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 الخلاصة
 الاثيلػ  واشػتمل  ططػوا  التنقيػة علػت التربػيك بػال حوؿ Aspergillus nigerتـ تنقية انزيـ الانيولينيز مف عزلة محلية مف الفطر 

-Sephadex-G وأطيػػػػرا الترشػػػػي  اليلامػػػػ  مػػػػرتيف بابػػػػتطداـ اليػػػػلاـ  DEAE-celluloseفالتبػػػػادؿ الايػػػػون  بابػػػػتطداـ المبػػػػادؿ  %70

والحصػيلة مػرة  (9.4و 6.8)وبلغ عدد مرا  التنقية  (Aو W)وابفر  عملية التنقية عف الحصوؿ علت علت صورتيف لأنزيـ الانيولينيز150
ل ال يربائ  ظيورحزمػة واحػدة ل ػل مػف صػورت  ,علت التوال . اثبت  نتائج الترحي Aو Wل ل مف صورت  الأنزيـ  (%13.5و 9)الانزيمية 

 .نزيـ مما يؤكد نقاوتيما بشكل تاـالا
 Aلصػػػورة الانػػػزيـ  69.18بينمػػػا بلػػغ  72.4 قػػػد بلػػغ Wامػػا نتػػػائج توصػػيم الانػػػزيـ فقػػد او ػػػح  اف الػػوزف الجزيئػػػ  لصػػػورة الانػػزيـ 

 (7 -3.5)ثابتػػة بمػدن مػػف الػػرقـ الييػػدروجين   Wكمػػا كانػ  الصػػورة  ,الامثػل لفعاليػػة كػػلا صػورت  الانػػزيـىو  4.5.وكػاف الػػرقـ الييػػدروجين  
 (. 9-4.5)ثابتة بمدن رقـ ىيدروجين   Aبينما كان  الصورة 

. وبلغػػػػػ  قػػػػػيـ ثابػػػػػ  ᵒـ (50-20)ثباتػػػػػا بمػػػػػدن Aفػػػػػ  حػػػػػيف ابػػػػػد  الصػػػػػورة  ᵒـ (45-20)ثباتػػػػػا حراريػػػػػا بمػػػػػدن  Wابػػػػػد  الصػػػػػورة 
, علػػت التػػوال  AوW دقيقػػة لصػػورت  الأنػػزيـ  /رتػػيمليل/ مػػايكروموؿ (5و 2.86)ملػػ  مػػولر والبػػرعة القصػػون  (0.909و 1.052)ميكػػالس

 بابتطداـ الانيوليف كمادة تفاعل .
 ، الترشي  اليلام  ، الثواب  الحركية ، الثبا  الحراري للانزيـ. DEAE-cellulose انزيـ الانيولينيز ، المبادؿ الكممات المفتاحية:

Abstract 
Inulinase from A. niger local isolate was purified.The purification steps included precipitation with 

ethanol 70% ,Ion exchange chromatography with DEAE-cellulose and finaly ,gel filteration (two steps) 

using Sephadex G-150. 

Two forms of inulinase (W and A) were obtained from the purification procedure used. Inulinase 

forms were purified with (6.8 and 9.4) fold and (9 and 13.5) % yield , respectively. Electrophoresis results 

confirmed the complete purity to the two enzyme forms since they gave a single band in polyacrylamide 

gel electrophoresis. 

Enzyme characterization revealed that the molecular weight of the W and A forms were 72.4 and 

69.18 ,respectively. The optimum pH activity was 4.5 for both enzyme forms . The W form was stable 

within the range (3.5-7.0) while the A form was stable within the pH (4.5- 9.0). The W form was stable 

with in temperature range (20-45) C
ᵒ
 while the A form was stable within the range (20-50) C

ᵒ
. Km value 

were (1.052 and 0.909) mM and V max values were (2.86 and 5) µM/ml/min for both enzyme forms W 

and A , respectively . 

Key words:- Inulinase, DEAE- cellulose, Gel filteration, Enzyme kinetics, Enzyme thermal stability. 

 المقدمة
بوحػػدة والػػذي ينتيػػ   β(2-1) يعػػد الانيػػوليف بػػوليمر ططػػ  لجزيئػػا  الفركتػػوز المرتبطػػة فيمػػا بينيػػا بالرابطػػة 

. وتطتلػم جزيئػا  الانيػوليف فػ  درجػة بلمرتيػا اذ تعتمػد درجػة البلمػرة (Castaneda et al.,2012) كلوكػوز طرفيػة
 (Chi et al., 2011). علت المصدر النبات  والمناخ وظروؼ الزراعة ومدة الطزف بعد الحصاد

لبكر الانيػوليف مؤديػا  β(2-1) يعمل علت تحلل الرابطة د انواع انزيما  التحلل المائ  انزيـ الانيولينيز اح 
   Inulo-oligosaccharides (Neagu and Bahrim,2011). لالت انتاج الفركتوز وال لوكوز وا

  وانيػػولينيز طػػارج  (Endoinulinase, EC 3.2.1.7) تقبػػـ انزيمػػا  الانيػػولينيز الػػت يانيػػولينيز داطلػػ  

(Exoinulinase, EC 3.2.1.80) (Gong et al.,2008)الداطليػة طل  بقطػػ  الػرواب  . يقػػػوـ الانيػػولينػػػيز الػدا
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بينمػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػا يقػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػوـ الانيػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػولينيز الطػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػارج  بازالػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػة                           ,  Inulo-oligosaccharides للأنيػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػوليف منتجػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػا
          وال لوكػػػػػػػػوز                 ثمػػػػػػػػالا  الفركتػػػػػػػػوز الطرفيػػػػػػػػة مػػػػػػػػف النيايػػػػػػػػة زيػػػػػػػػر المطتزلػػػػػػػػة للأنيػػػػػػػػوليف للحصػػػػػػػػوؿ علػػػػػػػػت الفركتػػػػػػػػوز

.(Chi et al.,2009;Yuan et al.,2012) 

الطيطيػػػة والطمػػػائر والبكتريػػػا اىػػػـ انزيمػػػا  الانيػػػولينيز انتشػػػارا وابػػػعا فػػػ  الطبيعػػػة وتعػػػد الفطريػػػا   تنتشػػػر 
اىتماـ البػاحثيف فػ  وقد ابتقطب  ىذه الانزيما  . (Castaneda et al.,2012) ال ائنا  الحية المنتجة ليذا الانزيـ

 . (Singh and Gill, 2006) العقود الاطيرة نظرا لابتطداماتيا ال بيرة ف  المجالا  الصيدلانية والغذائية

ونظػرا لاىميػة انػزيـ الانيػولينيز ال بيػرة فقػد ىػدف  ىػذه الدرابػة الػت تنقيػة انػزيـ الانيػولينيز مػف عزلػة محليػػة  
 درابة بعض صفاتو الميمة .ف لا عف  Aspergillus nigerر للف 

 المواد وطرائق العمل
 : العزلة الفطرية والوسط المستخدم وظروف انتاج الانزيم- 

 وابػتطدـ الوبػ  Aspergillus niger 22ة بػابقة ىػ  ػزلة فطرية محلية تـ تشطيصيا ف  درابػػع ابتطدم 
فػ  انتػاج الأنػزيـ اذ يت ػوف ىػذا الوبػ  مػف المبػتطل  الطػاـ  Al-Ghanimi et al. (2011)الموصػوؼ مػف قبػل 

 4.5 . بيوـ برقـ ىيدروجين  ابتدائ  كبريتا  المغني 0.1%ب المدعـ  1.5%لمبحوؽ ال راث بنببة 
10× 1.5 لقػػ  الوبػػ  اعػػلاه بعػػد تعقيمػػو بحجػػـ لقػػاح   

مللتػػر مػػف الوبػػ  وتػػـ تنميػػة الفطػػر فػػ   /بػػوغ  6
بػػػاعة . وبعػػػد انتيػػػاء مػػػدة الح ػػػف  96دقيقػػػة لمػػػدة  /دورة  150وبػػػرعة رج  ᵒـ 30رة الحا ػػػنة اليػػػزازة بدرجػػػة حػػػرا

 ليا ف  حيف تـ الاحتفاظ بالراش  لغرض اجراء عملية التنقية عليو.يرشح  النماذج للتطل  مف المايب
 :تقدير فعالية انزيم الانيولينيز- 

 والمحػػػػػػػورة مػػػػػػػف قبػػػػػػػل  Singh et al.(2007)ابػػػػػػػتطدم  الطريقػػػػػػػة الموصػػػػػػػوفة مػػػػػػػف قبػػػػػػػل 

Al-Ghanimi et al. (2011)   مللتػػر مػػف المبػػتطل   0.1فػػ  تقػػدير فعاليػػة انػػزيـ الانيػػولينيز , وذلػػؾ بمػػزج
مػػف مػػػادة  1%الحػػاوي علػػت  pH4.8)مػػولر,(0.1 مللتػػر مػػف محلػػوؿ مػػػنظـ طػػلا  الصػػوديوـ  0.9الانزيمػػ  مػػ  

  1 ػافةدقيقػة ثػـ اوقػػم التفاعػل با 15لمػدة  ᵒـ 40التفاعػل اانيػوليفو وح ػف المػزيج فػ  حمػاـ مػائ  درجػة حرارتػو 
 . Miller (1959)ير البكريا  المطتزلة حبك طريقة وابت مل تقد DNSA 3,5مللتر مف محلوؿ 

 :تقدير البروتين- 

بابػتطداـ البػوميف المصػل البقػري  Bradford(1976)قدر  كمية البروتيف ف  الراش  الانزيم  باتبػاع طريقػة 
(Bovine Serum Albumin ,BSA) . بروتينا قيابيا 

 خطوات تنقية الانزيم
 -ك الططوا  الآتيةيو بحب ᵒـ 4جر  جمي  ططوا  التنقية تح  ظروؼ مبردة ا 

 -: 70%الترسيب بالكحول الاثيمي  -1
 70%مل مف المبتطل  الانزيم  الطاـ بابتطداـ ال حػوؿ الاثيلػ  المبػرد بنبػبة تربيػػك  500تـ تربيك  

اذ تػػػػـ مػػػػزج المبػػػػتطل  الأنزيمػػػػ  مػػػػ  ال حػػػػوؿ الأثيلػػػػ  بالتحريػػػػؾ البطػػػػي بابػػػػتطداـ جيػػػػػاز المحػػػػػػػرؾ المغناطيبػػػػ  
(Magnetic stirrer) دقيقػة  /دورة 10000نصم باعة ثـ نبذ المحلوؿ بجياز الطرد المركزي المبػرد ببػرعة  ةلمد

مػػولر, ورقػػـ ىيػػدروجين   0.005االفوبػػفا  دقيقػػة , اذ أذيػػك الرابػػك المتحصػػل عليػػو فػػ  محلػػوؿ مػػػنظـ  15لمػػدة 
 و.6.6
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 DEAE-cellulos التبادل الايوني بأستخدام المبادل  -2
 الػػػػػت بػػػػػط  عمػػػػػود المبػػػػػادؿ 70%ا ػػػػػيم المحلػػػػػوؿ الانزيمػػػػػ  النػػػػػاتج مػػػػػف ططػػػػػوة التربػػػػػيك بالايثػػػػػانوؿ  

و لأنػزاؿ البروتينػا   6.6مػولر,ورقـ ىيػدروجين   0.005و بـ وزبل العمود بمحلوؿ مػنظـ الفوبػفا  ا18×  1.8ا 
زير المرتبطة بالمبادؿ وجمع  الاجزاء المفصولة مف العمػود وتػـ قيػاس الامتصػا  للأجػزاء المفصػولة مػف العمػود 

نػػػانوميتر بوبػػػاطة جيػػػاز المطيػػػاؼ ال ػػػوئ  .بػػػمي  القمػػػة البروتينيػػػة المتحصػػػل علييػػػا  280عنػػػد الطػػػوؿ المػػػوج  
 .تركيزىا لأبتطداميا ف  ططوة التنقية اللاحقة اذ اظير  فعالية انزيمية حيث تـ  Wبالصورة 
وتمػ   مػولرو.0.34 ابترد الانزيـ مف العمود بوباطة التدرج الطط  الملح  بابػتطداـ كلوريػد الصػوديوـ ا 

نػانوميتر .بػمي  القمػـ البروتينيػة  280متابعة الامتصػا  للقمػـ البروتينيػة فػ  الاجػزاء المبػتردة علػت طػوؿ مػوج  
 .A1ف  حيف اىمل  الصورة   A.وركز  الصورة  A1و   Aالية لانزيـ الانيولينيز الحاوية علت فع

 -يSephadex G-150الترشي  اليلام  بابتطداـ اليلاـ  -3
 انفػرادو اذ تػـ امرارىمػا علػت عمػوداكػلا علػت  Aو Wالترشي  اليلام  ل ػلا صػورت  الانػزيـأجري  عملية  
 و.H 6.6مولر,  0.2الذي تم  موازنتو بمحلوؿ منظـ الفوبفا  او بـ 87×1.4ا Sephadex G-150مف اليلاـ 
نانوميتر للأجزاء المفصولة .ركػز  القمػة البروتينيػة التػ  اعطػ  فعاليػة  280تم  قراءة الامتصا  علت  

 انزيمية ثـ اعيد  ليا عملية الترشي  اليلام  مرة ثانية علت نفس اليلاـ .
 تعيين نقاوة الانزيم

ل يػفػ  تعيػيف نقػاوة انػزيـ الانيػولينيز بوبػاطة الترح Lammliو 1970مف قبل ااتبع  الطريقة الموصوفة   
 .Garfin(1990)ال يربائ  بيلاـ متعدد الا ريل امايد بغياك المواد المابطة والموصوفة مف قبل 

 توصيف انزيم الانيولينيز 
 -يبطريقة الترشي  اليلام   Aو Wتقدير الوزف الجزيئ  لصورت  انزيـ الانيولينيز  -1

فػػ  تقػدير الػػوزف الجزيئػ  لصػػورت  الانػػزيـ  و بػػـ87×1.4ا Sephadex G-150ابػتطدـ عمػػود اليػلاـ  
 و Bovine Serum Albuminو  Ovalbumin و RNaseاعتمػػادا علػػت ابػػتطداـ البروتينػػا  القيابػػية  

Glucose Oxidase  و كيلو دالتف , علت التوال  .160و 67و 45و 13والت  تبلغ اوزانيا الجزيئية ا 
 -تحديد الرقـ الييدروجين  الامثل لفعالية الانزيـ ي -2

و 7-2مػػولرو ليػػتـ ابػػتطداميا بمػػدن رقػػـ ىيػػدروجين  مػػف ا0.1 منظمػػة مطتلفػػة بتركيػػزاح ػػر  محاليػػل  
 وذلؾ لتحديد الرقـ الييدروجين  الامثل لفعالية الأنزيـ ل لتا صورتيو .

 -الرقـ الييدروجين  لثبا  الانزيـ يتحديد مدن  -3
مػولرو ليػتـ ابػتطداميا بمػدن 0.1 ح ر  محاليػل منظمػة مطتلفػة مػف الطػلا  والفوبػفا  والتػرس بتركيػزا 

 و وذلؾ لتحديد مدن الرقـ الييدروجين  لثبا  كلا صورت  الأنزيـ.10.5-2رقـ ىيدروجين  مف ا
 -الثبا  الحراري للأنزيـي -4

فػػ  حمػػاـ مػػائ   ᵒو ـ90-20بػػدرجا  حراريػػة مطتلفػػة مػػف ا AوW ي لصػػورت  الأنػػزيـ قػػدر الثبػػا  الحػػرار  
 دقيقة . 30لمدة 

 -  الحركية للأنزيـ يبتقدير الثوا -5
بوبػاطة المنحنػػ  المقلػػوك لتركيػز مػػادة التفاعػػل  Vmaxوالبػػرعة القصػػون  Kmقػدر  قػػيـ ثابػػ  ميكػالس  
 . Lineweaver and Buck (1934)مقابل البرعة الأولية تبعا لمعادلة  )االانيوليف
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 النتائج والمناقشة
 تنقية انزيم الانيولينيز 

 تركيز الانزيم الخام  -1
تيػػدؼ عمليػػة تركيػػز الانزيمػػا  عنػػدما تػػتـ فػػ  المراحػػل الاولػػت مػػف التنقيػػة الػػت الػػتطل  مػػف ا بػػر كميػػة  

ممكنة مف الماء للحصوؿ علت محاليػل بروتينيػة ا ثػر تركيػزا ف ػلا عػف تحقيػم درجػة مػف النقػاوة عبػر الػتطل  مػف 
 .(Reed,1975)البروتينا  زير الانزيمية 

فػػػ  الططػػػػوة الاولػػػت لتنقيػػػػة انػػػػزيـ  )حجػػػػـ /احجػػػـ  70%بنبػػػبة تربػػػػيك ابػػػتطدـ ال حػػػػوؿ الاثيلػػػ  المبػػػػرد  
مللتػر الػت  500و انػو قػد تػـ تركيػز حجػـ المبػتطل  الانزيمػ  الطػاـ مػف 1ويبيف الجػدوؿ ا الانيولينيز قيد الدرابة .

ملغػػػـ بػػػروتيف الػػػت /وحػػػدة 20.494مللتػػػر, ومػػػف جػػػراء ىػػػذا التربػػػيك فقػػػد ارتفعػػػ  الفعاليػػػة النوعيػػػة للأنػػػزيـ مػػػف  18
مػػػرة امػػػا الحصػػػيلة  2.509بػػػروتيف الامػػػر الػػػذي ادن الػػػت ارتفػػػاع عػػػدد مػػػرا  التنقيػػػة لتصػػػب  ملغػػػـ /وحػػػدة 51.433

.بػػػػاعد  ططػػػػوة التربػػػػيك أعػػػػلاه فػػػػ  تحقيػػػػم نقػػػػاوة جيػػػػدة للأنػػػػزيـ ف ػػػػلا عػػػػف  تييئػػػػة  74.73%الانزيميػػػػة فكانػػػػ  
 المبتطل  الانزيم  لططوة التنقية اللاحقة .

 للأنػػػػػػزيـ قيػػػػػػد الدرابػػػػػػة فػػػػػػ  ىػػػػػػذه الططػػػػػػوة اعلػػػػػػت مقارنػػػػػػة بمػػػػػػا حصػػػػػػل عليػػػػػػوة الانزيميػػػػػػة تعػػػػػػد الحصػػػػػػيل 

 Nakamura et al. (2001) و% فػ  تنقيػة انػزيـ الانيػولينيز 75-60الذي قػاـ بابػتطداـ ال حػوؿ الاثيلػ  بتركيػز ا
 .33.9%بحصيلة انزيمية قدرىا  A. niger strain 12مف الفطر   p111الداطل  
 بابػػػػػػػػػػػػتطداـ المػػػػػػػػػػػػذيبا  الع ػػػػػػػػػػػػوية ببػػػػػػػػػػػػبك طفػػػػػػػػػػػػض ثابػػػػػػػػػػػػ  العػػػػػػػػػػػػزؿ ال يربػػػػػػػػػػػػائ يحػػػػػػػػػػػػدث التربػػػػػػػػػػػػيك  

 (Dielectric constant) اذك بػػػػػػيف الجزيئػػػػػا  وبالتػػػػػػال  ت تليػػػػػا ثػػػػػػـ تربػػػػػػيبيا ػادة التجػػػػػػؤدي الػػػػػت زيػػػػػػػا يػػػػػػػممػػػػػػ
(Whitaker,1972). 

  -توغرافيا التبادل الايوني :كروما -2
ملائمػػػػا لفصػػػػل البروتينػػػػا  ذا  الاوزاف الجزيئيػػػػة ال بيػػػػرة ف ػػػػلا عػػػػف  DEAE-celluloseيعػػػػد المبػػػػادؿ  

 (Jonson and Ryden, 1998).الاحتمالا  القليلة لمبخ البروتيف 
تمطػػػض عػػػف عمليػػػة التبػػػادؿ الايػػػون  ظيػػػور قمػػػة بروتينيػػػة واحػػػدة فػػػ  مرحلػػػة الغبػػػل تركػػػز  فػػػ  الاجػػػزاء  
تقػدير الفعاليػة بو و 2مػـ فػ  مرحلػة الابػترداد االشػكل و ف ػلا عػف ظيػور عػدة ق1كما فػ  الشػكل ا 18-7المنفصلة 

-7الانزيمية ف  القمـ المذكورة لوحظ وجود فعالية انزيمية لانزيـ الانيولينيز ف  القمػة البروتينيػة الواقعػة فػ  الاجػزاء 
 فػػ  116- 104و  67-26و ا ػػافة الػػت قمتػػيف بػػروتينيتيف واقعتػػيف فػػ  الاجػػزاء 1فػػ  مرحلػػة الغبػػل ا الشػػكل  18

الحاويػة علػت فعاليػة انػزيـ  ـو لػذا فقػد تػـ تقػدير الفعاليػة الانزيميػة فػ  الاجػزاء التابعػة للقمػ2مرحلة الابترداد االشػكل 
و الطاصػػػة بالقمػػػة 116-104الطاصػػػة بالقمػػػة الاولػػػت والانابيػػػك ا 60 -30الانيػػػولينيز , كمػػػا جمعػػػ  الانابيػػػك مػػػف 

الفعاليػػػة النوعيػػػة  وتقػػػدير الفعاليػػػة الانزيميػػػة والبػػػروتيف لابػػػتطراجالثانيػػػة اكػػػلا علػػػت انفػػػرادو بمزجيػػػا وحبػػػاك حجميػػػا 
 و .1االجدوؿ 
. اف   A. niger 22 يت ػ  مػف النتػائج وجػود ثػلاث صػور انزيميػة لانػزيـ الانيػولينيز المنػتج مػف الفطػر  

الػت   Pessoni et al. (1999)تعدد الصور الانزيمية ليذا الانزيـ شائ  عند تنقيتو مف الاحياء المجيرية فقد اشػار 
 .فػ  ططػوة التبػادؿ الايػون   Penicillium janczewskiiظيور صورتيف لانػزيـ الانيػولينيز المنقػت مػف الفطػر   

 Penicillium sp. Strain 1فػػ  حػػيف تػػـ فصػػل ثػػلاث صػػور لانػػزيـ الانيػػولينيز الطػػارج  المنقػػت مػػف الفطػػر 
.(Nakamura and Nakatsu,1977) 
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لت الحصوؿ علت نقاوة جيػدة للانػزيـ إاصورة الغبلو لانزيـ الانيولينيز قيد الدرابة  Wادن فصل الصورة  
و . كمػػػػا يلاحػػػػظ مػػػػف الجػػػػدوؿ نفبػػػػو اف فصػػػػل 1االجػػػػدوؿ 11.75%وحصػػػػيلة انزيميػػػػة  2.137بعػػػػدد مػػػػرا  تنقيػػػػة 

 1.01و 8.97بعػدد مػرا  تنقيػة  للانػزيـ ادن الت الحصوؿ علت نقاوة جيدة )اصورت  الابترداد A1و Aالصورتيف 
, علػت التػوال  . ونظػرا لانطفػاض الحصػيلة  A1و Aللصػورتيف   و%3.01و 40.6مػرة وحصػيلة انزيميػة مقػدارىا ا

لػذا قػد تػـ ابػتبعادىا مػف الدرابػة وا ملػ  ططػوا  التنقيػة للصػورتيف  A1تحصلة مف صػورة الابػترداد بالمالانزيمية 
W وA .  لانزيـ الانيولينيز قيد الدرابة فق  

فػ  العديػد مػف درابػا  تنقيػة انػزيـ   DEAE-celluloseتبادؿ الايون  بابػتطداـ المبػادؿ توزافيا الكروما ابتطدم 
المبػادؿ المػذكور فػ  تنقيػة انػزيـ الانيػولينيز مػف الفطػر Ertan et al.(2005) الانيولينيز مف الفطريا  فقػد ابػتطدـ 

Rhizoctonia solani مػػػػرة بحصػػػػيلة انزيميػػػػة  5.21ذه الططػػػػوة وكػػػػاف عػػػػدد مػػػػرا  التنقيػػػػة المبتحصػػػػلة مػػػػف ىػػػػ
%17.93 . 

 -الترشيح الهلامي: -3
و بابػتطداـ Aو Wططوة التبادؿ الايون  ططوت  ترشي  ىلامػ  لفصػل صػورت  انػزيـ الانيػولينيز اعقب  ا  

و كيلو دالتف 300-5. اطتير ىذا اليلاـ لاف حدود الفصل فيو للبروتينا  تتراوح بيف ا Sephadex G-150 اليلاـ
اذ اشػار   A. niger وىو المدن الذي يغط  الاوزاف الجزيئية لانزيما  الانيولينيز المنقػاة مػف عػزلا  مطتلفػة للفطػر

Singh and Gill (2006) الت اف الاوزاف الجزيئية لانزيما  الانيولينيز المنقػاة مػف الفطػر  A. niger  تتػراوح بػيف
 .كيلو دالتفو 300-28ا

و اذ تـ فصل ثػلاث قمػـ بروتينيػة , وبتقػدير Wاليلام  الاوؿ للانزيـ االصورة الترشي  و 3يو   الشكل ا 
و . وبعػػد جمػػ  تلػػؾ الاجػػزاء بلػػغ حجميػػا 23-12الفعاليػػة الانزيميػػة اظيػػر  القمػػة الثانيػػة منيػػا فعاليػػة فػػ  الاجػػزاء ا

ملغػـ  /وحػدة 89.09مللتر وبتقػدير فعاليتيػا الانزيميػة ف ػلا عػف البػروتيف امكػف الحصػوؿ علػت فعاليػة نوعيػة  31.3
 4.35مقػدارىا حققػ  عػدد مػرا  تنقيػة  Wو اف ططػوة الترشػي  اليلامػ  الاولػت للصػورة 1بروتيف . ويبػيف الجػدوؿ ا

 .11.08%مرة وحصيلة انزيمية 
مللتػػر واجريػػ  ليػػا عمليػػة الترشػػي  اليلامػػ  الثػػان   4  الاوؿ الػػت بعػػد الترشػػي  اليلامػػ Wركػػز  الصػػورة  

و ظيػػور قمػػة بروتينيػػة واحػػدة تركػػز  الفعاليػػة الانزيميػػة فػػ  نفػػس القمػػة 4تحػػ  الظػػروؼ ذاتيػػا ويلاحػػظ مػػف الشػػكل ا
بػيتـ  والتػ  (Whitaker,1972)ويعد ىذا التطػابم احػد ادلػة النقػاوة للأنػزيـ  17اي ا م  تطابم القمتيف ف  الجزء 

 Wو يتبػيف اف الفعاليػة النوعيػة للصػورة 1تعزيزىا عند ال لاـ عف نتائج الترحيل ال يربائ  فيما بعػد . ومػف الجػدوؿ ا
مػػػػرة والحصػػػػيلة  6.8التنقيػػػػة ملغػػػػـ بػػػػروتيف وعػػػػدد مػػػػرا   /وحػػػػدة 139.41بعػػػػد الترشػػػػي  اليلامػػػػ  الثػػػػان  اصػػػػبح  

  . 9.0%الانزيمية
و يلاحػظ ظيػور ثػلاث قمػـ بروتينيػة 5و فمػف الشػكل اAاما نتائج الترشي  اليلامػ  الاوؿ للأنػزيـ االصػورة  

, وبعػد جمػ  ىػذه الاجػزاء ومزجيػا وتقػدير فعاليتيػا  24-11اما الفعالية الانزيمية فقد تركػز  فػ  قمػة واحػدة للأجػزاء 
و اف ططػػػوة الترشػػػي  1لغػػػـ بػػػروتيف , ويبػػػيف الجػػػدوؿ ام /وحػػػدة 189.06الانزيميػػػة والبػػػروتيف بلغػػػ  فعاليتيػػػا النوعيػػػة 
 . 20.41%بحصيلة انزيمية  9.225اذ بلغ عدد مرا  التنقية  Aالمذكورة حقق  نقاوة جيدة لصورة الانزيـ 

ترشيحا ىلاميا ثانيا بػنفس ظػروؼ الترشػي  اليلامػ  الاوؿ . يبػيف الشػكل  ثـ ركز  ىذه الاجزاء واجري ليا 
, امػػػا الفعاليػػػة  32-27والثانيػػػة فػػػ  الاجػػػزاء  20-13و ظيػػػور قمتػػػيف منفصػػػتيف للبػػػروتيف , الاولػػػت فػػػ  الاجػػػزاء 6ا

وقػػد تطابقػػ  تمامػػا مػػ  قمػػة البػػروتيف فػػ   22-13الاجػػزاء الانزيميػػة فقػػد ظيػػر  فػػ  القمػػة الاولػػت فقػػ  وتركػػز  فػػ  
ة عاليػة مػف النقػاوة , وبعػد جمػ  الاجػزاء ذا  جػالت در  Aواف ىذا التطابم دليل وصوؿ الصورة الانزيمية  17الجزء 
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و اف عػػدد مػػرا  1ملغػػـ بػػروتيف كمػػا يتبػػيف مػػف الجػػدوؿ ا /وحػػدة 192.63الفعاليػػة الانزيميػػة بلغػػ  فعاليتيػػا النوعيػػة 
 . 13.5%مرة بحصيلة انزيمية  9.4التنقية المبتحصلة مف ىذه الططوة 

فػػػ  العديػػػد مػػػف الدرابػػػا  المتعلقػػػة بتنقيػػػة انػػػزيـ  Sephadex G-150ورد ابػػػتطداـ ىػػػلاـ البػػػيفادكس  
لتنقيػة الانػزيـ مػػف  Kochhar et al.(1997)فقػد ابػتطدـ ىػػذا اليػلاـ مػف قبػل  الانيػولينيز مػف الاحيػاء المجيريػػة ,

مػػرة . كمػا تػػـ اببػتطدامو فػػ   50تحصػػل علييػا بوكػاف عػدد مػػرا  التنقيػة الم Aspergillus versicolorالفطػر 
وكانػػ   Penicillium cyclopium T-18والفطػػر  Penicillium palitans T-1مػػف الفطػػر تنقيػػة الانػػزيـ 

  (Balayan et al.,1996).للانزيميف المنتجيف مف الفطريف , علت التوال   %و10و 16الحصيلة الانزيمية ا
 تبار نقاوة الانزيم خأ

للتا ػػد مػػف نقػػاوة صػػورت   A. niger 22لانػػزيـ الانيػػولينيز المنقػػت مػػف الفطػػر ابػتطدـ الترحيػػل ال يربػػائ   
 . Aو Wالانزيـ 

و نتػػائج الترحيػػػل ال يربػػػائ  المػػذكور اذ يلاحػػػظ ظيػػور حزمػػػة بػػػروتيف واحػػدة فػػػ  اليػػػلاـ 7يو ػػ  الشػػػكل ا 
تحصػػل علييػػا مػػف ططػػوة بعػػزز النتػػائج المنتيجػػة دلػػيلا علػػت نقػػاوة الانػػزيـ وتولصػػورت  الانػػزيـ كلتييمػػا , وتعػػد ىػػذه ال

البػروتيف , وىػػذا دليػل اي ػا علػػت اف  الثػان  والمتمثلػػة بظيػور قمػة فعاليػػة انزيميػة متطابقػة مػػ  قمػة الترشػي  اليلامػ 
الططوا  والظروؼ الت  تـ ابتطداميا ف  تنقية الانزيـ كان  كفؤة بالقدر الذي تـ فيو الحصوؿ علت حزمة بروتينية 

 واحدة لصورت  انزيـ الانيولينيز ف  اطتبار تحديد النقاوة .
 -: A. niger 22يف انزيم الانيولينيز المنقى من الفطر توص

 تقدير الوزن الجزيئي للأنزيم : -1
فػ  تقػدير الػوزف الجزيئػ  لصػورت   Sephadex G-150بابػتطداـ عمػود   اتبع  طريقػة الترشػي  اليلامػ 

 Wانػػزيـ الانيػػولينيزاو اف الػػوزف الجزيئػػ  لصػػورت  8انػػزيـ الانيػػولينيز الػػداطل  قيػػد الدرابػػة . ويت ػػ  مػػف الشػػكل ا
 و كيلو دالتف , علت التوال .69.18و  72.4و قد بلغ اAو

اذ بلغ الػوزف الجزيئػ   Nakamura et al.(1994)تتفم النتيجة المبتحصلة مف ىذه الدرابة م  ماوجده 
كيلػو  و68.1 و  64ا A. niger strain 817المنقػت مػف الفطػر  (Endo-inulinase)لانػزيـ الانيػولينيز الػداطل  

 دالتف, علت التوال  .
 الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية انزيم الانيولينيز: -2

ىػػػو الامثػػػل لفعاليػػػة الانػػػزيـ .  4.5و اف الػػػرقـ الييػػػدروجين  10و 9اظيػػػر  النتػػػائج المبينػػػة فػػػ  الشػػػكليف ا 
ويمكف اف يؤثر الرقـ الييدروجين  لوب  التفاعل ف  ارتباط مادة التفاعل بلانزيـ والحالة الايونية لثمالا  الاحماض 

يف مادة التفاعػل , ف ػلا عػف تػاثيره فػ  قابليػة الانػزيـ علػت تحويػل ترؾ ف  الفعل الحفزي للانزيـ وتاالامينية الت  تش
    (Fullbrook,1983;Chesworth et al.,1998).مادة التفاعل الت ناتج  -يـمعقد الانز 
 4.3  يافػير اليو ف  العديػد مػف الدرابػا  فقػد كػاف الرقمػاف الييدروجينػاش وجاء  ىذه النتائج متفقة م  ما 

 Derycke)علػت التػوال   A. awamoriiو  A. nigerىمػا الامػثلاف لفعاليػة الانػزيـ المنقػت مػف الفطػريف   4.5و

and Vandamme,1984) و, (Arand et al.,2002). علت التوال  اي ا 
 مدى الرقم الهيدروجيني لثبات انزيم الانيولينيز : -3

الػذي يعػد مػف الصػفا    A. niger 22درس الرقـ الييدروجين  لثبا  انػزيـ الانيػولينيز المنقػت مػف الفطػر  
و اف مػػدن الػػرقـ الييػػدروجين  لثبػػا  انػػزيـ 11الميمػػة فػػ  تحديػػد ظػػروؼ التنقيػػة وطػػزف الانػػزيـ ويت ػػ  مػػف الشػػكل ا

مػػف فعاليتيػػا عنػػد   95%ب كمػػا يلاحػػظ اف الصػػورة المػػذكورة احتفظػػ   7-3.5و يتػػراوح بػػيف Wالانيػػولينيز االصػػورة 
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عػػػند الػػرقـ  81%وانطف ػػ  الفعاليػػة الػػت  7.5فػػ  الػػرقـ الييػػدروجين    ᵒـ37دقيقػػة بدرجػػة حػػرارة  30الح ػػف لمػػدة 
. وكانػػػ  الفعاليػػػة الانزيميػػػة منطف ػػػة فػػػ  الارقػػػاـ الييدروجينػػػة الحام ػػػية والقاعديػػػة المتطرفػػػة , اذ  8الييػػػدروجين  

   . ,علت التوال 9و 2و% فق  مف فعاليتيا عند رقـ ىيدروجين   68و 25ب ااحتفظ  صورة الانزيـ أعلاه 
وىػذا  9-4.5و اف الرقـ الييدروجين  لثباتيا يق  بمػدن 12مف الانزيـ فيلاحظ مف الشكل ا Aاما الصورة    

و% مػػف فعاليتيػػا عنػػد الارقػػاـ 74و 72ب اللانػػزيـ  Aاذ احتفظػػ  الصػػورة  Wيػػدؿ علػػت انيػػا ا ثػػر ثباتػػا مػػف الصػػورة 
 , علت التوال  . 10.5و 2.5الييدروجينية 
را  ينيػة الحام ػية والقاعديػة الػت تغيػفػ  انطفػاض الفعاليػة الانزيميػة عنػد الارقػاـ الييدروجقد يعود الببك  
الثانوي والثالث  لجزيئة الانزيـ ا الدنترةو علاوة علػت تغييػر الحالػة الايونيػة للموقػ  الفعػاؿ ومػادة التفاعػل  ف  التركيك

(Lehmacher and Bisswanger,1990), عة ال يمياوية للمحلوؿ المنظـ يعداف مػف  وف مصدر الانزيـ والطبيول
فقػػد تباينػػ  الدرابػػا  فػػ   (Segel,1976)العوامػػل الميمػػة التػػ  تػػؤثر فػػ  تحديػػد الػػرقـ الييػػدروجين  لثبػػا  الانػػزيـ 

 تحديد الرقـ الييدروجين  لثبا  الانزيـ .
 الثبات الحراري للانزيم : -4

بػدرجا  حػرارة تراوحػ  بػيف  A. niger 22اظير  نتائج ح ف انػزيـ الانيػولينيز المنقػت مػف العزلػة المحليػة للفطػر  
 ᵒو ـ45-20للانػػزيـ قػػد احتفظػػ  بكامػػل فعاليتيػػا بػػدرجا  حػػرارة تراوحػػ  بػػيف ا Wدقيقػػة اف الصػػورة 30 ولمػػدة  ᵒو ـ90-20ا

و  ᵒـ 55مػف فعاليتيػا بدرجػة حػرارة  19%اذ فقػد  الصػورة المػذكورة  يا,انطف   بعدىا الفعالية الانزيميػة تػدريج و,13االشكل 
 .  ᵒـ 75, وفقد  فعاليتيا تماما بدرجة حرارة  ᵒـ 60بدرجة حرارة  %52.5

للانػزيـ قػد احتفظػ  بكامػل فعاليتيػا الانزيميػة فػ  درجػا  حػرارة تراوحػ  بػيف  Aو فيبػيف اف الصػورة 14اما الشػكل ا 
وفقػد  فعاليتيػا تمامػا بدرجػة حػرارة   ᵒـ 60بدرجػة حػرارة  75%و  ᵒـ 55مف فعاليتيا بدرجة حرارة  17%وفقد   ᵒو ـ50-20ا

 . ᵒـ 75
عنػػد درجػػا   Aو Wويمكػػف اف يعػػزن الانطفػػاض فػػ  فعاليػػة انػػزيـ الانيػػولينيز المنقػػت مػػف ىػػذه الدرابػػة للصػػورتيف  

 طوالانػػػػػػػػػػػػػػػزيـ ومػػػػػػػػػػػػػػػف ثػػػػػػػػػػػػػػػـ مبػػػػػػػػػػػػػػػير الحػػػػػػػػػػػػػػػرارة فػػػػػػػػػػػػػػػ  تركيػػػػػػػػػػػػػػػك جزيئػػػػػػػػػػػػػػػة ػالػػػػػػػػػػػػػػػت تاثػػػػػػػػػػػػػػػ ᵒـ 45ف ػحػػػػػػػػػػػػػػػرارة اعلػػػػػػػػػػػػػػػت مػػػػػػػػػػػػػػػ

 (Meng et al.,1993)  الحرارة علت جزيئة البروتيف عف طريم ت بير الاواصر المثبتة للمبتويا  الثانوية اذ يمكف اف تؤثر
 .(Chesworth et al.,1998)والثلاثية لتركيك البروتيف مما يؤدي الت مبطو 

 Nakamuraوقد تباين  الدرابا  ف  تحديد الثبا  الحراري لانزيـ الانيولينيز وذلؾ حبك مصدر الانزيـ فقد وجد  

et al.(2001)  اف صورت  انزيـ الانيولينيزp11  وp111  مف الفطرA. niger 22   يحتفظاف بكامل فعاليتيما عند الح ف
 ᵒـ و80و (70التوال  ,بيد انيما تفقداف فعاليتيما تماما عند درجت  حرارة , علت  ᵒـو 60و 50ادقيقة عند درجة حرارة  30لمدة 

 ,علت التوال  اي ا.
 الثوابت الحركية لانزيم الانيولينيز: -5

مل  مولر والبرعة  1.052كان   Wنزيـ الصورة للاو اف قيمة ثاب  ميكالس 15اظير  النتائج المبينة ف  الشكل ا 
مل  مولر والبرعة القصون  0.909فكان   Aدقيقة , اما قيمة ثاب  ميكالس للانزيـ الصورة  /مللتر/ميكروموؿ 2.86القصون 

 و.16دقيقة االشكل  /مللتر/ميكروموؿ 5
و مف اىـ الثواب  المميزة للانزيـ كونو يعبر عف عدد مف طواصو ولابػيما درجػة الفتػو لمػادة Kmيعد ثاب  ميكالس ا 
اذ تعد قيمة ثاب  ميكالس مؤشرا لمدن  (Segel,1976) و يطتلم ىذا الثاب  باطتلاؼ مصدر الانزيـ و مادة التفاعل التفاعل
نػػػػػزيـ تجػػػػػاه مػػػػػادة التفاعػػػػػل فكلمػػػػػا كانػػػػػ  قيمتػػػػػو واطئػػػػػة كلمػػػػػا كانػػػػػ  الفػػػػػة الانػػػػػزيـ عاليػػػػػة للأرتبػػػػػاط بمػػػػػادة التفاعػػػػػل الاالفػػػػػة 

(Whitaker,1972)  ف  درابة قاـ بيا .  Ohta et al.(2004)  لتوصيم انزيـ الانيولينيز مف الفطريا  وجد اف قيمة ثابػ
و ملػػػ  مػػػولر 15-0.003و ملػػػ  مػػػولر , فػػػ  حػػػيف كانػػػ  تتػػػراوح بػػػيف ا8.1-0.2للأنيػػػولينيز الػػػداطل  تتػػػراوح بػػػيف اميكػػػالس 

 ارج  , وذلؾ بابتطداـ الانيوليف كمادة تفاعل .طللأنيولينيز ال
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