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  چکيده

هاي کشاورزي است. سرنوشت اين کود در خاک بسيار وابسته بـه فعاليـت آنـزيم    در زمين دارتروژنيناوره يکي از پرکاربردترين کودهاي 

هـاي  بررسـي ويژگـي   منظوربهار دارد. ها قرويژه رسبر سطح کلوئيدهاي خاک به شده جذب صورتبه عمدتاًآز بوده و اين آنزيم نيز اوره

، ۶۰، ۴۰، ۲۰، ۱۰، ۵هاي سپيوليت و ورميکوليت، آزمايشي با هشت سـطح غلظـت اوره (  بر سطوح رس شده جذبآز آزاد و سينتيکي اوره

هـا  سـطوح رس  آز برانجام شد. جذب اوره =۷pHو  گراديسانتدرجه  ۲۵واحد آنزيمي در دماي  ۱ميلي مولار) و غلظت  ۱۲۰و  ۱۰۰، ۸۰

از  شـده  جـذب آز در هـر دو حالـت آزاد و   قرار داد. نتايج نشان دادند که اوره ريتأثهاي سينتيکي آن را نسبت به حالت آزاد تحت ويژگي

نيز در  mKسپيوليت و کمترين ميزان  -آزآز آزاد در کمپلکس اورهپس از اوره maxVنمود. بيشترين مقدار منتن پيروي مي -سينتيک ميکائيليس

ترتيب متعلق آز آزاد بهيي کاتاليزوري پس از اورهکاراورميکوليت مشاهده گرديد. همچنين نتايج نشان دادند که بيشترين  -آزکمپلکس اوره

 بجذآز بر سطح سپيوليت بيشتر از اوره شده جذبآز آز در حضور ورميکوليت و سپيوليت بود. همچنين فاکتور اثربخشي براي اورهبه اوره

 بودن فرآيند پخشيدگي در حضور سپيوليت است. ترکاملي مبين نوعبهبر سطح ورميکوليت بوده و اين امر  شده
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  مقدمه

هـا در خـاک بـا    بيش از يک قرن است که مطالعه فعاليت آنـزيم 

هدف درک بيوشيمي تجزيه ترکيبات مختلف، چرخـه عناصـر و   

همچنين پاسخ اکوسيستم به تغييرات جهاني در حال انجام است 

ي نـوع بـه هـاي خـاک   آنـزيم  که ييآنجا از). ۵۵و  ۵۳، ۳۰، ۱۴(

نمايند، يي از مواد آلي را وساطت ميعناصر غذاکسب ميکروبي 

شاخصـي از تقاضـاي ميکروبـي     عنـوان بـه  معمـولاً  آنهافعاليت 

) و به همين دليل آگـاهي  ۲عناصر غذايي نيز تفسير شده است (

  ها در خاک بسيار حائز اهميت است.از سرنوشت آنزيم

بنـد شـامل   ياهايي که در خاک تجمـع مـي  ي، آنزيمطورکلبه

هـاي  هاي زنده، آنزيماز سلول شده آزادهاي خارج سلولي آنزيم

هـاي  ها و آنـزيم ي حاصل از تجزيه و فروپاشي سلولسلولدرون

). ۲۶و  ۳باشـند ( سـلول مـي   دهندهليتشکپيوند شده به اجزاي 

هـا، تمايـل شـديدي بـراي     هاي کروي مانند آنزيماغلب پروتئين

رفتـار انفعـالي، نقشـي کليـدي در     تجمع در سطوح دارند. ايـن  

هاي داخل و ). آنزيم۳۸و پايداري آنزيم دارد ( شدن متحرکغير

جـذب ترکيبـات    عاًيسـر به درون خاک،  شده خارج سلولي رها

 ذرات خاک ژهيوبهمختلف موجود در خاک از جمله مواد آلي و 

 ـا بـا )، ۵۶شـوند ( مـي  رفعـال يغو تـا حـدودي    شده ، وجـود ني

در  آنهـا سـبب حمايـت    تواند بهها در خاک ميزيمماندگاري آن

شـدن و   چـون خشـک  بر اثرات فيزيکوشـيميايي مختلـف هم  برا

)، همچنـين در برابـر پرتونکافـت آنزيمـي     ۶۲تابش اشعه گاما (

هـاي مختلـف   )، افزايش يابد. از سوي ديگـر، مطالعـه مـدل   ۵۶(

هاي خـالص و  توانند توسط رسها مينشان داده است که آنزيم

ــد    ناخــالص (پوشــيده شــده توســط ديگــر اجــزاي خــاک مانن

، فعاليت خود را حفظ نمـوده و در  شده جذباکسيدهاي آهن) 

). در حقيقـت،  ۵۸و  ۳۷، ۳۶برابر پروتئـوليز محافظـت شـوند (   

علت تغييـرات ترکيـب سـاختمان    ها ممکن است بهجذب آنزيم

علت ، منجر به غيرفعال شدن آنها گردد و يا بهشده جذبآنزيم 

آب،  –افزايش غلظت آنزيم و بستره در سطح مشترک فاز جامد 

است که در بين  پرواضح). ۴۷موجب افزايش فعاليت آنها شود (

ها، با دارا بودن سـطح  هاي مختلف موجود در خاک، رسجاذب

و همچنين ظرفيت جذب ترکيبـات بـا وزن مولکـولي     ويژه زياد

فرآينــد جــذب  زيــاد و آروماتيــک پيچيــده، نقــش مهمــي را در

). بسـياري از  ۳۴نماينـد ( هـا ايفـا مـي   ويژه آنزيمها و بهپروتئين

اي هـا بـه فضـاي بـين لايـه     اند که اگر آنزيممطالعات نشان داده

هاي رسي جذب شوند، اين فرآيند ممکن اسـت منجـر بـه    کاني

اي در شدن جايگاه فعال آنـزيم گرديـده و يـا تـا انـدازه      مسدود

آنزيم عمـل نمايـد. در چنـين شـرايطي      جهت تغيير شکل سطح

صورت مشخصي کاهش يابـد.  رود که فعاليت آنزيم بهانتظار مي

، اگر جذب به تثبيت ساختمان آنزيم کمـک کنـد، ايـن    برعکس

تواند در جهت حفظ يا افزايش فعاليـت آنـزيم عمـل    فرآيند مي

توسـط پيونـد هيـدروژني،     عمدتاًها در خاک ). آنزيم۶۱نمايد (

). ۲۷شـوند ( ي خاک متصـل مـي  دهايکلوئکووالانس به  يوني يا

هـاي  هـا توسـط کـاني   جزئيات دقيق فرآيندهاي جذب پـروتئين 

رسي همچنان در حال بررسي است. نوع ترکيب پروتئيني نيز در 

 کـه يطوربهبسيار حائز اهميت است،  هاکنشبرهمسرانجام اين 

هـاي  نگزارش نموده است که"پروتئي نيچننيا) ۲۲هندريکس (

، بـا  هي ـلا چنـد ي هـا نيپروتئنسبت به  هاکيوتيبيآنتيک لايه و 

قــدرت بيشــتري بــر روي مونتموريلونيــت جــذب و نگهــداري 

ي کولمـب و  روهـا ينتوانـد ناشـي از   شوند که ايـن امـر مـي   مي

متحـرک  هـاي غيـر  آنزيم افتهي کاهشواندروالس باشد." فعاليت 

بستره،  –ماس آنزيم از طريق افزايش ت مجدداًشده، ممکن است 

هـاي بـافر   ) يا بـا اسـتفاده از محلـول   ۵۹ناشي از تکان خوردن (

). در مطالعـات مختلـف   ۳۱ي مناسـب، افـزايش يابـد (   سازفعال

است که با توجه  هآمد دستبهي در اين زمينه توجه جالبنتايج 

متفاوت  آنهابه نوع آنزيم، نوع رس مورد بررسي و اثرات متقابل 

هـاي  کنش آن با کانيها که برهمترين اين آنزيمز مهم. اباشنديم

آز اشـاره  توان بـه آنـزيم اوره  رسي بسيار حائز اهميت است، مي

دار جهـت افـزايش توليـدات    نمود. نيـاز بـه کودهـاي نيتـروژن    

ــاورزي  ــاملاًکش ــاي    ک ــان کوده ــت و در مي ــده اس ــناخته ش ش

ه صـورت تجـاري در دسـترس هسـتند، اور    داري که بـه نيتروژن

عنوان يکي از منابع اصلي نيتروژن مطرح و بـا رونـدي رو بـه    به

). ۴۸و  ۱۵قـرار گرفتـه اسـت (    مورداسـتفاده افزايش، در جهان 
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ميـزان سـودمندي کـود     يکي از رويکردهاي مهم جهت افزايش

ــط اوره  ــدروليز آن توس ــرل هي ــي اوره، کنت ــاک م ــد و آز خ باش

ــدين درون خــاک  آز درمنظــور، درکــي کامــل از فعاليــت اورهب

) يکي EC 3.5.1.5آز (اوره آميدو هيدرولاز، ضروري است. اوره

هاي موجود در خاک است که پيونـدهاي غيـر   ترين آنزيماز مهم

نمايـد. اوره در  را در آميدهاي خطي هيدروليز مـي  C-Nپپتيدي 

کـربن و   دياکس ـيدآز بـه  هاي آنزيم اورهخاک، به سبب فعاليت

  ).۶شود (آمونياک تجزيه مي

آز بـا ترکيبـات هوموسـي و غيـر     فرآيند کمپلکس شدن اوره

هـاي کشـاورزي   هوموسي مختلف در محيط خـاک، در سيسـتم  

بسيار حائز اهميت است. گزارشات متعـددي وجـود دارد مبنـي    

 -هـاي آلـي  آز خارج سـلولي بـه کمـپلکس   بر اينکه اتصال اوره

محلـول   آز موجـود در پايداري آن را در مقايسه بـا اوره  معدني،

ــي  ــزايش م ــد (خــاک اف ــه ). در صــورت اتصــال اوره۷ده آز ب

هـاي  ها، مقاومت آن نسبت بـه آنـزيم  ترکيبات آلي اين کمپلکس

علت منافـذ بسـيار زيـاد    تجزيه کننده پروتئين افزايش يافته و به

هــا (اوره و آب) و موجــود در مــواد آلــي، امکــان عبــور بســتره

اکسيد کربن) وجـود  همچنين خروج محصولات (آمونيوم و دي

 و ۸باشـد ( دارد و بنابراين آنزيم قادر به حفظ فعاليت خـود مـي  

ــه ۴۰ ــت تجزي ــي از فعالي ــت بخــش مهم اي اوره در ). در حقيق

شود کـه خـود از   آز خارج سلولي انجام ميوسيله اورهها بهخاک

طريق غيرمتحرک شدن بر کلوئيدهاي آلـي و معـدني خـاک در    

). مطالعـاتي  ۳۳پايدار شـده اسـت (   برابر عوامل مختلف محيطي

آز بـر سـطح   اوره شـدن  متحـرک غيـر هاي مختلف پيرامون جنبه

)، ۳۵و  ۷) مــواد هوموســي و شــبه هوموســي (   ۱۹هــا (رس

معـدني   -هـاي آلـي  ) و کمپلکس۱۹ي آلومينيوم (دهايدروکسيه

ي بـر پايـداري   نـوع بـه ) صورت گرفته است و همگـي  ۱۷ و ۵(

و بنـابراين افـزايش    شـده  جـذب  آنـزيم در حالـت   توجـه  قابل

ي آنـزيم  سـاز رهي ـذخاهميت جنبه اقتصادي آن بـه لحـاظ تـوان    

). در ايـن ميـان، يکـي از مباحـث     ۶۴و  ۶۳، ۳۵اند (اشاره نموده

ي اسـت کـه   ريتـأث ، شـده  جذبهاي پيرامون آنزيم توجه جالب

هـاي سـينتيکي آن   شـدن آنـزيم بـر ويژگـي    جذب و غيرمتحرک

)maxV  وmKانـد کـه در سيسـتم    ارد. مطالعات نشان دادهگذ) مي

جـذب ذرات خـاک شـده و     عاًيسرآز ناهمگني مانند خاک، اوره

هـا بسـته   (ثابت ميکائيليس) در برخي مکـان  mKمقادير  بنابراين،

گيــري و خصوصــيات فيزيکوشــيميايي خــاک، بــه روش انــدازه

ــين  ــب ب ــر  mM۳۳۰-۳/۱اغل ــتغيي ــديم ). ۳۹و  ۳۵، ۲۹، ۵( کن

هـاي پايـدار   ممکـن اسـت بـه کمـپلکس     mKر مقادير اختلاف د

آز نسبت داده شـود و  اوره -آز و يا روابط رسمعدني اوره -آلي

هاي مختلف پخشيدگي بسـتره اوره بـه   از طرفي منتج به سرعت

هـاي آلـي يـا معـدني     با جاذب افتهيونديپآز هاي فعال اورهمکان

، mKادير در مق ـ شـده  مشـاهده هاي ). همچنين تفاوت۱۱گردد (

هـاي  ي با خاسـتگاه آزهااورههاي موجود بين تواند به تفاوتمي

هـا در سـاختمان و توزيـع بـار در مکـان      متفاوت و يا به تفاوت

). ۲۸فعال آنزيم، به دنبال تشکيل کمـپلکس نسـبت داده شـود (   

متحـرک  هـاي غيـر  ، آنزيماگرچهذکر اين نکته ضروري است که 

-Michaelis( مــن تــن -ليسشــده همچنــان از ســينتيک ميکــائي

Mentenـيانمايند، اما اتصال ) پيروي مي  هـايي بـه   آنـزيم  نينچن

تواند تمايل آنهـا را بـه سـمت بسـتره     سطوح مشترک جامد، مي

قرار دهد که ايـن امـر ممکـن اسـت ناشـي از نـوع        ريتأثتحت 

آنزيم، نوع رس و همچنين برهمکنش اين دو با يکـديگر باشـد   

)۳۲.(  

آز بـا  کـنش آنـزيم اوره  اندکي پيرامون برهم تاکنون مطالعات

اي انجـام گرفتـه اسـت.    از جنبه مقايسه خصوصاًهاي رسي کاني

لذا در اين آزمايش سعي گرديد تا خصوصيات سـينتيکي آنـزيم   

 آز پس از جذب بر سطوح دو رس سپيوليت و ورميکوليـت اوره

ي سـاختاري  هـا يژگ ـيوها، امـا بـا   هر دو از دسته فيلوسيليکات

ي قرار گيـرد. سـپيوليت، يـک کـاني     بررسمورد ، فرد به منحصر

رسي ثانويه و مخلوط کمپلکس سيليکات منيزيم با فرمول کلـي  

O2H6·2(OH)15O6Si4Mg  بوده که داراي وزن مخصوص پايين و

 -ايتخلخل بالا و به لحاظ شکل بلـور، کريپتوکريسـتالين رشـته   

ــي ــي ب ــکل م ــيمي    ش ــول ش ــا فرم ــت ب ــد و ورميکولي ايي باش

O2H4.2(OH)10O4(Al,Si)3(MgFe,Al) اي ، داراي ريخــت ورقــه

  (فلس مانند) است.
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۴  

  هامواد و روش

 جـذب آز آزاد و هاي سينتيکي آنزيم اورهدر اين مطالعه، ويژگي

خــالص  نســبتاًرس (دو نــوع رس  -در کمــپلکس آنــزيم شــده

ــن    ــد. در اي ــي گردي ــين و بررس ــت) تعي ــپيوليت و ورميکولي س

جامـد   EC 3.5.1.5 ، U/mg۳۵آز خـالص ( اوره آزمايش، آنـزيم 

) از شـرکت سـازنده   (IP) 5(پودري) و با نقطه ايـزو الکتريـک   

 Sigma-Aldrich chemie GmbH)مواد شيميايي سيگما آلـدريچ 

2,  D 89555 STEINHIM)Riedstrasse     .خريـداري گرديـد

. نيز در حد عالي (مـرک، آلمـان) بـود    استفادهمورد کيفيت اوره 

) شـامل مقـدار   Uشود که يک واحد فعاليت آنزيمـي ( يادآور مي

بـراي هيـدروليز يـک ميکرومـول اوره در يـک       ازينمورد آنزيم 

هاي سـپيوليت و  گراد است. رسسانتي درجه ۲۵دقيقه در دماي 

ي شناس ـنيزم ـترتيب از شهرستان يزد و بخش ورميکوليت نيز به

  دانشگاه فردوسي مشهد گردآوري شدند.

  

  هاي رسي نمونهسازادهآم

هاي سپيوليت و ورميکوليـت بـه کمـک آب از الـک     نمونه رس

 دادهي عبـور  هـا نمونـه ميکرومتر) گذرانده شـد.   ۳۷مش ( ۴۰۰

خـرد   Mixer mill) کـن مخلوطاز الک، با دستگاه (آسياب  شده

 ۱/۰ کيدريدکلرياس ـ، در آغـاز بـا   شـده  خردهاي گرديد. نمونه

ساعت با محلول کلريد سـديم   ۸دت مشستشو و سپس به مولار

هـا، بـراي حـذف    مولار اشباع گرديدند. سـپس ايـن نمونـه    ۱/۰

سديم و کلر محلول، سه مرتبه با آب مقطر شسته شدند. در انتها 

رس، به درون ظـروف پتـري ديـش اسـتريل      -هاي سديمنمونه

و پــس از خشــک شــدن در دمــاي اتــاق، جهــت  شــده منتقــل

ف دربسته و در دماي مذکور نگهـداري  هاي آتي در ظرواستفاده

  ).۱۸شدند (

  

  در کمپلکسآز مطالعه خصوصيات سينتيکي آنزيم اوره

آز در حضـور  مطالعه خصوصيات سـينتيکي آنـزيم اوره   منظوربه

هاي هر يـک از  هاي سپيوليت و ورميکوليت، ابتدا کمپلکسرس

آز تهيـه و سـپس تغييـرات سـرعت     هاي فوق با آنـزيم اوره رس

 -آز)، کمـپلکس اوره Free-Uآز آزاد (هاي آنزيمـي (اوره شواکن

)) Ver-Uورميکوليـت (  -آز) و کمپلکس اورهSep-Uسپيوليت (

 ۱۲۰و  ۱۰۰، ۸۰، ۶۰، ۴۰، ۲۰، ۱۰، ۵هـــاي در برابــر غلظـــت 

ــي ــهميل ــولار بســتره (اوره)، ب ــي  ۱ازاي غلظــت م واحــد آنزيم

در دمـاي   گرم رس)ميلي ۳۰گرم آنزيم به ازاي ميلي ۰۲۸۵۷/۰(

  با دو تکرار بررسي شد. =۷pHگراد و درجه سانتي ۲۵

  

  رس-آزهاي اورهتهيه کمپلکس

گرم از ميلي ۳۰رس، مقدار  -آزهاي اورهبراي تهيه سوسپانسيون

بـافر فسـفات سـديم     -آزليتر از محلول اورههر رس با يک ميلي

)۷pH= واحد آنزيمي و همچنين يک قطره تولوئن  ۱) با غلظت

هاي ميکروبـي احتمـالي موجـود ترکيـب و     ي توقف فعاليتبرا

صـورت دورانـي شـيک    ي و بـه آرام ـبهساعت  ۲۱ها براي نمونه

هـا، فعاليـت   سـازي کمـپلکس  پس از آماده ).۴۱و  ۱۹گرديدند (

هاي محتوي رس (بـه تفکيـک بخـش محلـول     آنزيمي در نمونه

  گيري شد.ي شاهد اندازهمارهايترويي و سوسپانسيون) و 

  

  گيري فعاليت آنزيميندازها

هـاي  رس، به هر يـک از نمونـه   -هاي آنزيمپس از تهيه کمپلکس

ــين سوسپانســيونداراي اوره ــيآز آزاد و همچن ــک ميل ــا ي ــر ه ليت

، ۴۰، ۲۰، ۱۰، ۵آزمـايش (  مورد هاي بافر با غلظت -محلول اوره

 ۱۰هـا بـراي   مولار) افزوده شد. نمونـه ميلي ۱۲۰و  ۱۰۰، ۸۰، ۶۰

دور بر دقيقه مخلوط گرديدنـد   ۱۸۰برروي شيکر دوراني با  دقيقه

 ۲۵، در دمـاي  شـده  ادهاي ي). در پايان، فعاليت آنزيمي نمونه۱۹(

 ۵/۰ انـدازه بـه گيري شد. بـراي ايـن کـار،    گراد اندازهدرجه سانتي

بـافر بـه درون    -تيمار شده بـا محلـول اوره   نمونهاز هر  تريليليم

استريل شده ريخته و فعاليت آنزيمـي بـر   ي تريليليم ۲۵هاي ارلن

) کـه بـراي بـرآورد غلظـت يـون      ۱۰پايه روش چنـي و مـاربچ (  

کمـک  شـود، و بـه  گيري ميآمونيوم در محلول واکنشي آنزيم بهره

گيـري  انـدازه  WPA S2000UV/Visدستگاه اسپکتروفوتومتر مدل 

هـاي آزمايشـي در   گيري فعاليـت آنزيمـي همـه نمونـه    شد. اندازه

ــاي شـــراي ــتاندارد، دمـ ــانتي ۲۵ط اسـ ــه اگـــردرجـــه سـ د و بـ



  هاي سپيوليت و ورميکوليتآز در حضور رسهاي سينتيکي آنزيم اورهويژگي

  

۵  

 ب) ورميکوليت از ذرات رس سپيوليت و SEMتصوير الف) . ۱شکل 
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  (ب)

 هاي سپيوليت و ورميکوليتبر سطح رس شده جذبآز آزاد و براي اورهوولف  -منتن و ب) هانس -الف) نمودار ميکائيليس .۲شکل 

  

بر فعاليـت   مؤثراي حذف عوامل احتمالي دور از نور مستقيم (بر

گيـري فعاليـت آنزيمـي    آنزيمي) انجام گرديد. به موازات انـدازه 

 جـذب هاي استاندارد نيز رسم و مقـادير آنـزيم   ها، منحنينمونه

  (واحد فعال) مطابق محاسبات اختصاصي تعيين گرديد. شده

  

  نتايج و بحث

هـاي يـاد شـده،    رساي مناسب از دانه اندازهيابي به براي دست

آزمايشگاه مرکـزي دانشـگاه فردوسـي مشـهد      در SEM تصاوير

طورکـه در تصـاوير مشـخص اسـت،     ). همان۱آماده شد (شکل 

بنـدي کشـيده (کمـي سـوزني شـکل) امـا       سپيوليت داراي دانـه 

، SEMاي دارد. بـا توجـه بـه تصـاوير     ورميکوليت ريختي ورقه

طور متوسط يت بهة ابعاد ذرات رس سپيوليت و ورميکولمحدود

  ميکرومتر تعيين گرديد. ۳۷کمتر از 

آز آزاد و غيرمتحـرک  الف)، نمـودار سـينتيک اوره  -۲شکل (

دهد. ي سپيوليت و ورميکوليت را نشان ميهارسشده بر سطح 

آز در هر دو حالـت آزاد و  نتايج آزمايش نشان داد که آنزيم اوره

نمايـد. در  يمنـتن پيـروي م ـ   -از سينتيک ميکائيليس شده جذب

بيانگر سرعت بيشـينه   maxV)، ۱منتن (معادله  -معادله ميکائيليس

(ثابت ميکائيليس) به نوعي تمايـل آنـزيم    mKواکنش آنزيمي و 

به بستره را نشان داده و بيانگر غلظتي از بستره اسـت کـه در آن   

باشـد  سرعت واکنش آنزيمي معادل با نيمي از سرعت بيشينه مي

  ).۲۵ و ۲۰(

بارک با  -اساس معادلات لاين ويورترهاي اين معادله برپارام

ترسيم معکوس سرعت (
V

) در برابر معکـوس غلظـت بسـتره    1

)
S

سرعت (وولف با ترسيم نسبت غلظت به -)، هانس1
V

S در (

 )Vسيم سـرعت ( هافستي با تر –) و اِدي Sبرابر غلظت بستره (

در برابر نسبت سرعت بـه غلظـت (  
S

V(  ) نشـان  ۱در جـدول (

ــت (  ــده اس ــيون  ۵۱و  ۱۹، ۱۰داده ش ــيمي رگرس ــود ترس ). نم

 )ب( (الف)
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۶  

  بر سطوح دو رس سپيوليت و ورميکوليت شده جذبآز آزاد و اوره ميآنز. خصوصيات سينتيکي ۱جدول 

  ورميکوليت -آزاوره    تسپيولي -آزاوره    آز آزاداوره  معادله

  *Vmax *Km R۲ 
SSRes 

(×۱۰-۳) Vmax Km R۲ 
SSRes 

(×۱۰-۳) Vmax Km R۲ 
SSRes 

(×۱۰-۳) 

۲/۱  بارک -ويورلاين  ۸/۸  ۹/۰  ۵/۸  ۵/۱  ۶/۲۱  ۹/۰  ۲/۲۷۹  ۹/۰  ۸/۳  ۹/۰  ۶/۱۲  

۱/۱  وولف - هانس  ۷/۶  ۹/۰  ۲/۶   ۰/۱  ۶/۷  ۹/۰  ۰/۴۹   ۸/۰  ۱/۲  ۹/۰  ۲/۱۲  

۲/۱  هافستي -ادي  ۷/۸  ۹/۰  ۲/۷   ۲/۱  ۱/۱۲  ۷/۰  ۱/۵۸   ۹/۰  ۵/۳  ۹/۰  ۷/۹  

۲/۱  ميانگين  ۱/۸  - -  ۲/۱  ۸/۱۳  - -  ۹/۰  ۱/۳  - - 

m/ KmaxV  ۱/۰  - -  ۱/۰  - -  ۳/۰  - - 

mM:Km, mM NH / min mg protein : Vmax *4 
 

منـتن، بيشـترين تطـابق را بـا      -هاي معادله ميکائيليسدادهخطي 

 ـ۲Rبيشترين مقادير ضرايب تبيين ( رين مقـادير مجمـوع   ) و کمت

ــاقي ــات ب ــده (مربع ــراي اورهSSResمان ــت آزاد و ) ب آز در حال

ب). -۲شـکل  وولـف نشـان داد (   -کمپلکس، با منحنـي هـانس  

وولف کـه در حقيقـت شـکل اصـلاح      -استفاده از معادله هانس

باشـد، روشـي معمـول جهـت     منتن مي -شده معادله ميکائيليس

، در شـده  جـذب آزاد و  ي سينتيک واکنش آنزيمپارامترهاتعيين 

  ).۲باشد (معادله هاي مختلف بستره ميغلظت

]۱[                                                       
 SKm

SmaxV
V


  

]۲[                                        
 

S Km
S

V V max V max
 

1  

روش، شيب خـط راسـت معـادل    بدين شده در نمودار رسم

بــا 
V m ax

، Yو محــل تلاقــي نمــودار بــا محــور  1
maxV

Km  و

  باشد.مي –X ،mKهمچنين محل تلاقي نمودار با محور 

تـوان بـه يکنواخـت    هاي اين نمودار مـي ترين ويژگياز مهم

هـاي لايـن   بودن توزيع خطاهـا در ايـن روش نسـبت بـه روش    

  ).۵۲(اشاره نمود  هافستي -بارک و ادي -ويور

را پـس از جـذب    mKو  maxVنتايج آزمايش، تغييـر مقـادير   

هاي سپيوليت و ورميکوليت در مقايسه بـا  آز بر سطوح رساوره

) نيـز  ۵۰). صداقت و همکـاران ( ۱آنزيم آزاد نشان داد (جدول 

ــادير  ــر در مق ــال تغيي ــرهمکنش   maxV و mK احتم ــس از ب را پ

  اند.ها گزارش نمودهاذبها با جهاي فعال آنزيممکان

وولف، بـا افـزايش    -نتايج حاصل از منحني هانس براساس

غلظت اوره، سرعت واکـنش آنزيمـي در هـر دو حالـت آزاد و     

(کمپلکس) افزايش يافـت بـا ايـن وجـود بـالاترين       شده جذب

آز آزاد و پس از سطوح افزايش سرعت واکنش، براي آنزيم اوره

آز با سپيوليت و ورميکوليت ي اورههاترتيب براي کمپلکسآن به

  ب).-۲مشاهده گرديد (شکل 

وولـف،   -نتايج حاصل از نمـودار هـانس   براساسهمچنين، 

از آزاد بيشـتر از  ) براي آنـزيم اوره maxVمتوسط سرعت بيشينه (

ــزيم ــاي آن ــده جــذبه ــر ســطوح رس ش ــپيوليت و ب ــاي س ه

آزاد آز ) کـه ايـن مقـدار بـراي اوره    ۱ورميکوليت بـود (جـدول   

/معادل با mM NH  min mg protein-1 -1
محاسبه گرديد. از  0 41

ترتيـب  به maxVنيز بيشترين مقادير  شده جذبطرفي، در حالت 

ــراي اوره ــذبآز بــ ــده جــ ــپيوليت   شــ ــطح ســ ــر ســ بــ

mM NH  min mg protein )-1 -1
و ســـپس ورميکوليـــت   1/0)4

mM NH  min mg protein )-1 -1
4(0 / مشاهده گرديد. اين امـر   8

آز بر سـطح رس سـپيوليت   جذب اوره احتمالاًکه دهد نشان مي

در مقايسه با ورميکوليت، فعاليت آنزيم را نسبت به حالـت آزاد  

) نيـز  ۱۹دهـد. جـاينفردا و همکـاران (   قرار مي ريتأثکمتر تحت 

آز بر سطح مونتموريلونيت منجـر  گزارش نمودند که جذب اوره

از طرفـي،   شـود. آز آزاد مـي در مقايسـه بـا اوره   maxVبه کاهش 

را پـس از غيرمتحـرک شـدن     maxVبرخي از مطالعـات کـاهش   

آز بـر کائولينيـت، مونتموريلونيـت و    فسفاتاز اسيدي و نيـز اوره 

ــوده  ــزارش نم ــت گ ــد (ايلي ــات صــداقت و ۴۳و  ۲۳ان ). مطالع

 ۳/۳و افـزايش   maxVبرابـري در   ۲/۴کـاهش   ) نيز۵۰همکاران (
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۷  

يايي غيرمتحرک شده بـر  فسفاتاز قل را براي آنزيم mKبرابري در 

 آنهـا سطح سپيوليت سديمي در مقايسه با آنزيم آزاد نشـان داد.  

اين امر را به برخي تغييرات احتمالي در ساختار طبيعي آنزيم به 

شدن بر سطح کاني رسي نسبت دادند. اين در محض غيرمتحرک

 ريتـأث ) پيرامـون  ۳۲حالي است که مطالعـات مـک بـول و اتـو (    

شباع شده با کلسيم بر فعاليت فسـفاتاز اسـيدي،   هاي رسي اکاني

اين آنزيم را در حضور مونتموريلونيـت نشـان داد    maxVافزايش 

منجـر بـه افـزايش ايـن      در حالي که حضور ايليت و کائولينيـت 

 ظاهراًباره چنين استدلال نمودند که  پارامتر نگرديد. آنها در اين

جـذب بـر   هـاي واکـنش پـذير فسـفاتاز اسـيدي پـس از       مکان

ايليت يا کائولينيت بيشتر پوشيده و  مونتموريلونيت در مقايسه با

ــد ( ــايج  براســاس). ۳۲حفــظ شــده بودن ــهنت ــد دســتب ه از آم

ميکروسکوپ الکتروني و تفرق اشعه ايکـس، بـراي ليـزوزيم و    

سولفاتاز، اين امر همچنين ممکن است تا حدودي بر مبناي آريل

ي بخـش قابـل تـوجهي از    ي اضـاف اشـبکه فرآيند تثبيـت درون  

عـلاوه، نقـش   ). بـه ۲۴ و ۱هاي آنزيم شرح داده شـود ( مولکول

سطح ويژه و چگالي بار سطحي رس نيز نبايد ناديده گرفته شود 

 -هاي سـرعت معادلـه ميکـائيليس   ). تنگ  نيز افزايش ثابت۲۱(

ها، در مقايسـه بـا   منتن را همزمان با جذب آنزيم بر سطوح رس

  .)۶۰( نمود آنزيم آزاد گزارش

براساس نتايج آزمايش و مطابق نمـودار   mKهمچنين مقادير 

آز آنـزيم اوره  شـده  جـذب وولف بـراي حالـت آزاد و    -هانس

بـر سـطح    شـده  جـذب آز بـراي اوره  mKمتفاوت بـود. مقـادير   

ترتيب کمتر و ) بهmM ۶/۷) و سپيوليت (mM ۱/۲ورميکوليت (

اين امـر بـر ايـن حقيقـت     ) بود. mM ۷/۶آز آزاد (بيشتر از اوره

آز بـراي بسـتره اوره پـس از جـذب     دلالت دارد که تمايـل اوره 

آز آزاد و مراتب بسيار بيشتر از اورهشدن بر سطح ورميکوليت به

باشـد. نتـايج   بر سطح سپيوليت مـي  شده جذبآز همچنين اوره

. )۴۲( وسيله رائو و همکاران نيـز گـزارش شـده اسـت    مشابه به

دهنده تمايل کمتر آنزيم براي يک بسـتره   تر نشانبالا mKمقادير 

). از طرفي، اين افزايش تمايـل آنـزيم   ۳۲ و ۲۰باشد (خاص مي

نـوعي بـر   شدن بر سطح ورميکوليـت بـه  به بستره پس از جذب

غالب بودن پيوندهاي کووالانسي بـين آنـزيم و رس در مقايسـه    

ات مختلـف  ). نتايج آزمايش ـ۴۹نمايد (با ساير پيوندها دلالت مي

جذب آنزيم بر فعاليت آن بسـته بـه نـوع     ريتأثدهند که نشان مي

آنزيم و نوع رس متفاوت است. جـاينفردا و همکـاران گـزارش    

آز پـس از جـذب بـر سـطح     آنـزيم اوره  mKنمودند که مقـادير  

ــي   ــان م ــاهش را نش ــت ک ــدمونتموريلوني ــي، )۱۹( ده . از طرف

ثابـت ميکـائيليس   جيان نشـان داد کـه    -مطالعات رانگ و اونگ

برابـر   ۴۷/۱بر سـطح مونتموريلونيـت،    شده جذبگلوکوآميلاز 

. همچنـين مطالعـات کاراسـکو و    )۴۵( بيشتر از آنزيم آزاد است

نشان داد که جذب فسفات از قليايي بر سطح سپيوليت  همکاران

 mMدر محلــول آبــي بــه  mM ۳۶/۲را از  mKســديمي مقــادير 

. البتــه )۹( افــزايش داد شــده بــراي آنــزيم غيرمتحــرک ۳۲/۱۸

چندان زياد جذب آنزيم بر تمايـل  نه ريتأثگزارشاتي نيز مبني بر 

عنــوان مثــال ســانجاي و آن بــه ســمت بســتره وجــود دارد. بــه

گـزارش نمودنـد کـه جـذب گلوکـوآميلاز بـر سـطح         سوگونان

قـرار   ريتـأث مونتموريلونيت تمايل آنزيم به سمت بستره را تحت 

  .)۴۹( دهدنمي

ترين پارامترهايي است از جمله مهم mKذکر است که زم بهلا

هـاي  بـراي آنـزيم   خصوصـاً که مطالعـه آن در مقيـاس جهـاني    

دليـل اطلاعـاتي کـه از تمايـل     هيدروليز کننده خارج سلولي، بـه 

دهد بسيار حـائز اهميـت   دست ميهاي مختلف بهآنزيم به بستره

  ).۶۵و  ۵۷، ۱۶است (

بر سـطوح   شده رمتحرکيغآز هاي اورهدر اين مطالعه، آنزيم

سپيوليت و ورميکوليت نسبت به آنزيم آزاد، با سـرعت کمتـري   

اکسيد کربن و آمونياک تبديل نمودند. ايـن امـر از   اوره را به دي

دليـل وجـود   بـه  تواند حائز اهميـت باشـد.  ديدگاه کشاورزي مي

اوره  ويـژه پتانسيل تلفات نيتروژن حاصل از کاربرد کود اوره، به

ي فاقـد عمليـات   هـا نيزم ـگرانوله توسط فرآيند تبخير بـرروي  

 آز و بنـابراين آنـزيم اوره  مـؤثر هاي توسعه بازدارنده خاکورزي،

بهبود کارآيي استفاده از نيتـروژن حاصـل از اوره داراي اهميـت    

هــاي ورميکوليــت و اســت. در ايــن ميــان، شــايد بتــوان از رس

 دليـل اثـر کاهشـي بيشـتر بـر     ه(ب ويژه ورميکوليتسپيوليت و به



  ۱۳۹۵زمستان / هشتمو هفتاد/ شماره  مبيست/ سال  )علوم و فنون كشاورزي و منابع طبيعي(علوم آب و خاك  نشريه 

  

۸  

  بر سطوح دو رس سپيوليت و ورميکوليت شده جذبآز در حالت آزاد و . ثابت و کارآيي کاتاليزوري آنزيم اوره۲جدول 

  معادله

  ورميکوليت -آزاوره    سپيوليت -آزاوره    آز آزاداوره

Kcat  
(×۱۰-۱) (s-۱) 

Efficiency 
Kcat/Km  
(s-۱M-۱) 

Kcat  
(×۱۰-۱) (s-۱) 

Efficiency 
Kcat/Km  
(s-۱M-۱) 

Kcat  
(×۱۰-۱) (s-۱) 

Efficiency 
Kcat/Km  
(s-۱M-۱) 

 ۹/۶ ۳/۰ ۱/۲ ۴/۰ ۳/۱۳۴ ۰/۱۲  بارک -ويورلاين

 ۵/۱۱ ۲/۰   ۰/۴  ۳/۰   ۰/۱۶۷ ۰/۱۱  وولف - هانس

 ۵/۷  ۳/۰   ۹/۲ ۴/۰   ۷/۱۳۵  ۰/۱۲  هافستي -ادي

η ۷/۰    ۹/۰    -  وولف)-(هانس  

  

، در مقايسه با شده آز غيرمتحرکاوره توسط اورهسرعت تجزيه 

آز آزاد) در عين حفظ فعاليت آنزيم بهره جست. از طرفـي،  اوره

بر سطح ورميکوليت به اوره، بيشـتر از   شده جذبآز تمايل اوره

رسد نظر ميبر سطح سپيوليت بود. بنابراين به شده جذبآز اوره

بت بـه ورميکوليـت دارد.   که سپيوليت، اثر بازدارندگي بهتري نس

 mKو  maxVبنابراين در اين انتخـاب، هـر دو پـارامتر سـينتيکي     

  تاثيرگذار بوده و همزمان بايد مد نظر قرار گيرند.

 -ترين کاربردهاي پارامترهاي معادله ميکائيليساز جمله مهم

)، تعيين کـارآيي آنـزيم بـا اسـتفاده از نسـبت      mKو  maxVمنتن (

  ).۳باشد (معادله ميکارايي کاتاليزوري 

]۳[                                Kcat
time conc (S mM )

Km
    1 1 1 1  

]۴[                                                       V max
Kcat

Et
  

، ثابت کاتاليزوري (ثابت سـرعت تبـديل   catKدر اين نسبت 

ثابـت   mK) و ۴بسـتره بـه محصـول) (معادلـه      -کمپلکس آنزيم

) m/KcatKباشـد. در حقيقـت ايـن نسـبت (    منتن مي -ميکائيليس

معياري از اختصاصي بودن بسـتره بـراي يـک واکـنش آنزيمـي      

 catKباشـد. زمـاني کـه    خاص و نيز کارايي کاتاليزوري آنزيم مي

در معادله واکنش آنزيمي باشـد   K-۱تر از طور مشخصي بزرگبه

ار سريع بوده و کـارايي آنـزيم   )، فرآيند کاتاليتيکي بسي۵(معادله 

  به توانايي آن براي پيوند با بستره بستگي خواهد داشت.

]۵[                            

ــين    براســاس ــراي چن ــالايي ب ــوانين پخشــيدگي، حــد ب ق

باشد. کـارايي برخـي از   مي M ۱-s ۹۱۰ - ۸۱۰-۱هايي بين نسبت

کـه در   بـه ايـن دامنـه نزديـک شـده      عمـلاً توانـد  ها مـي آنزيم

صـورت هــر برخـورد آنــزيم و بسـتره منجــر بـه تشــکيل     ايـن 

ــزيم ــپلکس آن ــين    -کم ــارآيي چن ــابراين ک ــده و بن ــتره ش بس

). ۱۲و  ۴شــود (کامــل در نظــر گرفتــه مــي نســبتاًهــايي آنــزيم

آز نتايج آزمايش، بين مقادير کـارآيي کاتـاليزوري اوره   براساس

يت و هــاي ســپيولبــر ســطوح رس شــده جــذبآز آزاد و اوره

). ۲ورميکوليت تفـاوت قابـل تـوجهي مشـاهده شـد (جـدول       

ــراي اوره   ــاليزوري ب ــارايي کات ــترين ک ــت آزادبيش  آز در حال

)۱-M۱-s ۰/۱۶۷جـذب هـاي  ترتيب براي آنزيم) و پس از آن به 

 M۱-s-۱) و سـپيوليت ( M۱-s ۵/۱۱-۱بر سطح ورميکوليـت (  شده

در حضـور  آز دست آمد. بـر ايـن اسـاس کـارآيي اوره    ) به۰/۴

برابر بيشتر از کارايي آن در حضـور   ۹/۲ورميکوليت در حدود 

نيـز گـاهي    m/KmaxVذکر است که نسبت سپيوليت بود. لازم به

عنوان معياري از کارايي کاتاليزوري يک آنزيم درنظـر گرفتـه   به

). در اين راسـتا، نتـايج آزمـايش نشـان دادنـد کـه       ۴۴شود (مي

کـنش آنزيمـي در حضـور    مقدار عـددي ايـن نسـبت بـراي وا    

ورميکوليــت بيشــتر از ايــن نســبت در حضــور ســپيوليت بــود 

آز در حضـور  ) که اين امر نيز بالاتر بودن کارايي اوره۱(جدول 

  نمايد.مي دييتأورميکوليت را 

يکـي ديگـر از پارامترهـاي مهمــي کـه مبـين نقـش فرآينــد       

باشـد  ) مـي ηکـنش اسـت، فـاکتور اثربخشـي (    پخشيدگي در وا

  ).۴۹( )۶معادله (

]۶[                                        

 های غيرمتحرکسرعت آنزيم
= 

 آنزيم آزاد



  هاي سپيوليت و ورميکوليتآز در حضور رسهاي سينتيکي آنزيم اورهويژگي

  

۹  

طور کامل اتفـاق بيفتـد، مقـدار    در شرايطي که پخشيدگي به

۱=η هـاي همگـن و تنهـا    شود. چنين حالتي در مورد واکنشمي

يـان  ). اين فـاکتور بـراي ب  ۴۹افتد (با حضور آنزيم آزاد اتفاق مي

ويـژه  هاي متخلخل، بههاي داخلي و خارجي در سيستممقاومت

نمايند نيـز  هايي که از سينتيک درجه اول پيروي ميبراي واکنش

ــي  ــرار م ــتفاده ق ــورد اس ــرد (م ــت ۴۶و  ۱۳گي ــود مقاوم ). وج

تواند کارآيي کاتاليست را اي در اطراف آنزيم ميپخشيدگي توده

  ).۱۳دهد ( قرار ريتأثقابل توجهي تحت  طوربه

توانـد  سينتيک آنزيم پيوند شـده بـه يـک ذره متخلخـل مـي     

قـرار   ريتـأث توسط مقاومت پخشيدگي خارجي و داخلـي تحـت   

ترتيب با انتقال بستره و محصولات از محلول اطراف گيرد که به

ها به درون ذره و انتقال دروني اين گونه -به سطح بيروني آنزيم

). نتايج حاصل از آزمـايش  ۵۴سيستم متخلخل در ارتباط است (

بـر   شـده  جـذب آز براي اوره ηنشان دادند که فاکتور اثربخشي 

بـر سـطح    شـده  جـذب آز ) بيشـتر از اوره ۹/۰سطح سـپيوليت ( 

رسد نظر مي). بر اين اساس، به۲) بود (جدول ۷/۰ورميکوليت (

که فرآيند پخشيدگي در حضور رس سپيوليت بيشتر و کاملتر از 

  پذيرد.ر حضور ورميکوليت صورت مياين فرآيند د

  

  گيرينتيجه

آز بر سطوح هر دو رس نتايج اين پژوهش، جذب اوره براساس

سپيوليت و و ميکوليت، فعاليت آنزيمي را در مقايسـه بـا آنـزيم    

آز در قرار داد. نتايج نشان دادند کـه آنـزيم اوره   ريتأثآزاد تحت 

منـتن   -ائيليساز سـينتيک ميک ـ  شده جذبهر دو حالت آزاد و 

آز بر سطوح هر دو رس سـپيوليت و  نمود. جذب اورهپيروي مي

) را mK) و ثابـت ميکـائيليس (  maxVورميکوليت سرعت بيشينه (

کــه  نحـوي قـرار داد بـه   ريتــأثآز آزاد تحـت  در مقايسـه بـا اوره  

 -آزآز آزاد، در کمـپلکس اوره پـس از اوره  maxVبيشترين مقدار 

 -آزنيــز در کمــپلکس اوره  mKان ســپيوليت و کمتــرين ميــز  

ورميکوليت مشاهده گرديد. در اين ميان، تغييـرات احتمـالي در   

شدن، حفظ و يا تغيير ساختار طبيعي آنزيم به محض غيرمتحرک

هاي فعال آنزيم پس از جذب بر سطح رس، تثبيت درون جايگاه

هاي آنزيم، سطح ويژه و چگـالي بـار سـطحي    ي مولکولاشبکه

ز جمله عواملي هستند که منجر به رفتارهاي متفاوت رس و ... ا

گردنـد. در هـر   هـا مـي  آنزيم پس از جذب شدن بر سطوح رس

هاي مـورد  آز بر سطوح کانيرسد که جذب اورهنظر ميحال، به

اکسـيد کـربن و   دليل کاهش سرعت تبديل اوره به ديمطالعه، به

جهـت کـاربرد    آمونياک در مقايسه با آنزيم آزاد، پتانسيل مطالعه

منظور کـاهش تلفـات اوره ناشـي از تبخيـر در اراضـي فاقـد       به

ورزي را دارا است. همچنين نتايج نشان دادند که بيشـترين  خاک

ترتيب متعلـق بـه   آز آزاد بهکارآيي کاتاليزوري پس از آنزيم اوره

آز در حضور ورميکوليت و سـپيوليت بـود. از سـوي    آنزيم اوره

آزمايش نشان دادند که فـاکتور اثربخشـي    ديگر، نتايج حاصل از

آز بـر سـطح سـپيوليت بيشـتر از اوره     شـده  جـذب آز براي اوره

فرآينـد   احتمـالاً بر سطح ورميکوليت بود و بنابراين  شده جذب

پخشيدگي در حضور رس سپيوليت بهتر از ورميکوليت صورت 

رس، نـوع   -رسـد کـه در آزمايشـات آنـزيم    نظر ميپذيرد. بهمي

نوع آنزيم مورد بررسي و همچنين شرايط انجام آزمـايش،  رس، 

  ترين عوامل تعيين کننده بر نتايج حاصله باشند.از مهم
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Abstract 

Urea is one of the most commonly used nitrogen fertilizers in agricultural lands. The fate of this fertilizer in soils is 
greatly related to the soil urease enzyme activity, while this enzyme commonly exists in the adsorbed state on the 
surface of soil colloids, and especially clay minerals. In order to examine the kinetic properties of free and adsorbed 
Urease on the surface of sepiolite and vermiculite, an experiment was carried out with eight levels of urea concentration 
(5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 and 120 mM). This experiment was done with enzyme concentration of 1 unit in temperature 
of 25˚C and pH=7. Adsorption of urease on the clay surfaces affected its kinetic properties compared to the free state. 
The results showed that urease enzyme obeyed Michaelis-Menten kinetic in both free and adsorbed states on the clay 
surfaces. Except free urease, the highest and lowest values of Vmax and Km were observed in urease-sepiolite and urease-
vermiculite complexes, respectively. Also, the results showed that except free urease, the highest levels of Catalytic 
Efficiency were related to urease in the presence of vermiculite and sepiolite, respectively. The Effectiveness Factor 
was more for adsorbed urease on the sepiolite surface than adsorbed urease on the vermiculite surface, and the fact 
somehow suggests more complete diffusion in the presence of sepiolite. 
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