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خالص سازی و تثبیت آنزیم لاکتوپراکسیداز استخراج شده از شیر شتر                       
توسط آلژینات سدیم
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 چکیده  
زمینه مطالعه: لاکتو پراکسیداز آنزیمی از خانواده اکسیدوردوکتاز می باشد؛ که عامل مهم ضد باکتری محسوب می گردد. بدین علت بعنوان 
نگهدارنده مواد غذایی و آرایشی بهداشتی کاربرد دارد. تثبیت لاکتو پراکسیداز مزیت های زیادی از قبیل، جدا سازی آسان،کاهش هزینه تولید 
از طریق به کار گیری مجدد و نیز کنترل اثر آنزیم دارد. هدف: خالص ســازی و تثبیت آنزیم لاکتوپراکســیداز اســتخراج شده از شیر شترتوسط 
 100 -G پلیمر آلژینات سدیم. روش کار: در این پژوهش آنزیم لاکتوپراکسیدازی با استفاده از کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون با ستون سفادکس
و کروماتوگرافی تعویض یونی با ستون کربوکسی متیل سفادکس  C-50 از شیر شتراستخراج وخالص سازی شد. سپس با استفاده از آلژینات 
سدیم، گلیسرول وتوئین 80  انکپسوله گردید. کارآئی ریز پوشانی محاسبه گردید و اندازه ذرات ونحوه پراکنش آن ها توسط دستگاه پارتیکل سنج 
اندازه گیری شد. مرفولوژی ذرات و مشاهده میکروکپسول ها تشکیل شده با استفاده از میکروسکوپ الکترونی روبشی )SEM( مورد بررسی قرار 
گرفت. پایداری آنزیم محلول و انکپسوله شده در دمای oC 4 طی 70 روز مورد بررسی قرار گرفت. نتـایـج: پس از خالص سازی و تعیین خلوص 
توسط SD-SPAGE غلظتی معادل µg/ml 0/28 برای هر یک از فراکسیون ها بدست آمد.همچنین کارآئی ریزپوشانی 84% تعیین و کپسول هایی 
کمتر از nm 200 تشکیل شد. در بررسی بامیکروسکوپ الکترونی روبشی نشان داده شد که میکروکپسول ها دارای سطحی نسبتاً صاف، کروی 
دارای بهم چسبیدگی کم می باشند. پایداری لاکتوپراکسیداز انکپسوله درعرض 70 روز 81%  بدست آمد. نتیجـه گیـری نهایی: روش انکپسوله کردن 

آنزیم لاکتوپراکسیداز استخراج شده از شیر شتر توسط آلژینات سدیم روشی مناسب برای افزایش کارآئی آنزیم می باشد.

 واژه های کلیدی: آلژینات، تثبیت آنزیم، انکپسوله کردن، لاکتوپراکسیداز

مقدمه
شــیر شــتر با دارا بودن بیواکتیو ها نظیر لاکتوفرین و لاکتو پراکســیداز و 

 Whey Acidic برخی ترکیبات خاص نظیر پروتئین اســیدی آب پنیــر

Proteinر)WAP( و پپتید های شــبه انسولینی همچنین بدلیل فقدان بتا 

دو لاکتوگلوبولین می تواند بعنوان غذای فراســودمند محســوب گردد. این 

محصــول مهم دارای بیو اکتیو هایی اســت که هر کدام بنوبه خود بســیار 

بــا ارزش بــوده و عملکرد بیولوژیکــی خاصی دارند )8(. لاکتو پراکســیداز 

بیو اکتیوی اســت بــا کارایی ضد میکروبی که بعنــوان نگهدارنده طبیعی 

کاربرد زیادی دارد. لاکتوپراکســیداز پلی پپتیدی با 612 اسید آمینه و وزن 

ملکولی حدوداً KD 78 بوده که نقطه ایزوالکتریک آن برابر 9/6 می باشــد. 

لاکتوپراکســیداز از آنزیم های مقاوم به حرارت است که به عنوان شاخص 

پاستوریزاســیون محســوب می گردد دارای یک گروه هــم )آهن( و حدود 

10% کربوهیدرات می باشــد )10(. سیستم ضد میکروبی لاکتوپراکسیداز، 

با افزایش دو ترکیب فعال کننده تیوســیانات و پراکســید هیدروژن اعمال 

می گردد. لاکتوپراکسیداز، تیوسیانات را در حضور پراکسید هیدروژن اکسید 

می کند و به این ترتیب هیپوتیوسیانات باخاصیت ضدمیکروبی قوی تولید 

می گردد، این ترکیب با SH پروتئین های باکتریایی پیوند برقرار کرده و اثر 

بازدارندگــی خود را بر ویروس ها، قارچ ها و باکتری ها اعمال می نماید )10(. 

مقایسه توالی اسید های آمینه آنزیم لاکتوپراکسیداز انسان با لاکتوپراکسیداز 

گاو، گاومیش، گوسفند، بز و شتر نشان داد که تشابه ای حدوداً 85% وجود 

دارد واین در حالی اســت که این مقایســه در بین حیوانات به استثنای شتر 

نشان می دهد که بین 95 تا 98% تشابه وجود دارد بنا براین لاکتوپراکسیداز 

شتر با سایر حیوانات تفاوت دارد )19(.

جهت افزایش کارائی آنزیم ها از  تکنیک تثبیت آن ها استفاده می کنند. 

دو مزیت اصلی تثبیت آنزیم جداســازی آســان از محصولات و اســتفاده 

Cross-( مجدد از آنزیم می باشــد. بطور کلی از سه روش اتصال با حامل

 Cross-linking( تثبیت با اتصال پل های عرضی ،)linking method

method( و بــدام انداختــن )Entrapping method( می تــوان برای 

تثبیت آنزیم ها استفاده نمود. انکپسوله کردن لاکتوپراکسیداز توسط آلژینات، 

روش سوم تثبیت آنزیم ها می باشد )2(. آلژینات یک صمغ هترو پلی ساکارید 

خطی است که در دیواره سلولی و فضای بین سلولی جلبک قهوه ای یافت 

می شود و قابلیت انعطاف و استحکام ساختمانی را برای گیاه فراهم می کند. 

از نقطه نظر ســاختمانی آلژینات ها از واحد های اســید - مانورونیک )M( و 

اسیدL - گلوکونیک )G( تشکیل شده اند که از طریق پیوندهای گلیکوزیدی 
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به یکدیگر متصل شــده اند آلژینات یک بیو پلیمر ارزان، در دسترس و غیر 

سمی و مؤثر در حذف آلاینده ها از محیط آبی می باشد. این بیو پلیمر بدلیل 

داشتن ویژگی های چون تجزیه پذیری زیستی، خصوصیات هیدروفیلیکی 

و ماهیت طبیعی بیشتر مورد توجه قرار گرفته و از آن در جهت حذف رنگ 

و برخی فلزات سنگین استفاده شده است )13( بدلیل اهمیت ضد باکتریایی 

لاکتوپراکسیداز استفاده از آن بعنوان نگهدارنده طبیعی موارد غذایی مطرح 

می باشــد. لذا جهت نگهــداری و فعالیت بهینه آنزیم انکپســوله کردن آن 

می تواند حائز اهمیت باشد.

مواد و روش کار 
مواد مورد اســتفاده: شیر شــتراز شتر تک کوهانه بوم شناخت ترکمن 

 ،)AppliChem  اســتان گلستان(، مواد  تترا متیل بنزیدین )از شــرکت(

آلژینات کلسیم )از شرکت Fluka(، کلرید سدیم ، کلرید کلسیم ، سولفات 

آمونیوم، پراکســید هیدروژن 3%، گلیسرین، دی متیل سولفوکساید، اسید 

کلریدریک، توئین 80، تریس، گلیسین، آمونیوم پرسولفات، سدیم دودسیل 

سولفات، نیترات نقره، کربنات سدیم، متانول و از شرکت مرک آلمان تهیه 

شــدند. آلبومین سرم گاو، ســفادکس-C 50 ، سفادکس  G-100، آکریل 

آمید، بیس آکریل آمید ازشرکت سیگما آلدریچ تهیه شدند.

اســتخراج و خالص ســازی آنزیــم لاکتو پراکســیداز: در این تحقیق 

لاکتوپراکسیدازی بر اساس روش تغییر یافته )14(، از شیر شتر بوم شناخت 

ترکمن  استخراج، خالص سازی گردید. بطور خلاصه پس از چربی زدادیی 

وجدا سازی کازئین از آب پنیر و صاف کردن بمنظور کروماتوگرافی تعویض 

یونی از رزین ســفادکس ســیCM sephadex  C-50( 50( و ستونی به 

ابعاد )cm 3 ×10(  و برای ژل فیلتراســیون از ســفادکس G- 100 استفاده 

 )pH=6/8 ( 10 با mM گردید. عمل متعادل ســازی با بافر فسفات ســدیم

انجام گرفت. در کروماتو گرافی تعویض یونی جمع آوری فراکســیون های 

حاوی پروتئین های با شستشــو توسط بافرفســفات سدیم محتوی مقادیر 

مختلف کلرید ســدیم )M 0/2 تا 1( انجام شــد. میزان خلوص پروتئین در 

فراکســیون های جمع آوری شــده به روش SDS-  PAGE بررسی گردید. 

از رنــگ آمیزی نیترات نقره برای دیــدن باند حاوی پروتئین در ژل آکریل 

آمیــد 12/5% اســتفاده گردید. به منظور تأیید وجود لاکتوپراکســیداز از در 

فراکسیون ها، از آزمایش واکنش رنگی لاکتوپراکسیداز با تترا متیل بنزیدین 

)TMB( استفاده شد.

ســنجش فعالیت و بررسی ســنتیک آنزیم لاکتو پراکسیداز: سنجش 

فعالیت آنزیم بر اساس روش تغییر یافته )4( انجام گرفت. لاکتوپراکسیداز در 

)tetramethylbenzidine-_5 ,5 ,_3 ,3( حضورپراکســید هیدروژن با

ر TMB واکنش رنگی نشــان  ایجاد می نماید. برای انجام آزمایش مقدار

ml 1،رTMBmmol 2 به مقدار µl 300 نمونه اضافه شــد. با اضافه کردن 

مقــدار µl 500 پراکســید هیــدروژن )0.3mMا-H2O2( شــرایط انجام 

واکنــش فراهم می گــردد. پس از 5 دقیقه انکوباســیون در oC 37 با اضافه 

کردن مقدار µl 500 اسیدســولفوریک 2N واکنش متوقف شده، پس از 10 

دقیقه انکوباسیون در این شرایط جذب در طول موج 450nm اندازه گیری 

شد. در این ســنجش از )HRP )Horseradish Peroxidase به عنوان 

کنترل مثبت استفاده گردید. یک واحد )U 1( فعالیت آنزیم لاکتوپراکسیداز، 

مقــدار آنزیمی اســت کــه اکسیداســیون µmol/min 1 از سوبســترای 

 cm-1( 6 در محصول رنگی pH 25 و oC تترامتیــل بنزیدین را در دمــای

ε= 59000 M-1( کاتالیز می کند. جهت بررســی سنتیک فعالیت آنزیم از 

غلظت های مختلــف )mM 0/1 تا 2/5(اTMB، در برابر مقدار مشــخص 

آنزیم )50µg آنزیم( استفاده گردید. سنتیکی آنزیم-)Km, Vmax( فعالیت 

آنزیم در برابر غلظت های مختلف TMB  سنجش شد. بر پایه ]S[/1)عکس 

 )Linewear-Burk( 1  منحنی لینوبور- بــرک/]V[ و )غلظت سوبســترا

رسم گردید.

تهیه محلول لاکتوپراکسیداز -آلژینات: لاکتوپراکسیداز درحجم نهایی 

0/2% و نیز آلژینات سدیم در حجم نهایی0/2% استفاده گردید. بدین منظور 

لاکتوپراکســیداز محلول در بافر فســفات mM 200 با PH 6/5  بتدریج در 

 850rpm( دمای محیط به محلول آلژینات افزوده و با همزدن در شــرایط

-  بمدت 30 دقیقه و درجه حرارت 25oC( محلول لاکتوپراکسیداز -آلژینات 

تهیه گردید.

تهیه محلول گلیســرول-توئین 80 : برای تهیه میزان 25% حجمی/ 

حجمی گلیســرول و W/W %4توئین80 ) بعنوان سورفاکتانت( مخلوط و 

بمدت 15 دقیقه با اســتفاده از حرارت مرطوب تا oC 70 حرارت داده شــد و 

جهت استفاده، دمای محلول به دمای اتاق رسانیده شد.

تهیــه امولســیون: برای تهیه امولســیون ،محلول لاکتوپرکســیداز- 

 rpm-750 ( آلژینات تهیه شده با استفاده از همزن مغناطیسی هم زده شده

- درجه حرارت oC 25( به تدریج به محلول گلیسرول-توئین 80  افزوده و 

در شرایط ) rpm-950 - درجه حرارت oC 25 - 45 دقیقه( هم زده شد.

تثبیــت توســط یــون کلســیم یــک درصد: محلــول کلرید کلســیم  

)CaCl2.6H2O( بــا غلظــت یــک درصد W/V تهیه وبــه آرامی )قطره 

قطره(  داخل ml 100 امولســیون چکانده شد. بعداز مدت 45 دقیقه )950-

rpm - درجــه حرارت oC 25( که محلول حاصل هم زده شــد، 60 دقیقه 

فرصت داده می شود تا کپسول های آلژینات کلسیم در کف رسوب نمایند، 

بعد از صاف کردن کپسول ها با اتانل شستشو داده شدند. سپس کپسول ها 

توســط سانتریفوژ )rpm 1500( بمدت 10 دقیقه جمع آوری شدند. در آخر 

کپسول ها تهیه شده سه بار با سرم فیزیولوژی شستو وتا قبل از استفاده در 

دمای oC 4 نگهداری شدند.

بررســی کارآئی ریز پوشــانی: مقدارلاکتوپراکســیداز قبــل و پس از 

انکپسوله شــدن بااســتفاده از روش برادفورد، اندازه گیری شد. جذب تمام 

نمونه ها در طول موج nm 595 با اســتفاده از دســتگاه اســپکتروفتومتری 
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شــد.  اندازه گیری   )Japan-28D96741-160A-SHIMADZU-uv(

ازآنجایــی که درایــن روش جهت تعیین مقدار پروتئین، آلژینات کلســیم 

تداخل نموده ودارای جذب می باشــد، درتعیین مقدار،جذب یک محلول از 

کپسول آلژینات بدون لاکتوفرین باغلظت مشابه )شاهد( نیزخواند می شود 

و جذب شاهد از جذب محلول نهایی پس از انکپسوله شدن کسر می گردد. 

برای محاسبه بازده مقادیر پروتئین موجود در محلول اولیه )قبل از تشکیل 

محلول( و میزان پروتئین باقی مانده در محلول ناشی از شتشوی نهایی در 

نمونه وشاهد اندازه گیری گردید. جهت افزایش صحت و دقت آزمایش سه 

تکرا شد. جهت محاسبه کارآئی ریز پوشانی از معادله 1 استفاده گردید.

 E% = C-1 C0/C100 × 1 معادله 1 

در ایــن معادلــه E کارآئی ریز پوشــانی لاکتوفریــن، C1 و C0 مقدار 

پروتئین موجود در محلول قبل و بعد از فرآیندانکپســوله کردن بر حســب 

میکروگرم در میلی لیتر می باشد.

تعیین اندازه ذرات ونحوه پراکنش آن ها: اندازه کپســول ها و فراوانی 

 Particle Size( هریک ازآن ها بااستفاده ازدستگاه اندازه گیری قطر ذرات

Analyser( مــدل )SALD-2101 SHIMADZU Japan-( تعییــن 

 Milli Q Millipore( گردید. بدین منظور کپسول ها در آب یونزدایی شده

USA(  باضریــب هدایــت µs 0/054 پراکنده و نتایج براســاس قطرحجم 

میانگین گزارش گردید.

تعیین مرفولوژی ذرات و مشاهده ریز ساختار تشکیل شده با استفاده 

از میکروسکوپ الکترونی روبشی )VP Germany 1450 LEO(: جهت 

تعیین مرفولوژی ذرات ومشاهده شکل ظاهری نانوکپسوله ای ایجاد شده از 

میکروســکوپ  SEM استفاده گردید. استاب نمونه ها پس از آماده سازی و 

پوشش به اتاقک نمونه تحت خلاء منتقل شدند. مشاهده کپسول ها بوسیله 

تابش الکترونی با ولتاژ Kv 20 انجام گرفت و تصویر بر اساس شعاع الکترونی 

برگشتی از نمونه ها بدست آمد. بدین منظور پس از آماده سازی کپسول های 

 W/W  %0/09 شسته شده در مرحله نهایی توسط سرم فیزیولوژی همراه

گلیســرول استریل دو بار )ســانتریفوژ rpm 1000، 10 دقیقه( و در مرحله 

آخر شتشو با آب مقطر فاقد یون استریل دو بار انجام گرفت سپس تثبیت 

ذرات با گلوتارالدئید 2% انجام گرفت. نمونه ها بر روی یک استاب آلومنیومی 

 12 mm پوشــیده شــده با لایه ای از کربن به قطر )SC 7620 England(

پخش و بوسیله یک لایه نازک رسانا از جنس طلا و پالادیم بمدت پوشش 

داده شدند.

بررسی پایداری آنزیم لاکتوپراکسیداز محلول و انکپسوله در زمان های 

مختلف: بدین منظور محلول لاکتوپراکســیداز و لاکتوپراکسیداز انکپسوله 

بمدت 70 روز در دمای oC 4 گردید طی این مدت با فاصله زمانی 10  روز،  

فعالیت آنزیم لاکتوپراکسیداز در هر دو محلول با استفاده از واکنش رنگی با 

TMB مورد ارزیابی قرار گرفت. 

نتایج
نتایــج حاصــل از خالص ســازی لاکتو پراکســیداز: نتایــج حاصل از 

ســنجش پروتئین در فراکشن ها استخراج شده با استفاده از کروماتوگرافی 

ژل فیلتراســیون برروی  ســفادکس G-100 ) تصویر 1( نشــان داد که در 

می توان از فراکســیون های 18 تا 38 برای انجام مراحل بعد استفاده نمود. 

نتایج حاصــل از SDS_PAGE و نیز واکنش رنگی با TMBخالص بودن 

 M لاکتو پراکســیداز را در فراکسیون های جمع آوری شده با غلظت نمکی

0/8 و 0/9 نشان داد همچنین غلظتی معادل µg/ml 0/28 برای هر یک از 

فراکسیون ها بدست آمد )تصویر 1(.

نتایج حاصل از تعیین pH اپتیمم فعالیت لاکتوپراکسیدازنشان داد که 

بیشترین فعالیت آن در حضور بافر فسفات سدیم با  pH 6 می باشد.

نتایــج حاصــل از ســنجش فعالیت و بررســی ســنتیک آنزیــم لاکتو 

-mlبــرای آنزیم محلول بــه ترتیت Km و Vmax پراکســیداز: مقــدار

0/1µmol045-1minو-0/1mM57 و برای آنزیم بدست آمد )تصویر2(.

تثبیت لاکتوپراکسیداز در آلژینات سدیم

 SDS-PAGE تصویــر 1. تصویــر ژل پلــی آماید حاصل الکتروفورز  از با اســتفاده از
نتایــج حاصــل  از خالص ســازی لاکتو پراکســیداز، وجود  باند حــدوداً KD 80 در  

فراکسیون های مختلف.

تصویر 2. نمودار  لینویور- برک آنزیم لاکتوپراکسیداز در حضورغلظت های مختلف   
.TMB
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نتایج حاصل از تعیین pH اپتیمم فعالیت لاکتوپراکسیدازنشان داد که 

 6  pH 100 و mM بیشــترین فعالیت آن در حضور بافر فســفات ســدیم

می باشد.

نتایج حاصل از انکپسوله کردن لاکتو پراکسیداز: بررسی نتایج حاصل 

از تشکیل میکروکپسول هاو نتایج حاصل از کارآئی ریز پوشانی و مدت زمان  

نگهداری آنزیم بیان کننده این مطلب است که روش مورد استفاده روشی 

 200 mic مناسب بوده و توانسته است کپسول هایی با اندازه ذرات کمتر از

ایجاد نماید. 

نتایج حاصل ازکارآئی ریز پوشانی نشان داد که بازده 84% می باشد.

تعیین مرفولوژی ذرات و مشاهده ریز ساختار تشکیل شده با استفاده 

از میکروسکوپ )SEM(: نتایج نشان داد که قطر کپسول های تشکیل شده 

کمتر از µm 200، ســطح کپسول ها نســبتاً صاف، با بهم چسبیدگی کم و 

دارای شــکلی نسبتاًً کروی می باشــند )تصویر 3(. باتوجه به نتایج به دست 

آمده ازآزمایشــات می توان نتیجه گرفت که پلیمر آلژینات حاملی مناسب 

برای تثبیت آنزیم لاکتو پراکسیداز می باشد. زیرا آلژینات یک پلیمرطبیعی 

اســت که فاقد هرگونه مواد سمی می باشد و تأثیری بر روی ساختار آنزیم 

ندارد. تثبیت آنزیم اجازه اســتفاده مکرر ازآنزیم و جداســازی راحت آنرا از 

محیط واکنش، داد. فعالیت آنزیم انکپسوله شده در PH 6 به حداکثر رسید. 

آزمایش ها نشان داد که این بیوکاتالیست تثبیت شده با آلژینات سدیم تا70 

روز پس از نگهداری در oC 4 توانسته است 81% فعالیت خود را حفظ نماید 

در این در حالی است که با این شرایط تنها 20% فعالیت آنزیم بدون تثبت 

شدن، حفظ شده است )تصویر 4(. 

بحث 
شــیر شــتر در نقاطــی از دنیــا دارای اهمیت اقتصادی زیادی اســت. 

بیو اکتیو های شیر نظیرلاکتوفرین و لاکتوپراکسیداز و ایمونوگلوبولین ها به 

میزان قابل توجه ای درقســمت آب پنیری شیر یافت می شوند. فدراسیون 

جهانی محصولات لبنی توصیه می کند که از سیستم LPOS برای نگهداری 

شــیر خام بمنظــور افزایش کیفیت حمل و نقل و بــرای کنترل باکتریایی 

بیماریزای ایجاد کننده اســپور در شیر پاســتوریزه استفاده شود. همچنین 

اســتفاده از این سیســتم برای افزایش کیفیت فرمولاســیون شیر خشک 

کودکان، آب میوه، آب سبزیجات بسته بندی گوشت نیز توصیه شده است 

)13،22(. اســتفاده از این سیستم هیچگونه اثر منفی بر روی خواص ارگانو 

لپتیکی و خواص فیزیکو شیمیایی مواد غذایی ایجاد نمی نماید. انکپسوله 

کردن آنزیم روشی برای افزایش کارآئی آن می شد. 

 در ایــن مطالعه که در نوع خــود برای اولین بار انجام می گیرد، جهت 

خالص سازی لاکتوپراکسیداز از روش کروماتوگرافی تبادل یونی با استفاده از 

رزین کربوکسی متیل سفادکس C-50  و نیز کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون 

با ستون ســفادکس G- 100 اســتفاده گردید. گروه های کربوکسی متیل 

)CM(اCarboxy Methyl دارای بار منفی می باشند که به پروتئین با بار 

مثبت متصل می شوند. از آنجا ئیکه لاکتوپراکسیداز دارای بار مثبت است به 

این رزین متصل شده و در غلظت های مختلف نمکی می توان این اتصال را 

جدا نمود. از سایر روش ها کروماتو گرافی تمایل یونی توسط آگارز هپارین 

)heparin-)agarose affinity chromatography و نیز روش های 

ژل فیلتراســیون )gel filtration(، کروماتوکرافی تبادل یونی و ســپس 

استفاده از ژل فیلتراسیون نیز برای خالص سازی لاکتوپراکسیداز می توان 

اســتفاده نمود. Elagamyand و Ruppanne در ســال 1999 از روش 

تبادل یونی توســط کربوکسی متیل سلولز جهت خالص سازی لاکتوفرین 

 0-1 M ولاکتوپراکسیداز از شیر شتر استفاده کرده اند .آن ها از گرایان های

 Kinkadeand .)5(کلرید سدیم برای جداسازی لاکتوفرین استفاده کردند

و kendarmiller در ســال 1976از کربوکســی متیل ســفادکس برای 

خالص سازی لاکتوپراکســیداز استفاده نموده و نتایج خوبی بدست آوردند 

)Bolori Moghaddam .)12 و همکاران در ســال 2012 با اســتفاده از 

کروماتوگرافی تبادل یونی با اســتفاده از رزین کربوکســی متیل سفادکس 

 100 -G 50 و نیز کروماتوگرافی ژل فیلتراســیون با ســتون سفادکس-C

تصویر3. تصویر SEM ازیک میکروکپسول آلژینات حاوی آنزیم لاکتوپراکسیداز. 

 4 oC تصویر4. نمودار پایداری آنزیم لاکتوپراکســیداز محلول و انکپســوله در دمای
در زمان های مختلف. 
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لاکتوپراکسیداز شیر شتر را خالص نمودند که با نتایج این تحقیق همخوانی 

دارد. ایــن محققیــن پس از خالص ســازی اثر لاکتوپراکســیداز را بر روی 

باکتری استافیلوکوکوس اورئوس مورد بررسی قرار دادند )3(.

نتایــج تحقیق حاضر با نتایــج این محققین هم خوانــی دارد. پس از 

خالص ســازی ســنتیک فعالیت آنزیم )Km,Vmax( در برابر غلظت های 

مختلف TMB سنجش شد.  کیلومتر یک آنزیم، نشان دهنده تمایل آنزیم 

به سوبستراست. بدیهی است هرچه کیلومتر یک آنزیم کوچکتر باشد، این 

آنزیم به غلظت کمتر سوبســترا در محلول حساس تر است. و همینطو ر از 

این طریق می توان به وجود سوبستر ای مناسب بر ای هر آنزیم پی برد  )21(. 

آنزیم لاکتوپراکسیداز استخراج شده  با استفاده از آلژینات سدیم، گلیسرول 

وتوئین 80  انکپســوله گردید. امکان تثبیت آنزیم ها با حامل های مختلف 

توسط روش های، مختلفی صورت می گیرد. معمولًا ارجحیت با روشی است 

کــه کمترین صدمه را به آنزیم وارد می نماید و در این میان سیســتم ها یی 

با ســهولت و امنیت بیشتر و هزینه کمتر ایده آل می باشند )17(. در تثبیت 

آنزیم ها، پلیمر مورد استفاده می بایست غیر سمی باشد و پلیمرهای طبیعی 

از این نظر مناسب ترند. علاوه بر آن طبیعی بودن منبع تهیه این پلیمرها، 

امکان دستیا بی به آن ها را راحت تر می کند )7(. یکی از پلیمرهای طبیعی که 

برای عمل تثبیت آنزیم مناسب می باشد آلژینات است. نتایج بدست آمده از 

تحقیق حاضر نشان داد که از آلژینات که کربوهیدراتی مناسب برای استفاده 

در سیستم های بیولووژیک است می توان بخوبی برای تثبیت آنزیم لاکتو 

پراکسیداز استفاده نمود. از آلژینات برای تثبیت آنزیم های دیگر نیز استفاده 

شــده اســت )24(. آلژینات خواصی مانند قوام دهندگی، تعلیق، تشــکیل 

فیلــم، تثبیت، تولید ژل و پایدارســازی امولســیون را دارد )در این تحقیق 

همچنین جهت ایجاد استحکام بهتر کپســول های تشکیل شده از کلرید 

کلسیم  استفاده شد تا پیوند متقاطع القا شود )Olivas .)18 و همکاران در 

سال 2008 اعتقاد دارند که فیلم های های آبدوست آلژینات، عایق ضعیف 

رطوبت هستند اما استفاده از کلسیم در فرمول، نفوذپذیری به بخار آب این 

فیلم هــا را کاهش داده و آن ها را در آب نامحلول می ســازد )16(. همچنین 

در مطالعه حاضر جهت بهبود خواص فیزیکی کپسول های تشکیل شده از 

گلیسرول و توئین 80 استفاده گردید. نرم کننده ها )پلاستی سایزرها( جهت 

اصلاح خواص فیزیکی و مکانیکی به کار رفته و موجب کاهش شکنندگی، 

پیوندهای هیدروژنی بین زنجیره های پلیمر و افزایش فضاهای بین ملکولی 

آن ها می شــوند )20(. نتایج حاصل از بازده  تشــکیل کپسول هایی با سطح 

نسبتاًً صاف، شکلی کروی و بهم چسبیدگی کم و نگهداری آنزیم در طول 

زمان  نشــان داد که از این روش بخوبی می توان برای انکپســوله نمودن و 

تثبیت آنزیم لاکتوپراکســیداز استفاده نمود. Ye و همکاران در سال 2000 

برای تهیه پوشش های ضد باکتریایی بمنظور استفاده در بسته بندی گوشت 

قرمز،گوشت مرغ و ماهی از لاکتو پراکسیدا تثبیت شده بر روی فیلم آلژینات 

استفاده نمودند )Jafary .)23  و همکاران در سال 2013 از پلمر پلی آلانین 

که توسط گلوتارآلدئید فعال شــده بود برای تثبیت آنزیم لاکتو پراکسیداز 

اســتفاده نمودند. در این روش میزان بــازده را 91% برآورد نموده همچنین 

آنزیم پس از 60 روز بعد از تثبیت توانســته است 80% کارآئی خود را حفظ 

نماید )11(. در مقایسه این تحقیق با مطالعه انجام گرفته، بازده 84% وآنزیم  

تا70 روز پس از نگهداری در oC 4 توانسته است 81% فعالیت خود را حفظ 

 A و همکاران در سال 2007 از کونکاناوالین Miroliaei. )5 نماید )تصویر

همراه با سفارز 4Bا)4BاCCon A-Sepharose( برای تثبیت آنزیم لاکتو 

پراکسیداز استفاده نموده اند این محققین نشان دادند که با استفاده از روش 

یاد شده پس از 14 روز در دمای oC 4 ،60% از کارآئی آنزیم حفظ شده است 

)15(. همچنین Al-Baarri و همکاران در سال 2012 از ترکیبات مختلف 

 SP Sepharose Big Beads )BB-SP( and SP Sepharose, ســفارز

 CNBr active )SP-CNBR( )SPFF( SP Sepharose Fast Flow

برای  تثبیت لاکتو پراکسیداز استفاده نموده اند. تحقیق یاد شده نشان داد که 

از ترکیبات متفاوت می توان برای تثبیت لاکتوپراکسیداز استفاده نمود )1(. 

بطورکلی با انجام این مطالعه نتیجه گرفته می شود که روش انکپسوله کردن 

آنزیم لاکتوپراکســیداز توسط آلژینات سدیم را می توان یک روش سریع و 

ارزان و کاربردی دانســت که بدون نیاز به تجهیزات پیچیده آزمایشگاهی 

قابل انجام می باشد. این روش منجر به تسهیل و افزایش کاربرد آنزیم و نیز 

کاهش زمان انجام فرآیند تثبیت شده ، امکان استفاده چندین باره از آنزیم 

و افزایش قابل توجه در ماندگاری آنزیم را فراهم می آورد. 

تشکر و قدردانی
بدینوســیله از همکاری اعضاء محترم بخش تحقیقات دامپزشــکی و 

بیوتکنولوژی موسسه تحقیقات واکسن وسرم سازی رازی شعبه شمال شرق 

بخصوص سرکار خانم مجیدی تشکر و قدردانی می گردد.

تثبیت لاکتوپراکسیداز در آلژینات سدیم
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Abstract:
BACKGROUND: Lactoperoxidase is an enzyme of the oxidoreductase family. Lacto-

peroxidase is an important antimicrobial agent. Applications of lactoperoxidase are being 
found as a preservative in food and cosmetics. Immobilized LPO provides several signifi-
cant benefits such as: easily separated from the reaction products, reducing production 
costs by efficient recycling and control of the process. OBJECTIVES: Purification and im-
mobilization of lactoperoxidase extracted from camel milk using sodium alginate polymer.    
METHODS: The lactoperoxidase was purified from camel milk by using sephadex G-100 
gel filtration CM and sephadex C-50 ion-exchange chromatography. Encapsulation was 
carried out by using LPO, sodium alginate, glycerol and Tween 80. Afterward, the micro-
capsules were stablized by calcium ion (1%). Efficiency of encapsulation was calculated. 
The particle size and distribution were measured with particle size analyzer. Morphology 
and formation of the particles were studied  using Scanning Electron Microscope (SEM). 
Stability of encapsulated and uncapsulated  LPO was studied at 4 °C during 70 days.            
RESULTS: After purification and purity measurement by SD-SPAGE, concentration of 
0/28 micrograms per liter for each of the fractions was obtained. Microencapsulation ef-
ficiency was 84% and microcapsules  less than 200 nm were formed. Observation by SEM 
confirmed the formation of microparticles. Microcapsules have a relatively smooth sur-
face, spherical with low tenacity as well. Stability of encapsulated enzyme at 70 days was 
obtained 81%. CONCLUSIONS: Immobilization of Lactoperoxidase extracted from camel 
milk  using sodium alginate is a good method to increase performance of the enzyme.
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. The image of polyacrylamide gel electrophoresis results using SDS-PAGE, obtained from purification of lactoperoxidase, 
existence of approximately 80 kD a band in the different fractions.
Figure 2. Line weaver-Burk Diagram of lactoperoxidase in different concentration of TMB.

Figure 3. SEM image, one alginate microcapsules containing lactoperoxidase.

Figure 4. Diagram of lactoperoxidase solution and encapsulated stability in 4 °C at different times.


