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فیتاز یکی از آنزیمهای پرکاربرد صنعتی است که با تولید فسفات غیرآلی در بهبود استفاده از منابع فسفر در غذای دام کارایی  -چکیده 

شار اتمسفری روشی است که میتواند اثراتی را بر دارد و افزایش فعالیت این آنزیم از نظر تجاری بسیار ارزشمند است. پلاسمای سرد ف

روی ساختار پروتئینها ایجاد کند و فعالیت آنها را افزایش یا کاهش دهد. در این مقاله اثر پلاسمای سرد فشار اتمسفری جت هلیم بر روی 

از پلاسمای سرد فشار اتمسفری تیمار و آنزیم فیتاز بررسی شده است. به این منظور محلول آنزیم فیتاز در زمانهای مختلف با استفاده 

مورد بررسی در روند اثر  pHدهی و عدم تاثیر یتاز با زمان پلاسمای افزایش فعالیت ففعالیت آن اندازه گیری شد. نتایج نشان دهنده

  گذاری پلاسمای سرد بود.

  لیت آنزیمیجت هلیم، فعا ی سرد فشار اتمسفری،آنزیم فیتاز، پلاسما -لید واژهک

 

Effect of Atmospheric pressure plasma on phytase enzyme activity 
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Abstract- Phytase is one of the valuable industrial enzyme which is applied in the improvement of animal feed by providing 

non-organic phosphate. Increasing the phytase enzyme activity is commercially worthwhile. Using atmospheric pressure cold 

plasma is a strategy which could change protein activity by affecting their structures. In this study the effect of Helium 

plasma jet on phytase enzyme was investigated. For this purpose, phytase enzyme solution was treated with plasma in 

different time durations and enzyme activity was evaluated. The obtained results indicated the increase in enzyme activity 

which was positively related to the exposure time, and lack of pH effect on the trends of plasma treatment results. 

 Keywords: Phytase Enzyme, Atmospheric Pressure Cold Plasma, Helium Jet, Enzyme Activity 
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 مقدمه -1

شود و به دو پلاسما به عنوان حالت چهارم ماده معرفی می

ی غیر حرارتی تقسیم ی حرارتی و پلاسماگروه پلاسما

م( تعادل حرارتی )گر ی حرارتیشود. در پلاسمابندی می

ها وجود دارد در صورتی که در ها و یونبین الکترون

پلاسمای غیر حرارتی )سرد( اختلاف دمایی زیادی بین 

ی سرد . در ابتدا پلاسما[1]ها وجود دارد ها و الکترونیون

شد ولی با پیشرفت و فقط در فشار پایین تولید می

ی سرد در فشار اتمسفر گسترش فیزیک پلاسما پلاسما

هم تولید شد که به خاطر راحتی در استفاده و مقرون به 

صرفه بودن بسیار مورد توجه قرار گرفت این نوع پلاسما 

در فشار اتمسفر  RNSو ROSی فعال هاقادر به ایجاد گونه

( ACPباشد. پلاسمای سرد اتمسفریک )و دمای پایین می

های مختلف یک تکنولوژی امید بخش و موثر در زمینه

پزشکی است. مطالعات نشان داده شناسی و زیستزیست

است که این تکنولوژی عملکرد قابل توجهی در موارد 

، درمان بافتهای زنده [2]مختلف از جمله انعقاد خون 

و  [5]، آپوپتوز سلولهای سرطانی [4]، تکثیر سلولی [3]

 ACPغیره دارد. تعداد زیادی از عملکردهای منسوب به 

 مربوط به اثر پلاسما روی واحدهای پروتئینی است.  

پروتئینها حاملهای عملکردهای زیستی هستند و عملکرد 

پلاسمای سرد اتمسفری روی پروتئینها در کاربردهایی 

مانند استریل کردن محیط، القای مرگ سلولهای سرطانی، 

افزایش یا کاهش عملکرد آنزیمها در و همچنین 

محیطهای غیر زیستی، بسیار اهمیت یافته است. 

مکانیسمهای مختلفی برای اثر پلاسما روی فعالیت زیستی 

پیشنهاد شده است و برای دستیابی به بینش بیشتر 

در سطح مولکولی  ACPنیازمند مطالعه برهمکنش 

زء ی آن )فیتات ها( جهانمکهستیم. فیتیک اسید و 

ی روغنی و بعضی از هادانهمهمی از غلات، حبوبات ، 

درصد  80و سبزیجات و همچنین خاک هستند.  هاوهیم

فسفر کلی برای حیوانات تک معده مانند ماهی به صورت 

غیر قابل هضم است. برای حل این مشکل به جیره غذایی 

شود. فیتاز یکی از آنزیمهای دام آنزیم فیتاز اضافه می

-صنعتی است که با هیدرولیز باندهای فسفودیپرکاربرد 

استری در فیتات و تولید فسفات غیرآلی در بهبود استفاده 

از منابع فسفر در غذای دام و همچنین کاهش آلودگی 

زیست محیطی ناشی از کود آنها کارایی دارد و افزایش 

  فعالیت این آنزیم از نظر تجاری بسیار ارزشمند است.
 برروی ACPتحقیق بررسی تاثیر تیمار هدف از انجام این 

  فعالیت آنزیم تجاری فیتازاست.
 

 کارروش  -2

 هامحلولمواد و  -1-2

 از آسپرژیلوس نایجرآنزیم فیتاز تجاری مشتق از قارچ 

دانمارک خریداری شد. سدیم  Novozymeکمپانی 

استات، سدیم کربنات، آمونیوم هپتامولیبدات، اسید 

ید، استون از کمپانی درصد، استیک اس 98-95سولفوریک 

Merck  99.999آلمان خریداری شدند. از گاز هلیوم% 

 برای تشکیل پلاسما استفاده شد.

 ساخت منبع تغذیه -2-2

ای ی تولید کننده پلاسمهادستگاهجت پلاسما یکی از  

با توجه به ساختار  هاجتسرد فشار اتمسفری است 

 شودیمل ی که به آنها اعمااهیتغذالکترودهای آنها و منبع 

ی متفاوتی است. در این تحقیق از جت هایژگیودارای 

 پالسی استفاده DCپلاسمای تک الکترود با منبع تغذیه 

ی لولهشد. ساختار جت پلاسمای استفاده شده شامل یک 

کوارتز به عنوان دی الکتریک بود. یک سیم مسی به 

 ی کوارتز و بهلولهعنوان الکترود روی قسمت بیرونی 

 سانتی متر از انتهای لوله چسبانده شده و 1 یفاصله

قسمت بالایی سیم به ولتاژ مثبت وصل شده بود. گاز 

 ی کوارتز هدایت و جتلولههلیم توسط شیلنک به داخل 

فاده د. منبع تغذیه استشیمپلاسما از انتهای لوله خارج 

کیلوهرتز  10کیلوولت و فرکانس  11شده دارای ولتاژ 

 گراد است.درجه سانتی 30-25لاسما و حدود دمای پبود.

 ریخت شناسی پلاسما -3-2

ی فعال درون پلاسما از هاگونهجهت بررسی عوامل و 

1طیف 
OES  استفاده شد. به این صورت که فیبر اپتیکی

ی که اهیناحبه صورت موازی مقابل جت پلاسما ) همان 

اثر داده شد( قرار داده شد و طیف حاصل از آن  هانمونهبه 

                                                           
 

 

 
1 Optical Emission Spectroscopy  
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توسط رایانه ثبت شد.  1100تا  200موجهای  در طول

شمایی از جت پلاسمای ساخته شده را نشان  1شکل 

 دهد.می

 : شمایی از جت پلاسما1شکل

 عملیات تیمار با پلاسما -4-2

در بافر سدیم  g/ml 1/0محلول آنزیم فیتاز با غلظت 

ماکرولیتر از محلول  300تهیه شد.  (pH 5/5استات )

ای ریخته خانه 96های پلیت هکآنزیمی درون هر یک چا

متر تحت تابش پلاسما در مدت سانتی 1شد و با فاصله 

ثانیه قرار گرفت. پس از  360، 240، 120، 60های زمان

آن سنجش فعالیت آنزیم با روش رنگ سنجی انجام شد. 

عملیات تیمار با پلاسما به دو صورت مستقیم و غیر 

مستقیما به   ACPمستقیم انجام شد. در حالت مستقیم 

محلول آنزیم و بافر اعمال شد و در حالت غیر مستقیم 

ACP شود و سپس پودر آنزیم به آن به بافر اعمال می

 دهد.نمایی از تیمار پلاسما رانشان می 2شکل اضافه شد.

 
 : نمایی از عملیات تیمار پلاسما2شکل

 سنجش فعالیت آنزیم -5-2

گ سنجی، و سنجش فعالیت فیتاز با استفاده از روش رن

و همکارانش معرفی  Heinonenمطابق آنچه قبلا توسط 

. به طور خلاصه، محلول فیتیک [6]شده بود، انجام شد 

 200میلی مولار به عنوان سوبسترا و محلول  20اسید 

به عنوان بافر  pH 5 /5میلی مولار سدیم استات با 

ماکرولیتر محلول  50استفاده شد. محلول واکنش شامل 

ماکرولیتر بافر حل شده بود.  450آنزیمی بود که درون 

ماکرولیتر فیتیک اسید به عنوان سوبسترا به آن  500

ی اضافه شد و برای همدما شدن درون حمام آب با دما

یتر لمیلی 2گراد قرار گرفت. پس از آن درجه سانتی 37

آمونیوم   AMS ( (w/v) %3/0محلول رنگی 

 25% (v/v)استون،  50% (v/v)هپتامولیبدات، 

درصد( به آن اضافه شد.   98-95نرمال  5اسیدسولفوریک 

ماکرولیتر اسیداستیک  100برای متوقف کردن واکنش از 

استفاده شد. در نهایت جذب توسط اسپکترومتر در طول 

 نانومتر خوانده شد. 380موج 

 pHاثر  -6-2

محلول آنزیمی بر روی نتایج بدست  pHبرای مطالعه اثر 

  PBS  (2/7 pHآمده از اعمال پلاسما، آنزیم فیتاز در بافر

( حل شد و مراحل مربوط به تیمار پلاسما و سنجش 

 .فعالیت آنزیم تکرار گردید

 نتایج -3

نشان داده شده  3در شکل  OESنتایج مربوط به طیف 

 315،  309ی در طول موجهای هایاست. طیف شامل قله

باشد. می 2Nنانومتر است که مربوط به  357، 337، 

نانومتر که مربوط به هلیم و  706همچنین یک قله در 

د، باشیم  Oنانومتر که مربوط به  770یک قله در 

 ملاحظه گردید.

 
 .هوا در میهل یپلاسما از یلیگس فیط :3 شکل

به صورت مستقیم  ACPنتایج مربوط به بررسی اثر تیمار 

و غیرمستقیم و همچنین اثر مدت زمان تیمار پلاسما روی 
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نشان داده شده  4فعالیت پروتئین فیتاز در شکل شماره 

 است.

مدت  در  ACP تیمار با میمستق ریغ و میمستق  اثر یبررس : 4شکل

. هر تیمار سه بار تکرار شده میآنز تیفعال یرو بر مختلفزمانهای 

)*( و  p< 0.05دار بودن نتایج نسبت به کنترل با است و معنی 

p<0.0001 (****نشان داده شده است ). 

محیط روی نتایج به دست آمده مربوط به تیمار با  pHاثر 

ACP نشان داده شده است.  5در شکل شماره 

 pHبر روی نتایج تیمار با پلاسما. افزایش  pH اثر یبررس :5شکل

زیم شده است اما روند تغییرات ناشی سبب کاهش کلی در فعالیت آن

 مشابه است. ACPاز تیمار با 

 :  بحث و نتیجه گیری -4

در  ACPنتایج این تحقیق نشان داد که استفاده از تیمار 

محلول آنزیمی فیتاز باعث افزایش فعالیت آنزیم شده و 

ثانیه اثر مثبتی  360افزایش زمان تیمار تا مدت زمان 

شته است. بررسیهای طیف روی این میزان افزایش دا

سنجی مربوط به ریخت شناسی پلاسما نشان داد که جت 

پلاسمای تهیه شده انواع یونها و رادیکالهای آزاد را در فاز 

کند. بر اساس مطالعات پیشین این گازی تولید می

دهند و توانند با آب واکنش رادیکالهای آزاد و یونها می

ا طول عمر کوتاه و بلند را های فعال بانواع مختلفی از گونه

کنند که قادر به ایجاد انواع واکنشهای زیستی تولید 

های با طول عمر طولانی هستند. بعضی از انواع گونه

(، و یون 3Oازن ) (،2O2Hعبارتند پراکسیدهیدروؤن )

های با طول عمر کوتاه مانند (، و گونهنیترات )

، و ((، سوپراکسید )رادیکال هیدروکسیل )

تیمار به صورت مستقیم برروی محلول  [7]اکسیژن تکی

قبل از حل کردن  -آنزیمی یا غیرمستقیم برروی بافر

منجر به نتایج مشابهی شده است و تفاوت جزئی  -آنزیم

های فعال با تواند به علت علکرد اثرات گونهدر نتایج می

ی اثر طول عمر کوتاه در روش مستقیم باشد. نتیجه بررس

pH  نشان داد که هرچند فیتاز به طور کلی در بافر اسیدی

فعالیت بهتری دارد اما روند تغییرات مربوط به تیمار با 

ACP   در هر دوpH  .بررسی شده مشابه است 
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