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In this work, the biochemical properties of the purified trypsin from 

common kilka (Clupeonella cultriventris caspia) intestine including 

optimum temperature and pH, thermal and pH stability, effect of inhibitors, 

metal ions, oxidizing agents and surfactants were assayed. According to the 
obtained results, optimum temperature and pH of the trypsin were recorded 

at 60 °C and 8 respectively. The stability of the trypsin was well preserved 

at temperatures of up to 50 °C and pH from 7.0 to 10.0. SBTI and TLCK, 

two specific trypsin inhibitors, had a completely inhibition effect on  

the enzymatic activity (P<0.05). The enzyme activity was significantly 

increased in the presence of Ca+2 and Mg+2 and decreased by Cu+2,  

Ba+2, Co+2, Zn+2, Fe+2 and Al+3 (P<0.05). Na+ and K+ did not show any 

significant effect on the activity of trypsin (P>0.05). The enzymatic activity 

was significantly increased in presence of surfactants including saponin 

and sodium cholate and showed a significant decrease in presence of  

SDS and oxidizing agents like sodium perborate and hydrogen peroxide 
(P<0.05). Therefore, the results of our study can contribute to the clear 

understanding of the purified trypsin from common kilka intestine for 

application in different industries in future.  
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 های کلیدی:  واژه

 تریپسین، 

 روده، 

 کیلکای معمولی، 

   های بیوشیمیایی ویژگی
 

های بیوشیمیایی آنزیم تریپسین تخلیص شده از روده ماهی کیلکای  ، ویژگیپژوهشدر این 

پایداری،  pHبهینه، دما و  pHشامل دما و ( Clupeonella cultriventris caspia) معمولی

 مورد بررسی قرار ها و عوامل اکسیدکننده های فلزی، سورفاکتانت آنزیمی، یون های بازدارندهاثر 

و پایداری دمایی و  8و  C60° بهینه آنزیم تریپسین به ترتیب pHگرفت. نتایج نشان داد دما و 

pH ترتیب تا  آن به°C50  های  بازدارندهتعیین گردید.  7-10وSBTI  وTLCK به عنوان دو ،

 بازدارنده اختصاصی آنزیم تریپسین، اثر مهارکنندگی کاملی بر فعالیت آنزیم تریپسین داشتند

(05/0>Pیون .) هایCa2+ و Mg2+
 ،+Cu2+، Ba2+، Co2 های دار و یون سبب افزایش معنی 

Zn2+، Fe2+ و Al3+ باعث کاهش معنی ( 05/0دار فعالیت آنزیم تریپسین گردیدند>Pیون .) های 

K+ و  Na+اثر معنی ( 05/0داری بر فعالیت آنزیم تریپسین نشان ندادندP> فعالیت آنزیم .)

( و در P<05/0دار ) افزایش معنیهای ساپونین و سدیم کولات  تریپسین در حضور سورفاکتانت

عوامل اکسیدکننده )سدیم پربورات و پراکسید هیدروژن(  حضور سدیم دودسیل سولفات و

های بیوشیمیایی آنزیم تریپسین نشان داد که  ویژگی( را نشان داد. P<05/0داری ) کاهش معنی

 تواند در آینده برای استفاده در صنایع مخلتف مدنظر قرار گیرد.  این آنزیم می
 

تریپسین تخلیص شدد  از رود  مداهی     های بیوشیمیایی آنزیم ارزیابی ویژگی(. 1401) رسول، مدنی، مسعود، رضایی ،عباس ،زمانی: استناد

 .41-56(، 3) 11، برداری و پرورش آبزیان نشریه بهر . (Clupeonella cultriventris caspia) کیلکای معمولی

                      DOI: 10.22069/japu.2022.20141.1649 
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 مقدمه

های پروتئینی هستند که  ها، ماکرومولکولآنزیم

های شیمیایی شرکت در واکنشعنوان کاتالیزور  به

نموده و نقش مهمی در کاهش انرژی مورد نیاز برای 

(. امروزه استفاده از 3و  2، 1انجام واکنش دارند )

ها در صنایع مختلف گسترش یافته است که  آنزیم

ها در صنایع غذایی، چرم و  توان به کاربرد آن یم

ها را  ها و داروسازی اشاره نمود. آنزیم ابریشم، شوینده

توان از منابع جانوری، گیاهی و میکروبی تهیه کرد؛  می

ها مانند لیپاز و تریپسین از  که تعدادی از آنزیم طوری هب

منابع جانوری، برخی مانند فیسین، بروملین و پاپائین 

ترتیب از گیاهان انجیر، آناناس و پاپایا و برخی  به

دیگر مانند آلکالاز و نئوتراز از منابع میکروبی مانند 

(. یکی از منابع 4شوند ) ها تهیه می ها و قارچ باکتری

ها که امروزه مورد توجه  کننده آنزیم جانوری تامین

های آبی  تند. محیطگرفته است جانوران آبزی هس قرار

های متنوع آبزی اعم از ماهیان و  دلیل دارا بودن گونه هب

مهرگان ظرفیت بالایی برای کشف و تولید  بی

های موجود در  های مختلف دارند. اکثر آنزیم آنزیم

زی نیز  مهرگان آبزی در موجودات خشک ماهیان و بی

 pHهایی در وزن مولکولی،  شود ولی تفاوت دیده می

و خواص  pHو دمای بهینه، پایداری دمایی و 

 (. 5شود ) ها مشاهده می بازدارندگی آن

ترین گروه از  ها، پروتئازها مهم در بین آنزیم

 60دهند که حدود  های صنعتی را تشکیل می آنزیم

اند  درصد بازار جهانی آنزیم را به خود اختصاص داده

(. پروتئازها نقش بسیار مهمی در شکست 7و  6)

اساس دی در مولکول پروتئین دارند و برپیوندهای پپتی

دسته  4موجود در جایگاه فعال خود به   نوع اسیدآمینه

پروتئازهای سرین، سیستئین، اسیدی و متالوپروتئازها 

های  ترین آنزیم (. یکی از مهم8)شوند  بندی می تقسیم

پروتئازی، آنزیم تریپسین است که به دسته پروتئازهای 

آنزیم توسط  صورت یک پیش هسرین تعلق داشته و ب

شود. این آنزیم فعالیت  های پانکراس تولید می سلول

پروتئینی آندوپپتیدازی دارد و پیوند پپتیدی در زنجیره 

را از سمت گروه کربوکسیل جائیکه اسید آمینه آرژنین 

و لایزین قرار دارد را شکسته و نقش مهمی در 

(. از 9و  7فرآیندهای زیستی مانند گوارش دارد )

توان به استفاده  ترین کاربردهای آنزیم تریپسین می مهم

ولید پنیر، تولید سس سویا، ترد کردن و خوش برای ت

های  طعم نمودن گوشت، کشت سلول، تولید پروتئین

نوترکیب، تشخیص دیابت و درمان آن، صنایع 

سازی، تولید پروتئین هیدرولیز  شوینده، صنایع چرم

شده مانند هیدرولیز کازئین موجود در شیر خشک 

، 7، 1)عنوان کمک هضم اشاره کرد  همصرفی نوزادان ب

، 12، 3آنزیم تریپسین از ضمائم پیلوریک )(. 11و  10

( و 2(، کبد )17 و 16 ،15 ،10، 7(، روده )14و  13

( ماهیان مختلفی تخلیص و کاربرد آن 18طحال )

 مطالعه شده است.

آنزیم تریپسین تخلیص دهد  ها نشان می بررسی

شده از آبزیان از فعالیت کاتالیزوری بالاتری نسبت به 

مانند تریپسین پستانداران برخوردار بوده و در شرایطی 

بالا و حضور عوامل  pH(، C°60-50دمای بالا )

کننده مانند پراکسید هیدروژن پایدارتر هستند  اکسید

ثیر أت ها تحت (. این آنزیم همانند سایر آنزیم20و  19)

توان به  برخی عوامل فیزیکوشیمیایی قرار دارد که می

ها  ها، سورفاکتانت های فلزی، بازدارنده  ، یونpH دما،

 و عوامل اکسیدکننده اشاره نمود.

زی دریای  ترین ماهیان سطح کیلکا ماهیان از مهم

 ماهیان خزر بوده که متعلق به خانواده شگ

(Clupeidae)  و جنسClupeonella هستند و 

 C. cultriventris) کیلکای معمولی هگون شامل سه

caspia)آنچوی ، کیلکای (C. engrauliformis)  و

باشند که گونه  می (C. grimmi) درشت چشم کیلکای

درصد صید را به خود  90کیلکای معمولی بیش از 

 ها پژوهشتر  (. امروزه بیش21اختصاص داده است )
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زی و  به سمت استفاده بهتر از ماهیان کوچک سطح

ها  آنزیم مانندهایی با ارزش افزوده بالا  تولید فرآورده

جای تولید پودر ماهی( و یا استفاده از امعاء و  ه)ب

عنوان منبع آنزیمی که حین تولید  هاحشاء حاصله ب

(. در 5جای می ماند در حال انجام است ) هکنسرو ب

( آنزیم تریپسین از روده ماهی 17مطالعه قبلی )

کیلودالتون  2/23کیلکای معمولی با وزن مولکولی 

تخلیص گردید و توانایی آن در هیدرولیز پروتئین 

عضله این گونه جهت تولید پپتیدهای با قابلیت 

اکسیدانی گزارش گردید. هدف از مطالعه  فعالیت آنتی

پایداری،  pHبهینه، دما و  pHحاضر، بررسی دما و 

 ها های آنزیمی، سورفاکتانت  های فلزی، بازدارنده اثر یون

و عوامل اکسیدکننده بر فعالیت آنزیم تریپسین 

باشد تا با  تخلیص شده از روده کیلکای معمولی می

های بیوشیمیایی این آنزیم کاربرد  شناسایی ویژگی

ها و  را در صنایع مختلف مانند شوینده احتمالی آن

هیدرولیز پروتئین و تولید صنایع غذایی )مانند 

 فعال( بررسی نمود.  پپتیدهای زیست

 

 ها مواد و روش

کیلکای معمولی مورد نیاز در این : تهیه نمونه ماهی

مطالعه از صیدگاه شهرستان بابلسر تهیه گردیده بود. 

ماهیان صید شده در داخل یک ظرف یونولیتی با 

گاه نسبت یک به دو با یخ مخلوط گردیده و به آزمایش

شیلات دانشکده علوم دریایی دانشگاه تربیت مدرس 

)واقع در شهرستان نور، استان مازندران( منتقل شدند. 

سپس روده از امعاء و احشاء ماهی در حضور یخ جدا 

 (. 17نگهداری شدند ) -80شده و بلافاصله در فریزر

پس از روده  نمونه: سازی عصاره آنزیمی آماده

ساعت در دمای یخچال  2خروج از فریزر برای مدت 

( °C4 .قرار گرفت تا از حالت انجماد خارج شود )

با  3به  1زدایی، نمونه با نسبت  سپس جهت چربی

 1( مخلوط شد و برای مدت -C20° استون سرد )

حضور یخ  سازی با هموژنایزر در دقیقه عمل همگن

وسیله کاغذ  هانجام شد. سپس نمونه همگن شده ب

مانده  ( فیلتر شده و مواد باقی2صافی واتمن )شماره 

روی فیلتر چندین مرتبه با استون سرد شستشو شدند 

خوبی انجام شود. سپس مواد  هزدایی ب تا عمل چربی

روز در  مانده روی فیلتر برای مدت یک شبانه باقی

(. 22دمای اتاق قرار گرفت تا کاملا خشک شود )

 HCl -مولار تریس میلی 50 پودر خشک شده با بافر

مولار  5/0و  CaCl2مولار  میلی 10)حاوی  pH 5/7و 

NaCl 3ترکیب شده و برای مدت  50به  1( با نسبت 

بر روی همزن مغناطیسی به  C4° ساعت در دمای 

مدت آرامی مخلوط شدند. سپس مخلوط حاصله برای 

گردید  سانتریفیوژ g14000در  C4° دقیقه در دمای  45

 عنوان عصاره خام آنزیمی در نظر هو محلول رویی ب

 (. 17و  12گرفته شد )

برای سنجش فعالیت : سنجش فعالیت آنزیم تریپسین

( و 1961همکاران )آنزیم تریپسین از روش ارلانگر و 

-BAPNA (Nα–benzoyl-DL از سوبسترای

argenine-ρ-nitroanilide-HCL) استفاده گردید 

 µlعصاره آنزیمی با  µl 25. در این روش، (23)

 BAPNAمولار  میلی 1بافر ) -محلول سوبسترا 1250

 حاوی  HCl، pH 8-مولار تریس میلی 50در بافر 

مخلوط گردید و برای مدت  (CaCl2مولار  میلی 10

انکوباسیون گردید. سپس  C° 60دقیقه در دمای  20

µl 250  به مخلوط فوق اضافه درصد  30اسید استیک

 توسط اسپکتروفوتومتر nm410شده و قرائت نوری در 

انجام شد. نمونه شاهد نیز همانند نمونه آنزیمی تهیه 

جای نمونه آنزیمی از آب  هگردید با این تفاوت که ب

مقطر استفاده شد. برای محاسبه فعالیت اختصاصی 

 استفاده گردید: 1 رابطهآنزیم تریپسین از 

 



 همکارانو  عباس زمانی... /  تریپسین  های بیوشیمیایی آنزیم ارزیابی ویژگی

 

45 

(1)   

(Unit/mg protein) فعالیت اختصاصی آنزیم تریپسین  =
410 nm میزان جذب در × 1000 × (ml)حجم مخلوط واکنش

8800 × (min) مدت زمان واکنش × (mg/ml) میزان پروتئین
 

 

بیانگر ضریب تاریکی برای  8800 رابطهدر این 

باشد که محصول هیدرولیز  نیتروآنیلین می -پارا 

 وسط آنزیم تریپسین است. ت BAPNAسوبسترای 

برای سنجش میزان پروتئین سنجش پروتئین محلول: 

( استفاده 1951محلول از روش لوری و همکاران )

. در این روش از آلبومین سرم گاوی با (24) گردید

عنوان استاندارد استفاده شد و  هب mg/ml 1غلظت 

 توسط اسپکتروفوتومتر nm 750ها در  قرائت نوری نمونه

 انجام شد. 

برای تعیین دمای بهینه، دمای بهینه و دمای پایداری: 

از محلول  µl1250نمونه آنزیمی با  µl25ابتدا 

 50در بافر BAPNAمولار  میلی 1بافر ) -سوبسترا

 ( CaCl2مولار میلی HCl ،8pH  10 -مولار تریس میلی

دقیقه در دماهای مختلف  20برای مدت ترکیب شد و 

درجه  70 و 65، 60 ،55، 50 ،45، 35، 25، 10شامل 

گراد انکوبه گردید. سپس فعالیت آنزیم تریپسین  سانتی

گیری شد. برای تعیین  اندازه nm410در طول موج 

دمای پایداری، ابتدا نمونه آنزیمی در دماهای مختلف 

درجه  70 و 65، 60 ،55، 50 ،45، 35، 25 ،10 شامل

دقیقه در حالت انکوباسیون  30گراد برای مدت  سانتی

از  µl1250از این نمونه با  µl25قرار گرفت. سپس 

در  BAPNAمولار  میلی 1بافر ) -محلول سوبسترا

 HCl ،8pH  10 -مولار تریس میلی 50 بافر

 20برای مدت مخلوط شد و (  CaCl2مولار میلی

گراد انکوبه گردید  درجه سانتی C° 60دقیقه در دمای 

(. 12انجام شد ) nm410و قرائت نوری در طول موج 

فعالیت نسبی آنزیم تریپسین از طریق نسبت فعالیت 

دهی(  آنزیم به فعالیت نمونه کنترل )بدون حرارت

 صورت درصد محاسبه گردید: هب 2رابطه اساس بر

 

(2) 

فعالیت نسبی (%) =  
  فعالیت  اختصاصی  آنزیم تریپسین  در نمونه  حرارت داده شده 

فعالیت  اختصاصی  آنزیم تریپسین  در نمونه  کنترل
 × 100 

 

pH  بهینه و پایداریpH : برای تعیینpH  بهینه، ابتدا

µl25  نمونه آنزیمی بعد از مخلوط شدن باµl1250  

 های مختلف  pHبافر با  -از محلول سوبسترا

مولار استات  میلی 50در بافر  BAPNAمولار  میلی 1)

 با  تریسمولار  میلی 50، بافرpH 4-6سدیم با 

9-7pH   10-11مولار گلایسین با  میلی 50و بافرpH ؛ 

 بودند( برای CaCl2مولار  میلی 10 تمام بافرها حاوی

انکوبه گردید. سپس  C° 60دقیقه در دمای  20

 nm410فعالیت آنزیم تریپسین در طول موج 

، ابتدا نمونه pHبرای تعیین پایداری  گیری شد. اندازه

با هر یک از بافرهای فوق  1به  1آنزیمی با نسبت 

دقیقه در دمای  30 ترکیب شده و سپس برای مدت

از نمونه انکوبه شده  µl25اتاق انکوبه گردید. سپس 

مولار  میلی 1بافر ) -از محلول سوبسترا µl1250با 

BAPNA مولار تریس میلی 50 در بافر- HCl ،8 pH 

برای مخلوط شده و ( CaCl2مولار  میلی 10حاوی 

قرار گرفت. سپس  C° 60دقیقه در دمای  20 مدت

(. 12انجام شد ) nm410قرائت نوری در طول موج 
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فعالیت نسبی آنزیم تریپسین از طریق نسبت فعالیت 

آنزیم به فعالیت نمونه کنترل )بدون انکوباسیون در 

محاسبه و  3رابطه های مختلف( بر اساس pHبافر با 

 صورت درصد گزارش گردید:  هب
 

(3) 

فعالیت نسبی (%) =  
  فعالیت  اختصاصی آنزیم تریپسین در نمونه انکوبه شده در بافر های با pH مختلف      

فعالیت  اختصاصی  آنزیم تریپسین  در نمونه  کنترل
 × 100 

 

های  شامل یونهای فلزی  اثر یونهای فلزی:  یون

Naظرفیتی ) تک
K و +

Ca(، دو ظرفیتی )+
+2 ،Mg

+2 ،

Mn
+2 ،Ba

+2 ،Cu
+2 ،Co

+2 ،Fe
+2 ،Zn

( و 2+

Alظرفیتی ) سه
بر فعالیت آنزیم  mM5  ( در غلظت3+

(. برای این منظور، ابتدا 10تریپسین بررسی شد )

برای  1به  1های فلزی با نسبت  نمونه آنزیمی با یون

دقیقه در دمای اتاق انکوبه گردید. سپس  30 مدت

µl25 وط فوق با لاز مخµl1250 از محلول سوبسترا- 

مولار  میلی 50 در بافر BAPNAمولار  میلی 1بافر )

ترکیب  ( CaCl2مولار میلی HCl ،8pH  10 -تریس

قرار  C°60دقیقه در دمای  20برای مدت شده و 

به  درصد 30اسید استیک  µl 250گرفت. سپس 

مخلوط فوق اضافه شده و قرائت نوری در طول موج 

nm410  انجام شد. روش سنجش نمونه شاهد نیز

همانند نمونه آنزیمی بود فقط نمونه شاهد فاقد یون 

فلزی بود. سپس فعالیت نسبی آنزیم تریپسین از طریق 

به فعالیت نمونه شاهد   نسبت فعالیت اختصاصی آنزیم

 صورت درصد گزارش گردید:  هب 4رابطه ر اساس ب
 

(4) 

فعالیت نسبی (%) =  
  فعالیت  اختصاصی آنزیم در حضور یون های  فلزی

فعالیت  اختصاصی  آنزیم در نمونه  کنترل
 × 100 

 

ابتدا نمونه ها و عوامل اکسیدکننده:  سورفاکتانت

ها )شامل  با سورفاکتانت 1به  1آنزیمی با نسبت 

تا ساپونین، سدیم دودسیل سولفات و سدیم کولات 

درصد( و عوامل اکسیدکننده  1حصول غلظت نهایی 

درصد و  1)شامل سدیم پربورات با غلظت نهایی 

درصد(  15و  10، 5پراکسید هیدروژن با غلظت نهایی 

 C° 40اعت در دمای س 1ترکیب شد و برای مدت 

با از مخلوط آنزیمی فوق  µl 25انکوبه شدند. سپس 

µl 1250  مولار  میلی1بافر ) -محلول سوبسترا

BAPNA مولار تریس میلی 50 در بافر- HCl ،8pH  

 20برای مدت ترکیب شده و (  CaCl2مولار میلی 10

 µl 250قرار گرفت. سپس  C° 60دقیقه در دمای 

به مخلوط فوق اضافه شده و  درصد 30اسید استیک 

انجام شد. روش  nm410قرائت نوری در طول موج 

سنجش نمونه شاهد نیز همانند نمونه آنزیمی بود فقط 

نمونه شاهد فاقد این ترکیبات بود و از آب مقطر 

(. سپس فعالیت نسبی آنزیم 10استفاده گردید )

به   لیت اختصاصی آنزیمتریپسین از طریق نسبت فعا

صورت  هب 5رابطه فعالیت نمونه شاهد بر اساس 

 درصد گزارش گردید: 
 

(5) 

فعالیت نسبی (%) =  
  فعالیت اختصاصی آنزیم در حضور سورفاکتانت ها و عوامل  اکسیدکننده 

فعالیت  اختصاصی آنزیم در نمونه  شاهد
 × 100  
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 1ابتدا نمونه آنزیمی با نسبت های آنزیمی:  بازدارنده

SBTIها ) با بازدارنده 1به 
1 (mM 05/0 و )TLCK

2 

(mM 5ب )اختصاصی تریپسین، های بازدارندهعنوان  ه 

PMSF
3 (mM10) 4پاراآمینوبنزآمیدین و (mM5 )

5 سرین،های پروتئازهای  بازدارندهعنوان  هب
TPCK 

(mM5ب )اختصاصی کیموتریپسین،  بازدارندهعنوان  ه

Aپپاستاتین
6 (mM01/0ب )اختصاصی بازدارندهعنوان  ه 

( mM1) 7پروتئازهای آسپارتیک، یدواستیک اسید

EDTAپروتئازهای سیستئین،  بازدارندهعنوان  هب
8 

(mM2ب )متالوپروتئازها( ترکیب شد بازدارنده عنوان ه 

سپس دقیقه در دمای اتاق انکوبه گردید.  15و برای 

µl25  با از مخلوط آنزیمی فوقµl1250  محلول

 50 در بافر BAPNAمولار  میلی 1بافر ) -سوبسترا 

مولار  میلی HCl ،8pH  10 -مولار تریس میلی

CaCl2)  دقیقه در دمای  20برای مدت ترکیب شده و

C° 60  قرار گرفت. سپسµl250  30اسید استیک 

به مخلوط فوق اضافه شده و قرائت نوری در  درصد

انجام شد. روش سنجش نمونه  nm410طول موج 

شاهد نیز همانند نمونه آنزیمی بود فقط نمونه شاهد 

(. سپس فعالیت نسبی آنزیم 12فاقد بازدارنده بود )

به   اختصاصی آنزیم تریپسین از طریق نسبت فعالیت

 صورت هب 6رابطه فعالیت نمونه شاهد بر اساس 

 درصد گزارش گردید: 

 

(6) 

= بازدارندگی(%)  
  فعالیت اختصاصی آنزیم در نمونه حاوی بازدارنده

فعالیت اختصاصی آنزیم در نمونه  شاهد
 ×  100 

 

، برای بررسی نرمال پژوهشدر این آنالیز آماری: 

اسمیرنوف  -ها از آزمون کولموگروف بودن داده

های فلزی،  یوناثر برای بررسی  استفاده گردید و

بر  کننده ها و عوامل اکسید ها، سورفاکتانت بازدارنده

یپسین از آزمون تجزیه واریانس تر فعالیت آنزیم

 SPSS20 رافزا تحت نرم (ANOVA) طرفه یک

دار بودن اختلاف  استفاده گردید و برای تعیین معنی

های فلزی،  یونها بین نمونه شاهد با  میانگین

از ها و عوامل اکسیدکننده  سورفاکتانت ها، بازدارنده

درصد استفاده شد. تمام  5در سطح  آزمون دانکن

   8 7 6 5 4 3 2 1 تکرار انجام گرفت. 3در  ها نیز ارزیابی

                                                
1- Soybean trypsin inhibitor 

2- N-tosyl-L-Lysine Chloromethyl Keton 

3- Phenyl-methyl-sulfonyl fluoride 

4- ρ-Aminobenzamidine 

5- N-tosyl-L-Phenylalanine Chloromethyl Ketone 

6- Pepstatin A 

7- Iodoacetic acid 

8- Ethylenediaminetetraacetic acid 

 نتایج

نتایج حاصل از بررسی دما بهینه و پایداری دمایی: 

دمای بهینه و پایداری دمایی آنزیم تریپسین تخلیص 

نشان  1شده از روده ماهی کیلکای معمولی در شکل 

داده شده است. نتایج نشان داد دمای بهینه آنزیم برابر 

 تا  10که با افزایش دما از  طوری هبود ب C° 60 با

C° 60 م افزایش یافت و در فعالیت آنزیC° 60  به

یک کاهش  C° 70تا  60حداکثر خود رسید ولی از 

ناگهانی در فعالیت آنزیم مشاهده گردید. پایداری 

دمایی آنزیم تریپسین نیز نشان داد که با افزایش دما از 

فعالیت آنزیم حفظ  درصد 90حدود  C° 50تا  10

در داری  کاهش معنی C° 70تا  55که از  شد در حالی

که در دمای  طوری هفعالیت آنزیم مشاهده گردید ب

طور کامل متوقف  هفعالیت آنزیمی ب C° 60بالای 

 (.P<05/0) گردید



 1401پاییز ، 3، شماره 11برداری و پرورش آبزیان، دوره  نشریه بهره

 

48 

 

 
 

 پایداری دمایی آنزیم.: b، دمای بهینه فعالیت آنزیم:  a.ثیر دما بر فعالیت آنزیم تریپسین تخلیص شده از روده کیلکای معمولیأت -1شکل 

 

pH  بهینه و پایداریpH :pH  بهینه و پایداریpH 

آنزیم تریپسین تخلیص شده از روده ماهی کیلکای 

بهینه  pHنشان داده شده است.  2معمولی در شکل 

، 8تا  4 از pHبود و با افزایش  8برای فعالیت آنزیم 

فعالیت کاهش  11تا  pH 8فعالیت آن افزایش و از 

نیز نشان داد که آنزیم تریپسین در  pHیافت. پایداری 

pH 7  فعالیت آن  درصد 80پایدار بوده و تا  10تا

شدت اسیدی و قلیایی  هب pHکه در  حفظ شد در حالی

(pH 4  تقریباً ناپایدار بود و عمده فعالیت خود 11و )

 اد.را ازدست د

اثر نتایج حاصل از بررسی های فلزی:  اثر یون

تریپسین  بر میزان فعالیت آنزیم های فلزی یون

تخلیص شده از روده ماهی کیلکای معمولی در جدول 

Kهای یوننشان داده شده است.  1
Na و +

ثیر أت+

داری را بر میزان فعالیت آنزیم نسبت به نمونه  معنی

Ca های یون(. <05/0Pکنترل نشان ندادند )
Mgو +2

2+ 

نسبت به داری در فعالیت آنزیم  باعث افزایش معنی

که در  (؛ در حالیP<05/0نمونه کنترل گردیدند )

Mnهای  حضور یون
2+ ،Cu

2+ ،Ba
2+ ،Co

2+ ،Fe
2+ ،

Zn
Al و +2

 داری در فعالیت آنزیم کاهش معنی +3

 (.P<05/0نسبت به نمونه کنترل مشاهده شد )

در جدول ها و عوامل اکسیدکننده:  اثر سورفاکتانت

بر میزان ها و عوامل اکسیدکننده  اثر سورفاکتانت 2

تریپسین تخلیص شده از روده ماهی  فعالیت آنزیم

. در حضور کیلکای معمولی نشان داده شده است

افزایش های ساپونین و سدیم کولات  سورفاکتانت

نمونه کنترل داری در فعالیت آنزیم نسبت به  معنی

که فعالیت آنزیم  ( در حالیP <05/0مشاهده گردید )

داری  در حضور سدیم دودسیل سولفات کاهش معنی

(. عوامل P<05/0را نسبت به نمونه کنترل نشان داد )

اکسیدکننده سدیم پربورات و پراکسید هیدروژن باعث 

تریپسین  داری در میزان فعالیت آنزیم کاهش معنی

ی 
اص

ص
خت

ت ا
عالی

ف
(U

/m
g
)

 

 (C°) دما 

a 

ی 
سب

ت ن
عالی

ف
% 

 (C°)دما 

b 
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که  طوری ه(؛ بP<05/0کنترل گردیدند )نسبت به نمونه 

درصد  15تا  5با افزایش غلظت پراکسید هیدروژن از 

داری در میزان فعالیت آنزیم نسبت به  کاهش معنی

 (. P<05/0نمونه کنترل ثبت گردید )

 

 

 
 

 آنزیم. pH: پایداری bبهینه فعالیت آنزیم،  a : pHبر فعالیت آنزیم تریپسین تخلیص شده از روده کیلکای معمولی. pHثیر أت -2شکل 

 

 (.C. cultriventris caspia) های فلزی بر میزان فعالیت آنزیم ترپیسین استخراج شده از روده ماهی کیلکای معمولی ثیر یونأت -1جدول 

 یون فلزی (mM) غلظت فعالیت نسبی )%(

b 00/0 ± 100 - نمونه کنترل 

b 76/1 ± 100 5 K+ 

b 12/1 ± 100 5 Na+ 

a 47/1 ± 112 5 Ca+2 

a 29/1 ± 110 5 Mg+2 

d 58/1 ± 6/62 5 Cu+2 

e 27/1 ± 57 5 Zn+2 

c 13/1 ± 6/77 5 Mn+2 

f 76/1 ± 2/52 5 Ba+2 

h 50/1 ± 8/29 5 Co+2 

i 26/1 ± 4/16 5 Fe+2 

g 49/1 ± 3/37 5 Al+3 

 (. P< 05/0دار است ) حروف کوچک غیرمشترک بیانگر وجود اختلاف معنی

ی 
اص

ص
خت

ت ا
عالی

ف
(U

/m
g
)

 

pH 

a 

ی 
سب

ت ن
عالی

ف
% 

pH 

 b 
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نتایج حاصل از بررسی اثر ها:  اثر بازدارنده

ها بر میزان فعالیت آنزیم تریپسین استخراج  بازدارنده

نشان  3شده از روده ماهی کیلکای معمولی در جدول 

شده است. میزان فعالیت آنزیم تریپسین نسبت به داده 

، SBTI ،TLCKهای  نمونه کنترل در حضور بازدارنده

PMSF داری داشت  و پارا آمینوبنزآمیدین کاهش معنی

(05/0>Pب .)که بین  طوری هSBTI  وTLCK  اختلاف

ها نسبت به  داری مشاهده نگردید و این بازدارنده معنی

PMSF داری  و پارا آمینوبنزآمیدین بازدارندگی معنی

فعالیت (. P<05/0را بر فعالیت آنزیم نشان دادند )

، A، پپاستاتین TPCKبازدارنده های آنزیم در حضور 

در مقایسه با نمونه کنترل  EDTAیدواستیک اسید و 

(. هر چند P>05/0)داری را نشان نداد  کاهش معنی

نزیم در حضور کاهش جزئی در میزان فعالیت آ

 یدواستیک اسید مشاهده گردید.بازدارنده 

 

 کننده بر میزان فعالیت آنزیم ترپیسین استخراج شده از روده ماهی کیلکای معمولی ها و عوامل اکسید اثر سورفاکتانت -2جدول 

(C. cultriventris caspia.) 

 عوامل اکسیدکننده وسورفاکتنت  (mM) غلظت فعالیت نسبی )%(

c00/0 ± 100 - کنترل 

ت
سورفاکتان

 

h 87/0 ±88/3 1 سدیم دودسیل سولفات 
b91/0  ±50/148 1 سدیم کولات 

a 46/0 ± 40/152 1 ساپونین 

d 73/0 ±01/95 1 عوامل اکسیدکننده سدیم پربورات
 

e64/0 ±91/68 5 

 f56/0± 22/59 10 پراکسید هیدروژن
g47/0± 60/45 15 

 (. P< 05/0دار است ) حروف کوچک غیرمشترک بیانگر وجود اختلاف معنی

 

 بر میزان فعالیت آنزیم ترپیسین استخراج شده از روده ماهی کیلکای معمولیها  ثیر انواع مختلف بازدارندهأت -3جدول 

(C. cultriventris caspia.) 

 )%(بازدارندگی  (mM) غلظت انواع بازدارنده

 d00/0 ± 0 - کنترل

PMSF 10 c28/0 ± 9/36 

SBTI 05/0 a31/0 ± 100 

TLCK 5 a30/0 ± 100 

 b35/0 ± 9/48 5 آمینو بنزآمیدین -پارا

TPCK 5 d00/0 ± 0 

 A 01/0 d00/0± 0 پپاستاتین

 d029 /0± 5/0 1 یدواستیک اسید

EDTA 2 d00/0 ± 0 

 (. P< 05/0دار است ) اختلاف معنیحروف کوچک غیرمشترک بیانگر وجود 
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 بحث

هایی هستند که فعالیت  ها ماکرومولکول آنزیم

کاتالیزوری آنها وابسته به دماست و در نتیجه دارای 

در این مطالعه دمای بهینه برای فعالیت خود هستند. 

تخلیص شده از  دمای بهینه فعالیت آنزیم تریپسین

تعیین گردید که  C°60روده ماهی کیلکای معمولی 

با نتایج ارائه شده توسط کیشیمورا و همکاران 

(، Engraulis japonicas( در آنچوی ژاپنی )2005)

 سرخو( در ماهی 2010و بنجاکول ) خانتافانت

(Lutjanus vitta)( در2012، کتاری و همکاران ) 

و  کلومکلاوو  (Salaria basilisca) زبرا بلنی ماهی

 Thunnus) ( در ماهی تون باله دراز2018بنجاکول )

alalunga) (25 و 19 ،12، 2) مطابقت داشت .

دهد دمای بهینه فعالیت آنزیم  ها نشان می بررسی

که  طوری هقرار دارد ب C°60-30تریپسین در محدوده 

 دمای (Cirrhinus mrigala) در ماهی کپور هندی

C°40-30 (16،) ماهی گربه (Luphiosilurus 

alexandri ) دمایC°50 (14ماهی گالیت ،) 

(Coryphaena hippurus)  دمایC°40 (7 و )

 C° 45 یدما (Arapaima gigas) ماهی پیراروکو

کیشیمورا و همکاران ( گزارش گردیده است. 3)

نشان دادند دمای بهینه فعالیت آنزیم تریپسین ( 2008)

، ماهیان مناطق C°60در ماهیان ساکن مناطق معتدله 

و ماهیان مناطق سردسیری  C°65-55گرمسیری 

C°50-45 که ماهی کیلکای  . از آنجائی(26) باشد می

های مناطق معتدله )دریای خزر(  معمولی ساکن آب

شد بنابراین دمای بهینه آن با دمای بهینه ماهیان با می

مناطق معتدله مطابقت دارد. البته تفاوت در دمای 

تواند ناشی از دمای زیستگاه ماهی،  فعالیت آنزیم می

سوبسترای مورد استفاده جهت سنجش فعالیت آنزیم 

 (. 2و همچنین شرایط آزمایشی باشد )

مای پایداری آنزیم تریپسین تخلیص شده از د

پایداری بود.  C°50روده ماهی کیلکای معمولی تا 

دمایی این آنزیم با پایداری دمایی آنزیم تریپسین در 

تریگر ماهی ، (Siniperca chuatsi) ماهی ماندارین

 ماهی کپور هندی، (Balistes capticus) خاکستری

(C. mrigala)، ماهی گربه (L. alexandri) ، ماهی

  ماهی گالیتو  (T. alalunga) تون باله دراز

(C. hippurus )و 14 ،10، 9، 7، 2) مشابهت داشت 

دهد پایداری دمایی  مطالعات انجام شده نشان می(. 16

و  C°40آنزیم تریپسین در ماهیان مناطق سردسیری تا 

 C°50در ماهیان مناطق گرمسیری و معتدله تا 

در  (inactivation) غیرفعال شدن آنزیمباشد.  می

تواند به دلیل از هم گسیختگی  می دماهای بالا احتمالاً

پایداری دمایی آنزیم باشد. ( Unfolding) ساختاری

آنزیم تریپسین در ماهیان ارتباط مستقیمی با دمای 

دهنده این واقعیت  تواند نشان زیستگاه ماهی دارد و می

البته دمای  باشد که ماهیان جانورانی خونسرد هستند؛

نسبت به دمای زیستگاه تواند  بهینه و پایداری آنزیم می

 (.28و  27ماهی بالاتر باشد )

بهینه برای فعالیت آنزیم تریپسین  pHمقدار 

بود.  8تخلیص شده از روده ماهی کیلکای معمولی 

( در 2005چنین نتایجی توسط کیشیمورا و همکاران )

، خانتافانت و (E. japonicasماهی آنچوی ژاپنی )

، (L. vitta) ( در ماهی سرخو2010بنجاکول )

 ( در ماهی کپور هندی2015)خانگمبام و چاکرابارتی 

(C. mrigala)  ( 2020سانتوس و همکاران ) دوسو

  گزارش گردید (C. hippurus) در ماهی گالیت

بهینه فعالیت آنزیم تریپسین  pH. (25و  16، 12، 7)

 سرخو(، 14) 9برابر ( L. alexandri) ماهی در گربه

(L. vitta) (12 برابر )ماهی تامباکویی5/8 ، 

(Colossoma macropomum) (6 )9 ، ماهی

ماهی تون ، 25/9( 3) (Arapaima gigas) پیراروکو

گزارش گردیده بود.  (2) (T. alalunga) باله دراز

( تریپسین در ماهیان 2000اساس مطالعه سیمپسون )بر

 5/10تا  5/7بین  pHویژه  هقلیایی ب pHمعمولاً در 
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. آنزیم تریپسین (29) باشد بهینه میدارای فعالیت 

متعلق به گروه پروتئازهای قلیایی است و تحت 

شرایط اسیدی ساختار و توزیع بار الکتریکی آن تغییر 

طور صحیح به سوبسترا  هتواند ب کرده و آنزیم نمی

 متصل شود.

آنزیم تریپسین تخلیص شده از روده  pHپایداری 

بود که با  7-10 ماهی کیلکای معمولی در محدوده

( در 2009جلولی و همکاران ) نتایج حاصل از مطالعه 

و  ، کتاری(B. capriscus) تریگر خاکستریماهی 

، (S. basilisca) ( در زبرا بلنی2012همکاران )

  ماهی ( در گربه2016سانتوس و همکاران،  )دوس

(L. alexandri،) ( 2018کلومکلاو و بنجاکول)  در

سانتوس  دوسو  (T. alalunga)ماهی تون باله دراز 

( C. hippurus) ( در ماهی گالیت2020و همکاران )

پایدری آنزیم  .(19و  14، 10، 7، 2) مطابقت داشت

تواند با بارالکتریکی آنزیم در  خصوص می هب pHدر 

شدت اسیدی و  ههای بpHمرتبط باشد. در  pHآن 

قلیایی، دفع الکترواستاتیک بین مولکولی قوی از طریق 

القاء بار الکتریکی سبب تورم و از هم گسیختگی 

در ماهیان نسبت اسید (. 16) شود ساختار آنزیم می

های اسیدی به قلیایی در آنزیم تریپسین بالاتر از  آمینه

پستانداران است و بهمین دلیل تریپسین آنزیم تریپسین 

های  pHهای اسیدی ناپایدار بوده و در  pHماهیان در

 باشد. قلیایی دارای پایداری مناسبی می

ها بر فعالیت  نتایج حاصل از بررسی اثر بازدارنده

آنزیم تریپسین تخلیص شده از روده ماهی کیلکای 

 و SBTI) های اختصاصی معمولی نشان داد بازدارنده

TLCKثیر مهارکنندگی کاملی بر فعالیت این آنزیم أ( ت

ها تا حدی از فعالیت آنزیم  داشتند ولی سایر بازدارنده

جلوگیری کرده و یا اثر بازدارندگی بر فعالیت آنزیم 

نداشتند. نتایج این مطالعه با مطالعات انجام شده در 

 Diapterus) ای ، موجارا نقره(L. vitta) ماهی سرخو

rhombeus) ،زبرا بلنی (S. basilisca)،  کپور هندی

(C. mrigala) تون باله دراز ،(T. alalunga) و 

، 7، 2مطابقت داشت ) (C. hippurus) ماهی گالیت

پپتیدی  پلی SBTIبازدارنده (. 30و  19، 16، 12

پذیر  زنجیره و نوعی بازدارنده رقابتی و برگشت تک

باشد که کمپلکسی پایدار با  برای آنزیم تریپسین می

آنزیم ایجاد کرده و منجر به کاهش دسترسی آنزیم به 

 TLCK. بازدارنده (31گردد ) میسوبسترای واقعی 

ناپذیر برای آنزیم تریسپین بوده  یک بازدارنده برگشت

که از طریق تشکیل پیوند کووالانسی با اسید آمینه 

هیستیدین در جایگاه فعال آنزیم باعث مسدود شدن 

 (.32شود ) این جایگاه جهت اتصال به سوبسترا می

دارای اثر مهارکنندگی بر فعالیت  PMSF بازدارنده

تواند از  آنزیم تریپسین بود که نشان داد این پروتئاز می

دسته پروتئازهای سرین باشد. پروتئازهای سرین 

های پروتئازی هستند که در جایگاه  ای از آنزیم دسته

ها اسید آمینه سرین در مرکز فعالیت  فعال آن

 (.8کاتالیزوری قرار دارد )

های فلزی نشان داد  نتایج حاصل از بررسی یون

های کلسیم و منیزیم باعث افزایش فعالیت آنزیم  یون

تریپسین تخلیص شده از روده ماهی کیلکای معمولی 

های فلزی اثر  که سایر یون گردیدند در حالی

آنزیم داشتند و یا مانند سدیم و  بازدارندگی بر فعالیت

ثیری بر فعالیت آنزیم نشان ندادند. این أپتاسیم ت

ها با نتایج حاصل از مطالعه لو و همکاران  یافته

، کتاری و (S. chuatsi) ( در ماهی ماندارین2008)

( S. basilisca) در ماهی زبرا بلنی( 2012همکاران )

 گالیت ( در ماهی2020سانتوس و همکاران ) دوس و

(C. hippurus) در (19و  9، 7) همخوانی دارد .

های فلزی بر فعالیت آنزیم تریپسین  ارتباط با اثر یون

عنوان کوفاکتور  هتوانند ب ها می باید اشاره نمود آن

شده و یا در برخی موارد باعث افزایش فعالیت آنزیم 

های  که یون طوری هفعالیت آنزیم را کاهش دهند؛ ب

شوند در  کلسیم و منیزیم باعث افزایش فعالیت آن می
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که برخی مانند جیوه و مس از فعالیت آنزیم  حالی

توانند  های فلزی می (. یون33نمایند ) جلوگیری می

تغییر جریان الکترون در یک  ثری از طریقؤطور م به

سوبسترا یا آنزیم واکنش کاتالیز شده را کنترل نموده و 

های عامل موجود در جایگاه فعال  با توجه به گروه

آنزیم در اتصال آن به سوبسترا نقش داشته باشند. 

ای  گونه هتوزیع بار در جایگاه فعال یک آنزیم ب معمولاً

شده نسبت به است تا وضعیت گذار واکنش کاتالیز 

(. آبیتا و همکاران 34سوبسترا را تثبیت نماید )

 تواند به  ( نشان دادند یون کلسیم می1969)

N-terminal  تریپسینوژن متصل شده و بدون تغییر در

 –ساختار آن، باعث افزایش میل ترکیبی پیوند لایزین

. (35) شود یایزولوسین جهت هیدولیز با تریپسین م

ها مانند کبالت بخش سولفیدریل آنزیم را  برخی یون

ثیر قرار داده و بازدارندگی بالایی را بر فعالیت أت تحت

های فلزی بر  اثیر یونأالبته ت(. 36کنند ) آنزیم اعمال می

های مختلف  در گونهمیزان فعالیت آنزیم تریپسین 

چنین  ماهیان ممکن است تابع گونه ماهی و هم

 (.16های غذایی و زیست محیطی آن باشد ) سازگاری

عوامل مختلفی در انتخاب یک آنزیم جهت 

توان به  استفاده در مواد شوینده دخیل هستند که می

ترکیباتی مانند سازگاری و پایداری آن در حضور 

سورفاکتانت و عوامل اکسیدکننده اشاره کرد. فعالیت 

آنزیم تریپسین تخلیص شده از روده ماهی کیلکای 

افزایش  SDSجز  هها ب معمولی در حضور سورفاکتانت

 یافت. این نتایج با نتایج بدست آمده در ماهیان 

 (، تامباکویی10) (B. capriscus) تریگر خاکستری

(C. macropomum) (6و زبرا بلنی ) (S. basilisca) 

دهد  ها نشان می ( همخوانی دارد. بررسی19)

های بالا باعث دناتوره شدن  ها در غلظت سورفاکتانت

ین تغییری در یهای پا شوند ولی در غلظت ها می آنزیم

ساختار آنزیم ایجاد نکرده و حتی سبب افزایش جزئی 

تواند  این امر می شوند که احتمالاً در فعالیت آنزیم می

هایی از آنزیم که  دلیل تجمع این ترکیبات در مکان هب

از  SDS(. 37حاوی انرژی بالایی هستند رخ دهد )

کووالانس موجود در آنزیم طریق تخریب پیوند غیر

طور  شود که به سبب ایجاد یک شارژ منفی جدید می

داری نسبت به شارژ اولیه آنزیم بالاتر است.  معنی

نتایج این مطالعه نشان داد که آنزیم تریپسین تخلیص 

شده از روده ماهی کیلکای معمولی در حضور عوامل 

اکسیدکننده )سدیم پربورات و پراکسید هیدروژن( 

پایدار بوده و از فعالیت آن کاسته شد. چنین نتایجی نا

(، 10) (B. capriscus) در ماهیان تریگر خاکستری

  ( و زبرا بلنی6) (C. macropomum) تامباکویی

(S. basilisca) (19 نیز گزارش ) گردید. بسیاری از

پروتئازها در حضور عوامل اکسیدکننده مانند پراکسید 

که پایداری نسبی  طوری ههیدروژن ناپایدار هستند؛ ب

تواند  یک آنزیم در حضور عوامل اکسیدکننده می

عنوان یک ویژگی بسیار مهم برای استفاده احتمالی  هب

(. عوامل اکسیدکننده 10از آن در مواد شوینده باشد )

ها واکنش قوی  های تیول در آنزیم توانند با گروه می

های آزاد باعث  داشته باشند و با تشکیل رادیکال

ها شوند که این امر با جذب اتم  اکسیدشدن آنزیم

هیدروژن موجود درکربن آلفا منجر به دناتوره شدن 

 (.38شود ) آن می

 های بیوشیمیایی دست آمده از مطالعه ویژگی هنتایج ب

آنزیم تریپسین تخلیص شده از روده ماهی کیلکای 

تواند در آینده برای  معمولی نشان داد که این آنزیم می

چنین  ها و هم استفاده در صنایع مخلتف مانند شوینده

فعال با  در صنایع غذایی جهت تولید پپتیدهای زیست

 سیدانی مدنظر قرار گیرد. فعالیت ضداک
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