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بعض الاسماك امعاءاستخلاص وتنقیة انزیم الكولاجینیز من مخلفات

وسن كاظم عبد الرزاقو م البشر حمید جابر الموسوي ا

، البصرة، العراقجامعة البصرة، كلیة الزراعة، قسم علوم الاغذیة

خمسة انواع من الاسماك البحریة والنهریة شملت الكارب كبیر الراس مخلفات امعاءاستعملت:مستخلصال
Aristichthys nobilis والكاربǈƑ ƨƵǚHypophthalmichthys molitrixو الصبورTenualosa ilisha

Lizaوالبیاح  carinata والضلعةScomberoides commersonianus باستعمال اربعة محالیل تضمنت الماء
Tris% ومحلول دارئ 7و 5و 2المقطر و محلول كلورید الصودیوم بتراكیز  – HCL مولاري وبدوال 0.05بتركیز

7و 6.5و 5مولاري وبدوال حامضیة 0.05ومحلول دارئ الفوسفات الصودیوم بتركیز 8.5و 7.5و 7حامضیة 
وافضل محلول استخلاص وقد وجد ان اسماك الكارب كبیر الراس كانت افضل سماكنوع من الالغرض تحدید افضل 

هو افضل 6.5مولاري وبدالة حامضیة 0.05الاخرى وان محلول دارئ فوسفات الصودیوم وبتركیز بالاسماكمقارنة 
ضیفت كبریتات وحدة / ملغم بروتین .    ا220.45محلول استخلاص اذ اعطى اعلى فعالیة للانزیم والتي بلغت 

% كخطوة اولى من خطوات التنقیة ، اذ بلغت الفعالیة الانزیمیة 80–20الامونیوم للمستخلص الانزیمي بنسبة تشبع 
% وبعدد 22.56وحدة / ملغم بروتین على التوالي وبحصیلة انزیمیة بلغت 659.33وحدة / مل و 718.67والنوعیة 

مرر المستخلص الانزیمي المركز على عمود كروموتوكرافیا التبادل الایوني مرة ، بعدها 4.44مرات تنقیة مقدارها 
DEAE – Sephadex A-50 واسفرت عملیة التبادل الایوني عن ظهور صورتین للانزیم ،W وC اذ بلغت ،
% 36.56و 10.56وحدة / ملغم بروتین وبحصیلة انزیمیة 359.40و 140.22الفعالیة النوعیة لكلا الصورتین 

لخطوة تنقیة اضافیة تمثلت بخطوة Cو Wمرة على التوالي ، خضعت الصورتان 4.75و 1.57وعدد مرات تنقیة 
و Wفبلغت الفعالیة النوعیة لكلا الصورتین Sephadex G-100الترشیح الهلامي باستعمال عمود الترشیح الهلامي 

C139.19 19.68و 4.26% وبعدد تنقیة 22.43و 5.77ة وحدة / ملغم بروتین وبحصیلة انزیمی350.21و
مرة على التوالي ، بینت نتائج تحدید نقاوة صورتي الانزیم المذكورتین بظهور حزمة بروتینیة واحدة لكل منهما عند 

.استعمال الترحیل الكهربائي في هلام متعدد الاكریل اماید بغیاب العوامل الماسخة 

تعرف الانزیمـــات على انهــا عوامــل مساعــدة المقدمة

لوجیــة ذات طبیعــة بروتینیــة في داخــل الكائــــن و بای

الحي اذ تعمــل على تسریــع التفــاعلات الكیمــوحیویة 
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خفــض من طـــاقة التنشــیط اللازمـــــة للحصـــول على تو 

نواتـــج التفاعـــل دون ان تـتغیر ، یمارس الانزیـــم تاثیـــره 

مكون معقدا مع اعلةمن خلال اتحــاده مع المادة المتف

ثم الحصول على نواتج Substrateالمادة الخاضعة 

التفاعل بعد انفصال الانزیم  ، یتمیز كل انزیم بدرجة 

معینة من التخصص للمادة الخاضعة التي یعمل علیها 

فبعض الانزیمات ذات تخصصیة شاملة وانزیمات 

وهنالك انزیمات تخصصیة لنوع معین من التفاعلات

;(مطلق ذات تخصص تـــعد البروتیزات واحدة ) .18

من اهم الانزیمات المستعملة في مجــال الاغذیة 

انزیم الكولاجینیز اذ یعد )2باختلاف مصادرها (

Collagenase enzyme واحدا من البروتیزات ذات

التخصصیة المطلقة ، استعمـــل هذا الانزیـــم في مجـــال 

هذا الانزیم من مصادر حیوانیة الاغذیة والصحة وعزل

اذ تعد بكتریافقــــریة ولافقـــــریة) ومیكروبیة (

Clostridium histolyticum اول مصدر لعزل هذا

ین ــــبهیئتولاجینیزــــالكد ــــیتواج.)15;5(الانزیم

الحامض لوجودSerine Collagenaseةــــالسیرینی

أما الهیئة الثانیة الامیني السیرین في الموقع الفعال 

اذ Metal Collagenaseالكولاجینیز المعدنيفهو

یعد من البروتیزات المعدنیة التي تحتاج الى عنصر 

الزنك كعامل مساعد في التفاعلات ویفقد الانزیم فعالیته 

تعتمد طریقة عند مسكه من قبل العوامل الكلابیة .

خلاص الانزیم على طبیعة المادة الاولیة التي است

تستعمل كمصدر للانزیم وهي اما انسجة حیوانیة او 

كائنات مجهریة لذا فان الطرق المستعملة في 

الاستخلاص یجب ان تصمم بحیث یتم تحطیم اغلب 

الخلایا لغرض تحریر كل مكوناتها وبذلك تكون عملیة 

م تم استخلاص انزی.)13الاستخلاص سهلة (

Lee) و 11( واخرونKimلـــالكولاجینیز من قب

Katsuwonus(ةونــــــــالتكـــــن سمـــــم)13( واخرون

pelamis باستعمال دارئ (Tris – HCL وبتركیز

وحصلوا على 7.5مولاري وبدالة حامضیة 0.02

. أماوحدة / ملغم بروتین12.772نوعیة فعالیة 

Murado et al. (17) فقد تمكنوا من استخلاص

Ray Fishانزیم الكولاجینیز من مخلفات سمك

)Raja clavata2590ى فعالیة انزیمیة ) وحصلوا عل

. اجریت عدة خطوات لتنقیة الانزیم من قبلوحدة / مل

et al. (18)Park منها الترسیب بالاسیتون البارد ثم

DEAEالتجزئة باستعمال المبادل الایوني  –

Sephadex A50 تلتها خطوة الترشیح الهلامي على

وقد حصلوا على فعالیة Sephadex G75عمود 

وحدة / ملغم بروتین وبحصیلة 652.1نوعیة للانزیم 

.مرة39.5% وعدد مرات تنقیة 0.1انزیمیة 
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استخلاص انزیم الكولاجینیز من مخلفات انواع مختلفة - :لذا هدفت هذه الدراسة الى 

من الاسماك ( البحریة و النهریة ) وباستعمال محالیل 

ته بطرق التنقیة المعروفنقیتثماستخلاص مختلفة  

طرائق العمل المواد و

الاسماك 

تم الحصول على الأسماك البحریة الصبور 

Tenualosa ilisha   و أسمـــاك الضلعــة

Scomberoides commersonianus واسماك

او في محافظة من قضاء الفــــــLiza carinataالبیاح 

، أما الأسماك النهریة  الكـــارب الفضــيالبصرة

Hypophthalmichthys molitrixالفضيوالكارب

فقد تم Aristichthys nobilisكبیر الرأس

الحصول علیها من مربي الأسماك في محافظة 

حاوي على حفظت الأسماك في صندوق. البصرة

، حتى وصولها إلى المختبرIce Boxمجروش الثلج

تم فتح الاسماك ونزع احشائها الداخلیة ثم عزلت 

.الأمعاء الدقیقة لأجراء عملیة الاستخلاص

استخلاص أنزیم الكولاجینیز 

المذكورة الأسماك الدقیقةمعاءلاااستخلص الأنزیم من 

-:المحالیل التالیةباستعمـــال سابقا

الماء المقطر –1

W/V% 2تركیز NaClمحلول كلورید الصودیوم - 2

)(.

W/V% 5تركیز NaClمحلول كلورید الصودیوم - 3

)(.

W/V% 7تركیز NaClمحلول كلورید الصودیوم -4

)(.

0.05محلول فوسفات الصودیوم الدارئ تركیز -5

.6.5مولاري وبدالة حامضیة 

0.05محلول فوسفات الصودیوم الدارئ تركیز - 6

7مولاري وبدالة حامضیة 

Trisمحلول -7 – HClمولاري وبدالة 0.05تركیز

8.5حامضیة 

Trisمحلول - 8 – HCl مولاري وبدالة 0.05تركیز

7.5حامضیة 
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Trisمحلول - 9 – HCl مولاري وبدالة 0.05تركیز

7حامضیة 

طریقة الاستخلاص 

لأستخلاص Park et al. (18)اتبعت طریقة 

، یز مع اجراء بعض التحویرات علیهاأنزیم الكولاجین

اخذت الامعاء وازیل محتواها من الفضلات والطبقة

الدهنیة وغسلت بالماء المقطر البارد ، فرمت ومزجت 

مع محلول الاستخلاص المبرد مسبقا { الذي اعطى 

( وزن 2: 1ونسبة خلط ى فعالیة نوعیة للأنزیم ، اعل

2لمدة Blander، جنست بخلاط كهربائي / حجم )

دقیقة ، وضع المستخلص على المحرك المغناطیسي 

مْ واجري النبذ المركزي 4ساعة وبدرجة حرارة 20لمدة 

20مْ / 4بدرجة حرارة g ×7000للمستخلص  

.دقیقة، جمع الراشح وأهمل الراسب

ةتقدیر الفعالیة الانزیمی

وStainحسب طریقةالانزیمیةقدرت الفعالیة 

Moore)16(.

الانزیم       تنقیة

التركیز بكبریتات الامونیوم

رسب الانزیم باضافة بلورات كبریتات الامونیوم الصلبة 

تدریجیا الى المستخلص الانزیمي الخام مع التحریك 

المستمر على المحرك المغناطیسي لحین الاذابة بدرجة 

–20ساعة للوصول لدرجة تشبع ( 2م لمدة 4حرارة 

g ×15000ي ) % ، اجریت عملیة النبذ المركز 80

م ، قدرت الفعالیة التحللیة 4دقیقة  بدرجة حرارة 20/ 

Moore andالطریقــــةحسب Stain بعد كل (16)

مرحلة من مراحل الترسیب ، جمعت الرواسب وذوبت 

في حجم قلیل من دارئ فوسفات الصودیوم تركیز 

، اجریت عملیة 6.5مولاري وبدالة حامضیة 0.05

الماء المقطر باستعمال اكیاس التنافذ الدیلزة ضد 

ساعة مع استبدال 24م لمدة 4الغشائي بدرجة حرارة 

ساعات ، قدر حجم المحلول الناتج 6الماء كل 

.یة و تركیز البروتین على التواليوالفعالیة الانزیم

كروموتوكرافیا التبادل الایوني       

المحالیل المستعملة 

دروكسید الصودیوم مولاري ھی0.1محلول –1

مولاري حامض الھیدروكلوریك 0.1محلول -2

0.05محلول دارئ فوسفات الصودیوم تركیز -3

6.5مولاري وبدالة حامضیة 

0.05محلول فوسفات الصودیوم الدارئ تركیز -4

1.5المحتوي على 6.5مولاري بدالة حامضیة 

.NaClمولاري كلورید الصودیوم 

DEAEالمبادل الایوني السالب -5 – Sephadex A

– 50
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تنشیط المبادل وتحضیر العمود 

DEAEحضر المبادل الایوني (  – Sephadex A-

50 (Di ethyl aminoethyl sephadex تبعا

وand Blanchard (21)Stollلطریقة

Bradford)7( 500غم من المبادل في 20، بتعلیق

مل من الماء المقطر وترك لیركد ثم سكب السائل 

العلوي وغسل المبادل عدة مرات بالماء المقطر الى ان 

اصبح السائل العلوي رائقا ثم رشح عبر قمع بخنر 

وعلق Whatman No. 1تحت التفریغ بورق ترشیح 

وغسل عدة مرات بالماء المقطر ، 1في محلول رقم 

وغسل بالماء المقطر لعدة 2علق المبادل بمحلول رقم 

مرات ، رشح عبر قمع بخنر تحت التفریغ باستعمال 

، ثم علق المبادل Whatman No. 1روق ترشیح 

وغسل مرات عدة بالمحلول 3م الایوني مع محلول رق

هذه الخطوة حتى ، رشح مرة اخرى وكررت نفسه

الوصول الى الدالة الحامضیة المطلوبة ، اجریت بعدها 

للتخلص من Degassingعملیة ازالة الهواء 

، ثم عبأ المبادل الایوني في عمود الفقاعات الهوائیة

) سم على الجدار الداخلي ، اجریت 80× 2.5ابعاده (

لاثة بما یعــادل ث3موازنة للعمود بالمحـلول الـدارئ رقــم 

امــثال حجم الهلام في العمود وتضمنت سرعة الجریان 

مل / ساعة .30بمعدل 

طریقة العمل

مرر المستخلص الانزیمي المستحصل علیه من 

الخطوة السابقة على عمود المبادل الایوني واجریت 

3بمحلول الموازنة رقم Washingخطوة الغسل

مل / 3مل / ساعة وبمعدل 30وبسرعة جریان 

280نبوبة ، قرأت الامتصاصیة بطول موجي ا

نانومیتر للاجزاء المفصولة بواسطة جهاز المطیاف 

الضوئي ورسمت العلاقة بین الامتصاصیة وعدد 

الاجزاء المفصولة وتم قیاس الفعالیة الانزیمیة للقمم 

كما تم قیاس الفعالیة الانزیمیة في الاجزاء البروتینیة

لتي اظهرت فعالیة انزیمیة ، التابعة للقمة البروتینیة ا

رسمت العلاقة بین الفعالیة الانزیمیة وعدد الاجزاء ، 

جمعت الاجزاء التي اظهرت فعالیة انزیمیة وقیس 

حجمها وقدرت لها الفعالیة الانزیمیة ونسبة البروتین 

ركزت Wوسمیت هذه القمة البروتینیة بالصورة 

لتنقیة وحفظت بالتجمید لحین الاستعمال في خطوة ا

اللاحقة . اجریت عملیة الاسترداد للاجزاء المرتبطة 

بسطح المبادل باستعمال التدرج الملحي الخطي 

Linear salt gradient)0–1.5 مولاري كلورید (

الصودیوم وتمت متابعة الامتصاصیة الضوئیة للاجزاء 

المفصولة من العمود خلال عملیة الاسترداد عند طول 
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ر ، رسم المنحنى لعدد الاجزاء نانومیت280موجي 

المفصولة ازاء الامتصاصیة وقدرت الفعالیة الانزیمیة 

للقمة البروتینیة في الاجزاء المفصولة جمعت الاجزاء 

الفعالة ودیلزت ضد الماء المقطر وقیس حجمها 

وفعالیتها فضلا عن تقدیر البروتین لأستخراج الفعالیة 

فعالیة الانزیمیة النوعیة وسمیت القمة الحاویة على ال

.Cبالصورة 

كروموتوكرافیا الترشیح الهلامي     

المواد والمحالیل المستعملة –أ 

مولاري فوسفات الصودیوم 0.05محلول دارئ –1

.6.5بدالة حامضیة 

G100سیفادكس –2

تحضیر الهلام –ب 

غم من حبیبات 20حضر هلام السیفادكس بتعلیق 

ماء مقطر وذلك حسب مل500السیفادكس في 

، مزج البریطانیة BDHتعلیمات الشركة المجهزة

5م لمدة 90الخلیط بهدوء وبعدها سخن بدرجة حرارة 

ساعات لغرض تشرب وانتفاخ حبیبات السیفادكس ، 

Sodium% مادة 0.2ترك لیبرد ثم اضیف الیه 

azideازیل الهواء منه لمنع النمو المیكروبي ،

Degassingئة العمود مباشرة وترك ما وتم تعب

بأبعادساعات لغرض الرص لیعطي هلام 7یقارب 

) سم واجریت الموازنة للعمود باستعمال 80× 2.5(

امثال حجم الهلام 3بما یعادل 1المحلول الدارئ رقم 

مل / 30سرعة الجریان بمعدل في العمود ونظمت 

.ساعة

طریقة العمل –ج 

على Wمرر الانزیم المنقى جزئیا والمدیلز للصورة 

الجوانب الداخلیة للعمود وبالقرب من سطح الهلام ، 

اجریت عملیة الاسترداد بالمحلول الدارئ نفسه وجمعت 

3الاجزاء الناتجة من العمود فـي انابیب اختـبار معـدل 

، قرأت مل / ساعة30انبوب وبمعدل جریان مل / 

یة لكل جزء من الاجزاء المفصولة الامتصاصیة الضوئ

نانومیتر ، قیست فعالیة الانزیم 280عند طول موجي 

في القمم المفصولة وذلك بعد رسم العلاقة بین عدد 

صاصیة عند طول موجي الاجزاء المفصولة والامت

، جمعت الاجزاء التي احتوت على نانومیتر280

الانزیم واجریت لها دیلزة ضد الماء المقطر وحسب 

وقدرت الفعالیة وتركیز البروتین، ركز الانزیم الحجم

. اجریت عملیة الترشیح الهلامي لأنزیم المنقى

بالأسلوب السابق وصفه في Cالكولاجینیز للصورة 
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وركزت القمة Wفصل المحلول الانزیمي الصورة 

الحاویة على الفعالیة الانزیمیة باستعمال جهاز التجفید 

Freeze Dryer.

وة الانزیم                                        تحدید نقا

اتبعت تقنیة الترحیل الكهربائي في هلام متعدد 

الاكریل اماید بغیاب العوامل الماسخة لتحدید نقاوة 

Slab polyacrylamide gelالانزیم 

electrophoresis(12)تبعا لطریقةLaemmli

في اختبار نقاوة Grafin(9)والموصوفة من قبل

الانزیم.

النتائج والمناقشة

الانزیماستخلاص

) وجود فعالیــة نوعیــة 1توضح النتائج في الشكل (

للانزیم فــي جمیــع الاسمــاك المدروســة لكنهــا متفاوتــة 

حســب نوع السمك والمحلول المستعمل في الاستخلاص 

فقــد كانــت الفعالیــة النوعیــة للانزیــم عــند الاستخــلاص 

یــة النوعیــة عنــد بالمــاء المــقطر اقل مــقارنة مع الفعال

الاستخلاص مع المحالیل الاخرى اذ تراوحت من 

سبب قد یعودو وحدة/ ملغم بروتین 50.32–22.33

الى عدم امتلاك الماء المقطر قوة ایونیة تمكنه من ذلك

فك ارتباط الانزیم من الانسجة كما انه لا یمتلك سعة 

اسبة بفریة تمكنه من الحفاظ على الدالة الحامضیة المن

لثبات الانزیم، اما عند الاستخلاص بالمحلول الملحي 

فقد لوحظ ان الفعالیة النوعیة للانزیم تزداد تدریجیا 

–14.12بزیادة تركیز الملح اذ تراوحت من   

% و  2وحدة / ملغم بروتین للتركیز 68.30

5وحدة / ملغم بروتین للتركیز 72.49–14.28

رید الصودیوم فبلغت % من كلو 7% اما التركیز 

وحدة / 77.29–16.44الفعالیة النوعیة للانزیم 

ملغم بروتین ولجمیع الاسماك المستعملة في الدراسة 

وقد یعزى سبب ذلك الى ان التراكیز الملحیة الواطئة 

تؤدي الى زیادة في ذوبان اكبر كمیة من البروتینات 

ین مما في الراشح وبالتالي تعطي زیادة في تركیز البروت

وقد )3ادى الى انخفاض قیمة الفعالیة النوعیة للانزیم (

كانت قیم الفعالیة النوعیة للانزیم عند استخلاصه 

Trisبمحلول دارئ - HCL اعلى في جمیع الاسماك

المدروسة لكنها اقل من قیم الفعالیة النوعیة للانزیم 

المستخلص بمحلول دارئ الفوسفات الذي اعطى اعلى 

عیة عند استعماله في الاستخلاص ولجمیع فعالیة نو 

الاسماك اذ كانت اعلى فعالیة عند الدالة الحامضیة 

–24.12فقد تراوحت قیم الفعالیة النوعیة من  6.5

ان وجود هذا ،وحدة / ملغم بروتین220.45
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الاختلاف في قیم الفعالیة النوعیة للانزیم من معاملة 

ة البروتینات الى اخرى قد یعود الى اختلاف ذائبی

الموجودة في هذه الانسجة باختلاف محالیل 

الاستخلاص والتي انعكست على تركیز البروتین مما 

اثر في الفعالیة النوعیة للانزیم كما ان عملیة 

م وهي الدرجة 4الاستخلاص اجریت بدرجة حرارة 

التي یتم فیها استخلاص وتنقیة جمیع الانزیمات من 

ستخلاص في هذه الدرجة مصادرها الخام حیث ان الا

الحراریة یقلل من فقدان الفعالیة للانزیم الى اقصى حد 

من .)3وبالتالي المحافظة على الانزیم باعلى فعالیة (

خلال قیــم الفعالیــة النوعیــة للانزیم التـــي تم الحصــول 

علیهــا عند استخلاصها بمحالیل مختلفة ومن اسمــاك 

محـــلول دارئ فــوسفات الصـــودیوم مختلفــة وجـــد ان 

كانــت افضــل  مــحالیل 6.5بدالــــة حامضیة 

للانزیـــمفعالیــةالاستخـــلاص وقــد كانــت اعلـــى

الـــرأسكــبیرلكاربسمـــكمــنالمستخلـــص

Aristichthys nobilis220.45الىوصـــلتاذ

فيالمحلولھذایاراختتملذلكبروتینملغم/ وحدة

لھالمناسبالدارئالمحلولاختیاراناذالاستخلاص

دونالحامضیةالدوالعلىالمحافظةفيكبیرةاھمیة

فعالیةتقدیرةـــــطریقمعوالتداخلالانزیمعلىالتاثیر

.)21(ةــــالدراسقیدالانزیم

.المستخلص من الاسماك البحریة والنهریة باستعمال محالیل مختلفةالیة النوعیة لأنزیم الكولاجینیزالفع) : 1شكل (
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تنقیة الانزیم 

اتبعت عدة خطوات متعاقبة لتنقیة الانزیم وذلك 

للتوصل الى افضل مرحلة في تنقیة الانزیم والتخلص 

روتینیة وغیرها الموجودة من اكبر كمیة من المواد الب

في المستخلص الانزیمي بهدف الحصول على انزیم 

بنقاوة عالیة ودراسة بعض صفاته وخواصه المهمة . 

تركیز الانزیم باستعمال كبریتات الامونیوم

خطوة الترسیب التدریجي )2(توضح النتائج في الشكل 

للانزیم باستعمال نسب اشباع متدرجة من كبریتات 

، اذ لوحظ  ان هناك %80–20الامونیوم من  

ارتفاع واضح بشكل تدریجي للفعالیة الانزیمیة والنوعیة 

% وقد 80في الراسب الناتج لغایة نسب اشباع 

اعطت هذه الخطوة فعالیة انزیمیة ونوعیة مقدارها 

وحدة / ملغم 659.33وحدة / مل و 718.67

22.56بروتین على التوالي وبحصیلة انزیمیة بلغت 

. )1مرة ، جدول (4.44% وبعدد مرات تنقیة مقدارها 

ان ارتفاع الفعالیة والحصیلة الانزیمیة ( % ) في هذه 

الخطوة قد یعزى الى دور املاح كبریتات الامونیوم 

اجریت عملیة ،التنشیطي على فعالیة الكولاجینیز

الترسیب للتخلص من نسبة كبیرة من الماء اذ تعد هذه 

الخطوة احدى الخطوات المهمة في عملیات التنقیة 

نظرا لما تمتاز به من صفات ایجابیة من ناحیة تقلیص 

الحجم وزیادة كفاءة التنقیة والتخلص من اكبر كمیة من 

) . 4;14البروتینات (

وني كروموتوكرافیا التبادل الای

اجریت عملیة التبادل الایوني للمستخلص الا نزیمي 

المتحصل علیه من الخطوة السابقة باستعمال المبادل 

DEAE- Sephadex A-50 بوجود محلول دارئ

6.5مولاري وبدالة حامضیة 0.05الفوسفات بتركیز 

) ظهور قمة بروتینیة 3وقد اظهرت النتائج في الشكل (

ت في الاجزاء المنفصلة  واحدة في مرحلة الغسل تركز 

، فضلا عن ظهور قمتین33-52
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بروتینیتین في مرحلة الاسترداد تمركزت في 

163–141و  123–97الاجزاء المنفصلة 

عند قیاس الامتصاصیة على طول موجي مقداره 

نانومتر وبتقدیر الفعالیة الانزیمیة في القمم 280

المذكورة لوحظ وجود فعالیة انزیمیة لأنزیم 

ء  الكولاجینیز للقمة البروتینیة الواقعة في الاجزا

في مرحلة الغسل اضافة الى القمة 52–33

163–141جزاء من  الواقعة في الاالبروتینیة 

لذا فقد تم تقدیر .)3الشكل (في مرحلة الاسترداد 

یة الفعالیة الانزیمیة في الاجزاء التابعة  للقمم الحاو 

كما جمعت الانابیب على فعالیة انزیم الكولاجینیز.

الخاصة بالقمة الاولى والانابیب52–33من  

مزحت انیة.الخاصة بالقمة الث123–97

الانابیب للقمم كلا على حدا وحسب حجمها 

وقدرت الفعالیة الانزیمیة وتركیز البروتین 

. )1لاستخراج الفعالیة النوعیة كما في الجدول (

20: الفعالیة الانزیمیة للمستخلص الانزیمي المركز بوساطة كبریتات الامونیوم بنسب اشباع تراوحت بین  )2شكل (
–80%.

الفعالیة الانزیمیة ( وحدة / مل 
(
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یتضح من النتائج وجود صورتین لأنزیم 

بیر ــــــالكولاجینیز المنتج من سمك الكارب ك

اظهر فصل ). Aristichthys nobilisرأس (ـــــــــال

(صورة الغسل) لأنزیم الكولاجینیز قید Wالصورة 

الدراسة الى الحصول على نقاوة جیدة للأنزیم بعدد 

10.56مرة وحصیلة انزیمیة 1.57مرات تنقیة 

حظ من الجدول )، كما لو 1% كما في الجدول (

ادى )صورة الاسترداد( Cنفسه ان فصل الصورة 

الى الحصول على نقاوة جیدة للأنزیم بعدد مرات 

36.56مرة وحصیلة انزیمیة مقدارها 4.75تنقیة 

.%

Sephadex Gالترشیح الهلامي باستعمال  -

100

) الترشیح الهلامي 4بینت النتائج في الشكل (

ظهور قمة بروتینیة Wلأنزیم الكولاجینیز الصورة 

واحدة تركزت الفعالیة الانزیمیة في نفس القمة 

) ویعد هذا التطابق 46–36ایضا في الاجزاء (

) .22(احد ادلة النقاوة للانزیم 
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عدد الاجزاء المفصولة

٢٨٠nmالامتصاصیة على طول موجي  مل/ الفعالیة التحللیة وحدة 

أجزاء الغسل 1.5أجزاء الاسترداد M
Nacl

EDTAالكولاجینیز المنقى من سمك الكارب كبیر الرأس  باستعمال المبادل الایوني ): كروموتوكرافیا التبادل الایوني لأنزیم3شكل (
Sephadex A- مولاري وبدالة حامضیة 0.05سم ، والموازن بمحلول فوسفات الصودیوم الدارئ بتركیز )80× 2بأبعاد ( 50

.مل / جزء3بواقع ) مل / ساعة30بمعدل جریان   ( Nacl) مولاري 1.5–0وبتدرج ملحي (6.5

الامتصاصیة 
على طول 

280موجي 
nm

مل
 / 

حد
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لیة
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والتي سیتم تعزیزھا عند الكلام عن نتائج الترحیل 

مل 33الكھربائي . وبعد جمع الاجزاء بلغ حجمھا 

الفعالیة الانزیمیة لھا فضلا عن تركیز وبتقدیر 

632.68البروتین امكن الحصول على فعالیة نوعیة 

) ان خطوة 1وحدة / ملغم بروتین ،بین الجدول (

حققت عدد مرات تنقیة Wالترشیح الھلامي للصورة 

% . 5.77مرة وحصیلة انزیمیة 4.26مقدارھا 

)5(بین الشكل Cالھلامي للصورة اما نتائج الترشیح 

) ظھور قمة بروتینیة واحدة وبقیاس الفعالیة الانزیمیة 

41لھا وجد انھا مطابقة للقمة البروتینیة في الاجزاء ( 

) وان ھذا التطابق دلیلا على وصول الصورة 57–

الى درجة عالیة من النقاوة وبعد جمع الا Cالانزیمیة 

مل ، قدرت فعالیتھا الانزیمیة 51جزاء بلغ حجمھا 

2918.41وحدة / مل و 350.21والنوعیة وبلغت 

ن ــــــــــم بروتیــــــــــدة / ملغـــــــــوح

المنقى من سمك الكارب كبیر الرأس  W): كروموتوكرافیا الترشیح الهلامي لأنزیم الكولاجینیز الصورة 4شكل (
.مل / جزء3مل / ساعة ) بواقع 30) سم بمعدل جریان ( 80× 2بابعاد ( Sepadex G 100باستعمال عمود 
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) ان عدد مرات 1، كما تبین من الجدول (وعلى التوالي
مرة 19.68التنقیة المتحصل من هذه الخطوة 

تقنیة الترحیل الكهربائي  - %22.43وبحصیلة انزیمیة 
تعد خطوة تعیین نقاوة الانزیم من الخطوات المهمة 
للتعرف على كفاءة خطوات التنقیة المستعملة ومن 

التجانس روري الحصول على انزیم منقى الى حد ضال

ن وجود مكونات اخرى معه لا قبل توصیف الا نزیم لا
صورة واضحة عن الصفات الحقیقیة لذلك یعطي

.)20الانزیم (

الترحیل الكھربائي في ھلام متعدد الاكریل اماید بغیاب 
المواد الماسخة للبروتین

المنقى من سمك الكارب كبیر الرأس  C: كروموتوكرافیا الترشیح الهلامي لأنزیم الكولاجینیز الصورة )5شكل (
.مل / جزء3مل / ساعة) بواقع 30() سم بمعدل جریان 80× 2عاد (بابSepadex G 100باستعمال عمود 
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) الترحیل الكهربائي 6توضح النتائج في الشكل (
، اذ احتوى ص الانزیمي في هلام الاكرل امایدللمستخل
على مجموعة من الحزم نتیجة لاحتواء Aالجزء 

المستخلص الانزیمي الخام على مجموعة من 

فقد اظهر وجود سته حزم في Bالبروتینات ، اما الجزء 
هلام الاكرل اماید للمستخلص الانزیمي الناتج من 
الخطوة الثانیة من خطوات التنقیة وهي الترسیب 

م احتواء هلاCبكبریتات الامونیوم ویوضح الشكل 

الحجم ( خطوات التنقیة
مل )

الفعالیة
وحدة / مل ( 

(

تركیز البروتین 
( ملغم / مل )

الفعالیة النوعیة 
ملغم)وحدة/(

ا
ة ـلفعالیة الكلی
( وحدة )

عدد 
مرات 
التنقیة

ةــالحصیل
( % )

300265.351.79148.24796051100لمستخلص الخاما

الترسیب 
بكبریتات 
الامونیوم 

)20 -85(%

25718.671.09659.3317966.754.4422.56

التبادل الایوني 
DEAE-

Sephadex A
50

الغسل الصورة 
W

الاسترداد
Cالصورة 

60140.220.60233.78413.21.5710.56

47.12

81359.400.51704.729111.44.7536.56

الترشیح  الھلامي 
Sephadex G100

الصورة
W

33139.190.22632.684593.274.265.77

28.20
الصورة 

C51350.210.122918.4117860.7119.6822.43

.تنقیة انزیم الكولاجینیز من مخلفات امعاء سمك الكارب كبیر الراس): خطوات 1جدول (
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الاكرل اماید على حزمتین بروتینة للمحلول الانزیمي 
احداهما في محلول الغسل والاخرى في محلول 

، اما خارجة من خطوة التبادل الایونيالاسترداد ال
وهي خطوة یمثل خطوة الترشیح الهلاميDالهلام 

تاكیدیة لنقاوة الانزیم اذ تم التاكید على وجود صورتین 
لحصول علیه بشكل منفرد لكل لانزیم الكولاجینیز وا

صورة مما دل على النقاوة العالیة لكلا الصورتین ، اذ 
تعتمد حركة البروتینات في الهلام على محصلة 
الشحنات التي یحملها البروتین بالدرجة الرئیسیة وعلى 
شكله وحجمه بالدرجة الثانیة  ویتحرك البروتین في دالة 

لقطبین السالب حامضیة ثابتة في مجال كهربائي بین ا
6والموجب ( ; 19(.

A B    C D A B C D

ي 
بائ

ھر
الك

ل 
حی

تر
 ال

جاه
أت

في هلام متعدد الاكریل اماید للكولاجینیز المنقى من سمك SDS) : الترحیل الكهربائي بغیاب المواد الماسخة 6شكل (
.الكارب كبیر الراس

A المستخلص الانزیمي الخام :
B 80–20: المستخلص الانزیمي المركز بكبریتات الامونیوم بنسبة اشباع%
C صورتي الانزیم المنقى بواسطة التبادل الایوني باستعمال :DEAE Sephadex A-50
D صورتي الانزیم المنقى بواسطة الترشیح الهلامي باستعمال :Sephadex G100

ل 
حی

تر
 ال

جاه
أت

ي 
بائ

ھر
الك

C          WC          W

C         WC         W



71،2014- 56)،2(27لزراعیة، المجلد ام البشر حمید و وسن كاظم   مجلة البصرة للعلوم ا

70

لمصادرا

) . التكنولوجیا 2006حنفي ، نصر معوض (.1
. اللبن الثانویة . كلیة الزراعةالحیویة لمنتجات 
، القاهرة ، جمهوریة مصرجامعة طنطا 

.العربیة
الانزیمات. ). فهم 1983، باسل كامل (دلالي.2

.جامعة الموصل. مطابع جامعة الموصل

). الإنزیمـــات فـــي 1982كامـــل (دلالـــي، باســـل .3

–دار الكتب للطباعة والنشر.التصنیع الغذائي

جامعة الموصل.

ـــــــــر.4 ـــــــــد المهـــــــــدي (المظف .)1983، ســـــــــامي عب

. الجـــــــزء الاول. مطبعـــــــة حركیـــــــات الانزیمـــــــات

.بغدادالخلود.

5. Baehaki, A. ; Maggy, T. S.;

Sukarno, D. S.; Azis, B. S. ; Siswa,

S. and Friedhelm, M. (2012).

Purification and characterization of

collagenase from Bacillus

licheniformis F 11.4 .Afr. J. Micro.

Res.,  6( 10 ): 2373 -2379

6. Blachshear, L. J. ( 1984 ). Systems

polyacrylamide gel electrophoresis

in methods in enzymology , Vol.

104, Jakopy W. B. (Ed.),

Academic press. Inc. Harcourt

Brace. Javonovich publishers, Pp:

237-256 .

7. Bradford, M. (1976). A Rapid and
sensitive method for the
quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the
principle protein –Dye Binding,
Anal. Biochem., 72 : 248-254 .

8. Daboor, S. M.; Suzanne, M. B.;

Abdel E. G.; Marianne, S. B. and

Deepika D. (2012). Isolation and

activation of collagenase from fish

processing waste. J. Biosci.

Biotech., 3: 191-203 .

9. Garfin, D. E. ( 1990 ). Purification

procedures electrophoretic

methods. In: Murray, E. D. &

Dentscher , P. J. (Eds.). Methods in

Enzymolog. Academic press, New

York .Pp: 425-441.

10. Kim, S. H. and  Kim, S. K.  (2002).
Purification and characterization of
a collagenase from the Mackerel
(Scomber japonicas ). J. Bioch.
and Molec. Biol., 35: 576 -582 .

11. Kim,  S.K. ;  P.J.  Park ;  J.B.  Kim
and  F.  Shahidi (2002).
Purification and characterization
of a collagenolytic protease from
the filefish (Novoden modestrus).
J. Biochem. Molec. Biol., 335:
165-171

12. Laemmli, U. K. (970). Cleavage of

structural proteins during assembly



71،2014- 56)،2(27لزراعیة، المجلد ام البشر حمید و وسن كاظم   مجلة البصرة للعلوم ا

70

of the bacteriophage T4 . J. Nature

, 227: 680 -685 .

13. Lee, S. ; Pyo-Jam P. and Se-Kwon,

K. ( 1997 ). Purification of the

molecular weight collagenase from

pyloric caeca of tuna (Katsuwonus

pelamis). Dep. of Chemistry,

Pukyong national Univ. Korea.

14. Liu , L. ; Meihu, M. ; Zhaoxia, C. ;

Xieli, Y. and Wentao, W. (2010).

Purification and properties of a

collagenolytic protease produced

by Bacillus cereus MBL13 Strain

.J.  Food Technol. Biotech. 48 ( 2 )

: 151-60 .

15. Mandl, I., MacLennan, J., Howes,

E., DeBellis, R., and Sohler, A.

(1953). Isolation and

Characterization of  Proteinase and

Collagenase from Cl. Histolyticum.

J. Clin. Invest., 32: 1323 -1329.

16. Moor,  S.  and  Stein,  W.  (1954).

A  modified  ninhydrin reagent for

the photometric determination of

amino acids and related

compounds. J. of Bioch., 211: 907

– 913 . August 16th 2010.

17. Murado, M.A., Gonzalez, M.P. and

Vazquez, J.A. (2009 ). Recovery of

proteolytic and  collagenolytic

activities from viscera  by-products

of Rayfish  (Raja  clavata). J.

Marine Drugs, 7: 803 – 815 .

18. Park,  P. J. ;  Lee,  S. H. ;  Byun,
H. G. ;  Kim,  S. H.  and  Kim, S.
K.  (2002). Purification and
characterization of a collagenase
from the Mackerel (Scomber
japonicas). J. Bioch. and Molec.
Biol., 35: 576 -582 .

19. Sakharov, I. Y. ; Litvin, F. E. and

Artyukov, A. ( 1994 ). Purification

and characterization of two serine

collagenolytic proteases from crab

paralithodes camtschatica . J.

Comp. Biocem. Physc. Biocem.

Mlo. Biol., 108: 561-568 .

20. Segel, I.H. (1976). Biochemical

calculations. 2nd Edn, John and

sons. Inc. New York

21. Stoll, V. S. and Blanchard, J. S.

(1991). Buffers: Principles and

practice. In Denstscher, M. P.

(Ed.). Methods in enzymology.

Vol. 182, Guide to protein

purification .Academic press . San

Diego.

22. Whitaker, J. R. (1972). Principles

of enzymology for the food

sciences. Marcel Dekker, Inc.,

New York. pp. 579 .



Basrah J. Agric. Sci., 27 (2): 56-71, 2014

71

Extraction and Purification of Collagenase from Some Fish

Wastes

Aum El-Basher H. J. Al-mossawi and Wasan Kadhim A. Al-Temimi*

Department of Food Sciences, College of Agriculture, University of Basrah, Iraq

Abstract: Five marine and freshwater fish species bighead carp Aristichthys

nobilis, silver carp Hypophthalmichthys molitrix , shad Tenualosa ilisha, mullet

Liza carinata and spotted leatherskin Scomberoides commersonianus, were used

applying four solutions included distilled water, sodium chloride (at concentrations

of 2, 5 and 7%), Tris-HCl buffer 0.05 M with pH 7, 7.5 and 8.5 sodium phosphate

buffer 0.05 M , pH 5, 6.5 and 7 to limitation the best enzyme source and extraction

solution. It was found that bighead carp was the better source for obtaining enzyme

in comparison with other sources and sodium phosphate buffer 0.05 M with pH 6.5

was the best extraction solution where it gave the highest enzyme activity of 220.45

U/ mg protein. Ammonium sulphate added to enzyme extract with saturation rate

20-80% as a primary step for purification where the enzymatic and specific

activities reached 718.67 U/ ml and 659.33 U/ mg protein, respectively, and an

enzyme yield of 22.56% with 4.44 purification times. Then, concentrated enzyme

extract passed through ion exchange chromatographic column DEAE Sephadex A-

50. Ion exchange process produced two enzymes W and C with specific activity of

140.22 and 359.40 U/ mg , enzyme yield 10.56 and 36.56% and purification times

1.57 and 4.75 , respectively. The two enzymes subjected to and additional

purification step of gel filtration using Sephadex G-100 gel filtration column where

the specific activity for both enzymes W and C reached 139.19 and 350.21 U/ mg

protein, enzyme yield of 5.77 and 22.43% and purification times 4.26 and 19.68,

respectively. Results for determination the enzyme purity for the two enzymes

revealed the appearance of one protein band for each using Poly Acryl Amide gel

electrophoresis without denaturizing agents .
*Part of a Thesis of the second researcher.


