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Effect of Metal Ions on Activity, Stability, and Structure of 
Purified Aspartic Protease from Paneerbad
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extract of Withania coagulans [5] Influence of Withania coagulans protease as a vegetable 
rennet on proteolysis of Iranian UF white cheese [6] Enzymes in food processing: A 
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The fruit of paneerbad has a lot of acidic proteases and its extract has been used in cheese 
manufacturing. However, there are few studies about purification and characterization of 
this enzyme. Following conditions must be satisfied for the enzyme to be used in industry: 1- 
stability of enzymes against metal ions and 2- Ability to sustain proper function and stability in 
the absence of metal ion. Accordingly, in this investigation, the effect of various ions at different 
concentrations on activity, stability and somewhat on structural properties of the purified 
protease were studied. Based on the results, it was shown that the enzyme was relatively stable 
against NaCl and CaCl2, but by increment of these salts, stability and activity of enzyme was 
decreased. Also, the enzyme was stable against low concentration of various metal ions and 
only Hg2+ significantly reduces enzyme stability and activity. By studying the role of Ca2+ on 
thermostability of enzyme, it was found that ca2+ didn’t have any role in thermal stability of 
enzyme at 67˚C. Likewise, by observing the effect of metal ions on intrinsic fluorescence of 
enzyme it was cleared that all tested ions increased intensity of emission and caused to shift 
maximum wave length toward lower wave length. In all, results of these study showed that the 
purified enzyme from paneer bad is very stable against various metal ions especially heavy 
metals and therefor it is favorable for industrial application.
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  چکیده

 استسرشار از پروتئازهای اسیدی  (Withania coagulans) میوه گیاه پنیرباد
، این وجود یر استفاده شده است. باو عصاره آبی آن از دیرباز برای تولید پن

سازی و تعیین خصوصیات بیوشیمیایی این  مطالعات اندکی در خصوص خالص
استفاده صنعتی از آنزیم  برایگرفته است. از جمله شرایط مهم  صورتآنزیم 
عدم نیاز به و  های فلزی پایداری آنزیم نسبت به یونشامل  توان به دو مورد می

ثیر ابر این اساس، در این پژوهش، ت .پایداری و عملکرد اشاره کرد براییون 
های فلزی بر فعالیت، پایداری و تا حدی بر  های مختلف انواع یون غلظت

شده مورد مطالعه قرار گرفت. با توجه به  خصوصیات ساختاری پروتئاز خالص
 کلرید کلسیمو  کلرید سدیمآمده مشاهده شد که آنزیم نسبت به  دست هنتایج ب

ها پایداری و فعالیت  لی با افزایش بیشتر غلظت این نمک، واستپایدار  نسبتاً 
یابد. همچنین، مشاهده شد که آنزیم نسبت به انواع  آنزیم به تدریج کاهش می

فعالیت و پایداری  +Hg2و تنها است های پایین پایدار  های فلزی در غلظت یون
در پایداری  +Ca2دهد. با مطالعه نقش  ای کاهش می طور قابل ملاحظه آنزیم را به

که این یون هیچ نقشی در پایداری بالای آنزیم در  شددمایی آنزیم مشخص 
های فلزی بر طیف  ثیر یوناندارد. علاوه بر این، با بررسی ت C۶۷°دمای 

شده شدت نشر  های آزمایش فلوئورسانس ذاتی آنزیم مشاهده شد که تمامی یون
. در شدندتر  های کوتاه انتقال طول موج ماکزیمم به طول موج موجبرا افزایش و 

مجموع نتایج حاصل از این مطالعه نشان از پایداری بالای این آنزیم در مقابل 
 برایهای فلزات سنگین داشته و از این لحاظ  ویژه یون ههای فلزی ب انواع یون

  .استاستفاده در صنعت مطلوب 
  های فلزی اسیدپروتئاز، پنیرباد، یون آسپارتیک: ها کلیدواژه

  
  ۱۷/۱۱/۱۳۹۵ تاريخ دريافت:
  ۲۱/۰۱/۱۳۹۷ تاريخ پذيرش:

  aghamaali@guilan.ac.ir: نويسنده مسئول*
  

  مقدمه
ترین  های پروتئولیتیک در تولید پنیر یکی از اصلی استفاده از آنزیم

علاوه وری مواد غذایی است. آترین موارد کاربرد آنزیم در فر و قدیمی
های اخیر پروتئازها کاربردهای دیگری نیز در صنعت  بر این در سال
تسریع در رسیدن پنیر و تهیه محصولات  شاملاند که  لبنیات داشته

استفاده  برایپروتئازهای گیاهی پتانسیل بالایی  .[1]هستند رژیمی
های زیادی برای  تلاش دارند، بنابراینوری مواد غذایی آدر فر

اغلب است، اما شده این پروتئازها در تولید پنیر انجام استفاده از 
دلیل فعالیت پروتئولیزی بالا، عملکرد غیراختصاصی  ها به این آنزیم

استفاده در صنعت  برایو همچنین ایجاد مزه تلخ در پنیر تولیدی 
در این زمینه  االبته چند مورد استثن .[2]هستندپنیرسازی نامناسب 

 ویتانا آنها گیاه پنیرباد با نام علمیوجود دارد که یکی از 
. عصاره آبی میوه این است (Withania coagulans) کوآگولانس

طور سنتی در مناطق  به است،که سرشار از پروتئازهای اسیدی  گیاه
جنوب شرق ایران در تهیه پنیرهای محلی مورد استفاده قرار 

که پروتئازهای این گیاه  دادندو همکاران نشان  ناز .[3]گیرد می
 .[4]دارند کاتیج و چدار تولید پنیرهایبرای پتانسیل خوبی 
های بافتی و حسی  آمده از بررسی ویژگی دست ههمچنین، نتایج ب

وسیله عصاره آنزیمی این  هشده ب شده تولیده پنیر سفید فراپالایش
بودن پروتئازهای آن در تولید پنیرهای  گیاه، حاکی از مناسب

  .[5]مـوزارلا استسس و پرو
ها در تولید مواد غذایی، بیشتر  یی آنزیمآمنظور بهبود کار محققان، به

کاتالیتیکی، کاهش  pHبر افزایش پایداری دمایی، افزایش محدوده 
های فلزی و غلبه بر مهار توسط عوامل مهارکننده  نیاز به یون

بنابراین، دو ویژگی پایداری آنزیم  .[6]اند معمول آنزیم تمرکز کرده
عملکرد، از عوامل برای های فلزی و عدم نیاز به آنها  نسبت به یون

. در هستندهای پروتئولیتیک  مهم در استفاده صنعتی آنزیم
های فلزی بر فعالیت انعقادی شیر  مطالعات مرتبط با اثر یون (MCA)  و فعالیت پروتئولیتیک(PA) ده پروتئازها، مشاهده ش

های  های فلزی اثرات متفاوتی بر فعالیت آنزیم است که یون
عنوان مثال، مطالعه  به ،اند آمده از منابع مختلف داشته دست هب

شده از یک باسیلوس نشان  پروتئاز خالص شده روی آسپارتیک انجام
های فلزی در  داده است که فعالیت پروتئولیتیک در حضور همه یون

. در مطالعه [7]ولار افزایش یافته استم میلی۱۰و  ۵های  غلظت
 شده از مخمر پروتئاز خالص شده روی آسپارتیک انجام

نشان داده شده است  (Cryptococcus sp. S-2)کریپتوکوکوس 
اند،  به میزان کمی باعث مهار آنزیم شده +Fe3و  +Cu2های  یونکه 

فعالیت آنزیمی را افزایش دادند  +Naو  +Ca2های  در حالی که یون
صورت  هب. [8]ثیری بر فعالیت آنزیمی نداشتنداها ت و سایر یون

ی آنزیم را از طریق یآاختصاصی، یک یون ممکن است کار
ثیر قرار دهد، اکننده یا مهارکننده تحت ت عنوان فعال نمودن به عمل

ها باید  بررسی اثرات یونمنظور  بهتر  صورت عمومی اما به
کنش  ثیر روی برهماشان در تغییر ساختار توده آب، ت یتوانای

های آنزیم  کنش مستقیم با مولکول ثیر روی برهماآب و ت- پروتئین
های عاملی  توانند با گروه ها می همچنین، یون .[9]را در نظر گرفت

های عاملی موجود در  ویژه گروه هها ب موجود در سطح پروتئین
های قوی داشته باشند و بنابراین باعث  کنش جایگاه فعال، برهم

ایجاد تغییرات شیمیایی و فیزیکی در جایگاه فعال آنزیم شده و 
که  ییاز آنجا .[10]شوندمنجر به تعدیل فعالیت کاتالیزی آنزیم 

ویژه فلزات سنگین در صنایع  ههای فلزی ب حضور مقادیری از یون
ها  اید آنزیمناپذیر است، برای استفاده صنعتی، ب امری اجتناب
برای های فلزی پایدار باشند و همچنین بهتر است  نسبت به یون

 مطالعهدر  .های فلزی نداشته باشند عملکرد خود نیازی به یون
های  های فلزی در غلظت حاضر تلاش شده است اثرات انواع یون

شده  پروتئاز خالص مختلف بر فعالیت، پایداری و ساختار آسپارتیک
  نیرباد مورد بررسی قرار گیرد.از میوه گیاه پ

  
  ها مواد و روش

های گیاهی، از  نمونهدر مطالعه تجربی حاضر  تهیه نمونه گیاهی:
 )خاستگاه طبیعی این گیاه( نواحی اطراف شهرستان سراوان

  .شدندآوری و در دمای اتاق خشک  جمع
، پودر شیر بدون چربی (BSA)آلبومین سرم گاوی : مواد شیمیایی

آلدریچ؛ ایالات متحده)؛ کازئین (مرک؛ آلمان)، رزین -(سیگما
(بایورد؛ ایالات  UNOsphereTM Sکروماتوگرافی تعویض کاتیونی 

  .تمام مواد شیمیایی دیگر در درجه آنالیتیکال تهیه شدندمتحده) و 
  سازی آنزیم خالص

شده گیاه پنیرباد، در نیتروژن مایع  های خشک میوه :استخراج آنزیم
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سدیم  اسید/استات در بافر استیک ۱۰به  یکخرد شدند و به نسبت 
% ۸۵/۰کلرید  سدیم ،۰/۵برابر با  pHمیزان  مولار، میلی۱۰۰

. شدندساعت هموژنیزه  مدت یک به C۴°در دمای  (وزنی/حجمی)
 C۴°دقیقه در دمای ۲۰مدت  بهrpm۹۰۰۰آمده در  دست هعصاره ب

ساعت در ۶مدت  به C۴°در دمای  pHسانتریفیوژ شد و پس از آن 
 MCAو  PAسپس غلظت پروتئین،  وساعته دیالیز ۲سه نوبت 

انجام  منظور بهآمده  دست ههای ب گیری شد. نمونه عصاره اندازه
  شدند.نگهداری  C۴°مراحل بعدی در دمای 

آمده از  دست همحلول رویی ب :کروماتوگرافی تعویض کاتیونی
انجام کروماتوگرافی به ستون  منظور بهسانتریفیوژ نمونه دیالیزشده، 

سدیم  اسید/استات وسیله بافر استیک ، که بهSتعویض کاتیونی 
متعادل شده بود، منتقل شد.  ۵/۴برابر  pHبا میزان  ولارم میلی۳۰

نشده به رزین،  های متصل کردن پروتئین منظور خارج سپس، به
شده  های متصل سازی شسته و بعد پروتئین متعادل ستون با بافر

به رزین در چند مرحله به روش ایزوکراکتیک با استفاده از 
مولار  ۶/۰تا  ۴/۰و  ۴/۰تا  ۳/۰، ۳/۰تا  ۲/۰، ۲/۰صفر تا  های غلظت
شده از ستون در  های خارج از ستون جدا شدند. نمونه کلرید سدیم

های دارای  و نمونهشدند آوری  جمع لیتری میلی۲های  میکروتیوپ
صورت یک جزء ذخیره شدند. سپس با  فعالیت بالا با یکدیگر به
؛  Milipore( کیلودالتون۱۰ آف کات استفاده از فالکون دارای

 - C۲۰°انجام آنالیزهای بعدی در دمای  برای وتغلیظ فرانسه) 
  نگهداری شدند.

روش غلظت پروتئین طبق : تعیین غلظت پروتئین و الکتروفورز
عنوان استاندارد  به کمک آلبومین سرم گاوی به [11]دفوردابر

 )PAGE-SDS( آمید آکریل پلی ژل لکتروفورزا. گیری شد  اندازه
وسیله  تحت شرایط احیایی به [12]نمونه آنزیمی، طبق روش لاملی

. شد% انجام ۵/۱۲کننده  و ژل تفکیک% ۴ کننده ژل تغلیط
 (SDS) سولفات دودسیل سدیم کننده دارای ، در بافر دناتورهها نمونه

دقیقه ۵مدت  و قبل از الکتروفورز بهر و بتامرکاپتواتانول تیما
آمیزی، وزن  . پس از اتمام الکتروفورز و رنگندجوشانده شد

 TotalLab 1D 21 CFR افزار مولکولی پروتئین با استفاده از نرم
  به دست آمد.

فعالیت انعقادی شیر طبق : (MCA) گیری فعالیت انعقادی شیر اندازه
شیر گیری شد. محلول سوبسترا ( اندازه [13]روش تغییریافته آریما

 ۵/۶آن روی  pHدر آب مقطر) تهیه و %  ۱۰خشک بدون چربی 
 C۵۵°دقیقه در دمای ۵مدت  سوبسترا به لیتر میلی یکتنظیم شد. 

آنزیم خالص به آن اضافه و تشکیل  لیتر میلی۱/۰. سپس شدانکوبه 
لخته از طریق چرخش دستی لوله آزمایش در فواصل زمانی کوتاه 

صورت  . نقطه پایانی آزمایش، زمانی است که ذرات بهشدبررسی 
مجزا قابل مشاهده باشند. فعالیت انعقادی شیر، برابر است با مقدار 

زمان  ر مدتسوبسترا د لیتر میلی۱۰ انعقاد برایآنزیم مورد نیاز 
  :آید دست میه و طبق فرمول زیر ب دقیقه۴۰
  ( لیتر میلی فعالیت انعقادی شیر(واحد بر  = (زمان  انعقاد(ثانیه)/2400) ×  فاکتور رقت
  

 کردن واکنش آنزیمی با مخلوط :(PA) گیری فعالیت پروتئازی اندازه
در  % (وزنی/حجمی)۱ کازئینمیکرولیتر ۲۴۰ آنزیم بامیکرولیتر ۱۰

 اسید)، مولار سیتریک۱/۰، فسفات سدیم دی مولار۲/۰بافر مخلوط (
از گذشت  پسآغاز و  C۵۵°، در دمای ۵/۵برابر با  pHمیزان 

% ۱۰ اسید کلرواستیک تریمیکرولیتر ۲۵۰ دقیقه با افزودن۲۰
کردن در دمای  دقیقه انکوبه۱۰از  پس. شدمتوقف (وزنی/حجمی)  °C۴های آزمایش در  ، تیوپrpm۹۰۰۰ قیقه در دمای د۱۰مدت  به

با نانومتر ۲۸۰در  اتاق سانتریفیوژ و سپس، جذب مایع رویی
 ultrospect 3000مدل  استفاده از اسپکتروفوتومتر

)Pharmacia Biothchطور  بهگیری شد.  ؛ انگلستان) اندازه
قراردادی یک واحد فعالیت آنزیمی برابر است با مقدار آنزیمی که 

 دقیقه در طول موج واحد جذب در مدت یکباعث افزایش یک 
  شود. نانومتر می۲۸۰
های مختلف  گیری فعالیت و پایداری آنزیم در مقابل غلظت اندازه
و بر  کلرید سدیممنظور بررسی اثر  به کلرید: کلسیمو  کلرید سدیم
 محلول کازئین میکرولیتر۲۴۰ فعالیت پروتئولیتیک، کلرید کلسیم

های مختلف  در غلظت ۵/۵ برابر با pH% (وزنی/حجمی)، میزان ۱
دقیقه در ۵مدت  ولار) بهم۳تا  صفر( کلرید کلسیمو  کلرید سدیم °C۵۵  میکرولیتر ۱۰ . سپس، فعالیت آنزیمی با افزودنشدانکوبه

الذکر، در  طبق روش فوقلیتر)  میکروگرم بر میلی۱۰۰( آنزیم خالص
درصد  صورت گیری شد. فعالیت آنزیمی به اندازه C۵۵°دمای 

 منظور بهها گزارش شد.  مانده در غیاب نمک فعالیت باقی
های  گیری پایداری آنزیم، مقدار معینی آنزیم در غلظت اندازه

ساعت در دمای  مدت یک به کلرید کلسیمو  کلرید سدیممختلف 
 محیط قرار گرفت و سپس فعالیت آنزیمی در غیاب نمک

  شد.گیری  اندازه) صورتی که پیشتر ذکر شد به(
گیری  منظور اندازه به م:بررسی پایداری دمایی آنزیم در حضور یون کلسی

میکروگرم بر ۱۰۰( پایداری دمایی، مقدار معینی آنزیم خالص
در حضور و عدم حضور یون کلسیم در غلظت نهایی  لیتر) میلی
انکوبه و سپس در فواصل زمانی  C۶۷° مولار در دمای میلی۲۰

دقیقه) فعالیت پروتئولیتیک طبق ۶۰و  ۴۵، ۳۰، ۱۵، صفرمشخص (
  گیری شد. شرایط ذکرشده اندازه

بررسی  منظور به :های فلزی بر فعالیت و پایداری آنزیم اثر انواع یون
  های فلزی بر فعالیت آنزیم، هیدرولیز کازئین در حضور  اثر یون

، +Al2+ ،Li2+ ،Fe3+ ،Mg2+ ،Co2+ ،Cd2( های فلزی انواع یون Fe2+ ،Mg2+ ،Ca2+ ،K+ ،Na+ ،Hg2+ ،Cu2+ ،Mn2+ ،Zn2+  و Cr3+ (و  ٥، یکهای  های کلرید و سولفات، در غلظت صورت نمک هب
گیری  اندازه C۵۵°و دمای  ۵/۵ برابر با pHمیزان  درمولار  میلی١٠

های فلزی بر پایداری آنزیم، پروتئاز خالص  شد. برای بررسی اثر یون
های نهایی  ذکرشده در غلظتهای فلزی  در حضور هر یک از یون

ساعت در دمای محیط انکوبه و  مدت یک مولار به میلی ۱۰و  ۵، یک
  گیری شد. های فلزی اندازه سپس فعالیت آنزیمی در غیاب یون

بررسی  منظور به: های فلزی بر طیف فلورسانس آنزیم بررسی اثر یون
خالص های فلزی بر طیف نشری آنزیم، مقدار معینی آنزیم  اثر یون

های فلزی  با انواع یون لیتر گرم بر میلی میلی۳۶ در غلظت نهایی
ساعت در دمای محیط انکوبه و سپس،  مدت یک ولار) بهم میلی۵(

 اسپکترولومینسانسطیف فلورسانس آنزیم با استفاده از دستگاه 
ثبت شد. در این  ؛ ایالات متحده)LS55 )PerkinElmerمدل 

نانومتر استفاده شد ۲۸۰، از طول موج منظور برانگیختگی آزمایش به
شود. طول موج  که باعث تحریک همزمان تریپتوفان و تیروزین می

و شکاف برانگیختگی  ۵۰۰گیری  نانومتر، سرعت طیف۴۰۰تا  ۳۰۰نشر 
گرفت و با سیگنال صورت نانومتر بود. آزمایشات در دمای محیط ۱۰

  .شدزمینه تصحیح 
  

  ثنتایج و بح
گرم پروتئین به ستون کروماتوگرافی تعویض  میلی۱۴: سازی خالص

شده با بافر  متعادل UNOsphereTM Sکاتیونی 
 ۵/۴ برابر با pHمیزان  مولار، میلی٣٠سدیم  اسید/استات استیک

نشده به رزین توسط  های پروتئینی متصل منتقل شد؛ سپس نمونه
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 نمودارطور که در  . همانشدندسازی از ستون جدا  همان بافر متعادل
نشان داده شده است، در این مرحله مقدار بسیار کمی آنزیم از  ١

دهنده اتصال قوی آنزیم به رزین و  ستون خارج شد که نشان
شده به ستون  های متصل سپس نمونه .استانتخاب مناسب بافر 

صورت  به کلرید سدیم های مختلف مرحله در غلظت ۵در 
 ،شود که مشاهده میطور  . همانندایزوکراکتیک از ستون شسته شد

مولار  ۶/۰-۴/۰و  ۴/۰-۳/۰های  های جداشده در غلظت فرکشن
های  دارای فعالیت آنزیمی هستند. در ادامه، پروتئینکلرید  سدیم

 هر دو فرکشن فعال ادغام و بعد از دیالیز با استفاده از فالکن
کیلودالتون تغلیظ شدند. نتایج حاصل از الکتروفورز ۱۰ آف کات

). ۱شکل (است دهنده خلوص بالای آنزیم  آمده نشان دست نمونه به
سازی  کیلودالتون تخمین زده شد. خلاصه مراحل خالصTotalLab 1D 21 CFR ،۳۱افزار  وزن مولکولی آنزیم با استفاده از نرم

برای سولفات  نشان داده شده است. استفاده از آمونیوم ۱در جدول 
بودن و هزینه پایین و  دلیل سریع ها به دهی پروتئین رسوب

همچنین خروج آسان نمک توسط دیالیز، یکی از مراحل اصلی و 
. با این حال، در [14]رود رایج در فرآیند تخلیص پروتئین به شمار می
سولفات،  وسیله آمونیوم هبرخی موارد رسوب پروتئینی ایجادشده ب

ان گردد. در مطالعه قبلی (نتایج نش نمی به حالت محلول بر مجدداً 
% فعالیت آنزیمی ۵۰سولفات  داده نشده است)، استفاده از آمونیوم

ناپذیری از بین برد؛ بنابراین، در این مطالعه از  را به شکل برگشت
سولفات صرف نظر شد. با توجه  دهی توسط آمونیوم مرحله رسوب
پروتئاز مورد  که آسپارتیک شود مشاهده می آمده دست هبه نتایج ب

 خالص قبولی قابل طور به سازی، خالص مرحله یک طی و آسانی به نظر

 نتایج از بهتر آمده دست هب و نتایج مرتبه خالص) ۵/۴( شد

 سولفات آمونیوم با دهی رسوب اضافی مرحله از استفاده با سازی خالص

% ۳۶ تقریبا سازی خالص بازدهی شود، می مشاهده که طور همان .است
  است. فعالیت آنزیمی مناسب بازیافت دهنده نشان که است

  
  شده از گیاه پنیرباد پرتئاز خالص آسپارتیک SDS–PAGEالگوی  )١شکل 

  

 
واحد  ۷۵؛ کروماتوگرافی تعویض کاتیونی عصاره دیالیزشده میوه پنیرباد )۱نمودار 

ز ستون ا ذکرشدهمنتقل و طبق روش  UNOspher Sفعالیت آنزیم به ستون 
  شسته شد.

  
  پروتئاز از میوه گیاه پنیرباد سازی آسپارتیک مراحل خالص )۱ جدول

  (MCA)فعالیت انعقادی شیر  سازی مرحله خالص
  MCA/PA (PA)فعالیت پروتئولایتیک

بازیافت 
  فعالیت

  پروتئین (%)
بازیافت  گرم) (میلی

  پروتئین
   هفعالیت ویژ (%)

گرم  (واحد بر میلی
  سازی خالص پروتئین)

 ١ ٤ ١٠٠ ٥٤/٢٠ ١٠٠ ٧٧/١٣٠ ١٧/٨٢±٤/٦ ١٠٧٤٦±٣٨٩  عصاره آنزیمی
 ٣٦/١ ٤٦/٥ ٣٣/٦٧ ٨٣/١٣ ٠٦/٩٢ ٧/١٣٠ ٦٥/٧٥±١/٦ ٩٨٩٢±٣٥٠ دیالیز

کروماتوگرافی تعویض 
 ٤٨/٤ ٩٣/١٧ ٩٧/٧ ٦٤/١ ٧٣/٣٥ ٦٦/١٣٠ ٣٦/٢٩±٤/٢ ٣٨٣٦±١٣٢ کاتیونی

  هستند.انحراف استاندارد ±ها میانگین سه تکرار داده؛ پروتئین نشان داده شده است سازی درصد بازیافت فعالیت و در هر مرحله خالص
  

استفاده در برای های ارزیابی پتانسیل یک آنزیم  یکی از شاخص
. یک پروتئاز با نسبت بالای است MCA/PAتولید پنیر نسبت  MCA/PA ی بالاتری داشته آیتواند لخته تشکیل دهد، کار بهتر می

شدن آن جلوگیری  رسیدن پنیر، از تلخباشد و همچنین، طی فرآیند 
ممکن است راندمان  MCA/PAکه نسبت پایین  کند، در حالی

تری تولید کند و  های سست تشکیل لخته را کاهش داده و لخته
کایموزین  .[15]همچنین باعث ایجاد مزه تلخ در محصول شود

های  در مقایسه با سایر منعقدکننده MCA/PAبالاترین نسبت 
 ، مایهMucor پنیر طور مثال، این نسبت در مایه . بهدارد ی راآنزیم

ترتیب  در مقایسه با کایموزین به Papainو  Pfizerپنیر میکروبی 
پنیر  پپسین یک مایه .[16]استتر  برابر کوچک ۲۰و  ۸/۲، ۶/۱

چند که نسبت  تولید پنیر است، هر برایجایگزین مناسب  MCA/PA  آن بسته بهpH  برابر نسبت به کایموزین  ۵۰تا  ۲بین
برابر کمتر از  ۱۵۰۰. در مقابل، این نسبت در تریپسین استکمتر 

از  .[17]شود و بنابراین در تولید پنیر استفاده نمی استکایموزین 
آمده از گیاه  دست پروتئاز به آسپارتیک MCA/PAکه نسبت  ییآنجا

تر از  و دما) کوچک pHمرتبه ( بسته به  ۱۰تا  ۴پنیرباد حدود 
پنیر جایگزین در  عنوان مایه ، پتانسیل لازم بهاستکایموزین 

  صنعت پنیرسازی را دارد.
  

های سدیم  های مختلف یون بررسی فعالیت آنزیم در حضور غلظت
های سدیم و کلسیم نقش مهمی در فرآیند تولید  یون: و کلسیم

ها بر فعالیت کازئینولیتیک مورد  اثر این یون بنابراینپنیر دارند، 
نشان داده شده الف  - ۲ نمودارطور که در  بررسی قرار گرفت. همان

تا  کلرید سدیماست، فعالیت پروتئولیتیک آنزیم با افزایش غلظت 
یافته است، اما با افزایش  صورت تدریجی افزایش مولار به۲۵/۰

طوری  ، بهبیشتر غلظت این نمک، فعالیت به سرعت کاهش یافت
فعالیت آنزیمی کلرید  سدیممولار ۷۵/۱و  ۰/۱های  که در غلظت

 - ۲ نمودار% فعالیت آغازی کاهش یافت (۱۰% و ۵۰ترتیب به  به
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شده توسط محققان دیگر، مشاهده  ب). براساس نتایج گزارش
اثرات متفاوتی بر پروتئازهای مختلف دارد. کلرید  دیمسکه شود  می
ماهی کاد  شده از عنوان مثال، فعالیت آنزیمی پروتئاز استخراج به

 ای در حضور طور قابل ملاحظه به (Greenland cod) گرینلند
وسیله  هکه پروتئولیز کازئین ب یابد، در حالی افزایش می کلرید سدیم

در حضور  (Cynara cardunculus) سینارا کاردونکولوسعصاره 
یابد. کاهش فعایت  کاهش می% (وزنی/حجمی) ۵کلرید  سدیم

 شدن آنزیم از طریق پدیده دلیل غیرفعال آنزیم، ممکن است به
اتفاق افتاده باشد. دلیل این پدیده این است که  دادن با نمک رسوب

در اتصال به آب با آنزیم  احتمالاً کلرید  سدیمهای بالاتر،  در غلظت
 - تر پروتئین های قوی کنش کند که منجر به ایجاد برهم رقابت می

علاوه  .[19 ,18]شود رسوب پروتئین می موجب پروتئین شده و نهایتاً 
 و ترکیبات مشابهی مثلکلرید  سدیم بر این، پیشنهاد شده است که

ئین بر ، بیشتر از طریق تغییرات کنفورماسیونی کازکلرید کلسیم
. با توجه به [20]گذارد تا مولکول آنزیم ثیر میاهیدرولیز کازئین ت

های  شود که با افزایش غلظت یون ب مشاهده می -۲ نمودار
که  صورتیابد، به این  تدریج کاهش می کلسیم، فعالیت آنزیمی به

% ۱۰ولار، فعالیت آنزیمی م میلی۲۵۰با افزایش غلظت کلسیم تا 
مین ترتیب، با افزایش غلظت یون کلسیم یابد. به ه کاهش می

طوری  بهیابد؛  فعالیت آنزیمی به تدریج و با شیب ثابت کاهش می
مولار یون کلسیم، فعالیت آنزیمی ۰/۲و  ۰/۱های  که در غلظت

  دهد. % کاهش نشان می۸۰% و ۴۰ ترتیب تا حدود به
های سدیم و  های مختلف یون بررسی پایداری آنزیم در غلظت

شود که آنزیم در  پ مشاهده می - ۲ نموداربا توجه به  :کلسیم
و تنها است پایدار  کاملاً کلرید  سدیممولار  های کمتر از یک غلظت
% از فعالیت آنزیم کاسته شده است و با افزایش غلظت این ۵

یابد. با این حال در  نمک، پایداری آنزیم نیز به تدریج کاهش می
شود  % فعالیت آنزیم حفظ می۶۰تقریبا کلرید  سدیممولار ۳غلظت 

دهنده پایداری بسیار بالای این آنزیم، در حضور  که نشان
 است. در مقابل، پایداری آنزیم در مقابل نمککلرید  سدیم
و با افزایش غلظت این نمک، نیست  چندان بالاکلرید  کلسیم

آمده  دست هیابد. با توجه به نتایج ب پایداری آنزیم کاهش می
% ۵۰حدود  کلرید کلسیم مولار۵/۱شود که در غلظت  مشاهده می

% فعالیت آنزیمی ۷۰مولار این نمک، ۳فعالیت آنزیمی و در غلظت 
  از میان رفته است.

طور که در بخش قبل مشاهده شد فعالیت آنزیم در حضور  همان
که  % کاهش یافت در صورتی۵۰ کلرید سدیم مولار غلظت یک

% کاهش یافت، بنابراین ۵ پایداری آنزیم در مقابل این نمک
 دلیل اثر به احتمالاً  کلرید سدیم کاهش فعالیت آنزیم در حضور

همچنین، با توجه به تا خود آنزیم. است  بر کازئین کلرید سدیم
 آمده از پایداری و فعالیت آنزیم نسبت به نمک دست هنتایج ب
شود که پایداری و فعالیت در حضور این  میمشاهده   کلرید کلسیم

یابد، به این معنی که این نمک  مک به یک نسبت کاهش مین
  دهد. ثیر قرار میاعلاوه بر سوبسترا، خود مولکول آنزیم را نیز تحت ت

آمده  دست هبا توجه به نتایج ب: بررسی اثر کلسیم بر پایداری دمایی
که  شود یت)، مشاهده م - ۲نمودار از اثر کلسیم بر پایداری دمایی (
که بعد از  طوری به، استبالا  C۶۷°پایداری دمایی آنزیم در دمای 

% فعالیت ۲۵ساعت انکوباسیون در این دما، تنها حدود  گذشت یک
سازی آنزیم در دماهای بالا،  آنزیمی از بین رفته است، غیرفعال

شدن دمایی و تغییرات شیمیایی رخ  دلیل دناتوره به اساساً 
های کلسیم  شود یون که مشاهده می طور و همان [21]دهد می
  .ثیری در پایداری دمایی آنزیم نداشته استات

فعالیت و : های فلزی بر پایداری و فعالیت آنزیم ثیر انواع یونات
های فلزی با  های مختلف انواع یون پایداری آنزیم در حضور غلظت

گیری شد. با توجه به  اندازه C۵۵°در دمای  %۱سوبسترای کازئین 
شود که اغلب  مشاهده می الف -۳ نمودارآمده در  دست هنتایج ب
 Hg+2ثیر چندانی بر فعالیت آنزیمی ندارند، اما اهای فلزی ت یون

هایی از قبیل  شود. همچنین، یون مهار آنزیم می موجبشدیداً  Cd+2  وCu+2 های بالاتر فعالیت آنزیمی را در حدود  نیز در غلظت
ثیر چندانی بر فعالیت اهای فلزی ت ن% کاهش دادند. سایر یو۴۰

در غلظت  Hg+2اند. پایداری آنزیم توسط  آنزیمی ایجاد نکرده
ها  % کاهش یافت در صورتی که سایر یون۴۰ مولار تقریباً  میلی۱۰

 ییب). از آنجا - ۳ نمودارثیری در پایداری آنزیم نداشتند (اهیچ ت
های فلزی  یونکدام از  که فعالیت و پایداری آنزیم در حضور هیچ

های فلزی نیاز  عملکرد و پایداری به یون برایافزایش نیافت، آنزیم 
  ندارد.

  

  

 

  
؛ بر فعالیت و پایداری آنزیم کلرید کلسیمو  کلرید سدیمهای  اثر نمک )۲نمودار 
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  ) فعالیت و ب) پایداری آنزیم خالصالفاثر انواع یون های فلزی در غلظت های مختلف بر  )۳نمودار 

  
های فلزی اثرات متفاوتی بر فعالیت  اند که یون مطالعات نشان داده

 ریزوپوسعنوان مثال،  به ،پروتئازهای مختلف دارند آسپارتیک
ریزوپوس  شده از استخراج (Rhizopus pepsin) پپسین

ای  طور قابل ملاحظه به (Rhizopus chinesis) شیننزیس
و  +Fe2+ ،Hg2+ ،Cu2 که با حالی شود؛ در مهار می +Fe3وسیله  هب Pb2+ آمده  دست هپروتئاز ب هیچ اثر مهاری مشاهده نشد. آسپارتیک

 BCRC 32720 (Aspergillus niger BCRC آسپرژیلوس نیگرااز 
، +Pb2 ،Cr3اما شود،  به شدت فعال می +Fe2توسط  (32720 Fe3+  وAg+ یون کنند. طور کامل مهار می آنزیم را به Cu2+  نیز
شدت  را به I1آسپرژیلوس نیگرا  شده از پروتئاز استخراج آسپارتیک
های فلزی در غلظت  همچنین، اثر برخی از یون .[22]کند مهار می

ساردینلا  شده از پروتئاز خالص مولار بر فعالیت آسپارتیک میلی۵
، +Naای ه مطالعه شده است. یون (Sardinelle aurita)آئوریتا  Ca2+  وK+ که فعالیت  اثری بر فعالیت آنزیم نداشتند در حالی
به مقدار  +Hg2و  +Mn2+ ،Ba2+ ،Zn2+، Mg2،Cu2وسیله هآنزیم ب

  .[18]بسیار کمی کاهش یافته است
آمده از  دست هنتایج ب: های فلزی بر طیف فلوئورسانس آنزیم اثر یون
پروتئاز  های فلزی بر خصوصیات طیف نشری آسپارتیک اثر یون
طور که  نشان داده شده است. همان ۴نمودار شده، در  خالص

افزایش موجب شده،  های فلزی بررسی شود تمام یون مشاهده می
انتقال طول موجب شدت فلوئورسانس و همچنین به میزان کمی 

های  یونمیان ز تر شد. ا های کوتاه موج ماکزیمم به طول موج
ای که شدت  گونه ثیر را داشت؛ بهابیشترین ت +Co2شده،  آزمایش

در حضور یون افزایش  ۷/۶۶۸در غیاب یون به  ۴۱۱نشر آنزیم از 
ثیر قابل توجهی در طیف نشری آنزیم ایجاد ایافت. یون کلسیم نیز ت

 ۵/۲۲۱ه شدت جذب در حضور این یون به مقدار ک طوری به کرد،
ش نشان داد. افزایش شدت جذب و انتقال به سمت واحد افزای
های  ترشدن ریزمحیط دهنده غیرقطبی تر، نشان های کوتاه طول موج

های  ؛ به این معنی که یوناستاطراف کرموفورهای موجود در آنزیم 
القای تغییرات ساختاری در موجب مولار،  میلی۵فلزی در غلظت 

  .اند آنزیم شده
  

همیشگی  نبودن دردسترس حاضر پژوهش های محدودیت جمله از
های خاصی از  دلیل رویش این گیاهان در فصل های گیاهی به نمونه

  سال است.
  

شده در  شود با توجه به مقاومت بالای آنزیم خالص پیشنهاد می
های فلزی، لازم است مقاومت آنزیم در مقابل سایر  مقابل یون
های آلی و دماهای بالا بررسی شود تا  ها، حلال کننده دناتوره

  خوبی ارزیابی شود. استفاده در صنعت به برایپتانسیل آنزیم 
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های  یون؛ های فلزی بر طیف فلوئورسانس ذاتی آنزیم خالص اثر یون) ۴نمودار 

گرم بر  میلی۳۶ مولار بر آنزیم خالص با غلظت میلی۵فلزی در غلظت نهایی 
 ۵/۴ برابر با pHمیزان  مولار، میلی۵۰م یسد اسید/استات در بافر استیکلیتر  میلی

  ارزیابی شدند.در دمای محیط 
  

  گیری نتیجه
که میوه گیاه پنیرباد دارای مقادیر فراوانی آسپارتیک  آنجایی از

شود،  صورت سنتی در تهیه پنیر استفاده می و نیز به استپروتئاز 
به دلایلی تولید آن  که بنا( ای برای کایموزین جایگزین بالقوه

. فرآیند استخراج و شود محسوب می) کاهش یافته است
دهی توسط  دلیل عدم نیاز به رسوب سازی به خالص
یی فرآیند آو نیز، بازدهی و کاراست سولفات، کوتاه و سریع  آمونیوم

های  ثر انواع یونتخلیص با این روش قابل قبول است. با مطالعه ا
های مختلف بر فعالیت و پایداری آنزیم، مشخص  فلزی با غلظت

جز  به شده های فلزی آزمایش که آنزیم نسبت به تمامی یونشد  Hg2+، دهنده مقاومت بسیار بالای این آنزیم  پایدار بوده که نشان
ی مانند شده از گیاه پنیرباد را بنا به دلایل است. پروتئاز خالص

هایی  استخراج آسان، پایداری بالا و فعالیت مناسب در حضور نمک
برای های فلزی  عدم نیاز به یونکلرید؛  کلرید و سدیم کلسیماز قبیل 

عملکرد مطلوب و مقاومت بالا در برابر دما و نیز پایداری در مقابل 
  .توان در تولید صنعتی پنیر استفاده کرد می، فلزات سنگین
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