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Abstract 

Objective: Enzymes act as natural catalysts in biological reactions. But they have 

limitations such as lack of thermal stability, short life span and their lack of stability in 

the organic environment. Therefore, scientists have tried to improve the performance 

of enzymes in different ways, including nanotechnology. Therefore, the aim of the 

current study is to produce enzyme nanoparticles and evaluate some of their properties, 

which are being worked on due to the importance of urease in medicine, agriculture 

and industry. 

Materials and methods: In this research, increasing the stability of urease was done 

based on the production of enzyme nanoparticles by desolvation method. Synthesized 

nanoparticles were examined using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), 

Visible-Ultraviolet Spectroscopy (UV-Vis) and Scanning Electron Microscope (SEM). 

Also, the general and specific activities of free and nano enzymes were measured and 

compared at 37°C. In addition, free and nano enzymes were incubated for 10 minutes at 

temperatures between 30 and 70°C and then their activity was measured. 

Findings: The results of spectroscopy and scanning electron microscopy confirmed 

the formation of urease nanoparticles. Also, the activity determination results showed that 

with the formation of enzyme nanoparticles, despite the decrease in the total activity of 

the enzyme, its specific activity increased by 43.46%. The optimal activity temperature of 

total free urease was 50°C and urease nanoparticles was 60°C. 
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After 10 minutes of incubation at 70°C, the free and nano enzymes retained 2% and 

32% of their activity, respectively, which indicates an increase in thermal stability in this 

method. 

Conclusion: By preparing enzyme nanoparticles, it is possible to improve their 

activity and application in the industry. 

Keywords: Enzyme nanoparticles, Urease, Desolvation, Thermal stability, 

Nanotechnology. 
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 پژوهشیمقاله 

 زدایی آز به روش حلال تولید نانوذرات اوره

 آز آزاد ها با اوره و مقایسه برخی خواص آن

 
 Tayaran57@gmail.comکارشناسی ارشد، گروه زیست، دانشکده علوم پایه، واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی، قم، ایران.  راضیه سادات حسینی

 .)نویسنده مسئول(استادیار، گروه زیست، دانشکده علوم پایه، واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی، قم، ایران  سید محمدحسین رضویان

 Razavian@qom-iau.ac.ir 

 Ghasemzadeh@qom-iau.ac.irگروه شیمی، دانشکده علوم پایه، واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی، قم، ایران. دانشیار،  زاده قاسممحمدعلی 
 

  چکیده

 هایی کنند. اما دارای محدودیت های بیولوژیکی عمل می عنوان کاتالیزور طبیعی در واکنش ها به آنزیم هدف:

. بنابراین، باشند نیز میو عدم پایداری آنها در محیط آلی  کوتاهمانند عدم پایداری حرارتی، طول عمر 

مختلف ازجمله فناوری نانو بهبود ببخشند. لذا، هدف             های        ها را به روش اند عملکرد آنزیم دانشمندان سعی کرده

آز در پزشکی،  ها است، که به دلیل اهمیت اوره بی برخی خواص آنمطالعه حاضر تولید نانوذرات آنزیمی و ارزیا

 شود. کشاورزی و صنعت روی آن کار می

زدایی  آز براساس تولید نانوذرات آنزیمی با روش حلال در این پژوهش، افزایش پایداری اوره ها: مواد و روش

 -سنجی مرئی ، طیف(FTIR) بدیل فوریهقرمز ت سنجی مادون  انجام شد. نانوذرات سنتز شده با استفاده از طیف

های کلی و  بررسی شد. همچنین فعالیت (SEM) و میکروسکوپ الکترونی روبشی (UV-Vis) فرابنفش

های آزاد و نانو به  علاوه، آنزیم گیری و باهم مقایسه شد. به اندازه C۷۳°های آزاد و نانو در دمای  اختصاصی آنزیم

 گیری شد. ها اندازه انکوبه و سپس فعالیت آن C۳0°تا  ۷0دقیقه در دماهای بین  00مدت 

آز را تأیید  تشکیل نانوذرات اوره سنجی و میکروسکوپ الکترونی روبشی، نتایج حاصل از طیف ها: یافته

رغم کاهش فعالیت کل  یج تعیین فعالیت نشان داد که با تشکیل نانوذرات آنزیمی، علیکرد. همچنین نتا

  درصد افزایش یافت. 64/6۷آنزیم، فعالیت اختصاصی آن 

                                                           

زدایی و مقایسه برخی خواص  روش حلالآز به ‎اوره زاده م ع. تولید نانوذرات حسینی رس، رضویان م ح، قاسم استناد به این مقاله:
 .28-5(: 2)21؛ 2402بیولوژی کاربردی. . آز آزاد‎ها با اوره‎آن
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:  نویسندگان ©  دانشگاه آزاد اسلامی واحد قمناشر
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دقیقه انکوباسیون در  00بود. پس از  C40°آز  و نانوذرات اوره C50°آز آزاد  دمای مطلوب فعالیت کل اوره

°C۳0دهنده افزایش  درصد فعالیت خود را حفظ کردند که نشان ۷2و  2 رتیبهای آزاد و نانو به ت ، آنزیم

 پایداری حرارتی در این روش است.

 با تهیه نانوذرات آنزیمی می توان فعالیت و کاربرد آنها را در صنعت بهبود بخشید.  گیری: نتیجه
 

 فناوری.زدایی، پایداری حرارتی، نانو  آز، حلال نانوذرات آنزیمی، اوره: ها کلیدواژه
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 . مقدمه1

طور  کنند و به های زیستی را کاتالیز می طور طبیعی واکنش هایی هستند که به  ها بیوکاتالیست آنزیم
 ها (. بیوکاتالیست2شوند ) گسترده در صنایع متعددی مانند صنایع غذایی، شیمیایی و دارویی استفاده می

ها و نیز عدم نیاز  نسبت به کاتالیزورهای متداول غیرزیستی مزایایی از قبیل اختصاصی بودن آنزیم
که  های کاتالیزوری مختلف دارند. از سوی دیگر، از آنجایی ها به دما و فشار بالا برای انجام واکنش آن

زورهای مرسوم در صنایع، باشند، در مقایسه با سایر کاتالی پذیری می تخریب ها ترکیباتی زیست آنزیم
 های ها محدودیت ها، کار با آن شده برای آنزیم . باوجود مزایای گفته(4،1،2)اثرات سمّی کمتری دارند 

خاصی از قبیل طول عمر کوتاه، عدم پایداری حرارتی، و عدم پایداری در محیط آلی را دارند. از 
 (.۵،5) پذیر نیست که فعالیت خود را حفظ کنند، امکان طوری ها به زیابی آنطرفی با

ار مهم یبس ییایمیوشیها در هر واکنش ب ش فعالیت آنزیمیو افزا یرو، حفظ ثبات ساختار از این
بر  م علاوهیآنز یداریرا پایم را حفظ کند، مطلوب است؛ زیآنز یداریکه بتواند پا ین، روشیاست. بنابرا

ش فعالیت در راندمان ی، و افزایستیط زیم در شرایآنز یش سازگاریت ذکرشده، باعث افزایمحدودرفع 
توجهی در  تواند منجر به بازده قابل در این زمینه می  رو، پیشرفت (. از این۶،۵شود ) ید محصول میتول

ای  ردهزمینه مواد غذایی و صنعت نوشیدنی، تخمیر و صنعت داروسازی شود. لذا، تحقیقات گست
های مختلفی از قبیل تثبیت، اصلاح  شده و در این راستا، استراتژی جهت افزایش پایداری آنزیم انجام

 (.20،۶شده است ) شیمیایی، مهندسی پروتئین یا محیط آن و پایدارسازی به کمک نانو فناوری ارائه 
وری همراه بوده فنا ع نانو زیستیشرفت سریبا پ یشرفت نانو فناوریپ یلادیم 2990  از دهه

هستند. در این  یستیفناوری، نانو کاتالیزورهای ز نانو زیست یها ن جنبهیتر از مهم یکیاست. 
های گوناگون  فرد فیزیکی و شیمیایی در زمینه زمینه نانو مواد با توجه به خصوصیات منحصربه

. در این راستا، نانو (22،22،20،9،8)صنعتی دارویی و غیره موفقیت فراوانی داشته و کاربرد دارند 
ن به نانو ذرات یم /پروتئیم آنزیاتصال مستق کرده است؛ زیرا ای پیدا نیز جایگاه ویژه 1ذرات آنزیمی

ن یبرطرف کردن ا یها شود. برا ممکن است، موجب دناتوره شدن و در نتیجه کاهش فعالیت آن
رد و یها شکل گ شوند تا نانو ذرات آن یع میم تجمیآنز یها ها، مولکول ت آنیش از تثبیپ مشکل، 

ن خودشان برقرار شود. سپس از نانو ذرات آنزیمی جهت فرایند تثبیت و ساخت یب یاتصالات عرض
                                                           

1. Enzymatioc nanoparticles (ENPS) 
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 (.20،24،21شود ) بهبودیافته استفاده می گرهای زیستی حس
های یک ماده تأثیرگذار بوده و  از دلایل مهم استفاده از مقیاس نانومتری این است که در ویژگی

پذیری، پایداری خوب و  فردی مانند مساحت سطحی بیشتر، واکنش باعث ایجاد خواص منحصربه
 .(28،2۶،2۵،25)شود  انایی الکتریکی و حساسیت میتر از همه رس زیست سازگاری بالاتر و مهم

سازی در روغن  توان به امولسیون های مورد استفاده در تولید نانو ذرات آنزیمی می از روش
از آن ایجاد اتصالات عرضی با   های طبیعی و پس زدایی با اتانول نمک (، حلال29گیاهی )

و ایجاد  (22)آمین آب، گلوتارآلدئید و اتانول  (، انباشتگی ساده توسط اتانول بی20گلوتارآلدئید )
. از میان (2۶، 2۵)( اشاره نمود 28فشار بالا ) اتصالات عرضی در امولسیون آب و روغن تحت 

سازی و ایجاد اتصالات عرضی به دلیل دمای بالا، برای بسیاری  این چهار روش، روش امولسیون
ها و روش انباشتگی ساده به دلیل پیچیدگی و سختی فرآیند تولید مناسب نیست. لذا، روش  از آنزیم

. به اهمیت و (20)سادگی، دقت، دمای مناسب و سرعت عمل رایج است زدایی به دلیل  حلال
توان  سنسورها میکاربرد نانو ذرات آنزیم در صنایع مختلف به دلیل پایدارسازی و بهبود عملکرد بیو

کوهی، گلوکز اکسیداز از آسپرژیلوس  پی برد. تاکنون نانو ذرات چندین آنزیم مانند پراکسیداز ترب
شده در اشرشیاکلی،  میکروارگانیسم، اوریکاز از گونه کاندیدا بیان  نایجر، کلسترول اکسیداز از گونه

 (.21،22-24کار برده شده است ) شده از لوبیا جک به نانو ذرات گرفته
که روی ساخت و تولید نانو ذرات آنزیمی مطالعاتی کمی صورت گرفته است، در  از آنجایی

ها است و با  همین راستا، هدف مطالعه حاضر تولید نانو ذرات آنزیمی و ارزیابی برخی خواص آن
شده است.  تر و بهتر است، به تولید نانو ذرات آنزیم پرداخته  زدایی که ساده استفاده از روش حلال

در پژوهش حاضر، نانو ذرات اوره آز تهیه شد؛ زیرا اوره آز یک متالوآنزیم بوده و دارای دو یون نیکل 
شود که این فرآیند در علوم  در جایگاه فعال خود است که باعث تسریع هیدرولیز اوره به آمونیاک می

 .(29،28،2۶،2۵،25)ای برخوردار است  بیولوژیکی، کشاورزی و پزشکی از اهمیت ویژه

 ها . مواد و روش2

 1نانو ذرات آنزیم اوره آز ساخت. 2-1

هات پلیت مگنت استیرر زدایی و توسط  سنتز نانو ذرات آنزیمی با استفاده از روش حلال
                                                           

1. Urease NPs 
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آنزیم اوره  mg۵2/2اتانول به  ml ۵انجام شد. برای این منظور،  شده از شرکت دراگون، خریداری 
زدا تحت شرایط  عنوان عامل حلال به ml/mm 2/0شده از شرکت مرک با سرعت  آز محلول تهیه 

rpm500 های اوره آز و به  زدا باعث تجمع مولکول و حمام یخ اضافه شد. در نتیجه عامل حلال
شده از شرکت مرک به  % تهیه 5/2از گلوتارآلدئید  ml8/2دنبال آن تشکیل نانو ذرات شد. سپس 

ساعت اضافه شد تا از  24درجه سانتیگراد طی  4در  rpm500 نانو ذرات اوره آز تحت شرایط 
گیری نانو ذرات آن اطمینان حاصل شود. سپس  عرضی نانو ذرات اوره آز و در نتیجه شکلاتصالات 

 سانتریفیوژ های آنزیم آزاد، سوسپانسیون حاصل، توسط برای جداسازی نانو ذرات آنزیمی از مولکول
 4در  rpm22000دقیقه با دور  20به مدت  5820R-شده از شرکت اپندرف دار خریداری  یخچال

با  :pH 4/۶مولار با  2/0سی بافر فسفات  سی 5تیگراد سانتریفیوژ شد. رسوب حاصل در درجه سان
به مدت  92200۶4F-از فونجلیبشده   استفاده از امواج فراصوت حمام اولتراسونیک خریداری

 درجه سانتیگراد و تکرار این فرایند برای دو بار دیگر همگن شد. 4دقیقه در  5
درجه سانتیگراد در شرایط هم  4شده از شرکت مرک در   تهیه 1ینپودر سیستئ g22/0سرانجام 

( بر روی SH-های عاملی تیول )‎ساعت اضافه شد تا گروه ۵، طی rpm500زدن مداوم با سرعت 
درجه  4در دمای  rpm 22000دقیقه با دور  20سطح نانو ذرات اوره آز وارد شود. سپس به مدت 

 pH: 4/۶مولار با  2/0سی بافر فسفات  سی 2سانتیگراد سانتریفیوژ شد. رسوب حاصل در 
درجه سانتیگراد و تکرار این فرآیند برای دوبار  4دقیقه در  5وسیله حمام اولتراسونیک به مدت  به

نتیگراد نگهداری گردید درجه سا 4دیگر، کاملًا حل شد. نانو ذرات اوره آز تولید شده در دمای 
(22،20،24،21.) 

 آنزیمی . بررسی تشکیل نانو ذرات2-2

 سنجی ها شامل طیف یابی آن های مشخصه جهت اطمینان از تشکیل نانو ذرات اوره آز، آزمون

سنجی  طیف، -Cary100شده از شرکت واریان  توسط اسپکتروفتومتر خریداریفرابنفش،  -مرئی
 -Magn550نیکولتشده از شرکت  اسپکتروفتومتر خریداری  ( توسطFTIR)قرمز تبدیل فوریه  مادون 

انجام   -MIRA3XMUاز شرکت تسکنشده   و تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی خریداری
 .(20)گرفت 

                                                           
1. Cysteine (cys) 
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 گیری غلظت آنزیم اوره آز . اندازه2-3

 ، )بیسین چونینگ( وBCAهای برادفورد، بیوره، لوری،  برای تعیین غلظت آنزیم اوره آز از روش

 . در تحقیق حاضر از روش لوری استفاده شد. (10)شود  اسپکتروفتومتری استفاده می

 تعیین فعالیت اوره آز .2-4

گیری آمونیاک( انجام شد  در این پژوهش تعیین فعالیت اوره آز با روش برتلوت )روش اندازه
فسفات +  )بافر 2شده از شرکت مرک با معرف  مولار تهیه  2/0در این روش ابتدا اوره  (.24،10)

 کاملًا باهم مخلوط شدند. (سدیم نیتروپروساید و محلول اوره آز )آزاد یا نانو(سدیم سالیسیلات + 
در بن ماری انکوبه شد.  درجه سانتیگراد 1۶قه در دمای یدق 2پس از مخلوط نمودن، به مدت 

لوله حاوی  5قه به یدق 2 یدرصد در فواصل زمان 20استیک اسید  کلرو تر ترییکرولیم 200سپس 
+ سدیم  )بافر فسفات 2ب اضافه شد. سپس معرف شماره یکردن واکنش به ترتنمونه جهت متوقف 

 1۶قه در دمای یدق 20لوله اضافه گردید. مجدد به مدت  5هیدروکسید + هیپوکلریت سدیم( به 
ماری قرار گرفت. در این روش آمونیاک حاصل از هیدرولیز اوره توسط آنزیم  در بن درجه سانتیگراد

دهد. شدت رنگ ایجاد  یت و سالیسیلات سدیم، تشکیل یک ترکیب سبزرنگ میاوره آز با هیپوکلر
موج  ها در طول  شده متناسب با غلظت آمونیاک تولید شده در نمونه است. در پایان جذب نمونه

 نانومتر قرائت شد. 5۶8

                           
     

   

 بعد از نانو شدن اوره آز قبل و آنزیم. مقایسه فعالیت 2-5

شده و   طور همزمان و با شرایط یکسان انجام تعیین فعالیت اوره آز آزاد و نانو ذرات اوره آز به
سپس باهم مقایسه شدند. نتایج نشان داد که فعالیت اوره آز آزاد بیشتر از نانو اوره آز است. لذا، هر 

طور همزمان و در شرایط  ها به ه آندو اوره آز به روش لوری تعیین غلظت شده و سپس فعالیت ویژ
و باهم مقایسه شدند. فعالیت کل آنزیم، یعنی کل فعالیت آنزیم در   یکسان به روش برتلوت تعیین

 2فعالیت آنزیم معادل است با مقدار آنزیمی که تجزیه  (SI)یک محلول یا به عبارتی یک واحد 
حصول )آمونیاک( را در هر دقیقه در دمای میکرومول از سوبسترا )اوره( یا تولید یک میکرو مول م

کند. همچنین فعالیت ویژه شامل تعداد میکرومول سوبسترایی است که در  درجه کاتالیز می 1۶
 .(1)گرم پروتئین موجود در محیط، به محصول تبدیل شود  دقیقه به ازای هر میلی

 اوره آز
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 زاد و نانو آنزیم اوره آز. تبدیل تغییرات جذب به فعالیت تام آنزیم آ2-6

برای تبدیل تغییرات جذب و محیط واکنش به فعالیت آنزیمی، لازم است که تغییرات غلظت 
محصول واکنش آنزیمی )آمونیاک( معادل با تغییر جذب در واحد زمان تبدیل گردد و برای این کار 

های  نظور ابتدا غلظتبایستی منحنی استاندارد غلظت آمونیاک/ جذب نوری رسم شود. برای این م
 5۶8موج   ها در طول مختلف آمونیاک تهیه و با روش برتلوت رنگی شدند، سپس جذب نوری آن

 نانومتر قرائت و منحنی استاندارد آن رسم شد.

 اوره آز آزاد و نانو  فعالیت. ارزیابی اثر دما بر 2-7

دقیقه در دماهای  20مدت ها به  جهت ارزیابی اثر دما بر فعالیت اوره آز آزاد و نانو آن
 درجه سانتیگراد قرار گرفتند. سپس به روش برتلوت تعیین فعالیت شدند. ۶0،۵0،50،40،10

 . نتایج3

 آز . سنتز نانو ذرات اوره3-1

درجه سانتیگراد به دلیل  4قطره اتانول در  های آنزیم با اضافه کردن قطره های مولکول تجمع
های آنزیم با نیروهایی  شوند. مولکول های آنزیم تشکیل می کاهش لایه هیدراتاسیون اطراف مولکول

 گیری کلگریزی و الکتروستاتیک بر یکدیگر اثر متقابل دارند که ش کنش آب مانند واندروالسی، برهم
شوند. پس از اضافه کردن گلوتارآلدئید، دو گروه  هایی از نانو ذرات آنزیمی را موجب می تجمع

، ریشه لیزین (NH2-) آلدئید در هر دو انتهای گلوتارآلدئید از راه تشکیل شیف باز به گروه آزاد آمینو
 :(20)( 2گردد )شکل  صورت زیر متصل می بر روی سطح نانو ذرات آنزیمی به

                                     
                              

 (SH-)های تیول  از طرفی افزودن سیستئین به سوسپانسیون نانو ذرات آنزیمی باعث ورود گروه
 .(12)شود  می
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 زدایی ند حلالیفرا  وسیله ل نانو ذرات اوره آز بهیك تشکیطرح شمات -1شکل 

 ذرات آنزیمینانو ‌. ارزیابی3-2

 UV-Vis. طیف جذبی 3-2-1

نانومتر، یک پیک را در  800 تا 200فرابنفش اوره آزاد در طیف  -نتایج طیف جذبی مرئی
نانومتر، جابجا شده  250نانومتر به  2۵5دهد که پس از سنتز نانو ذرات از  نانومتر نشان می 2۵5

 121/0تا  2۶/0جایی )شیفت( بزرگ علاوه، در طیف نانو ذرات اوره آز، یک جاذبه جاب است. به
های اوره آز طبیعی نشان داد که بیانگر آن است که  نانومتری پیک بند پپتیدی نسبت به مولکول

 اند.‎های اوره آز بدون هرگونه تغییر در ساختار اول آنزیم تجمع یافته مولکول
رغم کاهش غلظت نانو  یمقایسه طیف فرابنفش اوره آز آزاد و نانو ذرات اوره آز نشان داد که عل

نانومتر به بالا، یعنی ناحیه مرئی کاهش  100های  موج  ذرات اوره آز نسبت به اوره آز آزاد در طول
 2۵1های  موج که در طول  شود، در حالی جذب نانو ذرات اوره آز نسبت به اوره آز آزاد دیده می

 دهنده  شود که نشان‎دیده مینانومتر، افزایش جذب و در نتیجه افزایش ارتفاع پیک  250تا 

 های اوره آز و افزایش تدریجی نانو ذرات اوره آز در مقایسه با آنزیم آزاد به دلیل تجمع مولکول

باشد  مولکولی نانو ذرات اوره آز و اضافه شدن گروه عاملی تیول می ایجاد اتصالات عرضی بین
 (.2)شکل 
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 )الف( اوره آز آزاد )ب( نانو ذرات اوره آز  uv-visibleطیف جذبی -2شکل 

 (FTIRقرمز تبدیل فوریه )  سنجی مادون . طیف3-2-2

اوره آز آزاد و نانو ذرات اوره آز، نوارهای ارتعاشی کششی را در زمان انتقال  FTIRنتایج طیف 
 دهد: به شرح زیر نشان می

. نوارهای جذبی است و         مربوط به کشش  1۵50تا  1000یک پیک پهن در 
باشد. پیک  می    در نانو آنزیم مربوط به کشش  ۶5/2922در آنزیم آزاد و  25/29۶5
شود. نوارهای جذبی  آلدئید است. لذا، فقط در نانو آنزیم دیده می    مربوط به  29/2854
مربوط به کشش  2800تا  2550  در آنزیم آزاد و پیک پهن نانو آنزیم در ناحیه  4۶/2۵19

 در نانو آنزیم مربوط به کشش 22/21۶5آنزیم آزاد و  89/2199باشد. نوارهای جذبی  می    
است      مربوط به کشش ۶۶0/14 و 02/20۶۶ باشد. نوارهای جذبی‎‎می    یا     
 (.1)شکل

 
 آنزیم اوره آز )الف( اوره آز آزاد و )ب( نانو ذرات اوره آزFTIR ف یط -3شکل 

 الف

 ب
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 الکترونیکی روبشی. میکروسکوپ 3-2-3

اسفنج مانند با حفره      2نانومتر و 500و  200بزرگنمایی  1از اوره آز آزاد در  SEMنتایج 
صورت یکنواخت بوده و بیشتر حالت چسبندگی داشته و  شده در تمام سطح به توخالی پراکنده 

و  200در بزرگنمایی  از نانو ذرات اوره آزSEM شود. اما تصاویر  دانه دیده می صورت تک کمتر به
صورت پراکنده بوده و به دلیل  نانومتر، اشکال مستطیلی و مثلثی در یک سطح فشرده و به 500

اشکال     2شود. ولی در بزرگنمایی  دانه دیده می صورت تک های آنزیمی بیشتر به‎تجمع مولکول
شده و به دلیل   اکندهمستطیلی و مثلثی )در یک پنجره( در بین سطوح فشرده قالب یخ مانند پر

 (.4شود )شکل  دانه دیده می صورت تک های آنزیمی به تجمع مولکول

 
 اوره آز آزاد و نانو ذرات اوره آز  SEMر یتصاو -4شکل 

 کرومتریم 1 یی)ج( بزرگنما  نانومتر، 522 یینانومتر، )ب( بزرگنما 222 یی)الف( بزرگنما

 آز اورهگیری فعالیت  . نتایج اندازه3-3

و... در ارزیابی  pHها، دما و  گرها، فواصل زمانی قرائت جذب به دلیل اینکه غلظت واکنش
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ها تأثیر دارند، کالیبراسیون و تنظیم فرآیند ارزیابی فعالیت آنزیمی کاری حساس،  فعالیت آنزیم
تی در دستیابی است. لذا، ارزیابی با تغییرا  بر است که پس از تکرارهای متوالی قابل دقیق و زمان

مقدار آنزیم اوره آز و زمان با همان روش بار اول تکرار شد تا اینکه نتیجه مطلوب در رنگ و جذب 
حاصل و تغییرات جذب محاسبه گردید. محاسبه تغییرات جذب محیط آزمایش نشان داد که آنزیم 

 دهد.، میزان جذب را افزایش 0225/0آزاد توانسته است در واحد زمان )یک دقیقه( به میزان 

 . نتایج مقایسه فعالیت کل اوره آز آزاد و نانو اوره آز3-3-1

نتایج نشان داد که نانو ذرات اوره آز توانسته است در واحد زمان )یک دقیقه( به میزان 
که اوره آز آزاد توانسته است در واحد زمان )یک دقیقه(  جذب را افزایش دهد. در حالی 00125/0

لذا، مقایسه جذب محیط آزمایش نانو ذرات اوره آز  ایش دهد.جذب را افز 02۶/0به میزان 
دهد که نانو ذرات اوره آز نسبت به اوره آز آزاد در  ( نشان می02۶/0( و اوره آز آزاد )00125/0)

درصدی فعالیت کل  ۶8دهنده کاهش  واحد زمان میزان جذب را کمتر افزایش داده است که نشان
 (.5، شکل 2)جدول  باشد آزاد مینانو اوره آز نسبت به اوره آز 

 . نتایج مقایسه فعالیت ویژه نانو اوره آز و اوره آز آزاد3-3-2

برابر بیشتر از اوره آز آزاد است؛  0021/0دهد که فعالیت ویژه نانو اوره آز  نتایج نشان می
که  یدرصد غلظت اوره آز آزاد شده است؛ در حال 9/22بنابراین، غلظت نانو اوره آز تولیدشده 

 (.۵، شکل 2)جدول  درصد بیشتر از اوره است 41/4۵فعالیت اختصاصی آن 

 آز  آز آزاد با نانو ذرات اوره مقایسه فعالیت اوره -1 جدول

 فعالیت ویژه فعالیت غلظت نمونه
افزایش فعالیت 

 در اثر نانو کردن
 PH دما

 C°00 4/0 - 7700/7 710/7 6 آز آزاد اوره

 C°70 4/0 %44/46 7741/7 77400/7 4/00 آز نانو اوره
 

 
 آز آزاد و نانو اوره آز مقایسه فعالیت کل اوره -5شکل
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 آز آزاد و نانو اوره آز مقایسه فعالیت ویژه اوره -6شکل 

 آز آز آزاد و نانو ذرات اوره . نتایج تبدیل تغییرات جذب فعالیت تام اوره3-3-3

آز آزاد و نانو، میزان فعالیت  با ارزیابی عملکرد اورهتوان  با کمک منحنی استاندارد آمونیاک می
 (.۶گرم تولید آمونیاک در دقیقه محاسبه کرد )شکل  آنزیم را برحسب میلی

 
 منحنی استاندارد آمونیاک -7شکل 

( غلظت آمونیاک تولیدشده 02۶/0آز آزاد ) با استفاده از منحنی استاندارد و مقدار جذب اوره
تولیدشده  که مقدار آمونیاک محاسبه شد. در حالی U/ml 2۵ر هر دقیقه حدود آز آزاد د توسط اوره

محاسبه  U/ml 5/1( حدود 00125/0آز به کمک منحنی استاندارد و جذب آن ) توسط نانو اوره
آز آزاد به دلیل  آز نسبت به اوره طور که قبلًا ذکر شد، کاهش تولید آمونیاک توسط نانو اوره شد. همان

که  باشد؛ در حالی ( میmg/ml ۵( نسبت به غلظت آنزیم آزاد )mg/ml ۶۶4/0) آنکاهش غلظت 
درصد بیشتر  41/4۵آز حدود  محاسبه فعالیت ویژه نشان داد که فعالیت اختصاصی و تام نانو اوره

 آز آزاد است. از اوره
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 آز آزاد و نانو . نتایج ارزیابی اثر دما بر فعالیت اوره3-3-4

و نانو بعد از قرار گرفتن در دماهای مختلف به روش برتلوت تعیین فعالیت  آز آزاد آنزیم اوره
آز بود، لذا، مقایسه فعالیت ویژه  آز آزاد بیشتر از نانو اوره که فعالیت کل اوره شدند؛ اما از آنجایی

از  درجه سانتیگراد تعیین گردید و باهم مقایسه شدند. پس  ۶0و  ۵0، 50، 40، 10ها در دمای  آن
بر اثر نانو   آز آزاد و نانو به روش برتلوت تعیین فعالیت شدند، درصد افزایش فعالیت ویژه که اورهآن

 (.22تا  8های  ، شکل2کردن نیز محاسبه شد )جدول 

 آز آزاد و نانو اثر دما بر فعالیت اوره - 2جدول 

 نمونه
 غلظت

(mg/ml) 
 (%) ر اثر نانو کردنافزایش فعالیت ویژه د فعالیت ویژه فعالیت کل (C°) دما

 6 آز آزاد اوره

77 107/7 7070/7 

 ـــــ

47 07/7 777/7 

07 41/7 760/7 

67 10/7 70/7 

07 7700/7 7714/7 

 004/7 آز نانو اوره

77 7074/7 777/7 0/00 

47 747/7 700/7 0/۹ 

07 700/7 17/7 07/0 

67 710/7 747/7 177 

07 700/7 770/7 01/010 

 

 

 آز آزاد نانو اوره آز نمودار ستونی اثر دما بر فعالیت کل اوره -۸شکل 

یت
عال

ت ف
نسب

 

 دما ℃
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 آز آزاد نانو اوره آز نمودار خطی اثر دما بر فعالیت کل اوره -۹شکل 

 
 نمودار ستونی اثر دما بر فعالیت ویژه اوره آز آزاد و نانو اوره آز -12شکل 

 
 آز آزاد و نانو اوره آز نمودار خطی اثر دما بر فعالیت ویژه اوره – 11شکل 

باشد، لذا،  آز آزاد در همان دما می آز در هر دما، بیشتر از فعالیت ویژه اوره فعالیت ویژه نانواوره
درجه  50دهد. دمای بهینه فعالیت ویژه هر دو آنزیم در  افزایش نسبی درصد فعالیت را نشان می

آز در ‎درجه سانتیگراد و نانو ذرات اوره 50آز آزاد در ت. اما دمای بهینه فعالیت کل اورهسانتیگراد اس
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آز  درصد و نانو اوره 2آز آزاد حدود  درجه سانتیگراد، اوره ۶0باشد. در دمای  درجه سانتیگراد می ۵0
 درصد از فعالیت خود را حفظ کردند. 12حدود 

 . بحث4

ها از دیرباز مورد توجه و هدف پژوهشگران  میآنز یدارسازینه جهت پایانتخاب روش به
گرفته است؛ مانند اصلاح  انجام ین راستا مطالعات متعددیبیولوژیست بوده است. در هم

ها ضمن انجام پایدارسازی،  ت و غیره. هرکدام از این روشین و تثبیپروتئ ی، مهندسییایمیش
و با هدف  ییایمیبا استفاده از روش اصلاح ش یا میلادی مطالعه 2999هم دارند. در سال  یبیمعا

ر ییم جهت تغیآنز یها مرها به سطح مولکولیا پلی یعامل یها م با افزودن گروهیآنز یساز داریپا
دارتر و با یاً پاك ساختار ذاتیبا هدف حصول  ی. همچنین مطالعات(12)انجام شد  یخواص سطح

ت یر در ساییا تغیم و یر مستقیی، مانند تغیست مولکولیز یها وهین و شیپروتئ یاستفاده از مهندس
 یها ها اغلب شامل واکنش كین تکنی؛ اما ا(11)م انجام گرفت یك آنزینه یآم یدهایفعال اس

ر، گران یگ وقت یشگاهیط آزمایدر شرا یبیو نوترک (EPPCR)مراز هستند یپل  رهیزنج یمستعد خطا
طور معمول  ز بهیکرو نیماکرو / م م در سطحیحرکتی آنز ن، بیی. بنابرا(14)کننده است  و خسته

م و با یمیلادی، با هدف پایدارسازی آنز 200۵در سال  یپژوهش .(1۵، 15)موردنیاز است 
نشان داد که  2020در سال  ین نتایج پژوهشی. همچن(11)م انجام شد یت آنزیاستفاده از روش تثب

 .(1۶)است  یاتاق قابل نگهدار یدر دما یشده به مدت طولان آز تثبیت م اورهیآنز

وسته، و یات پیست، امکان عملیکاتال یایو اح یابیم به علت سهولت بازیت آنزیروش تثب
م در یت آنزیبر مشکل از دست دادن فعال ص محصولات موردتوجه است؛ اما علاوهیتلخ یسادگ

شبرد یکاهش پشده، سبب  م تثبیتیف آنزیضع یستیست کاتالیز ییمعمولًا کارا  ت،یطول تثب
ست یز ییشده است. بهبود کارا ییایمیش یندهاینسبت به فرا یستیز یندهایاستفاده از فرا

، 25)پذیر است  م امکانیت آنزیتثب یبرا ییها عنوان حامل به ییبا ساخت ساختارها یستیکاتال
د حامل ار مؤثر بوده است. کاهش اندازه موایم بسیت آنزیتثب یها نانو در بهبود روش ی. فناور(18
زتر یشود. در حالت اتصال به سطح، ذرات ر یشده م م تثبیتیآنز ییم سبب بهبود بازده و کارایآنز

م در واحد جرم یآنز یها فراهم کنند، در نتیجه، بارگذار میاتصال آنز یتری برا توانند سطح بزرگ یم
جهت  یرا در استفاده از نانو فناور یا . لذا، پژوهشگران تلاش گسترده(1)ابد ی یش میذرات افزا

  عنوان نه صورت گرفته است. بهین زمیدر ا یز مطالعاتیران نیاند. در ا م آغاز کردهیپایدارسازی آنز
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ل الکل ینیو یتوزان/پلیبرکیآز بر روی نانو ف م اورهیت آنزی( در پژوهشی تثب2022مثال میرزا بابایی )
م یو فعالیت آنز یداریپا را مورد بررسی قرار داد. نتایج نشان داد که  یسیشده به روش الکترور تهیه

 .(19)داشته است  یریش چشمگیم آزاد افزایشده، نسبت به آنز تثبیت
ت یك الکترود تثبیماً بر روی یمستق یمیکه نانو ذرات آنز یها نشان داده است زمان ینتایج بررس

م بر روی سطوح عمده فلزی و یم آنزیای را هم نسبت به جذب مستق شوند، عملکرد بهبودیافته یم
ن نانو ذرات بر یشده و سپس ا جذب ینانو ذرات فلز یها بر رو میکه ابتدا آنز  ینسبت به زمانهم 

 .(24)دهد  یرند، نشان میگ یروی سطوح قرار م
در پایدارسازی و بهبود عملکرد بیوسنسورها،  یمینانو ذرات آنز با توجه به اهمیت و کاربرد

ها حاکی از آن است که  صورت گرفته است. نتایج پژوهش یمیتحقیقاتی در زمینه نانو ذرات آنز
ساده، روش  ی، روش انباشتگیساز ونیروش امولس 4با استفاده از  یمید نانو ذرات آنزیتول

ها روش  ن آنیرد که از بیگ یم صورت w/oون یامولسدر  یجاد اتصالات عرضیو ا ییزدا حلال
ن علت توسط یاست. به هم یمیسنتز نانو ذرات آنز یها ن روشیتر  ن و سادهیاز بهتر ییزدا حلال

( 2028) 1ریکار گرفته شده است. جیکار و پوند به یمید نانو ذرات آنزیجهت تول یادیپژوهشگران ز
کردند.  یاتی، عملییزدا ا را با استفاده از حلالیشده از جك لوب آز گرفته  اوره 2در پژوهشی نانو ذرات

 .(24)دار بود یتر و پا م آزاد فعالیآنز یها تر، از مولکول یطولان یبا ماندگار 3یمینانو ذرات آنز
م مانند ین آنزینانو ذرات چند  هیته یت ذکر شده، برایل مزیبه دل ییزدا علاوه، روش حلال به

داز از یکلسترول اکس ، (21)جر یلوس نایداز از آسپرژی، گلوکز اکس(42، 40) یکوه پراکسیداز ترب
کار برده شده  به (24) یاکلیشده دراشرش دا بیانیکاز از گونه کاندیو اور (12)سم یکروارگانیم  گونه

ب ینوع، مقدار، زمان و ترت ییزدا روش حلال به یمیمهم در تولید نانو ذرات آنز  . نکته(20)است 
ن یکار برده شده در ا ها نشان داد که اکثر پژوهشگران پروتکل به یمخلوط کردن مواد است. بررس

به روش  یمید نانو ذرات آنزیر گرفته شده است، جهت تولیکار و پوندیپژوهش را که از پروتکل ج
 یر، برایکار و پوندیدر روش ج یرات جزئییتکل با تغاند. البته این پرو زدایی استفاده کرده حلال

 انتخاب شد. ییعنوان پروتکل نها تر، به مطلوب  جهینت
                                                           

1. Jakhar & Pundir 

2. NPS 

3. ENPS 
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ت یش فعالینانو و بررسی افزا یآز با استفاده از فناور د نانو ذرات اورهیهدف پژوهش حاضر تول
انجام گرفت و سپس  ییزدا حلالآز با استفاده از روش  د نانو ذرات اورهیآز بود. تول و پایداری اوره
قرمز تبدیل  سنجی مادون  فرابنفش، طیف -سنجی مرئی آز آزاد توسط طیف آز و اوره نانو ذرات اوره

ج حاصل در یسه شدند. نتاییابی شده و با هم مقا مشخصه یروبش یکروسکوپ الکترونیفوریه و م
 د کرد.یآز را تأی ل نانو ذرات اورهیهر سه مورد، تشک

گردید و با هم   آز با استفاده از روش برتلوت تعیین آز آزاد و نانو اوره الیت کل اورهسپس فع
آز  شتر از نانو اورهی( ب02۶/0آز آزاد ) ت کل اورهیج حاصل نشان داد که فعالیسه شدند. نتایمقا

مؤثر در  ین، عوامل احتمالیشتر بود. بنابرایآز ب د فعالیت نانو اورهیآنکه با ( بود؛ حال 00125/0)
ج نشان داد که دو عامل احتمالًا در یآز مورد بررسی قرار گرفت. نتا کاهش فعالیت کل نانو اوره

 کاهش فعالیت آن مؤثر بوده است:
°بالاتر از  یآز نسبت به دما اول، اوره

C4 از فعالیت خود را  یحساس بوده، دناتوره شده و مقدار
° یخ و در دمایند نانو کردن در حمام یشد مراحل فرا ین، سعیدهد. بنابرا یاز دست م

C4  انجام
° یامکان حفظ دما یقیدقا یکه کردن برایشود؛ اما هنگام ورتکس، سانتریفیوژ و سون

C4  ،نبود. لذا
 آز شده باشد. ز باعث کاهش فعالیت نانو اورهین زمان کوتاه نیاحتمالًا هم

ن یآز آزاد بود، به هم اوره یها کولاز مول یعامل دوم، احتمال هدر رفت و عدم نانو شدن تعداد
آز  ج نشان داد که غلظت نانو اورهین غلظت شد. نتاییتع یآز به روش لور آز آزاد و نانو اوره ل اورهیدل
(mg/ml۶۶4/0) آز آزاد  کمتر از اوره(mg/ml۵) از  ید عدم نانو شدن تعدادین نکته مؤیاست. ا

آز  دو عامل ذکر شده باعث کاهش فعالیت کل نانو اوره آز آزاد بود. لذا، احتمالاً  اوره یها مولکول
 آز آزاد شده است. نسبت به اوره

ج یسه شدند. نتایگردید و با هم مقا  آز تعیین آز آزاد و نانو اوره ژه اورهیت ویل فعالین دلیبه هم
( بود؛ 0028/0)آز آزاد  شتر از اورهیب یلی( خ0042/0آز ) ژه نانو اورهیت ویحاصل نشان داد که فعال

باً دو یژه آن تقریکه فعالیت و آز آزاد بود، در حالی غلظت اوره یک هشتم آز تقریباً  اورهرا غلظت نانو یز
 آز آزاد شد. برابر نانو اوره

قه یدق 20کسان، به مدت یط یآز آزاد و نانو در شرا ، اورهیحرارت یداریپا ین جهت بررسیهمچن
ژه یج نشان داد که فعالیت ویجه سانتیگراد قرار داده شد. نتادر ۶0و ۵0، 50، 40 ،10یدر دماها
ش یدهنده افزا آز آزاد در همان دما است که نشان ژه اورهیشتر از فعالیت ویآز در هر دما ب نانو اوره

ژه نانوذرات، فعالیت کل آن نیز یبر افزایش فعالیت و علاوه باشد. یآز م ت نانو اورهیدرصد فعال ینسب
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درصد  یش نسبیدهنده افزا آز آزاد در همان دما است که نشان شتر از فعالیت کل اورهیدر هر دما ب
درجه سانتیگراد است.  50دمای بهینه فعالیت ویژه هر دو آنزیم در باشد.  یآز م ت نانو اورهیفعال

نانو باشد، اما دمای بهینه ‎درجه سانتیگراد می 50آز آزاد در همچنین دمای بهینه فعالیت کل اوره
درجه  ۶0یدرجه سانتیگراد رسیده است. در دما ۵0یافته و به آز در اثر حرارت دادن افزایش ‎اوره

درصد از فعالیت خود را حفظ کردند  12م حدود یدرصد و نانو آنز 2م آزاد حدود یسانتیگراد، آنز
 اشد.ب یآز آزاد م آز نسبت به اوره م اورهیی نانو آنزیداری گرمایش پایانگر افزایکه ب

ر نانو ید بالا رود. همچنین پژوهشگران تأثیها، راندمان تول نده با بهبود روشید است در آیام
ها و در ‎م و نیز در پایدارسازی سایر آنزیمیهای آنز ر محدودیتیکردن را در برطرف کردن سا

 ن گذشته مورد مطالعه و پژوهش قرار دهند.یصورت عدم مطالعه توسط محقق

 گیری . نتیجه5

ش فعالیت و یند نانو کردن و تولید نانو ذرات آنزیمی، اهداف موردنظر که شامل افزایا فراب
دهنده بهبود  تواند نشان م بود، در این پژوهش بدست آمد. این نکته مییآنز یحرارت یدارسازیپا

 کارایی آنزیم در صنعت و پزشکی و... باشد.

 . تقدیر و تشکر6

کارکنان محترم بخش بیوشیمی و نیز مسئولین آزمایشگاه محققان این پژوهش از همکاران و 
دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم برای همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش تقدیر و تشکر 

 نمایند.‎ می
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