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Enhancing Activity and Stability of Penaeus vannamei 
Protease against Heavy Metal Poisoning via 
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Enzymes of marine organisms are ideal candidates for biomonitoring of pollution in marine 
environments. For the widespread use of enzymes in industrial processes, carried out under 
certain physico-chemical conditions, their stability must be improved. In this study, for the 
first time, chitosan nanoparticles were used as matrices for augmenting the stability of 
Penaeus vannamei (Whiteleg shrimp)-derived purified proteases against metallic ions. For 
the electrostatic binding of the enzyme to the chitosan nanoparticles, the protein solution at 
a concentration of 7mg/ml was added to the nanoparticles, and incubated for 4 hours at 10°C. 
After 3 times rinsing with phosphate buffer of pH=7.5, the nano-enzyme was dissolved in 1ml 
phosphate buffer, and used for further studies. The results of this study showed that Fe2+ and 
Mn2+ significantly increased the enzyme activity, whereas a strong inhibitory effect was observed 
in the presence of Cd2+, Hg2+, Co2+, Ni2+, Cu2+ and Zn2+, and a weak inhibitory effect in the presence 
of Na+ and K+. The immobilized enzyme exhibited greater resistance to metal ions than its 
free counterpart. The free enzyme was susceptible to the presence of metal ions, and with the 
increment of their concentrations, enzyme activity declines. From this nexus, it could be inferred 
that the high stability of immobilized enzyme is due to the presence of chitosan nanoparticles. 
Stability retention of the immobilized enzyme at high concentrations of metal ions indicates the 
efficacy and utility of the immobilization method in industrial enzyme technology.
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  چکيده
های جانداران دریایی کاندیدای مناسبی برای پایش زیستی سنجش  آنزیم
ها در  برای استفاده گسترده از آنزیم .های دریایی هستند ها در محیط آلودگی

شوند، بایستی  فرآیندهای صنعتی که در شرایط فیزیکوشیمیایی خاص انجام می
های کیتوزان  با استفاده از نانوذرهپایداری آنها را بهبود بخشید. در این پژوهش 

های زیستی گامی موثر در جهت افزایش  عنوان بستری سازگار با سیستم به
در  پنائوس وانامیاز میگوی  شده  خالصفظ فعالیت آنزیم پروتئاز پایداری و ح
منظور اتصال  نمودن نانوذره به پس از فعالهای فلزی برداشته شد.  برابر یون

گرم بر  میلی۷الکترواستاتیک آنزيم به نانوذره، محلول پروتئينی با غلظت 
کوبه شد، سپس ان C°۱۰ساعت در دمای ۴مدت  لیتر به نانوذره اضافه و به میلی

لیتر  میلی نانوآنزیم در یک ۵/۷برابر  pHوشو با بافر فسفات با  بار شست بعد از سه
های بعدی استفاده شد. نتایج این تحقیق نشان  بافر فسفات حل و برای پژوهش

 ی فعالیت آنزیم را افزایش دادند،توجه قابلطور   به +Mn2و  +Fe2های  یونداد که 
اثر و  +Ni2و  +Cu2+ ،Zn2+ ،Cd2+ ،Hg2+ ،Co2های  یوناثر مهاری قوی در حضور 

شده  . آنزیم تثبیتمشاهده شد +Naو  K+های  مهاری ضعیفی در حضور یون
های فلزی از خود نشان داد، در  نسبت به همتای آزادش مقاومت بیشتری به یون

بود و با افزایش های فلزی حساس  حالی که آنزیم آزاد نسبت به حضور یون
تر بود. پایداری بالای آنزیم  غلظت آنها کاهش فعالیت آنزیم محسوس

. حفظ پایداری آنزیم های کیتوزان است دلیل حضور نانوذره شده به تثبیت
های فلزی بیانگر کارآیی بالای روش تثبیت  های بالای یون شده در غلظت تثبیت

  ود.شده ب در حفظ پایداری و فعالیت آنزیم تثبیت
  های کیتوزان های فلزی، نانوذره : تثبیت، آنزیم پروتئاز، یونها کلیدواژه
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  مقدمه
های متعدد آبزی ظرفیت  دلیل دارابودن گونه های آبی به محیط

های زیستی مختلف و از جمله  فرآوردهتولید  بالایی برای کشف و
ای روی  های گسترده های اخیر پژوهش ها دارند. در سال آنزیم
های موجود در جانداران آبزی و ضایعات ناشی از فرآوری  آنزیم

آبزیان صورت گرفته و باعث پیدایش حوزه جدیدی برای استفاده از 
آنزیم ها،  م. یکی از این آنزی[2 ,1]در صنایع مختلف شده است آنها

است که دارای کارآیی  پنائوس وانامیشده از میگوی  سازی خالص
کاتالیتیک بالا، ویژگی سوبسترایی با دامنه وسیع و توانایی 

شده از میگوی وانامی با  آنزیم پروتئاز خالص .[3]پروتئولیز بالا است
تواند دارای کاربردهای  فردش می های منحصربه توجه به ویژگی

صنایعی مانند پزشکی، غذایی، دارویی، محیط زیست، فراوان در 
ها، صنایع ابریشم، عکاسی، داروسازی، تصفیه  دباغی، شوینده

سازی و صنعت چسب  پنيرسازی، فرآوری گوشت، صابون، پساب
  .[5 ,4]باشد

ا با محیط هبا توجه به شرایط محیطی مختلف آبزیان و سازگاری آن
رایط مساعدی برای فعالیت ش اطراف خود همراه با تنوع ژنتیکی،

ها در آبزیان در مقایسه با پستانداران، گیاهان و  آنزیم
توان به  ها فراهم شده است که از آن جمله می میکرواورگانیزم

  .[6]های بحرانی اشاره کردpHداشتن فعالیت بالا در دما و 
آلودگی فلزات سنگین در منطقه ساحلی یک مساله جدی است که 

شوند. فلزات  توجهی منجر به تخریب محیط زیست میطور قابل  به
های آبی باعث تجمع در  های بالا در زیستگاه سنگین در غلظت

ها و جلوگیری از رشد  رساندن به بافت موجودات مختلف، آسیب
شوند. با این حال تجزیه و تحلیل از محتوای کل فلزات در آب،  می

بینی نیست،  پیشها به موجودات قابل  رسوبات و سمیت آلاینده
های موجودات دریایی کاندیدای مناسبی برای پایش  بنابراین آنزیم

  .[8 ,7]های دریایی هستند ها در محیط زیستی سنجش آلودگی
ها در فرآیندهای صنعتی باید پایداری  برای استفاده گسترده از آنزیم

شوند، بهبود  آنها را که در شرایط فیزیکوشیمیایی خاص انجام می
زیرا ساختار آنزیم هنگام استفاده در فرآیندهای صنعتی  بخشید

ممکن است واسرشته شده و بنابراین آنزیم فعالیت کاتالیزوری 
  .[9]خود را از دست بدهد

ها  مدت آنزیم هایی که سبب افزایش پایداری طولانی یکی از روش
شود، تثبیت آنزیمی است. در  منظور استفاده در صنعت می به

است که  نیشده ا تیتثب های میمنظور از آنزدرن بیوتکنولوژی م
که  میرا محدود ساز میو تحرک آنز بندیپا یقیرا به طر ها میآنز
  .[11 ,10]قابل استفاده باشند وستهیطور پ به

 ایماده نگهدارنده نامحلول  کیبه  میآنز ،یمیآنز تیتثب ندیدر فرآ
 وستهیطور پ و سپس به ردیگ یم آن قرار درون ایبستر متصل شده 

 یجا موارد به ی. در بعضشود یاز آن استفاده مآنزیمی راکتور  کیدر 
نامحلول و  های یمآنزمانند  هایی هشده از واژ تیتثب های یمآنز
  .[13 ,12]دشو یاستفاده م زیمتصل به بستر ن های میآنز

ها افزایش یافته و استفاده از  مندی به تثبیت آنزیم امروزه علاقه
آمیز بوده  شده در بسیاری از فرآیندها موفقیت تثبیتهای  آنزیم
. انتخاب روش و بستر مناسب برای تثبیت با توجه به [14]است

ها مطرح است، اهمیت بسزایی  کاربردهای متنوعی که برای آنزیم
  .[15]دارد

استفاده از پلیمرهای طبیعی از جمله سلولز، کاراژینان، کلاژن، 
آمید،  آکریل سنتیتیک مانند پلیکیتین، کیتوزان و پلیمرهای 

الکل و ترکیبات معدنی نظیر سیلیس، ذرات  وینیل آمبرلیت، پلی
ها همواره مورد توجه محققین  رس و کربن فعال برای تثبیت آنزیم

ساکاریدی خطی است که از  . کیتوزان، پلی[20-16]بوده است
شود. این  شدن کیتین در شرایط قلیایی تولید می داستیله
- دئوکسی  ۲آمینو، - ۲واحدهای  ۴به  ۱اکارید از اتصال بتا س پلی D - های آمین و  علت وجود گروه گلوکوپیرانوز تشکیل شده و به

ها  هیدروکسیل آزاد در سطح آن، بستری مناسب برای تثبیت آنزیم
العاده کیتوزان مانند  های فوق . ویژگی[21]رود به شمار می

بودن، کاربرد آن را  غیرسمیپذیری و  تخریب سازگاری، زیست زیست
با . [24-22]پذیر کرده است طور گسترده در صنایع مختلف امکان به

کاهش اندازه ذرات کیتوزان تا ابعاد نانو توانایی جذب، پوشش و 
کند که نتیجه افزایش سطح تماس  قابلیت پیوند افزایش پیدا می

های  وذرهبا استفاده از نان رود یمبنابراین احتمال . [25]ذرات است
عنوان بستری مناسب بتوان گام موثری در جهت افزایش  کیتوزان به
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از میگوی  شده خالصپایداری و حفظ فعالیت آنزیم پروتئاز 
  های فلزی برداشت. در برابر یون پنائوس وانامی
های وسیعی در خصوص تثبیت آنزیمی برای  امروزه فعالیت

صنعتی انجام شده  های بیوتکنولوژی و کارکردهای بهینه در حوزه
های مختلف روی سطوح  ها شامل تثبیت آنزیم است. این فعالیت

شده در  های تثبیت متنوع کیتوزانی بوده، که نهایتاً پایداری آنزیم
شرایط مختلف محیطی، نسبت به حالت آزاد را به همراه داشته 

های  توان به تثبیت آنزیم ها می ، از جمله این پژوهش[31-26]است
های مغناطیسی  گلوکوزیداز روی کامپوزیت - آلفا شاملمختلف 

، انولیناز [26]شده با کیتوزان، برای غربالگری مهارکننده آنزیمی غنی
های  ، پکتیناز روی نانوذره[27]روی کیتوزان برای هیدرولیز انولین

 - بتا، [29]، پاپایالاکاز روی کیتوزان[28]مغناطیسی کیتوسان
و لیپاز روی  [30]های کیتوزان روی هیدروژلگالاکتوزیداز 

های  اشاره کرد. تمامی پژوهش [31]های مغناطیسی کیتوسان نانوذره
شده در زمینه تثبیت آنزیمی روی سطوح مختلف زیستی،  انجام

توان از تکنیک تثبیت آنزیمی  دلالت بر این مهم دارند که می
منظور کارکرد بهینه  عنوان یک روش نوین زیستی جایگزین به به
  های متنوع در آینده استفاده کرد. نزیم در حوزهآ
  

  ها مواد و روش
و  دادشاهیتوسط خانم  وانامیشده از میگوی  آنزیم پروتئاز خالص

و سایر مواد اولیه لازم (مرک؛ آلمان) تهیه شدند که  [3]همکاران
  سازی نیازی نبود. همگی خلوص تحقیقاتی داشتند و به خالص

  نیغلظت پروتئ نییپروتئاز و تع وانامیپنائوس  یمیسنجش آنز
اندپوینت  پروتئاز از روش پنائوس وانامی یمیسنجش آنز یبرا (End-point) از استوک  میکرولیتر۲۵منظور  نیاستفاده شد بد
 پروتئاز به پنائوس وانامی لیتر گرم بر میلی میلی۷ی میآنز

و اضافه  ۵/۷برابر  pHبا  فسفاتمولار  میلی۵۰ بافرمیکرولیتر ۳۷۵
مخلوط شد  ۱% نیبا کازئ ۱:۱سپس محلول بالا به نسبت 

با  یمیکردن محلول آنز از مخلوط. پس )نیکازئمیکرولیتر ۴۰۰(
امتحان  قهیدق۳۰تا  ۵از  ونیمختلف انکوباس های مانز% ۱ نیکازئ
استفاده  یبعد های شیآزما یبود برا قهیدق۱۰زمان که  نیبهتر .شد
به کار رفت.  زین شاهد کیروش به همراه هر نمونه  نیدر ا، شد
بافر اضافه  میآنز یجا مانند نمونه بود فقط به قاً یشاهد دق بیترک

شدن  یپس از سپر به کار رفت.کردن اسپکتروفتومتر فرص یو براشد 
میکرولیتر ۸۰۰ی عنیحجم آن  بالا هم بیبه ترک قهیدق۱۰
 نیساعت ا میاز گذشت ن و پساضافه  %۱۰ دیاس ککلرواستی یتر
از  شد و بعد فوژیسانتر قهیدق۱۰مدت  به rpm۱۲۰۰۰با دور  بیترک

توسط نانومتر ۲۸۰در طول موج  ییرو عیصفرکردن دستگاه جذب ما
 یمیآنز تیآوردن فعال دست منظور به اسپکتروفتومتر خوانده شد. به

 نیروزیاستاندارد ت یمنحن (IU)ی میآنز یالملل نیبر حسب واحد ب
 کروگرمیم۱۰۰تا  صفراز  یمتفاوت و متوال های ابتدا غلظت، رسم شد

شد  هیته کیدریکلرد ینرمال اس یکدر محلول  نیروزیت ترلی یلیمبر 
از  نیروزیاستاندارد ت یرسم منحن یبرا، )تفاوتغلظت م شش(
پس از  .عنوان رفرنس استفاده شد هنرمال ب۰۰۶/۰ کیدریکلرد یاس

 کی یمیآنز های و نمونه نیروزیاستاندارد ت های ثبت جذب محلول
) رسم و به کمک نیروزیت میکرومول هیاستاندارد (جذب عل یمنحن

 بر .شدمحاسبه  یمینزواحد آی منحن خط بیآن و با استفاده از ش
است که  یمیمقدار آنز یمیواحد آنز کی فیحسب تعر

که  یوقت دینما یم آزاد قهیدق کیرا در  نیروزیتمیکرومول  یک
  .[3]ردگی یعنوان استاندارد مورد استفاده قرار م هب نیروزیت

آزاد  میآنز هیشده شب تیپروتئاز تثب پنائوس وانامی میآنز سنجش

 زمان طول در سوبسترا - میتفاوت که مخلوط آنز نیاست با ا
سوبسترا در فاز  عیتا توز ردگی قرار زنهم یرو دیبا یمآنزی واکنش
 نیغلظت کل پروتئ نییتع یبرا تیدر نها، باشد کسانیشده  تیتثب

  .[32]از روش برادفورد استفاده شد
  نانوذره کیتوزان و اتصال آنزیم به بستر کردن فعال
لیتر آب مقطر حل و  میلی گرم نانوذره کیتوزان در یک میلی۲ابتدا 
های کیتوزان  دقیقه سونیکیت شد. محلول نانوذره۳۰مدت  به

سانتریفوژ، سپس  rpm۱۵۰۰۰دقیقه در دور ۱۰مدت  شده به دیسپرس
 pHمحلول رویی دور ریخته و رسوب سه مرتبه با بافر فسفات (با 

  وشو داده شد. ) شست۸برابر 
تا  ۵/۱بود برداشته و  ازیکه مورد نهای کیتوزان  نانوذرهاز  یحجم
 لیتر گرم بر میلی میلی۷ی میبه آن استوک آنز نانوذرهبرابر حجم ۲

روی  ساعت۴مدت  به نانوذره - میسپس مخلوط آنز ،افزوده شد
شدن  ننشی پس از ته قرار گرفت C°۴ یدر دما یسیهمزن مغناط

 بار با بافر نیچند و نانوذرهشته را بردا ییمحلول رو نانوذره
و در  شوو شست )۵/۷برابر  pH(با  فسفاتمولار  میلی۵۰
به روش برادفورد  زین ییرو عیما .شدلیتر بافر فسفات حل  میلی یک

 پروتئاز پنائوس وانامیلیتر  گرم بر میلی میلی۷ هیبا استوک اول
  .[33]شد سهیمقا
  تیو بازده تثب تیبازده فعال نییتع
 ییکارآ نیشده و همچن تیتثب میآنز تیفعال زانیم یابیمنظور ارز هب

گرم بر  میلی۷ی میاستوک آنزلیتر  میلی۵/۱ ابتدا تیروش تثب
 در مرحله بعد. شد هیتهپروتئاز  پنائوس وانامیلیتر  میلی
 C°۴ یآن را برداشته و در دما میکرولیتر۷۵۰
بعد از  .فعال اضافه شد نانوذرهبه  ماندهیباقمیکرولیتر ۷۵۰ی،نگهدار

مدت  به یسین مغناطزهم یرو نانوذره - میگذاشتن مخلوط آنز
آن را برداشته و به روش برادفورد و سنجش  ییرو عیماساعت، ۴
 C°۴ یکه در دمامیکرولیتر ۷۵۰ی (میآنز هیبا استوک اول یمیآنز

 افتهی اتصال میآنز زانیشد. م سهیشده بود) مقا ینگهدار
از  یمیآنز هیکردن غلظت استوک اول با کم توان یم شده) را تی(تثب

  دست آورد. به ییرو عیغلظت ما
غلظت - یمیآنز هیشده=غلظت استوک اول تیتثب میآنز زانیم )۱- ۱(
  ییرو عیما
 ییرو عیما ،یمیآنز هیاستوک اول تیآوردن فعال دست با به تینها در

روش  ییکارآ ۳-۲و  ۲-۲ های شده و به کمک فرمول تیتثب میو آنز
) تیبعد از تثب میآنز تی(فعال یمیآنز ماندهیباق تیفعال و تیتثب

  .[10]محاسبه شد
  
نشده  گرم)/مقدار آنزیم جذب شده (میلی مقدار آنزیم اضافه )۲-۱(

  (%) Immobilized yieldگرم)= شده (میلی مقدار آنزیم اضافه-گرم) (میلی
  
)۲-۲( Activity yield (%)=B/A×100  Aیمیاستوک آنز تی: فعال  Bشده تیتثب میآنز تی: فعال  
  

 ئازپروت پنائوس وانامی آنزیمهای فلزی بر فعالیت  تاثیر یون
  شده و آزاد تثبیت

شده در حضور  در این تحقیق فعالیت نسبی آنزیم آزاد و تثبیت
 های ) از نمکمولار میلی۱۰های مختلف (صفر الی  غلظت

، جیوه، کادمیوم، نیکل، آهنکلریدسدیم، پتاسیم، کبالت، منگنز، 
 ۵/۷برابر  pHبا  دیدروکلرایه سیمولار تر یلیم۵۰افر روی و مس در ب

  .[34]گیری و فعالیت نسبی آنها محاسبه شد اندازه



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران فوزیه شجاعی ۱۵۴

  ۱۳۹۷ زمستان، ۱، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                                   مدرس تربیت دانشگاه فناوری زیست

  ها افتهی
 قابلور ط به +Fe2 و +Mn2های  نتایج این تحقیق نشان داد یون

اثر همچنین  )،١دهند (نمودار  ی فعالیت آنزیم را افزایش میتوجه

 و  +Cu2+ ،Zn2+ ،Cd2+ ،Hg2+ ،Co2های  یونمهاری قوی در حضور 
  Ni2+  های  اثر مهاری ضعیفی در حضور یون) و ۲(نمودارK+ ،Na+ 

  .)٣مشاهده شد (نمودار 
  

 
  ؛ الف) کلریدمنگنز ب) کلریدآهنکننده قوی) (فعال در برابر فلزات ) شده (مربع (مثلث) و تثبیتپروتئاز آزاد  پنائوس وانامیفعالیت آنزیم  )۱نمودار 

  

  
؛ الف) کلریدمس، ب) کلریدروی، پ) کلریدکادمیوم، ت) در برابر فلزات (مهارکننده قوی) )(مربعشده  (مثلث) و تثبیتآزاد پروتئاز  پنائوس وانامیفعالیت آنزیم  )۲نمودار 

  کلریدجیوه، ث) کلریدکبالت، ج) کلریدنیکل
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  کلریدسدیم الف) کلریدپتاسیم، ب)؛ در برابر فلزات (مهارکننده ضعیف) )شده (مربع (مثلث) و تثبیتپروتئاز آزاد  پنائوس وانامیفعالیت آنزیم  )۳نمودار 

  
  بحث
های فلزی نقش مهمی در عملکرد بیولوژیکی بسیاری از  یون
پروتئین شامل  - های مختلف از تعامل فلز ها دارند. حالت آنزیم
پل نمکی وجود دارد. فلزات  - های آنزیم لیگاند و مجموعه -فلز
الکترون، اسیدهای لوئیس یا عنوان دهنده یا گیرنده  توانند به می

هایی  های فلزات سنگین اتم یون. [35]کننده ساختاری باشند تنظیم
های نمکی عملکرد آنزیم را  با بار مثبت هستند، آنها با تداخل در پل

فلزات در شرایط محیطی مختلف و نیز در  .[36]کنند مختل می
خود های متفاوتی را برای سمیت از  های مختلف، مکانیزم گونه

  .[37]دهند نشان می
شده در حضور  در این پژوهش فعالیت نسبی آنزیم آزاد و تثبیت

های فلزی  ) یونمولار میلی۱۰های مختلف (صفر الی  غلظت
شده  گیری و فعالیت نسبی آنها محاسبه شد. آنزیم تثبیت اندازه

های فلزی از  نسبت به همتای آزادش، پایداری بیشتری در برابر یون
های  داد در حالی که آنزیم آزاد نسبت به حضور یون خود نشان

فلزی حساس بود و با افزایش غلظت آنها کاهش فعالیت آنزیم 
دلیل حضور  شده به تر بود. این پایداری بالای آنزیم تثبیت محسوس
با تثبیت آنزیم مرگوئینسس  هماییهای کیتوزان است.  نانوذره
از آن برای تشخیص آلودگی های طلا  فسفاتاز روی نانولوله آلکالین

ها حاکی از آن بود که  محیط به فلزات سنگین استفاده کرد، بررسی
های فلزات سنگین  شده به یون حساسیت کمتر آنزیم تثبیت

های طلا باشد که باعث انتشار  دلیل سطح نانولوله تواند به می
های دوظرفیتی را به عقب  توانند یون شوند که می بارهای مثبت می

نند و در نتیجه یک محیط کوچک که دارای غلظت یونی کمتری برا
چنین نقش حفاظتی ممکن  .[34]است را در اطراف آنزیم ایجاد کنند

های طلا روی آنزیم و نیز محدودیت  دلیل پوششی از نانوذره است به
  .[38 ,33]انتشار باشد

ی فعالیت توجه قابلطور   به +Fe2 و +Mn2های  یون در این پژوهش
مولار فعالیت  میلی۱۰طوری که در غلظت  به آنزیم را افزایش دادند،
در غلظت ، شده به بیش از دوبرابر رسید آنزیم آزاد و تثبیت

فعالیت اولیه آنزیم  +Fe2و  +Mn2های  مولار از یون میلی۱۰
در حالی که فرم % مقدار اولیه بود ۳۵۲و  ۱۶۶ترتیب در حدود  به

اش (حدوداً  فعالیت اولیه %٢٣١و  ١٥٠ترتیب حدود  شده به تثبیت
های مربوط به اثر منگنز و آهن  دوبرابر کمتر از حالت آزاد) بود. یافته

شده در مورد ماهیان  بر فعالیت آنزیم پروتئاز با مطالعات انجام
پنائوس و میگوی  [40]کمان آلای رنگین ، قزل[39]کلیکای معمولی

های  یونی در حضور اثر مهاری قو همخوانی داشت. [3]وانامی Cu2+ ،Zn2+ ،Cd2+ ،Hg2+ ،Co2+  وNi2+  اثر مهاری ضعیفی در و
مولار از  میلی۱۰در غلظت  .مشاهده شد +Kو  +Naهای  حضور یون

و  ۶۲ترتیب در حدود  فعالیت اولیه آنزیم به +Naو +Kهای  یون
ترتیب حدود  شده به در حالی که فرم تثبیت% فعالیت اولیه بود ۷۶
% بیشتر از حالت آزاد) را ٢٥اش (حدوداً  % فعالیت اولیه٩٠و  ٨٨

 ثیرات +Kو  +Naی مانند تیظرف  تکهای  کرد. بنابراین یون حفظ می
ها  وقتی که غلظت این یون و کاهش فعالیت آنزیم دارند برناچیزی 

شده  مولار باشد فعالیت آنزیم آزاد و تثبیت میلی١٠بین صفر تا 
، +Cu2های  مولار از یون میلی۱۰، در غلظت کند تغییر چندانی نمی Zn2+ ،Cd2+ ،Hg2+ ،Co2+  وNi2+ ترتیب  فعالیت اولیه آنزیم به

شده  در حالی که فرم تثبیت% بود ۲۹و  ۲۶، ۲۰، ۱۸، ۱۵، ۶حدود 
اش (حدوداً  % فعالیت اولیه٦٤، ٦٣، ٦١، ٥٥، ٥٠، ٤٠حدود ترتیب  به
کرد. چنین نتایجی در  % بیشتر از حالت آزاد) را حفظ می۳۵

ماهی نیل ، [40]کمان آلای رنگین قزل ،[39]ماهیان کلیکای معمولی
  نیز گزارش شد. [3] پنائوس وانامیو میگوی  [41]تیلاپیا
جریان الکترون در یک سوبسترا یا آنزیم را توانند  های فلزی می یون

طور موثری واکنش کاتالیزشده توسط  طوری که به تغییر دهند به
های  های فلزی ممکن است به گروه آنزیم را کنترل نمایند. یون

کربونیل و آمین زنجیره اصلی متصل شوند، اما اتصال ویژه از طریق 
اسیدآسپارتیک   سیلاتویژه گروه کربوک زنجیره جانبی اسیدآمینه به

و اسیدگلوتامیک و حلقه اتم نیتروژن اسیدآمینه هیستیدین انجام 
های فلزی  های جانبی برای اتصال یون شود. از دیگر زنجیره می
توان به تریپتوفان (ایندول)، سیستئین (تیول)، میتونین  می

(گوگرد)، سرین (هیدروکسیل)، ترئونین (هیدروکسیل)، تیروزین 
سپاراژین و گلوتامین (بنیان آمیدی) اشاره نمود. محیط (فنول)، آ

الکترواستاتیک در جایگاه فعال آنزیم یک عامل عمده برای هدایت 
های  سوبسترا به جایگاه اتصال در جهت صحیح خود است که یون

توانند در این روند دخالت کرده و در نتیجه در مکانیزم  فلزی می
  .[42]عمل آنزیم تغییر ایجاد کنند

  
  گیری نتیجه

شده نسبت به همتای آزادش پایداری  در این پژوهش آنزیم تثبیت
حفظ پایداری داد،  های فلزی از خود نشان می بالاتری نسبت به یون

های فلزی بیانگر کارآیی  های بالا یون شده در غلظت آنزیم تثبیت
بالا روش تثبیت در حفظ پایداری و فعالیت آنزیم تثبیت شده 

های  لحاظ کاربرد در صنایع مختلف و سنجش آلودگیاست که به 
  محیطی بسیار ارزشمند است.
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