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أسـتخلاص وتنقیـة وتوصـیف وربط ببسـین الدجاج واستعماله في تحضیر متحلل 
بروتیني

منیر عبود جاسمو زینة كاظم عیسى 
جامعة البصرةكلیة الزراعة،قسم علوم الاغذیة،

مــن بعــض المصــادر الحیوانیــة وتنقیتــه EC:3.4.23.1هــدفت الدراســة الحالیــة الــى اســتخلاص انــزیم الببســین :المســتخلص
ودراسة بعض صفاته وربطه واستعماله في التطبیقات العملیة في مجال الصـناعات الغذائیـة ، اسـتخلص الانـزیم مـن معـدة ثلاثـة 

باسـتعمال خمسـة محالیـل اسـتخلاص تضـمنت المـاء المقطـر، محلـول انواع من الحیوانات ( الاغنام ، الدجاج ، سمك النـویبي )
% حـامض بوریـك ، محلـول فوسـفات 2% الحـاوي علـى 6% ، محلول كلوریـد الصـودیوم بتركیـز 10كلورید الصودیوم بتركیز 

بـــرقم مـــولاري 0.4بتركیــز Tris-acetic acidومحلـــول 7.3مـــولاري ورقـــم هیــدروجیني 0.1الصــودیوم الـــدارىء بتركیــز 
لغرض تحدید افضل مصدر للانزیم وافضل محلول استخلاص وقد وجد ان معدة الاغنام كانت افضل مصـدر 7.6هیدروجیني 

اذ% حـامض البوریـك هـو افضـل محلـول اسـتخلاص 2% الحـاوي علـى 6للحصول علـى الانـزیم وان محلـول كلوریـد الصـودیوم 
وحدة/ملغم .بعد ذلكركـز المحتـوى البروتیني للمسـتخلصات الانزیمیـة الخـام 14.3اعطى اعلى فعالیة نوعیة للانزیم والتـي بلغـت 

% لببسـین الاغنام والدجاج وسمك 60-20% ، 90-20% ، 70-30باستعمال كبریتات الامـونیـوم بنسـبة اشـباع تراوحـت بیـن 
ى ببسـین الـدجاج المنقـى جزئیـاً اعلـى فعالیــة النویبي على التوالي ، ثم اجریت عملیـة الـدیلزة باسـتعمال المـاء المقطـر ، وقـد اعطـ

، SRFاظهــرت دراســـة ربــط ببســـین الــدجاج المنقــى جزئیــاً باربعــة انــواع مــن المــواد الرابطــة تضــمنت الســلیكاجل ،راتــنج انزیمیـــة.
تركیــز %.كــان افضــل 67اعلــى كفــاءة ربــط والتــي بلغــت اذ اعطــيالجینــات الكالســیوم والاكــار ان افضــل مــادة ربــط هــي الاكــار 

بلغــت الفعالیـة المتبقیــة .%75ى فعالیـة انزیمیـة والتـي بلغـت % اذ اعطـى اعلـ3لربط ببسـین الدجاج المنقى جزئیـاً بالاكـار هـو 
، وبلغـــت الفعالیــة المتبقیـــة لببســـین الــدجاج المنقــى مــرات7% بعـــد اســتعماله 21الاكــار لببســـین الــدجاج المنقــى جزئیـــاً المرتبـــط ب

لیـة یوجـد ان الـرقم الهیـدروجیني الامثـل للفعالیـة التحل. م4درجـة حـرارة بیـوم 60لمـدة% عند خزنـه 27.6تبـط بالاكارجزئیـاً المر 
، ووجـــد ان الــرقم الهیــدروجیني الامثــل لثبــات ببســـین الــدجاج المنقــى جزئیــاً 2لببســین الــدجاج المنقــى جزئیـــاً الحـــر والمــرتبط هــو 

.كانــت درجــة 9و8وان كــلا الانــزیمین الحــر والمــرتبط فقــدا فعالیتهمــا عنــد الارقــام الهیدروجینیــة القاعدیــة 3الحــر والمــرتبط كــان 
م ، ووجـد ان درجـة الحـرارة المثلـى لثبـات 55م والمرتبــط 45لفعالیة التحللیة لببسین الدجاج المنقى جزئیـاً الحــر الحرارة المثلى ل

م وان ببسـین الــدجاج المنقــى جزئیـا الحــر والمــرتبط  فقــد 45-15ببسـین الــدجاج المنقــى جزئیـاً الحــر والمــرتبط كانـت تتــراوح بــین 
النـویبيبسـین الدجاج المنقى جزئیاً المرتبط بالاكار في تحضیر متحلل بروتیني مـن ســمك اسـتعمل بم.85فعالیته بالكامل عند 

دقیقـة وان تحــلل ببســین الـدجاج المـرتبط كـان مقـارب لتحــلل ببســین الدجــاج 180ووجد ان التحـلل البروتیني بلغ اقصاه في فترة 
مل على التوالي .2.8، 2.6الحـر حیث بلغ 

Key word: Extraction Pepsin, Purification Pepsin, Characterization Pepsin, Immobilization Pepsin.

احــد الانزیــــمات المهمــة صــناعیاً حیــث تعــد البروتیــزاتالمقدمة
% مــن الانزیمــــات المــــسوقة تجـــــاریاً ویــــمكن 60تمثـل 
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الحـــــصول علــــــیها مـــــن المــــصادر المكروبیـــة والنباتیــــة 
) ، وللبروتیـــزات تطبیقـــات متعـــددة فـــي 10والحیوانیـــة (

صناعات متنوعة مثل   الصـناعات الغذائیـة، صـناعة 
،صـــناعة المنظفـــات ودباغـــة المستحضـــرات الصیدلانیة

).19;12الجلود (
الببسـین هو اول انـزیم حیـواني یكتشــف  وقــد اكتشـف 

) 5(1836عـام Theodor Schwannمـن قبــل 
وهــــو ایضــــاً الــــذي صــــاغ اســـــمه مــــن الكلمــــة الیونانیـــــة 

Pepsis
).4التي معناها هضم (

ان تنقیـــــــة الانزیمـــــــات عملیـــــــة مكلفـــــــة جـــــــداً وان 
یكون غیر اقتصـادي ، لان الانـزیم یسـتعمل استعمالها 

ـــه مـــرة اخـــرى ( ). 3مـــرة واحـــدة فقـــط ولا یمكــن اسـتعمال
لـــذلك كرســـــت العدیـــــد مــــــن الابــــــحاث للحــــــصول علــــى 
ـــــث  ـــــزیم بمـــــادة داعمــــة ، بحی ـــــط فیهــــا الانـ طــریقـــــة یرتب
یكـــون مــن الســـهولة اضــافته فــي العملیــات التصنیعیـــة 

)، كمــــا ان اسـتعمـــــال 13م ازالتـــــه (المختـلفـــــة ومـــــن ثـــــ
ـــم المـرتبـــط ـــر مــن الانزیـــم الحــــر الانزی یقــــدم فــوائـــد اكثـ

الانهـــــاء اســـــتعماله بصـــــورة مســـــتمرة،لإمكانیـــــةوذلــــــك
ــــوج الســــریع ــــى صـناعـــــة المنت للتـفـاعـــــل ، السـیطـــــرة عل

).7وسـهـولـة ازالـة الانزیـم من المـنتـوج النهـائــي (
هدفت الدراسة الى استغلال المخلفات الحیوانیة 
(الاغنـام ،الدجـاج والاسـماك) في استخلاص انزیم 
الببسـین وتحدید افضل محلول لاستخلاصه و تنقیته 

بعض العوامل المختلفة تأثیروتوصیفه وربطه ودراسـة 
على فعالیتـه التحللیة واستعماله في صناعة 

تجاریة الانزیمات الالمتحللات البروتینیة بدلا من 
ة الثمن.ظباه

المواد وطرائق العمل:
استخلص أنزیم الببسین من استخلاص الانزیم:-1

معدة الأغنام ،الدجاج وسمك النویبي بأستعمال خمسة
محالیل أستخلاص ثم تم اختیار المحلول الأمثل 
لأستخلاص الأنزیم على اساس الفعالیة النوعیة 

ل استخلاص.الناتجة من كل محلو للأنزیم

محلول - 2ماء مقطر،- 1محالیل الأستخلاص هي:
- 3).25% (10بتركیزNaClكلورید الصودیوم 

% الذي 6بــتركیزNaClمحلول كلــورید الصــودیوم 
Boricacid% من حامض البوریك 2یحتوي على 

0.1محلولفوسفات الصودیوم الدارئ بتركیز-4).18(
(11).7.3مولار ورقم هیدروجیني 

مولار ورقم 0.4بتركیزTris_acetic acidمحلول5
Trisغم من 12.1،حضر بأذابة 7.6هیدروجیني

مل 17.5مع كمیة من الماء المقطر ثم اضیف الیه 
من حامض الخلیك ثم اكمل الحجم الى لتر بالماء 

1).1المقطر (
أنزیم الببسین مع لاستخلاص)25(اتبعت طریقة

اجراء بعض التغییرات علیها، حیث أخذت المعدة 
الطازجة وأزیلت محتویاتها والأسطح الدهنیة وغسلت 

ساعة ثم 24وحفظت بالتجمید لمدة بالماء البارد
2:1فرمت ومزجت مع  محلول الاستخلاص بنسبة

blender)(وزن :حجم) وجنست بخلاط كهربائي (
وضع المستخلص بالمجمدة دقائق ،بعدها 10لمدة 

15,000لمدة ساعتین ثم اجري له طرد مركزي
xg الراسب أهملدقیقة.15م لمدة 4بدرجة حرارة

1.8الى وجمع الراشح وعدل الرقم الهیدروجیني له
بتركیز HClباستعمال محلول حامض الهیدروكلوریك

دقیقة عند درجة حرارة 15مولار وترك لمدة 1
طرد مركزي مرة اخرى وعدل لهالمختبر ثم اجري

باستعمال محلول 5.5الرقم الهیدروجیني له الى 
مولار.1بتركیز NaOHهیدروكسید الصودیوم 

واستعملت )26(لیة حسب طریقةیقدرت الفعالیة التحل
) في تقدیر تركیز البروتین خلال مرحلة 14طریقة (
التنقیة.

تم ترسیب الانزیم باستعمال تنقیة الانزیم:-2
% ثم اجــریت 70- 30كبریتات الامونیوم بنسبة تشبع 

لمدة g×1911.6عملیـــة الطــــرد المركــــزي بســـــرعة 
نصف ساعة بعدها اجریت عملیة الدیلزة للانزیم تجاه 

12ساعة مع تبدیل الماء كل 24الماء المقطرلمدة
ساعة.
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الهیــــــدروجیني عــــــین الــــــرقمتوصــــــیف الانــــــزیم:-3
ـــــة  الامثـــــل لفعالیـــــة الانـــــزیم باســـــتعمال المحالیـــــل الدارئ

ــــــز  ــــــة بتركی ــــــول الفوســــــفات -1مــــــولار ،0.2التالی محل
ـــــدارئ یتكـــــون مـــــن حـــــامض الفوســـــفوریك وفوســـــفات  ال

الهیــــــــــدروجین للحصــــــــــول علــــــــــى الصــــــــــودیوم ثنائیــــــــــة
محلـــــــــــــــــــول -2).1،2،3الارقـــــــــــــــــــام الهیدروجینیـــــــــــــــــــة (

الخـــــــــلات الـــــــــدارئ یتكـــــــــون مـــــــــن حـــــــــامض الخلیـــــــــك 
خــــــــــــلات الصــــــــــــودیوم للحصــــــــــــول علــــــــــــى الارقــــــــــــام و 

محلـــــــول الفوســــــفات الـــــــدارئ -3).4،5الهیدروجینیــــــة (
یتكــــــــون مــــــــن فوســــــــفات الصــــــــودیوم احادیــــــــة وثنائیــــــــة 
الهیــــــدروجین للحصــــــول علــــــى الارقــــــام الهیدروجینیـــــــة 

الـــــــــــــــــــــــــــــــدارىء Tris_Hclمحلـــــــــــــــــــــــــــــــول-4).6،7،8(
)، قــــــــدرت 9للحصــــــــول علــــــــى الــــــــرقم الهیــــــــدروجیني (

ـــــم رســـــمت  ـــــة التحللیـــــة ث ـــــة بـــــین الفعالیـــــةالفعالی العلاق
ـــــین  ـــــزیم وقـــــیم الارقـــــام الهیدروجینیـــــة لتعی التحللیـــــة للان
الـــــــــــــرقم الهیـــــــــــــدروجیني الامثـــــــــــــل لفعالیـــــــــــــة الانـــــــــــــزیم 

كمــــــــا عــــــــین الــــــــرقم الهیــــــــدروجیني الامثــــــــل التحللیــــــــة،
لثبـــــات الانـــــزیم بخلـــــط حجـــــم معـــــین مـــــن الانـــــزیم مـــــع 
حجــــــــم مســــــــاوٍ لـــــــــه مــــــــن المحالیـــــــــل الدارئــــــــة بارقـــــــــام 

ــــــــة متدرجــــــــة مــــــــ وحضــــــــن بدرجــــــــة 9-1ن هیدروجینی
ـــــــى 35حـــــــرارة ـــــــل   ال م لمـــــــدة نصـــــــف ســـــــاعة ثـــــــم نق

حمــــــام ثلجــــــي وقــــــدرت الفعالیــــــة التحللیــــــة .تــــــم تعیــــــین 
درجــــة الحــــرارة المثلــــى لفعالیــــة الانــــزیم التحللیــــة وذلــــك  
ـــــــي مـــــــدى مـــــــن درجـــــــات الحـــــــرارة  ـــــــة ف ـــــــدیر الفعالی بتق

ـــــــــین  ـــــــــراوح ب ـــــــــات 85_15ت ـــــــــین الثب ـــــــــم تعی م.كمـــــــــا ت
زیم بــــدرجات الحــــراري بحضــــن حجــــم معــــین مــــن الانــــ

15م لمــــــدة 85-15حــــــرارة مختلفــــــة تراوحــــــت بــــــین 
ام ثلجــــــي وقــــــدرت الفعالیــــــة دقیقــــــة ثــــــم نقــــــل الــــــى حمــــــ

.التحللیة
تـــــــم تعیـــــــین درجـــــــة الحـــــــرارة المثلـــــــى لفعالیـــــــة الانـــــــزیم 
ـــــــي مـــــــدى مـــــــن  ـــــــة ف ـــــــدیر الفعالی ـــــــك  بتق ـــــــة وذل التحللی

ــــــــــین  ــــــــــراوح ب ــــــــــارق 85_15درجــــــــــات الحــــــــــرارة ت م بف
درجـــــة الحـــــرارة عشــــر درجـــــات ورســـــمت العلاقـــــة بـــــین 

ـــــــــى  ـــــــــین درجـــــــــة الحـــــــــرارة المثل ـــــــــزیم لتعی ـــــــــة الان وفعالی
كمـــــــا تـــــــم تعیـــــــین الثبـــــــات الحـــــــراري لفعالیــــــة الانـــــــزیم.

بحضـــــــن حجــــــــم معــــــــین مـــــــن الانــــــــزیم      بــــــــدرجات 
م بفــــــــارق 85-15حــــــــرارة مختلفــــــــة تراوحــــــــت بــــــــین 

دقیقـــــة ثـــــم نقـــــل الـــــى حمـــــام 15عشـــــر درجـــــات لمـــــدة 
قـــــــة التحللیـــــــة ورســــــمت العلاثلجــــــي وقـــــــدرت الفعالیــــــة

بــــــــــین درجــــــــــات الحــــــــــرارة المختلفــــــــــة مقابــــــــــل النســــــــــبة 
المئویــــــــة للفعالیــــــــة المتبقیــــــــة لتعیــــــــین درجــــــــة الحــــــــرارة 

المثلى لثبات الانزیم.
بــــــــط انـــــــزیم الببســـــــین المنقــــــــى ربــــــط الانــــــزیم:-4 رُ

جـــــــزئیاً باســــــــتعمال طرائــــــق مختلفــــــــة مــــــن الربــــــــط ثـــــــم 
درســــــــــــت كفــــــــــــاءة ربــــــــــــط الانـــــــــــزیم. تضـــــــــــمنت هـــــــــــذه 

الادمصـــــاص علـــــى هـــــلام بنـــــزیم  ربـــــط الا-1الطـــــرق
) 16تبعـــــــا للطریقـــــــة الموصـــــــوفةمن قبـــــــل(الســـــــلیكا جل

ربـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــط الانـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــزیم علـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــى –2
تبعــــــــــــــا Cross_Linkingبتقنیـــــــــــــةresinousالـــــــــــــراتنج

ـــــــــــل( ـــــــــــة الموصـــــــــــوفة مـــــــــــن قب ـــــــــــط -3) 23للطریق رب
الانــــــزیم بتقنیــــــة الحجــــــز بالجینــــــات الكالســــــیوم باتبــــــاع 

ربـــــط الانــــــزیم –) 21الطریقـــــة الموصـــــوفة مـــــن قبـــــل(
ـــــة الحجـــــز بالاكـــــار  ـــــة الموصــــــوفة بتقنی ــــــاع الطریق باتب

) واســـــتعملت تراكیـــــز مختلفـــــة مـــــن الاكـــــارمن 24مـــــن(
% لمعرفة افضل تركیز لربط الانزیم.5–1
ــة:-5 ــة المتبقی ــاس الفعالی قــدرت الفعالیــة التحللیــة قی

لكل من الانـزیم الحـر والمـرتبط لكـل طریقـة ربـط وذلـك 
.لمعرفة كفاءة الربط

حضــــــر متحلــــــل تحضــــــیر المتحلــــــل البروتینــــــي:-6
ـــــي مـــــن لحـــــم ســـــمك  وحســـــب طریقـــــة النـــــویبيبروتین

وضـــــع فـــــي حمـــــام مـــــائي بدرجـــــة حـــــرارة بعـــــدها)،1(
م واضــــــــــــــیف لــــــــــــــه انــــــــــــــزیم الببســــــــــــــین المنقــــــــــــــى 35

%. قــــــــــــیس 2.5المــــــــــــرتبط) بنســــــــــــبة جزئیــــــــــــاً(الحر،
ـــــــــــة  ـــــــــــاع طریق ـــــــــــي باتب ـــــــــــل البروتین ـــــــــــاس (6)التحل لقی

ل طریقـــــــــة الفورمالــــــــــین التحلـــــــــل البروتینـــــــــي باســـــــــتعما
ـــــــل كـــــــل  ســـــــاعات 3دقیقـــــــة ولمـــــــدة 30وقـــــــیس التحل

ـــــــم  ــــــدون اضــــــافة انزی ــــــي ب ــــــل البروتین واســــــتعمل المتحل
كعینة مقارنة.
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النتائج والمناقشة
ــــزیم : النتــــائج الموضــــحة فــــي تشــــیراســــتخلاص الان

ــــــزیم 1الشــــــكل ( ــــــول لاســــــتخلاص ان ) ان افضــــــل محل
ــــــد  ــــــول كلوری ــــــام هــــــو محل الببســــــین  مــــــن معــــــدة الاغن

ــــى 6الصــــودیوم بتركیــــز  % حــــامض 2% الحـــــاوي عل
بوریك ، اذ انه اعطى اعلى فعالیة نوعیة والتـي كانـت 

وحــــــدة /ملغــــــم مقارنــــــة بمحالیــــــل الاســــــتخلاص 14.3
النوعیـــــة فیهـــــا بـــــین الاخـــــرى والتـــــي تراوحـــــت الفعالیـــــة

وحدة/ملغم . وتبین النتائج في الشكل 8.04-13.49
) ان محلــــــــــــول فوســــــــــــفات الصــــــــــــودیوم الـــــــــــــدارىء 2(

هـو المحلـول 7.3مولار ورقـم هیـدروجیني 0.1بتركیز
الــدجاج الافضــل لاســتخلاص انــزیم الببســین مــن معــدة

وحــدة /ملغــم13.79اذ اعطــى فعالیــة نوعیــة مقــدارها 
ـــة بمحالیـــل الا ـــي تراوحـــت ســـتخلاصمقارن الاخـــرى الت

ـــین  ـــة فیهـــا ب وحـــدة 12.73–10.34الفعالیـــة النوعی
ــــي الشــــكل ( ــــائج ف ) ان 3/ملغــــم .بینمـــــا اوضــــحت النت

% الحــــاوي علـــى 6محلـــول كلوریـــد الصـــودیوم بتركیـــز 
% حــامض بوریـــك هــو افضــل محلـــول لاســـتخلاص 2

انزیم الببسـین من معـدة سـمك النویبي اذ اعطـى اعلـى 
وحـدة /ملغم مقارنـة 13.65نوعیـة والتي بلغـت فعالیـة

بمحالیـــل الاســـتخلاص الاخـــرى التـــي تراوحــت الفعـالیـــة 
وحـدة /ملغم .13.12_ 10.29النـوعیـة  بیـن 

نلاحظ من النتائج ان محلول كلورید الصودیوم 
% اعطى اعلى فعالیة انزیمیة عنـد 10بتركیز 

م الببسین من معدة اسـتعماله في استخلاص انزی
الاغنام ، الدجاج وسـمك النویبـي وفـي الوقت نفسه 
اعطى زیـادة في تركیز البروتیـن مما ادى الى 
انخفـاض قیمة الفعالیـة النوعیة  لانزیم الببسین اذ ان 
وجود تركیز عالي من الملح في محلول الاسـتخلاص 
ادي الى زیـادة في ذوبان اكبر كمیة من البروتینات 

).كما توضح النتائج انخفاض الفعالیة 1983دلالي،(
الانزیمیة والنوعیة لانزیم الببسین المستخلص من 
معدة الاغنـام ، الدجاج وسـمك النویبي باستعمال 
الماء المقطر مقارنة بمحالیل الاسـتخلاص الاخـرى 

وحدة 10،18.6،19.2اذكانت الفعالیـة الانزیمیـة 
، 10.34، 8.04ة النوعیة /مل على التوالي والفعالی

وحدة /ملغم على التوالي . ان سـبب هذا 10.29
الانخفاض قد یعود الى عدم امتلاكه  قوة ایونیة 
تمكنه من فـك ارتباط الانزیم من الانسـجة كما انه لا
یمتـلك سـعة بفریـة تمكنه من المحافظة على رقم 

هیدروجیني مناسب لثبات.
قـــــیم الفعالیـــــة النوعیـــــة ان الاختلافـــــات الموجـــــودة فـــــي 

ـــل الاســـتخلاص یمكـــن ان تعـــزي الـــى اخـــتلاف لمحالی
ـــــــي انســـــــجة المعـــــــدة  ـــــــات الموجـــــــودة ف ـــــــة البروتین ذائبی
ــــكس علـــى  ــــل الاســـتخلاص والتـــي تنعـ بـــاختلاف محالیـ
تركیــز البــروتین وهــذا بــدوره یــؤثر فــي الفعالیــة النوعیــة 

لانزیم الببسین . 
ركـــز انـــزیم تركیـــز الانـــزیم:-1تنقیـــة انـــزیم الببســـین:

الببســـین باســــتعمال امـــلاح كبریتـــات الامونیــــوم بنســــب 
%،وكانـت افضـل 20-90اشـباع متدرجـة تراوحـت بـین

نســــبة اشــــباع لتركیـــز ببســــین الاغنـــام، ببســــین الـــدجاج 
% 90-20% ، 70-30وببسـین سـمك النـویبي  مـن 

علـــى التـــوالي ، اذ جمــــع    الراســـب 20-60%، 
ركـــزي واذیـــب فـــي قلیـــل مـــن المـــاء النـــاتج مـــن النبـــذ الم

المقطر وتمت دیلزته تجاه المـاء المقطـر للـتخلص مـن 
كبریتـــــــات الامونیـــــــوم ثـــــــم قیســـــــت الفعالیــــــــة الانزیمیــــــــة 

، 54.2،58.8والنوعیـة  لكل منهـا وكــان مقـدارها  
وحــــــدة 44.42،42،41.39وحــــــدة /مــــــل و 56.3

) .4/ملغم على التوالي كما موضح في الشكل (
لانــــزیم النــــاتج مــــن خطــــوات الترســــیب بكبریتــــات یعــــد ا

) Partially Purifiedالامونیــوم منقــى تنقیــة جزئیــة (
بــــــسبب تــــداخل ذائـــبیـــــة مــــدیات واســــعة مــــن بروتینــــات 

).2مختلفة (
ـــا  نلاحـــظ مـــن الشـــكل ان ببســــین الـــدجاج المنقـــى جزئی
یمتلك فعالیـة انزیمیة اعلى  من ببسین الاغنام وســمك 

ك اسـتعمل في عملیة الربط .النویبي لـذل
اســـتعملت ربط ببسین الدجاج المنقى جزئیا (المدیلز):

عــدة طــرق لــربط الانزیمتضــمنت ربـــط الانــزیم بواســـطة 
الحجـــــــــــــز بالجینـــــــــــــات الكالســـــــــــــیوم ، ربــــــــــــط الانــــــــــــزیم 
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بالادمصـــــــــاص علـــــــــى الســــــــــلیكاجل ، ربــــــــــط الانزیــــــــــم 
ـــــــــــــــــــتعرضة  Caross-linkingبالارتبـاطـــــــــــــــــــات المسـ

وربط الانزیم بالحجـز بالاكـار.SRFل راتنج باسـتعما
تبــــــین النتائـــــــج ان كفـــــــاءة ربــــــط الانــــــزیم بطریقـــــــة 
الحجــــز بالجینــــات الكالســــیوم كانــــت اقـــــل مــــن طریقـــــة 

الطـــریقتین % وان كــــلا55الحجـــز بالاكــــار اذ بلغــــت 
اعطتــا كفــاءة ربــط تقــع ضــمن المــدى الطبیعـــي والــذي 

) .17% (80-50یتـراوح بین 
یمـــت افضـــل طریقـــة لربــــط الانـــزیم عـــن طریـــق تقـــدیر قُ 

كفـاءة ربط الانزیم وتبیـن النتائج الموضـحة فـي الشــكل 
) تفـــوق طریقـــة الحجـــز بالاكــــار فـــي ربـــط ببــــسین 5(

الــــــدجاج المنقــــــى جزئیــــــا مقارنــــــة بالطـــــــرق الاخــــــرى اذ 
اذ بلغـت اعطت هذه الطریقة اعلى كفـاءة ربـط للانزیم

% .وتشیر النتائج ان كفاءة ربط الانزیم بطریقة67
Cross-linking باســــتعمال راتــــنجSRF 43كانــــت

ـــــــى  ـــــــزیم بطریقـــــــة الادمصـــــــاص عل % ،وان ربـــــــط الان
الســــلیكا جـــل اعطـــى اقـــل كفــــاءة ربـــط مقارنـــة بالطــــرق 

%.15.7الاخـرى اذ بلغت
المـــــــرتبط قــــــد یعــــــود ســـــبب انخفــــــاض فــعالیـــــة الانـــــــزیم

ـــــر التســـــاهمیة SRFبــراتنـــــج ـــــدد الاواصــ ـــــلة عــ ــــى قــ ال
المتكونــة نتیجــة لعـــدم وجــود بعــض المــواد التــي تســـاعد 

،او الى تكـوین Glutaraldehydeعلى تكوینها مثل 
اواصــر تســاهمیة بــین البروتینــات الموجــودة مــع الانــزیم  

ـــة الانـــزیم والمـــادة الداعمـــة. امـــا ســــبب انخفـــاض فعالی
ـــــى احتمـــــال حـــــدوث  المـــــرتبط بالســـــلیكا جـــــل فیعـــــود ال
ضمور للمواقع الفعالة نتیجة لادمصـاص الانـزیم علـى 
ســـطح الســـلیكاجل او حـــدوث تســـرب لجزیئـــات الانـــزیم 
وانفصــالها عــن الســـلیكا جــل او حــدوث ارتبـــاط للمواقــع 
الفعالـة مع السـلیكا جل او ارتباط البروتینات الموجـودة 

ا جـل. بینمـا یعــود ســبب احتفــاظ مع الانزیم مـع السـلیك
الانــزیم المــرتبط بــالحجز بالاكـــار وبالجینــات الكالســیوم 
بفعالیتـــــه    الــــى امكانیــــة هــــذه التقنیـــــة فــــي المحافظــــة 

الطبیعیــــــة للانـــــزیم بحیـــــث لا یحـــــدث أي علـــــى الهیئـــــة
ارتبـاط جانبــي یــؤدي الـى شــغل جـزء مـن الانـزیم وانمـا 

شـــبكة هلامیـــة تعمـــل یعتمــد علــى حجــز الانــزیم داخــل 

ـــى وســــط التفاعـــل  ـــه مـــن الخــــروج ال علـــى الحفــــاظ علی
وتسـمح في الوقـت ذاتــه بـدخول كافـة مكونـات التفاعـل 

).28وخروج النواتج (
اختیــار افضـــل تركیـــز مـــن الاكــار فـــي ربـــط الانـــزیم:

ـــز( ) % مـــن الاكـــار 1،2،3،4،5اســـتعملت التراكی
ذلــــك لمعرفـــــة لــــربط ببســـــین الــــدجاج المنقـــــى جزئیــــا  و 

افضـل تركیــز لـربط الانــزیم .اشــارت النتــائج الموضــحة 
) ان افضـل تركیـز لـربط ببسـین الـدجاج 6في الشــكل (

% اذ اعطـى اعلـى 3المنقى جزئیا بالاكـار هـو تركیـز 
% بینمـــا كانـت اقــل كفــاءة 75كفــاءة ربــط والتـي بلغــت 
%   وذلــك43% اذ بلغــت 1ربــط للانــزیم عنــد تركیــز 

هشـةنزیم من قطع الاكـار التـي كانـت بسبب خروج الا
% كانـت قطـع 2وعند تركیـز بسبب تركیزها الواطىء.

% وبــذلك قلــت كمیــة 1الاكـار اقــل هشاشــة مــن تركیــز 
الانــزیم المتســربة مــن مســـامات الاكـــار وبالتـــالي كانــت 

% اكثر 67% والتي بلغت 2كفـاءة الربـط عنـد تركیـز 
% .1من كفاءة الربط عند تركیز 

% اعطیــا كفـــاءة 5% و4تبــین النتائـــج ان تركیــز كمــا 
% وقـــد یعـــزى ســـبب ذلــك الــى 3ربـــط اقـــل مــن تركیـــز 

صلابـــة قطــع الاكــار وبالتــالي صــغر حجــم المســـامات 
مما ادى الى اعاقة وصول المادة الاسـاس الى الانزیم 
المحجــــــوز داخـــــل الاكــــــار .ان هـــــذه الاختلافــــــات فـــــي 

ز یعـــود الـى الاختـلافــات فـي كفـاءة ربط الانزیـم بالحجـ
حجــم مســـام المــادة الداعمــة والــذي یعتمــد علــى تركیــز 

).8المادة المستعملة في الربط بالحجز (
ـــرتبط علـــى  ـــاثیر عـــدد مـــرات اســـتعمال الانـــزیم الم ت

ــــــر عــــــدد مــــــرات اســــــتعمال قطـــــعالفعالیـــــة: درس تاثیــ
ـــاً الاكـــار ـــة علـــى ببســــین الـــدجاج المنقـــى جزئی المحتوی
الفعالیــة المتبقیــة للانــزیم المــرتبط .وتبــین النتــائج علــى 

) الى امكانیـة استعمال الانزیـم المـرتبط 7في الشـكل (
مــرات لكــن الفعالیــة الانزیمیــة قلــت مــع زیــادة 7لغایــة 

ــــین الـــدجاج  ـــد احتفـظــــ ببسـ عـــدد مــــرات الاســــتعمال .فق
% عنــد الاســـتعمال الرابــع ، بینمــا 76المنقــى جزئیــا بـــ 

% عنــــد الاســـــتعمال الســـــابع وانــــه فقـــــد 25بـــــ احــــتفظ 
ــــ ـــه باكملهــ ــــثامنفعالیت ــــمال الــ ــــد الاســتعـ ـــد یعـــود،ا عنـ ق
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ســـبب انخفـــاض الفعالیـــة مـــع اســـتمرار الاســـتعمال الـــى 
ال تســـرب الانـــزیم مـــن المـــادة الداعمـــة خـــلال الاســـتعم

.والغسل بالماء بعد كل استعمال
زن ببســین فترات الخزن على فعالیة الانزیم:تاثیر خُ

الدجاج المنقى جزئیا المرتبط بالاكار بالتجمیـد والتبریـد 
یـوم .ان عملیـة الخـزن 60وبدرجة حرارة المختبـر لمـدة

بالتجمید وبدرجة حرارة
المختبـــر لـــم تـــنجح بســــبب تهشـــم قطـــع الاكـــار وخـــروج 

الاحیـاء الانزیم منها عند الخزن بالتجمیـد وبســبب نمـو 
المجهریة على الاكار عند خزنه بدرجة حرارة المختبـر 
.امــا بالنســـبة للخــزن بالتبریــد فتشـــیر النتــائج الموضــحة 

ــــى 8فــــي الشــــكل ( ــــدجاج المنق ـــــة ببســـــین ال ــــى ثباتی ) ال
یـــوم مـــن الخـــزن حیـــث بلغـــت الفعالیـــة 60جزئیـــا بعـــد 

%.22المتبقیـة 
قدرالرقــم الـرقم الهیـدروجیني الامثـل لفعالیـة الببسـین:

الهیــدروجیني الامثــل للفعالیــة التحللیــة لببســین الدجـــاج 
المنقــــــى جزئیــــــا الحـــــــر والمــــــرتبط بمـــــــدى مــــــن الارقــــــام 

ــــــــین  ـــــــــراوح ب ـــــــــة تت ـــــــــج 9-1الهیدروجینی ـــــــــت النتـائ وبین
) ان الــــــرقم الهیــــــدروجیني 9الموضــــــحة فــــــي الشــــــكل (

الامثـــل لببســـین الـــدجاج المنقـــى جزئیـــا الحــــر والمـــرتبط 
اعطى الببســین اقصـى فعالیـة عنـد هـذا . حیث2بلغ 

وحـــــدة/مل 26.15الـــــرقم الهیـــــدروجیني والتـــــي بلغـــــت 
وحدة /مل للمرتبط .18.2للحـر و 

نلاحــظ مــن النتــائج انخفـاض الفعالیــة التحللیــة للببســین 
3الحــــــر والمـــــرتبط بارتفــــــاع الـــــرقم الهیـــــدروجیني عـــــن 
یني ویأتي هذا الانخفاض نتیجـة لتاثیــر الـرقم الهیـدروج

ـــة للتــاین الموجــودة  لوســـط التفاعـــل فــي المجــامیع القابل
ــــة للمـــادة  ـــر الحــــالة الایونی ـــع الفعـــال او لتغیی فـــي الموق

الاسـاس او لتغییر الحالة الایونیة 
) ومعقد الانزیم ESالمادة الاساس (–لمعقد الانزیم 

).EP) (27;9الناتج (
ـــات الببســـین: ـــل لثب ـــدروجیني الامث ـــرقم الهی یـــین ال عُ

الرقم الهیدروجیني الامثل لثبات ببسـین الدجاج المنقـى 
دقیقــة بدرحــة 30جزئیــا الحـــر والمــرتبط بحضــنه لمــدة 

م في محالیل دارئة تراوحـت ارقامهـا الهیدروجینیــة ْ 35
.9-1بین 

) ان المـدى الامثـل لثبـات 10تبین النتائج في الشكل (
ط یتراوح بـین ببسین الدجاج المنقى جزئیـا الحـر والمرتب

وان الرقم الهیدروجیني الامثل لثبـات الانـزیم هـو 2-3
ــــــزیم الحــــــر 3 ــــــائج ان ثباتیــــــة الان ، كمــــــا توضــــــح النت

-والمرتبط تـنخفض كلمـا ارتفـع الـرقم الهیـدروجیني مـن
وانـه فقـد فعالیتـه عنـد الارقـام الهیدروجینیــة القاعدیــة 7
8،9.

اع الــرقم یعـزى ســـبب انخفـاض فعالیـــة الانـزیم عنــد ارتفـ
الهیــــدروجیني عـــن الحـــدود المثلـــى للثبـــات الـــى مســــخ 
جزیئة البروتین وتغیـر شـكل او هیئـة الموقع الفعـال او 
تغیـر التركیـب الثانــوي والثلاثـي للانـزیم ومـن ثـم فقــدان 

).22الفعالیـة الانزیمیـة (
تشــیر النتــائج درجــة الحــرارة المثلــى لفعالیــة الببســین :

حصـــــول زیــــادة واضـــــحة فـــــي ) الــــى 11فــــي الشـــــكل (
الفعالیة التحللیة بزیادة درجة حرارة التفاعل حتى بلغت 

م لببسـین الدجاج المنقى 45اقصاها عند درجة حرارة 
م للمـــــــرتبط ، اذ بلغـــــــت الفعالیــــــــة 55جزئیـــــــا الحـــــــر و

وحــدة /مـل 30.8وحـدة /مـل للحــر و 31.6التحللیـة 
للمرتبط .

ــــك انخفضــــت الفعالیــــة التحللیــــة ــــادة بعــــد ذل بزی
وحـــدة /مـــل لببســـین 4.56درجـــة الحـــرارة لتصـــل الـــى 

ـــــــــد  ـــــــــا الحـــــــــر عن ـــــــــى جزئی ـــــــــدجاج المنق مْ والـــــــــى 75ال
وحــدة /مـل لببســین الدجاــج المــنقى جزئیــا 14.3

.75المرتبط عند  مْ
ان زیــادة ســرعة التفــاعلات الانزیمیــة مــع ارتفــاع درجــة 

ومـن الحرارة یعود الى زیـادة الطاقـة الحركیـة للجزیئـات 
ـــات  ـــات الانـــزیم وجزیئ ثـــم زیـــادة التصـــادمات بـــین جزیئ
المــادة الاســاس ، امــا انخفــاض الفعالیــة الانزیمیــة عنــد 
الـــدرجات الحراریـــة العالیـــة فانـــه یعـــود الـــى امتصـــاص 
الجزیئات المتفاعلة لطاقة عالیـة ممـا یـؤدي الـى تغییـر 
التركیــب الثلاثــي للانــزیم ومــن ثــم مســـخه وفقـــدانه جـــزء 

).22ته (من فعالی
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) مقارنة بین محالیل استخلاص انزیم الببسین من معدة الاغنام1شكل (

) مقارنة بین محالیل استخلاص انزیم الببسین من معدة الدجاج2شكل (

مقارنة بین محالیل استخلاص انزیم الببسین من معدة سمك النویبي:)3شكل (
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)ببسین الدجاج، ببسین سمك النویبي) مقارنة الفعالیة للانزیمات الثلاثة المنقاة جزئیا (ببسین الاغنام ، 4شكل (

.الدجاج المنقى جزئیاً باستعمال طرق مختلفة) مقارنة بین كفاءة ربط ببسین 5شكل (

.ز من الاكار في ربط ببسین الدجاج) اختیار افضل تركی6شكل (
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درجة الحرارة المثلى لثبات الببسین-4
نتـــائج حضـــن ببســـین الــــدجاج )12یوضـــح الشـــكل  (

المنقــى جزئیــا الحــر والمـــرتبط بــدرجات حــرارة تراوحـــت 
دقیقـــــــة تبــــــین النتـــــــائج ان 15مْ لمــــــدة 85-15بــــــین 

ببســــین الـــدجاج المنقـــى جزئیـــا الحـــر والمـــرتبط احـــتفظ 
-15بكامل فعالیته التحللیة بدرجة حرارة تراوحت بین 

ــــدجاج المنم،45 ــــة لببســـــین ال ــــى وان الفعالیــــة التحللی ق
ــــا الحــــر والمــــرتبط انخفضــــت مـــــع ارتفـــــاع درجـــــة  جزئی

%من فعالیتــه 59الحـرارة حیـث احتفـظ الانزیـم الحـر بـ 
% مــــن فعالیتــــه عنـــــد 76واحــــتفظ الانــــزیم المــــرتبط بـــــ 

مْ بعـدها انخفضت الفعالیـة مـع ارتفــاع درجـة 55درجة 
م للحـــــــر 75الحــــــرارة الــــــى ان فقــــــدت بالكامــــــل عنــــــد 

الانــزیم مــع ســـــــــبب انخفــاض فعالیـــةوالمــرتبط .ویعــزى
ارتفــاع درجــة الحــرارة الــى ان الحــرارة العالیــة تــؤثر فــي 
تركیــب الانــزیم اذ تـــؤدي الــى دنترتــه فــي وتغییــر هیئــة 

) .15المـوقع الفعال مما یـؤدي الى   فقـدان فعالیته (
نلاحــظ مــن النتــائج ان الانــزیم المــرتبط اكثــر ثباتــاً مــن 

ـــة الانـــزیم الحـــر و  ـــة الـــربط تعطـــي حمای ذلـــك لان عملی
).20(للموقع الفعال الخاص بالانزیم 

باستعمال ببسین النویبيتحلل بروتینات سمك 
الدجاج الحر والمرتبط

النویبي) تحلل بروتینات سمك 13یبین الشكل (
، باسـتعمال ببسین الدجاج الحر والمرتبط بالاكار

نلاحظ زیادة التحلل مع تقدم الوقت ویمكن ملاحظة 
فعل الانزیم من خلال زیادة عدد مللترات القاعدة 
المستخدمة في التسحیح اذ بلغت اقصاها عند الفترة 

مل لببسین 2.6، 2.8وكانت دقیقة180الاخیرة 
الدجاج الحر والمرتبط على التوالي . 

ین الدجاج مكانیة ربط ببسنستنتج من هذا البحث ا
المنقى جزئیاً بتقنیات ربط مختلفة  و استعمال تقنیة 

وامكانی ة الحجز بالاكار كافضل طریقة للربط ً
المتحللات انتاجاستعمال الانزیم المرتبط في

.البروتینیة
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.% 3عدد مرات استعمال ببسین الدجاج المنقى جزئیاً المرتبط بالاكار بتركیز :)7شكل (

.م°4یوم في درجة حرارة 60فعالیة ببسین الدجاج المنقى جزئیا المرتبط بالاكار خلال خزنه لمدة :)8شكل (

.تبط بالاكارالرقم الهیدروجیني الامثل للفعالیة التحللیة لببسین الدجاج الحروالمر :)9شكل (
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.الرقم الهیدروجیني الامثل لثبات الفعالیة التحللیة لببسین الدجاج الحر والمرتبط بالاكار: )10شكل (

.درجة الحرارة المثلى للفعالیة التحللیة لببسین الدجاج الحر والمرتبط بالاكار:)11شكل (

ـــــار:)12شـــــكل ( ـــــدجاج الحـــــر والمـــــرتبط بالاك ـــــة لببســـــین ال ـــــة التحللی ـــــات الفعالی ـــــى لثب .درجـــــة الحـــــرارة المثل
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ر.باسـتعمال ببسین الدجاج الحر والمرتبط بالاكاالنویبيتحلل بروتینات سمك :)13شكل (
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Extraction, Purification, Characterization and Immobilization
of Chicken Pepsin and Using it in Protein hydrolysate

Zena K. Issa and Munir A. Jasim
Department of Food Science, College of  Agriculture, University of Basrah

Abstract: The present study aimed to Isolate pepsin enzyme Ec: 3.4.23.1 from some
animal sources and Purified it and Studied it’s Characteristics and Immobilized it as well as
it’s practical applications in food industry. The enzyme was extracted from the stomach of
three animal sources (Sheep, Chicken and Nuwaibi fish) using five extraction solutions
including Distilled water , Sodium chloride (10%) solution , Sodium chloride (6%) Boric
acid (2%) solution ,Sodium Phosphate 0.1M and an  pH 7.3 solution and Tris-acetic acid
0.4M and an pH 7.6 solution  in order to find out the best source of enzyme and the best
extraction solution . Sheep's stomach was the best source of enzyme , Sodium chloride
(6%) Boric acid (2%) solution was the best extraction solution which gave the highest
specific activity 14.3 unit / mg .Protein content for the crude enzyme extracts were con
centrated using saturated ammonium sulfate in arrange 30-70% , 20-90% and 20-60% for
Sheep, Chicken and Nuwaibi fish pepsin respectively, Dialysis was done using distilled
water. Dialyzed Chicken pepsin possesses the highest proteolytic activity. The dialyzed
chicken pepsin Immobilized study with four carriers including Silica gel, SRF Resinous,
Calicium Alginate and Agar showed that the best carrier was agar which gave the
maximum Immobilized efficiency 67%.The best optimum concentration for Immobilize
dialyzed chicken pepsin with agar was 3% with the highest proteolytic enzyme 75%. The
purified sheep pepsin was Immobilized with agar in 3% concentration .The remainder
enzyme activity for agar Immobilized pure Sheep pepsin and dialyzed Chicken pepsin were
25% , 21% respectively after 7 times using and the remainder enzyme activity for agar
Immobilize pure Sheep pepsin and dialyzed Chicken pepsin wer 22%, 27% respectively
was stored for 60 days in 4 °C. The optimal pH for proteolytic activity for pure free and
Immobilize dialyzed Chicken pepsin was 2 .The optimal pH for the stability of free and
Immobilize dialyzed Chicken pepsin are 3. The free and Immobilize enzymes lost their
activities at alkaline pH values 8 and 9. The optimal temperature for free dialyzed Chicken
pepsin was 45 ْ ◌C and 55 °C for its Immobilize form. The optimal temperature for clotting
activity for free and Immobilize dialyzed chicken pepsin was 35°C .The optimal
temperature for free and Immobilize dialyzed Chicken pepsin stability was 15-45 ْ ◌C. Both
free and Immobilize dialyzed Chicken pepsin lost their activities completely at  85°C. Agar
Immobilized dialyzed Chicken pepsin was utilized in the preparation of protein concentrate
reached the maximum hydrolysis in 180 min. Immobilize Chicken pepsin hydrolysis  was
approximately similar to free Chicken pepsin which reached 2.6, 2.8 respectively.


