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   β – galactosidase نزيمإاستخلاص وتنقية 

  الماعز حديثة الولادة دماغمن  المستخلص

  
  ؛)1(علي نوري الحصناوي ؛)1(إياد نافع يحيى

  )1(عليحسين عبد الأمير  و )2(ابتسام كريم

   
   العراق– جامعة ميسان) 2( –الجامعة المستنصرية )1( – كلية التربية الأساسية - قسم العلوم

 04/07/2010لإيداع تاريخ ا

  29/11/2010 قبل للنشر في

  

  الملخص
 ق، وقد وجد بأن   ائباستخدام تسع طر    حديثة الولادة  الماعز من دماغ    β-galactosidaseنزيم  إ عزل
 ـ PH 5  كلوريد الصوديوم  منلتر/  مول 0.2 +  الصوديوم  خلات  من لتر/ ل مو 0.2 طريقة  الطريقـة   ي ه

لغـرض  لاستخدمت التي خرى الأ الطرائق بقيةب مقارنة الية نوعية له   وبأعلى فع  نزيمالمثلى لاستخلاص الإ  
. الفُضلى أن استخدام الأسيتون البارد هي الطريقة        نتبيوقد   طرائق   تباع أربع انزيم ب  هذا الإ  ورسب .نفسه

  عند استخدام الترشيح الهلامي    %77.14حو  ن حصيلةالبلغت  مرة و 135.46 نحووكان عدد مرات التنقية     
Sephacryl S-200 )كيلو دالتون187.437نزيم  الوزن الجزيئي للإبلغو. )الخطوة الثانية .  

 

  

  

  

تنقيـة  ، نزيمـات  ترسـيب الإ   ، بيتا غلاكتوزيـدايز   ،لاكتيز، نزيماتإ :الكلمات المفتاحية 

  .دماغ الماعز، لاكتوز، نزيماتالإ
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ABSTRACT 
 

 β-galactosidase enzyme was isolated from the new born goat brain by nine 
methods, It was found that the sodium acetate 0.2 Mole/Liter +0.2Mole/Liter 
NaCl PH5 method have given the highest specific activity of crude enzyme in 
comparison with the other methods. Also, this enzyme was purified by using 
four methods, the second one (cold acetone) was the butter. As a result the 
purification fold was about 135.46 times and the yield about 77.14% by using 
Sephacryl S200 (second step). This enzyme is 187.437 KDa as a molecular 
weight.  

 
Key words: Enzyme, Enzyme extraction, Enzyme purification, 

Lactase, β – galactosidase, Goat Brain 
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  المقدمة
الإنزيمات هي الصنف الأكبر والأكثر تخصصاً من البروتينات وظيفتها في الجسم            تعد

نزيمات بروتينات بسيطة كعوامل مساعدة للتفاعلات المشمولة في الاستقلاب، وقد تكون الإ        
مجموعـة غيـر     إلى   تحتاج  أو بروتينات مركبة أو معقدة     ةمتكونة كلياً من أحماض أميني    

  .)1983، الدلالي(الحيوية  بروتينية لفعاليتها
 هو الأكثر انتشارا في الطبيعة والذي ينتج فـي الأمعـاء   β - Galactosidaseإنزيم 

) (Membrane Bound Enzymeخـارجي  إنزيم مرتبط بالغـشاء الخلـوي ال  كالدقيقة 
، خلي للأمعاء الدقيقة    والتي بدورها تبطن التجويف الدا    ) Entrocytes(لخلايا الامتصاص   

، اً ثنائي اً لكونه سكر  Lactoseمتصاص هذه غير قادرة على امتصاص اللاكتوز      وخلايا الا 
ي كل الحيوانات    الموجودة في الحليب والذي يوجد ف      الأساسيةالمادة السكرية    واللاكتوزهو

 إلـى  )Hydrolysis ( اللاكتوز مائيـاً ةبحلمه β – galactosidase فيقوم إنزيم، اللبونة
 التـي  β-1,4  حيث يعمل على فك الرابطةGalactose  والغالاكتوزGlucoseالغلوكوز

وامتصاصها عـن     في جزيئة اللاكتوز   اًتربط بين الغلوكوز والغالاكتوز مع بعضها بعض      
أهميـة  تكمـن   و، اصة موجودة في الغشاء الخلوي لخلايا الامتـصاص       طريق ناقلات خ  

حد مكونات الغالاكتولبيدات الضرورية لتركيب     أاللاكتوز في الغالاكتوز المشتق منه وهو       
   الــدماغ والأنــسجة العــصبية فــي الأســابيع الــستة الأولــى مــن الحيــاة أنــسجة

)Onishiو Tanaka، 1998(.  
نزيم من مصادر مختلفة ومتعددة نباتية كانت أم        الإأجريت دراسات عديدة لاستخلاص     

غلب الدراسـات   أ أن   )2005(وآخرون   Joaqium  وذكر ،ةحيوانية ومن مصادر مكروبي   
حيث يوجد الإنزيم بكثرة فـي      ، من المصادر النباتية والميكروبية    نزيمكانت تستخلص الإ  

وحبيبـات القهـوة    اللوز والصويا والحبوب وغلاف البذور والعـدس والفجـل          (النباتات  
 علمية عملت على    وبحوثن عدة دراسات    أ) 2005(وآخرون   Mollerوذكر  ، )وغيرها

 ،)البكتريا والخمائر والأعفان( الدقيقة الأحياءمن  β – galactosidaseاستخلاص إنزيم 
وها وعلـى   حيث يمكن السيطرة على نم    ،  الدقيقة مصادر لمعظم الإنزيمات    الأحياءوتمثل  

نتـاج   إ  التقنيات الحديثة للهندسة الوراثية استخدمت لتطوير      نأكما   ،مة لنموها البيئة الملائ 
 والدراسات التي تعمل    أما البحوث .  الدقيقة ومنها الإنزيمات   الأحياءالمواد البيولوجية من    

ن استخلاص الإنزيم   وعلى العموم فإ   ،قليلةف الإنزيم من المصادر الحيوانية      استخلاصعلى  
  .  الجلد واللعاب والكبدوأنسجة الدقيقة والدماغ الأمعاءيوانية كان من من المصادر الح

واحد مـن  نه بأالمستخلص  β – galactosidaseمعظم المصادر العلمية إنزيمتصف 
 إلى   على نسبة من الكربوهيدرات ترتبط البروتين      هئحتوا لا Glyco-proteinل ا الإنزيمات
ن أ )2005 ( وآخـرون  Sosa وجـد  اكم، )1999 ، وآخرون Manzanares( البروتين
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 على نسبة يحتوي Rat epididymal fluidالإنزيم المستخلص من سائل البربخ للفئران 
 ن الإنـزيم  أ (1997) وآخـرون    Leparaoux ووجـد ، Mannoseعالية من المـانوز     

  مـن الكربوهيـدارت التـي    % 6يحتوي علـى   achatine achatine المستخلص من
 Glucose و Galactose و Mannose و Xylose و Fructoes و Raminose تتكون من 

ن الجزء الكربوهيدراتي يكون على نوعين مـن  أوذكروا ، N-acetyl hexos amineو
إلـى اخـتلاف نـسب     )Abed) 2010 شـار أو. خـرى طويلـة  أقـصيرة و  ، السلاسل

% 9.9 وتراوحت بين    ،الكربوهيدرات المقدرة في الإنزيم حسب المصدر المستخلص منه       
 ،عند استخلاصه من كبـد الـدجاج  % 22.3إلى  A. oryzoaتخلاص الإنزيم من عند اس

  .Aspergillus nigerعند استخلاصه من بكتريا % 32.5و
هو  β – galactosidase ن الوزن الجزيئي لإنزيمأ) 1988( وآخرون Limوقد وجد 

 Ohtsuوقـدره  ، Klyveromyces lactisمن  كيلودالتون عندما استخلصوا الإنزيم118
، Thermus SPصوا الإنزيم من بكتريا استخلمان عندودالت كيلو186 ب (1998)وآخرون 

 ،ون عند استخلاصه من كبد الـدجاج      دالت كيلو180 ب) 2004(وآخرون   Hiraiwaوقدره  
 للمـصدر   يختلف وفقاً  β-galactosidase لإنزيم ومن الجدير بالذكر أن الوزن الجزيئي     

  .الذي استخلص ونقى منه
 من مصدر حيواني β–galactosidase إنزيم  الدراسة هو استخلاص وتنقية    هدف هذه 

غرض استخدامه في   ب ودراسة بعض خصائصه الكيميائية      ،دماغ الماعز حديثة الولادة    وهو
لتي يعاني ا Lactose Intolerance  وللتغلب على حالة عدم تحمل اللاكتوز،قناة الهضم
 هي حالة عـدم تحمـل   Lactose Intolerance ل وا،من سكان العالم %70 منها بحدود

الموجـود   Lactose اللبن اللاكتوز  سكرحلمأةسكر اللبن وتعرف بعدم قدرة الجسم على 
القولون مع فضلات الطعـام      إلى    فيصل ، البنائية وحداته إلى   في الحليب وبعض منتجاته،   

ا، وينتج عـن ذلـك   البكتريا المحللة له والموجودة طبيعياً في الأمعاء في نشاطه لتستخدمه
 ، ويسبب هذا الحمض تهيجـاً فـي   (Lactic acid)كبير من الغازات وحمض اللبنقدر 

  ).1994 ، وآخرونRings(جدران القولون ويحدث الإسهال 
  أو كمـا يـسمى   ،Lactase فر إنـزيم اللاكتيـز  اتو عدم إلى وترجع أسباب المرض

β-galactosidase و حـدوث  أيـا الامتـصاص   ي يقل تركيزه في الغشاء الخلوي لخلا أ
 على الأقل إعاقة عمليتي الهضم      أو إيقاف ذلك يعني    نالية الإنزيم فإ  تناقص ملحوظ في فع   

   . لسكر اللاكتوزوالامتصاص

  مواد البحث وطرائقه
 المحلية من نوع   في المختبر من الماعز      أُعد) دماغ الماعز حديثة الولادة   ( البحث   مادة

 تراوحت أعمـار    غرض التربية ب العراق إلى   تم إدخاله الذي   Damascusسلالة الشامي   
أجريت التحاليل الكيميائية بمكررين اثنين على       و .اً يوم 20 – 14الماعز قيد الدراسة بين     
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، فقد قدرت الرطوبة  ، A.O.A.C. (1999)حسب الطريقة المذكورة في     ، عينات الدراسة 
 واسـتعمل  Micro – kjeldahl وجرى تقدير نسبة البروتين باستخدام جهـاز  ،الرمادو

واستخدم مـذيب   ، النسبة المئوية للبروتين   إلى    لتحويل نسبة النتروجين الكلي    6.25 العامل
 Soxhlet في عملية تقدير نسبة الدهن حسب طريقـة  Petroleum etherأيثر البترول 
 ذكرهـا وقدرت نسبة الكربوهيدرات كمـا       ).Vooght )1987 و Osbornالتي وصفها   

Pearson )1976 (   ن الكربوهيدرات هي المواد المتبقية بعد طـرح نـسبة          أعلى أساس
 وقد قيس الأس الهيدروجيني حسب طريقـة      . 100الرماد والألياف والبروتين والدهن من      

Egan(دالـة الحمـضية   لاباستعمال جهاز قيـاس  ) 1985( ني وآخرpH(  مـن نـوع   
Phillips – 9409 . نولييـك  وقدرت الحموضة الكلية على أساس حمـض الليLinolic 

acid  التحليل الكيميائي للنماذج المستخدمة في الدراسة) 1جدول(ويوضح.  
  دماغ الماعز المولودة حديثاًمكونات ) 1(الجدول 

% النسبة المئوية  المكونات % النسبة المئوية   المكونات
  167.10) غم100/كيلو سعره( القيمة الحرارية  61.20  الرطوبة
  pH 5.60دالة الحمضية ال  26.30  البروتين
  0.98  الحموضة الكلية   4.20  الدهن

  7.30  الكربوهيدرات
  1.00  الرماد

  100.00  المجموع الكلي
  

التي ذكرت مـن     الطرائق   نزيم استخدمت  الإ لاستخلاص طريقة   أفضلمن أجل تحديد    
 ـ والطر )1996( Al-Tamimiو) Jassim)1986قبل   الاسـتخلاص بالمـاء    ق هـي    ائ

 0.2 محلول، %10محلول كلوريد الصوديوم    ، %5لول كربونات الصوديوم    مح، المقطر
 خلات الـصوديوم لتر /  مول0.2محلول ،  7الدالة الحمضيةودارئ الفوسفات  لتر/ مول
 خـلات  لتـر /  مول0.2محلول ، 3.8الدالة الحمضية  حمض الخليك    ،5 الدالة الحمضية و

/  مـول  0.06محلول  ، 5لة الحمضية   والدا  كلوريد الصوديوم  لتر/  مول 0.2+ الصوديوم  
+  خلات الـصوديوم     لتر/  مول 0.05محلول  ، 5الدالة الحمضية    سكوربيك حمض الأ  لتر

  .)2جدول ( 5الدالة الحمضية   حمض الأسكوربيكلتر/  مول0.06
 Linoleat Emulsionأساس ت كمادة لااستخدام مستحلب اللينوبنزيم قيست فعالية الإ

 0.5حيث أضيف    ،)Liu ،1998( اًنانومتر 234 ةموجال طول   عندوقيست الامتصاصية   
من المادة الأسـاس  مل  0.2و PH 7 يذ )لتر /مول 0.2(مل من محلول البورات الدارئ 

مقطـر  مل مـن المـاء ال     10 إلى   )%95غم حمض اللينولات لكل مل من الايثانول         مل 5(
مـل مـن المـستخلص       0.5 من الايونات، وخلط المزيج بشكل جيد ثم أضـيف           الخالي

 خلاط مغناطيسي، بعـد ذلـك       باستعمال دقائق   4نزيمي مع إعادة المزج المستمر مدة       الإ
 2و 95%ايثانول  مل   10توي على   أنبوبة تح  إلى   من المزيج ويضاف فوراً   مل   2يسحب  

 وحـدة   وتعرف. اًنانومتر 234 ، وتقاس الامتصاصية عند طول الموجة     HCl حمض   مل
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 فـي  نزيم التـي تـسبب تغيـراً   بأنها كمية الإ) Unite of enzyme(نزيمية الفعالية الإ
ضـمن   اًنـانومتر  234 لكل ثانية على طول مـوجي  )0.001(امتصاص الضوء مقداره  

) Bradford) 1976  تركيز البـروتين باسـتخدام طريقـة       قُدرفي حين    .ظروف القياس 
  .)A.S.B, lbuminAerum Sovine B.(باعتماد منحنى ألبومين المصل البقري القياسي 

  β-galactosidaseطرائق استخلاص إنزيم ) 2(الجدول 

 الحجم  الطريقة
  )مل(

الفعالية
  )مل(

تركيز البروتين
  )مل/ ملغم(

  ةالفعالية النوعي
)ملغم بروتين/وحدة(

الفعالية الكلية
  )وحدة(

 6579 19.293 7.93 153 43  الماء المقطر 
Na2CO3 o.5%   47 242 8.30 29.150 11374 

NaCl 10 %وpH 5  48 992 3.30 281.500 47616 
 pH 7 46 687 5.37 127.900 31602لتر /  مولO.2دارئ الفوسفات 
 pH 5 45 569 6.30 90.310 25605لتر /  مولO.2خلات الصوديوم 

 pH 3.8  44 763 5.60 136.250 33572حمض الخليك 
   +لتر/  مول0.2خلات الصوديوم  

NaCl 0.2 لتر / مولpH 5  48 14243.16 450.630 68352 

 pH 5 45 410 5.40 78.920 18450لتر حمض الأسكوربيك / مول0.06
  + لتر/  مول0.05 خلات الصوديوم 
 27730 147.13 4.01 590 47  لتر/  مول0.06 حمض الأسكوربيك

، الأمونيـوم التركيز باستخدام كبريتات    : شملتفنزيم المستخلص   لإل التنقية الجزئية أما  
  .)3لجدول ا() Ultra-filtration( فوق الترشيح، الايثانول، اردالأسيتون الب
  )ةالتنقية الجزئي(نزيم من المستخلص الخام طرائق تركيز الإ) 3(جدول ال
  

  الطريقة
  

الحجم
 )مل(

  الفعالية
)مل/وحدة(

 تركيز
  البروتين

)مل/ ملغم(

الفعالية 
  النوعية

)ملغم/وحدة(

الفعالية 
  الكلية

  )وحدة(

عدد 
مرات 
 التنقية

الحصيلة 
 نزيميةالإ

%  
 677761.00100 442.63 3.19  1412  48  المستخلص الخام
 كبريتات الأمونيوم

20%  
60%  

  
14  
14  

  
197.2  
1355  

  
7.40  
3.30  

  
26.64 
410.60  

  
2761  

21196  

  
0.060 
0.927 

  
4.07  

31.273  
  100  1.00  66509  445  3.18  1415  47  المستخلص الخام
  68.156  3.04  45330  1355.15  2.23  3022  15  الأسيتون البارد
  100  1.00  65274  448.80  3.19  1419  46  المستخلص الخام

  الايثانول
30%  
60%  

  
16  
16  

  
239  

2396  

  
7.02  
2.11  

  
34 

1135.50  

  
3324  

38336  

  
0.058 
2.55  

  
7.643  
58.73  

  100  645841.00  447.70  3.15  1409  46  المستخلص الخام
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 التبـادل   كروماتوغرافيـا نزيم المدروس إمراره على عمـود       قية الإ تنخطوات  شملت  
 DEAE Cellulose مسحوق المبادل الأيوني-أ :حضرت خمسة محاليل هيو ،الأيوني

– sephadex A 50 ،الحـاوي علـى   لتر/ مول 0.25محلول هيدروكسيد الصوديوم -ب
 ، لتر / مول 0.25HClمحلول حامض الهيدروكلوريك    -ج ،لتر/مول0.25كلوريد الصوديوم   

ــدارئ-د ــة حمــضية لتــر / مــول 0.01  محلــول فوســفات الــصوديوم ال    ،7بدال
  ل الأيـوني  وتـم إعـداد عمـود المبـاد        ،لتـر  /مول1  محلول كلوريد الصوديوم   -ـه

DEAE Cellulose – Sephadex A 50  (1972)بالطريقة التي وصفها Whitaker ،
  دقيقة 30 ويترك مدة    اً مقطر ماء مل 500 في من مسحوق المبادل   اً غرام 30مزج  حيث  
 ثم يعاد غسل المبادل مرات متعددة حتـى يـصبح           ،الأيوني تركد حبيبات المبادل     أنإلى  

 وبعـد ذلـك     ،ومن ثم بالماء المقطر   ) ب(يغسل بعدها بالمحلول    ، ثم   السائل العلوي رائقاً  
 الدالة الحمضية  إلى   ثلاث مرات ثم يعاد غسله بالماء المقطر وصولاً       ) ج(يغسل بالمحلول   

 الأيـوني ، بعدها جرت تعبئة المبادل      )د(، ثم يعاد غسله بمحلول الموازنة       PH 7 ةالمتعادل
وأجريت عملية الموازنة للعمود بمحلـول      ).  سم 58 × 1.6 (أبعادفي عمود زجاجي ذي     

نزيمـي  أضيف المحلول الإ .دقيقة/ مل  5الموازنة نفسه حتى اليوم التالي وبسرعة جريان
عمود المبادل، ثم جمعت الأجزاء التي لم تـرتبط بالمبـادل            إلى   المركز بالأسيتون البارد  

 5  في مل 4عة جريان    وبسر مل 5 الأيوني والمتدفقة من العمود في أنابيب اختبار بمعدل       
 طـول   حين انخفاض الامتصاص علـى    ى  لإ، غسل العمود بمحلول الموازنة نفسه       دقائق
ثم أجريت عملية الاسترداد باسـتخدام التـدرج الملحـي          . صفر إلى   اًنانومتر 280 موجة

 ـ(و) ب(سـتخدام المحلـول   با و(Linear Salt Gradieut)الخطي  ، ثـم قـراءة   )ـه
غرض إجراء هذه   بلتحديد القمم المفصولة و    اًنانومتر 280  طول موجة  الامتصاصية على 

ــة  ــتُخدمالعملي ــة اِس ــزاء المتدفق ــامع الأج ــوع(Fraction collecter) ج ــن ن    م
(Ultroac 2070).نزيمي الناتج من الخطوة السابقة على عمود الترشيح  مرر المحلول الإ

 Sephacryl- S-200نـزيم علـى عمـود     ثم مرر الإ،Sephadex G- 100الهلامي 
 Pharmacia المجهزة مـن شـركة   Sephacryl S-200ستخدمت مادة ا(كخطوة أولى 

نفسه، وبعدها مرر على العمود     ) وحضر الهلام حسب تعليمات الشركة المنتجة      ،السويدية
   .كخطوة ثانية، نفس الظروف المتبعة في الخطوة الأولىضمن و

  النتائج والمناقشة
 ـ مـستو ) 1الجدول  ( تظهر النتائج  ، الـدهن و، البـروتين و،  مـن الرطوبـة    اًى عالي

 عن  فضلاً، مجاميع أخرى بمقارنة  ، والقيمة الحرارية ، ودرجة الحموضة ، الكربوهيدراتو
 Pernosil لتلك التي توصـل إليهـا     مماثلةوهذه النتائج هي    . مستوى منخفض من الرماد   

 ـعندما استخلص الإ  ) 2010 (Abedما توصل إليه    إلى   و ،)1987( وآخرون زيم مـن   ن
  .دماغ الأغنام حديثة الولادة
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ويـشير   .نزيم من دماغ المولود الحديث للماعز     لاستخلاص الإ ق  ائ طر تسعاستخدمت  
 0.2 +محلول خلات الصوديوم     لتر/  مول 0.2ن الاستخلاص بوساطة    أ إلى   )2(الجدول  

 الطريقة المثلى لاسـتخلاص   ي  ه 5والدالة الحمضية    كلوريد الصوديوم  محلول   لتر/ مول
 وبلغـت  ،نـزيم  الفعالية النوعية والفعالية الكليـة للإ      فيق الأخرى   ائالطربنزيم مقارنة   الإ

 النتائج فـي    أشارتوقد  .  وحدة على التوالي   68352و  بروتين ملي غرام /  وحدة 450.63
الزيادة في   إلى   يعودالذي  والفعالية الكلية   المستوى العالي للفعالية النوعية      إلى   )2(الجدول  
نـزيم   الأيونيـة التـي يحتويهـا الإ       الرابطـة  تفكيك   في الكبير   التأثيرإلى  ويونية  القوة الأ 

يظهر الجـدول    ).1983، الدلالي( نزيموهذا عامل يزيد من تفكك الإ     ، الأخرىوالمكونات  
 الترسـيب   نإ  إذ الأمونيـوم نزيم ومنها استخدام محلول كبريتـات       تركيز الإ  طرائق   )3(

نزيمـات للـتخلص مـن      ضرورية في تنقية الإ    من العمليات ال    التي تعد  بالأملاح المتعادلة 
نزيم وتقليص حجم المـستخلص الخـام       البروتينات غير المرغوب فيها والموجودة مع الإ      

أملاح كبريتات الأمونيوم فعالة فـي      أن   من النقاوة،     عالية نزيم بدرجة والحصول على الإ  
انعـدام تأثيرهـا فـي البروتينـات         العالية فضلاً عن     وبانيتهاترسيب البروتينات بسبب ذ   

يحـدث الترسـيب بـالأملاح    حيث ، Borcelo ،(1995 وMunoz 2004 ;السعيدي، (
 الشحنات الموجودة على سطح البروتين والإخلال بطبقة الماء المحيطة بجزيئـات            بتعديل

  بالتمليح الخـارجي   انخفاض ذائبيتها وترسبها وتسمى هذه العملية       إلى البروتين مما يؤدي  
(Salting out)، (1997,Schmander) .  

 نزيم في المستخلص الخـام، إذ     غرض ترسيب الإ  بيرفع التركيز الملحي على مراحل      
يعمل الملح على معادلة الشحنات الموجودة على سطح البروتين وكذلك سحب طبقة الماء             

م سـتخد اوقـد    .تقليل ذائبيته مما يعمل على ترسيب البروتين       إلى   المحيطة به مما يؤدي   
 من بـذور    Lipoxygenase نزيم الليبوكسيجينيز إهذه الطريقة في تنقية     ) 2004جاسم،  (

  نـزيم إفـي تنقيـة     ) Abed) 2006سـتخدمها   ا مختلفة وأيـضاً     الترمس وبنسب إشباع  
β-galactosidase      سـتخدمها الـشيخلي   ا، وكذلك   %70-20وبنسب إشباع تتراوح بين 

بنـسبة   Becillus lichenforimis R5يا من بكتر α-amylase نزيمإفي تنقية ) 2004(
ملـي غـرام مـع    / وحدة β-galactosidase 410.6  أنزيمت فعاليةوكان .%80إشباع 

 مـن    قليلاً قلأهذه الفعالية هي    ، الأمونيوم كبريتات    محلول من  %60-20 بنسبةالإشباع  
إن تركيز  ، ملي غرام /  وحدة 442.63نزيم حيث كان     الخام للإ  الفعالية النوعية للمستخلص  

 0.927 بلغـت    %60 – 20 مع نسبة إشباع   الأمونيومنزيم باستخدام محلول كبريتات     الإ
 ـ وهذه النسبة كانت قليلة مقارنـة        ، %31.237 نزيمية الحصيلة الإ  بلغتومرة   الطرائق ب

   .للتركيز هذه الطريقة إهماللذلك يمكن  ؛الأخرى المستخدمة في التركيز
، 1:1 ،1:0.5 :نزيم وهـي  كيز الإ سيتون البارد لتر  خمس نسب من الأ    تخدمستُكذلك اِ 

 مـن حيـث      كان الأفـضل   1:2 ن حجم أوقد بينت النتائج    ) حجم/ حجم( 1:4، 1:3، 1:2



  2011ـ العدد الأول ـ ) 27(مجلة جامعة دمشق للعلوم الأساسية ـ المجلد 

 
 

57

يمكن  . من مستخلصاته  نزيمتركيز الإ  لذلك استخدم هذا الحجم في       ،نزيمالفعالية النوعية للإ  
لجزيئات البروتين مع بعـضها   الأسيتون البارد في الترسيب بأنه يحدث تكتلاً    آليةتوضيح  

 بحـسب  Attraction Forceزيادة قوة التجـاذب    ومن ثم،بارتباط المجاميع المشحونة
  ).Whitaker )1972 العلاقة التالية التي أوردها

Z + Z –  
Dr2  F =  

  ).نزيمالإ(تمثل الشحنات الموجبة والسالبة على البروتين : – Z + Z: نإ إذ
D  : ثابت ثنائي القطب(ثابت الفصل الكهربائي.(  
 r  : نزيمإ(المسافة بين جريئتين بروتين. (  

F  :قوة التجاذب.  

 ولما كانـت زيادة قوة التجاذب،    إلى   )ثابت الفصل الكهربائي   (Dإذ يؤدي خفض قيمة     
وهي أقل ممـا هـي       30 هي) الأيثانول، الميثانول، الأسيتون  ( للمذيبات العضوية    Dقيمة  
ترسيب إلى    ومن ثم  ،)قوة التجاذب  (Fمضاعفة   إلى   فسوف يؤدي ذلك   80 للماء Dلقيمة  

) نزيمـات الإ(لتفـادي حـدوث تمـسخ للبروتينـات         يستخدم الأسيتون البارد    و. البروتين
Denaturation       الـروابط الكارهـة للمـاء       فـك  عند استخدام المذيبات العضوية نتيجة 

Hydrophobic bondsالأسـيتون  أسهم وقد .ركيب الجزيئي للبروتين الموجودة في الت 
 مقـدارها   أنزيميـة  وبحـصيلة   مـرة  3.04نزيم بلغت    في تحقيق تنقية جزئية للإ     البارد

 نأ إلـى    )3جـدول  ( وأشارت النتائج  .ملغم/  وحدة 1355.15وفعالية نوعية    68.156%
 النتـائج    البارد والكحول أعطت أفضل    الأسيتوننزيم من مستخلصاته باستخدام     تركيز الإ 

ستخدم هذه الطريقة كثير من الباحثين في تنقية        وقد ا . قارنة بالطرائق الأخرى المستخدمة   م
نزيم مـن الفـول الـسوداني       في تنقية الإ  ) 2004(وآخرون   ستخدمها السلطان انزيم إذ   الإ

مرة وحـصيلة    2.35 وعدد مرات تنقية  ) ملغم/وحدة (65.58 وحصلوا على فعالية نوعية   
مـن   Lipoxygenase نزيم الليبوكـسيجينيز  إن تركيز   أ واوأكد %45.64 نزيمية بلغت إ

 واسـتخدمها .  هي أفـضل الطرائـق     الايثانولالفول السوداني باستخدام الأسيتون البارد و     
 الفـول،   مننزيمي الليبوكسيجينيز   في تركيز المستخلص الإ   ) AL-Obaidy )1975أيضاً

تائج هذه الدراسة متطابقة مع ما توصـل        ون .نزيملذلك اعتمدت هذه الطريقة في تنقية الإ      
   فـي تركيـز مـستخلص إنـزيم         نفـسها  الطريقـة  عندما استخدم ) Abed) 2006 إليه

β-galactosidase    نـزيم  ترسـيب الإ  تراوحت الفعالية النوعية ل    .من كبد الدجاج المحلي
 ثانولبالأينزيم المركز    للإ ،ملغم بروتين / وحدة 1135.5 - 34ما بين    الأيثانولباستخدام  

ملغم فـي  / حدةو 448.80 مقابل% 60 -% 30عند رفع نسبته في المستخلص الخام من       
 ـ           مـا بـين النـسبتين       االمستخلص الخام، عليه فان عدد مرات التنقية الذي حصلنا عليه

 مرة كخطوة أولى من خطوات التنقية وعلى مرحلتين         2.55 بلغ   الأيثانولالمذكورتين من   
أهمل الراسب المتكـون    % 30المستخلص الخام بتركيز    إلى   الأيثانولفي الأولى أضيف    
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فـي   الأيثـانول ثم رفع تركيـز     ، مل/  وحدة 239إذ بلغت الفعالية    ) قليل الفعالية النوعية  (
قل كميـة مـن المحلـول       أذابته في   إنزيم وجمع الراسب و   الإ ترسيبل% 60 إلى   الراشح

من الجدير بالذكر   و.مل/  وحدة 2396 الأيثانولالدارئ إذ بلغت الفعالية في هذه النسبة من         
القابلـة  ) الخ.. الميثانول، الأيثانول، الأسيتون  (أن عملية الترسيب بفعل المذيبات العضوية       

 Dielectric تعتمد على ثابت الفصل الكهربـائي  (Water Miscible) بالماء للامتزاج
constant           انخفـاض   إلى   دي لهذه المذيبات العضوية التي هي أقل من الماء بكثير مما يؤ

بعـض   إلـى    كبير في قيمة هذا الثابت وارتفاع قيمة القوة التي تجذب الجزيئات بعـضها            
كـريم،  (ن كثيراً من الباحثين ومـنهم       أعلى الرغم من    . وتكوين كتل تترسب في المحلول    

استخدموا كبريتات الأمونيوم   ) 2005الصوفي،  ؛  2004 الشيخلي،؛  2004 جاسم،   ؛2004
مات ومنها الليبوكسيجينيز، إلا أن بعضهم أكد كفاءة التركيز بالمـذيبات           نزيفي تركيز الإ  

نزيمات مـن    والأسيتون وفضل عدد كبير منهم ترسيب الإ       الميثانولالعضوية مثل الكحول    
 ،محي الـدين  . (الترسيب بالأملاح  إلى   مستخلصاتها الخام بالمذيبات العضوية دون اللجوء     

  ).Al-Obaidy ،1975؛ 1996 حسن،؛ 1998
 من الطرائق المستخدمة علـى       والتي تعد  فوق الترشيح وعند استخدام طريقة التركيز     

 وذلك لكـون    ؛نزيماتنطاق واسع على المستويات المخبرية والصناعية ولاسيما تنقية الإ        
 درجات حرارية منخفضة    فيمواد كيميائية كثيرة، ويتم العمل       إلى   هذه الطريقة لا تحتاج   

ن الفعالية  إ ف راسب إلى    أي لا يحدث تحول من ذائب      ،ور البروتين ولا يحدث تغيير في ط    
نزيميـة  إ مرة وبحصيلة    2.655 بروتين وبعدد مرات تنقية      غم مل / وحدة 1187.60كانت  

، )Barceló) 1995 و Munoz مطابقة لما توصـل إليـه         هذه النتائج  جاءت %.35.67
Javeriو Uhlenbruck) 2004( ،استخدموا الطريقةعندما ،  (2008) وآخرونمحيسن 
علـى   Lipoxygenase وAmylase، β- galactosidase نـزيم  في التركيز للإنفسها
 β-galactosidase نـزيم إن تركيـز  أ  هـذه الدراسـة  منخلص  ستن ن أويمكن   .التوالي

كبر حـصيلة   أباستخدام الأسيتون البارد كانت أفضل الطرائق لأنها أعطت أعلى فعالية و          
   .الأخرىئق الطرابنزيمية مقارنة إ

 المستخلص مـن دمـاغ      β-galactosidase نزيمإخطوات تنقية   ) 4(يوضح الجدول   
 الاستخلاص للحصول   : وهي ،الماعز حديثة الولادة والتي تضمنت ثلاث خطوات رئيسية       

 على عمود   نزيم المنقى جزئياً   ثم إمرار الإ   ،نزيم الخام والترسيب بالأسيتون البارد    على الإ 
الـذي تمـت موازنتـه     DEAE Cellulose Sephadex-A50سالب المبادل الأيوني ال

ثـم قيـست    ، 7والدالـة الحمـضية      لتر/  مول 0.01بدارئ فوسفات الصوديوم بتركيز     
ن المستخلص الخـام    أوقد أظهرت النتائج     .اً نانومتر 280الامتصاصية على طول موجة     

 DEAE Cellulose Sephadex-A50 المنقى بالأسيتون البارد وباستخدام المبادل الأيوني
 14.24.وبعدد مرات تنقية بلغت % 95.116نزيمية إقد أعطى حصيلة 
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   المستخلصβ-galactosidase نزيمإخطوات تنقية ) 4(جدول ال

الحجم  خطوات التنقية
 )مل(

  الفعالية
 )مل/ وحدة(

البروتين تركيز
  )مل/ملغم(

الفعالية النوعية
  )ملغم/وحدة(

الفعالية الكلية
  )وحدة(

مرات عدد 
  التنقية

الحصيلة 
%نزيميةالإ

 100 1 67824 321.86 4.39 1413 48  المستخلص الخام
 56.810 6.1477 44640 1978.72 1.41 2790 16  الأسيتون المبرد 
  المبادل الأيوني

DEAE-Cellulose21 3072 0.67 4585 64512 14.24 95.116 

  الترشيح الهلامي
Sphadex G-10020 3327 0.51 6523.52 66540 20.26 98.100 

  الترشيح الهلامي
Sephacryl S-200

  الخطوة الأولى
15 3397 0.10 33970 50955 105.5 75.128 

  الترشيح الهلامي
Sephacryl S-200

  الخطوة الثانية
15 3488 0.08 43600 52320 135.46 77.140 

انت منها قمة   في مرحلة التنقية هذه ك    ) Peaks(ظهور ثلاث قمم    ) 1(ويوضح الشكل   
 مما يؤكد ارتبـاط     نزيمية تماماً  وكانت خالية من الفعالية الإ     Washingفي مرحلة الغسل    

نزيم في أحـوال    إن محصلة الشحنات المحمولة على الإ     ، نزيم بالمبادل الأيوني السالب   الإ
ا فـي   أم. نزيم لذلك تنزل بمرحلة الغسل    الاسترداد هي شحنات سالبة تتنافر مع شحنة الإ       

فنلاحظ ظهور قمتين الأولى كانت نشطة وتحتـوي علـى          ) Elution(لة الاسترداد   مرح
جمعـت  ، الفعالية التي تؤكد وجود الإنزيم في هذه المرحلة والقمة الثانية كانت غير فعالة            

   .وقيس حجمها والفعالية وتركيز البروتين فيها الأجزاء الحاوية على فعالية عالية

  
  لتبادل الأيونيكروماتوغرافيا ا) 1(الشكل 
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نزيمي الناتج من الخطـوة الـسابقة علـى عمـود            المحلول الإ  أمكن الحصول بمرور  
في هذه الخطوة على قمـة بروتينيـة ذات فعاليـة     Sphadex G-100 الترشيح الهلامي

 إن  ، مع قمة البروتين   تقريباًن قمة الفعالية تكاد تكون متطابقة       أيوضح   )2(الشكل  و ،عالية
 إلـى   إذ ارتفع عدد مرات التنقية في هـذه الخطـوة         ، نزيمعلى نقاوة الإ  هذه الخطوة تدل    

ة المئويـة علـى كفـاءة        وتعبر النسب  ،%98.10 نزيمية مقدارها إ مرة وبحصيلة    20.26
  .الفصل الجيد

  
  Sephadex G-100كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي من خلال أعمدة ) 2(الشكل 

 Sephacryl S-200 نـزيم مـن خـلال   لإ نمرر اماعند أنه )4(ويلاحظ من جدول 
 % 12875.، 5105.نزيمية بلغـت    لإإن عدد مرات التنقية والحصيلة ا     ف) الخطوة الأولى (

لنـشاط  ا انعدام تظهر   الأولىالقمة  ) 3( الرئيسيتان تظهر في الشكل      تانعلى التوالي والقم  
نزيمي قد يكـون    نزيمي وذروة النشاط الإ    القمة الثانية النشاط الإ    في حين تظهر  نزيمي  الإ

نزيمي مطابقـة    ذروة النشاط الإ   نأجل التأكد من    أومن  ،  للقمة الثانية من البروتين    مطابقاً
 علـى عمـود    نـزيم  محلـول الإ   إمرارللقمة الثانية من البروتين ذات الفعالية العالية تم         

Sephacryl S-200) نفـسها   الأولى في الخطوة الشروط المتبعة وضمن) الخطوة الثانية
نزيمـي مطابقـة    ن ذروة النشاط الإ   أن  وتبي ،)4الشكل  (ث ظهرت قمة واحدة للبروتين      حي

د مرات التنقية والحـصيلة    دنزيم حيث بلغ ع    للنشاط البروتيني مما يدل على نقاوة الإ       تماماً
  .على التوالي % 77.14، 135.46نزيمية في الخطوة الثانية الإ
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  Sephacryl S-200 بعمود )الخطوة الأولى ( ي الهلامالترشيحكروماتوغرافيا ) 3(شكل ال

  

  
  Sephacryl S-200بعمود ) الخطوة الثانية( كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي ) 4(شكل ال

) 5(موضح في شكل     β-galactosidaseنزيم   القياسي للوزن الجزيئي لإ    نىإن المنح 
 نأيمكن التخمين بو ،Sepharcyl S-200  باستخدام أعمدة الترشيح الهلاميحسبوالذي 

 كيلـو دالتـون     187.437 نحـو المنقى يبلغ    β-galactosidaseنزيم  الوزن الجزيئي لإ  



  ... المستخلص من دماغ الماعزβ – galactosidase نزيمإاستخلاص وتنقية   ـوعلييحيى والحصناوي وكريم 

 62

  عنـدما اسـتخلص إنـزيم     ) Abed) 2010وجاءت هذه النتائج مماثلة لما توصل إليـه         .
β-galactosidase       كيلو دالتون  185.9 ب  من دماغ حملان الأغنام حديثة الولادة وقدره  ،

 كيلـو   62 ب β-galactosidaseنزيم  الوزن الجزيئي لإ  ) 2007(رون  وآخ Desire وقدر
نزيم من عصارة الجهاز الهضمي ليرقـات سوسـة النخيـل           دالتون عندما استخلصوا الإ   

Rhynchophorus palmarum ، وقد قدرهZoltan ـ )2001( وآخرون   كيلـو  66 ـب
  .Chrysogenum من البنسليوم β-galactosidaseنزيم إدالتون عندما استخلصوا 

  
  القياسي لتقدير الوزن الجزيئي للبروتين بالترشيح الهلامي من خلال أعمدة          نىالمنح) 5( شكلال

Sephacryl S – 200 دماغ الماعز حديثة الولادة والمنقى من.  

  يختلـف وفقـاً    β-galactosidaseومن الجدير بالذكر أن الوزن الجزيئـي لإنـزيم          
 Elution(يجة للعلاقة بين حجم عملية الاسـترداد  ونت، للمصدر الذي استخلص ونقى منه

volume( ، حجم الإفراغ)void volume (   وبين الوزن الجزيئي للبروتينـات القياسـية
)Urease و Catalase و B.S.A و Trypsin و Lysozyme و β-galactosidase(، 

  ).5( جدولالوكما موضح في 
 )void volume(حجم الإفراغ ، )Elution volume(العلاقة بين حجم الاسترداد ) 5(جدول ال

ــي لإ  ــوزن الجزيئ ــدير ال ــات القياســية لتق ــي للبروتين ــوزن الجزيئ ــزيموال   ن
β-galactosidase  

Ve/VoLog M .Wدالتون الوزن الجزيئيVe/ ml حجم الاسترداد  نزيمالإ
Urease63 398000 1.15 5.60 
Catalase67 232000 1.22 5.36 
B.S.A80 67000 1.45 4.82 
Trypsin100 22000 1.81 4.36 
Lysozyme110 14000 2.01 4.14 
β-galactosidase72 unknown 1.31 5.25 
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