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  مقایسه کینتیک آنزیم تریپسین تخلیص شده از ضمائم پیلوریک ماهی کیلکاي معمولی
)Clupeonella cultriventris caspia (با استفاده از سوبستراي سنتتیک آمیدي و استري  
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  چکیده
پارامترهاي کینتیک آنزیم تریپسین تخلیص شده از ضمائم پیلوریک ماهی کیلکـاي  پژوهشین ادر 

ــولی  ــدي) C.cultriventris caspia(معم ــتراي آمی ــتفاده از سوبس ــا اس ــتري BAPNA(1( ب  و اس
)TAME(2   بـین سوبسـتراي آنزیم تریپسین مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از مقایسه کینتیک

BAPNA  وTAME  ی فعالیت بیشینه کینتیکنشان داد که پارامترهاي)maxV ،(ثابت کاتالیزوري )catk (
بـالاتر بودنـد  BAPNAنسبت به سوبسـتراي  TAMEدر سوبستراي ) mK/catk( و کارایی کاتالیزوري

. بـود BAPNAکمتر از سوبسـتراي  TAMEدر سوبستراي  mK(3( منتن -لیسیائکثابت میولی مقدار 
). P>05/0بـود ( BAPNAداري بـالاتر از نـوع بطور معنـی TAMEیم در سوبستراي آنز maxVمقدار 
داري را نشـان بود ولی اختلاف معنـی BAPNAکمتر از نوع  TAMEدر سوبستراي  mK ثابتمقدار 
ــداد ( ــادیر P<05/0ن ــی TAMEدر سوبســتراي  mK/catk و catk). مق ــوع بطــور معن ــالاتر از ن داري ب

BAPNA 05/0( 4بود<P .(توان نتیجه گرفت که میل ترکیبی آنزیم تریپسین تخلیص شـده نابراین میب

                                                
1- α-N-benzoyl-DL-arginine-ρ-nitroanilide hydrochloride  
2- N-(α-p-Tosyl-L-arginine methyl ester hydrochloride   
3- Michaelis - Menten  

   zamanibouzandan@yahoo.com مسئول مکاتبه:*
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اسـت و  BAPNAبـالاتر از  TAMEاز ضمائم پیلوریک ماهی کیلکاي معمولی نسبت به سوبستراي 
  نزیمی در این گونه استفاده نمود.براي سنجش فعالیت آ TAMEتوان از سوبستراي می
  

  یلکاي معمولی، کینتیکتریپسین، سوبسترا، ک کلیدي: هايواژه
  

  مقدمه
هاي افزون صنایع در جهان امروز و نیاز به ترکیبات اولیه براي تولید فرآوردهبه دلیل رشد روز

رسد (خانتافانت و مختلف، استفاده از دیگر منابع جهت تامین نیاز اولیه صنایع ضروري به نظر می
زیادي در صنایع مختلف مانند صنایع غذایی،  ). یکی از این ترکیبات که استفاده بسیار2010بنجاکول،

ها از منابع حیوانی، گیاهی و باشند. آنزیمها میسازي و غیره دارد آنزیمداروسازي، شوینده، چرم
توان به میکه  شوندها به طور سنتی از منابع حیوانی تهیه میتعدادي از آنزیمشوند. میکروبی تهیه می

به عنوان پروتئینی هستند که  یهایمولکول ،هاآنزیم). 2000سیمپسون، ( لیپاز و تریپسین اشاره کرد
انجام نموده و نقش مهمی در کاهش انرژي مورد نیاز براي  شرکت هاي شیمیاییواکنشکاتالیزور در 
  .واکنش دارند

ها که امروزه مورد توجـه قرارگرفتـه اسـت جـانوران آبـزي کننده آنزیمیکی از منابع حیوانی تامین
هاي متنوع آبزي اعم از ماهیان و هاي آبی بدلیل دارا بودن گونهمحیط). 2001کمیل،  تند (شهیدي وهس
هـاي موجـود آنزیم بیشترهاي مختلف دارند. مهرگان آبزي ظرفیت بالایی براي کشف و تولید آنزیمبی

وزن  درهایی تشود ولی داراي تفاوزي نیز دیده میمهرگان آبزي در موجودات خشکدر ماهیان و بی
و خصوصیات کینتیکی (ماننـد  خواص بازدارندگی ،و دمایی pHو دماي بهینه، پایداري  pH مولکولی،

امعـا و احشـا یکـی از ). 2001کمیـل،  (شـهیدي و آنها اشاره کرد سرعت بیشینه و ثابت کاتالیزوري)
م یکـه ضـمادهـد از کل بدن مـاهی را تشـکیل مـی درصد 5مهمترین ضایعات صنایع شیلاتی بوده و 

هـاي گوارشـی مخصوصـا پروتئازهـاي منبع مهمی از آنزیم پیلوریک بعنوان بخشی از این امعا و احشا
. امـروزه )2005و همکـاران،  یـانز -کاستیلو ( بالاترین فعالیت را دارند pH 8-10 قلیایی است که در

 50-60رایط سخت مثل دماي استفاده از این پروتئازها بطور چشمگیري افزایش یافته است زیرا در ش
(کلومکلائـو و  بالا و عوامل اکسید کننده مانند پراکسید هیدروژن پایدار هسـتند pH، گراددرجه سانتی

هاي پروتئازي موجـود در ماهیـان آنـزیم تریپسـین اسـت و ترین آنزیمیکی از مهم ).2007همکاران، 
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بـین  آنوزن مولکـولی بـوده و  نداران بـالاترنسبت به تریپسین پستا زیمــاین آن زوريــفعالیت کاتالی
Da28000-22000  2005و همکاران،  (کیشیمورااست.(  

تریپسین موجود در برخی از ماهیان داراي پایداري حرارتی بالا و فعالیت قلیایی سازگار با  آنزیم
یز پروتئین دهنده هیدرولتریپسین یک فاکتور افزایش). 1990(سامل و همکاران،  باشندمیها شوینده

که حاوي تریپسین ) Katsuwonus pelamis( است بطوریکه اضافه نمودن طحال تون هوور مسقطی
هاي عضله ساردین در فرایند تولید سس ماهی تاثیر بالایی دارد و پپتیدهاي است در هیدرولیز پروتئین

و بنجاکول،  نت؛ خانتافا2006(کلومکلائو و همکاران،  دارند تولید شده خاصیت ضداکسیداسیونی
توان به استفاده براي تولید پنیر، تولید سس سویا، ترد ). از دیگر کاربردهاي آنزیم تریپسین می2008

هاي نوترکیب، تشخیص دیابت و کردن و خوش طعم نمودن گوشت، کشت سلول و تولید پروتئین
شک مصرفی نوزادان سازي، هیدرولیز کازئین موجود در شیر خدرمان آن، مواد شوینده، صنایع چرم

(جلولی و سنجی جرمی اشاره کرد بعنوان کمک هضم و در آزمایشات پروتئومیکس در مرحله طیف
  ).2010و همکاران،  کلومکلائو ؛2009همکاران، 
) Clupeidae( خـانواده شـگ ماهیـانو از ماهیان از مهمترین ماهیان پلاژیک دریاي خـزر  کیلکا

 ،)C.cultriventris caspia( گونۀ کیلکاي معمولی شامل سه بوده و Clupeonella جنس به متعلقو  هستند
باشند که در بین این می) C.grimmi( درشت چشم و کیلکاي) C.engrauliformis( آنچوي کیلکاي

سـازمان شـیلات (درصد صید را به خـود اختصـاص داده اسـت  90یلکاي معمولی بیش از کها، گونه
در مناطق مختلف دریا اعم از قسـمت جنـوبی و  کیلکاي معمولی). 2010زاده و همکاران،کریم ایران؛

تنان و غیـره تغذیـه شمالی دریاي خزر پراکنده است و از انواع زئوپلانکتون، سخت پوستان و لارو نرم
زمینه استفاده بهتر از ماهیان کوچک پلاژیـک و  در هاپژوهش). امروزه بیشتر 1963، کازانچف( کندمی

جاي تولید پودر مـاهی) و یـا اسـتفاده از امعـاء و احشـاء هها (بهایی با ارزش مثل آنزیمهتولید فرآورد
(بوگـاتف و  مانـد در حـال انجـام اسـتحاصله بعنوان منبع آنزیمی که حین تولید کنسرو بجـاي مـی

  ).2007همکاران، 
آن اسـت  هـاي کینتیـکگیري قابلیت یک آنـزیم تعیـین ویژگـییکی از مهمترین معیارهاي اندازه

بطوریکه کینتیک یک مسیر سیستماتیک براي آنالیز و سنجش کمی اثر عـواملی ماننـد غلظـت آنـزیم، 
لایـن  روشمعادلـه حاصـل از . بر فعالیت آنزیم اسـت pHغلظت سوبسترا، شرایط محیطی مانند دما، 

مناسبی  ) است که روش1919( منتن -لیسیائکمی) که فرم مرتب شده خطی معادله 1934و برك ( ویور
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 .است) mK( منتن -لیسیائکمیو ثابت ) maxV(براي برآورد پارامترهاي کینتیکی از جمله سرعت بیشینه 
ضمائم پیلوریک از تخلیص شده  آنزیم تریپسینتا پارامترهاي کینتیک  شده استسعی  پژوهشاین  در

گر فعالیـت کـه بـه ترتیـب بیـان TAMEو  BAPNAرا از طریق سوبستراهاي  ماهی کیلکاي معمولی
آمیدازي و استرازي آنزیم تریپسین هستند جهت تعیین سوبستراي با میل ترکیبی بالا با آنزیم مورد نظر 

  تعیین نمود.
  

  هامواد و روش
در داخـل یـک ظـرف یونـولیتی بـا با تور قیفـی کیلکاي معمولی بعد از صید  ماهی :تهیه نمونه ماهی

. )2010 (خانتافانـت و بنجـاکول، آزمایشگاه منتقل شد با یخ مخلوط گردیده و سپس به 2به  1 نسبت
هـاي روي بـدن ، آنها را چندین مرتبه با آب سـرد شسـته تـا آلودگیبعد از انتقال ماهیان به آزمایشگاه

در حضور یـخ جـدا عدد ماهی کیلکاي معمولی  250از  ضمائم پیلوریکگرم  30برطرف شود. سپس 
(خانتافانـت و  نگهـداري شـدند -80بلافاصـله در فریـزر ه ودر پلاستیک درب دار قرار گرفتـ شده و

ــانگین . )2010 بنجــاکول، ــهمی ــان ب  64/11±67/0گــرم و  5/9±75/1ترتیــب وزن و طــول کــل ماهی
  .ندمتر بودسانتی
سـاعت در دمـاي یخچـال  2براي مـدت  ضمائم پیلوریک نمونه :هاسازي نمونهزدایی و آمادهچربی

)C°4ها را تعیین حجم کرده و با استون سردنمونه سپسد. نالت انجماد خارج شوتا از ح ند) قرار گرفت 
)C°20- بـا دور  با هموژنایزر سازيهمگندقیقه عمل  1مخلوط نموده و براي مدت  3به  1) با نسبت

rpm 11000 یخ انجام شد. سپس نمونه بوسیله کاغذ صافی فیلتر شده و مواد باقیمانده روي  حضور در
خوبی انجـام شـود. سـپس مـواد ه زدایی بمرتبه با استون سرد شسته شدند تا عمل چربی فیلتر چندین

(ال بلتـاگی و  گرفتند تا خشک شوند قرار) C 24°( دماي اتاق روز درروي فیلتر براي مدت یک شبانه
) A( اسـتخراج پودر خشک شده حاصل از نمونه ضمائم پیلوریـک و روده بـا بـافر) 2005همکاران، 

 1با نسبت  NaClمولار  5/0و  2CaClمولار میلی 10حاوي HCl ،5/7 pH -مولار تریسمیلی 50شامل
بر روي همزن مغناطیسی بـه آرامـی  )C4°( ساعت در دماي یخچال 3ترکیب شده و براي مدت  50به

 g14000 در گراددرجـه سـانتی 4دقیقه در دماي  45مخلوط شدند. سپس مخلوط حاصله براي مدت 
 ادامه آزمایشات انتخاب گردید بعنوان عصاره خام آنزیمی براي سپس محلول رویی .گردید سانتریفیوژ

  ).2010نتافانت و بنجاکول، (خا
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درصد جهت  60تا  30با آمونیوم سولفات با اشباعیت  خام آنزیمیعصاره  تخلیص آنزیم تریپسین:
 Bوري شده و در بافر آدادن آنزیم تریپسین مخلوط گردید. سپس قسمت رسوب یافته جمع رسوب

حل شده و درکیسه دیالیز ریخته و براي  )NaClمولار  HCl ،5/7 pH ، 5/0 -مولار تریسمیلی 50(
بار تعویض بافر، عمل دیالیز  3) با 200به  V/V (1((با نسبت حجمی  B روز در حضور بافریک شبانه

جام شد (خانتافانت و هاي آمونیوم سولفات انجهت حذف یون گراددرجه سانتی 4در دماي 
هاي کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون نوع ). براي تخلیص آنزیم تریپسین از ستون2010بنجاکول،

) استفاده cm2/1×20 سلولز ( -) و تعویض یونی دي اتیل آمینو اتیلcm7/1×80( 75سفادکس جی 
نانومتر  280موج  آوري شده با اسپکتروفوتومتر در طولهاي جمعجذب پروتئین فراکسیونگردید و 

. براي بررسی میزان خلوص و تعیین وزن مولکولی )2005و همکاران،  کاستیلویانز(قرائت گردید 
) استفاده گردید. در این 1970لاملی (بر اساس روش  SDS-PAGEآنزیم تریپسین تخلیص شده از 

یس اکریل آمید اکریل آمید و بعنوان یک ماده احیایی و از پلیهروش از سدیم دودسیل سولفات ب
درصد و غلظت ژل تفکیک  4 1کنندهبعنوان ژل در الکتروفورز استفاده شد بطوریکه غلظت ژل ردیف

، گلیسرول pH  ،SDS %2 8/6مولار،  HCl  0625/0-بافر تریسدرصد بود. بافر نمونه شامل 12 2کننده
مخلوط شده  1به  3نمونه با نسبت و بروموفنول بلو بود. نمونه آنزیمی با بافر  5، بتامرکپتواتانول %10%

در آب جوش قرار گرفت. بعد از خنک کردن نمونه در دماي اتاق به هر چاهک  10و براي مدت 
میکرولیتر نمونه تزریق گردید. بعد از اتمام مرحله الکتروفورزیز، وزن مولکولی آنزیم  20حدود 

نتیک مورد استفاده قرار گرفت که جهت محاسبه پارامترهاي کی 3Rfتخلیص شده با استفاده از روش 
  کیلودالتون بود. 2/23میزان وزن آنزیم تخلیص شده 

از براي تعیین کینتیک آنزیم تریپسین تخلیص شده  :مطالعه کینتیک آنزیم تریپسین تخلیص شده
 TAMEو  BAPNAدو سوبستراي  ابتدابراي این منظور،  ) استفاده شد.1934لاین ویور و برك ( روش

(شامل  mM 2-01/0هایی از تیب بیانگر فعالیت آمیدازي و استرازي آنزیم هستند با غلظتکه به تر
سپس نمونه مولار) تهیه گردیدند. میلی 2و  5/1، 28/1، 64/0، 32/0، 16/0، 08/0، 04/0، 02/0، 01/0

مخلوط شده و فعالیت  TAMEو  BAPNAهاي تهیه شده از سوبستراهاي آنزیمی با هر یک از غلظت
 )1959(  هومل فعالیت استرازي آن از روش) و 1961و همکاران ( میدازي آنزیم تریپسین از روش ارلانگرآ

                                                
1- Stacking  
2- Resolving  
3- Relative mobility   
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ثابت کاتالیزوري یا )، mK( منتن –لیسیائکمیثابت )، maxV(حداکثر فعالیت آنزیم گردید و  گیرياندازه
، غلظت مولی [E]اسبه مقدار براي محمحاسبه گردیدند. ) m/kcatk(وکارایی کاتالیزوري ) catk(عدد تبدیل 

و غلظت آنزیم تخلیص شده از الکتروفورز آنزیم تخلیص شده بر اساس وزن مولکولی تعیین شده از 
  .)2010 خانتافانت و بنجاکول، ؛2005و همکاران،  کاستیلویانز( کروماتوگرافی محاسبه گردید

و  ارلانگـرریپسـین از روش بـراي تعیـین فعالیـت آمیـدازي آنـزیم ت :سنجش فعالیت آنزیم تریپسین
درجـه  60دقیقه در دماي  20) استفاده گردید. در این روش نمونه آنزیمی براي مدت 1961همکاران (

قرائت گردید. هر واحد از فعالیـت  nm410گزاري گردید و سپس جذب نمونه در گرمخانه گرادسانتی
  بود. BAPNAدقیقه از سوبسترا  1ت زمان در مد ρ-nitroanilineاز ماده  μmol 1آنزیمی برابر با تولید 

) استفاده گردیـد. در ایـن روش 1959هومل (براي تعیین فعالیت استرازي آنزیم تریپسین از روش 
 نـانومتر 247اي در دقیقـه 1و در فواصـل  گراددرجه سانتی 25دقیقه در دماي  10نمونه آنزیمی براي مدت 

در مـدت  ρ-tosyl-argenineاز مـاده مول میلی 1ر با تولید قرائت شد. هر واحد از فعالیت آنزیمی براب
  بود. TAMEدقیقه از سوبسترا  1زمان 

 )1951(و همکاران  لوريبراي سنجش میزان پروتئین محلول از روش  :سنجش میزان پروتئین محلول
اده عنوان استاندارد استفهب mg/ml 1با غلظت  استفاده گردید. در این روش از آلبومین سرم گاوي

  انجام شد. نانومتر 750ها در گردید و قرائت نوري نمونه
اسمیرنوف  -ها از آزمون کولموگروف ، براي بررسی نرمال بودن دادهپژوهشدر این  :آنالیز آماري

، TAMEو  BAPNAکینتیک آنزیم تریپسین بین دو سوبستراي  براي مقایسه پارامترهاي استفاده گردید.
تمام مقایسه گردیدند و  SPSS17 افزازنرم درصد تحت 5در سطح  Tرجفتی ها با آزمون غیمیانگین
  تکرار انجام گرفت. 3در  ها نیزارزیابی

  
  نتایج

در  TAMEو  BAPNAسوبسـتراي  2در کیلکـاي معمـولی  آنـزیم تریپسـین مـاهی یکینتیکرفتار
فعالیـت  و معـادلات بدسـت آمـده، مقـداراشکال این  براساس داده شده است. نشان dتا  aهاي شکل

کیلکـاي  بـراي آنـزیم تریپسـین) mK/catk( و کارایی کاتالیزوري) catk( ثابت کاتالیزوري)، maxV(بیشینه 
در ) mK( منتن -لیسیائکثابت میبالاتر بود و مقدار  BAPNAنسبت به  TAMEدر سوبستراي معمولی 
TAME  کمتر ازBAPNA کیلکـاي معمـولی  آنزیم تریپسین ماهیسه کینتیک نتایج حاصل از مقای. بود
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آنزیم در سوبستراي ) maxV(آمده است. فعالیت بیشینه  1در جدول  TAMEو  BAPNAبین سوبستراي 
TAME داري بالاتر از نـوع بطور معنیBAPNA ) 05/0بـود<P .(منـتن -لیسیائکـثابـت می )mK(  در

). ثابـت P<05/0داري را نشان نداد (ف معنیبود ولی اختلا BAPNAکمتر از نوع  TAMEسوبستراي 
داري بالاتر از نـوع بطور معنی TAMEدر سوبستراي ) mK/catk( و کارایی کاتالیزوري) catk(کاتالیزوري 

BAPNA ) 05/0بود<P.(  
  

بـا  مـاهی کیلکـاي معمـولیتخلیص شده از ضمائم پیلوریـک پارامترهاي کینتیک آنزیم تریپسین مقایسه  – 1جدول 
  TAMEو  BAPNAاده از سوبستراي استف

  کارایی کاتالیزوري
)1-mM1 –s ( mK/catk 

  ثابت کاتالیزوري
)1–(s catk 

  منتن - ثابت میخائلیس
(mM) mK 

  فعالیت بیشینه
mol/mg.s)μ( maxV  

  سوبسترا
a21/1± 3/79 a 03/0± 93/7 a002/0± 1/0  a030/0± 42/1  BAPNA 

b91/2 ± 1/407 b 54/0± 5/28  a 100/0± 70/0 b3/0±13/5  TAME 
  )α ،3 = n ،Mn ± SD = 05/0(باشد دار میحروف کوچک غیر مشترك در هر ستون بیانگر اختلاف معنی

  

 
  TAMEو  BAPNAهاي در سوبسترايکیلکاي معمولی  آنزیم تریپسین ماهی یکینتیکرفتار

aمنتن براي سوبستراي  -  : نمودار میخائلیسBAPNA .bبرك براي سوبستراي  - : نمودار لاین ویورBAPNA  
cمنتن براي سوبستراي  -  : نمودار میخائلیسTAME .dبرك براي سوبستراي  - : نمودار لاین ویورTAME  
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  بحث
مینه آسمت گروه کربوکسیل اسید  اي است که بهه گونهخصوصیات سوبسترایی آنزیم تریپسین ب

با  بخشیک  که این آنزیم دارايطوريهد بتمایل دار لیزین و آرژنین در سوبستراهاي طبیعی و سنتتیک
 سوبسترا مانند لایزین و آرژنین را شناساییدر شارژ مثبت با هاي تواند گروهباشد که میشارژ منفی می

در این  زیرا دهدرخ می 9تا  7بین  pH. بیشترین فعالیت این واکنش در )2007و همکاران،  شی( کند
تواند میواند تشکیل شود. طول زنجیره حاوي این شارژ مثبت تشارژ منفی میبخش داراي محدوده 

باشد. به همین دلیل مشتقات آرژنین  کننده در بیان این خصوصیت مطرحبعنوان یک عامل تعیین
و  BAPNAتوان به سوبسترا شوند که میمی معمولاً بعنوان سوبسترا در تعیین فعالیت تریپسین استفاده

TAME ) 2007مکاران، و ه شیاشاره نمود.(  
نسبت به  TAMEمطالعه کینتیک آنزیم تریپسین ماهی کیلکاي معمولی نشان داد که در سوبستراي 

BAPNA  از کارایی بالاتري برخوردار است. زیرا هرچهmk  یک آنزیم کمتر باشد میل ترکیبی بیشتري
) خـود برسـد. چنـین maxVتواند به حداکثر فعالیت (تر میدر اتصال با سوبسترا خواهد داشت و سریع

و همکـاران  سـکیزاکی و Lutjanus vitta) در گونـه 2010( بنجـاکولو  خانتافانـت نتایجی توسـط
بـراي سوبسـتراي  mkگزارش شده اسـت. بطوریکـه مقـدار  Oncorhynchus ketaدر گونه  )2000(

TAME  وBAPNA  در گونـهL.vitta  و بـراي گونـه  50/0و  32/0بـه ترتیـبO. keta 003/0  و
  بودند. 029/0

 TAMEدر سوبسـتراي  آنزیم تریپسین ماهی کیلکاي معمـولیبراي  )catk( مقدار ثابت کاتالیزوري
)، 2010بنجـــاکول، و  (خانتافانـــت L.vittaبـــود. چنـــین نتـــایجی در گونـــه  BAPNAبـــالاتر از 

Macruronus novaezealandlae )2007و همکـاران،  شـی(  وO. keta )و همکـاران سـکیزاکی، 
معـادل  BAPNAبـراي سوبسـتراي  L.vittaدر گونه  catk) گزارش شده است. بطوریکه مقدار 2000

معادل  BAPNAبراي سوبستراي  M.novaezealandlae، در گونه 112معادل TAMEو براي  71/4
و بـراي  29/2 معـادل BAPNAبـراي سوبسـتراي  O. ketaو در گونـه  19معادل  TAMEو  33/0

TAME 35/72 .بود  
شود کـه هاي سوبسترا گفته میبت کاتالیزوري یا عدد تبدیل یک آنزیم به ماکزیمم تعداد مولکولثا

مقـدار کـارایی کاتـالیزوري تواند به ازاي هر مولکول آنزیم در واحد زمان به محصول تبدیل شـود. می
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)mK/catk ( در سوبستراي  آنزیم تریپسین ماهی کیلکاي معمولیبرايTAME ز بالاتر اABAPN  .بـود
و همکـاران،  شی( M. novaezealandlae)، 2010بنجاکول، و  (خانتافانت L.vitaچنین نتایجی در گونه 

آن در گونـه که مقـدار طوريه) گزارش شده است. ب2000 ،و همکاران سکیزاکی( O. ketaو  )2007
L.vita  بــراي سوبســترايBAPNA 27/9  و بــرايTAME 341 ــه  M.novaezealandlae، در گون

 BAPNAبـراي سوبســتراي  O. ketaو در گونـه  TAME 1/9و  BAPNA 5/5اي سوبسـتراي بـر
   بود. TAME 24117و براي  03/79

) Anticarsia gemmatalis(کرم ابریشم روده میانی ) پروتئازهاي شبه تریپسین را از 2005و همکاران ( الیویرا
به ترتیب شامل  BAPNA رايبراي سوبست maxVو  mKتخلیص نموده و مشخص نمودند که مقدار 

mM 32/0  وμM/s 48/0  و براي سوبسترايTAME  نیز شامل μM5/52  وμM/s 61/0  .بود
استري اتصال بهتر آنزیم  نسبت به سوبسترايآنزیم  دلیل کارایی بالاتردهند احتمالاً مطالعات نشان می

یسم نتواند با مکامی TAMEستراي کارایی کاتالیزوري بالاتر براي سوب کهطوريهباشد بمیسوبسترا  و
فرایند فعالیت در واکنش کاتالیز شده توسط پروتئازهاي سرین مرتبط باشد. این دسته از پروتئازها 

منجر به  دارا هستند کهرا  آهسته 4دار شدناسیل مرحلهیک خود نسبت به سوبستراي مورد نظر آمیدي 
که دهند زدایی سریع را نشان میاسیلیک مرحله شود و بدنبال آن می آنزیم –تشکیل کمپلکس اسیل 

شود. که در مورد فعالیت استري فرایند عکس مشاهده می در حالی شود.می فرآوردهمنجر به تشکیل 
دار شدن هاي شبه تریپسین اسیلبنابراین مرحله تعیین کننده سرعت هیدرولیز آمیدي توسط آنزیم

؛ 1973و فرشت،  باشد (فسترزمیزدایی شدن اصلی اسیل است. در حالیکه در هیدرولیز استري مرحله
  ).1972ایناگامی، 

م پیلوریک ماهی یتوان نتیجه گرفت که میل ترکیبی آنزیم تریپسین تخلیص شده از ضمابنابراین می
تـوان از سوبسـتراي اسـت و مـی BAPNAبـالاتر از  TAMEکیلکاي معمولی نسبت به سوبسـتراي 

TAME ود تا نتایج بهتري را بدست آورد.نزیمی در این گونه استفاده نمبراي سنجش فعالیت آ  
  
  
  

                                                
1- Acylation 
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