
 2009   4عدد  14مجلة الزراعة العراقية   )عدد خاص(   مجلد

 71 

 .Triticum aestivum Lالحنطة  حبوباستخلاص وتنقية اليوريز من 

 **بشرى فارس حسن            **عثمان الكرخي ليلى          *عصام فاضل الجميلي

 الملخص
الصنف المحلي  .Triticum aestivum L تم تحديد الظروف المثلى لأستخلاص اليوريز من الحنطة

cultivar  لانزيم هو دارىء ايدرويينية  ويد نن افلل دار  لاستخلاص التراكيز والارقام اله دوارىء مختلفةبأستخدام
 EDTA  رملي مول 1ملاف اليه  7.5وبرقم هيدرويني  رملي مول 20حاد  الهيدروين  بتركيز الافوسفات البوتاسيوم 

مبردة ساعات تحت ظروف  4وبمدة استخلاص  mercaptoethanol-β رملي مول 1و PMSF رملي مول 1و
(º4 اذ بلغت الفعالية النوعية )24وحده/مليغرام بروتن   اما عند استخدام الدار  نفسه بمدة استخلاص  961.75م 

 وحده/مليغرام بروتن     843.09 الى ة النوعيةساعة فقد انخفلت الفعالي
-40بة نشباع الحنطة بخطوات تلمنت الترسيب بكبريتات الامونيوم بنس حبوبنقي اليوريز المستخلص من  

بعد  ,7.5ملي مول ورقم هيدروييني  20الفوسفات بتركيز  ءمع ايراء عملية الديلزه باستخدام محلول دارى 60%
, ثم الترشيح DEAE-Celluloseو  على مبادل ايوني ثنائي نثيل نمينو نثيل سليلوز تذلك مرر الناتج خلال عمود يح

وبحصيلة  ةمر  41.93 لمستخلص الانزيميا ةدد مرات تنقيع وكان  S-200الهلامي باستخدام عمود هلام السيفاكريل 
   %36.67ننزيمية 

 المقدمة
ذات الدرقم التصدنيفي  Urea amido hydrolyaseعدة للممموعدة المتمي دة ات التابعدد اليدوريز مدن الانزيمدي

EC.3.5.1.5 (30) الكربون ي نوكسيدنائويقوم اليوريز بتحفيز تحلل اليوريا مائياً لينتج الامونيا وث  
ف يوصدتل افلدات الحية مدن النبداتات والبكدتريا والأعفدان لكدن د من الكائنوريز في العدييلرغم من ويود العلى ا   

 Jack bean (Canavalia) ensiformisللأنددزيم تم الحصددول عليدده مددن خددلال اسددتخلاص ودراسددة يددوريز البدداقلاء
ة وتوصدديف ل دراسددل عليهددا مددن خددلاعددن اليددوريز النبددال هدي الدد  حصدد ة, لكدن افلددل المعلومددات الجينيددة المتددوفر (17، 15)

زيميددده اك ندددوعن  مدددن المتنددداظرات الانحيدددج ويدددد بأن هنددد (25) (Glycine max)ول الصدددويا تخلص مدددن فددداليدددوريز المسددد
isoenzymes  لليددددددوريز هدددددديtissue-ubiqutous وembryo–specific (20، 31)يددددددوريز، المتدددددداظر الاول لل 

(embryo–specific) ر   بينمدددا المتنددداظ(32 ،25) يويدددد في بروتيندددات معظدددم النبددداتات مثدددل فدددول الصدددويا والبددداقلاء
وريز الشدددع  ا يددد  امددد(26) تاتارية لمعظدددم النبددديلدددة في الانسدددمة ا لدددات قليويدددد بكميددد  tissue-ubiqutousالثددداني

Barley Hordeum (vulgare) (9)متناظرات انزيمية  ةسلى خمو  عانه يحتف  
  كمدا (23) بأستخدام خطوة الترسيب بالأحماض العلوية والمعاملدة بالايثدانول والحدرارة تنقية الانزيم يزي ياً  يرت

-DEAEبكبريتات الامونيوم والتبدادل الايدوني  بطريق  التمزئة Cucurbit apepoنبات  حبوبتمت تنقية اليوريز من 

Cellulose (14)  
 resinsالمسدددتخدمة فيهدددا والددد  دلدددت العديدددد مدددن نندددواع الراتنمدددات  تطدددور تقنيدددات الفصدددل والمدددواد نظدددراً الى

 ل على ددروييني المتعادل فيفلل الفصالهي  السالبة عند الرقم ل الشحنةدمن المصادر المايكروبية يحم لليوريز وبالنسبة
 
 

  ثانيرسالة مايست  للباحج اليزء من      
 يامعة بغداد، بغداد، العراق  -ئية للدراسات العليا معهد الهندسة الوراثية والتقنية الاحيا*   
 يامعة بغداد، بغداد، العراق  -كلية العلوم للنبات**  
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-DEAE, وقدددددد نمكدددددن فصدددددله في نعمددددددة Anion-exchange resinالتبدددددادل الايدددددوني السدددددالب الدددددراتنج ذ  

Sepharose وPhenyl-Sepharase   كمددا اسددتخدمMono-Q-resin بكددتريا  زيم مددندة الاندددلتنقيددProteus 

mirabilis،  Proteus stuartiiوSelenomons ruminantium (16 ،18 ) 
تنقيتدده مددن و نبددات الحنطددة بأسددتخدام معدداملات مختلفددة  حبددوبهدددفت الدراسددة الحاليددة الى نسددتخلاص اليددوريز مددن 

 الحنطة المحلية  حبوب

 المواد وطرائق البحج
 cultivar, الحنطة ا بازة الصنف الزراعي Triticum aestivum L  الحنطة حبوبنخذت كمية من  

  م لحن  الاستخدامه4وطحنت بطاحونة كهربائية, وحفظت في عبوات يافة ونظيفة ومحكمة الاغلاق بدرية حرارة 
 ل المستخدمة في استخلاص اليوريزالمحالي

دار  و  8و 7.5 ،7، 6رقام هيدرويينية ر وبامول 0.1دار  الفوسفات بتركيز شلمت الدوار  كل من 
ر ملي مول1و 2Na-EDTA رملي مول1 المحتو  علىو  7.5ملي مولر وبرقم هيدروييني  20فوسفات البوتاسيوم بتركيز 

B-mercaptoethanol  رملي مول 1وPMSF  0.2 ،0.15 ،0.1 ،0.01الترس القاعد  بتراكيز ) ، ودار 
ار  الترس د ،5ر وبرقم هيدروييني مول 0.1 دار  خلات الصوديوم بتركيز، و 8هيدروييني  ( مولر وبرقم0.25و

   9مولر وبرقم هيدروييني  0.1القاعد  بتركيز
 طريقة الاستخلاص

 مليلتر 50ونضيف نليه  اً دغرام من مسحوق الحنطة المحلر سابق10الحنطة بوزن  بوبحلر المستخلص ا ام لح 
ساعات بدرية  4ستخدام الماز  المغناطيسي لمدة تحريك المحلول بأ يرى)وزن/حمم(  5:1بنسبة  المذكورةالدوارىء من 

فيه الفعالية  تدقيقة في يهاز النبذ المركز  ونخذ الرائق وقدر  30لمدة  4000Xgبذ المزيج بسرعة نم ثم ه4حرارة 
ساعة وبدرية  24نيريت عملية الاستخلاص بعد ترك المزيج لمدة   الفعالية النوعية تالانزيمية وتركيز البروتن  وحسب

قدرت فعالية اليوريز  بطريقة    الرائق وحسبت الفعالية النوعيةم ثم تم تقدير الفعالية الانزيمية وتركيز البروتن  في4حرارة 
 ( 22) وجماعته Mobleyفها فق الطريقة ال  وصالاندوفينول و 

يكرومول من بانها كمية الانزيم اللازمة لتحويل ما  Enzyme activity unitتعرف وحدة فعالية الانزيم
في تعين  تراكيز  Bradford  (7)نستخدمت طريقة  (30)م 37اليوريا الى نمونيا في دقيقة واحدة وعند درية حرارة 

 البروتن  في المستخلص ا ام والمنقاة 
 تنقية الانزيم 

النبذ فصل الراسب في يهاز ، و %60-40 طة بلورات كبريتات الامونيوم بنسبة نشباعاتم ترسيب الانزيم بوس 
تر( من محلول يمليل 10دقيقة, نهمل الرائق ونذيب الراسب في كمية صغ ة ) 30مدة  6000Xgالمركز  المبرد بسرعة 

ونيريت عملية الديلزة حيال محلول دارىء الفوسفات  7.5برقم هيدروييني  رملي مول20دار  الفوسفات بتركيز 
 لية الانزيمية وتركيز البروتن  للراسب  للتخلص من بقايا كبريتات الامونيوم وتم تقدير الفعا

سم ونيريت عملية  20×3.5في عمود زيايي ليعطي ابعاد  DEAE-Cellulsoe المبادل الايوني عب ٍّأ 
 7.5ر برقم هيدروييني ملي مول 20دار  الفوسفات بتركيز لعمود المبادل بوساطة محلول  (Equilibration)الموازنة 

 مليلتر/ساعة  40ن حتى اليوم التالي بسرعة يريا
ملي  20مرر المحلول الانزيمي المديلز على سطح العمود بهدوء وغسل العمود بالمحلول دار  الفوسفات بتركيز  

انبوب,  مليلتر/ 5 من العمود بمعدل المرتبطة وجمعت الايزاء المفصولة لأنزال البروتينات غ  7.5ر برقم هيدروييني مول
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تر بأستخدام يهاز المطياف اللوئي كما تم قياس نانوم 280عند طول مويي ء المتممعة وقدرت الامتصاصية في الايزا
 (Base line)خط الأساس مع  قراءة الامتصاصية مقارنة كانترتبطة  ( للأيزاء غ  المتري/مليلية )وحدةالفعالدية الانزيم
 انتهاء عملية الغسل  الىمؤشراً واضحاً 
ملي مولار ملاف  20ستخدام تدر  ملحي من محلول دار  الفوسفات بتركيز تم استرداد الانزيم من العمود بأ 

وقدر البروتن  في الايزاء ال  جمعت وذلك بقياس الامتصاصية لكل  7.5مولر من كلوريد الصوديوم برقم هيدروييني 1له 
 نانوميتر  280انبوب عند طول مويي 

تر( نانوم 280ن  )اء المنفصلة مقابل كل من البروتدلعدد الايز م المنحني قيست الفعالية الانزيمية في الأيزاء ورس 
( وجمعت الايزاء القريبة من قمة منحنى الفعالية وقدرت الفعالية الانزيمية وتركيز تريلكل مليل ةيمية )وحدز والفعالية الان
 البروتن  فيها 

لام لهالمجهزة  Pharmacia Fine Chemicalتم تحل  عمود الترشيح الهلامي حسب تعليمات الشركة 
Sephacryl S-200 ملي  20محلول الفوسفات  ،مليلتر من الهلام عدة مرات بمحلول دارىء الموازنة 70, تم غسل
 70×2.5في عمود زيايي ليعطي هلاماً بأبعاد  ثم عب ِّأ    تخدام ملخة تفريغ, ونزيل الهواء بأس7.5مولر وبرقم هيدروييني 

مليلتر/ساعة  مرر محلول الانموذ  الانزيمي  60ء الموازنة الى اليوم التالي وبسرعة يريان سم  تمت الموازنة بمحلول دارى
 60لكل ننبوب بسرعة يريان  مليلتر 5مليلتر من المحلول الانزيمي المركز, جمعت الايزاء  2على سطح العمود بمقدار 

نوميتر, وتمت متابعة الايزاء ال  نعطى نا 280الامتصاصية للأيزاء المستردة على طول مويي  تسيمليلتر/ساعة, ق
فعالية ننزيمية ضمن القمة الواحدة وحسبت الفعالية الانزيمية وتركيز البروتن  للأنزيم المنقى, ثم رسمت العلاقة بن  رقم 

 الانبوب مقابل كل من الامتصاصية والفعالية النوعية للأنزيم  

 النتائج والمناقشة
 EDTAملدي مدولر 1و 7.5ورقم هيددروييني  ملي مولر 20الفوسفات بتركيز  دار ءبأن  (1)يوضح الجدول   

قدددد نعطدددى نعلدددى فعاليدددة نوعيدددة بلغدددت  7.5ورقدددم هيددددروييني  PMSFملدددي مدددولر  1ملدددي مدددولر بيتدددا مركبتوايثدددانول و 1و
ص / مليغددرام بددروتن  بعددد مدددة نسددتخلاةوحدد 843.09سدداعات و 4غرام بددروتن  بعددد مدددة نسددتخلاص /مليةوحدد 961.57

 0.1دارى الفوسدفات بتركيدز بد سداعة  24و 4 لاص لمددلبقية محاليل الاستخلاص, نما عندد الاسدتخمع ساعة بالمقارنة 24
وهددذه القيمددة   علددى التدوالي / مليغددرامةوحدد 435.48و  561.01فقددد بلغددت الفعاليدة النوعيددة  8مدولر وبددرقم هيددروييني 

 بلغددتحيددج نعطددى الانددزيم فعاليددة نوعيددة  6هيدددروييني نقددل وهددو ننخفلددت عنددد الاسددتخلاص بالدددارىء نفسدده ولكددن بددرقم 
 سدداعة 24و 4الاسددتخلاص فيدده لمدددة دارىء الددترس فقددد تم   نمددا علددى التددوالي وحدددة/مليغرام بددروتن  429.57و 524.7

 ن وحددة/مليغرام بدروت 689.30و 818.62هدي  8مولار  وبدرقم هيددروييني  0.1وكانت قيم الفعالية النوعية عند تركيز 
 582.99و  762.5حددتى بلغددت  7بينمددا قلددت الفعاليددة النوعيددة عنددد التركيددز نفسدده لكددن بددرقم هيدددروييني  علددى التددوالي،

  على التوالي وحدة/ مليغرام بروتن 
للمستخلصدات الانزيميدة عندد زيادة القدوة الايونيدة بوسداطة المحاليدل الدارئده قدد يعدود الى  ةالنوعيد ةان ارتفاع الفعالي

ابطدات بعدا الانزيمدات بمكددونات ا ليدة والد  تتطلدب زيادة القدوة الايونيددة لمحاليدل الاسدتخلاص للدتخلص مدن تلددك طبيعدة تر 
 ( 6) الترابطات الناش ة بن  الانزيم والمواد البكتينيه والنشويه

 567.16و 703.9بلغددت الفعاليددة النوعيددة فقددد  9نمددا عنددد الاسددتخلاص بالدددارىء نفسدده وبددرقم هيدددروييني  
لفدة ولكدن بتراكيدز مخت 8عندد الاسدتخلاص بالمحلدول الددارىء الدترس وبدرقم هيددروييني , و / مليغدرام بدروتن  علدى التدواليةوحد

 743.0, علددى التددوالي / مليغددرام بددروتن وحدددة 292.23و 353.9 كانددت  مددولر 0.01عنددد التركيددز فددان الفعاليددة النوعيددة 
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عنددددد  بينمددددا ،مددددولر 0.15ترس بتركيددددز سددددتخلاص بدددددارىء الددددعنددددد الاعلددددى التددددوالي / مليغددددرام بددددروتن  وحدددددة 689.39و
 وحددة/ مليغدرام بدروتن  721.52و 775.60مدولر فدأن الفعاليدة النوعيدة تصدبح  0.2الاستخلاص بالدارىء نفسه وبتركيدز 

عنددد نسددتخدام علددى التددوالي  مليغرام بددروتن وحدددة/ 756.15و 800  ولكددن هددذه الفعاليددة ترتفددع حددتى تبلددغ علددى التددوالي
  8وبرقم هيدروييني مولر  0.25وبتركيز  نفسه دارىءال

الفعاليدددة النوعيدددة فكاندددت  5مدددولر وبدددرقم هيددددروييني  0.1نمدددا الاسدددتخلاص بددددارىء خدددلات الصدددوديوم بتركيدددز  
, في هددذه الدراسددة تم الاسددتخلاص بالمددداء علددى التددوالي وحدددة/ مليغددرام بددروتن  100و 272.85بلغددت  منخفلددة يددداً  ذ
 492 , فكاندددت الفعاليدددة النوعيدددة عندددد الاسدددتخلاص بالمددداء المقطدددر تسددداو 7.5نفيدددة وبدددرقم هيددددروييني المقطدددر ومددداء الح

 بلغددتهددي نقددل مددن الفعاليددة النوعيددة عنددد الاسددتخلاص بمدداء الحنفيددة والدد   ،علددى التددوالي / مليغددرام بددروتن وحدددة 20.72و
 د الايونات في الماء المقطر وذلك لقلة ويو على التوالي  مليغرام بروتن  حدة/و  477.57و  616.98
اليدددل لمحباعندددد الاسدددتخلاص شدددهدت ننخفاضددداً واضدددحاً  الددد يدددة ان الفعاليدددة النوع( 1مدددن الجددددول ) ايلددداً  يلاحددد  

الى زيادة اسدددتخلاص المركبدددات الذائبددده بالمددداء كالسدددكريات المختزلدددة والمركبدددات  السدددبب سددداعة قدددد يعدددود 24بعدددد رائدددة االد
انهدا ععدل المسددتخلص  طريقدة تقدددير الفعاليدة الانزيميدة والبروتدن  فلدلاً عدنالاندزيم وتدؤثر بالتدالي في الفينوليدة الد  تتدداخل مدع 

 24 والبالغدة ة الطويلدة للاسدتخلاصبروتيدزات علدى اليدورييز خدلال المدداو يمكن ان تعود الى عمل بعدا الل ثباتاً الانزيمي اق
  (6)ساعة 

ملددي  20يددز م دارىء الاسددتخلاص الفوسددفات بتركعيددة هددي بأسددتخدالاحدد  نن نعلددى فعاليددة نو يفي هددذه الدراسددة  
 PMSFملددي مددولر β-mercaptoethanol ,1ر ملددي مددولEDTA ,1ملددي مددولر  1و 7.5مددولر وبددرقم هيدددروييني 

وهدو عداملاً  EDTAنحتدواءه علدى  الى , ويعدزى تفدوق الفعاليدة النوعيدة بهدذا المحلدول الددارىء اعاتسد 4ولمدة نسدتخلاص 
, ويلدداف (27)الثقيلددة نن ويدددت في محلددول الاسددتخلاص ويمنددع تددداخلها في عمددل الانددزيم  يددةلمعدنلعناصددر ارتبط بايدد مخلبيدداً 

نيلاً مثبط للبروتيزات القاعدية ضمن هذه التراكيدز, نيلداً لدوح  عددم  EDTAملي مولر منه ويعد  1 -0.1عادة مابن  
   مدادة مختزلدةد دالدذ  يعدانول و نيثمركبت 2-على  احتواؤه، وكذلك (21)وريز المويود عند الموقع الفعال لليالنيكل  فيتأث ه 

دث دمركبتدو نيثدانول يحد- 2محلدول الاسدتخلاص الدذ  يحتدو  علدى  نن الى Gravolanes (11) و Dellano كما نشار
انول  كمدا يحتدو  علدى مركبتو نيثد- 2   مما لو نستخدم محلول الاستخلاص دوندأ بكثددان بطيء للفعالية الانزيمية نبطدفيه فق

PMSF  يعد مثبطاً للبروتيزات الس ينيةوهو  
( 12) وجماعتددهDixan  بدداحثن  حيددج قددامص مددن قبددل العديددد مددن المحلددول الاسددتخلا الىهددذه المددواد نضدديفت  
, الى محلددول نسددتخلاص دارىء علددى التددوالي ملددي مددولر 0.05ملددي مددولر,  1وبيتددا مركبتونيثددانول بتراكيددز  EDTAبأضددافة 

 1لمحلدول الاسدتخلاص فقدد اضدافوا  (28) وجماعتده Sung نمدا الباقلاء  الفوسفات عند نستخلاص اليوريز من بذور نبات
 الباقلاء من بذور نبات ه وبيتا مركبتوايثانول للحفاظ على ثبات الانزيم عند نستخلاص EDTAملي مولر من كل من 

 كبريتات الامونيوم الصلبة ترسيب الانزيم ا ام بأستخدام نسب نشباع مختلفة من  
 نن عمليات ترسيب الإنزيمات عر  في خطوات التنقية والغرض منها التددخلص مدن المداء وبعدا اندواع البروتيندات 

 حبددوبغ المرغددوب فيهددا والحصددول علددى دريددة مددن النقدداوة ولمعرفددة نسددبة التشددبع الأفلددل لترسدديب الإنددزيم المسددتخلص مددن 
, فقدد اسدتخدمت كبريتدات الامونيدوم الصدلبة وبنسدب نشدباع متدريدة تراوحدت .Triticum aestivum Lنبات الحنطددة 

 3000بلغدددت  %20-0نن الفعاليدددة النوعيدددة للاندددزيم عندددد نسدددبة نشدددباع ( 1)الشدددكل , بيندددت النتدددائج %100-0مدددن 
 4452فقددددد بلغددددت الفعاليددددة النوعيددددة للانددددزيم  %60-40و 40-20 مليغرام بددددروتن  ونمددددا عنددددد نسددددبة نشدددددباعوحدددددة/

-80و 80-60وحدة/مليغرام بروتن  على التدوالي, بينمدا ننخفلدت الفعاليدة النوعيدة  للاندزيم عندد نسدبة نشدباع  15140و



 2009   4عدد  14مجلة الزراعة العراقية   )عدد خاص(   مجلد

 75 

 %60-40وحدددة/ مليغددرام بددروتن  علددى التددوالي  لددذا فقددد نعتمدددت نسددبة الاشددباع  8000و 8500نذ بلغددت  100%
  (1الشكل )نها افلل نسبة نشباع في المراحل اللاحقة للتنقية بأ
 

محاليددل  بأسددتخدام .Triticum aestivum Lنبددات الحنطددة  حبددوبفعاليددة ننددزيم اليوريزالمسددتخلص مددن  :1يدددول 
 ساعة 24و 4نستخلاص  مختلفة  مدل ودوارىء

 طريقة الاسدددتخددددلاص ت

مدة 
 الاستخلاص
 )ساعة(

الفعالية 
الانزيمية 
 تريوحدة/مليل

 البروتن 
 مليغرام/ مليليتر

 يةالفعالية النوع
 وحدة/مليغرام بروتن 

 يدددرويينيهملددي مددولر (بددرقم  20دارىء الفوسددفات )  1
ملدددي  1و EDTA ملدددي مدددولر1علدددى  والمحتدددو  7.5
ملددددددي مددددددولر β-mercaptoethanol  ,1مددددددولر 

PMSF 

4 942.34 0.98 961.57 

24 826.23 0.98 843.09 
مدددددولر بدددددرقم  0.1القاعدددددد  بتركيدددددز  -دارىء الدددددترس  2

   8هيدروييني 
4 925.04 1.13 818.62 

24 778.92 1.13 689.30 
مددددددولر وبددددددرقم  .10القاعددددددد  بتركيددددددز –دار  الددددددترس  3

 7هيدروييني 
4 815.90 1.07 762.5 

24 623.8 1.07 582.99 
مدددددولر وبدددددرقم  0.1دارىء الدددددترس  القاعدددددد  بتركيدددددز   4

  9هيدروييني 
4 746.15 1.06 703.9 

24 601.2 1.06 567.16 
 561.01 1.33 746.15 4  8مولر برقم هيدروييني  0.1ر  الفوسفات بتركيز دا 5

24 579.2 1.33 435.48 
بدددددرقم  مدددددولر 0.15دارىء الدددددترس القاعدددددد  بتركيدددددز   6

 8هيدروييني 
4 676.13 0.91 743.0 

24 627.35 0.91 689.39 
مددولر بددرقم  0.2بتركيددز   القاعددد   -دارىء الددترس  7

 8هيدروييني 

4 798.86 1.03 775.60 

24 743.14 1.03 721.52 
مولر وبدرقم هيددروييني  0.1دارىء الفوسفات بتركيز   8

6 
4 613.99 1.17 524.7 

24 502.5 1.17 429.57 
مددولر وبددرقم   0.25القاعددد  بتركيددز - دار  الددترس 9

  8هيدروييني 
4 584.0 0.73 800.0 

24 551.99 0.73 756.15 
مدددولر بدددرقم  0.01القاعدددد  بتركيدددز - لدددترس دارىء ا 10

  8هيدروييني 
4 332.75 0.94 353.9 

24 274.69 0.94 292.23 
  5مولر وبرقم هيدروييني  0.1دارىء ا لات بتركيز  11

4 272.85 1.00 272.85 

24 100 1.00 100 
  7.5ماء حنفية برقم هيدروييني  12

4 660.17 1.07 616.98 

24 511.0 1 07 477.57 
 492.0 1.25 615.0 4  7.5ماء مقطر برقم هيدروييني  13

24 275.9 1.25 220.72 
 

نستخدمت كبريتات الامونيوم بنسب نشباع مختلفة في معظم الدراسات ال  نهتمت بتركيدز وتنقيدة ننزيمدات اليدوريز  
في ا طدوات الاولى مدن التنقيدة لأندزيم اليدوريز  % 60-40من مصادر مختلفدة  نن نضدافة كبريتدات الامونيدوم بنسدب نشدباع 

 ( 3وحدة/مليغرام بروتن  ) 3592.49المستخلص من نوى تمر الزهد ، اعطت اعلى فعالية نوعية بلغت 
خطددوة مددن خطددوات تنقيددة ننددزيم اليددوريز مددن ك  %75كمددا نسددتخدمت كبريتددات الامونيددوم الصددلبة بنسددبة نشددباع  

(، كدذلك نشدارت دراسدات نخدرى الى نسدتخدام كبريتدات الامونيدوم الصددلبة 2) Citrullus vulgarisحبدوب ادار الرقدي 
  (19، 10)لتنقية ننزيم اليوريز من مصادر مختلفة  %65-50ونسبة نشباع مختلفة 

هناك علاقة مابن  التركيز المستخدم في هذه الطريقة وكثافة الشحنة وتوزيعها والمجموعات غ  الايونية علدى سدطح       
كمدا   (13)زي ة البروتن , وتعتمد نيلاً على عدد وتوزيع النهايات الامينية المعرضة للوسط وحمم يزي دة البروتدن  وشدكلها ي

نن عملية المز  في نثناء نضافة بلورات كبريتات الامونيوم مدع المسدتخلص  دب ان تتسدم بدبطء في نثنداء نذابتهدا عنبداً للرغدوة 
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ثم نكسدددة المجموعددات الكبريتيددة المويددودة علددى نسددطح البروتددن  ممددا يسددبب مسددخه الدد  تسددمح بدددخول الاوكسددمن  ومددن 
 )دنترتة( 

 .Triticum aestivum L   نبات الحنطة حبوبتنقية اليوريز المنقى من  
والدد  اعطددت اعلددى فعاليددة نوعيددة، ونذيددب ,%60-40تم نسددتخدام بلددورات كبريتددات الامونيددوم وبنسددبة نشددباع  

  وتم PMSFملدي مدولر مدن  1وبويدود  7.5ملدي مدولر وبدرقم هيددروييني  20ء الفوسدفات بتركيدز الراسب بمحلول دارى
 %96.85مددره وبحصدديلة ننزيميددة  15.82وحدددة/ مليغددرام وعدددد مددرات تنقيتدده  15211.42الحصددول علددى فعاليددة نوعيددة 

اذ  ريز مددن مصددادر مختلفددة,اسددتخدمت العديددد مددن الدراسددات بلددورات الامونيددوم في ترسدديب اليددو  (،1 والشددكل 2الجدددول )
كانت افلل نسبه اشباع يمكن اسدتخدامها عندد ترسديب اليدوريز مدن   %60-40بان نسبة الاشباع  (4)الشكريي  اوضح

  %63.90وبحصيلة ننزيمية  32.17نوى تمر الزهد  فقد اعطت عدد مرات تنقية 
عددد  وكدان 3M irabilisoteus mPrفقد اعتمدت هذه الطريقه في تنقيدة اليدوريز مدن بكدتريا  (5)اما شكر  
   %66.6 مرة وبحصيلة ننزيمية 2.6مرات تنقية 
في تنقيددة ننددزيم اليددوريز المنددتج مددن  % 40-20 فقددد اسددتخدم كبريتددات الامونيددوم بنسددبة نشددباع (4)نمددا نسماعيددل  

  %66مره وبحصيلة ننزيمية  1.95وقد حصل على عدد مرات تنقية  P. Mirabilisقبل بكتريا المتقلبات 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  .Triticum aestivum Lنبدددات الحنطدددة  حبدددوبوالنوعيدددة لليدددوريز المسدددتخلص مدددن  ة: الفعاليدددة الأنزيميددد1الشدددكل 
 من كبريتات الامونيوم باستخدام نسب  شباع مختلفة

  

ال المحلدددول ( للمسدددتخلص الانزيمدددي المركدددز حيدددالدددديلزةسدددبقت عمليدددة التبدددادل الايدددوني عمليدددة التنافدددذ الغشدددائي ) 
  7.5ملي مولر ورقم هيدروييني  20الدارىء فوسفات البوتاسيوم بتركيز 

, نذ يدتم نسدتخدام ندات علدى نسداس وندوع ومحصدلة شدحنتهاتعتمد كروماتوغرافيا التبادل الايوني علدى فصدل البروتي 
هدذه الدراسدة تم نسدتخدام في  (24)مواد تمتلك شحنة معيندة تتمداذب مدع شدحنتها المعاكسدة المويدودة ضدمن محديط الوسدط 

-Anionات ذات الشددددددحنة السدددددددالبة  د دددددددادل الجزيدادل نيدددددددوني يبدددددددوهدددددددو مبدددددد DEAE-Celluose المبددددددادل الايددددددوني

exchanger(8) ند الرقم الهيدروييني المتعادل  وقد تم نختياره لكون بروتن  اليوريز يحمل شحنة سالبة ع  
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ملددي مدددولر, نضدديف محلددول الانددزيم المددديلز الى عمددود  20يددز نسددتخدم محلددول الاسددترداد الدددارىء الفوسددفات بترك 
الد  ر, وتم تحديدد الايدزاء مول 1 -0ستخدام تدر  ملحي لكلوريد الصوديوم بتركيز با ونستردت البروتينات التبادل الايوني

وريز وقياس الامتصاصدية , عند نسترداد ننزيم الي(2الشكل )على ننزيم اليوريز ونستبعدت الايزاء البروتينية الاخرى  احتوت
تر لوح  ظهور نكثر من قمة بروتينية, تم التحر  عدن  اليدوريز وذلدك بتقددير نانوم 280على طول مويي  ةللأيزاء المسترد
 الفعالية الانزيمية 

هنداك العديدد   % 55.09مدرة وبحصديلة ننزيميدة  23.62وبعد جمع نيزاء قمة الفعالية, كان عدد مدرات التنقيدة  
سات السابقة ال  استخدمت هذا المبادل, نذ فصل الاندزيم المنقدى مدن ندوى التمدر الزهدد  باسدتخدام هدذا المبدادل من الدرا

الرقدددي  حبدددوب(  كمدددا فصدددل ننددزيم اليدددوريز مدددن 3) مدددرة 32.65وعددددد مددرات تنقيدددة  % 51.89الايددوني وبحصددديلة ننزيميدددة 
(  5) 110.09وبعددد مدرات تنقيدة  % 32.9مقددارها وبحصديلة ننزيميدة  DEAE-celluloseبأستخدام المبادل الايدوني 

 الحصدددول علدددى حصددديلة ننزيميدددة وتم P.mirabilisكدددذلك نسدددتخدم هدددذا المبدددادل في تنقيدددة اليدددوريز مدددن بكدددتريا المتقلبدددات 
  (4) ةمر  49.73وبعدد مرات تنقية  56.8%
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الامتصاصية على طول موجي 280 الفعالية الانزيمية

غسل استرداد

 
بأستخدام  .Triticum aestivum L نبات الحنطة كروموتوغرافيا التبادل الايوني لتنقية اليوريز المستخلص من حبوب  :2 الشكل

ملدددي مدددولر وبدددرقم  20والدددذ  تمدددت موازنتددده بمحلدددول دارىء الفوسدددفات  3.5×25 بأبعددداد DEAE-Celluloseعمدددود 
 60مدددولار  وبسدددرعة يدددريان  1-0والدددذ  تم نسدددترداده بمحلدددول ملحدددي خطدددي مدددن كلوريدددد الصدددوديوم  7.5هيددددروييني 

 مليلتر( 5فصل مليلتر/ساعة )حمم الجزء المن
 

مدددرة  41.93في هدددذه الدراسدددة تم نسدددتخدام الترشددديح الهلامدددي لدددزيادة نقددداوة الاندددزيم نذ نعطدددى عددددد مدددرات تنقيدددة 
(  حيددج ظهددر نكثددر مددن قمددة بروتينيددة لكددن الفعاليددة الانزيميددة تركددزت في الايددزاء 2)يدددول  % 67 36وحصدديلة ننزيميددة 

تنقيددة اليددوريز المسددتخلص مددن الايددزاء النباتيددة بأسددتخدام الترشدديح    تناولددت دراسددات نخددرى(3الشددكل )( 22، 21، 20)
-200الهلامي كخطوه للتنقية, فقد تمت تنقية اليوريز من نوى تمر الزهد  بطريقة الترشيح الهلامي بأسدتخدام السديفاكريل 

S (3) %94.26لانزيمية مرة تنقية والحصيلة ا 68.69عدد مرات التنقية  ة التبادل الايوني وبخطوتن  وكان, بعد خطو  
سددتخدام الترشدديح الهلامددي خطددوة للتنقيددة فقددد تمددت تنقيددة ننددزيم اليددوريز المسددتخلص مددن با (2)القيسددي  كمددا قددام 
بعددد خطددوة التبددادل   200-بطريقددة الترشدديح الهلامددي بأسددتخدام السدديفادك  يددي  C-Vulgunsالرقددي المحلددي  حبددوب

  %27.48مره وبحصيله ننزيمية  83.14الايوني تم الحصول على عدد مرات تنقية 
كخطدددددوة تنقيدددددة اليدددددوريز المنقدددددى مدددددن بكدددددتريا   S-300فقدددددد نسدددددتخدمت هدددددلام السددددديفاكريل  (1)نمدددددا الكنددددداني  

Staphylococcus saprophyticus  ةمر  46.251عدد مرات التنقية كان و  %7.166وكانت الحصيلة الانزيمية  
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في تنقيدة اليدوريز المعدزول مدن بكدتريا المتقلبدات وكاندت  S-200فقد نسدتخدم عمدود السديفاكريل  (4)سماعيل انما  
 مره  245.23وعدد مرات التنقية  % 23.96الحصيلة الانزيمية 

كأحددددد خطددددوات تنقيددددة اليددددوريز مددددن بكددددتريا   300 -فقددددد نسددددتخدمت هددددلام السدددديفاكريل نس (5)نمددددا شددددكر  
P.Mirabilis  مرة  26وعدد مرات التنقية  18.3فكانت الحصيلة الانزيمية 
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الامتصاصية على طول موجي 280 نانومتر

الفعالية الانزيمية ) وحدة / مليليتر

 
 خدامبأسدت L. Triticum aestivumنبدات الحنطدة  حبدوبكروموتوغرافيا الترشديح الهلامدي لليدوريز المسدتخلص مدن : 3الشكل  

ملدي مدولر  20سدم والدذ  تم اسدترداده بمحلدول دارىء الفوسدفات بتركيدز  (70-2.5)( 200 –)نس عمود السديفاكريل
  مليلتر( 5)حمم الجزء المنفصل  7.5ورقم هيدروييني 

 

مثددبط  خاصددةالمثطبددات  وتأثدد ه الصددفات الكيميائيددة والفيزيائيددة لدددراسددة في اليددوريز النقددي  مددنالاسددتفادة يمكددن 
 اسدتهلاك الندايتروين  الملداف للتربدة خدلال عمليدةممدا يدؤد  الى تقليدل والذ  له دور في تثبيط اليوريز على عمله الثايويوريا 
   ة ممكنة خلال زراعة الحنطةمدية )اليوريا( لاطول ئلى الاسمدة الكيمياالمحافظة عبذلك تساعد التسميد و 

 

 .Triticum    aestivum Lنبات الحنطة   حبوب( خطوات تنقية ننزيم اليوريز المستخلص من 2يدول )

 خطوة التنقية
الحمم  
 )مليليتر(

 الفعالية
 )وحده
(/مليلتر  

البروتن  
 )مليغرام
 /مليلتر(

 الفعالية النوعية
)وحدة/ مليغرام 

 بروتن (

الفعالية الكلية 
 (ة)وحد

عدد 
مرات 
 التنقية

الحصيلة 
 (%)  الانزيمية

 100 1 32981.9 961.57 0.98 942.34 35 المستخلص الإنزيمي ا ام
الترسيب بكبريتات الامونيوم  

(60-40) % 10 3194.4 0.21 15211.42 31944 15.82 96.85 

 التبادل الايوني بعمود ثنائي
 55.09 23.62 18170.81 22713.5 0.04 908.54 20 نثيل نمينونثيل سليلوز

الترشيح الهلامي بعمود 
 S-200السيفاكريل 

15 
806.4 

 
0.02 40320 12096 41.93 36.67 

 

 المصادر
(  نسددددددددتخلاص و توصدددددددديف ننددددددددزيم اليددددددددوريز المنددددددددتج مددددددددن بكددددددددتريا 2005الكندددددددداني، نسددددددددرين هدددددددداد  عددددددددودة ) -1

Staphylococcus saprophticus   ودراسدددة تاث اتددده النسددديمية في كليدددة والمثاندددة الفدددار الابددديا  رسدددالة
 ، العراق يامعة بغداد -كلية العلوم  -مايست 
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 Citrullus(  تنقيدة وتوصديف اندزيم اليدوريز المسدتخلص مدن بدذور الرقدي2001القيسدي، فيحداء مقدداد خليدل ) -2

vulgaris العراق يامعة بغداد -كلية العلوم للبنات  -  رسالة مايست ، 
(  نستخلاص وتنقية وتوصيف اندزيم اليدوريز مدن ندوى تمدر الزهدد   رسدالة 2004الشكريي، فريال حياو  محمد ) -3

 ، العراق يامعة بغداد -كلية الزراعة  -مايست 
 .Proteus sppويية وكيموحيويدة علدى اندزيم اليدوريز مدندة بكتريولدد  دراسد(2005د محمد عدوض )د، سعي سماعيل -4

الجامعدة المستنصدرية، بغدداد، -كليدة العلدوم  -همن بكتريا المتقلبات مرضى الحصدى البوليدة في الديمن  اطروحدة دكتدورا
 العراق 

  رسدالة Proteus mirabilis (  توصيف انزيم اليوريز المنتج من عزلة محلية لبكتريا2004شكر، ياسمن  ناهل ) -5
 ، العراق اديامعة بغد -كلية العلوم -مايست 
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EXTRACTION AND PURIFICATION OF UREASE IN 

THE SEEDS OF WHEAT Triticium aestivum L. 
 

E. F. A. Al-Jumaily          L. O. F. Al-Karky          B. F. Hassan 
 

ABSTRACT 
The optimum extraction conditions were determined to extract Urease 

from Wheat seeds Triticum aestivumL. (Local variety cultivar) using different 

solvent and buffers with different concentrations and pHs values. It was found 

that phosphate buffer (20 mM) at pH 7.5 with 1m M EDTA; 1m M β-

mercaptoethanol; 1m M PMSF under cooling conditions (4oC) and 4 hours 

extraction time yielded an enzyme extract with specific activity of 961.57 unit/mg 

protein; while using the same buffer solution under cooling conditions (4oC) and 

for 24 hours extraction resulted a value of 843.09 unit/mg protein.  
Urease extracted from Wheat seeds was purified by the following 

steps:precipitation by ammonium sulphite (40-60)% Saturation and dialyzed 

against phosphate buffer 20 m M at pH 7.5. The obtained extract was introduced 

DEAE–Cellulose column followed by gel Filtration through Sephacryl S-200 

column. The enzyme purification fold and yield were 41.93 and 36.67% 

respectively. 
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