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 نانوذره کاتالاز های ويژگی تهیه و تعیین 
 

 محمود پاک نیت ،+صدیقه هاشم نیا ، سحر دهقانی

 بوشهر، ایران  ،خلیج فارسدانشگاه  علوم پایه،دانشکده 

 
  زدا(، سنتز مانند اتانول )عامل حلال یند  ا زدایی تهیه شدند. فاکتورهای مؤثر بر فر کاتالاز با روش حلال های  در این مطالعه نانوذره   : چكيده 

  های به دست آمده ه های نانوذر گلوتارآلدهید )عامل اتصال دهنده عرضی(، سرعت چرخش و زمان سنتز بهینه شدند. ویژگی 
  (،  Visible-UVفرابنفش )   -   مرئی   های ها با استفاده از روش ساختاری آن   های ، ریخت شناسی سطح و تغییر ها ه شامل اندازه ذر 

 (  FT-IRتبدیل فوریه )   فروسرخ و طیف سنجی   ( SEM) (، میکروسکوپ الکترونی روبشی  DLSپراکندگی نور دینامیکی )  
  های به دست آمده نتیجه   تعیین شدند.  منتن   – براساس معادله میکائیلس    ها ه هم چنین، پارامترهای سینتیکی نانوذر تعیین شدند.  

  ، لیتر میلی گرم/ میلی 1ر کاتالاز   لیت میلی   1کنش  از برهم   های به دست آمده نانوذره    نشان داد که   ها سازی شرایط سنتز نانوذره از بهینه 
فعالیت     ٪ 7۰، تا   pH 7/ ۰میلی مولار و    ۵۰لیتر در محیط بافر فسفات  گرم بر میلی میلی ۰/ 1۲میلی لیتر  اتانول  و گلوتار آلدهید    4

مرئی    -   های فرابنفش طیف   باشد. بررسی نانومتر می   ۵3/ 8سنتز شده    های ه ماند. در این شرایط شعاع متوسط نانوذر آنزیمی باقی می 
پارامترهای سینتیکی    بررسی   پذیرد. در سطح ساختار سوم و دوم صورت می   ها ه ساختاری نانوذر   های که تغییر   داد   نشان   فروسرخ و  

برای نانوذره سنتز شده    maxVمقدار    mKآنزیم طبیعی و نانوذره آنزیمی نشان داد که در مقایسه با آنزیم کاتالاز، ضمن افزایش  
ساعت نگهداری    7۲از    پس نشان داد که    ها نتیحه کاتالاز نیز مورد بررسی قرار گرفت.    های ه نانوذر پایداری فیزیکی    ثابت می ماند. 

  دهد در صورتی که کاتالاز طبیعی درصد از فعالیت خود را از دست می   ۲۰  تنها نانوذره کاتالاز     ، سلسیوس درجه    4ها در دمای  نمونه 
های  کاتالاز پایدارتر از مولکول   های ه دهد که دلالت دارد بر این که نانوذر درصد از فعالیت خود را از دست می   ۵۵در همان شرایط  

 دارند.   گوناگون های پایدار برای کاربردهای  کاتالاز توان بالقوه زیادی در تولید آنزیم   های ه کاتالاز هستند. بنابراین نانوذر 
 

  کاتالاز، نانوذره پروتئینی، حلال زدایی :واژگان کليدی
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 مقدمه  
       )Oxidoreductase2O2: H2O2EC:1.11.1.6; H(   کاتالاز 

عملکرد اصلی آن تجزیه یک آنزیم از گروه اکسیدورداکتازها  بوده که  
پرو اکسیژن هیدروژن  و  آب  به  پروکسید باشد.  می  کسید   هیدروژن 

و  فراوردهیک   سلولی  کننده  مسموم  یک  بدن،  متابولیسم    طبیعی 
  پذیری آن اگرچه واکنش است.    )ROS(1های اکسیژن فعال یکی از گونه 

 

                                     عهده دار مکاتبات                                                                                                                    +E-mail: shashemnia@pgu.ac.ir 
(1)  Reactive Oxygen Species 

تواند به طور مستقیم تر است، اما می های آزاد اکسیژن کم از رادیکال 
 [. 1های سلولی شود] ها را اکسید کند و منجر به آسیب پروتئین 

های   رشته  در همه  رویکرد جدید  یک  عنوان  به  نانو  فناوری 
  یابی ه است  که با طراحی، سنتز، مشخصه و مهندسی تعریف شد   دانش 

و   ها  دستگاه  در  مواد  کاربرد  اندازه    با ها  سامانهو   کنترل 
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 [. ۲مواد در مقیاس نانومتری سروکار دارد ]

آلی و غیرآلی تقسیم می به دو دسته   ها ه نانوذر    های نانوذره شوند.  ی 
ساکاریدها،  مرهای سنتزی، پلی مانند پلی   گوناگون توانند از مواد زیستی می 

ها  ها پروتئین ها تهیه شوند. که در میان این های نوکلئیک و پروتئین اسید 
بر زیست تخریب پذیر بودن،    افزون چرا که    کنند، می   بازی تری را  نقش مهم 

از پایداری بالا،  ایمونوژنیسیتی    زیست سازگاری و کم بودن خاصیت 
، سمیت کم، ارزش غذایی بالا، ایجاد ساختار یکنواخت،  قابل متابولیسم بودن 

 [. ۳،۴توانایی اتصال به داروهای متنوع و تهیه آسان برخوردار هستند ] 

پروتئینی براساس تعادل بین نیروهای جاذبه   های هتشکیل نانوذر 
  1، واتابی. به طور کلی دو عامل [۵ها استوار است ]و دافعه در پروتئین 

 گریز درون مولکولی تعیین کننده های آب کنش کاهش برهم پروتئین و  
،  هاییذره ستند. در طی تشکیل چنین  پروتئینی ه   های هتشکیل نانوذر 
های اتصال عرضی و شرایط تهیه مانند ، غلظت، روش با توجه به نوع 

تغییر  متحمل  پروتئین  نوع حلال،  و  یونی  بندی صورت   های قدرت 
  به تقریب آنزیم در محلول    مولکول پروتئین/ قطر یک   [. ۶شود ] می 
  نانومتر   1۰۰های آنزیم به حدود  نانومتر است. وقتی که مولکول   1۰

  های آنزیمی به صورت در می آیند. توده   ۲متراکم شوند به صورت توده 
 هایاندازه م در  ی های آنز های تشکیل شده از مولکول تجمعی از خوشه 

  ۳(ENPs)  آنزیمی   های ه ه و  به عنوان نانوذر نانومتر دیده شد   1۰۰تا    1۰بین  
می  نانوذره نامیده  ویژگی   های شوند.  بی آنزیمی  نوری،   مانند های 

الکترونیکی،   کاتالیتیکی   ، گرماییالکتریکی،  و  مکانیکی  شیمیایی، 
قابلیت  و  خوب  پایداری  با  همراه  الکترون(  انتقال  تسهیل  )توانایی 

 .   [  7-1۰] دهندزیست سازگاری از خود نشان می 
های سنتز نانوذرات پروتئینی شامل سه روش، ترین روش عمده

و  روش خشک کردن   ۶رسوبی ، هم۵زدایی ، حلال۴امولسیون سازی
    [.۲شوند ]تر استفاده شده است، میکه به نسبت کم 7الکترواسپری 

 کاتالاز  به عنوان یک مدل آنزیمی   های در این مطالعه نانوذره 
 زدایی و با استفاده از اتانول و گلوتارآلدهید به ترتیب  با روش حلال 

زدا و عامل اتصال دهنده عرضی تهیه شدند. به عنوان عامل حلال 
فاکتورهای مؤثر بر فرآیند سنتز مانند مقدار اتانول، مقدار گلوتارآلدهید، 

  های های نانوذره ینه شدند. ویژگی تز به سرعت چرخش و مدت زمان سن 
  های ، ریخت شناسی سطح و تغییرها ه شامل، اندازه ذر   به دست آمده 
آن  روش ساختاری  از  استفاده  با  و  ها  بررسی  اسپکتروسکوپی  های 

 ، تعیین شدند.ها چنین پارامترهای سینتیکی نانوذره هم
 

1Unfolding 

2Aggregates 

3Enzyme nanoparticle 

4 Emulsification 

 بخش تجربی  
 مواد و تجهیزات 

  از شرکت ،  (BLC)در این مطالعه، کاتالاز استخراج شده  از کبد  گاو  
Sigma-Aldrich     سدیم هیدروژن فسفات هیدروژن فسفات،  دی و  پتاسیم  دی  

پروکسید  هیدروژن  آبه،  تجزیه  ٪ ۳۰دوازده     ، ای خلوص 
مورد استفاده    Merckحجمی و اتانول مطلق از شرکت     ٪ ۲۵گلوتارآلدهید  
ای تهیه  مواد مورد استفاده با درجه خلوص بالای تجزیه   همه قرار گرفت.  

 . تهیه شدند و در دمای آزمایشگاه  دوبار تقطیر  ها با آب  و محلول 

 هایه های کاتالاز و نانوذر توزیع اندازه مولکول   چگونگی اندازه و  
ساخت (  Zetasizerزتا سایزر )   تهیه شده از آن با استفاده از دستگاه 

(  DLS) به روش پراکندگی نور دینامیکی     ( Malvernمالورن )   شرکت 
شد.   شناسی تعیین  ثبت    ها ه نانوذر   ریخت  از  استفاده   تصویرهایبا 

  KYKY-EM3200با دستگاه    ( SEM)میکروسکوپ الکترونی روبشی  
طیف  شد تعیین   نانوذر   فروسرخ .  و  کاتالاز  نمونه  دو  هر    هایبرای 

دستگاه   از  استفاده  با  شرکت    FT-IRآن     PerkinElemrساخت 
طیف شد.  آن، ثبت  نانوذرات  و  طبیعی  آنزیم  به  مربوط   های 

محدوده موجی  در  طول  دستگاه    ۸۰۰ـ    ۲۰۰ی  توسط  نانومتر 
 مدل  Analytikjena  دوپرتوی مرئی  ـ    فرابنفش اسپکتروفتومتر  

Specord 250  .ثبت شدند 

 
 تعیین غلظت محلول ذخیره كاتالاز 

محلول پروتئین کاتالاز طیف نوری مشخصی در ناحیه مرئی دارد  
نانومتر  است. ضریب جذب    ۴۰۵در طول موج    بیشینه که دارای جذب  

متر  بر مولار بر سانتی   ۳/ ۲۴× ۵1۰مولی کاتالاز کبد گاو در این طول موج  
  لامبرت،    ـ  یرقانون بی  [. در اینجا بر اساس 11گزارش شده است ]

نانومتر به عنوان    ۴۰۵از جذب نوری محلول پروتئینی در طول موج  
    .معیاری جهت تعیین غلظت کاتالاز استفاده شده است 

 
 تهیه محلول پراكسید هیدروژن 

  د. ش صورت روزانه تهیه  ها محلول پراکسید هیدروژن به آزمایش   همه   در 
به  تهیه شده  اسپکتروفتومتری در طول  تعیین غلظت محلول  صورت 

  متر بر مولار بر سانتی   ۴۳/ ۶نانومتر و با استفاده از ضریب جذب    ۲۴۰موج  
   . [1۲صورت گرفت ] 

5Desolvation 

6Coacervation 

7 Electrospray drying 

(1)  Unfolding      (2)  Aggregates 

(3)  Enzyme nanoparticle     (4)  Emulsification 

(5)  Desolvation      (6)  Coacervation 

(7)  Electrospray drying 
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 آنزیم كاتالاز   یهاهسنتز نانو ذر

نانوذر تهیه  منظور  روش   هایهبه  از  استفاده  با  کاتالاز  آنزیم 
 میلی گرم بر میلی لیتر،.   1/ ۰  لیتر محلول کاتالاز با غلظت میلی   1  زدایی، حلال 

بشر  یک  ظرف   ۲۵  در  یک  درون  و  شد  ریخته  لیتری    میلی 
  یخ)به منظور نگهداری آنزیم در دمای پایین و جلوگیری   دارای 

آن(   شدن  غیرفعال  همزن از  روی  بر  مگنت   یک  همراه  به   ،
دور در دقیقه    ۲۵۰مغناطیسی قرار داده شد. سرعت چرخش همزن در

میلی لیتر از اتانول به صورت تدریجی و قطره    ۴تنظیم شد. سپس
  شد.   افزوده میکرولیتردر دقیقه( به محلول آنزیمی    ۵۰۰قطره) 

های پروتئینی( در این حالت محلول کم کم کدر و ذرات ریزی )توده 
 میکرولیتر از محلول   11/ ۴زدایی ،  تشکیل شد. پس از این مرحله حلال 

گرم گلوتارآلدهید(  میلی  ۰/1۲وزنی/وزنی )معادل    ٪۸گلوتارآلدهید  
  ساعت در درون یخچال  1۲شد. و به مدت   افزوده  به محلول کلوییدی 

زمان، این مدت  از گذشت  داده شد.  پس  به همراه   قرار  محلول 
  های تشکیل شده در یک لوله سانتریفیوژ ریخته شد. پس از آن رسوب 

)یا توده به منظور جداسازی رسوب های تشکیل شده(، سه دور  ها 
دقیقه    1۰دور به مدت  دور در دقیقه و هر  ۴۰۰۰سانتریفیوژ با قدرت

  ها جدا  و به رسوب تشکیل شده از رسوب 1صورت گرفت. محلول رویی 
میلی مولار    ۵۰لیتر بافر فسفات با غلظتمیلی1در لوله سانتریفیوژ   

های پروتئینی در محیط بافری شد. پخش توده   افزوده   pH  7/ ۰و  
  ترتیب دقیقه توسط دستگاه فراصوت صورت گرفت. به این    1۰به مدت  

  محلول رویی   ، های آنزیم کاتالاز تشکیل شد. طیف جذبی هر دو نانوذره 
نانوذره  منظور   ها و  به  اسپکتروفوتومتر،  دستگاه  از  استفاده    با 

 ها گرفته شد. تعیین غلظت کاتالاز در آن
بررسی تأثیر عامل    در سنتز   درگیر   گوناگون های  به منظور 

نانوذره و به دست آوردن بهترین شرایط بهینه سنتز،    هابر ویژگی 
 گوناگون های  اتانول، غلظت   گوناگون های  آزمایش با استفاده از حجم 

سرعت کاتالاز،  و  سنتز  گلوتارآلدهید  های  زمان  و  چرخش  های 
بافری(    بافر فسفات )محیط  متفاوت در آب مقطر )محیط آب(  و 

 انجام شد. 
 

 تعیین فعالیت كاتالاز 

که هر گونه تغییر در صورت بندی بخش پروتئینی نظر به این 
ها فعالیت آنزیمی به عنوان  بررسی  همهبر فعالیت آنزیم تاثیر دارد در  

یک عامل تعیین کننده ارتباط بین ساختار و عملکرد مورد بررسی 
است.   گرفته  اندازهقرار  اساس  بر  کاتالاز  سرعت فعالیت  گیری 

 
1Supernatant 

 شود. نانومتر تعیین می    ۲۴۰دروژن پروکسید در طول موج  ی هی تجزیه 
مولار میلی  1۰کسید  امیلی لیتر محلول هیدروژن پر1بدین منظور به   

ول کاتالاز یا میکرولیتر محل  1۰۰موجود در کووت اسپکتروفتومتر،  
  کاتالاز( افزوده شد. پس از هم زدن ملایم محلول واکنش   های نانوذره )

   نانومتر   ۲۴۰گیری کاهش جذب در طول موج  کووت، اندازه موجود در  
 جذب  یقه صورت گرفت. شیب منحنی تغییرهای در مدت زمان یک دق

فاصله در  زمان  زمانی بر حسب  واکنش ثانیه  ۲۰تا      ۰ی  اول   ی 
فعا  از  معیاری  عنوان  ]به  گرفته شد  نظر  در  کاتالاز   [.  1۲،  1۳لیت 

برای   میانگین  طور  به  کار  شیب  با  ۵این  میانگین  و  شد  تکرار  ر 
ترهای سینتیکی کاتالاز و  ها تعیین شد. به منظور تعیین پاراممنحنی
   هیدروژن پروکسید   گوناگون های  آن،  همین کار در غلظت   های نانوذره 

گیری فعالیت آنزیمی برای ذکر است جهت اندازه  شایانانجام شد.  
)یا  بهینه  هایهمرحل کاتالاز  محلول   کاتالاز(    هایهنانوذرسازی، 

تا سطح   ۲×    1۰-  7تا سطح   سینتیکی  پارامترهای  تعیین  برای   و 
 مولار رقیق شد.  ۲×  1۰- ۸

 
 و بحث  هاهنتیج
   آنزیم كاتالاز   های سازی شرایط تهیه نانو ذرهبهینه

  های ثیر گذار در سنتز نانوذره های تأ مل ه گفته شد یکی از عا ک   گونه همان 
  مرئی    ـ  طیف جذب فرابنفش   1آنزیم کاتالاز مقدار اتانول مصرفی است. شکل  

در حجم آن  از  شده  تهیه  کاتالاز  نانوذرات  و  کاتالاز    های محلول 
در حجم   گوناگون  که  فسفات میلی   1اتانول  بافر  مولار،   ۵۰لیتر     میلی 

pH    د  شو می   دیده که    گونه دهد. همان اند، را نشان می   حل شده   7۰برابر
طیف    ( طبیعی  جذب    Aکاتالاز  حدود    بیشینه (  را    ۲۸۰در   نانومتر 

آمینواسیدهای آروماتیک    π→π*  های انتقال دهد که مربوط به  نشان می 
  نانومتر   ۴۰۵شده در ناحیه    دیده موجود در ساختار پروتئین بوده و باند جذبی  

[.  ۴1- ۶1باشد ] هِم کاتالاز می   سامانه در     π→π *  های انتقال مربوط به   
نانوذ  به حجم   های ره مقایسه طیف جذبی     های کاتالاز مربوط 

دهد   ( با طیف جذبی کاتالاز، نشان می  D و   Cهای اتانول ) طیف   1۰و    ۶
  بیشینهکه اتانول باعث افزایش شدت جذب پروتئین شده و جذب  

های بلندتر جابه  نانومتر  به سمت طول موج   ۴۰۵و     ۲۸۰در طول موج  
جا شده است. این افزایش جذب به دلیل پراکندگی نور ناشی از تشکیل  

تهیه شده   های ه طیف جذبی مربوط به نانو ذر  بزرگ است. در  های ه ذر 
موج    ۴با حجم   طول  در  پیک  اتانول شدت  لیتر  نانومتر    ۲۸۰میلی 

 شکل کلی طیف حفظ شده است.    ولی افزایش یافته  

(1)  Supernatant 
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  شده   ه ی ته   ی ها ه نانوذر   و ی  ع ی طب   کاتالاز مرئی    – فرابنفش   جذب ی  ها ف ی ط   - 1شکل 

  ، ۴، )ب(  ۰)الف( .  اتانول  از   گوناگون ی ها درحجم با روش حلال زدایی   آن  از 
 اتانول   تر ی ل ی  ل ی م 1۰و )د(    ۶)ج(  

 

 
  یی زدا حلال   باروش   شده   ه ی ته   کاتالاز   های ه نانوذر ی  نسب   ت ی فعال   درصد   – 2شکل 

 اتانول   تر ی ل ی  ل ی م   1۰و    ۶  ، ۴  ؛ ی ها حجم   در 

 
کاتالاز سنتز شده نسبت به   های درصد فعالیت نانوذره،  ۲شکل  

می  نشان  را  طبیعی  همانکاتالاز   د شومی   دیده که    گونهدهد. 
 لیتر گرم بر میلی میلی   ۲/ ۰سنتز شده در حضور گلوتارآلدهید    های ه نانوذر 

تری  ( بیش٪۳/۴۴میلی لیتر اتانول درصد فعالیت نسبی)  ۴با حجم  
 دهد دهند. بنابراین با توجه به طیف جذبی که نشان می از خود نشان می 

بهتر حفظ شده است و هم آنزیم  بودن چنین بیشساختار کلی  تر 
نانوذر  اتانول ه کاتالاز ب   های ه فعالیت نسبی  ،  دست آمده در این مقدار از 

  رسد میلی لیتر اتانول به عنوان حجم بهینه انتخاب شد. به نظر می   ۴حجم  
در   اتانول،  مقدارهایکه  توده   بالای  بزرگ،  تشکیل  اندازه  با  های 

تر  در ساختار سوم پروتئین و کاهش بیش  چشمگیر  هایموجب تغییر
 ت.  در  فعالیت آنزیم شده اس

 
های  در حضور غلظت  کاتالاز  یهاهنانوذر ی  نسب  تیفعال  درصد  -  3شکل  
لیتر   ۰/ 1۶)د(    و  12/۰)ج(    ،  ۰2/۰ )ب(  ،۰)الف( میلی  بر  گرم    میلی 

 د یگلوتارآلده
 

 
  چرخش ی  ها سرعت   در   کاتالاز   های ه نانوذر ی  نسب   ت ی فعال   درصد   -   ۴شکل  
 دقیقه بر  دور    ۷۵۰)د(   و   ۵۰۰)ج(    ، 2۵۰)ب(    ، ۰)الف( 

 
مقد  اثر  نانوذره بررسی  سنتز  بر  گلوتارآلدهید  نشان    های ار  کاتالاز، 

غلظت    دهد می  با  گلوتارآلدهید  حضور  در  بر    1۲که  گرم  میلی 
  % ۶/۵۶ترین فعالیت نسبی برابر با  کاتالاز بیش  هایلیتر، نانوذرمیلی

می را از خود   )شکل  نشان  آلدهید  (.  ۳دهند  گلوتارآلدهید یک 
برقراری  بوده    8H2O5C  با فرمول شیمیایی   عاملی دو   به منظور  که 

از    پس  هاهبنابراین پایدار شدن ذر  و  هاهمیان نانوذر  اتصال عرضی 
 شود.می افزوده سامانهزدایی به فرآیند حلال

  سرعت چرخش محلول حاوی پروتئین یک عامل تاثیر گذار دیگر 
  ،دور در دقیقه  ۲۵۰چرخش  در سرعت  باشد.  می   هاهبر اندازه نانو ذر

ب  نسبی  فعالیت  ) ه درصد  آمده  بیش %   ۵۶/ ۶دست   باشد  می   تر ( 
 (. ۴)شکل  
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   ،   12)الف(    های زمان   در   کاتالاز   های ه نانوذر ی  نسب   ت ی فعال   درصد   - ۵شکل 
 . ساعت   3۶)ج(    و   2۴)ب(  

 
زمان لازم برای تکمیل فرآیند سنتز نانوذره کاتالاز عامل  مدت  

  های نتیجه موثر دیگری است که در این پروژه مورد بررسی قرار گرفت.  
ساعت   ۲۴تا    1۲دهند که در فاصله زمانی   دست آمده نشان میهب

  های هشود و فعالیت نسبی نانوذرواکنش تشکیل نانو ذره کامل می
 . کندله زمانی تغییر نمیدر این فاص دست آمدهبه

میلی    1/ ۰دست آمده در محیط آب ) ه کار بردن تمام شرایط بهینه ب ه با ب 
لیتر گلوتارآلدهید،  گرم بر میلی میلی   ۰/ 1۲میلی لیتر اتانول،   ۴گرم کاتالاز،  

ساعت( ، همه   1۲دت زمان سنتز دور در دقیقه و م  ۲۵۰سرعت چرخش 
( انجام شد.  pH  7/ ۰مولار ) میلی   ۵۰سنتز در محیط بافر فسفات    های ه حل مر 

 دهد که در این شرایط فعالیت نسبی  دست آمده  نشان می ه ب های  نتیجه 
باشد و مدت زمان  (  بیشتر از محیط آبی می ٪ 7۰/ 7سنتز شده )   های ه نانو ذر 

  ساعت بوده   1۲تر از  لازم برای کامل شدن سنتز نانوذره در محیط بافری  کم 
 (.  ۶کافی است )شکل    ها ه ساعت برای تشکیل نانوذر   ۲و فاصله زمانی  

 

          DLS از با استفاده  هاهتعیین اندازه نانوذر

ذر  تعداد  درصد  کاتالاز   ها ه نمودار  محلول  برای  شعاع   برحسب 
د برای شو که ملاحظه می   گونه نشان داده شده است. همان   7در شکل 
بین  کاتالاز   ذرات  شعاع  محدوده  و    ۳/ ۲- 7/ ۸طبیعی،  بوده  نانومتر 

 باشند.نانومتر می   ۴/ ۴دارای متوسط شعاع  ها هترین درصد تعداد ذر بیش 
ها برحسب شعاع برای محلول  ه نمودار  درصد تعداد ذر    ۸شکل  

که    گونه دهد. همان سنتز شده در محیط آبی را نشان می   های نانوذره 
نانومتر    ۴۵/ ۵دارای متوسط شعاع   ها ه عداد ذر درصد ت   9۸/ ۲شود  دیده می 

 باشند. نانومتر می   ۲۸۸/ ۰دارای متوسط شعاع    ها ه درصد ذر   1/ ۶و  
برحسب شعاع را برای محلول   هاهنمودار درصد تعداد ذر  9شکل  

   گونه دهد. همان سنتز شده در محیط بافرفسفات، نشان می   های نانوذره 

 
محیط    )الف(   در   شده   ه ی ته   کاتالاز   های ه نانوذر ی  نسب   ت ی فعال   درصد    - ۶شکل 

 . محیط آب   )ب( (،  pH  =   ۷میلی مولار )   ۵۰بافرفسفات  

 

    
 

  شعاع   اندازه   حسب   بر ی  ع ی طب   کاتالاز   های ه ذر   تعداد   درصد   نمودار   - ۷شکل 
 ها. ه ذر 

 

      
 

  طی مح در شده سنتز کاتالاز هایهنانوذر تعداد درصد نمودار -8شکل
ها.هذر شعاع اندازه حسب بری آب  
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کاتالاز سنتز شده در محیط   هایهنمودار درصد تعداد  نانو ذر   ـ  9شکل  
 های.هبافر فسفات بر حسب اندازه شعاع ذر 

 
 دارای متوسط شعاع   هایدرصد تعداد ذره  ۰/1۰۰شود  دیده میکه  

 باشند. نانومتر می ۸/۵۳
های کاتالاز و کاتالاز  نانوذره    DLSمقایسه میان نمودارهای 

زدایی شده  های  کاتالاز حلال دهند که مولکول طبیعی نشان می 
طور   شده به  کنترل  و  شده ای،  مناسب  توده   اند انباشته  های  و  

را   نانومتری  اندازه  داده آنزیمی  نانوذره تشکیل  بین  از    های  اند.  
تهیه شده در محیط بافر فسفات به دلیل   های ه سنتز شده، نانو ذر 

بیش  آنزیمی  فعالیت  نانوذر داشتن  اندازه  پراکندگی  و    های ه تر 
آنالیزهای کوچک  برای  سایر     FTIRو     SEMتر  همچنین  و 
 های دیگر انتخاب شد.  بررسی 

 
 كاتالاز  هایهنانوذر  SEMآنالیز 

با استفاده از    کاتالاز  هایهریخت شناسی کاتالاز طبیعی و نانوذر
   11و    1۰های  تعیین شد، که به ترتیب در شکل   SEM  ی ر فناو 

دارای شکل   هایشود ذرهدیده میاند. همان طور که  نشان داده شده 
دانه و  نانوذرکروی  تعداد  تراکم  و  بوده  به   هایهای  نسبت  کاتالاز 

کاتالاز  مولکول  آنزیم  چشمگیریهای  طور  میبیش  به    باشد.تر 
ذر قطر  اندازه  روش  این  از  استفاده  نانومتر    ۳۲-۶۸  بازهدر    هاهبا 

  های هتر از میانگین اندازه ذرکم  چشمگیریدست آمده که به طور  هب
 DLSکه آنالیز می باشد. با توجه به این  DLSگزارش شده از روش 

  های میکروسکوپی دهد و روش ها در محلول را نشان می ه میانگین اندازه ذر 
دهند، این تفاوت اندازه گزارش شده  خشک را نشان می  هایهاندازه ذر

       باشد.  دور از انتظار نمی 

 
 طبیعی   کاتالاز   به   مربوط   SEM  ر ی تصو    - 1۰شکل 

 

 
 . کاتالاز   ی ها ه نانوذر   به   مربوط   SEMر ی تصو    - 11شکل 

 

 كاتالاز  هایهنانوذر FT-IRآنالیز طیف  

 Cm   ۴۰۰۰-1فرکانسی    بازهدر    IR-FT( طیف های  1۲شکل )
دهد. کاتالاز را نشان می هایهکاتالاز طبیعی و نانوذر Cm ۴۰۰-1تا 

پیک  د  شومی  دیدهکه    گونههمان طیف  دو  هر   شده    دیده در 
حدود   ناحیه  باند   Cm۳۴۰۰-1در  کششی  ارتعاش  به   مربوط 

H-O حدود باند  کششیCm 1۶۳7-1و  ارتعاش  از  ناشی   ،C=O   

آمیدی  نشانه  ناحیه  ناحیه   Cm  ۶1۴۵-1فرکانس،    Ιی  به  مربوط 
ناحیه نشانه  Cm 1۰9۴-1 و پیک ضعیف در فرکانس  IIآمیدی   ی 
 . است IIIآمیدی 

ناحیه حدود  دیدن به گروه هِم در    Cm ۵۳۰-1پیک در  مربوط 
نانوذرات کاتالاز ،شدت و   FT-IR  در طیف.باشدساختار پروتئین می

بدون تغییر باقی مانده است. شدت  Ιموقعیت پیک در ناحیه آمیدی  
کاهش پیدا کرده در حالی که شدت   IIپیک مربوط به ناحیه آمیدی  

چنین جابجایی افزایش پیدا کرده است. هم III پیک در ناحیه آمیدی
 ها(. این تغییر1)جدول    شوددیده مینیز   IIIباندها در ناحیه آمیدی  

پروتئین به دلیل واکنش حلال  نشان دهنده تغییر در ساختار دوم 
 آنزیمی است.   هایهزدایی و تشکیل نانوذر
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 کاتالاز طبیعی و نانوذره کاتالاز   فروسرخ ف  دست آمده از طی ه موج شاخص ب   عددهای   –   1جدول  

)cm-1( اعداد موج شاخص کاتالاز طبیعی  )cm-1( گروه عاملی مربوط   اعداد موج شاخص نانو ذره کاتالاز 

۳۴۳7 ۳۴۳7 O-H ارتعاش کششی باند    

1۶۳7 1۶۳7 I   ناحیه آمیدی  
1۴۵۶ 1۴۵9 II ناحیه آمیدی    

1۰9۴ 1۰79 III ناحیه آمیدی    

 گروه هِم در ساختار پروتئین  ۵۲7 ۵۳۸

 

 
 طیف مادون قرمز کاتالاز طبیعی و نانوذره کاتالاز   - 12شکل  

 
 تعیین پارامترهای سینتیکی نانوذرات كاتالاز 

تشکیل    منظور به  اثر  آنزیمی،    نانوذرهتعیین  سینتیک  بر  کاتالاز 
یری شد. فعالیت آنزیم  گ اندازه فعالیت آنزیم طبیعی و نانو ذره آنزیمی  

تبدیل   آنزیم است که  از   را  میکرومول سوبسترا    1در واقع مقداری 
کاتالیز   دقیقه  اولیه ی م در یک  افزایش  سرعت  منظور  این  به  کند. 

عنوان  به  پروکسید  هیدروژن  غلظت  افزایش  مقابل  در  واکنش 
سوبسترای آنزیم مورد بررسی قرار گرفت. رابطه میکائیلیس و منتن  

بیان می  را  و غلظت سوبسترا  واکنش  اولیه  بین سرعت  کند ارتباط 
 .(( 1)معادله )

می  رابطه  این  پارامترهای سینتیکی  طبق  برای    maxVو    mKتوان  را 
  منتن را    ـا به دست آورد. معادله میکائیلیس  کاتالاز طبیعی و نانوذره آنزیمی ر 

نمودار  ی م  تهیه  برای  که  نمود  تبدیل  معادلاتی  به  جبری  نظر  از  توان 
شند.  با یدتر می مف اطلاعات تجربی و به دست آوردن پارامترهای سینتیکی  

معادله    سوی هر دو    روان کردن ساده با    طور به معمول،    های یکی از این تغییر 
می منتن     ـمیکائیلیس   دست  لینویور    آید به  معادله  عنوان  به     برک    ـکه 
پارامترهای سینتیکی    ۲[. جدول  17( ] 1۴(، شکل  ۲شود )معادله ) شناخته می 

دیده  که    گونه دهد. همان برک را نشان می    ـ  محاسبه شده از معادله لینویور 
  نماید تغییر نمی   maxV  در اثر تشکیل نانوذره کاتالاز پارامتر سینتیکی   شود می 

یابد. به عبارت دیگر تغییر صورت بندی پروتئین  افزایش می   mKدر حالی که  
سوبسترا   و  آنزیم  تمایل  که  است  طریقی  به  ذره  نانو  تشکیل  دلیل   به 

 همراه شده است.    mKبه یکدیگر را کاهش داده و با افزایش مقدار  
 

𝑣 =
𝑣𝑚𝑎𝑥 × [𝐻2𝑂2]

𝐾𝑚 + [𝐻2𝑂2]
                                                    (1) 

 

1

𝑣
=

1

𝑣𝑚𝑎𝑥
+

𝐾𝑚

𝑣𝑚𝑎𝑥
×

1

[𝐻2𝑂2]
                                     (2) 

 
 پایداری نانوذرات كاتالاز 

از آنجا که پایداری یک عامل تعیین کننده برای کاربرد مناسب 
این   ها ه نانوذر در  نانوذر است،  فیزیکی  پایداری   کاتالاز   های ه جا 

ساعت   7۲نشان داد که در بعد از    هاه یج گرفت. نت مورد بررسی قرار  
دمای  در  ها  نمونه  فعالیت    سلسیوسدرجه    ۴  نگهداری   کاهش 
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 )ب(   کاتالاز   نانوذره   و   )الف(   ی ع ی کاتالازطب    maxV  و     mKی  ها ثابت   ن یی تع ی  برا   برک - ور ی نو ی ل   معکوس   نمودار   - 1۴شکل 

 

 . کاتالاز   ها ه نانوذر   و ی  ع ی طب   کاتالاز   به   مربوط ی  ک ی نت ی س ی  پارامترها   - 2  جدول 

Km (mM) Vmax (µmol/min) نمونه 

 کاتالاز طبیعی  9۰/9 ۸1/۲

 کاتالاز  ها هنانوذر 9۰/9 171/۸

 
 هایه تر از کاهش فعالیت نانوذر کاتالاز طبیعی با زمان بسیار بیش 

نانوذر درصد فعالیت   ۸۰  های ه کاتالاز است. در این فاصله زمانی 
درصد از فعالیت    ۴۵د را حفظ نمودند در صورتی که فقط  اولیه خو 

 کاتالاز طبیعی حفظ شده بود.

 
 نتیجه گیری  

کار   این  روش   هایهنانوذر  پژوهشیدر  از  استفاده  با  کاتالاز 
شدند حلال تهیه  آنالیز  .  زدایی  که    SEMنتیجه  بود  این  شاهد 

های  هزدایی شده در شرایط بهینه، نانوذرکاتالاز حلالهای  مولکول 
آمده دست  دانه  به  و  کروی  شکل  تعداد دارای  تراکم  و  بوده  ای 

  های آنزیم کاتالاز به طور چشمگیری های کاتالاز نسبت به مولکول نانوذره 
 باشد. تر میبیش

آنالیز   اساس  شعاع  DLSبر  نانومتر    ۸/۵۳نانوذرات    متوسط 
فسفات    .باشندمی بافر  محیط  در  بهینه  شرایط  بردن  کار  به   با 
۵۰    ( مولار  تا    7pH/ ۰میلی  ماند.    7۰%/ 7(  باقی  آنزیمی  فعالیت 

 های اسپکتروسکوپی با روش   ها ه ساختاری این نانوذر   های بررسی تغییر 
نتیجـ    فرابنفش  و  فروسرخ شد.  انجام    FT-IR هایهمرئی 

واکنش حلال دلیل  به  پروتئین  دوم  ساختار  که  دادند  زدایی  نشان 
از بررسی پارامترهای    های به دست آمده نتیجهتغییر پیدا کرده است.  

که   داد  نشان  نیز  پارامتر  سینتیکی  کاتالاز  نانوذره  تشکیل  اثر  در 
می  maxvسینتیکی   تغییر  وبدون  آنزیم   mKپارامتر    ماند  به  نسبت 

بیانگر تمایل کم  طبیعی افزایش می نانوذریابد. که   آنزیم    هایهتر 
می ب  آنزیمی  سوبسترای  با  برهمکنش   پایداری   بررسی   باشد. ه 

ساعت    7۲نشان داد که بعد از    هاینتیجهفیزیکی نانوذرات کاتالاز  
  نانوذره کاتالاز    ، سلسیوس درجه    ۴ها در دمای  نگهداری نمونه 

  دهد در صورتی که کاتالازدرصد از فعالیت خود را از دست می   ۲۰  تنها 
دهد درصد از فعالیت خود را از دست می  ۵۵طبیعی در همان شرایط  

های که دلالت دارد بر این که نانوذرات کاتالاز پایدارتر از مولکول
نانوذر بنابراین  هستند.  زیادی    هایهکاتالاز  بالقوه  توان   کاتالاز 

آ تولید  کاربردهای  نزیم در  برای  پایدار  اگرچه  دارند  گوناگون های   .
یند  اپروتئینی بویژه در فر هایهامروزه توجه زیادی برای تهیه نانوذر

تر مورد توجه  آنزیمی کم  هایل دارو شده است، اما تهیه نانوذرهانتقا
از این مطالعه می تواند برای   های به دست آمدهنتیجهبوده است.  

  نوری و یا الکتروشیمیایی حساس   حسگرهای زیستی طراحی  
 پروکسید مورد استفاده قرار گیرد. هیدروژن به 
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