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     پژوهشی  
  
  

  مجلـــــه دانشـــــگاه علـــــــوم پـزشکـــــــی مــازنــــــــدران
  )21-26    (1385    سال مهر و آبان    54انزدهم    شماره شدوره 

21  1385مهر و آبان  ، 54         دوره شانزدهم ، شماره                                                                    مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران       

   میوهاستخراج، شناسایی و بررسی فعالیت آنزیم پاپائین
Carica papayaایران از  

  

   (.Ph.D)***هوشنگ کیوانی (.Ph.D)** محمدحسین طبایی      (.Ph.D)*+ محمد آزادبخت
 

  چکیده
   خـشک و خـالص شـده میـوه خربـزه درختـی              شـیرابه پاپـائین یـک آنـزیم پروتئولیتیـک بـوده کـه از               :سابقه و هدف  
(Carica papaya) از خانواده Caricaceaeعنوان هـضم کننـده و برداشـتن نـسوج     ه در پزشکی از پاپائین ب. آید دست میه  ب

ترین مقدار مصرف پاپائین در صـنایع         بیش. شود  عنوان عامل پخش کننده داروها استفاده می      ه  فاسد و مرده و در داروسازی ب      
  .باشد گوشت و کالباس می

یه سرباز حنارس درخت خربزه درختی از نا های کاملاً رشد کرده و  خام میوهشیرابهن تحقیق، در ای :ها مواد و روش
عمق برش ( گیاه، با چاقو چندین برش روی میوه ایجاد کرده ابهآوری شیر برای جمع. آوری شد سیستان و بلوچستان جمع

  .خشک گردید) C30°(رت مصنوعی  سفید رنگ خارج شده ، در حراابهآوری شیر ، و پس از جمع) بسیار مهم است

جذب و بعد با استفاده از سیستئین ) خاک دیاتومه(به منظور استخراج پاپائین ابتدا عصاره تام توسط یک ماده جاذب 
 رساندن بهوسیله باز و ه ها به شکل محلول در آمده و پس از صاف کردن ب هیدروکلراید، پاپائین، کیمو پاپائین و پروتئین

pHسپس با استفاده از سولفات آمونیوم، کیموپاپائین را از پاپائین جدا نموده و در نهایت .وتئین رسوب داده شد مناسب، پر 
  .گردیدسازی  با استفاده از سدیم کلراید، پاپائین از محلول رسوب داده و خالص

برای . د استفاده شد و مقایسه با پاپائین استاندارIR طیف  بررسیبرای شناسایی پاپائین از روش الکتروفورز و
  .استفاده گردیدUSP گیری فعالیت پاپائین استخراج شده از روش  اندازه

همچنین نتایج نشان داده اسـت کـه الگـوی          . دست آمد ه   ب شیرابه گرم   100 گرم پاپائین از     2/1در این تحقیق ،      :ها  یافته
  .ست پاپائین استخراج شده مشابه پاپائین استاندارد اIRالکتروفورز و طیف 

 در U/mg6000 بود که در مقایسه با پاپائین استاندارد با فعالیت U/mg5800فعالیت پاپائین استخراجی برابر  :استنتاج
  .حد قابل قبولی است

  
   پروتئولیتیک آنزیم، خربزه درختی،یاپاپائین، کاریکا پاپا :واژه های کلیدی 

  
  

   دانشگاه علوم پزشکی مازندرانو  ز تحقیقات علوم داروییمرک) دانشیار( عضو هیأت علمی، فارماکوگنوزیمتخصص  *
   دانشکده بهداشت- جاده خزر آباد18کیلومتر :  ساری  +             

  دانشگاه علوم پزشکی مازندران) دانشیار( عضو هیأت علمی، فارماکوگنوزیمتخصص  **
    دکترای داروساز ***

  16/3/85:               تاریخ تصویب26/4/84: جهت اصلاحات               تاریخ ارجاع 12/2/84:  دریافت تاریخ
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 فعالیت آنزیم پاپائین

  

22  1385مهر و آبان  ، 54                         دوره شانزدهم ، شماره                                مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                            

  مقدمه
 ابهپاپائین یک آنزیم پروتئولیتیک است که از شیر

ی ــام علمــا نـی بــزه درختــاه خربـمیوه نارس گی
Carica Papaya L. از خانواده Caricaceaeدست ه  ب

ع اـز به ارتفـاین گیاه درختی است همیشه سب. )1(آید می
های اسفنجی با مرکز توخالی، با   متر، دارای ساقه6 – 8

ها در انتهای ساقه نوک  برگ. چوبی صاف و نرم است
های  میوه. ند هستتیز قرار دارند و مستقیماً به ساقه متصل

 که مستقیماً cm30طول حدود ه نارس آن سبز رنگ و ب
 میوه پس از رسیدن به .اند به انتهای ساقه درخت چسبیده

  .)2-3(آید گ زرد در میرن
 دارایپاپائین پودری سفید یا سفید مایل به زرد 

 اسیدآمینه تشکیل 212 از که 000/23وزن مولکولی 
سولفیدی در   وسیله سه پل دیو اسیدهای آمینه بهشده 

سه محل به هم متصل شده و یک گروه سولفیدریل آزاد 
پاپائین در آب و گلیسیرین محلول بوده و . نیز دارد

. تر از پپسین است قدرت تجزیه پروتئین آن بسیار بیش
 100 – 200 قسمت از این آنزیم توانایی حل کردن 1/0

  .)4-6(قسمت از فیبرین لخته شده را دارد
ها استفاده  کننده پروتئین عنوان هضمه از پاپائین ب

 همچنین از آن . پپسین دارد بهشود چون فعالیتی شبیه می
ها  وبولینل ایمنوگFc از Fabبرای جدا کردن قسمت 

)  درصد10(محلول موضعی پایائین. )7-8(شود استفاده می
های چرکی و در از  مثل دمل برای درمان ضایعات پوستی

های رسوب کرده روی لنزهای چشمی  ین بردن پروتئینب
پاپائین در صنایع گوشت و کالباس . شود بکار برده می

 دباغی برای تمیز همچنین در صنایع. استفاده وسیعی دارد
کردن ابریشم و پشم قبل از خشک کردن و برای جدا 

  .)9-4،10(شود از دباغی استفاده می کردن موها ازچرم قبل
 خربزه درختی، شیارهایی میوهبرای تهیه پاپائین از 

در چهار سمت میوه کاملاً رشد یافته ولی نارس ایجاد 
د ولی شو  چند ثانیه به راحتی جاری میابهشیر. شود می

توده سفت در . آید  در مییصورت توده سفته بزودی ب
گردد  معرض آفتاب و یا حرارت مصنوعی خشک می

 بدستحرارت مصنوعی، پاپائین خام با درجه بهتری (
سازی پاپائین از  جهت استخراج و خالص). دهد می

های مختلفی استفاده شده است که از جمله آنها  روش
 و رسوب دادن با الکل، حل کردن پاپائین خام در آب

های اسیدهای آمینه و رسوب دادن  حل کردن در محلول
  .)11(باشد با املاح مختلف می

باشد ولی  پاپائین خام دارای چندین آنزیم می
شامل ) پروتئیناز(های پروتئولیتیک  ترین آنها آنزیم مهم
 ، B و Aاز ــروتئینـ ، پB و Aن ــائیـاپـوپـن، کیمــائیـپاپ
لاوه بر ـام عـن خـدر پاپائی. دـباش  میAداز ــا پپتیـپاپای

جمله  های دیگری از های پروتئولیتیک، آنزیم آنزیم
گلیکوزیدازها، پکتین استرازها، لیپازها و فسفاتازها نیز 

  .)8،4،1(وجود دارند
استخراج  پاپائین خام،پاپائین خالص وکیمو پاپائین از

ک ـق دیسـ فتن جهت درمانـاز کیمو پاپائی. گردد می
  .)4(گردد ای کمری استفاده می مهره

 پاپائین ازشیره میوه نارس  استخراجتحقیق  اینهدف
 شناسایی فعالیت همچنین ی،گیاه خربزه درختی ایران

  . استبودهپروتئولیتیک آن 
  

  مواد و روش ها
، سیستئین هیدروکلراید (Art. 2693)خاک دیاتومه 

(Art. 2839)سولفات   آمونیوم(Art. 1216) سدیم ، 
، تری کلرواستیک اسید، EDTA فسفات دی بازیک، 

سیتریک اسید، کازئین سدیم کلراید، پاپائین استاندارد و 
  .تیروزین همگی از نوع مرک تهیه شده است

 ، Bruker X – 100 مدل IR :دستگاه شامل
 و از نوع Beckmanژل الکتروفورز مدل (الکتروفورز 

  Cecil 2000کتروفتومتر مدل ، اسپ) SDS/اکریلامید پلی
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  ان و همکار محمد آزادبخت                            پژوهشی  
  

 

23  1385 ، مرداد و شهریوز 53                         دوره شانزدهم ، شماره                          مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                            

 در این تحقیق، با مراجعه به منطقه سرباز :تهیه نمونه
ان، ـان و بلوچستـاز شهرستان چاه بهار در استان سیست

روی میوه نارس درخت خربزه درختی، با یک چاقو در 
ها   در شیشهابهچند سمت با عمق معین برش داده و شیر

خشک ) C30°(آوری گردید و در حرارت مصنوعی جمع
 نمونه هرباریومی و توسط  توجه بهنام علمی گیاه با. شد

  . گردیدتاییدشناسی دانشکده علوم شیراز  بخش گیاه
 برای استخراج پاپائین از روش :استخراج پاپائین

اده ـات استفـی اصلاحـ با کم)1954 ( و اسمیت١کیم
 گرم شیره خشک 100جهت استخراج، ابتدا . )12(گردید
 گرم شن شسته شده 90گرم خاک دیاتومه و  55شده با 

 150در یک هاون مخلوط کرده و پس از اضافه کردن 
در ( مولار 04/0لیتر محلول سیستئین هیدروکلراید  میلی
سوسپانسیون . ، مخلوط تکان داده شد) مولار054/0سود 

 کردن محلول را مدتی ساکن قرار داده و پس از جدا
 محلول سیستئین اضافه رویی، به محلول و رسوب مجدداً

. شد طوری که حجم کل استخراج به یک لیتر رسید
 و یک 3 و با استفاده از قیف بوخنر2محلول با فیلتر واتمن

محلول صاف شده به . فشار مکش ملایم صاف گردید
محلول ). 1 فراکسیون( است pH 5/5رنگ سبز روشن با 
  رسانده شدpH 9نرمال به آهستگی به  صاف شده با سود

رسوب حاصل ). گردد ها می سود باعث رسوب پروتئین(
 و به مدت یک ساعت rpm2600با سانتریفوژ با دور 

به آرامی ) 2فراکسیون (به مایع صاف شده . جدا شد
رده ـن رسوب کـ پاپائیاـتسولفات اضافه گردید م آمونیو

وب ـرس. دـمان ی ـلول باقـشکل محه ن بـو کیموپاپائی
 به rpm2500انتریفوژ با دور توسط س) 3فراکسیون(

 دوباره با 3فراکسیون . مدت یک ساعت جدا گردید
cc400 محلول آمونیوم سولفات شسته شده و رسوب 

رسوب حاصل در . مثل مرحله قبل با سانتریفوژ جدا شد
cc350 ایجاد ( مولار سیستئین هیدروکلراید 02/0 محلول

                                                 
1. Kim and smith  2. Wathman 
3. Bokhner 

5/7 – 7 pH ( ن  گرم سدیم کلراید به آ40حل شده و
های سفید رنگ  صورت دانهه پاپائین ب. اضافه گردید
وسپانسیون به مدت یکساعت در این س. کند رسوب می

 به rpm2500و سپس با دور .  قرار داده شدC4° دمای
 ml250رسوب در . مدت یک ساعت سانتریفوژ شد

) pH 5/6( مولار 02/0محلول سیستئین هیدروکلراید 
مای اطاق قرار داده  دقیقه در د30حل شده و به مدت 

های درخشنده پاپائین در این مدت ظاهر  کریستال. شد
  . جدا گردیدrpm2500 شد که توسط سانتریفوژ با دور

ن از ــی پاپائیــایـرای شناسـ ب:نــائیـی پاپـایـاسـشن
الکتروفورز سلولز استات، ژل الکتروفورز، و تهیه طیف 

IRستفاده گردید و مقایسه آنها با پایائین استاندارد ا.  
 برای بررسی :یـخراجـن استــالیت پاپائیـن فعـتعیی

دراین روش . گردید  استفادهUSPفعالیت پاپائین از روش
با اثر مقادیر . شود میعنوان سوبسترا استفاده ه از کازئین ب

مختلف و استاندارد پاپائین بر روی کازئین، تیروزین 
 کمپلکس کلرواستیک اسید ایجاد آزاد شده و با تری

جذب کمپلکس رنگی مذکور در طول . نماید رنگی می
 لامبرت -گیری شده و نمودار بیر  اندازهnm280موج 

با انجام روش فوق روی پاپائین استخراج . شود رسم می
شده و استفاده از نمودار مذکور، میزان فعالیت پاپائین 

  .)5(استخراجی تعیین گردید
  

  یافته ها
 ابه گرم شیر100پاپائین از  گرم 2/1در این تحقیق 

  .دست آمده ب
  

  شناسایی پاپائین
برای شناسایی پاپائین استخراج شده از دو نوع 

 پاپائین استخراج IRالکتروفورز و همچنین مقایسه طیف 
  .شده و پاپائین استاندارد استفاده شد
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 فعالیت آنزیم پاپائین

  

24  1385مهر و آبان  ، 54                         دوره شانزدهم ، شماره                                مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                            

در الکتروفورز، از دو الکتروفورز سلولز استات و 
دست آمده از ه الگوی ب. دژل الکتروفورز استفاده گردی

ئیدی اپاپائین استخراج شده و پاپائین استاندارد، دقیقاً ت
ها  ژل الکتروفورز برای پروتئین. بر پاپائین استخراجی بود

ای ـات دارای مزایـز استـولـورز سلـروفـه الکتـنسبت ب
شود، ضمناً شفاف  تری است زیرا به راحتی تهیه می بیش

 ماکزیمم جذب آن را UVعه توان تحت اش بوده و می
مطالعه نمود و همچنین دوباره حل کردن آن بهتر انجام 

 ارائه 1 شمارهجدول  شرایط الکتروفورز در. گیرد می
  .شده است

  
  شرایط الکتروفورز برای پاپائین : 1  شمارهجدول

  شرایط
  نوع

  جریان   بافر
(mA)   

  ولتاژ
(V)   

  زمان 
)H(  

   وpH = 4استات   ژل الکتروفورز
  µ)= 1/0(نیروی یونی

10  200  5/2  

  الکتروفورز 
  سلولز استات

   وpH = 4استات 
  )µ= 1/0(نیروی یونی

2  220  4  

  

 پاپائین IR به ترتیب طیف 2 و 1شماره  نمودار
. دـده ان میـده را نشـراج شـن استخـدارد و پاپائیـاستان
شود،  ر ملاحظه میـه در این دو تصویـک وریـط انـهم

ن ـدارد و پاپائیـن استانـوط به پاپائیـ مربIRهای  پیک
  .استخراجی دقیقاً مشابه هم است

  
  
  
  
  
  
  

  استاندارد پاپائین  IRطیف   :1 نمودار شماره
  
  

  
  
  
  
  
  
  

   پاپائین استخراجیIRطیف   :2 نمودار شماره
  

  :تعیین فعالیت پاپائین استخراج شده
های  گیری با روش اندازه،ها کم آنزیم به علت غلظت

ها  نـری غلظت پروتئیـگی میایی مانند آنچه در اندازهشی
زان ـ لذا می.باشد ر میـپذی تر امکان  کم،رود کار میه ب

یک . نمایند ها را با واحد قراردادی مشخص می آنزیم
 مقدار آنزیمی است که بتواند در (IU)المللی  واحد بین

مدت زمان یک دقیقه واکنش یک میکرومول سوبسترا 
، فعالیت آنزیم USPطبق تعریف .  نمایدرا کاتالیز

 میکروگرم تیروزین را 1پاپائین، فعالیتی است که معادل 
  .از سوبسترای کازئین در شرایط معین آزاد کند

گیری فعالیت پاپائین، سیستئین باعث احیا  در اندازه
سولفیدی به گروه آزاد سولفیدریل  شدن باندهای دی

هنگامی . کند می نده عملکن عنوان عامل فعال هشود و ب می
 فعالیت ،شود کار برده میه  بEDTAکه سیستئین بدون 

کار برده ه تر از موقعی است که هر دو با هم ب پاپائین کم
با اثر پاپائین بر روی کازئین، اسید آمینه . شوند می

کلرو  گردد که این اسید آمینه با تری تیروزین آزاد می
میزان جذب . کند استیک اسید ایجادکمپلکس رنگی می

وسیله دستگاه ه  بnm280این کمپلکس در طول موج 
 غلظت و میزان 2جدول . گیری شد اسپکتروفتومتر اندازه

و نمونه پاپائین استخراجی را ) پاپائین(جذب استانداردها 
  .دهد نشان می
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و نمونه ) پاپائین(غلظت و میزان جذب استانداردها   :2  شمارهجدول
  پاپائین استخراجی

  پاپائین استخراجی  S1  S2  S3  نمونه
  029/0  040/0  03/0  02/0  غلظت

  074/0  100/0  075/0  05/0  میزان جذب
  

با استفاده از مقادیر جذب و غلظت مربوط به 
لامبرت رسم گردید و  -استانداردهای پاپائین، نمودار بیر

با توجه به میزان جذب، فعالیت پاپائین استخراج شده با 
  : دست آمده مول زیر باستفاده از فر

6000 * 
1

2

A
A  =فعالیت پاپائین استخراجی(U/mg)  

A1و A2 محلول آبکی زان جذب ـمیرتیب ـبه ت
 است که در دستگاه یـاستخراج و داردـن استانـپاپائی

 میزان فعالیت 6000 عدد ،اسپکتروفتومتر قرائت گردید
 طبق فرمول میزان . استU/mgپاپائین استاندارد براساس 

  :فعالیت پاپائین استخراجی برابر است با
U/mg5800 = 6000 *                   

  

 5800 ،لذا میزان فعالیت نمونه پاپائین استخراجی
  .باشد گرم می در هر میلیواحد 
  

  بحث
پاپائین و کیموپاپائین دو آنزیم پروتئولیتیک با منشأ 

 شوند رختی تهیه میباشند که از میوه خربزه د طبیعی می
که پاپائین و کیموپایائین استفاده  ییجا از آن. )14،13،1(

 مطالعه و بررسی ،وسیعی در صنایع و پزشکی دارند
تواند  ها می های استخراج، جداسازی وشناسایی آن روش

ائین در پاستفاده از پا. در کشور گامی ارزشمند باشد
جود های غذایی، همچنین و صنایع گوشت و فرآورده

ائین از جمله فرآورده جهت پهای موضعی از پا فرآورده
عنوان ه درمان سوختگی اطفال، استفاده از کیموپاپائین ب

ری، ـای کم رهـق دیسک مهـان فتـا دارو جهت درمـتنه

 اهمیت این دو ماده حاصل از شیرابه میوه نارس درخت
Carica Papaya10،9،4(دهد  را به وضوح نشان می(.  

های پروتئولیتیک از جمله  اج آنزیمجهت استخر
 از )14،1(های مختلف استفاده شده است ائین از روشپپا

ها استفاده از تکنیک استخراج با یک  جمله این روش
) salting outپدیده (حلالوسیله یک  هحلال و رسوب ب

ن ـی ایــازی و شناسایــن جهت جداســهمچنی. دـباش می
ماتوگرافی همانند های مختلف کرو ترکیبات از روش

کروماتوگرافی تمایلی، کروماتوگرافی تعویض آنیون، 
  .)15(ژل فیلتراسیون استفاده شده است

ن و ــائیـازی پاپـداسـن روش جهت جــتری مـمه
کیموپاپائین، استفاده از یک حلال جهت استخراج و 

ب آبدین منظور از . باشد  می حلالوسیله یک هرسوب ب
عنوان رسوب دهنده همچنین از  ه بعنوان حلال و الکل هب

وسیله  ههای اسید آمینه جهت استخراج و رسوب ب محلول
استفاده ) سولفات آمونیوم، سدیم کلراید(انواع املاح 

در این تحقیق از محلول اسید آمینه سیتئین . )4،1(شود می
جهت استخراج و سپس )  مولار04/0( هیدروکلراید

 هیدروکسید سدیم و وسیله محلول هها ب رسوب پروتئین
وسیله سولفات آمونیوم استفاده  هائین بپنهایتاً رسوب پا

سازی، مجدداً پاپائین استخراج  جهت خالص. گردید
شده در محلول سیستئین هیدروکلراید حل شده و در 

های پاپائین از  دست آوردن کریستاله این مرحله جهت ب
ین به با شناسایی پاپائ. سدیم کلراید استفاده شده است

ه ـورز و تهیـات، ژل الکتروفـورز استـهای الکتروف روش
د که ـ و مقایسه با پاپائین استاندارد مشخص شIRطیف 
. ن استاندارد استـی دقیقاً مشابه پاپائیـن استخراجـپاپائی

 استاندارد پاپائین استخراجی در مقایسه با  پاپائینفعالیت
های  آنزیم ت فعالی)2002(١مرینالینی. بوده است درصد93
 درصد فعالیت 90-100ولیتیک استخراجی را بین ئپروت

 پاپائینداند لذا فعالیت  آنزیم استاندارد مورد قبول می

                                                 
1. Mrinalini 
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 فعالیت آنزیم پاپائین
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. )14(باشد استخراجی در این تحقیق در حد قابل قبول می
 -  OH ایـه ور گروهـن حضـر دو پاپائیـ هIRدر طیف 

)3600-3100(، CH– اتیکـآلیف )ای ـه ، گروه)2900

ها در  ه پیکـو به ویژه تشاب) C=O () 1700 ( ربونیلک
د ـموی) Finger Print() 1400-1100 (ناحیه اثر انگشت

  .باشد تشابه دو ترکیب می
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