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Abstract 
 

Enzymes, natural biocatalysts with high catalytic efficiency, are essential in numerous biological and 

industrial processes. However, their inherent instability and sensitivity to environmental conditions 

often limit their direct application. To overcome these drawbacks, various immobilization techniques 

have been developed to enhance enzyme stability, reusability, and operational performance. This review 

discusses the main immobilization strategies, including physical adsorption, covalent bonding, 

entrapment, and cross-linked enzyme aggregates (CLEAs), highlighting the advantages and limitations of 

each approach. Physical adsorption is simple and cost-effective but suffers from weak binding, whereas 

covalent attachment provides strong and stable enzyme support interactions under harsh conditions. 

Entrapment and encapsulation methods offer a protective microenvironment that helps maintain 

enzymatic activity, whereas CLEAs present a carrier-free system with improved stability and catalytic 

efficiency. In addition, several analytical and instrumental techniques are reviewed for the structural and 

functional characterization of immobilized enzymes, enabling the assessment of conformational changes, 

surface morphology, and thermal or chemical stability. In evaluating the efficiency of enzyme 

immobilization, several key parameters are employed to determine how the process affects enzymatic 

properties and overall catalytic performance. Likewise, thermal and pH stability tests assess the enzyme’s 

resistance to denaturation under extreme temperature or pH conditions, demonstrating how 

immobilization enhances structural rigidity and tolerance to environmental stresses. The kinetic 

parameters, namely the Michaelis–Menten constant (Km) and the maximum reaction velocity (Vmax), 

provide quantitative insight into changes in substrate affinity and catalytic turnover after immobilization. 

Overall, this review emphasizes that the rational selection of immobilization methods and support 

materials can significantly improve enzyme performance and durability, facilitating the development of 

robust and efficient biocatalysts for industrial and environmental applications. 
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مروری بر روش های تثبیت آنزیم و پارامترهای اساسی در ارزیابی 

 آنزیم تثبیت شده

 
 1مهدی آقایی

 2مهدی مقربی منظری

 

 چكيده

کنند. باا های طبیعی، نقش بسیار مهمی در فرآیندهای گوناگون زیستی و صنعتی ایفا میها به عنوان بیوکاتالیستآنزیم

کند. برای غلبه ها را محدود میلا نسبت به شرایط محیطی، اغلب کاربرد مستقیم آناین حال، ناپایداری ذاتی و حساسیت با

اند تا پایداری، قابلیت استفاده مجدد و عملکرد عملیاتی ها توسعه یافتههای مختلفی برای تثبیت آنزیمها، روشبر این کاستی

آنزیم شامل جاب  فیزیکای، اتلاال کووالانسای، باه  ها بهبود یابد. این مقاله مروری به بررسی راهبردهای اصلی تثبیتآن

جاب   .دهادهای هار روش را ماورد بحار قارار میپردازد و مزایا و محدودیتمی های آنزیمی متقاطعو تجمع اندازیدام

بارد. در مقابال، اتلاال صرفه است، اما از ضعف در قدرت پیوند بین آنازیم و پایاه رنای میبهفیزیکی روشی ساده و مقرون

شاود. کند که حتی در شرایط سخت عملیااتی نیاز حفای میکووالانسی پیوندی قوی و پایدار میان آنزیم و حامل ایجاد می

کنند که به حفای فعالیات زیساتی آن کما  سازی محیطی محافی برای آنزیم فراهم میاندازی و کپسولههای به دامروش

در ارزیابی  .دهندحامل، پایداری و کارایی کاتالیستی بالاتری نشان می بدون نیاز به متقاطع هایکند، در حالی که سیستممی

هاای آنزیمای و شاوند تاا تار یر تثبیات بار وی گیکار گرفتاه میکارایی فرآیند تثبیت آنزیم، پارامترهای کلیدی متعددی به

زان مقاومات آنازیم در برابار می pH های پایداری حرارتی و پایداری در برابرعملکرد کاتالیستی کلی مشخص شود. آزمون

دهناد کاه تثبیات نهوناه بار ساختی کنند و نشاان میارزیابی می pH تغییر ساختار یا دناتوراسیون را در شرایط شدید دما و

منتن و حاداکثر سارعت  - پارامترهای سینتیکی، شامل  ابت مایکل .گباردتر یر می ساختاری و تحمل آنزیم نسبت به تنش

دهناد. در می دقیقی از تغییرات میل ترکیبی آنزیم به بستر و باازده کاتاالیزوری پاز از تثبیات ارایاه میواکنش، دیدگاه ک

طور نشمهیری عملکارد تواند بههای تثبیت و مواد نههدارنده میدهد که انتخا  منطقی روشمجموع، این مرور نشان می

محیطی های کارآماد در کاربردهاای صانعتی و زیساتتالیساتها را بهبود بخشد و مسیر را برای توساعه بیوکاو دوام آنزیم

 هموار سازد.

 

 فعالیت آنزیم، پایداری آنزیمتثبیت آنزیم، تکنی  های تثبیت آنزیم،  واژه های کليدی:
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 مقدمه
ها کاتالیزورهای بیولوژیکی هستند که توسط آنزیم

های بیوشیمیایی شوند و واکنشهای زنده تولید میسلول

تسااهیل  پاابیری بااالا خااار را بااا راناادمان و گاازینش

کننااد و در هااا در شاارایط ملایاام عماال میکننااد. آنمی

. باا ایان (1)کاربردهای پزشکی و صنعتی متناوعی دارناد

هایی مانند تواند با نالشها میحال، استفاده عملی از آن

ناپایداری در شرایط صنعتی، غیر فعال شادن در حواور 

های بااالا و دشااواری بازیااابی حاالال هااای آلاای، هزینااه

هاای شود. لبا، برای غلبه بر ایان مواناع، تکنی محدود 

اند. پایدارسازی آنازیم باه پایدارسازی آنزیم توسعه یافته

هایی اشاره دارد که با هدف حفی یا ها و استرات یروش

افزایش فعالیت عملکردی، پایداری و طول عمر عملیاتی 

ها در شرایطی که معمولاً باعر غیرفعاال شادن یاا آنزیم

در کاربردهاای . (2)شاودشوند انجام مییون میدناتوراس

های سختی مانند ها اغلب در معرض محیطعملی، آنزیم

هااای آلاای یااا عواماال شاادید، حلال pHدمااای بااالا، 

توانااد منجاار بااه از گیرنااد کااه میپروتئولیتیاا  قاارار می

های پایدارسازی آنزیم دست دادن فعالیت شود. تکنی 

هاا را قاادر ت هساتند و آنزیمبه دنبال مقابله باا ایان ا ارا

هاای سازند تا کاارایی کاتاالیزوری خاود را در دورهمی

متعدد، تحات شارایط عملیااتی متناوع و در فرآینادهای 

. یاا  رویکاارد کلیاادی باارای (3)صاانعتی حفاای کننااد

ها پایدارسازی آنزیم، تثبیت است که شامل اتلال آنزیم

هاا ماتریز هاا در های جامد یا به دام انداختن آنبه پایه

تواند تغییرات شود. این اتلال فیزیکی یا شیمیایی میمی

ساااختاری آناازیم را محاادود کنااد، از باااز شاادن آن 

جلااوگیری کنااد و فرآیناادهایی ماننااد اتااولیز، تجمااع یااا 

تخریب پروتئولیتی  را مهار کند. به عنوان مثال، اتلال 

تواناد اساتحکام ها میای باه پایاهکووالانسی نناد نقطاه

اختار آنزیم را افزایش دهاد و آن را در برابار متلاشای س

تر کند. شدن ناشی از گرما یا عوامل دناتوره کننده مقاوم

هااا را از حملااه توانااد آنزیمعاالاوه باار ایاان، تثبیاات می

هااای پروتئولیتیاا  محافناات کنااد و میکروباای و آنزیم

. (1)تار افازایش دهادها را بیش طول عمر عملکردی آن

تثبیت مانناد اتلاال کووالانسای، جاب ، انتخا  روش 

کپسوله کردن یا پیوند عرضی مساتقیماً بار میازان تثبیات 

گابارد. باه عناوان مثاال، پیوناد عرضای حاصل تر یر می

تواناد شیمیایی یا اتلال به پلیمرهای محلاول در آ  می

مقاومااات در برابااار غیرفعاااال شااادن حرارتااای، ا ااارات 

افازایش دهااد.  هاای آلای یاا آساایب اکسایداتیو راحلال

انتخاا  اساترات ی  تکنیا  تثبیات و ماواد پایاه ماننااد 

پلیمرهای طبیعی مانند کیتوزان، پلیمرهاای ملانوعی یاا 

تواند وی گای هاای سانتیکی ذرات مغناطیسی معدنی می

آناازیم را تنناایم کنااد، پایااداری حرارتاای و شاایمیایی را 

بهبود بخشد و طول عمر عملیااتی را افازایش دهاد و در 

فرآیندهای بیوکاتالیستی را از ننر اقتلادی مقرون  نتیجه

. (5)محیطی پایاادارتر کناادتر و از نناار زیسااتبااه صاارفه

هدف اصلی این مقاله بررسی راهبردهای مختلف تثبیات 

آنزیم با تمرکز بر تر یر نوع روش تثبیت و ماهیت پایه بر 

پایااداری ساااختاری، فعالیاات کاتااالیزوری و طااول عماار 

هاااا اسااات. در ایااان راساااتا، مزایاااا و عملیااااتی آنااازیم

های متداول تثبیت، از جمله جب  های روشمحدودیت

سااازی و پیونااد فیزیکاای، اتلااال کووالانساای، کپسوله

مند تحلیل شده و نقش مواد پایاه صورت ننامعرضی، به

وی ه پلیمرهای طبیعی، پلیمرهای ملانوعی و مختلف، به

هااا مااورد هااای معاادنی، در بهبااود عملکاارد آنزیمحامل

تاارین بررساای قاارار گرفتااه اساات. افاازون باار ایاان، مهم

هااای مااورد اسااتفاده در شناسااایی و پارامترهااا و روش

شده، با هدف مقایسه کارایی و  های تثبیتارزیابی آنزیم

 (.6)ها، بررسی و تحلیل شده استپایداری آن

 
 روش های تثبیت آنزیم

 جب  فیزیکی
تثبیات  رین روشتترین و قادیمیجب  فیزیکی سااده

های غیرکووالانسی بین کنشآنزیم است که بر اساس برهم

هاا کنشگیارد. ایان برهمآنزیم و سطح حامال صاورت می

شااامل نیروهااای واناادروالز، پیوناادهای هیاادروفوبی ، 
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شاوند. پیوندهای هیدروژنی و تعاملات الکترواساتاتیکی می

در این روش، آنزیم به صورت مساتقیم روی ساطح حامال 

گیاارد و هاایی تغییاار شاایمیایی دایماای در ساااختار قاارار می

شود، بناابراین سااختار کانفورماسایونی و پروتئین ایجاد نمی

هاای . حامل(7)شاودجایهاه فعال آن به طور نسبی حفی می

توانناد شاامل ماواد مورد استفاده بارای جاب  فیزیکای می

عی معدنی مانند سیلیکا و آلومینا، پلیمرهای طبیعی یاا ملانو

های پلیمری، و حتی نانوذرات مانند سلولز، کیتوزان و رزین

باشند. انتخا  حامل بر اساس خلوصیات آنزیم، شامل باار 

سطحی، قطبیات و ساایز مولکاولی، و نیاز شارایط عملیااتی 

تارین مزایاای روش جااب  شاود. از مهامفرآیناد انجاام می

فیزیکاای ماای تااوان بااه سااادگی روش، هزینااه پااایین، انجااام 

یند در دمای محیط و شرایط ملایم و همچنین عادم نیااز فرآ

هاای شایمیایی پیچیاده اشااره کارد. به تجهیزات یاا واکنش

شده با این روش معمولاً فعالیات  علاوه بر این، آنزیم تثبیت

توانااد در برخاای کنااد و میکاتااالیتیکی خااود را حفاای می

کاربردهااا باارای ننااد نرخااه محاادود مااورد اسااتفاده قاارار 

هایی . با این حال، جب  فیزیکی دارای محادودیت(1)گیرد

است. اتلال آنزیم به حامل معمولاً ضعیف است و تغییرات 

pHتواند موجب جدا های آلی می، شستشو یا حوور حلال

هااای متخلخاال، شاادن آناازیم شااود. همچنااین، در حامل

تواند دسترسی سوبسترا به جایهاه محدودیت انتقال جرم می

دهد و سرعت واکنش را محدود سازد. لابا، فعال را کاهش 

جب  فیزیکای یا  روش تثبیات ملایام و کارآماد بارای 

شود که برای مطالعات آزمایشاهاهی، ها محسو  میآنزیم

بیوراکتورهای جریان پیوسته و کاربردهای صنعتی با نیااز باه 

تثبیت سریع و غیر دایمی مناسب است. درحاالی کاه، بارای 

ه نیااز باه پایاداری باالا و قابلیات مادت کا کاربردهای بلند

اسااتفاده مجاادد طااولانی دارنااد معمااولاً نیازمنااد اسااتفاده از 

   .(1)ها می باشدهای تثبیت شیمیایی یا ترکیبی از روشروش

 

 کپسوله کردن و به دام انداختن
بااه دام انااداختن و کپسااوله کااردن دو روش رایاای 

 تثبیت آنزیم هستند که در هار دو روش آنازیم در یا 

شده قرار می گیرد، اما از ننر سااختاری  محیط محافنت

هااای قاباال تااوجهی دارنااد و مکااانیزم حفا اات تفاوت

(. در روش باه دام اناداختن، آنازیم در 1 شماره تلویر)

ای از ماتریز پلیمری یا هیادروژل محلاور داخل شبکه

که تماس مستقیم یا پیوند کووالانسای  شود بدون اینمی

دهاد ه باشاد. ایان شابکه اجاازه میبا سطح حامال داشات

سوبسترا و محلول از منافب ماتریز عبور کنند در حالی 

های آنزیم به دام افتاده و از محیط آزاد جدا که مولکول

. مزیت اصلی این روش، محافنت نسابی از (14)شوندمی

ساختار کانفورماسیونی آنزیم و حفی فعالیت کاتالیتیکی 

اس باه شارایط محیطای مای های حسبه وی ه برای آنزیم

باشااد. بااا ایاان حااال، محاادودیت انتقااال جاارم از طریاا  

تواند سرعت واکانش را کااهش دهاد، کاه ماتریز می

رود. های اصلی این تکنی  به شامار ماییکی از نالش

در مقابل، روش کپساوله کاردن شاامل محلاور کاردن 

آنزیم در داخل ی  غشاء یا حفره کاملاً بساته اسات باه 

ه تماس آنازیم باا محایط اطاراف تقریبااً قطاع ای کگونه

. عبور سوبسترا و محلاول معماولاً از طریا  (11)شودمی

گیارد و بناابراین شاده صاورت می غشاء یا منافب کنتارل

، دماا و حواور pHحفا ت از آنازیم در برابار تغییارات 

ناه  تار اسات. ایان روش اگارهای آلی بسیار بیشحلال

تکنولوژیکی و صنعتی کاه برای کاربردهای دارویی، بیو

نیاز به پایداری بالای آنزیم دارند بسیار مناسب است، اما 

تر از روش باه دام اناداختن تر و پرهزیناهمعمولاً پیچیاده

است و نیاز به کنترل دقی  ساختار غشاء یا ماتریز دارد. 

دهاد کاه باه دام اناداختن مقایسه این دو روش نشاان می

متوساط دارناد و نیااز باه  هایی که حساسایتبرای آنزیم

ی  تثبیت ساده و سریع دارند مناساب اسات و کپساوله 

های بسیار حساس یاا شارایط عملیااتی کردن برای آنزیم

شاادید کااه نیازمنااد محافناات کاماال هسااتند ارجحیاات 

از مننر انتقال جرم، به دام انداختن محدودیت  .(12)دارد

کردن کند نون در مقایسه با کپسوله تری ایجاد میبیش

تری بر اندازه منافب و عبور سوبسترا و محلول کنترل کم

ناه هار دو روش  توان دریافت که اگردارد. بنابراین می
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کنناد، انتخاا  هاا ایفاا مینقش مهمای در تثبیات آنزیم

ها بستهی باه عوامال متعاددی ننیار ناوع مناسب بین آن

آنزیم، کاربرد صنعتی و شرایط محیطی عملیاتی دارد باه 

که تعاادل باین حفا ات آنازیم، قابلیات اساتفاده  طوری

  مجدد و بازده واکنش حفی شود.

 

 
 

 طبقه بندی روش های مختلف تثبیت آنزیم :1 شماره تصویر

 

 اتلال کووالانسی
تارین و پایادارترین اتلال کووالانسی یکای از مهم

هاای های تثبیات آنازیم اسات کاه در آن مولکولروش

از طری  پیوند کووالانسی به آنزیم به صورت شیمیایی و 

شااوند. در ایاان روش، حاماال یااا ماااتریز متلاال می

های عاملی فعاال روی ساطح آنازیم، مانناد آماین، گروه

هااای و هیدروکساایل بااا گروه تیااول، اتاار، کربوکساایل

واکنشی موجود روی حامل واکنش داده و پیوند پایادار 

 شاود کاه آنازیمکنند. این پیوند قوی باعر میایجاد می

های متعاادد واکاانش، تغییاارات دمااا، در طااول نرخااه

هاای آلای، از ساطح حامال یا حوور حلال pHتغییرات 

. (13)جدا نشود و فعالیت بیوکاتالیستی خود را حفی کند

این روش از آنزیم در برابر دناتوراسایون و تغییار شاکل 

دهاد کاه کناد و اجاازه میکانفورماسیونی محافنت می

در فرآینادهای صانعتی ماورد  آنزیم برای مدت طولانی

استفاده قرار گیرد. همچنین اتلاال کووالانسای معماولاً 

آنازیم نسابت باه  باعر افازایش قابلیات اساتفاده مجادد

شااود کااه از نناار اقتلااادی و روش هااای فیزیکاای می

با این حال، محدودیت  .(11)عملیاتی اهمیت زیادی دارد

تواند اصلی این روش این است که پیوند کووالانسی می

پاابیری باار جایهاااه فعااال آناازیم ا اار بهاابارد یااا انعطاف

پروتئین را محدود کند و در نتیجه ممکن اسات فعالیات 

اولیه آنزیم را کاهش دهد. برای کاهش ایان ا ار منفای، 

دهنده مناساب  های واکنشطراحی حامل، انتخا  گروه

، دما و غلنت عوامال pHو کنترل شرایط واکنش )مانند 

روش اتلاااال  .(15)ه( ضاااروری اساااتدهناااد پیوناااد

کووالانسی در صنایع مختلف بسیار کاربرد دارد، به وی ه 

 هااای ننااددر بیوراکتورهااای جریااان پیوسااته، واکنش

ای و کاربردهای صنعتی با شرایط محیطی شادید. مرحله

هایی مانند پروتئاز، لیپاز، سلولاز و آمایلاز معماولاً آنزیم

کساایدی، آلدهیاادی، هااای اپوبااا ایاان روش روی حامل

شوند. اساتفاده از ایان ها تثبیت میاستری یا نانوحاملپلی

روش علاوه بر افزایش پایداری، نیااز باه آنازیم تاازه در 

تار کاارده و موجاب کاااهش نرخاه هااای متعادد را کاام

 .(16)های عملیاتی می گرددهزینه

 

 تجمعات آنزیمی با پیوند متقاطع
بارای تثبیات این روش ی  متد پیشارفته و محباو  

ها است که هم پایداری و هم قابلیت استفاده مجادد آنزیم

دهاد. در ایان را بدون نیاز باه حامال خاارجی افازایش می

هااای آناازیم ابتاادا رسااو  کاارده و تجمااع روش، مولکول

کنند تا یا  سااختار متاراکم ایجااد شاود و ساپز باا می

دهنااده عرضاای )ماننااد  اسااتفاده از یاا  عاماال پیونااد

هاای عااملی پاروتئین پیونادهای ( باین گروه یدگلوترآلدی

شود و ی  شبکه پایادار و جاماد از کووالانسی ایجاد می

ها تشکیل می شود کاه فعالیات کاتاالیتیکی خاود را آنزیم

مزیت اصلی این روش در این است  .(17)حفی کرده است

که پایداری حرارتی و شیمیایی آنزیم به طور قابل توجهی 

هاااا از اتلاااال متقااااطع باااین مولکولیاباااد. افااازایش می

دناتوراسیون و از بین رفتن کانفورماسیون فعال جلاوگیری 

های متعادد واکانش و تواند در نرخهکند و آنزیم میمی

نامطلو  یا حواور  pHشرایط محیطی شدید )مانند دما و 

های آلی( فعالیت خود را حفی کند. علاوه بار ایان، حلال

کنااد و بنااابراین ف مینیاااز بااه حاماال خااارجی را حااب
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 مــروری

 

 

های های مواد اولیه و مشکلات ناشای از محادودیتهزینه

یاباد. باا ایان حاال، ایان روش نیاز انتقال جرم کااهش می

هایی دارد. ایجاد تجمعات متراکم ممکن است محدودیت

دسترسی سوبسترا به جایهاه فعال آنزیم را محادود کناد و 

مقایساه باا آنازیم یا کارایی کاتاالیتیکی در  maxVدر نتیجه 

 .(11)آزاد کاهش یابد

 

 پارامترهای مهم در شناسایی وی گی های آنزیم تثبیت شده
 فعالیت آنزیم

فعالیت مطل  آنزیم شاخلی کمی است که بیاانهر 

نرخ واقعی تبادیل سوبساترا باه محلاول تحات شارایط 

صورت واحد باشد و معمولاً بهشده می مشخص و کنترل

طور یاا  واحااد آناازیم بااه شااود.آنزیماای گاازارش می

شود کاه قاادر عنوان مقدار آنزیمی تعریف میمتداول به

است در ی  دقیقاه، یا  میکروماول از زیرلایاه را باه 

محلول تبدیل کند، البته ایان تعریاف بساته باه ماهیات 

تواناااد انااادکی متفااااوت آنااازیم و روش سااانجش می

کااه  گیری فعالیاات مطلاا ، فااارن از آن. اناادازه(11)باشااد

شاده، باا اساتفاده از  یم در حالت آزاد باشد یا تثبیاتآنز

، دمااا، pHهااای اسااتانداردی کااه در آن شاارایط آزمون

غلنت بافر، نوع و غلنت زیرلایه، و مدت زمان واکنش 

هاای گیارد. روششاوند، انجاام می ابت نهاه داشاته می

رود که بساته کار میمختلفی برای تعیین فعالیت مطل  به

و محلاول، شاامل اساپکتروفتومتری  به وی گی واکنش

 )بررسی تغییر جب  نوری محلول یا ملارف سوبساترا

هاااای سااانجی، یاااا روش (، کرومااااتوگرافی، هااادایت

. بارای گازارش فعالیات مطلا ، (24)باشادکالریمتری می

لیتر محلول آنزیمی، معمولاً آن را بر حسب واحد بر میلی

گارم یلیگرم پروتئین کال، یاا واحاد بار مواحد بر میلی

کنند. انتخا  مبناا باه هادف شده بیان می پروتئین تثبیت

مطالعه و امکان مقایسه نتاایی بساتهی دارد، اماا رعایات 

. (21)یکنواختی مبناا در تماام محاسابات ضاروری اسات

ای برای محاسبه و تفسیر سنجش دقی  فعالیت مطل ، پایه

های آنزیمای های مهام در ارزیاابی ساامانهسایر شاخص

شده مانند فعالیات نسابی، باازده تثبیات و کاارایی یتتثب

شود. در فرآیند تثبیت، هرگونه تغییار تثبیت محسو  می

تواند بازتاابی از تغییارات سااختاری در فعالیت مطل  می

در جایهاااه فعااال، ممانعاات فوااایی ناشاای از حاماال، یااا 

بنااابراین،  .(22)های دسترساای سوبسااترا باشاادمحاادودیت

ل  قبل و بعد از تثبیت، نخستین گام در بررسی فعالیت مط

ارزیابی کیفیت روش تثبیت و انتخا  شرایط بهینه است 

های کمی و مقایسه مستقیم باین دو و معمولاً با ارایه داده

گاردد. فرماول کلای شده همراه می حالت آزاد و تثبیت

محاسبه فعالیت مطل  و فعالیت ویا ه بار اسااس تعریاف 

 2و معادله شاماره 1عادله شماره مواحد آنزیمی به شکل 

  .شودبیان می

 

 1شماره معادله 

 
 2 شماره معادله

 

تغییرات غلنت محلول و یاا  C معادلات بالا، در

زماان  tسوبسترا بر حسب میکروماول بار گارم باوده و 

واکنش بر حسب دقیقاه مای باشاد و در نهایات فعالیات 

یت مطل  بر مقدار پروتئین بدست مای وی ه از تقسیم فعال

  آید.

باارای اناادازه گیااری فعالیاات از  در صااورتی کااه

فرماول محاسابه  ،های رنگ سانجی اساتفاده شاودروش

  .خواهد بود 3معادله شماره فعالیت مطل  بلورت 

 

 3 شماره معادله

 

شیب تغییر جب  نوری  ΔA/Δt ،3معادله شماره در 

ضاااااریب جاااااب  ماااااولی  در واحاااااد زماااااان، 

(L·mol⁻ ¹·cm⁻ طاول  l( برای محلاول یاا سوبساترا، ¹

( و در Lحجم کل واکنش) V(، cmمسیر نوری کووت )

  نهایت ضریب تبدیل مول به میکرومول می باشد.
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صاورت درصادی فعالیت نسبی، فعالیت آنزیم را به

بهیناه  pHنسبت به ی  شرایط مرجع که معمولاً دماا یاا 

تعریاف درصاد  144عنوان و باه شاوددر ننر گرفتاه می

وی ه در بررسای ا ار دهد. این روش بهگردد نشان میمی

های آلی یاا فرآیناد ، دما، حلالpHعوامل محیطی مانند 

تثبیت آنزیم کاربرد دارد. برای مثال، ممکن اسات یا  

تاری شده در شرایط بهینه فعالیت مطل  کم آنزیم تثبیت

اما در دماهاای باالاتر  نسبت به نوع آزاد خود نشان دهد،

توجهی از فعالیت خاود را  بهینه بخش قابل یا شرایط غیر

دهنده افزایش پایاداری و  حفی کند. ننین نتایجی نشان

مقاومت آنزیم پاز از تثبیات اسات. در نتیجاه، فعالیات 

مطل  دید روشانی از  رفیات واقعای کاتاالیتیکی آنازیم 

مکاان مقایساه دهد، در حالی که فعالیت نسابی اارایه می

دار عملکاارد آناازیم در شاارایط مختلااف را فااراهم یمعناا

از این رو، گازارش هار دو شااخص بارای  (.23)سازدمی

وی ه در مطالعات مرتبط باا ها، بهتحلیل جامع رفتار آنزیم

فناورانااه، ضااروری اساات.  تثبیاات و کاربردهااای زیساات

 استانداردسازی فعالیت آنزیم بارای حلاول نتاایی قابال

مقایسااه ضااروری اساات، زیاارا فعالیاات ماااد و قابلاعت

، pHشدت به شرایط آزماایش مانناد شده به گیریاندازه

دمااا، غلناات سوبسااترا و روش ساانجش وابسااته اساات. 

تعریف واحد فعالیت تحات شارایط مشاخص و یکساان 

شاده، هاای آزاد و تثبیتامکان مقایساه دقیا  باین آنزیم

کناد و ا فراهم میهای مختلف و مطالعات مستقل رنمونه

نمایاد. از تفسیر نادرست تغییرات فعالیات جلاوگیری می

پبیری علمی و ارزیابی ای برای گزارشاین رویکرد پایه

  شود.های بیوکاتالیستی محسو  میواقعی کارایی سامانه

 
 بازده و کارایی تثبیت
شاده،  هاای تثبیاتهای مرتبط باا آنزیمدر پ وهش

هااای بیوکاتااالیتیکی نیازمنااد ارزیااابی عملکاارد سیسااتم

های کمی اسات کاه تاوان، پایاداری و کاارایی شاخص

آنزیم پز از تثبیت را مشخص کنند. پنی پارامتر کلیدی 

در این زمینه شامل بازده تثبیات آنازیم، کاارایی تثبیات، 

بازده فعالیت، بازده تثبیت پروتئینای و بارگاباری آنازیم 

ها جنباه خصروی حامل می باشند. هر یا  از ایان شاا

شاده را توضایح مای  متفاوتی از عملکرد سیساتم تثبیات

تری از هاا باه درج جاامعدهند و استفاده همزمان از آن

باازده . (21)انجامدفرایند تثبیت و کیفیت نهایی آنزیم می

دهد نه مقادار از تثبیت آنزیم معیاری است که نشان می

 شاده در طاول فرایناد تثبیات روی حامال آنزیم ملرف

باقی مانده و به فعالیت خود ادامه داده است. این پاارامتر 

شده به فعالیت کال  معمولاً با نسبت فعالیت آنزیم تثبیت

شااود و واحااد آن درصااد شااده بیااان می آناازیم ملاارف

دهنده موفقیت فرایند تثبیات  است. بازده تثبیت بالا نشان

و جب  ماث ر آنازیم اسات، در حاالی کاه باازده پاایین 

اند ناشی از عدم اتلاال کامال آنازیم یاا از دسات تومی

رفتن آن در طول فرآیناد باشاد. کاارایی تثبیات تمرکاز 

خود را بر حفی فعالیت کاتالیتیکی آنزیم پاز از تثبیات 

شده به فعالیات  گبارد و با نسبت فعالیت آنزیم تثبیتمی

شاود. همان مقدار آنزیم آزاد قبال از تثبیات محاسابه می

عااات ارزشاامندی در مااورد ا اارات ایاان شاااخص اطلا

فیزیکی یا شیمیایی روش تثبیات بار سااختار و عملکارد 

کناد. کاارایی تثبیات باالا سایت فعاال آنازیم فاراهم می

بیااانهر حفاای تقریباااً کاماال تااوان کاتااالیتیکی آناازیم و 

شاده اسات، در  سازگاری مناسب آن باا حامال انتخاا 

رات توانااد ناشاای از تغییااحااالی کااه کاااهش کااارایی می

ساختاری آنزیم، اختلال در دسترسی سوبسترا یاا ا ارات 

نامطلو  محیط تثبیات باشاد. باازده فعالیات یاا بازیاابی 

فعالیاات بااه عنااوان شاخلاای ترکیباای از بااازده تثبیاات و 

شده را نسبت  کارایی تثبیت، درصد فعالیت آنزیم تثبیت

شاده یاا آنازیم آزاد اولیاه  به فعالیت کل آنزیم ملارف

کنااد. ایاان پااارامتر باارای ارزیااابی قابلیاات مشااخص ماای

عملیاتی آنزیم در شرایط صانعتی و تحقیقااتی و مقایساه 

هااای مختلااف تثبیاات کاااربرد دارد و بیااانهر تااوان روش

هاااای شاااده در انجاااام واکنش واقعااای سیساااتم تثبیااات

بازده تثبیت پروتئینی بیانهر نسابت  .(25)کاتالیتیکی است

ه باه حامال باه کال شاد جرم پاروتئین یاا آنازیم متلال
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شاده اسات. ایان شااخص باه ارزیاابی  پروتئین ملارف

موفقیاات فیزیکاای یااا شاایمیایی اتلااال آناازیم بااه حاماال 

دهد ناه درصادی از پاروتئین کند و نشان میکم  می

که  شده پز از تثبیت باقی مانده است، بدون آن ملرف

فعالیت واقعی آنازیم در ننار گرفتاه شاود. باازده تثبیات 

آمیز آنازیم یاا دهنده جاب  موفقیات بالا نشانپروتئینی 

پروتئین است، اما برای تعیین عملکرد واقعی سیستم باید 

همراه باا کاارایی تثبیات و باازده فعالیات بررسای شاود. 

بارگباری آنازیم روی حامال معیااری اسات کاه میازان 

شاده باه هار واحاد جارم حامال را  پروتئین متللآنزیم یا 

شاخص بارای تعیاین  رفیات حامال،  این .(26)دهدنشان می

های سااازی نساابت آناازیم بااه حاماال و طراحاای سیسااتمبهینه

وری عملیااتی اهمیات دارد. ترین بهارهبیوکاتالیتیکی با بیش

بارگاباری آناازیم باالا بااه معنااای اساتفاده بهینااه از حاماال و 

افزایش تراکم آنزیم در واحد حجم است، اما باید باا حفای 

باشد تاا از کااهش کاارایی جلاوگیری فعالیت آنزیم همراه 

شود. در مجموع، این پنی پارامتر با یکدیهر مکمال هساتند 

بازده تثبیت و بازده پروتئینی میزان اتلال آنزیم یاا پاروتئین 

دهناد، کاارایی تثبیات و باازده فعالیات به حامل را نشان می

حفاای عملکاارد واقعاای آناازیم پااز از تثبیاات را مشااخص 

آنزیم  رفیت حامل و نهاالی آنازیم کنند و بارگباری می

تحلیاال همزمااان ایاان . (27)کنااددر سیسااتم را ارزیااابی می

هاا، انتخاا  حامال مناساب، پارامترها امکاان مقایساه روش

های آنزیمای باا سازی شرایط تثبیت و طراحای سیساتمبهینه

آورد و اطلاعااات عملکاارد و پایااداری بااالا را فااراهم ماای

هاای صانعتی و ی پ وهشکاربردی و کمی ارزشمندی بارا

 .(1-6)معادله  دهدتحقیقاتی ارایه می
 

  1 شماره معادله

 

معادله شماره 

5

 

 6 شماره معادله

 

 7 شماره معادله

 

 1 شماره معادله

 

 

 ( Selectivityگزینش پبیری )
طای آن آنازیم باه یا  در فرایند تثبیت آنزیم کاه 

شااود، عاالاوه باار حامال فیزیکاای یااا شاایمیایی متلال می

تواناد تار یر افزایش پایداری و امکان استفاده مجدد، می

قابل توجهی بار سالکتیویته آن داشاته باشاد. سالکتیویته 

توانااایی آناازیم باارای انتخااا  یاا  مساایر واکنشاای یااا 

سوبسترا خار در حواور نناد گزیناه رقاابتی را نشاان 

دهد و برای کاربردهای صانعتی کاه تولیاد محلاول می

یکاای از . (21)ویاا ه هاادف اساات، اهمیاات بااالایی دارد

بعدی و تاارین ا اارات تثبیاات، تغییاار در ساااختار سااهمهم

پبیری سایت فعال آنزیم است. اتلال آنازیم باه انعطاف

تواند موجب محدود شدن حرکات داینامیا  حامل می

ی سوبساتراها باه های فعاال شاود و دسترسای برخابخش

سایت فعال را تسهیل یا محدود نمایاد. باه هماین دلیال، 

آنزیم ممکن است ترجیح خاود بارای یا  سوبساترا را 

افزایش یا کااهش دهاد. عالاوه بار تغییارات سااختاری، 

محیط میکرو اطراف سایت فعال نیز تحات تار یر تثبیات 

توانناد قطبیات و ا ارات یاونی ها میگیرد. حاملقرار می

. این تغییرات (21)اطراف سایت فعال را تغییر دهند محیط

توانناد سارعت واکانش سوبساتراهای میکرو محیطی می

دنبال آن سلکتیویته آنازیم  مختلف را متفاوت کنند و به

را افزایش یاا کااهش دهناد. از ساوی دیهار، دسترسای 
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شاده ممکان اسات  فیزیکی سوبستراها باه آنازیم تثبیات

هااای ی ماتریساای یااا حاملهامحاادود شااود. در سیسااتم

متخلخل، سوبستراهایی که اندازه یا شکل مناسب ندارند 

ممکن است نتوانند به سایت فعال برساند، در حاالی کاه 

شاوند. ایان تر به راحتای کاتاالیز میسوبستراهای مناسب

. ( 34) تواند موجب تغییار سالکتیویته شاودپدیده نیز می

متناوعی بار در عمل، تثبیت آنازیم ممکان اسات ا ارات 

ساالکتیویته داشااته باشااد. در برخاای مااوارد، ساالکتیویته 

یابد و آنزیم توانایی انتخاا  محلاول ماورد کاهش می

کند؛ در برخی ماوارد، سالکتیویته تر حفی میننر را کم

تواناد کناد و در ماواردی دیهار، تثبیات میتغییاری نمی

سلکتیویته را بهبود دهد و آنزیم را برای ی  سوبسترا یا 

گیری دارتار ساازد. بناابراین، انادازهسیر خاار ترجیحم

سلکتیویته پز از تثبیت برای اطمینان از عملکرد مطلو  

تواند راهنمایی بارای انتخاا  آنزیم ضروری است و می

 . مقادار(31)روش تثبیت و نوع حامل مناسب ارایاه دهاد

 Sو  Rمعمولاً از طری  جداساازی انانتیومرهاا  ee درصد

وماااتوگرافی بااا فاااز ساااکن کااایرال، ننیاار وساایله کربه

HPLC  یاGC که پز طوریشود، بهکایرال، محاسبه می

های مربوط به از تفکی  کامل انانتیومرها مساحت پی 

بار اسااس نسابت  ee درصاد هر ی   بت شده و مقادار

گااردد. هااا تعیااین میاخااتلاف و مجمااوع مساااحت پی 

نساابت  رژیوساالکتیویتی واکاانش نیااز از طریاا  تعیااین

ایزومرهااای ساااختاری حاصاال، معمااولاً بااا اسااتفاده از 

HPLC  یاGC شاود کاه در آن غیرکاایرال، محاسابه می

هااای مربااوط بااه هاار رژیااوایزومر نساابت مساااحت پی 

 گاارددعنوان شاااخص رژیوساالکتیویتی گاازارش میبااه

 .(1)معادله شماره 
 

  1 شماره معادله

 
 

 ( Thermal Stabilityیداری دمایی )پا

هااا از دیاادگاه کاااربردی پایااداری حرارتاای آنزیم

اهمیت بالایی دارد، زیرا بسایاری از فرآینادهای صانعتی 

شاااوند. یکااای از در شااارایط دماااایی باااالا انجاااام می

های مهاام باارای ساانجش پایااداری حرارتاای شاااخص

( Tmهاااا، دماااای ذو  )هاااا، از جملاااه آنزیمپروتئین

شاود یی تعریاف میدمای ذو  به عنوان دماا .(32)است

های پاروتئین سااختار طبیعای که در آن نیمی از مولکول

شاوند، در حاالی کاه خود را از دست داده و دناتوره می

مانناد. در نیم دیهر همچناان در حالات طبیعای بااقی می

های سالم و واقع، این دما بیانهر نقطه تعادل میان پروتئین

دهنده شد، نشاننه مقدار آن بالاتر با دناتوره است و هر

 .(33)تاار پاروتئین در براباار حاارارت اسااتپایاداری باایش

هاای گیری دماای ذو  پاروتئین معماولاً باا روشاندازه

شااود. کااالریمتری روبشاای تفاضاالی متنااوعی انجااام می

ترین تکنی  برای تعیین این مقدار است. همچناین دقی 

ای بارای بررسای تغییارات های دایکروییسم دایارهروش

هاا بارای ردیاابی دوم، فلورسانز ذاتای پروتئین ساختار

های آروماتیا ، و نیاز ماناده تغییر محیط اطاراف بااقی

هااای فلااوریمتری روبشاای تفاضاالی بااا اسااتفاده از رنگ

طور گسترده ماورد اساتفاده حساس به هیدروفوبیسیته، به

هاا نقاش گیرند. از مننر کاربردی، تثبیات آنزیمقرار می

فاازایش دمااای ذو  و بااه تبااع آن پایااداری مهماای در ا

حرارتی دارد. در فرآیند تثبیت، آنزیم به ی  بستر جامد 

شاود و ایان اتلاال باعار محادود یا ماتریز متلل می

های پروتئینای و پبیری بیش از حد زنجیرهشدن انعطاف

شاود. در نتیجه کاهش احتمال دناتوراسیون حرارتای می

شده معمولاً دماای ذو  یتهای تثببه همین دلیل، آنزیم

دهناد و ایان بالاتری نسبت باه فارم آزاد خاود نشاان می

ها عمر حرارتی آنموضوع به طور مستقیم با افزایش نیمه

 .(31)در دماهای بالا مرتبط است

 

 pH (pH Stability )پایداری در برابر تغییرات 
هااا بااه شاادت تحاات تاار یر شاارایط پایااداری آنزیم

ی قرار دارد. هر آنزیم دارای ی  بازه pHوی ه محیطی، به
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بعدی فعال خاود را است که در آن ساختار سه pHی بهینه

تاارین فعالیاات کاتااالیتیکی را نشااان حفاای کاارده و باایش

از ایاان محاادوده، منجاار بااه  pHدهااد. تغییاارات شاادید می

های عاملی حسااس در دهی گروهدهی یا دپروتونپروتون

شااود کااه ایاان تغییاارات میهای آمینواساایدی ماناادهباقی

هاااای کنشتواناااد بااار پیونااادهای هیااادروژنی، برهممی

الکترواستاتیکی و حتی پیوندهای یونی دخیل در پایاداری 

ساختار سوم پروتئین ا ر بهابارد. در نتیجاه، آنازیم دناار 

شااود کااه اغلااب بااه کاااهش تغییاارات کانفورماساایونی می

فعالیااات یاااا دناتوراسااایون غیرقابااال بازگشااات منجااار 

هاا روشای ماث ر . در این زمینه، تثبیات آنزیم(35)گرددمی

محسو   pHها در برابر تغییرات برای افزایش مقاومت آن

شود. در فرآیند تثبیت، اتلال آنزیم به ی  بستر جامد می

یا محلور شدن آن در یا  مااتریز، باه حفای سااختار 

هااای بعدی کماا  کاارده و از بازشاادن آسااان زنجیرهسااه

کناد. ایان ا ار شرایط غیر بهینه جلوگیری می پروتئینی در

محافنتی معمولاً به دلیل ایجاد ی  میکارو محایط پایادار 

های متخلخال یاا ناانوذرات، در اطراف آنزیم است. حامل

محیطی محلای باا باار ساطحی و قطبیات مشاخص فاراهم 

محیط بیرونای را تاا حادی  pHکنند که تغییرات سریع می

نوان مثال، ی  مااتریز پلیماری به ع .(36)نمایدتعدیل می

را کاهش داده و  ⁻OHیا  ⁺Hهای تواند نوسانات یونمی

هاای حسااس آناازیم هاا بااه بخشاز دسترسای مساتقیم آن

علاوه بر ایان، پیونادهای کووالانسای  .(37)جلوگیری کند

ایجاد شده میاان آنازیم و ساطح حامال، موجاب محادود 

هاااای سااااختاری و کااااهش حساسااایت شااادن حرکت

شاوند. در های باردار در برابر تغییرات یونش میماندهباقی

ی فعالیاات شااده معمااولاً دارای بااازه نتیجااه، آناازیم تثبیاات

است و حتای در شارایط اسایدی یاا  pHتری از ننر وسیع

تری نسبت به فرم آزاد خود نشان بازی شدید، فعالیت بیش

وی ه در فرآیندهای صنعتی کاه . این وی گی به(31)دهدمی

ناپبیر است، مزیتی بازر  محساو  اجتنا  pHغییرات ت

هاا باا ایجااد پیونادهای شود. به طور کلی، تثبیت آنزیممی

پایاادار، تاارمین یاا  محاایط محااافی و تعاادیل نوسااانات 

تواند نقش مث ری در بهباود پایاداری شیمیایی محیط، می

ایفاااا کناااد و کاااارایی  pHآنااازیم در برابااار تغییااارات 

   ر کاربردهای عملی افزایش دهد.ها را دبیوکاتالیست

 

 پایداری در برابر حلال های شیمیایی
، تحات تار یر pHهاا عالاوه بار دماا و فعالیت آنزیم

گیارد. بسایاری از های شیمیایی نیز قرار میحوور حلال

انااد و ساااختار هااای آباای تکامال یافتههاا در محیطآنزیم

ون ها وابسته به حوور ی  لایاه آ  هیدراتاسایفعال آن

کنااد. اساات کااه اطااراف سااطح پااروتئین را احاطااه می

هاااا بااارای حفااای سااااختار طبیعااای و عملکااارد پروتئین

هایی از آ  هساتند کاتالیتیکی خود نیازمند حوور لایاه

گیرناد. ایان که اطراف سطح مولکول پاروتئین قارار می

ها که به ناام آ  باناد یاا آ  هیدراتاسایون شاناخته آ 

نااادهای هیااادروژنی یاااا ی پیوشاااوند، باااه واساااطهمی

هااای قطباای و هااای الکترواسااتاتیکی بااه گروهکنشبرهم

. وجاود ایان لایاه آبای (31)باردار پروتئین متلل هساتند

باعر تثبیت ساختار سوم پروتئین شده و مانع از تغییرات 

گردد. به بیان دیهار، آ  باناد شدید کانفورماسیونی می

رتبااط کند کاه اعمل می«  نسب مولکولی»همانند ی  

هااای مختلااف پااروتئین را حفاای کاارده و میااان بخش

دهاد. از دیادگاه ای به آن میشده پبیری کنترلانعطاف

عملکاااردی، آ  باناااد نقاااش مساااتقیمی در فعالیااات 

هاا معماولاً ها دارد. جایهاه فعاال آنزیمکاتالیتیکی آنزیم

های قطبی یا یونی است کاه بارای برقاراری حاوی گروه

را نیازمناااد محیطااای هیدراتاااه کنش باااا سوبساااتبااارهم

ها ممکن اسات . در غیا  آ  باند، این گروه(14)هستند

گیری مناسب خاود را از دسات داده و پایداری یا جهت

بازده واکنش کاهش یابد. به هماین دلیال اسات کاه در 

هاای آلای خشا ، فعالیات های غیرآبی یاا حلالمحیط

از ای کناد، زیارا بخاش عمادهها به شدت افت میآنزیم

رود و ساااختار پااروتئین ناپایاادار آ  بانااد از دساات ماای

تواناد ایان های آلی یا شایمیایی میشود. ورود حلالمی

هااای کنشلایااه هیدراتاساایون را مختاال کاارده و برهم
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مولکااولی ننیاار پیوناادهای هیاادروژنی و  ضااعیف درون

یکای از  .(11)گریز را تواعیف کنادهای آ کنشبرهم

های آلی بر فعالیت ی ا ر حلالهای مهم در بررسشاخص

(  log Pها، ضریب تقسیم اکتانول/آ  )و پایداری آنزیم

گریزی حلال محسو  است که معیاری از قطبیت یا آ 

پاایینی دارنااد، معمااولاً  log Pهااایی کاه شاود. حلالمی

دوست هستند و تمایل زیاادی باه امتازاا باا قطبی و آ 

شود که این ب میاین وی گی سب .(12)دهندآ  نشان می

ها لایه آ  هیدراتاسیون اطراف پروتئین را مختال حلال

هااای ضااعیف دخیاال در پایااداری کنشکاارده و برهم

ساااختار سااوم پااروتئین، ننیاار پیوناادهای هیاادروژنی و 

گریز، را توعیف کنند. در نتیجه، آنزیم در تعاملات آ 

هااایی بااه ساارعت ساااختار فعااال خااود را از ننااین محیط

یابااد. در و فعالیاات کاتااالیتیکی کاااهش می دساات داده

بااالا معمااولاً غیرقطباای و  log Pهااایی بااا مقاباال، حلال

ناپابیری باا آ ، لایاه گریز هستند و به دلیال امتزااآ 

گبارناد. نخورده باقی می هیدراتاسیون پروتئین را دست

هااا پایااداری و هااا در ایاان دسااته از حلالبنااابراین، آنزیم

توانناد در کنناد و حتای میحفای میتاری فعالیت بایش

های غیرآبی به کار گرفتاه های سنتزی در محیطواکنش

ها نقشی کلیادی در در این میان، تثبیت آنزیم .(13)شوند

پاایین  log Pهای قطبی باا کاهش ا رات نامطلو  حلال

دارد. اتلال آنزیم به ی  بستر جامد یاا محلاور شادن 

اد ی  ریز محایط آن در ی  ماتریز پلیمری سبب ایج

شاود کاه از تمااس پایدار اطراف مولکاول پروتئینای می

هاای حسااس آنازیم جلاوگیری مستقیم حالال باا بخش

. (11)کنادکرده و لایه هیدراتاسیون ضروری را حفی می

پابیری سااختاری علاوه بر ایان، محادود شادن انعطاف

پاااروتئین در ا ااار تثبیااات، مقاومااات آن را در برابااار 

هااای آلاای افاازایش شاای از حوااور حلالدناتوراساایون نا

شده در مقایسه با آنازیم  دهد. در نتیجه، آنزیم تثبیتمی

پاایین  log Pهاایی باا آزاد فعالیات باالاتری را در محیط

ی کاااربرد آن در فرآیناادهای دهااد و دامنااهنشااان می

 .(15)شودتر میبیوکاتالیز صنعتی گسترده

 

 ( Storage Stabilityپایداری طولانی مدت )
سازی یکی از پارامترهای کلیدی در پایداری ذخیره

ها هااا و بیوکاتالیسااتارزیااابی قابلیاات کاااربردی آنزیم

شود و به توانایی آنزیم برای حفای فعالیات محسو  می

کاتالیتیکی خود در طول زمان تحات شارایط نههاداری 

، رطوباات و نااوع محاایط pHمشااخص، از جملااه دمااا، 

ها ها یا ماهنزیمی که پز از هفتهنههدارنده اشاره دارد. آ

نههداری همچنان بخش قابال تاوجهی از فعالیات اولیاه 

سااازی بااالایی خااود را حفاای کنااد، از پایااداری ذخیره

ای در برخااوردار اسااات. ایااان وی گاای اهمیااات ویااا ه

هاای باا کاربردهای صانعتی و دارویای دارد، زیارا آنزیم

بر و هزینه پایداری پایین نیازمند شرایط نههداری پیچیده

تواناد کاارایی هاا میهستند و کاهش ساریع فعالیات آن

عوامال متعاددی بار  .(16)فرآیند را تحت تر یر قرار دهاد

ساازی ا رگبارناد. ماهیات ذاتای آنازیم، پایداری ذخیره

ها )مانناد شرایط محیطی نههداری، حوور پایدارکنناده

هااای خااار( و اتیلن گلیکااول یااا نم گلیساارول، پلاای

شده یاا لیاوفیلیزه( زیکی آنزیم )محلول، خش حالت فی

شده معمولاً  های خش ترین موارد هستند. آنزیماز مهم

تری نسبت به فرم محلول دارناد، و شارایط پایداری بیش

سااازی را عمر ذخیرهبهینااه نیااز نیمااه pHدمااای پااایین و 

هااا یکاای از مااث رترین دهنااد. تثبیاات آنزیمافاازایش می

ساازی اسات. اتلاال پایداری ذخیرهها برای بهبود روش

هاای آنزیم به حامال یاا محلاور کاردن آن در ماتریز

های ساختاری، ایجاد پلیمری باعر محدود شدن حرکت

یاا  محاایط محااافی و جلااوگیری از تجمااع یااا رسااو  

 (.17)شودها میپروتئین

 

 ( Reusabilityقابلیت استفاده مجدد )
ی حیااتی در قابلیت استفاده مجدد یکی از پارامترها

ها در کاربردهای ها و بیوکاتالیستارزیابی کارایی آنزیم

شود. این وی گی باه تواناایی آنازیم صنعتی محسو  می

برای حفی فعالیت کاتاالیتیکی خاود در ننادین نرخاه 
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وری فرآینااد و واکاانش اشاااره دارد و مسااتقیماً بااا بهااره

هایی که قابلیت جویی اقتلادی مرتبط است. آنزیمصرفه

توانناد ننادین باار در استفاده مجادد باالایی دارناد، می

هاا ها شرکت کنند و نیاز به جایهزینی مکارر آنواکنش

های آزاد معمولاً پز یابد، در حالی که آنزیمکاهش می

از ی  نرخه فعالیت، بخشی از ساختار و کاارایی خاود 

دهند. عوامال متعاددی، از جملاه ماهیات را از دست می

و حواور  pHشارایط واکانش مانناد دماا، ذاتی آنازیم، 

ها یا سوبستراهای مهارکننده، و نیز روش نههداری حلال

بر استفاده ا رگبارناد. در  ،های واکنشآنزیم بین نرخه

ها برای ها یکی از مث رترین روشاین میان، تثبیت آنزیم

 .(11)رودافزایش قابلیت استفاده مجدد به شمار می

 

 نزیم تثبیت شدهپارمتر های کینتیکی آ
هااا، از جملااه حااداکثر پارامترهااای کینتیکاای آنزیم

(،  اباات  mK(،  اباات مااایکلیز ) maxVساارعت واکاانش )

(  m/Kcatk( و نسبت کارایی کاتاالیتیکی ) catkنرخ کاتالیز )

هااا و های اصاالی باارای ارزیااابی عملکاارد آنزیمشاااخص

هاا، شده هستند. تثبیات آنزیم مقایسه بین فرم آزاد و تثبیت

هااای جامااد، نااه از طریاا  اتلااال کووالانساای بااه حامل

هااای پلیمااری یااا اسااتفاده از محلااور کااردن در ماتریز

نانوذرات، تر یر قابل توجهی بار ایان پارامترهاا دارد، زیارا 

پااابیری محااایط میکااارو اطاااراف مولکاااول و انعطاف

دهنده کااه نشااان mKکنااد. کانفورماساایونی آن تغییاار می

هاای ساترا اسات، در بسایاری از آنزیمتمایل آنزیم به سوب

این افزایش معماولاً ناشای  .(11)یابدشده افزایش می تثبیت

های انتقال جرم یا کاهش دسترسای مساتقیم از محدودیت

سوبسترا به جایهاه فعال است، به وی ه زمانی که آنازیم در 

های فشارده محلاور شاده های متخلخل یا حاملماتریز

ر تثبیت کانفورماسیون فعال آنازیم را باشد. با این حال، اگ

ممکن است تغییر انادکی داشاته باشاد یاا  mKحفی کند، 

حتاای کاااهش جزیاای نشااان دهااد، کااه بیااانهر بهبااود 

از ساوی . (54)پبیری آنزیم نسبت باه سوبستراساتانتخا 

بیاانهر حاداکثر سارعت واکانش در شارایط  maxVدیهر، 

ده، شااا هاااای تثبیاااتاشاااباع سوبساااترا اسااات. در آنزیم

پابیری پاروتئین محدودیت انتقال جرم و کااهش انعطاف

شااود، امااا ایاان  maxVتوانااد منجاار بااه کاااهش جزیاای می

مدت یاا دماهاای باالا  ها در شرایط عملیاتی طولانیآنزیم

مانند، زیرا تثبیت از دناتوراسیون و از باین پایدارتر باقی می

کااه تعااداد  catkکنااد. رفااتن جایهاااه فعااال جلااوگیری می

شاده توساط یا  مولکاول  های سوبسترا کاتالیزولکولم

دهاد، ممکان اسات در آنزیم در واحد زماان را نشاان می

شاده کمای کااهش یاباد. ایان کااهش  های تثبیاتآنزیم

پبیری پروتئین اسات، معمولاً ناشی از محدودیت انعطاف

اما با افزایش پایاداری حرارتای و قابلیات اساتفاده مجادد 

کاه  m/Kcatkبه هماین ترتیاب، نسابت . (51)شودجبران می

شاخص کارایی کاتالیتیکی آنزیم است، ممکان اسات باه 

کماای کاااهش یابااد، امااا دوام  catkو  mKدلیاال تغییاارات 

عملیاتی و مقاومت آنزیم در شرایط محیطی مختلف، ایان 

هاای کند. علاوه بار ایان، آنزیمکاهش نسبی را جبران می

هاا و حواور حلال pHشده نسبت به تغییرات دماا،  تثبیت

هاا در شارایط تر هساتند و پارامترهاای کینتیکای آنمقاوم

کناد. ایان وی گای باعار تار تغییار میشدید محیطی کام

های متعادد یاا شاده در نرخاه شود کاه آنازیم تثبیاتمی

شاارایط عملیاااتی متغیاار عملکاارد قاباال اعتمااادی داشااته 

هایی مانناااد کااااهش . باااا وجاااود محااادودیت(52)باشاااد

ها باا پبیری و محدودیت انتقال جرم، تثبیت آنزیمفانعطا

افزایش پایداری، قابلیت استفاده مجادد و دوام فعالیات در 

ها را در طول زمان، قابلیت استفاده عملیاتی و اقتلادی آن

   دهد.بیوکاتالیز صنعتی به طور نشمهیری ارتقاء می

 

 بحث
ا عنوان یکی از مث رترین رویکردهها بهتثبیت آنزیم

هاا، نقشای کلیادی های ذاتی آنبرای غلبه بر محدودیت

در ارتقای پایداری، تکرارپبیری و بازده کاتالیستی ایفاا 

دهد که هیی های مختلف نشان میکند. مقایسه روشمی

نقص نیسات؛ بلکاه انتخاا  تنهایی جامع و بیای بهشیوه

گاه و شارایط عملیااتی بهینه به نوع آنزیم، ماهیات تکیاه
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دلیل سااادگی و هزینااه ی دارد. جااب  فیزیکاای بااهبسااته

پایین، برای کاربردهای موقت مناساب اسات، در حاالی 

تر، بارای واسطه پیوندهای قاویکه اتلال کووالانسی به

مادت تارجیح داده  های با نیاز به پایداری طولانیسیستم

های متقاطع نیز اندازی و سیستمهای به دامشود. روشمی

ختار فعاال آنازیم و بهباود مقاومات در در حفا ت از سا

برابر تغییرات محیطی مث رند. افزون بر این، تحلیل دقیا  

های ساینتیکی و پایاداری حرارتای یاا شایمیایی، وی گی

شااده فااراهم  تری از رفتااار آناازیم تثبیااتدرج عمیاا 

آورد. در نهایت، تلفی  داناش ماواد و بیوتکنولاوژی می

های نوین، کارآماد و یستتواند مسیر توسعه بیوکاتالمی

  زیست را هموار سازد. سازگار با محیط
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