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About 7 to 8% of the body weight of tuna fish is the digestive tract 
and it is an economic source for lipase enzyme extraction. Enzyme 

extraction was done using Tris hydrochloride buffer (25 mM with pH; 

7.8). Then the crude extract was precipitated and dialyzed in the range of 

saturation between 30, 45 and 60% ammonium sulfate. For further 

purification, ion exchange chromatography using a DEAE-CMC column 

with dimensions (2.5 × 30 cm) and gel filtration chromatography using a 

Sephadex G-100 column (1.8 × 80 cm) were used. Purified lipase 

enzymes obtained by precipitation with ammonium sulfate 30, 45 and 
60%, respectively, have molecular weight (68.3, 38.41, and ND KDa), 

pH (7.1, 6.9, and 7.4), The optimal temperature (55, 42 and 38 °C)  

and specific enzyme activity (3.42, 2.8 and 1.4 U/mg) were using 

paranitrophenyl palmitate (pNPP) as a substrate. The results indicate the 

possibility of extracting and purifying lipase enzyme from the digestive 

system of aquatic animals with suitable biochemical characteristics for 

use in chemical and food industries. 
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‌های‌کلیدی:‌‌واژه

 آنزیم لیپاز روده، 

 تبادل یونی، 

 فیلتراسیون، 

 وزن مولکولی، 

    هوور مسقطی
 

عنوان یک  دهد و به درصد وزن بدن تون ماهیان را مجاری گوارشی تشکیل می 8تا  7حدود 

باشد. استخراج آنزیم با استفاده از بافر تریس  میمنبع اقتصادی برای استخراج آنزیم لیپاز 

(، انجام شد. سپس عصاره خام در محدوده اشباع بین 8/7؛ pHمولار با  میلی 25هیدروکلرید )

تر از  سازی بیش درصد سولفات آمونیوم رسوب کرده و دیالیز گردید. برای خالص 60و  45، 30

متر(  سانتی 5/2 × 30با ابعاد ) DEAE-Celluloseکروماتوگرافی تبادل یونی با استفاده از ستون 

متر( استفاده  سانتی 80×8/1) Sephadex G-100و کروماتوگرافی فیلتراسیون ژل توسط ستون 

درصد  60و  45، 30فات آمونیوم های لیپاز خالص شده حاصل از ترسیب با سول شد. آنزیم

(، دمای 4/7و  1/7 ،9/6) pHتون(، کیلودال NDو  41/38، 3/68ترتیب دارای وزن مولکولی ) به

( با U/mg 1/4و  8/2، 42/3گراد( و فعالیت ویژه آنزیمی ) درجه سانتی 38و  42، 55بهینه )

عنوان سوبسترا بود. نتایج بیانگر امکان استخراج و  ( بهpNPPاستفاده از پارانیتروفنیل پالمیتات )

های بیوشیمیایی مناسب جهت استفاده در  تخلیص آنزیم لیپاز از دستگاه گوارش آبزیان با ویژگی

 باشد. صنایع شیمیایی و غذایی می
 

( ا  ر ده ناایی یار ر نطا  ی    EC 3.1.1.3اساتر ا    خریایآ زیا لی لی اا  )     (.1403) اله، کااممی دنناه، بها ا     بهمنی، ذبیحاستناد: 

(Katsuwenus pelamis) .115-128(، 3) 13، ب داري   پ  رش زب لان یش له به ه. 

                        DOI: 10.22069/japu.2023.21688.1812 
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 مقدمه

ها، کاتالیزورهای زیستی هستند که در شرایط  آنزیم

هایی را که در  و سوبسترا، واکنش pHمناسب دمایی، 

کنند.  صورت تخصصی تسریع می کنند به آن شرکت می

محصولات، ها برای افزایش کیفیت  بر این، آنزیم علاوه

زیست  تر بر محیط ثیر کمأهای تولید و ت کاهش هزینه

ها در  کنند و در نتیجه استفاده از آنزیم کار می

های لیپاز  یابد. آنزیم های کاربردی افزایش می زمینه

توسط کلود برنارد زمانی که  1956اولین بار در سال 

نقش پانکراس را در هضم چربی مطالعه کرد، کشف 

ها و  های لیپاز بر روی هیدرولیز چربی (. آنزیم1شد )

ها گلیسرول و اسیدهای چرب  ها به اجزای آن روغن

کنند. لیپاز )تری آسیل گلیسرول آسیل هیدرولاز،  کار می

EC 3.1.1.3استری در  ( هیدرولیز پیوندهای کربوکسیل

کند تا دی اسیل  ها را کاتالیز می تری گلیسرول

گلیسرول، اسیدهای چرب مونوآسیل گلیسرول و 

( در 2گلیسرول در شرایط آبی و سنتز استرها )

های آلی تولید کند. با توانایی آن در تحریک  حلال

هیدرولیز پیوندهای آبی در سطح مشترک ماده 

شود  نامحلول و فاز آبی که در آن آنزیم حل می

ین توانایی معکوس کردن چن شود، هم مشخص می

که  طوری های آلی را دارد، به ها با حضور حلال واکنش

های استیل بین استیل  باعث تبادل استرها یا گروه

شود  های مختلف می ها، استرها و آمین گلیسرول، الکل

های لیپاز در صنایع غذایی و کاتالیزورهای  (. آنزیم3)

اند. لیپاز  جه زیادی را به خود جلب کردهبیولوژیکی تو

عنوان کاتالیزور  در صنایع غذایی، نقش اصلی را به

تر و  کنند و ایمن فرآیندهای بیولوژیکی ایفا می

سازگارتر با محیط زیست هستند. در چند دهه گذشته 

دلیل عملکرد مفید آن در فرآوری و بهبود کیفیت  به

لید مواد غذایی ای در تو طور فزآینده محصولات، به

(. در دو دهه اخیر، 4مورد استفاده قرار گرفته است )

های  مطالعات زیادی بر استخراج و تخلیص آنزیم

ویژه آبزیان  هآمیلاز، پروتئاز و لیپاز از انواع آبزیان ب

آلای  (، قزل6و  5کپور معمولی ) تجاری مانند

(، 9و  8(، ساردین و کیلکای معمولی )7کمان ) رنگین

(، 14و  13، 12، 11، 10زرده، تون باله آبی و گیدر )

( و سپر 18 و 17(، تیلاپیا )16و  15کفال خاکستری )

آوری  دلیل تمرکز محل جمع هب(، 19ماهی دم گزنده )

ها،  آوری و فرآوری آن ضایعات حاصل از عمل

عنوان منابع اولیه تولید آنزیم صورت گرفت.  هب

دهد  مطالعات انجام شده بر روی لیپاز ماهی نشان می

های متفاوتی نسبت به  مکن است واکنشها م که آن

اسیدهای چرب موجود در پستانداران، گیاهان و 

طور فعال  ها داشته باشند، زیرا لیپاز ماهی به میکروب

اشباع با زنجیره بلند و  در تجزیه اسیدهای چرب غیر

ها این است که  نزیمآچنین مزیت ویژه این نوع از  هم

کند و نیازی به  و دما عمل می pHدر طیف وسیعی از 

های ماهی  مواد کمکی ندارد. محصولات جانبی بافت

فقرات، امعاء و احشاء، پوست و مانند سر و ستون 

هایی پپتیدی  ویژه غدد گوارشی منبع غنی انواع آنزیم به

ت متمرکز بر حال، مطالعا مانند لیپاز هستند. با این

نظر  آبزیان بسیار محدودتر بهسازی لیپازهای  خالص

(. با توجه به اهمیت اقتصادی لیپاز این 20رسد ) می

مطالعه با هدف شناسایی شرایط بهینه استخراج و 

سازی آنزیم از روده هوور مسقطی  خالص

(Katsuwenus pelamis)  و تعیین برخی از

 خصوصیات بیوشیمیایی آن انجام شد.

 

 ها مواد و روش

گوارشی ماهی هوور مسقطی  مجرای:‌استخراج‌آنزیم

(Katsuwenus pelamis( به مقدار ) g20 ± 325 )

از کارخانه تون ماهی ساحل بندرعباس تهیه و همراه 

با یخ به آزمایشگاه فرآوری آبزیان پژوهشکده 

 فارس و دریای عمان منتقل شد.  اکولوژی خلیج
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‌
‌.شسته‌شده‌جهت‌استخراج‌آنزیم‌لیپاز‌آوری‌و‌روده‌جمع‌-1شکل‌

 

فرآیند استخراج طبق روش موریسی و اوکادا 

( انجام شد. در ابتدا با استون سرد شده برای 21)

حذف چربی و هرگونه مواد ناخواسته دیگر استفاده 

: pHافر استخراج با شد. مجرای گوارش تازه توسط ب

(، Tris-HClمولار تریس هیدروکلراید ) میلی 25) 8/7

بنزآمیدین، گلیسرول و اتیلین دی آمین تترا استیک 

مدت  ( مخلوط شد، به3:1(( با نسبت )EDTAاسید )

ساعت همگن شد، قطعات بزرگ توسط کاغذ  1

(Wathman, No 2, Merck, Germany فیلتر )

دقیقه سانتریفیوژ  30 مدت به g 5000 شدند و در

شدند تا حذف شوند. قطعات درشت مایع رویی 

 عنوان عصاره خام تعیین شد. به

‌تخلیص‌آنزیمی برای رسوب آنزیم خام از سولفات :

درصد اشباعیت استفاده شد.  60و  45، 30آمونیوم 

گراد توسط  درجه سانتی 4تا  2این فرآیند در دمای 

( M.J54, Pars Azma, Iranهمزن مغناطیسی )

ساعت ادامه داشت. پس از آن، مخلوط در  1مدت  به

 Centrifugeدقیقه سانتریفیوژ ) 20به مدت گرم  10000

5010 R, eppendorf, Germany،با دقت مایع  ( شد

رویی دور ریخته شد آنزیم رسوب سولفات آمونیوم در 

مدت  به (;pH 7مولار و  2/0برابر بافر فسفات پتاسیم )

گراد( دیالیز  سانتی 4 ± 2ساعت در شرایط سرد ) 24

(, Sigma Alderich, USA12400D شد. ستون )

DEAE - Cellulose-A50( 30×  5/2، با ابعاد ،)

تهیه شد،  GE Healthcareمطابق دستورالعمل شرکت 

 (DEAE - Celluloseگرم پودر خشک ) 4که در آن 

( معلق ;pH 7مولار با  2/0)در بافر فسفات پتاسیم 

(. پس از تعادل ستون، آنزیم غلیظ به آرامی بر 21شد )

های سلولزی اعمال شد. ستون توسط  روی سطح دانه

های غیرقابل  بافر فسفات پتاسیم شسته شد تا پروتئین

ور کنند. کلکتور فراکشن برای اتصال از آن عب

بخش با سرعت جریان  لیتر برای هر میلی 3آوری  جمع

لیتر در ساعت تنظیم شد. شستشو با استفاده  میلی 40

مولار حل شده در محلول  1تا  1/0) از گرادیان نمکی

افزایش  ( در حال;pH 7مولار با  2/0بافر فسفات پتاسیم 

های محدود شده به  پیوسته برای آزادسازی سایر پروتئین

آید، سنجش فعالیت لیپاز با استفاده  دست می ستون به

 سنجش میزان جذب و فعالیت آنزیمی هر فراکسیون 

نانومتر توسط اسپکتروفتومتر  280در طول موج 

(CECIL Elegant Technology, England) 

های دارای فعالیت آنزیمی  گیری شد. فراکسیون اندازه

فیه گراد برای مرحله بعدی تص درجه سانتی 4در دمای 

برای تهیه  Sephadex G-100نگهداری شدند. از 

متر(  سانتی 80×  8/1ستون فیلتراسیون ژل )با ابعاد 

 GE Healthcareاستفاده شد که طبق دستورالعمل 

 2/0تهیه شد. سوسپانسیون با بافر فسفات پتاسیم 
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ای  رقیق شد و با یک میله شیشه ;pH 7مولار در 

ن ساخته شود. همزده شد تا یک سوسپانسیون همگ

 40ستون با استفاده از همان بافر با سرعت جریان 

ساعت متعادل شد. پس  5مدت  لیتر در ساعت به میلی

لیتر از محلول آنزیم به  میلی 3سازی ستون،  از آماده

آرامی به سطح ستون اضافه شد و با استفاده از بافر 

 40با سرعت جریان  ;pH 7مولار فسفات پتاسیم  2/0

لیتر در ساعت شسته شد. چگالی نوری )در طول  میلی

نانومتر(، و فعالیت آنزیم برای هر بخش  280موج 

دهنده فعالیت جمع  های نشان تعیین شد. فراکسیون

 گراد نگهداری شدند.  درجه سانتی 4شده و در دمای 

‌تعیین‌وزن‌مولکولی‌لیپاز :SDS-PAGE  بر اساس

( انجام شد. محلول آنزیم با بافر 22روش لاملی )

(، Tris-HClمولار تریس هیدروکلراید ) 125/0نمونه 

8/6 pH; درصد 4؛ SDS 10گلیسرول؛  درصد 20؛ 

دقیقه توسط  3مدت  ( مخلوط و بهβME درصد

(Thermoblock B-516 H, ASTEK, England )

انباشته  درصد 4های  جوشانده شد. نمونه بر روی ژل

کننده بارگذاری شد و تحت  جدا درصد 12و 

آمیزی و  رنگ ها متعاقباً الکتروفورز قرار گرفت. ژل

 (. 23نگهداری شدند )

‌آنزیمی ‌فعالیت ‌سنجش  برای سنجش فعالیت :

 mM65/1 محلول سوبسترا )لیتر  میلی 1آنزیم لیپاز، 

( در Sigma, USAپارانیتروفنیل پالمیتات )

 -ستری mM 50بافر )لیتر  میلی 9پانول، ایزوپرو

و  X- 100درصد تریتون pH 8 ،10هیدروکلرید با 

mM 20 pNPP و )µL 20  نمونه آنزیمی مخلوط

گراد  درجه سانتی 37شد. پس از انکوباسیون در دمای 

سپس با دستگاه اسپکتروفتومتر دقیقه  20مدت  به

(CECIL Elegant Technology, England در )

 (.24گرفت )قرائت انجام نانومتر  410طول موج 

 

(1) (U/mg)فعالیت اختصاصی آنزیم لیپاز =
میزان جذب × 1000 × (ml)حجم مخلوط واکنش

17500 × (𝑚𝑖𝑛)زمان واکنش × (𝑚𝑔/𝑚𝑙)میزان پروتئین
 

 

‌پایداری ‌و ‌بهینه ‌دمای ‌لیپاز‌تعیین ‌فعالیت  :برای

محلول سوبسترا و بافر را با نمونه آنزیمی ترکیب کرده 

، 50، 40، 30، 20 ،10در دماهای دقیقه  20مدت  و به

انکوباسیون گردید سپس گراد  درجه سانتی 70و  60

 انجام شد ونانومتر  410 قرائت نوری در طول موج

 30مدت  برای تعیین دمای پایداری ابتدا نمونه آنزیم به

 70و  60، 50، 40، 30، 20 ،10در دماهای دقیقه 

انکوباسیون گردید و در پایان دوره گراد  درجه سانتی

انکوباسیون نمونه آنزیمی به سرعت سرد شد و با 

در دقیقه  20مدت  بافر ترکیب و به -امخلوط سوبستر

انکوباسیون شد سپس در گراد  درجه سانتی 37دمای 

 (.24قرائت شد )نانومتر  410طول موج 

فعالیت نسبی آنزیم در دماهای مختلف به روش 

 شود: زیر محاسبه می
 

= فعالیت نسبی(%) (2)
فعالیت اختصاصی آنزیم لیپاز در نمونه حرارت داده 

فعالیت اختصاصی آنزیم لیپاز در نمونه شاهد
 

 

برای  :برای‌فعالیت‌لیپاز پایداریبهینه‌و‌ pH تعیین

( و بافر pNPPمحلول سوبسترا )بهینه ابتدا،  pHتعیین 

(Tris-HCl, Triton 100را با نمونه آنزیمی )  ترکیب

و  10، 8، 6، 4، 2های pHدر دقیقه  30مدت  کرده و به

در گرمخانه نگهداری شد سپس قرائت نوری توسط  ،12

 ,CECIL Elegant Technology) اسپکتروفتومتر
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England )انجام شد. نانومتر  410 در طول موج

پایداری ابتدا نمونه آنزیم  pHتعیین  چنین جهت هم

، 12و  10، 8، 6، 4، 2های pHدر دقیقه  30به مدت 

و در پایان دوره انکوباسیون نمونه  انکوباسیون گردید

 مدت  بافر ترکیب و به -اآنزیمی با مخلوط سوبستر

انکوباسیون گراد  درجه سانتی 37در دمای دقیقه  20

(. 24قرائت شد )نانومتر  410شد سپس در طول موج 

فعالیت نسبی آنزیم در دماهای مختلف به روش زیر 

 شود. محاسبه می

های مختلف به روش  pHفعالیت نسبی آنزیم در

 شود: زیر محاسبه می

 

= فعالیت نسبی(%) (3)
فعالیت اختصاصی آنزیم لیپاز در pH های مختلف  

فعالیت اختصاصی آنزیم لیپاز در نمونه شاهد
 

‌

‌آماری ‌تحلیل ‌و ‌تجزیه  ها  تجزیه و تحلیل داده:

 های  و آزمون SPSS V22 افزار با استفاده از نرم

One Way Anova  وDuncan ها  انجام شد و داده

 ( گزارش شد.=3M±SD, nصورت ) به

 
 نتایج

 میزان پروتئین،:‌سازی‌آنزیم‌استخراج،‌تغلیظ‌و‌خالص

فعالیت اختصاصی، بازده استخراج و تخلیص آنزیم 

لیپاز تولیدشده از روده هوور مسقطی با سولفات 

، گزارش 1درصد در جدول  60و  45، 30آمونیوم 

(، فعالیت اختصاصی mg/mlشد. میزان پروتئین )

(U/mg( بازده ،)و مقدار تخلیص بهدرصد )  ترتیب در

، ILE30 (3/6(، 1و  1، 45/0، 6/15عصاره خام )

و  ILE45 (5/1 ،8/2 ،056/0(، 6/7و  247/0، 42/3

( گزارش 11/9و  45/4 ،1/4 ،271/0) ILE60( و 2/6

های لیپاز  شد. میزان بازده و تخلیص در مورد آنزیم

تفاوت بین سه تیمار  روده داری روند افزایشی بوده و

، افزایش حجم 2باشد. شکل  ( می>05/0Pدار ) معنی

چنین  شده، هم عصاره آنزیمی استخراج و تخلیص

افزایش فعالیت ویژه لیپاز روده هوور مسقطی با 

، ILE30 درصد سولفات امونیوم در سه تیمارافزایش 

ILE45  وILE60 که  نحوی دهد به را نشان می

ترین حجم استخراج و بالاترین فعالیت آنزیمی،  بیش

 مشاهده شد. ILE60در تیمار 

 
‌.(‌هوور‌مسقطیILEهای‌شیمیایی،‌درصد‌بازده‌استخراج‌و‌تخلیص‌لیپاز‌روده‌)‌ویژگی‌-1جدول‌

 (Foldتخلیص ) درصدبازده  (U/mgفعالیت اختصاصی ) (mg/mlپروتئین ) (mlحجم ) مراحل تخلیص

240±6/24 عصاره خام a 
* 35/1±6/15 a 07/0±45/0 d 1a 1d 

3/19±65/0 درصد 30آنزیم  c 28/0±3/6 a 35/0±42/3 b 247/0 b 6/7 b 

5/22±5/1 درصد 45آنزیم  bc 06/0±5/1 c 23/0±8/2 c 056/0 c 2/6 c 

1/25±7/1 درصد 60آنزیم  b 61/0±45/4 b 17/0± 1/4 ab 271/0 ab 11/9 a 
 (، ILE30) 30( بین عصاره خام، آنزیم لیپاز استخراج شده با >05/0Pدار ) حروف کوچک بیانگر وجود و یا عدم وجود تفاوت معنی *

45 (ILE45 و )60 ( درصد سولفات آمونیومILE60می ) باشد 
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‌
‌درصد‌‌60(‌و‌ILE45)درصد‌‌45(،‌ILE30درصد‌)‌30میزان‌عصاره‌آنزیمی‌و‌فعالیت‌ویژه‌آنزیم‌لیپاز‌روده‌با‌‌-2شکل‌

‌.(ILE60)‌سولفات‌آمونیوم

 

‌روده ‌لیپاز ‌مولکولی ‌وزن نتایج وزن مولکولی :

( استخراج شده از روده هوور 3های لیپاز )شکل  آنزیم

درصد سولفات  60و  45، 30های  مسقطی با غلظت

، 2در شکل  SDS-PAGEآمونیوم با استفاده از 

گزارش شد. وزن مولکولی آنزیم لیپاز روده در ژل 

و  ILE30، KDa 3/68درصد، در تیمار  5/12

ILE45 ،KDa 41/38  گزارش شد و در مورد لیپاز

ILE60  هیچ باندی درSDS-PAGE   .مشاهده نشد 

 

‌
‌درصد.‌5/12(‌استخراج‌و‌تخلیص‌شده‌در‌ژل‌پلی‌اکریل‌آمید‌ILE60و‌‌ILE30‌،ILE45وزن‌مولکولی‌لیپاز‌روده‌)‌-3شکل‌

 

نتایج بررسی دمای :‌دمای‌بهینه‌و‌پایداری‌لیپاز‌روده

های لیپاز استخراج شده از روده  بهینه و پایداری، آنزیم

نشان داده شد. دمای بهینه  4هوور مسقطی در شکل 

ILE30 ،ILE45  وILE60 38و  42، 55ترتیب  به 

 ILE30 ،ILE45و بازه دمای پایداری گراد  درجه سانتی

( و C°70-50( ،)C° 55-30ترتیب ) به ILE60 و

(C° 65-30گزارش شد. آنزیم )  ها در دمای بهینه

دهند. بالاترین دمای  ترین فعالیت از خود نشان می بیش

ترین دما بهینه متعلق  و کم ILE30نزیم آبهینه برای 

ILE60 ها  های بارز این نوع آنزیم بود. یکی از ویژگی

باشد  میگراد  سانتی درجه 70تا  30تحمل دمایی در بازه 

 باشد. ها می که بهترین دما برای فعالیت آنزیم

ILE30 ILE45 ILE60

ژه 
وی

ت 
الی

فع
 (

U
/m

g
) 

ی 
یم

نز
ه آ

ار
ص

ع
 (

m
l

) 

 فعالیت ویژه عصاره آنزیمی
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‌
‌.(‌در‌دماهای‌مختلفILE60)‌درصد‌سولفات‌آمونیوم‌60و‌(‌ILE45درصد‌)‌45(،‌ILE30درصد‌)‌30فعالیت‌نسبی‌لیپاز‌روده‌با‌‌-4شکل‌

 
pHمقادیر  5 شکل:‌بهینه‌و‌پایداری‌لیپاز‌روده‌pH 

بهینه و پایداری فعالیت لیپاز روده هوور مسقطی را 

بهینه و پایداری برای لیپاز  pHدهد. میزان  نشان می

، 1/7ترتیب ) به ILE60و  ILE30 ،ILE45 روده

( گزارش شد. 6-8، 4/7( و )8-5/6، 9/6(، )5/8-7

 9تر از  و بیش 5/3تر از  کم pHفعالیت آنزیمی در 

بهینه  pHشدت کاهش یافت. با توجه به نتایج، بازه  به

 های لیپاز روده هوور مسقطی و پایداری برای آنزیم

 بود.  6-5/8و  9/6-4/7ترتیب  به

 

 
‌.های‌مختلفpH(‌در‌ILE60)‌درصد‌سولفات‌آمونیوم‌60(‌و‌ILE45درصد‌)‌45(،‌ILE30درصد‌)‌30فعالیت‌نسبی‌لیپاز‌روده‌با‌‌-5شکل‌

 

‌

10 20 30 40 50 60 70 

ی 
سب
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الی
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(
 

 (درجه سانتیگراد)دما 
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 بحث

ها نقش محوری در صنایع غذایی، شیمیایی  آنزیم

توسعه صنعت سبز، پایدار و  فناوری دارند که و زیست

(. بازار جهانی آنزیم در 25کنند ) مدرن را تسهیل می

( که در سال 26میلیارد دلار بود ) 6به  2017سال 

شود  بینی می پیشمیلیارد دلار رسید،  008/9، به 2019

یلیارد دلار برسد م 815/13به ارزش  2027تا سال 

های عرضه شده در  درصد آنزیم 60(. از 27و  14)

درصد  20 های لیپاز ، آنزیم2018سراسر جهان در سال 

( آنزیم لیپاز، پس از 28را به خود اختصاص دادند )

از در بازار جهانی آنزیم در رتبه سوم آمیلاز و پروتئ

(. یکی از کاربردهای ضروری و 29قرار گرفتند )

های فنی )لیپاز، آمیلاز و پروتئاز( در  سودآور آنزیم

تولید مواد شوینده است که در آن اندازه کل بازار 

میلیارد دلار بود و در سال  11/1 2016جهانی در سال 

( و نرخ 27میلیارد دلار افزایش یافت ) 33/1 به 2021

در درصد  5/11( تقریباً CAGRرشد سالانه ترکیبی )

(. ترسیب با سولفات 30بود ) 2020-2015طول 

آمونیوم یکی از مراحل ابتدایی برای تخلیص 

های مزاحم  پروتئینها و جداسازی برخی از  پروتئین

(. چون سولفات آمونیوم پس از انحلال 31باشد ) می

کند که با پروتئین بر سر  هایی تولید می در اب، یون

های بالاتر  کند و در غلظت اتصال با آب رقابت می

تواند آب را از دسترس پروتئین خارج نماید. که  می

کند در این  تری رسوب می بیشدر نتیجه پروتئین 

 60و  45، 30پروژه سولفات آمونیوم با سه غلظت 

هایی که  درصد استفاده شد که در مرحله اول پروتئین

کنند و  باشند رسوب می دارای خاصیت آبگریزی می

تری رسوب  های بیش درصد پروتئین 45در غلظت 

های  درصد بر میزان پروتئین 60کنند و در غلظت  می

ها با توجه به تیمار‌(.32شود ) کرده افزوده میرسوب 

درصد  60میزان پروتئین رسوب کرده در تیماره 

بازده استخراج ‌باشد. تر می نسبت دو تیمار دیگر بیش

روده با سولفات  و تخلیص آنزیم لیپاز تولید شده از

، 1ول در جد 60و  45، 30آمونیوم با درصدهای 

آورده شد. میزان بازده استخراج و تخلیص در مورد 

 60و  45، 30های لیپاز روده با درصد ترسیب  آنزیم

، 247/0درصد سولفات آمونیوم به ترتیب برای روده )

درصد( دارای روند افزایشی بوده  271/0و  056/0

دلیل افزایش میزان درصد  است بازده استخراج به

تهایی به دلیل افزایش سولفات آمونیوم و در مراحل ان

فعالیت آنزیمی دارای روند افزایشی بود. اما در مورد 

طور که می دانید عمل دیالیز باید قبل  تخلیص، همان

از انتقال نمونه به ستون کروماتوگرافی انجام گیرد، 

هایی با  زیرا با این عمل از تشکیل باند بین پروتئین

نظر  آنزیم موردکیلودالتون با  10تر از  مولکولی کم وزن

که، عصاره  (. با توجه به این33گردد ) جلوگیری می

آنزیمی به دفعات تحت فیلتراسیون، اولترافیلتراسیون 

، گراد درجه سانتی 2و دمای دور در دقیقه  10000با 

است بنابراین  دیالیز و ستون کروماتوگرافی قرار گرفته

ایجی را شاهد افزایش میزان تخلیص بوده و چنین نت

استخراج آنزیم لیپاز از زوائد پیلوریک  های پژوهشدر 

(، پروتئاز و لیپاز از امعاء و احشاء تون 7آلا ) ماهی قزل

(، دیده شد. در 14) (Euthynnus affinis)زرده 

ترسیب آنزیم تریپسین از ضمائم پیلوریک  های پژوهش

 30( میزان .Sardinops sagax Cساردین مونتری )

درصد سولفات آمونیوم استفاده شد که در نتیجه  70تا 

درصد  73و  3/1ترتیب  ن میزان تخلیص و بازده بهآ

(. کروماتوگرافی ستونی با ژل 34گزارش شد )

ها به درون  راسیون بر مبنای قابلیت ورود مولکولفیلت

منافذ ژل بستر استوار است و ترکیبات با وزن 

های شوند در  توانند وارد حفره زیاد نمیمولکولی 

سرعت همراه فاز متحرک از ستون خارج  هنتیجه ب

تر در درون  های کوچک گردند، ولی مولکول می

مولکولی و تند و به ترتیب وزن اف ها گیر می حفره

شوند. نتایج  خالص از ستون خارج می صورت نسبتاً به
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 حاصل از کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون توسط 

ماهی  شرح زیر است: در گربه به گران پژوهشسایر 

(Pterygoplichthys disjunctivus میزان تخلیص )

درصد گزارش  06/28و  84/4و بازده این مرحله را 

، ILE30میزان پروتئین آنزیم لیپاز (. 35کردند )

ILE45  وILE60 و  5/1، 2/6ترتیب  بهmg/ml 

(. درصورتی که میزان 1گزارش شد )جدول  45/4

( 7انوشه و همکاران ) های پژوهشپروتئین محلول در 

 کمان رنگینی آلا در استخراج آنزیم لیپاز از ماهی قزل

(mg/ml 53/0 و در )زمانی و همکاران  های پژوهش

( در استخراج آنزیم تریپسین از کیلکای معمولی 8)

(mg/ml 28/5گزارش )  شد. نتایج فعالیت ویژه

(، فعالیت ویژه آنزیم )میزان فعالیت 1آنزیمی )جدول 

آنزیمی کل بر ویژه هر آنزیم از تقسیم میزان فعالیت 

 ILE30 ،ILE45گردد( لیپاز  میزان پروتئین حاصل می

گزارش  U/mg 1/4و  8/2، 42/3ترتیب  به ILE60و 

تر از لیپاز استخراج شده از  شد. فعالیت لیپاز کبد بیش

عضله قلب، عضله اسکلتی و بافت چربی چهار گونه 

های  بود. هنگامی که لیپازها از اندامماهی قطب جنوب 

روهو، ساردین روغنی، کفال و ماهی ماکرل داخلی 

نزیم در آترین فعالیت این  هندی استخراج شد، بیش

(. این 36) ده/ زوائد پیلوریک مشاهده شدروده و مع

(، میزان 15و همکاران ) ایسلام های پژوهشنتایج در 

لیپاز از عضلات پشتی  فعالیت کل و فعالیت ویژه

و  U/mg 3/1و  U/ml 2/310ترتیب  ماهی کفال به

ها و  ( روی ویژگی18کالاهان و همکاران )  پژوهش

های متفاوت تیلاپیا  های گوارشی اندازه فعالیت آنزیم

 مشاهده شد. 

وزن مولکولی آنزیم لیپاز در آبزیان، بسته به گونه 

بعدی ممکن  است. تفاوت در ساختارهای سهمتفاوت 

است به تفاوت در توالی اسیدهای آمینه که ساختار 

پروتئین اولیه را در نتیجه تنوع ژنتیکی تشکیل 

دهند، نسبت داده شود. عادات غذایی نیز به احتمال  می

های ساختاری مشاهده  زیاد نقش مهمی در تفاوت

ی در ماهی های گوارش شده در لیپازها و سایر آنزیم

(. نتایج وزن مولکولی 37و  12دار ایفا می کند ) باله

ه از الکتروفورز دهای لیپاز استخراج شده با استفا آنزیم

درصد از روده در  5/12( SDS-PAGEعمودی )

ولفات آمونیوم در درصد س 60و  45، 30های  غلظت

، ILE30آورده شد. وزن مولکولی در تیمار  2 شکل

KDa 3/68  وILE45 ،KDa 41/38  گزارش شد و

 SDS-PAGEهیچ باندی در  ILE60در مورد لیپاز 

کلی وزن مولکولی آنزیم لیپاز  طور مشاهده نشد. به

تواند ناشی از منبع و منشاء  متفاوت است که می

(. 1د ))حیوان، باکتری، قارچ و مخمر( استخراج باش

در ماهیان بسته به بخشی از بدن که آنزیم از آن جدا 

شود عملکرد، وزن مولکولی آنزیم نیز متفاوت  می

(، دو نوع آنزیم لیپاز 15(. ایسلام و همکاران )1است )

 کیلودالتون را از  2/41و  5/46با وزن مولکولی 

 ( با استفاده Liza persicaپشتی ماهی کفال ) هعضل

 های کروماتوگرافی از سولفات آمونیوم و ستون

DEAE-cellulose ،Sephadex G-50  و 

CM-cellulose  دیگر از  پژوهشیتخلیص کردند. در

، آنزیم لیپاز را از عضلات پشتی گر پژوهشهمین 

( با استفاده از Cirrhinus rebaای ) ماهی کپور آیینه

های کروماتوگرافی  سولفات آمونیوم ترسیب و با ستون

DAEA-cellulose  وSephadex G-50  تخلیص

مولکولی آنزیم لیپاز کردند. براساس نتایج، وزن 

بود. لیپاز لوزالمعده از ماهی  KDa 87 استخراج شده

stingray  کیلودالتون بود  55دارای وزن مولکولی

تواند  (. این تغییرات در وزن مولکولی لیپاز می19)

 (.38های تعیین آن باشد ) ناشی از منبع آنزیم و روش

های  نتایج بررسی دمای بهینه و پایداری، آنزیم

 3لیپاز استخراج شده از روده هوور مسقطی در شکل 

و  ILE30 ،ILE45نشان داده شد. دمای بهینه 

ILE60 و گراد  درجه سانتی 38و  42، 55ترتیب  به
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 ILE60و  ILE30 ،ILE45بازه دمای پایداری 

( C° 65-30( و )C° 70-50( ،)C° 55-30)ترتیب  به

 دلیل تواند به کاهش فعالیت آنزیمی می گزارش شد.

ها در دمای بالا و  دناتوره شدن و تغییر ساختار آنزیم

( لازم در دمای پایین Eaسازی )   کمبود انرژی فعال

نسبت داد. لیپاز استخراج شده از مجرای گوارشی 

( با دمای بهینه .Cyprinus carpio Lکپور معمولی )

(، احشای ماهی زرده 5)گراد  درجه سانتی 45

(Euthynnus affinis با دمای پایداری و بهینه )

(، احشاء 14)گراد  درجه سانتی 65و  75-35ترتیب  به

گراد  درجه سانتی 60کفال خاکستری با دمای بهینه 

 ( و لیپاز استخراج شده از زوائد پیلوریک ماهی16)

ترتیب  کمان با دمای پایداری و بهینه به آلای رنگین قزل

 (.33رش شد )گزاگراد  درجه سانتی 50و  40تا 35

بهینه و پایداری فعالیت لیپاز روده  pHمقادیر  5شکل 

بهینه و  pHدهد. میزان  هوور مسقطی را نشان می

 ILE60و  ILE30 ،ILE45 پایداری برای لیپاز روده

( 6-8، 4/7( و )5/6-8، 9/6(، )7-5/8، 1/7ترتیب ) به

و  5/3تر از  کم pHگزارش شد. فعالیت آنزیمی در 

به شدت کاهش یافت. کاهش فعالیت  9تر از  بیش

تر از  های کم pHهای لیپاز استخراج شده در  آنزیم

در نتیجه تغییرات  ، احتمالا9ًتر از  و بیش 5/3

الکتریکی  ساختاری ناشی از تغییرات در بار

های جانبی اسیدهای آمینه، که به نوبه خود  زنجیره

دهد که  های الکترواستاتیکی را تغییر می برهمکنش

( یا 39کند ) ساختار سوم پروتئین ها را تثبیت می

باعث دناتوره شدن پروتئین در شرایط اسیدی 

که متعاقب  های آبی شود آنتاگونیست یا قلیایی محلول

ان قابلیت قرار گرفتن در جایگاه فعال سوبسترا را از 

گردد  تر یا متوقف می دهد و فعالیت آنزیم کم دست می

(، 5علی و همکاران ) های پژوهش(. در 42و  41 ،40)

pH  برای لیپاز مجرای گوارشی کپور  5/6بهینه

تعیین گردید.  .Cyprinus carpio L معمولی

چنین پروتئاز و لیپاز استخراج شده از احشاء ماهی  هم

 های pHترتیب در  (، بهEuthynnus affinisزرده )

پراسرتان و (. 14دارای فعالیت بهینه بودند ) 8و  7

( حداکثر فعالیت لیپازهای گوارشی را در 43همکاران )

pH 10  در ماهیانT. albacares  وK. pelamis  و

گزارش کرد، که نشان  T. tonggolدر  pH 9در 

ها مختلف بین  تواند در گونه بهینه لیپاز می pHدهد  می

 (. 43متفاوت باشد ) 9تا  5/6

 
 گیري نتیجه

 (K. Pelamisمجرای گوارشی ماهی هوور مسقطی )

مناسب و پایدار برای استخراج  عنوان یک منبع هب

ویژه لیپاز است. بافر مخلوط  های پپتیدی به آنزیم

و گلیسرول  EDTAتریس هیدروکلراید، بنزآمیدین، 

، محلول مناسبی برای استخراج لیپاز و pH 8/7با 

درصد اشباع بهترین  60تا  30سولفات آمونیوم در 

سازی و تغلیظ عصاره خام بود.  انتخاب برای راسب

 های تبادل یونی، دیالیز، اولترافیلتراسیون استفاده از روش

و کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون در تصفیه لیپاز نقش 

های لیپاز با  نزیمآسیار مهمی داشت که منجربه تولید ب

 کیفیت صنعتی شد.

 

 تضاد منافع

های این مقاله از پروژه استخراج و تخلیص   داده

آنزیم لیپاز از ضایعات تون ماهیان استخراج شده 

 است. 
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