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 1401مرداد    تاریخ پذیرش:                                         1401اردیبهشت  تاریخ دریافت:  

 چکیده

و   دما  تعیین  شامل  شیمیایی  و  فیزیکی  عوامل  حاضر،  مطالعه  اثر    pHدر  و  یون  هایبازدارندهبهینه  فلزی، آنزیمی،  های 

اکسیدکنندهسورفاکتانت عوامل  و  کیم  ها  آنزیم  فعالیت  میزان  ماهی  بر  فیل  روده  از  شده  استخراج    (Huso huso)وتریپسین 

یافته   8و    گراددرجه سانتی   50  ترتیببهینه فعالیت آنزیم کیموتریپسین به   pHهای این تحقیق، دما و  بررسی گردید. براساس 

پارا  ،SBTI  ،TLCK،PMSFها شامل  بازدارنده.  فتشدت کاهش یاهفعالیت آن ب  گراددرجه سانتی  50بود و در دمای بالاتر از  

و،    ،TPCK  آمینوبنزآمیدین، اسید  معنی  EDTA  یدواستیک  که  بطور  کردند  جلوگیری  آنزیم  فعالیت  از  های  بازدارندهداری 

PMSF  ،SBTI    وTPCK  اثر مهارکنندگی کاملی بر فعالیت آنزیم داشتند (05/0>P) یها. یون  +  +
 دار و سبب افزایش معنی   

معنی   +  Cu،2+Ba،  2+Co،2+Zn،2+Fe+2هاییون کاهش  )باعث  گردیدند  آنزیم  فعالیت  یونP< 05/0دار  اثر   Na+و   +یها(. 

ندادند )  فعالیت آنزیمداری بر  معنی و سدیم   ساپونینهای  (. فعالیت آنزیم کیموتریپسین در حضور سورفاکتانت<05/0Pنشان 

معنی کولات   )افزایش  حضور  P<05/0دار  در  و  دودسیل  (  عواملسدیم  و  پراکسید    سولفات  و  پربورات  )سدیم  اکسیدکننده 

ماهی کیموتریپسین در روده فیل   مطالعه حاضر نشان داد فعالیت آنزیم  یجنتا( نشان داد.  P<05/0داری )هیدروژن( کاهش معنی 

ژن  سید هیدرو یم پربورات و پراکدودسیل سولفات، سد ، سدیم  (Na+و  Mg ،  +K+2،+های فلزی )غیر  ها، یوندر حضور بازدارنده

تواند در ارزیابی اثرگذاری  که میداری داشت افزایش معنیو سدیم کولات  ساپونین، Mg+2و Ca+2دار و در حضور کاهش معنی 

 آنها بر فعالیت بهینه این آنزیم در فیزیولوژی گوارش فیل ماهی موثر باشد. 

 

 ل فیزیکی و شیمیاییتریپسین، فیل ماهی، عوام روده، کیمو :لغات کلیدي

 
 نده مسئولنویس *

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

02
61

35
4.

14
01

.3
1.

3.
6.

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

fj
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

09
 ]

 

                             1 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10261354.1401.31.3.6.2
http://isfj.ir/article-1-2609-en.html


 ...    زیم کیموتریپسین استخراج شده ازفعالیت آن                                                                                زمانی و خواجوی

18 

 مقدمه 

بیش از   افزایش جهانی  ی  ها ینگران ترینمهمز  ا یکیامروزه  
محیط در  سمی  و  آلاینده  مواد  استحد  آبی   به  که های 

 معدنی و  آلی مواد هایپساب فاضلاب،اشکال مختلف مانند  

و    نفت نشت،  فلزات از اعم  شیمیایی مواد کارخانجات،
درون مکمیکروپلاستی به  رهاها  آبی  و  است  گردیده    نابع 

اکوسیستم،   غذایی  زنجیره  به  ورود  از  سوء   اتاثر بعد 
ب حیات بر  غیرمستقیم یا مستقیم ماهیان  ه آبزیان  ویژه 

)قلی همکاران،  دارند  و  همکاران،  1396پور  و  راستا  ؛ 
سال(.  1399 اخیردر  رشد  های  با  آبی  منابع  از  استفاده   ،

ه اهمیت افزایش یافته است کپروری  صنعت آبزی   چشمگیر
سازد  کیفیت آب مورد استفاده را بیش از پیش نمایان می

همکاران،   و  لذا1399)کریمیان  مواد   ،(.  نقش  بررسی 
شاخص بر  آب  در  موجود  از شیمیایی  فیزیولوژیک  های 

آنزیم میجمله  ضروری  و  مهم  هدایتی،   باشد ها  و  )باقری 
به های پروتئینی هستند که  کولمولماکرو  ،ها آنزیم(.  1398

در   کاتالیزور    کنند می  شرکت  های شیمیاییواکنشعنوان 
برای   نیاز  مورد  انرژی  کاهش  در  مهمی  نقش  انجام و 

 Zamani and Benjakul, 2016; De)  دارند  واکنش

Freitas-Júnior et al., 2021)آنزیم گوارشی .  های 
آنزیمدسته  از  گای  فرایند  در  که  هستند  شرکت ها  وارش 

تج  کنند می سبب  سازنده   هاماکرومولکول زیه  و  عناصر  به 
شرایط    شوندمیکوچکتر   آنها  تا  جذب    بدن  دربرای 

( شود   Kolkovski, 2001; Yufera andتسهیل 

Darias, 2007)  .آنزیم جانور این  در  گوارش  ظرفیت  ها 
منعکس   را  ماهی  نظیر  مطالعه  می  کنند میمورد  توانند  و 

تغذیه مختلفشاخص  مراحل  در  مناسبی  ماهی  ر  ای  شد 
)نباش علاوهChong et al., 2002د  ارزیابی  براین،  (. 

عنوان یک روش بیوشیمیایی  ه  های گوارشی بفعالیت آنزیم
تواند اطلاعات مفیدی درباره فیزیولوژی  ساده و مطمئن می

 . (Twining et al., 1983گوارش در ماهی ارائه کند )
ند که  ها هستآنزیمه  دستترین  مهماز    ی گوارشیپروتئازها

مولکول  در  پپتیدی  پیوندهای  شکست  در  مهمی  نقش 
یکی    (.Garcia-Carreno et al., 1993)  پروتئین دارند  

به   های پروتئازی، کیموتریپسین است کهترین آنزیماز مهم
تعلق  دسته   سرین  ب  داردپروتئازهای  یک ه  و  صورت 

و به دوازدهه    شده  یدتول  های پانکراسسلول  درآنزیم  پیش

آنزیم  شودیم  ترشح این  دارد  .  آندوپپتیدازی  و  فعالیت 
را  یپپتیدپیوند   پروتئینی  زنجیره  گروه   در  سمت  از 

جا اسیدییکربوکسیل  هیدروفوبیک آمینه    های که 
تریپتوفان(   و  آلانین  فنیل  دارد)تیروزین،  هیدرولیز    ، قرار 

در   مآنزیاین  .  (Castillo-Yanez et al., 2005کند )می
اگونه مختلفی  دیسکاس های  مانند  ماهیان    ز 

(Symphysodon aequifasciata)،  ساردین 
(Sardinops sagax caeruleus  ،)کاراس  (Carassius  

auratus)  ،آزاد دریای خزر  (Salmo caspius) آلای ، قزل
برون    (Oncorhynchus mykiss)  کمانرنگین اوزون  و 

(Acipenser stellatus  )ده استگزارش ش (al.,  Chong 

et al., 2002; Castillo-Yanez et al., 2005; Yang 

et 2009; Zamani et al., 2009; Golchinfar et al., 

2011; Ghasemi et al., 2020  آنزیم غلظت   .)
تقریباً   روده  بافت  در  از   510کیموتریپسین  بالاتر  برابر 

عالیت شود و میزان فای تخمین زده میروده  های غیربافت
به گونه و زیستگاه ماهی متغیر    توجهبا  و غلظت این آنزیم  

 ,.Von Elert et al., 2004; De la Parra et al)  است

ماکرومولکول  .(2007 سایر  همانند  آنزیم  این  های  فعالیت 
تحت  عوامزیستی  برخی  یونتأثیر  مانند  شیمیایی  های  ل 

سورفاکتانتهابازدارنده  فلزی، اکسی،  عوامل  و  دکننده  ها 
ند فرایند گوارش در موجود آبزی نظیر تواقرار دارد که می

لذا کند.  مواجه  مشکل  با  را  آنزیم    ،ماهی  فعالیت  بررسی 
می شیمیایی  عوامل  تأثیر  تحت  تواند  کیموتریپسین 

ماهیان   گوارشی  ظرفیت  در خصوص  ارزشمندی  اطلاعات 
مهم از  یکی  نماید.  فراهم  ماهیان، گونه  پرورشی  این  ترین 

)ف ماهی  متعلق  Huso husoیل  تاسماهیان  (  خانواده  به 
(Acipenseridaeکه است  سال  (  پرورش در  اخیر  های 

های ماهیان خاویاری به دلیل  تجاری آن همانند سایر گونه
تقاضای بالا برای محصولاتی مانند خاویار، گوشت، پوست 

توسعه یافته و بر اساس سالنامه آماری سازمان  و غضروف  
ایر ماهیان  شیلات  این  تولید  میزان  -99های  سال  طیان 

به    363از    1388 افزایش    3503تن  است تن  یافته 
هدف از مطالعه حاضر،  (. 1388-99)سازمان شیلات ایران، 

و   دما  یون  pHتعیین  اثر  بررسی  و  فلزی،  بهینه  های 
سورفاکتانتبازدارنده آنزیمی،  اکسید  های  عوامل  و  ها 

ه  زیم کیموتریپسین استخراج شدکننده بر میزان فعالیت آن
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ماهی   فیل  روده  میاز  اطلاعات  پرورشی  بتوان  تا  باشد 
فعالیت   از  ناشی  گوارشی  ظرفیت  خصوص  در  ارزشمندی 

 دست آورد. هاین آنزیم ب

 

 کار  مواد و روش

 ماهی  از  تهیه نمونه
ساله با    3ماهی پرورشی  ، امعاء و احشاء فیلدر این مطالعه

ن تهیه پرورشی در استان مازندراعه  مزراز  کیلوگرم    8وزن  
با یخ    2  به  1داخل یک ظرف یونولیتی با نسبت    درشده و  

آزمایشگاه منتقل شدند.   به  و    روده   سپس مخلوط گردیده 
حضور   در  ماهی  احشاء  و  امعاء  واز  شده  جدا  از    یخ  بعد 

آب مقطر سرد )شستشو   بلافاصله    ( گراددرجه سانتی  4با 
سانتی  -80در شدند گهن   گراددرجه   Zamani et)  داری 

al., 2017.) 
 

 عصاره آنزیمی سازی  آماده
ساعت در    2برای مدت    فریزر  خروج از  ازپس    روده  نمونه

یخچال سانتی  4)  دمای  قرار  گراددرجه  از   داده شدند(  تا 
انجماد خارج شود.   نمونه    زدایی،سپس جهت چربی حالت 

نسبت   سرد    3به    1با  استون  سانتی  -20)با    ( ادگردرجه 
و  مخلوط   مدتشد  عمل    1  برای  با    سازیهمگندقیقه 

  همگن شدهسپس نمونه  .  انجام شد   درحضور یخ  هموژنایزر
صافی  کاغذ  )شماره    بوسیله  مواد  (  2واتمن  و  شده  فیلتر 

 شو باقیمانده روی فیلتر چندین مرتبه با استون سرد شست
چربی عمل  تا  موادشدند  سپس  شود.  انجام  بخوبی  زدایی 

شده  باقیمان  یک  مدت  برای  فیلتر  دمای  روی  در  روز  بانه 
تا   گرفت  قرار   ,.Zamani et al)  خشک شودکاملاً  اتاق 

با پودر خشک شد(.  2014 تریس   50بافر    ه  مولار    -میلی 
HCl    وpH  5/7    مولار    10)حاوی   5/0و    2CaClمیلی 

  شده و برای مدت  ترکیب  50به    1با نسبت  (  NaClمولار  
دمای  3 در  همزن   گرادسانتیدرجه    4  ساعت  روی 

سی به آرامی مخلوط شدند. سپس مخلوط حاصله  مغناطی
مدت   دمای   45برای  در  سانتی  4  دقیقه  در   گراددرجه 

g14000  گردید ب  و  سانتریفیوژ  رویی  عنوان  ه  محلول 
در آنزیمی  خام  شد نظر  عصاره   Khantaphant)  گرفته 

and Benjakul, 2010.) 
 

 تریپسینکیموسنجش فعالیت آنزیم  
و    Tsai  تریپسین از روشموکیبرای سنجش فعالیت آنزیم  

-SAPNA  (succinyl  از سوبسترای ( و  1986همکاران )

nitroanilide -p-phe-Pro-2(Ala))  .گردید در    استفاده 
روش،   با    µl  10این  آنزیمی  محلول   µl  990عصاره 

مولار    1/0)  بافر  -سوبسترا   50بافر    در  SAPNAمیلی 
تریس میلی مولار   10حاوی    HCl ،  pH  8-مولار  میلی 

2aClC)    طول در  جذب  افزایش  میزان  و  گردید  مخلوط 
دقیقه    10ثانیه و برای مدت    30در فواصل    nm410موج  
سانتی  50  یدمادر   ثبت   با  گراد درجه  اسپکتروفتومتر 

گردید. نمونه شاهد نیز همانند نمونه آنزیمی تهیه گردید،  
ب که  تفاوت  این  آنزیمی  ه  با  نمونه  مقطر  جای  آب  از 

برااستفاد شد.  آنزیم  ه  اختصاصی  فعالیت  محاسبه  ی 
 استفاده گردید:  ذیلکیموتریپسین از فرمول 

 

 
 

فرمول   این  پارا    8800در  برای  تاریکی  ضریب    -بیانگر 
می سوبسترای  نیتروآنیلین  هیدرولیز  محصول  که  باشد 

SAPNA آنزیم کیموتریپسین است.  وسیلهبه 
 

 سنجش پروتئین محلول 
م پروتئین  میزان  سنجش  روشبرای  از  و    Lowry  حلول 

استفاده گردید. در این روش از آلبومین  (  1951همکاران )

گاوی  غلظت    سرم  استاندارد  ه  ب  mg / ml  1با  عنوان 
شد نمونه   استفاده  نوری  قرائت  در  و    با   nm  750ها 

 اسپکتروفتومتر انجام شد. 
 

 بهینه  pHو  دما  
ابت بهینه،  دمای  تعیین  با    µl10دا  برای  آنزیمی  نمونه 

µl990  سوبسترا محلول  )  -از  مولار   ی لیم  1/0بافر 
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SAPNA    میلی مولار تریس  50در بافر-  HCl  ،8pH  10  
  دقیقه در   10فعالیت آنزیم برای مدت  ترکیب شد و     میلی

در  30فواصل   ،  55،  50،  45،  35  ،25،  10دماهای    ثانیه 
 متر سنجش اسپکتروفتو  با گراد  درجه سانتی  70و    65،  60

نمونه آنزیمی با    µl10بهینه، ابتدا    pH  برای تعیین  گردید. 
µl990  بافر با    -از محلول سوبستراpH  ( 1/0های مختلف 

مولار   بافر    SAPNAمیلی  استات    50در  مولار  میلی 
و    7pH-9با    تریس میلی مولار    50، بافر  pH  4-6سدیم با  

با    50بافر   گلایسین  مولار  با10pH-11میلی  تمام  فرها  ؛ 
ترکیب شده و سپس  بودند(    2ClCaمیلی مولار    10  یحاو

آنزیم   موج  کیموفعالیت  طول  در  در   nm410تریپسین 
سانتی  50  یدما برای  درجه  در   10مدت  گراد  دقیقه 

قرائت  باثانیه    30فواصل     گردید   اسپکتروفتومتر 
(Castillo-Yanez et al., 2005). 
 

 های فلزی یون
فلزییون اثر   یو  های  )  های تکنشامل  (،  +  Na+ظرفیتی 

)د ظرفیتی  ،  2Ca  ،+2Mg  ،+2Mn  ،+2Ba  ،+2Cu  ،+2Co+و 
+2Fe  ،+2Zn( و سه ظرفیتی )+3Alغلظت  ( در  mM  5    بر

 ,.Balti et al)  شد  بررسی  تریپسینکیموآنزیم    فعالیت

ابتدا  (.  2012 منظور،  این  با  نمونه  برای  های  یون آنزیمی 
دمای اتاق    ه دریقدق  30برای مدت    1به    1ی با نسبت  فلز

گر فوق   µl10دید. سپس  انکوبه  از   µl990با    از مخطوط 
بافر    در  SAPNAمیلی مولار    1/0بافر )  -محلول سوبسترا

میلی مولار    10حاوی    HCl  ،pH  8-میلی مولار تریس   50

2CaCl)  میزان افزایش جذب در طول موج    و   شده  ترکیب
nm410    برای مدت    30فواصل  در و  در  10ثانیه    دقیقه 

سانتی  50در  دمای   اسپکتروفتومتر    وسیلهبهد  گرادرجه 

گردید.   نمونه ثبت  همانند  نیز  شاهد  نمونه  روش سنجش 
سپس  بود.  فلزی  یون  فاقد  شاهد  نمونه  فقط  بود  آنزیمی 

  از طریق نسبت فعالیت  تریپسین کیموآنزیم  نسبی  فعالیت  
شاهد    آنزیم  اختصاصی نمونه  فعالیت  فرمول  به  اساس  بر 

 : گزارش گردید صورت درصده ب ذیل
 

 
 

 و عوامل اکسیدکنندهها  سورفاکتانت
با   ابتدا آنزیمی  ها  سورفاکتانت  با  1به    1نسبت    نمونه 

وساپونین) سولفات  دودسیل  سدیم  کولا  ،  تا  ت  سدیم 
نهایی غلظت  اکسیدکننده  و    درصد(   1  حصول  عوامل 

پربورات) نهایی  سدیم  غلظت  پراکسید  درصد    1  با  و 
  ترکیب شد   درصد(   15و    10،  5  لظت نهایی روژن با غدیه

مدتو   دمای    1  برای  در  سانتی  40ساعت  گراد درجه 
با  مخلوط آنزیمی فوق  از    µl  10  . سپسانکوباسیون شدند

µl  990  سوبسترا )  -  محلول  مولار    ی لیم  1/0بافر 
SAPNA    بافر تریس  50در  مولار    HCl ،  pH  8  -میلی 

یش جذب افزا  میزانو  شده    ترکیب  میلی مولار    10  یحاو
موج   فواصل    nm410در طول  برای مدت    30در  و  ثانیه 

دمای    10 در  سانتی  50دقیقه   وسیلهبه  گراددرجه 
. روش سنجش نمونه شاهد نیز  ثبت گردیداسپکتروفتومتر  

بود  آنزیمی  نمونه  فاقد    .همانند  شاهد  نمونه  این فقط 
)   بود  ترکیبات استفاده گردید  مقطر  آب  از   Jellouli etو 

al., 2009  .)  فعالیت از   تریپسین کیمو نزیم  آ نسبی  سپس 
به فعالیت نمونه شاهد   آنزیم  اختصاصی طریق نسبت فعالیت

 : گزارش گردید صورت درصده ب  ذیلبر اساس فرمول 
 

 
 

 های آنزیمی بازدارنده
نسبت   با  آنزیمی  نمونه    های بازدارنده  با   1به    1ابتدا 

تریپسین   CKTL2و    SBTI1  mM  05/0)  اختصاصی 

 
1 Soybean trypsin inhibitor 
2 N-tosyl-L-Lysine Chloromethyl Keton 

mM  5)  ،پ بازدارنده )های  سرین   PMSF3روتئازهای 
mM10 4پاراآمینوبنزآمیدین و  mM5)  ، بازدارنده  

 
3 Phenyl-methyl-sulfonyl fluoride 
4 ρ-Aminobenzamidine 
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( کیموتریپسین    بازدارنده،  (1TPCK  mM5اختصاصی 
( آسپارتیک  پروتئازهای   A2  ینپپاستاتاختصاصی 

mM01/0)  ،یدواستیک   بازدارنده( سیستئین  پروتئازهای 
)متالوپروت  بازدارنده  و  (mM1  3اسید  EDTA4ئازها 
mM2)  شد در  30  یبرا  و   ترکیب  اتاق    دقیقه  دمای 
با  مخلوط آنزیمی فوق  از    µl10  سپسگردید.    اسیونانکوب

µl990  مولار  ی  لیم  0/ 1بافر )  -محلول سوبستراSAPNA  
بافر   تریس  50در  مولار    10  ی حاو  HCl،  pH  8  -میلی 

موج و  شده    ترکیب    یلیم طول  در  جذب  افزایش  میزان 
nm410    برای مدت    30اصل  وفدر و  در    10ثانیه  دقیقه 

سانتی  50دمای   ثبت    وسیلهبه  گراددرجه  اسپکتروفتومتر 
نمونه گردید همانند  نیز  شاهد  نمونه  سنجش  روش   .

 Balti et) بودبازدارنده فقط نمونه شاهد فاقد  .آنزیمی بود

al., 2012.)    فعالیت از    تریپسینکیموآنزیم  نسبی  سپس 
فعالیت نسبت  نمو  آنزیم  صی تصااخ  طریق  فعالیت  نه  به 

فرمول  شاهد   اساس  درصده  ب  ذیل بر  گزارش    صورت 
 : گردید

 

 آنالیز آماری 
نرمال بودن داده برای بررسی  این تحقیق،  آزمون در  از  ها 

بررسی    ،اسمیرنوف  -کولموگروف فلزی،  یون اثر  برای  های 
سورفاکتانتبازدارنده کنندهها،  اکسید  عوامل  و  بر    ها 
واریانس یک    جزیهتآزمون  از    تریپسینکیموم  زیآنفعالیت  

تحتANOVA)  طرفه افزاز  (  برای   و  SPSS20  نرم 
بین نمونه شاهد    هادار بودن اختلاف میانگینتعیین معنی

بازدارندهیونبا   فلزی،  عوامل سورفاکتانت  ها، های  و  ها 
دانکن   ازاکسیدکننده   سطح    آزمون  استفاده  درصد   5در 

 . تکرار انجام گرفت 3در  یزن ها. تمام ارزیابیشد

 

 
 

 
1 N-tosyl-L-Phenylalanine Chloromethyl Ketone 
2 Pepstatin A 
3 Iodoacetic acid 
4 Ethylenediaminetetraacetic acid 

 نتایج 

 بهینه  pHو  دما  
از   حاصل  آنزیم    pHو  دما  بررسی  نتایج  بهینه 

  1در شکل  ماهی  فیل  استخراج شده از رودهتریپسین  کیمو
نتایج   است.  شده  داده  بهینه  نشان  دمای  داد    آنزیمنشان 

که با افزایش دما  طوری هبود ب   گراددرجه سانتی  50  برابر با
آنزیم افزایش یافت و    فعالیت  گراددرجه سانتی  10-50در  
سانتی  50  دمای   در رسید   گراددرجه  خود  حداکثر    به 

افزیش دما a1)شکل   با  کاهش    گراددرجه سانتی  60تا    (. 
شد مشاهده  آنزیم  فعالیت  در    65-70در    ولی  تدریجی 

ثبت  یک کاهش ناگهانی در فعالیت آنزیم  گراددرجه سانتی
ده است،  نشان داده ش  b1که در شکل  یطورگردید. همان

بود و   8بهینه فعایت آنزیم کیموتریپسین برابر    pHمیزان  
  ، pH در ، فعالیت آن افزایش و 4-8در دامنه  pHبا افزایش 

ب  11-8 یافت  کاهش    pH،  9-8  درکه  طوریهکاهش  یک 
 یک کاهش شدید مشاهده شد.   pH، 11-10تدریجی و از 

 

 های فلزی ثر یونا
بر میزان فعالیت   لزیهای فیون اثر  بررسی  اصل از  نتایج ح
فیل  تریپسینکیموآنزیم   روده  از  شده  در  استخراج  ماهی 

است.    1جدول   شده  داده  تأثیر   Na+و   +  ی هایوننشان 
داری را بر میزان فعالیت آنزیم نسبت به نمونه شاهد  معنی

ندادند افزایش    +و  +  یها یون(.  <05/0P) نشان  باعث 
  ه شاهد گردیدند  نسبت به نمونفعالیت آنزیم    داری درمعنی

یون درحالی حضور  در  ،  Cu  ،2+Ba  ،2+Co+2،  +  یهاکه 
2+Fe، 2+Zn   نسبت   داری در فعالیت آنزیمکاهش معنی  +و

به نمونه کنترل مشاهده شد که کمترین میزان فعالیت در  
 (.P<05/0)ثبت گردید  + ونحضور ی

 

 هابازدارندهاثر  
ب از  حاصل  فعالیت  یزان  مبر    ها بازدارندهاثر  ررسی  نتایج 

فیل  تریپسینکیموآنزیم   روده  از  شده  در    ماهی استخراج 
است.    ارائه  2جدول   به  آنزیم    فعالیتمیزان  شده  نسبت 

در شاهد  بازدارنده  حضور  نمونه  آزمایش  تمام  مورد  های 
بینطوری هب(  P<0/ 05)داشت    داریمعنیکاهش    که 
بین    SBTI  ،TPCK،  PMSFهای  بازدارنده و 
اسید،  A  پپاستاتین،  TLCKهای  بازدارنده   یدواستیک 
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معنی نشد  اختلاف  مشاهده  بالاترین  (.  <05/0P)داری 
حضور   در  بازدارندگی  آن   PMSFمیزان  میزان  کمترن  و 

 یدواستیک اسید ثبت گردید. و  A در حضور پپاستاتین

 
 

 
 بهینه b: pHدمای بهینه،  :a. (Huso husoی )ماهروده فیلشده از   تخراجساتریپسین کیموبر فعالیت آنزیم  pHو دما  ثیرأت :1شکل 

Figure 1: The effect of temperature and pH on the chymotrypsin activity extracted from beluga (Huso huso) intestine. 

a: optimum temperature, b: optimum pH 

 
 

میزان فعالیت آنزیم  های فلزی بر : تأثیر یون1جدول 

 (Huso husoماهی )یسین استخراج شده از روده فیلکیموترپ
Table 1: The effect of metal ions on the chymotrypsin 

activity extracted from beluga (Huso huso) intestine 

 (mM ) غلظت یون فلزی 
 فعالیت نسبی

(% ) 
 c 00/0 ± 100 - نمونه شاهد 

+K 5 c 25/1 ± 100 

+Na 5 c 15/1 ± 100 

+2Ca 5 a 07/1 ± 115 

+2Mg 5 b 19/1 ± 112 

+2Cu 5 f 23/1 ± 6/43 

+2Zn 5 e 47/0 ± 5/49 

+2Mn 5 d 98/0 ± 4 /78 

+2Ba 5 f 35/1 ± 2/43 

+2Co 5 h 30/1 ± 8 /25 

+2Fe 5 i 26/1 ± 4/15 

+3Al 5 g 39/1 ± 3/33 

 .(P<  0/ 05) استدار لاف معنیوجود اخت بیانگرحروف کوچک غیرمشترک 

 
 
 

 
بر میزان فعالیت آنزیم  ها تأثیر انواع مختلف بازدارنده: 2جدول  

 (Huso husoماهی )کیموترپیسین استخراج شده از روده فیل

Table 2: The effect of different inhibitors on the 

chymotrypsin activity extracted from beluga (Huso 
huso) intestine 

 بازدارندگی )%(  (mM ) تغلظ انواع بازدارنده 
 e 00/0 ± 0 - شاهد 

PMSF 10 a 25/1 ± 5/98 
SBTI 05/0 a 33/1 ± 5/96 
TLCK 5 d 42/0 ± 8/1 

آمینو   -پارا

 بنزآمیدین 

5 b 59/0 ± 6/58 

TPCK 5 a 76/1 ± 3/97 
 A 01/0 d 06/0 ± 5/1 پپاستاتین

 d 30/0 ± 5/1 1 یدواستیک اسید 
EDTA 2 c 60/0 ± 2/2 

 (..P<  0/ 05) استدار وجود اختلاف معنی بیانگرروف کوچک غیرمشترک ح

 
 ها و عوامل اکسیدکننده اثر سورفاکتانت

جدول   سورفاکتانت  3در  اکسیدکننده    هااثر  عوامل  بر  و 
فعالیت   روده   تریپسینکیموآنزیم  میزان  از  استخراج شده 

است  ارائهماهی  فیل حضشده  در  سورف.    هایاکتانتور 
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کولات    ساپونین سدیم  معنیو  فعالیت  افزایش  در  داری 
گردید   مشاهده  کنترل  نمونه  به  نسبت  (  >05/0P)آنزیم 

که فعالیت آنزیم در حضور سدیم دودسیل سولفات درحالی
معنی داد  کاهش  نشان  شاهد  نمونه  به  نسبت  را  داری 

(05/0P<  .)سید عوامل اکسیدکننده سدیم پربورات و پراک

باعث کاهش معنی آنزیم هیدروژن  داری در میزان فعالیت 
(  >05/0P)کیموتریپسین نسبت به نمونه کنترل گردیدند  

هیدروژن  طوری هب پراکسید  غلظت  افزایش  با  دامنه  که  در 
معنی  15-5 کاهش  آنزیم  درصد  فعالیت  میزان  در  داری 

 (.>05/0P)نسبت به نمونه شاهد ثبت گردید  
 

 (Huso huso)ماهی کننده بر میزان فعالیت آنزیم کیموترپیسین استخراج شده از روده فیل و عوامل اکسید هارفاکتانتوس : اثر3جدول 
Table 3: The effect of surfactants and oxidizing agents on the chymotrypsin activity extracted from beluga (Huso 

huso) intestine 

 )%( نسبیفعالیت  ( %) تغلظ ه کسیدکنندعوامل ا  وسورفاکتنت 

 سورفاکتانت

 c00/0 ± 100 - شاهد 

 h 77/0± 25/2 1 ت سدیم دودسیل سولفا 

 b92/0± 50/128  1 سدیم کولات 

 a75/0± 20/121 1 ساپونین 
    

 عوامل اکسیدکننده 

 d62/0 ±11/71 1 سدیم پربورات 
   

 

 پراکسید هیدروژن 

5 e40/0± 80/65 

10 f15/0± 24/58 

15 g37/0± 30/38 

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

 بحث

و   فعالیت    pHدما  بر  موثر  عوامل  آنزیماز  ها  کاتالیزوری 
بهینه برای فعالیت    pHبوده و در نتیجه آنها دارای دما و  

هستند.   آنزیم  خود  فعالیت  بهینه  دمای  مطالعه  این  در 
ر موتریپسینکی از  فیلاستخراج شده  درجه    50ماهی  وده 

تعیین گردید که با نتایج گزارش شده در ماهی    گرادسانتی
 (C. auratus)  کاراسو  (  S. gax caeruleus)  ساردین

)هم داشت   ;Castillo-Yanez et al., 2005خوانی 

Yang et al., 2009    .)  دمای بهینه این آنزیم در   ازولی
مانند  مرکب   آبزیانی  )ماهی   ،Sepia officinalis  )(55 
سانتی اسکوئید(  گراددرجه  ) و   ،Dosidicus gigas  )(65  
سانتی  ;Balti et al., 2012)   بود  ترپائین(  گراددرجه 

Marquez-  Rios et al., 2016  .)  فعالیت بهینه  دمای 
کیموتریپسین ماهیان  آنزیم  سانتی  45-55  در  گراد درجه 

شدهگ دما   است  زارش  در  بالاتر  و  درجه   55از  ی 
) سانتی ناپایدارند  (.  Castillo-Yanez et al., 2005گراد 

می آنزیم  فعالیت  دمای  در  تفاوت  از البته  ناشی  تواند 
مانند   ماهیعواملی  زیستگاه  مورد ،  دمای  سوبسترای 

اختلاف در ساختار   وجهت سنجش فعالیت آنزیم  استفاده  
که   باشد  طریقآنزیم  کنت  از  ماهیان  میژنتیک  شود  رل 

(Klomklao and Benjakul, 2018.)  شدن    غیرفعال
تواند به  ( در دماهای بالا احتمالا میInactivationآنزیم )

 دلیل از هم گسیختگی ساختاری آنزیم باشد. 
استخراج شده    تریپسینکیموآنزیم  برای  بهینه    pHمقدار  

روده همکاران   Castillo-Yanez.  بود  8ماهی  فیل    از   و 
ساردی  را نتایجی  ینچن (2005) ماهی  )در   S agaxن 

caeruleus  )  وYang  ( همکاران  در2009و    ماهی  ( 
گزارش  (  C. auratus)  کاراس میزان    کردند، نیز  از  ولی 

pH  ( مرکب  ماهی  مانند  آبزیانی  در  شده   .Sگزارش 

officinalis(  )5/8(  )Balti et al., 2012پائین بود. (    تر 
pH  آنزیم کیموتریپسین  بهینه   5/7-9  در ماهیان  فعالیت 

-Castillo)  دناسیدی ناپایدار  pHدر  و    است  گزارش شده

Yanez et al., 2005).    گزارش اساس   Simpsonبر 
معمولاً  (2000) خونگرم  جانوران  در  در    ًًکیموتریپسین 

pH  درحالی هب است  پایدار  اسیدی  و  قلیایی  در شدت  که 
دهد.  قلیایی نشان می  pHط در  پایداری خود را فق  ، ماهیان
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اساس )  De la Parraهای  یافته  بر  همکاران  (  2007و 
( تون  ماهی  در  کیموتریپسین   Thunnusآنزیم 

orientalis  محدوده در   )pH  10-7    بالاترین دارای 
محدوده    استفعالیت   در  فعالیت    %20فقط    pH  5-3و 

می حفظ  را  قلیایی،  هب  pHدر  کند.  خود  و  اسیدی  شدت 
طردفع   از  قوی  مولکولی  بین  بار الکترواستاتیک  القاء  یق 

آنزیم  ساختار  گسیختگی  هم  از  و  تورم  سبب  الکتریکی 
آنزیم    (.Dos Santos et al., 2020)  شودمی

و   است  قلیایی  پروتئازهای  گروه  به  متعلق  کیموتریپسین 
آن   الکتریکی  بار  توزیع  و  ساختار  اسیدی  شرایط  تحت 

طور صحیح به سوبسترا ه  تواند بو آنزیم نمی  کندمیتغییر  
)متصل    ,Khangembam and  Chakrabartiشود 

2015.) 
بازدارنده اثر  بررسی  از  حاصل  آنزیم  نتایج  فعالیت  بر  ها 

ماهی نشان داد  فیل  شده از روده    استخراجتریپسین  کیمو
بازدارنده تمام  مهارکنندگی  که  اثر  آزمایش  مورد  های 

داشمعنی آنزیم  فعالیت  بر  مهارکنندگی  داری  اثر  که  تند 
  پاراو    TPCK  (96%< )  و   PMSF ،  SBTI  هایبازدارنده

ها بالاتر  ( نسبت به سایر بازدارنده>%58)  آمینو بنزآمیدین
ماهی  بود.   در  شده  انجام  مطالعات  با  مطالعه  این  نتایج 

 Castillo-Yanez et)  (Sagax caeruleus)  ساردین

al., 2005)،  کاراس  (C. auratus)  (Yang et al., 

ماهی  و    (2009 مانند  (  S. officinalis)  مرکبآبزیانی 
(Balti et al., 2012  )اسکوئید  ( D. gigas)  و 
(Marquez-Rios et al., 2016)  داشت .  همخوانی 

تشکیل   توانند از طریق ها )طبیعی و مصنوعی( میهبازدارند
آنزیم   فعالیت    –کمپلکس  کاهش  باعث  بازدارنده 
ک آنزیم  آنکاتالیزوری  از  و  این  ییجایموتریپسین شده  که 

( سرین  پروتئازهای  دسته  از  آنها  آنزیم  فعال  جایگاه  در 
فعالیت   آمینه سرین در مرکز  دارد( اسید  قرار  کاتالیزوری 

بازدارندهمی حضور  در  اختصاصی  باشد،  های 
مانند   کاهش    TPCKو    PMSF  ،SBTIسرینوپروتئازها 

آنزیمعنی کاتالیزوی  فعالیت  در  میداری  مشاهده  شود  م 
(Garcia-Carreno et al., 1993; Zhou et al., 

2011.) 
یون بررسی  از  حاصل  یوننتایج  داد  نشان  فلزی  های  های 

تریپسین آنزیم کیموافزایش فعالیت  کلسیم و منیزیم باعث  

که سایر  استخراج شده از روده فیل ماهی گردیدند درحالی
بازیون  اثر  فلزی  فعالیهای  بر  داشتند  دارندگی  آنزیم  یا  ت 

پتاس و  سدیم  نشان  مانند  آنزیم  فعالیت  بر  تأثیری  یم 
  ماهی ساردین   با نتایج حاصل از مطالعه  هایافتهندادند. این  

(Sagax caeruleus)    کاراسو  (C. auratus)    آبزیانی و 
مرکب مانند    .D)  اسکوئیدو    (S. officinalis)  ماهی 

gigas)  داشتهم  ,.Castillo-Yanez et al)  خوانی 

2006; Yang et al., 2009; Balti et al., 2012; 

Marquez-Rios et al., 2016.)  توانند  های فلزی مییون
یک   در  الکترون  جریان  تغییر  طریق  از  مؤثری  طور  به 

و با    کنندسوبسترا یا آنزیم واکنش کاتالیز شده را کنترل  
به گروه  آنزیم در توجه  فعال  عامل موجود در جایگاه    های 

باشن داشته  نقش  به سوبسترا  آن  برخی  اتصال  های  یوند. 
باعث ه  ب  منیزیم   و   کلسیممانند  فلزی   کوفاکتور    عنوان 

  و   جیوهمانند    دیگربرخی    و  شوندمیافزایش فعالیت آنزیم  
آنزیم فعالیت  ) میکاهش    را  مس   Green andدهند 

Neurath, 1953 یون برخی  بخش  (.  کبالت  مانند  ها 
دگی  و بازدارن  دهندمیرا تحت تأثیر قرار  سولفیدریل آنزیم  

می اعمال  آنزیم  فعالیت  بر  را  )بالایی  -Freitasکنند 

Júnior et al., 2012 .) های فلزی بر میزان البته تاثیر یون
های مختلف ماهیان ممکن است تابع  فعالیت آنزیم در گونه

ماهی  زیستسازگاری  و  گونه  و  غذایی  آن های  محیطی 
 (. Khangembam and Chakrabarti, 2015باشد ) 

آ فیل  فعالیت  روده  از  شده  استخراج  کیموتریپسین  نزیم 
سورفاکتانت حضور  در  بجز  ماهی  یافت.    SDSها  افزایش 
سورفاکتانت حضور  در  پایدار  آنزیم  غیریونی  و  یونی  های 

 1فعالیت کاتالیزوی خود را بعد از    %80تواند تا  و می  است
( نماید  ها  بررسی   (.Esposito et al., 2009ساعت حفظ 

می غلظتسورفاکتانتدهد  نشان  در  باعث  ها  بالا  های 
آنزیم شدن  میدناتوره  غلظت  ،شوند ها  در  پائین  ولی  های 

ایجاد   آنزیم  ساختار  در  سبب    کنندنمیتغییری  حتی  و 
می آنزیم  فعالیت  در  جزئی  احتمالاًافزایش  که  این    شوند 

از  یبات در مکاندلیل تجمع این ترکه  تواند بامر می هایی 
 ,Rubinghانرژی بالایی هستند، رخ دهد ) آنزیم که حاوی  

دادانت(.  1996 نشان  مطالعه  این  کیمو  یج  تریپسین  آنزیم 
پراکسید  و  پربورات  )سدیم  اکسیدکننده  عوامل  در حضور 

ناپایدار   در    استهیدروژن(  شد.  کاسته  آن  فعالیت  از  و 
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سورفاکتانت تأثیر  اخصوص  عوامل  و  بر  ها  کسیدکننده 
کیموتریپس آنزیم  نشد،  فعالیت  یافت  مشابهی  تحقیق  ین 

ولی چنین نتایجی در خصوص آنزیم تریپسین که همانند  
جایگاه   و  بوده  سرین  پروتئازهای  دسته  از  کیموتریپسین 

است یکدیگر  مشابه  آنها  کاتالیزوری  ماهیانی    ،فعال  در 
بلنی ) زبرا  مولی ( و کیلکای معSalaria basiliscaمانند 

(Clupeonella cultriventris caspia)   شده گزارش 
( (. Ktari et al., 2012; Zamani et al., 2014است 

اکسید عوامل  حضور  در  پروتئازها  از  مانند    کنندهبسیاری 
ناپایدارند  هیدروژن  عوامل طوری هب  پراکسید  که 

می گروهاکسیدکننده  با  آنزیمتوانند  در  تیول  ها  های 
داشت قوی  رادیکالواکنش  تشکیل  با  و  باشند  آزاد ه    های 

آنزیم اکسیدشدن  اتم  باعث  جذب  با  امر  این  که  شوند  ها 
آن   دناتوره شدن  به  منجر  آلفا  کربن  در  موجود  هیدروژن 

 (.  Finnegan et al., 2010شود )می
یافته میاز  حاضر،  مطالعه  فعالیت  های  گرفت  نتیجه  توان 

ماهی تحت تأثیر    کیموتریپسین حاصل از روده فیل  آنزیم
بازدایون  فلزی،  سورفاکتانترندههای  آنزیمی،  و  های  ها 

تواند  و کنترل این عوامل می   داردعوامل اکسیدکننده قرار  
فیزیولوژی  در  آنزیم  این  بهینه  فعالیت  بر  زیادی  حد  تا 

 فیل ماهی مؤثر باشد.  گوارش
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Abstract 

In the present study, the physical and chemical factors including optimum temperature and 

pH, the effect of inhibitors, metal ions, oxidizing agents, and surfactants were assayed on the 

chymotrypsin activity from beluga (Huso huso) intestine. According to the obtained results, 

the optimum temperature and pH of the chymotrypsin were recorded at 50°C and 8, 

respectively, and its activity was extremely decreased at temperature>50°C. Inhibitors 

including SBTI, TLCK, PMSF, ρ-aminobenzamidine, TPCK, pepstatin A, iodoacetic acid and 

EDTA significantly inhibited the enzyme activity that PMSF, SBTI and TPCK 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 

enzyme (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 this study showed that the chymotrypsin activity from beluga 

intestine had a significant decrease in presence of inhibitors, metal ions (except for Ca+2, 

Mg+2, K+ and Na+), SDS, sodium perborate and hydrogen peroxide and showed a significant 

increase in presence of Ca+2 and Mg+2, saponin and sodium cholate that it can be affected the 

maximum activity of the enzyme in digestive physiology of the beluga. 
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