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چكیده
سابقه و هدف: کلاژن داراي کاربرد هاي فراواني در زمینه داروسازي و پزشکي، تهیه محصولات بهداشتي و آرایشي و صنایع غذایي 
مي باشد. در سال هاي اخیر توجه زیادي به جداسازي کلاژن از موجودات دریایي شده است که علت آن عدم محدودیت استفاده از آن 
در رژیم غذایي و عدم ابتلا به بیماري هاي TSE1 وBSE 2 مي باشد. هدف از انجام این تحقیق استخراج کلاژن از دیواره خیار دریایی    

Holothuria parva و مقایسه ساختاری آن با کلاژن نوع I مهره داران می باشد.

مواد و روش ها: در این تحقیق جهت مقایسه ساختاری کلاژن حل شده با پپسین )PSC3( استخراج شده از دیواره خیار دریایی جنس 
Holothuria parva و کلاژن نوع I مهره داران )Type I Calf skin( از آزمون های سدیم دو دسیل سولفات پلی آکریل آمید ژل الکتروفورز 

SDS-PAGE(4(، طیف بینی مادون قرمز تبدیل فوریه )FT-IR 5( و کالری متری روبشی دیفرانسیلی6)DSC ( استفاده شده است.

یافته ها: الگوی پروتئینی SDS-PAGE کلاژن حل شده با پپسین استخراج شده از دیواره خیار دریایی و نمونه کلاژن نوع I مهره داران 
نشان می دهد که قسمت عمده در هر دو کلاژن از زنجیره α 1 با وزن تقریبی kDa 130 و مقدار جزئی β وγ تشکیل شده اند با این تفاوت 
 FT-IR می باشد. طیف )α1( 2α2 مهره داران به صورت I و در کلاژن نوع )α1(3 استخراج شده از خیار دریایی به صورت ساختار PSCکه در
کلاژن حل شده با پپسین دارای یک باند پهن در ناحیه cm-1 3420  و باند تیز در ناحیهcm-1 11638 می باشد که شباهت زیادی به 
طیف FT-IR کلاژن نوع I مهره داران دارد. از آزمون DSC ماکزیمم دمای انتقالیPSC، 46/94 درجه سانتی گراد تعیین گردید که نشان 

دهنده پایداری حرارتی کمتر نسبت به کلاژن نوع I مهره داران )62 درجه سانتی گراد( می باشد. 
نتیجه گیری: کلاژن استخراج شده از خیار دریایی  Holothuria parva نوع I تعیین شده و با توجه به پایداری حرارتی مناسب می تواند 
در مصارف صنعتی مورد استفاده قرار گیرد. همچنین پایین بودن ماکزیمم دمای انتقالی کلاژن استخراج شده نشان دهنده محتوی کمتر 

ایمنو اسیدهای پرولین و هیدروکسی پرولین نسبت به کلاژن نوع I مهره داران می باشد.
)PSC( کلاژن حل شده با پپسین ،SDS-PAGE ،DSC ،FT-IR،خیار دریایی  Holothuria parva :کلمات کلیدی

1- Transmissible Spongiform Encephalopathy
2- Bovine Spongiform Encephalopathy 
3- Pepisn  solubilized  collagen
4- SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 
5- Fourier Transform Infrared
6- Differential Scanning Calorimetry 

مقدمه
کلاژن فراوان ترین پروتئین در بافت جانوران مي باشد. مولکول 
تشکیل  آلفا  زنجیره هاي  نام  به  مجزا  پپتید  پلي  سه  از  کلاژن 

می شود که هرکدام حاوی بیش از 1000 آمینو اسید هستند 
)6(. فیبریل های کلاژن چارچوب عمده بیومکانیکی برای اتصال 
سلول و لنگر اندازی ماکرومولکول ها فراهم می کنند و موجبتعیین 
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های  فیبریل  شوند.  می  آن  نگهداری  و  حفظ  و  بافت  شکل 
میکرومتری   10 )پروکلاژن(  اولیه  های  فیبریل  از  کلاژن  بالغ 
میکرومتر رشد  به طول صدها  توانند  اند که می  تشکیل شده 
آب،  داري  نگه  بالاي  ظرفیت  داراي  کلاژن  پپتیدهاي  کنند. 
فشار  کاهش  بالاي  پتانسیل  و  اکسیدانی  آنتي  زیاد  فعالیت 
خون مي باشند )8(. پپتیدهاي کلاژن غنی از آمینو اسید های 
آبگریز هستند. این آمینو اسیدها که در هنگام هیدرولیز با آنزیم 
یا طی فرآیند تهیه غذا آزاد می شوند، دارای خاصیت آنتی  و 
اکسیدانی قوی می باشند. آمینو اسید پرولین که در کلاژن به 
باشد  می  مقاوم  بسیار  اکسیداسیون  مقابل  در  دارد  وجو  وفور 
 OH خصوصاً در موقعیت های که اتم هیدروژن به گروه عاملی
و یا گروه های عاملی دارای اتم نیتروژن متصل باشد )17،11(.

پزشکي،  و  داروسازي  زمینه  در  فراواني  هاي  کاربرد  کلاژن 
تهیه محصولات بهداشتي، آرایشي و صنایع غذایي دارد )18(. 
مهندسي  و  داروسازي  در  فراواني  کاربردهاي  همچنین  کلاژن 
را  مصنوعي  پوست  و  قلبي  هاي  دریچه  از جمله ساخت  بافت 
ای،  ورقه  اشکال  به  تواند  داروسازی می  در  )10(. کلاژن  دارد 
لوله ای، اسفنجی، پودر و محلول های قابل تزریق ساخته شود 
از  )7،4(. در سال هاي اخیر توجه زیادي به جداسازي کلاژن 
موجودات دریایي شده است که علت آن عدم محدودیت استفاده 
 BSE و TSE از آن در رژیم غذایي و عدم ابتلا به بیماري هاي
می باشد )12(. رشته هاي کلاژن پستانداران، استوانه اي شکل 
بوده، اما در خارپوستان دوکي شکل می باشد. رشته هاي کلاژن 
خارپوستان دو قطبي با سرآمیدي و سرکوبوکسیلي هستند ولي 
رشته های کلاژن در پستانداران به شکل تک قطبي می باشد )14(. 
Matsumura در سال 1973 و 1974 با انتشار اولین مقالات در 

زمینه مطالعه مورفولوژیکي و تهیه و خالص سازي فیبرل کلاژن 
از خیار دریایي جنس Stichopus در این زمینه پیشرو بوده است 
عنوان  اي تحت  مقاله  انتشار  با   Bailey در سال 1982   .)14(
در  پایین  مکانیکی  مقاومت  و  وسیع  متقاطع  اتصالات  تناقض 
کلاژن استخراج شده از فیلامنت های چسبناک سفید خارج شده 
 ،Holothuria forskali در اثر تحریک مکانیکی1 از خیار دریایی
تحقیق در زمینه مطالعه کلاژن استخراج شده از خیار دریایی را 

ادامه داد )2(. با این وجود هنوز دانش بسیار مختصري از کلاژن 
استخراج شده از خیار دریایي و خواص ترکیبات شیمیایي آن 
مقاله  انتشار  با   Saito در سال 2002،  که  این  تا  داشت  وجود 
 Stichopus اي در ارتباط با شناخت کلاژن خیار دریایي جنس
انتشار  با  Cui در سال 2007  داد )15(.  پاسخ  این سوالات  به 
از خیار  استخراج شده  با شناسایي کلاژن  ارتباط  در  اي  مقاله 
دریایي Stichopus به همراه تعیین دماي پایداري حرارتي2 آن 
اطلاعات جدید تري در ارتباط با شناخت کلاژن استخراج شده 
از این خیار دریایی ارائه داد )5(. جدیدترین فعالیت تحقیقاتي 
کلاژن  سازي  خالص  با  ارتباط  در   Liu توسط   2010 سال  در 
Parastichopus و مطالعه ساختاری آن  از خیار دریایي جنس 
با توجه به برنامه های موجود در سند  انجام شده است )12(. 
راهبردی بیوتکنولوژی کشور و اینکه تاکنون هیچگونه تحقیقي 
در  دریایی  خیار  از  کلاژن  شناسایي  و  جداسازي  با  ارتباط  در 
ایران انجام نشده است، تحقیق و مطالعه در این زمینه )استخراج 
ترکیبات با ارزش نظیر کلاژن از منابع دریایي( می تواند مفید 
باشد و موجب گسترش کاربرد رشته بیوتکنولوژی دریایی گردد.

اهداف کلي اجراي این پژوهش عبارتند از:
- جداسازي و خالص سازي کلاژن محلول در پپسین )PSC( از 

.Holothuria parva دیواره خیار دریایي جنس
- شناسایي ساختاری کلاژن جداسازي شده با استفاده از آزمون هاي 

.DSC و SDS-PAGE ، FT-IR

- مقایسه نتایج حاصل از این پروژه با کلاژن نوع I مهره داران 
از  شده  استخراج  کلاژن  روي  بر  شده  انجام  تحقیقات  سایر  و 

سایر جنس هاي خیار دریایي و سایر جانوان دریایی.
مواد و روش ها
جمع آوري نمونه

مطابق مقالات و تحقیقات انجام شده، 6 عدد خیار دریایي جنس 
Holothuria parva با میانگین وزن 100 گرم و طول 18 سانتی 

متر از سواحل جنوبي ایران از اطراف اسکله شهید بهشتي چابهار 
 ،44/01 E 5/41، 17َ، ˚35 و N( در طول و عرض جغرافیایی

1- Cuvierian Tubule 
2- Thermal Stability Temperature 
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60( جمع آوري شدند )5، 12(. عملیات جمع آوری درآذر   ̊،36َ
ماه 1389 با کمک غواص انجام شد و با استفاده از یخ خشک به 
آزمایشگاه دام، طیور و آبزیان پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتیک 
در  ها  نمونه  کلیه   .)1 )شکل  گردید  منتقل  فناوري  زیست  و 
زمان  تا  گراد  آزمایشگاه در دماي 20- درجه سانتي  سردخانه 

شروع آزمایشات نگهداري شد.

تمامی   Holothuria parva دریایي  خیار  از  کلاژن  استخراج 
مراحل در یخچال 4 درجه سانتی گراد انجام شده است )12(.

بریدن پوست خیار دریایي به قطعات ریز
ابتدا یک خیار دریایي  Holothuria parva به کمک ترازوي با 
دقت 0/001 گرم وزن گردید و پوست از امعاء و احشاء داخلي 

جدا شد و با کمک یک قیچي به قطعات ریز تبدیل شد.
مرحله شستشو

ارلن  یک  در  مقطر  آب  لیتر   2 با  پوست  قطعات  از  گرم   100
گراد  سانتي  درجه   4 در  دقیقه   30 مدت  به  و  گردید  مخلوط 
استیرر گردید. این مرحله 2 بار تکرار شده و در هر بار آب مقطر 

را دور ریخته و با 2 لیتر آب مقطر مجدداً استیرر گردید )12(.
جدا سازي کلاژن از دیواره خیار دریایي

میلي   4  EDTA محلول  لیتر  یک  با  را  دریایي  خیار  هاي  تکه 
مولار و )Tris-HCl (pH=8 0/1 مولار مخلوط شده و به مدت 
24 ساعت در سردخانه آزمایشگاه در 4 درجه، استرلیزه گردید. 
 Biofuge( مدل  سانتریفیوژ  دستگاه  توسط  حاصله  مخلوط 
stratus Heraous Model( با دور 9000  به مدت 30 دقیقه در 

دماي 4 درجه سانتي گراد سانتریفیوژ شد. شناور را دور ریخته و 
رسوب با یک لیتر آب مقطر به مدت 30 دقیقه استرلیزه گردید و 

سپس سانتریفیوژ شد. رسوب حاصله با 1 لیتر آب مقطر مخلوط 
شده و به مدت 24 ساعت استرلیزه گردید )12(.

حل کردن مواد غیر کلاژني
مخلوط حاصل از مرحله قبل را از یک پارچه تنظیف عبور داده و 
ذرات نامحلول را جدا کرده و مایع فیلتر شده  در دور 9000g به 
مدت 30 دقیقه در 4 درجه سانتي گراد سانتریفیوژ شد. سپس 
رسوب با 100 میلي لیتر محلول NaOH 0/1 مولار به مدت 72 

ساعت در سرد خانه 4 درجه استیرر گردید.
خارج کردن NaOH از محیط

در این مرحله محلول حاصله را در دور g 9000 به مدت 30 
دقیقه در دماي 4 درجه سانتی گراد سانتریفیوژ کرده و شناور را 
دور ریخته و رسوب با 1 لیتر آب مقطر مخلوط شده و به مدت 
اندازه گیري کرده  را  آن   pH استیرر گردید. سپس  دقیقه   30
به مدت 30 دقیقه در دماي 4 درجه   9000 g بعد در دور  و 
آب  لیتر  یک  با  دوباره  را  رسوب  شد.  سانتریفیوژ  گراد  سانتي 
مقطر مخلوط کرده و pH آن اندازه گیري شد و آنقدر این مراحل 

را تکرار کرده تا pH آن به pH آب مقطر نزدیک شود.
استخراج کلاژن محلول در پپسین

وزن  از  مقدار 1 درصد  به  و   وزن کرده  را  قبل  مرحله  رسوب 
به همراه   )Merck ) ساخت شرکت  پپسین  پورسین  آنزیم  آن 
به مدت 48 ساعت در  و  اضافه کرده  اسید 0/5 مولار  استیک 
سردخانه 4 درجه سانتي گراد استیرر شد. محلول بدست آمده 
در دور g 12000 به مدت 1 ساعت در دماي 4 درجه سانتي 
را  شناور  شد.   )SIGMA 3k30 centrifuge( سانتریفیوژ  گراد 
 1 مقدار  به  دوباره  مانده،  باقي  رسوب  به  و  کرده  آوري  جمع 
درصد وزني/ وزني آنزیم پورسین پپسین به همراه استیک اسید 
0/5 مولار اضافه کرده و مجدداً به مدت 48 ساعت استیررگردید. 
محلول را در دور g 12000 به مدت 1 ساعت در دماي 4 درجه 
سانتریفیوژ کرده و شناور جمع آوري شده به شناور قبلي اضافه 
شد. به شناور حاصله، محلول 0/8 مولار NaCl اضافه شد و به 
مدت 24 ساعت در 4 درجه سانتي گراد استیرر گردید. سپس 
دماي  در  دقیقه   30 مدت  به   9000  g دور  در  را  محلول  این 
4 درجه سانتي گراد سانتریفیوژ کرده و بعد 50 میلی محلول 

شکل1- خیار دریایی Holothuria parva مورد تحقیق.
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استیک اسید 0/5 مولار به آن اضافه کرده و محلول حاصله را در 
  )pH=8( 0/02 مولار Na2HPO4 کیسه دیالیز ریخته و در مقابل
و استیک اسید 0/1 مولار به مدت 12 ساعت دیالیز شد. نهایتاً 
 Freeze دستگاه  با  آمده  بدست  پپسین  در  شده  حل  کلاژن 
دانمارک خشک  CoolSafe SCANVAC ساخت  مدل   Dryer

شد. در این مرحله نمونه ها با کمک نیتروژن مایع ابتدا منجمد 
و سپس طی مدت 72 ساعت در دستگاه مذکور خشک شدند )12(.

SDS-PAGE آزمون
براي انجام این آزمون از ژل پلي آکریل آمید 30/8% استفاده 
شد. در این مرحله از ژل پایین 12/5% و از ژل بالای 4% استفاده 
شد. پودر کلاژن محلول در پپسین و کلاژن نوع I مهره داران 
در بافر نمونه و آب مقطر حل شده و به مدت 5 دقیقه در آب 
جوش گذاشته شد و سپس هر دو روی ژل منتقل گردیدند و 
نهایتاً الکتروفورز با ولتاژ 120 به مدت 4 ساعت انجام شد. بعد 
از الکتروفورز، ژل باکوماسی آبی به مدت 20 دقیقه رنگ آمیزی 
اسید  استیک  متانول،  شامل  بر  رنگ  محلول  با  سپس  گردید. 

گلاسیال و آب مقطر رنگ بری صورت پذیرفت )1(.
DSC آزمون

آنالیز  تکنیک  ترین  رایج  تفاضلي(  روبشي  )گرماسنجي   DSC

حرارتی است که انتقالات حالات و فازها را در مواد غذایی نشان 
استفاده  با  معمول  طور  به  ها  پروتئین  گرماسنجی  دهد.  می 
و  کند  می  اسکن  را  دما   DSC می شود.  انجام  تکنیک  این  از 
ظرفیت گرمایی نمونه را در فشار اتمسفر اندازه گیری می کند.  
تکنیک DSC شکلی از گرماسنجی است که در آن گرمای مبادله 
با   .)3( شود  می  گیری  اندازه  فرآیندها  و  ها  واکنش  در  شده 
 SETARAM شرکت  ساخت   DSC131 دستگاه  از  استفاده 
خیار  از  استخراج  کلاژن   )TS( انتقالی  دمای  بیشترین  فرانسه 
دریایی Holothuria parva بدست آمد. مقدار 40 میلی گرم از 
پودر کلاژن خشک شده توسط دستگاه Freeze-dryer را در 1 
به مدت  یونیزه حل کرده و محلول کلاژن  لیتر آب دی  میلی 
میلی   500 سپس  شد.  نگهداری  محیط  دمای  در  ساعت   24
درون ظرف مخصوص خوب  به  و  کرده  وزن  را  محلول  از  گرم 
از دمای 20 تا 80 درجه سانتی  چسبانده شد، سپس دستگاه 

گراد با سرعت افزایشی 1 درجه سانتی گراد بر دقیقه راه اندازی 
شد )12(.

FT-IR آزمون طیف بینی
استفاده  مورد  های  تکنیک  از  یکی  قرمز  مادون  بینی  طیف 
برای تعیین ساختار ثانویه پلی پپتیدها و پروتئین ها است. این 
تکنیک طیف بینی، دارای قابلیت عدم تخریب نمونه می باشد.  
در این طیف بینی، گروه های عاملی موجود در ترکیبات مختلف، 
دارای قدرت جذب متفاوت اشعه های مادون قرمز در ناحیه های 
مختلف عدد موج را دارا می باشند. اطلاعات طیف بینی مادون 
قرمز تحت عنوان ارتعاشات واحد ساختاری )گروه های عاملی(  
نمودار می شوند. باندهای آمید I و آمید II از باند های غالب در 
ساختاری پروتئین و پلی پپتید می باشند. حساس ترین ناحیه 
در طیف باند آمیدی I با عدد موج cm-1 11700-1600 است 
که متعلق به ارتعاشات کششی پیوند C=O دراتصالات پپتیدی  
پلی پپتید یا پروتئین می باشد. در مقایسه با آن باندهای آمید 
II متعلق به ارتعاشات پیوند CN می باشد )9(. به منظور مطالعه 
و بررسي گروه هاي عاملي PSC استخراج شده از خیار دریایي 
جنس Holothuria parva در ابتدا با استفاده کمپرسور دستی 
از کلاژن نوع I مهره داران و کلاژن حل شده با پپسین استخراج 
شده تحت فشار10 تن، قرص KBr تهیه شد. سپس قرص های 
حاصله را در سل مخصوص دستگاه FT-IR مدل TENSOR27 ساخت 
 OPUS افزار  نرم  از  استفاده  با  و  داده  قرار   BRUKER شرکت 
آنالیزهای مربوطه انجام شده و طیف مربوطه تهیه گردید )16(.

یافته ها
SDS-PAGE نتایج آزمون

کلاژن حل شده با پپسین  استخراج شده از خیار دریایی جنس 
SDS-PAGE شناسایی شد. وزن  با کمک   Holothuria parva

مولکولی جزء غالب آن در حدود kDa 130مشاهده شد و این 
وزن ملکولی مشابه کلاژن نوع I مهره داران می باشد ) شکل 
باند پهن در وزن ملکولی مذکور نشان دهنده  2( )12(. وجود 
حضور رشته های α )سه زنجیره α( می باشد. همچنین واحد های زیر 
ساختاری β وγ )اجزاء غیر غالب( در شکل 2 مشاهده می شوند.
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DSC نتایج آزمون
در منحنی ترموگرام DSC )شکل 3( مشاهده می شود با افزایش 
درجه حرارت، منحنی از ناحیه گرما زا به ناحیه گرماگیر منتقل 
دمای  یعنی  گراد  سانتی  درجه   46/94 دمای  از  اینکه  تا  شده 
با  و  شده  معکوس  روند  این  پپسین  در  محلول  کلاژن  انتقالی 
نزدیک  زا  گرما  ناحیه  به  دوباره  منحنی  حرارت  درجه  افزایش 

می شود.
 FT-IR نتایج آزمون طیف بینی

طیف  شود  می  مشاهده   5 و   4 های  شکل  در  که  طور  همان 
FT-IR کلاژن حل شده با پپسین دارای یک باند پهن در ناحیه 

کششی  ارتعاشات  دهنده  نشان  که  است    3420  cm  -1

پپتیدی  پلی  ساختار  در  اسیدها  آمینو   N-H آزاد  های  پیوند 
کلاژن می باشد )9(. باند تیز در ناحیهcm -1 1638 نشان دهنده 
ارتعاشات کششی پیوند C=O آمینو اسیدها موجود در ساختار 
کلاژن می باشد. گروه عاملی N-H به عنوان یک گروه الکترون 
است  مذکور شده  ناحیه  در   C=O گروه  موجب شیفت  دهنده 
بطوری که باند ارتعاشی این گروه عاملی در عدد موج پایینتری 

در طیف FT-IR ظاهر شده است )9(.

 ٣ ٢ ١ 

β 

γ 

kDa ١٧٠ 

kDa ١٣٠ 

kDa ٩۵ 

kDa ٧٢ 

kDa ۴٣ 

kDa ٣۴ 

kDa ٢۶ 

1α 

 2α 

 

شکل SDS-PAGE -2 کلاژن حل شده با پپسین.
(PSC :3 ،Calf Skin Type I :2 ،1: مارکر پروتئین(

شکل3- ترمو گرام DSC کلاژن محلول در پپسین.

دریایی  خیار  از  شده  استخراج   FT-IR ، PSC طیف   -4 شکل 
Holothuria parva.
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بحث 
پپسین  با  شده  حل  کلاژن   SDS-PAGE پروتئینی  الگوی 
استخراج شده از خیار دریایی جنس Holothuria parva و نمونه 
کلاژن نوع I مهره داران ) Type I Calf skin( نشان می دهد 
که قسمت عمده در هر دو کلاژن از زنجیره α 1 با وزن تقریبی 
استخراج    PSC که  تفاوت  این  با  اند  تشکیل شده   130 kDa

 (parva Holothuria( شده از دیواره خیار دریایی مورد مطالعه
به  داران  مهره   I نوع  کلاژن  که  حالی  در   )α1(3 ساختار  دارای 
صورت α1( 2α2 ( می باشد. این نتیجه مشابه نتایج گزارش شده 
 Parastichpus و   Stichopus japonicus دریایی  های  خیار  از 
ترتیب  به  مولکولی  وزن  با  و   )  α1(3 ساختار  با   californicus

بودن  تر  پایین   .)12،5( باشد  می  کیلودالتون   138 و   135
 DSC ترموگرام  از منحنی  آمده  انتقالی بدست  ماکزیمم دمای 
 Holothuria جنس  دریایی  خیار  پپسین  با  شده  حل  کلاژن 
) 62 درجه  داران  مهره    I نوع  انتقالی کلاژن  از دمای   parva

آمده  بدست  کلاژن  مارپیچ  که  دهد  می  نشان  گراد(  سانتی 
کمتری  حرارتی  پایداری  مطالعه،  مورد  دریایی  خیار  دیواره  از 
ایمینو  میزان  هرچه  دارد  داران  مهره   I نوع  کلاژن  به  نسبت 
بیشتر  کلاژن  ساختار  در  پرولین  و  پرولین  هیدروکسی  اسید 
باشد ماکزیمم دمای انتقالی کلاژن بیشتر خواهد بود. ماکزیمم 
دمای انتقالی کلاژن حل شده با پپسین استخراج شده از خیار 
گراد  سانتی  درجه   33/2  Parastichpus californicus دریایی 
می باشد )12(. بیشترین دمای انتقالی )57 درجه سانتی گراد( 
و در نتیجه بیشترین پایداری حرارتی مربوط به کلاژن حل شده 
 japonicus Stichopus با پپسین استخراج شده از خیار دریایی
می باشد )5(. میزان محتوی ایمینو اسیدی )مجموع پرولین و 
و خیار های  داران  مهره   I نوع  پرولین( در کلاژن  هیدروکسی 
 Parastichpus californicus و   Stichopus japonicus دریایی 
به ترتیب residues/1000 residues 215، 161 و 153 گزارش 
انتقالی مشاهده  شده است )12،5(. با توجه به ماکزیمم دمای 
 Stichopus مهره داران و خیار های دریایی I شده در کلاژن نوع
japonicus و Parastichpus californicus نتیجه گیری می شود 

خیار  از  شده  استخراج  کلاژن  اسیدی  ایمینو  محتوی  میزان 

/1000  residues از  کمتر   parva Holothuria جنس  دریایی 
محتوی  همچنین  باشد.  می   153 از  بیشتر  و   161  residues

 I ایمینو اسیدی کلاژن استخراج شده، بسیار کمتر از کلاژن نوع
مهره داران است. همانطور که از طیف FT-IR کلاژن نوع I مهره 
داران مشخص است باند هایی در ناحیه amide A با طول موج 
amide III با عدد موج cm-1 1654و   amide I 3442 و cm-1

شده  مشاهده  های  باند  دارند.  وجود   1236  cm-1موج طول  با 
کششی  ارتعاش  حضور  دهنده  نشان   amide III ناحیه  در 
CN و خمشی N-H ساختار ثانویه کلاژن نوع I است. شباهت 

طیف های FT-IR کلاژن نوع I مهره داران و کلاژن استخراج 
شده از Holothuria parva بخصوص در ناحیه amide A و ناحیه 
amide I دلیل دستیابی به کلاژن حل شده با پپسین با ساختار 

نزدیک به کلاژن نوع I می باشد. 
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