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Abstract 

Introduction: Microbial strain immobilization has some benefits like the repeatability and cost-

effectiveness of strain recovery in the fermentation process. The present study aimed to 

investigate the effects of Aeromonas hydrophila MSB16 immobilization on its protease 

production. 

Materials and Methods: The best method for immobilizing MSB16 was selected using five 

different polymers including alginate, alginate-polyvinyl alcohol, alginate-polyvinyl alcohol-

calcium carbonate, alginate-γ-Al2O3 nanoparticles, and carboxymethylcellulose. The best 

immobilization method was selected based on the ability of protease production of immobilized 

cells through the one-factor-at-a-time approach. Then, the selected method was optimized using 

the surface response methodology (RSM). Finally, the data were analyzed by Design Expert 11 

software and the analysis of variance. 

Results: According to the results of RSM, the immobilized strain in a polymer containing 3% 

alginate - 3% polyvinyl alcohol - 3% calcium carbonate showed the highest protease production 

(205/32 U/mL). The second-order model was statistically significant based on the F-values 
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(25.95) and p-values (0.0001). The high determination coefficient (0.9584) and the non-

significance lack of fit (0.7818) confirmed the accuracy of the model. The MSB16 protease 

production was affected by calcium carbonate and polyvinyl alcohol concentrations and had an 

inverse relationship with calcium carbonate. 

Discussion and Conclusion: The statistical optimization of the MSB16 immobilization method 

led to a 2.13-fold increase in its protease production than the free cells. 

Key words: Strain Immobilization, Sodium Alginate, Polyvinyl Alcohol, Calcium Carbonate, 

Response Surface Methodology 
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 كیدهچ

 ر فراینهد تممیهر    سهویه  بازیافهت  وم هر  و هزینه   تکهرار  های میکروبی  ارای مزایایی مانند قابلیت یهسوتثبیت   مقدمه:مقدمه:

 بر توانایی تولید ژروتئاز آ  بو . MSB16 هیدروفیلا آئرومونا  است. هدف از این مطالعه  بررسی اثر تثبیت سوی 

رو  مم له  و بها اسه  ا   از ژلیمرههای آلوینهات        5  از میها   MSB16به رین رو  تثبیت سوی    ها:ها:    مواد و روشمواد و روش

نانوذرۀ گامها آلومینیهوم اوسهید و     -  آلوینات میولس وربنات - الکل لینیو یژل -  آلوینات الکل لینیو یژل -آلوینات 

شد   ر  همچنین وربووسی م یل سلولز ان ماب شد. مبنای ان ماب به رین رو  تثبیت  میزا  تولید ژروتئاز سوی  تثبیت

صورت مطالع  یک فاو ور  ر یک زما  است. سهس  فاو ورههای مه ثر  ر رو  تثبیهت      نید  به مقایسه با سوی  تثبیت

شناسهی سهطح    ی مربهو  بهه رو   هها   ا  سازی شدند. آنهالیز   شناسی سطح ژاسی  بهینه    از رو شد   با اس  ا ان ماب

 و آزمو  ت لیل واریان  بررسی شد. Design Expert 11افزار  ژاسی با اس  ا   از نرم

 2مر حهاوی  شد    ر ژلی شناسی سطح ژاسی  بالاترین میزا  تولید ژروتئاز توسط سوی  تثبیت براسا  ن ایج رو : : نتایجنتایج

 . مدز  رجه  وم U/mL 2424//445445 رصد وربنات ولسیم به  ست آمد ) 2 - رصد ژلی وینیل الکل  2 - رصد آلوینات 

  ازنظر آماری معنا ار بهو . بهالابو   یهریش تیهمی      <p (4441/4  و مقدار F (59/45آمد   براسا  مقدار   ست به

تهأثیر للظهت    . تولید ژروتئهاز ت هت  ور  یم  ص ت مدز را تأیید 1818/4  و معنا ارنبو   تست عدم براز  )9582/4)

 و با للظت وربنات ولسیم رابط  معکو   اشت. گرفت یموربنات ولسیم و ژلی وینیل الکل قرار 

 - الکهل  لینیو یژل -به رو  آلوینات  MSB16سازی آماری عوامل م ثر بر تثبیت سوی   بهینه  گیری:گیری:  بحث و نتیجهبحث و نتیجه

 نید  منجر شد. ی میکروبی آزا  و تثبیتها سلوزبرابری تولید ژروتئاز نسبت به  12/4به افزایش  میولس وربنات

 شناسی سطح ژاسی رو   میولس وربنات  الکل لینیو یژل  میسد ناتیآلوتثبیت سویه    های کلیدی:های کلیدی:  واژهواژه
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 مقدمه

 انهد  یصنع  های یمگرو  آنز ینتر از مهم یکی ژروتئازها

 هها   یند شهو  یهد تول ازجملهه  بسهیاری  صهنای    ر امهروز   وه

 یافهت باز ینهمچنه  و ابرییهم  چرم   ارویی  ل ایی  صنای 

 ههها یکروارگانیسههمانههد. م  شههد اسهه  ا   ینههیژروتئ یعاتیهها

 ر  ژروتئازهها  یهد تول یاز منهاب  اصهل   هها  یباو ر خصوص به

خهار    تولیهد امهر    یهن . علهت ا شهوند  یصنعت م سوب مه 

 بهههو  تر سههها   یهههایی باو ر یاللهههش ژروتئازهههها یسهههلول

 یطشهرا  سهازی  بهینهه و  یکروبهی م سهوی   ژن یکهی   س کاری

  . 1) است یمآنز یدتول افزایش برایویت آ  

آزا   یها توسط سلوز توانند یم یکروبیم م صولات

 تثبیهت  اسهت  گ  نهی . شوند یدتول شد  تثبیت یها سلوز یا

 م هابولیکی  فعالیهت  و فیزیولهوژی  رشد  بر تواند یم سلوز

و  رن یجه بر باز   تولید م صولات میکروبی  سلوز یک

م صهولات   تولیهد  افزایش  لایل از یکی  .4)م ثر باشد 

 تهراوم  افهزایش  شهد    تثبیهت  یهها  توسط سلوز یکروبیم

 همچنههین  تثبیههت اسههت.  یصههنع  راو ههورههها  ر  سههلوز

 هها  سلوز مکرر  لیل امکا  اس  ا ۀ ی میکروبی بهها سلوز

 وهاهش   آنهها  مهدت  طهولانی  ژایداری  ر فرایند تممیر 

 وم ههر راو ههور و  رنهایهت هزینه    از هها  سهلوز  شس یهوی 

 ههای  یمآنهز  شهدۀ  تمهام  هزینه   وهاهش  بهر  سویه  بازیافت

 .  2) است م ثر یاربس یصنع 

 موجهو   م نهوعی  ههای    رو هها  سلوزمنظور تثبیت  به

گرو  اصلی  چهار به راآنها  توا  یم ولی طور به است وه

  رو    گیراف ها   1جامهد  حامل به ج ب یا شامل اتصاز

 ههها سههلوز   اتصههاز4)بسهه ر  من هه  ار  مههاتریک  یههک

 عوامههل از اسهه  ا   بهها یهها خههو ی صههورت خو بههه  بههه

 یهها  حامهل  بهین هها   سهلوز  و م هدو ور    2ونند  م صل

ی نامبر    ها رو از میا    .2)بندی ور   تقسیم 2مم ل 

 لیل سا گی  لیل سا گی   بهبه  من   ار  بس ر یک   رو رو  گیراف ا  

شهد   ر طهوز زمها      شهد   ر طهوز زمها        ی تثبیهت ی تثبیهت هها هها   سهلوز سهلوز و ژایداری بیی ر و ژایداری بیی ر 

  مطالعهات مطالعهات   ججیین ها ن ها  .  . 55بیی ر شایا  توجه قرار گرف ه اسهت ) بیی ر شایا  توجه قرار گرف ه اسهت ) 

  شههد شههد   تتیههیههتثبتثب  ییکروبه کروبه ییمم  ییهههاههها  ههییسههوسههو  نهد نهد اا    نیهها   ا نیهها   ا   گ شه ه گ شه ه 

  من ههه  ار بسههه ر یهههک  رو  گیراف ههها  توسهههط رو  توسهههط رو  

  اایه یه بماننهد  بماننهد    ییبهاق بهاق   زنهد  زنهد    تهر تهر   ییطهولان طهولان مهدت  مهدت    ییبهرا بهرا   تواننهد تواننهد   ییمم

  ییهها هها   بهه سهلوز  بهه سهلوز    نسبتنسبت  ممییآنزآنز  ددییتولتول   ر ر  ییررییچیماچیما  ششییافزاافزا

با وجو  این  ان ماب بس ری وه با وجو  این  ان ماب بس ری وه   ؛؛  66وو11آزا   اش ه باشند )آزا   اش ه باشند )

  از اهمیهت    از اهمیهت  رنهد رنهد ییگگ  ییمه مه ی میکروبهی  ر آ  قهرار   ی میکروبهی  ر آ  قهرار   هها هها   سلوزسلوز

 بههو    م لههوز رقابههلیل.   55))ای برخههور ار اسههت ای برخههور ار اسههت   ویههو ویههو 

بههو   و  ارزا  بههو    یرسههمیل بههو    هیههتجز رقابههلیل

ژایداربو    ر برابر صدمات مکانیکی و شرایط مم له   

فیزیکوشیمیایی  ازجمله خصوصیاتی است وه باید بهرای  

ان ماب بس ر من   ار مدنظر قهرار گیهر . ژلیمرههای آلهی     

شههد  را  انهد وههه بییهه ر خصوصهیات بیهها    ازجملهه مههوا ی 

 ارنههد. از میهها  ژلیمرهههای آلههی وههه  ر فراینههد تثبیههت     

 انههد  اشهه هن ههایج خههوبی بههه همههرا  ی میکروبههی ههها سهلوز 

به آلوینهات  آگهار  آگهارز  ژلهی وینیهل الکهل         توا  یم

 بها .  8)چی وسها  و وربووسهی م یهل سهلولز اشهار  وهر        

 یکروبه یم یهها  سهلوز  تیه بس ر مناسش  ر تثب  این وجو 

 یبهه ن هو   یکروبه یم ی سهو ههر   یمجهزا بهرا   طهور  بهه  دیبا

 یهها  نسهبت بهه سهلوز    شهد   تیه تثب ی سو وه شو ان ماب 

 یداریه از ژا  م صهوز خهو    یبهالا  دیه آزا   علاو  بر تول

 5وومهار  مطالعه    رمثاز   یبرا ؛برخو ار باشد زین یمناسب

 باسهیلو   ی ژروتئهاز توسهط سهو    ید  تول4414) 6و وات 

 بهه  شهد   تثبیهت آزا  و  یهها   ر حالهت سهلوز   1سوب یلی 

 ین ژلاته  ازجملهه  مم له   ژلیمرههای   ر گیراف ا   رو 

. شهد  بررسهی و آگهار   یناتآلو یمولس ید آم یلآور یژل

 ژروتئاز  تولید میزا  بالاترین  ا ند نیا  مطالعه این ن ایج

تعههدا  تکههرار  یننیسههت سههلوز و بههالاتر یههزا م ینوم ههر

  ر شههد  تثبیهت  یهها  سهلوز  توسهط  تنهها  فراینهد تممیهری  
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  .9) گیر  یصورت م ژلاتین

علاو  بهر ان مهاب نهوع بسه ر  شهرایط فیزیکوشهیمیایی       

ی میکروبههی و ههها سههلوز  میههزا  pHمم لهه  ماننههد  مهها  

بسه ر  بهر ژایهداری یها عملکهر        موا از  شد  للظت اس  ا  

ی میکروبی م صورشد   ر بس ر من   ار م ثرنهد؛  ها سلوز

ی میکروبهی  بایهد  و   هها  سهلوز بنابراین   ر فراینهد تثبیهت   

سازی شرایط آ   ر نظر گرف هه   عامل مهم نوع بس ر و بهینه

 سهازی  بهینهه  زمینه   مطالعات اندوی  ر م أس انه.  14)شو  

مولههد ژروتئههاز بهها اسهه  ا   از  یکروبههیم هههای یهسههو یههتتثب

مطالعههات  ییهه رب وگرف ههه  صههورت یآمههار یههها رو 

 بهو   )یک فهاو ور  ر یهک زمها       یتک عامل صورت به

 8یژوتومهارت   به مطالع توا  یمطالعات  م ینا ازجمله است؛

 مه ثر  یرههای  ر آ  م غ وهه  ور   اشار  4448و همکارا  )

-NCIM 9فهورمی   لهیکن  باسیلو  یاییژروتئاز قل یدبر تول

 یهر م غ 2 و یلربهالار  14توسط رو  ژلاوت بورمن 2042

سهرعت   یهد  ولر یمللظهت ولسه   ینهات  آلو یمللظت سهد 

 توسهط   یحتلق ی )ما شوند  تثبیت یها سلوز یزا و م زنی هم

 یههنا یجشههدند. ن هها سههازی بهینههه 11وامههل فاو وریههل رو 

 بهار  14 تا شد  تثبیت یکروبیم یها سلوز ندمطالعه نیا   ا 

 یژروتئهاز خهوب   یهد تول بیهدها   نیهت  بهدو   ژیاژی صورت به

رو  تهک   . 11آزا  نیها   اشه ند )   یهها  به سهلوز  نسبت

بهو   اجهرای رو  و وارآمهدبو    ر      لیل سا   عاملی به

لربالاری فاو ورهای مه ثر بهر یهک فراینهد  بسهیار م یهد       

شناسهی   ی آمهاری ماننهد رو   ها رو است؛ اما اس  ا   از 

جویی  ر زمها  و    لیل تکرارژ یری و صرفه سطح ژاسی  به

سازی شرایط فراینهد   منظور بهینه   رهیاف ی ایدئاز بهها نهیهز

  شهو  یمه ا تولید یهک م صهوز صهنع ی م سهوب     تثبیت ی

 . همچنین  برخلاف رو  تک عهاملی  ایهن رهیافهت    14)

قا ر است با بررسی تعدا  ومی از آزماییات به میهانکنش  

 .  12)بین م غیرهای مم ل  م ثر بر فرایند ژی ببر  

رو  مم له   رو  مم له     55اثهر  اثهر  بنابراین  ر مطالعه  حایهر  اب هدا    

بهر تولیهد     من   ار  بس ر یک  رو  گیراف ا  تثبیت از نوع تثبیت از نوع 

بررسههی شههد.  بررسههی شههد.   MSB16 هیههدروفیلا آئرومونهها ژروتئههاز 

سدیم آلوینات  سدیم آلوینهات  شامل شامل   شد شد   بس رهای مطالعهبس رهای مطالعه

 -ژلهی وینیهل الکهل     -ژلی وینیل الکل  سهدیم آلوینهات    -

نهانوذرۀ گامها آلومینیهوم     -وربنات ولسیم  سدیم آلوینات 

سهس  فاو ورههای   . بهو  بهو  اوسید و وربووسی م یهل سهلولز   

شهد   بها اسه  ا   از     م ثر  ر به هرین رو  تثبیهت ان مهاب   

وهارگیری طهرم مروهش     شناسی سطح ژاسی و بها بهه   رو 

تههاونو  سههازی شههدند. شههایا  ذوههر اسههت   مروههزی بهینههه

شهد    تیه تثب های یهژروتئاز توسط سو دیتول بارۀ ر یگزارش

 م یوربنهات ولسه  - الکهل  لیه نیو یژله  - نهات یآلو میبا سد

 لیههم  یو وربووسهه ومیههنیآلوم ۀنههانوذر - نههاتیآلو میسههد

 سلولز  ا   نید  است.

 .ها روش و مواد

 آئرومونهها سههوی  سووویم میكروبووی و روش ک ووت: 
 ر مطالعهههه  قبلههههی از ژسههههاب    MSB16 هیههههدروفیلا

وارخانجههات سوسههی  )اصهه ها   بهها اسهه  ا   از م ههیط  

 4)اسهکیم میلهک     چربی بدو  شیر ویت آگار ار ژو ر

شهمارۀ  سه یابی تهوالی      .12) بو جداسازی شد   رصد 

16s rDNA   ای  این سویه  ر ژایاا   اGenBank  برابر

است. برای تهیه ویت خال  از بهاو ری   KT006757با 

شد   از م یط تریس یهک سهوی آگهار اسه  ا        جداسازی

منظهور تهیهه مایه  تلقهیح باو ریهایی بهه        شد. همچنهین  بهه  

  یههک لههو  ژههر از ویههت م ههیط ویههت تولیههد ژروتئههاز

م هیط تریس یهک    لی هر  میلهی  5خال  باو ری مهدنظر   ر  

شهد    ر  مهای    سوی براث ویت  ا   شد. م یط تلقیح

  ر انکوباتور ناهداری شد یزمان تا گرا   رجه سان ی 21

 nm 624ویهت  ر طهوز مهو      م هیط  نهوری  ج ب وه

 CFU/mL  معها ز  48/4 -12/4) مک فارلنهد  یممعا ز ن
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ی هها  سهلوز منظور بررسهی اثهر تثبیهت     شو . به 4-1 ×148

 میکروبی بر تولید ژروتئهاز  از م هیط ویهت مهای  تولیهد     

چربهی اسه  ا      بهدو   شهیر   رصد ژو ر 4 ژروتئاز حاوی

گهرا     رجهه سهان ی   114این م یط ویت  ر  مهای  . شد

 1 قیقه  ر اتوولاو اس ریل شد. بعد از تلقیح  14به مدت 

شهد    ی  تلقیح میکروبی آمها    رصد حجم بر حجم از ما

گهه اری  بههه م ههیط ویههت تولیههد ژروتئههاز  گرممانههه     

 28گرا  به مهدت    رجه سان ی 24)انکوباسیو    ر  مای 

  ور بر  قیقه انجام شد.  184زنی  ساعت با سرعت هم

برای تثبیهت  سدیم:  تثبیت سویه با استفاده از آلژینات

 از لی هر  میلهی  5سهدیم    از ژلیمهر آلوینهات   اس  ا   سویه با

بههاو ری  ارای وههدورت نههیم مههک فارلنههد  سوسسانسههیو 

(CFU/mL 148× 4-1   م لهوز آلوینهات   لی هر  میلی 5 ر 

مملهو   . صورت سوسسانسهیو   رآمهد    رصد به 5 سدیم

اسهه ریل  انسههولین سههرن  از اسهه  ا   ژلیمهر و بههاو ری بهها 

 4/4 ولسهیم  ولریهد  لی هر  میلهی  25به  قطر  صورت قطر  به

سههوی   .شههد م ههری ایههافه  سههان ی 1-4ارت ههاع  مههولار از

 رجههه  2سههاعت  ر  مههای   42شههد  بههه مههدت    تثبیههت

  .15)گرا   ر سرم فیزیولوژی اس ریل قرار گرفت  سان ی

 پلوی  -سودیم   تثبیت سویه بوا اسوتفاده از آلژینوات   .

 از آلوینهات  اسه  ا    بها  سهویه  بهرای تثبیهت  الكول:   وینیل

 5الکههل  هماننههد رو  قبلههی از    وینیههل ژلههی - سههدیم

باو ری  ارای وهدورت نهیم مهک     سوسسانسیو  لی ر میلی

اس  ا   شد؛ با این ت اوت   CFU/mL 148× 4-1فارلند )

 وینیهل  ژلهی   رصهد و  5 مملهو  آلوینهات   وه از اس وک

 رصد اس  ا   شد. سس  مملو  ژلیمر و باو ری  2الکل 

 قطهر   صورت قطر  بهاس ریل  انسولین سرن  از اس  ا   با

 1-4مهولار از ارت هاع    4/4 ولسهیم  ولریهد  لی ر میلی 25به 

 42شهد  بهه مهدت     سهوی  تثبیهت   .شهد  م ری ایهافه  سان ی

گرا   ر سهرم فیزیولهوژی     رجه سان ی 2ساعت  ر  مای 

  .16)اس ریل قرار گرفت 

 پلوی  -سودیم   تثبیت سویه بوا اسوتفاده از آلژینوات   .

 اس  ا   با سویه برای تثبیتکلسیم:  کربنات - الكل وینیل

ولسهیم    وربنهات  - الکهل  وینیل ژلی -سدیم  از آلوینات

 ارای وهدورت   بهاو ری  سوسسانسهیو   ازلی ر  میلی 5اب دا 

 از لی ر میلی 5     رCFU/mL 148 ×4-1) نیم مک فارلند

 رصهد   2 الکهل  وینیهل  ژلهی  - رصد  5 آلوینات اس وک

 مملههو  بههه سههس  و صههورت سوسسانسههیو   رآمههد  بههه

. شهد   رصهد ایهافه   2 ولسیم وربناتلی ر  میلی 1 حاصل 

 انسهولین  سهرن   از اسه  ا    مملو  ژلیمهر و بهاو ری بها   

 ولسیم ولرید لی ر میلی 25به  قطر  صورت قطر  اس ریل به

ساعت  42شد  به مدت  سوی  تثبیت .شد مولار ایافه 4/4

گرا   ر سرم فیزیولوژی اسه ریل    رجه سان ی 2 ر  مای 

  .11)قرار گرفت 
 نوانورر   -سودیم   تثبیت سویه با استفاده از آلژینات

از  اسه  ا    بها  سویه منظور تثبیت بهآلومینیوم اکسید:  گاما

-γآلومینیههوم اوسههید ) گامهها نههانوذرۀ و سههدیم آلوینههات

Al2O3     لی ههر  میلههی 5 اب ههدا رسههوب سههلولی حاصههل از

 ارای وههدورت نههیم مههک فارلنههد  بههاو ری سوسسانسههیو 

(CFU/mL 148× 4-1 بههها اسههه  ا   از سهههان ری یوژ  ر   

  قیقه به  سهت آمهد. بهه    14به مدت   ور  ر  قیقه 2444

 گامهها نههانوذر  م لههوزلی ههر  میلههی 5 بههاو ری  رسههوب

 روی حاصهل  مملهو   سهس   و ایهافه  آلومینیوم اوسهید  

شهد تها نهانوذرات بهه       ا   قهرار  شش یک مدت به شیکر

 سهلولی  سوسسانسهیو   سس . سطح میکروب م صل شوند

 .شههد  رصههد حههل  5 سههدیم آلوینههاتلی ههر  میلههی 5  ر

 سهرن   از اسه  ا     رنهایت  مملو  ژلیمر و بهاو ری بها  

 لی هر  میلهی  25بهه   قطهر   صهورت قطهر    اس ریل بهه  انسولین

شهد  بهه    سوی  تثبیهت  .شد لار ایافهمو 4/4 ولسیم ولرید

گهرا   ر سهرم     رجهه سهان ی   2ساعت  ر  مای  42مدت 
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 فیزیولوژی اس ریل قرار گرفت. 
سولول::   متیول  تثبیت سویه با استفاده از کربوکسوی 

 م یههل وربووسههی از اسهه  ا   منظههور تثبیههت سههویه بهها بههه

 ارای  بههاو ری  سوسسانسههیو  از لی ههر  میلههی 5سههلولز  

 5    ر CFU/mL 148 ×4-1) فارلند ودورت نیم مک

 رصهد سوسسانسهیو     4 سهلولز  م یل وربووسی لی ر میلی

صههورت  شههد. مملههو  ژلیمههر و بههاو ری  رنهایههت بههه  

 45/4 فریهک  ولریهد  م لهوز  لی هر  میلی 25 به قطر  قطر 

ساعت  ر  42شد  به مدت  سوی  تثبیت .شد مولار ایافه

گرا   ر سهرم فیزیولهوژی اسه ریل      رجه سان ی 2 مای 

 . 18)قرار گرفت 
غربووالیری برتووریش روش تثبیووت سووویم میكروبووی: 

منظور ان ماب به هرین رو  تثبیهت سهوی  میکروبهی       به

نیههد   میههزا  تولیههد ژروتئههاز  ر سههوی  میکروبههی تثبیههت 

گه اری   بعهد از گرممانهه   شهد    )گرو  ون رز  و تثبیهت 

گهرا  بهه مهدت      رجه سان ی 24)انکوباسیو    ر  مای 

 ور بر  قیقهه بررسهی    184زنی  ساعت با سرعت هم 28

شهد  از م هیط    ی میکروبهی تثبیهت  هها  سهلوز شد. سس  

 ور  ر  2444ویت تولید با اسه  ا   از سهان ری یوژ  ر   

 قیقهه از مهابقی م هیط ویهت جهدا       14به مهدت    قیقه

گرا  قرار گرف نهد. بعهد     رجه سان ی 2شدند و  ر  مای 

از گ شت یک ما   وبار  به م یط ویت تولید ژروتئاز 

 رجههه  24بهها همهها  شههرایط قبلههی تلقههیح و  ر  مههای    

 184زنهی   ساعت با سهرعت ههم   28گرا  به مدت  سان ی

. سس  میزا  تولیهد  گ اری شدند  ور بر  قیقه گرممانه

ژروتئاز  وبار  سنجش شد. هدف از ایهن وهار  بررسهی    

شد  برای تولیهد ژروتئهاز    ژایداری سوی  میکروبی تثبیت

  ر ژلیمر آلی بو .
سازی فرایند تثبیت سویم میكروبی با اسوتفاده   برینه

منظههور شناسههایی و    بهههشناسووی سوواس پاسوو   از روش

    تثبیت سهوی  میکروبهی  سازی فاو ورهای م ثر  ر  بهینه

وارگیری طرم مروهش  وارگیری طرم مروهش    شناسی سطح ژاسی با بهشناسی سطح ژاسی با به  از رو از رو 

مروزی اس  ا   شد. مقها یر ودشهد  و مهور  آزمهایش     مروزی اس  ا   شد. مقها یر ودشهد  و مهور  آزمهایش     

 آمهد  اسهت.  آمهد  اسهت.    11شد    ر جدوز شد    ر جدوز   سه فاو ور م ثر ان مابسه فاو ور م ثر ان ماب

 
 سطوم م غیرهای مس قل م ثر بر تثبیت سوی  میکروبی براسا  مقا یر ودشد  و واقعی -1جدوز 

+α +1 0 -1 -α شمار  م غیر نام م غیر 

 X1 للظت آلوینات ) رصد  5/1 2 5/2 6 5/1

 X2 للظت ژلی وینیل الکل ) رصد  5/1 2 5/2 6 5/1

 X3 للظت وربنات ولسیم ) رصد  5/1 2 5/2 6 5/1

آزمهایش  آزمهایش    4444هر فاو ور  ر ژنج سطح و بها اسه  ا   از   هر فاو ور  ر ژنج سطح و بها اسه  ا   از   

طرم مروش مروهزی بها شهش تکهرار  ر نقطه  مروهزی       طرم مروش مروهزی بها شهش تکهرار  ر نقطه  مروهزی       

بررسی شدند.  ر هر آزمایش وه للظت م  اوتی از موا  بررسی شدند.  ر هر آزمایش وه للظت م  اوتی از موا  

شد   ر تثبیت را  اشت  سوی  میکروبی بهه رو   شد   ر تثبیت را  اشت  سوی  میکروبی بهه رو     اس  ا  اس  ا  

سهههس  سهههوی  تثبیهههت شهههد. تثبیهههت شهههد.   22-44ذورشهههد   ر بمهههش ذورشهههد   ر بمهههش 

گهرا   ر   سهان ی   رجهه  2ساعت  ر  مهای   42شد   تثبیت

سرم فیزیولوژی اسه ریل قهرار گرفهت. سهس  بهه م هیط       

ویت تولید ژروتئهاز بها همها  شهرایط قبلهی تلقهیح و  ر       

ساعت با سهرعت   28گرا  به مدت   رجه سان ی 24 مای 

گه اری شهد. سهس       ور بر  قیقهه گرممانهه   184زنی  هم

 میزا  تولید ژروتئاز سنجش شد. 

صهورت یهک معا له      به آمد   ست  رنهایت  ن ایج به

به  ست آمد وه رابط   1 رجه  وم بر طبق معا ل  شمار  

م غیر وابس ه یها ژاسهی )مقهدار ژروتئهاز تولیدشهد  توسهط       
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 شد   و م غیرهای مس قل را توصی  وند. سوی  تثبیت

 ,b1, b2یرایش خطی )یرایش خطی )  biعد  ثابت  عد  ثابت    b0    11 ر معا ل   ر معا ل  

b3      bii  ( یرایش  رجه  وم )یرایش  رجه  ومb11, b22, b33 و   و  bij    یهرایش  یهرایش

   هس ند.    هس ند.  ,b12, b13, b23میانکنیی )میانکنیی )

1 Y(response) = 𝑏0 + ∑ 𝑏𝑖

3

𝑖=1
𝑋𝑖 + ∑ 𝑏𝑖𝑖

3

𝑖=1
𝑋𝑖

2 + ∑  
3

𝑖=1
∑ 𝑏𝑖𝑗 𝑋𝑖  𝑋𝑗                

𝑗<𝑖 
 

گیهری فعالیهت    بهرای انهداز   سنجش فعالیت آن:یمی: 

سنجی بها اسه  ا   از معهرف     آنزیم ژروتئاز از رو  رن 

فولین سیووال و بر طبق ژروتکل با ومی تغییرات اسه  ا    

. بدین منظور  اب دا رسوب باو ری با اسه  ا   از   19)شد 

 قیقهه  ر   14به مهدت   ور  ر  قیقه  2444سان ری یوژ  ر 

از مابقی م هیط ویهت حهاوی     گرا   رجه سان ی 2 مای 

شهو . سهس     یمآنزیم ژروتئاز خار  سلولی باو ری جدا 

میکرولی ههر از  4544میکرولی ههر از سههوژرناتانت بههه    544

 رصههد وههازئین   65/4م لههوز سوبسهه رای آنههزیم شههامل 

  ایهافه و اجهاز     4/1pHشد   ر فس ات بافر سالین ) حل

ر  مهای   قیقهه    14 ا   شد تا واونش آنزیمی به مهدت  

منظههور  ا امههه یابههد. سههس  بههه   گههرا   رجههه سههان ی  21

میکرولی ههر از  4544وههر   واوههنش آنزیمههی     م وقهه 

 رصهد بهه مملهو      14م لوز تری ولرو اسه یک اسهید   

 قیقهه  ر   24واونش ایافه شد. مملو  حاصل به مهدت  

بههرای حصههوز اطمینهها  از  گههرا   رجههه سههان ی 21 مههای 

. بها توجهه بهه اینکهه     توق  واونش آنزیمی ناهداری شد

میزا  تولید ژروتئاز بر مبنای فعالیهت آنهزیم  ر هیهدرولیز    

ژههروتئین وههازئین و بههه عبههارت به ههر میههزا  آزا سههازی   

شههو    یمههتیههروزین از سوبسهه رای آنههزیم تممههین ز     

 ور  ر  14444 قیقهه و  ر   14مملو  واونش به مهدت  

یهد   ن مانهدۀ ژهروتئین ه هم    سان ری یوژ شد تها بهاقی   قیقه 

میکرولی هههر از  1444رسهههوب  ا   شهههو . سهههس  بهههه    

 4544آمهدۀ حهاوی تیهروزین آزا        سهت  سوژرناتانت بهه 

میکرولی ههر  544مههولار و  5/4میکرولی ههر وربنههات سههدیم 

 رصهد ایهافه شهد. مملهو       14معرف فهولین سهیووال و   

 رجهههه  21 قیقهههه  ر  مهههای   14حاصهههل  بهههه مهههدت  

آ   ر طهوز    ناهداری و سس  ج ب نهوری  گرا  سان ی

بهه تعریه   یهک     نانوم ر بررسی شد. با توجهه  664مو  

بههه مقههداری از آنههزیم   U/mL) واحههد فعالیههت آنزیمههی

میکروگههرم  1وههه باعهها آزا سههازی  شههو   یاطههلام مهه

منظههور  بههه .شههو شههرایط واوههنش   رتیههروزین  ر  قیقههه 

 اس  ا   شد. 4م اسب  میزا  ژروتئاز تولیدی از معا ل  

 رگرسهیو   براسها  فرمهوز   xمقهدار   ر این معا لهه   

شهد  بهه    تیروزین و ج ب نوری خواند  اس اندار  نمو ار

مراحهل   یقها   ق یون رز من ه   نمون آید.  ر مور  یم ست 

 یهن بها ا  ؛انجهام شهد   یشآزمها  یهها  نمونه یمیسنجش آنز

 544 یون ههرز من هه   ر لولهه یمآنههز یجهها ت ههاوت وههه بههه

 آب مقطر ایافه شد  است.  یکرولی رم

4 
(𝑥)مقدار تیروزیش آزاد شده ∗  حجم واکنش

حجم کووت ∗ زمان واکنش ∗ حجم آن:یم
= (

U

𝑚𝐿
 فعالیت آن:یم(

 یبا اس  ا   از من نه  یروزیش:استاندارد ت یرسم منحن

 تههوا  یمیههم   مهه یههها  ر للظههت یههروزیناسهه اندار  ت

خهو   بهه     ج ب نمون یبه  ست آور  وه از رو یفرمول

. یمببهر  یژروتئاز  ر نمونهه ژه   یمآنز یتفعال یا یدتول یزا م

 یهاز ن یهروزین مهولار ت  میلهی  1/1وار به اسه وک   ینا یبرا

)گرم  19/181 یروزینت یجرم مول ینکهاست. با توجه به ا

آ   مولار میلی 1/1از اس وک  لی ر میلی 14 است بر موز  

 ر آب مقطر بهه   یروزینگرم ت 444/4 یبا ور   تقر با حل
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 یهد با یروزین اس اندار  ت یمن ن رسم ی. براآید ی ست م

 یهه ته 4را مطابق جدوز  یروزینمم ل  ت یها اب دا للظت

 ور . 

 
  19اس اندار  ) یرسم من ن منظور به نیروزیمم ل  ت یها للظت هیته -4جدوز 

  mM) نیروزیت للظت  µg/mL) نیروزیت للظت  µL) ز یونی  آب  µL) یروزینمولار تمیلی 1/1اس وک  نمونه

1 4 1444 4 4 

4 14 994 4 411/4 

2 45 915 5 441/4 

2 54 954 14 455/4 

5 144 944 44 11/4 

6 444 844 24 44/4 

1 454 154 54 415/4 

8 244 144 64 221/4 

9 244 644 84 221/4 

14 544 544 144 551/4 

11 1444 4 444 1/1 

 

ژروتئهاز بها اسه  ا   از جه ب      یمآنهز  سنجش ر رو  

 5/4 یهروزین  ت ۀشهد  یهه ته یهها  از للظهت  یهک به هر ینور

 5/4مهولار و سهس     5/4 یمم لهوز وربنهات سهد    لی ر میلی

. سهس   شهو   یایهافه مه   یووال وسه  ینمعهرف فهول   لی ر میلی

 گهرا   سهان ی  رجهه   21 ی ر  ما یکیتار یطها  ر شرا لوله

. بعهد از اتمهام مهدت زمها      شدندانکوبه  یقه ق 24به مدت 

 664هها  ر طهوز مهو      از لولهه  یکج ب هر یو  انکوباس

از  یهک مربهو  بهه جه ب هر    یها .  ا  شدنانوم ر خواند  

هههها و yم هههور  یرو زین یهههروت م لههه م یهههها للظهههت

ها قرار گرفهت  xم ور  یرو یروزین مم ل  ت یها للظت

. شههدم اسههبه  Excel  آ   ر برنامهه یو رگرسهه  و معا لهه

 یهری گ انهداز    تکرار 2 ر  یروزیناست هر للظت ت گ  نی

 .شو  یعنوا  بلانک  ر نظر گرف ه م به 1  و ج ب لول

منظههور  تمههامی آزماییههات بههههووای آموواری:  یبررسوو

صورت سه تکهرار انجهام شهد. ن هایج      های آماری به یبررس

 14آمد  با اس  ا   از تست آزمو  ت لیهل واریهان     ست به

 44نسهم    SPSSافهزار   بها اسه  ا   از نهرم    12و تست  انکن

(SPSS 22, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA  بررسهی  

ت اوت معنا ار آماری بین ن ایج گرو  ون هرز و تسهت    شد.

بهه  سهت    45/4وم ر از  p-valueهناامی گزار  شد وه 

شناسههی سههطح ژاسههی و   آمههد. طراحههی آزماییههات رو  

 Design Expertافهزار   نمو ارهای مربوطه با اس  ا   از نرم

  بهه  سهت   Stat-Ease, Minneapolis, USA) 11نسهم   

 آمد. 

 

 .نتایج

تک  ماالعم از استفاده با تثبیت روش برتریش انتخاب.

بر تولیهد   MSB16ن ایج مربو  به اثر تثبیت سوی  ی: عامل

آور   شد  است. میزا  تولید ژروتئاز  1ژروتئاز  ر شکل 

بهه  سهت    U/mL 4/96نیهد  برابهر بها     توسط سوی  تثبیت
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 2/4آمد. این میزا  تولید آنزیم  با گ شت زما   حهدو   

وههه تولیههد   ؛  رحههالیU/mL 2/21وههاهش یافههت )برابههر 

شههد  نسههبت بههه سههوی   هههای تثبیههت یهسههوژروتئههاز توسههط 

نید  افزایش نیا   ا   است و همچنهین بها وجهو      تثبیت

شهد  بعهد از گ شهت یهک      ی تثبیهت ها هیسوتمامی اینکه 

ما   واهش  ر تولید ژروتئاز نیا   ا نهد  میهزا  وهاهش    

 . نید  وم ر بو  نسبت به سوی  تثبیت آنها

ژروتئهاز خهار  سهلولی     آنهزیم    تولیهد 1مطابق شکل 

 ر تمههام  خههوبی بههه MSB16 شههدۀ تثبیههت  سههلوز توسههط

؛ بها  ؛ بها  گرف هه اسهت   صهورت   شهد   بررسهی بس رهای تثبیهت  

  بهالاترین میهزا      بهالاترین میهزا    شد شد   وجو  این  از میا  ژلیمرهای مطالعهوجو  این  از میا  ژلیمرهای مطالعه

ژلهی   -سهدیم آلوینهات   تولید ژروتئاز با اسه  ا   از ژلیمهر   تولید ژروتئاز با اسه  ا   از ژلیمهر   

  بهه  سهت   U/mL 6/186وربنات ولسیم ) -وینیل الکل 

میزا  تولید ژروتئاز خار  سلولی  توسط  نیتر نییژاآمد. 

 -شههد   ر ژلیمرههای سهدیم آلوینههات    ی تثبیهت هها  سهلوز 

  و U/mL 6/159نهههانوذرۀ گامههها آلومینیهههوم اوسهههید )   

  بهه  سهت آمهد     U/mL 1/158وربووسی م یل سهلولز ) 

ولید آنزیم بعهد از گ شهت یهک    میزا  ت نیتر نییژااست. 

 -شد   ر ژلیمرهای سدیم آلوینات  ما  نیز  ر سوی  تثبیت

 U/mLنانوذرۀ گاما آلومینیوم اوسید میاهد  شد  است )

  به هرین رو   مطالع  تهک عهاملی   . با توجه به ن ایج 99

ژلهی وینیهل    -سدیم آلوینات ژلیمر ژلیمر  MSB16تثبیت سوی  

 گرف ه شد.وربنات ولسیم  ر نظر  -الکل 

 

 
ژلهی وینیهل    -   سهدیم آلوینهات   1سهدیم آلوینهات )رو    بر تولید آنزیم ژروتئاز.  MSB16ی مم ل  تثبیت سوی  میکروبی ها رو اثر  -1شکل 

  و 2نوذرۀ گامها آلومینیهوم اوسهید )رو     نها  -   سهدیم آلوینهات   2وربنهات ولسهیم )رو     -ژلی وینیل الکل  -   سدیم آلوینات 4الکل )رو  

ی هاشهورز    هها  سه و  شد  و  ونندۀ تولید آنزیم با اس  ا   از سوی  تاز  تثبیت ی س ید بیا ها س و  .  ر هر رو   5وربووسی م یل سلولز )رو  

 شد  بعد از گ شت یک ما  است. تولید آنزیم با اس  ا   از سوی  تثبیت

با  هیسو تیدر روش تثب مؤثر یفاکتورها یساز نهیبر.

 ر مرحله  بعههد   : پاسو   سوواس یشناسو  روشاسوتفاده از  

للظت آلوینات  ژلی وینیهل الکهل و وربنهات ولسهیم بها      

سههازی شههد  شناسههی سههطح ژاسههی بهینههه  اسهه  ا   از رو 

 . ن ایج آزماییات طرم مروش مروهزی نیها    2)جدوز 

 رصهد   2شد   ر ژلیمر حاوی آلوینات   ا ند سوی  تثبیت

 رصهد    2وربنات ولسهیم   - رصد  2ژلی وینیل الکل  -

  را نیها   U/mL 2424//445445میزا  تولیهد ژروتئهاز )  بالاترین 

وه  ر مطالع  تک عاملی    ؛  رحالی2 ا   است )جدوز 

 5سهدیم آلوینهات   میزا  تولید ژروتئاز با اس  ا   از ژلیمهر  میزا  تولید ژروتئاز با اس  ا   از ژلیمهر  

 2وربنهات ولسهیم    - رصهد   2ژلی وینیل الکل  - رصد 

 به  ست آمد  بو .  U/mL 6/186 رصد حدو  
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 رو  های مم ل  تثبیت سویه میکروبی  



 

 

 45 *یسا ات برهان ایمات/  MSB16آئرومونا  هیدروفیلا بر تولید ژروتئاز  ی مم ل  تثبیت سویهها رو اثر 

 

 

 
 شناسی سطح ژاسی با اس  ا   از طرم مروش مروزی ن ایج مربو  به آزماییات رو  -2جدوز 

 شیآزما شمار 
X1 X2 X3 ژروتئاز 

(U/mL) میولس وربنات )%  الکل لینیو یژل )%  ناتیآلو  %( 

1 2 2 2 24/445 

4 6 2 2 28/191 

2 2 6 2 41/199 

2 6 6 2 5/195 

5 2 2 6 62/181 

6 6 2 6 48/192 

1 2 6 6 18/194 

8 6 6 6 28/199 

9 5/1 5/2 5/2 61/198 

14 5/1 5/2 5/2 2/191 

11 5/2 5/1 5/2 49/192 

14 5/2 5/1 5/2 98/192 

12 5/2 5/2 5/1 5/444 

12 5/2 5/2 5/1 55/191 

15 5/2 5/2 5/2 25/199 

16 5/2 5/2 5/2 14/199 

11 5/2 5/2 5/2 25/196 

18 5/2 5/2 5/2 45/199 

19 5/2 5/2 5/2 16/198 

44 5/2 5/2 5/2 18/444 

 

 Designافهزار  ی ژیینها ی توسط نهرم ها مدزاز میا  

Expert      بههرای م غیههر ژاسههی )تولیههد ژروتئههاز  ر سههوی

مدز ژییهنها ی   نیتر مناسششد    مدز  رجه  وم  تثبیت

ای  رجهه  وم    . مهدز چندجملهه  > p-value 441/4بو  )

 X1آمد  است.  ر ایهن معا لهه     2آمد   ر معا ل    ست به

معها ز للظهت ژلهی وینیهل      X2برابر با للظهت آلوینهات    

 معا ز للظت وربنات ولسیم است.   X3الکل و 

2 
) + = (U/mL) ژروتئاز 15/198 ) + ( 1454/4 *X1)+ ( 1411/4 *X2) - ( 91/4 *X3) + ( 1545/4 *X1X2) + 

( 26/2 *X1X3) + ( 42/4 *X2X3) – ( 4291/4 *X1
2
) – ( 24/1 *X2

2
) – ( 12/92 *X3

2
) 

 

ی مربو  بهه رو  طهرم   ها  ا  ن ایج آنالیز واریان  

 Fآور   شد  اسهت. مقها یر    2مروش مروزی  ر جدوز 

  مربو  بهه مهدز  معنها اربو      <p (4441/4  و 59/45)

. بهالابو    دنه ون یمه آمهد  را تأییهد     سهت  آماری مدز بهه 

  و معنها ارنبو   تسهت عهدم    9582/4یریش تیهمی  ) 

آمهد  را    سهت  براز  )فقدا  تناسش  نیز ص ت مدز بهه 

 . مقدار یهریش تیهمی  نیها     2)جدوز   هند یمنیا  

 رصد موار   تغییرات ژاسی به خهوبی   82/95 ر   هد یم
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 p. براسهها  مقهها یر  دنشههو یمههبهها مههدز تویههیح  ا     

 ر رو  تثبیت  للظهت وربنهات    شد  فاو ورهای بررسی

شههد   ولسههیم بههه شههدت  ر تولیههد ژروتئههاز سههوی  تثبیههت 

ه بهه معنها اربو     تأثیرگ ار بو   است. همچنهین بها توجه   

X2آمهد  بهرای     ست به pآماری مقدار 
 گ هت  تهوا   یمه  2

للظههت ژلههی وینیههل الکههل نیههز جههزم فاو ورهههای مهه ثر    

 .  شو  یمم سوب 

  
 سازی تأثیرگرف ه از م غیرهای مس قل  ر طوز آزمایش بهینه MSB16 هیدروفیلا آئرومونا ن ایج آنالیز واریان  تولید ژروتئاز سوی   -2جدوز 

 P مقدار F مقدار مربعات نیانایم یآزا   رجه مربعات مجموع عامل
 معنا اربو  

 یآمار

 شییرا

 و یرگرس

 + <4441/4 59/45 81/21 9 486/ 62 مدز
 

 +X1  1514/4 1 1514/4 1412/4 1228/4 - 1454/4للظت آلوینات )

 +X2  1295/4 1 1295/4 1144/4 1228/4 - 1411/4وینیل الکل )للظت ژلی 

 -X3  21/144 1 21/144 68/96 4441/4> + 91/4للظت وربنات ولسیم )

X1X2 52/2 1 52/2 62/2 4856/4 - 1545/4+ 

X1X3 18/94 1 18/94 21/14 4441/4> + 26/2+ 

X2X3 12/22 1 12/22 64/46 4442/4 + 42/4+ 

X1² 8924/4 1 8924/4 1118/4 2161/4 - 4291/4- 

X2² 18/49 1 18/49 22/42 4441/4 + 24/1- 

X3² 54/14 1 54/14 42/14 41/4 + 9212/4- 

    45/1 14 25/14 ماند  باقی
 

 - 1818/4 2112/4 8429/4 5 44/2 فقدا  تناسش
 

     69/1 5 22/8 خطای خال 

  19 48/499 خطای ولی
  

 
 

 

آمهد  از مهدز ژییهنهای       سهت  نمو ار ژرشهیدگی بهه  

بهر   شد  اطلاعات بیی ری را  ربارۀ اثر فاو ورهای بررسی

 )شهکل   ههد  ی سهت مه   به شد تیتثبتولید ژروتئاز سوی  

 . طبههق ایههن نمههو ار  تولیههد ژروتئههاز توسههط سههوی        4

 لیههل ان نهها و شههیش بییهه ر  ر نمههو ار    شههد   بههه  تثبیههت

وربنهات ولسهیم    شهدۀ  ی بررسهی هها  للظهت ژرشیدگی به 

واونش بیی ری نیا   ا   است و با تولید ژروتئهاز رابطه    

عک   ار . همچنین  م غیر ژاسی )تولید ژروتئاز  عهلاو   

یم به للظت ژلی وینیهل الکهل نیهز    بر للظت وربنات ولس

 حسا  بو   است.
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وربنات  -ژلی وینیل الکل  -سدیم آلوینات  ر  MSB16سوی  تثبیت منظور مقایس  اثر تمام م غیرهای مس قل م ثر بر  نمو ار ژرشیدگی به -4شکل 

 ترتیش برابر با آلوینات  ژلی وینیل الکل و وربنات ولسیم است. به Cو  A  B ر نقط  مروزی.  ر این شکل  ولسیم

 

بعههدی اثههر میههانکنش    نمو ارهههای  وبعههدی و سههه  

بر تولید ژروتئهاز   ر شهکل    شد  م غیرهای مس قل بررسی

 اند.   شد   نیا   ا   2

 ۀم هدو    و سهبز  یآبه  یها نمو ارها قسمت نیا  ر

زر   یهها  و قسمت یمیآنز دیتولوم ر  ریمربو  به مقا 

 یمیآنز دیتولبالاتر  ریمربو  به مقا  ۀم دو  یو نارنج

 یاطلاعهات  تواننهد  یمه  زینمو ارها ن نی. ا هند یرا نیا  م

ژاسهی   ریفاو ورها بر م غ یگ ارتأثیر ۀم دو  بارۀرا  ر

-2 یهها  توجه به شکل بامثاز   یبرا ؛با ارند اری ر اخ 

میم  اسهت وهه وهاهش للظهت      یخوب به  -2و  ب

بههه   مههولار  یلههیم 5/1-2 ۀ)م ههدو  میوربنههات ولسهه 

شد   منجرشد   تیتثب ی ژروتئاز توسط سو دیتول شیافزا

الهه  میههم  اسههت  ر -2شههکل   ر نیهمچنههاسههت. 

از  یتههر  یوسهه ۀم ههدو الکههل  لیههنیو یبهها ژلهه سهههیمقا

 شههو ؛اسهه  ا    هیسههو تیهه ر تثب توانههد یمهه نههاتیآلو

 ۀ. م هدو    ارناه  تهأثیر  میآنهز  دیه تولبهر  وهه   طهوری  به

 رصهد )معها ز عهد      5/1به ر است از  ناتیللظت آلو

 باشد.  ی ریال   ب-2 ر شکل  -1
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سهدیم  شهد   ر   تثبیهت  MSB16بر تولید ژروتئاز توسط سهوی    شد  بعدی اثر میانکنش م غیرهای مس قل بررسی نمو ارهای  وبعدی و سه -2شکل 

و  نهات یللظهت آلو  انکنشیه الکل  ب  اثهر م  لینیو یو للظت ژل ناتیللظت آلو انکنشیال   اثر م وربنات ولسیم. -ژلی وینیل الکل  -آلوینات 

 میآنز تیلبر فعا میالکل و للظت وربنات ولس لینیو یللظت ژل انکنشی   اثر م م یللظت وربنات ولس

 

 گیری بحث و نتیجه

شههد   ر  ی مهههم مواجهههههها چههالشهمههوار  یکههی از 

های  ینههزفرایندهای تممیر میکروبی  ر صنعت  واهش 

مربوطه بو   است.  ر این راس ا  تکنولوژی تثبیت سویه  

های مربهو  بهه ناههداری     ینههزونند  است؛ زیرا  ومک

علههت  هههای ویههت  بههه یطم ههمایهه  تلقههیح میکروبههی بههه 
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ژایداری بیی ر سوی  میکروبی  ر گ ر زما  و همچنین بها  

افههزایش قابلیههت تکرارژهه یری فراینههد تممیههر  وههاهش    

ههای   یهسهو آوری  تربو   جمه   یابد. با توجه به راحت یم

های  ینههز  شد  بعد از اتمام فرایند تممیر میکروبی تثبیت

.  44)یابد  یمسازی م صوز نیز واهش  مربو  به خال 

بهر   باوجو  این مزایا  گاهی تثبیت سوی  میکروبی با تهأثیر 

 اسهمزی   فیار و سط ی ویش عواملی مانند تغییرات  ر

 ویهههت  م هههیط آب و اجهههزای بهههو    سههه ر   ر

توانهد   یمه سلولی   لیای ن وذژ یری سلوز و مورفولوژی

 سهلوز میکروبهی   م ابولیکی فعالیت و فیزیولوژی رشد  بر

و  رن یجههه بههر بههاز   تولیههد م صههولات میکروبههی بههرای 

بنهابراین  ر   افزایش یا واهش تولید م صوز م ثر باشهد؛ 

ی مم ل  تثبیت سهوی  میکروبهی   ها رو این مطالعه  اثر 

MSB16  .بر توانایی تولید ژروتئاز آ  بررسی شد  است 

لی ایهن مطالعهه نیها   ا نهد     ن ایج رهیافت تهک عهام  

  سههلوز ژروتئههاز خههار  سههلولی توسههط    آنههزیم تولیههد

)یعنهی سهدیم    ر بسه رهای مم له     MSB16 شدۀ تثبیت

ژلههی وینیههل الکههل  سههدیم  -آلوینههات  سههدیم آلوینههات 

وربنهات ولسهیم  سهدیم     -ژلهی وینیهل الکهل     -آلوینات 

نانوذرۀ گامها آلومینیهوم اوسهید و وربووسهی      -آلوینات 

بییهه ر از میههزا  آنههزیم تولیدشههد  توسههط  سههلولز  م یههل 

برای مثاز  تولید ؛ ؛ گیر  یمنید  صورت  ی تثبیتها سلوز

شههد   ر آلوینههات   آنههزیم ژروتئههاز توسههط سههوی  تثبیههت 

ی آزا  هها  سهلوز  رصهد را نسهبت بهه     86افزایش حهدو   

و  12نیا   ا   اسهت. ن یجه  میهابهی  ر مطالعه  آ یناریها     

  گزار  شد وهه  ر آ  تولیهد ژروتئهاز    4445همکارا  )

 ر  PE-11باسهیلو  سهوب یلی   شهدۀ   توسط سوی  تثبیهت 

 رصد بو   اسهت وهه نسهبت بهه      42/19آلوینات  حدو  

مانند واراگینها     آنهاشد  توسط   یار ژلیمرهای اس  ا  

آگار و ژلاتین  وارآمدتر بهو    -ژلی آوریل آمید  آگار 

ی ههها سههلوزلیههد بییهه ر آنههزیم توسههط    . علههت تو 41)

توا  به افهزایش   یمی آزا  را ها سلوزشد  نسبت به  تثبیت

 ر اثهر تثبیهت و  رن یجهه افهزایش بهاز         هها  سلوزللظت 

همچنههین  میههزا  تولیههد همچنههین  میههزا  تولیههد تولیههد م صههوز مههرتبط  انسههت. 

شد   ر مطالع  حایر  بعهد از  شد   ر مطالع  حایر  بعهد از    ی تثبیتی تثبیتهاها  ههییسوسوژروتئاز  ر ژروتئاز  ر 

نید  بو . این ن هایج  نید  بو . این ن هایج    تثبیتتثبیتگ شت یک ما  بیی ر از سوی  گ شت یک ما  بیی ر از سوی  

 ر وهاهش   توانهد  یم MSB16تثبیت سوی  تثبیت سوی    ددننونون  ییممتأیید تأیید 

   ی تولید آنزیم ژروتئاز م ثر باشد.ها نهیهز

همچنین ترویش ژلیمر آلوینهات و ژلهی وینیهل الکهل      

بههو   اسههت؛  بسهه ر مناسههبی بههرای تثبیههت سههوی  مههدنظر  

ی آزا  هها  سهلوز وه تولیهد ژروتئهاز را نسهبت بهه     طوری به

و  15 ر مطالعهه   انهه  رصههد بهبههو  بمیههید.  81حههدو  

هههای  یهسههو  نیهها   ا   شههد تثبیههت   4411همکههارا  )

ژلی وینیهل الکهل    -اوسیدونندۀ آمونیوم توسط آلوینات 

هها   یهسهو نسبت به آلوینات به تنهایی  به افزایش ژایهداری  

شهد    قلیایی و هناام اس  ا ۀ مکرر از سوی  تثبیهت  pH ر 

شهد   ر   ی تثبیهت هها  سهلوز وهه  طهوری  بهه شهو ؛   یممنجر 

بهار اسه  ا      5قلیایی و بعد از  pHآلوینات  به راح ی  ر 

ی هها  سهلوز  یدنهد. ایهن  ر حهالی اسهت وهه       یمه آسیش 

ژلههی وینیههل الکهل  عههلاو  بههر   -شههد   ر آلوینهات   تثبیهت 

قلیایی   pHژایداری بیی ر  ر اس  ا ۀ مکرر از سویه و  ر 

. به  44)ی اوسیداسیو  آمونیوم  اش ند توانایی به ری برا

ژلهی وینیهل الکهل یکهی از      -همین  لیل ژلیمهر آلوینهات   

شد   ر این مطالعه بو   است؛ با وجهو    ژلیمرهای بررسی

این   ر مطالع  حایر افزو   ژلی وینیل الکل به آلوینات 

  باعهها وههاهش انههدک  ر MSB16بههرای تثبیههت سههوی  

  لیهل  بهه  توانهد  یمه ت. این امر میزا  تولید ژروتئاز شد  اس

ژ یری بیی ر و اس  کام وم ر بیدهای حاصهل از   انعطاف

تر مهوا  را   آلوینات به تنهایی باشد وه اجازۀ ان قاز راحت

  . 16) وند یمبه بید فراهم 
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ی هههها سهههلوزی مم لههه  تثبیهههت  هههها رو  ر بهههین 

نانوذرۀ گامها آلومینیهوم    -شد   ر بیدهای آلوینات  تثبیت

ی  یاهر  بعهد از گ شهت یهک     ها رو اوسید  نسبت به 

؛ علهت  انهد   ا  ما  واهش بیی ری از تولید ژروتئاز نیها   

به خاصهیت یهدمیکروبی نهانوذرات     تواند یماین امر نیز 

  . 42نسبت  ا   شو  )

یهزا   شدۀ تثبیت  بهالاترین م  ی بررسیها رو از میا  

ژلهی وینیهل    -آلوینهات  تولید ژروتئاز با اسه  ا   از ژلیمهر   

مطالعه    بهه  سهت آمهد. بهر طبهق      وربنات ولسیم -الکل 

 حههاوی آلوینههات   بیههدهای4412) همکههارا  و 16وانهه 

 ارنهد   عسهل  وندوی مناف  میابه شکلی ولسیم  وربنات

 ههای  سهلوز  بهه  ل ایی موا  و سوبس را وه به تسهیل ان قاز

 علهت  مویهوع  ایهن . شهوند  یمه بیهد منجهر     ر شهد   تثبیت

 ر  را MSB16  سهوی   توسط آنزیم تولید نرخ بالاتربو  

 وربنههات ولسههیم -ژلههی وینیههل الکههل  -آلوینههات رو  

  ا  خواههد  تویهیح  ژلی وینیل الکل -آلوینات نسبت به 

(42 .  

آمهد   ر مرحله  لربهالاری      سهت  با توجه به ن ایج به

بعهد  فاو ورههای مه ثر بهر رو      رو  تثبیت   ر مرحل  

ژلهی   -تثبیت سویه با اس  ا   از ترویش ژلیمری آلوینهات  

شناسی سطح ژاسهی   وربنات ولسیم با رو  -وینیل الکل

بررسی شهدند. ن هایج آزماییهات طهرم مروهش مروهزی       

 رصهد   2شهد   ر ژلیمهر حهاوی     نیا   ا ند سوی  تثبیهت 

وربنهات   رصد  2 - رصد ژلی وینیل الکل  2 -آلوینات 

  را U/mL 2424//445445ولسیم  بالاترین میزا  تولید ژروتئاز )

 اش ه است. به عبارت  یار   ر مقایسهه بها تثبیهت سهوی      

MSB16    و  11بها رو  ذورشههد   ر مطالعه  وورووتهها

 رصهد   5   یعنی اس  ا   از ژلیمر حاوی 4442همکارا  )

 رصد وربنهات   2 - رصد ژلی وینیل الکل  2 -آلوینات 

 19   تولیهههد ژروتئهههاز حهههدو  U/mL 62/186ولسهههیم )

 U/mLنیهد  )   رصد و نسبت بهه سهوی  میکروبهی تثبیهت    

برابههر  افههزایش یاف ههه   12/4 رصههد ) 121  حههدو  4/96

شهد    رو  تثبیت گهزار    هند یماست. این ن ایج نیا  

   بهرای تثبیهت   4442 ر مطالع  وورووتا  و همکارا  )

شناسهی سهطح ژاسهی     مناسش بو   است و همچنهین رو  

 ر مطالع  حایر  توانسه ه اسهت ههم للظهت      شد  اس  ا  

ی مربوطه را واهش و ههم بها   ها نهیهزآلوینات مصرفی و 

و   میهزا    ر ایهن ر  شد  سازی للظت موا  اس  ا   بهینه

 تولید آنزیم ژروتئاز را افزایش  هد. 

با توجه به ن هایج آنهالیز واریهان   از میها  م غیرههای      

  للظت وربنات ولسیم اثر معنا اری بر تولید شد  بررسی

 ار . همچنهین  میهانکش    MSB16ژروتئاز توسط سهوی   

-p<4441/4بههین للظههت آلوینههات و وربنههات ولسههیم )  

value  للظههت ژلههی وینیههل الکههل و    و میههانکنش بههین

  ازنظهههر آمهههاری =4442/4p-valueوربنهههات ولسهههیم )

معنهها ار بههو . همچنههین  تولیههد ژروتئههاز توسههط سههوی       

 لیههل ان نهها و شههیش بییهه ر  ر نمههو ار    شههد   بههه  تثبیههت

وربنهات ولسهیم    شهدۀ  ی بررسهی هها  للظهت ژرشیدگی به 

گ هت بها آ     تهوا   یمه واونش بیی ری نیا   ا   است و 

ایناونهه   توا  یمتقریبا  رابط  عک   ار ؛  لیل این امر را 

اثرگه ار اسهت    pHتوییح  ا  وهه وربنهات ولسهیم بهر     

 ر  توانهد  یمتنها  شد   . با توجه به اینکه سوی  بررسی16)

خنثی یا ومهی قلیهایی تولیهد ژروتئهاز ونهد        pHم دو ۀ 

م و بهو   رابطه  للظهت وربنهات ولسهی      اح مالا  معکهو  

تولید ژروتئاز توسهط سهوی  مهدنظر بهه همهین  لیهل بهو          

است. همچنین  م غیهر ژاسهی )تولیهد ژروتئهاز  عهلاو  بهر       

للظت وربنات ولسیم به للظت ژلی وینیل الکل حسها   

 بو   است.  

ی  یاهر تثبیهت وهه افهزایش     ها رو  شو  یژیینها  م

شد   اشه ند نیهز    چیمایری  ر تولید ژروتئاز سوی  تثبیت
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شناسههی سههطح ژاسههی بررسههی شههوند.  اسهه  ا   از رو بهها 

 یژله  -اثر رو  تثبیت آلوینهات   شو  یژیینها  مهمچنین 

بههرای تولیههد  یاههر    میولسهه وربنههات - الکههل لیههنیو

 های واربر ی اس  ا   شو . یمآنز

 

 سپاسی:اری

فر  ع هو هیئهت    نویسندۀ مقاله از  و ر زهرا اع ما ی

شناسهی  انیهاا  اصه ها   بهه ژها        علمی گهرو  زیسهت  

 .وند یم قدر انی و شا  تیکر یهمکار
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