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Abstract  

This study aimed at the isolation, purification and characterization of fig 

latex ficin. Samples were collected from fruit joint with the fig tree. Supernatant 

was decanted from fig latex after centrifugation at 3000 rpm which represents 

crude enzyme extract. Latex content was concentrated by sucrose powder. 

Purification steps were carried out with ion-exchange and gel filtration using 

DEAE- cellulose and sephadex G-50 columns respectively. Enzyme yield and 

purification folds were 51.688% and 15.635 respectively with specific activity 

148.336 U/mg. By using gel filtration, molecular weight of the purified enzyme 

was estimated to be 22.725 Da. The pH at which  ficin  showing activity ranged 

between 6-8.5. Ficin showed a good stability in pH ranging between 6-8. Optimum 

temperature for activity and stability were 50 C
○
 and 25-40 C

○
 respectively. 

Activation energy for substrate conversion of this enzyme was calculated to be 

10.22 Kca/mol. 

وتنقيته ودراسة   latex Ficus caricaمن الحليب النباتي للتين  فايسينفصل انزيم الـ
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تضمنت هذه الدراسة فصل انززيم الاايسزين مزن الحليزن النبزاتي لنبزات التزين وتنقيتز  ودراسزة بعز  صزاات ، 
حيززج جمعززت عينززة مززن الحليززن النبززاتي مززن منطقززة اتصززال ال مززار بالشززجرة بعززدها اجريززت ل ززا عمليززة النبززذ 

زي، اهمززل الراسززن واعتمززد الراشززل مصززدرا لمنزززيم الوززام، ركززز محتززوا الحليززن النبززاتي  الراشززل  المركز
باستودام السكروز  م تمت عملية تنقية الانزيم بوطوتين متتاليتين تضمنت التبادل الايوني باسزتودام المبزادل 

DEAE-Cellulose  والترشيل ال ممزي وزمل عمزودSephadex G-50  الانزيميزة وعزدد فكانزت الحصزيلة

وحززدة/ملؽم بعززدها  1456336مززرة علززت التززوالي وباعاليززة نوعيززة  156635% ، 516655مززرات التنقيززة 
دالتزون كيلزو  226.25درست بع  صاات الانزيم وقد اشارت النتائج الت ان الوزن الجزيئزي لمنززيم بلزػ 

ا من الارقزام ال ايدروجينيزة تراوحزت عند تقديره بطريقة الترشيل ال ممي ووجد ان الانزيم يكون فعالا بمد
6 وكانت درجة الحرارة الم لت  5-6واظ ر الانزيم  باتا ضمن ارقام هايدروجينية تراوحت بين  565-6بين 

، وقزد بلؽزت طاقزة التنشزيط ○م 45-25امزا ال بزات الحزراري لمنززيم فقزد تزراو  بزين   ○م 55لاعالية الانززيم 
 كيلو سعرة/مول6 15622الت ناتج كانت لتحويل المادة الاساس  الكازين  

 

 

 المقدمة

تكون عالية التوصص في عمل ا،  Biocatalysisتعرؾ الانزيمات بان ا مواد مساعده حيوية 

التااعمت الكيميائية  في الإسراعبروتينية التكوين  الؽالبية العظمت من ا  تنتج ا الوميا الحية، تعمل علت 
لا تظ ر في المواد الناتجة من التااعل ولا  ن اأظروؾ الممئمة لعمل ا كما فر الاالتي تشترك في ا حال تو

 ]1،2[تست لك ول ا القدرة علت العمل وارج الوميا التي تنتج ا 

استعملت الانزيمات في مجالات تطبيقية واسعة، طبية وؼذائية وصناعية وهي تستعمل بصور 
او علت شكل بلوري او محبن6 وتتميز الانزيمات  متعددة سواء أكانت بشكل سائل او علت هيئة مسحوق

بتعدد مصادرها الطبيعية، حيج يمكن الحصول علي ا من الانسجة النباتية او الحيوانية ومن الاحياء الدقيقة6 
ومن اهم المجالات التي تستعمل في ا الانزيمات استعمال ا من قبل مصنعي الاؼذية لؽر  انتاج العديد من 

عصائر الااك ة بموتلؾ انواع ا وفي صناعة الزيوت والدهون وتصنيع  كإنتاجة الم مة، المنتجات الؽذائي
النشوية وتطرية اللحوم وفي تحسين اللون والنك ة والقوام وإطالة العمر  والصناعات الألبانمنتجات 

 [5، 4، 3]التوزيني وتحسين القابلية ال ضمية للعديد من الأؼذية 

موقعا م ما ومتميزا بين الانزيمات من حيج   ، proteases familyتحتل عائلة البروتييزات  

 )ومن هذه الانزيمات المحللة للبروتين انزيم الاايسين  او الايسين [6] اهميت ا واتساع مجالات ا التطبيقية
Ficin  E.C: 3.4.22.3والذي امتلك هذه التسمية من مصدره الرئيس   الذي يتميز بأهمية تجارية  بالؽة ،

   ويمتازالتوتيةينتمي التين الت العائلة    Fig latex6يج يتواجد الانزيم بوفره في حلين التين ح Figلتين ا
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اللبنية6 ينتشر  العصارة أنسجت   امتار، تحوي جميع 3-2  الت تارعات  ويصل ارتااع  بسرعة نموه وك رة
 ي مناطق الوسط والجنون6، وينتشر في العراق ووصوصا فوأفريقيا آسياهذا النبات في قارتي 

استودام العصاره اللبنية  الحلين النباتي  لنبات التين  المنتج لل مار ذات  إمكانيةهدفت الدراسة الت 

 من ا وتنقيت  ودراسة بع  صاات Ficin 6اللون الاسود  في عزل انزيم الاايسين 

 

 المواد وطرائق العمل

 جمع العينات -1

اتصال ال مار بالشجرة  أماكناوتيرت ن مدينة النعمانية، حيج تم جمع العينات من احد بساتي
6 استودمت بباقي اجزاء الشجرةلؽر  جمع الحلين النباتي من ا حيج تمتاز بؽزارة الحلين في ا مقارنة 

ل ا عملية النبذ المركزي  أجريتجمع العينة، وبعد جمع الكمية المطلوبة من العينة  بوطوةانابين الاوتبار 
دقائق  م فصل الراسن عن الراشل واهمل الراسن واعتمد الراشل  3دقيقة مدة \دورة 3555بسرعة 
 باستودام السكروز وقيست في  الاعالية الانزيمية  الأنزيمي الوام لمنزيم الوام  م ركز المستولص امصدر

انومتر نتيجة ن 255بمتابعة الزيادة الحاصلة بالامتصاصية علت طول موجي مادة التااعل الكازين  تجاه
بطريقة وقدر تركيز البروتين   .  قة الموصوفة من قبليحسن الطربالتحلل المائي للكازين باعل الانزيم و

Lowry [5]،  ؼم من ا بحجم من داريء  565% حيج تمت اذابة 1حضرت مادة التااعل الكازين بتركيز

مل باستعمال  55اكمل الحجم الت و .مولار وبرقم هايدروجيني  562فوساات الصوديوم المحضر بتركيز 
مل من المستولص الانزيمي الت انبوبة اوتبار تحتوي  561الداريء ذات ، وقيست الاعالية الانزيمية باضافة 

 3بعدها اوقؾ التااعل باضافة  م 35دقيقة بدرجة  25مل من مادة التااعل وحضن المزيج مدة  560علت 
%  م ترك المزيج  لمدة ساعة  م اجريت لة عملية 5بتركيز مل من حام  الوليك  م ي الكلورالمحضر 

 255دقيقة، فصل الرائق واستودم لقياس الامتصاصية عند  25دورة/دقيقة مدة  2555نبذ مركزي بسرعة 
نانومتر، عرفت وحدة الاعالية الانزيمية بان ا كمية الانزيم التي تزيد قيمة الامتصاصية وحدة واحدة عند 

 ]3[ 6التجربة ظروؾنومتر وتحت نا 255طول موجي 

 

 

 التبادل الايوني  -2

 DEAE-celluloseلايوني لوطوة السابقة علت عمود المبادل امن ا بالسكروزلمركز االإنزيم  مرر

مولار  5652فوساات الصوديوم بتركيز  بمحلول داريءموازنت   تسم الذي سبق 35×265بابعاد  المحضر
 4مل/ساعة بمعدل  55بعدها بمحلول الموازنة ذات  وبسرعة جريان 6 ؼسل العمود .وبرقم هيدروجيني 

 255مل للجزء الواحد6 قيست الامتصاصية لمجزاء الناتجة من مرحلة ؼسل المبادل علت طول موجي 
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الأجزاء وبعد وصول الامتصاصية للطول الموجي  ل ذهنانومتر،  م قيست الاعالية الانزيمية  وحدة/مل  

، جرت مرحلة الاسترداد للبروتينات المرتبطة باستودام basal lineلوط الصاري الت ا نانومتر 255

 .مولر برقم هيدروجيني  5652الداريء  فوساات الصوديوممحلول  تدرج ملحي وطي باستعمال محلولين،
مولر وبرقم  5652مولر ومحلول فوساات الصوديوم الداريء  1حاوي علت كلوريد الصوديوم بتركيز 

 6255 قيست الامتصاصية لمجزاء الماصولة من مرحلة الاسترداد علت طول موجي . هيدروجيني
نانومتر  م قيست الاعالية الانزيمية ورسم منحنت لعدد الاجزاء الماصولة الناتجة من مرحلة الؽسل ومرحلة 

الانزيمية  الاسترداد مقابل كل من الامتصاصية والاعالية الانزيمية وحدة/مل6 جمعت اجزاء قمة الاعالية
  وقدرت فعاليت ا وقيس تركيز البروتين في ا  م تم تركيزها بالسكروز باستعمال انبون النضل الؽشائي6

 الترشيح الهلامي -3

المحضر  Sephadex G-50الانزيم المركز الناتج من الوطوة السابقة علت عمود الاصل  مرر

مولار وبرقم  562ساات الصوديوم بتركيز موازنت  بمحلول داريء فو تالذي سبق )سم 55×61(9بابعاد 

مل للجزء  3مل/ساعة بواقع 35، واسترد الانزيم بمحلول الموازنة ذات  بسرعة جريان .هيدروجيني 
نانومتر مع تقدير الاعالية  255الماصولة علت طول موجي  للأجزاءالواحد  م قيست الامتصاصية 

 وتم تقدير الاعالية الانزيمية وتركيز البروتين في ا6 جمعت الاجزاء الاعالة الانزيمية لكل جزء، بعدها

 دراسة بعض صفات الانزيم المنقى

عين الوزن الجزيئي لانزيم الاايسين المنقت باستودام تقنية الترشيل ال ممي باستودام عمود 

 سم   حيج تم تقدير حجم الاراغ للعمود بامرار محلول 68×165بابعاد   Sephadex G-50السيااكريل 

محاليل ا كل علت اناراد ومل  بإمرارالدكستران الازرق، اما حجم الاسترداد للبروتينات القياسية فقد حسن 

  حيج ان  Bovine Serum Albumine, Ovalbumine, trypsine, lysozyme العمود وتضمنت  

م الاايسين المنقت مل/ساعة، عين الرقم ال ايدروجيني الام ل لاعالية انزي 35سرعة الجريان  ابتة وهي 
بتقدير فعالية الانزيم علت حدة في كل محلول من محاليل المادة الاساس المحضرة بمدا من الارقام 

الام ل ل بات درجة6 عين الرقم ال يدروجيني  565  وباارق مقداره 1565-365ال يدروجينية تتراو  بين  
حلول من المحاليل لكل م حدة الت حجم مساو زيم المنقت علتحجم معلوم من الان الاايسين المنقت بإضافة

درجة في الرقم  565   وباارق مقداره 1565-365يدروجينية تراوحت بين  ابارقام ه الدارئة المحضرة
م مدة نصؾ ساعة  م نقلت مباشرة الت حمام .3ال يدروجيني من محلول لاور، وحضن بدرجة حرارة 

ذلك قدرت درجة الحرارة الم لت لاعالية الانزيم المنقت بمدا من  لجي وقدرت الاعالية الانزيمية المتبقية، ك
درجات  م رسمت العمقة بين الاعالية الانزيمية مقابل  5م وباارق 55-25درجات الحرارة تراوحت بين 

لتحويل المادة الاساس ]  [Ea درجة الحرارة المستودمة بالتااعل6 كما قدرت طاقة التنشيط لمنزيم المنقت 

درجات بتطبيق معادلة ارينوس  5باارق   °م 55-25تج بمدا من درجات الحرارة تراوحت بين الت نا

6 كذلك تم تعيين ال بات الحراري لانزيم الاايسين المنقت وذلك بمعاملتة بدرجات [8المذكورة من قبل 

 م بعد ذلك دقيقة  م نقل الت حمام  لجي  15مدة درجات  5باارق  °م 5.-25حرارية موتلاة تراوحت بين 
 [6] قدرت الاعالية الانزيمية6

 :النتائج والمناقشة
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 :عزل الانزيم -1

عملية عزل الانزيم الوام من الحلين النباتي من شجرة التين  المنتجة لل مار ذات اللون  أجريت
للحلين ووقع الاوتيار علت منطقة  إنتاجالمعرفة اك رها  الشجرةمن  أجزاءالاسود 6 اجري اوتبار عدة 

وتم استودام   اتصال ال مار بالشجرة  الجزء السالي لل مرة  حيج تميز هذا الجزء بؽزارة الحلين في 
ل ا عملية النبذ المركزي بعدها  أجريتالعين 6 بعد جمع الكمية المطلوبة من الحلين النباتي،  مصدر لجمع

ام اعتمادا علت نتائج اوتبار الاعالية الانزيمية حيج تركزت معظم اهمل الراسن واعتمد الراشل كانزيم و
  لي  عمليات التنقية المحقة6ع أجريتبالراشل الذي  الإنزيمفعالية 

 غرافيا التبادل الايونيوتاكروم -2

-DEAEوطوة التنقية الاولت ومل عمود المبادل الايوني  [1]تبين النتائج الموضحة بالشكل 
Cellulose جة من ؼسل المبادل  بقمة فعالية مطابقة لقمة تحيج ظ ر الانزيم بالاجزاء النا يم الاايسينلانز

لشحنة المبادل الايوني، وكانت   ةالانزيم يحمل شحنة موجبة مشاب ان البروتين الرئيسة  مما يدل علت
ولو الاجزاء  الت  كذلك اشارت النتائج الموضحة في الشكل ذات مم لة لاعالية الانزيم 14-6من  الأنابين

   لمنزيمفعالي ن المبادل من ايالمستردة م

%  .5.653لة انزيمية يبحص بروتين ملؽم\وحدة 546335وقد حققت هذه الوطوة فعالية نوعية  
 مرة .56.2وعدد مرات تنقية بلؽت 
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الامتصاصية عند 280 نانومتر

الفعالية الانزيمية وحدة\مل

 

ايسين من الحلين النباتي لنبات التين باستعمال   كروموتوؼرافيا التبادل الايوني لأنزيم الا1شكل  

سم اجريت مرحلة الؽسل باستعمال داريء فوساات  35 × 265بابعاد  DEAE-celluloseالمبادل الأيوني 

مولار  1الصوديوم واجريت مرحلة الاسترداد باستعمال الداريء ذات  مع محلول كلوريد الصوديوم بتركيز 
 مل للجزء الواحد4دل مل/ساعة بمع 55وبسرعة جريان 

 كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي -3

  نتائج وطوة التنقية ال انية لانزيم الاايسين ومل عمود الترشيل ال ممي 2يبين الشكل  

Sephadex G-50 وقد تم لت  65الت    50من كانت محصورة بالاجزاء  حيج ظ ر ان فعالية الانزيم

%  1456336الرئيسة وقد حققت هذه الوطوه فعالية نوعية بلؽت  تطابقت مع قمة البروتين ةبقمة واحد
  61 الجدول  مرة 156635% وعدد مرات تنقية 51665بحصيلة انزيمية بلؽت 
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( الترشٌح الهلامً لانزٌم الفاٌسٌن  المعزول من الحلٌب النباتً لنبات التٌن باستعمال المرشح 2شكل)

Sephadex-G- 50  موازنته بمحلول داريء فوسفات الصودٌوم بتركٌز  تالذي سبق )سم 08×1.(9المحضر بابعاد

مل  3مل/ساعة بواقع 38، واسترد الانزٌم بمحلول الموازنة ذاته بسرعة جرٌان 7مولار وبرقم هٌدروجٌنً  8.2

للجزء الواحد
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  تنقٌة انزٌم الفاٌسٌن من الحلٌب النباتً لنبات التٌن خطوات( 1جدول )

 

 

 * الفعالٌة النوعٌة=الفعالٌة الانزٌمٌة/تركٌز البروتٌن

 الحجم ×الغعالٌة الكلٌة= الفعالٌة الانزٌمٌة ©

 

 

 الخطوة
الحجم 
 )مل(

الفعالٌة الأنزٌمٌة 
 مل(\)وحده

 تركٌز البروتٌن
 مل\ملغم

 *وعٌةالفعالٌة الن
 ملغم بروتٌن\وحدة

 ©الفعالٌة الكلٌة
 وحدة

عدد مرات 
 التنقٌة )مره(

 الحصٌلة الانزٌمٌة %

 188 1 510 407.. 1.8.2 18.368 58 الانزٌم الخام

 التبادل الاٌونً
 باستخدام

DEAE-cellulose 
22 28.783 8.301 54.330 455.466 5.727 07..27 

الترشٌح الهلامً 
 باستخدام

Sephadex G-50 
1. 14.8.2 8.8.5 140.336 267.740 15.635 51.600 
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 :دراسة بعض صفات الانزيم المنقى

 ن الوزن الجزيئي لمنزيم:تعيي

عين الوزن الجزيئي لانزيم الاايسين المنقت باستعمال الترشيل ال ممي ومل عمود 

Sephadex G-50   وبالاستعانة بمجموعة من البروتينات القياسية سم 65×165المحضر بابعاد ، 

روتينات القياسية للب   Ve/Voمن ومل رسم العمقة بين نسبة حجم الاسترداد الت حجم الاراغ  و

مقابل لوؼاريتم الوزن الجزيئي كانت القيمة المستولصة التي تم ل الوزن الجزيئي للاايسين المنقت 
  36دالتون  الشكل  226.25تساوي 

 

 

باستعمال تقنية  نبات التينلمن الحلين النباتي  المنقت  تعيين الوزن الجزيئي لانزيم الاايسين 3شكل  

 سم   55 × 160المحضر بابعاد   Sephadex G-50ستودام عمود الترشيل ال ممي با

 

 :لفعالية الانزيم الافضل الهيدروجينيتعيين الرقم 

  ان الانزيم يكون فعالا بمدا من الارقام ال يدروجينية  من 4الشكل  في  بينت النتائج المبينة 
مضية الحاوجينية المتطرفة ولوحظ حصول انواا  بالاعالية الانزيمية عند الارقام ال يدر 6-565

ن بيحدج انواا  باعالية الانزيمات بس حيج ان  علت قيم متطرفة من الارقام ال يدروجينية والقاعدية
  6[11، 15] لمنزيم حال  الطبيعيةالفي  حدوج تؽير
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من الحلين النباتي  يدروجيني الافضل لاعالية انزيم الاايسين المنقتا  تعيين الرقم ال 4شكل  
 نبات التينل

 :الانزيم بات ثين الرقم الهيدروجين الامثل ليتع

 ال يدروجينيةسين المنقت بمدا من الارقام يبات انزيم الاا  ةنتائج دراس  5 يبين شكل رقم 
 5-6ي  تتروا  بين وجينريدابمدا من الارقام ال  تاب حيج ظ ر ان الانزيم 

 

 م الفاٌسٌن المنقى( الرقم الهٌدروجٌن الامثل لثبات  انز5ٌشكل )
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%من فعاليت  عند الارقام 563.%،562. يقرن منويبقت الانزيم محتاظا بما بما  
  عند ت% من فعالي05 و %5. يقرن منعلت التوالي وياقد الانزيم ما  565،  565يدروجيني اال 

يحدج  والقاعديةالمحاليل الشديدة الحامضية  فاي علت التوالي6 3و  15المتطرف   يدروجينيةاال الارقام 
 بالكامل  تنزيم لاعاليلاالموقع الاعال وبالتالي فقدان ا عكسي  مما يؤدي الت حدوج تؽير طبيعة مسخ لا

[11] 

  :الانزيم لفعالية المثلى تعين درجة الحرارة

المنقت حيج اظ ر النتائج  الاايسينتا ير درج  الحراره في فعالي  انزيم    6   يظ ر الشكل
وتبلػ  °م25مع زياده درج  الحراره من  ي اعالي  الانزيمالحدوج زياده ب ا،ول علي التت تم الحص

  بالانواا  مع زياده درج  يالاعالي  الانزيمتبدأ بعدها  °م 55الاعالي  الانزيمي  اعلت مستويات ا عند 
ضمن مدا الحرارة الحراره ويعود السن في ذلك الت ان سرع  التااعل الانزيمي تزداد بزياد درجات 

لحرارة عند حدود معينة يؤدي الت بسبن زيادة الطاقة الحركية للجزيئات الا ان ارتااع درجة ا معين
 فعاليت  6 انواا الانزيم وتلؾ التركين ال م ي ل  وبالتالي  مسخ

 

 من الحلين النباتي للتين انزيم الاايسين المنقت    درجة الحرارة الم لت لاعالية6شكل  

 :التنشيط تعيين طاقة

للتااعل لانزيم الاايسين مقابل مقلون   العمقة بين لوؼاريتم  ابت السرعة .يظ ر الشكل  
درجة الحرارة المطلقة وطبقا لمعادلة ارينوس، حيج بلؽت قيمة طاقة التنشيط المستحصل علي ا 

قيمة ضمن المدا مول، وتقع هذه ال\كيلو سعرة  15622المزمة لتحويل المادة الاساس الت ناتج حوالي 

6 ]3[مول \كيلو سعرة 15-6بين المعروؾ لقيم طاقة التنشيط لتااعمت تحويل المواد الاساس التي تقع 

، تكون طاقة امساعد الت ان التااعمت التي تشترك في ا الانزيمات كون ا عامم ولابد من الاشارة
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عضوية من حيج كون ا د الكيميائية المالتنشيط ل ا اقل من التااعمت ذات ا فيما لو تشترك في ا الموا

 6[5] عوامل مساعدة

 

 من الحلين للنباتي   منحنت ارينوس لتعيين طاقة التنشيط لانزيم الاايسين المنقت.شكل  

 لثبات الانزيم. المثلىتعيين درجة الحرارة 

اظ الانزيم   ال بات الحراري لانزيم الاايسين المنقت، اذ احت5تبين النتائج الموضحة بالشكل  
%، 0363 يقرن مندقيقة وبما  15 لمدة °م 54-25بكامل فعاليت  عند حضن  بدرجات حرارة 

علت التوالي واستمرت الاعالية الانزيمية بالانواا   °م 55، °م 55% عند درجات حرارة 52621
ن م °م 10622، °م 33612 يقرن منبما  لاا الإنزيممع ارتااع درجات الحرارة حيج لم يحتاظ 

قد يعزا السبن في ذلك الت اوتمؾ المحتوا  علت التوالي6 °م 55، °م 5.فعاليتة عند 

 13]، [12الكاربوهيدراتي لمنزيمين باعتبار ان وجود الكاربوهيدرات يعزز ال بات الحراري لمنزيم 
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 6ينمن الحلين النباتي لنبات الت الاايسن المنقت انزيم  درجة الحرارة الم لت ل بات 5شكل  
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