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A B S T R A C T 
The use of protease enzymes and their stabilization has been greatly 

expanded due to application in various industries. Alkaline serine 

protease enzymes are very important due to their thermal stability, 

activity and stability. In this study, a new approach to increase the half-

life of alkaline serine protease enzymes using selenium and calcium 

nanoparticles was presented. Due to its high biocompatibility, toxicity, 

and low cost, these nanoparticles have become one of the most 

prominent non-metallic oxide nanoparticles, which, with their 

antioxidant and anti-inflammatory properties, can protect against the 

destruction of enzymes by free radicals. The results showed that these 

nanoparticles can significantly increase the half-life of these enzymes. 

On the other hand, the serine protease enzyme immobilized on 

selenium nanoparticles has unique biochemical characteristics in the 

presence and absence of calcium. The obtained results indicate that the 

stabilized enzyme has high activity and stability in a wide range of 

temperatures and pH compared to pure and impure-free enzyme. The 

results showed that the enzyme immobilized on selenium nanoparticles 

increased its activity by more than 99% in the presence of calcium at 

the temperature of 45°C. On the other hand, the half-life of the free 

enzyme increased from 95 minutes in the pure form to 115 minutes in 

the form immobilized on nanoparticles in the presence of calcium. 

These results indicate that the presence of nanoparticles can prevent the 

destruction of enzymes by free radicals. 
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 «مقاله پژوهشی»

 ییایقل پروتئاز نیسر میآنز عمر مهین بر میکلس و ومیسلن نانوذرات ییافزا هم اثر

 
 ناظم الله بیحب ،یصلوات نیحس  ،یلتیفض محمد ،*نژاد یامام هیآس

 

 چکیده
خاطر‎کاربرد‎در‎صنایع‎مختلف‎بسیار‎گسترش‎یافته‎است،‎‎ها‎به‎های‎پروتئاز‎و‎تثبیت‎آن‎استفاده‎از‎آنزیم

‎به‎‎های‎آنزیم ‎قلیایی ‎پروتئاز ‎اهمیت‎به‎سرین ‎از ‎پایداری، ‎فعالیت‎و ‎ثبات‎حرارتی، سزایی‎برخوردار‎‎دلیل
‎در ‎‎ینا‎هستند. ‎آنز‎نیمه‎یشافزا‎یبرا‎یدجد‎یکردرو‎یکمطالعه، با‎‎قلیایی‎پروتئاز‎ینسر‎های‎یمعمر

‎‎نهیو‎هز‎تی،‎سمبالاسازگاری‎‎زیست‎دلیل‎به‎این‎نانوذرات‎رائه‎شد.یوم‎و‎کلسیم‎اسلن‎استفاده‎از‎نانوذرات
‎ ‎پایین ‎برجسته‎یکیبه ‎اکس‎نیتر‎از ‎‎‎شده‎لیتبد‎یفلزغیر‎دینانوذرات ‎داشتن ‎با ‎که خواص‎است

‎یجنتا‎آزاد‎محافظت‎کنند.‎های‎یکالرادوسیله‎‎به‎ها‎یمآنز‎یباز‎تخر‎توانند‎یم‎یو‎ضدالتهاب‎اکسیدانی‎یآنت
‎افزا‎ها‎یمآنز‎ینعمر‎ا‎نیمه‎یتوجه‎طور‎قابل‎به‎توانند‎یماین‎نانوذرات‎‎نشان‎داد‎که از‎سوی‎‎دهند.‎یشرا

‎تثبیت ‎آنزیم‎سرین‎پروتئاز ‎و‎عدم‎حضور‎کلسیم‎خود‎دارای‎‎دیگر، شده‎روی‎نانوذرات‎سلنیوم‎در‎حضور
شده‎در‎‎آمده‎حاکی‎از‎آن‎است‎که‎آنزیم‎تثبیت‎دست‎شیمیایی‎منحصر‎به‎فرد‎است.‎نتایج‎بههای‎بیو‎ویژگی

‎و‎دما‎از‎وسیعی‎محدودهpH‎‎نتایج‎.دارد‎ناخالص‎و‎خالص‎آزاد‎آنزیم‎به‎نسبت‎بالایی‎پایداری‎و‎فعالیت
گراد‎بیش‎‎درجه‎سانتی45‎شده‎روی‎نانوذرات‎سلنیوم‎در‎حضور‎کلسیم‎در‎دمای‎‎نشان‎داد‎آنزیم‎بارگذاری

‎99از‎نیمه‎،دیگر‎سوی‎از‎ دقیقه‎در‎حالت‎خالص‎به95‎‎عمر‎آنزیم‎آزاد‎از‎‎درصد‎افزایش‎فعالیت‎داشت.
115‎‎که‎است‎آن‎از‎حاکی‎نتایج‎این‎.رسید‎کلسیم‎حضور‎در‎نانوذرات‎روی‎شده‎بارگذاری‎حالت‎در‎دقیقه

 های‎آزاد‎جلوگیری‎کند.‎وسیله‎رادیکال‎ها‎به‎تواند‎از‎تخریب‎آنزیم‎وجود‎نانوذرات‎می
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 مقدمه
در‎‎مهمم‎هسمتند‎کمه‎‎‎‎های‎یمگروه‎از‎آنز‎یکپروتئاز‎‎ینسر‎های‎یمآنز

‎یسمتی‎ز‎هایاز‎فرایند‎یعیوس‎یفدر‎ط‎جایگاه‎فعال‎خود‎سرین‎دارند‎و
‎یمنمی‎و‎پاسخ‎ا‎یگنالانتقال‎س‎ین،پروتئ‎یبتخر‎ین،از‎جمله‎سنتز‎پروتئ

شوند‎و‎‎ها‎یافت‎می‎ها‎در‎یوکاریوت‎و‎پروکاریوت‎این‎آنزیم.‎نقش‎دارند
منجمر‎بمه‎‎‎‎تواند‎یم‎ها‎یمآنز‎ینا‎یتعالاختلال‎در‎ف‎هستند.‎بسیار‎متنوع

و‎ یعروقم‎‎-لبمی‎ق‎همای‎‎یماریاز‎جمله‎سرطان،‎ب‎یمختلف‎های‎یماریب
.‎از‎سموی‎(Sujitha & Shanthi, 2023)‎‎شمود‎‎یعفمون‎‎های‎یماریب

‎،آنممزیمدیگممر‎‎پروتئمماز‎سممرین‎نیممزهممای‎‎در‎،دارویممی‎،غممذایی‎صممنایع
سازی،‎صنعت‎نساجی،‎مواد‎آرایشی‎و‎بهداشمتی‎و‎ممواد‎شموینده‎‎‎‎‎چرم

بمه‎فرممول‎‎‎‎همای‎قلیمایی‎‎‎پروتئماز‎.‎افمزودن‎‎اند‎موردبررسی‎قرار‎گرفته
 سخت‎مانند‎بودن،‎پایداری‎و‎فعالیت‎در‎شرایط‎دلیل‎مقاوم‎به‎ها‎شوینده

pH سو‎عوامل‎حضور‎و‎قلیایی‎اکسمیدکننده‎یا‎رفاکتانت‎‎‎هما‎‎اهمیمت‎از
.‎پروتئازهما‎قادرنمد‎‎‎(Ferraz et al., 2019)سزایی‎برخموردار‎اسمت‎‎‎‎به

های‎نامحلول‎چسبیده‎به‎الیاف‎را‎بشکنند‎و‎باعم ‎آزادسمازی‎‎‎‎مولکول
وشمو‎در‎‎‎ها‎شوند‎که‎علاوه‎بر‎بهبود‎شست‎دار‎در‎لکه‎ترکیبات‎پروتئین

کننمد‎‎‎تمر‎را‎نیمز‎مهیما‎ممی‎‎‎‎‎وشو‎در‎زمان‎کم‎ستتر،‎امکان‎ش‎دمای‎کم
(Jung et al., 2018).‎

شموند‎‎‎اکنون‎استفاده‎ممی‎‎هم‎ترین‎سرین‎پروتئازهایی‎که‎مهم
‎از‎جداشممده‎کممارلزبرا‎باسممیلوسسممابتیلیزین‎لیکنممی‎‎،فممورمیس

‎سابتیلیزینBPN‎آمیلولیکنی‎باسیلوس‎از‎‎سمابتیلیزین‎،فورمیس‎E‎
 & Shindeد‎)بتیلیس‎هسمتن‎واز‎باسیلوس‎س‎NET‎و‎سابتیلیزین

Thomas, 2011‎،سوبتیلیس‎باسیلوس‎.)هوازی‎باکتری‎یک‎‎گرم
‎سملول‎باکتری‎این‎.است‎سریع‎رشد‎با‎مثبت‎کاتالاز‎و‎مثبت‎‎‎همای

1‎تممر‎از‎‎میکرومتممر‎طممول‎و‎کممم6‎تمما2‎‎ای‎شممکل‎دارد‎کممه‎‎میلممه
30‎هما‎حمدود‎‎‎‎دمای‎مطلوب‎رشد‎این‎باکتری میکرومتر‎قطر‎دارند.

‎35تا‎سانتی‎درجه‎‎‎‎‎‎‎بمه‎آن‎همانندسمازی‎زممان‎کمه‎اسمت‎20گراد‎
ها‎تمایل‎به‎تشکیل‎‎شد،‎سلولرسد.‎تحت‎برخی‎شرایط‎ر‎دقیقه‎می
های‎بلندی‎دارند‎که‎توسط‎مواد‎جدا‎نشمده‎دیمواره‎سممتوم‎‎‎‎‎زنجیره

‎.(Errington & Aart, 2020)شوند‎‎متصل‎می
از‎یمک‎رویکمرد‎جدیمد‎در‎‎‎‎گیمری‎‎‎حاضر‎بهره‎‎هدف‎از‎مطالعه
‎سمرین‎آنزیم‎تثبیت‎‎‎ اسمتخرا‎پروتئماز‎‎‎‎‎باسمیلوس‎بماکتری‎از‎شمده

(‎در‎حضمور‎وSe‎‎وسیله‎نانوذرات‎سلنیوم‎)‎بهDR8806 ‎سوبتیلیس
(‎کلسیم‎حضور‎عدمCaهم‎اثرات‎و‎)‎‎بهبود‎در‎نانوذرات‎این‎افزایی

سمعی‎دارد‎‎‎پمژوهش‎ایمن‎‎‎.عمر‎و‎پایداری‎آنزیم‎است‎فعالیت،‎نیمه
پروتئاز‎بما‎‎سرین‎جامع‎در‎مورد‎اهمیت‎ویژگی‎و‎پایداری‎‎دیدگاهی
ارائه‎دهد.‎چنین‎پروتئازهمای‎‎‎برد‎آن‎در‎صنعت‎شویندهکار‎توجه‎به

های‎تولید‎خود‎‎سازد‎تا‎روش‎صنایع‎هدف‎را‎قادر‎میای،‎‎بهبودیافته
 کنند.‎‎‎طراحی‎ای‎پایدار‎را‎به‎شیوه

‎

 پیشینه پژوهش
‎سال‎پژوهش‎2005در‎‎پژوهشگران‎ایمن‎به‎‎‎‎‎کمه‎رسمیدند‎نتیجمه

‎از‎قلیممایی‎پروتئمماز‎سممیرکولانس‎بممهباسممیلوس‎‎و‎اسممتحکام‎دلیممل
‎‎‎و‎چمرم‎فمرآوری‎صنایع‎در‎زیست‎محیط‎با‎سازگار‎کاربرد‎پتانسیل

شممده‎کمماربرد‎دارد.‎وزن‎مولکممولی‎آنممزیم‎‎‎مممواد‎شمموینده‎خممالص
در‎‎آنمزیم‎.‎‎‎فعالیمت‎بهینمه‎‎برآورد‎شددالتون‎‎کیلو5/39‎شده‎‎خالص

‎دمای‎در‎حداکثر‎وسیع‎دمایی‎70محدوده‎‎80و‎‎درجه‎سانتی‎‎‎گمراد
‎محیط‎درpH‎‎حضور‎در‎فعالقلیایی‎مواد‎کننده‎‎سطحی‎‎‎عواممل‎و

‎بهاکسیدکننده‎آمد‎دست‎‎‎‎فعالیمت‎و‎لکمه‎حمذف‎خاصیت‎ماده‎این‎.
‎‎‎‎‎بمدون‎و‎شمیمیایی‎کممک‎بمدون‎حیوانات‎پوست‎برای‎را‎موزدایی

‎پمروتئین‎هیدرولیز‎‎‎‎نشما‎فیبمری‎دادهمای‎ن‎(Rao et al., 2009)‎.
‎سال‎در‎،این‎بر‎2015علاوه‎مطالعه‎ای‎‎‎‎لگزیمان‎و‎آسموده‎توسمط‎

‎گرفتانجام‎‎استخرا که‎به‎و موفق‎خالص‎‎‎سمرین‎نوع‎یک‎سازی
‎‎‎سموبیتیلیس‎باسمیلوس‎از‎پروتئازDR8806‎‎شمدند‎.‎‎‎ایمن‎طمی‎در

‎آمطالعه‎با‎رسوب‎از‎پس‎یونی‎تبادل‎کروماتوگرافی‎با‎نزیم‎آمونیوم
شده‎بما‎اسمتفاده‎از‎‎‎‎خالص‎شد.‎وزن‎مولکولی‎آنزیم‎خالص‎سولفات

‎آمیالکتروفورز‎آکریل‎دژل‎5/65‎‎‎‎‎‎آنمزیم‎.شمد‎بمرآورد‎کیلودالتمون
‎محدوده‎در‎را‎بالایی‎فعالیتpH،‎5‎‎11تا‎‎فعالیت‎.داد‎بهینهنشان‎

‎در‎آنزیمpH‎،5/9‎‎به‎آمد‎دست‎آنزیم‎فعالیت‎بهینه‎دمای‎.‎نیمز‎‎در
70‎سانتی‎درجه‎‎بود.گراد‎‎‎‎بما‎و‎نداشمت‎کلسیم‎به‎نیازی‎آنزیم‎این

 و(SDS‎ه‎سدیم‎دودسیل‎سولفات‎)جملها،‎از‎‎‎توجه‎به‎سورفکتانت
Triton X-100 ‎مانند‎اکسیدکننده‎عوامل‎آو‎پایداری‎،اکسیژنه‎ب

‎‎‎ویژگممی‎ایممن‎.داشممت‎بممالایی‎بسممیار‎‎‎‎پتانسممیل‎،آنممزیم‎هممای
شویی‎نشمان‎داد‎و‎‎‎ای‎را‎برای‎کاربرد‎در‎صنعت‎لباس‎امیدوارکننده

دوسمت‎و‎مقماوم‎در‎برابمر‎‎‎‎ مشخص‎شد‎که‎این‎یک‎آنزیم‎قلیایی
 .(Asoodeh & Lagzian, 2012)است‎‎حرارت

در‎هما‎‎‎آنمزیم‎‎شمده‎‎تثبیمت‎های‎آزاد،‎اشکال‎‎ر‎مقایسه‎با‎آنزیمد
بمرای‎مثمال‎در‎‎‎‎تمر‎هسمتند.‎‎‎تر‎و‎مقاوم‎ی‎قویبرابر‎تغییرات‎محیط

‎مغربی‎پژوهش‎نشان‎شمد‎داده‎آنمزیم‎که‎‎‎تثبیمت‎همای‎‎‎دارای‎شمده
‎‎بما‎مقایسه‎در‎و‎هستند‎محیطی‎تغییرات‎برابر‎در‎بالاتری‎مقاومت

‎،نزیمآراحتی‎قابل‎بازیابی‎هستند.‎مزیت‎اصلی‎تثبیت‎‎آزاد‎به‎حالت
ی‎)مانند‎دماهای‎ها‎در‎برابر‎شرایط‎سخت‎محیط‎محافظت‎از‎آنزیم

‎مقادیر‎،بالایبالا‎pH‎‎‎اسمت‎)غیمره‎و‎یکمی‎.‎راه‎از‎‎یهما‎‎یشافمزا‎
هاسمت.‎‎‎عممر‎آن‎‎نیممه‎‎یشپروتئماز،‎افمزا‎‎‎ینسر‎های‎یمآنز‎یتفعال
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طمور‎‎‎بمه‎‎توانمد‎‎یم‎یماست‎که‎آنز‎یمدت‎زمان‎یم،آنز‎یکعمر‎‎نیمه
منجمر‎بمه‎‎‎‎توانمد‎‎یمم‎‎هما‎‎یمعمر‎آنمز‎‎نیمه‎یشفعال‎عمل‎کند.‎افزا

‎یشافمزا‎‎یبرا‎یمختلف‎های‎روش‎ها‎شود.‎آن‎یکل‎یتفعال‎یشافزا
هما،‎اسمتفاده‎از‎‎‎‎روش‎یمن‎از‎ا‎یکمی‎وجمود‎دارد.‎‎‎هما‎‎یمعمر‎آنز‎نیمه

در‎‎هما‎‎یماز‎آنمز‎‎توانند‎یم‎یاست.‎عوامل‎محافظت‎یعوامل‎محافظت
آزاد‎‎هممای‎یکممالتوسممط‎عوامممل‎مخممرب‎ماننممد‎راد‎یممببرابممر‎تخر

مصمنوعی‎‎طمور‎‎‎هما‎بمه‎‎‎در‎این‎روش‎تحرک‎آنزیم‎محافظت‎کنند.
دلیمل‎ماهیمت‎‎‎‎شود.‎بمه‎‎ها‎می‎محدود‎به‎تغییر‎ساختار‎و‎خواص‎آن

دلیل‎کاهش‎فعالیمت‎آنمزیم‎‎‎‎کلاسیک‎به‎تثبیتهای‎‎حساس،‎روش
همای‎‎‎در‎سمال‎(Maghraby et al., 2023).‎‎هنوز‎محدود‎هستند

‎،بهاخیر‎‎‎‎آن‎خمواص‎و‎آنمزیم‎فعالیمت‎بهبود‎منظور‎‎‎‎نمانومواد‎از‎،هما
شممده‎اسممت‎‎عنمموان‎حامممل‎بممرای‎تثبیممت‎آنممزیم‎اسممتفاده‎‎‎‎‎بممه
(Bhavaniramya et al., 2019)‎.راه‎از‎یکی‎‎‎شمرایط‎بهبود‎های

‎‎‎همم‎نمانوذرات‎.اسمت‎نانوذرات‎از‎استفاده‎،فوق ‎بمه‎‎‎‎مزایمای‎دلیمل
‎‎‎‎‎‎‎نیمز‎و‎دارنمد‎هدفمنمد‎و‎شمده‎کنتمرل‎دارورسمانی‎در‎که‎متعددی

پذیری‎بالا،‎سممیت‎‎‎دلیل‎ساختار‎زیستی‎مناسب،‎زیست‎تخریب‎به
طور‎‎به‎‎گریز‎دوست‎و‎آب‎زمان‎ترکیبات‎آب‎پایین‎و‎قابلیت‎حمل‎هم

ای‎در‎تحقیقمممات‎پزشمممکی،‎دارویمممی‎و‎بیوشمممیمیایی‎‎‎سمممتردهگ
گیرنمد.‎نمانوذرات‎یکمی‎از‎کارآممدترین‎ممواد‎‎‎‎‎‎‎مورداستفاده‎قرار‎می

هایی‎‎حامل‎مورداستفاده‎در‎تثبیت‎آنزیم‎هستند،‎زیرا‎دارای‎ویژگی
‎‎‎‎‎‎برابمر‎در‎مقاوممت‎و‎آنمزیم‎ممرثر‎بارگمذاری‎،سطح‎مساحت‎چون

‎‎هسمتند‎جرم‎انتقال(Thakur, Attri, & Seth, 2021)‎‎ایمن‎در‎.
‎،سمملنمیممان‎ومینممانوذرات‎(Se)‎مممواد‎یاز‎خاصمم‎کممه‎تیهسممتند‎
.‎ها‎گمزارش‎شمده‎اسمت‎‎‎‎آن‎یو‎ضد‎انگل‎یضد‎قارچی،‎کروبیضدم

‎یکم‎یسلامت‎انسان‎و‎‎یبرا‎موردنیازاز‎عناصر‎‎یکعنصر‎سلنیوم‎ی
‎زیستیزورهایکاتالاز‎ی‎اج‎یزاو‎‎آنمز‎عملکرد‎شمار‎میپر‎هما‎ا‎‎سمت

‎س‎عملکمرد‎بهبود‎جهت‎یکه‎سمتم‎یا‎یمنم‎‎‎‎‎سمرطان‎ضمد‎اثمرات‎و
‎یقمو‎‎دانیاکسم‎‎یآنتم‎‎کیم‎عنموان‎‎‎به.‎این‎نانوذرات‎است‎یضرور

‎تو‎قمدر‎‎داشمته‎‎سلنیوم‎با‎عنصر‎سهیدر‎مقا‎یتر‎کم‎اریسمیت‎بس
علمت‎‎‎بمه‎‎بیم‎ترک‎نیارد.‎اآزاد‎د‎یها‎کالیراد‎یساز‎در‎پاک‎ییبالا

‎کوچک‎اندازه‎دارنم‎بالایی‎حجم‎به‎سطح‎نسبت‎د،که‎‎یکاربردهما‎
و‎‎یشممیآرا‎عیداشممته‎و‎در‎صممنا‎دانیاکسمم‎یو‎آنتمم‎ییایضممدباکتر
‎بهداشمت‎همم‎ی‎‎بمه‎‎‎مم‎یکمار‎رود‎(Ashengroph & Hosseini, 

2019)‎مثال‎برای‎.تیفعال‎پا‎داریو‎ی‎‎‎وانمام‎پنمائوس‎یپروتئماز‎‎در
‎تموزان‎ینمانوذرات‎ک‎‎یرو‎تیبا‎تثب‎نیفلزات‎سنگ‎یبرابر‎اثرات‎سم

‎‎‎،مطالعمه‎ایمن‎در‎.گرفت‎قرار‎موردبررسی‎‎ا‎اسمتفاده‎زبما‎‎اتنمانوذر‎
و‎‎یداریپای،‎ستیز‎یها‎ستمیسازگار‎با‎س‎یعنوان‎بستر‎هب‎توزانیک

در‎‎یپنائوس‎وانام‎یگویشده‎از‎م‎‎پروتئاز‎خالص‎میآنز‎تیحفظ‎فعال

‎ونیممبرابممر‎یهمما‎یفلممز‎بممه‎یافممت‎افممزایش‎‎،کممه‎طمموری‎از‎پممس
بمه‎‎‎میآنمز‎‎کیمنظمور‎اتصمال‎الکترواسمتات‎‎‎‎نمودن‎نانوذره‎بمه‎‎‎فعال
بمه‎‎‎تمر‎یل‎یلم‎یبمر‎م‎‎گمرم‎‎یلیم7‎با‎غلظت‎‎ینیمحلول‎پروتئ‎ذره،نانو

‎گمراد‎‎سانتی‎درجه10‎دمای‎ساعت‎در‎چهار‎مدت‎‎نانوذره‎اضافه‎و‎به
Feی‎آهن‎)ها‎ونیداد‎که‎‎اننش‎پژوهش‎نیا‎جینتا‎.انکوبه‎شد

2+‎)
(‎منگنز‎وMn

2+‎)به‎قابل‎طور‎یتوجه‎تیفعال‎میآنز‎افزا‎شیرا‎دادند‎.
بمه‎‎‎یتمر‎‎آزادش‎مقاومت‎بمیش‎‎ینسبت‎به‎همتا‎شده‎تیتثب‎میآنز
آزاد‎نسمبت‎بمه‎‎‎‎میکه‎آنز‎یاز‎خود‎نشان‎داد،‎در‎حال‎یفلز‎یها‎ونی

‎ونیحضور‎یها‎یفلز‎‎بمود‎هحساس‎‎‎افمزا‎بما‎شیو‎‎آ‎غلظمت‎ن‎‎‎هما
‎میآنمز‎‎یداریم‎تمر‎بمود.‎حفمظ‎پا‎‎‎‎محسموس‎‎میآنمز‎‎تیم‎کاهش‎فعال

کمارایی‎‎‎انگریم‎ب‎یفلمز‎‎یهما‎‎ونی‎یبالا‎یها‎در‎غلظت‎شده‎تیتثب
‎شده‎بود‎تثبیت‎میآنز‎تیالو‎فع‎یداریدر‎حفظ‎پا‎تیروش‎تثب‎یبالا
(Sujitha & Shanthi, 2023).‎ 

‎

 شناسی پژوهش روش
ها‎با‎برند‎مرک‎و‎خلوص‎بالا‎بدون‎نیاز‎‎ها‎و‎حلال‎مواد‎اولیه،‎نمک

بممرای‎ شممد.‎از‎سمموی‎دیگممر،تممر‎تهیممه‎‎سممازی‎بممیش‎بممه‎خممالص
آوردن‎آنزیم‎سمرین‎پروتئماز‎قلیمایی‎از‎بماکتری‎باسمیلوس‎‎‎‎‎‎‎دست‎به

درIBRC-M10741 ‎‎دسترسمی‎‎با‎شمارهDR8806 ‎ سوبتلیتیس
 استفاده‎شد. مرکز‎منابع‎ملی‎ذخایر‎ژنتیکی‎و‎زیستی‎ایران

‎

 DR8806 کشت باکتری باسیلوس سوبتلیتیس 

در‎DR8806‎‎لیسباسمیلوس‎سموبتی‎‎‎کشت‎خالص‎میکروارگانیسم
که‎بماکتری‎‎‎(‎انجام‎شد.‎هنگامیNBنوترینت‎براث‎) محیط‎کشت،

میکرولیتر‎از‎محیط250‎‎ترین‎زمان‎رشد‎خود‎رسید،‎میزان‎‎به‎بیش
‎کشتNB‎‎‎داخمل‎در‎کرده‎رشد‎آن‎در‎250باکتری‎‎میلمی‎‎‎از‎لیتمر

‎‎‎پایمه‎کشمت‎محیط‎‎سماکارز‎از‎متشمکل‎1‎‎‎‎،وزنی/حجممی‎درصمد
درصممد5/0‎‎وزنی/حجمممی،‎پیتممون‎درصممد1/0‎‎ عصمماره‎مخمممر

‎کلرید‎سدیم‎نمک‎،5وزنی/حجمی‎‎‎‎منیمزیم‎،وزنی/حجممی‎درصد
‎7سولفات‎‎2/0آبه‎‎فسفات‎هیدروژن‎پتاسیم‎و‎وزنی/حجمی‎درصد

1/0‎شد‎داده‎تلقیح‎وزنی/حجمی‎درصد.‎‎‎دوبماره‎‎کشت‎محیط‎این
‎به‎‎دور‎با‎شیکردار‎120انکوباتور‎دور‎در‎دقیقه‎‎دمای‎37و‎‎‎درجمه

وسمیله‎‎‎بمه‎‎مموردنظر‎‎میآنمز‎اد‎انتقال‎داده‎شد.‎در‎نهایمت‎‎گر‎سانتی
شد‎‎دیتول‎هیپا‎طیبا‎استفاده‎از‎مح‎DR8806‎سیلیسوبت‎لوسیباس
(Asoodeh & Lagzian, 2012). 

 

 سازی نسبی آنزیم  خالص

میکرولیتر‎از‎محمیط500‎‎‎سازی‎نسبی‎آنزیم‎به‎میزان‎‎برای‎خالص



‎‎‎زیستمجله‎علمی‎‎شماره‎،دوازدهم‎سال‎،تجربی‎جانوری‎چهارمشناسی‎،ه‎و‎چهل‎شپیاپی‎،تم‎1403بهار‎(76-65)‎‎69‎
‎

‎به‎پایه‎500کشت‎‎‎‎‎‎تولیمد‎اختصاصمی‎کشمت‎محمیط‎از‎لیتر‎میلی
‎بمه‎‎انکوباسیون‎آن‎از‎پس‎.شد‎اضافه‎‎،شده‎‎‎28ممدت‎‎‎در‎سماعت

‎37دمای‎سانتی‎درجه‎‎سرعت‎با‎120گراد‎دور‎رد‎دقیقه‎‎.شد‎انجام
دهی‎با‎‎گراد‎طی‎رسوب‎درجه‎سانتی4‎سازی‎آنزیم‎در‎دمای‎‎خالص

‎بمه‎کشت‎محیط‎دیالیز‎و‎سولفات‎آمونیوم‎‎‎‎‎ایمن‎جداسمازی‎منظمور
 نمک‎صورت‎گرفت.

‎

 ها کردن نمونه خشک

های‎موجود‎‎مدت‎طولانی،‎نمونه‎برای‎نگهداری‎آنزیم‎سرین‎پروتئاز‎به
‎موردنظر‎آنزیم‎از‎محلول‎فاز‎در‎‎خشمک‎درایر‎فریزر‎دستگاه‎استفاده‎با

های‎موردنظر‎تصمعید‎شمده‎و‎‎‎‎طوری‎که‎آب‎موجود‎در‎نمونه‎شدند،‎به
آیمد‎ایمن‎پمودر‎را‎‎‎‎‎دست‎می‎در‎نتیجه‎از‎نمونه‎موردنظر‎پودر‎خشک‎به

توان‎نگهداری‎کرد‎کمه‎از‎‎‎گراد‎می‎درجه‎سانتی‎-20توان‎تا‎‎دمای‎‎می
 خودخوری‎آنزیم‎موردنظر‎جلوگیری‎شود.

 

 روش جذب فیزیکی و تثبیت آن به Seز نانوذرات سنت

‎نانوذراتSeNPs‎‎آسکوربیک‎اسید‎با‎سلنیوس‎اسید‎احیای‎طریق‎از
‎شد‎ ‎استفاده ‎برای‎تثبیت‎آنزیم‎سرین‎پروتئاز ‎و ‎محیط‎آبی‎تهیه در

(Jung et al., 2018)نانوکمملکس‎ .‎سلنیوم های-‎‎از‎ سرین‎پروتئاز
‎سرین‎آنزیم‎حضور‎در‎آسکوربیک‎اسید‎با‎سلنیوس‎اسید‎احیای‎طریق

گراد‎به‎‎درجه‎سانتی 37در‎دمای‎pH‎،‎5/3‎‎پروتئاز‎در‎محیط‎آبی‎با
‎آمد‎دست(Mane & Bapat, 2001).‎
‎1معادله)‎‎

H2SeO3 + 2C6H8O6               Se + 3H2O + 2C6H6O6 
‎

‎‎‎جمذب‎روش‎طریمق‎از‎سنتزشده‎نانوذره‎روی‎بر‎خالص‎آنزیم
‎لیتمر‎‎میلمی‎3‎‎کمردن‎‎مخلوط‎با‎به‎همین‎منظور فیزیکی‎تثبیت‎شد.

(‎لیتمر‎‎میلمی‎‎بمر‎‎گمرم‎‎میلمی2‎‎)‎آنزیم‎سرین‎پروتئاز‎استوک‎محلول
‎50‎(‎بماpH‎،8/4‎سمدیم‎)‎‎سمیترات‎‎بمافر‎‎مولار‎05/0‎در‎شده‎تهیه
‎سمدیم‎سمیترات‎‎‎لیتر‎محلول‎میلی‎1‎در‎معلق‎Se‎نانوذره‎گرم‎میلی
‎بافر.‎شد‎انجام ‎بما‎‎گمراد‎‎سانتی‎درجه‎25‎دمای‎در‎سیترات‎محلول
.‎شد‎انکوبه‎ساعت‎چهار‎مدت‎به‎روی‎شیکرگردان‎مداومدادن‎‎تکان
‎دقیقمه‎‎در‎دور‎10000‎سمرعت‎‎بما‎‎هما‎‎نمونمه‎‎انکوباسمیون،‎‎از‎پس
.‎شمدند‎‎سانتریفیوژ‎گراد‎سانتی‎درجه‎4‎دمای‎در‎دقیقه‎پنج‎مدت‎به

‎سیترات‎بافر‎با‎شده‎جذب‎آنزیم‎حاوی‎نانوذره ‎شسمته‎‎بار‎دو‎سدیم
‎فعالیت ‎یافتمه‎‎‎بخمش‎‎دو‎همر‎‎در‎پروتئین‎و‎آنزیم‎شدند. ‎و‎اتصمال

‎تعیین‎تثبیت‎بازده‎و‎باقیمانده‎های‎محاسبه‎فعالیت‎برای‎غیرمتصل
‎شد(Kuma et al., 2017). 

 سنجش فعالیت آنزیم در حالت خالص 

شمده‎در‎حالمت‎خمالص‎و‎‎‎‎‎سنجش‎فعالیت‎آنزیم‎پروتئازی‎استخرا 
‎روش‎براساس‎‎ناخالصMoradian et al.‎(2009‎‎‎.شمد‎تعیمین‎)

‎5/0ابتدا‎میلی‎لی‎بافر‎در‎کازئین‎ترTris-HCL‎20 میلی‎‎‎‎بما‎ممولار
pH‎،8‎‎آن‎از‎پس‎.شد‎1/0حل‎میلی‎‎‎.شمد‎اضافه‎خالص‎آنزیم‎لیتر

‎‎‎بمه‎را‎مخلموط‎ایمن‎سمس‎‎‎30ممدت‎‎‎‎دممای‎در‎37دقیقمه‎‎‎درجمه
شمدن‎واکمنش‎بما‎‎‎‎‎گراد‎قرار‎داده‎شد.‎پس‎از‎آن‎بما‎متوقمف‎‎‎سانتی
‎درصممد‎و10‎لیتممر،‎تممری‎کلرواسممتیک‎‎میلممی75/0‎کممردن‎‎اضممافه

گراد‎انجمام‎‎‎درجه‎سانتی4‎دقیقه‎در‎دمای60‎‎مدت‎‎قراردادن‎آن‎به
دور8000‎‎دقیقه‎بما20‎‎‎مدت‎‎شد.‎پس‎از‎آن‎با‎کمک‎سانتریفوژ‎به

سنجی‎جمذبی‎‎‎بر‎دقیقه‎رسوب‎حاصل‎جدا‎شد‎و‎با‎استفاده‎از‎طیف
‎ مو‎طول‎در‎آن‎روی‎280محلول‎به‎نانومتر‎‎‎هممین‎به‎.آمد‎دست
مین‎مراحل‎انجام‎شمد‎و‎پمس‎از‎آن‎‎‎ترتیب‎برای‎آنزیم‎ناخالص‎ه

 میزان‎بازده‎انجام‎شد.‎آزمایش‎با‎سه‎بار‎تکرار‎صورت‎گرفت.

‎‎

 عمر آنزیم تعیین نیمه

‎‎نیممه‎تعیمین‎برای‎‎‎‎‎‎‎مموردنظر‎پروتئماز‎سمرین‎آنمزیم‎200عممر‎
شمده(‎‎‎های‎موردنظر‎)آزاد‎و‎تثبیت‎میکرولیتر‎از‎هریک‎از‎آنزیم

‎pH‎(‎بماPBS‎لین‎)لیتر‎از‎بافر‎فسمفات‎سما‎‎‎همراه‎یک‎میلی‎به
‎مموردنظر‎آنزیم‎که‎دماهایی‎و‎آنزیم‎مطلوب ‎‎محمدوده‎ایمن‎در‎‎

‎‎‎،منظمور‎هممین‎به‎.گردید‎انتخاب‎،داشت‎بهینه‎فعالیت‎دمایی
‎40دماهممای‎،45‎،50‎‎55و‎سممانتی‎درجممه‎‎.شممد‎انتخمماب‎گممراد

مدت‎سه‎ساعت‎در‎دستگاه‎انکوباسمیون‎‎‎های‎موردنظر‎به‎آنزیم
‎آن‎از‎پممس‎.شممد‎داده‎قممرار‎زمممان‎بممه‎نسممبت‎آنممزیم‎فعالیممت

آوردن‎‎دست‎انکوباسیون‎)صفر(‎موردبررسی‎قرار‎گرفت.‎برای‎به
اسمتفاده‎شمد.‎t1/2 = ln2/ki‎‎‎‎عمر‎آنزیم‎در‎هر‎دما‎از‎معادله‎نیمه

ki‎است‎نمودار‎غیرفعال شیب‎سرعت‎ثابت‎که‎‎را‎پروتئین‎شدن
شمده‎‎‎صورت‎تثبیت‎ها‎به‎عمر‎آنزیم‎چنین‎نیمه‎دهد.‎هم‎نشان‎می

 حضور‎کلسیم‎و‎عدم‎حضور‎آن‎سنجش‎شد.‎در

‎

 های پژوهش یافته
 FT-IRآزمون 

همای‎موردبررسمی‎نشمان‎داده‎‎‎‎‎مربوط‎به‎نمونهFT-IR‎های‎‎طیف
های‎مربوط‎به‎نانوذرات‎بر‎پایه‎‎شده‎است.‎مطابق‎این‎شکل،‎طیف

‎‎یکمدیگر‎روی‎بر‎بهتر‎مقایسه‎جهت‎کلسیم‎حاوی‎و‎فاقد‎‎سلنیوم
ت‎و‎پهنای‎نوارها‎بهتر‎قابمل‎مشماهده‎‎‎اند‎تا‎تغییرات‎شد‎رسم‎شده

‎شکل(‎1باشد.) 
‎
‎

‎

‎
‎

‎

‎
‎

‎
‎
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‎

‎

‎

 
 Caو‎در‎حضورSe‎‎نانوذرات‎‎یرو‎شده‎تیتثب‎میآنزمربوط‎به‎FT-IR‎‎یها‎فطی‎.1شکل 

‎
‎طیف‎درFT-IR‎نمونه‎این‎به‎مربوط‎‎‎‎ظاهرشمده‎پهمن‎نوار‎،ها

‎حدود‎ مو‎عدد‎درcm
-1‎3300‎‎‎‎پیونمد‎کششمی‎ارتعاش‎به‎مربوط

O-H‎‎وN-H‎‎‎‎در‎پروتئماز‎آنمزیم‎آمیدی‎و‎هیدروکسیلی‎ساختار‎در
‎‎‎اسممت‎موردبررسممی‎نمونممه(Nandiyanto et al., 2019)‎

(Hajipour et al., 2021)‎‎‎‎‎برپایمه‎نمونمه‎در‎کمه‎است‎مشخص
ترشدن‎این‎نموار‎‎‎سلنیوم،‎وجود‎عنصر‎کلسیم‎در‎ساختار‎باع ‎پهن

تمر‎در‎ایمن‎‎‎‎گر‎وجود‎مقدار‎آنزیم‎بمیش‎‎واند‎بیانت‎شده‎است‎که‎می
همای‎‎‎چنین‎نوارهای‎قمرار‎گرفتمه‎در‎عمدد‎ممو ‎‎‎‎‎ها‎باشد.‎هم‎نمونه
‎حدودcm

-1‎2840‎‎وcm
-1‎2910‎‎به‎‎‎‎‎‎ارتعماش‎بمه‎مربموط‎ترتیمب

‎پیوندهای‎نامتقارن‎و‎متقارن‎کششیC-H‎‎‎اسمت‎آنزیم‎ساختار‎در
(Shahmoradi et al., 2023)‎‎‎ ممو‎عمدد‎در‎مشاهده‎قابل‎نوار‎.

‎حدودcm
-1‎2300‎نمونه‎به‎مربوط‎‎‎‎‎‎دی‎کمربن‎گماز‎از‎و‎نبموده‎هما

‎‎‎اسمت‎شمده‎ناشمی‎آزمون‎محفظه‎در‎مانده‎باقی‎اکسید‎(Xin et 

al., 2012; Wei et al., 2020)‎.‎
cmشممده‎در‎عممدد‎مممو ‎حممدود‎‎‎نمموار‎واقممع

-1‎2100‎‎از‎یکممی
سازی‎آنزیم‎بر‎روی‎نمانوذرات‎‎ترین‎نوارها‎جهت‎بررسی‎پایدار‎مهم

های‎مشابه،‎وجود‎این‎نوار‎بمه‎معنمی‎‎‎‎است‎چرا‎که‎مطابق‎گزارش
‎نانوذرات‎سطح‎روی‎بر‎آنزیم‎در‎موجود‎نیتروژنی‎ترکیبات‎پایداری

‎است(Santos et al., 2018)‎‎‎بمر‎نانوذرات‎در‎نوار‎این‎مقایسه‎با
‎کلسیم‎افزودن‎از‎پس‎تنها‎نوار‎این‎که‎است‎مشخص‎سلنیوم‎پایه

‎‎قابمل‎اثمر‎بیانگر‎که‎است‎مشاهده‎قابل‎نانوذرات‎ساختار‎به‎‎‎توجمه
‎می‎نانوذرات‎این‎روی‎بر‎آنزیم‎پایدارسازی‎در‎کلسیم‎عنصر‎وجود

‎بمه‎.باشد‎‎‎‎‎‎پیونمدهای‎خمشمی‎ارتعماش‎،عملاوهN-H‎‎وC-H‎‎‎نیمز
cmهای‎حدود‎‎ترتیب‎در‎عدد‎مو ‎به

-1‎1430‎‎وcm
-1‎1320‎‎‎واقمع

‎است‎شده(Jung et al., 2018)‎جابمه‎که،‎‎‎‎‎‎بمه‎نوارهما‎ایمن‎جمایی
م‎در‎نمانوذرات‎بمر‎پایمه‎‎‎‎تر‎در‎حضور‎کلسی‎های‎کم‎سمت‎عدد‎مو 

تواند‎ناشی‎از‎پیوند‎هیدروژنی‎بمین‎‎‎سلنیوم‎مشهود‎است‎و‎این‎می
دهنده‎کمه‎جمذب‎‎‎‎ترکیبات‎آنزیم‎با‎سطح‎نانوذرات‎باشد،‎که‎نشان

‎‎‎‎همم‎.اسمت‎نمانوذرات‎ایمن‎روی‎بر‎آنزیم‎فیزیکی‎‎‎‎ارتعماش‎چنمین
‎پیوندهای‎کششیC-N‎‎وC-O‎به‎ مو‎عدد‎در‎ترتیب‎‎‎حمدود‎های

cm
-1‎1220‎‎وcm

-1‎990‎‎است‎شده‎واقع(Nandiyanto et al., 

2019)‎‎‎‎کش‎ارتعماش‎بمه‎مربموط‎نوار‎وجود‎عدم‎که‎‎شمیC-N‎‎در
تواند‎دلیل‎دیگری‎بمر‎پایمداری‎کمم‎‎‎‎‎نمونه‎سلنیوم‎فاقد‎کلسیم‎می

 آنزیم‎بر‎روی‎این‎نانوذرات‎باشد.

‎

 (XRDآزمون پراش پرتو ایکس )

‎آزمممونXRD‎‎کریسممتال‎تشممکیل‎‎‎‎نمونممه‎در‎را‎سمملنیوم‎هممای
در‎شکلXRD‎‎های‎حاصل‎از‎‎موردبررسی‎تأیید‎کرد.‎الگوی‎پیک

(2‎نتممایج‎روی‎از‎فمماز‎شناسممایی‎جهممت‎.اسممت‎شممده‎داده‎نشممان‎)
اسمتفاده‎شمد.X’Pert‎‎‎‎افزار‎‎ها‎از‎نرم‎الگوهای‎حاصل‎از‎این‎نمونه

‎کمم‎زوایای‎در‎پهن‎پیک‎یک‎پراش‎الگوهای‎این‎تمامی‎در‎‎‎از‎تمر
30‎‎‎‎‎‎‎‎‎‎نمامنظم‎سماختار‎بمه‎مربموط‎کمه‎اسمت‎مشماهده‎قابمل‎درجه

 Rajan et)باشمد‎‎‎ه‎نانوذرات‎میشده‎ب‎)غیرکریستالی(‎آنزیم‎جذب

al., 2014)‎پراش‎الگوهای‎روی‎از‎بنابراین‎.XRD‎می‎‎‎‎بمه‎تموان
برد‎که‎در‎تأیید‎نتایح‎‎انوذرات‎پیحضور‎آنزیم‎بر‎روی‎سطح‎همه‎ن

‎آزمونFT-IR‎می‎.باشد‎
(‎بما‎کمدSeO2‎‎‎اکسید‎)‎در‎نمونه‎بر‎پایه‎سلنیوم،‎فاز‎سلنیوم

‎مرجعJCPDS No. 00-006-0362‎‎این‎.است‎مشاهده‎قابل
‎‎فضممایی‎گممروه‎و‎مونوکلینیممک‎کریسممتالی‎سمماختار‎دارای‎فمماز

P21/n‎می‎(‎پراش‎صفحات‎ساختار‎این‎در‎.100باشد(‎،)101‎)
(‎به102و‎)‎‎زوایای‎در‎8/25ترتیب‎،33‎‎2/43و‎‎‎مشماهده‎درجه

‎شده‎است.
‎
‎

‎

‎
‎

‎
‎

‎

‎



‎‎‎زیستمجله‎علمی‎‎شماره‎،دوازدهم‎سال‎،تجربی‎جانوری‎چهارمشناسی‎،ه‎و‎چهل‎شپیاپی‎،تم‎1403بهار‎(76-65)‎‎71‎
‎

‎‎

‎
 Caو‎در‎حضور‎Se‎‎نانوذرات‎یرو‎شده‎تیتثب‎میمربوط‎به‎آنز‎XRD‎یالگوها‎.2شکل 

‎
‎به‎کلسیم‎عنصر‎افزودن‎با‎که‎تغییراتی‎از‎یکی‎‎‎نمانوذرات‎ایمن

جایی‎پیک‎پهن‎مربوط‎به‎فاز‎نامنظم‎بمه‎‎‎قابل‎مشاهده‎است،‎جابه
تر‎در‎نانوذرات‎بر‎پایه‎سلنیوم‎‎است.‎در‎واقع‎با‎توجه‎به‎‎زوایای‎کم

‎صفحات‎فاصله‎با‎پراش‎الگوی‎در‎پیک‎وقوع‎زاویه‎معکوس‎رابطه
منتقمل‎شمود،‎‎‎ تمر‎‎هر‎چقدر‎پیک‎به‎زوایای‎کم مطابق‎رابطه‎براا

تر‎بین‎صفحات‎مماده‎موردبررسمی‎اسمت‎‎‎‎‎جود‎فاصله‎بیشبیانگر‎و
(Weiergräber et al., 2017)به‎بنابراین‎.‎می‎نظر‎‎وجود‎که‎رسد

‎‎‎‎‎تشمکیل‎ضممن‎کمه‎اسمت‎شده‎ باع‎نانوذرات‎ساختار‎در‎کلسیم
های‎موجود‎در‎آنزیم،‎پایداری‎این‎ترکیبات‎بر‎‎کمملکس‎با‎مولکول

‎‎‎‎‎بلمورک‎انمدازه‎یمافتن‎بمرای‎.دهد‎افزایش‎را‎نانوذرات‎سطح‎روی
‎فازهایSeO2‎دبای‎رابطه‎از-‎معادله(‎شد.2شرر‎استفاده‎) 

‎Kλ/(FWHM)×cos(θ)‎D =‎(2دله‎معا
‎مقدار‎داشتن‎باcos(θ)‎‎وFWHM‎هم‎و‎‎‎‎ثابمت‎مقمادیر‎چنینλ‎

(9/0‎‎و‎)آنگسترومK‎(9/0‎‎‎‎‎‎‎شمرر‎رابطمه‎طبمق‎بلمورک‎انمدازه‎مقمدار‎)
آید.‎این‎مقدار‎برای‎نانوذرات‎سلنیوم‎فاقد‎و‎حاوی‎کلسمیم‎‎‎دست‎می‎به
ت‎کمه‎افمزایش‎‎‎آمده‎اس‎دست‎نانومتر‎به2/28‎و5/23‎‎ترتیب‎برابر‎با‎‎به

‎‎‎نتمایج‎تأییمد‎در‎نانوذرات‎این‎ساختار‎به‎کلسیم‎افزودن‎با‎بلورک‎اندازه
(‎روبشی‎الکترونی‎میکروسکوپ‎تصاویرSEMمی‎)‎.باشد‎

‎

  SEMآزمون 

شناسممی‎)مورفولمموژی(‎و‎سممطح‎نممانوذرات‎‎جهممت‎بررسممی‎ریخممت
‎آزمون‎از‎موردبررسیSEM‎‎‎‎‎‎بمه‎مربموط‎تصماویر‎و‎شمده‎استفاده

(‎نشمان3‎‎در‎شکل‎) شده‎در‎حضور‎و‎غیاب‎کلسیم‎های‎تهیه‎نمونه
‎‎دارای‎شممده‎سممنتز‎ذرات‎کممه‎اسممت‎مشممخص‎.اسممت‎شممده‎داده

کمروی‎هسمتند‎و‎حضمور‎کلسمیم‎در‎‎‎‎‎‎مورفولوژی‎چندوجهی‎و‎شبه
وجود‎نیماورده‎‎‎توجهی‎در‎شکل‎نانوذرات‎به‎ها‎تغییر‎قابل‎ساختار‎آن
‎لازم‎.است‎‎‎‎‎‎‎تصماویر‎در‎مشماهده‎قابمل‎ذره‎همر‎کمه‎اسمت‎ذکر‎به

SEM‎‎بنابراین‎.است‎شده‎تشکیل‎هم‎به‎متصل‎بلورک‎چندین‎از
‎‎‎‎‎بلمورک‎انمدازه‎از‎میکروسمکوپی‎آزممون‎نتمایج‎در‎ذرات‎اندازه‎‎‎هما

‎آمده‎است.‎دست‎تر‎به‎بزرا
 

‎
 )الف(

‎
 )ب(

ب(‎‎و‎SeNPs‎ یها‎مربوط‎به‎نمونه‎SEM‎ریتصاو(‎الف‎.3شکل 

Ca ‎SeNPs‎+یها‎مربوط‎به‎نمونه

‎
‎‎‎‎‎‎‎نمانوذرات‎انمدازه‎توزیمع‎بمر‎کلسمیم‎حضمور‎بررسی‎جهت

‎،100سنتزشده‎‎تصاویر‎از‎ذرهSEM‎‎‎‎نمرم‎از‎اسمتفاده‎بما‎‎‎افمزار
‎تصویر‎پردازشImage J‎اندازه‎گیری‎‎توزیع‎هیستوگرام‎و‎شده

(‎نشمان‎داده4‎‎گیری‎در‎شکل‎)‎اندازه‎ذرات‎حاصل‎از‎این‎اندازه
‎شده‎است.
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‎
 )الف(

‎

‎
 )ب(

و‎ب(Se NPs‎‎اندازه‎ذرات‎مربوط‎به‎الف(‎‎عیتوز‎ستوگرامیه‎.4شکل 
Se NPs + Ca‎

‎
(‎جدول‎1مطابق‎‎انمدازه‎ذرات‎انمدازه‎میانگین‎)‎‎گیمری‎‎‎شمده

ترتیمب‎‎‎های‎سلنیوم‎و‎سلنیوم‎به‎همراه‎کلسمیم‎بمه‎‎‎برای‎نمونه
‎با‎16/47برابر‎‎16/51و‎‎‎‎‎معیمار‎انحمراف‎مقمدار‎و‎بوده‎نانومتر
نمانومتر98/14‎‎‎و29/10‎‎ترتیب‎برابمر‎بما‎‎‎‎ها‎به‎این‎نمونه‎برای
آمده‎است.‎این‎نتایج‎بیانگر‎آن‎اسمت‎کمه‎بما‎افمزودن‎‎‎‎‎‎دست‎به

‎یافته‎افزایش‎ذرات‎اندازه‎میانگین‎موردنظر‎نانوذرات‎به‎کلسیم
دلیل‎قرارگیری‎عنصر‎کلسیم‎در‎نواحی‎‎تواند‎به‎است‎که‎این‎می

انشمینی‎در‎سماختار‎‎‎(‎و‎جDopedصمورت‎دوپ‎شمده‎)‎‎‎خالی‎به
‎کریستالیSeO2‎هم‎.باشد‎‎‎‎‎ایمن‎بمه‎توجمه‎بما‎چنین‎‎‎‎مقمدار‎کمه

درصمد‎مقمدار‎میمانگین30‎‎‎‎‎تر‎از‎‎آمده‎کم‎دست‎انحراف‎معیار‎به
توان‎نتیجه‎گرفت‎که‎توزیع‎اندازه‎ذرات‎‎بوده‎است،‎بنابراین‎می

تمرین‎و‎‎‎ها‎نسبتا‎ًباریمک‎بموده‎و‎تفماوت‎کوچمک‎‎‎‎‎در‎این‎نمونه
گین‎نسمبتا‎‎ًشده‎نسبت‎به‎مقدار‎میان‎گیری‎ترین‎ذره‎اندازه‎بزرا

‎کم‎بوده‎است.

سنننجش فعالیننت آنننزیم در حالننت آزاد، اسننتاندارد و  

 ناخالص

‎.شد‎انجام‎کازئین‎سوبسترای‎حضور‎در‎پروتئاز‎سرین‎آنزیم‎فعالیت
‎‎‎یمک‎در‎بتوانمد‎که‎آنزیمی‎مقدار‎از‎است‎عبارت‎آنزیم‎یک‎فعالیت

‎دمای‎در‎را‎سوبسترا‎میکرومول‎یک‎25دقیقه‎‎سمانتی‎درجه‎‎‎گمراد
یط‎استاندارد‎به‎محصول‎تبدیل‎کند‎کمه‎اصمطلاحا‎ًایمن‎‎‎‎تحت‎شرا

گوینمد.‎فعالیمت‎آنمزیم‎در‎‎‎‎‎المللی‎ممی‎‎مقدار‎آنزیم‎را‎یک‎واحد‎بین
و‎فعالیمت‎آنمزیم91/22‎‎‎‎(U‎×1000) صورت‎ناخالص‎حالت‎آزاد‎به

(‎1000خالص ‎×U‎)296‎/282‎‎شکل(‎شد‎5گزارش.)‎
‎

‎یها‎نمونه‎یبرا‎شده‎رسم‎ستوگرامیحاصل‎از‎ه‎یآمار‎جینتا. 1جدول 
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Se 100‎ 16/47‎ 29/10‎ 67/25‎ 71/71‎

Se(Ca) 100‎ 16/51‎ 98/14‎ 21/24‎ 87/109‎

‎

‎
)الف(

 
 )ب(

ب(‎‎،)خام(‎ناخالص‎میآنز‎با‎خالص‎میآنز‎تیفعال‎سهیمقا(‎الف‎.5شکل 

 ناخالص‎)خام(‎میخالص‎با‎آنز‎میدرصد‎بازده‎آنز‎سهیمقا



‎‎‎زیستمجله‎علمی‎‎شماره‎،دوازدهم‎سال‎،تجربی‎جانوری‎چهارمشناسی‎،ه‎و‎چهل‎شپیاپی‎،تم‎1403بهار‎(76-65)‎‎73‎
‎

شمده‎در‎‎‎صمورت‎تثبیمت‎‎‎وسیله‎نمانوذره‎بمه‎‎‎که‎آنزیم‎به‎هنگامی
آید‎میزان‎تحرک‎آنزیم‎کاهش‎پیدا‎کرده‎و‎همین‎امر‎کماهش‎‎‎می

(.‎تثبیت‎آنمزیم‎در‎شمرایط6‎‎‎دهد‎)شکل‎‎فعالیت‎آنزیم‎را‎نشان‎می
‎و‎دما‎در‎تغییرات‎مانند‎غیراستانداردpH‎عوامل‎سایر‎و‎محیط‎‎های

لیت‎آنزیم‎سرین‎پروتئاز‎را‎نسمبت‎‎شیمیایی‎موردنیاز‎در‎صنعت‎فعا
‎دهد.‎به‎حالت‎آزاد‎افزایش‎می

‎

 
ناخالص(‎و‎‎و)خالص‎‎آزاد‎حالت‎در‎میآنز‎تیفعال‎سهیمقا‎.6شکل 

 Caنبود‎‎و‎حضور‎درSe‎با‎نانوذرات‎‎شده‎تیتثب

‎

 بر روی فعالیت و پایداری آنزیم     pHبررسی اثر

‎اثر‎بررسی‎درpH‎‎‎‎و‎آزاد‎آنمزیم‎حالمت‎دو‎در‎آنزیم‎فعالیت‎روی‎بر
،pH ‎شده‎روی‎نانوذرات‎سلنیوم‎در‎حضورکلسیم‎در‎محدوده‎تثبیت

3‎‎12تا(‎شکل‎به‎توجه‎با‎.شد‎7بررسی‎‎‎‎حالمت‎دو‎همر‎در‎آنمزیم‎)
‎مقدار‎در‎ناخالص‎و‎خالصpH‎،8‎‎نشان‎و‎دارد‎را‎فعالیت‎بالاترین

،pH‎ت.‎فعالیت‎آنزیم‎در‎دهد‎که‎آنزیم‎جزو‎آلکالین‎پروتئازهاس‎می
8‎به‎به‎خالص‎و‎ناخالص‎صورت‎‎7/88ترتیب‎7/93و‎‎‎.شمد‎گزارش
از‎خود10‎‎تا6‎‎بینpH‎‎‎چنین‎آنزیم‎در‎حالت‎آزاد‎در‎محدوده‎‎هم

pH‎،5‎ای‎که‎آنمزیم‎ناخمالص‎در‎‎‎‎فعالیت‎بالایی‎نشان‎داد‎به‎گونه
‎با‎32برابر‎‎در‎و‎درصدpH‎،10‎،51‎‎‎‎نشمان‎فعالیمت‎خود‎از‎درصد

و‎پس‎از‎این‎محمدوده‎کماهش‎فعالیمت‎را‎از‎خمود‎نشمان‎داد.‎‎‎‎‎‎‎داد
‎بررسممیpH‎‎و‎آزاد‎آنممزیم‎حالممت‎دو‎در‎آنممزیم‎پایممداری‎روی‎بممر
شمده‎روی‎نمانوذرات‎سملنیوم‎بررسمی‎شمد.‎فعالیمت‎آنمزیم‎‎‎‎‎‎‎‎‎تثبیت
ترتیمب‎‎‎شده‎روی‎نانوذرات‎در‎حضور‎و‎عدم‎حضور‎کلسیم‎به‎تثبیت
95‎‎99و‎آن‎فعالیت‎طرفی‎از‎.شد‎گزارش‎زیمدرصد‎تثبیت‎های‎‎شده

‎وسیع‎محدوده‎درpH‎‎‎‎‎‎از‎برخمی‎در‎.شمد‎گمزارش‎بمازی‎و‎اسیدی
همما‎نشممان‎داده‎شممده‎اسممت‎کممه‎فعالیممت‎آنممزیم‎پروتئمماز‎‎پممژوهش
‎‎pH ‎،9‎در‎محدوده‎4-VSG‎سوبتیلیسشده‎از‎باسیلوس‎‎استخرا 

تمر‎از‎‎‎کمpH‎‎و‎کاهش‎فعالیت‎آن‎درpH‎،9‎‎در‎مقدار‎بهینه11‎‎تا
9‎،قلیایی‎پروتئ‎استخرا بودن‎از‎می‎تأیید‎را‎شده‎‎کند(., et alGiri 

2011)‎نیممز‎همکمماران‎و‎فرهادیممان‎پژوهشممی‎در‎،بممراین‎افممزون‎.
تما5‎‎‎بمین‎‎pH‎‎‎محدوده‎وسیع‎فعالیت‎و‎پایداری‎آنزیم‎در‎محدوده

10‎‎‎در‎پروتئماز‎سرین‎آنزیم‎پایداری‎بالاترین‎و‎کردند‎گزارشpH‎
‎با‎8برابر‎ا‎شده‎بیان‎ست(Weiergräber et al., 2017).‎
‎

 
 )الف(

 
 )ب(

‎یرو‎شده‎تیتثبب(‎‎،خالص‎آزاد‎میآنز‎یداریپا‎ی(‎منحنالف‎.7شکل 

‎نانوذراتSe‎‎حضور‎درCa‎در‎‎محدودهpH‎مختلف‎

 

 بررسی اثر دما بر روی فعالیت و پایداری آنزیم   

(‎شکل‎به‎توجه‎محدوده8با‎)‎‎20دمایی‎‎90تا‎سانتی‎درجه‎‎با‎گراد
‎ ‎دمایی ‎سانتی5‎فاصله ‎روی‎‎درجه ‎دما ‎تأثیر ‎بررسی ‎برای گراد

‎نتایج‎ فعالیت‎و‎پایداری‎آنزیم‎در‎حالت‎آزاد‎و‎خالص‎انتخاب‎شد.
35‎خالص‎در‎محدوده‎دمایی‎ترین‎فعالیت‎آنزیم‎‎نشان‎داد‎که‎بیش

‎50تا‎سانتی‎درجه‎‎خالص‎آزاد‎آنزیم‎بهینه‎فعالیت‎و‎دارد‎قرار‎گراد
‎دمای‎45در‎سانتی‎درجه‎‎با‎برابر‎93گراد‎‎حدود‎که‎بوده‎15درصد‎

تر‎از‎آنزیم‎ناخالص‎است.‎با‎افزایش‎دما،‎میزان‎فعالیت‎‎درصد‎بیش
‎به ‎آزاد ‎آ‎آنزیم ‎دیگر، ‎سوی ‎از ‎کرد. ‎پیدا ‎کاهش نزیم‎سرعت

‎دمای‎‎بارگذاری ‎در ‎کلسیم ‎حضور ‎در ‎سلنیوم ‎نانوذرات ‎روی شده
‎ ‎سانتی45‎بهینه ‎‎درجه ‎از ‎بیش ‎فعالیت99‎‎گراد ‎افزایش درصد
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‎هم ‎خالص‎تثبیت‎داشت. ‎آنزیم ‎(‎چنین ‎بالاتر ‎دماهای ‎در 60‎شده
تری‎را‎‎گراد(‎نسبت‎به‎آنزیم‎آزاد‎خالص‎فعالیت‎بیش‎درجه‎سانتی

ر‎است‎که‎آنزیم‎سرین‎پروتئاز‎خالص‎از‎خود‎نشان‎داد.‎لازم‎به‎ذک
‎دمای‎ ‎‎درجه‎سانتی90‎در ‎نشان6/10‎‎گراد ‎خود ‎فعالیت‎از درصد

‎صورتی ‎در ‎تثبیت‎داد، ‎آنزیم ‎در‎‎که ‎سلنیوم ‎ذره ‎نانو ‎روی شده
‎فعالیت‎17حضورکلسیم‎داد. درصد‎نشان‎را‎

‎

‎
 )الف(

 

‎
 )ب(

مربوط‎به‎‎مختلف‎ییدما‎راتییتغ‎با‎یداریپا‎و‎تیفعال‎یمنحن‎.8شکل 

Ca+SeNPs‎خالص‎و‎ب(‎‎میالف(‎آنز

‎
دهمد‎آنمزیم‎‎‎‎ها‎نشمان‎ممی‎‎‎آمده‎از‎برخی‎پژوهش‎دست‎نتایج‎به
گمراد‎در‎‎‎درجمه‎سمانتی60‎‎‎شمده‎در‎دممای‎بمالاتر‎از‎‎‎‎‎سلولاز‎تثبیت

‎‎بمیش‎فعالیمت‎آزاد‎آنزیم‎با‎مقایسه‎‎‎‎‎ممی‎نشمان‎خمود‎از‎تمری‎‎‎دهمد
(Chen & Duan, 2015).‎‎‎پمژوهش‎از‎بسمیاری‎‎‎‎فعالیمت‎،گمران

های‎بالاتر‎را‎ناشی‎از‎پیونمد‎‎نانوذره‎در‎دما‎-بالای‎کمملکس‎آنزیم
هممای‎‎کووالانسممی‎گممزارش‎کردنممد.‎افممزایش‎دمممای‎بهینممه‎آنممزیم

هما‎بمر‎‎‎‎پمذیری‎آن‎‎دلیل‎کاهش‎انعطماف‎‎شده‎ممکن‎است‎به‎تثبیت
دلیل‎تغییمرات‎‎‎روی‎بسترهای‎جامد‎و‎افزایش‎تحمل‎به‎بازشدن‎به

 ساختاری‎باشد.

 عمر آنزیم تعیین نیمه

گممراد‎‎درجممه‎سممانتی55‎و40‎،45‎،50‎‎عمممر‎آنممزیم‎در‎دماهممای‎‎نیمممه
‎دمای‎در‎داد‎نشان‎نتایج‎.گرفت‎قرار‎45موردبررسی‎سانتی‎درجه‎‎‎گمراد

دقیقه،‎ناخمالص95‎‎‎عمر‎آنزیم‎سرین‎پروتئاز‎در‎حالت‎آزاد‎)خالص‎‎نیمه
90‎.است‎)دقیقه‎‎‎‎‎‎دممای‎در‎نتمایج‎بمه‎45باتوجمه‎‎‎سمانتی‎درجمه‎‎‎گمراد

گمراد‎در‎‎‎انتیدرجمه‎سم40‎‎‎عمر‎در‎آنزیم‎نسبت‎به‎دممای‎‎‎کاهش‎نیمه
‎‎زممانی‎امما‎،است‎مشهود‎خالص‎آنزیم‎‎‎‎‎بمه‎خمالص‎آنمزیم‎کمه‎‎‎صمورت

عمر‎آنزیم‎مشاهده‎شمد.‎‎‎توجهی‎در‎نیمه‎شده‎درآمد،‎افزایش‎قابل‎تثبیت
دقیقه‎و‎نمانوذرات‎سملنیوم‎در108‎‎‎‎که‎در‎نانوذرات‎سلنیوم‎به‎‎طوری‎به

‎به‎کلسیم‎115حضور‎‎شکل(‎رسید‎9دقیقه.)‎
‎

‎
‎یدما‎در‎زمان‎مقابل‎در‎یداریپا‎سهیمقا‎،یتمیلگار‎نمودار. 9شکل 

45‎درجه‎یسانت‎،گراد‎زانیم‎تیفعال‎میآنز‎در‎دو‎‎‎و‎خالص‎حالت
Se‎نانوذرات‎‎یرو‎شده‎تیتثب

‎
صورت‎‎گراد‎به‎درجه‎سانتی50‎عمر‎آنزیم‎پروتئاز‎در‎دمای‎‎نیمه

عمر‎آنزیم‎در‎حالت‎ناخمالص‎‎‎شده‎نیز‎بررسی‎شد.‎نیمه‎آزاد‎و‎تثبیت
74‎‎،دقیقه‎خالص‎حالت‎82در‎‎تثبیمت‎حالت‎در‎و‎دقیقه‎‎‎روی‎شمده

‎‎بمه‎‎حضورکلسمیم‎در‎و‎سلنیوم‎نانوذرات‎‎‎93ترتیمب‎‎102و‎‎‎دقیقمه
عممر‎آنمزیم‎در‎دممای‎‎‎‎‎کند‎که‎نیمه‎گزارش‎شد.‎این‎نتایج‎بیان‎می

تموان‎باعم ‎افمزایش‎‎‎‎‎یابد،‎اما‎با‎تثبیت‎آنزیم‎می‎بالاتر‎کاهش‎می
عمر‎آنزیم‎پروتئاز‎در‎دمای‎‎هعمر‎در‎آن‎شد.‎علاوه‎بر‎این،‎نیم‎نیمه
55‎سانتی‎درجه‎به‎گراد‎تثبیت‎و‎آزاد‎صورت‎‎.گردید‎بررسی‎نیز‎شده
76‎دقیقه،‎در‎حالمت‎خمالص68‎‎‎‎عمر‎آنزیم‎در‎حالت‎ناخالص‎‎نیمه

دقیقه‎گزارش‎شمد.97‎‎‎و87‎‎ترتیب‎‎شده‎به‎دقیقه‎و‎در‎حالت‎تثبیت
حضمور‎‎آممده‎حضمور‎نمانوذره‎سملنیوم‎در‎‎‎‎‎‎دست‎با‎توجه‎به‎نتایج‎به

عمر‎در‎آنزیم‎‎افزایی‎را‎بر‎روی‎بهبود‎نیمه‎ترین‎اثر‎هم‎کلسیم،‎بیش
عممر‎آنمزیم‎‎‎‎هما،‎نیممه‎‎‎سرین‎پروتئاز‎دارند.‎براساس‎برخی‎پژوهش

شممده‎از‎بمماکتری‎باسممیلوس‎سمموبتیلیس‎‎سممرین‎پروتئمماز‎اسممتخرا 

 Purified  y = -0.0032x + 2 

 SeNPs   y = -0.0028x + 2 
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‎‎‎زیستمجله‎علمی‎‎شماره‎،دوازدهم‎سال‎،تجربی‎جانوری‎چهارمشناسی‎،ه‎و‎چهل‎شپیاپی‎،تم‎1403بهار‎(76-65)‎‎75‎
‎

NCIM2713‎‎دمای‎55در‎سانتی‎درجه‎‎‎30گمراد‎‎‎‎گمزارش‎دقیقمه
‎است‎شده(Mane & Bapat, 2001)حالی‎در‎.‎نیمه‎که‎‎آنزیم‎عمر

‎‎‎پروتئازهمای‎از‎برخمی‎با‎مقایسه‎در‎پژوهش‎این‎در‎خالص‎پروتئاز
‎باسیلوس‎باکتری‎از‎شده‎جدا‎‎و‎بیشمشابه‎.است‎تر‎

‎

 بحثگیری و  نتیجه

‎تواننمد‎‎یمم‎نمانوذرات‎سملنیوم‎‎‎کمه‎‎‎دادمطالعمه‎نشمان‎‎‎‎ینا‎یجنتا
‎ینسمر‎‎‎یمعممر‎آنمز‎‎‎یممه‎ن‎یشافزا‎یابزار‎بالقوه‎برا‎یکعنوان‎‎به

نمانوذرات‎‎‎کمه‎‎دهمد‎‎ینشمان‎مم‎‎‎یجنتا‎این‎پروتئاز‎استفاده‎شوند.
آزاد‎‎یهما‎‎یکمال‎راد‎‎وسیله‎به‎یبدر‎برابر‎تخر‎ها‎یماز‎آنز‎توانند‎یم

‎یکلم‎‎یمت‎فعال‎یشمنجر‎به‎افزا‎تواند‎یامر‎م‎ینمحافظت‎کنند.‎ا
‎بمار‎‎نخسمتین‎‎بمرای‎‎از‎سوی‎دیگر،‎در‎این‎مطالعه‎شود.‎ها‎یمآنز

‎بومی‎برای‎آنزیم‎از‎استفاده و‎‎مقاوممت‎‎کاربرد‎بما‎‎سرین‎پروتئاز

شمده‎بما‎کممک‎نمانوذرات‎‎‎‎‎‎تثبیت‎آنزیم.‎گزارش‎شد‎پایداری‎بالا
‎کلسیم‎حضور‎در‎میسلنیوم‎‎‎‎‎و‎شموینده‎ممواد‎صمنعت‎برای‎تواند

‎‎هرچنمد‎شود‎استفاده‎هستند‎بالا‎مقاومت‎نیازمند‎که‎صنایع‎سایر
تمر‎در‎مقیماس‎بمزرا‎اسمت،‎امما‎‎‎‎‎‎‎های‎بمیش‎‎که‎نیازمند‎آزمایش

‎بمرای‎‎بمومی‎‎همای‎‎فناوری‎گسترش‎در‎عطفی‎نقطه‎است‎ممکن
آنممزیم‎از‎بمماکتری‎باسممیلوس‎‎صممرفه‎بممه‎مقممرون‎تولیممد‎و‎تثبیممت
‎منظمور‎‎بمه‎‎یجنتما‎‎یمن‎از‎ااشد.‎افزون‎براین‎بتموان‎‎سوبتیلیتیس‎ب
مرتبط‎بما‎اخمتلال‎در‎‎‎‎های‎یماریب‎یبرا‎یدجد‎یها‎توسعه‎درمان
.‎بنابراین‎پیشمنهاد‎‎پروتئاز‎استفاده‎کرد‎ینسر‎های‎یمعملکرد‎آنز

تر‎و‎عمیق‎تری‎در‎این‎حوزه‎چون‎‎بر‎این‎است‎که‎مطالعات‎بیش
‎یسمم‎مکان‎یبررس،‎ازپروتئ‎ینسر‎های‎یمآنز‎یرسا‎یبر‎رو‎همطالع
‎یبررسها‎و‎‎یمآنز‎عمر‎یمهن‎بریی‎نانوذرات‎سلنیوم‎افزا‎اثرهم‎یقدق
‎یستی‎صورت‎گیرد.ز‎های‎یمآنز‎یرسا‎یتبر‎فعالنانوذرات‎‎اثر
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