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 يآلا مـاهي قـزل   يانـد. امعـا و احشـا    مـورد توجـه قـرار گرفتـه    ماننـد ليپـاز    ييها استخراج آنزيم نزلة منبعم هاي اخير آبزيان به در سال
 كمان رنگين يآلا ماهي قزل تحقيق، آنزيم ليپاز از بخش قدامي رودة يناست. در ا  آنزيم يمنبع بسيار مناسبي براي جداساز كمان رنگين

سازي، از اولترافيلتراسيون براي تغليظ نمونـه و از   آمونيوم سولفات براي راسباز ، ييزدا از استون براي چربي تخليص شد. براي تخليص،
شـده بـا اسـتفاده از     ستون كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون براي جداسازي آنزيم موردنظر استفاده شد. ميزان فعاليت آنـزيم ليپـاز تخلـيص   

آنزيم با استفاده از روش لوري، در مراحل مختلف تخليص سنجش شـد. در  نزلة سوبسترا و ميزان پروتئين اين م پارانيتروفنيل پالميتات به
اين تحقيق پارامترهايي مانند درصد بازده و ميزان تخليص نيز در هر مرحله بررسي شـد. نتـايج نشـان داد در آخـرين مرحلـة تخلـيص،       

و  53/7ليتر، درصد بـازده تخلـيص برابـر بـا      در ميلي گرم ميلي 53/0ليتر و  واحد در ميلي 171/6ميزان فعاليت و پروتئين آنزيم به ترتيب 
كيلـو دالتـون تعيـين شـد. بـر       SDS-PAGE ،32شده با استفاده از روش  بود. وزن مولكولي آنزيم تخليص 49/5ميزان تخليص برابر با 
تواند در آينده  ناسبي است و ميكمان داراي كارايي م آلاي رنگين توان نتيجه گرفت كه آنزيم ليپاز رودة ماهي قزل اساس اين تحقيق مي

 نزلة مادة افزودني در صنايع مرتبط و تحقيقات بيوتكنولوژي مورد توجه قرار گيرد.م به
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  مقدمه .1
هـاي   نـد كـه واكـنش   ا هـاي پروتئينـي   ها مولكول آنزيم

و در كاهش انـرژي مـورد    دننك ميشيميايي را كاتاليز 
 دارنـد  يهاي بيوشيميايي نقش مهم ـ نياز براي واكنش

)Shahidi and Hosseininejad, 2007( . در صــنايع
كـه   رونـد  به شمار مـي  تركيباتي وزجها  آنزيمغذايي، 

مختلـف  مـواد غـذايي   كاتاليزور براي فرآوري  منزلة هب
نايع در ص ها تجاري از آنزيم ةشوند. استفاد استفاده مي

ماننـد   يهـاي  محصـول  به تعـداد كمـي از  غذايي ابتدا 
امـا   ،بوده اسـت  دتخميري محدو ييهاي غذا فرآورده
بخـش   هاي آنزيمـي در صـنايع غـذايي    روش امروزه

متنـوع   هاي براي توليد محصولها را  مهمي از واكنش
د كـه محققـان علـت را بـه     نده ميبه خود اختصاص 

فعاليـت  ت بـالاي  قابلي ـ ها و آنزيمعملكرد اختصاصي 
 دماييف ين و در شرايط مختليهاي پا غلظتها در  آن
ليپـاز بـه    ).Kamini et al., 2000( اند ذكر كرده pH و

هـا،   هـا و چربـي   اي در فـرآوري روغـن   طور گسترده
، ييو دارو شيميايي، سنتز مواد ييها، مواد غذا يندهشو

 دشو  و بهداشتي استفاده مي يشيمواد آرا و توليد كاغذ
)Kazlauskas and Bornscheuer, 1998( . بـه  ليپازها

چرب نيز  يها زباله يببخشيدن به تخر منظور سرعت
  .)Masse et al., 2001( روند به كار مي

در ه، دليل كاربردهاي بالفعل و بالقوه آنزيم ليپاز ب
هـاي   گرفته است. آنزيم مورد توجه قراراخير  ةدو ده

اربردهـايي ماننـد   پستانداران بـه صـورت سـنتي در ك   
در اما  ،ندشو  هاي لبني استفاده مي بهبود طعم محصول

ــال ــا سـ ــر  يهـ ــزيماخيـ ــا آنـ ــد يهـ ــده از  توليـ شـ
ها بيشترين توجـه را بـه خـود جلـب      ميكروارگانيسم

با وجود مزاياي آشكار ليپازهـاي تجـاري بـا     اند. كرده

 ةپوستان منبع ناشـناخت  ميكروبي، ماهيان و سخت أمنش
مفيدنــد كــه ممكــن اســت  يهــا يمبــزرگ بــراي آنــز

ــياختصاصــات سوبســترا ــا يژگــيو و ي ــاليتيه  ي فع
 متفاوت از ليپاز ميكروبي و پسـتانداران داشـته باشـند   

)Kurtovic et al., 2010 .(هاي سرد  ماهيان ساكن آب
بالاي كاتاليسـتي   هايي با بازدهي نسبتاً و معتدل، آنزيم

 يـط اتواننـد تحـت شـر    كه ميدارند در دماهاي پايين 
 ,.Georlette et al( حرارتي ضـعيف، دنـاتوره شـوند   

اين ويژگي امكـان انجـام فـرآوري در دمـاي      ).2004
ــر آســيب  ــايين، حفاظــت از سوبســترا در براب هــاي  پ

 كنـد  انـرژي را فـراهم مـي    ةحرارتي و كـاهش هزين ـ 
)Kurtovic et al., 2010.(  

هـاي زيـادي بـراي     تـلاش ، گذشـته  ةده ـ دو طي
هـا بـه    و اسـتخراج آن ي در آبزيان بررسي منابع آنزيم

عمدة  صورت گرفته است.شان  تجاري ةاستفادمنظور 
تحقيقات بر استخراج پروتئازها متمركز شـده بـود. از   
جمله تحقيقاتي كه روي پروتئازهاي آبزيان انجام شد 

و همكـاران   Caoتوان به موارد زيـر اشـاره كـرد:     مي
ز تخلــيص و شناســايي آنــزيم تريپســين ا   ) 2000(

ــور  ــاهي كپ ــانكراس م ــولي هپاتوپ  Cyprinus( معم

carpio( دادندنجام را ا .Castillo-Yanez  و همكاران
) آنزيم تريپسـين در ضـمائم پيلوريـك مـاهي     2005(

را بررسـي   )Sardinops sagax caerulea( سـاردين 
تخلـيص  بـه  ) a2007و همكاران ( Klomklao ند،كرد

 و شناســايي تريپســين از طحــال هــوور مســقطي    
)Katsuwonus pelamis( پرداختنـــد. Klomklao و 

ــاران ( ــين ) b2007همك ــزيم تريپســين را ازهمچن  آن
امــا  ،نـد كردتخلـيص   Pomatomus saltatrixمـاهي  

هـا از   اسـتخراج سـاير آنـزيم    در موردتحقيقات كمي 
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ز آبزيان صورت گرفته اسـت. نظـر بـه    جمله ليپازها ا
ف از جملـه  مختل ـ يعمتنوع ليپازها در صنا يكاربردها

بـه اسـتخراج و    يا هيـژ ، امروزه توجه وييغذا يعصنا
  معطوف شده است. يتخليص آن از منابع آبز

هايي براي اسـتخراج آنـزيم ليپـاز از     تاكنون تلاش
ــارد (    ــة لئوپ ــل كوس ــان از قبي ــي ماهي  Triakisبرخ

semifasciata) (Patton et al., 1977 ــاردين )، سـ
)Sardinella longiceps) (Mukundan et al., 1985(، 

 Gadus morhua) ،(Lie andكـاد اقيـانوس اطلـس (   

Lambersten, 1985) آزاد ،(Salmo gairdeneii ،(
)Leger et al., 1977به با توجه است.  ) صورت گرفته

كمـان   آلاي رنگـين  فراواني و توليد گستردة ماهي قزل
از امعا و احشاي اين آبزي،  نكردن در كشور و استفاده

رو هسـتيم   هاز اين ضايعات روب بالاييبا حجم سالانه 
بــه گونــه عمليــاتي  و عمــدة ايــن مــواد، بــدون هــيچ

ند. از شـو   و موجـب آلـودگي مـي    واردزيسـت   محيط
با توجه به اينكـه امعـا و احشـاي مـاهي      ،طرف ديگر

هاي  فعال ارزشمندي مانند انواع آنزيم تركيبات زيست
بهينـه كـرد.    ةدهـا اسـتفا   توان از آن ند، ميدارگوارشي 

 ةهدف از ايـن تحقيـق، تخلـيص آنـزيم ليپـاز از رود     
كمان و بررسي ميزان فعاليت، پروتئين  آلاي رنگين قزل

  و وزن مولكولي آن است.

  ها . مواد و روش2
  نمونه يساز آماده. 1. 2

 ± 50زنـده (ميـانگين وزن    يآلا  مـاهي قـزل  عدد  15
شگاه و به آزمايگرم) به صورت تصادفي انتخاب  900

ــوژي م  ــات  ةسســؤبيوشــيمي بخــش بيوتكنول تحقيق
 ةرود .ندسازي رازي كـرج منتقـل شـد    واكسن و سرم

 يهـا  شـد. نمونـه   يجداسـاز  يـخ ماهيان در حضـور  
 -20 يدر دمـا  يـش شده، تا زمان انجام آزما يجداساز

 ,.Aryee et alند (شـد  يگـراد نگهـدار   سـانتي  ةدرج

 2مـدت  از خروج از فريـزر بـه    پسها   نمونه ).2007
 نـد قـرار گرفت  گراد) سانتي ةدرج 4ساعت در يخچال (

ــا از حالــت انجمــاد خــارج شــو  عمــل  ،د. ســپسنت
) انجـام  -20زدايي با اسـتفاده از اسـتون سـرد (    چربي
زدايي نمونه، پس از تعيـين حجـم بـا     چربي برايشد. 

ــبت   ــا نس ــرد ب ــتون س ــه  1اس ــل  3ب ــوط و عم مخل
 ,HeidolpH Diax 900( سازي با هموژنايزر يكنواخت

Sigma Co. St. Louis, MO, US (   در حضـور يـخ
شده با اسـتفاده از كاغـذ    زدايي چربي ةنمونانجام شد. 

) Lawrence, Kansas, USA( 2 ةصافي واتمن شـمار 
مانده روي فيلتر چنـدين بـار بـا     و مواد باقيفيلتر شد 

زدايي به طور كامـل   تا چربي نداستون سرد شسته شد
 شـدن  براي خشك واد روي فيلترم ،. سپسشودانجام 

درجـة   23( به مدت يـك شـبانه روز در دمـاي اتـاق    
 پـودر  ).Aryee et al., 2007( ندقرار گرفت گراد) سانتي
 25(بـا بـافر اسـتخراج     10بـه   1شده با نسبت  خشك
 5شامل  pH 8/7اسيدكلريدريك با  -مولار تريس ميلي
لار مـو  ميلـي  1اسيدكلريدريك،  -مولار بنزاميدين ميلي

 درصد گليسـرول)  10اسيد و اتيلن ديامين تترااستيك 
ــدت   ــه م ــوط و ب ــاي 1مخل ــاعت در دم ــ 4س  ةدرج

از  پسگراد روي همزن مغناطيسي قرار گرفت.  سانتي
گــراد و بــه  ســانتي ةدرجــ 4در دمــاي  g8000آن، در 
 IEC Model B-22M( دقيقـه سـانتريفوژ   45مـدت  

program Mable floor centrifuge, US (ام شـد.  انج
 ـ  ،سپس عصـارة   منزلـة  همحلول رويي (سـوپرناتانت) ب

  خام آنزيمي در نظر گرفته شد.
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  سازي با آمونيوم سولفات . راسب2. 2
درصد بـا   60عصارة خام آنزيمي تا حصول اشباعيت 

) Sigma, St. Louis, MO, USA(آمونيـوم سـولفات   
 3گـراد بـه مـدت     سـانتي  ةدرج 4مخلوط و در دماي 
در  ،مغناطيسي قرار گرفت. سـپس  ساعت روي همزن

g8000  ــاي ــراد و  ســانتي ةدرجــ 4و دم ــه  45گ دقيق
آوري و بـا   سانتريفوژ انجام شد. رسوب حاصل جمـع 

و يك شب در مجاور بـافر   شدبافر استخراج مخلوط 
گـراد، عمـل ديـاليز     سانتي ةدرج 4استخراج در دماي 

هـاي سـولفات آمونيـوم حـذف      انجام گرفت تا يـون 
 ةدرجـــ 4و دمـــاي  g8000آن، در  زا پـــس. شـــوند
 ،دقيقه سانتريفوژ انجـام شـد. سـپس    45گراد و  سانتي

محلول از كاغذ صافي عبـور داده و اولترافيلتراسـيون   
  ).Aryee et al., 2007شود (تا نمونه تغليظ  شدانجام 

  . تخليص  3. 2
 بـراي  75 -ستون كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون جـي 

 -مولار تـريس  ميلي 10( رسازي و با باف تخليص آماده
 ـشـد  شوو شست )pH 5/8اسيد كلريدريك با   ة. نمون

حاصـل از اولترافيلتراسـيون درون سـتون     ةشـد  تغليظ
 -مولار تريس ميلي 10(ريخته شد و با استفاده از بافر 

ــا   ــدريك ب ــيد كلري ــتون   )pH 5/8اس ــواد درون س م
تا آنزيم مورد نظـر جداسـازي و از    شدند وشو شست

هـاي حاصـل از    فراكسـيون  ،سپس .شودستون خارج 
و قرائت نوري  شدند آوري ستون، جمع وشوي شست

با دستگاه اسپكتروفتومتر و در طول موج  ها فراكسيون
نتايج قرائـت نـوري پيكـي     نانومتر انجام شد. در 280

مربـوط بـه پيـك حاصـل،      يهـا  ديده شد كـه نمونـه  
ــع ــات آن جم ــ آوري و محتوي ــا درون كيس ــاليز ةه  دي

)Sigma, St. Louis, MO, USA(   و  ندريختـه شـد

 10( انجام عمل دياليز يك شب در مجـاور بـافر   براي
قـرار   )pH 5/8اسيد كلريدريك با  -مولار تريس ميلي
، سـپس  از آن، نمونـه بـا سـاكارز تغلـيظ     پس. ندگرفت

 4دقيقه و در دماي  45به مدت  g 8000سانتريفوژ در 
نت حاصل بـراي  گراد انجام شد. سوپرناتا سانتي ةدرج

  ).Islam et al., 2008شد (مراحل بعدي استفاده 

  . سنجش فعاليت آنزيم4 .2
سنجش فعاليت آنزيم، محلول سوبسترا بـه ايـن    براي

مـولار سوبسـتراي    ميلـي  65/1ترتيب ساخته شد كـه  
 ,Sigma, St. Louis, MO( پارانيتروفنيـل پالميتـات  

USA(   .ــد ــانول حــل ش ــي 1در ايزوپروپ ــر ا ميل ز ليت
مـولار   ميلي 50(ليتر از بافر  ميلي 9محلول سوبسترا به 

درصـد   4/0شـامل   pH 8اسيدكلريدريك بـا   -تريس
سـپس ايـن    ،اضـافه  درصد صمغ عربي) 1/0توئين و 

 ــ ــا نمون ــول ب ــس از   ةمحل ــد. پ ــوط ش ــي مخل آنزيم
گـراد بـه مـدت     سانتي ةدرج 37انكوباسيون در دماي 

نـانومتر در   410دقيقه، قرائت نوري در طول موج  20
اساس فرمول  اسپكتروفتومتر انجام و فعاليت آنزيم بر

  :)Kordel, et al., 1991( زير محاسبه شد
 گرم پروتئين) = فعاليت اختصاصي آنزيم ليپاز (واحد در ميلي

  
                                                                                           

 
بيــانگر ضــريب تــاريكي  17500در ايــن فرمــول 

هيـدروليز  كـه محصـول    اسـت نيتروفنيـل   -براي پارا
آنزيم ليپـاز   از طريقسوبستراي پارانيتروفنيل پالميتات 

  است.

  . سنجش پروتئين محلول5. 2
) بــراي ســنجش 1951و همكــاران ( Lowry از روش

  نانومتر 410ميزان جذب در ×1000×ليتر)  حجم مخلوط واكنش (ميلي
  

  17500×زمان واكنش (دقيقه)×ليتر) در ميليگرم  ميزان پروتئين(ميلي
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پروتئين محلول استفاده شـد، بـه ايـن ترتيـب كـه از      
ليتـر   گرم در ميلي ميلي 1آلبومين سرم گاوي با غلظت 

 750ائـت نـوري در   قر واسـتاندارد اسـتفاده    نزلـة م هب
  نانومتر انجام شد. 

  . الكتروفورز6. 2
درصـد اكريـل    5/12از ژل  SDS-PAGE ةبراي تهي ـ

آميــد اســتفاده شــد. ايــن ژل شــامل دو قســمت      
. قســـمت اســـتكننـــده  كننـــده و رديـــف تفكيـــك
 A )29:1 ليتر محلـول  ميلي 125/3كننده شامل  تفكيك

ر ليت ـ ميلـي  94/0آكريل آميد بـه بـيس آكريـل آميـد)،     
)، =7/8pHبـا  HClمـولار تـريس    3(بـافر   Bمحلـول  

 SDS ،5/3ميكروليتـر   75ليتـر آب مقطـر،    ميلي 99/2
 Ammonium( ميكروليتـر 38/0و  Temedميكروليتر 

Per Sulfate (APS ــف ــامل  و ژل ردي ــده ش  5/2كنن
 5/0(بـافر   Dليتر محلـول   ميلي A ،5ليتر محلول  ميلي

ليتـر آب   يلـي م 5/6pH= ،(3/11بـا   HClمولار تريس 
 12و  SDSميكروليتر  APS ،200ليتر  ميلي 5/0مقطر، 
كننده ريخته و  ابتدا ژل تفكيك. بود Temedتر ميكرولي
كننده تزريـق   دقيقه كه ژل بست ژل رديف 40پس از 

ژل درون آن قرار گرفـت. پـس از حـدود     ةشد و شان
ژل خارج و  ةدقيقه كه ژل به طور كامل بست شان 40
به تانك الكتروفورز منتقل شد. بـافر   حاوي ژل ةشيش

) تهيـه و  pH 3/8تانك (شـامل تـريس، گلايسـين بـا     
تزريـق در ژل   بـراي هـا   درون تانك ريخته شد. نمونه

  :ندير آماده شدز يها با غلظت
ميكروليتـر   20دياليزشده بـا   ةميكروليتر نمون 20 

ــافر تــريس ــافر نمونــه (ب ــا  HCl-ب شــامل  =8/6pHب
درصـــد  5د گليســـرول، درصـــ SDS ،10درصـــد 2

 20بلـو)،   مركاپتواتانول و بـه مقـدار لازم بروموفنـول   

ميكروليتر بـافر   20اولترافيلتراسيون با  ةميكروليتر نمون
 15شـده بـا    آنزيم تخليص ةميكروليتر نمون 25 نمونه،

آنــزيم  ةميكروليتــر نمونــ 25ميكروليتــر بــافر نمونــه، 
يـب شـدند.   ميكروليتر بافر نمونـه ترك  15استاندارد با 

 ةتـا هم ـ  نددقيقه جوشـانده شـد   10ها به مدت  نمونه
هـا   از انتقـال نمونـه   پـس باندهاي پروتئيني باز شوند. 

 2آمپر و بـه مـدت    ميلي 15ها، با جريان  درون چاهك
از . پـس  به جريان درآيداجازه داده شد تا ژل  ساعت

يـك شـب درون بـافر رنـگ     به جريان درآمـدن ژل،  
ــانول، اســيد  اســتيك، آب مقطــر و رنــگ (شــامل مت

 .كوماسي بلو) ريخته شد و روي شـيكر قـرار گرفـت   
بر (شامل متـانول، اسـيد    به درون محلول رنگ سپس،
و روي شـيكر بـا دور   شد آب مقطر) منتقل  و استيك

 ،ژل ةزمين ـشـدن   علاوه بـر پـاك  پايين قرار گرفت تا 
  د. نمشخص شونيز باندها 

ــزيم، از   ــولي آن ــين وزن مولك ــراي تعي ــ ب اركر م
ها در طول ژل از  اساس حركت پروتئين پروتئيني و بر

. بـراي ايـن كـار ابتـدا ژل را     شداستفاده  Rfشاخص 
از  آن سپس طول ه،اي تميز قرار داد روي سطح شيشه

 ،كش اندازه گرفتـه  چاهك تا خط آبي پايين ژل با خط
هر يـك از بانـدهاي مربـوط بـه مـاركر       ةسپس فاصل

 ،گيـري شـد. سـپس    ژل انـدازه  يپروتئيني نيز از ابتدا
(نسبت فاصلة باند پـروتئين تـا چاهـك بـه      Rfمقدار 
، منظور از جبهـة حـلال   حلال از چاهك ةجبه ةفاصل

) جايي كه در انتها ژل تا آن نقطه جريان يافتـه اسـت  
وزن  Y . در محــورشــدرســم  Rfمحاســبه و نمــودار 

 Rfمقـدار   Xمولكولي هر پروتئين ماركر و در محـور  
 ـ  Rf ،. سپسنوشته شد آنزيمـي   ةباند مربوط بـه نمون
ه قـرار داد  Rfدست آمد و در نمـودار  ه يافته ب تخليص

  آمد. و وزن مولكولي آن به دست  شد
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  . نتايج 3
نتايج مربوط به سنجش فعاليت و پـروتئين آنـزيم در   

 آمده اسـت. بـر   1مراحل مختلف تخليص، در جدول 
 تخلـيص و پـس از   ةاساس نتايج، در آخـرين مرحل ـ 

عبور نمونه از ستون كروماتوگرافي، حجم نمونه برابر 
ليتر بود كـه ميـزان فعاليـت آنـزيم در ايـن       ميلي 14با 

 53/0ليتر، ميـزان پـروتئين    واحد در ميلي 17/6مرحله 
گـرم،   ميلـي  42/7ليتر، پروتئين كـل   گرم در ميلي ميلي

واحد و ميزان فعاليـت اختصاصـي    49/86فعاليت كل 
  گرم بود.  واحد در ميلي 6/11آنزيم برابر با 

بازده و ميزان تخليص آنزيم در مراحـل مختلـف   

 ةآمده است. طبق نتايج در آخرين مرحل ـ 2در جدول 
درصد و مقـدار تخلـيص    53/7يند تخليص، بازده افر

مشـاهده   1گونه كه در شـكل   بود. همان 49/5برابر با 
گـذاري چنـدين بانـد را     شود، نمونه قبل از سـتون  مي

گـذاري بانـد مشخصـي     داد، امـا پـس از سـتون    نشان
وزن مولكـولي   Rfمشاهده شد كه بر اساس شـاخص  

براي باند مورد نظر  Rfاين باند سنجيده شد (شاخص 
محاسبه و با پروتئين مـاركر تطبيـق داده شـد تـا وزن     

وزن مولكـولي آنـزيم    مولكولي آنزيم مشخص شود)،
 شد كيلودالتون تعيين SDS-PAGE ،32 ژل اساس بر

  .)1(شكل 
  
  

 در مراحل مختلف تخليص كمان رنگينآلاي  قزل ة. ميزان فعاليت و پروتئين آنزيم ليپاز رود1 جدول

 فعاليت اختصاصي

 گرم) (واحد/ميلي

 فعاليت كل

 (واحد)

 فعاليت آنزيم

 ليتر) (واحد/ميلي

 پروتئين كل

  گرم) (ميلي
  پروتئين

 ليتر) گرم/ميلي  (ميلي

  حجم
 تخليص مرحلة ليتر) (ميلي

  عصارة خام 40 5/13 540 7/28 2/1147 12/2
79/0 2/25 68/1 65/31 11/2 15  اولترافيلتراسيون

6/11 49/86 17/6 42/7 53/0 14 
  ژل فيلتراسيون

 )75 -(سفادكس جي

  پروتئين كل= پروتئين * حجم                           فعاليت كل= فعاليت آنزيم * حجم

  و تخليص آنزيم در مراحل مختلف فرايند تخليص . ميزان بازده2جدول 

 **تخليص (درصد)*بازده مرحلة تخليص

 1 100 عصارة خام

 8/0 02/9 دياليز

 37/0 19/2 اولترافيلتراسيون

 49/5 53/7 )75 -ژل فيلتراسيون (سفادكس جي

  شود. مي محاسبه 100خام ضربدر  ة*درصد بازده با تقسيم فعاليت كل آنزيم بر فعاليت كل عصار
  .يدآ **ميزان تخليص با تقسيم فعاليت اختصاصي بر پروتئين كل به دست مي
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  گذاري، نمونه پس از اولترافيلتراسيون) . عكس ژل (از راست به چپ: آنزيم تجاري، ماركر، نمونه پس از ستون1شكل 

  
  . بحث4

طبق نظر بسياري از محققان لولـة گـوارش مـاهي بـه     
 يهـا  و روده، محـل آنـزيم  خصوص زوائد پيلوريـك  

گوارشي (پروتئازها، ليپازها و آميلازها) با فعاليت بالا 
 ,.Deguara et al., 2003; Jun-Sheng et alهسـتند ( 

2006; Matus de la Parra et al., 2007; Xiong et 

al., 2010( . در اين تحقيق امكان استخراج و تخليص
بررسي  كمان رنگين يآلا ماهي قزل ةآنزيم ليپاز از رود

آمونيـوم سـولفات و   شد. عمل تخليص با اسـتفاده از  
 -ستون كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون سـفادكس جـي  

سـازي   انجام شد. از آمونيوم سولفات براي راسـب  75
استفاده شد و استفاده از ستون كرومـاتوگرافي سـبب   

شـــود. اســـتفاده از   افـــزايش بـــازده تخلـــيص مـــي
benzamidine-HCl ستخراج، بـه ايـن دليـل    در بافر ا

و فعاليـت  پروتئازهاسـت   ةاست كه اين ماده بازدارند
رسـاند.   پروتئوليتيكي را طي تخليص بـه حـداقل مـي   

عمــل ديــاليز قبــل از انتقــال نمونــه بــه ســتون       

بـا وزن   يـي هـا  كروماتوگرافي، براي حـذف پـروتئين  
كه ممكـن اسـت بـا     كيلودالتون 10كمتر از  مولكولي

م مورد نظر درگير شوند، انجام شد تشكيل باند با آنزي
)Kurtovic et al., 2010 ــازده ــق، ب ). در ايــن تحقي

تخليص، پس از انجام عمل ديـاليز كـاهش و پـس از    
گذاري افزايش يافت. ميزان تخليص نيـز   مرحلة ستون

از مرحلة انجام دياليز كاهش و پس از عبور نمونـه از  
طـي   ستون كروماتوگرافي افزايش يافت. كاهش بازده

تخليص ممكن است به علت عوامـل مختلفـي ماننـد    
كاهش پايداري آنـزيم طـي مراحـل تخلـيص باشـد.      
كاهش بازده در استفاده از مواد مربوط به آبزيان اغلب 

). كـاهش  Aryee et al., 2007ناپـذير اسـت (   اجتناب
نيـز بـه علـت     يگـذار  ميزان تخليص تا قبل از سـتون 

ايـن تركيـب تـا     آمونيوم سولفات است، زيـرا افزودن 
دهد و موجب كاهش  حدي ساختار آنزيم را تغيير مي
 Holland andشــود ( بــازده و ميــزان تخلــيص مــي

Coolbear, 1996; Chich et al., 1997; Castillo et 
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al., 1999   ــه ــي ك ــا تحقيق ــايج ب ــن نت و  Aryee). اي
) در خصوص تخليص آنزيم ليپـاز از  2007همكاران (

خاكسـتري انجـام دادنـد،     امعا و احشاي ماهي كفـال 
هاي اخير، در زمينة آنزيم ليپـاز   مطابقت دارد. در سال

يي انجام شده است. ها و تخليص آن از آبزيان پژوهش
و  Iijimaهـا در ايـن زمينـه از سـوي      اولين پـژوهش 

هـا ليپـاز را از    ) صـورت گرفـت. آن  1998همكاران (
 Pagrus major (red seaهپـاتو پـانكراس مـاهي (   

bream ها نشان داد  تخليص كردند. نتايج تحقيقات آن
-SDSشده بر اساس  كه وزن مولكولي آنزيم استخراج

PAGE  كيلودالتون بود. در پژوهش حاضـر   64حدود
-SDSشده با استفاده از  وزن مولكولي آنزيم استخراج

PAGE  گـذاري   تعيين شد. تعدادي باند قبل از سـتون
هنـوز   مشاهده شـد، در ايـن مرحلـه چـون تخلـيص     

هـاي ديگـر نيـز حضـور      صورت نگرفته بود پـروتئين 
گـذاري و عمـل تخلـيص،     داشتند، اما با انجام سـتون 

ها حذف و فقط بانـد مربـوط بـه آنـزيم      ساير پروتئين
ــه طــور كلــي وزن   مــوردنظر در ژل مشــاهده شــد. ب

توانـد ناشـي    مولكولي آنزيم ليپاز متفاوت است كه مي
  از منبع استخراج باشد.

از آن  يـم بسته به بخشي از بدن كـه آنـز   در ماهي
، وزن مولكـولي نيـز   يـم شود و عملكـرد آنـز   جدا مي

) دو نـوع  2008ايسـلام و همكـاران (  متفاوت اسـت.  
 Lizaآنـزيم ليپـاز را از عضـلة پشـتي مـاهي كفـال (      

parsia هـاي   ) با استفاده از سولفات آمونيوم و سـتون
 Sephadex G-50 ،DEAE-celluloseكرومـاتوگرافي  

تخليص كردند. نتايج نشان داد كـه   CM-celluloseو 
 2/41و  5/46به ترتيب  2و  1وزن مولكولي ليپازهاي 

) در 2009كيلودالتــون بــود. ايســلام و همكــاران (   
ــتي    ــاز را از عضــلات پش ــزيم ليپ ــر آن ــي ديگ تحقيق

Cirrhinu sreba      بـا اسـتفاده از سـولفات آمونيـوم و
ــتون ــاتوگرافي  سـ ــاي كرومـ و  sephadex G-50هـ

DAEA-cellulose    ،تخليص كردند. بر اسـاس نتـايج
كيلودالتون  87شده  وزن مولكولي آنزيم ليپاز استخراج

) آنزيم ليپاز را به صورت 2007بود. آرِي و همكاران (
ــال خاكســتري    ــاهي كف ــا و احشــاي م ــي از امع جزئ

)Mugil cephalus  ــوم ســولفات و ســتون ــا آموني ) ب
 Cholate-EAH-Sepharose 4Bكرومــــاتوگرافي 

استخراج كردند. ميزان فعاليت اين آنـزيم در آخـرين   
واحــد بــود. بــر اســاس نتــايج  8/7مرحلــة تخلــيص 

ــي ــاز     م ــزيم ليپ ــه آن ــت ك ــه گرف ــين نتيج ــوان چن ت
توانـد   شده داراي كارايي مناسب است و مـي  استخراج

مـادة افزودنـي در صـنايع مـرتبط و      منزلـة  در آينده به
  د توجه قرار گيرد. تحقيقات بيوتكنولوژي مور
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