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 کیدهچ

 ترگسترده استفاده برای هاآنزیم فعالیت افزایش و یسازپایدار جدید هایراهبرد بر پژوهشگران امروزه

 از محافظت و تثبیت برای یکپارچه پلتفرم یکدر این پژوهش از ند. هست تمرکزم مختلف صنایع در آنها

 ،دارند ایگسترده صنعتی کاربردهای هالیپازاگرچه . استفاده شده است صنعتی هایمحیط در هاپروتئین

 یتمحدود بامحیطی  سخت شرایط در کم پایداری دلیل به اغلب صنعتی هایفرایند در آنها از استفاده

آنزیم و  تثبیتشامل  دومنظوره راهبردپایدارسازی آنزیم از یک  حاضر جهت مطالعهدر . شودمی مواجه

تثبیت آن ، زیم لیپاز نوترکیبو تخلیص آنپس از بیان . ارگانوسیلیکا استفاده شدلایه محافظ استفاده از 

پیرامون آنزیم گذاری در مرحله بعد، از نانولایه ارگانوسیلیکا برای لایه وشد انجام  لیکاینانوذره س برروی

های میزان تاثیر آن بر پایدارسازی آنزیم در مقابله با استرسسازی و بهینه محافظلایه  ضخامتشد.  استفاده

 مختلف عوامل برابر در آزاد آنزیم به نسبت توجهیقابل پایداری شدهگذاری لایه آنزیممطالعه شد. محیطی 

 در را هینهب فعالیت تثبیت شده هاینمونه این، بر علاوه. داد نشان شیمیایی عوامل و ییدما نوسانات مانند

 لایه. کندمی تأکید رویکرد این کارایی و پذیریتطبیق بر که ،دادند نشان ایگسترده دمایی محدوده

 افزایش اوره و SDS با شدهدناتوره هایپروتئین مجدد خوردگیتا بازدهچشمگیری  طوربه ارگانوسیلیکا

 تواندمی حاضر فرمپلت داد نشان مطالعههای این یافته. باشدمی کاربرد چندگانه این روش ، که نشانگرداد

 متنوع هایچالش برابر در صنعتیهای آنزیم پایداری و کارایی افزایش برای امیدوارکننده یرویکرد

  .باشد محیطی

 

 سیلیکا پروتئین، پایدارسازی محافظ، تثبیت، لایه لیپاز، :واژگان کلید
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 مقدمه-1

سته لیپازها شمند از د صنعتی  هایآنزیمای پرکاربرد و ارز

 یپیدهال در اسددتری پیوندهای هیدرولیز یتقابل باشددد کهمی

ند را  ها می ودار نایع مختلف هم وناز آن  توان در صددد

سازی، غذایی، مواد فراوری شویند دارو  تولید و هصنعت 

ستفاده کرد های طبیعیسوخت شتر حال،این با .[2،1] ا  بی

و یا در  ،دما و pH عی ازیطیف وسدر طبیعی هایاین آنزیم

 .شوندمی فعالغیر هاسورفکتانت و آلی هایحلال حضور

می آنزی واکنشانجام  از پس هاآنزیم بازیابی این، بر علاوه

 مسددتلزم محصددول آلودگی از جلوگیری و اسددت دشددوار

 این. اسددت بالایی سددازیخالص و جداسددازی هایهزینه

جاد محدودیت برای دلایل یت باعث ای عال  ترگسدددترده ف

 . [4،3] شده است صنعتی هایفرایند در هاآنزیم

 و هاچالش این با مقابله براییکی از راهکارهای معمول 

 ،صدددنعتی هایمحیط در لیپازها توانایی اسدددتفاده افزایش

 تثبیت آنزیم. باشدددمی تثبیت آنزیم هایتکنیک اسددتفاده از

باعث  که اسددت جامد بسددترهای به هاآنزیم اتصددال شددامل

های شدددیمیایی اکنشوآنها در  کارایی و پایداری افزایش

 هایراهبرد پژوهشددگران ،ی گذشددتههاسددال یط. شددودمی

 کدام ره که اندداده توسعهرا  تثبیت آنزیم جمله مختلفی از

 ارائهبرای هدفی خاص  را مشخصییت مزو  کاربرد آنها از

 . [5،6] دهندمی

های اتصدددال آنزیم به بسدددتر جامد از پرکاربردترین روش

ای را برای شدددرایط فوق العاده که باشددددتثبیت آنزیم می

صنعتی از نظر پایداری، حفظ و  کاربردهای آزمایشگاهی و

. این روش آنزیم کندبازیافت مواد بیوکاتالیسددتی فراهم می

 ودخ طبیعی ساختار و کاتالیزی فعالیت سازد تارا قادر می

ند حفظ نامطلوب شدددرایط در را یای دیگر این . کن از مزا

سازی سهولت به توانروش می  در مقاومت افزایش و جدا

 . [7،8] اشاره کرد و شیمیایی های فیزیکیاسترس برابر

                                                           
1 polysiloxanes 

ستر جامد برای تثبیت آنز عنوانبهاز نانوذرات مختلفی  یم ب

ست که  شان داده ا ست. اما مطالعات قبلی ن شده ا ستفاده  ا

سطحی، پذیری گروهدلیل واکنشبه کایلیس سیلانول  های 

ضدددباکتریایی بالا و اص وخو  مقاومت شددیمیایی، حرارتی

یت آنزیم عدم تورم ها برای تثب ها یکی از بهترین بسدددتر

 به دیگر نانوذرات سدددیلیکا می توان مزایایباشدددد. از می

 و سددطو ویژه بالا و ترکیب ثابت آن دلیلبهکارامد اتصددال 

 اشددداره کرد های آلیحلالهم نین مقاومت زیاد در برابر 

[9] . 

های تثبیت و حفاظتی روشهای گذشددته در سددالاگرچه 

ما بسددیاری از ا، شددده اسددتها گزارش آنزیممختلفی برای 

یتها روشاین  حدود نددارای م باشددد . اخیراً هایی می 

Correro  شدددیمیایی برای تثبیت و  راهبردو همکاران یک

اند که در آن ابتدا هکردگزارش ها محافظت کامل از آنزیم

سطآنزیم  صل  تو سیلیکا مت سی به نانوذرات  پیوند کوالان

سپس شودمی سیلیکا  ،و  ا اف آن ررنرم اطیک لایه ارگانو

بررسددی بیشددتر خواص نانومکانیکی . [10] کنداحاطه می

سکوپ نیروی اتمی سیلیکا با میکرو ، (AFM) لایه ارگانو 

نرم شددددن این لایه محافظ پس از داده اسدددت که نشدددان 

. افتداتفاق مینگهداری در دمای اتاق به مدت چند ساعت 

سط پیوندهای هیدروژنی تثبیت اولیه  سیلیکا تو لایه ارگانو

و فعددل و انفعددالات یونی بین سدددطو پروتئین و پلی 

سان شده در طی واکنش تراکمی 1هایسیلوک  کوتاه تولید 

باعث تولید لایه ارگانوسددیلکا این موضددوع  باشددد، کهمی

سی می صال کووالان سیلیکا با ات سنتز این لایه ارگانو شود. 

ل تشدددکی بهای کوتاه با یکدیگر هسدددیلوکسددداناین پلی

شد سبت داده  سان ن سیلوک  که منجر به افزایش ،پیوندهای 

 زاشددود. این لایه نرم پایداری مکانیکی این لایه محافظ می

عه بل مجمو قا ناتورهای از تنشآنزیم در م نده های د کن

ستی خود را حفظ کند تا کندمحافظت می  فعالیت بیوکاتالی

برای فعالیت آنزیم حال، ضدددخامت این لایه با این . [11]
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سیار مهم است ط ها توسپوشش کامل آنزیم طوری کهبه .ب

 شددود وباعث کاهش فعالیت آنزیم می کاسددیلیارگانو لایه 

سترا سوب شار در های کوچک اجازه میتنها به  دهد تا با انت

اظت حف برایدر نتیجه لایه به جایگاه فعال آنزیم برسددند. 

باید بشدت  ضخامت این لایه محافظ های مختلفآنزیم از

 کنترل شود.

در مطالعات دیگر نشددان داده شددد با اسددتفاده از این لایه 

حافظ می با کنترلم ک آنزیم، نانومحیط پیرامون توان   انام

صیت صا سترا پذیریانتخاب و اخت  .کرد لنیز کنتر را سوب

در این روش علاوه بر افزایش پایداری آنزیم  طوری کهبه

صیت و انتخابدر مقابل تنش صا  پذیریهای محیطی، اخت

 . [12] سوبسترا برای آنزیم افزایش پیدا کرد

رامون پی کنترل محیط و از تثبیت آنزیم ،حاضدددر مطالعه در

سیلیکاآنزیم  سط نانولایه نرم ارگانو  راهبرد یک عنوانبه تو

سدددتفاده ا آنزیم لیپاز پایداری و فعالیت بهبود برای ترکیبی

 عنوانهب سددیلیکا نانوذرات روی بر آنزیم لیپاز تثبیت. شددد

 یعنی بعدی مراحل برای را مناسددبی شددرایط جامد، بسددتر

 راهمف محافظ لایه عنوانبه ارگانوسددیلیکا اسددتفاده از لایه

ین لایه ا افزودنلیکا یلایه ارگانوسدد ویژگی به توجه با. کرد

پاز آنزیم لی کارایی و باعث افزایش پایدارینه تنها محافظ 

سه با این نمونه بلکهشود، میشده تثبیت  آنزیم ها در مقای

از خود ی کاتالیتیکبدون لایه افزایش فعالیت  تثبیت شدددده

لایدده  متمددایز مزایددای این، بر علاوه. دهندددنشددددان می

کا یتروش ترکیبی  عنوانبه ارگانوسدددیلی نده تثب  مآنزی کن

  .شد بررسی

  هامواد و روش-2

 مواد 2-1

ترا تیددل ت یکددات ا ل ی توسددد -TEOS,، (3) ≤%99(  2ار

سی تری(آمینوپروپیل -APTES,، 3) ≤%98 (3سیلان اتوک

 ،(درصد 95) 4سوسیانات پروپیلی-(سیلیل اتوکسی تری)

                                                           
2 Tetraethyl orthosilicate 
3  (3-aminopropyl) triethoxysilane 
4 3-(triethoxysilyl)-propylisocyanate 

یس لرایددد تر ک یوم ،(Tris-HCl, ≥98%) هیدددرو ن مو  آ

 گرید) اتانول ،(درصددد ACS، 28-30 گرید) هیدروکسددید

ACS، 2 ،(خشک-(morpholino-N )اسید سولفونیک اتان 

 آمونیوم کربندداتبی و( MES ,≤99.0%)  5مونوهیدددرات

یداری Sigma- Aldrich از( ≤%98) یل دی. شدددد خر  مت

 سددنجش کیت و( درصددد 99.9 ،خشددک ،DMF) فرمامید

یداری Thermo Fisher Scientific از BCA پروتئین  خر

 Merck از( pNPB ,<%98) 6بوتیرات نیتروفنیل-4 شدددد.

 .شد خریداری

 سیلیکا نانوذرات سنتز 2-2

ستوبر نانوذرات بر شین و روش ا ساس مطالعات پی  ولیدت ا

 در اسددتفاده از قبل هاحلال و شددیمیایی مواد .[13] شدددند

 آبی حمام در ساعت 1 مدت به گرادسانتی درجه 20 دمای

 28-30) هیدروکسددید آمونیوم لیترمیلی 40. شدددند نهمگ

صد سک یک در اتانول لیترمیلی 345 و( در  با لیتری 1 فلا

 TEOS لیترمیلی 15. شدند مخلوطدور بر دقیقه  600 دور

 شدددرایط همان در سددداعت 20 مدت به محلول و اضدددافه

سیون. شد زدههم دور بر  3220 در حاصل شیری سوسپان

سوب و سانتریفیوژ دقیقه 10 مدت بهدقیقه   نگر سفید ر

 و ولاتان با بار یک فرایند این. شد حل اتانول در بار دیگر

سیلیکا گرم 4 و شد تکرار آب با بار سه  دمای در نانوذره 

 .شد ذخیره گرادسانتی درجه 4

 لیپاز آنزیم تخلیص و بیان 2-3

 بدداکددتددری از لددیددپدداز آنددزیددم از در ایددن مددطددالددعدده،

(WP_034624255.1) Bacillus نوانبدده یم ع نز مدددل  آ

 یانیب نوترکیب پلاسددمید حاوی هایباکتری .شددد اسددتفاده

pET-45b(+) کشددددت محیط لیتریمیل 5 به LB حاوی 

 ماید در و تلقیولیتر میکرو گرم بر میلی 100ن سددیلیآمپی

 شبانه صورتهب مطلوب هوادهی با و گرادسانتی درجه 37

 200 به را یافته رشد باکتری لیترمیلی 2 ،سپس. شد انکوبه

5 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid monohydrate 
6 4-Nitrophenylbutyrate 
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 100 سدددیلینآمپی حدداوی LB کشددددتمحیط لیترمیلی

قاللیتر میکروگرم بر میلی  به 600OD افزایش تا و داده انت

 از پس. شددد انکوبه ،گرادسددانتی درجه 37 در 6/0 حدود

 ،مولاریلیم 1 نهایی غلظت با IPTG افزودن با مرحله این

شت محیط  و شد انکوبه گرادسانتی درجه 30 دمای در ک

 باکتری حاوی کشددت محیط سدداعت، 5 گذشددت از پس

شته ستفاده بعدی مراحل انجام برای و شد بردا  رایب .شد ا

 ستفادها با تمایلی کروماتوگرافی لیپاز، آنزیم سازیخالص

ستفاده سفارز نیکل ستون از  نزیمآ غلظت نهایت در. شد ا

 دسدددتگاه از اسدددتفاده با BCA روش طبق شدددده تخلیص

 از اسددتفاده با و نانومتر 562 موج طول در اسددپکتروفتومتر

 .شد تعیین استاندارد عنوانبه گاوی سرم آلبومین

 آنزیم تثبیت 2-4

 10 تر،یلیلیبر م گرمیلیم 2NH-SNP (2/3 ونیسددوسددپانسدد

 قهیدق 40به مدت  دیگلوتارآلدئ تریکرولیم 40( با تریلیلیم

سانت 20 یدر دما صول  گرادیدرجه  شد. مح واکنش داده 

عت واکنش مدت  rpm 4000 با سدددر به   قهیدق 5و 

شسته شد و  Milli-Qبار با آب  3 ،سپس ،شد وژیفیسانتر

بافر  بار دیگر  مولاریلیم 5/1 مولار،یلیم MES (10در 

2MgCl .ونیسوسپانس در مرحله بعد( معلق شد SNPیها 

( تریلیلیگرم در میلیم 2/3)  دیاصددلاش شددده با گلوتارآلدئ

 پازیسدداعت با ل 1به مدت گراد یدرجه سددانت 20 یدر دما

 یهامیواکنش داد. آنز تحت هم زدن مدوام، انتخاب شددده

دور بر  4000 با سددرعت وژیفیسددانترتوسددط  شددده تیتثب

 مایع روییشددددند.  یآورجمع قهیدق 5و به مدت دقیقه 

 با اسدددتفاده از تسدددت میآنز تثبیتعملکرد  یابیارز یبرا

BCA ،شد سوب. ارزیابی   10) ومیآمونکربناتیدر بافر ب ر

 .دش حل بار دیگر( 2MgClمولار یلیم 5/1 مولار،یلیم

 سیلیکا ارگانو گذاریلایه 2-5

( با تریکرولیم 900شددده ) تیتثب یمیآنز ونیسددوسددپانسدد
7TEOS (2 ماتریکرولیم جه  10 ی( واکنش داده و در د در

                                                           
7 Tetraethyl orthosilicate 
8 (3-aminopropyl) triethoxysilane 

 قهیدور در دق 400زدن ساعت با هم1گراد به مدت یسانت

شد ضافه  (تریکرولیم 8/0 ) 8APTESپس از آن،  .انکوبه  ا

شرا گرید قهیدق 90شد و واکنش به مدت   مشابه طیتحت 

با  یآورجمعها بار نمونهیک قهیدق 30هر  ادامه یافت. و 

ساعت  12شسته شد و به مدت  MESمولار یلیم 10بافر 

 شد. نگهداریگراد یدرجه سانت 20 یدر دما

 9روبشی الکترونی میکروسکوپ 2-6

 و تهیه با لایهو  بدون لایه نانوذرات سدددیلیکا هایمحلول

سترهای روی  دمای در هانمونه. شدند پخش سیلیکونی ب

 مدت به سپس، و شدند خشک جوی شرایط تحت و اتاق

یه 15 ند داده پوشدددش طلا با آمپرمیلی 20 در ثان . شدددد

یه الکترونی هایمیکروگراف فاده با ثانو لت از اسدددت  حا

InLens بزرگنمایی با ولت کیلو 10 دهنده شتاب ولتاژ باX  

 هایمیکروگراف روی بر ذرات اندازه. آمد دستبه 150000

 گیریاندازه ImageJ افزارنرم از اسددتفاده با آمده دسددتبه

 .شد انجام نمونه هر برای گیریاندازه 100 حداقل. شد

 آنزیمی فعالیت گیریاندازه 2-7

با  یبه روش اسدددپکتروفتومتر یپازیل -اسدددترازی تیفعال

فاده از   عنوانبه p-nitrophenyl butyrate (p-NPB)اسدددت

 واکنشبرای شددد.  یریگنانومتر اندازه 410سددوبسددترا در 

گرم( یلیم 3/0) تثبیت شددده پازیل یمخلوط حاوآنزیمی از 

فر دردر  p-NPBمولار یلیم 1و   Tris-HCl (50 بددا

   .[14] دشواستفاده می( pH 5/8 مولار،میلی

 جش دمای بهینه فعالیت آنزیمنس 2-8

 30 مدت به( pH 5/8 مولار، میلی 50) Tris-HCl بافر

 گرادسدددانتی درجه 70 تا 15 از متفاوت دماهای در دقیقه

 و های آنزیمی مورد مطالعهنمونه آن، از پس. شدددد انکوبه

سترا ضافه واکنش بافر به سوب  در زیمآن فعالیت و شدند ا

 شددرایط تحت گرادسددانتی درجه 15-70 مختلف دماهای

 .شد گیریاندازه بهینه

9 Scanning Electron Microscope 
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 پرکاربرد صنعت دمای در آنزیم پایداری 2-9

 در های تثبیت شدددده و آنزیم آزادمیکرولیتر از نمونه 400

سددرعت  با دقیقه 60 مدت به گرادسددانتی درجه 50 دمای

 20 مقادیر دقیقه، 10 هر. شددد انکوبه دقیقه در 650 شددیکر

شدهباز نمونه آنزیمی انکو میکرولیتر -p میکرولیتر 20 با ه 

NPB (2 مولارمیلی )بافر در Tris-HCl (50 مولار،میلی 

5/8 pH )هیدرولیتیک فعالیت نظر از ،سپس و شد مخلوط 

 بالا در که روشدددی طبق گرادسدددانتی درجه 30 دمای در

 .شدند ارزیابی شد، داده توضیو

 حضور مواد شیمیایی در آنزیم پایداری 2-10

 6 اوره و SDS درصدددد 1 با های تثبیت شددددهنمونهابتدا 

قه 20 مدت به مولار حت دقی  در 650 دور با زدن هم ت

 مخلوط این از میکرولیتر 20 ،سدددپس. شدددد مخلوط دقیقه

 بافر در( مولارمیلی 2) p-NPB میکرولیتر 20 با و استخراج

Tris-HCl (50 مولار،میلی pH 5/8 معادل )شدددد مخلوط .

 گرادسدددانتی درجه 30 در هیدرولیتیک فعالیت آن، از پس

 .شد ارزیابی

 تاخوردگی مجدد 2-11

 مولار دناتوره 6و اوره  SDS درصد 1 در ابتدا با آنزیم آزاد

 1 آنزیم آزادتاخوردگی مجدددر مرحله بعد برای شددددند. 

 Tris-HCl (50 بددافر لیترمیلی 100 بددا از آن لیترلیمی

عادل pH مولار،میلی یالیز( 8 م یالیز بافر. شدددد د  دو هر د

 اوره و SDS کامل حذف از اطمینان برای( بار سه) ساعت

 صورت شبانههب دیالیز با مجدد تاکردن فرایند. شد تعویض

 .شد انجام

شده پس صد1 با شدن دناتوره از آنزیم تثبیت  و  SDS در

قه 5 مدت به مولار، 6اوره  قه در دور 5000 در دقی  دقی

 بافر اب مرتبه سه رسوب حاصل ،سپس. شدند سانتریفیوژ

Tris (50 مولار، میلی pH 8 معادل) شو . شد و معلق شست

 شدداهد هاینمونه با شددده تا هاینمونه فعالیت نهایت، در

 .شد مقایسه

 نتایج -3

 آمین با شده دارعامل نانوذرات سطو در لیپاز آنزیم تثبیت

 که روشددی با اسددتفاده از( نانومتر 290 ± 20 قطر میانگین)

 از مخلوطی با نانوذرات. شددددانجام  شدددده، گزارش قبلاً

TEOS  وAPTES تثبیت آنزیم  به دادند، که منجر واکنش

بیت تث فرایندنانوذرات سددیلیکا شددد. میزان بازدهی برروی 

مورد  دقیقه 30و پس از گذشدددت  BCAتسدددت توسدددط 

ها آنزیم درصدددد 81که نشدددان داد  سدددنجش قرار گرفت

ست شوند. ندتوان صل  سطو نانوذرات مت د در مرحله بع به 

 ارگانوسیلیکاگذاری لایه فرایندبرای محافظت بیشتر آنزیم 

 ونیالکتر میکروسکوپ با شده تولید ذرات نانو. شدانجام 

با  دادنشددان  SEMآنالیز . شدددندمطالعه ( SEM) روبشددی

یابد لایه ارگانوسددیلیکا افزایش می ضددخامت ،زمان افزایش

 (.د-، الف1 )شکل

ا لایه تثبیت شددده همراه ب هایآنزیم بیوکاتالیسددتی فعالیت

 گیریاندازه p-NPB هیدرولیزضمن سنجش  ارگانوسیلیکا

شده بدون لایه  و صد 100فعالیت آنزیم تثبیت  در نظر  در

فعالیت . ها با آن مقایسدده شدددگرفته و فعالیت سددایر نمونه

 و 115 نانومتر به 1/8 و 4آنزیم با ضدددخامت لایه محافظ 

 10 به که ضخامت لایه هنگامی. افزایش یافت درصد 123

فت، نانومتر 3/13 و یا یت افزایش  عال یبتر به آنزیمی ف  ت

 .(و-، ه1 )شکل یافت کاهش درصد 99 و 106

یی دما در محدوده هانمونه فعالیت بهینه، دمای تعیین برای

سی گرادسانتی درجه 75-15  دمای بهینه فعالیت. شد برر

شده آنزیم لایه  از بود و بیش گرادسانتی درجه 40گذاری 

 25-45 دمایی وسدددیع محدوده در را فعالیت درصدددد 80

 بهینه خود فعالیت آزاد، آنزیم. کرد حفظ گرادسدانتی درجه

 تنها در نشدددان داد و گرادسدددانتی درجه 30 دمای در را

 از بیش فعالیت گراد مقادیرسدددانتی درجه 25-35 محدوده

صد 80 شان داد در شتر افزایش با .از خود ن  تفعالی دما، بی

 50دمای  در کهطوری یافت، به به شددددت کاهش آنزیمی

صد 60 آنزیم آزاد بیش از گراد،سانتی درجه  فعالیت از در

 (.، الف2)شکلاز دست داد  را خود
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 قهیدق 120( D) و قهیدق 90 (C) ،قهیدق 60 (B) قه،یدق 30 (A) از پس کایلیارگانوس هیلا یحاو نانوذرات از SEM یهاکروگرافیم 1شکل

تغییر ( E). هستند نانومتر 300 دهندهنشان مقیاس ، نوارهاینانومتر 3/13 و 10 ،1/8 ،0/4 هیلا ضخامت باب یترتبه هیلا رشد واکنششروع  از

 هاینمونه آنزیمی فعالیت (F). است شده گیریاندازه نانوذره 100 ضخامت حداقل نیانگیمرشد لایه.  های مختلفزماندر ضخامت لایه 

 گیریاندازه مونهن هر برای تکرار سه با معیار انحراف. است شده مقایسه محافظ لایه غیاب در آنزیمی فعالیت با شده همراه لایه محافظ تثبیت

 .شد

 ها هر کدام از آنها دربرای بررسدددی پایداری دمایی نمونه

. شدند انکوبه دقیقه 60به مدت  گرادسانتی درجه 50 دمای

 گرفته نظر دردرصد  100 قبل از تیمار دمایی آنزیم فعالیت

 دقیقه 30 و 20 ،10 گذشت از پس آزاد فعالیت آنزیم .شد

آنزیم تثبیت . کاهش یافت درصدددد 8/7 و 8/28 ،1/62 به

 طوری کهبه ،نشدددان دادتوجهی قابلشدددده پایداری دمایی 

شدههای فعالیت آن در زمان  .بوددرصد  40و 53 ،73 ذکر 

شت  ،هم نین دقیقه فعالیت خود  40آنزیم آزاد پس از گذ

اما نمونه تثبیت شده در همین  ،کامل از دست داد طوربهرا 

مقایسدده فعالیت نشددان داد.  درصددد 28مدت زمان حدود 

شان  شده ن شداد فعالیت آنزیم آزاد و تثبیت  ت پس از گذ

برابر آنزیم  5فعالیت آنزیم تثبیت شدددده بیش از دقیقه  30

.(، ب2)شکل باشدآزاد می

 ب الف

 د ج

 ه و



 1403پاییز  ،4، شماره 15 دوره مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستیز

44 

 

 

 

.  

 50 یدما در یمیآنز تیفعال (ب)(. یطوس چیننقطه) آزاد میآنز و( یمشک) شده تیتثب میآنز تیفعال بر دما اثر نمودار (الف) 2 شکل

 .شد یریگاندازه( یطوس چیننقطه) آزاد میآنز و( یمشک) شده تیتثب میآنز یبرا ونیانکوباس قهیدق 60 طول در گرادیسانت درجه

 

 

 (ب). شد یریگاندازه( یمشک) شده تیتثب میآنز و( یطوس) آزاد میآنز یبرا SDS با ماریت از بعد یمیآنز تیفعال (الف) 3 شکل

 .شد یریگاندازه( یمشک) شده تیتثب میآنز و( یطوس) آزاد میآنز یبرا اوره با ماریت از بعد یمیآنز تیفعال

 

 ات داشددت آن بر را ما حرارتی، پایداری امیداورکننده نتایج

یت اثر یه تثب حافظ لا با در را م هه  یایی تنش مواج  شدددیم

سی سیل سدیم ابتدا تأثیر. کنیم برر ( SDS) سولفات دود

ش آنیونی سورفکتانتی عنوانبه سی  . دبر پایداری آنزیم برر

 آنزیمی به بررسدددی فعالیت از قبل های مورد مطالعه،نمونه

 .شدند انکوبه( درصد 1 ) SDS حضور در دقیقه 20 مدت

ساس  آنزیم آزاد تقریبا کل فعالیت خود را  ، الف3شکلبرا

درصددد از  15 آنزیم تثبیت شددده تقریبا اما از دسددت داد،

 ورهدنات اثر در مرحله بعد،. فعالیت اولیه خود را حفظ کرد

ندگی یت شدددده و آنزیم آزاد روی اوره کن  20 از پس تثب

سیون دقیقه آنزیم  شد. مطالعه( M 6) اوره محلول با انکوبا

 تیمار از پس فعالیت درصددد 17 حفظ به قادر تثبیت شددده

 فعالیت از درصد 8 تواندمی تنها آنزیم آزاد کهحالی در بود،

  (.، ب3)شکلکند  حفظ را خود اولیه

 ب الف

 ب الف
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عد از ب )الف( )طوسی( و آنزیم تثبیت شده )مشکی( اندازه گیری شد.آنزیم آزاد برای  مجدد تاخوردگیبعد از  یمیآنز فعالیت 4 شکل

   بعد از دناتوره شدن با اوره. )ب(. SDSدناتوره شدن با 

 

ار با تیم از پس آنزیم بازیابی عملکرد امکان در مرحله بعد،

شیمیایی حذف عوامل  برای منظور،بدین .شد مطالعه مواد 

یایی از محیط واکنش آنزیمی از دو روش مختلف  شدددیم

شد. آنزیم تثبیت ستفاده  سانتریفیوژ ا  پس توسطس و شده 

 آزاد ناگزیر آنزیم اما برای. شد شستشو داده Tris-HCl بافر

. اسدددتفاده شدددد و اوره SDSبرای حذف  دیالیز روش از

ندازه یت گیریا عال نه ف مار نمو در با  SDSها پس از تی

 13تنها  آنزیم آزاد کهحالی در داد نشدددان ، الف4شدددکل

یت آنزیم تثب کرد، بازیابی اولیه خود را فعالیت از درصدددد

 .دسددت آوردرا به از فعالیت اولیه خود درصددد 68 شددده

های تاخوردگی مجدد بعد از تیمار با هم نین، مطابق یافته

 فعالیت از درصد 71اوره، آنزیم تثبیت شده توانایی بازیابی 

ند  آنزیم که حالی در داشدددت، را خود عد از فرای آزاد ب

 را خود اولیه فعالیت از درصدددد 16 تنها تاخوردگی مجدد

 .(، ب4)شکلنشان داد 

  بحث -4

پاز آنزیم  ارزش با ،مهم بیوتکنولوژیک محصدددولات از لی

مله از ج مختلف صنایع در زیاد بسیار مصرف و بالا افزوده

های صددنایع غذایی، لبنی، دارویی، شددویندگی و سددوخت

ستی شدمی زی ستفاده اما. با  صنعتی هایفرایند در هاآن از ا

یک هایدر محیط حدود غیرفیزیولوژ  همین به. اسدددت م

 ارهای محیطی صددنایع اسددترس بتوانند که هاییآنزیم علت

مل ند تح حاظ از کن باارزش اقتصددددادی ل یار  ندبسددد . ا

پایدارسدددازی آنها برای کاتالیز کارآمد و قابلیت اسدددتفاده 

 هایشدددرکت مدت بسدددیار مهم اسدددت.مجدد در طولانی

 افزایش تلاش بربا صنایع وابسته به لیپازها  دنیامطرحی در 

 بسددترهای روی بر آنزیم تثبیت دارند. هاآنزیم این پایداری

در این  ارزشمند یرویکرد سیلیکا ذراتنانو هم ون جامد

نه اسدددت  یت آنزیم  از این طریق امکان حفظ کهزمی عال ف

 در. شدددودمی میسدددر مداوم هایفرایند برای تثبیت شدددده

 از املک محافظت شیمیایی برای راهبرد یک قبلی مطالعات

سط ذرات سطو در شده تثبیت هایآنزیم  کی سیلیکا تو

 . [15،16] شده است معرفی ارگانوسیلیکا لایهنانو

 روش جدیداین  از اسددتفاده با شددد تلاش پژوهش این در

 صنعت رایب بالا کارآیی با پایدار لیپازی ،و محافظت تثبیت

یای  .شدددود تولید نانوذرات منحصدددربفرد با توجه به مزا

ستر  ،سیلیکا شددر مرحله تثبیت از این ب ستفاده   سطو .ا

های با فراهم کردن محل نانوذرات قابل تنظیمبالا و اندازه 

 ب الف
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 شددود.می هابیشددتر منجر به اتصددال کارآمد آنزیم اتصددال

نانوذرات، روش یت تنظیم شدددیمی سدددطو این  های قابل

نداختن10مختلف تثبیت مانند جذب ، اتصدددال 11، به دام ا

این تطبیق و دسددازکووالانسددی را ممکن میو  12عرضددی

های مختلف را فراهم آنزیمسازی تثبیت پذیری امکان بهینه

عه حاضددر برای تثبیت آنزیم از روش در مطال. [17] کندمی

های آنزیم مولکول ،سددپس اسددتفاده شددد.عرضددی اتصددال 

 در اغلب موارد. ندتوسددط نانولایه سددیلیکا انکپسددوله شددد

یت آنزیم یداری را بهمراه دارد، تثب پا چه افزایش  ها اگر

کاهش می یت  یت آنزیم پس از تثب عال پاز مورف بد. لی د یا

درصد کاهش  20آنزیم آزاد مطالعه پس از تثبیت نسبت به 

که شددیلدینگ توسددط نانولایه حالی فعالیت نشددان داد. در

بدین  ند و  بازگردا یه  به میزان اول با  یت آنزیم را تقری عال ف

شد.  ترتیب با حفظ فعالیت آنزیم افزایش پایداری ارزیابی 

اثر بودن این نانوذرات آنها زیست سازگار، غیر سمی و بی

شکیگزینه منا عنوانبهرا  ست پز صنایع زی و  سبی برای 

کند. پایدارسازی آنزیم با تثبیت بر این نیز مطرش می غذایی

شدددید، دما و  pHنانوذرات در برابر شددرایط سددخت مانند 

ستفاده مجدد های آلی گزارش شدهحلال ست که قابلیت ا ا

های مرتبط با جایگزینی آنزیم و هزینهاز آنزیم را افزایش 

اسددتفاده از نانولایه ارگانوسددیلیکا . [11] دهدرا کاهش می

های بهمراه تثبیت نیز عملا برای آنزیم در مقابل اسدددترس

یایی و  ویژهبهمختلف محیطی،  بات شدددیم بل ترکی قا در م

این  ،هم نین کند.ها سددددی حفاظتی فراهم میدناتورانت

کند که در مواردی مانع مهار ریزمحیطی فراهم مینانولایه 

. [18] شددودتوسددط محصددول می سددوبسددترایی و مهار

بان ماتریکس  ظمحاف محیط نانویک  عنوانبههای پشدددتی

، یا تغییرات حلال را تعدیل و موجب pHنوسدددانات دما، 

 شددوندحفظ سدداختار و ممانعت از دناتوراسددیون آنزیم می

ها با پروتئازها در صدددنایع مختلف مواجهه آنزیم. [19،20]

ر صدددنایع غذایی، لبنی، ناپذیر اسدددت. لیپازها نیز داجتناب

                                                           
10 adsorption 
11 entrapment 

گوشت و شویندگی از این مساله مستثنی نیستند.  فراوری

در برابر تخریب پروتئولیتیک آسددیب اغلب های آزادآنزیم

ست پذیر صوص آنزیمه شده، ند. در خ شیلد  های تثبیت و 

این موانع دسددترسددی به مولکول های آنزیم را محدود می

 شدددودعمر مینیمهکنند و باعث افزایش پایداری آنزیم و 

مد آنزیم را فراهم می. [21،22] بازیابی کارآ تثبیت امکان 

بههای چندینتوان در چرخهکند که می ویژه باره واکنش 

ثبیت ت فرایندها استفاده کرد. های صنعتی از آنزیمفراینددر 

ای که در شدددرایط شدددود، پدیدهها نیز میمانع تجمع آنزیم

نجر به از دست رفتن فعالیت دهد و ممحلول بسیار رخ می

یهشدددود. می که در برخی موارد  بر ها نیز علاوهنانولا این

فا میذکر ند، شدددده نقش ای مانعی فیزیکی از  عنوانبهکن

به حفظ ها در برابر تنشآنزیم ظت و  حاف های محیطی م

د. با ایجاد یک پوشددش نکنسدداختار بومی آنزیم کمک می

 13تثبیت آنزیم، از لی ینگپایدار و منسجم در اطراف سطو 

بدینآنزیم جلوگیری می ند،  یب انتشددددار آنزیم را کن ترت

 . [23] دهندکاهش و پایداری را افزایش می

 پایداری واثر بسدددزایی بر  ارگانوسدددیلیکا لایه ضدددخامت

ای حسددداس در این فعالیت آنزیم دارد و تنظیم آن مرحله

اگرچه حدی از ضخامت نانولایه  روش پایدارسازی است.

ضرورت دارد، اما  عنوانبهبرای کارامدی آن  سد حفاظتی 

با افزایش ضدددخامت، دسدددترسدددی آنزیم به سدددوبسدددترا، 

 پذیری سدداختار آنزیم نیزکونفورماسددیون طبیعی و انعطاف

تواند منجر به کاهش می وگیرد تحت تاثیر قرار میشددیدا 

شود ضخامت نانولایبر اهمیت تنظیم ظرکه  فعالیت  ه یف 

 تدسددبهنتایج کلی می توان گفت  طوربه .[24] تاکید دارد

مده با آ تایج در این آزمایش  عات پیشدددین بر روی ن طال  م

  .[10،12] دارد مطابقت استراز و گالاکتوزیداز-β هایآنزیم

یداری صدددنعتی  هایآنزیم مهم هایویژگی از حرارتی پا

علاوه بر  اقتصدددادی آنها ارزش ارزیابی که برای باشددددمی

سی کاتالیتیکیسنجش میزان فعالیت  لیپازها . شودمی، برر

12 cross-linking 
13 Leaching 
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با پایداری حرارتی بالا ضمن تحمل دماهای بالاتر در طول 

، امکان افزایش توان عملیاتی، زمان فراوریمراحل تولید یا 

ندمان کوتاه ندتر واکنش و بهبود را نرا فراهم می فرای . دکن

ما ،هم نین یت آنزیمی در د عال عث افزایش  یف با بالا 

 ،این شددود. علاوه برمحلول میحلالیت سددوبسددتراهای کم

های نقل آنزیموسازی و حملپایداری حرارتی برای ذخیره

ست سیار مهم ا صیت. صنعتی نیز ب  لیپازهایی با این خصو

 وریفراهای صددنعتی با دمای بالا مانند فرایندتوانند در می

شوینده کارامد مواد غذایی ستی و مواد  سوخت زی ، تولید 

 . [25،26] باشند

 دماهای رد بیوکاتالیسددتی فعالیت برای تثبیت شدددهآنزیم 

سی گرادسانتی درجه 70 تا 20 از واکنش مختلف  شد برر

 آنزیم برای بهینه دمای مطالعه، این طبق (.، الف2شدددکل)

هنگامی حال،این با. بود گرادسدددانتی درجه 30 حدود آزاد

یت آنزیم که مای شدددد، تثب نه د جه 40 حدود به بهی  در

این نتایج مشددابه مطالعات قبلی . یافت افزایش گرادسددانتی

 رفتار بر توجهیقابل طوربه تثبیت آنزیمکند بود که بیان می

 محدوده در را بهینه فعالیت و گذاردمی تأثیر آنزیم حرارتی

سیع دمایی سبت تریو شان آزاد آنزیم به ن  .[27] دهدمی ن

ی این موضدددوع ما ناسدددب نگران  برای این روش بودن م

ست بیوتکنولوژیکی و صنعتی مختلف کاربردهای  در که ا

 حرکت محدودیت .شوداز دماهای مختلف استفاده می آنها

یت از پس آنزیمی به برروی تثب کا،   مراهه نانوذره سدددیلی

خورد و به تبع آن بر بالاتر دمای در سدوبسدترا بهتر انتشدار

سترا-موثر آنزیم و هم نین  ایش دماتواند دلیل افز، میسوب

سترش دمای بهینه فعالیت آنزیم  شدهگ شدب تثبیت   .[28] ا

 لایه محافظ و آنزیم بین اینقطه چند برهمکنش ،هم نین

شود می آنزیم ساختاری دینامیک دری هایمحدودیت باعث

 افزایش از پس آنزیم هایمولکولشدن  دناتوره احتمالکه 

ما یل این موضدددوع می. [29] دهدمی کاهش را د ند دل توا

 درجدده 40 دمددای بددهمددای بهیندده ددیگر برای افزایش 

تغییر توان نتیجه گرفت کلی می طوربه .شدددبا گرادسددانتی

 غییراتت دلیلبه شددده احتمالاً دمای بهینه برای آنزیم تثبیت

شی از مولکولی تحرک کاهش و ساختاری  متثبیت آنزی نا

شد.می سطو نانوذره در  رد صنعتی هایفرایند از برخی با

 از اسددتفاده و شددوندمی انجام تریوسددیع دمایی محدوده

 اگر ازیر. است مهم بسیار گسترده بهینه دمای با هاییآنزیم

 محسددوسددی طوربه آنزیم بازده دهد رخ دمایی نوسددانات

 عملکرد حفظ باعث موضدددوع این که کرد نخواهد تغییر

 گسترش نتیجه در. شودمی انرژی در جوییصرفه و فرایند

 در پذیریانعطاف موجب شدددده تثبیت آنزیم بهینه دمای

 ،رایندف ثبات تضددمین واکنش، نرخ افزایش ،فرایند طراحی

سترش و هاهزینه کاهش محیطی، شرایط با انطباق  دامنه گ

از  معمولاً .شدددودمی بیوکاتالیسدددتی هایفرایند کاربردهای

 گراد در صددنعتسددانتی درجه 50 حدود در دمای لیپازها

 مطالعاتبسددیاری از  در دلیلشددود، به همین می اسددتفاده

لب مااین  از اغ یاری عنوانبه د یابی برای مع یداری ارز  پا

 مآنزی پایدارسددازی روش ارزیابی و هم نین لیپاز حرارتی

 در دمایی آنزیم پایداری ارزیابی .[33-30] شوداستفاده می

روش تثبیت  دهنده کارایینشانگراد سانتی درجه 50 دمای

نزیم آ زیرا با افزایش زمان ارگانوسدددیلیکا بود. لایه آنزیم با

شان  سبت به آنزیم آزاد ن شده پایداری بهتری ن . اددتثبیت 

 مرع طول و عملکرد بهبود برای را رویکرد این پتانسدددیل

تالیسددددت کا های در هابیو  و صدددنعتی مختلف کاربرد

که نیازمند فعالیت در دمای بالا هسدددتند،  بیوتکنولوژیکی

 . دهدمی نشان

ها در صدددنایع مختلفی هم ون پایداری شدددیمیایی آنزیم

سازی، ستی هایسوخت دارو شی لوازم، زی  ویژهبهو  آرای

این مزیت  .[34] بسیار مهم و کاربردی هست مواد شوینده

 ینتضم هزینه و کاهش تولید، فرایندمهم باعث آسان شدن 

 ترین کاربردهایاز مهمهم نین،  .شودمی محصول کیفیت

شوینده لیپازها ست. مواد  شویندگی ا صنعت  ستفاده در   ا

 که هایی هسددتندها و گاها دناتورانتسددورفکتانت حاوی

س فرایندبهبود  کنندگی وافزایش قدرت پاک برای شو ش ت
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از و لیپ پایداری بررسی بنابراین، .[35،36] شونداستفاده می

ضور در حفظ فعالیت آنزیم  اربردک با شیمیایی مواد این ح

ستقیم ارتباط هاشوینده در آن عملی به همین علت . دارد م

بر آنزیم تثبیت شددده  SDSاثر مواد شددیمیایی مثل اوره و 

شد. سی  شان داد آنزیمیافته برر شده های ما ن های تثبیت 

سبت به پس از تیمار با  شیمیایی نیز پایداری بهتری ن مواد 

آنزیم آزاد نشددان دادند که این موضددوع نیز دلالت بر نقش 

هب محافظتی لایه ارگانوسیلیکا در حفظ ساختار آنزیم دارد.

 یمارت از پس شددده تثبیت آنزیم پایداری توانمی کلی طور

 ربراب در سدددیلیکا بسدددتر بودن مقاوم به را اوره و SDS با

 اوره و SDS مانند کننده دناتوره عوامل توسدددط تخریب

 افزاییهم اثر آمدن وجودهب باعث مقاومت این. داد نسددبت

سازی از که شودمی محافظ لایه و سلیکا نانوذره  لیپاز آزاد

 نانو آمدن وجودهب باعث و کندمی جلوگیری شددده، تثبیت

نتایج . [22] شددودمی آنزیمی فعالیت برای مناسددب محیط

 بر ظلایه محاف مثبت تأثیر مؤیدآمده در این بخش  دستبه

نهاد پیشدد .در حضددور مواد شددیمیایی بود پروتئین پایداری

 طراحی شددده نقش مؤثری در حفظ شددود لایه محافظمی

سخت دارد که با نتایج  آنزیم بعدیسه ساختار شرایط  در 

          . [32،37] مطابقت داشتمطالعات گذشته 

لایه  سطتو شده تثبیت آنزیمیا  پروتئین مجددتاخوردگی 

 یبازیاب. اسددت ارزشددمند بسددیار صددنعتی دیدگاه از محافظ

 شدددرایط معرض در گرفتن قرار از پس آنزیم فعددالیددت

 در که کند،می پذیرامکان را آنزیم از مجدد استفاده دناتوره،

 یزنفعالیت آنزیمی  بازیابی روش آسددان و سددریع بودن آن

ست ضروری صل از تاخورگی . ا در این مطالعه نتایج حا

سط روش دیالیز و  نوین مبتنی بر لایه محافظ،  راهبردیتو

 ارزیابی شد. 

 برای گسددترده طوربه که اسددت تکنیکی دیالیز کهحالی در

ما ا ،شددودمی اسددتفاده پروتئین مجدد سدداختارخوردگی تا

 محدودیت چندینو هم نین مطالعات قبلی  ما هاییافته

سته را رویکرد این با مرتبط شکالات از یکی ند.کمی برج  ا

ست آن برزمان ماهیت دیالیز توجه قابل شاهده. ا  که شد م

ستیابی ش مناسب ساختار بهمجدد  د ستفاده   دهآنزیم لیپاز ا

یازمند دیالیز طریق از که از  اسدددت مدتطولانی زمانی ن

  .[38] باشدهای مهم صنعت میمحدودیت

 ممکن دیالیز، از گسددترده اسددتفاده رغمعلی این، بر علاوه

 بازده همیشددهسدداختار پروتئین  مجددتاخوردگی  اسددت

ت آنزیم زیابی فعالیبا داد نشان ما نتایج. باشد نداشته بالایی

 دیگر ازبسدددیددار پددایین بود.  دیددالیزبدده کمددک روش 

 بازیابی سددداختار برای دیالیز توجه قابل هایمحدودیت

ا و رسددوب آنه آزاد در محیط هایپروتئین تجمع پروتئین،

 یا پذیریانحلال با هاییکه این مشکل برای پروتئین. است

معرفی  نیاز بر که ،[39،40] کندبیشتر بروز میکم،  پایداری

ید  هایراهبرد جدد تاخوردگیجد یدها روتئینپ م  تاک

از خاصدددیت  کار رفته در این مطالعههب در روش .کندمی

کا استفاده لییبازیابی آسان آنزیم تثبیت شده روی نانوذره س

های تثبیت شدددده را با توان نمونهمی طوری کهبهشدددد. 

راحتی و در زمانی کوتاه از محلول حاوی سدددانتریفیوژ به

ناتور یایی د جدا کرد.امواد شدددیم حافظ  نت  یه م وجود لا

دناتوراسددیون کامل لدینگ و وفمانع آن نانوسددیلیکا احتمالاً

ها با غیرطبیعی شدددن جزئی و آنزیم شددده اسددت و آنزیم

ضور دناتورانت شان دادند. موقت در ح ها کاهش فعالیت ن

ب با  که  یب  نداه بدین ترت های آنزیم در ختن مولکولدام ا

سط ف حد حالت سیون ووا لدینگ اگرچه در مرحله دناتورا

یم تا حد آنز کائوتروپیک فعالیت ها و ترکیباتبا دترجنت

 هایزیادی کاهش یافت، اما در بازگشددت فعالیت، مولکول

بازیابی سددداختار از فرم کاملا غیرطبیعی  به  آنزیم مجبور 

حد حافظ برگشددددت  یه م ناتوره( نبوده و وجود لا  )د

سط سهیل وا سیون طبیعی را ت ساختاری به کونفورما های 

ند.می یت ک حافظ  آنزیم تثب یه م ندمیبه همراه لا  با توا

حدود  به پروتئین هایمولکول آزاد دسدددترسدددی کردن م

کدیگر، بل طوربه ی  طول در پروتئین تجمع از توجهی قا

ند جدد خوردگی تا فرای ند جلوگیری م  بر ،هم نینو  ک
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جدد تاخوردگی بت  تأثیرپروتئین نیز  م  .[41] گذاردبمث

 ردهک احاطه را آنزیم که ارگانوسددیلیکا لایه داد نشددان نتایج

مانطور اسدددت، تاثیر می که ه یداری آنزیم  پا گذارد، بر 

سه ساختار  بعدی آنزیم در زمان کوتاه و با موجب بازیابی 

  .شودبازده بالا پس از دناتوراسیون می

 گیرینتیجه -5

 یلیکاس نانوذرات روی بر لیپاز آنزیم تثبیت مطالعه، این در

ستفاده با  رایندف داد نشان نتایج. شد ارائه جدید روشی از ا

اثر  یکاارگانوسددیل لایه و داشددته توجهی قابل بازدهی تثبیت

 ضددخامت. اسددت کرده فراهم آنزیم برای یمؤثر حفاظتی

 و حفاظت برقراری تعادل میان در مهمی نقش محافظ لایه

 هایدر ضدددخامت طوری کهبه کند،می ایفا آنزیم فعالیت

نه یداری، علاوه بر افزایش شددددهبهی یت  پا عال افزایش ف

با آنزیم تثبیت شدددده بدون لایه  تالیتیک در مقایسددده  کا

 پایداری شددده تثبیت آنزیم. ارگانوسددیلیکا مشدداهده شددد

 نسیلپتا و داد نشان آزاد آنزیم با مقایسه در بهتری حرارتی

 دمایی نوسددان شددرایط تحت صددنعتی کاربردهای برای آن

یداری موجب پا ارگانوسیلیکا لایه ،هم نین .قابل قبول بود

که  شد اوره و SDS مانندهایی دناتورانت حضور آنزیم در

 .کندیم بیشددتری تأکید آن محافظتی نقش بر این موضددوع

یداری را افزایش یه بین قوی برهمکنش به توانمی پا  لا

 و ماد نوسانات مضر اثرات که داد نسبت پروتئین و محافظ

در آزمایشددی . دهدمی کاهش را شددیمیایی هایدناتورانت

از  ،های ناشی از روش دیالیزغلبه بر محدودیت برایدیگر 

جدد آنزیم  تاخوردگی م مد برای  کارآ ید و  جد روشدددی 

 تواندیم سیلیکا نانو لایه وجود نتایج نشان داد استفاده شد.

مجدددد  تدداخوردگی فراینددد طول در پروتئین تجمع از

سهیل ار پروتئین طبیعی ساختار بازیابی و کند جلوگیری  ت

 های این مطالعه نشدددان داد تثبیتیافته کلی، طوربه. کند

 بر مثبتی اثرات تواندددمی محددافظ لایدده همراه بدده آنزیم

شته سخت شرایط در آنزیم بازیابی و پایداری ش دا  و دبا

 ارمغان هب بیوتکنولوژیکی هایفرایند در وری بیشددتریبهره

   .آورد

 قدردانی و تشکر

 امکانات نمودنفراهم برای گیلان دانشددگاه از نویسددندگان

 تشددکر کمال پژوهش این از مالی حمایت و آزمایشددگاهی

 .دارند را

 اخلاقیتاییدیه

ضر پژوهش سط حا سندگان همه تو ست شده ییدأت نوی  .ا

 اصددالت و صددحت از مقاله این در مندرج نتایج ،هم نین

 .هستند برخوردار علمی

 منافع تعارض

 منافعی تعارض گونههیچ که کنندمی اعلام نویسدددندگان

 .ندارد وجود

 نویسندگان سهم

ایده /اصلی پژوهشگر ،(اول نویسنده) علی فروتن کلورزی

نده تحلیلگرپرداز/  گار ماری /ن حث آ مه و ب قد  50)  م

سنده) شاهنگیان شیرینسیده ؛(درصد پرداز ایده، (دوم نوی

گارنده تحلیلگر/ ماری/ن  50)  شدددناسدددیبحث و روش آ
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Abstract 

Researchers are currently directing their efforts toward developing new 

enzyme stabilization and enhancement strategies to broaden their application 

in various industries. This study utilized a unified platform to stabilize and 

safeguard proteins in industrial settings. Despite the wide-ranging industrial 

applications of lipases, their utility in industrial processes is limited by their 

susceptibility to degradation under harsh environmental conditions. In our 

study, we used a dual-purpose strategy that involved both enzyme stabilization 

and the shielding of an organosilica protective layer. After expressing and 

purifying the recombinant lipase enzyme, we immobilized it onto silica 

nanoparticles and shielded it with an organosilica nanolayer to protect the 

enzyme. We meticulously examined the optimal thickness of the protective 

layer and its influence on enzyme stabilization against environmental 

stressors. Our research findings demonstrate that the immobilized enzyme 

exhibited a remarkable level of stability compared to its free enzyme when 

subjected to various factors, such as fluctuations in temperature and exposure 

to chemical agents. Furthermore, the immobilized samples displayed optimal 

activity across a broad range of temperatures, highlighting this approach's 

adaptability and efficacy. Notably, the organosilica layer significantly 

bolstered the reactivity recovery of denatured proteins with SDS and urea, 

highlighting the versatile applications of this method. These findings indicated 

that our present platform has great potential to improve the efficiency and 

stability of industrial enzymes against various environmental challenges. 
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