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 ذراتنانو شده بر آز محلول و تثبیتبر فعالیت اوره فراصداامواج  اتاثر

 ژل و سیلیکا مغناطیسی
 

 9آبادی ، رضا ايزدی نجف2.7ورپ ی، علی نخع7راضیه جلال، 2.7*تدخ، محمدرضا حسین7سالانقوچ فاطمه زاهدی

 دانشگاه فردوسی مشهد ،دانشکده علوم ،. گروه شیمی1

 دانشگاه فردوسی مشهد ،وری بیومولکولا مرکز پژوهش و فن  .2

 دانشگاه فردوسی مشهد ،دانشکده علوم ،. گروه فیزیک3

 

 چکیده

آز در  برای این منظور، آنزیم اوره. ه استآز بررسی شد در این مطالعه، اثر امواج فراصدا با بسامد پایین بر ساختار و فعالیت آنزیم اوره

مغناطیسی اکسید نانوذرات  رویآز بر  آنزیم اوره .کیلوهرتز قرار گرفت 22ای زمانی متفاوت در معرض امواج فراصدا با بسامد ثابت ه هباز

جنبشی  پارامترهای ،تثبیت شد. فعالیت آنزیم درصد 66و  درصد 99ا بازده اتصال شده به ترتیب ب ژل فعال و سیلیکا (3O2Fe) آهن

تغییر ساختار آنزیم محلول، ناشی از  .ندشد تعییندر شرایط متفاوت ده ش تتثبیچنین  همو دمای بهینه آنزیم محلول و  اِچ پی، (ینتیکیس)

حین فراصدا اعمال امواج  .تشدید شدفلورسانس و فرابنفش تائید شد. فعالیت آنزیم در حضور امواج فراصدا ای ه فاساس طیبر هید جاموا

ژل قبل از واکنش  شده بر سیلیکا بر آنزیم محلول و تثبیتفراصدا در اثر اعمال امواج فعالیت آنزیمی، باعث افزایش فعالیت آنزیم شد. 

نانوذرات شده بر  روی آنزیم تثبیتفراصدا   . این در حالی است که امواجمشاهده شدند Km افزایش و Vmax فعالیت آنزیم و کاهش آنزیمی، 

 یری نداشتند. تأث )مغناطیسی( اکسید آهن

 

 .ژل سیلیکااکسید آهن،  مغناطیسینانوذرات ، آنزیم تثبیتامواج فراصدا، ز، آ هاورلیدواژه: ک
 

  مقدمه. 7

 روزافزونهی را در  توجهه  پایین بسامد امواج فراصدا با اخیراً،

سههازی نانوامولسههیو ،  ماننهد آمههاده  زیسههتی هههای پهرداز  

 بهه خهود   1لزجتو کاهش  امواج فراصدا کمک به استخراج

 آنهزیم   در فعالیت تغییر به تازگی [.1] است اختصاص داده

 فعالیههت. اسههت شههده در اثههر امههواج فراصههدا نیههز گههزار 

 معهرض  ها پس از قهرار گهرفتن در   برخی آنزیم کاتالیزوری

برخهی ییرفعهال    و کاهش یافتهه  بالا شدت با امواج فراصدا

 امهواج فراصهدا   موارد، برخی در حال، این با [.4-2] اند شده

 آنزیم تحمل [.7-5] شده است آنزیم فعالیت افزایش باعث

 سلول در آنزیم محل به است ممکن فراصدا امواج به نسبت

با توجه بهه   حال، این با. باشد وابسته آنزیم مولکولی وز  و

نتایج متناقضی که فعال یها ییرفعهال شهد  آنهزیم در اثهر      

 اثهر  مهورد  در مها  انهد، دانهش   کردهامواج فراصدا را گزار  

 عهووه [. 1] اسهت  ناچیز بسیار آنزیم بر امواج فراصدا واقعی

                                                           
 :نویسنده پاسخگو housain@um.ac.ir 

1 Viscosity 

 بسهامد و  قهدرت،  قبیهل  فراصدا از امواج مشخصات این، بر

 دهی امواج زما  مدت و واکنش محیط خواص شدت امواج،

 .ها موثر است آنزیم بر امواج فراصدا نوع اثر بر[ 9]

، تثبیهت  فرایند[، 12-9] ساختار فراصدا بر امواج چنین هم

 درجهه  و 2اِچ پهی [، 11، 7، 1] ها کننده فعال و ها مهارکننده

 برخهی  مجهدد  اسهتفاده  قابلیهت  و [13-12] بهینه حرارت

 .است ثرؤم[ 14]ها  آنزیم

یههک متههالوآنزیم اسههت کههه در بسههیاری از   3آز آنههزیم اوره

مهرگها    هها و برخهی بهی    ها، گیاها ، قارچ و جلبک باکتری

در کشهاورزی و   یک آنزیم مهمآز  اوره[. 15] شود یافت می

کربن اکسهید  و اوره را به آمونیاک و دی [16] پزشکی است

کنههد. سههنجش یلظههت اوره، میههزا  محتههوای  تجزیههه مههی

ایمنوگلبهولین  گیری  کراتینین و آرژنین محلول آبی، اندازه

هها و کلیهه    و دیگهر آلاینهده   های فلزات سهنگین  ، یو 4جی

   [.19-17] آز هستند مصنوعی برخی کاربردهای آنزیم اوره

                                                           
2 pH 
3 Urease (EC3.5.1.5) 
4 Immunoglobulin G 
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 الگهوی  امهواج فراصهدا بهر    اثهرات  مهورد  در کمهی  اطوعات

 آز محلول و تثبیت شده در دسهترس اسهت.   اوره ولیزهیدر

اثر امواج بها بسهامد    تحت سویا آز آنزیم اوره شد  ییرفعال

 درجههه 37-62 کیلههوهرتز، 27 ترتیههب بههه) بههالا و پههایین

( گهراد سهانتی  درجهه  56-35 مگهاهرتز،  64/2 و گراد سانتی

   [.22] است شده گزار 

 عملکهرد  سهازی  بهینهه  برای راه بهترین تثبیت آنزیم ایلب

 [.22-21] صنعتی اسهت  فرایندهای در آنزیم یک عملیاتی

شامل  که دارد، وجود آنزیم تهتثبی برای مختلف های رو 

 ایهن  در. شود می کووالانسی اتصال و جذب انداختن، دام هب

اسهتفاده   های جهذب و اتصهال کووالانسهی    از رو  مطالعه،

 منافهذ  بها شیشهه   ماننهد  مختلفهی  مواد روی بر آز اوره .شد

 /کپسول چیتوسا  [،23] و پوراور ژل سیلیکا ،1شده کنترل

 نهانوذرات  شده بهه  متصل فسفونات [24] الکل( وینیل) پلی

 لایه با شده پوشیده مغناطیسی نانوذرات ،[25] آهن اکسید

 نهانوذرات  .ییره تثبیت شهده اسهت   و ،[26] سیلوکسا  پلی

، بودهسازگاری زیستی  ییرسمی و دارای ارزا ، مغناطیسی

 میههدا  توسههط سههرعت بههه شههوند. مههی آمههاده آسههانی بههه و

بهالایی بهرای    سهط   و شهوند  مهی  مغناطیسی خارجی جدا

 ای گسهترده  تثبیت آنزیم کاربرد ،اساس براین .تثبیت دارند

 [.29-27] است کرده پیدا

 شهدت  بها  فراصهدا  امواج اثرات ارزیابی، مطالعه این از هدف

شهده   تثبیهت  و محلهول آنهزیم   کاتهالیزوری  فعالیهت  بر کم

 .باشد می

 

 ها مواد وروش .2

 مواد. 2-7

گهاوی، پهودر    سهرم  ، اوره، آلبهومین آزآنزیم جک بهین اوره 

و مههش  میکرومتههر 63-222بهها انههدازه ذرات ) ژل یلیکاسهه

 322 و سط  مقطه  آنگسترم  122، اندازه منافذ 232-72

g/2m ،)3-  آمینوپروپیههههل تههههری اتوکسههههی سههههیو  و

 2( از شرکت مرکحجمی درصد حجمی/ 25) یدگلوتارآلده

، 3فسهفات خریداری شهد. سهایر مهواد شهامل: مونوپتاسهیم      

اتهر، هیهدوژ    اتیهل ، دیدرصد 99تولوئن ، آمونیوم کربنات

(، یدید جیوه، یدید پتاسیم و سهود از خلهوص   N12کلرید )

                                                           
1 Controlled pore glass 
2 Merck 
3 KH₂PO₄ 

معرف نسلر به رو  ارائه اند. ای کافی برخوردار بودهتجزیه

 [.32] تهیه شهد  4ووجل کتاب آنالیز معدنی عملی شده در

و سههایز نههانومتر  22نههانوذرات اکسههید آهههن )قطههر منافههذ 

و  ]31[سنتز شد  در مقاله قبلی گروه( نانومتر 25نانوذرات 

ها در  همه محلول قرار گرفت. این پژوهش مورد استفادهدر 

 آب دیونیزه آماده شدند.

 

  آز آنزيم اوره فعالیتتعیین  .2-2

عنهوا  یهک رو    سنجی بهه در این مطالعه از رو  هدایت

آز اسهتفاده  معتبر و دقیق برای سنجش فعالیت آنهزیم اوره 

یهونی اسهت بهه    ت. آنزیم، اوره را کهه ترکیبهی ییر  شده اس

کند و هدایت تبدیل میآمونیوم و بیکربنات ترکیبات یونی 

بهرای   [.32] یابدها افزایش میاین یو محلول در اثر تولید 

 )یلظتآز آنزیم اورهمیکرولیتر  522 سنجش فعالیت آنزیم

اوره بها  لیتهر  میلهی  12را بهه  ( لیتهر گرم بر میلهی میلی 5/2

مولار اوره افهزوده و ههدایت الکتریکهی    میلی 1 -22 یلظت

 25و دمهای   اِچ پهی  7دقیقهه در   5محلول در زما  صفر تا 

گردید. تغییهرات ههدایت الکتریکهی    ثبت گراد درجه سانتی

 [.33] محلول در دقیقهه معیهاری از فعالیهت آنهزیم اسهت     

شده بر سط  نانوذرات نیهز بها   سنجش فعالیت آنزیم تثبیت

شهده و ثبهت    اوره بهه آنهزیم تثبیهت   لیتهر  میلی 12افزود  

دقیقهه انجهام شهد.     5تغییرات هدایت الکتریکی بهه مهدت   

بهه   رباآهنسط  نانوذرات با استفاده از شده بر  آنزیم تثبیت

 گردد.   راحتی از محلول واکنش جدا می

ژل  شده بر سط  سیلیکا برای سنجش فعالیت آنزیم تثبیت

کهرد   دقیقهه انکوبهه   5تفاده شهد. بعهد از   از رو  نسلر اس

میلههی مههولار( مقههدار  22-1شههده بهها اوره ) آنههزیم تثبیههت

تولیدشهده بعهد از   شده با سنجش شدت رنگ آزادآمونیاک 

 ( تعیین شهد نانومتر 425 موج افزود  معرف نسلر )در طول

در هر دو رو  یک واحد آنزیم میزانهی از آ  اسهت    [.34]

که برای تولید یک میکرومول آمونیوم در دقیقه در شرایط 

 [.35] استآزمایش لازم 

 

                                                           
4 Vogel   
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 آز هتثبیت آنزيم اور .2-9

جهذب سهطحی و   آز به دو رو   در این پژوهش آنزیم اوره

ترتیهب بهر سهط  نهانوذرات مغناطیسهی       اتصال کوالا  بهه 

 اکسیدآهن و سیلیکاژل تثبیت شد.

 نانوذرات مغناطیسی اکسهیدآهن در پهژوهش قبلهی گهروه    

درجههه  4سههاعت در  16سههنتز شههد و بههه مههدت    [31]

، حهاوی  اِچ پی 7، مولارمیلی 22 در بافر فسفاتگراد  سانتی

 .قهرار گرفهت   لیتهر بهر میلهی  گهرم  میلی 9/2 آنزیم با یلظت

و دوبار بها بهافر    جدا راحتی توسط آهنربابه نانوذراتسپس 

نشده به بسهتر جهدا    های متصلفسفات شسته شد تا آنزیم

 گردند.

سهازی   سهیلیکاژل، فعهال  منظور تثبیت آنهزیم بهر سهط      به

  ،[39-37] کرد  سط  سهیلیکاژل  سیونه ،[36] سیلیکاژل

-39]  1سط  با گلوتارآلدهیهد های آمین فعال کرد  گروه

باز بهین گهروه کربونیهل بسهتر      -تشکیل اتصال شیف ،[42

 9/2 ) آز هههای آمههین آزاد آنههزیم اوره فعههال شههده و گههروه 

مقهدار آنهزیم   . [41] انجهام شهد   (لیتهر گرم بهر میلهی   میلی

ژل بهه   شده بر بستر نانوذرات مغناطیسی و سهیلیکا تثبیت

جنبشههی پارامترهههای تعیههین شههد و  [42] رو  برادفههورد

بهینهه و قابلیهت اسهتفاده مجهدد      اِچ پی، دما و )سینتیکی(

گیری و بها حالهت محلهول مقایسهه      شده اندازه آنزیم تثبیت

 4 شهد در  شده استفاده نمهی  زیم تثبیتآنشد. در زمانی که 

 .گردیددر بافر فسفات نگهداری  گراددرجه سانتی

 

 دهی آنزيم امواج .2-4

 5 آز،اثههر امهواج فراصههدا بهر آنههزیم اوره  منظههور بررسهی  بهه 

یها  ( آنزیمهی  قبهل از واکهنش  دههی   امهواج ) آنزیملیتر  میلی

آنزیم و سوبسهترا )در اعمهال امهواج طهی فعالیهت       محلول

 مهدل )پالسی(  دستگاه فراصدای تپیآنزیمی( با استفاده از 

 22تحت اثر امواج فراصهدا بها بسهامد     2ساینتز آی آی دی

 ثانیهه بهدو  آ ( بهه    2ثانیه اعمال مهوج و   2)با هرتز کیلو

قرار گرفت. انرژی امواج فراصهدا دمهای    دقیقه 22-3مدت 

بهرد. بهرای اجتنهاب از اثهر دمها،      محلول را تا حدی بالا می

 کنتهرل شهد.   3گرد  آب سهرد دمای محلول آنزیم توسط 

درجههه  37دهههی  حههداکثر دمههای محلههول در زمهها  امههواج

                                                           
1 Glutaraldehyde (C5H8O2) 
2 ScientzII D 
3 Circulator 

 دهی، به منظور حفظ تغییهرات  اجبود. بعد از امو گرادسانتی

محلول به سرعت در یخ قرار داده شد و مورد استفاده قهرار  

 گرفت.

 

سماختار  بمر  با شدت کمم  بررسی اثر امواج فراصدا . 2-5

 آز آنزيم اوره

بها  آنزیم  منظور بررسی اثر امواج فراصدا بر ساختار آنزیم،به

دقیقهه   22و  12به مدت لیتر گرم بر میلیمیلی 5/2یلظت 

سپس جذب آنهزیم بهدو  امهواج و بعهد از     . دهی شد امواج

مهوج   دقیقهه در محهدوده طهول    22دقیقه و  12دهی امواج

آ  ترسیم  فرابنفشنانومتر ثبت شده و طیف  322تا  222

دقیقه و  12طیف فلورسانس آنزیم بدو  امواج و با  گردید.

نهانومتر و   292مهوج تهیهیج    دهی با طهول دقیقه امواج 22

چنهین اثهر    هم نانومتر ثبت شد. 452تا  322حدوده نشر م

 22و  12قبهل از امهواج و بعهد از    امواج بر سهاختار آنهزیم   

نیههز ژل الکتروفههورز طبیعههی  بههه رو دهههی  دقیقههه امههواج

 [.43] بررسی شد

 

و  محلمول  آنزيمی اثر اعمال امواج فراصدا بر بررس .2-6

 تثبیت آن

منظور مقایسه دو حالت اثر امهواج بهر   بهابتدا در این بخش 

، در «واکنشقبل از »و  «زما  با واکنش آنزیمی هم»آنزیم 

زما  با افزود  آنهزیم بهه سوبسهترا و شهروع      حالت اول هم

سوبسهترا تحهت اثهر امهواج      -واکنش آنزیمی، محلول آنزیم

فراصدا قرار گرفهت و در حالهت دوم آنهزیم قبهل از شهروع      

 12هی شد. فعالیهت آنهزیم پهس از    د واکنش آنزیمی امواج

( و در ییهاب امهواج   میلی مولار 5/2دقیقه مجاورت با اوره )

آنزیم در نظهر گرفتهه   درصد  122عنوا  شاهد یا فعالیت به

 22و  12سپس آنزیم قبل از واکنش آنزیمی به مدت شد. 

جنبشهی  دقیقه تحت اثر امواج قهرار گرفهت و پارامترههای    

میههزا   ،آ  بهینهههو دمههای  اِچ پههیآنههزیم،  )سههینتیکی(

و اثر امواج بهر  گراد  درجه سانتی 25ماندگاری آ  در دمای 

دیهده   امهواج آنهزیم   پایها  و در  مترها سنجیده شهد این پارا

 تثبیت گردید و اثر امواج بهر فراینهد تثبیهت و پارامترههای    

و دمهای   اِچ پهی شهده،    آنهزیم تثبیهت   جنبشی )سینتیکی(

  .بررسی شد آ  بهینه
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 آنزیم محلول در ییاب و حضور امواج. جنبشی )سینتیکی(پارامترهای  7جدول 

 Km /Vmax آنزیم
/Vmax1 

(min/µM ammonium) 

Vmax 
(µM ammonium/min) 

Km 

(mM) 
Kcat 

)1 (min- 

(kcat/Km) 
(mM-1min-1) 

2 R 

 997/2 25/664 13/1441 17/2 92/72 2141/2 2326/2 آنزیم طبیعی

دیده به  آنزیم امواج

 دقیقه 12مدت 
2471/2 2192/2 29/52 45/2 34/1259 91/432 999/2 

دیده به  آنزیم امواج

 دقیقه 22مدت 
2729/2 2256/2 26/39 76/2 75/793 295/297 995/2 

 

 بحث و نتايج. 9
 آز اثر امواج فراصدا بر فعالیت آنزيم اوره .9-7

زایی های کاواکانرژی ارتعاشی امواج فراصدا با ایجاد حباب

باعث تشهکیل نیهروی برشهی و توطهم شهدید در محلهول       

شود. از سویی دیگهر  ای میهمراه با دما و فشار بالای نقطه

عنهوا  اثهر   ههای آزاد نیهز در محلهول بهه    تشکیل رادیکهال 

منظور دسهتیابی بهه   به [.5] شودامواج مطرح میشیمیایی 

آز بینش بهتری در مورد نوع اثر امواج فراصدا بر آنهزیم اوره 

دهی آنزیم قبهل از   ( امواج1در این بخش آنزیم به دو رو  

زما  بها فعالیهت آنهزیم     ( اعمال امواج فراصدا هم2 واکنش

 آز انجام شد.  اوره

زمها  بها    فراصدا هم دهد که اعمال امواجنشا  می 1 شکل

دهد و همراه با فعالیت آنزیمی درصد فعالیت را افزایش می

دقیقهه فعالیهت آنهزیم     12افزایش زمها  اعمهال امهواج تها     

ایجادشده در اثر  هایحباب رسد،نظر میبه یابد.افزایش می

تهر و احتمهال    محلهول را آسها    زایی انتقال مواد در کاواک

چنهین   هم[. 5] دهد افزایش میبرخورد آنزیم و سوبسترا را 

توا  گفت که حضور سوبسترا سهبب مقاومهت سهاختار    می

نتایج مشابهی در اعمهال   شود؛دهی میآنزیم در برابر امواج

امواج فراصدا طی فعالیت آنزیمی بر آنهزیم لیپهاز و آلکهالاز    

عمهال امهواج قبههل از   مها ا [. ا45-44] گهزار  شهده اسهت   

شود. حضهور  لیت آنزیم میباعث کاهش فعا فعالیت آنزیمی

توانهد   مهی در اثهر امهواج   های آزاد و تغییر سهاختار   رادیکال

دلیل احتمالی کاهش فعالیهت باشهد کهه در ادامهه بهه آ       

 .شودپرداخته می

آنزیم و اثر اعمال امواج بر  جنبشی )سینتیکی(پارامترهای 

جنبشههی آنههزیم قبههل از واکههنش آنزیمههی بههر پارامترهههای 

مشخص است، امهواج فراصهدا    1 جدولکه در  )سینتیکی(

 kcatچنهین   شده است. ههم   Kmو افزایش Vmaxباعث کاهش 

گهر میهزا  کهارایی آنهزیم هسهتند در       که بیا  (kcat/Km) و

اند و این تغییرات با افزایش زما  حضور امواج کاهش یافته

  شود.اعمال امواج چشمگیرتر می

ههای  بهالا و رادیکهال  امواج فراصدا باعث ایجاد دما و فشهار  

زایهی و ایجهاد نیهروی    آزاد در محل ترکید  حباب کهاواک 

شده ممکن اسهت  شوند. شرایط ایجاددر محلول می 1برشی

باعث تغییر ساختار آنزیم در حضور امهواج و پنهها  شهد     

تهر در   جایگاه فعال آنزیم گردد. در نتیجه جایگاه فعال کهم 

یم در حضور امواج دسترس سوبسترا قرار دارد و فعالیت آنز

مشهابه   [.12، 2] یابهد نسبت به شرایط مشابه کهاهش مهی  

مشهاهده  گلهوکز اکسهیداز نیهز    آز در آنزیم  رفتار آنزیم اوره

 [.46] شده است
 

 
زما  و قبل از فعالیت آنزیمی امواج فراصدا بر  اثر اعمال هم 7 شکل

 دقیقه فراصدا 3: 2ا، شاهد بدو  فراصد :1آز )آنزیم اورهعالیت ف

با فعالیت آنزیم،  زما  همدقیقه فراصدا  5 :3آنزیم،  فعالیت با زما  هم

دقیقه فراصدا  5 :5با فعالیت آنزیم،  زما  همفراصدا  دقیقه 12: 4

فراصدا  دقیقه 12 :6، زیمدقیقه فراصدا قبل از فعالیت آن 5و  زما  هم

فراصدا  دقیقه 12 :7، زیمفراصدا قبل از فعالیت آن دقیقه 12و   زما هم

 م(.از فعالیت آنزی فراصدا قبل دقیقه 22 :9قبل از فعالیت آنزیم، 

 

توا  گفهت  میبر ماندگاری آنزیم در مورد اثر امواج فراصدا 

دقیقهه(   12آز امواج دیده )بهه مهدت   که در ابتدا آنزیم اوره

تری نسبت بهه آنهزیم شهاهد دارد؛ امها سهرعت       فعالیت کم

                                                           
1 Shear force 
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 تهر اسهت.   دیده کم کاهش فعالیت طی زما  در آنزیم امواج

ساعت بعد از تهیه آنزیم و نگههداری   72که حدود  طوری به

گراد فعالیت هر دو آنزیم برابر است درجه سانتی 25آ  در 

دیده از آنزیم شهاهد بهدو    و پس از آ  فعالیت آنزیم امواج

 (.2شکل) هی بالاتر استدامواج
 

 
 امواج اثر و C 25˚دمای در محلول آنزیم ماندگاری میزا  2شکل 

دایره توخالی: آنزیم  ) دایره توپر: شاهد بدو  امواج؛آ  بر فراصدا

 دیده(. امواج

 

 فراصداتثبیت آنزيم و اثر امواج  .9-2

آههن و سهیلیکاژل و   نوذرات اکسید نتایج تثبیت آنزیم بر نا

آمهده   2در جدول  شده تثبیت آنزیم امواج بر مشخصاتاثر 

دهد، امواج فراصدا بهر میهزا  تثبیهت    نتایج نشا  می است.

ژل و نهانوذرات مغناطیسهی تهاثیر     آنزیم بر سهط  سهیلیکا  

شده بر نانوذرات  فعالیت آنزیم تثبیت ناچیزی داشته است. 

فعالیههت آنههزیم  امههواج تقریبهها ثابههت بههوده امهها  در حضههور

تر از آنزیم بدو   کمژل  بر سیلیکادیده پس از تثبیت  امواج

 فراصدا است و فرایند تثبیت نتوانسته اثر امواج را بپوشاند.

آز را بهه  آنهزیم اوره  2226در سهال   و همکهارا   1پوگوریلی

 1/42 ازایژل تثبیت کرده و بهه  در سیلیکا 2ژل -رو  سل

mg/g   گرم بر گهرم بسهتر    میلی 1/9آنزیم اضافه شده میزا

در  [.47] آ  تثبیهت شهده اسهت   درصهد   22یعنی معادل 

بها   3ژل فعال شده با توسیل کلریهد  ای دیگر سیلیکامطالعه

 2/3آز متصل شده اسهت و از  پیوند کوالانسی به آنزیم اوره

 بستر اضافه شده است، مقهدار گرم  1آنزیم که به گرم میلی

متصل شده اسهت و آنهزیم   ژل  آ  به سیلیکاگرم میلی 6/1

فعالیت اولیه خهود را حفهظ کهرده    درصد  52تصال بعد از ا

                                                           
1 R. P. Pogorilyi  
2 Sol-gel 
3 Tosyl chloride   

ژل  آز بهر بسهتر سهیلیکا   چنهین آنهزیم اوره   هم [.49] است

ترتیهب مقهدار    ههای اپوکسهی و آمهین بهه    شده با گروهفعال

 تثبیت شده اسهت  گرم بر گرم بستر میلی 97/19و  15/11

[49.] 

 
 ژل. و سیلیکانانوذرات شده بر سط   مشخصات آنزیم تثبیت 2جدول 

 mg/g آنزیم

support 

بازدهی 

 )درصد(اتصال

 فعالیت
(unit/g 

support) 
شده  آز تثبیتاوره

بر سط  

 نانوذرات

22/12 99 61/129  

 یدهد امواجآز اوره

شده بر  تثبیت

 سط  نانوذرات

79/12 96 93/121  

شده  آز تثبیتاوره

 بر سط  سیلیکا

 ژل

95/14 51/66 33/277  

 دیده امواجآز اوره

شده بر  تثبیت

 ژل سط  سیلیکا

69/14 32/65 44/192  

 

 سط  بر شده تثبیت آنزیم )سینتیکی(جنبشی  پارامترهای

در هها   ژل و اثر امواج بهر آ   نانوذرات مغناطیسی و سیلیکا

 آمده است. 3جدول 

یابهد، امها   در اثر تثبیت آنزیم افزایش می Kmمعمولاً، مقدار 

در تثبیت بر سط  نانوذرات مغناطیسی کهاهش انهدکی در   

نسبت به آنزیم محلول مشاهده شده است. ایهن   Kmمیزا  

معنهی افهزایش نسهبی تمایهل آنهزیم و      بهه توانهد   نتیجه می

چنین به این دلیهل کهه نهانوذرات آههن      سوبسترا باشد. هم

ت و تثبیه [ 52]آز هسهتند مهارکننده ییررقابتی آنهزیم اوره 

آنزیم باعث محدودیت دسترسی سوبسترا به جایگهاه فعهال   

نسهبت بهه حالهت آزاد کهاهش نشها        Vmaxشود آنزیم می

ههای آلژینهات، فهیلم    تثبیت آنزیم بهر دانهه   [.51] دهد می

آلژینهههههات و  -و بسهههههتر چیتوسههههها [ 52] پهههههارافین

اسید( نیز نتهایج مشهابهی نشها      آکریلیک -آمید پلی)آکریل

 [.53] آنزیم شده است Vmaxو  Kmداده و باعث کاهش 
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 ژل. و سیلیکا شده بر سط  نانوذرات آنزیم تثبیت پارامترهای جنبشی )سینتیکی( 9 جدول

 Km/Vmax آنزیم
/Vmax1 

(min/µM ammonium) 
Vmax (µM ammonium 

/min) 
Km (mM) 2 R 

 992/2 69/1 211/35 2294/2 2477/2 شده بر سط  نانوذرات آز تثبیتاوره

در  شده بر سط  نانوذرات آز تثبیتاوره

 حضور امواج
25/2 2295/2 29/35 75/1 999/2 

 9924/2 266/6 17/47 2212/2 1296/2 ژل شده بر سط  سیلیکا آز تثبیتاوره

ژل  شده بر سط  سیلیکا آز تثبیتاوره

 در حضور امواج
1643/2 2259/2 61/39 34/6 997/2 

 

اسهت   یای تثبیت آنزیم قابلیت استفاده مجهدد از آ  از مزا

دههد. بهرای    یری کهاهش مهی  گ طور چشم ها را به که هزینه

شههده بههر سههط   سههنجش ایههن مشخصههه از آنههزیم تثبیههت

مانده  بار استفاده شد و فعالیت باقی دهنانوذرات مغناطیسی 

شهده بهر سهط  نهانوذرات      آنزیم تثبیتگیری گردید.  اندازه

فعالیهت خهود را حفهظ    درصد  97بار استفاده  هفتپس از 

دههد،   کند؛ اما از تکرار بعدی کاهش فعالیت نشها  مهی  می

 مانهد  فعالیهت بهاقی مهی   درصد  55 ،که در بار دهمطوریبه

اصهوح  شده بر نانوذرات آهن  آز تثبیتآنزیم اوره .(3)شکل

بار  ششاستیک اسید بعد از شده با فسفونومتیل ایمینودی

 فعالیت اولیه خود را حفظ کرده استدرصد  3/67استفاده 

شهده بهر روی ذرات کلوئیهدی و     آز تثبیتآنزیم اوره[. 54]

بهار اسهتفاده    دهونیل پیریهدین( پهس از    -4) یپلکاتیونی 

 [.55] فعالیت خود را حفظ کرده استدرصد  122
 

 
شده بر سط   آز تثبیتقابلیت استفاده مجدد آنزیم اوره 9 شکل

 .نانوذرات

 

و  Vmaxژل سههبب کههاهش   تثبیههت آنههزیم بههر سههیلیکا   

اسهت. دلیهل     آنزیم نسبت به حالهت آزاد شهده    Kmافزایش

این مشاهده کاهش سرعت در اثر محدودیت انتشار اسهت.  

دسترسی تواند به دلیل تغییر بعد از تثبیت می Kmافزایش 

سوبسترا به جایگاه فعال آنزیم در اثر محدودیت انتشار و یا 

تثبیهت   [.54] تغییر ساختاری آنزیم بعهد از تثبیهت باشهد   

ی ها انهد[ 56] آمینای آریلهای شیشهآز بر دانهآنزیم اوره

ههای آگهار    و قهرص [ 24] شده با گلوتارآلدهید ژلاتین فعال

نزیم سهلولاز  تثبیت آنتایج مشابهی نشا  داده است. [ 57]

در حضههور امههواج فراصههدا بههر روی میکروسههاختارهای      

تر آنزیم فراصدا دیده به بستر اتصال سست باعثچیتوسا  

و واکهنش بهتهر بها سوبسهترا و در      افزایش سهط  آنهزیم  و 

اثر امواج فراصهدا   [.1] شودنتیجه افزایش فعالیت آنزیم می

نیهز  آلژینهات  دکستراناز بهر بسهتر کلسهیم    آنزیم بر تثبیت 

شهده در حضهور مهوج بها      م تثبیهت میزا  آنزینشا  داد که 

 15برای مدت زمها   کیلوهرتز  25و بسامد  وات 42 قدرت

نسبت به عدم حضهور مهوج    درصد 77/19 به میزا دقیقه 

نسهبت بهه    Vmaxو  Kcat، Kmافهزایش   افزایش یافتهه اسهت.  

نیهز از نتهایج دیگهری     شده بدو  حضور مهوج  آنزیم تثبیت

طور که هما  [.7] است که در تحقیق فوق ارائه شده است

یم آنهز  Km و Vmaxآمده است امواج فراصدا بهر   3جدول در 

اثری نداشته است و این روند  نانوذراتشده بر  آز تثبیتاوره

)نتهایج   خهورد با افزایش زما  اعمال امواج نیز به چشم می

کهه  اثهر کاهشهی    .جدول نیامهده( دهی در  دقیقه امواج 22

شده  تثبیت در حالت داشتندامواج بر فعالیت آنزیم محلول 

رسد، تثبیت آنزیم بهر   نظر میشود. بهدیده نمی نانوذراتبر 

سط  نانوذرات اثر امواج فراصدا بر فعالیت آنهزیم را خنثهی   

 Kmو افهزایش   Vmaxباعهث کهاهش   امهواج  امها   کرده است.

نظهر  بهه  ژل شده اسهت.  بر سط  سیلیکاشده  آز تثبیت اوره

شده بهر آنهزیم قبهل از تثبیهت باعهث       رسد امواج اعمالمی
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نیهز اثهر   ژل  بهر سهیلیکا  کاهش فعالیت آ  شده و تثبیهت  

 چندانی بر این کاهش فعالیت نداشته است.

 

آنممزيم محلممول و بممر فعالیممت  اچِ پممیدممما و اثممر  .9-4

 بهینه آنزيمچ اِ و پی و اثر امواج بر دما شده تثبیت

بهر سهط  نهانوذرات اکسهید      شده تبهینه آنزیم تثبی اِچ پی

قلیهایی   اِچ پهی  حالت محلهول بهه سهمت    صددر 7از  آهن،

حالهت  در گهراد  درجهه سهانتی   62از تغییر و دمای بهینهه  

 اِچ پهی . یابهد  فهزایش مهی  ا گهراد سانتیدرجه  65محلول به 

نشها   ژل تغییهری   بهینه آنزیم پس از تثبیت بهر سهیلیکا  

افههزایش گههراد درجههه سههانتی 12نههداده و دمههای بهینههه آ 

 .یابد می
 

 
شده بر  آز محلول و تثبیتبر فعالیت آنزیم اوره اِچ پیاثر  4 شکل

 ) در شکل دایره: آنزیم محلول؛نانوذرات مغناطیسی و سیلیکاژل 

شده بر  آنزیم تثبیت :مرب ؛ ژل شده بر سیلیکا مثلث: آنزیم تثبیت

 دهد(. نشا  می نانوذرات را

 

گزار  کردنهد کهه امهواج     2213همکارا  در سال الویزا و 

از  آمیلوگلوکوزیهداز  آنهزیم بهینهه   اِچ پی فراصدا باعث تغییر

 فسهفولیپاز  آنزیمبهینه  اِچ پیاما  [.59] شودمی 7/4به  9/3

A بر  اِچ پیدهد. در حضور امواج فراصدا تغییری نشا  نمی

موثر است و در نتیجه بها تغییهر   وضعیت یونیزاسیو  آنزیم 

جایگاه فعال آنزیم، فعالیت آنزیم و تمایل واکهنش آنهزیم و   

نتهایج ایهن تحقیهق نشها      [. 59] یابهد سوبسترا تغییر مهی 

بهینه آنزیم در حضور و ییاب امواج برابر  اِچ پیدهد که  می

رسهد امهواج فراصهدا تهاثیری بهر      است. لذا بهه نظهر مهی    7

 است.آز نداشته گاه فعال آنزیم اورهوضعیت یونیزاسیو  جای
 

 
شده بر  از محلول و تثبیت اثر دما بر فعالیت آنزیم اوره 5شکل 

مثلث: آنزیم  )در شکل دایره: آنزیم محلول؛ ژل نانوذرات و سیلیکا

شده بر نانوذرات را نشا   آنزیم تثبیت ؛مرب  ؛ژل شده بر سیلیکا تثبیت

 دهد(. می

 

 اثر امواج فراصدا بر ساختار آنزيم .9-5

هههها، توانهههد باعهههث تجمههه  آنهههزیمامهههواج فراصهههدا مهههی

ای ههای جهانبی  شد  نسبی آنزیم و یها واکهنش   یییرطبیع

را درگیهر   فهرابنفش های دارای جهذب  گردد که اسیدآمینه

آنزیم تغییراتی را سبب فرابنفش کند و در نتیجه در طیف 

یهک  دارای پهروتیین   پیوند پپتیدی در زنجیر اصهلی  .شود

هههای نههانومتر اسههت و اسههیدآمینه   192-232در  پیههک

 242-322آروماتیک نور را در این محدوده و در محهدوده  

 -6 طهور کهه در شهکل   هما  [.62] کنندنانومتر جذب می

-322ههای محهدوده   موج مشخص است، در تمام طول الف

نانومتر افزایش جذب در اثر امهواج فراصهدا مشهاهده     222

گردد و این افزایش جذب با افزایش زما  اعمال امهواج  می

یابهد. امها در ههر دو مهورد     دقیقه افزایش مهی  22به  12از 

نسبت به نمونه شهاهد بهدو  فراصهدا     جاییجابهدیده  امواج

شود که نشا  از تغییرات جزئی در ساختار آنزیم دیده نمی

 است.

مطالعهه  آمده اسهت، در ایهن    ب -6شکل طور که در هما 

امههواج فراصههدا باعههث کههاهش نشههر فلورسههانس آنههزیم در  

نانومتر شده است و با افزایش زمها    452تا  322محدوده 

دقیقهه ایهن کهاهش ادامهه دارد.      22به  12اعمال امواج از 

آبهی یها قرمهزی در طیهف      جهایی  جابهعووه، امواج هیچ  به

پهروتیین  فلورسانس ذاتی  اند.فلورسانس آنزیم ایجاد نکرده

های آروماتیهک تیهروزین، فنیهل    دلیل حضور اسیدآمینهبه
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 (  درجه سانتی گراد)دما  
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 [.61] آلانین و به خصوص تریپتوفا  در ساختار آ  اسهت 

تواند به تغییر در طیف فلورسانس اسیدآمینه تریپتوفا  می

ههای  دلیل اکسیداسیو  آ  و یا تغییر در یونیزاسیو  گروه

 [.62] اطراف یا تغییرات کنفورماسیونی باشد

 

 
 (الف)

 
 )ب(

آز بدو  ب( طیف فلورسانس آنزیم اوره uvطیف  (الف  6 شکل

دقیقه فراصدا )در شکل خط: آنزیم  22و  12فراصدا و با اعمال 

دقیقه  12دیده به مدت  ها: آنزیم امواج چین ندیده، خط طبیعی و امواج

 دهند(. دیده را نشا  می دقیقه امواج 22ها:  آنزیم  چین و نقطه

 

و فومهاراز  ] 63[ دکسهتراناز ، ] 61[ههای سهلولاز   نشر آنزیم

]64 شهده و کهاهش نشهر     ر حضور و ییهاب امهواج ثبهت   د

ههای  رادیکهال  .فلورسانس در اثر امواج گزار  شهده اسهت  

تواننهد  شده در اثر امواج فراصدا میآزاد هیدروکسیل تولید

تریپتوفها ، تیهروزین، فنیهل     ههای زنجیر جانبی اسیدآمینه

را اکسید نموده و باعث تغییر سهاختار   آلانین و هیستیدین

اولیه پروتیین شوند. برخی از محصولات این اکسیداسهیو   

 -Oشامل: آسپارتات، حاصل از اکسیداسیو  هیسهتیدین و  

شد  فنیهل   تیروزین، حاصل از هیدروکسیله -mتیروزین و 

تواننهد باعهث آسهیب    بر این، امهواج مهی  آلانین است. عووه

های هیدروفوب پروتیین و باز شد  سهاختار آ   کنشرهمب

ها از داخل پروتیین به سهط   و به سط  آمد  برخی گروه

آ  شوند که نتیجه مجموع ایهن اتفاقهات کهاهش نشهر در     

 .]64-63[طیف فلورسانس آنزیم است 

یها تغییهرات بهار     برای تشخیص وجهود قطعهات، تجمعهات   

الکتروفهورز   ژل ازآز در اثر امواج  الکتریکی سط  آنزیم اوره

حرکت الکتروفهورتیکی آنهزیم بعهد از     استفاده شد.طبیعی 

اثههری از  دهههی مشههابه حرکههت آنههزیم شههاهد بههود و امههواج

دههی مشهاهده    شد  یا تجم  آنزیمی پس از امهواج  تکه تکه

دههد   نتایج نشا  مهی . (است ها نشا  داده نشده )داده نشد

کاهش فعالیهت آنهزیم در اثهر امهواج در نتیجهه تجمه  یها        

تغییهرات بهار الکتریکهی سهط  آ      شد  آنهزیم یها    تکه تکه

  .]43[ نیست

 

 گیری نتیجه. 4

آز بررسهی  اثر امواج فراصدا بر ساختار و فعالیت آنهزیم اوره 

کنهد،  شد. ساختار کلی آنزیم در اثر اعمال امواج تغییر نمی

آ  قابهل   جهذب اما تغییرات جزئی در طیهف فلورسهانس و   

مشاهده است. در اثر اعمال امواج قبهل از واکهنش آنزیمهی    

افههزایش  Kmآ  کههاهش و  Vmax فعالیههت آنههزیم محلههول و

دههی افهزایش    نشا  داد و این اثر بها افهزایش زمها  امهواج    

با وجود کاهش فعالیت در اثهر امهواج، سهرعت افهت     یافت. 

چنین  هم تر است. دیده کم  طی زما  در آنزیم امواج فعالیت

اعمال امواج حین فعالیت آنزیمی، فعالیت آنزیم را افهزایش  

 .داد

ن راه برای حهذف و یها بررسهی    بهتری، آزتثبیت آنزیم اوره 

ی بعههدی ایههن   مرحلهههدر اوره در محلههول اسههت.  میههزا 

با  آهنمغناطیسی اکسید آز بر نانوذرات آنزیم اورهپژوهش، 

درصد تثبیت شد.  99رو  جذب سطحی و با بازده اتصال 

آنههزیم بعههد از تثبیههت بههر نههانوذرات     Km و Vmaxمقههادیر 
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شهده   بهینه آنهزیم تثبیهت   اِچ پیمغناطیسی کاهش یافتند. 

تغییر یافهت  قلیایی  اِچ پیبوده و یک واحد به سمت  هشت

آنهزیم  تری نسبت به  مقاومت بیشهای بالاتر نیز  اِچ پیو در 

درجه  5شده با  محلول نشا  داد. دمای بهینه آنزیم تثبیت

 65در حالهت محلهول بهه    گراد درجه سانتی 62افزایش از 

بهار اسهتفاده    هفتایش یافت و پس از افز گراددرجه سانتی

 فعالیت آنزیم حفظ شد.درصد  97

شهده، بهه رو     ژل آمینهه  چنین آنزیم بر بستر سهیلیکا  هم

تثبیهت شهد. تثبیهت    درصد  66کوالانسی با بازدهی اتصال 

آ   Kmو افهزایش   Vmaxژل باعهث کهاهش    آنزیم بر سیلیکا

ژل  بهینه آنزیم پهس از تثبیهت بهر سهیلیکا     چاِ پیشود. می

درجههه  12تغییههری نشهها  نههداد؛ امهها دمههای بهینههه آ     

 افزایش یافت.گراد  سانتی

شده بر  شرایط بهینه آنزیم تثبیتامواج فراصدا بر فعالیت و 

تههأثیر امههواج در آنههزیم  نههانوذرات تههاثیری نداشههتند، امهها  

ژل مشابه حالت محلهول بهوده    شده بر سط  سیلیکا تثبیت

و دمهای   اِچ پی. امواج بر افزایش یافت Kmو  کاهشVmax و 

شهده   های محلول و تثبیتیک از حالتبهینه آنزیم در هیچ

 تاثیری نداشتند.

 

 و تشکر قدردانی. 5

 29994/3این تحقیق مربهو  بهه طهرح پژوهشهی بها کهد      

مربو  به معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی بوده که بدین 

 گردد.وسیله از آ  حوزه تقدیر می
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