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 لبعض المصادر النباتية  Protease*تنقية وتوصيف انزيم البروتييز 

 

 نزارعبد الاميرحمزة                             رواء ماجد داخل الصفار                          

 جامعة القادسية/ كلية العلوم                                                                                 جامعة القادسية/ كلية العلوم

                                                                      nazar.hamzah@qu.eu.iq    

 الخلاصة

وشملت خطوات التنقية الترسيب بكبريتات  .Citrullus colocynthis Lتم تنقية لانزيم البروتيز المستخلص من ثمار نبات الحنظل   

 DEAE-Celluloseوكروماتوكرافيووا التبووالاي الايووونع باسووتاماي لمبووالاي الايووونع ثنووااع اثيوول امينووو اثيوول سوويليلو    %60الامونيووو  

( وبحصويلة ننزيميووة (15.01تنقيوة وبلو   ووملا مورات ال  6B Sepharose-G100والترشوي  اللامموع بخطووتين   لوو  لوم  السوي ارو 

. الورمم اللايومروئينع الام ول لل االيوة الانزيميوة  50118Da( % . بينت نتااج توصيف الأنوزيم ا  البروتييوز يمتلوز و   ئزي وع 9.1)

  فااليوة لوه  نوم ( . أظلارت النتااج ن  أنزيم ألبروتييز يمتلز أمص7-8.5فع حين تراوحت ميم الرمم اللايمروئينع الام ل ل باته ) 7.5))

(   . بينوت النتوااج حصووي (25-40 بينما اثبت الانزيم ثباتا حراريوا بوين  %1(    اتجاه المالاة الاساس الكا ااين  35لارئة حرارة    ) 

مالاة %  ل  التوالع. ثبط البروتييز بصورة كبيرة ب121% و 112 يالاة فع ال االية بوئولا ايونات الكاليسيو  والصولايو  والتع كانت  

PMSF  وليس بمالاةEDTA   مما يمي  ل  ا  الانزيم ينتمع لمجمو ة البروتييوزات السويرينية بينوت نتوااج التطبيقوات الامليوة نمكانيوة

,  E.coli ,Proteus mirabillis  ,Strep agalactiaeنستاماي الانزيم كمضوالا حيووض  وم باوو انوواي الاحيواه المجلاريوة م ول 

Staph aureus  ,Aspergiluus niger, Shigilla spp  وCandida albicanus.  

 

 .كلمات مفتتاحية :ثمار الحنظل ,التنقية ,التوصيف ,السيرين بروتييز 

 

 

 

 

 

 *البحث مستل من رسالة مائستير للباحث الاوي 
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 المقدمة1

مجمو ووة البروتييووزات او ببتيوومات التحلوول المووااع لووع       

كبيرة من الانزيمات للاا القمرة  ل  تحليل الاصرة الببتيمية 

(. لوو ه الانزيمووات للاووا لاور كبيوور فووع الامليووات 29  4,)

الايضووية لخميووا الكاانووات الحيووة ويلووز لتاثيرلووا فووع تحطوويم 

البروتينوووات ال االوووة حيويوووا وننتووواي الاحموووا  الامينيوووة او 

توليملا انزيموات  تخليق البروتينات ال االة حيويا فضم  ن

ولرمونات وببتيومات فاالوة حيويوا مون مركبوات عيور فاالوة 

( .ل ه الانزيمات تقسم ال  مجمو تين لع بروتييوزات 22)

Exopeptidases(EC 3.4.11-19   )خارئيوووووووووة 

-Endopeptidases (EC 3.4.21وبروتييووزات لااخليووة

24 and EC 3.4.99 المجمو وة الاولو  تظلاور القومرة .)

لاحما  الامينيوة بوالقرم مون النلاايوة الامينيوة   ل  تحليل ا

terminus- N  اوالنلاايوة  الكاربوكسويليةC- terminus  

بينمووا المجمو ووة ال انيووة تحلوول  الاصوورة الببتيميووة فووع وسووط 

 ,Proteinases   29السلسولة الببتيميوة لو لز يطلوق  ليلاوا 

12)  . ) 

البروتييزات الماخلية ال  حسب تركيب المومع ال ااي تقسم  

ارباووووة مجوووواميع رايسووووية  لووووع البروتييووووزات السوووويرينية  

Serine proteases  بروتييوووزات ال وووايوي , Thiol 

proteases  بروتييوووزات الاسوووبارتية , Aspartic 

proteases  و البروتييوووووووزات المامنيوووووووةMetallo 

proteases   (29,12 ) . 

اي الحيووووواة                                        تاتموووووم الامليوووووات ال سووووولجية فوووووع كووووول اشوووووك

تنظوويم تكوووين  ,البروتييووزات م وول لضووم بروتينووات ال وو اه 

تح يووز مسووار الموووت المبوورمج  ,clots   وتحلوول الخ وورة 

تح يوووز  ,تكووووين الابووووا   ,  مليوووة الانبوووات  , للخليوووة 

السيطرة  ل  الاستجابة المنا يوة  ,الاخصام  ,اللارمونات 

 (9,5,37), ك لز تمايز الخميوا والنموو3,12)ة   )المم رط

. فضووم  وون اسووتاماللاا فووع  الصوونا ات ال  اايووة  كتطريووة 

( Walsh,2004اللحو   وصنا ة الخبوز والجوبن والبيورة )

(  فضووم  وون اسووتخماملاا فووع 18وصوونا ة المنسوووئات  ) 

مجووواي  مستحضووورات الصووويملانية والطبيوووة وانتووواي مووووالا  

التجميوول حيووث تبووين ا  للبروتييووزات  القوومرة  الكبيوورة  لوو  

(.البروتييووووزات القا ميووووة اسووووتخممت 21ن الووووة التجا يووووم )

بصوورة واسوواة فووع صوونا ة المنظ ووات لقوومرتلاا  لوو  ن الووة 

( فضوم  ون  اسوتاماللاا  2بقع الم  والاوساخ مون الاممةوة )

(. تسووووتامل 1فووووع صوووونا ة ال ووووزي والنسوووويج والجلووووولا )

ت  فووع  الاميوومة فووع المجوواي الطبووع فووع  وومي البروتييووزا

الحووروو والجوورود لقوومرتلاا  لوو  ن الووة الانسووجة المحطمووة 

والمصابة فضم  ن  مللاوا كمضوالاات لملتلاوام ايضوا للاوا 

لاور ملام لمى الاشخاص المصابين باسر اللاظم فضم  ون 

نستاماللاا مع تركيبة ماائين الاسنا  لإ الة التسوس . كموا 

( ولنمسة البروتين 33الن ايات الساالة ) تستخم  فع ماالجة

( 1) 

البروتييووزات للاووا لاور فووع  مليووة تضووا ف  وانتةووار        

 (16,25, 9) الاموورا  الماميووة والموا نووة مووع فااليتووه 

.تتوائوووم البروتييوووزات  فوووع ئميوووع الكاانوووات الحيوووة  فوووع 

الحيوانوووات والاحيووواه المجلاريوووة كونلاوووا  ووورورية لتن يووو  

وتكوو  واسواة الانتةوار   (27)المختل ة  الوظااف ال سلجية

فع النباتات وبالتحميم بالا ظواه التكاثريوة. واشوارت الاميوم 

من المراسات ال  تنقية الانزيم ولاراسة ص اته من مصوالار 

التوع تناولوت  البروتييووز   (10 )نباتيوة اخورى م ول لاراسووة

 cucumis melo Varالمستخلص من  ب ور نبات البطيخ 

agrestis (  التووووع شووووملت 47 ووووافة الوووو  لاراسووووة ). بلإ

البروتييوووز المسوووتخلص مووون بووو ور نبوووات الخوووس الةووووكع 

Lactuca serriola.  فقوووم تناولوووت لاراسوووته  (2). أموووا

 Solanumالبروتييز المستخلص من بو ور  نبوات الجبوين 

dumbium   كووو لز البروتييوووز المسوووتخلص مووون المتكوووس

سوتخلص ( . البروتييوز الم45) Euphorbia miliiلنبوات 

 Cucumis tringusمووووون  ثموووووار نبوووووات البطووووويخ 

Roxburghi (23). 

نظوورا لقلووة المراسووات المحليووة حوووي بروتييووزات موون  نبووات 

فقوم لومفت المراسوة   Citrullus   colocynthisالحنظول 

الحاليووة الوو  تنقيووة وتوصوويف البروتييووز المسووتخلص  موون 

ولاراسوووة تووو ثيرات باوووو    ال مارالمحليوووة  لنبوووات الحنظووول
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لمنةطات والم بطوات  لو  فااليوة الانوزيم وكو لز ت ثيراتوه ا

 ل  باو الاحياه المجلارية المر ية ولتحقيق ل ا اللامف 

 تم لاراسة مايلع :

التحرض  ون وئوولا أنوزيم البروتييوز لوباو المصوالار 1-

 النباتية التاباة للااالة القر ية 

لاراسة ت ثير باو الاوامول المورثرة فوع أسوتخمص  -2 

 ن المصمر النباتع المنتخب .ألانزيم م

تنقية الانزيم بالطرااق الكرماتوعرافيا المتوافرة م ل  -3 

كبريتووات الامونيووو  وتقنيووة  التبووالاي الايووونع والترشووي  

 اللاممع 

لاراسوووووة تووووو ثير  باوووووو المنةوووووطات والم بطوووووات   - 4

والايونووات المامنيووة فووع فااليووة  البروتييووز المنقوو  موون 

 . المصمر النباتع المنتخب

 لاراسة ت ثير الانزيم نموا  باو الأحياه المجلارية  -5

 

                                                                              المواد وطرق العمل2-

Materials &Method 

نئريت المراسة فع مختبرات كلية الالو  /ئاماة 

 القالاسية 

                         تحضير المستخلص الأنزيمي الخام   

Enzyme preporation                                                

 -تووم الحصوووي  لوو  ثمووار الحنظوول موون )منطقووة الحويلووة 

مضوواه   وز( والمنطقووة الحمولايووة  -الك يايووة -22مقاطاوة 

 ر ربين الحمولا الارامية السواولاية و لمومة موابين شولار 

ل وانع وموم انتخبوت أل مارالسوليمة تةرين الاوي وتةورين ا

ل وور  نئووراه التجووارم ني نظ ووت وعسوولت موون الاتربووة 

بالموواه المقطووور ثووم ئ  وووت بمرئوووة حوورارة المختبووور موووع 

ألتقليوووب ألمسوووتمر لمنوووع تا نلاوووا باوووملا ن يلوووت البووو ور  

ونسووتامل الجووزه اللحمووع  لل مووار وتووم لرسوولاا بضووروف 

ل م 100عم من ال مار وو ات فع  100مبرلاة , و   

( 0.1M ,pH 7.5موووون لاارس فوسوووو ات الصووووولايو  )

فووع ظووروف  blenderلامووااق بجلاووا   5ومزئووت لموومة 

مبرلاة , ورش  بام يلز بطبقتين من الةاش ونب  الراشو  

لاورة  5000بجلاوووا  الطووورلا المركوووزض المبووورلا  بسووور ة 

لاميقة , المل الراسب واخو  الرااوق الو ض  15/لاميقة لممة 

 . يم ل المستخلص الأنزيمع الخا 

 

   تقدير الفعالية الأنزيمية 

 Enzyme assay                                

( لتقومير ال االيوة الأنزيميوة للبروتيوز (7نتبات طريقة     

ب ستخما  الكا ااين كمالاة اسواس لننوزيم , حيوث ا ويف 

مول مون  1.8مل من المسوتخلص الخوا  لننوزيم الو   0.2

بإيابوة عورا  واحوم مون )المحضور  %1الكا ااين بتركيز 

موووول موووون لاارس توووورس حووووامو  100الكووووا ااين فووووع 

( , وحضووووون فوووووع 0.1M  ,pH:7.5اللايووووومروكلوريز )

  , 37حمووا  موووااع لمووومة نصووف سوووا ة بمرئوووة حووورارة 

ثمثووع  %5موول موون محلوووي  3اومووف الت ا وول بإ ووافة 

( ونبوو  المحلوووي مركزيووا TCAكلووورو حووامو الخليووز )

لاميقوة , أخو  الرااوق  15لاورة /لاميقة لممة  5000بسر ة 

نوانومتر  280ومرأهة الأمتصاصية  ل  الطوي المووئع 

واستامل نحمى الانابيب ك ئ للجلاا  والتع تحتوض ن وس 

( الوو  محلوووي TCAالمكونووات ما وومى ن ووافة محلوووي )

المالاة الاساس مبول ن وافة المحلووي الانزيموع . وتاورف 

صوية  الوحمة الأنزيمية  لو  ننلاوا مقومار الزيوالاة بالامتصا

نوووانوميتر لمحلووووي  280الضوووواية  لووو  طووووي مووووئع 

 الت ا ل تحت  روف الت ا ل القياسية .

 Estimation of تقدير تركيز البروتين        

protein                                                        

( لتقمير تركيز البروتين 6نستخممت طريقة برالافورلا ) 

لقياسع لألبومين المصل البقرض بإستخما  المنحنع ا

(BSA  . ) 

 تنقية أنزيم البروتيز  

             التنقية باستخدام كبريتات الامونيوم

, 2.91, 2.26, 1.64, 1.06أ ووووووي ت أو ا  ماينووووووة )

( عوووووورا  موووووون بلووووووورات 6.03,  5.16,  4.36, 3.16
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موول موون المسووتخلص 10كبريتووات الامونيووو  توومريجيا الوو 

الخووا  ماووا لتحريووز المسووتمر ل  المحوورس الم ناطيسووع 

 ولموووووومة نصووووووف سووووووا ة وتحووووووت ظووووووروف التبريووووووم

 ,40, ,50للحصووي  لو  نسوب اشوباي , )حموا  ثلجوع( 

لتووووالع ئموووع ا( % لووو  90 , ,80,70 ,60 (20 ,30

المسوتخلص باووم كوول أ ووافة ونقول الوو  انوواه  ئووائع يض 

سا ة , باملا أئرض عطاه محكم وح ظ فع ال مئة لممة 

 ألنبووووووووووووووووووووووووووو  ألمركوووووووووووووووووووووووووووزض بسووووووووووووووووووووووووووور ة

لاميقوووة , ألمووول ألرااوووق  15لاورة/ لاميقوووة( لمووومة  5000)

وممرت أل االية ألانزيمية وتركيزألبروتين فوع الرواسوب 

كل خطوة بام نيابتلاا فع حجم ص يرمن محلوي فوس ات 

موولاروبرمم ليومروئينع  0.1ألصولايو  ألمارس بتركيز 

لم لوو  لتركيزألانووزيم و ووع لتحميووم نسووبة الاشووباي ا 7.5

الانزيم فع اكياس الميلزة ثم و ات اكيواس الوميلزة  فوع 

موووع مرا ووواة  تبوووميل سوووا ة  24محلووووي الووومارس لمووومة 

المحلوي المارس اربع مرات أض كل ستة سا ات ل ر  

 التخلص من كبريتات الامونيو  الموئولاة فع الانزيم  . 

 

 

 

 

 تقنية كروماتوغرافي التبادل الايوني 

 إضافة النموذج

المحلووي الانزيموع النواتج مول مون  6تمت موا نة أ لامولا مرر

 موووووووووووووووووووووووووووووووون خطوووووووووووووووووووووووووووووووووة الووووووووووووووووووووووووووووووووميلزة 

وعسووووول الاموووووولا بوووووالمحلوي الووووومارس لإنوووووزاي البروتينوووووات 

  عيرالمرتبطة وئمات ألائزاه الم صولة من الاموولا بماومي

وتوم ميواس مول / سوا ة ,  30مليلتر/ انبوم  وسر ة ئريا  5

نووانومتر  280اه ألم صووولة  نووم ألامتصوواص ألضووواع لنئووز

كمووا وتووم ميوواس ال االيووة الانزيميووة  )وحوومة/ مليلتوور( لنئووزاه 

عيرالمرتبطوووة أسوووترلا ألانوووزيم مووون ألاموووولا بواسووواطة التووومري 

 0.1الخطع للمل  باستاماي لاارس  فوس ات الصولايو  بتركيوز

مووولارمن  1المحتوووض  لوو   7.5مووولار ورمووم ليوومروئينع 

توووووووم متاباوووووووة البوووووووروتين فوووووووع  كلوريوووووووم ا لصوووووووولايو 

الائزاهالمسوووترلاة ورسووومت الامموووة بوووين الامتصووواص 

الضواع لمئزاه المسترلاة باملا ئمات الائزاه أل االة 

وممرت للاا أل االية ألانزيمية وتركيزألبروتين لإستخراي 

 أل االية ألنو ية.

   تحديد الرقم الهيدروجيني الامثل لفعاليةة وثبةات الانةزيم                 

Optimum pH                            

لاارس  ( ,pH 4-5.5نسووتخم  لاارس خوومت الصووولايو  )

       Tris-Hcl( ولاارس pH8-6فوسوووووووو ات الصووووووووولايو  )

(9-8.5 pH وسطا للت ا ل لتحميوم الورمم اللايومروئينع )

الام وووول ل االيووووة الانووووزيم , كوووو لز اسووووتخممت الووووموارس 

ميقوووة لتحميوووم الووورمم لا 30المووو كورة لح وووظ الانوووزيم لمووومة 

 اللايمروئينع الام ل ل بات الانزيم.

           درجة الحرارة المثلى لفعالية وثباتية الانزيم  

 Optimum temperature                

           

(   لتحميوووم 25-60ائووورض الت ا ووول بووومرئات حراريوووة )

لارئووة الحوورارة الم لوو  ل االيووة الانووزيم  وحضوون الانووزيم 

لاميقووة لتحميوووم  30(    لمووومة 25-60الحوورارة )بوومرئات 

 لارئة الحرارة الم ل  ل باتية الانزيم .

النتةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةا   والمناق ةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةة                                           3 

Results &Discussion  

تنقيةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةة الانةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةزيم                                                          

Enzyme purification  

بات  مة طرو لتنقية البروتييوز المسوتخلص مون ثموار ات 

الحنظوول لأئوول تحميووم صوو اته الكيموحيويووة  والحركيووات 

الأنزيميووة , وشووملت التركيووز بكبريتووات الامونيووو  بنسووبة 

كخطوووة اولوو  للتنقيووة وتووم الحصوووي  لوو   %60أشووباي 

. ا   %36.5وبحصوويلة انزيميووة  1.7 ووملا موورات تنقيووة 

الانوووزيم ب اووول كبريتوووات  الاسووواس فوووع ترسووويب وتركيوووز

 Salting  (الامونيووو  ياتمووم  لوو  التملووي  الخووارئع  
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out ماالالوووة الةوووحنات الموئوووولاة  لووو  ( الووو ض يتضووومن

سوووط  البوووروتين ب اووول الملووو  والاخووومي بطبقوووة المووواه 

ويوورلاض يلووز الوو  انخ ووا   ,المحيطووة بجزي ووة البووروتين

(. ا قووب الترسوويب  (43 ,15 ياابيووة البووروتين وترسووبه 

بكبريتووات الامونيووو  خطوووة ن الووة الاموومد بالووميلزة لموومة 

سا ة للوتخلص مون كبريتوات الامونيوو  تلتلاوا خطووة  24

كروماتوكرافيا التبالاي الايونع ب ستخما  ثنااع اثيل امينوو 

وتمخو  ن  مليوة  DEAE-celluloseم يل سيليلو  

مرحلوة  التبالاي الايونع  ولاور مموة بروتينيوة واحومة فوع

اسوووترلاالا البروتينوووات ( توووم 1ال سووول كموووا فوووع الةوووكل )

المرتبطوووة التوووع تحمووول شوووحنة مخال وووة لةوووحنة المبوووالاي 

-0باستخما  تمري ملحع خطوع مون كلوريوم الصوولايو  )

مموووم بروتينيوووة موووع مموووة  ثمثوووة ( مولارولووووحظ ظلاور1

,  39-32واحمة لل االية تركوزت فوع الائوزاه المن صولة 

وبحصوويلة  1.7ة للاوو ه الخطوووة وكووا   ووملا موورات التنقيوو

. ل ا يانع ا  الانزيم يحمل شحنة سوالبة %36.5انزيمية

تحت ل ه الظوروف. ئماوت الانابيوب الخاصوة بكول مموة 

ل ر  حسام حجملاا وتقمير ال االية الانزيميوة وتركيوز 

ق ااوووالبوووروتين . تاوووم طريقوووة التبوووالاي الايوووونع مووون الطر

موة فصل  الية  ويلز لما تمتلكه من؛ الةاااة الاستاماي 

فضووووم   وووون تاووووملا , وسوووواة  اليووووة لووووربط البروتينووووات 

ا  مبمأ ال صول فوع لو ه  نياستامالاتلاا وسلاولة انجا لا. 

الطريقووة لاميووق ومباشوور, حيووث تووتم  مليووة التووماخل بووين 

البروتين والمبالاي الايونع بالا تمالا  ل  صافع الةوحنة 

, ن وتو يع الةوحنة  لو  سوط  البوروتي, والقوة الايونية 

وكوووو لز  لوووو  الوووورمم اللايوووومروئينع. ومووووم اسووووتخممت 

المبالالات الايونية الطبياية التع لع  بارة  ون مةوتقات 

السليلو  بسبب ممامتلاا ل صل البروتينوات يات الاو ا  

الجزي يووة الكبيوورة فضووم   وون الاحتمووالات القليلووة لمسووخ 

. ومن الامور الملامة التوع يجومر الاشوارة (15)البروتين 

  القموة التوع لووم تورتبط بالمبوالاي الايوونع الموئووب اليلاوا ا

وتم  لاورلا فع ئزه ال سل تاولا ال  بروتينوات تحمول 

محصووولة شوووحنة موئبوووة مناتلاوووا مووون الارتبووواط بالمبوووالاي 

الايوووونع الموئوووب المةوووابه للاوووا بالةوووحنة فوووع حوووين ا  

البروتينووات التووع تحموول  لوو  سووطحلاا شووحنات مخال ووة 

مرتلاا  لووو  الارتبووواط  لةوووحنة المبوووالاي الايوووونع توووزلاالا مووو

ايونيوووا موووع المبوووالاي المخوووالف للاوووا بالةوووحنة وموووم يكوووو  

الارتباط شميم بحيث يصاب فصللاا ل ا فا   يالاة تركيوز 

الملووو  فوووع لاارس الاسوووترلاالا يسوووا م فوووع  مليوووة فصووول 

 البروتينات .

 

 Citrillus(: كروموتوغرافيا التبةادل الايونة ي لتنقيةة انةزيم البروتييةز المسةتخلص  مةن ثمةار الحنظةل 1شكل )

colocynthis  باسةة تعمال عمةة ود المبةةادل الايونةة ي  DEAE-Cellulose (  سةةم المةةوا    35×3.5بابعةةاد )
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وسفات الصوديوم الةدارئ ( تم الاسترداد بمحلول فpH =7.5مولار ,  0.1بمحلول فوسفات الصوديوم الدارئ )

 .مللتر /جزء 5مللتر / ساعة وبواقع  30( مولار وسرعة جريا   1-0.1بتدرج ملحي خطي من ) 

 

 

                 Gel filtrationالترشيح الهلامي  

                                                               

             

التبوووالاي الايوووونع خطووووة الترشوووي  ا قبوووت خطووووة 

 -Sepharoseاللامموع بمورحلتين باسوتاماي لوم  

6B  لموووا يتمتوووع بوووه مووون كليتلاموووا ؛ فوووع المووورحلتين

خصووااص ئيوومة فلاووو يحتوووض  لوو  الاكريوول امايووم 

المكسووترا  ممووا ياطيووه صوومبة ومقاومووة فضووم   وون 

لمنضوو اط. ويمتووا  كوو لز بال صوول الجيووم والسووريع 

لبكتريوووا و سووولاولة الاسوووتخما  فضوووم   وووم  تلوثوووه با

والتحضووير اي يبقوو  ثابتووا  موومة طويلووة كونووه محضوور 

 Pharmacia fineسوول ا  موون الةووركة المنتجووة 

chemical. 

لوووحظ ان صوواي ثوومب ممووم بروتينيووة وتركووزت       

ال االيووة الانزيميووة فووع ممووة واحوومة  نووم ال ال ووه فووع 

( مووع الحصوووي  لوو  2( شووكل )26_22الائووزاه )

  وووووووووووووووووووووووووووووملا مووووووووووووووووووووووووووووورات تنقيوووووووووووووووووووووووووووووة

%. باوووملا 26.7وحصووويلة انزيميوووة مقووومارلا  5.41

ئمات الائزاه ال االوة وركوزت مورة اخورى باموولا 

وتظلاوور , الترشووي  اللاممووع تحووت الظووروف ياتلاووا 

( ان صواي مموة واحومة للبوروتين 3النتااج فع الةكل )

مووع ظلاووور ممووة واحوومة لل االيووة الانزيميووة مطابقوووة 

وتم لحصووي  لو   وملا , القمة البروتينية  تقريبا  مع

  موووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووورات تنقيووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووة

%. وياووووم تطووووابق 9.1وبحصوووويلة انزيميووووة  15.01

ممتووع البووروتين وال االيووة احووم الالووة النقوواوة لمنووزيم  

. تةووووير الالابيووووات الوووو  ا  خطوووووة الترشووووي  (42)

اللاممع لع خطوة كاأحومى خطووات التنقيوة لانوزيم 

ع ويلوز ل ور  البروتييز بام خطووة التبوالاي الايوون

حيوووث توووم تنقيوووة الت كوووم مووون  يوووالاة نقووواوة الانوووزيم  

 Cucumisالمنق  من  ب ور نبات البطيخ  البروتيز 

melo var  agrestis    باسوتخما    موولا لوم  

Sephadex G-100 29.8بحصووويلة انزيميوووة% 

لاراسة اخرى نقوع . (10)   3.03و ملا مرات تنقية 

   المنبتوة    فيلاوا البروتييوز مون بو ور ال اصووليا 

Phaseolus vulgaris L.  ب سووتخما   مووولا 

Sephacryl S-200 (46 كوو لز )   اخوورى ائريووت

لتنقيووة البروتييزالمسووتخلص موون سووويماه نبووات ئووو  

-Sephadex Gاللانووم حيووث  تووم اسووتاماي  مووولا 

(  ن وووس  موووولا الترشوووي  40ل ووور  التنقيوووة ) 200

ل وور   Sephadex G-200اللاممووع ونسووتخما   

البروتييز المستخلص مون نبوات شووكة المسوي   تنقية 

Euphorbia milii (45 امووووووا البروتييووووووز . )

 Wrightiaالمسوووتخلص موووون  المتكووووس لنبوووات 

tinctoria   فقووم اسووتخم   مووولاSephadex G-

( . بينمووا 36فووع  مرحلووة الترشووي  اللاممووع  )  200

فوووع خطووووة  Sephadex G-75اسوووتخم   موووولا 

بالترشووي  اللاممووع للبروتييووز المسووتخلص موون بوو ور 

اموووا  Theoroma cacao  (13)نبوووات الكاكووواو 

البروتييووز المسووتخلص  موون ئوو ور نبووات البطاطووة 

فقووم اسووتخم   مووولا  Ipomoea batatasالحلوووة 

Superdex 75  وSuperdex HR (8 باوووم )

اسووووتخم   مووووولا  خطوووووة التبووووالاي الايووووونع . بينمووووا 

Sephadex G-75  فووع خطوووة الترشووي  اللاممووع

 Millللبروتييووز المسووتخلص موون ثمووار  الطماطووة    

Lycoperiscon esculentum (17 . ) لو ا يمكون
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ثمووار الحنظوول موون المصووالار ال نيووة ئووما  بووانزيم   ووم 

البروتييز التع يمكن است مله  ل  النطاو التجوارض 

فضوم   ون ة سابقا  روكم لما يتميز به من الص ات ال

ص ثمنووه لانووه مووون النباتووات التووع تنمووو بةوووكل رخوو

 . طبياع فع بلمنا

 

 

 

 

 

(: كروموتوغرافيا الترشيح الهلامي )الاول( للبروتييةز  المسةتخلص مةن ثمارالحنظةل 2ال كل )

( سم والذي تمة  موا نتةب بمحلةول دارئ 85× 1.5بأبعاد ) Sepharose-6Bباستخدام عمود 

 3مليلتر/سةةاعة وبواقةةع  60وبسةةرعة جريةةا  7.5مةةولار وبةةرقم ويةةدروجيني  0.1الفوسةةفات 

 .مليلتر/جزء
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(: كروموتوغرافيا الترشيح الهلامي )الثاني( للبروتييز  المستخلص من ثمار الحنظةل 3ال كل )

( سم والةذي تمة  موا نتةب بمحلةول دارئ 85×1.5بأبعاد )  Sepharose 6Bباستخدام عمود 

 2مليلتر/سةةاعة وبواقةةع  60وبسةةرعة جريةةا   7.5مةةولار وبةةرقم ويةةدروجيني  0.1الفوسةةفات 

 .مليلتر/جزء
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 .Citrullus colocynthis Lخطوات تنقية الانزيم المستخلص من ثمار الحنظل  1)جدول )

خطوات 

 التنقية

الحجم 

 )مل(

الفعالية 

 )وحدة/مل(

تركيز 

 البروتين)ملغم(

الفعالية 

النوعية 

 )وحدة/ملغم(

الفعالية 

الكلية 

 )وحدة(

عدد 

مرات 

 التنقية

الحصيلة 

100% 

المستخلص 

الانزيمي 

 الخام

100 13.2 0.176 80.6 1320 1 100 

الترسيب 

بكبريتات 

 الامونيوم

60% 

20 36.7 0.283 129.6 734 1.6 55.5 

التبادل 

الايوني بعمود 

DEAE-

Cellulose 

35 13.8 0.13 138 483 1.7 36.5 

الترشيح 

الهلامي 

بإستعمال 

 عمود 

Sepharose 

-6B  الخطوة

 الاولى

25 13.1 0.03 436.6 353.7 5.41 26.7 

الترشيح 

الهلامي 

بإستعمال 

 عمود 

Sepharose 

-6B  الخطوة

 الثانية

10 12.1 0.01 1210 121 15.01 9.1 

 

 

توصيف       

الانزيم                                                       

              Enzyme characterization 

 تعيين الو   الجزيئي

اللامموع ئمات الائزاه ال االة من خطووة الترشوي  

باوووم تركيزلوووا وموووررت مووورة ثانيوووة خووو مي  مووو ولا 

 Sepharose- 6Bم  الترشي  اللاممع باستاماي ل
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فوووع تقووومير الوووو   الجزي وووع لانوووزيم البروتييوووز ميوووم 

( المنحنووو  القياسوووع  4يو ووو  شوووكل ) والمراسوووة 

للوعووووارتيم الووووو   الجزي ووووع مقابوووول نسووووبة حجووووم 

ت ( للبروتينووواVe/Voالاسوووترلاالا / حجوووم ال ووورا  ) 

القياسووية المسووتاملة و وون طريووق لوو ه الاممووة موومر 

 . kDa 50118الو   الجزي ع لمنز  ب   

ئاهت ل ه النتيجة مقاربة مع احمى المراسات التع 

باو الو   الجزي ع لبروتييز تايين تناولت 

نباتات الااالة القر ية كالبروتييزالمستخلص من 

 Cucumis melo varب ورنبات البطيخ 

agrestis  54فقم بل  الو   الجزي ع للبروتيز 

kDa  ب ستخما   مولاSephadex  G-100 (10 

( , بينما بل  الو   الجزي ع للبروتيز المستخلص 

 Cucumis trigonusمن ثمار نبات 

Roxburghi   باستخما   مولاSephadex G-

فقم اكم ا  الو      kDa (23) 67بل   200

 Cucumisمن نبات  ستخلصالجزي ع للبروتييزالم

melo var prince   باستخما  طريقة الترشي

ممر ب    sephadex G-75اللاممع باستخما   

(19) 54 kDa  بينما الو   الجزي ع للبروتييز .

المستخلص من مصالار نباتية اخرى بل  الو   

حةيةة  الجزي ع للبروتييز المستخلص من نبات

باستخما   Euphorbia hirta 34 kDa الاسل او 

SDS-PAGE  (26. )    لاراسة اخرى اكمت ا

 الو   الجزي ع للبروتييز المستخلص من نبات 

Euphorbia cotinifolia  79.76يساوض kDa 

(. الو   الجزي ع 20) SDS-PAGEباستخما  

 Wrightiaللبروتييز المستخلص من نبات 

tinctoria  57.9لو kDa  باستخما   مولا

Sephadex G-200 (36 بينما الو   الجزي ع. )

 Holaerrhenaللبروتييز المنق  من نبات 

antidysenterica    25بل kDa    بإستخما

 SDS-PAGEثم  Sephadex G-75 مولا 

( . ك لز الو   الجزي ع للبروتييز المستخلص 14)

 kDa 54.4بل    Euphorbia Miliiمن نبات 

-SDSثم  Sephadex G-200تخما   مولا باس

PAGE (45 اما الو   الجزي ع للبروتييز . )

  Solanum dumbiumالمستخلص من ب ور نبات

(. اما 2)    SDS-PAGEب ستخما   kDa 66بل  

الو   الجزي ع للبروتييز المستخلص من ب ور 

 50kDaبل   Theoroma cacaoنبات الكاكاو 

-Sephacryl Sممع ب ستخما   مولا الترشي  اللا

( . الو   الجزي ع للبروتييز المستخلص 13)  200

 Ipomoea batatasمن ئ ور البطاطة الحلوة  

 Superdex 75باستخما   مولا  kDa 82بل  

 SDS-PAGEثم  Superdex 200 HRو مولا 

(9) . 
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المنحنى القياسي لتقدير الو   الجزيئي لانزيم البروتييز المستخلص  من ثمار  : 4)شكل )

  Sepharose –6Bالترشيح الهلامي على عمود بطريقة  Citrullus colocynthisالحنظل 

 

تقدير فعالية البروتييز تجاه مواد تفاعل 

 مختلفة 

اختبووورت فااليووو ة البروتييوووز المسوووتخلص مووون ثموووار 

المحليووة تجوواه  Citrullus colocynthisنظوول الح

مووالا ت ا وول مختل وة لووع الجيمتوين والبووومين  ارباوة

( والكوووا ااين  والبوووومين  (BSAالمصووو ل البقووورض 

واظلاوور البروتييووز المسووتخلص  %1البوويو بتركيووز 

تجواه الكوا ااين كموالاة أسواس ا لو  من ال مار فاالية 

من البروتينات الاخرى المستخممة , اي بل ت فااليوة 

% وكانوووت  100الانوووزيم المتبقيوووة  تجووواه الكوووا ااين 

فاالية الانزيم  المتبقية تجاه البومين المصول البقورض 

% , بينمووووووا كانووووووت فااليتووووووه المتبقيووووووة تجوووووواه 66

, اموووووووووا البوووووووووومين البووووووووويو %  49الجيمتوووووووووين

(Ovalbumin فكانوووت ال االيوووة النو يوووة لمنوووزيم )

مموووا يةوووير الووو  ا  الكوووا ااين لوووع الموووالاة  33%

والمتخصووووص فووووع  موووول   Substrateالاسوووو اس 

ل  ه النتاا ج ئ اهت مت ق ة م ع نتاا ج لاراسة   الانزيم

 البطيخ اخرى  بينت ا  البروتييز المنقو  مون بو ور

Cucumis  melo Var agrestis  اي تضوومنت

ل الكا ااين والجيمتين والبومين المصول موالا الت ا 

والبووومين البوويو . واظلاوورت النتووااج  BSAالبقورض 

لو افضل مالاة للت ا ل مون البروتينوات الكا ااين ا  

%بينموووا 100الاخووورى , اي بل وووت ال االيوووة الانوووزيم 

كانووت فااليووة الانووزيم تجوواه الجيمتووين كمووالاة ت ا وول 

جواه اللبوومين % بينما بل ت ال االيوه لمنوزيم ات33.5

% 24.7% بينمووا بل وت ال االيووه 51المصول البقورض 

.  ovalbumin ( 10 )اتجوووواه البووووومين البوووويو 

لاراسة اخرى اكمت ا   البروتييوز المنقو  مون نبوات 

Euphorbia cotinifolia  اظلاووووور الافضووووولية

للكووا ااين كمووالاة اسوواس للت ا وول بحت اظووه ب االيتووه 

(. 20مين )مقارنوووة موووع اللايموعلووووبين وا يزوالبوووو

( اي بينوت  (14 بينما  لاراسة اخرى ائريت مون مبول 

ا  افضوول مووالاة  ت ا وول للبروتييووز المنقوو  موون بوو ور 

Halorrhena antidysentrica    لووع الكووا ااين

حيووث انووتج ا لوو  فااليووة لمنووزيم مقارنووة ببقيووة موووالا 

الت ا وول الت ا وول الأخوورى م وول الجيمتووين و البووومين 

% 60فااليووة الانووزيم فيلاووا  المصوول البقوورض اي بل ووت

%  لووو  التووووالع . لاراسوووة اخووورى اكووومت ا  70و

 Wrightiaالبروتييووز المنقوو  موون المتكووس لنبووات 

tincoria  مم احوت ظ بكامول فااليتوه  نوم حضونه موع

المووالاة الاسوواس الكووا ااين مقارنووة مووع اللايموعلوووبين 

.وئوومت لاراسووة ائريووت موون  (35)وا يزوكووا ااين 

مالاة اساس كانت الكا ااين ثم  ا  افضل  (10 )مبل 

الالبومين ثم الجيمتين ال ض سجل امل فاالية انزيمية 

 Ficusللبروتييوووز المسوووتخلص مووون نبوووات التوووين 

racemosa  او وووحت لاراسوووة اخووورى ا   الموووالاة.

الاسووواس الام ووول للبروتييوووز المسوووتخلص مووون بووو ور 

  .Phaseolus vulgaris Lال اصووووليا المنبتوووة 
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 ( .46)الكوووا ااين ثوووم الالبوووومين والجيمتوووين  لووو  التووووالع 

 

  

 

: فاالية البروتييز المنق  من ثمار نبات الحنظل تجاه موالا ت ا ل مختل ة , حضن (4شكل )

 وممرت ال االية الانزيمية المتبقيةلاميقة  30  لممة º 37الانزيم  بمرئة 

الرقم الهيدروجيني الامثل للانزيم المنقى من ثمار 

                             Optimum pH  الحنظل

         

لارس ت ثير الرمم اللايمروئينع فع فاالية البروتييز 

ة تراوحت بين  ل المنق   نم أرما  ليمروئينية مخت

( أظلارت النتااج ا  الرمم اللايمروئينع   4-9)

اي أ  ط    7.5الام ل ل   االية البروتييز ل و  

(. ولوحظ انخ ا  فع  (5أ  ل  ف اال ية  الةكل 

ال االية الانزيمية  نم الأرما  اللايمروئينية 

% 14حوالع   متبقيةالحامضية  اي بل ت ال االية ال

تااج ال  ا  .  تةير ل ه الن4 نم الرمم اللايمروئينع 

ال االية الم ل  لانزيم البروتييز تقع  من الارما  

اللايمروئينية المتاالالة ال  القا مية. يرثرالرمم 

اللايمروئينع فع الحالة الايونية لسمسل الاحما  

الامينية المكونه لجزي ة الانزيم التع تكو  

 رورية للمحافظة  ل  التركيب ال مثع الأباالا 

و ت ثيره فع الحالة الايونية لمالاة لمنزيم المنق  ا

 .  ( 31 )الت ا ل أو فع ماقم الانزيم ومالاة الت ا ل 

ا  الرمم اللايمروئينع الام ل ل االية  10) (اشار 

  البروتيز المنق  من ب ور نبات البطيخ   

Cucumis melo var agrestis ( 23)بينما اكم 

يز ا  الرمم اللايمروئينع الام ل ل االية البروتي

 Cucumis trigonusالمنق  من ثمار نبات 

Roxburghi   امتمس ( (39فع ح ين اك  م ,11لو 

 Cucurbita  البروتييز المستخلص من نبات 

metuliferus     فع ,  8رمم ليمروئينع ام ل  بل

مايخص البروتييز المنق  من مصالار نباتية اخرى 

كا  الرمم اللايمروئينع للبروتييز المنق  من 

 7.2بل    Euphorbia hirtaمتكس لنبات ال

, بينما لاراسة اخرى بينت ا  الرمم  (27)

اللايمروئينع الام ل لصورتع انزيم  البروتييز 
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المنق  من ب ور نبات ال اصوليا المنبتة 

Phaseolus vulgaris L.  ل  8.5 و 8كانت 

الام ل ( . اما  الرمم اللايمروئينع  46التوالع  )

   Euphorbللبروتييز المنق  من نبات 

cotinifolin  لاراسة اخرى بينت ا  (20) 7لو .

الرمم اللايملاروئينع الام ل للبروتييز المنق  من 

( و 35) 11-7.5لو  Wrightia tincoriaنبات 

اخرى اكمت ا  الرمم اللايمروئينع الام ل 

للبروتييز المنق  من سويماه نبات ئو  اللانم 

coconut   ( . بينما اكمت لاراسة ا  40) 9كا

الرمم اللايمروئينع  الام ل للبروتييز المنق  من 

.   (2) 11كا    Solanum dubiumب ور نبات 

اظلارت لاراسة اخرى ا  البروتييزال ض تمت تنقيته  

 Holarrhena antidysentericaمن ب ور نبات 

( ..البروتييز 14) 7.5الرمم اللايمروئينع الام ل له 

كا  افضل  Euphorbia miliiالمنق  من نبات 

 .( 44) 8رمم ليمروئينع ل االيته 

 

 

               ( : الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية الانزيم المنقى من ثمار الحنظل5شكل) 

 Citrullus  colocynthis 

 pH of   الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات الانزيم

enzyme stability                                   

             

بينوووت نتوووااج لووو ه المراسوووة ا  البروتييوووز المنقووو  مووون 

يمتلوز ثباتوا   Citrullus  colocynthis   الحنظول

تجووواه الووورمم اللايووومروئينع  نوووم القووويم المتاالالوووة الووو  

% مووون  90( اي احوووت ظ الانوووزيم 7 -8.5القا ميوووة )

% موون فااليتووه  نووم  77فااليتووه  الا انووه ي قووم بحوومولا 

% موون   81,  بينمووا احووت ظ بوو   4الوورمم اللايوومروئينع 

ويمكوون ا  ياووولا  , 9فااليتووه  نووم الوورمم اللايوومروئينع 

سوووووبب انخ وووووا  فااليوووووة البروتييوووووز فوووووع الارموووووا  

اللايمروئينيووة الحامضووية القليلووة الوو  توو ثير حمو ووة 

الوسوو ط فووع تركيووب بووروتين الانووزيم وتوو ين المجوواميع 

لمومووووع ال اووواي ,  وا   يووووالاة الوووورمم الموئوووولاة فووووع ا

اللايووومروئينع  ووون الحووو م الام ووول يووورلاض الووو  مسووو خ 

البروتين وت ير تركيب الموم ع ال اواي وفقو ما  فااليوة 
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, ومووم يحوومب مسووخ لا  كسووع فووع  (( 31 الانووزيم 

المحاليل الةميمة الحامضية او القا مية مما يرلاض الو  

,  ( 41) ت يوور فووع المومووع ال اوواي وفقووما  فااليتووه 

ويمكن الاستملاي من النتااج ا  الانوزيم لوه مومى ثبوات 

واسع يمتوم مون القويم المتاالالوة الو  القويم القا ميوة , اي 

ه ظوويمكوون خزنووه  وومن لوو ا الموومى مووع  ووما  احت ا

بقيمة ئيمة من فااليته , ولناس باوو المراسوات التوع 

تناولووت الوورمم اللايوومروئينع الام وول ل بووات البروتييووز 

 لاراسوووةباوووو نباتوووات الااالوووه القر يوووة  المنوووتج مووون 

اظلارت  ا  الرمم اللايمروئينع  ((10 ائريت من مبل

الام وووول ل بووووات البروتييووووز المنقوووو  موووون بوووو ور نبووووات 

Cucumis melo Var agrestis    8يتوراود مون-

. اموووا الووورمم اللايووومروئينع الام ووول ل بوووات فااليوووة 10

 Cucumisالبروتييووووز المنقوووو  موووون ثمارنبووووات  

trigonus Roxburghi   ( ,وفوووع 23) 11-4لوووو

ااكوومت ا   ((18 لاراسووه اخوورى ائريووت  موون مبوول  

الوووووورمم اللايوووووومروئينع الام وووووول ل بووووووات البروتييووووووز 

 Cucumis melo L.varالمسووتخلص موون نبووات 

Inodorus naud  11لو. 

لاراسووات  وومة بينووت الوورمم اللايوومروئينع الام وول      

البروتييووز المنقوو  موون مصووالار نباتيووة مختل ووة ل بووات 

الملاا التع بينت ا  الورمم اللايومروئينع الام ول ل بوات 

( البروتييووز المنقوو  بوو ور نبووات (isomerمتنوواظرات 

كوا    Phaseolus vulgaris L ال اصووليا المنبتوه .

(  لو  5-6.5( و )7-8.5 نم الارما  اللايمروئينيوة  )

اخوورى اكوومت ا  الوورمم ( . بينمووا لاراسووة 46التوووالع )

اللايووومروئينع ل بوووات البروتييوووز  المنقووو  مووون نبووووات 

Euphorbia cotinifolia   ( امووووا  20) 7-8كووووا

البروتييووز المنقوو  موون المتكووس لجووويزاه  نبووات ئووو  

اللانووم كوووا  الووورمم اللايووومروئينع الام ووول ل باتيوووة  كوووا  

. امووا البروتييووز المنقو  موون بوو ور (40) 7-11يتوراود 

فكوا  الورمم اللايومروئينع  Solanum dubiumنبات 

( .بينما البروتييز 2) 3-12الام ل ل باته يتراود مابين 

ثباتيتوه كانوت   Wrightia tinctoriaالمنق  من نبات 

.اموا  (35 ) 5-11.5فوع الورمم اللايومروئينع تتوراود 

 Holarrhenaالبروتييووز المنقوو  موون بوو ور نبووات 

antidysenterica ع الام ول فكوا  الورمم اللايومروئين

. فوع  لاراسوة  اخورى بينوت  (14) 7-8ل باته  يتراود 

ا  الرمم اللايومروئينع الام ول ل بوات فااليوة البروتييوز 

كووا   Euphorbia milii المنقوو  موون نبووات الصووبار

12-5.5 (44)  . 
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 Citrullus(: الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات فعالية الانزيم المنقى من ثمار الحنظل 5شكل )

colocynthis L. 

درجة الحرارة المثلى لفعالية البروتييز  

Temperature of enzyme activity        

                            

-25 بينووت نتووااج توو ثير لارئووات الحوورارة المختل ووة )

فووع فااليووة البروتييووز موون ثمووار  لارئووة الم ويووة(  60

نبات الحنظل ا  فااليوة البروتييوز توزلاالا موع ارت واي 

  حتووو  بل وووت امصوووالا  35لارئوووة الحووورارة ل ايوووة  

)وحمة /مول( , ثوم انخ ضوت موع  يوالاة لارئوة  13.5

لارئة  60 نم لارئة  4.4الحرارة حت  وصلت ال  

يلوووز الووو  ا  سووور ة ( , وياوووولا 6)  م ويوووة شوووكل

الت ا ل الانزيمع تزلاالا بزيالاة لارئة الحرارة  من 

مومى ماوين بسوبب  يوالاة الطاموة الحركيوة للجزي وات 

و يووالاة التصووالامات بووين ئزي ووات الانووزيم والمووالاة 

الاساس نتيجة  يالاة الطامة الحركية للجزي ات ب اول 

 يووووالاة لارئووووة الحوووورارة , الا ا  ارت وووواي لارئووووات 

ماينووة يوورلاض الوو  مسووخ الانووزيم الحوورارة  وون حوومولا 

  وتلف التركيب ال مثع له وبالتالع انخ ا  فااليته 

لارئووة الحوورارة الم لوو  للبروتييووزات (. ( 24 ,31

( لارئووة م ويووة  (20-50السوويرينية النباتيووة تتووراود 

 مة لاراسات  تناولت البروتييزات المنقاة  مون  (.3)

رى ة و واال نباتيوة اخوائناس اخرى من ن س الااال

 البروتييووز المنقوو   موون بوو ور نبووات البطوويخفقوم وئووم 

Cucumis melo var agrestis  كانووت فااليتووه

لارئوة مريوة , لاراسوة  40الم ل   نم لارئوة حورارة 

( اكم فيلاوا ا  البروتييوز  (23اخرى ائريت من مبل 

 Cucumis trigonusالمنقوو  موون ثمووار نبووات 

Roxburghi  فااليتووووه الم لوووو  كانووووت  نووووم لارئووووة

لارئووة مريووة  لاراسووات اخوورى  تخووص  70رة حوورا

البروتييووز المنقلوو  موون مصووالار نباتيووة اخوورى م وول 

 Euphorbiaللبروتييز المنق  من المتكوس لنبوات 

hirta  50كانووت المرئووة الحراريووة الم لوو  ل االيتووه 

. اما البروتييوز المنقو  مون نبوات  (26)لارئة مرية  

Euphorbia cotinifolia  كانت افضول فااليوة لوه

( . 20لارئوووووة مريوووووة  ) 50 نوووووم لارئوووووة حووووورارة 

 coconutئوو  اللانووم  البروتييوز المنقو  مون نبوات 

لارئة مريوة   40كانت افضل لارئة حرارية ل االيته 

( . البروتييووووووز المنقوووووو  موووووون بوووووو ور نبووووووات 40)

Solanium dubium  بلوو  افضوول فااليووة لووه  نووم

بينمووووا  .  (2)لارئووووة مريوووة  70المرئوووة الحراريوووة 

لاراسة اخرى  اكمت ا   للبروتييز المنق  من بو ور 

لارئوووة  Holarrhena antidysentericaنبووات 

.  (14)لارئة مريوة  35حرارية م ل  ل االيته بل ت 

البروتييووووز المنقوووو   موووون ئوووو ور الطماطووووة الحلوووووة 

Ipomoea batatas   كانت المرئة الحرارة الم ل

 .(8)لارئة مرية    40 ل االيته 
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 (: درجة الحرارة المثلى لفعالية الانزيم المنقى من ثمار الحنظل6شكل )            

 

 درجةةةةةةةةة الحةةةةةةةةرارة المثلةةةةةةةةى لثبةةةةةةةةات الانةةةةةةةةزيم

Temperature of enzyme stability       

                         

اشارت نتااج ل ه المراسوة الو  ا  البروتييوز المنوتج 

موون ثمووار نبووات الحنظوول احووت ظ بكاموول فااليتووه  نووم 

 لارئووة م ويووة ( 40-25حضوونه بوومرئات حراريووة )

لمووومة نصوووف سوووا ة . ثوووم بووومأت ال االيوووة الانزيميوووة 

بالانخ ا     مع ارت اي لارئوة الحورارة وفقوم نسوبة 

%  نوم حضونه بمرئوة 70حومولا  الية مون فااليتوه ب

( لاراسووو ات  7لارئوووة مريوووة   شوووكل )  60حووورارة 

اخووووووووووورى لائنووووووووووواس مختل وووووووووووة ,  بينوووووووووووت ا  

البروتييزالمسوووووتخلص مووووون بووووو ور نبوووووات البطووووويخ 

Cucumis  melo var agrestis   كووا  ثابووت

لارئووة م ويووة  60 -40ال االيووة  نووم لارئووة حوورارة 

(.  البروتييووووز المسووووتخلص موووون ثمووووار نبووووات  10)

Cucumis trigonus Roxburghi  كووا  ثابووت

 (23)لارئوة م ويوة  80ال االية  نوم لارئوة حورارة 

 Cucurbita بينما البروتييز المستخلص من نبات 

metuliferus  احوووت ظ بكامووول فااليتوووه  نوووم حضووونه

(  (39( لارئة م ويوة   40 -  20بمرئات حرارة  )

فيمووا يخووص البروتييووز المنقوو  موون مصووالار اخوورى  .

اكوووومت لاراسووووة انووووت البروتييووووز المسووووتخلص موووون 

ا   coconutالمتكووس لسووويماه نبوووات ئووو  اللانوووم 

-60البروتييز كا  ثابت ال االية  نوم لارئوة حورارة 

. بينموا البروتييوز المنقو  مون  (40)لارئة مرية   40

كوووا  يو  Wrightia tinctoriaالمتكوووس لنبوووات 

ا ( . بينموو35لارئووة مريووة   )  80فااليووة ثابتووة  نووم 

لاراسة اخرى و حت ا  البروتييز المستخلص من 

كوا  يمتلوز ثباتيوة  Solanum dobiumبو ور نبوات

 30لارئووة م ويووة  لموومة  70 نووم لارئوواات الحوورارة 

( . امووا البروتييووز المنقوو  موون بوو ور نبووات 2لاميقووة )

كانوت فااليتوه ثابتوه  Theobroma cacaoالكاكواو 

( 13لارئة م وية  ) 47-52 نم المرئات الحرارية 

ا  الانزيمووات ماظملاووا تكووو  اك وور ثباتووا  بوومرئات .

الحوورارة المنخ ضووة ولكوووع يووتم الاحت ووا  ب االيوووة 

الانزيمووات كاملووة ي ضوول ح ضوولاا بوومرئات حوورارة 
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واط ة . ا  انخ ا  فاالية الانزيم ميم المراسوة  نوم 

 لارئوة م ويوة  40حضنه بمرئات حرارة ا لو  مون 

ال مثوووع  يووو تع نتيجوووة تووو ثير الحووورارة فوووع التركيوووب

للبوووروتين وموووم يووورلاض الووو  مسوووخ البوووروتين وفقوووما  

ولوووو موووالوحظ  نوووم حضووون الانوووزيم ( 49فااليتوووه )

لارئوة م ويوة  اي فقوم نسوبة  اليوة  60بمرئة حرارة 

 35كما ا  حضن الانزيم بمرئة حرارة  .من فااليته

مختل وووة بقوووع الانوووزيم  اومووواتلارئووة م ويوووة  و لووو  

(. وباووملا 7لاميقووة شووكل ) 50محت ظووا  ب االيتووه لحووم 

 100% من فااليته باوم 41.6لوحظ ا  الانزيم ي قم 

 اكومت لاراسوة ا  البروتييوز  لاميقة مون الحضون بينموا

 Cucumisالمنقوووو  موووون ثمووووار نبووووات البطوووويخ 

trigonus Roxburghi  بقووع محافظووا  لوو  اك وور

 24% موون فااليتووه باوومفترة  منيووة مقوومارلا 90موون 

 .(23سا ة ) 

 

(: تأثير درجة الانزيم على ثبات الانزيم البروتييز المنقى من ثمار                                   (7شكل 

  L. Citrullus colocynyhisالحنظل

تةةأثير بعةةض المةةةواد الكيمياويةةة وألايونةةةات 

 المعدنية في فعالية البروتييز 

لارس ت ثيوو ر الايونووات المامنيوو ة فووع فااليوو ة انزيوو م 

 ويلووز البروتييووز المسووتخلص موون ثمووار الحنظوول

بحضووون الانوووزيم موووع محاليووول كلوريووومات الماوووالا  

لاميقة ولوحظ احت اظ الانزيم  30    لممة  35بمرئة 

تقريبوووووا   نوووووم مااملتوووووه بايونوووووات  بكامووووول فااليتوووووه

%  وا لاالات ملوووويم  نووووم  95% و  98 بوتاسوووويو ال

 %  121% و 110حضوونه مووع ايونووات الم نيسوويو  

 لو  التووالع  ئوموي  ملوع موولار  10و 5 بتركيوز 

( . كما بل ت ال االية المتبقية لمنزيم   نم حضنه 1)

 الكاليسويو  % , و93% و97مع ايونات الصولايو   

اشووووارت باووووو %  لوووو  التوووووالع ,112% و105

المراسات ال  لاور ايونات الك  السيو  والم    نسيو  

ف  وو ع  ي وو الاة فااليووة  الان وو زيم وللاووا لاور فووع تح يووز 

الانوووووزيم وثباتوووووه  تج  ووووو اه التح   ووووو لل ال     اتووووو ع 

(Autolysis)   ( 37 )والم   سخ الح     رارض   . 

 المخ تزلة م  لل وحظ  ايضا   م  تاثير الم رك بات 

cysteine    ملوووع موووولار فوووع   10,  5بتركيوووز

 100ال االيووة  الانزيميووة  اي بقيووت ثابتووة لاو  ت يوور  

%  ل  التوالع , مما يومي  لو  ا  الانوزيم لايمتلوز 

الضوورورية ل االيتووه   S-Sالاواصوور موون النوووي   
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لووم ت ووبط فااليووة  EDTAكوو لز الحوواي مووع مووالاه الوو  

لووو ه الموووالاه  ولوووع  مووون الانوووزيم  نوووم حضووونه موووع  

الاوامل الكمبية , اي بل وت ال االيوة المتبقيوة لمنوزيم 

  EDTAملع مولار من 10و 1 نم مااملته بتركيز

% لووو  التووووالع , فوووع حوووين  95% و 97حووووالع  

ثبطت ال االيه المتبقيه  الانزيم بصوره كامله حضنه 

%  و 35, اي احوت ظ الانوزيم بحووالع    PMSFمع 

 1و 0.1يتووه  نووم حضوون الانووزيم مووع  % موون فاال 5

 لوو  التوووالع .  تظلاوور   PMSFملووع مووولار موون 

 نتااج ل ه المراسة ا  ان زيم البو روتييز المو نق  مو ن

 Serineمن نوي البروتييز السيرين ) ثمار الحنظل 

Protease .) 

 

 

 والمختزلة على الانزيم المنقى من الحنظل(: تأثير الايونات المعدنية والمواد المثبطة 1جدول )

 الفعالية المتبقية ) % ( التركيز ) ملي مولار ( المادة

 100 - معاملة السيطرة

 CaCl2 5كلوريد الكالسيوم 

10 

105 

112 

 NaCl 5كلوريد الصوديوم

10 

110 

121 

 MgCl2 5 كلوريد المغنيسيوم

10 

97 

93 

 KCl 5كلوريد البوتاسيوم 

10 

98 

95 

PMSF 0.1 

1 

35 

5 

 

Cystein 

2 

5 

100 

100 

EDTA 

 

1 

10 

97 

95 
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اش  ووو ارت الا   ووو ميم مووون  PMSFوي وووبط بوئوووولا   

الالابيات الا   لمية ال     تواثير با و و الم   ركو بات  

 ز المنق  من ب ور نبواتالبروتييف  ع فا   الية ان زيم 

Cucumis melo var agrestis  مم ثبطت فااليتوه

 PMSFبصورة كاملة  نم حضن الانوزيم موع موالاة 

ملووع مووولار بينمووا احووت ظ بكاموول فااليتووه  5بتركيووز 

ملوووع موووولار مووون موووالاة  5تقريبوووا  نوووم حضووونه موووع 

EDTA  كوو لز لووم تتوواثر فااليووه الانووزيم  نووم حضوونه

ملوع  5سويو  والصوولايو   بتركيوز مع ايونوات الم ني

  % 93مولار  حيوث بل وت ال االيوه المتبقيوة لمنوزيم 

بينمووا البروتييوووز   (9)%  لوو  التووووالع. %93,91,

 Lycoperisconالمنقوووو  موووون ثمووووار الطماطووووة 

esculentum Mill   فقوم ثبطوت فااليتوه  بصووره

ملع مولار مون موالاة  5كاملة  نم حضن الانزيم مع 

DFP  ومووالاةPMSF  حيووث بل ووت ال االيووة المتبقيووة

ملوع  5 نم حضن الانزيم مع المالاة الاخيرة بتركيز 

% بينما بقوع الانوزيم محافضوا  لو  25مولار بل ت 

% 97فااليتووه  نووم حضوونه مووع ايونووات الم نيسوويو  

ملع مولار  ل  التوالع لكنه  10و1% بتركيز 96و

فقم فااليته ملويم  نوم حضونه موع ايونوات الكاليسويو  

ملوووع موووولار حيوووث كانوووت فااليتوووه  10و 1كيوووز بتر

  EDTA%  ل  التوالع ولوم تو ثر موالاة 60% و84

 لووو  ال االيوووة حيوووث احوووت ظ بلاوووا Cysteinوموووالاة 

مووون لووو ا يسوووتمي ا  . و (16) بصووووره كاملوووة   

الايونات المامنية للاا ت ثير فع فاالية الانزيم يختلوف 

اي بينوووت لاراسوووة ا   .بووواختمف نو لاوووا وتركيزلوووا

  Roxburghiالبروتييوز المنقو  مون نبوات البطويخ 

Cucumis trigonus  مووم ثووبط ت بيطووا  كووامم  نووم

ملووع مووولار ,  5بتركيووز   PMSFمااملتووه مووع الوو 

بينموووا لوووم تتووواثر فااليتوووه   نوووم حظنوووه موووع ايونوووات 

. لاراسووة اخوورى بينووت (22)الكاليسوويو  والم نيسوويو  

 ور نبوووووووات بووووووو   البروتييوووووووز المنقووووووو  مووووووون بووووووو

Holarrehena antidysenterica  ثبطووووووت

 PMSFفااليته بصورة كاملة  نم حضونه موع موالاة 

ملوع موولار وانخ ضوت فااليتوه ملويم  نوم  5بتركيز 

وا لاات  EDTAملع مولار من موالاة  5حضنه مع 

فااليتوه بحضونه مووع ايونوات الكاليسويو  والم نيسوويو  

ه مووع والصوولايو  ولوم تتواثر تلوز ال االيوة  نوم حضون

( . كووو لز ثوووبط البروتييوووز 13ايونوووات البوتاسووويو  )

 نم حضونه  coconutالمنق  من لاتكس ئو  اللانم 

( . كوووو لز (PMSF 41ملووووع مووووولار موووون مووووالاة 5

 Solanumالبروتييوووز المنقووو  مووون بووو ور نبوووات 

dubium   كانووت مووم ثبطووت فااليتووه  بصووورة كاملووه

( . ايضوووا بينوووت 2) PMSF نوووم حضووونه موووع موووالاة 

تييووز المنقوو  موون ئوو ور نبووات البطاطووة اخوورى البرو

ثبطووت فااليتووه   نووم  Ipomoea batatasالحلوووة 

(  ممايومي  لو  (PMSF 7حضن الانزيم موع موالاة 

ا  البروتييز المنق  ياولا ال  مجمو ة البروتييزات 

 السيرينية .
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موون  وتوصوويف وتقييووم انووزيم البروتييووز المسووتخلص

 Phaseolusبوووو ور نبووووات ال اصوووووليا المنبتووووة 

vulgaris  ونسووووتخمامه فووووع المجووووالات الصوووونا ية

 والطبية .رسالة مائستير .كلية الالو  .ئاماة بابل .

( .تنقيوووة 2013الصووووفع,محمم  بوووم الووور او.)48.

انوووزيم البروتييوووز ئزايوووا مووون اوراو نبوووات الخوووس 

وتحميوم باوو  .Lactuca serriola L  الةووكع

ه واستاماله فع باو التطبيقات الامليوة مجلوة ص ات

 2):1-18) 12ئاماووووة ب وووومالا. -التقنيوووات الاحياايووووة

 .الص حة

49.Neito,T.and 

Ellis,A.(1986).Characterization and 

distribution of extracellular protease of 

Aeromonas hydrophila strain 

1351.J.Gen.Microbial,1321:1975-

1979. 
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Abstract 

         The protease extract from Citrullus colocynthis L. was purified  by several  steps 

,including precipitation with ammonium sulfate 60%, ion exchange chromatograghy using 

DEAE- Cellulose and gel filtration on Sepharose-6B column. The result showed purification 

fold and recovery (15.01) and (9.1)% respectively .Its molecular weight was estimated to be 

50118kDa.The optimum pH for protease  was( 7.5 ) and stable in the pH range of (7-8.5) .The 

protease showed maximum activity at 35 C.using 1% as a substrate ,and  showed heat 

stability at (25-40) C . The results showed in crease in the activity with Ca
++

 and Na
+
 It was 

112% and 121% respectively. The enzyme  strongly inhibited by PMSF but not by 

EDTA.The results indicate that the protease is aserine protease. 

Key word: Citrullus colocynthis, Purification, Characterization, Serine protease . 
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