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  )۱۴/۸/۱۳۹۰ :رشيخ پذي ؛  تار۱۰/۶/۱۳۹۰: افتيخ دريتار(

 

  دهيكچ

هـا، نقـش بـسزايي در پايـداري ايـن             ها با داشتن سطوح جذبي بـراي آنـزيم          رس.  چرخه نيتروژن است   هاي  ترين آنزيم   از مهم  يکيآز    اوره

ش يهاي سپيوليت و ورميكوليت سه آزمـا        آز و رس    كنش اوره   براي بررسي برهم  . هاي پروتئيني در برابر عوامل محيطي گوناگون دارند         تركيب

 ۲۰ و ۱۰، ۵، ۲، ۱، ۰(ترتيب شامل شش سطح زمـان   دو آزمايش به . گاهي انجام شد   تصادفي در شرايط آزمايش    جداگانه در قالب طرح كاملاً    

و غلظـت   ) ۹ و   ۷،  ۵( در سه سـطح       اچ -پو آزمايش سوم با آرايش فاكتوريل شامل        ) گراد  درجه سانتي  ۵۰ تا   ۱۰(و پنج سطح دمايي   ) روز

ها نشان دادند كه بـا گذشـت زمـان، فعاليـت              آزمايش. گرديدبا دو تکرار اجرا      ) واحد آنزيمي  ۳۰ و   ۱۵،  ۵،  ۱،  ۲۵/۰،  ۰۵/۰(در شش سطح    

گـراد    سـانتي    درجه ۵۰ و   ۳۰ترتيب    فعاليت آنزيم آزاد و جذب شده به        نهيدماي به . ها بيشتر از آنزيم آزاد بود       آنزيم جذب شده بر سطح رس     

چنين بيشترين ميزان جـذب   هم. دهد يش مييطي افزاهاي مح بنابراين جذب آنزيم بر سطح رس، پايداري آن را در برابر دشواري    . دست آمد  به

بررسي همدماهاي جذب اين آنزيم نشان داد كه ورميكوليـت          .  رخ داد  ۷ و ۹ي    ها   اچ -پترتيب در    آز بر سطح سپيوليت و ورميكوليت به        اوره

  .نمايد آز را جذب مي سپيوليت، اوره بهبا شدت و توانايي بالاتري نسبت 

  

  
  

  تيکوليورمرس، سپيوليت، -آز، كمپلكس آنزيم وره، اورها : يديلك  يها واژه
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  مقدمه

 گونـاگوني ميـان     يهـا کـنش   خاك سيستمي پوياست كـه بـرهم      

هـا  کـنش   ن برهم يترين ا   مهم   از جمله . دهد  يهاي آن رخ م     بخش

هـا را   ها و رس  ني پروتئ  دهيچيبات پ يكنش ميان ترک    توان برهم   يم

هاي پروتئيني    ين تركيب تر  مهمها    در اين راستا، آنزيم   . يادآور شد 

 انجـام   آنهـا هـا روي       از پژوهش  يباشند كه بخش مهم     خاك مي 

اي هـستند كـه در بـدن        هاي پيچيده   ها پروتئين   آنزيم. شده است 

هـاي گونـاگوني را كاتـاليز           همه جانداران ساخته شـده واكـنش      

. گونه تغييري داشته باشـند      خودشان هيچ  كه  ايننمايند، بدون    مي

  . نماينـد     يعنـوان كاتـاليزور زيـستي عمـل م ـ         بـه قت آنها   يدر حق 

هـاي انجـام شـده، بـر          شتر پژوهش يبدر  ). ۳۰ و ۲۲،  ۱۸،  ۱۷،  ۴(

پلـي فنوليـك    / هوميـك هـاي     ها با تركيـب     كمپلكس شدن آنزيم  

ار يهاي بـس    ، اما تاکنون پژوهش   )۴۹ و ۳۵،  ۵(متمركز شده است    

ويژه  به(هاي پروتئيني خاك      ميان تركيب  كنش  رامون برهم ي پ يکم

هـاي رسـي انجـام شـده          ويژه كاني  بهو ذرات غير آلي     ) ها  آنزيم

هـاي    ين تركيـب  تـر   مهـم هـا از      جـا كـه آنـزيم       از آن ). ۴۴(است  

ها در خاك را      ند كه انجام بسياري از واكنش     پروتئيني خاك هست  

سـازند،    پذير مي  ها را امكان    آسان و گاهي انجام برخي از واکنش      

بنابراين، بررسي پايداري آنها در شرايط گوناگون محيطي بـسيار         

ــق در    ــسيرهاي اصــلي تحقي ــوده و يكــي از م حــائز اهميــت ب

  ).۲۵و۱۹، ۱۰(رود  شمار مي بهشناسي كاربردي  آنزيم

ها براي پايدار نمودن      ها يكي از روش     جنبش شدن آنزيم  بي  

از اين ديـدگاه، بـا بـي جنـبش          ). ۳۹و۳۶،  ۱۶،  ۳(ها است     آنزيم

م، غيرفعال شدن آن عمدتا كـاهش و ارزش اقتـصادي           يشدن آنز 

هـاي بـي جنـبش     از ديگر برتـري ). ۲۰ و ۱۱(يابد    آن افزايش مي  

رآينـدهاي  ادامـه و كنتـرل مناسـب ف        بـه تـوان     ها مـي    شدن آنزيم 

ها، كـاهش فـرآورده       تر فرآورده واكنش    آنزيمي، جداسازي ساده  

اشـاره نمـود    ...  بـالا و       اچ -پناخواسته، پايـداري در دماهـا و        

ها در مـاتريكس خـاك، هماننـد    ن ميان، سطوح رس   يدر ا ). ۲۸(

هاي   هاي کوچک اما بسيار مهم براي انجام واكنش         يكي از محيط  

جنبش  نقش بسزايي را در فرآيند بي     فيزيكي، شيميايي و زيستي،     

ها ايفا نموده و در نگهداري و يا نابودي فعاليت ايـن              شدن آنزيم 

). ۴۲(اي برخـوردار اسـت        هاي پروتئيني، از جايگاه ويژه      تركيب

هـا، كـشش بـالايي بـراي          هاي كروي مانند آنـزيم      بيشتر پروتئين 

رد ايـن رفتـار فيزيكـي، كـارك    . ها دارند انباشتگي در سطوح رس  

ــژه ــزيم دارد    وي ــداري آن ــدن و پاي ــبش ش ــي جن ). ۲۷(اي در ب

هاي رسـي     توانند بر كاني    ها مي   طوركه مطرح گرديد، آنزيم    همان

هاي هوميكي درون خاك جذب و بـي جنـبش شـوند              و كلوئيد 

ها، توان بالايي براي      پذير مانند اسمكتايت   هاي انبساط   رس). ۳۷(

) ۳۸(همكـاران   صـفري سـنجاني و      . هـا دارنـد     جذب پـروتئين  

موريلونيـت و   هـاي مونت    ردند كه توانايي جـذب رس     گزارش ك 

سپيوليت بسيار بيشتر از كائولينيت و ايليـت اسـت و پوشـاندن             

هاي آنزيمي با هيدروكسيدهاي آلومينيـوم، تـوان          اين نگهدارنده 

فوسـي و  . دهـد  گيـري افـزايش مـي    اندازه چشم به را آنهاجذب  

توانـد   مونتموريلونيـت مـي  گـزارش كردنـد كـه    ) ۱۲(همكاران  

هــاي آنزيمــي را بــر روي هــر دو ســطوح خــارجي و  مولكــول

   .داخلي، جذب نمايد

گزارش كردند ) ۳۸(در برابر آن، صفري سنجاني و همكاران 

هـاي خـاك      هـاي رس    تواند در ميـان لايـه       كه آنزيم سلولاز نمي   

. شـود   هـا جـذب مـي       جذب شود و تنها بر سـطح بيرونـي رس         

هـا بـر      كـه زمـان جـذب آغـازين پـروتئين         گزارش شده اسـت     

هاي كائولينيت و مونتموريلونيت كوتاه است و نزديك سـه            رس

ها با    چهارم جذب بيشينه در چند دقيقه آغازين برهمكنش آنزيم        

هـا بـر    از سـوي ديگـر، جـذب آنـزيم     ). ۲۴(دهد    ها رخ مي    رس

) ۳۴( ايزوالكتريك آنها اسـت       نقطه بهسطوح رس، بسيار وابسته     

اچ بالاي نقاط ايزوالكتريـك     -ها، در پ    ها بر رس    ب آنزيم و جذ 

هـاي    بر پايه آنچه كـه از پـژوهش       ). ۴۱(ها، پايين است      پروتئين

هاي گوناگون،    ها و رس    كنش ميان آنزيم    آيد، برهم   مي  گوناگون بر 

عوامل زيستي، فيزيكي و شيميايي  بهناهمانند بوده و خود وابسته 

هـاي پروتئينـي      مچون ديگر تركيب  ها نيز ه      آنزيم. مختلفي است 

ها، در هـر لحظـه      هاي گوناگون زيستگاه    ويژگي بهتوانند بسته     مي

هاي گوناگون جذب و يا دفع شوند كه شـناخت           از زمان بر رس   

هـاي پروتئينـي    بيني سرانجام تركيب ها براي پيش كنش اين بر هم 

ويژه كارآيي يك آنزيم در يك خاك ويژه اهميـت           بهدر خاك و    



  ...آز بر جذب و فعاليت   و غلظت اورهاچ -پتأثير زمان، دما، 

۳  

تازگي بر رفتار و سرنوشت      بههايي كه     از گروه آنزيم  . يي دارد بالا

  آز  هــايي انجــام شــده اســت، آنــزيم اوره آن در خــاك پــژوهش

)EC 3.5.1.5 (ــي ــد  م ــه). ۱(باش ــشاورزي، اوره در زمين  از   ك

كـاركرد   بـه كودهايي است كه دگرگوني و آبكافت آن در خاك،          

رآينـد يـك واكـنش    آز در خاك وابسته است و ايـن ف       آنزيم اوره 

كــارآيي و ). ۶(رود  شــمار مــي بــه نيتــروژن  كليــدي در چرخــه

بـودن، فعاليـت و      بـه سرنوشت اين كود در خاك بسيار وابـسته         

آز آنزيمـي   اوره. باشد آز در خاك مي    چنين پايداري آنزيم اوره    هم

دي اكـسيدكربن و آمونيـاك را كاتـاليز       بـه است كه آبكافت اوره     

  ).۴۰و۲۹، ۲۱، ۶(كند  مي

آز كـه يكـي از        كنش ميـان آنـزيم اوره       اين پژوهش برهم  

 نيتــروژن درخــاك اســت و  هــاي چرخــه ين آنــزيمتــر مهــم

چنـين   هـم . هاي ورميكوليت و سـپيوليت آزمـايش شـد          رس

كار رفته بر چنـين      به و غلظت آنزيم      اچ - پثير دو فاكتور    أت

سپيوليت، يـك كـاني رسـي       . هايي بررسي گرديد    كنش  برهم

 كمپلكس سـيليكات منيـزيم بـا فرمـول كلـي            خلوطثانويه و م  

Mg4Si6O15(OH)2·6H2O اين كاني سـفيدرنگ، داراي     . باشد   مي

بنـدي،      لحاظ گـروه   بهوزن مخصوص پايين و تخلخل بالاست و        

ورميكوليـت نيـز بـا فرمـول        . ها جـا دارد     در دسته فيلوسيليكات  

ــيميايي  ــته3(Al,Si)4O10(OH)2.4H2O(MgFe,Al)شــ    از دســ

لحـاظ   بـه اي رنگ،    اين كاني سفيد تا قهوه    . ها است   ليكاتفيلوسي

 قابـل تمـايز نـسبت       خـود كـاملاً   ) فلس ماننـد  (اي    ريخت ورقه 

  .ها است اغلب كاني به

كنش ميـان آنـزيم       ها بر هم    بايد يادآور شد كه در ميان آنزيم      

هاي رسي كمتر بررسي شده است كه هـدف ايـن             آز و كاني    اوره

  .ها است كنش ن برهمپژوهش شناخت برخي از اي
  

  ها  مواد و روش

، زمان و دما بر جذب و فعاليت آنـزيم           اچ -پاثر غلظت آنزيم،    

 خـالص  دو نـوع رس نـسبتاً  (رس  -آز در كمـپلكس آنـزيم   اوره

در . هاي جداگانه بررسـي شـد   در آزمايش) سپيوليت و ورميكوليت 

 EC 3.5.1.5( ،35 U/mg((آز خـالص   هـا، آنـزيم اوره   اين آزمايش

 )Isoelectric Point (IP) (۵(و با نقطه ايزو الكتريك) پودري(امد ج

 Sigma-Aldrich(از شركت سازنده مواد شيميايي سيگما آلدريچ

chemie GmbH Riedstrasse 2, D-89555 STEINHIM( 

) U(يادآور شود كه يك واحد فعاليت آنزيمي        .  گرديد يداريخر

ز يك ميكرومول اوره    شامل مقدار آنزيم مورد نياز براي هيدرولي      

هـاي    رس. گـراد اسـت     سـانتي    درجه ۲۵در يك دقيقه در دماي      

ترتيب از شهرسـتان يـزد و بخـش     بهسپيوليت و ورميكوليت نيز     

  . مشهد گردآوري شدندي دانشگاه فردوسيشناس نيزم

  

  هاي رس سازي نمونه آماده

هـاي رس سـپيوليت و ورميكوليـت از       پس از گـردآوري نمونـه     

 ۳۷ (۴۰۰ها به كمك آب از الـك بـا مـش              ه، نمونه مراكز مربوط 

گذرانده شـده و آنچـه روي الـك بـود، بـا دسـتگاه               ) ميكرومتر

Mixer mill) آزمايـشگاه مركـزي دانـشگاه    ) كـن آسياب مخلوط

هاي خـرد شـده، در آغـاز بـا        نمونه. فردوسي مشهد خرد گرديد   

HCl ۱/۰ شستشو و سپس بـا محلـول          مولارNaCl ۱/۰   مـولار 

 سـاعت نگهـداري در    ۸هـا پـس از        ايـن نمونـه   . گرديدنداشباع  

، براي زدودن سديم و كلر محلـول، بـا آب مقطـر          NaClمحلول  

رس خشك گرديده   -هاي سديم   نمونه. براي سه بار شسته شدند    

  ).۱۳(و در دماي اتاق نگهداري شدند 

  

  هاي گوناگون اچ-آز در پ ها با آنزيم اوره تيمار رس

آز      غلظت آنزيم بر جذب آنـزيم آوره        و  اچ -پبراي بررسي اثر    

رس، -هاي آنـزيم    ت، كمپلكس يوليت و سپ  يکولي ورم يهابر رس 

). ۳۲و۱۳(هاي گونـاگون آنـزيم آمـاده شـد            اچ و غلظت  -در پ 

ليتـر از    گرم از هر رس با يك ميلي        ميلي ۳۰براي اين كار، مقدار     

ــول اوره ــت و  -آز محل ــابق غلظ ــافر، مط ــر    اچ-پب ــورد نظ  م

 -پ واحد آنزيمـي و      ۳۰ و   ۱۵،  ۵،  ۱،  ۲۵/۰،  ۰۵/۰هاي    غلظت(

چنين يك قطـره تولـوئن بـراي توقـف           و هم ) ۹ و   ۷،  ۵هاي    اچ

هـا بـراي      هاي ميكروبي احتمالي موجود، تركيب و نمونه        فعاليت

پـس از   . صورت دوراني شيك گرديدند     ساعت به آرامي و به     ۲۱

وي هـاي محت ـ    ها، فعاليت آنزيمي در نمونـه       سازي كمپلكس   آماده
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هـاي    و تيمـار  ) به تفكيك بخش محلول رويي و فاز جامد       (رس  

 از  ۵   اچ -پيادآور شود كه براي كاربرد      . گيري شد   شاهد اندازه 

 از  ۹ و   ۷هاي     اچ -پچنين براي كاربرد     بافر استات سديم و هم    

هـا     تهيه كمـپلكس    شيوه). ۱۴(بافر فسفات سديم استفاده گرديد      

 اثر تغييـرات زمـان و دمـا بـر           هاي مربوط به بررسي     در آزمايش 

آز جذب شده بـر سـطح رس نيـز بـه همـين                فعاليت آنزيم اوره  

هـا بـا      ها كمپلكس   صورت بوده با اين تفاوت كه در اين آزمايش        

گـرم آنـزيم      ميلـي  ۰۲۸۵۷/۰ (يم ـي واحـد آنز   ۱غلظت آنزيمـي    

). ۳۲،  ۱۳( آمـاده شـدند      ۷   اچ -پو  ) گرم رس   ميلي ۳۰ازاي   به

هـاي شـاهد كـه داراي         هاي حاوي رس، نمونـه     همزمان با نمونه  

  .باشند نيز آماده و بررسي شدند مي) بدون رس(آز آزاد  اوره

  

  هاي آزاد و جذب سطحي شده  بررسي پايداري آنزيم.۱

آز،  هـاي آزاد و جـذب شـده اوره        براي بررسـي پايـداري آنـزيم      

و دو تكـرار    )  روز ۲۰ و   ۱۰،  ۵،  ۲،  ۱،  ۰(آزمايشي با شش زمان     

پـس از سـاخت     .  تـصادفي انجـام شـد       كاملاً  ب طرح پايه  در قال 

ها براي كاربرد تيمارهاي زمان      رس، نمونه -آز  هاي اوره   كمپلكس

گـراد و محـيط       سانتي   درجه ۲۵در شرايط استاندارد شامل دماي      

ثر بر فعاليـت    ؤبراي حذف عوامل محيطي احتمالي م     (بدون نور   

 از گذرانـدن    نگهداري شده و پـس    ) آنزيم آزاد و يا جذب شده     

هـا    هاي زماني مربوطه، فعاليت آنزيمي در نمونـه  هر يك از دوره 

درنـگ پـس از      يادآور شود كه براي زمان صفر، بـي       . خوانده شد 

  .آز خوانده شد ها، كارآيي آنزيم اوره ساخت كمپلكس

  

 بررسي پيامد گرما بر كارآيي آنـزيم آزاد و جـذب شـده              .۲

  آز اوره

 براي بررسي پيامـد دمـا بـر فعاليـت           همزمان با آزمايش زمان و    

ــزيم اوره ــر رس  آن ــده ب ــذب ش ــپيوليت و   آز آزاد و ج ــاي س ه

، ۳۰،  ۲۰،  ۱۰(ورميكوليت، آزمايش ديگري با پنج سطح دمـايي         

  بـا دو تكـرار در قالـب طـرح پايـه           ) گراد  درجه سانتي  ۵۰ و   ۴۰

هـاي    كمـپلكس  پس از تهيـه .  تصادفي طراحي و انجام شد   كاملاً

ها براي كاربرد هر يك از تيمارهاي دمايي ياد          مونهرس، ن -آنزيم

 سـاعت در داخـل انكوبـاتور داراي هـر يـك از              ۱۸شده، براي   

تيمارهاي دمايي ياد شده قرار گرفته و پس از آن فعاليت آنزيمي            

  ).۳۲(گيري شد  ها اندازه در نمونه

  

 محلـول    اچ -پكار رفتـه و      ه بررسي پيامد غلظت آنزيم ب     .۳

  آز ب سطحي و كارآيي آنزيم اورهآنزيمي بر جذ

كـار رفتـه     هآز ب    محلول و غلظت اوره     اچ -پبراي بررسي پيامد    

 يشيرس، آزما -هاي آنزيم   بر جذب و فعاليت آنزيم در كمپلكس      

 ـفي بـا آرا    تـصاد  کاملاً  هيطرح پا در قالب    ش فاكتوريـل شـامل     ي

و فاكتور غلظت آنـزيم     ) ۹ و   ۷،  ۵( در سه سطح      اچ -پفاكتور  

 ــ ــش س ــي  ۳۰ و۱۵، ۵، ۱، ۲۵/۰، ۰۵/۰(طح در ش ــد آنزيم  واح

  .در دو تكرار، انجام شد )گرم رس  ميلي۳۰ازاي  به

  

  گيري فعاليت آنزيمي اندازه

هاي   هاي آنزيمي، نمونه    ها با هر يك از محلول       پس از تيمار رس   

 دقيقـه بـا     ۱۵ها براي     چنين سوسپانسيون  آز آزاد و هم     داراي اوره 

سانتريفوژ شـده، محلـول     ) RPM ( دور بر دقيقه   ۱۰۰۰۰سرعت  

ليتري منتقل و سپس بـه هـر    دو ميلي  ف  رهاي اپندو   رويي به لوله  

مـولار    ميلـي  ۶۶بـافر    -ليتر محلـول اوره    ف يك ميلي  رلوله اپندو 

 دقيقه بر روي شيكر دوراني      ۱۰ها دوباره براي      نمونه. افزوده شد 

ليـت  در پايـان، فعا   ). ۱۴(قه مخلوط گرديدند    ي دور بر دق   ۱۸۰با  

گـراد    درجـه سـانتي    ۲۵هاي يـاد شـده، در دمـاي           آنزيمي نمونه 

  ليتـر از هـر نمونـه     ميلي ۵/۰براي اين كار، به اندازه      . خوانده شد 

ليتـري    ميلي۲۵هاي  بافر به درون ارلن-تيمار شده با محلول اوره    

استريل شده ريخته و فعاليت آنزيمي بر پايه روش چني و ماربچ 

لظت يـون آمونيـوم در محلـول واكنـشي          كه براي برآورد غ   ) ۸(

شود، و به كمـك دسـتگاه اسـپكتروفوتومتر           گيري مي   آنزيم بهره 

در ايــن روش . گيــري شــد  انــدازهWPA S2000UV/Visمــدل

هاي افزوده شده به نمونه، در پايان مايه پيدايش رنگ آبي             معرف

هـاي آزمايـشي      گيري فعاليت آنزيمي همه نمونه      اندازه. گردند  مي

د و بـدور از نـور   اگر  درجه سانتي  ۲۵يط استاندارد، دماي    در شرا 

  ) ثر بـر فعاليـت آنزيمـي      ؤبراي حذف عوامل احتمالي م    (مستقيم  
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  )چپ(و ورميكوليت ) راست( سپيوليت يها  از سطوح رسSTM تصوير .۱شكل 

  

 ـ      به موازات اندازه  . انجام گرديد  هـا،    هگيري فعاليت آنزيمـي نمون

واحد (هاي استاندارد نيز رسم و مقادير آنزيم جذب شده            منحني

  .مطابق محاسبات اختصاصي تعيين گرديد) فعال

افـزار آمـاري      نرم به كمك  از آزمايش    دست آمده  ههاي ب   داده

MSTATC    اي   آزمون چند دامنه   به كمك ها    آناليز و ميانگين داده

  .دنديگرددانکن مقايسه 
  

  ج و بحثينتا

 يـاد شـده،     يهـا   اي مناسب از رس      دانه  يابي به اندازه    دستبراي  

 ي دانشگاه فردوس ـ  يشگاه مرکز يدر آزما  SEM و   STMتصاوير  

 تـصاوير سـه بعـدي       ۱شـکل   . )۲ و   ۱شـکل   (مشهد آماده شـد     

)1000 3D (دهـد  ي را نشان م ـي رسيها يتوپوگرافي سطح کان .

ــدا اســت، چگــونگي پــستي و   همــان ــه كــه در تــصاوير پي گون

هاي رس سـپيوليت و       هاي هر يك از كاني      هاي سطح دانه    يبلند

ورميكوليت با هم ناهمانند بوده كه اين پديده به ساختمان كـاني        

، توزيـع   ۱با نگاه به شكل     . سپيوليت و ورميكوليت وابسته است    

ها در سطح ورميكوليت كمتر از سپيوليت بوده كه           پستي و بلندي  

تمان اين كـاني در برابـر       اي بودن ساخ   اين شايد بستگي به ورقه    

 رس را   يهـا    نمونه SEM تصاوير   ۲شکل  . سپيوليت داشته باشد  

كمـي سـوزني    (بندي كـشيده      سپيوليت داراي دانه  . دهد  ينشان م 

با توجـه بـه تـصاوير    . اي دارد   اما ورميكوليت ريختي رقه   ) شكل

SEM طـور    ابعاد ذرات رس سپيوليت و ورميكوليت به       ة، محدود

  .ومتر تعيين گرديد ميكر۳۷متوسط زير 

ــداري اوره۳شــكل  ــر ســطوح رس   پاي هــاي  آز جــذب شــده ب

ــي   ــشان م ــان ن ــر زم ــت را در براب ــپيوليت و ورميكولي ــد س . ده

ها نشان دادند كه با گذشت زمان، فعاليت هـردو آنـزيم              آزمايش

هـا، كـاهش يافـت و پـس از            آزاد و جذب شده بـر سـطح رس        

بتي را دنبـال نمـود،       ثا  روز، اين تغييرات، روند نسبتاً     ۱۰گذشت  

آز آزاد بيــشتر از  اگرچــه در كــل، كــاهش فعاليــت آنزيمــي اوره

بيـشترين شـيب كـاهش فعاليـت ايـن          . آز جذب شده بـود      اوره

. هاي جذب شده پس از دو روز بـه وضـوح آشـكار شـد               آنزيم

ها نشان داد كه تـا        آز جذب شده بر روي رس       بررسي رفتار اوره  

آز جذب شده بر سـطح        ت اوره  روز، ميزان كاهش فعالي    ۱۰زمان  

آز جذب شده بر ورميكوليت بود، اما پس          سپيوليت كمتر از اوره   

 روز  ۲۰پس از   .  وارونه ديده شد    روز، روندي كاملاً   ۱۰از زمان   

آز جـذب شـده بـر سـطح سـپيوليت و              از كاربرد تيمارهـا، اوره    

 درصد از فعاليت نخستين     ۸۵/۶۲ و   ۷۵/۵۹ترتيب   ورميكوليت به 

ها نشان دادند كه جذب شدن آنـزيم بـر    آزمايش. شتندخود را دا 

سطح رس، پايداري آن را نسبت بـه زمـان در برابـر آنـزيم آزاد                

نيز در بررسـي رفتـار      ) ۲۳( مارزادوري و همكاران    . افزايش داد 

هـاي   آز جذب شده بر سطح هيدروكـسي آپاتيـت بـه يافتـه        اوره

 چهـار روز    آنها گزارش کردند که پس از     . همانندي دست يافتند  

آز جذب شده     آز بر سطح هيدروكسي آپاتيت، اوره       از جذب اوره  

هـر چنـد    .  درصد از فعاليت نخستين خود را داشت       ۶۰همچنان  

گـاه    ها گزارش شده است اتصال آنزيم به تكيه         در برخي پژوهش  

  دليـل از   ممكن است موجب كاهش تمايل آنزيم به سوبـسترا بـه       
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۶  

  
  ) چپ(و ورميكوليت ) راست( از ذرات رس سپيوليت SEM تصوير .۲شكل 
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   روز۲۰ يهاي سپيوليت و ورميكوليت در ط م اورآز آزاد و جذب شده در رسيت آنزيرات فعاليي تغ.۳شكل 

  

هـاي   پذيري آنزيم و يـا درگيـر شـدن گـروه          دست دادن انعطاف  

  ). ۷، ۳(عاملي آنها در فرآيند بي جنبش شدن گردد 
آز آزاد و جذب شده       ، دگرگوني فعاليت آنزيمي اوره    ۴شكل  

 تـا   ۱۰با افزايش دمـا از      . دهد  را در برابر دگرگوني دما نشان مي      

آز جذب شده بر سـطح        گراد، فعاليت آنزيم اوره     درجه سانتي  ۵۰

كـه   هر دو رس سپيوليت و ورميكوليت افـزايش يافـت حـال آن          

گراد افـزايش و پـس از آن          سانتي   درجه ۳۰فعاليت آنزيم آزاد تا     

هـا نـشان      اين بخش از پـژوهش    . به گونه آشكاري كاهش يافت    

نه براي فعاليت آنزيم جذب شده بر سطح هر دو          يدادكه دماي به  

گراد و براي آنـزيم     درجه سانتي  ۵۰رس سپيوليت و ورميكوليت     

ن ديده شد كه    يچن هم). ۴شكل  (گراد است     درجه سانتي  ۳۰آزاد  

تي را بـر پايـداري آنـزيم داشـت و در برابـر            جذب شدن اثر مثب   

آز جذب شـده پايـداري دمـايي بـالاتري را دارا              آنزيم آزاد، اوره  

آز   نيز در بررسي دگرگوني فعاليت اوره     ) ۲(آنيتا و همكاران    . بود

آزاد و جذب شده بر سطح ورميكوليت در برابر دگرگوني دمـا،            

نـه فعاليـت   يهـا دمـاي به  آن. هاي همانندي را گزارش كردند     يافته

آز جـذب شـده       گراد و براي اوره     درجه سانتي  ۲۵آز آزاد را      اوره

البتـه از    . گـزارش کردنـد    ۵/۶  اچ -پگـراد در      درجه سانتي  ۶۵

 درجـه   ۵۰كار رفتـه     ه ب ين دما يش بالاتر ين آزما يکه در ا   يآنجائ

م جـذب شـده     ي آنـز  ينـه بـرا   ي به يگراد بود بنابراين دمـا     يسانت

 درجـه   ۶۵ بـالاتر از     ي ها يالبته در دما  . لاتر هم باشد  تواند با   مي

ت آن بـسيار    يم فعال ي آنز ير شکل ساختار  ييل تغ يدل هگراد ب  يسانت

گزارش نمود كه افزايش پايداري     ) ۱۵(گلدستين  . ابدي يکاهش م 

  توانـد    آز آزاد در دماهاي بالا مي       آز جذب شده در برابر اوره       اوره

AB
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  گراد  درجه سانتي۵۰ تا ۱۰هاي سپيوليت و ورميكوليت در گستره دمايي  ليت آنزيم اوره آزاد و جذب شده در رسچگونگي دگرگوني فعا. ۴شكل 

  

دليل جلوگيري از هضم خود به خودي آنـزيم جـذب شـده              به

چنين طرفدار و چانكـار      هم). ۱۵و۲(نسبت به آنزيم آزاد باشد      

جـذب   ميـزان    گزارش نمودند كه با افزايش دما، عمـدتاً       ) ۴۳(

آز، فسفاتاز قليايي و فسفاتاز اسيدي بـر سـطح            هاي اوره   آنزيم

هرچند در دماهاي بـسيار بـالا       . يابد هاي رسي افزايش مي     كاني

علت دگرگوني ساختار آنزيم،  به) گراد  درجه سانتي۶۵بيش از (

بنابراين، شايد بتوان يكي   ). ۲(روند جذب بيشتر كاهشي است      

 آنزيمي آنزيم جـذب شـده بـر         ديگر از عوامل افزايش فعاليت    

سطح رس در دماهاي بالا را به افزايش ميزان جذب آنـزيم در             

اين دماها و بنابراين حـضور مقـادير بيـشتري آنـزيم فعـال و               

پايدار در سطح رس و به دنبال آن مقادير بالاتر فعاليت آنزيمي 

از سـوي ديگـر     . گيري شده در چنين شرايطي نسبت داد        اندازه

آز جـذب شـده بـر     دهند كـه پايـداري اوره      ن مي ها نشا   بررسي

ــشتر از    ــسيار بي ــا ب ــزايش دم ــر اف ســطح ورميكوليــت در براب

هايي همچون پروتئاز خنثي جذب شده بر سطح همـين      تركيب

  ). ۹(رس است 

م يزان آنـز ي ـم بر مير غلظت آنزيثأدست آمده از ت ههاي ب  يافته

ر  هـر دو رس د     ين جـذب بـرا    يشتريجذب شده نشان داد که ب     

 ـرو ا از ايـن  .  رخ داد  يميک واحد آنز  يغلظت    ين غلظـت بـرا    ي

ــ ــر ميــزان جــذب اوره اچ-پثير أبررســي ت ــر رس  ب هــاي  آز ب

دست آمده از    ههاي ب   يافته. گيري شد   سپيوليت و ورميكوليت بهره   

ن بخش آزمايش نـشان داد كـه بيـشترين جـذب آنزيمـي بـر                يا

 ۷ و  ۹هاي    اچ -پترتيب در    هاي سپيوليت و ورميكوليت به      رس

گيـري   هرچند از ديدگاه آماري تفاوت چـشم      . )۵شكل  (رخ داد   

 ديـده   ۹ و   ۷هـاي      اچ -پدر ميزان جذب آنزيم بر سپيوليت در        

كه بيـشينه جـذب      گزارش نمودند ) ۴۳(طرفدار و چانكار    . نشد

آز بيـشترين      كه اوره  ۵/۷   اچ -پآز بر سطح ورميكوليت در        اوره

از . دهد، رخ داده است د نشان ميفعاليت آنزيمي را در حالت آزا    

 -پ نشان دادند كه ناهماننـدي       )۲(سوي ديگر آنيتا و همكاران      

آز بـر سـطح       دسـت آمـده بـراي جـذب آنـزيم اوره           نه بـه  ي به  اچ

شناسي هـر رس،     هاي كاني   هاي گوناگون، گذشته از ويژگي      رس

آز، روش بـي     هـايي همچـون منبـع آنـزيم اوره          وابسته به ويژگي  

از . باشـد   كـار رفتـه مـي      هچنين نوع بافرهاي ب    و هم سازي   جنبش

هـاي     اچ -پتوانـد در      هاي فسفات بـافر، مـي       سوي ديگر آنيون  

هـاي جـذبي        هاي آنزيم براي جذب بر جايگـاه        پايين با مولكول  

هـاي     اچ -پرقابت نموده و اين فرآيند مايه كـاهش جـذب در            

ني ، زمـا  )۳۳(كوآمپـويكس     طبق گزارش كوئي  ). ۲۶(پايين شود   

باشد، ميـزان      ايزوالكتريك آنزيم مي   ة در نزديكي نقط    اچ -پكه  

هــاي  كــنش بــار خــالص آنــزيم پــايين اســت و بنــابراين بــرهم

در ). ۳۳(ها ضـعيف اسـت        الكترواستاتيك آنزيم با سطوح كاني    

در بررســي رفتــار جــذبي ) ۲۶(ايــن راســتا، نيجــا و همكــاران 

  د كــه در تيروزينــاز بــر ســطح مونتموريلونيــت گــزارش نمودنــ
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  هاي سپيوليت و ورميكوليت آز جذب شده بر سطح رس  رابطه غلظت تعادلي و ميزان اوره.۶شكل 

  

هاي بـالا يـا        اچ -پدر  (شرايط ضعف نيروهاي الكترواستاتيك     

هـاي جـذبي    كـنش  رسد كـه افـزون بـر بـرهم       ، به نظر مي   )پايين

هاي كربوكـسيل و آمينـو       واندروالس، پيوند هيدروژني بين گروه    

هاي تتراهـدرال سـطح رس        پلي پپتيدي پروتئين و ورقه      زنجيره

شـايد  . نيز در جذب آنزيم بر سطح رس، كارآيي داشـته باشـند            

 بر سـطح    ۷لاتر از   هاي با    اچ -پآز در     بتوان افزايش جذب اوره   

  .سپيوليت را وابسته به چنين نيروهايي دانست

آز جذب شده بـر        غلظت تعادلي و ميزان اوره       رابطه ۶شكل  

 همـدماهاي   ۷شـكل   هاي سپيوليت و ورميكوليـت و         سطح رس 

با توجـه بـه   . دهند ها را نشان مي آز بر سطح اين رس جذب اوره 

ــر د  ، همــدماهاي جــذب اوره۶شــكل  ــر ســطوح ه و رس آز ب

. سپيوليت و ورميكوليت از نوع همدماي جـذبي فرونـدليچ بـود           

هـاي انـرژي سـطحي        اين همدماي جذبي، بيشتر بـراي سيـستم       

كـنش ميـان      اي همـراه بـا بـرهم        نامتجانس با جذب چند لايـه     

با افـزايش غلظـت     ). ۳۱(هاي جذب شده كاربرد دارد        مولكول

 بـر سـطوح   آز نيز آز در محلول واكنشي، ميزان جذب اوره        اوره

چنـين   هـم . هر دو رس سپيوليت و ورميكوليت افزايش يافـت        

   كــه داراي ۷   اچ- پنتــايج نــشان دادنــد كــه ورميكوليــت در 
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  هاي سپيوليت و ورميكوليت آز جذب شده بر سطح رس  فروندليچ مربوط به اورهةهاي معادل  ثابت.۱جدول 

r2 n-1  KF×102 (U g-1) (U ml-1)-1/n كننده رس جذب  

  سپيوليت  ۳۰۴۰/۱  ۸۵۹۸/۰  ۹۸۴۱/۰

  ورميكوليت  ۵۲۶۳/۱  ۱۴۸۳/۱  ۹۶۸۸/۰

  

  هاي تعـادلي كمتـر      ميزان جذب آنزيم است، در غلظت     بيشترين  

) U ml-1۱۸/۳ (   بـه بـالاترين   ۹   اچ-پدر برابـر سـپيوليت در ،

 رسيد كه اين انـدازه تقريبـاً  ) U ml-1۲۹/۶ (مقادير جذب آنزيمي

  .نصف غلظت تعادلي واكنش با سپيوليت بود

 نيــز چنــين رونــدي را توجيــه ۱جــدول نتــايج موجــود در 

 فروندليچ مربوط به     هاي معادله   هاي جدول، ثابت    داده. نمايند مي

هاي سپيوليت و ورميكوليـت را        ز جذب شده بر سطح رس     آ  اوره

  ).۱ ةمعادل(دهند  ينشان م

]۱[        ln ln lne F eq K C
n

 
1  

   جذب شونده به مقدار ماده      ، نسبت مقدار ماده   qeدر اين معادله،    

، غلظـت در فـاز محلـول در حالـت           Ce تعـادل،     جاذب در نقطه  

 بيانگر پارامتر   n-1چ و    معادل با فاكتور ظرفيت فروندلي     KFتعادل،  

 ۱گونــه در جــدول  همــان. باشــد شــدت جــذب فرونــدليچ مــي

 براي رس ورميكوليـت     KFچنين    و هم  n-1مشخص است، مقدار  

 شدت جـذب     دهنده  دست آمد كه اين نشان     بيشتر از سپيوليت به   

چنين توانايي جذب بـالاتر      بيشتر آنزيم توسط ورميكوليت و هم     

تواند دليلـي بـر       اين امر خود مي   . داين رس در برابر سپيوليت بو     

آز توســط ورميكوليــت نــسبت بــه  رانــدمان جــذب بــالاتر اوره

  .تر باشد هاي تعادلي پايين سپيوليت در غلظت

  

  گيري نتيجه

آز   اين پژوهش نشان داد كه با گذشت زمان، فعاليت آنـزيم اوره           

در هر دو حالت آزاد و جذب شده كاهش يافـت، اگرچـه ايـن               

چنين، جذب آنـزيم     هم. يي آنزيم آزاد بارزتر بود    كاهش در كارآ  

بر سطح هر دو رس سـپيوليت و ورميكوليـت اثـر مثبتـي را در                

آز در برابـر افـزايش دمـا          راستاي افـزايش پايـداري آنـزيم اوره       

در حقيقت جـذب آنـزيم بـر سـطح رس، مانـدگاري و              . داشت

. دهـد   هاي محيطي افزايش مي     پايداري آنزيم را در برابر دشواري     

  آز در  هــا از جنبــه جــذب اوره از ســوي ديگــر، رفتــار ايــن رس

بيـشترين جـذب    . كار رفته ناهمانند بود    هاي گوناگون به     اچ -پ
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۱۰  

  ترتيـب در   هاي سپيوليت و ورميكوليت بـه   آز بر سطوح رس     اوره

شناسـي   افزون بر اين، ويژگي كـاني     .  رخ داد  ۷ و   ۹هاي     اچ -پ

يـز بـر ميـزان جـذب و         هاي عاملي پيوندي ن     جاذب و نوع گروه   

آز بـر هـر دو رس بـا           الگوي جـذب اوره   . پايداري آنزيم موثرند  

 غلظت   بر پايه رابطه  . همدماي جذبي فروندليچ همخواني داشت    

هـاي   چنـين بـا بررسـي ثابـت     آز جذب شده و هم     تعادلي و اوره  

ــذب رس      ــايي ج ــدت و توان ــه ش ــد ك ــكار ش ــدليچ آش فرون

از آنجــايي كــه .  اســتورميكوليــت در برابــر ســپيوليت بــالاتر

ــاك    رس ــت در خ ــپيوليت و ورميكولي ــاي س ــايي   ه ــاي قلي ه

شـوند،    هاي خشك و نيمه خشك بـه وفـور يافـت مـي              سرزمين

هـايي نيـز    بنابراين به لحاظ پايداري اين آنـزيم در چنـين خـاك        

  .داراي اهميت هستند
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Abstract 
Urease is one of the most important enzymes in nitrogen cycle. The clay particles (with high surface area) play an 
important role in the stability of these protein compounds (enzymes) against various environmental factors. In order to 
examine the interactions between urease with sepiolite and vermiculite, three in vitro experiments were conducted 
separately in a completely randomized design. Two experiments were carried out with two replications. Treatments 
included six incubation times (0, 1, 2, 5, 10 and 20 days) and five levels of temperature (10, 20, 30, 40 and 50 ˚C). The 
third experiment was carried out in a factorial arrangement with two replications. Factors included three levels of pH (5, 
7 and 9), and six-levels of enzyme concentrations (0.05, 0.25, 1, 5, 15 and 30 units). The results showed that the activity 
of adsorbed enzyme was more than free enzyme during the incubation time. The optimum temperatures for activity of 
free and adsorbed enzymes were 30 and 50 ˚C, respectively. It was concluded that enzyme adsorption on clay surfaces 
increases enzyme stability against environmental changes. Also, the results showed that the highest levels of urease 
adsorption on sepiolite and vermiculite occurred at pH 9 and 7, respectively. Adsorption isotherms of Enzyme showed 
that Vermiculite adsorbed urease with higher affinity compared to Sepiolite. 
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