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 چکیذٌ
تَجِ سیادی را بِ خَد جلب کزدُ است ٍ کاربزدّای  هاّیاىّای اخیز باسیافت ٍ ضٌاسایی آًشین ّای گَارضی اس  در دِّ

ّای  ت. یکی اس ایي آًشیناس قبیل صٌعت غذا ٍ صٌایع ضَیٌذُ تعزیف ضذُ اس ،جذیذی ًیش بزای ایي آًشین ّا در بزخی اس صٌایع
هیلی هَلار )حاٍی  Tris–HCl 00ای استخزاج با بافز  تزیپسیي است کِ در ایي پضٍّص با استفادُ اس رٍش سِ هزحلِ یاستخزاج

اس رٍدُ  Sephadex G-75% اضباع ٍ کزٍهاتَگزافی غزبالی 00(، تزسیب با سَلفات آهًَیَمpH 0/7با   CaCl2هیلی هَلار 10
( بذست آهذ. پاراهتزّای fold) بزابز 77/20% ٍ هیشاى تخلیص 02ساسی ضذ ٍ در ًتیجِ آى باسدُ  ستخزاج ٍ خالصهاّی سفیذ ا

گزم  هیکزٍهَل بز هیلی 5507/2بتزتیب  BAPNAهٌتي بزای سَبستزای -با استفادُ اس هعادلِ هیکائیلس Vmax  ٍKmسیٌتیکی 
Sیش ً Kcatهَل هحاسبِ گزدیذ ٍ  هیلی 0300/0ٍ  در دقیقِ

بذست آهذ. ًیوِ عوز تزیپسیي رٍدُ هاّی سفیذ ًیش با   2007/0 1-
دقیقِ بزای سَبستزای  72/07استفادُ اس تبذیل ًوَدار فعالیت آًشین )دقیقِ( بِ ًوَدار لگاریتن طبیعی ٍ هحاسبِ ضیب آى بزابز با 

BAPNA ساسی است  ٌِ کن قابل جذاساسی ٍ خالصبا سَْلت ٍ ّشی هحاسبِ ضذ. ًتایج ًطاى داد کِ تزیپسیي رٍدُ هاّی سفیذ
غذایی، صٌایع ضیلات،  در صٌایعرا قابلیت استفادُ  بِ تزیپسیي تجاری )خَک( دارد ٍ ًسبت بالاتزی کاراییٍ اس لحاظ سیٌتیکی 

 دارد. ّوچٌیي کاربزد درتحقیقات بیَتکٌَلَصی ٍ تْیِ هحیط کطت هیکزٍبی
 

 BAPNAر، ماهی سفید، تریپسین، نیمه عم :لغات کلیذی
 
 
 
 
 ًَیسٌذُ هسئَل*
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 مقذمٍ
 Rutilus frisii Kutumثب ًبم ػلوی هبّی ػفیذ 

(Nordmann,1840) ًبم اًگلیؼی  ثبSouthern Caspian 

Kutum  اص هبّیبى ثَهی ٍ ثب اسصؽ ًَاحی خٌَثی دسیبی خضس
هتش اػت )ػجذلی ٍ ًبدسی،  ػبًتی 42-71اػت ٍ عَل آى 

دس ػَاحل دسیبی خضس دس (. اغلت هبّیبى كیذ ؿذُ 1387
ػبل لشاس داسًذ. دس ایي ػي هیبًگیي عَل هبّی  4ٍ  3ػٌیي 

گشم اػت  815-1186هتش ٍ هیبًگیي ٍصى آى  هیلی 435-385
(. صهبى 1398؛ دسیبًجشد ٍ ّوىبساى، 1387)ػجذلی ٍ ًبدسی، 

تخوگزاسی ایي هبّیبى دس ًیوِ دٍم فشٍسدیي ٍ ًیوِ اٍل 
 Abd)هبى كیذ آى هوٌَع اػت اسدیجْـت اػت وِ دس ایي ص

& Ghaninezhad, 2007; Ghaninejad et al., 2010). 
ػلاٍُ ثش تبهیي غزای  ،هَخَدات دسیبیی ثب تٌَع ٍػیغ طًتیىی

 ّب ّب، هٌجؼی ثشای اػتخشاج هَاد ثب اسصؽ ًظیش اًَاع آًضین اًؼبى
% اص ٍصى ثذى 5. حذٍد (Shahidi & Kamil, 2001) ّؼتٌذ

دّذ ٍ  ّبی داخلی )اهؼبء ٍ احـبء( آًْب تـىیل هی آثضیبى سا اًذام
 ،سًٍذ ّب ثـوبس هی ثب تَخِ ثِ ایي وِ هٌجؼی غٌی اص آًضین

تَاًذ هٌدش ثِ ثشّن خَسدى تؼبدل  ثشگشداًذى آًْب ثِ دسیب هی
اهب دس كَست اػتفبدُ اص ایي  ،آًضیوی اوَػیؼتن دسیبیی گشدد

 خَاّذ آهذ ثشای اػتخشاج آًضین، ػَدی هضبػف ثذػت ءاخضا

(Cancre et al., 1999; Castillo-Yánez et al., 2005; 

Shahidi and Kamil, 2001)ّبی گَاسؿی اص  . اػتخشاج آًضین
ضبیؼبت كیذ هَخَدات دسیبیی هضیت دیگشی ًیض داسد ٍ آى ػذم 

 .ّبی ػن ؿٌبػی )تَوؼیىَلَطیه( اػت ًیبص ثِ اًدبم آصهبیؾ
َساوی حیَاًی اػت ثبفت خ ،هٌجغ اػتخشاج آًضین صیشا

(Shahidi & Kamil, 2001) . 
تشیپؼیي یه آًضین گَاسؿی هتؼلك ثِ خبًَادُ ػشیي 

 آًْب ( وِ دس خبیگبُ فؼبلE.C.3.1.21.xپشٍتئبصّبػت )
 pHدس  .ّبی ػشیي، ّیؼتیذیي ٍ آػپبستیه داسًذ اػتخلاف

غیش پبیذاس ٍ  ،ّبی اػیذی pHفؼبل ٍ دس  ،ّبی خٌثی ٍ للیبیی
. ایي آًضین پیًَذ ثیي (Simpson, 2000)ؼتٌذ غیش فؼبل ّ

فؼبلیت ثْیٌِ آى  .ػوت وشثَوؼیل آسطًیي ٍ لیضیي سا هی ؿىٌذ
اػت  pH 10-5/7گشاد ٍ  دسخِ ػبًتی 30-60دس دهبی 

(Bougatef et al., 2007)هبّیبىّبی هَخَد دس  . تشیپؼیي 
ّب فؼبلیت اًذٍپپتیذاصی  ٍ ایي آًضین ّؼتٌذّوگی ایضٍآًضین 

هَخت آًْب  ویلَ دالتَى اػت. 20-30ٍ ٍصى هَلىَلی آًْب  ًذسدا
-BAPNA (Nα-Benzoylػَثؼتشاّبی ػٌتضی ًظیش ؿىؼت 

L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride)  ٍTAME 

(Nα-p-Tosyl-L-arginine methyl ester hydrochloride) 
 . (Whitaker et al., 2003) ؿًَذ هی

بی گَاسؿی ثؼیبسی )ًظیش تشیپؼیي ٍ ّ ّبی اخیش آًضین دس دِّ

ؿٌبػبیی ٍ اػتخشاج  هبّیبىپپؼیي( اص ثمبیبی كیذ دسیبیی ٍ 

 ,.Ben Khaled et al., 2008; Bougatef et al)اًذ  ؿذُ

2007; Castillo-Yánez et al., 2005; Ktari et al., 

2012; Nasri et al., 2012; Souza et al., 2007; Van 

Hau and Benjakul, 2006; Villalba-Villalba et al., 

2013; Zamani et al., 2014)  اهب دس هَسد هبّی ػفیذ دسیبی

ّذف اص اًدبم ، لزا .خضس ّیچ هغبلؼِ آًضیوی اًدبم ًـذُ اػت

ػبصی آًضین یب  دس دسخِ اٍل ؿٌبػبیی ٍ خبلقایي تحمیك 

سٍدُ هبّی ػفیذ دسیبی خضس ٍ  دس یّبی گَاسؿی تَلیذ آًضین

صدُ ثبصیبفت آى اػت. ػپغ پبساهتشّبی ػیٌتیىی ٍ تؼییي ثب

ثشسػی هی گشدد تب ثتَاى آى  ،ػبصی ؿذُ ًیوِ ػوش آًضین خبلق

ّبی تدبسی هَخَد دس ثبصاس وِ اغلت اص پبًىشاع خَن  سا ثب آًضین

 یب گبٍ تْیِ هی ؿًَذ، همبیؼِ وشد.

 
 کارمًاد ي ريش 

 تْیِ رٍدُ هبّی سفیذ

ٍالغ فشٍؿبى ػبسی ) اص ثبصاس هبّی ػفیذ ّبی داخلی هبّی اًذام

هبّیبى هَسد اػتفبدُ  .ًذتْیِ ؿذ ػبسی( -خبدُ لبئوـْشدس 

-4ٍ ػي آًْب ثب تَخِ ثِ عَل ٍ ٍصى هبّی  ًذّوگی ًش ثَد

ّب ثلافبكلِ سٍی یخ ثِ  ػبل تخویي صدُ ؿذ. ایي اًذام3

ٍ ثؼذ اص خذاػبصی دٍ ػَم اثتذایی سٍدُ  ًذآصهبیـگبُ هٌتمل ؿذ

ػشد، ثلافبكلِ دس  آة همغش ثب هشتجِ ؿؼتـَ ٌذیيچپغ اص ٍ 

، طاپي( Nationalٍس ٍ ثب آػیبة الىتشیىی ) ًیتشٍطى هبیغ غَعِ

دسخِ  -20. سٍدُ آػیبة ؿذُ ػپغ ثب اػتَى ػشد )ًذپَدس ؿذ

 Heidolph Diax( ثِ هذت یه دلیمِ ّوَطى )گشاد ػبًتی

، 4ٍ ػپغ ثب وبغز كبفی )ٍاتوي ؿوبسُ ؿذُ ، آلوبى( 900

USA كبف گشدیذ تب چشثی آى حزف ؿَد. سٍدُ چشثی صدایی ،)

ؿذُ ثِ هذت یه ؿت دس دهبی اتبق خـه ؿذُ ٍ ثشای هشاحل 

ًگْذاسی ؿذ )صهبًی ٍ گشاد  دسخِ ػبًتی-80ثؼذی دس فشیضس 

هَاد ؿیویبیی هَسد اػتفبدُ عی توبهی  (.1390ّوىبساى، 

ین اص اػتخشاج، خبلق ػبصی ٍ ثشسػی پبساهتشّبی ػیٌتیىی آًض

 اًذ. آلذسیچ تْیِ ؿذُ -ؿشوت ػیگوب
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ٍ ( Crude extract)آًشیوی  تْیِ ػصبرُ خبم
 سبسی خبلص

ثشای تْیِ ػلبسُ، پَدس سٍدُ خـه ؿذُ دسٍى ثبفش آغبصگش 
ثب   CaCl2هیلی هَلاس 10هیلی هَلاس ٍ  Tris–HCl 50ؿبهل 

pH 5/7  ٍصًی / حدوی( لشاس دادُ ؿذ ٍ دس  50ثِ  1ثِ ًؼجت (
ّوضى  دسػبػت  3ثِ هذت گشاد  دسخِ ػبًتی 4 دهبی

دلیمِ ثب  45هغٌبعیؼی ثِ آساهی ّوضدُ ؿذ ٍ ػپغ ثِ هذت 
-Bهذل  Thermo IECػبًتشیفیَط ؿذ ) g14000ػشػت 

22M  ،صهیٌی لبثل تٌظینUSAتب هبیغ سٍیی ) (supernatant) 
%  60آى خذا گشدد. ػلبسُ خبم آًضیوی حبٍی ػَلفبت آهًَیَم 

آساهی  ثِ یخ حضَس دس ػبػت 2 هذت ( ثشایw/vاؿجبػیت )
 4ٍ دهبی  g 10000ثب ػشػت  دلیمِ 45ٍ ثِ هذت  ذتشػیت ؿ

ػبًتشیفیَط ؿذ. لؼوت سػَة یبفتِگشاد  دسخِ ػبًتی

هیلی لیتش( حل ؿذ. ایي  5آٍسی ٍ دس حذالل همذاس ثبفش ) خوغ
 D6191 ،12000ػَػپبًؼیَى پغ اص یه ؿت دیبلیض ؿذى )

 Gelػتَى وشٍهبتَگشافی غشثبلی )(، ثب آلذسیچ -دالتَى، ػیگوب

filtration ًَع )Sephadex G-75  (cm 2× 85 خذاػبصی )
هیلی لیتش دس  5/0ػشػت ؿؼتـَی ػتَى ثب ثبفش آغبصگش ؿذ. 

هیلی لیتشی دس خشٍخی ػتَى  3دلیمِ ثَد. فشاوؼیَى ّبی 
ّبی داسای فؼبلیت آًضیوی خوغ آٍسی ٍ  ٍیبل ًذ.خوغ آٍسی ؿذ

پغ اص اًذاصُ گیشی پشٍتئیي هحلَل ّش  فلیضُ گشدیذًذ.لیَ
 ثشسػی ، ثشای(Lowry et al., 1951)هشحلِ اص خبلق ػبصی 

 آهًَیَم ثب ساػت ػبصی هشاحل اص یه ّش دس تخلیق ػولىشد

گشدیذ  اػتفبدُ ریل ص سٍاثظوشٍهبتَگشافی غشثبلی ا ػَلفبت ٍ
(Zamani et al., 2014). 
 

 
  تشیپؼیي الف( فؼبلیت ول آًضین

×حدن ول
ًبًَهتش×1000× حدن هخلَط(هیلی لیتش) دس410  خزة ًَسی 

(هیلی لیتش)  آًضین حدن 8800×  آصهَى صهبى × 
 فؼبلیت تشیپؼیي (  ثش هیلی لیتش) 

8800 (cm
-1

 M
-1

 اػتρ-nitroaniline ثشای تبسیىی ضشیت (

 ة( فؼبلیت اختلبكی آًضین تشیپؼیي:

فؼبلیت ول(  ثش هیلی لیتش) 

 پشٍتئیي ول(هیلی گشم ثش هیلی لیتش) 
 فؼبلیت اختلبكی(  ثش هیلی گشم)   

 ج( دسكذ ثبصدُ:

 100×
 فؼبلیت ول(فؼبلیت ثش هیلی لیتش)

فؼبلیت ثش هیلی لیتش)  ) آًضینفؼبلیت ول ػلبسُ خبم    
  (%)  ثبصدُ 

 د( هیضاى تخلیق:

 فؼبلیت اختلبكی(فؼبلیت ثش هیلی گشم)

فؼبلیت ثش هیلی گشم)  ) آًضینفؼبلیت اختلبكی ػلبسُ خبم    
 تخلیق   

 
 هحبسجِ سیٌتیک فؼبلیت

ثشای تؼییي پبساهتشّبی ػیٌتیه، فؼبلیت آًضین خبلق ثب 

ػٌدیذُ ؿذ. ثشای ایي  ،Lineweaver  ٍ Burk (1934)سٍؽ

وبس آًضین خبلق ثب غلظت ّبی هتفبٍتی اص ػَثؼتشای 

BAPNA  32/0، 16/0، 08/0، 04/0، 02/0، 01/0)ؿبهل ،

 37دلیمِ دس  20هَلاس( ثِ هذت  هیلی 2ٍ  5/1، 28/1، 64/0

ٍ ػپغ فؼبلیت آًضین  ًذگزاسی ؿذ گشهخبًِگشاد  دسخِ ػبًتی

–هیىبئیلغثبثت گیشی گشدیذ. پبساهتشّبی ػیٌتیه ؿبهل  اًذاصُ

( عجك Vmax( ٍ ثیـیٌِ ػشػت )Kmهٌتي ظبّشی )

ثذیي  .هحبػجِ ؿذًذ Michaelis  ٍ Menten (1913)هٌحٌی

ّبی هختلف ػَثؼتشا ثب فؼبلیت  دس ًوَداسی غلظت تشتیت،

اختلبكی آًضیوی هشثَعِ سػن ؿذ ٍ ػپغ ثب اًتمبل آى ثِ 

 Vmax  ٍKmثَسن، ثِ حبلت خغی تجذیل ؿذ ٍ -ًوَداس لایٌَیَس

اص هؼبدلِ خغی حبكلِ هحبػجِ ؿذًذ. دس ًوَداس لایٌَیَس ثِ 

ٍ ثِ خبی همبدیش   خبی همبدیش غلظت ػَثؼتشا، اص  
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ثشای سػن ًوَداس   فؼبلیت اختلبكی اص 

اػتفبدُ هی ؿَد. ػپغ هؼبدلِ خظ حبكل ثِ دػت آهذ ٍ 

 لبثل هحبػجِ اػت: ریلهمذاس ایي دٍ پبساهتش اص ساثغِ ّبی 

Y = ax + b 
Vmax= 1/b ٍ= a × Vmax  Km  ( ثبثت وبتبلیضٍسی ٍKcat اص )

، غلظت هَلی [E]هحبػجِ ؿذ. ثشای هحبػجِ همذاس  ساثغِ 

آًضین تخلیق ؿذُ ثش اػبع ٍصى هَلىَلی آى ٍ غلظت آًضین 

 ثىبس سفتِ اػتفبدُ ؿذ.

 

 هحبسجِ ًیوِ ػوز آًشین
ثشای تؼییي ًیوِ ػوش، آًضین خبلق ثب غلظت اػتبًذاسد 

گزاسی  گشهخبًِگشاد  دسخِ ػبًتی 37دس  BAPNAػَثؼتشای 
دلیمِ( اص آى  0-90كل صهبًی هختلف ) ؿذ ٍ دس فَا

گیشی خزة  ثشداسی ؿذ ٍ فؼبلیت آًضین تشیپؼیي ثب اًذاصُ ًوًَِ
( هحبػجِ  p-nitroanilineًبًَهتش )ثِ دلیل آصاد ػبصی  410دس 

ثشداسی دس همبثل فؼبلیت  ّبی ًوًَِ ؿذ. ػپغ دس ًوَداسی صهبى
ؼبلیت ساثغِ ف ریلاختلبكی آًضیوی هشثَعِ سػن ؿذ.  فشهَل 
 دّذ: دس ّش صهبى سا ثب فؼبلیت اٍلیِ آًضین ًـبى هی

[A] = [A]0  e
-k

1
t 

A  ;همذاس فؼبلیت دس ّش صهبى، A0  ; ِدس لحظt = 0  هٌظَس ٍ
ػپغ ثشای تجذیل ّوبى ثبثت ٍاوٌؾ اػت.  K1صهبى ٍ  tاص 

ّبی هشثَط ثِ  دادُ ثب اػتفبدُ اصًوَداس حبكل ثِ حبلت خغی، 
ذداً دس همبثل صهبى سػن ؿذ ٍ هؼبدلِ ؿیت هد ،lnًضین آفؼبلیت 

ثِ ؿىل  فَقّوبى فشهَل  ریل. ساثغِ گشدیذخظ هحبػجِ 
 خغی ؿذُ اػت.

ln[A] =-k1 t + ln[A]0 

ٍ همذاس ًیوِ ػوش اص  خَاّذ ثَد K- ؿیت خظ حبكل ّوبى 
 لبثل هحبػجِ اػت: ریلساثغِ 

T1/2 = 
   

  
  

     

 
 

 وتایج  
 خبلص سبسی آًشین هزاحل استخزاج ٍ

ثَػیلِ حبكل اص سٍدُ هبّی ػفیذ آًضین تشیپؼیي اص ػلبسُ خبم 
ساػت ػبصی ثب ػَلفبت آهًَیَم ٍ وشٍهبتَگشافی غشثبلی هَلىَلی 

Sephadex G-75 ًتبیح حبكل اص ّش وِ  خبلق ػبصی ؿذ
هیضاى تخلیق  اػت. اسائِ ؿذُ 1دس خذٍل خبلق ػبصی هشحلِ 

 ًوًَِ ثشاثش دس 98/1ًَِ ػلبسُ خبم آًضین تشیپؼیي ًؼجت ثِ ًو

 40آى  ثبصدُ هیضاى ٍ یبفت دیبلیض افضایؾ تشػیت ٍ اص  حبكل

ثؼذ اص تضسیك ًوًَِ حبكل اص دیبلیض ثِ ػتَى   .گشدیذ دسكذ
Sephadex G-75 ّب، خزة پشٍتئیي  ٍ خوغ آٍسی فشاوؼیَى

ًبًَهتش اًدبم ؿذ وِ ًـبى  280ّب دس عَل هَج  ایي فشاوؼیَى
(. ثؼذ 1 ؿىلِ ًمغِ اٍج پشٍتئیٌی دس ًوًَِ ٍخَد داسد )داد ػ

 تٌْب وِ گشدیذ هـخقاص ػٌدؾ فؼبلیت آًضین تشیپؼیي 

. اػت داسای فؼبلیت تشیپؼیي دٍم ًمغِ اٍج ّبی فشاوؼیَى
ایي ثخؾ اص خشٍخی ػتَى  SDS-PAGE ًتبیح الىتشٍفَسص

Sephadex G-75  .یه ثبًذ پشٍتئیٌی خبلق ؿذُ سا ًـبى داد
 دس وِ داد ًـبى فیلتشاػیَى طل وشٍهبتَگشافی اص حبكل یحًتب

هیضاى تخلیق آًضین تشیپؼیي ًؼجت ثِ ًوًَِ ػلبسُ  ایي هشحلِ
 دسكذ  52آى  ثبصدُ هیضاى ٍ یبفت ثشاثش افضایؾ 8/25خبم اٍلیِ 

  گشدیذ.
 

 هحبسجِ سیٌتیک فؼبلیت
فتبس ػیٌتیه آًضین تشیپؼیي سٍدُ هبّی ػفیذ ٍ تشیپؼیي س

 ًـبى دادُ ؿذُ 2ؿىل)ثب هٌـب پبًىشاع خَن( دس تدبسی 
 ،ٍ هؼبدلات ثذػت آهذُ اص آى ّب ؿىلاػت. ثب اػتفبدُ اص ایي 

ثشای تشیپؼیي سٍدُ هبّی ػفیذ ٍ تشیپؼیي تدبسی  Vmaxهمذاس 
هیىشٍهَل ثش هیلی گشم دس دلیمِ  0876/0ٍ  9958/2ثِ تشتیت 

(µmol/mg.min همذاس ٍ )Km ّی ػفیذ ثشای تشیپؼیي سٍدُ هب

هیلی هَل  1701/0ٍ  5350/0ٍ تشیپؼیي تدبسی ثتشتیت 
دس  Vmaxؿذُ اػت. همذاس  اسائِ 2هحبػجِ ؿذ وِ دس خذٍل 

تشیپؼیي سٍدُ هبّی ػفیذ ثؼیبس ثبلاتش اص خَن ثَد وِ 
دٌّذُ فؼبلیت ثبلاتش آًضین تشیپؼیي سٍدُ هبّی ػفیذ دس  ًـبى

تشیپؼیي سٍدُ  Kmهمبیؼِ ثب آًضین تدبسی اػت. ّوچٌیي همذاس 
هبّی ػفیذ اًذوی ثیـتش اص تشیپؼیي تدبسی ثَد. ثبثت 

( ثشای تشیپؼیي سٍدُ هبّی ثؼیبس ثبلاتش اص Kcatوبتبلیضٍسی )
تشیپؼیي سٍدُ  آًضین وبتبلیضٍسی وبسایی تشیپؼیي تدبسی ثَد ٍ

 هبّی ػفیذ ثبلاتش اص تشیپؼیي تدبسی ثَد.
 

 هحبسجِ ًیوِ ػوز آًشین
پؼیي سٍدُ هبّی ػفیذ دس صهبى ّبی هختلف فؼبلیت آًضین تشی

ٍ  ؿىلاػت. ثب اػتفبدُ اص ایي  ؿذُ ًـبى دادُ 3 ؿىلدس 
ثشای تشیپؼیي سٍدُ هبّی  kهؼبدلات ثذػت آهذُ اص آًْب همذاس 

ثذػت آهذ ٍ ثب لشاس دادى ایي همذاس دس هؼبدلِ  0118/0ػفیذ 
t1/2  ثش  693/0ٍ تمؼین ػذدk 72/58، همذاس ًیوِ ػوش ثشاثش ثب 

 دلیمِ خَاّذ ثَد. 
 0118/0 ; 72/58  دلیمِ  693/0                
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 4Rutilus frisii Kutum هزاحل خبلص سبسی آًشین تزیپسیي اس رٍدُ هبّی سفیذ 1جذٍل 
Table 1: Purification steps of Trypsin from Rutilus frisii Kutum intestine 

 جن کلح فزاکسیَى

 )هیلی لیتز(

 پزٍتئیي کل

 گزم( )هیلی

 فؼبلیت اختصبصی (U)فؼبلیت کل 

(U ثز هیلی )گزم 

  ثبسدُ

)%( 

هیشاى 

 تخلیص

 1 100 096/0 560/24 540 200 ػلبسُ

 98/1 40 19/0 048/10 2/79 20 تشػیت

 78/25 52 475/2 890/12 28/5 48 طل

U  هیىشٍهَل ّبی ًیتشٍ آًیلیي آصاد ؿذُ اص ;BAPNA (Nα-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide hydrochlorideثِ اصا )ّش دلیمِ ء 

 

 
 َمیآهًَ تیاشجبػ% 00 َىیفزاکس اس حبصل َىیسَسپبًس.  .Sephadex G-75 ستَى در ذیسف یهبّرٍدُ  يیپسیتز کزٍهبتَگزام4 1شکل

 یتزیل یلیه 3 یّب َىیفزاکس  ٍ شذُ یگذار ثبرهیلی لیتز در دقیقِ  8/0  بىیجز سزػت ثب ٍ  cm 2 ×  28 اثؼبد ثب ستَى در سَلفبت

 .شذ یآٍر جوغ
Figure 1:Chromatogram of Trypsin from Caspian kutum intestine in Sephadex G-75 column. 60% saturated 

ammonium sulfate fraction was loaded onto a column (80 × 2 cm) at a flow rate of 0.5 ml / min and 3 ml fractions 

were collected. 
 

  ّوبى( ة ،(هٌتَى کبئلسیه) سَثستزا غلظت هقبثل در تزیپسیي تجبری )خَک( ٍ یهبّ رٍدُ يیپسیتز تیفؼبل ًوَدار (الف4 2 شکل

 ثَرک – َریٌَیلا شکل ثِ شذُ لیتجذ الف شکل
Figure2: a) Activity of kutum intestine Trypsin and commercial Trypsin (porcine) at different substrate 

concentrations (Michaelis- Menten), b) figure a converted to Lineweaver-Burk model 
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 (ي رٍدُ هبّی سفیذ ٍ تزیپسیي تجبری )خَک4 پبراهتزّبی سیٌتیک هحبسجِ شذُ ثزای تزیپسی2جذٍل 
Table 2: Calculated kinetic parameters of Trypsin from Caspian kutum intestine and commercial (porcine) Trypsin.. 

 Vmax ًَع تزیپسیي
 ) هیکزٍهَل/هیلی گزم دقیقِ(

Km 

 )هیلی هَلار(

Kcat 

 )ثز ثبًیِ(

Kcat /Km 

ًیِ(/ هیلی هَلار. ثب1)  

a0045/0 ±9958/2 a005/0 ±5350/0 a027/0 ±2568/6 89/0 ±694/11 هبّی ػفیذ a 

b003/0 ±0876/0 b003/0 ±1701/0 b0009/0 ±034/0 02/0 ±1998/0 تدبسی )پبًىشاع خَن( b 

 .(p <05/0ثبؿذ ) داس هی هؼٌی اختلاف ثیبًگش ػتَى ّش هـتشن دس وَچه غیش حشٍف    

 

 

لگبریتن طجیؼی فؼبلیت تزیپسیي در هقبثل سهبى کِ ثزای خطی کزدى ٍ هحبسجِ  (ة ،فؼبلیت آًشین تزیپسیي هبّی سفیذ در هقبثل سهبى (الف 34شکل

 هؼبدلِ ٍ شیت خط ثِ کبر هی رٍد.
Figure 3: a) Caspian kutum Trypsin activity against time, b) ln logarithm of Trypsin activity against time which is 

used to linearize and calculate the equation and slope of the line. 

 بحث 
 هزاحل استخزاج ٍ خبلص سبسی آًشین

 تخلیق ثشای اثتذائی هشاحل اص یىی ػَلفبت آهًَیَم ثب تشػیت

ثبؿذ  هی هضاحن ّبی اص پشٍتئیي ثشخی خذاػبصی ٍ ّب پشٍتئیي
(Khantaphant & Benjakul, 2010) .ػَلفبت  آهًَیَم چَى

وٌذ وِ ثب پشٍتئیي ثش  ّبیی ایدبد هی پغ اص اًحلال دس آة یَى
 تَاًذ هی ثبلا ّبی غلظت دس ٍ وٌذ هیػش اتلبل ثِ آة سلبثت 

، اص ایي سٍؽ ًوبیذ خبسج پشٍتئیي دػتشع اص سا ّبی آة هَلىَل
 دس ٍ ئیيپشٍت حلالیت وبّؾ هَخت اهش ایي .ؿَد اػتفبدُ هی

دس ػول هیضاى آهًَیَم ػَلفبت  .ؿَد هی آى سػَة ًتیدِ
افضٍدُ ؿذُ اص عشیك خذاٍل خبف هحبػجِ ؿذ ٍ دس ػِ هشحلِ 

: هشحلِ اٍل افضایؾ غلظت اؿجبػیت اص كفش ثِ گشدیذافضٍدُ 
. هشحلِ دٍم وشدًذ% وِ پشٍتئیي ّبی آثگشیضتش سػَة 30

ت پشٍتئیي ّب % وِ اغل60% ثِ 30افضایؾ غلظت اؿجبػیت اص 
% وِ 90% ثِ 60. هشحلِ ػَم افضایؾ اؿجبػیت اص وشدًذسػَة 

 ًوَدًذتوبم پشٍتئیي هَخَد دس هحلَل سػَة  تمشیجبً
(Burgess, 2009; Wingfield, 1998). 

ػبصی ٍ  پظٍّـگشاى صیبدی ثب اػتفبدُ اص ایي سٍؽ ثِ خبلق
 ،ثشای هثبل .اًذ ّب اص هبّیبى هختلف پشداختِ تشػیت آًضین

Castillo-Yánez ثشای تشػیت تشیپؼیي  (2005) ٍ ّوىبساى
 Sardinops sagaxاص ضوبین پیلَسیه هبّی ػبسدیي هًَتشی )

caerulea دسكذ تخویي صدًذ ٍ هیضاى  30-70( ایي هحذٍدُ سا
دسكذ  73ٍ  3/1تخلیق ٍ ثبصدُ دس ایي هشحلِ سا ثتشتیت 

َلفبت همذاس ػ (2007)ٍ ّوىبساى  Bougatefگضاسؽ وشدًذ. 
آهًَیَم هَسد ًیبص ثشای اػتخشاج تشیپؼیي اص ضوبین پیلَسیه 

دسكذ  30-60سا  (Sardina pilchardus) هبّی ػبسدیي
 42/40ٍ  58/3اؿجبػیت ٍ هیضاى تخلیق ٍ ثبصدُ سا ثتشتیت 

  دسكذ گضاسؽ وشدًذ.
 ّب هَلىَل ٍسٍد لبثلیت هجٌبی ثش وشٍهبتَگشافی طل فیلتشاػیَى

هَلىَلی  ٍصى ثب اػت ٍ تشویجبت اػتَاس ثؼتش طل هٌبفز دسٍى ثِ
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 فبص ّوشاُ ثؼشػت ،ؿًَذ دس ًتیدِ ّب حفشُ ٍاسد تَاًٌذ ًوی صیبد

 دس ّبی وَچىتش هَلىَل ٍلی ،گشدًذ هی خبسج ػتَى اص هتحشن

ثتشتیت ٍصى هَلىَلی ٍ ثِ كَست  ٍ ش هی افتٌذگی ّب حفشُ دسٍى
 اص هی ؿًَذ. ًتبیح حبكل خبسج ػتَى اص ًؼجتبً خبلق

 ریلهحممبى ثِ ؿشح ػبیش تَػظ  فیلتشاػیَى طل وشٍهبتَگشافی
ثشای گشثِ هبّی  (2013)ٍ ّوىبساى  Villalba-Villalba اػت:

(P. disjunctivus, Weber, 1991 هیضاى تخلیق ٍ ثبصدُ ایي )
ٍ  Souzaدسكذ گضاسؽ وشدًذ.  06/28ٍ  84/4هشحلِ سا 

 Pseudupeneusدس ثض هبّی خبلذاس ) (2007) ّوىبساى

maculatus دسكذ ٍ  1/26ٍ  7/57( هیضاى تخلیق ٍ ثبصدُ سا
Ben Khaled  ٍ  ػبسدیيدس  (2008)ّوىبساى (S. aurita )

دسكذ  7/34ٍ  42/4هیضاى تخلیق ٍ ثبصدُ ایي هشحلِ سا 
  گضاسؽ وشدًذ.

 
 هحبسجِ سیٌتیک فؼبلیت

  هبّی سٍدُاص  ؿذُ تخلیق تشیپؼیي آًضین یٌتیهػ پبساهتشّبی
تشیپؼیي سٍدُ هبّی  وِ داد ًـبى تشیپؼیي تدبسی ٍیذ ػف

 ،لزا .فؼبلیت ثبلاتشی ًؼجت ثِ تشیپؼیي تدبسی داسدػشػت 
 فشآٍسدُ ٍ ؿىؼتِ سا خَد ػَثؼتشای ثیـتشی ػشػتثب  تَاًذ هی

 دٌّذُ توبیل تشویت آًضین ثب ػَثؼتشا ًـبى Kmًوبیذ.  تَلیذ

آًضین ػشیؼتش ثِ ٍ ّشچِ همذاس ػذدی آى ثضسگتش ثبؿذ،  ثبؿذ هی
 ػذد ( (Kcatی )سػذ. ثبثت وبتبلیضٍس ثیـیٌِ فؼبلیت خَد هی

 گفتِ ػَثؼتشا هَلىَلْبی تؼذاد هبوضیون ثِ) آًضین یه تجذیل

 ثِ صهبى ٍاحذ دس آًضین ّش هَلىَل ءاصا ثِ تَاًذ هی وِ ؿَد هی

 ثبثت ػفیذ سٍدُ هبّی تشیپؼیي ؿَد. آًضین تجذیل هحلَل

ثِ تشیپؼیي تدبسی )خَن( داؿت ٍ  ًؼجت وبتبلیضٍسی ثبلاتشی
 ایي ثَد. اص تشیپؼیي تدبسی ثبلاتش ًیض وبتبلیضٍسی آى وبسایی

 Ahsan  ٍWatabe  (2001)تَػظ آهذُ ثذػت ًتبیح ثب ًتبیح
ٍ  (E. japonicas)آًچَی طاپٌی  هبّی تشیپؼیي آًضین ثش

 هبّی داسد. آًْب گضاسؽ ًوَدًذ وِ دس ّوخَاًی گبٍی تشیپؼیي

وِ  اػت ؿذُ ؿٌبػبیی تشیپؼیي آًضین اص ایضٍفشم دٍ یآًچَ
 ثشای وبتبلیضٍسی ثبثت اص ثبلاتش ّب ایضٍفشم اص یىی ثبثت وبتبلیضٍسی

 دٍ ایضٍفشم ّش وبتبلیضٍسی وبسایی ٍ ثَد گبٍی تشیپؼیي آًضین

 ثَد. گبٍی تشیپؼیي آًضین وبتبلیضٍسی وبسایی صا ثبلاتش ثؼیبس
تشیپؼیي  km  ٍKcatبّیبى ًیض هػبیش دس همبیؼِ ثب تشیپؼیي 

 & Van Hau)سٍدُ هبّی ػفیذ ثضسگتش اص هبّی ػشخَ 

Benjakul, 2006) دس همبیؼِ ثب هبّی صثشا ثلٌی  ثبؿذ هی ٍ
(Ktari et al., 2012)  km  ٍ تمشیجبً ثشاثشKcat   اػتثضسگتش .

 ثبلاتشی تشویجی ػفیذ هیل هبّی تشیپؼیي سٍدُ آًضین ،ثٌبثشایي

هبّیبى  تشیپؼیي ثِ ًؼجتBAPNA یض ػَثؼتشای ّیذسٍل ثشای
ص ا ؿذُ تخلیق تشیپؼیي وبتبلیضٍسی آًضین . وبساییداسد هزوَس

 اص ؿذُ تخلیق تشیپؼیي آًضین اص ثبلاتش ًیض هبّی ػفیذ سٍدُ

 ,.Ben Khaled et al) (S. auritaػبسدیي ) ى ػشخَ،هبّیب

ٍ  Ahsan  ٍWatabe  (2001) .ثَد ثلٌی صثشا ٍ (2008
Kanno دس تَخیِ تفبٍت پبساهتشّبی  (2011) ٍ ّوىبساى

ػیٌتیه تشیپؼیي آثضیبى دس همبیؼِ ثب خبًَساى خـىی ثیبى 
 دهبی ثَدى پبئیي ثِ دلیل سػذ هی ثٌظش آثضیبى وشدًذ وِ دس

اًؼغبف  ػبختبس ثِ ًیبص گَاسؿی ّبی آًضین اعشاف، هحیظ
 اعشاف یظهح دهبی تغییشات ثب سا خَد ثتَاًٌذ تب داسًذ پزیشتشی

 تَاًبیی خَد پیشاهَى پبئیي هحیظ دهبی دس ٍ دٌّذتغجیك 

 ثبؿٌذ. داؿتِ ػَثؼتشا ثِسا   ؿذى هتلل
 

 هحبسجِ ًیوِ ػوز آًشین
فؼبلیت آًضین دس  لاصم ثشای وبّؾ هذت صهبى"ًیوِ ػوش آًضین 

آًضین ّب ثِ دلیل  ثبؿذ. هی" هحیظ ٍاوٌؾ ثِ ًلف فؼبلیت اٍلیِ
اثش ػَاهلی ًظیش دهبّبی  ثشوىي اػت ػبختبس پشٍتئیٌی خَد ه

ٍ ... دچبس تغییش ؿىل  pHثبلا، اًدوبد، فـبس، تغییشات ؿذیذ 
 ,Chaplin & Bucke)ػبختبسی ٍ دس ًتیدِ افت فؼبلیت ؿًَذ 

1990) .Pazhang دس تحمیمی ثش اثش  (2016) ٍ ّوىبساى
ػَسثیتَل ٍ گلیؼشٍل دس پبیذاسی تشیپؼیي تدبسی خَن، ًیوِ 

 3/43 ثَد، صهبًی وِ ّیچ افضٍدًی ثِ آى اضبفِ ًـذُ ػوش آى سا
دلیمِ گضاسؽ وشدًذ. ػَثؼتشای ایي آصهبیؾ وبصئیي ٍ دهبی 

ًیوِ ػوش einrich  (1972 ) گشاد ثَد. دسخِ ػبًتی 25اًدبم آى 
دسخِ  60دس سا  TAMEتشیپؼیي دس هدبٍست ػَثؼتشای 

ثؼتشای ثشای ػَ گضاسؽ وشدُ ٍ ًیوِ ػوش دلیمِ 30 ،گشاد ػبًتی
BAPNA   50گشاد ٍ  دسخِ ػبًتی 60دس سا %DMSO،  حذٍد

تشیپؼیي  أهٌـ ،آًچِ هؼلن اػتیه ػبػت تخویي صدُ اػت. 
آصهبیؾ، حضَس ػبیش هَاد  pHاػتخشاخی ٍ ثِ تجغ آى دهب ٍ 

ّوگی ثش ًتیدِ  ،پبیذاس یب ًبپبیذاس وٌٌذُ، ػَثؼتشای هَسد وبسثشد
 ٍ هحبػجبت تبثیش خَاٌّذ گزاؿت.

 ٍ ًیوِ ػوش آًضین ػیٌتیه ّبی ػبصی ٍ ثشسػی خبلق حًتبی

ثب ػَْلت ٍ  آًضین داد وِ ایي  ًـبى هبّی ػفیذ سٍدُ تشیپؼیي
ٍ اص لحبػ  اػتّضیٌِ ون لبثل خذاػبصی ٍ خبلق ػبصی 

 ثبلاتشی ثِ تشیپؼیي تدبسی )خَن( اص وبسایی ًؼجتػیٌتیه 

ٌبیغ غزایی، ك دس كٌبیغ سا لبثلیت اػتفبدُ ٍ اػت ثشخَسداس
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ّوچٌیي وبسثشد  ٍ ؿیلات، كٌبیغ تْیِ هحیظ وـت هیىشٍثی
 داسد. دستحمیمبت ثیَتىٌَلَطی

 قذرداویتشکر ي 
هحتشم ثخؾ ثیَتىٌَلَطی هَػؼِ ٍاوؼي  اػبتیذ ٍ وبسوٌبى اص

ٍ ػشم ػبصی ساصی وشج وِ هب سا دس اًدبم ایي پظٍّؾ یبسی 
 .گشدد تـىش ٍ لذسداًی هی ،ًوَدًذ
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Abstract 

In recent decades, recovery and identification of digestive enzymes from fish has attracted 

much attention and new applications for these enzymes have been defined in some industries, 

such as the food and detergent industries. One of these recovered enzymes is Trypsin, which 

in this study was extracted and purified from the intestine of Caspian kutum using a three-step 

extraction method with 50 mM Tris-HCl buffer (containing 10 mM CaCl2 pH 7.5), 60% 

ammonium sulfate precipitation and Sephadex G-75 gel chromatography. The Result was an 

enzyme with 52% yield and a purity of 25.78-fold. The kinetic parameters of Vmax and Km for 

BAPNA substrate were calculated using the Michaelis-Menten equation and were 2.9958 

µmol/mg.min and 0.5350 mM respectively and Kcat was 6.2568 S
-1

. The kutum Trypsin’s 

half-life was also calculated as 58.72 min for BAPNA substrate using the conversion of the 

enzyme activity graph (in minutes) to natural logarithmic graph and determining its slope. 

The results showed that it is easy and economical to extract and purify Trypsin from intestine 

of Caspian kutum and it is kinetically more effective than commercial Trypsin. It is suitable 

for use in the food industries, fish processing industry, culture media production as well as 

application in biotechnology research.  
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