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Abstract 
Introduction: Many proteins can be converted into amyloid in the laboratory. These fields are of interest from various 

points of view, including as a substrate for enzyme stabilization. In this research, cellulase enzyme was immobilized on 

amyloid nano–biofibrils obtained from bovine serum albumin and its kinetic properties were compared with the free form.  

Methods: The production of amyloid fibers was optimized by Congored absorbance and ThT fluorescence assay methods 

and was confirmed by transmission electron microscopy. Cellulase enzyme was immobilized via glutaraldehyde cross–linking 

bridges on amyloid nano–biofibrils.  

Results: The results of Congored absorbance and ThT fluorescence emission showed that the maximum amyloid fibers at 

4 mg/ml of protein concentration, 60 ºC and a pH 3. Electron microscopy images confirmed the presence of amyloid fibers. 

Immobilizing the enzyme decreased the activity, specific activity and Vm and increased the Km of the enzyme. The optimum 

temperature of the enzyme increased from 40 to 50 ºC.  

Discussion: Amyloid nano–biofibrils can be used as a new nano–biomaterial for cellulase immobilization which introduce 

a useful product in cellulase–related industries.  
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 کیده چ

عنوان  به  های گوناگونها از دیدگاهتوان در آزمایشگاه به آمیلوئید تبدیل کرد. این رشتهها را میبسیاری از پروتئین  مقدمه:

آلبومین سرم  های آمیلوئیدی حاصل از  آنزیم سلولاز روی نانورشته. در این تحقیق  است  مورد توجه بستری برای تثبیت آنزیم  

 .  گاوی تثبیت و خصوصیات سینتیکی آن با فرم آزاد مقایسه شد

میکروسکوپ    بهینه سازی شد و با  ThTنشر فلورسانس  و    سنجی کنگوردجذب های  با روش  های آمیلوئیدیرشتهتولید    روش ها:

های آمیلوئیدی  روی نانو رشته   عرضیهای  پل  تشکیلسلولاز به کمک گلوتارالدئید و با    . آنزیممورد تائید قرار گرفت  گذاره  الکترونی

 .  گردیدآزاد مقایسه    با آنزیم  آن  های سینتیکیویژگیو    شد  تثبیت

گرم بر  میلی  4آمیلوئیدی در غلظت    هایرشتهحداکثر  نشان داد که    ThTنشر فلورسانس  و    جذب سنجی کنگورد  یافته ها:

الکترونیتصاویر  .  شودتشکیل می  3برابر    pHگراد و  درجه سانتی  60، دمای  از پروتئین  لیترمیلی حضور    گذاره  میکروسکوپ 

آنزیم را افزایش داد و   mKرا کاهش و میزان   mVو  فعالیت ویژهتثبیت آنزیم، میزان فعالیت، . های آمیلوئیدی را تائید کردرشته

 گراد افزایش یافت.  درجه سانتی  50به    40دمای بهینه آنزیم از  

آنزیم سلولاز  نانوماده جدیدعنوان یک  توانند به های آمیلوئیدی میرشته  نتیجه گیری: استفاده قرار گیرند  در تثبیت    . مورد 

 کاربردی در صنایع وابسته به سلولاز معرفی نمود. محصول  عنوان یک  توان بههمچنین، آنزیم تثبیت شده را می

 نانو رشته ،  سلولاز،  تثبیت،  آلبومین سرم گاوی، آمیلوئید ها:کلیدواژه 
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 مقدمه

برای تولید انرژی، غذا و مواد شیمیایی    ی کربن  ذخیرهشکل  عنوان بهترین  به  است و  ترین بیوپلیمر موجود در طبیعتسلولز فراوان

عنوان بستری برای تولید مواد هتوانند ببع تجدید پذیر فراوانی هستند که میامورد نیاز انسان در نظر گرفته شود. مواد سلولزی من

این منبع با ارزش، برای تجزیه و دسترسی به    . [1]  کار برده شوندشیمیایی و سوخت اتانول توسط تغییرات شیمیایی و آنزیمی به

ها و  آنزیمی صنعتی است که توسط باکتری. آنزیم سلولاز،  [2]  نیاز به آنزیم تجزیه کننده اختصاصی سلولز یا همان سلولاز است

صنایع خمیر و   خوراک دام،  مواد شوینده،   نساجی،   کشاورزی،  غذایی،   های مختلف از جمله مواددر زمینه  و  ها تولید می شودقارچ

استفاده علاوه بر حفظ فعالیت آنزیم در حین واکنش، امکان    تثبیت سلولاز  .کاغذسازی و همچنین در توسعه تحقیقات کاربرد دارد

   .[ 3] از آن را فراهم می آوردمکرر 

پروتوفیبریل به   چندیناز  رشتههستند که بسته به نوع نانومتر   7-12 بینقطر   باو بدون انشعاب   ایآمیلوئیدها دارای ساختار رشته

ها به صورت موازی در طول محور فیبریل و به صورت مارپیچ  این پروتوفیبریل   [. 4]  اند آنگستروم تشکیل شده  25-35قطر تقریبی  

آنگستروم می    10-15در کنار یکدیگر آرایش یافته اند. هر پروتوفیبریل از دو یا سه رشته تشکیل شده است که عرض هر کدام  

 Protein)  تجمع پروتئینها ناشی از فرایند تجمع پروتئین است.  تشکیل این نانو رشته.  [5]  اندکه به صورت مارپیچ قرار گرفته  ، شدبا

aggregationیا الیگومرهای کوچک محلول وجود    مونومررایندی است که طی آن مولکول هایی که در حالت طبیعی به شکل  ( ف

. تجمع پروتئین یک فرایند برگشت ناپذیر و حاصل  [6]  دهندتری را تشکیل میدارند، به یکدیگر متصل شده و ذرات پروتئینی درشت

پروتئین به سمت  ممکن است هر    است که  های درون مولکولیارتباط خودبخودی چندین ملکول پروتئین مشابه از طریق تماس

بار الکتریکی، خاصیت .  کرد  دو دسته درونی و برونی تقسیمتوان به  را میها  . عوامل موثر بر تجمع پروتئین[7]  ها حرکت کند اد آنایج

الگوی قرارگیری آمینواسیدها و استعداد تشکیل موتیف های ثانویه های  یون،  قدرت یونی،  pHدما،    واز عوامل درونی  ،  آبگریزی، 

بیرونی تجمع پروتئین  از عوامل  های آلی  سطوح تماسی، نور، پرتودهی و حلال، مواد افزودنی ، نبع پروتئینم، غلظت پروتئین، فلزی

مدل خوبی برای بررسی فرایند  تواند  می  ارزان و در دسترس  هایعنوان یکی از پروتئینهپروتئین آلبومین سرم گاوی ب  [. 8]  هستند

از این منظر    کارگیری آنهرو ب  و از این  داردنسجی بدن    در سازگاریو مهمی  قوه  بال  . این پروتئین نقشاستتجمع و فیبریل زایی  

آلبومین  های آمیلوئیدی حاصل از  از نانو رشتهدر این تحقیق    . کندمی تواند نانومواد جدیدی را در عرصه نانو تکنولوژی به ما معرفی  

عنوان یک بستر  بههای آمیلوئیدی برای سیستم های زنده  رشتهاستفاده از نانو    برای تثبیت آنزیم سلولاز استفاده شد.سرم گاوی  

  نوآوری و ضرورت انجام این تحقیق را نشان دهد می تواند  ،  ها و ابعاد نانو که دارندبا توجه به ماهیت زیستی آن  برای تثبیت آنزیم،

[9]. 

 ها روشمواد و 

 مواد 

گاوی سرم  )Tتیوفلاوین  ،آلبومین  سیگما  شرکت  از  آزید  سدیم  و  کنگورد   ،St Louis, MO, USA  ،بلو بریلیانت  کوماسی  رنگ   ،)

از   جرینا لوسیآسپرژو آنزیم سلولاز از  (Merck-Germany-Darmstadtشرکت مرک ) برند ها و مواد شیمیایی از گلایسین، سایر نمک

 شرکت سیگما تهیه شد.  برند 

 لقاي تجمع آميلوئيدي در آلبومين سرم گاوي ا

وزنی/حجمی سدیم آزید    درصد  05/0و حاوی  های مختلف    pHفسفات با  -سیترات  مخلوطپروتئین آلبومین سرم گاوی در بافر  

.  گردیدوسیله روش سنجش کمی برادفورد اندازه گیری  ه  حل شد و غلظت پروتئین ب(  جهت جلوگیری از آلودگی میکروبی و قارچی)

گراد و در درجه سانتی  60و    50،  40ی  لیتر و دماهاگرم بر میلیمیلی   4و    3،  2های    آلبومین سرم گاوی در غلظت  ،در این مطالعه

 .  [10] به سمت تشکیل تجمعات آمیلوئیدی تحریک شد  5و   4و  3برابر   pHبافر با 

 کنگورد جذب سنجی 



18   

 

 26-15  صفحه: 1403 تابستان،  80پیاپی  ،12، شماره37دوره    ی کاربرد   ی شناس ست ی ز   ی فصلنامه علم 

. در این محدوده  به دست آمد نانومتر از نمونه آمیلوئیدی در مقابل بافر کنگورد    600تا    400از    خوانش جذب نوریدر این روش یک  

نانومتر دارد و درصورت تشکیل ساختارهای آمیلوئیدی، این میزان   485 مولکول کنگورد به تنهایی، حداکثر جذب را در طول موج

میکرولیتر از   1900با    پروتئین تجمع یافتهمیکرولیتر از نمونه    100کند. برای این منظور  نانومتر افزایش پیدا می  500تا بیش از  

سنج مرئی   . از دستگاه طیفگرفت  آزمایشگاهدرجه    25دمای  منظور تثبیت رنگ در  دقیقه به  10بافر کنگورد مخلوط شده و برای  

(Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer)  20حاوی  استفاده شد. بافر کنگورد    نانومتر  600تا    400رای خوانش جذب نوری از  ب  

میلی    2 و   4HPO2Naمولار  میلی  KCl، 10میلی مولار    NaCl  ،5/2میلی مولار    140شامل  ) PBS  در بافر  از رنگ کنگورد  میکرومولار

  4دمای   وتیره   فدر ظرمیکرومتر،    45/0هایی با اندازه منافذ  فیلترپس از عبور از  محلول بافر  .  است  4/7  برابر  pH  ( با 4PO2KH  مولار

 .  [10] داری شدگراد نگهدرجه سانتی

 فلوریمتري

به  بنابراین  می گردد.  آن  های آمیلوئیدی باعث افزایش نشر  رشتهدر    های بتا با قرار گرفتن در بین زنجیرهT  (ThT  )تیوفلاوین  رنگ  

  20به    1ت  پروتئین آلبومین سرم گاوی به نسباستفاده می شود.    ThTمنظور بررسی تشکیل فیبریل ها معمولا از نشر فلورسانس  

رنگ  20:1) با   )ThT  آن    مخلوط فلورسانس  نشر  طیف  و  دستگاه  شد  واریابا  اکلیپس  کری  )اسپکتروفلورومتر   Cary Eclipseن 

VARIAN  )  میکرولیتر    936برای این کار  .  نده شدخوانانومتر    482در طول موجThT    میکرولیتر   64میکرومولار با    20به غلظت

میکرولیتر   64دقیقه در دمای آزمایشگاه قرار داده شدند. در واقع هر  3میلی گرم بر میلی لیتر به مدت  1نمونه پروتئینی به غلظت 

نانومتر و طیف نشری در محدوده    450طول موج تحریک  ارد.  میلی گرم بر میلی لیتر پروتئین، غلظت یک میکرومولار د   1محلول  

 .   [11] د شو ثبت نانومتر اندازه گیری  600تا   450ی 

   ميکروسکوپ الکترونی گذاره

ثانیه روی گرید مسی پوشیده    45لیتر، برای مدت  گرم بر میلیمیلی  1با غلظت نهایی  پس از رقیق سازی و  آمیلوئیدی  نمونه های  

درصد وزنی اورانیل استات به    3محلول    با شد. سپس نمونه ها    زدودهو مقادیر اضافه با کاغذ صافی    گرفترار  ( قFormvar)  فرموار  از

در دمای آزمایشگاه،    به مدت دو ساعتگرید مسی  پس  سمدت یک دقیقه شستشو شد و باز مقادیر اضافه با کاغذ صافی برداشته شد.  

. [11]  کیلو ولت تصویر برداری گردید  75در ولتاژ    Philips EM 208(S)مدل  )عبوری(  میکروسکوپ الکترونی گذاره    خشک شد و با

   .شدهزار برابر استفاده  80تا  20بزرگ نمایی  از

 هاي عرضی به کمک گلوتارالدئيد  تثبيت آنزیم سلولاز با ایجاد پل 

دمای    و   3pH  لیتر و گرم بر میلیمیلی   4  پس از تشکیل فیبریل در غلظت  محلول آمیلوئیدی کهاز    میکرولیتر  500برای ثبیت آنزیم،  

میکرولیتر از محلول رویی    400و سپس    گردیدساعت سانتریفوژ    2به مدت  و  دور    13000در  ،  دست آمدههب  گرادسانتی   درجه  60

  100میلی مولار و  300میکرولیتر گلوتارآلدئید با غلظت  100میکرولیتر باقی مانده در انتهای میکروتیوپ   100به  ریخته شد. دور 

اعت در دمای  س  2به مدت  و    شد اضافه    لیتر )در آب مقطر رقیق شد(گرم بر میلیمیلی  3میکرولیتر محلول آنزیم سلولاز با غلظت  

 .  [12] هم زده شدو روی دستگاه استیرر به گرادسانتی درجه 25

 هاي سينتيکی آنزیم  روش سوموگی نلسون و ویژگیتعيين فعاليت به

میکرومولار، به عنوان استاندارد استفاده شد و میزان جذب   50تا   10به منظور تعیین فعالیت آنزیم از غلظت های مختلف گلوکز از 

نانومتر اندازه گیری گردید. میزان گلوکز تولید شده در محلول مورد آزمایش که در مجاورت آنزیم سلولاز    520ها در طول موج  نمونه

و در حضور سوبسترای سلولز تولید شده است، به عنوان فعالیت آنزیم بر حسب مول بر دقیقه معرفی شد. میزان گلوکز با میزان 

 .[13] نانومتر در مدت یک دقیقه رابطه مستقیم دارد 520جذب نمونه در طول موج 

 تعيين کمی پروتئين به روش برادفورد
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پس از واکنش    هر نمونهجذب نوری  میزان  و  شد  ( تهیه  BSA)  های مختلف استاندارد از آلبومین سرم گاویبرای این منظور غلظت

بردفورد   استاندنانومتر    595در طول موج  با معرف  اکسل رسم گردید خوانده و منحنی  افزار  نرم  از  استفاده  با  میزان غلظت    .ارد 

   .[14] استنانومتر  595در طول موج پروتئین در نمونه پس از واکنش با معرف برادفورد، تابعی از میزان جذب 

 نتایج

 و دما  pH، زایی با تغييرات غلظت پروتئينروند فيبریلبررسی 

 نانومتر با استفاده از روش جذب سنجی کنگورد  600تا    400در محدوده    maxλمیزان تغییرات    ،pHاثر غلظت، دما و    بررسی  برای

نیز در    ThTهمچنین از روش نشر فلورسانس   در محلول ردیابی شد.  maxλهای آمیلوئیدی با تغییرات  بررسی شد و میزان تولید رشته

لیتر،  گرم بر میلیمیلی  4و    3و    2تعیین میزان رشته های آمیلوئیدی استفاده گردید. برای بررسی روند فیبریل زایی، غلظت های  

pH    زایی از گراد مورد بررسی قرار گرفت. به منظور تعیین شرایط بهینه فیبریلدرجه سانتی   60و    50،  40و دماهای    5و    4و   3های

استنتاج شده از طیف سنجی کنگورد طراحی   نیز استفاده شد. این مطالعه بر مبنای شرایط بهینه  ThTفلورسانس  روش سنجش نشر  

  pHبه ترتیب اثر غلظت،    3و    2و    1های  شکلشد و اثر هر متغیر در مقادیر ثابت و بهینه از دو متغیر دیگر مورد سنجش قرار گرفت.  

د. همانطور که در شکل نشان داده شده است، بالاترین میزان نشر فلورسانی مربوط به و دما را بر روند فیبریل زایی نشان می ده

 میلی گرم بر میلی لیتر از پروتئین در محلول مورد آزمایش است.   4غلظت 

 
در شرایط بهینه  آلبومین سرم گاوی از های مختلف در غلظت ThTشدت نشر فلورسانس روند فیبریل زایی با تغییرات غلظت پروتئین.  -1شکل 

 ( گراددرجه سانتی  60دمای و  3برابر  pH) فیبریل زایی
Figure 1- The process of fibril formation with changes in protein concentration. ThT fluorescence emission intensity in different 

concentrations of bovine serum albumin in optimal conditions of fibril formation (pH 3 and temperature 60 ºC) 

  گرفت های آمیلوئیدی انجام  تولید رشته  بهینههای آمیلوئیدی در محدوده اسیدی و منطبق با شرایط  بر تولید رشته  pHسی اثرات  ررب

  3های آمیلوئیدی در  داده شده است، بیشترین میزان نانورشته  نشان  2شکل طور که در  همانتا ارزش بررسی و تفسیر داشته باشد. 

pH ترین میزان نشر فلورسانس را دارد.  تولید شده است که بیش 
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گرم بر  میلی  4غلظت ) زاییدر شرایط بهینه فیبریل و ای مختلفه pHدر  ThTشدت نشر فلورسانس . pHروند فیبریل زایی با تغییرات  -2شکل 

 ( گراددرجه سانتی 60دمای و  از پروتئین لیترمیلی
Figure 2- Fibril formation process with pH changes. ThT fluorescence emission intensity at different pH and in optimal 

conditions of fibril formation (concentration of 4 mg/ml of protein and temperature of 60 ºC) 

 

، بوده است    pH  3  و  لیترگرم بر میلیمیلی  4زائی در غلظت  ترین میزان فیبریلکه نتایج قبلی حاکی از بیشبا توجه به این

بیشترین میزان   ThTنتیجه بررسی با روش فلورسانس  شده است.    بررسیمذکور    pHو  در این بخش نتایج تغییرات دمایی در غلظت  

   (. 3شکل ) دهدگراد نشان میدرجه سانتی  60نشر فلورسانس را در دمای 

 
گرم بر  میلی  4غلظت ) زاییدر شرایط بهینه فیبریل و مختلف دماهایدر  ThTشدت نشر فلورسانس روند فیبریل زایی با تغییرات دما.  -3شکل 

 ( 3برابر  pHو  از پروتئین لیترمیلی
Figure 3- Fibril formation process with temperature changes. ThT fluorescence emission intensity at different temperatures 

and under optimal conditions of fibril formation (concentration of 4 mg/ml of protein and pH 3) 

 

  گذاره ميکروسکوپ الکترونی هاي آميلوئيدي باتائيد حضور رشته

با بزرگنمایی   دست آمدههویر با. تصاستاثبات وجود تجمعات آمیلوئیدی  برای  مورد استفاده   هایتکنیکترین  مهماین روش یکی از 

برابر،    100 ررشتهساختارهای  هزار  آمیلوئیدی  تجمعات  بهای  میا  نشان  واضح  آمیلوئیدی،  دهد طور  های  رشته  اساس،  این  بر   .

 (. 4شکل ) استکه در تصاویر مشخص  استنانومتر  20و قطر حدود  300هایی با طول رشته
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   فیبریل زایی بهینهشرایط  در دست آمده ههای بنانورشتهتصاویر میکروسکوپ الکترونی از  -4شکل 

Figure 4- Electron microscope images of nano–fibrils obtained under optimal conditions of fibril formation 

 هاي سينتيکی آنزیم سلولازنتایج حاصل از تعيين فعاليت و ویژگی

دقیقه در معرض معرف های سوموگی نلسون قرار گرفتند. در هر    30در تعیین میزان فعالیت آنزیم آزاد و تثبیت شده، هر یک برای  

تقسیم شد تا میزان فعالیت آنزیم بر حسب مول    30مورد این مقادیر بر وزن مولکولی گلوکز تقسیم شد و سپس این مقدار بر عدد  

مول بر دقیقه محاسبه  05/0و فعالیت آنزیم تثبیت شده معادل   08/0فعالیت آنزیم سلولاز آزاد برابر  بر دقیقه محاسبه گردد. میزان

 شد.  

گرم از آنزیم موجود در محیط واکنش تقسیم گردید. میزان فعالیت  برای محاسبه میزان فعالیت ویژه آنزیم، فعالیت آن بر تعداد میلی 

مول بر دقیقه بر میلی گرم محاسبه گردید. برای محاسبه   019/0زیم تثبیت شده معادل  و فعالیت ویژه آن  027/0ویژه آنزیم آزاد  

از معادله لاین ویور برک استفاده شد. بدین صورت که ابتدا مقادیر معکوس فعالیت و غلظت سوبسترا محاسبه و    maxVو    mKمقادیر  

  (. 6 و 5شکل محاسبه گردید ) maxVو   mKپس از رسم نمودار لاین ویور برک مقادیر 

 
 منتن مربوط به آنزیم سلولاز تثبیت شده  -نمودار میکائیلس -5شکل 

Figure 5- Michaelis-menten diagram related to immobilized cellulase enzyme 
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 برک مربوط آنزیم سلولاز تثبیت شده -نمودار لاینویور -6شکل 

Figure 6- lineweaver burk plot of immobilized cellulase enzyme 

در آنزیم آزاد و تثبیت   maxVمول و میزان  102/0و  27/0در آنزیم آزاد و تثبیت شده به ترتیب برابر  mKنتایج نشان می دهد، میزان 

آنزیم در حالت آزاد و   بهینه pHنتایج حاصل از تعیین دما و در این مطالعه مول بر دقیقه است.  2/ 11و  525/7شده به ترتیب برابر 

بر اساس نتایج حاصل، میزان   صورت زیر است.بهرسم گردیده که نتایج    pHدما و  بر  صورت نمودارهای فعالیت آنزیمی در برامتصل به

شکل درجه افزایش یافته است )  10گراد(،  درجه سانتی   40گراد( نسبت به فرم آزاد )درجه سانتی   50دمای بهینه آنزیم تثبیت شده )

ها با   آزمایشنشان داده شده است.   1 جدولهای سینتیکی آنزیم سلولاز آزاد و تثبیت شده به صورت مقایسه ای در (. ویژگی 8 و 7

( به عنوان سطح معنی داری در نظر گرفته شد. تغیرات فعالیت آنزیم آزاد و تثبیت شده در  ˂ P 05/0سه تکرار انجام شد و مقادیر )

 د.  ، معنی دار بوpHتمام دما ها و مقادیر 

 
  (( و تثبیت شده )○نمودار مقایسه ای دمای بهینه آنزیم آزاد ) -7شکل 

Figure 7- Comparative diagram of optimal temperature for free (○) and immobilized () enzyme 
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  (( و تثبیت شده )○بهینه آنزیم آزاد ) pHنمودار مقایسه ای  -8شکل 

Figure 8- Comparison plot of optimal pH for free (○) and immobilized () enzyme 

 

 شده  تیآزاد و تثب میآنز یکی نتیس یفاکتورها سهیمقا -1 جدول
Table 1- Comparison of kinetic factors of free and immobilized enzyme  

Immobilized Cellulase Enzyme Free Cellulase Enzyme Kinetic Factor 

0.05 0.08 Activity (mol/min) 

0.019 0.027 Specific Activity (mol/min.mg) 

0.102 0.27 (M) mK 

2.11 7.525 n) (mol/mimax V 

50 40 Optimum Temperature (Cº) 

5 5 Optimum pH  

 

آنزیم آزاد بوده است. روند مشابهی که در  کمتر از فعالیت    آمیلوئیدیهای  میزان فعالیت آنزیم تثبیت شده بر روی نانوبیوفیبریل

. این کاهش در  آمیلوئیدی استنشان دهنده کاهش فعالیت آنزیم در اثر تثبیت بر روی فیبریل های    ،شودفعالیت ویژه دیده می

پذیری آنزیم طی فرایند تثبیت کوالانسی توسط مولکول های گلوتارالدهید    نتیجهتوان  فعالیت ویژه را می انعطاف  کاهش میزان 

روی نانولوله های کربنی    آسپرژیلوس نایجرنیز نتایج مشابهی در تثبیت آنزیم سلولاز مربوط به    2018در سال  پژوهشگران  .  دانست

یا    mVکاهش میزان فعالیت می تواند با کاهش میزان  .  [15ند ]نیز در این مطالعه نشان دادرا    mVگزارش نمودند، همچنین میزان  

از  یر مربوط به این پارامتر ها نیز با هم مقایسه شده و نتایج بسیار جالبی بدست آمد.  همراه باشد. از این رو مقاد  mKافزایش میزان  

 mKمیزان  افزایش کند. ، این مطلب بسیار اهمیت پیدا میاستبیانگر میزان تمایل یا گرایش آنزیم به سوبسترای خود  mKکه آنجائی

حساسیت  و آنزیم تثبیت شده نسبت به حضور سوبسترا    نشدهامتر ایجاد  نشان می دهد که بهبود زیادی در این پاراثر فرایند تثبیت  در  

های فعال آنزیم تا حد زیادی   . این مطلب موید این واقعیت است که در حین فرایند تثبیت جایگاه[16]  است  کمتری پیدا کرده 

آنزیم تثبیت شده و آزاد در این تحقیق    maxVمیزان  شده است.    کمترو امکان ورود و خروج سوبسترا به دهانه جایگاه فعال  اشغال شده  

آنزیم تثبیت شده نسبت به سلولاز آزاد نشانگر آن است که آنزیم با مقدار کمتری از سوبسترا    maxVاست. کاهش    11/2و    525/7برابر  

تثبیت شده با مقدار کمتری از سوبسترا اشباع می شود و فعالیت خود را به حد بیشینه رسانده است. در واقع جایگاه فعال آنزیم  

بررسی الگوی فعالیت آنزیم .  [17]  نسبت به جایگاه فعال آنزیم آزاد پر شده است و فعالیت آنزیم، پس از تثبیت کاهش یافته است

. در عین  د کنمیتر را بهتر تحمل  بالا نشان داد آنزیم تثبیت شده نسبت به شکل آزاد، دماهای    (بهینه)دمای    فدر دماهای مختل

و همکاران صادقی  این نتایج در بررسی    حال، آنزیم تثبیت شده به خوبی شکل آزاد در تمامی دماها فعالیت خود را حفظ کرده است.

شبیه به شکل آزاد بوده ولی دامنه  بهینهنیز در میزان  pHالگوی تغییرات فعالیت با . [18] نیز مورد تائید قرار گرفت 2023در سال 

تغییر  میزان فعالیت آنزیم    ی مختلفها  pHطوریکه در  ، بهافزایش قابل توجهی داشته است  pHتحمل شکل تثبیت شده برای فاکتور  

ن نیز که  این نتایج در مطالعه احمد و همکاراپایدارتر کرده است.    pHاست. در واقع تثبیت آنزیم آن را در برابر    چندانی نداشته

. در مطالعه دیگری که توسط [15]  گزارش کردند، نیز تائید شده است  5برابر    pHبیشترین فعالیت آنزیم )آزاد و تثبیت شده( را در  

Hojnik    های عرضی تثبیت گردید.  انجام شد، آنزیم سلولاز با استفاده از گلوتارالدهید و با روش ایجاد پل  2019و همکاران در سال
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لعه نیز فعالیت آنزیم تثبیت شده نسبت به فرم آزاد کاهش نشان داشت، ولی قابلیت استفاده مجدد از آنزیم افزایش قابل  در این مطا

 . [19] توجهی را از خود نشان داد

بالا  غلظت پروتئین از طریق  های مختلف بهینه سازی شد.    pHهای آمیلوئیدی در دما، غلظت و  در این مطالعه فرایند تولید رشته 

های بالای پروتئین، جمعیت گردد. در واقع در غلظتها به یکدیگر موجب افزایش تجمعات پروتئینی میبردن شانس برخورد حدواسط

.  [20]  د ماکرومولکول ها افزایش یافته و حجم بالایی از کل را اشغال می کنند و همین امر احتمال برخورد آنها را با هم بالا می بر

کند. این نتایج با نتایج حاصل از بررسی اثر غلظت بر  افزایش میزان تجمعات آمیلوئیدی را در غلظت بالا تائید می   نتایج حاصله نیز

پروتئین آمیلوئیدی شدن سایر  آلبومین سرم گاویفرایند  انسانی   [9]  ها مثل  آلبومین سرم  ب  [ 21]  و  عنوان   ههمخوانی دارد. دما 

 برخورد   تعدادافزایش دما موجب افزایش  است.  وتئینی مستقیما بر روی روند فیبریل زایی موثر  موثرترین فاکتور در تشکیل تجمعات پر

بالا می   پروتئینی  این طریق سرعت تشکیل تجمعات  از  ایجاد تغییرات شیمیایی در  [22]  درومولکولی شده و  بالا موجب  . دمای 

ساختارهای ثانویه را تغییر داده و رفتار فرایند تجمع را عوض    ها نیز می شوند و این تغییرات ممکن است حتی ترکیب نسبیپروتئین

  pIاسیدی بار خالص پروتئین تغییر می کند. با توجه به این که    pHهای اسیدی این است که در    pH. دلیل استفاده از  [23]  کنند

های مختلف پروتئین نیروهای دافعه بین بخششود و  اسیدی بار خالص این پروتئین مثبت می   pHاست، در    7/4آلبومین سرم گاوی  

گردد. باز شدن نسبی ساختار پروتئین به عنوان یک حدواسط منجر به بازشدگی نسبی ساختار سوم پروتئین می  کهآید  بوجود می

ا یکدیگر برهمکنش کرده، ساختارهای پیش فیبریلی و در  هایی بها در بخشناپایدار شناخته می شود به همین دلیل این حدواسط

مجموعه این موارد و نتایج حاصل از این تحقیق، تکرار .  [11]  نهایت فیبریل ها را که ساختارهای پایدارتری هستند بوجود می آورد

 زایی را به اثبات می رساند.  پذیری فرایند فیبریل

. به دلیل کاربردهای بیوتکنولوژی و دارویی اندی محققان قرار گرفتهمختلف مورد علاقههای  در حال حاضر تجمعات پروتئینی از جنبه

ی وسیعی مورد مطالعه قرار می گیرد. امروزه درک  های مختلف، تجمعات پروتئینی در محدودهو همچنین دخالت در ایجاد بیماری

را  داشت، اهمیت بحث    نانولوله ها در علوم نانو همچون تشکیل  های متنوعی  توان استفادهآمیلوئیدی می  هایرشتهاین مساله که از  

های متفاوتی است.  معطوف به حوزه  ، تحقیقات انجام شده روی تجمعات آمیلوئیدی  [. 27[ ]26[ ]25[ ]24]  نموده استصد چندان  

های متفاوت آمیلوئیدی، بررسی جزئیات فرآیند تجمع شناسایی خصوصیات ساختاری و عملکرد گونهتوان به   ، میموارداین    از جمله

روی    in vivo، مطالعات  [30[ ]29]  های مختلفروی سلول  ها آمیلوئید  ر، ارزیابی اث[28]  در این فرایند   دخیلهای  و کشف مکانیسم  

ها  های موشی، بررسی اثرات داروهای متفاوت در مهار تجمعات و یا جلوگیری از میزان آسیب رسانی آن به سلول دروزوفیلا و مدل

پژوهش صورت گرفته به منظور شناخت بیشتر خصوصیات آمیلوئیدها    .[32[ ]31] اشاره نموددارو  مهاریاثر های ی مکانیسمو ارائه

ها را در تثبیت آنزیم  و امکان استفاده از این نانو رشتهپرداخته  آلبومین سرم گاوی  روتئین  زایی پ و بررسی شرایط بهینه برای فیبریل

 .   ارزیابی نموده است

آزاد    تبا آن ها در حال  یدست ورز  نیهمچن  ،برخوردارند  یکم  یداریاز پا  یدارند و به طور ذات  ییبالا   متیق  اه  میکه آنز  ییاز آنجا

ها   میآنز  تیامکان تثب.  باشد  تمشکلا  نیمرتفع نمودن ا  یبرا  یتواند راه حلیها مآن  تیرو تثب  نیدارد، از ا  ژهیو  طیشرا  جادیبه ا  ازین

وارد    م یصدمه را به آنز  نیاست که کمتر  یبا روش  تحی . معمولا ارجردیگی صورت م  یمختلف  یهامختلف توسط روش   یبا حامل ها

  از ین  نیا  ی ادیتا حد ز  تثبیت کوالانسیروش است.  آل    دهیکمتر ا  نهیو هز  شتریب  تیبا سهولت و امن  یی هاستمیس  انیم  ن یکند و در ا

تام موارد  غالب  از حامل ها   نیکند. در ایم   نیرا در  استفاده  فرآ  یعیمناسب و طب  یراستا  . است  جیرا  اریبس  تیتثب  یها  ندیدر 

تواند کاندیدای های شیمیایی در دسترس، میدارا بودن مقادیر زیادی از گروههای آمیلوئیدی به دلیل نامحلول بودن در آب و رشته

آلبومین سرم گاوی برای تشکیل ساختارهای رشته پروتئین    استفاده ازهدف کلی این تحقیق،    ها باشد.مناسبی برای تثبیت آنزیم

ه عنوان یک بستر در ثبیت آنزیم سلولاز به کار رود.  تا بتواند ب  در شرایط مختلف و بهینه سازی آن بوده است  بتا ای غنی از صفحات  

پایداری و مقاومت خوب دمایی و همچنین قیمت  البته  آنزیم سلولاز، با توجه به کاربردهای مختلف صنعتی و غذایی که دارد و 

های مختلفی  نون با روشمناسب و در دسترس بودن، به عنوان آنزیم مورد استفاده برای تثبیت انتخاب شد. تثبیت آنزیم سلولاز تاک

 ها با هم مقایسه شده است.    شاین رو 1جدول انجام شده است. در 
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   ی  د ی لوئ ی آم   ی ها نانو رشته   ی رو   جر ی نا   لوس ی آسپرژ سلولاز قارچ    م ی آنز   ت ی تثب   / و همکاران رشوند 

 نتيجه گيري کلی  

استفاده شد تا تاثیر هر یک    pHغلظت پروتئین، دما و    در این مطالعه به منظور تشکیل تجمعات آمیلوئیدی تحت شرایط مختلفی از

زایی می توان با ثابت در نظر گرفتن همزمان دو فاکتور دیگر، تغییرات بطور جداگانه مورد بررسی قرار گیرد. در بررسی روند فیبریل

و بررسی  یکی از آنها را مورد بررسی قرار داد. دلیل این کار حذف هر گونه عامل تغییر دیگر از شرایط موجود در سیستم مطالعه  

استفاده    ThTنشر فلورسانس  و    های جذب سنجی کنگورد . برای سنجش تشکیل فیبریل ها از روشاستمتغیر مورد نظر بطور ویژه  

نشان داد  حاصل  . نتایج  های تهیه شده از تصاویر میکروسکوپ الکترونی گذاره نیز کمک گرفته شدشد و برای تایید نهایی فیبریل

برابر    pHگراد و  درجه سانتی  60، دمای  از پروتئین  لیترگرم بر میلیمیلی  4های آمیلوئیدی در غلظت  یبریلکه حداکثر میزان تولید ف

معرفی  برای تثبیت آنزیم سلولاز  جدید    ادهمیک نانوعنوان  هرشته های آمیلوئیدی را بتوان  میرویکرد نوین،  یک  با    . شودتشکیل می  3

 نمود.   

 اعلام تعارض منافع 

 نویسندگان اعلام می دارند که هیچ تعارض منافعی ندارند.  

 سپاسگزاري  

 .  را دارند ی واحد رشت، کمال تشکر و قدردان یاستاندارد دانشگاه آزاد اسلام شگاهیو آزما یاز معاونت محترم پژوهش سندگانینو
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