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 .Phoenix dactylifera Lمن نوى تمر الزهدي  تنقية وتوصيف انزيم البروتييز
 

 *مآرب نزيه رشيد     *   *فريال حياوي محمد الشكرجي         *عصام فاضل الجميلي
 

 9002/ 6/ 3تاريخ قبول النشر 

 

 الخلاصة
لطبيعددإ  ت تةوا د   دد  مد  انزتياددا  الانةشدرت ازةشددارا تا دعا  د  ا (E.C. 3.4.21)تعد  البرتتييدتا  

خلايا الحيوازا  تالنباتا  تانحياء الاجهريإ ، تزظرا للاهايدإ الندناةيإ الاةتايد ت لهدلان انزتيادا  تلادا تحةويدإ 

 -بلاتر معظم النباتا   منها زوى الةاور م  مسةوى ةال  م  هلان انزتياا    ق  ه  ت هلان ال را إ الى :

بطريقدإ تمدانت ةد ت   .Phoenix dactylifera Lار التهد   تنقيإ  البرتتييت الاسةخلص م  زوى ت

( مددا ا ددراء ةاليددإ الدد يلتت با ددةخ اب  ار  %57خطددوا  مددلات الةربيددت بتبريةددا  انموزيددوب بنسددبإ امددبا   

تح ت  205.39تبلغت الفعاليإ النوةيإ للازتيم   5.7مل  مونر ترقم هي رت ين   00 و فا  النو يوب بةربيت 

-DEAE. بعدد  تلددر مددرر الندداتو خددلال ةاددو  الةبددا ل انيددوز   نددا   ا يدد  امينددو اي دد   ددليلو   / ملغددم بددرتتي 

cellulose   دددم الةرمددديم الهلامددد  ةلدددى ةادددو   ددديفابري S-200   تبازدددت الفعاليدددإ النوةيدددإ للازدددتيم الانقدددى ،

مدرت تبحنديلإ ازتيايدإ  99.22تح ت / ملغم برتتي   ، اما  ة   مرا  الةنقيدإ للازدتيم الانقدى  تازدت   9056.22

70.29%  . 

    بلددا الددو ج الجتيلدد  للبرتتييمددمت الانقددى تالاقدد ر بطريقددإ الةرمدديم الهلامدد  با ددةخ اب ةاددو   دديفابري 

S-200   97990  الةوج(  . باا تم تعيي   ر إ الحرارت الا لى للبرتتييت الانقى م  زوى تادر التهد   ، ارهدر 

 قيقددإ  دد  محلددول  ار   و ددفا  النددو يوب ت  رقددم  97ب تلادد ت  67رت انزددتيم اةلددى  عاليددإ ةندد   ر ددإ حددرا

 قيقإ . بلالر باج انزتيم  باتاً ةن  رقم  97ب لا ت  27، باا ارهر انزتيم  باتاً ةن   ر إ حرارت  5.7هي رت ين  

 .  5.7 قيقإ ،  اما الرقم الهي رت ين  للفعاليإ  تاج ةن   97لا ت  0.7هي رت ين  

 

 : انزيم البروتييز ، نوى تمر الزهدي ،  تنقية و توصيف البروتييز النباتي يةلمفتاحكلمات اال

 
 :المقدمة

تنةشر البرتتينا  تا  الفعاليدإ البيولو يدإ 

بالتةينددددا  تانزتياددددا  تم بطددددا  البرتتييددددت  دددد  

الطبيعددإ ازةشدداراً تا ددعاً خابددإ  دد  بددلاتر النباتددا  

فلقةي   ملاً  واء تا  الفلقإ الواح ت ات م  تتا  ال

ة  ت و ها    ا تاء آخرى م  النباتا  بالجدلاتر 

، ان ازددي يعةقدد  هج لهددا تريفددإ   اةيددإ  دد  ان ددا  

[1]  . 

 دا   (E.C.3.4.21)  تدم تندنيا البرتتييدتا   

  (Hydrolases)مجاوةددإ ازتياددا  الةحلدد  الاددا   

،  ت تحفددت تحلدد  انبددرت الببية يددإ للبرتتينددا   دد  

رددددرتت مخةلفددددإ. تتو دددد   مواقدددا مخةلفددددإ تتحددددت

ازتياا  البرتتييت بت درت  د  الطبيعدإ ت د  مندا ر 

مخةلفإ . تق  اب   ال را ا  ت و  هدلان انزتيادا  

 ددد  النباتدددا  تالحيوازدددا  ت ددد  انحيددداء الاجهريدددإ 

.  تم ا ةخلاص تتنقيإ البرتتييدتا   [3,2] الاخةلفإ

 الاع زيدددإ مددد  بدددلاتر زبدددا  الحنطدددإ السدددو اء  

(Fagopyrum esculentum)   تبعدددد ت مددددرا

مددرت باددا قدد ر الددو ج الجتيلدد  للبرتتييددتا   9000

 تدداج  SDSبطريقةدد  الةرحيدد  التهربددا   بو ددو  

 الة  ( ت بطريقإ الةرمديم الهلامد   تداج  62000 

 ، لقدد  تددم ازةدداي تتنقيددإ ازددتيم [4] (  الددة 62000 

بخطوت تاحد ت تتلدر  A.oryzaeالبرتتييت م   طر 

ا ل  نددا   ا يدد  امنيددو ا يدد  باددرارن ةلددى ةاددو  مبدد

الادددددوا ج باحلدددددول  DEAE-cellulose دددددليلو  

ر ا ن تا ددددة 5.7 ار  الةددددرق بددددرقم هيدددد رت ين  

. [5]النددو يوب  بوا ددطإ تدد ري خطدد  مدد  بلوريدد 

باا تةشدابي خطدوا  تنقيدإ البرتتييدتا  الانةجدإ مد  

ازددوا  مخةلفددإ  ددواء بازددت مدد  النباتددا  ات انحيدداء 

 ، [6]الاجهريإ 

قيدددإ البرتتييدددت الاندددةو مددد  احددد ى  فددد  تن

الاطفددرت ، تددم تر دديي انزددتيم  A. niger ددلان  

با دددا إ ببريةدددا  انموزيدددوب  دددم ا ريدددت خطوتددداج 

للةبا ل انيوز  بع ها مرر ةلى ةاو  الهاي رتبسي  

-Bioابةايت  دم الةرمديم الهلامد  با دةعاال الهدلاب 

gelP-150[7]  قددداب .Grzywnowicz and 

Lobarzewski [8]  بةنقيدددإ البرتتييدددت مددد  خاسدددإ

منددا ر مايترتبيددإ تمندد ر تاحدد  زبددات  با ددةخ اب 

خطددوت تاحدد ت هدد  برتموتو را يددا انلفددإ با ددةخ اب 

Keration controlled-pore glass  . 

ه  ت ال را إ الحاليإ الى محاتلإ التشا 

ةدد  محةددوى زددوى بددنا التهدد   مدد  انزتياددا  

البيولو يدإ تخنوبا ازتيم البرتتييدت تا  الفعاليدإ 

 تا ةخلابها تتنقيةي. 

 

 

 

 معه  الهن  إ الورا يإ تالةقنيإ انحيا يإ لل را ا  العليا /  امعإ بغ ا *

 معه  اة ا  الاعلاا  / تربيإ الترخ ال ازيإ**
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 :المواد وطرائق العمل 
استتتتتخلاز انتتتتزيم البروتييتتتتز متتتتن نتتتتوى صتتتتنف 

 :الزهدي
-Alاتبعدت الطريقدإ الةد  تدم تبدفها مد  قبد   

Shikirhy [2]    ا ةخلاص ازتيم البرتتييت مد   

 راب مد  مسدحو   7زوى تار الته   تتلر بو ج 

ملليةر  97اليي زوى تار الته   الاطحوج تا يا 

 0.97م  محلول  ار   و فا  البوتا ديوب بةربيدت 

،  تدددم الةحريدددر ةلدددى  0مدددونر ترقدددم هيددد رت ين  

 2 قيقإ  م تربت مد ت  97الاحرك الاغناطيس  لا ت 

ب . زبدددلا  2 ددداةا  بددد تج تحريدددر ب ر دددإ حدددرارت 

 قيقدددإ ب ر دددإ  90لاددد ت  4000xgالادددتيو بسدددرةإ 

ت الت دا   ب ترمم الرا ق خدلال الندو 2حرارت 

. ا ةعا  الرا ق    تق ير الفعاليإ انزتيايإ تتربيت 

 البرتتي  لحساب الفعاليإ النوةيإ . 

 : تقدير فعالية البروتييز

 Murachi [10] تبعددت الطريقددإ الددورا ت مدد  قبدد  

بدا ي   %0.7   تق ير  عاليإ البرتتييت تبا دةخ اب 

بادددا ت ا ددداق تتعدددرت تحددد ت الفعاليدددإ بازهدددا بايدددإ 

تيم الة  تسدبي  يدا ت  د  انمةنداص المدو   انز

 0.09زدازوميةر مقد ارها  900ةلى الطدول الادو   

    ال قيقإ تحت الظرتت القيا يإ . 

بادددا تدددم تقددد ير البدددرتتي   ت دددق  طريقدددإ برا  دددور  

 ددد  تعيدددي   Bradford [11]الاوبدددو إ مددد  قبددد  

 تربيت البرتتي      الاسةخلص الخاب تالانقات . 

  م باستخدام كبريتات الامونيومتركيز الانزي
تددددم تر دددديي انزددددتيم بو دددداطإ بلددددورا  ببريةددددا  

( ،  ن  الرا ي  د  %57انموزيوب بنسبإ امبا   

  10000xg هددا  النبددلا الاربددت  الابددر  بسددرةإ 

 قيقدإ . ههاد  الرا دق تاتيدي الرا دي  د   90تلا ت 

بايددإ بددغيرت مدد  محلددول  ار  الفو ددفا  بةربيددت 

تا ريت ةاليإ  0م هي رت ين  مل  مونر ترق 90

ال يلتت حيال  ار  الفو فا  زفسي للةخلص م  بقايا 

ببريةددا  انموزيددوب ، تتددم تقدد ير الفعاليددإ انزتيايددإ 

تقياق تربيدت البدرتتي  بادا  د  الفقدرت اةدلان ،  د  

   الرا ي الاربت.ب  م

 كروماتوغرافي التبادل الايوني 
  تحضير عمود التبادل الايوني :

لابا ل انيوز   نا   ه ي  امينوا ي   ليلو  حمر ا

DEAE- Cellulose    حسي تعلياا  الشربإ

( تةبئ الابا ل     Whatmanالاجهتت     

(  م  97× 6.7ةامممممو    ا   ليعط  ابممممعا اً  

 ( Equilibration )تا ريت ةاليإ الاوا زممإ 

ا ل بوا ممطإ محلول  ار  الفو فا  ملعاو  الاب

حةى  5.7مل  مونر ترقم هي رت ين   90يت بةرب

 مليلةر /  اةإ . 30اليوب الةال  بسرةإ  رياج 

 :  أضافة الأنموذج

( ملليلةر ةلى 90مرر الاحلول انزتيا  الا يلت  

 طم العاو  به تء ت س  العاو  بالاحلول ال ار  

مل  مونر ترقم هي رت ين   90 و فا  بةربيت 

 ير الارتبطإ ت اعت  نزتال البرتتينا   5.7

مليلةر/ هزبوب  7ان تاء الاة  قإ م  العاو  باع ل 

، تم ا ةر ا  انزتيم م  العاو  با ممممممةخ اب ت ري 

ملح  خط  م  محلول منظم الفو فا  بةربيت  

ممات لي  5.7مل  مونر ترقم هي رت ين   90

مونر م  بلوري  النو يوب برقم هي رت ين   0.7

بعإ البرتتي     ان تاء الة   اعت تتم مةا  5.7

تتلر بقياق انمةناص المو   لها ةن  طول 

زازومةر . قيست الفعاليإ انزتيايإ     900مو   

ان تاء تر م منحنى لع   ان تاء الانفنلإ ا اء 

زازو مةر (  900ب  م  انمةنابيإ للبرتتي    

تالفعاليإ انزتيايإ   تح ت / مليلةر( ،  م  اعت 

ن تاء القريبإ م  ترتت منحنى الفعاليإ  تق ر  ا

 الفعاليإ انزتيايإ تتربيت البرتتي   يها.

كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي على عمود 

 :  Sephacryl S-200السيفاكريل 

تم تحمير ةاو  الةرميم الهلام  حسي 

 Pharmacia Fineالةعلياا  الابينإ م  مربإ 

Chemical   الاجهتت لهلابSephacryl S-

،  م ةبئ    ةاو    ا   ليعط  هلاما 200

 م ( تتات موا زإ باحلول  9.7×   50بابممعا    

مونر ترقم  0.9 ار   و فا  بةربيت 

مليلةر /  60تبسرةإ  رياج  5.7هي رت ين  

  اةإ .

 اضافة الأنموذج :
مددرر محلددول اذزاددوتي انزتيادد  الاربددت بوا ددطإ 

حنددول ةليددإ بددالخطوت السددترت  الجددات الددلا  تددم ال

مليلةدددر مددد   9السدددابقإ ةلدددى  دددطم العادددو  باقددد ار 

الاحلددول انزتيادد  الاربددت، تبشددت  تدد ريج  ةلددى 

  ار العاو  الد اخل  بدالقرب مد   دطم الهدلاب،  دم 

ه ريت ةاليإ ان ةر ا  باحلدول الاوا زدإ زفسدي  دم 

مليلةدددر/ ازبدددوب بسدددرةإ  6 اعدددت ان دددتاء بواقدددا 

، قدي  همةنداص المدوء مليلةر /  داةإ 60 رياج 

مازوميةر للا تاء الاسدةر ت  900ةلى طول مو   

، تتات مةابعإ ان تاء الةد  اةطدت  عاليدإ ازتيايدإ 

 دددا  القادددإ الواحددد ت تحسدددبت الفعاليدددإ انزتيايدددإ 

تتربيت البرتتي  للازتيم الانقى باا  داء  د  الفقدرت 

اةلان ،  م ر ات العلاقإ بي  رقم انزبوب ا اء بد  

ةنابيإ تالفعاليإ النوةيإ للازتيم بعد ها تدم م  انم

تجايا محةويدا  انزابيدي الةد  تظهدر  عاليدإ زوةيدإ 

ةاليإ  تم تربيتها تا ا ةها ةلى ةاو  السديفابري  

 S-200   مرت  ازيإ ته دةخ مت ن دتاء انخةبدارا

  الخابإ لةوبيا انزتيم الانقى .

 تعيين درجة الحرارة المثلى لفعالية الانزيم:

مايترتلةر م   ار  الفو دفا  بةربيدت  900  حم

 900ت 5.7ملدددد  مددددونر ترقددددم هيدددد رت ين   90

مايترتلةر محلول الةفاة  التا ي  ب ر ا  حراريإ 

 قيقددإ  ددم  97ب لادد ت  20-90مخةلفددإ تراتحددت مدد  

مايترتلةر م  محلول انزدتيم الانقدى  90ه يا لي 
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 قيقددإ هخددرى بالدد ر ا  الحراريددإ  97تتددرك لادد ت 

 ا  م اتقا الةفاة  تق ر  الفعاليإ انزتيايإ.زفسه

 تعيين الثبات الحراري للانزيم :

حم  محلول انزممتيم الانقى    حااب 

ما   ب ر ا  حممممراريإ مخةلفإ تراتحت م  

 قيقإ  م زقلت انزابيي  97ب تلا ت  ن ( 90-20 

الحاتيإ ةلى محلول انزتيم الى حااب  لج  بع ها 

ب تا يا  ن 65ا   ب ر إ حرارت زقلت الى حااب م

اليها محلول الةفاة  التا ي  ت ار  الفو فا  

مل  مونر  الاحمرت  تحمنت لا ت  90بةربيت 

الفعاليإ  قيقإ  م هتقا الةفاة  تق ر   97

  .انزتيايإ

تعيتتين التترلم الهيتتدروجيني الامثتتل لفعاليتتة و بتتات 

   الانزيم
ا دددددةعا  محلدددددول  ار  خدددددلا  الندددددو يوب 

 2.7ت  2مونر بانرقداب الهي رت ينيدإ  0.9يت بةرب

تمحلدددول  ار  الفو دددفا  بةربيدددت  3ت  7.7ت 7ت 

،  دم قد ر   2- 3.7مونر تارقاب هي رت ينيإ  0.9

 عاليدددددإ البرتتييدددددت الاةبقيدددددإ . امدددددا تقددددد ير الدددددرقم 

الهيددد رت ين  انم ددد  للفعاليدددإ  قددد  قددد ر  الفعاليدددإ 

( ب ر دإ 2-2انزتيم الانقى    ارقاب هي رت ينيدإ  

 قيقإ با ةخ اب محلول مدا ت  97ن ب لا ت  60حرارت 

  ان اق التا ي  .  

 

 :النتائج والمنالشة
ا ريددت  لسددلإ مدد  الةجددارب لةح يدد  الةسلسدد  

انم   لخطدوا  تنقيدإ ازدتيم اليدوريت مد  زدوى تادر 

 الته   بغيإ تنقيةي ت را إ بفاتي .

بيندددت النةدددا و بددداج ا مددد  زسدددبإ امدددبا   

،  ت اةطدت اةلدى   %57انموزيوب بازت  بتبريةا 

تح ت / ملغم بدرتتي    د تل  205.39 عاليإ زوةيإ 

(  ، تقددد  اهةادددت ال را دددا   با دددةخ اب ببريةدددا  9

انموزيوب ات الادلايبا  العمدويإ  د  ةاليدإ تر ديي 

انزتيم تتع  خطوت م  خطوا  الةنقيدإ لادا لهدا  تر 

 ددددد   تربيدددددت النادددددوتي تالدددددةخلص مددددد  بعددددد   

 ينا  الالو إ للازتيم الارا  تنقيةي . البرتت

 بقت ةاليإ الةبا ل انيوز  ةاليدإ الةنا دلا 

الغشددا     الدد يلتت(  للاسددةخلص انزتيادد  الاربددت 

 00حيال الاحلول  ار   و فا  البوتا يوب بةربيت 

 . 5.7مل  مونر ترقم هي رت ين  

ه ريت برتماتو را يا الةبا ل انيوز  بخطوت  ازيإ 

إ الةنقيددددإ با دددددةخ اب الابددددا ل انيدددددوز   دددد  ةاليددددد

DEAE-Cellulose   تهدو مد  الابدا ن  السدالبإ

. ي بددددت الددددرقم  (Anion-exchanger)الشدددحنإ 

الهيدددد رت ين  تالةربيددددت انيددددوز  انم دددد  لدددد را  

ملدد  مددونر تبددرقم  00 و ددفا  البوتا دديوب بةربيددت 

، تةنددد  هدددلاا الدددرقم يدددةم ارتبددداط  5.7هيددد رت ين  

لبرتتييددت مددا هددلاب العاددو  تيسددةر  بددرتتي  ازددتيم ا

انزتيم بع  تلر بفعد  محلدول مةد ري ملحد  ، تمد  

الاعددرتت اج البرتتينددا  الةدد  تحادد  مددحنا  ةلددى 

 ددددطحها تددددت ا  قدددد رتها ةلددددى ان مندددداص ةلددددى 

ان طم تا  الشحنإ الاعابسدإ تقد  تتدوج مد  الشد  

. لدلاا  داج  يدا ت تربيدت  [19]بحيث يندعي  ندلها 

 ددةر ا  يسدداة   دد  ةاليددإ  ندد  الالددم  دد   ار  ان

البرتتي . تع  طريقدإ الابدا ل انيدوز  مد  الطرا دق 

الالا اإ    الفند   ت ياتد  بوا مممممممممدمطةها تايدت 

 زوةي  م  البرتتينا  . 

ه دديا محلددول انزددتيم الادد يلت الددى ةاددو  الابددا ل 

انيوز  تا ةر   البرتتينا  با ةخ اب ت ري ملح  

مددونر( ، تددم  0.7-0ةربيددت  لتلوريدد  النددو يوب  ب

تح يدددد  ان ددددتاء الحاتيددددإ ةلددددى ازددددتيم اليددددوريت 

 تا ةبع   ان تاء البرتتينيإ انخرى . 

هرهر  النةا و الاو حإ       

( هج هنالر  ة ت قام برتتينيإ    ان تاء 9الشت  

الاسةر ت م  الابا ل ، هن هج الفعاليإ انزتيايإ  

تربت     قاإ تاح ت  قط تالة  تا لت    

( تالاسةر ت بة ري ملح  خط  97 -99انزابيي  

( مونر ، تزسةنةو 0.7-0م  بلوري  النو يوب  

معظم  عاليإ ازتيم اليوريت تقا     م  تلر اج

ان تاء الاسةر ت ماا ي ل ةلى ازي يحا  محنإ 

 . البإ    الظرتت الاسةخ مإ  علي يرتبط بالابا ل

 

 

 ( : تنقية انزيم البروتييز المستخلص من نوى تمر الزهدي .1جدول )

 الخطوت
الحجم 

  مليليةر(

الفعاليإ 

 نزتيايإا

   تح ت / م (

 البرتتي 

 لغم / م (  م

الفعاليإ 

 النوةيإ 

   تح ت/ملغم(

 الفعاليإ التليإ

   تح ت(

ة   مرا  

 الةنقيإ

الحنيلإ 

 انزتيايإ

)%  

 900 9 3027 09.70 6.602 957.00 97 الاسةخلص الخاب

الةر يي ببرتيا  

انموزيوب   زسبإ 

 (%57انمبا  

97 629.2 0.020 205.39 7963 7 52.22 

الةبا ل انيوز  

   نا   ا ي  بعاو

 امينو ا ي   ليلو 

97 900.67 0.907 290.50 2500.57 99.66 30.92 

الةرميم الهلام  

بعاو  السيفابري  

 900 -هق 

97 939.99 0.003 9056.22 2090.0 99.22 70.29 
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-DEAEي باستتتخدام عمتتود (: كروموتوغرافيتتا التبتتادل الايتتوني لتنقيتتة انتتزيم البروتييتتز المستتتخلص متتن نتتوى تمتتر الزهتتد1الشتتكل )

Cellulose (سم والذي تم موازنته بمحلول دارئ الفوسفات بنركيز 5.5×95بابعاد)والتذي  7.5ملتي متولار وبترلم هيتدروجيني  90 ،

 5ملييتر / ستاعة ) حجتم الجتزل المنفصتل  60( مولار وسرعة الجريان 0.5-0تم استرداه بمحلول ملحي خطي من كلوريد الصوديوم )

 .مليليتر( 

 

تبعددد   ادددا ا دددتاء قادددإ الفعاليدددإ تا دددراء الةنا دددلا 

الغشددددا   لددددي   الدددد يلتت(، بدددداج الفعاليددددإ النوةيددددإ 

تحدد ت / ملغددم بددرتتي  تبحنددليإ ازتيايددإ  290.50

( .  دددداء  خطددددوت الةرمدددديم 9  دددد تل  30.92%

الهلامددد  للا دددتاء الاحةويدددإ ةلدددى الفعاليدددإ بعادددو  

بعددد  خطدددوت الةبدددا ل انيدددوز   S-200السددديفابري  

( تقددد  9 دددةتاال خطدددوت تنقيدددإ انزدددتيم   الشدددت  ن

مدددرت تحنددديلإ  99.22حققدددت ةددد   مدددرا  تنقيدددإ 

 . (9  الج تل  %70.29ازتيايإ 
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-(: كروموتوغرافيا الترشيح الهلامي  لانزيم اليروتييز المستخلص من نوى تمر الزهدي باستخدام عمود السيفاكريل اس 9الشكل )

حجم الجزل  0.  7.5مولار ورلم هيدروجيني  0.9زنته بمحلول دارئ الفوسفات بتركيز (سم والذي تمت موا 70× 9.5) 900

 مليليتر( .  5المنفصل 

 

يات  ة  النةا و الة  تم الحنول ةليها    خطوا  

الةبا ل انيدوز  تالةرمديم الهلامد  لةنقيدإ البرتتييدت 

الانقددددى مدددد  زددددوى تاددددر التهدددد   بازددددي تددددم ا الددددإ 

ج الجتيليددإ الانخفمددإ تزددةو البرتتينددا  تا  انت ا

ةنهدددا ازدددتيم ةدددال  النقددداتت زظدددر للةطدددابق قاةدددي  

 ( . 9البرتتي  تالفعاليإ   الشت  

ةددي  الددو ج الجتيلدد  للبرتتييددت بطريقددإ الةرمدديم 

 د   900-الهلام  با دةخ اب ةادو  السديفابري  اق 

تعيدددي  حجدددم ا دددةر ا  للندددبغإ ال بسدددةراج ان ر  

 غسل
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(Blue Dextrane 2000)  يا ددد  حجدددم لتوزدددي

، باددددا تددددم تعيددددي  حجددددوب ا ددددةر ا   (Vo)الفددددرا  

تالةدد  مددالت  (Ve)البرتتينددا  القيا دديإ الاسددةخ ب 

البدددددومي  الانددددد  البقدددددر  تانلبدددددومي  البدددددي  

ترايبوزيوبليسددديت . تحسدددبت  (A)تالتياوتربسدددي  

زسبإ حجم ان دةر ا  لتد  منهادا الدى حجدم ا دةر ا  

الددو ج  ( بازددت قياددإ6ال بسددةراج ان ر    الشددت  

 الدة  . تيخةلددا الددو ج  97990الجتيلد  لليددورييت 

الجتيل  ت ق النو  ت دن  النبدا   فد  بدلاتر زبدا  

الحنطإ السو اء ت   باج الو ج الجتيلد  البرتتييدت 

الاعددد ز  تالاقددد ر بطريقدددإ الةرمددديم الهلامددد  بددداج 

  .[4] الة   62000

2.6

2.8

3

3.2

3.4

3.6

3.8
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4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9

Ribonuclease A(13500 dalton)

ChymotrypsinogenA (25000 dalton)

Ovalbumin (43000 dalton)

Purified protease ( 25118 dalton)

BSA ( 67000 dalton)

 
زن الجزيئتتي للبروتييتز ) المنقتى( المستتتخلص متن نتوى تمتتر الزهتدي بطريقتة الترشتتيح (:  تعيتين التو5الشتكل )

 .  S-200الهلامي باستخدام عمود السيفاكريل 

 

تمدد  النددفا  الاهاددإ نزددتيم البرتتييددت الةدد  تاددت 

 را دددةها هددد  تح يددد  الدددرقم الهيددد رت ين  انم ددد  

( تمددد  2  الشدددت     5.7لفعاليدددإ البرتتييدددت  تددداج 

النةا و يةمم باج البرتتييت يتوج مقاربدإ خلال هلان 

للرقم الهيد رت ين  مد  مندا ر آخدرى حيدث تشدير 

معظم الانا ر ةلى اج الدرقم الهيد رت ين  انم د  

ةندد  ا ددةخ اب مددا ت التددا ي  باددا ت  5.7للفعاليددإ هددو 

. اما البرتتةيت الاع ز  الانقدى مد  [14و15] ا اق

 رت ين  بلاتر الحنطدإ السدوا ء  قد  بداج الدرقم الهيد

ةنددد  ا دددةخ اب بلوبيدددولي  بادددا ت  0.9-0.0انم ددد  

 .  [4]ا اق 
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( : الرلم الهيدروجيني الامثل لفعالية 4الشكل )

 البروتييز المستخلص من نوى تمر الزهدي .

  

تات  را إ تا ير الرقم الهي رت ين  انم   ل بدا    

البرتتةيت الاسةخلص م  زدوى تادر التهد   تالدلا  

الاهاددإ  دد  تح يدد  رددرتت تنقيددإ  يعدد  مدد  النددفا 

( بددداج الدددرقم 7البرتتييدددت حيدددث تبدددي  مددد  الشدددت   

(  تازخفمددت 0.7  الهيدد رت ين  انم دد  لل بددا  هددو

تياتددد  اج يعدددو  هدددلاا  0ت  5الفعاليدددإ ةنددد  انرقددداب 

انزخفدددداى الددددى تددددا ير الددددرقم الهيدددد رت ين   دددد  

الةربيي ال ل   تال ازو  لجتيلإ انزدتيم تتغييدر  د  

عددي الفعددال باددا يحدد ن مسددخ للازددتيم  دد  مددت  مواق

 .  [15]الاحالي  الحامميإ تالقاة يإ الاةطر إ 
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( : الرلم الهيدروجيني الامثل لثبات 5الشكل )

 البروتييز المستخلص من نوى تمر الزهدي .

 

تات  را إ تا ير  ر ا  حراريإ مخةلفإ     عاليإ 

برتتييت الاسةخلص مد  زدوى تادر التهد   تلدوح  

 97ب تلادد ت  67الفعاليددإ ةندد   ر ددإ حددرارت   يددا ت

( تيعدددتى تلدددر الدددى اج  دددرةإ 3 قيقدددإ   الشدددت  

الةفاة  انزتيا  تت ا  بتيا ت  ر إ الحرارت  ا  

 لوزن الجزيئيلوغاريتم ا

غ
جم الفرا

ح
سترداد / 

لا
جم ا

ح
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م ى معي  بسبي  يا ت الطاقإ الحربيدإ للجت يدا  ، 

تاج  ددددبي ازخفدددداى الفعاليددددإ ةندددد   يددددا ت  ر ددددإ 

رت الحرارت يعو  الى مسخ انزتيم زةيجإ تا ير الحدرا

ةلى الةربيي ال ل   للبرتتي  تتغيدر تربيدي الاوقدا 

.  اء  هلان النةدا و مةفدق مدا مدااتر ن  [16]الفعال 

ة   مد  البداح يي  مد  اج ال ر دإ الحراريدإ الا لدى 

 . [5،5] ب  67للبرتتييت ه  
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( الثبات الحراري لبروتييز المستخلص 6الشكل )

 من نوى التمر الزهدي

الحراريددإ الا لددى ل بددا   باددا تاددت  را ددإ ال ر ددإ

البرتتييددت الاسددةخلص مدد  زددوى تاددر التهدد   تقدد  

اتمم م  النةدا و بداج انزدتيم احدةف  بتامد   عاليةدي 

 قيقدددإ بعددد ها  97ب تلاددد ت  27ةنددد   ر دددإ حدددرارت 

ةندد   ر ددإ  %50ازخفمددت الفعاليددإ الاةبقيددإ الددى 

(  ، اج حسا ددديإ انزدددتيم 5ب   الشدددت   70حدددرارت 

لاقدددإ بدددبع  بدددفا  انزدددتيم تجدددان الحدددرارت لهدددا ة

بو زي الجتيل  تمد ى احةوا دي ةلدى اتابدر  نا يدإ 

التبريت تيسهم تربيي الو ط الاحيط  د   يدا ت ات 

قلددددإ حسا دددديإ انزتياددددا  تجددددان الحددددرارت بددددالرقم 

 .[17و16]  الهي رت ين  تالقوت انيوزيإ
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( : الثبات الحراري لبروتييز المستتخلص 7الشكل )

 ، حضتتن بتتدرجات حتترارةمتتن نتتوى تمتتر الزهتتدي 

 دليقة.  15( م لمدة 60-90مختلفة )
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Abstract 
      Proteinases (E.C.3.4.21) family are widely distributed  in the nature; it was present 

in animals tissues , plants and microbial cell .  

Protease was purified from Zahdi seed (Phoenix dactylifera L.) by several steps 

included ammonium sulphite ppt (75%) saturation and dialyzed against the 80mM 

sodium phosphate buffer at pH 7.5 . The enzyme specific activity was 407.62 unit/mg 

protein. The obtained extract was purified by DEAE-Cellulose column followed by 

gel filtration through Sephacyl S-200 column .The enzyme specific activity ,yield and 

purification fold were 1873.49 unit/mg protein, 22.99 and 58.42% respectively.  

      The results of protease characterization showed that the molecular weight was 

25118 daltons as determined by gel filtration.  The optimum temperature of the 

enzyme activity 35 C for 15 minutes and that for stability was 45 C for 15 minutes, 

using sodium phosphate buffer at pH 7.5, The optimum pH for the enzyme stability 

and activity were 8.5 for 15 minute and 7.5 respectively.  


