time)  - (3.81086 ×substrate)  - (18.28874 
×power)  -(0.95349× time2)  + (0.031667 × 

substrate2 ) + (0.11418 × power2 ) + (0.081022
 × time × substrate)  -(0.15837 × time × 
power)  - (2.67015 × substrate × power ) 
 3نتايج آناليز آماري شامل جدول آناليز واريانس در جـدول هـاي             

  . آورده شده است4و 
  

   توليد شده تحت شرايط مختلفآلفا آميلازل از فعاليت آناليز واريانس نتايج حاص 3جدول
 Pاحتمال  Fاحتمال  ميانگين مربعات  درجه آزادي  مجموع مربعات  منبع

  >0001/0  36/21  13/47410 9  318/4  مدل
  A 01/59675  1 01/59675  89/26  0004/0: زمان  

درصد بلغور جو در 
 B :تركيب سوبسترا

99/4  1 99/4  279/2  9631/0  

:C0001/0  32/100  278/2 1  278/2 ت صوت دهيشد<  

AB 28/3282  1 28/3282  48/1  2519/0  

AC 53/5298  1 53/5298  39/2  1533/0  

BC 62/150  1 62/150  068/0  7998/0 

A2 59/1562  1 59/1562  7/0  4210/0  

B2 15/17236  1 15/17236  77/7  0192/0  

C2 80/40000  1 80/40000  02/18  0017/0 

      Residual 35/22193  10  35/22193 باقيمانده

Lack of Fit 93/16998  5  79/3399  27/3  1096/0ns 

Pure Error 43/5194  5  89/1038      

Cor Total 54/4  19        

  
  شده توليد آميلاز آلفا فعاليت از حاصل آناليز آماري نتايج 4جدول 

  R-Squared 9506/0  11/47  انحراف استاندارد

  Adj R-Squared 9061/0  39/1119  ميانگين

C.V. % 21/4  Pred R-Squared 8015/0  

PRESS 301/1  Adeq Precision 841/14  
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اثير زمان اولتراسوند بر فعاليت آنزيم آلفـا         -3-1
  آميلاز

بررسي نتايج به دست آمده از اثر زمان صـوت دهـي بـر فعاليـت                
 design expert بـا نـرم افـزار    آنزيم آلفا آميلاز استخراج شـده 

 نشان داد با افزايش زمـان اولتراسـوند فعاليـت انـزيم آلفـا               6.0.2
آميلاز كاهش نشان ميدهد به طـوري كـه رونـد كاهـشي فعاليـت               

گندم  و در بستره كشت جامـد بـا          % 100آنزيم براي بستره كشت     
درصدهاي مساوي از گندم و جو در بـالاترين شـدت اولتراسـوند       

اي كمتـر ايـن      در شدت ه ـ   بيشترين شيب كاهش را دارا ميباشد و      
   ). 1شكل ( شيب ملايم تر ميباشد

  
ميكرومول  (  نمودار تاثير زمان بر فعاليت آنزيم آلفا آميلاز1شكل 

 آسپرژيلوس اوريزه  توليد شده توسط كپك )گلوكز آزاد شده در دقيقه
بايد توجه  ( گندم% 100در بستره كشت جامد با تركيب سوبستراي 

  ).ر نمودار نيامده استداشت اثرات متقابل د
  

بستره كشت جامد كاملا جو داراي كمترين شيب كـاهش فعاليـت            
 و از اين مـشاهده ميتـوان نتيجـه گرفـت آلفـا              بودآنزيم الفا آميلاز  

آميلازي كه در بـستره كـشت جـو توليـد ميـشود داراي مقاومـت         
  ). 2شكل ( در طول زمان است واج فراصوتبيشتري در برابر ام

ــاران     ــشي و همك ــط بي ــي توس ــك بررس ــار ) 2013(در ي اثرتيم
اولتراسوند بر فعاليت سه آنزيم آلفا آميلاز، پپسين و پاپايين مـورد            

در طول صوت دهـي فعاليـت دو آنـزيم آلفـا            . بررسي قرار گرفت  
آميلاز و پاپايين مهار شد در حاليكه فعاليت آنـزيم پپـسين بيـشتر              

ر روي آنزيم هـا از روي تحقيـق         مكانيسم اثر اولتراسوند ب   . گرديد
نتـايج حـاكي از ايـن بـود         . بر تغييرات كنفورماسيوني بررسي شد    

ــا تغييــر  ــزيم π→0π*اولتراســوند  ب  و تغييــر در ســاختار دوم آن
بخصوص ساختار ورقه اي بتا بـر روي فعاليـت آنـزيم اثـر مهـار                

همچنين ساختار سوم پروتئيني آنـزيم تحـت تـاثير          . كنندگي دارد 
  .ولتراسوند تغيير پيدا ميكندتيمار ا

كاهش فعاليت آنزيم در اثر صوت دهي ميتوانـد در اثـر تغييـر در             
  .]20[ ساختار دوم و سوم پروتئيني آنزيم اتفاق بيافتد

  
 نمودار تاثير زمان بر فعاليت آنزيم آلفا آميلاز توليد شده توسط 2شكل 
سوبستراي  در بستره كشت جامد با تركيب آسپرژيلوس اوريزه كپك 
مشاهده ميشود شيب كاهش فعاليت آنزيم آلفا آميلاز در . جو % 100

  .بستره كشت جامد گندم استبستره كشت جامد جو به مراتب كمتر از 

ر تاثير درصدهاي مختلف گنـدم و جـو د         -3-2 
نـزيم آلفـا   آبستره كشت جامد بـر روي فعاليـت     

  آميلاز
تلف گندم و جـو     بررسي نتايج به دست آمده از اثر درصدهاي مخ        

 نشان داد به طـور كلـي بـا          به عنوان سوبستراي بستر كشت جامد       
ايش تغيير بستره كشت از گندم به جو فعاليت آنزيم آلفا آميلاز افز           

 و زمان بيـشتر ايـن رونـد        % 100 مي يابد و در شدت صوت دهي      
 آنـزيم آلفـا      روي است و به نظـر ميرسـد فراصـوت        كاملا مشهود   

 .گـذاري بيـشتري نـسبت بـه جـو داشـته باشـد              گندم  تاثير   آميلاز
فعاليت آلفا آميلازي آنزيم توليد شـده در بـستره كـشت گنـدم بـا          

  تغيير بيشتري نشان ميدهد اين در حـالي          صوت دهي تغيير شدت   
است كه روند كاهش فعاليت در بستره كـشت جـو و هـم چنـين                
بستره حاوي درصدهاي مساوي از گندم و جو با شـدت كمتـري             

 .يكندتغيير م
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برخي آنزيم ها در برابر تيمار اولتراسوند مقاومت بيـشتري نـشان             
ازبـك و اولگـن     . داده و در نتيجه كمتر دستخوش تغيير ميگردنـد        

در يك بررسي نشان دادنـد برخـي آنـزيم هـا بـه علـت                ) 2000(
 كمتـر از سـايرين      اص پروتئيني تحت تيمـار فراصـوت      ساختار خ 

همچنين ويسكوزيته محلـول    . دستخوش تغيير ساختماني ميگردند   
. آنزيم موثر اسـت آنزيم و نيروي گرانروي  در فرايند مهار فعاليت          

 سبب افزايش ويسكوزيته محلول آنزيمي گـشته و         تيمار فراصوت 
 .احتمالا به اين سبب آنزيم موجـود در محلـول غيرفعـال ميگـردد             

تفاوت ساختار بـستره كـشت در ايـن پـژوهش نقـش مهمـي در                
م و  و آلفا اميلاز توليد شده در بستره كشت گنـد         تفاوت مقاومت د  

احتمـالا اولتراسـوند تـاثير      .  ايفا ميكند  جو در برابر تيمار فراصوت    
متفاوتي بر ويسكوزيته محلولهاي تهيـه شـده ازيـن بـستره هـاي              
كشت ميگذارد و به خاطر همين تفاوت ويسكوزيته سـيال آنـزيم            

مـت بيـشتري در     آلفا آميلاز توليد شده در بستره كـشت جـو مقاو          
  . .]21[ولتراسوند از خود نشان داده است برابر تيمار ا

  
 بـر روي فعاليـت      تاثير شدت صوت دهي    -3-3

آنــزيم الفــا آمــيلاز توليــد شــده توســط كپــك 
  آسپرژيلوس اوريزه

 و براي زمانهاي    نتايج نشان داد يك رفتار ثابت در تمامي نمونه ها         
ي آلفـا آمـيلاز در      فعاليت آنزيم ـ .  حكم ميكند  مختلف صوت دهي  

 بيشينه بوده با افزايش شدت    % 35و  ) شاهد% (0صوت دهي شدت  
كاهش يافته ولي اين كاهش در شـدتهاي بـالاتر          % 5/67دستگاه تا   

شـدت  %  92و  % 75صدق نميكند، بطوريكه يك شيب ثابت بـين         
دستگاه مشاهده شده و پس از آن فعاليـت آنـزيم انـدكي افـزايش               

  . نشان ميدهد
 بر آنزيم ها اغلب به بسياري از فرآيندهاي مكـانيكي   تفراصواثر   

بـا فروپاشـي    . و سونوشيميايي ناشي از حفره نـسبت داده ميـشود         
نامتقارن حباب هاي كاويتاسيون ميكروجت هـاي مـايعي تـشكيل           
ميشود و تنش برشي و جريانهاي كوچـك ناشـي از حبـاب هـاي               

ي آنـزيم   نوساني حاصله ممكن است به يكپارچگي ساختار پروتئين       
صدمه زده و همين امر باعث كاهش در فعاليت آنزيم الفـا آمـيلاز              

مكانيسم ديگري كـه كـاهش فعاليـت آنـزيم را در خـلال              . ميشود
صوت دهي توضيح ميدهد مربوط به تغيير يا صـدمه بـه سـاختار              

راديكالهـاي آزاد داراي الكترونهـاي غيـر        . ي آنـزيم اسـت    كولمول
 بـالايي هــستند ميتواننـد بــار   پيونـدي داراي قـدرت احياكننــدگي  

الكتريكي سطح پـروتئين را تغييـر داده و جايگـاه فعـال آنـزيم را                
تخريب كنند بدين ترتيب تمايل آنزيم براي واكـنش بـا سوبـسترا             

 بر مبناي مكانيسم هـاي گفتـه شـده كـاهش            . ]4[ كاهش مي يابد  
ي فعاليت آنزيم آلفا آميلاز قارچي ميتواند به دليل وجود راديكالهـا          

ر فعاليـت آنـزيم در شـدت        افزايش كم د  . آزاد و تنش برشي باشد    
 چنـدين     ميتواند به علت%92تا % 75نسبت به% 100 صوت دهي

صل به بـستره     آزاد شدن آخرين آنزيمهاي مت     ) الف: مكانيسم باشد 
 تحت اين شدت صوت     ميسليوم هاي كپك     : در اثر شوك صوتي   

 بـه طـور كامـل بـه     آنهاكاملا تخريب شده و آنزيم توليدي توسط       
  ). 3شكل (محيط آزاد ميشود 

در يك بررسي توسط مازوتي و همكاران فعاليت آنزيم هـاي           ) ب
آلفا آميلاز و آميلوگلوكوزيداز تحـت تيمـار اولتراسـوند در دمـا و       

pH       نتـايج نـشان دادنـد      . رفـت  هاي مختلف  مورد بررسي قرار گ
ر دو آنـزيم تحـت      فعاليت ه .  رفتار آنزيم را تغيير ميدهد     فراصوت

 درجـه سـانتيگراد همـواره       50 در دماهاي بالاتر از      فراصوتتيمار  
 قـرار نگرفتـه     فراصـوت بيشتر از هنگامي است كه آنزيم ها تحت         

 بستگي بـه دمـا  و        نزيم آميلاز تحت تيمار فراصوت     رفتار آ  .باشند
pH دما داراي اثر مثبت روي فعاليت آنزيم است در حاليكه          . ارد د
ايـن مـشاهده تـا      .  فعاليت آنزيم كـاملا منفـي اسـت         روي pHاثر  

. حدودي توسط تئوري مـازوتي و همكـاران قابـل توجيـه اسـت             
يكـي اثـر    . اولتراسوند داراي دو اثـر اوليـه روي آنـزيم هـا اسـت             

آزمايش در دماي محيط انجـام      . كاويتاسيوني و ديگري اثر گرمايي    
 در اثـر    شد و اثر گرما در اين آزمايش قابل صرف نظر است ولـي            

اي توليـدي ، دمـاي      تنش برشي حاصل از انفجـار حبابهـا و گرم ـ         
 به تدريج افزايش ميابد و اين افزايش گرما توسـط           حمام فراصوت 

آنچـه  . سنسورهاي دستگاه قابل شناسايي و انـدازه گيـري نيـست          
مهم است اين است كه گرمايي كه در شدت صوت دهي بـالاتر و              

ثبت روي فعاليت آنزيم گذاشـته      زمان بيشتر توليد ميشود يك اثر م      
هـاي بـالاي صـوت      و افزايش كمي در انتهاي نمودار و در شدت          

  . ]22[دهي قابل رويت است 
سومين مكانيسم كه احتمال كمتري نسبت به بقيه دارد به ايـن            ) ج

قرار است، در اثر شوك صـوتي وارد شـده بـه سـاختار پروتئينـي            
ريختـه، جايگـاه فعـال      آنزيم ، ساختمان دوم و سوم آنزيم به هـم           
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آنزيم تغيير شـكل يافتـه و در نتيجـه فعاليـت آنـزيم در جـذب و              
با ادامه روند صوت دهـي امكـان        . هيدروليز سوبسترا كاهش ميابد   

ايـن  . بوجود آمدن حفراتي در داخل ساختمان پروتئين وجود دارد        
حفرات مـانع از درهـم پاشـي و نـابودي كامـل سـاختمان آنـزيم                 

قادر هستند تا حدودي ساختمان آنزيم      ورت كه   ميگردند به اين ص   
در اثر شدت صوت بالاتر اين حفـرات سـاختار          . را بازسازي كنند  

جايگاه فعال آنزيم را بازسازي كرده و افـزايش كمـي در فعاليـت              
  . انزيم در شدتهاي بالاي صوت دهي مشاهده شده است

  
ز در بستره  تاثير شدت اولتراسوند بر فعاليت آنزيم آلفا آميلا 3شكل

اين روند در تمامي بستره هاي .  دقيقه10كشت جامد جو در زمان 
  .كشت و زمانهاي مختلف ثابت است

  
تاثير متقابل زمان و تركيب سوبستراي بستر    -3-4

  كشت بر روي فعاليت آنزيمي آلفا آميلاز
نتايج حاصل از بررسي داده هـا نـشان داد بـستره كـشت گنـدم و              

و شيب كاهشي جداگانه در طـول زمـان         بستره كشت جو داراي د    
بستره كـشت گنـدم در      . براي فعاليت آلفا آميلاز توليد شده هستند      

فعاليت آنزيمي بيشتري نسبت به بستره كشت جامد         دقيقه   5زمان  
جو و بستره حاوي مخلوط گندم و جو است امـا در طـول زمـان                
كاهش بيشتري در فعاليت آميلازي مشاهده شد به طـوري كـه در             

تهاي زمان صوت دهي فعاليت آميلازي آن نسبت به بستره جو و            ان
به نظر ميرسد بستره كشت جامد جـو در         . بستره مخلوط كمتر بود   

مقابل امواج فراصوتي مقاومت بيشتري دارد و فعاليت آنزيم توليد          
بستره كشت جامد جو محيط     . شده با شدت كمتري تغيير مي يابد      

 جهت توليد آنزيم آلفا     س اوريزه آسپرژيلوپايدارتري را براي كپك     
  .)4شكل (آميلاز فراهم ميكند 

  
 نمودار سه بعدي برهمكنش بين زمان اولتراسوند و تركيب 4شكل

 به 0تركيب سوبستراي . سوبسترا بر روي فعاليت آلفا آميلاز قارچي
 در 100گندم و سوبستراي % 100معناي بستره كشت جامد با تركيب 

  .جو ميباشد% 100 كشت جامد با تركيب نمودار به معناي بستره
  

 و زمـان بـر      تاثير متقابل شدت صوت دهي     3-5
  فعاليت آنزيمي آلفا آميلاز

فعاليت آنزيم آلفا آميلاز در طول زمان در شدت اولترا سوند ثابت            
شيب و نسبت كاهش براي شدت هاي بالاتر بيـشتر          . كاهش يافت 

  .يافته استمتر با شيب كمتري كاهش بوده و در شدت هاي ك
  

  نتيجه -4
 بـر فعاليـت      صوت دهي و زمان تيمار فراصوت      بررسي اثر شدت  

 در  آسـپرژيلوس اوريـزه   آنزيم آلفا آميلاز توليد شده توسط كپـك         
بستره هاي كشت جامد با درصد تركيب هاي متفاوت از گنـدم و             

 نشان داد، صـوت  Design Expert 6.0.2جو توسط نرم افزار 
در اين بستره ها سبب كاهش فعاليت آنـزيم  دهي آنزيم توليد شده     

در شـدت   . به علت تخريب ساختمان پروتئيني آلفا آميلاز ميگردد       
دهي و زمان هاي طـولاني تـر بـه الطبـع رونـد               هاي بالاتر صوت  

تر و بيشتر بوده و فعاليت آنزيم بيشتر كـاهش          دتخريب آنزيم شدي  
  .يافته است

  

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 ...بررسي اثر شدت و زمان فراصوت بر فعاليت آنزيم آلفا آميلاز                                                  هانيه بيات و همكاران    

 66

   تقدير و تشكر-5
گاه فردوسي مشهد به علت كمك هاي از معاونت پژوهشي دانش

مادي و معنوي صورت گرفته در راستاي انجام طرح پژوهشي 
  .و قدرداني به عمل مي آيدتشكر  29995/3پايان نامه با كد 
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Evalution Effect of ultrasound intensity and timing on the activity of 
the alpha amylase produced by Aspergillus oryzae PTCC 5164 with 

different combinations of wheat and barley on solid state 
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    In this study to determine the effect of sonication time and intensity on the activity of the alpha-
amylase, Aspergillus Oryzae PTCC 5164 as a Producer of enzyme was used in the solid staste 
fermentation system.  A combination of wheat and barley (0:100, 50:50, 100:0) as a substrate, Ultrasound 
with the intensity treatment (35, 5/67 and 100%) and 5, 10 and 15 minutes were used. Statistical analysis 
with software Design Expert 6.0.2 showed that the effect of ultrasound on enzyme produced in culture 
platform is different. Alpha-amylase production with barley as the substrate had more resistant during the 
sonication. Also by increasing the time and intensity of sonication, negative effects of cavition became 
more apparent and enzyme activity decreased. Diminishing activity of the alpha-amylase produced, 
depends on the duration and intensity of sonication and combination of solid culture. Probably the π0 → 
π* amide transitions and secondary structural components, especially b-sheet, of the enzyme was 
significantly influenced by ultrasound.  
 
Keywords: Ultrasound, Alpha amylase, Aspergillus oryzae, Enzyme activity 
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