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 β – Galactosidase نزيمإ ستخلاصا

 لبقرا من ضرعوتنقيته 
 
 

   (1)يعمي الحصناو و  (1)يحيى نافع يادإ
 (1)عدنان ابراهيم عزةهبة و 

 

 26/10/2014الإيداع  تاريخ
 16/02/2015قبل لمنشر في 

 
 الممخص

وذلـك  (,عينة البحث من مجزرة الشعمة فـي بدـداد)البقرضرع من  β-galactosidaseنزيم إ ستخمصا
حمـ   مـن / لتـرلمو 0.2طريقة   أنوقد وجد أربع طرائق لمترسيب,  باستعمال ونُقّي, ائقطر  ستعمال باست

نـزيم الإ  لاسـتخلاصالطريقـة الملمـى  يهـ ,5ضة و الحمودرجة  سكوربيكحم  الأ من/ لتر مول 0.2+ الخميك
 ,لمترسـيب الفُضـمىهـي الطريقـة  %50 بتركيـز ليميالكحول الأ  استعمالقد وجد أن و  .خر الأق ائطر البمقارنة 

ــه كــان  ــة  معامــلوعمي ــةالإ  حصــيمةوال ,مــرة 6.53 نحــوالتنقي ــد  %89.36 نحــو نزيمي اســتخدام الترشــي  عن
 .(الخطوة اللانية)  Sephacryl  S-200الهلامي
 
 

  لايػػػ زلا إنزيتػػػ تلاك لاضػػػرع ار, ػػػرلا ااػػػيماص اتنزيتػػػ ت  ين يي ػػػ  :المفتاحيـــة الكممـــات
 .,غداد لا يديزكي اك لا –,يي  

 

 
 .ارعراؽ لاارج تعة ارتاينصريةلا كلية ارير,ية الأا اية لاقاـ ارعل ـ (1)
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Abstract 
β-galactosidase enzyme was extracted from the udder of cows  by using six 

methods, and purified using four different methods. It was found that the 

method of 0.2 mol/L of acetic acid+ 0.2 mol/L ascorbic acid pH 5 was the best 

and gave the highest specific activity of crude enzyme in comparison with other 

used methods. The use of ethanol50%was found the best way of purification.  

Using gel filtration Sephacryl S-200 (second step), allowed to have 

purificationfactor6.53 times and the yields was  89.36%. 
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 المقدمة
نزيت ت ارصػؼ إتع  β–galactosidase (EC 3.2.1.23)غ لاكي زيداز  –βنزيـ إ يصنؼ

 غاكي زيديػػػة –β هػػػ  ي كػػػؾ ارػػػر ا,ط  لا(Hydrolysis) ة ػػػحلتار نزيتػػػ تارث رػػػث ارػػػذإ يضػػػـ إ
β – Glycosidic bondـ ,يشػػكيل   اػػكريد لا اريػػي ياػػ β– رغػػ لاكي زلا  يطلػػؽ هلػػ  هػػذا ا

ارتي  هػػػػػؿ هػػػػػ   (Substrateهنػػػػػدت  يكػػػػػ ف ارتػػػػػداد )ارركيػػػػػزة  Lactaseاتنػػػػػزيـ ااػػػػػـ لاكيػػػػػ ز 
 .(1111 آمر فلا  Barbara)اراكي ز

 ارػػػػػػر ا,ط ار  ك زيديػػػػػػة   لا)حلت ػػػػػػة( ارػػػػػػر ا,ط ارغ لاكي زيديػػػػػػة ,ي كيػػػػػػؾي ػػػػػػ ـ هػػػػػػذا  اتنػػػػػػزيـ 
Fucosides اريي يشكل   اكر ار  ك زFucose  ا,ط الأرا,ين زيديػة ارػر  Arabinosides  اريػي

هػذا الأنػزيـ  ػي دتػ غ ارتػ هز ياػ ـ   ( 1111لا Stamp)  Arabinoseيشكل   اكر الأرا,ينػ ز
 شػػػػػػػػحتية  –حديثػػػػػػػػة ارػػػػػػػػ لادة ,ي كيػػػػػػػػؾ ارػػػػػػػػر ا,ط ارغ لاكي زيديػػػػػػػػة  ػػػػػػػػي ارتع ػػػػػػػػدات ارغػػػػػػػػ لاكي  

(Galacto- lipid 1111( )يحيػػ   آمػػر فلا.) أشػػ ر Hermida نػػ  أإرػػ  ( 1116لا ) آمػػر ف
ارتنيشػر  ػي   β-D-galactosyl diacylglycerolشػحتية تثػؿ  -يشػ رؾ  ػي أيػض ارغػ لاكي 

 ارن, ي ت.
اػػػػػرهي  ارع ديػػػػػة هنػػػػػدت  يكػػػػػ ف  هلػػػػػ تنػػػػػزيـ اػػػػػية أضػػػػػع ؼ  يزيػػػػػد اػػػػػرهة  ع ريػػػػػة هػػػػػذا ا

)ارحػػػػػ  إ هلػػػػػ  ار ر كيػػػػػ ز ,ػػػػػدؿ  Lactuloseارا ,اػػػػػيرات ارتي  هػػػػػؿ هػػػػػ  اػػػػػكر اراكي رػػػػػ ز 
 Glycoprotein's (. كتػػػ  ياػػػيطيع اتنػػػزيـ ي كيػػػؾ ار,ر يينػػػ ت اراػػػكرية ارغل كػػػ ز  ػػػي جزي يػػػ
 . (1116لا  آمر ف  Itahana) Glycolipids ارشح ـ اراكرية 

لا لأنػػ  أحػػ دإ اريكػػ يف Cofactorتػػيتـ  لا يحيػػ إ ,ييػػ  ارغ لاكي زيػػداز هلػػ  ه تػػؿ إنزيتػػي
  ييف اػػػػػػػكرإ,ػػػػػػػر لا  يصػػػػػػػ   تعظػػػػػػػـ ارتصػػػػػػػ در ارعلتيػػػػػػػة , نػػػػػػػ  تػػػػػػػف ار,ػػػػػػػر ييف     ييػػػػػػػ رؼ كليػػػػػػػ

Glycoprotein  ارجػػػز    يكػػػ فلا تػػػع ار,ػػػر ييفهلػػػ  ناػػػ,ة تػػػف اركر, هيػػػدرات يػػػري,ط  لاحي ا ػػػ
 ( إرػ 1111لا )Abed أشػ ر  أمػر  ط يلػةلا  اركر, هيدرايي هل  نػ هيف تػف اراااػؿ قصػيرة 

حاب ارتصدر ارتايملص تنػ لا , لا يميلؼمياؼ ناب اركر, هيدرات ارت درة  ي اتنزيـا أف
% هند اايماصػ  تػف ك,ػد 1122إر   A. oryzae% هند اايماص  تف 8.9 را حت ,يف 

 . Aspergillus niger% هند اايماص  تف 2124  لااردج ج
ر جيػػة رزنػػزيـ  ي,عػػ   رت قعػػ  ارملػػ إ  إرػػ  قاػػتيف ر ياػػيفلا أ ر تػػػ  يزي  ي اػػـ ار ظػػ  ؼ ار 

 ػي ارجػز    هػ دة ييركػز لا ي الأغشية ارتم طية رلأ هية ارشعرية رلأتع   اردقي ةاتنزيـ  ي جد
دة   ارت جػ β-1,4- Galactosidic ر ا,ط ارغ لاكي زيديػةارػ ي ػ ـ ,ت  جتػة  لاتعػ  تف الأارعل إ 

.  ييضػػتف ث ني تػػ   لأتعػػ  ,أثنػػ   تػػر ر   ػػي اػػكر اراكيػػ ز(   مص صػػ   ؿ ) ػػي ارغػػذا  ارتينػػ   
 ػػي ت  جتػػة   يكػػ ف رػػ  د ر  Lysosomeد  ػػي ارايا اػػ ـ )ارجاػػيـ ارحػػ ؿ(  اتنػػزيـ ارت جػػ

 Glycoprotein  Glycolipids :تثػػػػػػػؿ لاGlycosideارػػػػػػػػ  ارتػػػػػػػ اد ارح  يػػػػػػػة هلػػػػػػػ  تجػػػػػػػ تيع
 Mucopolysaccharide Abed)ارتايملص تف ضرع ار, ر  ي (لا  ينيتي اتنزيـ 1111 لا
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( رلأناػػػجة ارل,نيػػػة Galactose) ارغػػػ ركي زاػػػكر  , صػػػد يػػػ  ير هػػػذ  اردرااػػػة إرػػػ  هػػػذا ار اػػػـلا
 .  ,ف م صة  ي ظر ؼ اتني ج ارع ري رل لااراكي ز ارتيمصصة ,يمليؽ اكر

ػػػ  ينػػػيي  ػػػي  لا تػػػف ارتعػػػر ؼ أنػػػ  ي جػػػد هنػػػد اتناػػػ فلا اتنػػػزيـ  تػػػف حيػػػث انيشػػػ ر هػػػذا أت 
 ا  ,د جتيع   رد  ارك  ن ت ارحية الأمر   ي جدكت   ارج  ز ار ضتي رلرضع  ار,شر ار, رغيفلا

  Samin  أشػػػ ر لا(1113لا Wong  Hartel)  انػػػ ت ارراقػػػيتػػػف ار,كيريػػػ   صػػػع دا  حيػػػ  ارحي
 Maryam( إرػػ   جػػ د الأنػػزيـ  ػػي ار  اكػػ  ارتميل ػػة كػػ رم خلا 1113لا )   ارتشػػتشلا   اري ػػ حلا
  (1113)  آمػػر ف Neubertكتػػ   جػػد  . ن,ػػ ت ارطتػػ طـ أ راؽثتػػ ر ارتػػ نج    ػػي هصػػير   

 .( تف ارل ز1116لا )Haider  Husainايملص  ا ي ار, زلا   ارمي ر  ارمشم شلا   
ػػػأ قلػػػة اردرااػػػ ت اريػػػي ياػػػيملص اتنػػػزيـ تػػػف ارتصػػػ در   تػػػع    ػػػي ارتصػػػ در ارحي انيػػػةت 

كػػ رعج ؿ  ارمر ػػ ف  لاارصػػغيرة اراػػف ارثػػديي تي جػػد  ػػي أنػػ اع تميل ػػة تػػف ارحي انيػػةلا إلا أنػػ  
  ك,ػػد  ارتعػػز  الأرانػػبلا كتػػ  رػػ حظ  جػػ د اتنػػزيـ ,ػػ  زاف جزي يػػة تميل ػػة  ػػي تشػػيتة اتناػػ ف 

لا كػػذرؾ رػػ حظ  جػػ د اتنػػزيـ  ػػي أنػػ اع تميل ػػة تػػف نزيػػر   ػػي ك,ػػد ارػػدج ج,ػػة  طحػػ ؿ ارم رع 
     .(1113 لاMarcel  Bradley)  ارحشرات Snailsار  اقع 

رلنتػػ  اراػريع  كي  ػ  راػ  رة اريع تػؿ تػػع الأحيػ   ارتج ريػة    ػػرة إني ج ػ  ر ػذا اتنػػزيـلا  ي
لا   ػد حظيػت اريك ريؼ ج  قلة اتني هف ارهة لا  ضا  ارط,يعة ي  رة ات اد رميصة  تي   هل 

ز يي ػػدت    تثػػؿ إنػػزيـ اراكيػػ لاالأحيػػ   ارتج ريػػة  تن ػػ  ار طريػػ ت ,درااػػة تاي يضػػة رزنزيتػػ ت
 Kluyveromyces  ارمتػػػػػػػػ  ر اري ,عػػػػػػػػة رلجػػػػػػػػنس لاAspergillusالأه ػػػػػػػػ ف اري ,عػػػػػػػػة رلجػػػػػػػػنس 

(EL-Gindy 1112لا  Dugdale 1111لا ) ينػػػػػػػيي يج ريػػػػػػػ   تػػػػػػػف اػػػػػػػالات ي ,عػػػػػػػة رلجػػػػػػػنس 
Aspergillus  Kluyveromyces لا  أهػػـ يط,ي  يػػ   ػػي ارصػػن هة  ػػي ارصػػن ه ت ارل,نيػػة. إف
أ  هزر   ين يي  يح ؿ د ف اري اع  ي يط,ي  ي  ارصن هيةلا  ذكػر  لاايماص اريكل ة ارع رية 

Pereira-Rodriguez ( أف نجػ ح ارحصػ ؿ هليػ  تػف  طػر 1111) لا آمر فAspergillus 

nigerتػػف ارمتيػػرة  لا Kluyveromyces lactis  (اريجػػ رإ رزنػػزيـ ارتنػػيي تػػف هػػػذ   الااػػػـ
لا  قػد أيػد ذرػؾ اريط,ي ػ ت ارصػن هية لااػيعت ر  ( يُاػ هد هلػ  اري اػع  ػيMaxilactارمتيرة ه  

Pereira-Rodriguez ار طري ت أيض   تف  قد هُزؿ .(1111) لا آمر ف Aspergillus oryzae. 
 :ر ذا اتنزيـ ت   ت  ا  تصدر  يعد   ار,كيري  ارييأن اع  تف 

Bacillus stearothearothemophilus  E.Coli  أيضػ   ار,كيريػ Bifidobacteuim bifiidum 
 Lactobacillus  acidophilus لاGoulas) تػف   أُجريػت درااػ ت هػدّة .(1118لا  آمػر ف

رلحػػػػرارة  ( تػػػػف ,كييريػػػػ  تح,ػػػػةThermo stableأجػػػػؿ ارحصػػػػ ؿ هلػػػػ  إنػػػػزيـ ث ,ػػػػت حراريػػػػ   )
Thermopiles bacteria تن ػػ  درااػة لا Chen نػػزيـهػزؿ اتتػف يتكنػػ ا  إذْ ( 1118) لا آمػر ف 

 °.ـ 51 44را ح ,يفدرجة ارحرارة ارتثل  ر ع ريي  ي لاBacillus stearothermophilusتف ,كيري  
 يحتػػػػؿ هػػػػدـح رػػػػة رػػػػد  الأشػػػػم ص ارػػػػذيف يعػػػػ ن ف تػػػػف     غػػػػذا ي ا  تػػػػياػػػػيعتؿ اتنػػػػزيـ تك

لا كتػػ  يضػ ؼ هػػذا الأنػزيـ إرػػ  Lactose Intoleranceتنػ  رطػػة أ  ارحا اػية ارت  اراكيػ زلا
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 آمػػػر فلا  Järvelä) الأمػػػر  لػػػ,فأ  إرػػػ  تنيجػػػ ت ار لاتػػػف اراكيػػػ ز مػػػ ؿ   رػػػ,فتنيػػػ ج  لػػػ,فار
1118; Mattar  1111 آمر فلا). 

تػف  ين ييػ   ي صػي    ز اراكيػنػزيـ إ ااػيماصهدـ  ج د دراا ت ك  يػ  هػف إر   ا   نظر 
كػػ ف هػػد     درااػػ ت هػػدةأُجريػػت  .  لأهتيػػة الأنػػزيـ كتكػػؿ غػػذا يلااػػجي  أن هضػػ   ارحيػػ افأ

ناػػػػجة الأ تن ػػػػ تػػػػف تصػػػػ در تميل ػػػػة أ  هزرػػػػ   ين ييػػػػ   ي صػػػػي   هػػػػذا  نػػػػزيـ ات ااػػػػيماص
 هليػػ  هػػد ت هػػذ   ك رك,ػػد  ارعضػػات  ارتػػ لا رزناػػ ف اػػيمدات   غػػذا   اارحي انيػػة اريػػي يتكػػف 

لا رزناػ ف غػذا    لا ياػيمدـ)ارػذإ  ار, ػرتف ضػرع    ين يي هذا اتنزيـايماص ااردرااة إر  
رلػيملص تػف الأهػراض لا   نزيـرز تي ح    يك ف تصدرا   ف أتف تمل  ت ارتج زر( , دؼ   يعد  
, صػػ    ااػػيمدات تك نيػػة ا     ارت ػػـ صػػن هي    غػػذا ي   رزناػػ فلا نػػزيـ اػػ,,   ن ػػص هػػذا اتياريػػي 
 ارحا اػية ار رطػة راػكر اراكيػ ز ,ح رػةشم ص ارتصػ ,يف الأ رد  الأهراضي لؿ تف     تنيج

Lactose Intolerance.. 
 مواد البحث وطرائقه

 تػػػػف تجػػػػزرة ارشػػػػعلة  ػػػػي ,غػػػػدادلا  ارتايحصػػػػؿ ضػػػػرع ار, ػػػػر ارتحلػػػػي اػػػػيمدـ  ػػػػي ارعتػػػػؿا
ح ظػػت    لتػػتأغل ػػت ,كحكػػ ـ  هُ  لا ضػػعت  ػػي أكيػػ س ,ااػػييكية,ي طيعػػ  إرػػ  قطػػع صػػغيرة 

 هلي  . ريؿ اركيتي  ية جرا  اريحإ حيفإر   °ـ 11-حرارة ,درجة 
 التحاليل الكيميائية:

حاػب ارطري ػة ارتػذك رة ,لا اردرااػةثنيف هلػ  هينػ ت اأجريت اريح ريؿ اركيتي  ية ,تكرريف 
ناػػػػ,ة   قػُػػػدّرتْ ريػػػػ ؼ ارمػػػػ ـلا  الأاررتػػػػ دلا   لا لا   ػػػػد قػػػػدرت اررط ,ػػػػة((1999 لا.A.O.A.C ػػػػي 

ريح يػػػػػػؿ ناػػػػػػ,ة ( 6.25) ارع تػػػػػػؿ اػػػػػػيعتؿ الا Micro–kjeldahl اػػػػػػيمداـ ج ػػػػػػ ز ار,ػػػػػػر ييف ,
 Petroleumاتيثػػر ار,ير رػػياػػيمدـ تػذيب اارنيػر جيف اركلػػي إرػ  ارناػػ,ة ارت  يػػة رل,ػر ييفلا   

ether  حاػػػب طري ػػػة  , ػػي هتليػػػة ي ػػػدير ناػػػ,ة ارػػػدهفSoxhelt     اريػػػي  صػػػMcNicholلا 
   صػػػػػػػػػػػ     ( 1865لا )Pearson ذكرهػػػػػػػػػػ ناػػػػػػػػػػ,ة اركر, هيػػػػػػػػػػدرات كتػػػػػػػػػػ    قػػػػػػػػػػدرت. )1111)

Odoemelamاركر, هيػػدرات هػػي ارتػػ اد ارتي, يػػة ,عػػد طػػرح ناػػ,ة  ف  أهلػػ  أاػػ س  (1114) لا
 حاػػػب طري ػػػة, ت اردارػػػة ارحتضػػػية.  قػػػد قياػػػ(100)اررتػػػ د  الأريػػػ ؼ  ار,ػػػر ييف  ارػػػدهف تػػػف 

Myersج ػػػ ز , اػػػيعت ؿ (لا1111) لا pH- نػػػ ع تػػػف تييػػػر PYe-unicam.  حاػػػ,ت ار يتػػػة 
 ارحرارية   ؽ ارتع درة:

 (c × 3.75) + (F × 9) + (P × 4غـ( = ) 111/اعرة ار يتة ارحرارية )كيل 
  :إذْ إف  

Pلا : ارنا,ة ارت  ية رل,ر ييفFلا : ارنا,ة ارت  ية رلدهفC رلكر, هيدرات: ارنا,ة ارت  ية . 
( كيلػ  اػعرة 2264لا 8 لا3 اركر, هيدراييػة ) تف ارت اد ار,ر يينية  اردهنيػة  ينيي غراـ  احد

 .(1876لا Osborne  Voogt. )يراق  احهل  اري اري  ي ارجاـ هند 
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 زااستخلاص إنزيم اللاكت
 ااػيمدتتيعطػي أهلػ   ع ريػة إنزيتيػة نػزيـ ات لااػيماصطري ػة  أ ضػؿيحديػد تف أجؿ 

 :الاايماصتيضتنة ( 1111لا )AL-Shammary ( 1111) لاAbed ه ذكر  ؽا ر ط
     ارت طر, رت 

   4تحل ؿ كر, ن ت ارص دي ـ( %Na2CO3 5%) 

  11ل ريد ارص دي ـ تحل ؿ ك( %11 %NaCl) 

   ت ؿ/ رير حتض ارمليؾ 121تحل ؿ  ((Acetic acid  5 .حت ضةار درجة 

   ت ؿ/ رير حتض الأاك ر,يؾ  121تحل ؿ(Ascorbic acid)  4 حت ضةار درجة 

   تػػػػ ؿ/ ريػػػػر حتػػػػض الأاػػػػك ر,يؾ  درجػػػػة  121+ تػػػػ ؿ/ ريػػػػر حتػػػػض ارمليػػػػؾ  121تحلػػػػ ؿ
 . 4ارحت ضة 

 يمقياس فعالية الإنز 

-Ortho-nitrophenyl-β-D, اػػػػيمداـ (1112لا )Millerنػػػػزيـ ,طري ػػػػة قياػػػػت  ع ريػػػػة ات

galactopyranoside (ONPG)  لا )ارتاػػػيحلب ,طري ػػػة الاتيصػػػ ص(Emulsion  قياػػػت 
هنػد قيػ س ار ع ريػة   NPGارػػػ  ي ضػؿ ااػيمداـلا ا  نػ ن تير  311 ػي طػ ؿ تػ جي  الاتيص صية
 ضػا   لاتػف اػرهة ي كػؾ اراكيػ ز ارط,يعػي أهلػ نػزيـ ات اػرهة ي ككػ  , ااػطة ف  اتنزيتية لأ

ؽ ا ػػ,طر  لا  يتكػػف يصػػنيع   يج ريػػ   (ارتنظتػػة) ارت قيػػة يلػػؾ ارتػػ دة  ػػي ارتح ريػػؿ ااػػي رار هػػف
راتيصػػػػ ص  الأقصػػػػ  ارحػػػػد  ONPاػػػػكر اراكيػػػػ ز  ارػػػػػػ   إرػػػػ هػػػػذ  ارتػػػػ دة  يحلػّػػػؿ ,اػػػػيطة. 

لا  ي ضػػػل ارشػػػكؿ (1111 لار ف آمػػػ Mozumderصػػػ ر ) يعطػػػي ارلػػػ ف الأ ا  نػػػ ن تير  (311)
 .هؿ( تع درة اري  1)

 
 ( 2000, وآخرون Boon)   ONPG  تحمل ( يوضّ 1شكل )ال

 تقدير تركيز البروتين
أر,ػ تيف ارتصػؿ ار, ػرإ  تنحنػ  , هيتػ دBradford (1976 )طري ػة ,يركيػز ار,ػر ييف  قدر

 .(.Bovine Serum Albumin , B.S.Aار ي اي )
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 التنقية الجزئية
اريػػي  اتنػػزيـ يراػػيبرريحديػػد ارطري ػػة ارتثلػػ   لاؽا ػػارتاػػيملص اتنزيتػػي ,ػػ ر,ع طر  رُاّػػب
هلػ  ناػ,ة ت  يػة تػف ارحصػيلة اتنزيتيػة أ   لاSpecific activity هلػ   ع ريػة ن هيػةأيعطػي  

(Yield ) :الأت نيػػػػ ـ ك,رييػػػػ ت  , اػػػػيمداـ اريراػػػػيب شػػػػتلت(NH4)2SO4 لأاػػػػيي ف ار,ػػػػ رد  الا
Cold acetone ثيليالأاركح ؿ   لا Ethyl alcohol اريرشيل ار   ؽ  لا Ultra-filtration 
 نزيمتنقية الإ 

 :   هي ك لآيي لاهدة مط ات ,شكؿ ك تؿشتلت مط ات ين ية اتنزيـ ارتدر س 
  Ion Exchange chromatographyكروماتوغرافيا التبادل الأيوني: .1

 :المواد والمحاليل المستخدمة 
 DEAE Cellulose – Sephadex A 50ارت, دؿ الأي ني -أ
ارحػػػػػػ  إ هلػػػػػػ  كل ريػػػػػػد تػػػػػػ ؿ/ ريػػػػػػر  1214( NaOHتحلػػػػػػ ؿ هيدر كاػػػػػػيد ارصػػػػػػ دي ـ ) -ب

  .ت ؿ/رير 1214ارص دي ـ 
 .ت ؿ/رير HCl1214 تحل ؿ حتض ار يدر كل ريؾ -جػ
تػ ؿ/رير  ,درجػة  Sodium phosphate buffer1211تحل ؿ   اػ  ت ارصػ دي ـ ارػدارئ  -د

 . 6 حت ضة
 .ت ؿ/رير1ص دي ـ  تحل ؿ كل ريد ار -هػ

 الأيونيعمود المبادل  إعداد: 

 صػ     اريػي , رطري ػة DEAE Cellulose – Sephadex A 50 الأيػ نيارت,ػ دؿ  أُهػد  
Whitaker( 1861لا) تػػػف تاػػػح ؽ ارت,ػػػ دؿ    راتػػػغ 21 إذْ تُػػزجلاDEAE Cellulose – 

Sephadex A 50 ( تػػ     411 ػػي )ركػػد ح,ي,ػػ ت ف يأ إرػػ دقي ػػة  21رؾ تػػدة  يػُػ ا لات طػػر  تػػؿ
اػؿ لا ثػـ غُ ترات حي  يص,ل ارا  ؿ ارعل إ را     هدة غاؿ ارت, دؿ  أُهيدثـ  لاالأي نيارت, دؿ 

ثػـ  لا, رتحل ؿ )جػ( ثاث تػرات غُاؿ ,عد ذرؾ  ;,عده  , رتحل ؿ )ب(  تف ثـ , رت   ارت طر
غاػػػل   أُهيػػػد(لا ثػػػـ pH7)إرػػػ  درجػػػة حت ضػػػة تيع درػػػة  غاػػػل  , رتػػػ   ارت طػػػر  صػػػ لا   أُهيػػػد

اػـ(.  47×125) أ,عػ د ػي هتػ د زجػ جي ذإ  الأيػ نيارت,ػ دؿ  هُّ,ئ)د(لا ,عده   دارئ,تحل ؿ ار
  ,اػػػرهة جريػػػ ف لان اػػػ  حيػػػ  اريػػػ ـ اريػػػ ري ارػػػدارئجريػػػت هتليػػػة ارت ازنػػػة رلعتػػػ د ,تحلػػػ ؿ  أُ 
 تؿ/ دقي ة. 4

 النموذج إضافة 
 دؿهتػػػػػػ د ارت,ػػػػػػ  إرػػػػػػ  ,ػػػػػػ ركح ؿ الأثيلػػػػػػي ار,ػػػػػػ رد راػػػػػػبارت اتنزيتػػػػػػيارتحلػػػػػػ ؿ  أضػػػػػػيؼ

DEAE Cellulose – Sephadex A 50 الأي نياريي رـ يري,ط , رت, دؿ  الأجزا لا ثـ جتعت 
تػػؿ/ دقي ػػةلا  3/4لا  ,اػػرهة جريػػ ف تػػؿ( 4أن ,يػػب امي,ػػ ر ,تعػػدؿ )ارتيد  ػػة تػػف ارعتػػ د  ػػي 
ارتحلػػػ ؿ ارتلحػػػي  , اػػػيمداـ الااػػػيردادهتليػػػة  أجريػػػت. ثػػػـ )د( ارػػػدارئغاػػػؿ ارعتػػػ د ,تحلػػػ ؿ 
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 قُر ػػػػػتارتحلػػػػػ ؿ )ب(  )هػػػػػػ(لا ثػػػػػـ  , اػػػػػيمداـ Linear Salt Gradientتيػػػػدرج اريركيػػػػػز 
 اِاػيُمدـهذ  ارعتلية  إجرا  رغرض  لاريحديد ار تـ ارت ص رة ا  ن ن تير  311هل   تيص صيةالا

 .Ultroac 2070تف ن ع  Fraction collectorارتيد  ة  الأجزا ج تع 

 Gel-Filtration كروماتوغرافيا الترشي  الهلامي. 1

  ديكستػػػػػػػػػػػػ دة اراػػػػػػػػػػػػي   ارتكػػػػػػػػػػػػ ف تػػػػػػػػػػػػف G-100 د اريرشػػػػػػػػػػػػيل ار اتػػػػػػػػػػػػي هتػػػػػػػػػػػػحضػػػػػػػػػػػػر 
(SephadexG-100 ) شػػػػػركة  إنيػػػػػ جتػػػػػفPharmacia حاػػػػػب يعليتػػػػػ ت ارشػػػػػركة ,لا اراػػػػػ يدية

/ حجػػـ(لا  ,عػػد ركػػ د ) زف (11:  1, رتػػ   ارت طػػر ,ناػػ,ة ) ارتػػ دةذ هل ػػت ح,ي,ػػ ت إارتنيجػػة 
)  اػ  ت ارصػ دي ـ  ارػدارئلػ ؿ  ,عػده  غاػؿ ار ػاـ ,تح لاار اـ اكب ارا  ؿ ارعل إ , ػد  

رتػزيي  ػي هتػ د زجػ جي , ,عػ د ا هُّ,ػئلا ,عد ذرػؾ 6 ضة  حت ,درجة  ت ؿ/رير 1211 اردارئ(
 أجريػػػت ت ازنػػػة ارعتػػػ د ,ػػػ رتحل ؿ اراػػػ ,ؽ ن اػػػ  حيػػػ  اريػػػ ـ اريػػػ ري  ,اػػػرهة  لااػػػـ 47×125

 تؿ/ دقي ة. 2جري ف 
)اري,ػػػ دؿ ن يػػػة اراػػػ , ة ارتركػػػز ارػػػذإ حصػػػؿ هليػػػ  تػػػف مطػػػ ة اري اتنزيتػػػيتػػػرر ارتحلػػػ ؿ 

,تحلػ ؿ   اػ  ت ارصػ دي ـ  الأجػزا اػيردت الا Sephadex G-100 إر  اطل هػاـ الأي ني(
 ةت جػارطػ ؿ   ي  يتيص ص ارض  الاتؿ/ دقي ةلا ثـ قيس   8/4ن ا  ,ارهة جري ف  اردارئ
نػػزيـ ثػػـ تػػرر ات  يحديػػد ار ع ريػػة  ػػي ار تػػـ ارت صػػ رة. لاريحديػػد ار تػػـ ارت صػػ رة ا  نػػ ن تير  311

 إني جتف  Sephacryl S-200)اايمدتت ت دة  أ ر كمط ة  Sephacryl-S 200هل  هت د 
لا ,عػده  تػرر (حاػب يعليتػ ت ارشػركة ارتنيجػة,لا  حضػر ار ػاـ اراػ يدية Pharmaciaشركة 

 كمط ة ث نية. ن ا   الأ ر هل  ارعت د ن ا  ضتف ارظر ؼ ارتي,عة  ي ارمط ة 
 Designate the purity of the enzymeالإنزيم نقاوة تعيين 

اي,عػػت طري ػػة اريرحيػػؿ ارك ر,ػػ  ي  ػػي هػػاـ تيعػػدد أكريػػؿ أت يػػد ,غيػػ ب ارع اتػػؿ ارت اػػمة 
(Poly acryl amid electrophoresis under non denatured condition  اريػي ذكرهػ )
(Garfin 1990لا). 

 
 

 والمناقشة النتائج
لا  درجػة اركر, هيػدرات  ارػدهفلا   ار,ػر ييفلا    لا   تػف اررط ,ػةتاػي   ه ريػ 1))ارجد ؿ يظ ر

 قػدرت .  ػي ضػرع ار, ػر هف تاي   تنم ض تػف اررتػ د لا  ضا  ارحت ضةلا  ار يتة ارحرارية
 لا Abedريلػػؾ اريػػي ي صػػؿ إري ػػ  ت  ر,ػػة هػػذ  ارنيػػ  ي هػػي  لا%11221ناػػ,ة اركر, هيػػدرات ,ػػػ 

ي  يػػة رػػ,عض أناػػجة لا  يتػػ  يمػػص ي ػػدير ارتك نػػ ت اركيت(1111) لا آمػػر ف يحيػػ  ( 2010)
 .ار لادة حديثة عز ارت غنـتف دت غ ار ز نزيـ اراكيإ اايملص ا ارحي افلا حيف
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 بقرال ضرع ( مكونات1الجدول )
 النسبةالمئوية% المكونات
 59.9 اررط ,ة
 23.20 ار,ر ييف
 5.00 اردهف

 10.30 اركر, هيدرات
 1.60 اررت د

 100.00 ارتجت ع اركلي
 ار يتة ارحرارية

 غراـ(100/ )كيل  اعر 
176.42 

 pH 5.90اردارة ارحتضية
 الأنزيم: استخلاص

ت ؿ/رير تف حتػض الأاػك ر,يؾ +  121,تحل ؿ  الاايماص أف  إر   (2) ارجد ؿ يشير
 لااػػػيماصارطري ػػػة ارتثلػػػ   يهػػػ لا4,درجػػػة حت ضػػػةتػػػ ؿ/ ريػػػر تػػػف  حتػػػض ارمليػػػؾ  121
 نػػػػػزيـ ع ريػػػػػة ارن هيػػػػػة  ار ع ريػػػػػة اركليػػػػػة رزارلا   ػػػػػد ,لغػػػػػت ؽ الأمػػػػػر ا  رطر ,ػػػػػنػػػػػزيـ ت  رنػػػػػة ات

ارنيػػػ  ي  ػػػي  أشػػػ رت حػػػدة هلػػػ  اريػػػ اري.  قػػػد  64111  ,ػػػر ييف  حػػػدة/ تلػػػي غػػػراـ 466231
درجة  أف  ييضل تف ارني  ي   لا  ار ع رية اركليةإر  ارتاي   ارع ري رل ع رية ارن هية  2))ارجد ؿ

ذ يعػ د ق ,ليػػة إف ضػرع ار, ػػرلا تػػ الأنػزيـ ااػيماص ػػي  ارُ ضػل  لا ك نػػتارحتضػيةارحت ضػة 
 اتنػػزيـالااػػيماص إرػػ  قػػدري   هلػػ   ػػؾ  اريػػرا,ط ارت جػػ دة ,ػػيف   ي ثيرهػػ   ػػي هػػذ  ارتح ريػػؿ

تػ ؿ /ريػر رحتػض الااػك ر,يؾ  121 رتحلػ ؿ الأي نيػة ذ ك نػت ار ػ ةإلا الأمػر  ارت اد ارمل يػة 
نػػػزيـ ,ػػػيف ات ك  يػػػة ر ػػػؾ اريػػػرا,ط 4 درجػػػة ارحت ضػػػة  لاتػػػ ؿ/رير تػػػف حتػػػض ارمليػػػؾ 121+ 

 ـ  الااػيماص ػي تحلػ ؿ  اتنػزيـ انحاريػةإرػ  لا تت  أد   ارت اد ارمل ية الأمر   إرػ   تػف ثػ
 (.1118)اع دلا  ارن هية ي زي دة  ع ري

اريػي  تحل ؿ ك,رييػ ت الأت نيػ ـ اايمداـ تن    لانزيـات يرايبؽ ا طر  (2) يظ ر ارجد ؿ
 لا   ااع  . اايعت,عيدةلا  يايعتؿ  تدةتنذ  تف ارطرا ؽ اركاايكية ارتعر  ة يت ت    يعد  

نزيت ت رليملص تػف اريرايب , لأتاح ارتيع درة تف ارعتلي ت ارضر رية  ي ين ية اتيعد  
ي لػػيص حجػػػـ ارتاػػيملص ارمػػػ ـ  ػػػي نػػزيـ   ار,ر يينػػ ت غيػػر ارترغػػػ ب  ي ػػ  ارت جػػػ دة تػػع ات

ك,ريي ت الأت نيػ ـ  ع رػة  ػي يراػيب  تف ارن   ةلا  أتػػػاحه رية نزيـ ,درجة  ارحص ؿ هل  ات
 Mahnي ثيػػػػػػره   ػػػػي ار,ر يينػػػػ ت ) انعػػػػداـارع ريػػػػة  ضػػػػا  هػػػػف  انحاريي ػػػػ ار,ر يينػػػػ ت ,اػػػػ,ب 

 Ismailيحػػػدث اريراػػػيب ,ػػػ لأتاح , عػػػؿ تع درػػػة ارشػػػحن ت ارت جػػػ دة هلػػػ  اػػػطل  (1111لا
ػػػػ لاار,ػػػػر ييف  اتمػػػػاؿ ,ط, ػػػػة ارتػػػػ   ارتحيطػػػػة ,جزي ػػػػ ت ار,ػػػػر ييف رػػػػ  انم ػػػػ ض   يػػػػؤدإ إتت 

 لاSalting out (Duong  Gabelliليل  ياػػػػت  هػػػػذ  ارعتليػػػػة ,ػػػػ ريت لا يراػػػػ,   انحاريي ػػػػ 
 .% 51 إر  21تف يدريجي   ارتض ؼ  الأت ني ـيركيز تلل ك,ريي ت   يزداد (.2014
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 β-galactosidaseنزيم  إ استخلاص( طرائق 2جدول )ال

 الطريقة
 الحجم
 )مل(

 الفعالية
 )مل(

 تركيز البروتين
م/ راغي مي)م

 مل(

 الفعالية النوعية
م راغي مي)وحدة/م

 بروتين(

الفعالية 
 الكمية
 )وحدة(

 8319 23.107 7.66 177 47 الماء المقطر 
Na2CO3  ( 5%) 47 149 8.10 18.39 7003 

NaCl (10%) 47 703 3.60 195.27 33041 
 pH5 47 769 4.31 178.40 36143مول / لتر   O.2حم  الخميك

 pH 5 47 1113 3.20 347.80 52311ل/ لتر حم  الأسكوربيك مو 0.2
مول/ لتر+ حم   0.2حم  الخميك   

 pH 5 47 1600 2.80 577.42 75200مول/ لتر  0.02الأسكوربيك 

( هذ  ارطري ة  ي ين ية إنزيـ ارلي, كاػيجينيز تػف ,ػذ ر اريػرتس 2004) ايمدـ ج اـ قد ا
,ناػب إشػ, ع  ز اراكي (  ي ين ية إنزيـ2010) Abed أيض    ايمدت  ا  لا ,ناب إش, ع تميل ة

تػػف  α-amylase(  ػػي ين يػػة إنػػزيـ 2004) اػػيعتل   ارشػػيمليا%لا  كػػذرؾ 70-20 يػػرا ح ,ػػيف
 .%80,نا,ة إش, ع  Bacillus lichenforimis R5,كيري  

لػي ي/ ت(  حػدة1186 – 321) , ػرارارتاػيملص تػف ضػرع ز   ك نت  ع رية إنزيـ  اراكي
لا  ك نػػػػت % تػػػػف تحلػػػػ ؿ ك,رييػػػػ ت الأت نيػػػػ ـ 30-60),ناػػػػ,ة )اريػػػػدريجي اتشػػػػ, ع  غػػػػراـ تػػػػع

 ,لػػ    لالػػي غػػراـي(  حػػدة/ ت155218 – 61.73ار ع ريػػة ارن هيػػة رلتاػػيملص ارمػػ ـ رزنػػزيـ  )
 تحلػػػ ؿ ك,رييػػػ ت الأت نيػػػ ـ تػػػع ناػػػ,ة إشػػػ, ع  , اػػػيمداـ (هػػػدد تػػػرات ارين يػػػة) ع تػػػؿ ارين يػػػةت
 %( 11-7.5) )ارتػػرد د(  ,لغػػت ارحصػػيلة اتنزيتيػػة لاتػػرة( 12351–%12611( ) 60–30)

رػػػذرؾ يتكػػػف  ;ارين يػػػة رطرا ؽ الأمػػػر  ارتاػػػيعتلة  ػػػي ,ػػػت  رنػػػة  تنم ضػػػة  هػػػذ  ارناػػػ,ة ك نػػػت 
 .  ي ارين يةإهت ؿ هذ  ارطري ة 

 الجزئية( الخام )التنقية المستخمص من نزيمالإ  تركيز ( طرائق3جدول )ال
 

 الطريقة
 الحجم

 (مل)
 الفعالية

حدة/ )و 
 مل(

 تركيز البروتين
م/ راغي مي)م

 مل(
 الفعالية النوعية

 (ميمي غرام)وحدة/
الفعالية 
 الكمية
 )وحدة(

 معامل
 التنقية

الحصيمة 
 نزيميةالإ 

 %)المردود(
 100 1.000 75200 577.42 2.80 1600 47 المستخمص الخام
 كبريتات الأمونيوم

30% 
60% 

 
15 
15 

 
430 
1097 

 
6.07 
4.7 

 
70.84 
266.09 

 
6450 
16365 

 
0.722 
0.460 

 
8.500 
21.000 

 الأسيتون البارد
50% 15 2630 3.04 365.73 39450 1.490 52.460 
 الأليميالكحول 
50% 15 2970 1.98 1500 44550 2.590 59.242 

 الترشي  الفائق
Ultra filtration 

12 1409 2.34 602.13 16908 1.040 22.480 
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  هي : لاالأنزيـ رايبف الأايي ف ار, رد  ريمتس ناب ت اِايُعتؿكذرؾ 
 حجػػـ أف  نػػت ارنيػػ  ي  قػػد ,يّ  لا) حجػػـ/ حجػػـ( 4:  1لا 3:  1لا 2:   1لا 1:  1لا  124:  1

 اػيبير هػذا ارحجػـ  ػي  عتؿاػيارػذرؾ  ;نػزيـتف حيث ار ع رية ارن هية رز ك ف الأ ضؿ 2:  1
  آمػػر ف Silviaرؾ (  كػػذ1111)  آمػػر ف   Ajaykumarشػػ رأ   .تػػف تايملصػػ ي  نػػزيـات
رجزي ػ ت  يتكف ي ضيل    دة الأايي ف ار, رد  ي اريرايب , ن  يحدث يكػيا   أنّ ر  إ( 1113)

  تػػػػػػػف ثػػػػػػػـ زيػػػػػػػ دة قػػػػػػػ ة اريجػػػػػػػ ذب لاارتجػػػػػػػ تيع ارتشػػػػػػػح نة , ري,ػػػػػػػ طار,ػػػػػػػر ييف تػػػػػػػع ,عضػػػػػػػ   
Attraction Force إرػ  زيػ دة قػ ة اريجػ ذبلا  إذ يػؤدإ م ػض قيتػة ث ,ػت ار صػؿ ارك ر,ػ  يلا

الأاػػػيي ف(   ارتيثػػػ ن ؿلا   لا اتيثػػػ ن ؿرلتػػػذي, ت ارعضػػػ ية ) ث ,ػػػت ار صػػػؿ قيتػػػة  إرػػػ  أف  نظػػػرا  
 ا ؼ يؤدإ ذرؾ إر  تض ه ة ق ة اريج ذب  80ت   تف قيتة ث ,ت  صؿ ار هي أقؿ  21هي

ري ػػػ دإ حػػد ث يتاػػػ  رل,ر يينػػػ ت ياػػػيمدـ الأاػػيي ف ار,ػػػ رد  تػػف ثػػػـ إرػػػ  يراػػيب ار,ػػػر ييف.   
ارتػػذي, ت ارعضػػ ية نييجػػة كاػػر ارػػر ا,ط ارك رهػػة  ااػػيمداـهنػػد  Denaturation( نزيتػػ ت)ات

الأاػيي ف  اػ ـأ قػد  ارت جػ دة  ػي اريركيػب ارجزي ػي رل,ػر ييف. Hydrophobic bondsرلتػ   
إنزيتيػػػة ت ػػػداره    ,حصػػيلة لاتػػػرة 1.38,لغػػت نػػػزيـ ين يػػة جز يػػػة رز تع تػػػؿ  ػػػي يح يػػؽ ار,ػػ رد

نػزيـ تػف تايملصػ ي  , اػيمداـ ات راػيبي أف   إر  ( 3)جد ؿ  أش رت ارني  ي .(41.460%)
.  قػػػد ار,ػػػ رد  اركحػػػ ؿ أهطػػػت أ ضػػػؿ ارنيػػػ  ي ت  رنػػػة ,ػػػ رطرا ؽ الأمػػػر  ارتاػػػيمدتة الأاػػيي ف

 لااػػيمدت   اراػػلط ف  آمػػر فاإذ  لانػػزيـاػػيمدـ هػػذ  ارطري ػػة كثيػػر تػػف ار,ػػ حثيف  ػػي ين يػػة اتا
 (65.58)هلػػػػ   ع ريػػػػة ن هيػػػػة  حصلػػػػػػ ا  لانػػػػزيـ تػػػػف ار ػػػػ ؿ اراػػػػ داني(  ػػػػي ين يػػػػة ات2004)

 أف    ا أكػػد لا(%45.64ت )نزيتيػػػة ,لغػػػإ حصيلػػػة  لاتػػرة 2.35ين يػػة   تع تػػؿ لاـراغػػي ليت حػػدة/
تػف ار ػ ؿ اراػ داني , اػيمداـ الأاػيي ف ار,ػ رد   Lipoxygenaseنػزيـ ارلي, كاػيجينيزإ رايبي

  اركح ؿ هي أ ضؿ ارطرا ؽ. 
ار ع ريػػػة ارن هيػػػػة  ك نػػػتإذ  لا(2)جػػػد ؿثيلػػػي اركحػػػػ ؿ الأ , اػػػيمداـنػػػزيـ نيػػػ  ي يراػػػيب ات

 ,لػ ن يػة ي  ,تع تػؿلا %41نػزيـ ارتركػز ,ػ ركح ؿ الأثيلػي ـ ,ػر ييف رزراغػي لػي حػدة/ ت 1500
 راتيػػػزاج ار  ,ػػػؿ الأثيلػػػياركحػػػ ؿ تػػػف ارجػػػدير , رػػػذكر أف هتليػػػة اريراػػػيب , عػػػؿ    .تػػػرة 2.59
 ار ػذ Dielectric constantي يعيتد هلػ  ث ,ػت ار صػؿ ارك ر,ػ   (Water Miscible), رت   

ػ ;ارتذيب ارعض إ اريي هي أقؿ تف ارت   ,كثيػر ك,يػر  ػي قيتػة هػذا  انم ػ ض  يػؤدإ إرػ  تت 
 يكػ يف كيػؿ ييراػب  ػي  لاقيتة ار  ة اريي يجذب ارجزي  ت ,عض   إر  ,عض  اري  ع لاارث ,ت

 1111 لا ;1113AL-Shammary لا آمػر فLazan )يف ػػػكثيػرا  تػف ار, حث  تع أف  ارتحل ؿ. 

Abdulla;نزيتػػػػػػػػػػ ت  تن ػػػػػػػػػػ  ات يراػػػػػػػػػػيبك,رييػػػػػػػػػػ ت الأت نيػػػػػػػػػػ ـ  ػػػػػػػػػػي  ااػػػػػػػػػػيمدت ا( 1112 لا
د ك ػػ  ة اريركيػػز , رتػػذي, ت ارعضػػ ية تثػػؿ اركحػػ ؿ الأثيلػػي ارلي, كاػػيجينيزلا إلا أف ,عضػػ ـ أك ػػ

ػػػ لا الأاػػػيي ف نزيتػػػ ت تػػػف تايملصػػػ ي   ارمػػػ ـ , رتػػػذي, ت ؿ هػػػدد ك,يػػػر تػػػن ـ يراػػػيب ات  ض 
 ػي  رذرؾ اهيتدت هذ  ارطري ة  ي ين ية الأنزيـ ;رلج   إر  اريرايب , لأتاحارعض ية د ف ا
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 هنػدت  (2010) لاAbedنيػ  ي هػذ  اردرااػة تيط , ػة تػع تػ  ي صػؿ إريػ  ك نػت   هذ  اردرااػة. 
 .ارغنـتف ك,د  β-galactosidaseنزيـإايمدـ ارتذي, ت ارعض ية  ي يركيز تايملص ا

تػػف ارطرا ػػؽ ارتاػػيمدتة هلػػ   اريػػي يعػػد   ريرشػػيل ار ػػ  ؽ,  اريراػػيباػػيمداـ طري ػػة ا هنػػد 
هػػذ   لأف   ذرػػؾ  ;نزيتػػ تت  ين يػػة ات لااػػيّ  لانطػػ ؽ  ااػػع هلػػ  ارتاػػي ي ت ارتم,ريػػة  ارصػػن هية

 لا  لاارعتػؿ هلػ  درجػ ت حراريػة تنم ضػة  ج إر  ت اد كيتي  ية كثيػرةلا  يجػرإارطري ة لا يحي
ار ع ريػػة  ت نػػك  يحػػ ؿ تػػف ذا ػػب إرػػ  رااػػبلا إ لا يحػػدثأ لايحػػدث يغييػػر  ػػي طػػ ر ار,ػػر ييف

 ,حصػػػػػيلة أنزيتيػػػػػة  لاتػػػػػرة 1213  ,تع تػػػػػؿ ين يػػػػػة لا,ػػػػػر ييفتػػػػػف ار ـراغػػػػػي لػػػػػي حػػػػػدة/ ت 1318
(لا 1995) لاMunoz  Barceló هػػػػذ  ارنيػػػػ  ي جػػػػ  ت تط , ػػػػة رتػػػػ  ي صػػػػؿ إريػػػػ   %.11237
Javeri  Uhlenbruckلا(2008) لا آمػػػػػر ف تحياػػػػػفلا (2004) لا Abedهنػػػػػدت  لا (1111) لا
 β-galactosidaseلا Amylase  تنزيتػػػػػػػػػػػػإيراػػػػػػػػػػػػيب  ػػػػػػػػػػػػي  ن اػػػػػػػػػػػػ   ارطري ػػػػػػػػػػػػة يمدت اااػػػػػػػػػػػػ

 Lipoxygenase لاβ- galactosidase .يتكػف إف ناػيملص  ػي هػذ  اردرااػة  هلػ  اريػ اري 
 ;ك نػػت أ ضػػؿ ارطرا ػػؽ الأثيلػػياركحػػ ؿ , اػػيمداـ  β-galactosidaseنػػزيـ  إ يراػػيب أف  إرػػ  

 .الأمر  رطرا ؽ ,نزيتية ت  رنة إك,ر حصيلة ألأن   أهطت أهل   ع رية   
لا ر, ػػػػػرضػػػػػرع ا ارتاػػػػػيملص تػػػػػف  ز اراكيػػػػػنػػػػػزيـ إ( ي ضػػػػػل مطػػػػػ ات ين يػػػػػة 4ارجػػػػػد ؿ )  

 اريراػػيب  لاارمػػ ـ نػػزيـاترلحصػػ ؿ هلػػ   الااػػيماص هػػي  لا يضػػتنت ثػػاث مطػػ ات ر ياػػة
 DEAEبػػػػػارا ر الأيػ نيهلػ  هتػ د ارت,ػ دؿ  ارتن ػ  جز يػ    نزيـات إترارثـ  الأثيلي, ركح ؿ 

Cellulose Sephadex-A50  ت ازنيػػػػ  ,ػػػػدارئ   اػػػػ  ت ارصػػػػ دي ـ ,يركيػػػػز أُجريػػػػتارػػػػذإ 
لا ثػـ (mol /L Sodium phosphate buffer pH7 0.01)7 ,درجة حت ضة  / ريرت ؿ 0.01
 .ن ن تيرا   (171)ط ؿ ت جي   ي الاتيص صيةقيات 

ارت,ػ دؿ   , اػيمداـ لا%41ارتاػيملص ارمػ ـ ارتن ػ  ,ػ ركح ؿ الأثيلػي  أف  أظ رت ارني  ي 
%( 81271) قػػػد أهطػػػ  حصػػػيلة إنزيتيػػػة DEAE Cellulose Sephadex-A50الأيػػػ ني 

 لا(  ػي ترحلػة ارين يػةPeaks( ظ  ر ثاث قتػـ )1ل ارشكؿ )ترة.  ي ضّ  2272 تع تؿ ين ية 
ػ ; ك نت م رية تف ار ع ريػة اتنزيتيػة يت تػ    لاWashingك نت تن   قتة  ي ترحلة ارغاؿ    تت 

ري,ػػ ط اتنػػزيـ , رت,ػػ دؿ الأيػػ ني اراػػ ربلا إف تحصػػلة ارشػػحن ت ارتحت رػػة هلػػ  اتنػػزيـ ا يؤكػػد
ترحلػػػة نػػ  ر تػػع شػػحنة اتنػػزيـ; رػػذرؾ يمػػرج  ػػي هػػي شػػحن ت اػػ ر,ة يي الااػػيرداد ػػي أحػػ اؿ 
ػػػ الأ رػػػ  ك نػػػت نشػػػطة  لا(  ػػػناحظ ظ ػػػ ر قتيػػػيفElution) الااػػػيرداد   ػػػي ترحلػػػة ارغاػػػؿ. أت 

 ار تػػة ارث نيػػة ك نػػت غيػػر  لايػػي يؤكػػد  جػػ د اتنػػزيـ  ػػي هػػذ  ارترحلػػة يحيػػ إ هلػػ  ار ع ريػػة ار
 ع رػػةلا جتعػػت الأجػػزا  ارح  يػػة هلػػ   ع ريػػة ه ريػػة  قػػيس حجت ػػ   ار ع ريػػة  يركيػػز ار,ػػر ييف 

  ي  .
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 المستخمص β-galactosidaseنزيمإ تنقية ( خطوات4جدول )ال
 الحجم خطوات التنقية

 )مل(
 الفعالية

 )وحدة/ مل(
 لبروتينتركيز ا

 م /مل(راغي مي)م
 الفعالية النوعية

 م(راغي مي)وحدة/م
 الفعالية الكمية
 )وحدة(

عدد مرات 
 التنقية

الحصيمة 
 نزيمية%الإ 

 100 1.0000 75200 577.42 2.80 1600 47 المستخمص الخام
تركيز بالكحول 

 59.242 2.5900 44550 1500.00 1.98 2970 15 %50الأليمي
 المبادل الأيوني

DEAE-Cellulose 20 3452 1.56 2272.82 69040 3.8300 91.80 
 الترشي  الهلامي

Sephadex G-100 20 2997 1.47 2125.53 59940 3.6810 79.70 
 الترشي  الهلامي

Sephacryl S-200 
 الخطوة الأولى

20 3210 0.93 3451.61 64200 5.9000 85.37 

 الترشي  الهلامي
Sephacryl  S-200 

 انيةالخطوة الل
20 3360 0.87 3885.28 67200 6.5300 89.36 
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نزيتػػػػػي ارنػػػػػ يي تػػػػػف ارمطػػػػػ ة اراػػػػػ , ة هلػػػػػ  هتػػػػػ د اريرشػػػػػيل ار اتػػػػػي  تػػػػػرر ارتحلػػػػػ ؿ ات
SephadexG-100 . لاارحصػػ ؿ هلػػ  قتػػة ,ر يينيػػة ذات  ع ريػػة ه ريػػة أتكػػف ػي هػػذ  ارمطػػ ة 

هػػذ   يػػدؿ   لاتػػع قتػػة ار,ػػر ييف ي ري,ػػ   قتػػة ار ع ريػػة يكػػ د يكػػ ف تيط , ػػة  أف  ل ي ضّػػ( 2ارشػػكؿ )  
 ,حصػػيلة لا تػػرة 225711 ارين يػػة  ػػي هػػذ  ارمطػػ ة تع تػػؿ  كػػ فنػػزيـلا ارمطػػ ة هلػػ  ن ػػ  ة ات

 ر ارنا,ة ارت  ية هل  ك   ة ار صؿ ارجيد. يع,ّ  لا%68261نزيتية ت داره  إ
)ارمطػػ ة  Sephacryl S-200 نػػزيـ تػػف مػػاؿتػػرر اتي ت هنػػد (4)جػػد ؿ ار ياحػػظ تػػف 

 لا% هلػػػػ  اريػػػػػ اري 74226  428نزيتيػػػػة ,لغػػػػت ارين يػػػػة  ارحصػػػػيلة ات تع تػػػػؿكف  ػػػػالأ رػػػػ ( 
 ػي  لانزيتػيإيظ ػر لا  جػ د رنشػ ط  الأ رػ ار تػة  لا(3 ي ارشػكؿ ) افارر ياي ف يظ ر  ي ف ار ت

ط , ػػػ   رل تػػػة نزيتػػػي قػػػد يكػػ ف تر ة ارنشػػ ط ات ذ لانزيتػػػيار تػػػة ارث نيػػة ارنشػػػ ط ات حػػيف يظ ػػػر
رل تػة ارث نيػة تػف نزيتػي تط , ػة ف ذر ة ارنشػ ط اتأجؿ اري كػد تػف ألا  تف ارث نية تف ار,ر ييف

)ارمطػ ة  Sephacryl  S-200نػزيـ مػاؿ تحلػ ؿ ات   ػد تػررار,ػر ييف ذات ار ع ريػة ارع ريػة 
 ظ ػػػػػرت قتػػػػػة  احػػػػػدة رل,ػػػػػر ييف  إذْ لا الأ رػػػػػ  ػػػػػي ارمطػػػػػ ة  ن اػػػػػ   ارظػػػػػر ؼ  ضػػػػػتفارث نيػػػػػة( 
ػ ;رلنشػ ط ار,ر يينػي نزيتػي تط , ػة يت تػ   ذر ة ارنشػ ط ات أف  ف  ي,يّ  لا(4)ارشكؿ  هلػ     يػدؿ  تت 
 5242)نزيتيػػػػة  ػػػػي ارمطػػػػ ة ارث نيػػػػة د تػػػػرات ارين يػػػػة  ارحصػػػػيلة اتد,لػػػػ  هػػػػإذْ  لانػػػػزيـن ػػػػ  ة ات

 هل  اري اري.(78225% 
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 Sephacryl S-200الأولى( بعمود الهلامي )الخطوة الترشي  ( كروماتوغرافيا4شكل )ال
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ريعييف ن   ة  Denaturation Factorsاريرحيؿ ارك ر,  ي ,غي ب ارع اتؿ ارت امة  اايمدـ
 ػػي  (One band)الأنػػزيـ  ملػػ   تػػف ,ر يينػػ ت أمػػر لا  لػػ حظ ظ ػػ ر حزتػػة ,ر يينيػػة  احػػدة 

 حػػزـ  ػػي ارتاػػيملص 4,عػػد أف ك نػػت  Poly acryl amid Gelهػػاـ تيعػػدد أكريػػؿ أتيػػد 
ػ; (5شػكؿ )اركتػ   ػي  لا%41 الأثيلػي,ػ ركح ؿ  اػبنزيتي ارتر ات نػزيـ   يشػير إرػ  ن ػ  ة اتتت 

نزيـ ارتن    ضا  هف ارال ؾ اركر ت ي غرا ي رز(. 1114لا )Sawheney  Singh يج نا  
ذ ك نػػت قتػػة إ( 4 ارشػػكؿارمطػػ ة ارث نيػػة ) S-200مػػاؿ اريرشػػيل ار اتػػي ,عتػػ د اراػػي  كريؿ 
 . 280nm ص هل  ط ؿ ت جي ار ع رية تيط , ة يط ,    ي ت   تع قتة الاتيص

 

 
( بهلام الأكريل أميد بدياب العوامل الماسـخة Electrophoresis( الترحيل الكهربائي )6شكل )ال

ــزيم ــ لإن ــا  االلاكت ــل الحزمــة العمي ــزين مختمفــين, إذ تمل ــر بتركي ز المنقــى مــن ضــرع البق
 الفصل )حزمة الصـبدة( الإنزيم المنقى في حين تشير الحزمة السفمى إلى حزمة نهاية

 .في الترحيل الكهربائي
 
 
 

 ) ـــ (

 

 

 

 

 

 

 

 

 

) + ( 

 

 

 

 خط نهاية الفصل

 إنزيم منقى إنزيم خام

 نزيم المنقىحزمة الإ 

 حزم بروتينية



 2016( ـ العدد الأول ـ 32مجمة جامعة دمشق لمعموم الأساسية ـ المجمد )

 113 

 
 تنتاجــالاس

تػ ؿ/ ريػر  121تػ ؿ/ ريػر تػف حتػض ارمليػؾ +  121اػيماص , اػيعت ؿ طري ػة الا يعد  
 ػي ااػيماص  ارُ ضػل لا هػي ارطري ػة (4رلتحلػ ؿ ) ,درجػة حت ضػةاػك ر,يؾ تف حتض الأ

,ػر ييف تف ارلي غراـ ي حدة / ت466231ـ نزيهطت  ع رية ن هية   ع رية كلية رزأ إذْ  نزيـلاات
 ي يراػيب  الأ ضؿه  %( 41)الأثيليك ف اايمداـ اركح ؿ     حدة هل  اري اري. 64111 
,ػػػػر ييف تػػػػف ار حػػػػدة/ تلػػػػي غػػػػراـ  1411 ع ريػػػػة ن هيػػػػة   ع ريػػػػة كليػػػػة  ارػػػػذإ أهطػػػػ نػػػػزيـ ات
نزيتيػػػػػة ت ارحصػػػػػيلة اتػػػػػرةلا  (5242)ارين يػػػػػة  تع تػػػػػؿ ,لػػػػػ    حػػػػػدة هلػػػػػ  اريػػػػػ اري. 33441 
 ارث نية(. )ارمط ة Sephacryl S-200هند اايمداـ اريرشيل ار اتي (78225%)

(  ػي هػاـ One bandاريرحيؿ ارك ر,  ي  ظ  ر حزتة ,ر يينية  احػدة )ف تف ماؿ  ي,يّ 
 اتنزيتػيحػزـ  ػي ارتاػيملص  3,عػد أف ك نػت  Poly acryl amid Gelتيعػدد أكريػؿ أتيػد 

 أف   (4) حػ نارتهلػ  ن ػ  ة الأنػزيـلا كتػ  رػ حظ  ػي    يػدؿ  تت ػ %;41ارتركز , ركح ؿ الأثيلػي 
ػػ ;رنشػػ ط ار,ػػر ييف نػػزيـ تط , ػػة يت تػػ   ذر ة نشػػ ط ات نػػزيـ  ارتن ػػ   ػػي هلػػ  ن ػػ  ة ات   يػػدؿ  تت 

 .ارمط ة ارث نية تف اريرشيل ار اتي
ضػرع ار, ػر  ز تػف اراكيػنايملص  نن ي إنزيـ  أفْ  قد اايطعن  تف ماؿ هذ  اردرااة   
, لاهيت د هل  هدة  تف تمل  ت ارتج زر  لارـ يا,ؽ اايماص  تف ضرع ار, رلا إذْ أ ؿ ترة

حي يػػة  ارحصػػ ؿ هليػػ  ,درجػػة ه ريػػة تػػف ارن ػػ  ة  , ع ريػػة إنزيتيػػة ه ريػػةلا  –ي نيػػ ت كيتي  يػػة 
 تي ح   رليط,ي  ت ارصن هية. ريك ف تصدرا  
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