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 چکيده

 مژاشيدر این پژوهش  آنژزیم پيزژاز از رهد   .باشندکيبات با ارزشي مانند آنزیم ميآبزیان از جمله منابع مهم جهت استخراج تر

زدایي چندین بار با استون انجام رنگين کمان استخراج شد ه مورد بررسي قرار گرفت. جهت استخراج این آنزیم، چربي يآلاقزل

ستفاد  گردیژد ه پژس از آن جهژت تظلژيو نمونژه، ا درصد( 60سازي آنزیم از آمونيوم سوپفات )با اشباعيت رشاشد سزس براي 

 75-اهپترافيلتراسيون انجام گرفت. تخليص نهایي آنزیم نيز با عبور نمونه از ستون کرهماتوگرافي ژل فيلتراسيون سفادکس جژي

ر فعاپيت پيزاز مورد باتيلن دیامين تترا استيک اسيد ه  متيل سوپفونيل فلورایدفنيل انجام شد. پس از استخراج، اثر ده بازدارند  

فنيژل بررسي قرار گرفت. سنج  فعاپيت آنزیم با استفاد  از سوبستراي پارانيترهفنيل پاپميتات انجام شد. نتایج نشژان داد کژه 

داري بر فعاپيت آنزیم پيزاز تخلژيص شژد  دارنژد متيل سوپفونيل فلوراید ه اتيلن دیامين تترا استيک اسيد اثر بازدارندگي معني

(05/0>P) 2 يشایونCaCl ،2MgCl  2هMnCl یژم پيزژاز را افژزای فعاپيژت آنژز يداربطژور معنژي (05/0>P) ه KCl  ه

NaCl را کاش  دادند  فعاپيتبه طور معني داري  نيز(05/0>P). آلاي رنگژين بنژابراین در مژورد اسژتفاد  از پيزژاز رهد  قژزل

توان جهت بازداشتن یا افزای  فعاپيژت آنژزیم اسژتفاد  شا ه فلزات ميد عنوان افزهدني در صنایع مرتبط، از این بازدارن هکمان ب

 کرد.          
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 مقدمه

شا اتاپيستامرهز  آنزیم پيزاز جایگا  مهمي در بين بيوک

شا این گليسریدشا به این آنزیم دارد. قابليت آبکافت تري

از سوبسترا مورد  هسيعيامکان را داد  است که در طيف 

اسيل  ياصلي این آنزیم، تر ياستفاد  قرار گيرند. سوبسترا

کم محلول در آب است. تحت شرایط  يشاه گليسرهل

 سوبستراي استري بين فاز يشا پيوندشاطبيعي آن

کنند. در غياب آب، غيرمحلول ه فاز مایع را آبکافت مي

هاکن  منجر به استریفيکاسيون ه تشکيل گليسریدشا از 

 Jaeger and ) شوداسيدشاي چرب ه گليسرهل مي

Eggert, 2002 ) آنزیم پيزاز بطور هسيعي در طبيعت

شا، حيواني، گياشي، باکتري يشاهجود دارد ه در اغلب گونه

پيزازشا کاربردشاي  شود.شا یافت ميچمخمرشا ه قار

را به اسيدشاي چرب ه  گليسریدشايدارند ه تر ياگسترد 

(. Litthauer et al. 2010) کنندشا آبکافت ميگليسرهل

شا، شا ه رهغناي در فرآهري چربيپيزازشا بطور گسترد 

مواد دارهیي ه شيميایي،  ساختشا، فرآهري غذا،  شویند

 Rubin) وپيد مواد آرایشي کاربرد دارندساخت کاغذ ه ت

and Dennis, 1997a, b; Kazlauskas and 

Bornscheuer, 1998)تواند تجزیه مي . این آنزیم

 .Masse et al) چربي را تسریع بخشدحاهي فاضلاب 

شا ه صنعتي از قارچ بسياري از پيزازشاي ميکرهبيِ (.2001

 شوند.شا مشتق ميباکتري

شا آن سازگاري ه آبزیان مختلفایط محيطي شربا توجه به 

اي ه به گونه تنوع با محيط اطراف خود، شمچنين هجود

شرایط منحصر به فردي ژنتيکي، دنبال آن هجود تنوع 

شاي موجود در آبزیان در مقایسه با پستانداران براي آنزیم

به  توانميه گياشان فراشم شد  است که از این ميان 

 اشار  نمود شاي مختلف pHدر دما ه  داشتن فعاپيت بالا

(Klomklao, 2008 .)شاي در مقایسه با دیگر آنزیم

شيدرهپيتيک مانند پرهتئازشا ه کربوشيدرازشا، پيزازشا به 

اند ه در این رابطه نسبت کمتر مورد مطاپعه قرار گرفته

پيزازشاي موجودات آبزي نسبت به پيزازشاي مشابه در 

ه منابع ميکرهبي کمتر شناخته پستانداران، گياشان 

شا صورت گرفته اند ه تحقيقات کمتري نيز رهي آنشد 

ضایعات ماشي مانند سر، امعاء ه احشاء، پوست،  است.

شا منابعي شاي گوارشي شمرا  با غد هیو  اندامه شا ه بفلس

شایي مانند پيزاز ه مواد با پتانسيل قوي براي آنزیم

زهائد پيلوریک، معد ،  د.باشنبيوشيميایي متعدد مي

شاي گوارشي در ماشي، عنوان اندامه پانکراس ه رهد  ب

توانند شاي پيزوپيتيک ناشناخته شستند که ميمنابع آنزیم

نظيري داشته باشند. اگرچه مطاپعاتي که شاي بيهیوگي

، اندمعطوف شد رهي تخليص پيزازشا از بافت ماشي 

 Kurtovic et ) ندکنشاي زیادي را آشکار ميمحدهدیت

al. 2009 )رسد با توجه به مطاپب گفته شد ، به نظر مي

که مطاپعات اخير بر پيزازشاي گوارشي موجودات آبزي 

اخيرا حضور فعاپيت پيزاز در  .اندمتمرکز شد 

Scophthalmus maximus ( Izquierdo and 

Henderson, 1998،) Pagrus major (Iijima et 

al. 1998) Mugil cephalus (Aryee et al. 

2007) ،Cirrhinus reba (Islam et al. 2009) ،
Sardinops sagax caerulea (Noriega-

Rodriguez et al. 2009) ،Sardinella aurita 

(Smichi et al. 2010) ،Oncorhynchus 

tshawytscha   هMacruronus novaezelandiae 

(Kurtovic et al. 2010)  هPenaeus vannamei 

(Rivera-Perez et al. 2010) .بررسي شد  است 

توپيد فراهاني رنگين کمان در کشور ما به  يآلاماشي قزل

دهر  ياز ضایعات این آبز يشود ه سالانه حجم زیادمي

گردد. جداسازي شود ه باعث آپودگي ميریخته مي

ترکيبات زیست فعاپي مانند آنزیم از این ضایعات تا حد 

ه تخریب محيط زیست جلوگيري  زیادي از آپودگي

کند، شمچنين این ترکيبات در صنایع مختلف از جمله مي

دارد. شدف از انجام این  يصنایع غذایي کاربرد بسيار

آلاي رنگين تحقيق تخليص آنزیم پيزاز از رهد  ماشي قزل

شا ه فلزات بر فعاپيت این آنزیم کمان ه بررسي اثر بازدارند 

 است.

 

 هامواد و روش

 نمونه يسازآماده

)ميانگين  يزند  در هزن بازار يآلاپانزد  عدد ماشي قزل

گرم( به صورت تصادفي انتخاب ه به  900 ± 50هزن 

آزمایشگا  بيوشيمي بخ  بيوتکنوپوژي موسسه تحقيقات 

ماشيان در   سازي رازي کرج منتقل شد. رهدهاکسن ه سرم

در  شد ، يجداساز يشاشد. نمونه يحضور یخ جداساز

تا زمان  ساعت 48به مدت  گراددرجه سانتي -20 يدما
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 .(Aryee et al. 2007) ندشد يانجام آزمای  نگهدار

ساعت در دماي  2شا بعد از خرهج از فریزر به مدت نمونه

قرار داد  شد تا از حاپت  گراد(درجه سانتي 4یخچال )

زدایي نمونه با انجماد خارج شود. سزس عمل چربي

( به نسبت گراددرجه سانتي -20استون سرد ) استفاد  از

زدایي شد  با استفاد  از انجام شد. نمونه چربي 3به  1

 ,Lawrence, Kansas) 2کاغذ صافي هاتمن شمار  

USA)  فيلتر شد. سزس مواد رهي فيلتر به مدت یک

 شبانه رهز در دماي اتاق قرار گرفت تا خشک گردد

(Aryee et al. 2007 .)به  1د  به نسبت پودر خشک ش

اسيدکلریدریک -مولار تریسميلي 25با بافر استخراج ) 10

 -مولار بنزاميدینميلي 5شامل  pH 8/7با 

مولار اتيلن دیامين تترا استيک ميلي 1اسيدکلریدریک، 

ساعت  1درصد گليسرهل( مخلوط ه به مدت  10اسيد ه 

گراد بر رهي شمزن مظناطيسي درجه سانتي 4در دماي 

درجه  4در دماي  g 8000داد  شد. بعد از آن، درقرار 

 IEC)دقيقه سانتریفوژ  45گراد ه به مدت سانتي

Model B-22M program Mable floor 

centrifuge) عنوان هانجام شد. سزس محلول رهیي ب

 عصار  خام آنزیمي در نظر گرفته شد. 

درصد با  60عصار  خام آنزیمي تا حصول اشباعيت 

 (Sigma, St. Louis, MO, USA)فات آمونيوم سوپ

ساعت  3گراد به مدت درجه سانتي 4مخلوط ه در دماي 

ه  g8000رهي شمزن مظناطيسي قرار داد  شد. سزس در 

دقيقه سانتریفوژ  45گراد ه به مدت درجه سانتي 4دماي 

آهري ه با بافر انجام شد. پس از آن، رسوب حاصل جمع

شب در مجاهر بافر استخراج مخلوط شد ه به مدت یک 

گراد، عمل دیاپيز درهن درجه سانتي 4استخراج در دماي 

 ,KD, Sigma, St. Louis 12)شاي دیاپيز کيسه

MO, USA)  بر رهي شمزن مظناطيسي انجام شد تا

شاي سوپفات آمونيوم حذف شود. بعد از آن، در یون

g8000  دقيقه  45گراد ه به مدت درجه سانتي 4ه دماي

 30)انجام شد. پس از آن اهپترافيلتراسيون  سانتریفوژ

kDa MWCO, Am icon Co. Ltd., Bedford, 

MA, USA)  انجام گرفت تا نمونه تظليو گردد

(Aryee et al. 2007).  ستون کرهماتوگرافي ژل

 ,Sigma, St. Louis, MO) 75 -فيلتراسيون جي

USA)  مولار ميلي 50سازي ه با بافر )براي تخليص آماد

شستشو گردید. نمونه  (pH 5/8اسيد کلریدریک با -ستری

تظليو شد  حاصل از اهپترافيلتراسيون درهن ستون ریخته 

اسيد -مولار تریسميلي 50شد ه با استفاد  از بافر  )

( مواد درهن ستون شستشو شد تا pH 5/8کلریدریک با 

 Islam)آنزیم مورد نظر جداسازي ه از ستون خارج شود 

et al. 2008). 

 

 سنجش فعاليت آنزیم

جهت سنج  فعاپيت آنزیم، محلول سوبسترا به این 

سوبستراي  مولارميلي 65/1ترتيب ساخته شد که 

 ,Sigma, St. Louis, MO)پارانيترهفنيل پاپميتات 

USA)  .پيتر از محلول ميليیک در ایزهپرهپانول حل شد

 -مولار تریسميلي 50پيتر از بافر )ميلي 9سوبسترا به 

 1/0درصد توئين ه  4/0شامل  pH 8سيدکلریدریک با ا

درصد صمغ عربي( اضافه شد ه سزس این محلول با نمونه 

 20. پس از (Kordel et al. 1991)آنزیمي مخلوط شد 

گراد، قرائت درجه سانتي 37دقيقه انکوباسيون در دماي 

نانومتر در اسزکترهفتومتر انجام ه  410نوري در طول موج 

 اساس فرمول زیر محاسبه شد: آنزیم بر سزس فعاپيت

 

 
 

 -بيانگر ضریب تاریکي براي پارا 17500در این فرمول 

باشد که محصول شيدرهپيز سوبستراي نيترهفنيل مي

از  ت.ژزاز اسژم پيژط آنزیژوسميتات تژنيترهفنيل پاپ

( براي سنج  پرهتئين 1951ه شمکاران )  Lowryرهش

 محلول استفاد  شد.

 هاارندهاثر بازد

شاي فنيل متيل شا، ابتدا بازدارند براي تعيين اثر بازدارند 

مولار ه  ميلي2با غلظت  (PMSF)سوپفونيل فلوراید 
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 5با غلظت ( EDTA)اتيلن دیامين تترا استيک اسيد 

دقيقه در  15مولار با نمونه آنزیمي مخلوط ه براي ميلي

د  با دماي اتاق قرار گرفت، سزس نمونه حاهي بازدارن

دقيقه در دماي  20بافر مخلوط ه براي  -محلول سوبسترا

گراد انکوباسيون شد. ميزان بازدارندگي از درجه سانتي 37

 :(Aryee et al. 2007)طریق فرمول زیر محاسبه شد 

 

 
 هاي فلزياثر یون

، NaCl شايشاي فلزي ابتدا یونبراي بررسي اثر یون

KCl ،2CaCl ،2MgCl 2 هMnCl 5لظت در غ 

دقيقه در دماي  30مولار با نمونه آنزیمي براي مدت ميلي

اتاق قرار گرفت پس از آن، نمونه آنزیمي انکوبه شد ، با 

دقيقه در  20بافر مخلوط ه به مدت  -محلول سوبسترا

گراد انکوبه شد. سزس قرائت نوري درجه سانتي 37دماي 

 .Aryee et al)نانومتر انجام شد  410در طول موج 

فرمول زیر محاسبه  سبي از طریق شد. فعاپيت ن(2007

شد:

 

 

 آناليز آماري

با استفاد  از نرم افزار  شاداد تجزیه ه تحليل آماري 

SPSS 17  از  شاداد انجام شد. براي بررسي نرمال بودن

اسميرنوف ه براي بررسي شمگني از -آزمون کوپموگرهف

تيمارشاي جهت مقایسه  فاد  شد.است Leveneآزمون 

  One-Way) طرفهیکتجزیه هاریانس  از آزمونمختلف 

ANOVA)  از آزمون دانکن شابراي مقایسه ميانگينه 

براي رسم نمودارشا از نرم  .استفاد  شد (%5)در سطح 

 استفاد  گردید. Excel 2007افزار 

 

 نتایج

متيل  فنيلشاي اساس نتایج به دست آمد ، بازدارند  بر

به طور  سوپفونيل فلوراید ه اتيلن دیامين تترا استيک اسيد

فعاپيت آنزیم پيزاز تخليص شد  را کاش   يدارمعني

نتایج حاصل از بررسي اثر بازدارندگي . (P<05/0)ند داد

 يآلاشا بر فعاپيت نسبي آنزیم پيزاز رهد  قزلاین بازدارند 

رهتئين آنزیم ميزان فعاپيت ه په  1رنگين کمان در جدهل 

نشان داد  شد   2در مراحل مختلف تخليص در جدهل 

به  2MnClه  2CaCl ،2MgCl يفلز يشایوناست. 

باعث افزای  فعاپيت آنزیم شدند طور معني داري 

(05/0>P) يشاهپي یون KCl  هNaCl  اثر کاششي

بر  يفلز يشار یون. اث(P<05/0)را نشان دادند  يدارمعني

ي رنگين کمان در آلام پيزاز از رهد  قزلفعاپيت نسبي آنزی

 نشان داد  شد  است. 3جدهل 

 

 

 

  .رنگين کمان يآلاماهي قزل روده ليپاز از یمها بر فعاليت آنزاثر بازدارندگي )%( بازدارنده -1جدول 

 (انحراف معيار ±)بازدارندگي  درصد بازدارند 

 a0/0 ± 100 شاشد

PMSF b1/1 ± 7/54 

EDTA b9/0 ± 3/53 

 گزارش شد  است. %5باشد. معني داري در سطح يمحرهف کوچک لاتين نشانگر اختلاف معني دار بين تيمارشا 
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  .آلاي رنگين کمانآنزیم ليپاز از روده قزل و فعاليت پروتئين و ميزان -2جدول 

 پروتئين مرحله تخليص 

 (ليترگرم در ميلي)ميلي

 فعاليت آنزیم

 ليتر()واحد در ميلي

 7/28 5/13 عصار  خام

 68/1 11/2 اهپترافيلتراسيون

 17/6 53/0 ژل فيلتراسيون

 

 

 

  .آلاي رنگين کمانماهي قزلاز  )%( ليپازبر فعاليت نسبي آنزیم  لزيف هايیون اثر -3جدول 

 یون فلزي فعاپيت نسبي 

100 ± 0/0d  شاشد 

93/4 ± 1/1e KCL 

81/5 ± 0/9f NaCl 

±110 1/2c CaCl2 

114 ± 1/1b MgCl2 

178 ± 1/3a MnCl2 

 گزارش شد  است. %5باشد. معني داري در سطح يمحرهف کوچک لاتين نشانگر اختلاف معني دار بين تيمارشا 
 

 بحث

آلاي رنگين کمان در این پوهش  آنزیم پيزاز از رهد  قزل

تخليص ه اثر ده بازدارند  فنيل متيل سوپفونيل فلوراید ه 

ن تترا استيک اسيد بر فعاپيت آنزیم پيزاز اتيلن دیامي

استخراج شد  مورد بررسي قرار گرفت که شر ده بازدارند  

-benzamidineاستفاد  از فعاپيت آنزیم را کاش  داد. 

HCl   در بافر استخراج، به این دپيل است که این ماد

است ه فعاپيت پرهتئوپيتيکي را در طول پرهتئازشا   بازدارند

عمل دیاپيز قبل از انتقال رساند. داقل ميتخليص به ح

با  یيشانمونه به ستون کرهماتوگرافي، جهت حذف پرهتئين

که ممکن است با  کيلوداپتون 10هزن موپکوپي کمتر از 

تشکيل باند با آنزیم مورد نظر درگير شوند، انجام 

سولفات آمونيوم تا حدي  . (Kurtovic et al. 2010)شد

ير داده و موجب کاهش بازده و ميزان ساختار آنزيم را تغي

، که با انجام ستون گذاري این مشکل تا شودتخليص مي

بر فعاپيت آنزیم پيزاز   PMSFشود.حد زیادي حل مي

 Oncorhynchusتخليص شد  از ماشيان آزاد چينوک 

tshawytscha  هNew Zealand Hoki 

(Macruronus novaezelandiae)  نيز اثر کاششي

. در تحقيقي که (Kurtovic et al. 2010) داشته است

( انجام شد نتایج نشان 2007ه شمکاران )  Aryeeتوسط

بطور کامل از فعاپيت آنزیم  PMSFمولار ميلي 10داد که 

 Mugil cephalusپيزاز استخراج شد  از ماشي 
یک بازدارند  سرین پرهتئاز  PMSFکند. جلوگيري مي

عاپيت پيزازشاي این ترکيب باعث کاش  ف .باشدمي

 Newگوارشي استخراج شد  از ده ماشي آزاد چينوک ه 

Zealand Hoki  شد، با افزای  غلظت این بازدارند ، اثر

آن نيز افزای  یافت. بنابراین با توجه به این نتایج این 

حفاظت از پيزاز از شيدرهپيز پرهتئاز  يتواند براترکيب نمي

 Kurtovic et)در طول تخليص مورد استفاد  قرار گيرد 

al. 2010).از باکتري  . آنزیم پيزاز جدا شد

Pseudomonas luteola  با طيف هسيعي از

مورد آزمای  قرار گرفت ه اثر  PMSF يشاغلظت

داد  شد،  مولار تشخيصميلي 5مهارکنندگي تا غلظت 

از فعاپيت پيزاز جلوگيري رهد که این ترکيب ر ميانتظا

گانه کاتاپيزهري خود داراي کند چرا که پيزاز در بخ  سه
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باشد سرین بود  ه این ترکيب بازدارند  سرین پرهتئاز مي

(Litthauer et al. 2002) زماني که عصار  آنزیم پيزاز .

 Bacillusترموفيل توپيد شد  از باکتري -آپکاپو

thermoleovorans  در حضورPMSF  براي یک

انکوبه شد، فعاپيت  درجه سانتيگراد 30ساعت در دماي 

شدت کاش  یافت که پيشنهاد شد حضور هآنزیم ب

گانه کاتاپيزهري جایگا  فعال، عامل ماند  سرین در سهباقي

. (Castro-Ochoa et al. 2005)باشد این کاش  مي

 Bacillusکتريپيزاز ترموفيل جدا شد  از با فعاپيت

thermoleovorans  نيز در حضورPMSF   کاش

 PMSF. با توجه به اینکه (Lee et al. 1999)یافت 

بازدارند  سرین پرهتئاز است بنابراین کاش  فعاپيت آنزیم 

به دپيل هجود سرین در  PMSFپيزاز در حضور ترکيب 

باشد که یک سه گانه کاتاپيزهري جایگا  فعال پيزاز مي

کند. این ي را در مکانيسم کاتاپيزي ایفا مينق  کليد

ي در سرین گانه کاتاپيزهرنتيجه با توجه به هجود یک سه

 Winkler and)آهر نيست پرهتئازشا ه پيزازشا، تعجب

Gubernator, 1994)مولار . یک ميليEDTA  از

فعاپيت پيزاز تخليص شد  از عضله پشتي ماشي 

Cirrhinus reba  جلوگيري کرد(Islam et al. 

در  (2004ه شمکاران ) Limaاین نتيجه توسط  .(2009

 Penicillium aurantiogriseumمورد آنزیم پيزاز 
ممکن است به دپيل  EDTAبدست آمد. اثر بازدارندگي 

شاي فلزي قرار گرفته در نزدیکي یا بر رهي حذف یون

کاش   .(Islam et al. 2009)جایگا  فعال آنزیم باشد 

نيز به دپيل  يگذارتا قبل از ستون ت آنزیمفعاپيميزان 

باشد، چراکه این ترکيب آمونيوم سوپفات مياضافه کردن 

تا حدي ساختار آنزیم را تظيير داد  ه موجب کاش  

شود. عمل دیاپيز قبل از انتقال نمونه به ستون فعاپيت مي

با هزن موپکوپي  یيشاکرهماتوگرافي، براي حذف پرهتئين

که ممکن است با تشکيل باند با  لوداپتونکي 10کمتر از 

 Kurtovic et)آنزیم مورد نظر درگير شوند، انجام شد 

al. 2010)شاي کلسيم، . براساس نتایج بدست آمد ، یون

پيزاز استخراج شد  را  یممنيزیم ه منگنز، فعاپيت آنز

پيزاز  یمآنز يشادرک نق  مهارکنند  دادند. ی افزا

مکانيسم فعاپيت آن فراشم  از يممکن است درک بهتر

. طي تحقيقي که بر (Marguet et al. 1994)سازد 

 Bacillusرهي استخراج آنزیم پيزاز از باکتري 

coagulans شاي انجام شد مشاشد  گردید که یون+K  ه

+Mg  2+شوند، یون ميباعث بهبود فعاپيت آنزیمMn  از

ر کند ه یون سدیم تاثيري بميفعاپيت آنزیم جلوگيري 

ميلي  10. (Kumar et al. 2005)فعاپيت آنزیم ندارد 

مولار یون منيزیم باعث افزای  فعاپيت پيزاز استخراج 

 Aryee et)شد  از امعاء ه احشاي کفال خاکستري شد 

al. 2007).  فعاپيت پيزازِ تخليص شد  از باکتري

Bacillus thermoleovorans  نيز در حضور یون

. (Castro-Ochoa et al. 2005)کلسيم افزای  یافت 

یون کلسيم نق  متفاهتي را در فعاپيت پيزاز انجام 

 Liza)دشد. ده پيزاز از ماشي کفال خاکستري مي

parsia)  استخراج شد ه اثر یون کلسيم بر فعاپيت این ده

آنزیم مورد بررسي قرار گرفت. نتایج نشان داد که فعاپيت 

سيم، به طور شر ده پيزاز در حضور غلظت پایين یون کل

شاي بالاي این یون به طور جزئي افزای  ه در غلظت

. افزای  (Islam et al. 2008)جزئي کاش  یافت 

کلسيم يشافعاپيت آنزیم در اثر یون کلسيم، به اتصال یون

به اسيدشاي چرب آزاد ه ثبات ساختار آنزیم به هاسطه 

شاي کلسيم به پيزاز ه اتصال جایگا  فعال به یوناتصال 

 یمدامنه فرعي دهم پرهتئين ه پایداري ساختار سوم آنز

به نظر . (Kim et al. 2000) نسبت داد  شد  است

رسد نق  اصلي یون کلسيم، حذف اسيدشاي چرب مي

شد  است،  اما اثر کاتاپيکي کلسيم بر پيزاز جدا  يرشاساز

، حذف اسيدشاي Humicola lanuginosaشد  از 

. (Lima et al. 2004)چرب از مرز مشترک است 

کلسيم دفع اپکترهاستاتيک ایجاد شد  بين  احتمالا یون

 .Islam et al)کند آنزیم ه سوبسترا را جبران مي

. یون منگنز فعاپيت پيزاز را در اکثر موارد افزای  (2009

( 2007) ه شمکاران  Aryeeدشد. این نتيجه توسط مي

 گزارش شد  است. این (2004ه شمکاران )  Limaه

ممکن است  باشد کهنتيجه از این نظر حائز اشميت مي

کلسيم در رهش بهينه سازي پيزاز   یون منگنز بي  از یون

. پيشنهاد شد  (Kurtovic et al. 2010)استفاد  شود 

تواند به تظيير در حلاپيت ه شاي فلزي مياست که اثر یون

رفتار اسيدشاي چرب یونيز  در مرز مشترک، ه تظيير در 

خود نسبت داد   يکاتاپيزهري آنزیم به خود يشاوگيهی

. به طور کلي بسته به (Lesuisse et al. 1993)شود 

شود، نوع ماشي ه بافتي که آنزیم از آن جداسازي مي

شاي آنزیم ه پایداري آن در برابر عوامل مختلف هیوگي

 باشد.متفاهت مي pHشا، دما ه مانند فلزات، بازدارند 
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 ردانيتشکر و قد

ي از پرسنل ه کارکنان موسسه تحقيقات هاکسن ه سرم راز

 خانم مهندس نگار گلچين ه کرج ه دهستان گرامي سرکار

آقایان مهندس بهنام فرجامي، مهندس سعيد بحرهدي ه 

سيد ساسان نجفي به سبب شمکاري در انجام مراحل 

 شود.تحقيق قدرداني مي
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Abstract 

Aquatic animals are important resources for extraction of valuable compounds such as 

enzymes. In this study, lipase was extracted from the intestine of rainbow trout. Samples were 

defatted with acetone several times; ammonium sulphate (60%) was used for precipitation 

followed by ultrafiltration for concentrating the samples. The final purification of the enzyme 

was performed by passing of the samples through G-75 column chromatography. After 

extraction, effects of two inhibitors were investigated on the activity of the enzyme. The 

enzyme activity was assayed by p-nitrophenyl palmitate as a substrate. The results showed 

that Ethylenediaminetetraacetic acid and Phenylmethylsulfonyl fluoride had significant 

inhibitory effects on the lipase activity (P<0.05). MnCl2, CaCl2 and MgCl2 significantly 

increased the lipase activity (P<0.05), while KCl and NaCl decreased the activity (P<0.05). So 

when intestinal lipase of rainbow trout is used as an additive in related industries, these 

inhibitors can be used for inhibiting enzyme activity.  
 

Keywords: Inhibitory effect, Enzyme activity, Lipase, Metals, Rainbow trout 
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