
54 
 

 

Immobilization of bacterial alpha-amylase enzyme on magnetic chitosan nanostructures 

Saideh Afrisham*1 , Arastoo Badoei2  , Seyad Ahmad Ataei3  , Shirin Mohammadipour4  

1. Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Shahid Bahonar University of Kerman, Kerman, Iran. 

2.  Department of Biochemistry, Faculty of Science, Shahid Bahonar University of Kerman. 

3. Department of Chemical Engineering, Faculty of Technology and Engineering, Shahid Bahonar University of Kerman. 

4. Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Shahid Bahonar University of Kerman, Kerman, Iran. 

ABSTRACT 

 

Background and Aim: Alpha-amylases are a type of endoamylase that breaks down starch into smaller 

oligosaccharides by cleaving (4→1)α bonds. Alpha-amylases are an important group of enzymes with widespread 

applications in various industries. However, free enzymes have limitations in various industries, including high cost, 

lower stability, poor reusability, and difficulty using them in continuous reactors. However, these limitations can be 

minimized through enzyme immobilization. Enzyme immobilization can be carried out on various supports. Among 

these, immobilization on nanoscale surfaces, particularly magnetic nanoparticles, has attracted considerable attention 

due to their low toxicity, potential for reuse, improved stability, and enhanced performance under various conditions. 

This study examined the immobilization of the alpha-amylase enzyme using Fe₂O₃ nanoparticles on a chitosan polymer 

support.  

Materials and Methods: The initial enzyme was produced by inoculating an overnight culture of Bacillus mojavensis 

into a specific liquid medium and incubating in 30 C° for 48 hours. The resulting enzyme was concentrated with 

ammonium sulfate and subsequently dialyzed. After dialysis, the enzyme was found to be bound to Fe₂O₃ nanoparticles 

on a chitosan support. This binding occurred in the presence of 50% glutaraldehyde, which served as a linker. 

Results: The activity and stability of the immobilized enzyme were measured at 540 nm. These measurements revealed 

increases of 53% and 48%, respectively, compared to the free enzyme. Additionally, the concentration of the 

immobilized enzyme was estimated to be 25 micrograms/mL using a bovine serum albumin standard curve. 

Conclusion: The use of natural chitosan effectively stabilized the alpha-amylase produced in this study, which, by 

increasing the activity and stability of this enzyme, is likely to be used on a large scale in the future for application in 

the glucose production and detergent production industries. 
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 آلفاآمیلاز باکتریایی روی نانوساختار کیتوزان مغناطیسی تثبیت آنزیم

  4، شیرین محمدی پور 3، سید احمد عطایی 2ارسطو بدویی دلفارد،  1سعیده افریشم

 گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید باهنر کرمان  .1

 گروه بیوشیمی، دانشکده علوم، دانشگاه شهید باهنر کرمان  .2

 مهندسی شیمی، دانشکده فنی و مهندسی، دانشگاه شهید باهنر کرمانبخش  .3

 گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید باهنر کرمان .4

 چکیده 

 α(1→4پیوند )تر را با شکست نشاسته به اولیگوساکاریدهای کوچک ۀکه هیدرولیز اولی ندیاندوآمیلازها خانوادۀمتعلق به  هاآمیلاز-آلفا زمینه و هدف: 

آزاد . استفاده از آنزیمدهندیل میایع مختلف را تشکگروه مهمی با کاربردهای گسترده در صنآلفاآمیلازها ها، آنزیم انواع مختلف در بین .دندهانجام می

مداوم.  ایدر راکتوره هاآن از استفاده رد مشکل و ضعیف مجدد ۀاستفاد کمتر، قابلیت پایداری بالا، ۀهایی دارد ازجمله: هزیندر صنایع مختلف محدودیت

 ،رروی سطوح نانویت آنزیم بمیان تثب ایناست. در  شدنیرسد. تثبیت آنزیم برروی بسترهای مختلف انجاممیها با تثبیت آنزیم به حداقل این محدودیت

ختلف بسیار مدر شرایط آن ملکرد مقاوم عهمراه با افزایش پایداری و آنزیم مجدد  ۀقابلیت استفاد ،هاکم آن تدلیل سمیویژه نانوذرات مغناطیسی بهبه

 از پلیمر کیتوزان انجام گرفت.  برروی بستری 3o2Feدر این پژوهش تثبیت آنزیم آلفاآمیلاز با استفاده از نانوذرات  .قرار گرفته است موردتوجه

د. شبه ساعت انکو 48مدت به به محیط مایع اختصاصی تلقیح و موجاونسیس باسیلوس ۀآنزیم، کشت شبان ۀمنظور تولید اولیبه مواد و روش ها: 

( به ( Linker) دهندهدرصد )اتصال 05آلدهید آمده با استفاده از آمونیوم سولفات تغلیظ و سپس دیالیز شد. آنزیم دیالیزشده در حضور گلوتاردستآنزیم به

 در بستر کیتوزان اتصال داده شد.  Fe2o3نانوذرات 

د به آنزیم آزادرصد نسبت 48و  53ب د که به ترتیشگیری و مشخص نامتر اندازه 540شده با نانوذرات در فعالیت و پایداری آنزیم تثبیت افته ها: ی

 یکروگرم تخمین زده شد.  م 25شده  با استفاده از نمودار استاندارد آلبومین سرم گاوی افزایش داشته است. همچنین غلظت آنزیم تثبیت

پایداری این  ن فعالیت وفزایش میزااشد که با استفاده از کیتوسان طبیعی به خوبی باعث تثبیت آلفاآمیلار تولید شده در این پژوهش  نتیجه گیری: 

  د.ر گیرستفاده قرااه مورد آنزیم احتمال میرود در آینده جهت کاربرد در صنایع تولید گلوکز و صنایع تولید مواد شوینده به صورت انبو

 آلفاآمیلاز، تثبیت ، نانوذرات مغناطیسی، کیتوزان، فعالیت  کلیدواژه ها:  

 05/10/1404ن: لایانتشار آن       16/09/1404ویرایش نهایی:          29/08/1404پذیرش:      11/07/1404دریافت: 

 دانشگاه شهید باهنر کرمان.گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، سعیده افریشم، اطلاعات نویسنده مسئول: 

Email: sa.afisham@gmail.com  

ان اآمیلاز باکتریایی روی نانوساختار کیتوزتثبیت آنزیم آلف (.1404شیرین ) ،محمدی پور وسید احمد  ،عطایی ؛بدویی دلفارد ،ارسطو ؛سعیده ،افریشم استناد:

  .61-54 (،1) 2بهداشت و بیماری های عفونی دام، مغناطیسی. 

  

 بهداشت و بیماری های عفونی دام
 2، شماره  2 دوره

 https://jahid.lu.ac.ir/: صفحه مجله
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 مقدمه

 هاآنزیم پرکاربردترین و ترینمهم از یکی عنوانبه توانندمی آمیلازها

 مانند مختلف هایشاخه ها درآن کاربرد شوند که گرفته نظر در

این  کنار در. است یافته گسترش تحلیلی و دارویی بالینی، شیمی

غذایی مانند پخت  ها در بهبود صنایع موادتوان از آنکاربردها، می

 ویژه فراوری نشاسته استفادهکاغذ و به و پارچه شوینده، نان، مواد

  α-1→4پیوند داخلی هیدرولیز (E.C.3.2.1.1) آمیلاز کرد. آلفا

 وزن با کند و محصولاتمی کاتالیز نشاسته در را گلیکوزیدی

کنند مالتوتریوز تولید می و مالتوز گلوکز، واحدهای مانند کم، مولکولی

ها برروی بسترهای ها تثبیت آن(. برای افزایش کارایی این آنزیم1)

 هایتوان به دانهاست که از این میان می شده بررسی مختلف

سیلیکا (،   Functionalized glass beadsعملکردی ) ایشیشه

 150MB  (Amberliteامبرلیت  (، Mesoporous silica) مزوپور 

MB 150)، آلژینات، متخلخل  ژلاتین، های کیتوزان،دانه

نقره و نانوذرات مغناظیسی اشاره کرده کرد  نیتروسلولوز، نانوذرات

 در چشمگیری طرزبه نانو ابعاد با مواد گذشته، دهۀ چند (. در2-5)

 اند. انواعرا باز کرده فناوری جای خود و علوم هایرشته همۀ

 تثبیت منظوربه موفقیت با هاو نانوکامپوزیت نانوذرات از شماریبی

پلولاناز  و گلوکوآمیلاز بتاآمیلاز، آمیلولیتیک؛ آلفاآمیلاز، هایآنزیم

 پشتیبانی با آمیلولیتیک هایاند. تثبیت آنزیمشده گرفته کاربه

ها شده؛ چراکه ین آنزیما زیاد بسیار نانو منجربه فعالیت ترکیبات

تتثبیت آنزیم با استفاده از ترکیبات نانو در سطح بالاتری انجام 

اتصال سوبسترا به  هنگام گرفته، مشکل ناشی از ممانعت فضایی در

 غیرفعال برابر به حداقل رسیده و مقاومت آنزیم در آنزیم فعال جایگاه

بالا  شیمیایی بسیار و فیزیکی هایکنندهدناتوره انواع از ناشی شدن

شده با نانوذرات های تثبیتبراین، فعالیت فراوان آنزیمرود. علاوهمی

های آمیلولیتیک در استفادۀ مکرر و مداوم حفظ خواهد شد. آنزیم

 مواد غذایی، صنایع موفقیت در شده با استفاده از نانوذرات باتثبیت

 محیطی، یهاشوینده، زمینه مواد پالپ، و کاغذ نساجی، سوخت،

 نانوذرات نانومواد، این بین اند. درتحلیلی کاربرد یافته و پزشکی

 فردمنحصربه غیرمعمول و عالی مغناطیسی دلیل ویژگیمغناطیسی به

 3O2Feو  4O3Fe مغناطیسی نانوذرات .شوندمی گرفته نظر در

 کوچک، اندازۀ شان ازجملهچندمنظوره هایویژگی دلیلبه

 هاآن آسان تر جداییمهم کم و از همه سمیت بودن،ابرپرامغناطیس 

 گرفته نظر در بسیار مناسب هاآنزیم تثبیت واکنش، برای سیستم از

 هایسیستم به نیاز مغناطیسی جداسازی هایتکنیک در .اندشده

 سایر یا فیلترها سانتریفیوژها، قیمت،گران مایع کروماتوگرافی

منظور عملکردی کردن نانوذرات به(. 12-6ندارد ) تجهیزات وجود

مغناطیسی از ترکیبات آلی و غیرآلی مختلفی استفاده شده است. از 

شود کیتوزان حاضر استفاده میترین ترکیبات آلی که درحالمهم

 و آمینه هایگروه کیتوزان خطی گلوکوزامینپلی هایاست. زنجیره

 شیمیایی ییراتتغ برابر در را آن که دارند پذیرواکنش هیدروکسیل

دستیابی به آلفا  ،پژوهش نیاز ا هدف. (14و  13کند )می حساس

آمیلازی با مقاومت و حساسیت بالا برای استفاده مداوم در صنایع 

 مرتبط با هیدرئلیز نشاسته می باشد.

 ها مواد و روش

 تولید آنزیم آلفاآمیلاز .1

 یتکشت شبانۀ باکتری باسیلوس مجاونسیس در محیط کشت نوترن

 درصد از 10گراد تهیه شد. به میزان درجه سانتی 30براث در دمای 

لیتر محیط مایع اختصاصی حاوی نشاسته میلی 150این کشت به 

وباسیون، انکوبه شد. بعد از انک 30ساعت در دمای 48مدت تلقیح و به

 .اده شدعنوان آنزیم استفمحیط کشت سانتریفیوژشده و مایع رویی به

 تغلیظ آنزیم .2

ن آمده از مرحلۀ قبل در یک ارلدستبرای تغلیظ آنزیم مایع رویی به

لیتری ریخته شد و در داخل یک ظرف یخ برروی یک میلی 500

 ا تدریجبه ت. سپسقرار گرف پایین حرکت سرعت با زن مغناطیسیهم

 یترلمیلی  100هر درصد )برای 80سولفات آمونیوم با غلظت نهایی

 از پس شد. ریخته محلول درون به ونیوم( آم سولفات گرم 57 محیط،

 در شب مدت یکآمونیوم، محلول حاصل به حل شدن کامل سولفات

 سپس .کنند کاملاً رسوب هاپروتئین تا گرفت قرار یخچال داخل

لیتری میلی50های در فالکون یافتهرسوب هایپروتئین واجد محلول

 rpm با دقیقه 10 مدتبه گرادسانتی درجه 4دمای ریخته شد و در

 ریخته ورد پروتئین بود، فاقد که رویی سانتریفوژ شد. محلول ،1000

 پتاسیم بافر رمیکرولیت 300 آرامیبه هادرون فالکون رسوب به و

  .(15شد ) اضافه pH 7 با میلیمولار 50فسفات

 

 



 افریشم و همکاران

(4140زمستان  -) پاییز 2، شماره  2دوره   

 دیالیز .3

 از ومآمونی سولفات نمک حذف دیالیز، برای کیسۀ از استفاده با

 ها وینپروتئ شد. محلول حاوی رسوب انجام پروتئینی دیالیز رسوب

 کیسه با  نخ رسشد.  ریخته دیالیز کیسۀ درونبه فسفات پتاسیم بافر

 20سفات ف پتاسیم بافر حاوی ارلن درون معلق صورتبه و بسته

 مغناطیسی زنهم برروی ارلن این گرفت. قرار pH 7 با مولارمیلی

مدت به باریک ساعت 8هر  دیالیز بافر محلول تعویض شد. داده قرار

 کون و درآنزیم دیالیزشده در فال آن از پس .گرفت ساعت انجام 48

 (.15یخچال قرار داده شد )

 تثبیت آنزیم  .4

 صل بهمت تثبیت آنزیم آلفاآمیلاز برروی بستری از پلیمر کیتوسان

عنوان ( به %1نانوذرات مغناطیسی در حضور گلوتارآلدهید )

 فت. دردهنده انجام گرفت. این فرایند در سه مرحله انجم گراتصال

و  Fe2O3شده با نانوذرات دادهگرم کیتوزان پوشش 1/0مرحلۀ اول 

گراد تیدرجۀ سان 30ساعت در  5مدت لدهید بهمیکرولیتر گلوتار آ 50

ط زن مغناطیسی قرار داده شد. پس از این مدت، مخلوبرروی هم

دقیقه سانتریفیوژ شد و با آب  5مدت و به 10000واکنش در دور 

 5آنزیم و  لیترمیلی 2 رحلۀ دوم موشو داده شد. در مقطر شست

درجۀ  4اعت در سمدت نیملیترآمونیوم سولفات اشباع بهمیلی

زن مغناطیسی قرار داده شد. در مرحلۀ آخر گراد در روی همسانتی

 یتوزانشده با آمونیوم سولفات اشباع به مخلوط کآنزیم رسوب داده

مای مدت سه ساعت در دمغناطیسی و گلوتارآلدهید اضافه شد و به

 زن مغناطیسی قرار داده شد. پس ازگراد در روی همدرجۀ سانتی 30

( pH 7مولار،میلی 20ن مدت مخلوط واکنش با بافر فسفات )ای

 20لیتر بافر فسفات )میلی 1وشو داده شد. رسوب حاصل با شست

شده در عنوان آنزیم تثبیت( مخلوط شد و بهpH 7مولار، میلی

  (.   15یخچال نگهداری شد )

 شدهسنجش میزان آنزیم تثبیت .5

براساس واکنش بردفورد انجام شده گیری غلظت پروتیین تثبیتاندازه

 30شده در کنار میکرولیتر از آنزی تثبیت 20گرفت. برای این منظور 

 450مولار( و میلی 7pH   ،100میکرولیتر بافر سدیم فسفات )

مدت ده دقیقه در دمای اتاق قرار داده شد. پس از این میکرولیتر به

گیری شد. نانومتر اندازه 595مدت زمان جذب مخلوط واکنش در 

برای مقایسه، این واکنش به همین ترتیب برای سوپ رویی بعد از 

عنوان کنترل نشده )بهتثبیت، آنزیم دیالیزشده و آنزیم اولیۀ تغلیظ

 (.15مثبت(  انجام گرفت )

 

 سنجش فعالیت آنزیم .6

  ern feldB)  سنجش فعالیت آنزیم آلفاآمیلاز براساس روش برن فلد

های آزمایش انجام گرفت. برای در لوله DNSو با استفاده از معرف ( 

ه عنوان تست و یک لولانجام سنجش فعالیت آنزیم، دو لوله به

های تست، عنوان شاهد در نظر گرفته شد. به این ترتیب که به لولهبه

درصد محلول لیتر نشاستۀ یکمیلی 5/0م و لیتر محلول آنزیمیلی 5/0

عنوان سوبسترا مولار( بهمیلی 7pH   ،100فسفات ) در بافر سدیم

لوله شاهد محتوای (. Oziengbe and Onilude, 2012اضافه شد )

لیتر بافر سدیم فسفات بود. برای میلی 5/0لیتر آنزیم و میلی 5/0

 20مدت گراد بهدرجه سانتی 30ها در دمای انجام واکنش، ابتدا لوله

ر نظر دعنوان شرایط استاندارد یط بهدقیقه انکوبه شدند؛ این شرا

 DNSلیتر از معرف ها یک میلیگرفته شد. در مرحلۀ بعد، به لوله

ند. دقیقه در حمام آب جوش حرارت داده شد 5مدت اضافه شد و به

اکنش ها در دمای اتاق سرد شدند و جذب مخلوط وبعد از آن، لوله

 (.16د )نانومتر خوانده ش 540ها در طول موج درون لوله

 سنجش پایداری آنزیم .7

لیتر آنزیم میلی 5/0گیری میزان پایداری آنزیم، ابتدا برای اندازه

گراد قرار درجه سانتی 30مدت یک ساعت در دماهای تنهایی بهبه

لیتر سوبسترا میلی 5/0های آنزیمی داده شد. در مرحلۀ بعد، به نمونه

جۀ در 30دقیقه در  20اضافه و مخلوط حاصل در شرایط سنجش )

ستفاده از مانده آنزیم با اکوبه شد. درنهایت، فعالیت باقیگراد( انسانتی

و سپس خوانش جذب مخلوط واکنش در طول موج  DNSمعرف 

 (.17گیری شد )نانومتر اندازه 540

 نتایج

 گیری میزان آنزیم تثبیت شدهاندازه .1

و با  دفوردبر شده با استفاده از محلولگیری مقدار آنزیم تثبیتاندازه

ندارد نامتر با نمودار استا 595آمده در دستهای بهجذب ۀمقایس

( 1)شکل (  BSA)  های مختلف پروتیین آلبومین سرم گاویغلظت

 25شده بیتانجام گرفت. نتایج این مقایس نشان داد میزان آنزیم تث

 . ستمیکروگرم ا
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 های مختلف پروتیین آلبومین سرم گاوی: نمودار استاندارد غلظت1شکل

 فعالیت آنزیمسنجش  .2

ه، زشدشده و آنزیم دیالیگیری فعالیت آنزیم تثبیتبرای اندازه

 30مای دقیقه در د 20مدت همراه سوبسترا بههای آنزیمی بهنمونه

 540ر دند. پس از انکوباسیون، جذب دشگراد انکوبه درجه سانتی

لوکز گرد آمده با منحنی استاندادستهای بهنانومتر خوانش شد. جذب

شان داد د. نتایج نش( محاسبه U/mlایسه و فعالیت آنزیم برحسب )مق

 درصدی فعالیت آن شده است53که تثبیت آنزیم سبب افزایش 

 (.  2)شکل 

 
 شده. مقایسۀ فعالیت آنزیم دیالیزشده و تثبیت2شکل 

 سنجش پایداری آنزیم .3

شده ثبیتتمنظور بررسی پایداری آنزیم، آنزیم دیالیزشده و آنزیم به

تنهایی مدت یک ساعت بهقبل از انکوباسیون در شرایط سنجش به

ماندۀ آنزیم گراد انکوبه شدند. سپس فعالیت باقیدرجۀ سانتی 30در 

 یم سببگیری شد و نتایج نشان داد ثبیت آنزدر شرایط سنجش اندازه

 درصد شده است. 48افزایش پایداری به میزان 

 

 
 شدهلیزشده و تثبیت. مقایسۀ پایداری آنزیم دیا3شکل 

 بحث

آمده از سویۀ باسیلوس دستدر این پژوهش تثبیت آنزیم آلفاآمیلاز به

انجام گرفت و  Fe2O3موجاونسیس برروی نانوذرات مغناطیسی 

منظور عملکردی کردن این نانوذرات از پلیمر کیتوسان و به

دهنده استفاده شد. فعالیت و عنوان اتصال( به %1گلوتارآلدهید )

شده با دیالیزشده مقایسه و مشخص شد این دو پایداری آنزیم تثبیت

درصد افزایش نشان داده است. در  48و  50پارامتر به ترتیب 

و همکاران (   Dhavale، دهاوال ) 2018شده در سال  پژوهش انجام

درصد  Fe3O4  48شده با نانوذرات نشان دادند آلفاآمیلاز تثبیت

(. سهرابی و همکاران نیز 18فعالیت خود را بیشتر حفظ کرده است )

 Fe3O4شده با مشاهده کردند آلفاآمیلاز تثبیت 2013در سال 

درصد فعالیت  85شش سیکل توانسته پس از استفاده ی مداوم در 

ماندۀ آنزیم آزاد خود را حفظ کند که این میزان بالاتر از فعالیت باقی

دهندۀ پایداری بالاتر شده نشانبوده است. این میزان فعالیت حفظ

شده در مقایسه با آنزیم آزاد است که اهمیت استفاده از آنزیم تثبیت

میت استفاده از (. اه19دهد )نانوذرات مغناطیسی را نشان می

قیمت برای تثبیت آلفاآمیلاز در عنوان پلیمر ارزانکیتوسان به

های متعددی مشخص شده است. عبدالجعفر و هاشم در پژوهش

مشاهده کردند تثبیت آنزیم روی بستری از پلیمر  2003سال 

دهنده منجربه حفظ عنوان اتصال( به %1کیتوسان و گلوتارآلدهید )

های مداوم در اولیۀ آنزیم آلفاآمیلاز در سنجش درصد فعالیت 45/46

( و   Tripathi(. تریپاتی ) 20شده است ) 7pHدرجه و  25دمای 

درصد را برای  27ماندۀ ، فعالیت باقی2010همکاران در سال 
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 افریشم و همکاران

(4140زمستان  -) پاییز 2، شماره  2دوره   

(. افزایش فعالیت 21گیری کردند )شده اندازهآلفاآمیلاز تثبیت

ی پلیمر کیتوسان همچنین ماندۀ آلفاآمیلاز درنتیجۀ تثبیت برروباقی

مشاهده (  Kumari & Kayastha) در پژوهش کوماری و کایاستا 

، همچنین افزایش فعالیت 2010(. یانگ و همکاران در سال 22شد )

واسطۀ تثبیت برروی نانوذرات مغناطیسی و پایداری آنزیم آلفاآمیلاز به

 شده با کیتوزان گزارش کردند. فعال

 گیری کلینتیجه

روی مواد بر تثبیت آن سهولت باکتریایی، آمیلاز آلفا آسان دسترسی

 لمحصو به را تواند آنمی تثبیت، هنگام پایداری افزایش زینه وهکم

 شدهاستفاده مادۀ هردو. تبدیل کند آینده هایبرنامه برای مناسبی

و  یر بودهتجدیدپذ ارزان، در این پژوهش غیرسمی، آنزیم تثبیت برای

 شده در این پژوهش بتواند درشود که آنزیم تثبیتپیشنهاد می

 یتاهم دارویی یا یکیبیولوژ آرایشی، غذایی، موادهای مختلف زمینه

 .دارد قراوانی

  قدردانی

شناسی و همچنین از دانشجویان بخش از کارکنان بخش زیست

 مهندسی شیمی دانشکدۀ فنی و مهندسی دانشگاه شهید باهنر

 شود.ویژه خانم نجمه محمدی تشکر و قدردانی میکرمان، به

 تضاد منافع

 د.کنند که هیچ تضاد منافعی باهم ندارننویسندگان اعلام می 
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