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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
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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.
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 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
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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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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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