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مقایسۀ برخی از خصوصیات کینتیکی و بیوشیمیایی آنزیم تریپسین ماهی 
کیلکای معمولی )Clupeonella cultriventris caspia( با تریپســین 

)Porcine( تجاری
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چكيــده
در این تحقیق برخی از خصوصیات کینتیکی و بیوشیمیایی آنزیم تریپسین کیلکای معمولی با تریپسین تجاری Porcine بررسی 
 )Porcine( بهینه برای فعالیت آنزیم تریپســین کیلکای معمولی و تجاری حاصل از خوک pH شــد. نتایج نشــان داد که دما و
به ترتیب C°60 و 8 بود. پایداری دمایی و pH فعالیت آنزیم تریپســین در کیلکای معمولی به ترتیب C° 45 و 10-7 و خوک 
C°50 و 11- 4 بود. یون‌های فلزی CaCl2 و MgCl2 به طور معنی‌داری فعالیت آنزیم تریپسین در کیلکای معمولی را نسبت به 
 ،)P>0.05( در فعالیت آنزیم تریپسین کیلکای معمولی بی‌تأثیر بودند NaCl و KCl در حالی که ،)P<0.05( خوک افزایش دادند
اما در خوک اثر کاهشــی معنی‌داری را نشان دادند (MnCl2 .)P<0.05  به طور معنی‌داری باعث افزایش فعالیت آنزیم تریپسین 
در کیلکای معمولی شد )P<0.05(، در حالی که در خوک اثر کاهشی معنی‌داری را نشان داد )P<0.05(. مقایسۀ اثر بازدارنده‌ها 
بر فعالیت آنزیم تریپسین نشان داد که به استثنای ρ-aminobenzamidine، بازدارنده‌هایSBTI ، TLCK و PMSF تأثیر 
ρ-aminobenzamidine  در حالی که ،)P>0.05( معنی‌داری در فعالیت آنزیم تریپسین در کیلکای معمولی و خوک نداشتند
فعالیت آنزیم تریپسین در خوک را به طور معنی‌داری نسبت به کیلکای معمولی کاهش داد (Vmax .)P<0.05 آنزیم تریپسین ماهی 
کیلکای معمولی به طور معنی‌داری بالاتر )P<0.05( و km آنزیم تریپسین ماهی کیلکای معمولی به طور معنی‌داری کوچک‌تر از 
خوک بود )P<0.05(. نتایج بررسی‌ها نشان داد که آنزیم تریپسین در کیلکای معمولی نسبت به خوک از کارایی بالاتری برخوردار 

است و می‌تواند در آینده به‌منزلۀ مادۀ افزودنی در صنایع مرتبط و تحقیقات بیوتکنولوژی به کار رود. 

.)Clupeonella cultriventris caspia( واژگان كليدي: آنزیم تریپسین، تریپسین تجاری خوک، کیلکای معمولی
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1. مقدمه
محیط‌های آبی به دلیل دارا‌بودن گونه‌های متعدد آبزی 
ظرفیت بالایی برای کشف و تولید فرآورده‌های زیستی 
مختلف مانند آنزیم‌ها دارند. در سال‌های اخیر مطالعات 
گونه‌های  در  موجود  آنزیم‌های  روی  گسترده‌ای 
دیگر  فرآوری  از  ناشی  ضایعات  و  آبزی  کم‌مصرف 
آبزیان انجام گرفته و باعث پیدایش حوزۀ جدیدی برای 
 Shahidi( استفاده از آنها در صنایع مختلف شده است
 and Kamil, 2001; Lu et al., 2008; Sila et al.,
و  آبزیان  مختلف  محیطی  شرایط  به  توجه  با   .)2012
تنوع  با  همراه  خود  اطراف  محیط  با  آنها  سازگاری 
ژنتیکی، شرایط مساعدی برای فعالیت آنزیم‌ها در آبزیان 
میکروارگانیسم‌ها  و  گیاهان  پستانداران،  با  مقایسه  در 
بالا  فعالیت  داشتن  به  می‌توان  که  است  شده  فراهم 
 Klomklao,( کرد  اشاره  مختلف  و ‌pHهای  دما  در 
امعا و احشاي ماهی به ویژه ضمائم پیلوریک   .)2008
پروتئازهاست  به‌ویژه  گوارشی  آنزیم‌های  از  غنی  منبع 
)Khantaphant and Benjakul, 2010( که ترشحات 
غدۀ پانکراس مانند آنزیم‌های پروتئاز وارد آن می‌شود 
در  مهمی  نقش  پروتئازها   .)Deguara et al., 2003(
رشد و بقای موجودات زنده از جمله شکست پیوندهای 
مهم‌ترین  از  می‌کنند.  ایفا  آنها  هیدرولیز  و  پپتیدی 
آنزیم  پیلوریک  ضمائم  در  پروتئولیتیک  آنزیم‌های 
تریپسین است. این آنزیم متعلق به خانوادۀ پروتئازهای 
گروه  سمت  از  را  پپتیدی  پیوند  که  است  سرین 
قرار  آرژنین  و  لیزین  آمینۀ  اسید  که  جایی  کربوکسیل، 
دارند، می‌شکند و در فعال‌سازی زیموژن‌های آنزیم‌های 
 Simpson, 2000; Ktari( پانکراتیک نقش مهمی دارد
et al., 2012(. از مهم‌ترین کاربردهای آنزیم تریپسین 
می‌توان به استفاده از آن برای تولید پنیر، تولید پروتئین 
هیدرولیزشده با فعالیت آنتی‌اکسیدانی، تولید سس سویا، 
ترد‌ و خوش‌طعم کردن گوشت، کشت سلول و تولید 
آن،  درمان  و  دیابت  تشخیص  نوترکیب،  پروتئین‌های 
در  کازئین  هیدرولیز  چرم‌سازی،  صنایع  شوینده،  مواد 
شیر خشک مصرفی نوزادان به‌منزلۀ کمک هضم و در 

آزمایش‌های پروتئومیکس در مرحلۀ طیف‌سنجی جرمی 
 Jellouli et al., 2009; Klomklao et al.,( اشاره کرد
تریپسین  از  بیشتر  مختلف  صنایع  در  امروزه   .)2010
 )Porcine( پستانداران مانند تریپسین تهیه‌شده از خوک
در  گسترده  آبی  محیط‌های  دلیل  به  می‌شود.  استفاده 
ایران، این ظرفیت وجود دارد که ترکیبات باارزشی نظیر 
آنزیم‌ها در گونه‌های متعدد آبزی بررسی شود تا بتوان 
مختلف  صنایع  در  را  آنها  از  استفاده  امکان  آینده  در 
ارزیابی کرد. یکی از این گونه‌ها، ماهی کیلکای معمولی 
به  که  است   )Clupeonella cultriventris caspia(
خانوادۀ کیلکا‌ماهیان )Clupeidae( تعلق دارد. این گونه 
از مهم‌ترین ذخایر ماهیان پلاژیک دریای خزر به شمار 
می‌‌‌رود و بیش از90 درصد صید ماهیان این خانواده را 
 Karimzadeh et al.,( است  داده  اختصاص  خود  به 
رهاسازی  مختلفی  محققان   .)2010; Shilat, 2010
مقادیر بالایی از آنزیم‌های پروتئاز گوارشی به خصوص 
تریپسین را از ضمائم پیلوریک ماهیان گزارش کرده‌اند 
 Castillo-Yanez et al., 2005; Lu et al., 2008;(
Khantaphant and Benjakul, 2010(. ماهی کیلکای 
انسان  برای  خوراکی  کم‌مصرف  گونه‌های  از  معمولی 
است که بیشتر برای تولید پودر ماهی استفاده می‌شود، 
و  امعا  در قسمت  تریپسین  آنزیم  دارا‌بودن  دلیل  به  اما 
غذایی،  صنایع  مانند  صنایعی  در  آن  از  می‌توان  احشا 
 Zamani et( کرد  استفاده   ... و  چرم‌سازی  دارویی، 
al., 2012(. از مهم‌ترین عوامل مؤثر در عملکرد آنزیم 
می‌توان به پارامترهای کینتیک و بیوشیمیایی اشاره کرد 
از  متفاوتی  فعالیت  آنها  تأثیر  تحت  می‌تواند  آنزیم  که 
در   .)Ahsan and Watabe, 2001( دهد  نشان  خود 
بیوشیمیایی  کینتیک و عوامل  پارامترهای  مقایسۀ  زمینۀ 
مطالعاتی  تجاری  آنزیم‌های  با  ماهیان  تریپسین  آنزیم 
آنزیم تریپسین  به مقایسۀ  انجام شده است که می‌توان 
ماهی آنچوی ژاپنی )Engraulis Japonica( با تریپسین 
با  ژاپنی  آنچوی  ماهی  تریپسین  آنزیم  و   )ibid( گاو 
اشاره   )Kishimura et al., 2005( خوک  تریپسین 
کرد. در زمینۀ مقایسۀ آنزیم تریپسین کیلکای معمولی با 
آنزیم‌های تجاری تحقیقی انجام نگرفته، بنابراین، در این 
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تحقیق سعی شده است پارامترهای کینتیک و بیوشیمیایی 
مؤثر در فعالیت آنزیم تریپسین ضمائم پیلوریک ماهی 
تجاری  تریپسین  آنزیم  با  و  سنجش  معمولی  کیلکای 

خوک مقایسه شود. 

2. مواد و روش‌ها

1.2. تهیۀ نمونۀ ماهی
ماهی کیلکای معمولی مورد نیاز در این مطالعه در تیر 
ماهیان  شد.  تهیه  بابلسر  شهرستان  صیدگاه  از   1389
با   2 به   1 نسبت  با  یونولیتی  ظروف  داخل  صیدشده 
یخ مخلوط و در 45 دقیقه به آزمایشگاه منتقل شدند. 
پس از انتقال ماهیان به آزمایشگاه، ضمائم پیلوریک در 
بلافاصله  ماهی جدا و  احشاي  امعا و  از  یخ  مجاورت 
 Khantaphant and( شدند  نگهداری  فریزر80-  در 
Benjakul, 2010(. میانگین وزن و طول کل ماهیان به 
ترتیب 1/75± 9/5 گرم و 0/67±11/64سانتی‌متر بود. 
از شرکت  نیز  پانکراتیک خوکی  تریپسین  آنزیم  نمونۀ 

سیگما )St. Louis, MO, USA( خریداری شد.

2.2. چربی‌زدایی و آماده‌سازی نمونه‌ها
نمونۀ ضمائم پیلوریک پس از خروج از فریزر 2 ساعت 
تا  قرار گرفت  سانتی‌گراد(  درجۀ   4( یخچال  دمای  در 
از حالت انجماد خارج شود. سپس، عمل چربی‌زدایی 
با استفاده از استون سرد )20- درجۀ سانتی‌گراد( انجام 
شد. برای این منظور نمونه پس از تعیین حجم با استون 
سرد با نسبت 1 به 3 مخلوط و عمل یکنواخت‌سازی 
 HeidolpH  Diax 900, Sigma Co.( با هموژنایزر 
یخ  مجاورت  در  دقیقه   1  )St. Louis, MO, US
کاغذ  وسیلۀ  به  یکنواخت‌شده  نمونۀ  شد. سپس  انجام 
 Whatman grade No. 2, Lawrence,( صافی 
Kansas, USA( فیلتر شد و مواد باقیماندۀ روی فیلتر 
چندین مرتبه با استون سرد شسته شد تا عمل چربی‌زدایی 
به خوبی انجام شود. مواد روی فیلتر یک شبانه‌ روز در 
 El-Beltagy( تا خشک شوند  قرار گرفتند  اتاق  دمای 
et al., 2005(. پودر خشک‌شدۀ حاصل از نمونۀ ضمائم 
 50 mM Tris-HCl, pH( استخراج  بافر  با  پیلوریک 

 1 نسبت  با  و   )7.5, 10mM CaCl2, 0.5M NaCl
دمای 4 درجۀ  در  به مدت 3 ساعت  و  ترکیب  به 50 
سانتی‌گراد روی همزن مغناطیسی به آرامی مخلوط شد. 
مخلوط حاصله 45 دقیقه در دمای 4 درجۀ سانتی‌گراد 
 IEC Model B-22M( سانتریفیوژشد   g14000 در 
programMable floor centrifuge( و محلول رویی 
نظر  در  آنزیمی  خام  عصارۀ  به‌منزلۀ   )Supernatant(

.)Khantaphant and Benjakul, 2010( گرفته شد

3.2. راسب‌سازی با آمونیوم سولفات
در این مرحله عصارۀ خام آنزیمی با اشباعیت 0-30 و 
30-60 درصد به منظور راسب‌سازی آنزیم تریپسین با 
 )Sigma, St. Louis, MO, USA( سولفات  آمونیوم 
بیشترین  حاوی  که  درصد  بهترین  تا  شد  مخلوط 
فعالیت آنزیم تریپسین است، به دست آید و برخی از 
این  برای  شوند.  حذف  نیز  غیرضروری  پروتئین‌های 
 30 اشباعیت  حصول  تا  سولفات  آمونیوم  ابتدا  منظور 
درصد در مجاورت یخ به آرامی به نمونه اضافه شد تا به 
خوبی حل شود. بعد از 2 ساعت، نمونه در سانتریفیوژ در 
14000g  به مدت 45 دقیقه در دمای 4 درجۀ سانتی‌گراد 
 5 ml قرار گرفت. قسمت رسوب‌یافته جمع‌آوری و در
بافر استخراج حل شد. سوپرناتانت نیز مجدداً با آمونیوم 
سولفات تا حصول اشباعیت 60 درصد مخلوط و پس 
از 2 ساعت در g 14000 به مدت 45 دقیقه در دمای 
4 درجۀ سانتی‌گراد سانتریفیوژ شد. قسمت رسوب‌یافته 
نمونۀ  شد.  استخراج حل  بافر   5  ml در  و  جمع‌‌آوری 
از  پس  درصد   60-30 و   30-0 اشباعیت  از  حاصل 
 Sigma,( دیالیز  کیسۀ  در  استخراج  بافر  در  حل‌شدن 
در  روز  شبانه   1 و  ریخته   )St. Louis, MO, USA
مجاورت بافر استخراج، عمل دیالیز در دمای 4 درجۀ 
سانتی‌گراد برای حذف یون‌های آمونیوم سولفات انجام 
شد. سپس فعالیت آنزیم تریپسین در درصدهای مورد 
آزمایش سنجش شد. بیشترین فعالیت آنزیم در60-30 
درصد مشاهده شد. در نتیجه این درصد برای بررسی 

آزمایش‌ها انتخاب شد.
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4.2. سنجش فعالیت آنزیم تریپسین
(1961) روش  از  تریپسین  آنزیم  فعالیت  سنجش  برای 

   Nα–benzoyl-DL-( و از سوبسترای  Erlanger et al.
argenine-ρ-nitroanilide-HCL)  BAPNAاستفاده شد. 
در این روش، ابتدا نمونۀ آنزیمی با آب مقطر سرد با نسبت 
1 به 4 رقیق شد، سپس با محلول سوبسترا - بافر )1 میلی 
 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, بافر  در   BAPNA مولار 

10mMCaCl2( مخلوط و 20 دقیقه در دمای 37 درجۀ 
سانتی‌گراد انکوباسیون شد. سپس اسید استیک 30 درصد 
اضافه و قرائت نوری در 410nm انجام شد. نحوۀ تهیۀ نمونۀ 
شاهد نیز همانند روش تهیۀ نمونۀ آنزیمی بود، با این تفاوت 
که به جای نمونۀ آنزیمی از آب مقطر استفاده شد. برای 
 )U/mg protein( محاسبۀ فعالیت اختصاصی آنزیم تریپسین

از فرمول زیر استفاده شد:

٤ 
 

روي فيلتر چندين  ةباقيماندو مواد شد فيلتر  )Whatman grade No. 2, Lawrence, Kansas, USA( كاغذ صافي
روز در دماي اتاق قرار   شبانه يكخوبي انجام شود. مواد روي فيلتر ه زدايي ب چربيمرتبه با استون سرد شسته شد تا عمل 

 استخراج ضمائم پيلوريك با بافر ةنمونحاصل از  ةشد خشكپودر . )El-Beltagy et al., 2005( گرفتند تا خشك شوند
)50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 10mM CaCl2, 0.5M NaCl ساعت در 3به مدت تركيب و  50به  1با نسبت ) و 

 درجة 4دقيقه در دماي  45روي همزن مغناطيسي به آرامي مخلوط شد. مخلوط حاصله گراد  درجة سانتي 4 دماي
 محلول رويي و )IEC Model B-22M programMable floor centrifuge( شدسانتريفيوژ g14000در گراد  سانتي

)Supernatant( گرفته شد نظر خام آنزيمي در ةعصار منزلة به )Khantaphant and Benjakul, 2010(.  
  

  سازي با آمونيوم سولفات راسب .3.2
با آمونيوم تريپسين  آنزيم سازي راسب درصد به منظور 60-30و  30-0اشباعيت با  خام آنزيمي ةعصاراين مرحله  در

تريپسين  فعاليت آنزيم كه حاوي بيشترينبهترين درصد  د تاشمخلوط ) Sigma, St. Louis, MO, USA( سولفات
آمونيوم سولفات تا حصول . براي اين منظور ابتدا نيز حذف شوند يهاي غيرضرور پروتئينبرخي از  و دست آيده ب ،است

در  نمونهساعت،  2خوبي حل شود. بعد از ه يخ به آرامي به نمونه اضافه شد تا ب مجاورتدر درصد  30اشباعيت 
آوري و در  جمعيافته  رسوبقسمت  قرار گرفت.گراد  درجة سانتي 4 در دمايدقيقه  45مدت  به g 14000 در وژيفيسانتر

ml 5  2از  پسمخلوط و  درصد 60نيز مجدداً با آمونيوم سولفات تا حصول اشباعيت سوپرناتانت  .شدحل  استخراجبافر 
آوري و در   جمعيافته  رسوبسانتريفيوژ شد. قسمت گراد  درجة سانتي 4در دماي دقيقه  45مدت  به g 14000ساعت در 

ml 5  ةكيسدر  شدن در بافر استخراج حلاز  پس درصد 60-30و  30-0حاصل از اشباعيت  ةنمونحل شد.  استخراجبافر 
درجة  4در دماي عمل دياليز  ،استخراج بافر مجاورت شبانه روز در 1ريخته و ) Sigma, St. Louis, MO, USA( دياليز
مورد آزمايش سپس فعاليت آنزيم تريپسين در درصدهاي  هاي آمونيوم سولفات انجام شد. ف يونحذ گراد براي سانتي

انتخاب  ها آزمايشاين درصد براي بررسي  هنتيج. در دشمشاهده  درصد 60-30در. بيشترين فعاليت آنزيم شد سنجش
  شد.

  
  سنجش فعاليت آنزيم تريپسين .4.2

-Nα–benzoyl-DL( از سوبسترايو   .Erlanger et al)1961( فعاليت آنزيم تريپسين از روشبراي سنجش 
argenine-ρ-nitroanilide-HCL(  BAPNA با آب مقطر سرد با نسبت  آنزيمي ةنمونابتدا در اين روش،  .دشاستفاده

 ,mM Tris-HCl, pH 8.0 50 بافر در BAPNAميلي مولار  1( بافر - محلول سوبسترابا ، سپس شد رقيق 4به  1
10mMCaCl2( اضافه  درصد 30. سپس اسيد استيك دشانكوباسيون گراد  درجة سانتي 37دقيقه در دماي  20 مخلوط و

ه با اين تفاوت كه ب ،بود آنزيمي ةنمون ةتهيشاهد نيز همانند روش  ةنمون ةتهي ةنحو انجام شد. nm410و قرائت نوري در 
از فرمول  )U/mg protein( فعاليت اختصاصي آنزيم تريپسين ةمحاسب. براي دشآنزيمي از آب مقطر استفاده  ةنمونجاي 

  :دشزير استفاده 
  

������in	ni�/mg��	فعاليت	اختصاصي	آنزيم	تريپسين 	�
410	nm	در	جذب	ميزان	 � 1000	 � �ml�	واكنش	مخلوط	حجم

8800	 � �min�	واكنش	زمان	 � �mg/ml�	پروتئين	ميزان  

برای  تاریکی  ضریب  بیانگر   8800 فرمول  این  در 
سوبسترای  هیدرولیز  محصول  و  پارا-نیتروآنیلین 

BAPNA به وسیلۀ آنزیم تریپسین است. 

5.2. سنجش مقدار پروتئین محلول
 (1951) روش  از  محلول  پروتئین  مقدار  سنجش  برای 
Lowry et al. استفاده شد. در این روش از آلبومین سرم 
گاوی با غلظت 1mg / ml در حکم استاندارد استفاده 
انجام شد. سپس   750 nm و قرائت نوری نمونه‌ها در
نوری  قرائت‌های  از  استفاده  با  استاندارد  منحنی  یک 
قرائت  و  رسم  گاوی  سرم  آلبومین  برای  به‌دست‌آمده 
نوری مربوط به نمونه به منحنی استاندارد منتقل و مقدار 

پروتئین محلول محاسبه شد.

6.2. آماده‌سازی نمونۀ آنزیمی پانکراتیک خوک
 1 ml 1 از آنزیم در mg برای تهیۀ نمونۀ آنزیمی، مقدار
از بافر استخراج حل و در دمای 80- درجۀ سانتی‌گراد 

نگهداری شد.
آنزیم  فعالیت  بر  بیوشیمیایی  عوامل  بررسی   .7.2

تریپسین کیلکای معمولی و خوک
1.7.2. دمای بهینه 

برای تعیین دمای بهینه، نمونۀ آنزیمی پس از مخلوط شدن 

با محلول سوبسترا - بافر )1 میلی مولار BAPNA در 
 )50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10mM CaCl2 بافر
به مدت20 دقیقه در دماهای 4، 25، 35، 45، 50، 55، 
انکوباسیون  حالت  در  سانتی‌گراد  درجۀ   70 و   65  ،60
قرار گرفت. سپس فعالیت آنزیم تریپسین در طول موج 
 Erlanger et al., 1961;( شد  اندازه‌گیری   410nm

.)Khantaphant and Benjakul, 2010

2.7.2. دمای پایداری 
در  آنزیمی  نمونۀ  ابتدا  پایداری،  دمای  تعیین  برای 
دماهای 4، 25، 35، 45، 50، 55، 60، 65 و 70 درجۀ 
انکوباسیون  حالت  در  دقیقه   30 مدت  به  سانتی‌گراد 
محلول  با  حرارت‌دیده  نمونۀ  ادامه  در  گرفت.  قرار 
بافر  در   BAPNA مولار  میلی   1( بافر   - سوبسترا 
 )50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10mM CaCl2
درجة   37 دمای  در  دقیقه   20 و  شد  مخلوط 
گرفت.  قرار  انکوباسیون  حالت  در  سانتی‌گراد 
 410nm در طول موج  تریپسین  آنزیم  فعالیت  سپس 
اندازه‌گیری شد )همان(. فعالیت نسبی آنزیم تریپسین 
شاهد  نمونۀ  فعالیت  به  آنزیم  فعالیت  نسبت  طریق  از 
به صورت  زیر  فرمول  اساس  بر  )بدون حرارت‌دهی( 

درصد محاسبه شد:

٥ 
 

 به وسيلة BAPNA يمحصول هيدروليز سوبسترا ونيتروآنيلين  -ريب تاريكي براي پارا بيانگر ض 8800فرمول اين  در
  . آنزيم تريپسين است

  
  پروتئين محلول قدارمسنجش  .5.2

با  . در اين روش از آلبومين سرم گاويشداستفاده  .Lowryet al )1951( پروتئين محلول از روش قدارمبراي سنجش 
منحني استاندارد  يكانجام شد. سپس  nm 750ها در  نمونهو قرائت نوري استاندارد استفاده  در حكم mg / ml1غلظت 

رسم و قرائت نوري مربوط به نمونه به منحني  آلبومين سرم گاويآمده براي  دست هبهاي نوري  قرائتبا استفاده از 
  پروتئين محلول محاسبه شد. قدارماستاندارد منتقل و 

  
  آنزيمي پانكراتيك خوك ةنمونسازي  آماده .6.2

نگهداري گراد  درجة سانتي -80از بافر استخراج حل و در دماي  ml 1از آنزيم در  mg 1 قدارمآنزيمي،  ةنمون ةتهيبراي 
  .دش
  

  كيلكاي معمولي و خوكتريپسين  ميآنز تيبر فعال ييايميشويب عوامل يبررس .7.2
  دماي بهينه  .1.7.2

در بافر  BAPNA مولار يليم 1بافر ( -شدن با محلول سوبسترا  از مخلوط پس يميآنز ةنمون نه،يبه يدما نييتع يبرا
50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10mM CaCl2 (70و  65، 60، 55، 50، 45، 35، 25، 4 يدر دماها قهيدق 20مدت به 

 شد گيري اندازه nm410در طول موج  نيپسيتر ميآنز تيفعالقرار گرفت. سپس  ونيگراد در حالت انكوباس يسانت ةدرج
)Erlanger et al., 1961; Khantaphant and Benjakul, 2010.(  
  

  دماي پايداري  .2.7.2
به گراد  سانتي ةدرج 70 و 65 ،60 ،55 ،50 ،45 ،35، 25، 4آنزيمي در دماهاي  ةنمونبراي تعيين دماي پايداري، ابتدا 

ميلي مولار 1(بافر  - با محلول سوبسترا ديده حرارت ةنمون در ادامهدقيقه در حالت انكوباسيون قرار گرفت.  30مدت 
BAPNA 50بافر  در mM Tris-HCl, pH 8.0, 10mM CaCl2(  درجة 37دقيقه در دماي  20مخلوط شد و 

 ).همان( گيري شد ندازها nm410طول موج فعاليت آنزيم تريپسين در سپس گراد در حالت انكوباسيون قرار گرفت.  سانتي
بر اساس فرمول زير  دهي) حرارت(بدون  شاهد ةنمونفعاليت نسبي آنزيم تريپسين از طريق نسبت فعاليت آنزيم به فعاليت 

  :دشمحاسبه صورت درصد ه ب
 

فعاليت	نسبي�%� �	

	داده	شده	
		فعاليت	اختصاصي	آنزيم	تريپسين		در	نمونة	حرارت
فعاليت	اختصاصي	آنزيم	تريپسين		در	نمونة	شاهد

� 100



149 از صفحه 145 تا 158نشریه شیلات، مجله منابع طبیعی ایران، دوره 66، شماره 2، تابستان 1392،

pH .3.7.2 بهینه 
با  بافر  ابتدا محلول سوبسترا -  بهینه،   pH تعیین  برای 
بافرهای  در   BAPNA )1میلی مولار  pHهای مختلف 
آنزیمی  نمونۀ  با  سپس  تهیه،   )1 جدول  در  ذکر‌شده 

مخلوط شد و 20 دقیقه در دمای 37 درجۀ سانتی‌گراد 
فعالیت  آن  از  پس  گرفت.  قرار  انکوباسیون  حالت  به 
آنزیم تریپسین در طول موج 410nm اندازه‌گیری شد 

)همان(. 

٦ 
 

3.7.2. pH  بهينه  
شده در  ذكردر بافرهاي  BAPNAميلي مولار 1( هاي مختلفpHبافر با  - محلول سوبستراابتدا بهينه،  pHبراي تعيين 

به حالت انكوباسيون قرار گراد  درجة سانتي 37دقيقه در دماي  20و  شدآنزيمي مخلوط  ةنمونسپس با  ،تهيه )1جدول 
  . )همان( گيري شد ندازها nm410طول موج فعاليت آنزيم تريپسين در پس از آن گرفت. 

  

  
  
  
  

  pHپايداري . 4.7.2
دقيقه  30و  شدمخلوط  1در جدول شده  ذكرهاي بافربا  يكبه  يكبا نسبت آنزيمي ة نمون ابتدا ،pHبراي تعيين پايداري 

 1( بافر - شده با محلول سوبسترا انكوبه ةنمونگرفت. سپس  به حالت انكوباسيون قرار )گراد درجة سانتي 25اتاق ( در دماي
,mM Tris-HCl, pH 8.0 50 بافر در BAPNAميلي مولار  10mM CaCl2 ( 37دماي  دقيقه در 20مخلوط شد و 
از  نيز فعاليت نسبي آنزيم تريپسين .انجام شد nm410 قرائت نوري در طول موج پس از آنگرفت. قرار گراد  درجة سانتي

بر اساس فرمول زير  هاي مختلف) pH(بدون انكوباسيون در بافر با  شاهد ةنمونطريق نسبت فعاليت آنزيم به فعاليت 
  .)همانشد (صورت درصد گزارش ه محاسبه و ب

 

فعاليت	نسبي�%� �	
		فعاليت	اختصاصي	آنزيم	تريپسين	در	نمونة	انكوبه	شده	در	بافر	با	pHهاي	مختلف				

فعاليت	اختصاصي	آنزيم	تريپسين		در	نمونة	شاهد
� 100 

 
  هاي فلزي  اثر يون .5.7.2

 ةنمون با mM 5غلظت  در MnCl2 و NaCl ،KCl ،CaCl2 ،MgCl2 هاي يون، ابتدا هاي فلزي اثر يونبراي بررسي 
 1( بافر - ز انكوباسيون با محلول سوبسترا. سپس مخلوط حاصل اشدنددقيقه در دماي اتاق انكوبه  30 مدت هآنزيمي ب

,mM Tris-HCl, pH 8.0 50بافر  درBAPNA ميلي مولار  10mM CaCl2(  37 دقيقه در دماي 20مخلوط شد و 
شاهد نيز  ةنمونروش سنجش . انجام شد nm410قرائت نوري در طول موج  پس از آنقرار گرفت. گراد  درجة سانتي

فعاليت نسبي آنزيم تريپسين از طريق نسبت  .)همان(نداشت شاهد يون فلزي  ةنمونفقط  ،آنزيمي بود ةنمون مشابه
  . دشصورت درصد گزارش ه محاسبه و ببر اساس فرمول زير  شاهد ةنمونفعاليت آنزيم به فعاليت 

,mM acetic acid–sodium acetate, pH 4.0-6.0 50 1 ةشمار: بافر  10mM CaCl2

 
2 رةشمابافر  :  50 mM Tris-HCl, pH 7.0-9.0, 10mM CaCl2

 
,mM Glycine-NaOH, pH 10.0-11.0 50 3 ةشماربافر :   10mM CaCl2

BAPNAميلي مولار  1سوبستراي -سازي محلول بافربراي آمادهشدنياستفادهانواع بافرهاي .1 جدول

٦ 
 

3.7.2. pH  بهينه  
شده در  ذكردر بافرهاي  BAPNAميلي مولار 1( هاي مختلفpHبافر با  - محلول سوبستراابتدا بهينه،  pHبراي تعيين 

به حالت انكوباسيون قرار گراد  درجة سانتي 37دقيقه در دماي  20و  شدآنزيمي مخلوط  ةنمونسپس با  ،تهيه )1جدول 
  . )همان( گيري شد ندازها nm410طول موج فعاليت آنزيم تريپسين در پس از آن گرفت. 

  

  
  
  
  

  pHپايداري . 4.7.2
دقيقه  30و  شدمخلوط  1در جدول شده  ذكرهاي بافربا  يكبه  يكبا نسبت آنزيمي ة نمون ابتدا ،pHبراي تعيين پايداري 

 1( بافر - شده با محلول سوبسترا انكوبه ةنمونگرفت. سپس  به حالت انكوباسيون قرار )گراد درجة سانتي 25اتاق ( در دماي
,mM Tris-HCl, pH 8.0 50 بافر در BAPNAميلي مولار  10mM CaCl2 ( 37دماي  دقيقه در 20مخلوط شد و 
از  نيز فعاليت نسبي آنزيم تريپسين .انجام شد nm410 قرائت نوري در طول موج پس از آنگرفت. قرار گراد  درجة سانتي

بر اساس فرمول زير  هاي مختلف) pH(بدون انكوباسيون در بافر با  شاهد ةنمونطريق نسبت فعاليت آنزيم به فعاليت 
  .)همانشد (صورت درصد گزارش ه محاسبه و ب

 

فعاليت	نسبي�%� �	
		فعاليت	اختصاصي	آنزيم	تريپسين	در	نمونة	انكوبه	شده	در	بافر	با	pHهاي	مختلف				

فعاليت	اختصاصي	آنزيم	تريپسين		در	نمونة	شاهد
� 100 

 
  هاي فلزي  اثر يون .5.7.2

 ةنمون با mM 5غلظت  در MnCl2 و NaCl ،KCl ،CaCl2 ،MgCl2 هاي يون، ابتدا هاي فلزي اثر يونبراي بررسي 
 1( بافر - ز انكوباسيون با محلول سوبسترا. سپس مخلوط حاصل اشدنددقيقه در دماي اتاق انكوبه  30 مدت هآنزيمي ب

,mM Tris-HCl, pH 8.0 50بافر  درBAPNA ميلي مولار  10mM CaCl2(  37 دقيقه در دماي 20مخلوط شد و 
شاهد نيز  ةنمونروش سنجش . انجام شد nm410قرائت نوري در طول موج  پس از آنقرار گرفت. گراد  درجة سانتي

فعاليت نسبي آنزيم تريپسين از طريق نسبت  .)همان(نداشت شاهد يون فلزي  ةنمونفقط  ،آنزيمي بود ةنمون مشابه
  . دشصورت درصد گزارش ه محاسبه و ببر اساس فرمول زير  شاهد ةنمونفعاليت آنزيم به فعاليت 

,mM acetic acid–sodium acetate, pH 4.0-6.0 50 1 ةشمار: بافر  10mM CaCl2

 
2 رةشمابافر  :  50 mM Tris-HCl, pH 7.0-9.0, 10mM CaCl2

 
,mM Glycine-NaOH, pH 10.0-11.0 50 3 ةشماربافر :   10mM CaCl2

BAPNAميلي مولار  1سوبستراي -سازي محلول بافربراي آمادهشدنياستفادهانواع بافرهاي .1 جدول

pH 4.7.2. پایداری
با نسبت  ابتدا نمونۀ آنزیمی   ،pH پایداری  برای تعیین 
مخلوط   1 در جدول  ذکر‌شده  بافرهای  با  یک  به  یک 
شد و 30 دقیقه در دمای اتاق )25 درجۀ سانتی‌گراد( به 
حالت انکوباسیون قرار گرفت. سپس نمونۀ انکوبه‌شده 
 BAPNA مولار  میلی   1( بافر   - سوبسترا  محلول  با 
 50 mM Tris-HCl, pH 0.8 , 10mM بافر  در 

دمای 37 درجۀ  در  دقیقه  CaCl2( مخلوط شد و 20 
سانتی‌گراد قرار گرفت. پس از آن قرائت نوری در طول 
آنزیم تریپسین  فعالیت نسبی  انجام شد.   410nm موج 
نیز از طریق نسبت فعالیت آنزیم به فعالیت نمونۀ شاهد 
بر  مختلف(  ‌pHهای  با  بافر  در  انکوباسیون  )بدون 
اساس فرمول زیر محاسبه و به صورت درصد گزارش 

شد )همان(.

5.7.2. اثر یون‌های فلزی 
 NaCl، برای بررسی اثر یون‌های فلزی، ابتدا یون‌های
 mM در غلظت MnCl2 و MgCl2 ،KCl، CaCl2
اتاق  دمای  در  دقیقه   30 مدت  به  آنزیمی  نمونۀ  با   5
با  انکوباسیون  از  حاصل  مخلوط  سپس  شدند.  انکوبه 
BAPNA مولار   میلی   1( بافر   - سوبسترا  محلول 
 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10mM بافر  در 

دمای 37 درجۀ  در  دقیقه  CaCl2( مخلوط شد و 20 
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نداشت )همان(. فعالیت نسبی آنزیم تریپسین از طریق 
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فرمول زیر محاسبه و به صورت درصد گزارش شد. 
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6.7.2. اثر بازدارنده‌ها 
بازدارنده‌های  ابتدا  بازدارنده‌ها،  اثر  تعیین  برای 
 1SBTI  (0/05 mM)، 3PMSF (10mM)، 2TLCK
ρ-Aminobenzamidine (mM 5) و (mM 5) در 
غلظت‌های مذکور با نمونۀ آنزیمی به مدت 15 دقیقه 
از  انکوبه شدند. سپس مخلوط حاصله  اتاق  در دمای 
مولار  )1میلی  بافر   - سوبسترا  محلول  با  انکوباسیون 

 50 mM Tris-HCl, pH 8.0,بافر در   BAPNA
10mMCaCl2( مخلوط شد و 20 دقیقه در دمای 37 
نوری  قرائت  همچنین  گرفت.  قرار  سانتی‌گراد  درجۀ 
در طول موج  410nm انجام شد. روش سنجش نمونۀ 
شاهد نیز همانند نمونۀ آنزیمی بود، فقط نمونۀ شاهد 
فاقد بازدارنده بود. درصد بازدارندگی از طریق فرمول 

زیر محاسبه شد )همان(.
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8.2. پارامترهای کینتیک
برای تعیین پارامترهای کینتیک آنزیم تریپسین کیلکای 
 Lineweaver and Burk روش  از  خوک  و  معمولی 
)1934( استفاده شد. برای این منظور، ابتدا سوبسترای 
BAPNA با غلظت‌هایی از mM 2 - 1 درصد ) شامل 
 ،1/28  ،0/64  ،0/32  ،0/16  ،0/08  ،0/04  ،0/02  ،0/1
 50 mM Tris-HCl, pH 1/5 و 2 میلی مولار( در بافر
10mM CaCl2 ,8.0 تهیه شد. سپس نمونۀ آنزیمی با 
 BAPNA سوبسترای  از  تهیه‌شده  مختلف  غلظت‌های 
مخلوط شد و 20 دقیقه در دمای 37 درجۀ سانتی‌گراد 
قرار گرفت. همچنین فعالیت اختصاصی آنزیم تریپسین 
از روش .Erlanger et al (1961) اندازه‌گیری و حداکثر 
 )Km( و ثابت میخائلیس – منتن )Vmax( فعالیت آنزیم
نمودار  ابتدا    Kmو  Vmax محاسبۀ  برای  شد.  محاسبه 
غلظت‌های  در  را   (1913) Michaelis and Menten
مختلف سوبسترا با فعالیت آنزیمی مربوطه رسم کردند، 
حداکثر  و   X محور  در  سوبسترا  غلظت  که  طوری  به 
فعالیت آنزیمی در محور Y قرار گرفتند. سپس آن را به 
نمودار لاین ویور - برک منتقل کردند تا به حالت خطی 
تبدیل شود و بتوان Km و Vmax را از معادلۀ خطی حاصله 
محاسبه کرد. معادلۀ )y=0/151 x  (b)+1/528 )a برای 
 + 2/468 )a( آنزیم تریپسین کیلکای معمولی و معادلۀ

y=0/975 (b)x برای آنزیم تریپسین خوک به دست آمد 
و مقدار Vmax و Km از طریق زیر محاسبه شد :

9.2.آنالیز آماری
برای مقایسۀ پارامترهای کینتیک و بیوشیمیایی بین آنزیم 
تریپسین ماهی کیلکای معمولی و خوک، همچنین رسم 
نمودارها از نرم‌افزارهای  SPSS 17و Excel استفاده شد. 
واریانس  تجزیۀ  از  اختلاف  معنی‌دار‌بودن  تعیین  برای 
یک‌طرفه )ANOVA( استفاده شد و میانگین‌ها با آزمون 
دانکن در سطح 5 درصد مقایسه شدند. تمام ارزیابی‌ها 

نیز در 3 تکرار انجام گرفت.

3. نتایج 
بررسی دمای بهینه و پایداری دمایی آنزیم تریپسین در 
ماهی کیلکای معمولی و خوک نشان داد که دمای بهینه 
به  بود،  سانتی‌گراد  درجۀ   60 با  برابر  گونه  دو  هر  در 
تا 60 درجۀ سانتی‌گراد  از 4  دما  افزایش  با  طوری که 
فعالیت آنزیم افزایش یافت و در 60 درجۀ سانتی‌گراد 
درجۀ   70 تا   60 از  اما  رسید،  مقدارخود  حداکثر  به 
سانتی‌گراد کاهش ناگهانی در فعالیت آنزیم مشاهده شد 
)شکلa،1  و b(. پایداری دمایی آنزیم تریپسین نیز نشان 
داد که در ماهی کیلکای معمولی با افزایش دما از 4 تا 
45 درجۀ سانتی‌گراد فعالیت آنزیم افزایش، سپس از 45 
1. Soybean trypsin inhibitor
2. phenylmethanesulfonyl fluoride  
3. N-ρ-tosyl-L-lysine-chloromethylketone



151 از صفحه 145 تا 158نشریه شیلات، مجله منابع طبیعی ایران، دوره 66، شماره 2، تابستان 1392،

تا 70 درجۀ سانتی‌گراد کاهش یافت، اما در خوک این 
 50 از  و  شد  مشاهده  سانتی‌گراد  درجۀ   50 تا  افزایش 
 .)d و c ،1تا 70 درجۀ سانتی‌گراد کاهش یافت )شکل
pH بهینه و پایداری pH برای آنزیم تریپسین نیز نشان 
داد که pH بهینه برای فعالیت آنزیم تریپسین در ماهی 
کیلکای معمولی و خوک 8 بود و با افزایش pH از4 تا 
8، فعالیت آن افزایش و از pH 8 تا 11، کاهش یافت 
)شکلa ،2 و b(. پایداری pH نیز نشان داد که در ماهی 
کیلکای معمولی آنزیم تریپسین در pH 7 تا 10پایدار و 
در pH اسیدی و به شدت قلیایی )pH 4،5، 6 و 11( 
تقریباً ناپایدار بود، اما این پایداری در خوک تقریباً در 

.)d و c ،24 تا 11مشاهده شد )شکل pH
ماهی  تریپسین  آنزیم  فعالیت  بر  فلزی  یون‌های  اثر 
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  . رسد مي ) خودVmaxحداكثر فعاليت (تر به  ميل تركيبي بيشتري با سوبسترا دارد و سريع خوك
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 ـ :aر فعاليـت آنـزيم تريپسـين در كيلكـاي معمـولي و خـوك.دثير دمـا  أ. ت1شكل  فعاليـت آنـزيم تريپسـين   ة دمـاي بهين

و  ي معمـولي كيلكـا آنـزيم تريپسـين   پايـداري دمـايي   : c، خـوك  فعاليـت آنـزيم تريپسـين   ة دماي بهين: bي معمولي، كيلكا

dخوكآنزيم تريپسين دمايي  : پايداري. 
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 و خوك  ماهي كيلكاي معموليها بر فعاليت آنزيم تريپسينانواع بازدارندهدرصد بازدارندگي .3جدول

 ماهي كيلكاي معمولي و خوكاز  (%)بر فعاليت نسبي آنزيم تريپسين  لزيف هاييون اثر .2جدول 

ــكل ــ2ش ــايد pHثير أ. ت ــين در كيلك ــزيم تريپس ــت آن ــوك.ر فعالي ــولي و خ ــ a :pH معم ــزيم  ةبهين ــت آن فعالي

ــb:  pH ،ي معمــوليكيلكــا تريپســين آنــزيم تريپســين  pH : پايــداريcخــوك،  فعاليــت آنــزيم تريپســين ةبهين

.خوكآنزيم تريپسين  pH: پايداري dو  ي معموليكيلكا

 .)α ،3  =n ،Mn ± SD=  05/0(است دار معني ندارندهاي فلزي كه حرف مشترك دسته از يون اختلاف بين آن
 

 .)α،3=n،Mn ± SD=05/0(استدارمعنيدارندندسته كه حرف مشتركاختلاف بين آن
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 .)α ،3  =n ،Mn ± SD=  05/0(است دار معني ندارندهاي فلزي كه حرف مشترك دسته از يون اختلاف بين آن
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بر  تریپسین  آنزیم  اختصاصی  بازدارنده‌های  اثر 
جدول  در  خوک  و  معمولی  کیلکای  در  آن  فعالیت 
بر  بازدارنده‌ها  اثر  مقایسۀ  است.  شده  داده  نشان   3
فعالیت آنزیم تریپسین بین کیلکای معمولی با خوک به 
معنی‌داری  اختلاف   p-aminobenzamidine استثنای 
 SBTI بازدارنده‌ها،  بین  در   .)P>0.05( نداد  نشان  را 
فعالیت  کاهش  باعث  معنی‌داری  طور  به   TLCK و 
شدند  خوک  و  معمولی  کیلکای  در  تریپسین  آنزیم 
اختلاف   TLCK با  مقایسه  در   SBTI اما   ،)P>0.05(
درصد   .)P>0.05( نداد  نشان  خود  از  معنی‌داری 
بازدارندگی ρ-aminobenzamidine بر فعالیت آنزیم 
از  کمتر  معنی‌داری  طور  به  معمولی  کیلکای  تریپسین 
 PMSF بازدارندۀ .)P<0.05( آنزیم تریپسین خوک بود
تریپسین در ماهی کیلکای  آنزیم  فعالیت  باعث کاهش 
معمولی و خوک شد و اختلاف معنی‌داری را نشان نداد 

 .)P<0.05(

ماهی  در  تریپسین  آنزیم  کینتیکی  رفتار   3 شکل 
اساس  بر  می‌دهد.  نشان  را  خوک  و  معمولی  کیلکای 
این نمودار و معادلات به‌دست‌آمده، مقدار Vmax برای 
به  و خوک  معمولی  کیلکای  ماهی  در  تریپسین  آنزیم 
μmol/ و   0/654  ±0/030   μmol/mg.sبرابر ترتیب 

کیلکای  برای   km مقدار  و   0/405  ±  0/028  mg.s
 mM برای خوک  و   0/098  ±  0/003  mM معمولی 
0/026 ± 0/395 بود. طبق جدول 4، مقدار Vmax در 
خوک  به  نسبت  معنی‌داری  افزایش  معمولی  کیلکای 
آنزیم  بالاتر  فعالیت  نشان‌دهندۀ  که   )P<0.05( داشت 
است.  خوک  به  نسبت  معمولی  کیلکای  در  تریپسین 
معنی‌داری  طور  به  معمولی  کیلکای  در   km مقدار 
کمتر از خوک بود )P<0.05( که نشان می‌دهد آنزیم 
میل  خوک  به  نسبت  معمولی  کیلکای  در  تریپسین 
ترکیبی بیشتری با سوبسترا دارد و سریع‌تر به حداکثر 

فعالیت )Vmax( خود می‌رسد. 
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  بحث . 4
گرفته  شكلتجاري از آنها  ةاستفادبررسي منابع آنزيمي در آبزيان براي  ه منظورب هاي زيادي تلاش گذشته ةده دو طي

به خود اختصاص  در جهانرا ها  آنزيمتجارت از  درصد 60حدود هاي تجاري،  آنزيمترين گروه از  مهمها،  پروتئازاست. 
از پستانداران، تحقيقات  ي مشابهدر مقايسه با پروتئازها .)Souza et al., 2007; Silva et al., 2011( اند داده
مواد افزودني  درتوانند  مياست كه خاص هاي  ويژگيبا دريايي موجودات هاي  آنزيماستفاده از تأكيد بر گرفته  شكل
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 و خوك  ماهي كيلكاي معموليها بر فعاليت آنزيم تريپسينانواع بازدارندهدرصد بازدارندگي .3جدول

 ماهي كيلكاي معمولي و خوكاز  (%)بر فعاليت نسبي آنزيم تريپسين  لزيف هاييون اثر .2جدول 

ــكل ــ2ش ــايد pHثير أ. ت ــين در كيلك ــزيم تريپس ــت آن ــوك.ر فعالي ــولي و خ ــ a :pH معم ــزيم  ةبهين ــت آن فعالي

ــb:  pH ،ي معمــوليكيلكــا تريپســين آنــزيم تريپســين  pH : پايــداريcخــوك،  فعاليــت آنــزيم تريپســين ةبهين

.خوكآنزيم تريپسين  pH: پايداري dو  ي معموليكيلكا

 .)α ،3  =n ،Mn ± SD=  05/0(است دار معني ندارندهاي فلزي كه حرف مشترك دسته از يون اختلاف بين آن
 

 .)α،3=n،Mn ± SD=05/0(استدارمعنيدارندندسته كه حرف مشتركاختلاف بين آن

١٠ 
 

 
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  خوك ماهي كيلكاي معمولي )mM 5فلزي ( هاي يون
a0/0±100  0/0±100بدون يون فلزي)شاهد ( a 

KCl a6/1± 100  5/1±94/98 e 
NaCl a3/1±100  3/1±94/98 e 
CaCl2 b5/1±24/108  2/1± 21/104  f 
MgCl2 c7/1±21 /107  4/1± 15/103  j 
MnCl2 d6/1±03/101  4/1± 89/97  h 

آنزيم تريپسين كيلكاي  انواع بازدارنده
 (%) معمولي 

 آنزيم تريپسين خوك 
(%)  

PMSF a30/0 ±60/36  a40/0 ±20/36 
SBTI b45/0±67/95 b36/0 ±15/96  
TLCK b30/0 ±10/96  b28/0 ±05/96  
ρ-

Aminobenzamidine 
c25/0 ± 50/43  d26/0 ±95/62  

0
20
40
60
80
100
120

3 4 5 6 7 8 9 101112

)
%(

R
el

at
iv

e 
A

ct
iv

ity
 

pH

c

0

50

100

3 4 5 6 7 8 9 101112

)
%(

R
el

at
iv

e 
A

ct
iv

ity
 

pH

d

 و خوك  ماهي كيلكاي معموليها بر فعاليت آنزيم تريپسينانواع بازدارندهدرصد بازدارندگي .3جدول

 ماهي كيلكاي معمولي و خوكاز  (%)بر فعاليت نسبي آنزيم تريپسين  لزيف هاييون اثر .2جدول 

ــكل ــ2ش ــايد pHثير أ. ت ــين در كيلك ــزيم تريپس ــت آن ــوك.ر فعالي ــولي و خ ــ a :pH معم ــزيم  ةبهين ــت آن فعالي

ــb:  pH ،ي معمــوليكيلكــا تريپســين آنــزيم تريپســين  pH : پايــداريcخــوك،  فعاليــت آنــزيم تريپســين ةبهين

.خوكآنزيم تريپسين  pH: پايداري dو  ي معموليكيلكا

 .)α ،3  =n ،Mn ± SD=  05/0(است دار معني ندارندهاي فلزي كه حرف مشترك دسته از يون اختلاف بين آن
 

 .)α،3=n،Mn ± SD=05/0(استدارمعنيدارندندسته كه حرف مشتركاختلاف بين آن
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4. بحث 
طی دو دهۀ گذشته تلاش‌های زیادی به منظور بررسی 
منابع آنزیمی در آبزیان برای استفادۀ تجاری از آنها شکل 
آنزیم‌های  از  گروه  مهم‌ترین  پروتئاز‌ها،  است.  گرفته 
در  را  آنزیم‌ها  تجارت  از  درصد   60 حدود  تجاری، 
 Souza et al., 2007;( جهان به خود اختصاص داده‌اند
با پروتئازهای مشابه  Silva et al., 2011(. در مقایسه 
از پستانداران، تحقیقات شکل‌گرفته تأکید بر استفاده از 
آنزیم‌های موجودات دریایی با ویژگی‌های خاص است 
که می‌توانند در مواد افزودنی شوینده‌ها، فرآوری مواد 
 Esposito et al.,( استفاده شوند  داروسازی  و  غذایی 

.)2009; Ktari et al., 2012; Sila et al., 2012

کیلکای  ماهی  در  تریپسین  آنزیم  روی  بررسی‌ها 
هر  برای  بهینه  دمای  که  داد  نشان  خوک  و  معمولی 
 (2001) Ahsan بود.  سانتی‌گراد  درجۀ   60 گونه  دو 
ژاپنی  آنچوی  روی  را  نتایجی  چنین   and Watabe
 )Bovine( و تریپسین گاوی )Engraulis japonicas(
بررسی کردند و دمای بهینه برابر با 60 درجۀ سانتی‌گراد 
گزارش شد. همچنین .Kishimura et al )2005( آنزیم 
تریپسین از آنچوی ژاپنی را با نوع خوکی مقایسه کرد و 
گزارش داد که دمای بهینه 55-60 درجۀ سانتی‌گراد بود. 
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  بحث . 4
گرفته  شكلتجاري از آنها  ةاستفادبررسي منابع آنزيمي در آبزيان براي  ه منظورب هاي زيادي تلاش گذشته ةده دو طي

به خود اختصاص  در جهانرا ها  آنزيمتجارت از  درصد 60حدود هاي تجاري،  آنزيمترين گروه از  مهمها،  پروتئازاست. 
از پستانداران، تحقيقات  ي مشابهدر مقايسه با پروتئازها .)Souza et al., 2007; Silva et al., 2011( اند داده
مواد افزودني  درتوانند  مياست كه خاص هاي  ويژگيبا دريايي موجودات هاي  آنزيماستفاده از تأكيد بر گرفته  شكل

 ,.Esposito et al., 2009; Ktari et al., 2012; Sila et al( استفاده شوندداروسازي مواد غذايي و  فرآوري، ها شوينده
2012.(  
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 برك -: نمودار لاين ويور Bمنتن،  - : نمودار ميخائليسAماهي كيلكاي معمولي و خوك.درآنزيم تريپسينفعاليت  يكينتيكرفتار.3شكل

 ). α ،3  =n ،Mn ± SD=  05/0( استدار معني دارندنكه حرف مشترك  دسته آناختلاف بين در هر ستون، 

 al., Klomklao et( Katsuwonus pelamis  در ماهی
 )Ktari et al., 2012( Salaria basilisca و   )2009
دمای  شد.  گزارش  سانتی‌گراد  درجۀ   60 بهینه  دمای 
به  نسبت  معمولی  کیلکای  در  تریپسین  آنزیم  پایداری 
خوک پایین‌تر بود. در تحقیقات روی آنزیم تریپسین در 
آنچوی ژاپنی و مقایسۀ آن با نوع خوکی و گاوی، دمای 
پایداری برای هر 3 گونه 50 درجۀ سانتی‌گراد گزارش 
 Ahsan and Watabe, 2001; Kishimura et al.,( شد
 ،)Souza et al., 2007(  maculates ماهی  در   .)2001
 Sardina  ،)Bougatef et al., 2007(  Pseudupeneus
 Jellouli et al.,( Balistes capriscus و pilchardus

2009( پایداری 50 درجۀ سانتی‌گراد گزارش شد.

معمولی  کیلکای  از  تریپسین  آنزیم  برای  بهینه   pH
  (2005) Kishimura et.و خوک برابر 8 گزارش شد
al. چنین نتایجی را در ماهی آنچوی ژاپنی و خوک و 
 S.pilchardus ماهی  در    (2007) Bougatef et al.
 pH نیز   (2001) Ahsan and Watabe گزارش کرد. 

بهینه برای آنزیم تریپسین گاوی را 8 گزارش کردند. 
آنزیم تریپسین در ماهی کیلکای معمولی نسبت به 
خوک در محدودۀ pH کمتری پایدار بود. این نتایج را 
,.Kishimura et al(2005)  در ماهی آنچوی ژاپنی و 
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تریپسین  آنزیم  پایداری  بود.  کرده  گزارش  نیز  خوک 
 )Klomkalo et al., 2009( در ماهی کیلکای معمولی
 B.capriscus (Jellouli et al., 2009)، ماهی  با 
 )Ktari et al., 2012(  S.basilisca و   K.pelamis
ماهی  در  تریپسین  آنزیم  پایداری  دامنۀ  بود.  مشابه 
کیلکای معمولی کمتر از خوک بود، اما از آنجا که آنزیم 
تریپسین پروتئاز قلیایی و دامنۀ مؤثر برای عملکرد آن در 
محدودۀ pH قلیایی است، بنابراین در این محدوده هر 

دو گونه پایداری مشابهی از خود نشان دادند.
اثر یون‌های فلزی بر فعالیت آنزیم تریپسین کیلکای 
خوک  تریپسین  از  بالاتر  معنی‌داری  طور  به  معمولی 
و  فعال‌کننده  به‌منزلۀ  فلزی  یون‌های  از  برخی  بود. 
(1975) می‌کنند.  عمل  آنزیم‌ها  فعالیت  در  پایدار‌کننده 

Bode and Schwager گزارش کردند که یون کلسیم 
خودهضمی  عمل  برابر  در  تریپسین  آنزیم  از  تنها  نه 
نیز  آن  فعالیت  افزایش  باعث  بلکه  می‌کند،  جلوگیری 
می‌شود. چنین نتایجی را )Bougatef et al.)2007  در 
ماهی  در    Ali et al.  )2009(  S.pilchardus ،ماهی
 Ktari et al.(2012) و   Lithognathus mormyrus

در ماهی S.basilisca نیز گزارش کردند. 
استثنای  به  بررسی  مورد  بازدارنده‌های 
فعالیت  بر  که  دادند  نشان   ρ-aminobenzamidine
اثر  و خوک  معمولی  کیلکای  ماهی  در  تریپسین  آنزیم 
نشان  را  معنی‌داری  اختلاف  و  دارند  مشابهی  تقریباً 
ندادند، اما ρ-aminobenzamidine نشان داد که روی 
فعالیت آنزیم تریپسین خوک تأثیر بیشتری داشته است 
و بازدارندگی بالاتری را اعمال کرد، در حالی که فعالیت 
آنزیم تریپسین در ماهی کیلکای معمولی فعالیت خود 
به  موارد  برخی  در  کرد.  نوع خوک حفظ  از  بیشتر  را 
دلیل ترکیبات شیمیایی مانند بازدارنده‌ها، آنزیم فعالیت 
خود را از دست می‌دهد و غیرفعال می‌شود، در حالی 
که نیاز است فعالیت آن حفظ شود. بنابراین پایداری آن 
در برابر این ترکیبات می‌تواند وجه مثبتی قلمداد شود. 
 SBTI، TLCK، PMSF بررسی‌ها روی اثر بازدارندگی
 Sardinops ماهیان  در   ρ-aminobenzamidine و 

sagax caerulea ،L. mormyrus و S.basilisca نشان 
داد که اثر بازدارندگی بالایی بر فعالیت آنزیم تریپسین 
داشتند و از فعالیت آن تا حد زیادی جلوگیری کردند 
 Castillo-Yanez et al., 2005; Ali  et al., 2009;(

.)Ktari et al., 2012

پارامترهای کینتیک آنزیم تریپسین نیز نشان داد که در 
ماهی کیلکای معمولی نسبت به خوک کارایی بیشتری 
ترکیبی  میل  باشد،  کمتر  آنزیم   km هرچه  زیرا  دارند، 
بیشتری در اتصال با سوبسترا خواهد داشت و سریع‌تر 
می‌تواند به حداکثر فعالیت )Vmax( خود برسد. در نتیجه 
زیرا  می‌شود،  بیشتری  صرفه‌جویی  انرژی  و  زمان  در 
در صنعت در اکثر موارد برای افزایش سرعت فعالیت 
ضمن  تا  داد  افزایش  معینی  حد  تا  را  دما  باید  آنزیم 
حفظ ساختار آنزیم، فعالیت آن نیز به حداکثر خود برسد 
حالی  در  این  است.  هزینه  صرف  مستلزم  امر  این  که 
است که اگر آنزیمی در مدت کمتری به فعالیت بیشینۀ 
خود برسد، می‌تواند به لحاظ اقتصادی و زمانی مقرون 
بالایی  فعالیت  از  آنزیم  اگر  همچنین  باشد.  صرفه  به 
سوبسترای  بیشتری  توان  با  می‌تواند  باشد،  برخوردار 
در  کند.  تولید  را  مورد‌نظر  فرآوردۀ  و  بشکند  را  خود 
پایین‌بودن دمای محیط  دلیل  به  نظر می‌رسد  به  آبزیان 
اطراف، آنزیم‌های گوارشی به ساختار انعطاف‌پذیرتری 
تغییرات  با  را  تطبیقی  تغییرات  بتوانند  تا  دارند  نیاز 
دمای محیط اطراف خود انجام دهند و در دمای پایین 
سوبسترا  به  متصل‌شدن  توانایی  خود  پیرامون  محیط 
این   .)Ahsan and Watabe, 2001( باشند  داشته  را 
آمینه‌های  اسید  توالی  در  می‌تواند  ساختاری  تغییرات 
مطالعه‌شده  موارد  در  که  طوری  به  شود،  نمایان  آنزیم 
این اختلافات در گونه‌های مختلف آبزیان مشاهده شده 
 Kishimura et al., 2005; Klomklao et al.,( است

.)2009; Kanno et al., 2011; Ktari et al., 2012

5. نتیجه‌گیری کلی و پیشنهادها
فعالیت  بر  بیوشیمیایی  و  کینتیک  بررسی‌های  نتایج 
داد  نشان  معمولی و خوک  کیلکای  در  تریپسین  آنزیم 
نوع  به  نسبت  معمولی  کیلکای  در  تریپسین  آنزیم  که 
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خوک از کارایی بالاتری برخوردار است و می‌توان در 
آینده به‌منزلۀ مادۀ افزودنی در صنایع مرتبط و تحقیقات 

بیوتکنولوژی به آن توجه کرد.

تقدیر و تشکر
از کارکنان ادارۀ شیلات شهرستان بابلسر و پرسنل بخش 

رازی کرج  بیوتکنولوژی مؤسسة واکسن و سرم‌سازی 
و  تشکر  کمال  کردند،  یاری  تحقیق  این  در  را  ما  که 

قدردانی را داریم.
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