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 فصل وتنقية وتوصيف جزئي للايسوزايم من زىرة القرنابيط

 
 سوسن مصطفى عبد الرحمن 

 جامعة بغداد  –كمية الزراعة  –قسم الصناعات الغذائية 
 المستخمص 

محمول فوسفات  جرى في ىذه الدراسة فصل انزيم اللايسوزايم من زىرة القرنابيط بواسطة محاليل استخلاص مختمفة وبعد اجراء التجارب الاولية ظير
كافضل محمول استخلاص لكونو اعطى مستخمصا انزيميا باعمى فعالية نوعية بمغت  6.5 مولار واس ىيدروجيني  0.2الصوديوم الدارئ بتركيز 

.  60%بنسبة تشبع تمت تنقية اولية للانزيم بتركيز المستخمص الخام باستخدام ممح كبريتات الامونيوم . وحدة/ممغم مقارنة مع المحاليل الاخرى 10.9
ام كروموتوغرافي اجريت عممية التنافذ الغشائي لمراسب الانزيمي الخام مقابل محمول فوسفات الصوديوم الدارئ لازالة الاملاح . اعقب ذلك التنقية باستخد

% بعدد مرات 58.2ن الحصيمة الانزيمية بمغت .اشارت نتائج لتنقية الايسوزايم الجزئية الى ا Duolite C-464التبادل الايوني عمى عمود المبادل الموجب 
الى ان  3.5pH-8وحدة/ممغم . اظيرت نتائج التوصيف الجزئي لتحديدأفضل أس ىيدروجيني لفعاليةانزيم اللايسوزايم بمدى  43.3وفعالية نوعية 7.7تنقية 

اي انو يكون ثابتا في  pH 5.5-6الامثل لثباتو بين قيمتي  يمثل افضل قيم الاس الييدروجيني المدروسة ، في حين تراوح المدى 6الأس الييدروجيني 
مْ ابدى الانزيم  80الى 30الاوساط الحامضية . وعند تحديد درجة الحرارة المثمى لاعمى فعالية لانزيم اللايسوزايم بدرجات حرارية مختمفةوعمى مدىتراوح من 

ة الثبات الحراري إلى ان الانزيم احتفظ تقريباً بكامل فعاليتو عند حضنو بدرجات حرارة مابين مْ . بينما اشارت نتيجة دراس 60اقصى فعالية عند درجة حرارة 
 .مْ 70% من فعاليتو الاصمية عند درجة حرارة 92وبحوالي  6دقيقة عند الاس الييدروجيني 15مْ لمدة  (65-50)
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ABSTRACT  

This study was aimed to separate cauliflower  lysozyme by using different extraction solutions, after primry 

experiences it was found that 0.2 M phosphate buffer pH (6.5) is the best one for extraction because the specific 

activity for the enzyme reached 10.9 unit/mg comparison with other extraction solutions. primary purification of 

the enzyme was done by concentrating the crude extract using ammonium sulphate at 60% saturation, then 

dialyzed aginst phosphate buffer  to remove the salts . followed by appling the dilayzed concentrate on ion exchange 

chromatography on the cation exchange column Duolite C-464 .The results of partial  purification pointed out that 

the enzyme yield and purification folds and specific activity were 58.2% and 7.7 times and 43.3 unit/mg 

respectively. The results of enzyme partial characterization showed that the optimum pH for the enzyme activity 

was 6, and the enzyme was most stable at pH values ranged between 5.5 - 6 . At optimization the optimum 

temperature for activity the enzyme exhibited the maximum activity at 60 
o
C at temperature degrees ranged 

between 30 to 80 
o
C while the study of heat stability pointed out that the enzyme retained almost its entire activity 

over 15 min incubation at 50-65 
o
C at pH 6 and 92% from its original  activity at 70

 o
C . 
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 المقدمة 

اللايسوزايم ىو الاسم المتداول لانزيم ينتمي إلى        
 . ويوصف Hydrolasesالمجموعة الثالثة للانزيمات المحممة 

ويصنف كـ  N-acetylhexosaminodaseعمميا بانو 
Muramidase  ويحمل التصنيف الرقمي(EC.3.2.1.17) 

(11)  . 
يعة وبخاصة في تنتشرانزيمات اللايسوزايم بشكل واسع في الطب

بياض البيض والافرازات الجسمية كالدموع والمعاب والحميب 
كما يوجد في الاحياء المجيرية  Leucocytesوالخلايا البيضاء 

(، وبسبب خواص 14والفايروسات والعاثيات والحشرات والنباتات)
ىذه الانزيمات التثبيطية تجاه بعض الانواع من الاحياء المجيرية 

  17)،  (6مادة حافظة طبيعية في صناعة الاغذية فقد استعممت ك
وقد درس اللايسوزايم المستخمص من الحيوانات بشكل واسع من 
حيث وجوده ووظيفتو وتركيبو وخواصو المختمفة الا ان القميل من 
الدراسات تمت عمى اللايسوزايم من مصادر نباتيو وقد تعاممت 

ارات النباتية مثل بشكل اساسي مع اللايسوزايم الموجود في العص
وعصارة شجرة المطاط  (9)( والتين 12،(12نبات البابايا  عصارة

Hevea brasiliensis 4)،21 وعصارة نبات )Asclepias 

syriaca (16)  (1) وعصارة نبات الديباج  Calotropis 

procera. 
ولقد اجري ىذا البحث بيدف فصل انزيم اللايسوزايم من زىرة 

ىذا النبات في العراق ويعتبر من المحاصيل  القرنابيط حيث يزرع
الميمة ، وتنقيتو جزئيا ومحاولة التعرف عمى بعض خواصو اذ 
تساعد مثل ىذه المعمومات في التعرف عمى محتوى مختمف 

 الخضروات والفواكو الخام من اللايسوزايم . 

 المواد وطرائق العمل 

 استخلاص الانزيم 
من السوق المحمية تم الحصول عمى نبات القرنابيط  

وبعد ان شذبت رؤوس القرنابيط ، اجريت عمميات 
من عناقيد الازىار مع محاليل  1:1الاستخلاص بنسبة 

استخلاص مختمفة شممت الماء المقطر و محمول فوسفات 
،  6.5مولار ورقم ىيدروجيني  0.2الصوديوم الدارئ بتركيز 

.  ممح كموريد الصوديوم 2%والدارئ نفسو الحاوي عمى 
دقائق لاستخلاص العصير ثم  1-3مزجت في الخلاط لمدة 

طبقات من الشاش ، ولمتخمص من الرواسب  3رشح خلال 
دورة / دقيقة  4000اجري الطرد المركزي عمى سرعة مقدارىا 

دقائق وبعد جمع الراشح  قدرت فعالية الانزيم وتركيز  10لمدة 
 ة . البروتين في المستخمص الخام وخلال خطوات التنقي

 فعالية الانزيم 
قدرت فعالية اللايسوزايم حسب طريقة العكارة التي  
حيث حضر عالق خلايا  (13)واخرون  Li-chanاوردىا 
في محمول دارئ  Micrococcus Iysodeikticusبكتريا 

 6.24مولار واس ىيدروجيني  0.006الفوسفات بتركيز 
 0.6 – 0.7وبدرجة حرارة الغرفة وعمى امتصاصية مقدارىا 

مل من  0.1نانومتر . اضيف  450عمى طول موجي قدره 
مل من عالق الخلايا في وقت الصفر  2.5محمول الانزيم لـ 

ومزج جيداً مع العالق وسجل الانخفاض في قيم الامتصاص 
ثانية لمدة دقيقتين  30نانومتر كل  450عمى طول موجي 

 باستعمال جياز الطيف الضوئي . 
يم اللايسوزايم بانيا كمية الانزيم التي عرفت وحدة فعالية انز 

في  0.001تسبب انخفاضاً في الامتصاص الضوئي مقداره 
نانومتر باستعمال  450الدقيقة الواحدة عمى طول موجي قدره 

كمادة اساس وتحت  M. Iysodeikticusعالق خلايا بكتريا 
 ظروف التجربة . 

 . (15)واخرون  Lowryقدر تركيز البروتين حسب طريقة 
 تنقية الانزيم الجزئية 

تمت الخطوة الأولى من تنقية انزيم اللايسوزايم وذلك  
بتركيز المحتوى البروتيني لممستخمص الخام باضافة كبريتات 

مع التحريك لحين  60%الامونيوم الصمبة بنسبة اشباع 
مْ جرى  4ساعات بدرجة  3الاذابة ، ثم ترك المحمول لمدة 

 15د / د لمدة  8000كزي بسرعة بعدىا عممية الطرد المر 
مل من دارئ الاستخلاص  7دقيقة ثم جمع الراسب وذوب في 

، واجريت عممية النضح الغشائي لممحمول مقابل محمول 
مولار واس 0.2فوسفات الصوديوم الدارئ بتركيز

ساعة ثم قدرت  24بثلاث تبديلات لمدة  6.5ىيدروجيني
 الفعالية الانزيمية وتركيز البروتين . 

 Duolite عمى عمود  بعد ذلك اتبعت تقنية التبادل الايوني

C-464 بابعاد 
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سم والذي سبق موازنتو بمحمول فوسفات  1.5) × (10.5
،  7.5مولار واس ىيدروجيني  0.05الصوديوم الدارئ بتركيز 

بعد اضافة النموذج غسل المبادل بمحمول دارئ الموازنة 
ل / انبوب . أسترد م 5مل / ساعة وبواقع  30بسرعة جريان 

مولار  0.5الانزيم باستخدام محمول فوسفات الصوديوم بتركيز 
. قيس امتصاص الضوء عمى طول  8واس ىيدروجيني 

نانومتر لتعيين تركيز البروتين وقدرت فعالية  280موجي 
الانزيم للأجزاء المستردة ثم جمعت الأجزاء المحتوية عمى 

 تين والفعالية الانزيمية . الفعالية ، قيس الحجم وتركيز البرو 
 توصيف الانزيم 

 شمل اجراء الاختبارات التالية : ـ  
استخدم  .. تعيين الاس الييدروجيني الامثل لفعالية الانزيم  1

لمتفاعل محمولان دارئان ىما محمول خلات الصوديوم الدارئ 
 3.5 , 4 , 4.5 , 5 , 5.5بقيم مختمفة من الأس الييدروجيني 

 ,سفات الصوديوم الدارئ وبقيم اس ىيدروجينيومحمول فو  

6.5 , 6  7.5 , 7 .8. 
. تعيين الاس الييدروجيني الامثل لثبات الانزيم حيث  1

حضن الانزيم مع المحاليل المنظمة ذات قيم الاس 
لمدة نصف ساعة  8ـ3.5الييدروجيني المختمفة تراوحت بين

 جرى بعدىا تقدير الفعالية المتبقية للانزيم. 
. تعيين درجة الحرارة المثمى لفعالية الانزيم : عمى درجات  1

 لغاية مْ  12درجات بين درجة واخرىمن  5حرارية مختمفة بنقمو 

 لمحمول التفاعل .  6مْ عند أس ىيدروجيني 82
دراســة الثبــات الحــراري للانــزيم فــي درجــات حراريــة مختمفــة:  .4

ام اس دقيقــة وباســتخد     15مْ ولمــدة  30-80نـتراوحــت مــ
 لمحمول التفاعل .  6ىيدروجيني 

 النتائج والمناقشة 
 استخلاص الانزيم 

قدرت الفعالية النوعية لانزيم الايسوزايم المستخمص  
من ازىار نبات القرنابيط باستخدام محاليل استخلاص مختمفة 
تمثمت بالماء المقطر ومحمول فوسفات الصوديوم الدارئ 

والدارئ نفسو الحاوي  6.5ي مولار واس ىيدروجين 0.2بتركيز 
كموريد الصوديوم ، اذ حقق الاستخلاص بمحمول  2%عمى 

اعمى  6.5مولار واس ىيدروجيني  0.2دارئ الفوسفات بتركيز 
وحدة / ممغم مقارنة بالمحاليل  10.9فعالية نوعية بمغت 

الاخرى )محمول الفوسفات الدارئ الحاوي عمى كموريد 
مقطر( فكانت الفعالية النوعية والماء ال 2%الصوديوم بنسبة 

 وحدة/ممغم عمى التوالي .  9.7و  9.9ليما 
نجد ان الفعالية النوعية للانزيم  1من ملاحظة الشكل 

المستخمص بالماء المقطر كانت منخفضة مقارنة بالمحاليل 
الدارئو المستخدمة مما يدل عمى ان الماء المقطر اقل ملائمة 

نسبة البروتين المستخمص للاستخلاص ، اضافة إلى زيادة 
بمحمول الفوسفات الدارئ بسبب ارتفاع القوة الايونية لو مقارنة 
بالماء المقطر وبالتالي ساىم في فك ارتباط الانزيم من انسجة 

من ان كفاءة  Parkin (18)النبات ، وىذا يتوافق مع ماذكره 
أي محمول لاستخلاص البروتينات بشكل عام يعتمد عمى عدة 

يا الاس الييدروجيني لمحمول الاستخلاص والقوة عوامل من
الايونية لو وكذلك الطبيعة الكيمياوية لممحمول . ولاستخلاص 
الانزيمات يجب استخدام محاليل دارئو تحافظ عمى الاس 

 الييدروجيني في المدى الذي يكون فيو الانزيم ثابت . 
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 تركيز الانزيم وتنقيتو الجزئية 
م تركيز الانزيم لممستخمص الخام باستخدام كبريتات ت

فكانت فعالية الانزيم وفعاليتة  60%الامونيوم بنسبة اشباع 

وحدة / ممغم عمى التوالي  18.3وحدة / مل و  16.5النوعية 
وبحصيمة  3.3، اما عدد مرات تنقيتة في ىذه المرحمة فكانت 

 ( . 1.)جدول 69%انزيمية مقدارىا 
 

 وات تنقية انزيم اللايسوزايم من القرنابيطخط 1جدول 

 خطوات التنقية
الحجم 
 )مل(

الفعالية 
 )وحدة / مل(

تركيز 
البروتين 
 )ممغم/مل(

الفعالية 
النوعية 

 )وحدة/ممغم(

الفعالية 
الكمية 
 )وحدة(

عدد مرات 
 التنقية

الحصيمة 
)%( 

 100 1 335 5.5 1.2 6.7 50 المستخمص الخام

الترسيب بكبريتات 
 ونيومالام

14 16.5 0.9 18.3 231 3.3 69 

التبادل الايوني 
 Duolileبعمود 

C-464 

30 6.5 0.15 43.3 195 7.7 58.2 
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من المعموم ان كبريتات الامونيوم من اكثر الاملاح استعمالًا 
في تركيز البروتينات نظراً لقمة كمفتيا ولذائبيتيا العالية وكذلك 

جيني ومن ثم لاتؤثر في ثبات لانعدام تأثيرىا في الاس الييدرو 
الانزيم . وان مبدأ التركيز بكبريتات الامونيوم يعتمد عمى 
معادلة الشحنات الموجودة عمى سطح البروتين والاخلال 
بطبقة الماء المحيطة بو مما يؤدي إلى ترسيبو بتأثير ما يعرف 

Salting out (7) . 

اكممت التنقية الجزئية للانزيم باستعمال المبادل الايوني  
Duolite – C464  ، وذلك لكفاءتو المميزة في الفصل

استرداد الانزيم بنقاوة عالية مع امكانية استخدامو عدة مرات 
.  Regeneration (13)دون الحاجة لخطوة اعادة فعالية 

من عمود  ويعد ظيور الفعالية الانزيمية في جزء الاسترداد
ان شحنو الانزيم موجبة مما   المبادل الايوني دليلًا عمى

( بمغت الحصيمة الانزيمية 2جعمتو يرتبط بالمبادل )شكل 
 . 7 .7وبعدد مرات تنقية %58.2
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تمت موازنتو  Duolite – C464كروموتوغرافي التبادل الايوني لتنقية لايسوزايم القرنابيط باستخدام عمود المبادل الايوني   2شكل
مولار فوسفات الصوديوم  0.5. وتم الاسترداد بمحمول  7.5مولار فوسفات الصوديوم الدارئ واس ىيدروجيني  0.05بمحمول 

 مل لمجزء الواحد .  5مل / ساعة بواقع  30. سرعة الجريان  8الدارئ واس ىيدروجيني 
 

لقداستخدمت طرائق عدة لتنقية انزيم اللايسوزايم من مصادره 
عند  Matsushima (10)و  Haraالمختمفة فقد حصل   

 Brassica rapaتنقية انزيم اللايسوزايم من نبات المفت 
بعد اجراء  CMCوفصمو عمى المبادل الايوني الموجب 

 II , Iالترسيب الممحي بكبريتات الامونيوم عمى انزيمي 
عمى الترتيب . اكممت التنقية  16% و   42%بحصيمة 

 Sephadex G-75يح اليلامي عمى عمود بواسطة الترش

للانزيم  I , 13%للانزيم  35%ووصمت الحصيمة الانزيمية 
II  

 توصيف الأنزيم 
  الأس الييدروجيني الأمثل لفعالية الانزيم 

الذي يمثل الاس الييدروجيني  3يلاحظ من الشكل  
الامثل لفعالية الانزيم ان الفعالية الانزيمية زادت بزيادة الاس 

مما يعني  6ييدروجيني ووصمت حدىا الاقصى عند قيمة ال
انو الاس الييدروجيني الامثل لمفعالية ويمكن ملاحظة 
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الانخفاض التدريجي عمى جانبي الاس الامثل ، ومع الارقام 
كان الحد الادنى من الفعالية . وىذا  8 و   1.5الييدروجينية 

فاعل عمى الانخفاض نتيجة تأثير الاس الييدروجيني لوسط الت
 (Catalytic groups)الحالة الايونية لممجاميع الحفزية 

الموجودة في الموقع الفعال للانزيم او نتيجة التغير في الحالة 
 –ومعقد الانزيم  (ES)المادة الاساس  -الايونية لمعقد الانزيم 

. أي ان الاس الييدروجيني الامثل لمفعالية يُمثل  (EP)الناتج 
تكون عندىا جميع مكونات التفاعل في افضل تمك القيمة التي 

حالة ايونية لاسيما الحوامض الامينية الموجودة في الموقع 
. وعمى الرغم من اختلاف مصدر  (22)الفعال من الانزيم 

الانزيم النباتي وتباين طريقة تقدير فعاليتو فقد جاءت نتيجة 
من ان  (2)واخرون  Audyىذه الدراسة مشابية لما وجده 

وزايم جنين الحنطة كان عند الاس سى فعالية لاياقص
 (8)و  Ereifej  ، ومتفقة لما حصل عميو 6الييدروجيني 

Markakis   .

 

شكل  3 الأس الهيدروجيني الامثل لفعالية لايسوزايم القرنابيط
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 الأس الييدروجيني الأمثل لثبات الأنزيم 
تعد دراسة الاس الييدروجيني الامثل لثبات الانزيم 
جزءاً أساسياً لخواص أي انزيم اذا ان معرفة ىذه الخاصية 

 اعد في تحديد ظروف خزن الانزيم وظروف تنقيتو . تس
ان المدى الامثل لثبات الانزيم يكون عند قيم  4يبين الشكل 

أي انو يكون ثابتاً في الاوساط  6 و  5.5الييدروجيني  الاس
الحامضية ويبدي انخفاضاً في الاوساط الحامضية المتطرفة 

م إلى تأثير والقاعدية . ويعود ىذا الانخفاض في ثبات الانزي
الاس الييدروجيني في جزئية الانزيم وحده من خلال تغيير 
شكمو الفراغي بتغييره لمتركيب الثالثي والثانوي أي يحدث تغير 
بالحالة الطبيعية للانزيم وبالتالي الاقلال من فعالية الانزيم 

 19)،  (5وصولًا إلى الحد الذي يفقد فيو الانزيم فعاليتو تماماً 
 . 
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م القرنابيط بقيم أس هيدروجيني مختلفة  شكل 4 ثبات أنزيم لايسوزاي

حضن الانزيم في المحاليل الدرئة بقيم أس هيدروجيني مختلفة لمدة 

نصف ساعة ثم قدرت الفعالية

0

20

40

60

80

100

120

0 2 4 6 8 10

)   pH    ( الاس الهيدروجيني

) 
%

 (
ة 

قي
تب
لم

ة ا
لي
عا

لف
ا

 

 
 رجة الحرارة المثمى لفعالية الانزيم د

( إلى 5تشير نتائج دراسة درجة الحرارة المثمى )شكل  
زيادة فعالية الانزيم عند زيادة درجة الحرارة لتصل اقصاىا عند 

مْ حيث سجمت اعمى قيمة ليا ، ثم انخفضت  60درجة حرارة 
بعدىا . ويشترك عاملان في ىذه الظاىرة احدىما زيادة الطاقة 

لحركية الذاتية لكل من الانزيم ومادة التفاعل والاخر زيادة ا
فرصة التصادم بين الانزيم ومادة التفاعل كنتيجة لزيادة معدل 

 .  (18)حركتيم بفعل الحرارة 

اما انخفاض فعالية الانزيم في درجات الحرارة العالية فيحدث 
ي نتيجة كسر لمعديد من الاواصر الييدروجينية الضعيفة وبالتال

تغير التركيب الثلاثي للانزيم فيفقد قوتو الحفزية وقد يحدث 
. وتتشابو نتيجة ىذه  (18)مسخ لو ويفقد فعاليتو بالكامل 

من ان اعمى فعالية  (2)وجماعتو  Audyالدراسة مع ما ذكره 
لانزيم اللايسوزايم المعزول من جنين الحنطة كانت عند درجة 

مْ  90إلى  5درجات من مْ وعند دراستو عَمى مدى  60حرارة 
. وقد ذكرت البحوث ان من السمات المشتركة لانزيمات 
اللايسوزايم النباتية تتمثل في انيا غالباً ما تكون فعالة بدرجات 

 .(3)حرارية عالية نسبيا
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شكل5 درجة الحرارة المثلى لفعالية انزيم لايسوزايم القرنابيط
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 الثبات الحراري للانزيم 
تم تعيين الثبات الحراري لانزيم لايسوزايم القرنابيط  

ل الميمة في توصيف الانزيم من خلال بوصفو من العوام
تحديد درجات الحرارة التي يحتفظ فييا الانزيم بفعاليتو وتمك 

ان الانزيم  6التي تؤثر عميو بشكل سمبي . فيلاحظ من الشكل 
احتفظ تقريباً بكامل فعاليتو عند معاممتو بدرجات حرارية من 

من فعاليتو الاصمية عند درجة  92%مْ وبحوالي  50 – 65
من فعاليتو بدرجة  75%مْ لكنو لم يحتفظ الا بحدود  70حرارة 

مْ ، وىذه النتيجة تدل عمى ان للانزيم ثباتيو حرارية ،  80
وغالباً ما تتميز الانزيمات التي ليا درجات حرارية مثمى عالية 

 بثباتيا الحراري العالي .

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

قرنابيط             ثبات الحراري لا نزيم لايسوزايم ال                 شكل6 ال

فعالية  حضن الانزيم بدرجات حرارية مختلفة  لمدة 15 دقيقة ثم قدرت ال
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