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Abstract 
Background and Objective: Alpha-amylase is a hydrolytic enzyme in 

starch degradation and has many applications in biotechnology and 

various industries but, like other enzymes, sensitivity and low stability 

limit its use. Enzyme immobilization is the best way to increase their 

stability. 

Materials and Methods: In this study, for the first time, the 

immobilization of alpha-amylase was done in nanocapsules synthesized 

by chitosan and dextran sulfate polymers. Another nanocapsule was 

made after functionalization of chitosan with carboxyl group. The 

immobilization efficiency and pH-sensitivity of nanocapsules 

synthesized with different ratio of dextran sulfate and of the 

nanocapsules were also investigated. 

Results: The immobilization efficiency of conventional nanocapsules 

and functionalized chitosan nanocapsules were 70% and 80%, 

respectively. The encapsulation efficiency in carboxylated chitosan was 

always higher than that of conventional chitosan, and this trend were 

seen for all different ratios of dextran sulfate. Also this nanocapsule 

exhibited good pH-sensitive behavior. The rate of swelling and release 

of the enzyme were decreased at pH 1.2, 5 and 7.4 in functionalized 

nanocapsules, and therefore nanocapsule with higher immobilization 

efficiency and sustained release was obtained. Also, this nanocapsule 

was also successful in protecting the enzyme from environmental 

conditions. 

Conclusion: The surface properties of chitosan improved by 

carboxylating and the more stable nanoparticles were produced 

compared with conventional chitosan. Therefore, this nanocapsule can 

be used for oral delivery of many drugs, especially protein molecules. 
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 چکیده 
 وسایی   کاربردهاای  و است نشاسته تجزیه در هیدرولازی هایآنزیم از آمیلاز آلفا :هدف و مقدمه
 باعا   پایین، پایداری و حساسیت هاآنزیم سایر همانند اما دارد مختلف صنایع و فناوریزیست در

 .است هاآن یپایدار افزایش برای روش بهترین آنزیم، تثبیت. شودم  آن از استفاده محدودیت
 سااتته  هاای نانوکپساو   درون آمیلاز آلفا تثبیت بار، اولین برای پژوهش این در ها: روش و مواد
 دار عاما   از پا   نیز دیگری نانوکپسو  .شد انجام سولفات دکستران و کیتوزان پلیمرهای از شده

 در هاااآن pH بااه حساساایت و تثبیاات بااازده و شااد ساااتته کربوکساای  گااروه بااا کیتااوزان کااردن
 .گرفت قرار ارزیاب  مورد سولفات دکستران مختلف هاینسبت با شده سنتز هاینانوکپسو 

 ترتیا   باه  دار عام  کیتوزان با نانوکپسو  و میمول  نانوکپسو  در آمیلاز آلفا تثبیت بازده نتایج:
 بیشاتر  رههموا دارکربوکسی  هاینانوکپسو  در شدن کپسوله میزان. بود درصد 07 و 07 با برابر
 ساولفات  دکساتران  مختلاف  هاای نسابت  تمام مورد در روند این و بوده میمول  هاینانوکپسو  از

 سوی از. داد نشان تود از توب  به را pH به حساس رفتار نانوکپسو  این علاوه به. شد مشاهده
 وکسایله کرب نانوکپساو   در 0.7 و 5 ،2.1 هاای  pH در آنزیم رهاسازی سرعت و تورم میزان دیگر
 000/0) آماد  دسات  باه  تار آهسته رهایش سرعت با و پایدارتر نانوکپسول  نتیجه در و یافت کاهش

p<). بود موفق نیز محیط  شرایط برابر در آنزیم فیالیت از محافظت در کپسو  نانو این علاوه به. 
 نسابت  رتریپایادا  نانوذره و یافت بهبود کیتوزان سطح  تواص ،کردن کربوکسیله با گیری:نتیجه

 تاوراک   تحویا   بارای  تاوان ما   نانوکپساو   ناو   این از بنابراین شد؛ حاص  میمول  کیتوزان به
 .کرد استفاده پروتئین  هایمولکو  تصوص به داروها از بسیاری
 کیتوزان کردن، دار کپسو  سولفات، دکستران آمیلاز، آلفا نانوذره، کلیدی: های واژه
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 آمیلاز آلفا آنزیم حامل سولفات دکستران -کیتوزان نانوکپسول نوع دو ایمقایسه بررسی و ساخت

 مقدمه

 هایواکنش در موثر و کارآمد کاتالیزورهای که هاآنزیم

 گری، انتخاب مانند خواصی دلیل به هستند بیوشیمیایی

 مقادیر کاهش و واکنش مراحل تعداد کاهش بالا، فعالیت

 صنعت در لزوماً که خطرناکی هایحلال از نیاز مورد

 کاربردهای و هستند توجه ردمو بسیار شوندمی استفاده

 یک آمیلاز، آلفا آنزیم(. 1) دارند مختلف صنایع در وسیعی

 روی شیمیایی هیدرولیز که است مهم بسیار اندوهیدرولاز

 مانند مختلفی صنایع و پزشکی در و دهدمی انجام نشاسته

 و هاشوینده کاغذ، نساجی، تخمیر، غذایی، صنایع

 3 دارای آنزیم این(. 2) رددا فراوان کاربرد بیوتکنولوژی

 آنزیم این فعال جایگاه(. 3) باشدمی C و A، B نام به دمین

 دارد قرار B و A هایدمین بین فاصله در شکاف یک در

 Asp326 و  Asp231،Glu261 آمینواسید سه شامل که

 آلفا(. 4) است ضروری کاتالیتیک فعالیت برای که است

 در را 1α→4 کوزیدیگلی پیوندهای هیدرولیز که آمیلاز

 در کندمی کاتالیز مشابه هایکربوهیدرات و نشاسته

 شویندگی، نشاسته، سازیمایع مانند صنعتی فرآیندهای

 اما است شده استفاده خوراک پردازش و رنگ حذف

 و اتانل تولید برای نشاسته صنعت در آن حجم بیشترین

 فاآل(. 5) شودمی فروخته بالا فروکتوز دارای هایشربت

 حذف مانند نیز بیوتکنولوژی با مرتبط هایزمینه در آمیلاز

 مواد تولید نشاسته، حاوی هایزباله و محیطی هایآلاینده

 نشاسته تجزیه از حاصل محصولات کمک به بیوشیمیایی

 با منشعب دکسترین الیگوساکاریدها، مخلوط مالتوز، مانند)

 آب در هنشاست تجزیه ،(هابیوالکل و بالا مولکولی وزن

 آلفا آنزیم(. 7،6) شودمی استفاده نیز آن تصفیه و آلوده

 عدم آن پیامد که پانکراتیک بیماری در تواندمی آمیلاز

 مورد جایگزین درمان برای باشدمی آنزیم این کافی ترشح

 قارچ از قارچی آمیلازهای. گیرد قرار استفاده

Aspergillus (هایگونه در بیشتر A. niger، A. 

awamori و A. usamii )و آمیلاز آلفا. شودمی تولید 

 8 تا 2 سرمای در ذخیره به نیاز گوارشی هایآنزیم دیگر

 دارند سانتیگراد درجه 25 تا 8 دمای در نگهداری یا درجه

 تثبیت. نیست سال یک از بیش آن عمر نیمه حال این با و

 از استفاده بدون را آن پایداری تواندمی آمیلاز آلفا

 معمولاً شده تثبیت هایآنزیم. دهد بهبود پیچیده هایروش

 با اتاق دمای در است ممکن و هستند پایدار بالا دمای در

 آلفا فعالیت برای بهینه pH(. 8) شوند ذخیره بالا عمر نیمه

 و ناپایدارند نسبتاً هاآنزیم اغلب(. 9) باشدمی 5 آمیلاز،

 همچنین و است گران بسیار نیز آنها جداسازی و تولید

 ها،واکنش در استفاده از بعد فعال هایآنزیم بازیابی

 تثبیت هایآنزیم امروزه. است دشواری بسیار تکنولوژی

 و پزشکی خاص هایهدف برای بسیار توجه مورد شده

 انجام شده تثبیت هایآنزیم(. 11) دارد قرار صنعتی

 هنتیج در دهندمی بهبود زیادی حد تا را صنعتی فرآیندهای

(. 11) شوندمی اقتصادی کارایی و وریبهره افزایش موجب

 امتیازاتی بیوتکنولوژی در شده تثبیت هایآنزیم از استفاده

 یا بار چندین توانندمی هاآنزیم از سری یک اینکه اول دارد

 شده تثبیت هایآنزیم دوم،. شود استفاده مکرر طور به

 واکنش سوم، و دهستن آزاد هایآنزیم از پایدارتر معمولاً

 کنترل واکنش محلول از آنزیم حذف وسیله به تواندمی

 و محصول از آنزیم آسان جداسازی دیگر، امتیاز و شود

 گذشته، دهه چند طی در. است آن آلودگی از جلوگیری

 پایداری افزایش هدف با بیوفیزیکی و بیوشیمیایی مطالعات

 است هشد انجام تثبیت روند طی در هاآنزیم فعالیت و

 برای قدرتمند ابزاری ژنتیک مهندسی که وجودی با(. 12)

 است تکنیکی تنها آنزیم تثبیت اما است آنزیم کارایی بهبود

 و گری انتخاب پایداری، مانند خواصی همزمان طور به که

 تثبیت، مزیت ترینمهم. بخشد می بهبود را هاآنزیم فعالیت

 و واکنش تلفمخ شرایط در هابیومولکول پایداری بهبود

 طول در هابیومولکول مجدد استفاده قابلیت بردن بالا

 ها،سلول مانند ترکیبات انواع تثبیت. است زیستی چرخه

 یافت گسترش مواد نانو از استفاده با هامولکول و هاآنزیم

 دارویی، غذایی، صنایع جمله از مختلفی صنایع در و

(. 13) شودمی استفاده کشاورزی و آب تصفیه پزشکی،
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و همکارانمرادی   

 دلیل به هاپروتئین آنها جمله از و هابیومولکول تثبیت

 شد انجام ایگسترده طور به پزشکی و زیستی کاربردهای

 سطح چسبنده هایمولکول و هابادیآنتی ها،آنزیم که

 سطح ذرات نانو(. 14) هستند هاپروتئین از هاییمثال سلول

 باعث که دکننمی ایجاد هاآنزیم شدن باند برای وسیعی

 بیشتر برخورد نیز و نانوذره توسط آنزیم بیشتر بارگیری

 بازده افزایش نتیجه در و سوبسترا با هاآنزیم فعال جایگاه

 طبیعی پلیمرهای از که ساکاریدهاپلی(. 15) شودمی تثبیت

 رفتار روند می کار به کردن کپسوله برای و اند

 دهندمی نشان محیطی هایمحرک به نسبت ایهوشمندانه

 محیطی تغییرات به عمل و ساختار در تغییر با توانندمی و

 ساختار در متنوع عاملی هایگروه حضور(. 16) دهند پاسخ

 که کندمی فراهم را هاآن اصلاح امکان ساکاریدها،پلی

 و دکستران. شودمی جذاب و وسیع کاربردهای باعث

 از ترتیب به که هستند ساکاریدهاییپلی جمله از کیتوزان

 آنیون پلی(. 17) آیندمی دست به جانوری و میکروبی منابع

 نتیجه در که است دکستران از مشتقی سولفات، دکستران

 حل قابل پلیمر این. شودمی حاصل دکستران شدن سولفاته

 و متنوع کاربردهای و است پذیرتجزیه زیست و آب در

 صنایع و مولکولی شناسیزیست پزشکی، در فراوانی

(. 18) دارد غذایی صنایع و شیمی دارویی، جمله از مختلف

 با که است گلوکز واحدهای زیر از ایزنجیره دکستران

 به دکستران است شده وصل هم به α(1→6) پیوندهای

 با تواندمی هیدروکسیل هایگروه بودن دارا دلیل

 هایحلقه مانند مختلف هیدروفوبیک هایمولکول

 انواع و شود متصل هاهیدروکربن یا آلیفاتیک آروماتیک،

 دکستران ساکاریدپلی(. 19) آید دست به دکستران مشتقات

 پلی یا هاکاتیون با که است آنیون پلی یک سولفات،

 کاربردهای و بودن خطر بی. کندمی برقرار اتصال هاکاتیون

 ضد خواص شدن، هیبرید برای سولفات دکستران موثر

 پیری، ضد التهابی، دض خواص رطوبت، حفظ ویروسی،

 پایدارسازی و هاسلول و هاآنزیم با اتصال برقراری

 ساکاریدیپلی کیتوزان،(. 21) است شده گزارش هاپروتئین

 پیوند با N-acetyl-D-glucosamin واحدهای شامل

(4→1)β است مثبت بار دارای خطی الکترولیت پلی و 

 یک نوانع به و آیدمی دست به کیتین داستیلاسیون با که

 سازگار زیست و پذیرتخریب زیست سمی، غیر ماده

 هیدروکسیل و آمین هایگروه دارای و است شده شناخته

 ساختار در هیدروکسیل و آمین هایگروه وجود. باشدمی

. کندمی فراهم متنوع مشتقات ایجاد برای را زمینه کیتوزان،

 یکاتیون ویژگی دارای طبیعی ساکاریدپلی تنها کیتوزان

 و دهدمی واکنش پلیمرها دیگر در منفی بارهای با که است

 ذرات نانو پلیمری، هایزنجیره بین یونی هایپل ایجاد با

 -کیتوزان ترکیبی نانوذره از(. 21) سازدمی را کمپلکسپلی

 از و یونی شدن ایژله فرآیند با که سولفات دکستران

 دست به سولفات دکستران و کیتوزان پلیمرهای ترکیب

 ذرات پراکندگی و اندازه مانند خواصی کنترل برای آیدمی

 هم بر اساس بر یونی شدن ایژله(. 22) شودمی استفاده

 با هایگروه و کیتوزان آمین هایگروه الکترواستاتیک کنش

 آلفا آنزیم(. 23) است دیگر هایآنیونپلی در منفی بار

 عدم آن مدپیا که پانکراتیک بیماری در تواندمی آمیلاز

 استفاده مورد دارو عنوان به باشدمی آنزیم این کافی ترشح

 غیر امن، خطر، بی ترکیبات ساکاریدهاپلی(. 8) گیرد قرار

 منابع همچنین. پذیرند تجزیه زیست و آبدوست سمی،

 پایین قیمت با و داشته وجود طبیعت در آنها از فراوانی

 هیدروفیل، هایگروه ساکاریدهاپلی بیشتر. شوندمی تهیه

 که دارند آمین هایگروه و کربوکسیل هیدروکسیل،

 مخاطی غشای و اپیتلیال مانند زیستی هایبافت با توانندمی

 چسبندگی باعث که داده تشکیل کووالانسی غیر پیوندهای

 (.22) شودمی هاآن زیستی

 آمیلاز آلفا تثبیت در شده انجام هایپژوهش تمام وجود با

 تثبیت درصد با ضرر بی و طبیعی بستر یک از استفاده لزوم

 محیطی pH به حساس و پایدار آنزیم، فعالیت حفظ بالا،

 برای in vivo شرایط در صنایع، در استفاده بر علاوه که

 تا شد موجب رود کار به نیز پانکراتیک بیماری درمان

 این در. شود انتخاب آمیلاز آلفا تثبیت برای دیگر روشی
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 آمیلاز آلفا آنزیم حامل سولفات دکستران -کیتوزان نانوکپسول نوع دو ایمقایسه بررسی و ساخت

 کیتوزان ساکاریدهایپلی از هانانوکپسول هیهت برای پژوهش

 طبیعی مواد جزء که شد استفاده سولفات دکستران و

 .هستند

 هاروش و مواد

کیتوزان با وزن ملکولی متوسط، پودر دکستران سولفات با 

رجه ، اسید استیک گلایسیال با دkd 511وزن ملکولی 

، آب مقطر g/mol 61915و وزن ملکولی  %9998خلوص 

دیونیزه، آنزیم آلفا آمیلاز، آلفا کتوگلوتارات، سدیم 

اتر. جهت سنجش کمی فعالیت آنزیم اتیلبورهیدرات، دی

آلفا آمیلاز، از معرف دی نیتروسالیسیلیک اسید و برای 

سنجش برادفورد از محلول برادفورد استفاده شد. کلیه مواد 

از برندهای معتبر مواد  ،زمایشگاهی مورد استفادهآ

های مرک و سیگما تهیه و مورد آزمایشگاهی شامل کمپانی

 مدل Sigma)دار سانتریفیوژ یخچال استفاده قرار گرفت.

3K30) ترموبلاک ،(Termo fisher  مدلBath S200-

240 V Compact Dry) اسپکتروفتومتر ،Spectrum; 

SP2100 um (Epoch مدل Biotek) همزن مغناطیسی ،

(Heidolph  مدلstandard-Hei) ترازوی دیجیتال ،

(g1111/1)A&D (Axis  مدلALN ،)pH  متر(Adwa 

، (HLB 501مدل  Behsan)، شیکر (AD 1030 مدل

تجهیزات مورد  (Transferpetteمدل  Brand)سمپلر 

 .باشنداستفاده در این پژوهش می

 مقداربدین منظور  ن:تثبیت آنزیم با روش کپسوله کرد

g11/1  از پودر آنزیم آلفا آمیلاز به دقت وزن شد و با حل

آنزیم  محلول ذخیره، =7pHبافر فسفات  lµ 411کردن در 

درصد از  17/1و  18/1، 19/1، 1/1 هایمحلول تهیه شد.

 به میزان کیتوزان آماده شد. %1/1دکستران سولفات و 

ml5/3 17/1و  18/1، 19/1، 1/1ی هااز هر یک از محلول 

 ml5 و قطره قطره بهدرصد دکستران سولفات برداشته 

در مدت  rpm251 کیتوزان در حال استیر با دورمحلول 

شدن یونی،  ایهی ژلدر نتیجه دقیقه اضافه شد تا 31

محلولی یکنواخت و شیری رنگ حاوی نانوذره ترکیبی 

دکستران سولفات حاصل شود. سپس محلول -کیتوزان

درجه سانتیگراد به  4و دمای  rpm 15111با دور حاصل 

دقیقه سانتریفیوژ شد تا محلول رویی از رسوب  15مدت 

 جدا شود.

حاوی آنزیم، دکستران -برای تهیه نانوذره ترکیبی کیتوزان

همانند فوق عمل کرده با این تفاوت که به محلول دکستران 

افه های مشخص اضنیز با غلظت آنزیم آلفا آمیلازسولفات 

بافر استات  ml1 رسوب حاصل پس از سانتریفوژ درشد. 

5=pH ًحل و رسوب و محلول رویی برای  کاملا

 ی برادفورد و آمیلاز استفاده شد.هاسنجش

 دار عامل نانوکپسول ساخت و کیتوزان کردن کربوکسیله

عامل کربوکسیله کردن کیتوزان و ساخت نانوکپسول 

کیتوزان در  g135/1 برای کربوکسیله کردن کیتوزان،: دار

ml 11  حل و سپس %1اسید استیک g 172/1  آلفا

 M NaoH کتوگلوتارات به آن اضافه شد و با استفاده از

5/1 ،pH  4تنظیم شد. ترکیب حاصل به مدت  5آن روی 

 درجه سانتیگراد قرار گرفت و سپس 37 ساعت در آون

g12/1  سدیم بورهیدرید به آن اضافه شد و با استفاده از

به  رسید و 5/6 -7آن به  pHمولار،  1اسید هیدروکلریک 

با  ساعت استیر ملایم انجام شد. سپس شستشو 24مدت 

بار با اتانل  3و به دنبال آن  %95اتانول  ml21 استفاده از

و در نهایت با دی اتیل اتر انجام شد. پس از ساخت  98%

کیتوزان کربوکسیله از آن نیز برای ساخت نانوذره طبق 

 روش ذکر شده در بالا استفاده شد.

 آمیلاز سنجش

از نمونه مورد نظر )آنزیم آزاد و  میکرو لیتر 11میزان به 

 lµ 51تثبیت شده( در ویال جداگانه ریخته و به هر یک 

 lµ 11نشاسته اضافه شد. در ویال مربوط به بلانک نمونه 

محلول نشاسته اضافه شد.  lµ 51و  pH=7بافر فسفات 

 C˚ 35دقیقه در دمای  5در بن ماری به مدت  هاتمام ویال

به هر یک اضافه  DNSمحلول  lµ 111ار گرفت. سپس قر

 ml1 قرار گرفت. C˚ 111دقیقه در آب  11شد و به مدت 

از آن  میکرو لیتر 311 اضافه کرده، هاآب مقطر به تمام ویال
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خانه ریخته و جذب آنها در طول  96برداشته و در پلیت 

برای محاسبه فعالیت آنزیم،  خوانده شد. nm546 موج

 11مختلف مالتوز به عنوان استاندارد تهیه و  هایغلظت

از آن طبق مراحل فوق مورد استفاده قرار  میکرو لیتر

ی هانمودار استاندارد آمیلاز بر اساس غلظتگرفت. 

رسم شد و از معادله رگرسیون حاصل برای  مختلف مالتوز

محاسبه غلظت مالتوز آزاد شده در سنجش آمیلاز مورد 

 استفاده قرار گرفت.

رسوب حاصل از : تثبیت ددرص و فعالیت سنجش

ی مختلف هاحاصل از نسبت نانو ذراتسانتریفیوژ 

، عامل داردکستران سولفات با کیتوزان معمولی و کیتوزان 

در یخچال نگهداری حل و  pH=5بافر استات  ml1 در

شد. رسوب به مدت چند ماه در یخچال نگهداری شد و 

سنجش آمیلاز روی  ،بوطهی مرهاپس از سانتریفیوژ نمونه

رسوب حاصل از سانتریفیوژ انجام شد. فعالیت آنزیم با 

 استفاده از فرمول زیر تعیین گردید.

 

اولیه با رسوب نهایی، آنزیم در محلول با مقایسه فعالیت 

 با استفاده از رابطه زیر محاسبه گردید.تثبیت  درصد

 

 تورم گیری اندازه 

رم، رسوب نانوذره در آون در گیری میزان توبرای اندازه

خشک شد. سپس وزن و برای سنجش  کاملاً c˚ 51دمای 

مختلف مورد استفاده قرار گرفت.  pHمیزان تورم در سه 

با  HCl-KClاز یکی از بافرهای  ml15 بدین منظور، مقدار

2/1=pH 5، بافراستات با=pH  و بافر تریسHCl  با

4/7=pH از بافر  ی مشخص رسوبهااضافه و طی زمان

گیری شد. سپس رسوب در همان خارج و وزن آن اندازه

بافر قبلی قرار گرفت و با اضافه کردن مجدد بافر، حجم 

ml 15  ثابت نگه شد. برای تعیین درصد تورم از فرمول

 زیر استفاده شد.

 

برای اندازه گیری  :آنزیم رهایش میزان گیری اندازه

 freeze-dryمیزان رهایش آنزیم، رسوب حاصل با 

رسوب خشک را در سه ویال  g 12/1به میزان خشک شد. 

از یکی از بافرهای  ml 2جداگانه ریخته و به هر یک 

HCl-KCl  2/1با =pH 5، بافراستات با=pH  و بافر تریس

HCl  4/7با=pH با دور اضافه شد و روی شیکر rpm111 

 51ی مشخص مقدار هاقرار گرفت. هر بار طبق زمان

از محلول رویی را برداشته و بعد از سانتریفیوژ،  ترمیکرو لی

از محلول رویی حاصل از سانتریفیوژ در  میکرو لیتر 11

برای سنجش برادفورد  میکرو لیتر 21سنجش آمیلاز و 

مورد استفاده قرار گرفت. برای ثابت ماندن حجم بافر، 

 از همان بافر به آن اضافه شد. مجدداً

 سنجیطیف

 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 
ساخته شده با کیتوزان  نانو ذراتپس از سانتریفیوژ 

 آنالیز ، از رسوب حاصل برای انجامعامل دارمعمولی و 

FTIR  استفاده گردید. از مقایسه نمودارهای حاصل برای

شدن کیتوزان و همچنین کپسوله شدن آنزیم  عامل دار تائید

 استفاده شد.

 

 آماری آنالیز

با استفاده از  آنها لیو تحل هیها تجزداده یپس از جمع آور

بررسی جهت . انجام شد 16نسخه  SPSS آماریافزار نرم

سنتز شده با  نانو ذراتتثبیت آنزیم در  میانگین تفاوت

 زیاز روش آنالهای مختلف دکستران سولفات نسبت

 نیانگیم سهیو آزمون مقا( ANOVA) کطرفهی انسیوار

تثبیت آنزیم  میانگین بررسی تفاوتبرای  تفاده شد.اس یتوک

تست استفاده -t از روش عامل دارمعمولی و  نانو ذراتدر 

 شد.
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 آمیلاز آلفا آنزیم حامل سولفات دکستران -کیتوزان نانوکپسول نوع دو ایمقایسه بررسی و ساخت

 تایجن

مادون  یا طیف سنجی FTIRنتایج  D1الی  A1 هایشکل : 

دارای کیتوزان  نانو ذراتقرمز تبدیل فوریه مربوط به 

ون آنزیم و در هر دو حالت بد عامل دارمعمولی و کیتوزان 

د. وجود پیک در طول موج دهمینشان  حامل آنزیم را

، نشان دهنده وجود گروه کربوکسیل در nm1637 حدود

است. در هر دو حالت  عامل دارنانوذره حاصل از کیتوزان 

بدون آنزیم یا حامل آنزیم(، میزان نور عبوری ) نانو ذرات

متر از دکستران سولفات ک-عامل دارکیتوزان  نانو ذراتاز 

 شدبامیدکستران سولفات -کیتوزان معمولی نانو ذرات

 .(D1و  B1 )شکل

  

 

دکستران سولفات بدون -(، کیتوزان عامل دارAدکستران سولفات بدون آنزیم )-نانو ذرات کیتوزان معمولی FTIR: طیف 1 شکل

 (Dم )دکستران سولفات دارای آنزی-( و کیتوزان عامل دارCدکستران سولفات دارای آنزیم )-(، کیتوزان معمولیBآنزیم )

 

 تثبیت درصد و فعالیت سنجش

، نانو ذراتبر اساس نتایج سنجش آمیلاز و برادفورد 

غلظت آنزیم، فعالیت اولیه و نهایی رسوب و درصدهای 

آمد. این نتایج،  2و  1تثبیت محاسبه شد و در جدولهای 

ی حجمی هاحاصل از نسبت نانو ذراتتفاوت در فعالیت 

تفاوت دکستران سولفات و همچنین تفاوت در فعالیت م

را ثابت  عامل دارآنزیم کپسوله شده با کیتوزان معمولی و 

. میزان فعالیت آنزیم کپسوله شده در (>p 111/1) دکنمی

دکستران سولفات بیشتر  1%/1حاصل از نسبت  نانو ذرات

 نانو ذراتی دیگر حجمی بود و همچنین هااز نسبت

دکستران سولفات، درصد کپسوله شدن  -عامل دارکیتوزان 

 -کیتوزان معمولی نانو ذراتو فعالیت بیشتری نسبت به 

( اما در نسبت >p 111/1) دادنددکستران سولفات نشان 

عامل افزایش درصد کپسوله شدن در نانوذره کیتوزان  1/1%

دکستران سولفات در مقایسه با نانوذره کیتوزان  -دار

 (.1،2جداول) نبودداری ن سولفات معنیدکسترا -معمولی
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 دکستران سولفات -: درصد تثبیت و فعالیت آنزیم تثبیت شده با کیتوزان معمولی1 جدول

 دکستران سولفات -نانوذره کیتوزان معمولی

نسبت دکستران 

فعالیت نهایی  سولفات

 (U/ml)رسوب

فعالیت 

اولیه 

رسوب

(U/ml) 

درصد 

 تثبیت

غلظت 

 (µg)رسوب

غلظت آنزیم در 

 (µg)وییمحلول ر

22/11 69/03 0/11% 113/111 19/22 1/1% 

30/11 33/29 92/23% 12/122 09/121 19/1% 

32/12 9/21 92/26% 21/110 63/112 18/1% 

13/13 39/13 0% 31/62 21/203 17/1% 

 نسبت افزایش با. باشدمی ذخیره محلول از لیتر میکرو 75 با رابرب ذرات نانو انواع از یک هر در شدن کپسوله برای استفاده مورد آمیلاز آلفا آنزیم حجم

 .دهدمی نشان افزایشی روند آنزیم تثبیت میزان سولفات دکستران

 

 دکستران سولفات -درصد تثبیت و فعالیت آنزیم تثبیت شده با کیتوزان عامل دار .2 جدول

 دکستران سولفات -دار نانوذره کیتوزان عامل
نسبت 

دکستران 

 سولفات
فعالیت نهایی 

 (U/ml)رسوب

فعالیت اولیه 

 (U/ml)رسوب

درصد 

 تثبیت

غلظت 

 (µg)رسوب

غلظت آنزیم 

در محلول 

 (µg)رویی

02/23 02/01 22/16% 23/193 31/21 1/1% 

62/22 31/26 13/91% 32/102 16/16 19/1% 

23/21 33/29 11/13% 33/123 32/129 18/1% 

22/11 62/22 92/26% 13/361 63/112 17/1% 

باشد. با میکرو لیتر از محلول ذخیره می 75حجم آنزیم آلفا آمیلاز مورد استفاده برای کپسوله شدن در هر یک از انواع نانو ذرات برابر با 
 دهد.افزایش نسبت دکستران سولفات میزان تثبیت آنزیم روند افزایشی نشان می

 

 عامل و معمولی کیتوزان زا حاصل ذرات نانو تورم مقایسه

نانو نتایج حاصل ازمیزان تورم  :مختلف های pH در دار

نشان داده  2شکل مختلف در  pHطی زمان در سه  ذرات

 در نانو ذراتشد. این نتایج نشان دهنده تورم بیشتر 

4/7=pH  5نسبت به=pH  2/1و=pH است (111/1 p<) .

نانو نشان داده شده است  2همانطور که در شکل همچنین 

نسبت به کیتوزان  عامل دارحاصل از کیتوزان  اتذر

(.2نشان دادند )شکل  pHمعمولی تورم کمتری در هر سه 
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 های مختلف pHنمودارهای تورم نانو ذرات حاصل از کیتوزان معمولی و کیتوزان عامل دار در  .2شکل 

 

مقایسه رهایش آنزیم از دو نوع نانوذره حاصل از 

 مختلف: های pHدر  عامل دارزان کیتوزان معمولی و کیتو
 نانو ذراتبا سنجش برادفورد، غلظت آنزیم آزاد شده از 

طی  نانو ذراتتعیین گردید و نمودارهای رهایش آنزیم از 

شد. نشان داده  3و در شکل رسم  مختلف pHزمان در سه 

در  نانو ذراتاین نتایج نشان دهنده رهایش بیشتر آنزیم از 

4/7 =pH  5نسبت به=Hp 2/1 همچنین و=pH  است. به

نسبت به  عامل دارحاصل از کیتوزان  نانو ذراتعلاوه 

نشان دادند  pHکیتوزان معمولی رهایش کمتری در هر سه 

 (.3)شکل 

 های مختلف pHنمودارهای رهایش آنزیم از نانو ذرات حاصل از کیتوزان معمولی و کیتوزان عامل دار در  .3شکل 
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 بحث

نمایش داده شده  1که در شکل  FTIRدر بررسی نتایج 

است علاوه بر وجود پیک مربوط به گروه کربوکسیل در 

ور عبوری ، مقایسه مقدار نعامل دارکیتوزان  FTIRنمودار 

 عامل دارنشان دهنده موفقیت در  بدون آنزیم نانو ذراتاز 

کردن کیتوزان و  عامل دارشد چون با بامیکردن کیتوزان 

عاملی، میزان نور عبوری نیز  هایگروهافزایش غلظت 

کاهش می یابد. همچنین غلظت و مقادیر بالاتر آنزیم را در 

نسبت به کیتوزان  عامل دارحاصل از کیتوزان  نانو ذرات

د. با کپسوله کردن آنزیم آلفا آمیلاز کنمیمعمولی ثابت 

دکستران سولفات  -ی کیتوزان معمولیهادرون نانوکپسول

دکستران سولفات که نتایج آن در  -رعامل داو کیتوزان 

درصد نشان داده شده مشخص شد که  2و  1ی هاجدول

. در هر دو حفظ شد گذشت زمانعالیت آنزیم با زیادی از ف

با کاهش آنزیمی نوع نانوکپسول، بازده تثبیت و فعالیت 

نسبت دکستران سولفات مورد استفاده و کاهش مقادیر 

قادیر کافی از هر دو رسوب حاصل، کاهش یافت. وجود م

برقراری پیوندهای کافی بین کیتوزان و دکستران  برایپلیمر 

ضروری است. مقایسه  ترسولفات و تشکیل نانوذره مناسب

د که درصد دهمیدو نوع نانوکپسول ساخته شده نشان 

دکستران سولفات  -عامل دارتثبیت و فعالیت کیتوزان 

کستران سولفات د -بیشتر از نانوکپسول کیتوزان معمولی

ی دکستران هابوده و این موضوع در مورد تمام نسبت

کردن  دارکربوکسیلد. در واقع با کنمیسولفات صدق 

دکستران  -عامل دارکیتوزان و تشکیل نانوذره کیتوزان 

سولفات، پیوندهای قویتری بین این دو پلیمر ایجاد شده و 

-لیاین نانوکپسول نسبت به نانوکپسول کیتوزان معمو

دکستران سولفات اثر بیشتری در حفظ فعالیت آنزیم آلفا 

آمیلاز دارد. مقایسه درصدهای تثبیت، فعالیت اولیه و نهایی 

ی دکستران سولفات با کیتوزان هارسوب حاصل از نسبت

در نتایج حاصل از دو  زیادیتفاوت  عامل دارمعمولی و 

ر کردن کیتوزان ب عامل دارنوع نانوکپسول و اثر مثبت 

نکته قابل توجه این که اثر  .دکنمیخواص آنها را ثابت 

کردن بر حفظ فعالیت آنزیم به حدی بوده که  عامل دار

 %1/1با  عامل دارکیتوزان  %17/1فعالیت نهایی رسوب 

د. در هر دو نانوکپسول یاد کنمیکیتوزان معمولی برابری 

می باشد. مقایسه  U/ml52/17 شده فعالیت نهایی رسوب

د که دهمیلیت اولیه و نهایی این دو نانوکپسول نشان فعا

دکستران سولفات و  -کیتوزان معمولی %11/1فعالیت 

دکستران سولفات بعد از چند  -عامل دارکیتوزان  17/1%

کاهش  U/ml4/5 و U/ml  44/13ماه به ترتیب به میزان

کیتوزان  %17/1د که حتی نسبت کنمییافت و این ثابت 

کیتوزان  %1/1تران سولفات در مقایسه با دکس -عامل دار

دکستران سولفات )بهترین نانوذره حاصل از -معمولی

عمل کرده است. همچنین  ترکیتوزان معمولی( بسیار موفق

حاصل از  %18/1و  %19/1، %1/1 نانو ذراتفعالیت نهایی 

کیتوزان  %1/1بسیار بیشتر از نسبت  عامل دارکیتوزان 

 %17/1شد. مقایسه نانوذره بامیات دکستران سولف -معمولی

با نسبت مشابه در نانوذره  عامل دارنانوذره دارای کیتوزان 

کیتوزان معمولی علاوه بر تفاوت در فعالیت نهایی رسوب 

حاوی نانوکپسول، تفاوت بسیار در درصد تثبیت آنها را 

. این نتایج نشان دهنده اثر بسیار قوی کردثابت 

 تروزان در برقراری پیوندهای قویکردن کیت دارکربوکسیل

 بالابا دکستران سولفات و در نتیجه  عامل داربین کیتوزان 

درصد تثبیت و حفظ خواص و فعالیت آنزیم کپسوله  بردن

 شده است.

ی ساخته شده در هانتایج حاصل از تورم نانوکپسول

4/7=pH ،5=pH  2/1و=pH  نشان داده شد  2که در شکل

. دکستران باشدمیدر میزان تورم آنها  زیادتفاوت  حاکی از

شد بامیگروه سولفات در هر مولکول  3/2سولفات دارای 

گروه آمین در هر  2کاتیون ضعیف با حدود و کیتوزان پلی

ند توامیآنیون دکستران سولفات مولکول است بنابراین پلی

(. 24با پلیمر کاتیونی مثل کیتوزان پیوند تشکیل دهد )

بی حاصل از دو پلیمر دارای بار منفی است و نانوذره ترکی

، موجب از دست pH=4/7قرارگیری آن در محیط قلیایی با 

دادن پروتون و در نتیجه دافعه بین بارهای منفی دکستران 
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ود. نتیجه این تورم، تغییر شمیسولفات و تورم نانوکپسول 

شد. مقایسه بامیبا گذشت زمان  هادر وزن نانوکپسول

 pHد که با کاهش دهمینشان  pHدر سه  درصد تورم

محیط، میزان تورم کاهش یافته و این موضوع در مورد هر 

 دو نوع نانوکپسول صادق است.

دکستران سولفات به طور موفقیت آمیزی برای محافظت از 

در برابر هیدرولیز اسید و آنزیم و  هاپپتیدازها و پروتئین

وز و کاهش و در نتیجه تنظیم د هارهایش آهسته آن

(. پلیمرهای 25استفاده شده است ) هاعوارض جانبی آن

 هایگروهی دارای ها، پلی الکترولیتpHحساس به 

، پروتون pHاسیدی یا بازی هستند که در پاسخ به تغییرات 

به  pHبنابراین تورم پلیمر در یک  ؛ندکنمیگرفته یا آزاد 

شد بامیم با بارهمنا هایگروهدلیل دافعه الکترواستاتیک 

، مقایسه میزان 2(. با توجه به نتایج مندرج در شکل 26)

و معمولی طی زمانهای  عامل دارتورم دو نوع نانوکپسول 

د که نانوکپسول دهمیمختلف نشان  pHمختلف در سه 

در  میزان تورم کمتری داشته است. 88/1به نسبت  عامل دار

یوندهای تورم کمتر این نانوکپسول به دلیل تشکیل پ واقع

و دکستران سولفات  دارکربوکسیلبین کیتوزان  ترقوی

را برای رهایش  عامل دارشد. این ویژگی نانوکپسول بامی

کرده  تریا سایر مواد کپسوله شونده مناسب هاآهسته آنزیم

آمین و هیدروکسیل در زنجیره  هایگروهاست. حضور 

و  اریدها، اصلاح خواصساکلیتغییر پکیتوزان، امکان 

ی هاتولید مشتقات مختلف و در نتیجه استفاده در زمینه

 .(27وسیع را فراهم کرده است )

 pH ،5=pH=4/7ی حامل آنزیم در هاقرارگیری نانوکپسول

آمده است تفاوت در  3در شکل  آنکه نتایج  pH=2/1و 

میزان رهاسازی آنزیم از نانوکپسول و افزایش غلظت 

د. کنمیرویی را ثابت  محلول پروتئین و فعالیت آن در

، مقایسه میزان 3با توجه به نتایج مندرج در شکل  همچنین

و معمولی طی  عامل داررهایش دو نوع نانوکپسول 

د که دهمیمختلف نشان  pHهای مختلف در سه زمان

میزان رهایش کمتری  88/1به نسبت  عامل دارنانوکپسول 

دن کیتوزان کر عامل دارکه به دلیل ( >p 15/1)داشته است 

و  دارکربوکسیلبین کیتوزان  ترقویو تشکیل پیوندهای 

شد. تورم کمتر نانوکپسول با کیتوزان بامیدکستران سولفات 

و آزادسازی آهسته ماده کپسوله شونده به عنوان  عامل دار

ویژگی مهم برای استفاده در درمان و پزشکی مورد توجه 

یکی است که تثبیت آنزیم تنها تکن قرار گرفته است.

ند به طور همزمان خواصی مانند پایداری، توامی

(. نتیجه 28را بهبود ببخشد ) هاگری و فعالیت آنزیمانتخاب

، موجب افزایش بازده تثبیت کردن کیتوزان عامل دار

تر و فعالیت بیشتر است. هر چند که نتایج رهایش آهسته

حاصل، موفقیت در ساخت دو نوع نانو کپسول با حفظ 

د اما با کنمیواص و فعالیت آنزیم را ثابت خ

کربوکسیلاسیون، خواص سطحی کیتوزان بهبود یافت و 

نسبت به کیتوزان معمولی حاصل شد.  تری مناسبنانوذره

کردن کیتوزان و ساخت نانوکپسول  دارکربوکسیلبا 

دکستران سولفات، نانوکپسول حساس به -عامل دارکیتوزان 

pH  تثبیت بالاتر، سرعت رهایش پایدارتر، با درصد

برای حفظ فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز  ترتر و مناسبآهسته

 ساخته شد.

 گیرینتیجه

در مقایسه دکستران سولفات -عامل دارکیتوزان نانوکپسول 

دکستران سولفات دارای -با نانوکپسول کیتوزان معمولی

تر است. به تر و در نتیجه ساختاری محکمپیوندهای قوی

خطر بودن، زیست وه با توجه به خواصی مانند بیعلا

 مخاطیاریدها به غشای ساکلیپذیری و چسبندگی پتجزیه

نانوکپسول برای جذب سلولی و استفاده در تحویل  این

 .اندمناسبدارو بسیار 
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