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 الخلاصة

وشملت خطوات التنقية الترسيب بكبريتات  .Citrullus colocynthis Lنبات الحنظل  ثمارالبروتيز المستخلص من لانزيم تم تنقية   

 DEAE-Celluloseلمبووالال الايووون  ثنووال  اثيوول امينووو اثيوول سوويليلو   باسووتامال وكروماتوكرافيووا التبووالال الايووون   %60الامونيوووم 

وبحصويلة ننزيميووة  ((15.01وبلو   ووملا مورات التنقيوة   6B Sepharose-G100والترشوي  اللالامو  بخطووتين   لوو  لولام السوي ارو 

لل االيوة الانزيميوة  الورمم اللايومرويين  الام ول . 50118Daالبروتييوز يمتلوو و   يزي و  ( % . بينت نتالج توصيف الأنوزيم ا  9.1)

 نوم لوه أمص  فااليوة  يمتلو زيلبروتيأنزيم أ  نلارت النتالج ظأ( . 7-8.5) هم اللايمرويين  الام ل ل باتف  حين تراوحت ميم الرم 7.5))

بينوت النتوالج حصوول  ( م .(25-40 بينما اثبت الانزيم ثباتا حراريوا بوين  %1الكا الين  المالاة الاساس اتجاه ( م  35)   لارية حرارة  

ز بصورة كبيرة بمالاة يثبط البروتي ل  التوال .  %121و  %112 والت  كانت  الصولايومالكاليسيوم و يالاة ف  ال االية بويولا ايونات 

PMSF  وليس بمالاةEDTA  بينوت نتوالج التطبيقوات الامليوة نمكانيوة  مما يمل  ل  ا  الانزيم ينتم  لمجمو ة البروتييوزات السويرينية

,  E.coli ,Proteus mirabillis  ,Strep agalactiaeالانوزيم كماوالا حيوود بوم باوا انوواا الاحيوار المجلاريوة م ول  نستامال

Staph aureus  ,Aspergiluus niger, Shigilla spp  وCandida albicanus.  

 

 .كلمات افتتاحية :ثمار الحنظل ,التنقية ,التوصيف ,السيرين بروتييز 
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 المقدمة1

البروتييووزات او ببتيوومات التحلوول المووال  لوو  مجمو ووة       

 كبيرة من الانزيمات للاا القمرة  ل  تحليل الاصرة الببتيمية

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

الاياووية لخلايووا الكالنووات الحيووة ويلووو لتاثيرلووا فوو  تحطوويم 

البروتينوووات ال االوووة حيويوووا وننتووواي الاحموووا  الامينيوووة او 

تخليق البروتينات ال االة حيويا فالا  ن توليملا انزيموات 

ولرمونات وببتيومات فاالوة حيويوا مون مركبوات عيور فاالوة 

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

Exopeptidases(EC 3.4.11-19   )خارييوووووووووة 

-Endopeptidases (EC 3.4.21وبروتييووزات لااخليووة

24 and EC 3.4.99لاور القومرة ظ(. المجمو وة الاولو  ت

 ل  تحليل الاحما  الامينيوة بوالقرم مون النلاايوة الامينيوة  

terminus- N كسويلية الكاربو النلاايوة اوC- terminus  

بينمووا المجمو ووة ال انيووة تحلوول  الاصوورة الببتيميووة فوو  وسووط 

 ,Proteinases   29السلسولة الببتيميوة لو لو يطلوق  ليلاوا 

12)  . ) 

تقسم  البروتييزات الماخلية ال   تركيب المومع ال االحسب 

ارباووووة مجوووواميع رليسووووية  لوووو  البروتييووووزات السوووويرينية  

Serine proteases ال وووايولروتييوووزات , ب  Thiol 

proteases  بروتييوووزات الاسوووبارتية , Aspartic 

proteases البروتييوووووووزات المامنيوووووووة  وMetallo 

proteases   (29,12 ).  

                                        الامليوووووات ال سووووولجية فووووو  كووووول اشوووووكال الحيووووواة تاتموووووم

تنظوويم تكوووين  ,م بروتينووات الاوو ار اووالبروتييووزات م وول ل

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)تموايز الخلايوا والنموو ك لو ,3,12))  المم رطة 

ة  كتطريووة فوو   الصوونا ات الا اليوواسووتاماللاا  فاوولا  وون. 

( Walsh,2004والبيورة ) اللحوم  وصنا ة الخبوز والجوبن

فاوولا  وون اسووتخماملاا فوو   ( 18)  وصوونا ة المنسووويات 

مجوووال  مستحاووورات الصووويملانية والطبيوووة وانتووواي مووووالا  

التجميوول حيووث تبووين ا  للبروتييووزات  القوومرة  الكبيوورة  لوو  

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

ورة واسوواة فوو  صوونا ة المنظ ووات لقوومرتلاا  لوو  ن الووة بصو

( فاولا  ون  اسوتاماللاا  2بقع المم والاوساخ مون الاممةوة )

(. تسووووتامل 1فوووو  صوووونا ة الاووووزل والنسوووويج والجلووووولا )

البروتييووزات  فوو   الاميوومة فوو  المجووال الطبوو  فوو   وولاي 

الحووروو والجوورود لقوومرتلاا  لوو  ن الووة الانسووجة المحطمووة 

 مللاوا كماوالاات للالتلاوام اياوا للاوا  والمصابة فالا  ن

لاور ملام لمى الاشخاص المصابين باسر اللاظم فالا  ون 

نستاماللاا مع تركيبة ماايين الاسنا  لإ الة التسوس . كموا 

( ولنمسة البروتين 33تستخمم ف  ماالجة الن ايات الساللة )

( 1) 

ا ف  وانتةووار اووالبروتييووزات للاووا لاور فوو   مليووة ت       

 (16,25, 9)  هالماميووة والموا نووة مووع فااليتووالاموورا  

فووو  فووو  يميوووع الكالنوووات الحيوووة   .تتوايوووم البروتييوووزات 

الحيوانوووات والاحيوووار المجلاريوووة كونلاوووا بووورورية لتن يووو  

تكوو  واسواة الانتةوار و  (27)الوظالف ال سلجية المختل ة 

واشوارت الاميوم ار التكاثريوة. ظووبالتحميم بالا  النباتاتف  

ت ال  تنقية الانزيم ولاراسة ص اته من مصوالار من المراسا

التو  تناولوت  البروتييووز   (10 )نباتيوة اخورى م ول لاراسووة

 cucumis melo Varالمستخلص من  ب ور نبات البطيخ 

agrestis ( 47. بلإبووووافة الوووو  لاراسووووة)   التوووو  شووووملت

البروتييوووز المسوووتخلص مووون بووو ور نبوووات الخوووس الةووووك  

Lactuca serriola.  فقوووم تناولوووت لاراسوووته  (2). أموووا

 Solanumالبروتييز المستخلص من بو ور  نبوات الجبوين 

dumbium   كووو لو البروتييوووز المسوووتخلص مووون اللاتكوووس

( . البروتييوز المسوتخلص 45) Euphorbia miliiلنبوات 

 Cucumis tringusمووووون  ثموووووار نبوووووات البطووووويخ 

Roxburghi (23). 

موون  نبووات  نظوورا لقلووة المراسووات المحليووة حووول بروتييووزات

فقوم لومفت المراسوة   Citrullus   colocynthisالحنظول 

تنقيووة وتوصوويف البروتييووز المسووتخلص  موون الحاليووة الوو  

ولاراسوووة تووو ثيرات باوووا    نبوووات الحنظووولل المحليوووة  مارال

المنةطات والم بطوات  لو  فااليوة الانوزيم وكو لو ت ثيراتوه 

لامف  ل  باا الاحيار المجلارية المربية ولتحقيق ل ا ال

 :تم لاراسة مايل  



 

 

التحرد  ون ويوولا أنوزيم البروتييوز لوباا المصوالار 1-

 النباتية التاباة للااللة القر ية 

لاراسة ت ثير باا الاوامول المورثرة فو  أسوتخلاص  -2 

 ألانزيم من المصمر النبات  المنتخب .

 المتوافرة م ل اتنقية الانزيم بالطرالق الكرماتوعرافي -3 

التبووالال الايووون  والترشووي   م وتقنيووة كبريتووات الامونيووو

 اللالام  

لاراسوووووة تووووو ثير  باوووووا المنةوووووطات والم بطوووووات   - 4

البروتييووز المنقوو  موون  فااليووة  والايونووات المامنيووة فوو 

 المصمر النبات  المنتخب .

 باا الأحيار المجلارية  نموا لاراسة ت ثير الانزيم  -5

 

                                                                              المواد وطرق العمل2-

Materials &Method 

نيريت المراسة ف  مختبرات كلية الالوم /ياماة 

 القالاسية 

تحضير المستخلص الأنزيمي الخام                            

Enzyme preporation                                                

 -منطقووة الحويلووة )تووم الحصووول  لوو  ثمووار الحنظوول موون 

المنطقووة الحمولايووة و (ماووار   وو -الك يايووة -22مقاطاوة 

موابين شولار  مومةل وة السواولاية الارامي الحمولا ين ر رب

ل مارالسوليمة أ انتخبوت وموم تةرين الاول وتةورين ال وان 

موون الاتربووة   ووت وعسوولتظن نيالتجووارم  يوورارن لاوور 

بالمووار المقطووور ثووم ي  وووت بمريوووة حوورارة المختبووور موووع 

 ن يلوووت البووو ور لمسوووتمر لمنوووع تا نلاوووا باوووملا ألتقليوووب أ

الجووزر اللحموو   لل مووار وتووم لرسوولاا باووروف  املونسووت

مول  100عم من ال مار ووبات ف   100مبرلاة , و   

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

روف ظووفوو   blenderلامووالق بجلاووا   5ومزيووت لموومة 

مبرلاة , ورش  بام يلو بطبقتين من الةاش ونب  الراشو  

لاورة  5000مبووورلا  بسووور ة البجلاوووا  الطووورلا المركوووزد 

لاميقة , المل الراسب واخو  الرالوق الو د  15/لاميقة لممة 

 يم ل المستخلص الأنزيم  الخام .

 

   تقدير الفعالية الأنزيمية 

 Enzyme assay                                

لتقومير ال االيوة الأنزيميوة للبروتيوز  ((7نتبات طريقة     

ب ستخمام الكا الين كموالاة اسواس لزنوزيم , حيوث ابويف 

مول مون  1.8مل من المسوتخلص الخوام لزنوزيم الو   0.2

)المحاور بذيابوة عورام واحوم مون  %1 بتركيز الكا الين

موووول موووون لاارس توووورس حوووواما  100الكووووا الين فوووو  

( , وحان ف  حمام 0.1M  ,pH:7.5)اللايمروكلوريو 

, اومووف  م37مووال  لموومة نصووف سووا ة بمريووة حوورارة 

ثلاثوو  كلووورو  %5موول موون محلووول  3الت ا وول بذبووافة 

ونبو  المحلوول مركزيوا بسور ة ( TCA)حاما الخليوو 

 رةلاميقوة , أخو  الرالوق ومورأ 15لاورة /لاميقة لممة  5000

نوووووانومتر  280ة  لووووو  الطوووووول المووووووي  الأمتصاصووووي

نحمى الانابيب ك ئ للجلاا  والت  تحتود ن وس  استاملو

الوو  محلووول  (TCA)المكونووات ما وومى نبووافة محلووول 

المالاة الاساس مبول نبوافة المحلوول الانزيمو  . وتاورف 

 زيوالاة بالامتصاصوية مقومار الالوحمة الأنزيمية  لو  ننلاوا 

نوووانوميتر لمحلوووول  280 لووو  طوووول مووووي  الاوووولية 

 .القياسية الت ا ل تحت بروف الت ا ل 

 Estimation of       تقدير تركيز البروتين  

protein                                                         

( لتقمير تركيز البروتين 6نستخممت طريقة برالافورلا )

المنحن  القياس  لألبومين المصل البقرد  بذستخمام

(BSA  . ) 

 تنقية أنزيم البروتيز  

             التنقية باستخدام كبريتات الامونيوم

, 2.91، 2.26، 1.64، 1.06ماينووووووة ) أو ا  أبووووووي ت

 بلوووووووورات موووووون مرا( عوووووو6.03,  5.16,  4.36, 3.16

 المسووتخلص موون موول10الوو  توومريجيا الامونيوووم كبريتووات

 الماناطيسوو  المحوور  المسووتمر ل  لتحريووو ماووا الخووام

 التبريووووووم ظووووووروف وتحووووووتة سووووووا  نصووووووف ولموووووومة

 ,40, ,50 اشوباا نسوب  لو  للحصوول ، ثلجو ( )حموام

 لتووووال  يموووعا  لووو % (90 , ,80,70 ,60 (20 ,30

 يد  يوواي  انووار الوو  ونقول بووافةأ كوول باووم المسوتخلص

 يردأ باملا ، سا ة لممة ال لاية ف  وح ظ محكم عطار



 

 

 بسووووووووووووووووووووووووووور ة لمركوووووووووووووووووووووووووووزدأ لنبووووووووووووووووووووووووووو أ

 لرالوووقأ لمووولأ ، لاميقوووة 15لاميقوووة( لمووومة  لاورة/ 5000)

 الرواسوب لبروتين فو أوتركيز لانزيميةأ ل االيةأ وممرت

 فوس ات محلول صايرمن حجم ف  يابتلاان بام خطوة كل

ليومرويين   موولاروبرمم 0.1بتركيز  لمارسأ لصولايومأ

وبووع  لانووزيمألتركيز الم لوو  الاشووباا نسووبة لتحميووم 7.5

الانزيم ف  اكياس الميلزة ثم وبات اكيواس الوميلزة  فو  

موووع مرا ووواة  تبوووميل سوووا ة  24محلوووول الووومارس لمووومة 

المحلول المارس اربع مرات أد كل ستة سا ات لار  

 . التخلص من كبريتات الامونيوم المويولاة ف  الانزيم  

 

 

 

 

 تقنية كروماتوغرافي التبادل الايوني 

 فة النموذجضاإ

النواتج  لانزيمو ا لمحلوولامول مون  6مرر امولاأ ل موا نةتمت 

 موووووووووووووووووووووووووووووووون خطوووووووووووووووووووووووووووووووووة الووووووووووووووووووووووووووووووووميلزة 

 البروتينوووووات لإنوووووزال الووووومارس بوووووالمحلول الاموووووولا وعسووووول

  بماومل الاموولا من الم صولة لايزارأ ويمات تبطةمرعيرال

 ميواس وتوم ،مول / سوا ة  30وسر ة يريا    انبوم مليلتر/5

نووانومتر  280 نووم  لم صووولةأ يووزارلز لاووول أ لامتصوواصأ

 يووزارمليلتوور( لز )وحوومة/ الانزيميووة  ال االيووة ميوواس وتووم كمووا

 التووومري سووواطةابو لاموووولاأ مووون لانوووزيمأ سوووترلاأ لمرتبطوووةاعير

 0.1بتركيوز الصولايوم فوس ات  لاارس باستامال للمل  الخط 

 مووولارمن 1 لوو   لمحتووودا 7.5ليوومرويين   ورمووم مووولار

 فووووووو  البوووووووروتين متاباوووووووة توووووووم صوووووووولايوما ل كلوريوووووووم

 الامتصووواص بوووين الالاموووة ورسووومت الايزارالمسوووترلاة

 ل االةأ لايزارا يمات المسترلاة باملا للايزار الاول 

 ستخرايلإ لبروتينأوتركيز لانزيميةأ ل االيةأ للاا وممرت

 .ةلنو ية أل االيأ

تحديد الرقم الهيدروجيني الامثل لفعاليةة وثبةات الانةزيم                    

Optimum pH                            

لاارس  ,( pH 4-5.5نسوووتخمم لاارس خووولات الصوووولايوم )

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

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

الام وووول ل االيووووة الانووووزيم , كوووو لو اسووووتخممت الووووموارس 

لاميقوووة لتحميوووم الووورمم  30المووو كورة لح وووظ الانوووزيم لمووومة 

 .للايمرويين  الام ل ل بات الانزيما

           درجة الحرارة المثلى لفعالية وثباتية الانزيم  

 Optimum temperature                

           

( م لتحميوووم 25-60ايووورد الت ا ووول بووومريات حراريوووة )

لاريووة الحوورارة الم لوو  ل االيووة الانووزيم  وحاوون الانووزيم 

لتحميوووم لاميقووة  30لمووومة  ( م 25-60بوومريات الحوورارة )

 لارية الحرارة الم ل  ل باتية الانزيم .
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Results &Discussion  

تنقيةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةة الانةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةةزيم                                                          

Enzyme purification  

اتبات  مة طرو لتنقية البروتييوز المسوتخلص مون ثموار  

والحركيووات  الكيموحيويووة الحنظوول لأيوول تحميووم صوو اته 

الأنزيميووة , وشووملت التركيووز بكبريتووات الامونيوووم بنسووبة 

كخطوووة اولوو  للتنقيووة وتووم الحصووول  لوو   %60أشووباا 

. ا   %36.5وبحصوويلة انزيميووة  1.7 ووملا موورات تنقيووة 

الاسووواس فووو  ترسووويب وتركيوووز الانوووزيم ب اووول كبريتوووات 

 Salting  (الامونيوووم ياتمووم  لوو  التملووي  الخوواري   

out ماالالوووة الةوووحنات المويوووولاة  لووو  ( الووو د يتاووومن

سوووط  البوووروتين ب اووول الملووو  والاخووولال بطبقوووة الموووار 

ويوورلاد يلووو الوو  انخ ووا   ،المحيطووة بجزي ووة البووروتين

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

ن الووة الاموولاد بالووميلزة لموومة بكبريتووات الامونيوووم خطوووة 

سا ة للوتخلص مون كبريتوات الامونيووم تلتلاوا خطووة  24

كروماتوكرافيا التبالال الايون  ب ستخمام ثنال  اثيل امينوو 



 

 

وتمخا  ن  مليوة  DEAE-celluloseم يل سيليلو  

واحومة فو  مرحلوة  التبالال الايون  بولاور مموة بروتينيوة

اسوووترلاالا البروتينوووات ( توووم 1الاسووول كموووا فووو  الةوووكل )

المرتبطوووة التووو  تحمووول شوووحنة مخال وووة لةوووحنة المبوووالال 

-0باستخمام تمري ملح  خطو  مون كلوريوم الصوولايوم )

مموووم بروتينيوووة موووع مموووة  ثلاثوووة ولووووحظ ظلاورلار( مو1

،  39-32واحمة لل االية تركوزت فو  الايوزار المن صولة 

وبحصوويلة  1.7ات التنقيووة للاوو ه الخطوووة وكووا   ووملا موور

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

. يماوت الانابيوب الخاصوة بكول مموة تحت ل ه الظوروف

لار  حسام حجملاا وتقمير ال االية الانزيميوة وتركيوز 

ق الوووطريقوووة التبوووالال الايوووون  مووون الطرالبوووروتين . تاوووم 

تمتلكه من موة فصل  الية ويلو لما ؛ الةالاة الاستامال 

فاوووولا   وووون تاووووملا ، وسوووواة  اليووووة لووووربط البروتينووووات 

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

الطريقووة لاميووق ومباشوور، حيووث تووتم  مليووة التووماخل بووين 

البروتين والمبالال الايون  بالا تمالا  ل  صاف  الةوحنة 

،   البوروتين وتو يع الةوحنة  لو  سوط، والقوة الايونية 

وكوووو لو  لوووو  الوووورمم اللايوووومرويين . ومووووم اسووووتخممت 

ة الت  ل   بارة  ون مةوتقات يالمبالالات الايونية الطبيا

السليلو  بسبب ملالمتلاا ل صل البروتينوات يات الاو ا  

الجزي يووة الكبيوورة فاوولا   وون الاحتمووالات القليلووة لمسووخ 

الاشوارة  مر. ومن الامور الملامة التو  يجو(15)البروتين 

اليلاوا ا  القموة التو  لووم تورتبط بالمبوالال الايوون  المويووب 

تحمول  بروتينواتوتم بلاورلا ف  يزر الاسل تاولا ال  

محصووولة شوووحنة مويبوووة مناتلاوووا مووون الارتبووواط بالمبوووالال 

الايوووون  المويوووب المةوووابه للاوووا بالةوووحنة فووو  حوووين ا  

ة  ووالتوو  تحموول  لوو  سووطحلاا شووحنات مخال لبروتينوواتا

  الارتبووواطالايوووون  توووزلاالا مووومرتلاا  لووو   لةوووحنة المبوووالال

المبوووالال المخوووالف للاوووا بالةوووحنة وموووم يكوووو  ايونيوووا موووع 

الارتباط شميم بحيث يصاب فصللاا ل ا فا   يالاة تركيوز 

يسوووا م فووو   مليوووة فصووول الملووو  فووو  لاارس الاسوووترلاالا 

 البروتينات .

 

 Citrillusالتبةادل الايونة ي لتنقيةة انةزيم البروتييةز المسةتخلص  مةن ثمةار الحنظةل  (: كروموتوغرافيا1شكل )

colocynthis  باسةة تعمال عمةة ود المبةةادل الايونةة ي  DEAE-Cellulose (  سةةم المةةوا    35×3.5بابعةةاد )

الةدارئ ( تم الاسترداد بمحلول فوسفات الصوديوم pH =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  

                                                                

            

ا قبوووت خطووووة التبوووالال الايوووون  خطووووة الترشوووي  

 -Sepharoseاللالامو  بمورحلتين باسوتامال لولام 

6B  لموووا يتمتوووع بوووه مووون كليتلاموووا ؛ فووو  المووورحلتين

خصووالص ييوومة فلاووو يحتووود  لوو  الاكريوول امايووم 

المكسووترا  ممووا ياطيووه صوولابة ومقاومووة فاوولا   وون 

للاناووااط. ويمتووا  كوو لو بال صوول الجيووم والسووريع 

سووولاولة الاسوووتخمام  ومم تلوثوووه بالبكتريوووا فاووولا   ووو

والتحاووير اي يبقوو  ثابتووا  موومة طويلووة كونووه محاوور 

 Pharmacia fineسوول ا  موون الةووركة المنتجووة 

chemical. 

لوووحظ ان صووال ثوولاب ممووم بروتينيووة وتركووزت       

ال االيووة الانزيميووة فوو  ممووة واحوومة  نووم ال ال ووه فوو  

 لوو  ( مووع الحصووول 2( شووكل )26_22الايووزار )

  وووووووووووووووووووووووووووووملا مووووووووووووووووووووووووووووورات تنقيوووووووووووووووووووووووووووووة

. باوووملا %26.7وحصووويلة انزيميوووة مقووومارلا  5.41

يمات الايزار ال االوة وركوزت مورة اخورى باموولا 

وتظلاوور ، الترشووي  اللالاموو  تحووت الظووروف ياتلاووا 

( ان صوال مموة واحومة للبوروتين 3النتالج ف  الةكل )

مووع ظلاووور ممووة واحوومة لل االيووة الانزيميووة مطابقوووة 

وتم لحصوول  لو   وملا ، تينية تقريبا  مع القمة البرو

  موووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووورات تنقيووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووة

. وياووووم تطووووابق %9.1وبحصوووويلة انزيميووووة  15.01

ممتوو  البووروتين وال االيووة احووم الالووة النقوواوة للانووزيم  

. تةووووير الالابيووووات الوووو  ا  خطوووووة الترشووووي  (42)

اللالام  ل  خطوة كاأحومى خطووات التنقيوة لانوزيم 

البروتييز بام خطووة التبوالال الايوون  ويلوو لاور  

حيوووث توووم تنقيوووة الت كوووم مووون  يوووالاة نقووواوة الانوووزيم  

 Cucumisالمنق  من  ب ور نبات البطيخ  البروتيز 

melo var  agrestis   باسوتخمام   موولا لولام  

Sephadex G-100 29.8بحصووويلة انزيميوووة% 

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

   المنبتوة    فيلاوا البروتييوز مون بو ور ال اصووليا 

Phaseolus vulgaris L.  ب سووتخمام  مووولا 

Sephacryl S-200 (46)  اخوورى ايريووت   كوو لو

لتنقيووة البروتييزالمسووتخلص موون سووويمار نبووات يووو  

-Sephadex Gاللانووم حيووث  تووم اسووتامال  مووولا 

(  ن وووس  موووولا الترشوووي  40لاووور  التنقيوووة ) 200

لاوور   Sephadex G-200 ونسووتخمام  اللالاموو 

لمستخلص مون نبوات شووكة المسوي   تنقية البروتييز ا

Euphorbia milii (45 امووووووا البروتييووووووز . )

 Wrightiaالمسوووتخلص موووون  اللاتكووووس لنبوووات 

tinctoria   فقووم اسووتخمم  مووولاSephadex G-

( . بينمووا 36فوو   مرحلووة الترشووي  اللالاموو   )  200

فووو  خطووووة  Sephadex G-75اسوووتخمم  موووولا 

المسووتخلص موون بوو ور  بالترشووي  اللالاموو  للبروتييووز

اموووا  Theoroma cacao  (13)نبوووات الكاكووواو 

البروتييووز المسووتخلص  موون يوو ور نبووات البطاطووة 

فقووم اسووتخمم  مووولا  Ipomoea batatasالحلوووة 

Superdex 75  وSuperdex HR (8 باوووم )

اسووووتخمم  مووووولا  خطوووووة التبووووالال الايووووون  . بينمووووا 

Sephadex G-75   فوو  خطوووة الترشووي  اللالاموو

 Millييووز المسووتخلص موون ثمووار  الطماطووة    للبروت

Lycoperiscon esculentum (17 . ) لو ا يمكون

ثمووار الحنظوول موون المصووالار الانيووة يووما  بووانزيم   ووم 

البروتييز الت  يمكن استالاله  ل  النطاو التجوارد 

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

مووون النباتووات التوو  تنمووو بةوووكل  رخووص ثمنووه لانووه

 . طبيا  ف  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  7.5وبةةرقم ديةةدروجيني  مةةولار 0.1الفوسةةفات 

 .مليلتر/جزء

 

 

 

 



 

 

 

(: 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 ديةةدروجيني  0.1الفوسةةفات 

 .مليلتر/جزء

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 .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

 ثانيةال

10 12.1 0.01 1210 121 15.01 9.1 

 

 

 Enzyme characterization                                                                     توصيف الانزيم      

 تعيين الو   الجزيئي

يماووت الايووزار ال االووة موون خطوووة الترشووي  اللالاموو  باووم تركيزلووا ومووررت موورة ثانيووة خوو لال  موو ولا الترشووي  

يوبو  شوكل وف  تقمير الو   الجزي   لانزيم البروتييز ميم المراسوة  Sepharose- 6Bلام اللالام  باستامال ل

( Ve/Vo( المنحنووو  القياسووو  للوعوووارتيم الوووو   الجزي ووو  مقابووول نسوووبة حجوووم الاسوووترلاالا / حجوووم ال ووورا  )  4) 

 . kDa 50118للبروتينات القياسية المستاملة و ن طريق ل ه الالامة ممر الو   الجزي   للانزم ب   



 

 

باا نباتات الااللة الو   الجزي   لبروتييز تايين النتيجة مقاربة مع احمى المراسات الت  تناولت يارت ل ه 

فقم بل  الو   الجزي    Cucumis melo var agrestisالقر ية كالبروتييزالمستخلص من ب ورنبات البطيخ 

( , بينما بل  الو   الجزي   للبروتيز المستخلص  10) Sephadex  G-100ب ستخمام  مولا  kDa 54للبروتيز 

  kDa (23) 67بل   Sephadex G-200باستخمام  مولا   Cucumis trigonus Roxburghiمن ثمار نبات 

باستخمام طريقة  Cucumis melo var princeمن نبات  ستخلصفقم اكم ا  الو   الجزي   للبروتييزالم 

. بينما الو   الجزي   للبروتييز  kDa 54 (19)ممر ب    sephadex G-75الترشي  اللالام  باستخمام  

 المستخلص من مصالار نباتية اخرى بل  الو   الجزي   للبروتييز المستخلص من نبات حةيةة الاسل او 

Euphorbia hirta 34 kDa  باستخمامSDS-PAGE  (26. )  خرى اكمت ا  الو   الجزي   لاراسة ا

 SDS-PAGEباستخمام  kDa 79.76يساود  Euphorbia cotinifolia للبروتييز المستخلص من نبات 

باستخمام  مولا  kDa 57.9لو  Wrightia tinctoria(. الو   الجزي   للبروتييز المستخلص من نبات 20)

Sephadex G-200 (36 بينما الو   الجزي   للبروتييز المنق  من نبات. )Holaerrhena 

antidysenterica    25بل kDa  ستخمام  مولا ذبSephadex G-75  ثمSDS-PAGE (14   ك لو الو . )

-Sephadex Gباستخمام  مولا  kDa 54.4بل    Euphorbia Miliiالجزي   للبروتييز المستخلص من نبات 

 Solanum dumbiumمن ب ور نبات ستخلص( . اما الو   الجزي   للبروتييز الم45) SDS-PAGEثم  200

(. اما الو   الجزي   للبروتييز المستخلص من ب ور نبات الكاكاو 2)    SDS-PAGEب ستخمام  kDa 66بل   

Theoroma cacao   50بلkDa   ب ستخمام  مولا الترشي  اللالامSephacryl S-200  (13   الو . )

باستخمام  مولا  kDa 82بل   Ipomoea batatasالجزي   للبروتييز المستخلص من ي ور البطاطة الحلوة  

Superdex 75  و مولاSuperdex 200 HR  ثمSDS-PAGE (9) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

  Sepharose –6Bالترشيح الهلامي على عمود بطريقة  Citrullus colocynthisلحنظل ا

 

 
 

  



 

 

 تقدير فعالية البروتييز تجاه مواد تفاعل مختلفة 

موووالا  ارباووةالمحليووة تجوواه  Citrullus colocynthisاختبوورت فااليوو ة البروتييووز المسووتخلص موون ثمووار الحنظوول 

واظلاور  %1والكا الين  والبومين البيا بتركيز (  (BSAت ا ل مختل ة ل  الجيلاتين والبومين المص ل البقرد 

البروتييز المستخلص من ال مار فاالية تجاه الكا الين كمالاة أساس ا ل  مون البروتينوات الاخورى المسوتخممة ، اي 

وكانت فاالية الانوزيم  المتبقيوة تجواه البوومين المصول البقورد  % 100بلات فاالية الانزيم المتبقية  تجاه الكا الين 

فكانوت ال االيوة  (Ovalbuminالبوومين البويا ), اموا   %49, بينما كانوت فااليتوه المتبقيوة تجواه الجيلاتوين 66%

 الانوزيموالمتخصص ف   مل   Substrateمما يةير ال  ا  الكا الين ل  المالاة الاس اس  %33النو ية للانزيم 

  Cucumis البطيخ ل  ه النتال ج ي ارت مت ق ة مو ع نتالو ج لاراسوة  اخورى  بينوت ا  البروتييوز المنقو  مون بو ور

melo Var agrestis  اي تامنت موالا الت ا ل الكوا الين والجيلاتوين والبوومين المصول البقوردBSA  والبوومين

 ا ل من البروتينات الاخورى ، اي بلاوت ال االيوة الانوزيم لو افال مالاة للتالكا الين البيا . واظلارت النتالج ا  

بينموا بلاوت ال االيوه للانوزيم اتجواه اللبوومين  %33.5بينما كانت فاالية الانزيم تجاه الجيلاتين كمالاة ت ا ول 100%

. لاراسوة اخورى  ovalbumin ( 10 )اتجواه البوومين البويا  %24.7بينموا بلاوت ال االيوه  %51المصل البقورد 

اظلار الافالية للكوا الين كموالاة اسواس للت ا ول  Euphorbia cotinifoliaا   البروتييز المنق  من نبات  اكمت

اي  ((14 بينموا  لاراسوة اخورى ايريوت مون مبول  .(20 االيته مقارنة مع اللايموعلووبين واييزوالبوومين )به ظبحت ا

لو  الكوا الين  حيوث   Halorrhena antidysentricaت ا ل للبروتييز المنق  من ب ور  بينت  ا  افال مالاة 

 ايالجيلاتوين و البوومين المصول البقورد  م ولالت ا ول الأخورى انتج ا ل  فاالية للانزيم مقارنة ببقية موالا الت ا ول 

لاراسة اخرى اكمت ا  البروتييز المنق  من اللاتكس لنبوات   ل  التوال  . %70و %60بلات فاالية الانزيم فيلاا 

Wrightia tincoria  مم احت ظ بكامل فااليته  نم حانه مع المالاة الاسواس الكوا الين مقارنوة موع اللايموعلووبين

ا  افال مالاة اسواس كانوت الكوا الين ثوم الالبوومين   (10 )ويمت لاراسة ايريت من مبل . (35)واييزوكا الين 

.اوبوحت  Ficus racemosaنبوات التوين  ثم الجيلاتين ال د سجل امل فاالية انزيمية للبروتييوز المسوتخلص مون

 Phaseolusلاراسووة اخوورى ا   المووالاة الاسوواس الام وول للبروتييووز المسووتخلص موون بوو ور ال اصوووليا المنبتووة 

vulgaris L.  (  46الكا الين ثم الالبومين والجيلاتين  ل  التوال) . 

 



 

 

  

 

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

 رت ال االية الانزيمية المتبقيةلاميقة ومم 30م لممة º 37الانزيم  بمرية 

                                      Optimum pH  الرقم الهيدروجيني الامثل للانزيم المنقى من ثمار الحنظل

(   9-4ة تراوحت بين  )ل المنق   نم أرمام ليمرويينية مخت لارس ت ثير الرمم اللايمرويين  ف  فاالية البروتييز

(. (5اي أ  ط  أ  ل  ف اال ية  الةكل   7.5أظلارت النتالج ا  الرمم اللايمرويين  الام ل ل   االية البروتييز ل و  

حوال    بقيةمتولوحظ انخ ا  ف   ال االية الانزيمية  نم الأرمام اللايمرويينية الحاماية  اي بلات ال االية ال

.  تةير ل ه النتالج ال  ا  ال االية الم ل  لانزيم البروتييز تقع بمن الارمام 4 نم الرمم اللايمرويين   14%

يرثرالرمم اللايمرويين  ف  الحالة الايونية لسلاسل الاحما  الامينية  المتاالالة ال  القا مية.اللايمرويينية 

لجزي ة الانزيم الت  تكو  برورية للمحافظة  ل  التركيب ال لاث  الأباالا للانزيم المنق  او ت ثيره ف   المكونه

الرمم اللايمرويين    ا 10) (اشار  .  ( 31 )الحالة الايونية لمالاة الت ا ل أو ف  ماقم الانزيم ومالاة الت ا ل 

ا   23)بينما اكم ) Cucumis melo var agrestis  الام ل ل االية البروتيز المنق  من ب ور نبات البطيخ   

 ,11لو   Cucumis trigonus Roxburghiالرمم اللايمرويين  الام ل ل االية البروتييز المنق  من ثمار نبات 

رمم ليمرويين     Cucurbita metuliferus  البروتييز المستخلص من نبات  امتلا   ((39ف  ح ين اك  م

مايخص البروتييز المنق  من مصالار نباتية اخرى كا  الرمم اللايمرويين  للبروتييز المنق  من ف  ,  8ام ل  بل  

, بينما لاراسة اخرى بينت ا  الرمم اللايمرويين  الام ل  (27) 7.2بل    Euphorbia hirtaاللاتكس لنبات 

 و 8كانت  .Phaseolus vulgaris Lلصورت  انزيم  البروتييز المنق  من ب ور نبات ال اصوليا المنبتة 

 Euphorb   cotinifolinللبروتييز المنق  من نبات الام ل  ( . اما  الرمم اللايمرويين  46) ل  التوال   8.5

 Wrightia tincoriaا  الرمم اللايملارويين  الام ل للبروتييز المنق  من نبات  بينت. لاراسة اخرى (20) 7لو 

اخرى اكمت ا  الرمم اللايمرويين  الام ل للبروتييز المنق  من سويمار نبات يو  اللانم  و( 35) 11-7.5لو 

coconut   ( . بينما اكمت لاراسة ا  الرمم اللايمرويين   الام ل للبروتييز المنق  من ب ور نبات 40) 9كا

Solanum dubium    ب ور نبات  البروتييزال د تمت تنقيته  من ا  لارت لاراسة اخرىظ.  ا (2) 11كا
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Holarrhena antidysenterica  ( ..البروتييز المنق  من نبات 14) 7.5الرمم اللايمرويين  الام ل له

Euphorbia milii  ( 44) 8كا  افال رمم ليمرويين  ل االيته. 

 

 

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

 Citrullus  colocynthis 

                                                pH of enzyme stability   الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات الانزيم

يمتلوو ثباتوا  تجواه الورمم  Citrullus  colocynthis   بينوت نتوالج لو ه المراسوة ا  البروتييوز المنقو  مون الحنظول

 77من فااليته  الا انوه ي قوم بحومولا  % 90( اي احت ظ الانزيم 7 -8.5)ال  القا مية اللايمرويين   نم القيم المتاالالة 

ويمكن ا   , 9من فااليته  نم الرمم اللايمرويين   %  81،  بينما احت ظ ب   4من فااليته  نم الرمم اللايمرويين   %

ياوولا سووبب انخ وا  فااليووة البروتييووز فو  الارمووام اللايمرويينيوة الحاماووية القليلووة الو  توو ثير حموبوة الوسوو ط فوو  

تركيووب بووروتين الانووزيم وتوو ين المجوواميع المويووولاة فوو  المومووع ال اووال ،  وا   يووالاة الوورمم اللايوومرويين   وون الحوو م 

, وموم يحومب مسوخ لا  (( 31 موم ع ال اوال وفقو ما  فااليوة الانوزيم الام ل يرلاد ال  مس خ البروتين وتاير تركيب ال

,  ( 41)  كس  ف  المحاليل الةميمة الحاماية او القا مية مموا يورلاد الو  تايور فو  الموموع ال اوال وفقوما  فااليتوه 

لقا ميوة ، اي يمكون ويمكن الاستملال من النتوالج ا  الانوزيم لوه مومى ثبوات واسوع يمتوم مون القويم المتاالالوة الو  القويم ا

ه بقيموة ييومة مون فااليتوه , ولنوا  باوا المراسوات التو  تناولوت الورمم ظوخزنه بمن لو ا المومى موع بوما  احت ا

 اظلاورت  ((10 ايريت من مبول لاراسةاللايمرويين  الام ل ل بات البروتييز المنتج من باا نباتات الاالله القر ية  

يتوراود   Cucumis melo Var agrestisالبروتييوز المنقو  مون بو ور نبوات ا  الرمم اللايمرويين  الام ول ل بوات 

 Cucumis trigonus نبوات الورمم اللايومرويين  الام ول ل بوات فااليوة البروتييوز المنقو  مون ثماراموا  .10-8مون  

Roxburghi   ا  الورمم اللايومرويين  الام ول  اكومتا ((18 ( ,وف  لاراسه اخرى ايريت  من مبول  23) 11-4لو

 .11لو  Cucumis melo L.var Inodorus naudل بات البروتييز المستخلص من نبات 
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لاراسات  مة بينت الرمم اللايمرويين  الام ل ل بات البروتييز المنق  من مصالار نباتية مختل ة الملاا التو  بينوت      

 .البروتييووز المنقوو  بوو ور نبووات ال اصوووليا المنبتووه  ((isomerمتنوواظرات ا  الوورمم اللايوومرويين  الام وول ل بووات 

Phaseolus vulgaris L  (  بينما لاراسوة 46(  ل  التوال  )5-6.5( و )7-8.5كا   نم الارمام اللايمرويينية . )

( 20) 7-8كوا   Euphorbia cotinifoliaاخرى اكمت ا  الرمم اللايمرويين  ل بات البروتييز  المنقو  مون نبوات 

لجوويزار  نبوات يوو  اللانوم كوا  الورمم اللايومرويين  الام ول ل باتيوة  كوا  يتوراود  اللاتكسالبروتييز المنق  من  اما 

فكووا  الوورمم اللايوومرويين  الام وول ل باتووه  Solanum dubiumالبروتييووز المنقوو  موون بوو ور نبووات  امووا .(40) 11-7

ثباتيتووه كانووت  فوو  الوورمم  Wrightia tinctoria( .بينمووا البروتييووز المنقوو  موون نبووات 2) 3-12يتووراود مووابين 

 Holarrhena antidysenterica.اموا البروتييوز المنقو  مون بو ور نبوات  (35 ) 5-11.5اللايومرويين  تتوراود 

. ف   لاراسة  اخرى بينوت ا  الورمم اللايومرويين  الام ول  (14) 7-8فكا  الرمم اللايمرويين  الام ل ل باته  يتراود 

 . (44) 5.5-12كا   Euphorbia milii تييز المنق  من نبات الصبارل بات فاالية البرو

 

 

 Citrullus(: الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات فعالية الانزيم المنقى من ثمار الحنظل 5شكل )

colocynthis L. 

                                    Temperature of enzyme activityدرجة الحرارة المثلى لفعالية البروتييز  

 ف  فاالية البروتييوز مون ثموار نبوات الحنظول لارية الم وية(  60-25بينت نتالج ت ثير لاريات الحرارة المختل ة ) 

، ثووم  (وحوومة /موول) 13.5م حتوو  بلاووت امصووالا  35ا  فااليووة البروتييووز تووزلاالا مووع ارت وواا لاريووة الحوورارة لاايووة  

( , وياولا يلوو الو  6)  شكللارية م وية  60 نم لارية  4.4انخ ات مع  يالاة لارية الحرارة حت  وصلت ال  

ا  سر ة الت ا ل الانزيم  تزلاالا بزيالاة لارية الحرارة بمن ممى ماين بسبب  يالاة الطاموة الحركيوة للجزي وات 

 يالاة الطامة الحركية للجزي وات ب اول  يوالاة لاريوة و يالاة التصالامات بين يزي ات الانزيم والمالاة الاساس نتيجة 

الحورارة ، الا ا  ارت وواا لاريووات الحوورارة  وون حوومولا ماينووة يوورلاد الوو  مسووخ الانووزيم وتلووف التركيووب ال لاثوو  لووه 

( (20-50لاريوة الحورارة الم لو  للبروتييوزات السويرينية النباتيوة تتوراود (. ( 24 ,31  وبالتال  انخ ا  فااليتوه 
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ة و والول نباتيوة  مة لاراسات  تناولت البروتييزات المنقواة  مون اينواس اخورى مون ن وس الااللو (.3)  لارية م وية

كانوت فااليتوه الم لو   Cucumis melo var agrestis من بو ور نبوات البطويخ البروتييز المنق  فقم ويم  اخرى

اكوم فيلاوا ا  البروتييوز المنقو  مون ثموار (  (23 لاراسة اخرى ايريت من مبول لارية مرية , 40 نم لارية حرارة 

لاراسوات  لاريوة مريوة  70فااليتوه الم لو  كانوت  نوم لاريوة حورارة  Cucumis trigonus Roxburghiنبوات 

 Euphorbiaاخرى  تخص البروتييز المنقل  من مصالار نباتية اخرى م ل للبروتييز المنق  من اللاتكس لنبوات 

hirta   اموووا البروتييوووز المنقووو  مووون نبوووات  (26) لاريوووة مريوووة  50ل االيتوووه كانوووت المريوووة الحراريوووة الم لووو .

Euphorbia cotinifolia  ( . البروتييوز المنقو  20) لاريوة مريوة  50كانت افال فاالية له  نم لاريوة حورارة

المنق  مون  ( . البروتييز40) لارية مرية  40كانت افال لارية حرارية ل االيته  coconutيو  اللانم  من نبات 

.  بينموا لاراسوة  (2)لارية مريوة  70بل  افال فاالية له  نم المرية الحرارية  Solanium dubiumب ور نبات 

لاريووة حراريووة م لوو   Holarrhena antidysentericaاخوورى  اكوومت ا   للبروتييووز المنقوو  موون بوو ور نبووات 

كانوت  Ipomoea batatasالطماطوة الحلووة  . البروتييوز المنقو   مون يو ور (14)لارية مرية  35ل االيته بلات 

 .(8)لارية مرية    40 المرية الحرارة الم ل  ل االيته 

 

 (: درجة الحرارة المثلى لفعالية الانزيم المنقى من ثمار الحنظل6شكل )            

 

                                Temperature of enzyme stability درجة الحرارة المثلى لثبات الانزيم

اشووارت نتووالج لوو ه المراسووة الوو  ا  البروتييووز المنووتج موون ثمووار نبووات الحنظوول احووت ظ بكاموول فااليتووه  نووم حاوونه 

لممة نصف سا ة . ثم بمأت ال االية الانزيمية بالانخ وا     موع ارت واا  لارية م وية ( 40-25بمريات حرارية )

(  7شوكل )   لاريوة مريوة  60 نم حانه بمرية حرارة  %70لارية الحرارة وفقم نسبة  الية من فااليته بحمولا 

 Cucumis  melo varلاراس ات اخرى لايناس مختل ة ،  بينت ا  البروتييزالمستخلص من ب ور نبات البطويخ 

agrestis   البروتييوز المسوتخلص مون ثموار   .( 10) لاريوة م ويوة 60 -40كا  ثابت ال االيوة  نوم لاريوة حورارة
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بينموا  (23)لاريوة م ويوة  80كوا  ثابوت ال االيوة  نوم لاريوة حورارة  Cucumis trigonus Roxburghiنبوات 

احوت ظ بكامول فااليتوه  نوم حاونه بومريات حورارة   Cucurbita metuliferus البروتييز المستخلص من نبوات 

المنق  من مصالار اخورى اكومت لاراسوة انوت البروتييوز  فيما يخص البروتييز .(  (39 لارية م وية (  40 -  20)

ا  البروتييوز كوا  ثابوت ال االيوة  نوم لاريوة حورارة  coconutالمستخلص من اللاتكس لسويمار نبات يوو  اللانوم 

كوا  يو فااليوة  Wrightia tinctoria. بينموا البروتييوز المنقو  مون اللاتكوس لنبوات  (40) لاريوة مريوة  60-40

( . بينموووا لاراسوووة اخووورى وبوووحت ا  البروتييوووز المسوووتخلص مووون بووو ور 35)  يوووة مريوووة  لار 80ثابتوووة  نوووم 

( . اموا 2لاميقوة ) 30لمومة  لاريوة م ويوة  70كوا  يمتلوو ثباتيوة  نوم لاريواات الحورارة  Solanum dobiumنبوات

-52كانت فااليتوه ثابتوه  نوم الومريات الحراريوة  Theobroma cacaoالبروتييز المنق  من ب ور نبات الكاكاو 

ا  الانزيمات ماظملاا تكو  اك ر ثباتا  بمريات الحرارة المنخ اة ولكو  يوتم الاحت وا  ( .13) لارية م وية  47

ب االيووة الانزيمووات كاملووة ي اوول ح اوولاا بوومريات حوورارة واط ووة . ا  انخ ووا  فااليووة الانووزيم ميووم المراسووة  نووم 

ي ت  نتيجوة تو ثير الحورارة فو  التركيوب ال لاثو  للبوروتين وموم  لارية م وية  40رة ا ل  من حانه بمريات حرا

اي  لارية م وية  60ولو مالوحظ  نم حان الانزيم بمرية حرارة ( 49)يرلاد ال  مسخ البروتين وفقما  فااليته 

مختل ووة بقوو   اوموواتو لوو   لاريووة م ويووة  35كمووا ا  حاوون الانووزيم بمريووة حوورارة  .فقووم نسووبة  اليووة موون فااليتووه

لاميقة  100من فااليته بام  %41.6(. وباملا لوحظ ا  الانزيم ي قم 7لاميقة شكل ) 50الانزيم محت ظا  ب االيته لحم 

 Cucumis trigonus Roxburghiالمنق  من ثموار نبوات البطويخ  اكمت لاراسة ا  البروتييز  من الحان بينما

 .(23)  سا ة 24من فااليته بامفترة  منية مقمارلا  %90بق  محافظا  ل  اك ر من 

 

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

  L. Citrullus colocynyhisالحنظل

 تأثير بعض المواد الكيمياوية وألايونات المعدنية في فعالية البروتييز 

بحاون الانوزيم موع  ويلو لارس ت ثي ر الايونات المامني ة ف  فاالي ة انزي م البروتييز المستخلص من ثمار الحنظل

لاميقة ولوحظ احت اظ الانزيم بكامل فااليته تقريبا   نوم مااملتوه  30  م لممة  35محاليل كلوريمات الماالا  بمرية 
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  % 121و  %110وا لاالات ملووويلا  نوووم حاووونه موووع ايونوووات المانيسووويوم   % 95و  % 98 بوتاسووويومبايونوووات ال

( . كما بلات ال االية المتبقية للانزيم   نم حاونه موع ايونوات 1 ل  التوال   يمول ) مل  مولار  10و 5 بتركيز 

اشووارت باوووا المراسوووات الووو  لاور , لووو  التووووال   %112و %105 الكاليسووويوم , و %93و %97الصووولايوم  

ايونات الك  السيوم والم   انسيوم ف      ي  الاة فاالية  الان  زيم وللاا لاور ف  تح يز الانزيم وثباته  تج   اه التح    لل 

 . ل وحظ  اياا   مم تاثير الم رك بات المخ تزلة مو  ل  ( 37 )والم   سخ الح     رارد   (Autolysisال     ات   )

cysteine    لو  التووال  ،  % 100ولار ف  ال االية  الانزيمية  اي بقيت ثابتة لاو  تاير  مل  م  10،  5بتركيز 

 EDTAالارورية ل االيته ك لو الحال مع موالاه الو    S-Sمما يمل  ل  ا  الانزيم لايمتلو الاواصر من النوا   

ال االيوة المتبقيوة للانوزيم  لم ت بط فاالية الانزيم  نم حانه مع  ل ه الموالاه  ولو   مون الاوامول الكلابيوة ، اي بلاوت

 ل  التوال  , ف  حين ثبطت ال االيه % 95و  %97حوال     EDTAمل  مولار من 10و 1 نم مااملته بتركيز

مون فااليتوه  نوم  % 5و   %35، اي احوت ظ الانوزيم بحووال     PMSFالمتبقيه  الانزيم بصوره كامله حاونه موع 

 ل  التوال  .  تظلار نتالج ل ه المراسة ا  ان زيم الب روتييز   PMSFمل  مولار من  1و 0.1حان الانزيم مع  

 .( Serine Proteaseمن نوا البروتييز السيرين ) ثمار الحنظل  الم نق  م ن

 (: تأثير الايونات المعدنية والمواد المثبطة والمختزلة على الانزيم المنقى من الحنظل1جدول )

 الفعالية المتبقية ) % ( التركيز ) ملي مولار ( المادة

 100 - معاملة السيطرة

 2CaCl 5كلوريد الكالسيوم 

10 

105 

112 

 NaCl 5لصوديومكلوريد ا

10 

110 

121 

 2MgCl  5المغنيسيومكلوريد 

10 

97 

93 

 KCl 5كلوريد البوتاسيوم 

10 

98 

95 

PMSF 0.1 

1 

35 
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Cystein 

2 
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100 

100 

EDTA 
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اش   ارت الا    ميم من الالابيات الا   لمية ال     تاثير با  ا الم   رك بات  ف و   فا  و الية  PMSFوي بط بويولا   

موم ثبطوت فااليتوه بصوورة كاملوة  نوم  Cucumis melo var agrestis ز المنقو  مون بو ور نبواتان زيم البروتييو

ملو   5حوت ظ بكامول فااليتوه تقريبوا  نوم حاونه موع ملو  موولار بينموا ا 5بتركيوز  PMSFحان الانزيم مع مالاة 

 5ك لو لم تتاثر فااليه الانوزيم  نوم حاونه موع ايونوات المانيسويوم والصوولايوم  بتركيوز  EDTAمولار من مالاة 

بينموا البروتييوز المنقو    (9) لو  التووال .  %93,%91,  % 93مل  مولار  حيث بلات ال االيه المتبقية للانزيم 

فقم ثبطت فااليتوه  بصووره كاملوة  نوم حاون الانوزيم   Lycoperiscon esculentum Millالطماطة من ثمار 

حيث بلات ال االية المتبقية  نم حان الانزيم مع الموالاة الاخيورة  PMSFومالاة  DFPمل  مولار من مالاة  5مع 

مووع ايونووات المانيسوويوم  بينمووا بقوو  الانووزيم محافاووا  لوو  فااليتووه  نووم حاوونه %25ملوو  مووولار بلاووت  5بتركيوز 

لكنوه فقوم فااليتوه ملويلا  نوم حاونه موع ايونوات الكاليسويوم  مل  موولار  لو  التووال  10و1بتركيز  %96و 97%

ومووالاة   EDTA لوو  التوووال  ولووم توو ثر مووالاة  %60و %84ملوو  مووولار حيووث كانووت فااليتووه  10و 1بتركيووز 

Cystein   من ل ا يستمل ا  الايونات المامنية للاا ت ثير ف  . و (16)  ل  ال االية حيث احت ظ بلاا بصوره كاملة

اي بينوووت لاراسووة ا  البروتييوووز المنقوو  مووون نبووات البطووويخ  .فااليووة الانووزيم يختلوووف بوواختلاف نو لاوووا وتركيزلووا

Roxburghi  Cucumis trigonus  مم ثبط ت بيطا  كاملا  نم مااملته مع الوPMSF   ملو  موولار ،  5بتركيوز

البروتييوز  بو  . لاراسوة اخورى بينوت (22)فااليتوه   نوم حظنوه موع ايونوات الكاليسويوم والمانيسويوم  بينموا لوم تتواثر

ثبطوت فااليتوه بصوورة كاملوة  نوم حاونه موع موالاة  Holarrehena antidysentericaالمنق  مون بو ور نبوات 

PMSF  ملو  موولار مون موالاة  5مل  مولار وانخ ات فااليته مليلا  نوم حاونه موع  5بتركيزEDTA  وا لاات

فااليتووه بحاوونه مووع ايونووات الكاليسوويوم والمانيسوويوم والصووولايوم ولووم تتوواثر تلووو ال االيووة  نووم حاوونه مووع ايونووات 

ملو  موولار مون  5 نوم حاونه  coconut( . ك لو ثوبط البروتييوز المنقو  مون لاتكوس يوو  اللانوم 13البوتاسيوم )

 كانووت مووم ثبطووت فااليتووه   Solanum dubium ( . كوو لو البروتييووز المنقوو  موون بوو ور نبووات(PMSF 41مووالاة

البروتييوز المنقو  مون يو ور نبوات البطاطوة بينوت اخورى ( . اياوا 2) PMSFبصورة كامله  نم حانه مع مالاة 

(  ممايومل  لو  ا  البروتييوز (PMSF 7ثبطت فااليته   نم حان الانزيم مع مالاة  Ipomoea batatasالحلوة 

 البروتييزات السيرينية .المنق  ياولا ال  مجمو ة 
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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. 
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