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ةلیلیالتحكفاءتهمن أوراق التین واختبار فیسیناستخلاص و تنقیة إنزیم ال

مروة سلام سلمانو روضة محمود علي   وابر ام البشر حمید ج

العراقالبصرة، ، قسم علوم الاغذیة، كلیة الزراعة، جامعة البصرة

من إحدى مواقع التي جمعت استخلاص إنزیم الفیسین من أوراق التینالحالیةشملت الدراسة: المستخلص
باستعمال سبعة محالیل تضمنت الماء المقطر ، محلول انتشار النبات الواقعة في كلیة الزراعة / جامعة البصرة

7مولاري ودالة حامضیة 0.1، محلول دارئ الفوسفات مع السترات بتركیز %7و 2كلورید الصودیوم بتركیزین 

Tris، الأسیتون المبرد ودارئ الفوسفات مع السترات ، الایثانول ومحلول  – HClمولاري بدالة 0.1بتركیز
Trisلغرض تحدید أفضل محلول استخلاص وقد وجد إن محلول 9حامضیة  – HCl أفضل محلول استخلاص

وحدة / ملغم . أضیفت كبریتات الامونیوم 93.48أعطى أعلى فعالیة نوعیة للإنزیم والتي بلغت حیث 
كخطوة أولى من خطوات التنقیة إذ بلغت الفعالیة النوعیة %90–20للمستخلص الإنزیمي بنسبة تشبع 

مرر المستخلص مرة. بعدها 6وعدد مرات التنقیة %26.12وحدة / غم بروتین بحصیلة إنزیمیة 688.95
وحدة / ملغم 769.23فكانت الفعالیة النوعیة Sephadex G100الإنزیمي المركز على عمود الترشیح الهلامي 

مرة بعدها مرر الإنزیم المنقى جزئیا والمدیلز على 6.72وعدد مرات التنقیة % 25.09بروتین بحصیلة إنزیمیة 
-DEAEعمود كروماتوغراقیا التبادل الایوني  Sephadex A-50 وحدة / 2733.36، بلغت الفعالیة النوعیة

بینت نتائج تحدید نقاوة إنزیم الفیسین %. 15.43مرة و بحصیلة إنزیمیة 23.9ملغم بروتین وعدد مرات التنقیة 
عوامل عن وجود حزمة بروتینیة واحدة للإنزیم عند الترحیل الكهربائي في هلام متعدد الاكریل اماید بغیاب ال

.سخةالما

.، تنقیةیم الفیسین، ورق التین، استخلاص: انز كلمات مفتاحیة

المقدمة

ذات الإنزیمات هي عوامل مساعدة بایولوجیة
طبیعة بروتینیة ، تقوم بزیادة سرعة التفاعلات 
الكیمیائیة التي تحدث داخل الخلیة الحیة بدون أن 
تتغیر خلال هذه التفاعلات . ویطلق على المواد 
المتفاعلة في التفاعلات الإنزیمیة بالمواد الخاضعة 

Substrate)المواد التي یعمل علیها الإنزیم(

في مجالات علوم الإنزیمات عملتأست.)2(
ویمكن ،الأغذیة والتقانات الاحیائیة بشكل واسع 

الحصول على الإنزیمات من الأنسجة النباتیة 
جمیع وذلك لانوالحیوانیة ومن الأحیاء المجهریة ،

تعد البروتییزات. )1(الخلایا الحیة تنتج الإنزیمات 
واحدة من أهم الإنزیمات الواسعة الانتشار في 

ات الطبیعة توجد في جمیع الكائنات الحیة كالنبات
، تضم مجموعة كبیرة والحیوانات والاحیاء المجهریة

من الانزیمات المحللة التي تقوم بتحلیل البروتینات 
الانزیمات هذه الى ببتیدات واحماض امینیة ومن

ینتمي ).8؛7((EC 3.4.22.3)انزیم الفیسین
،Moraceae familyالتین إلى العائلة التوتیة 



2014، 117-108)،1(27مجلة البصرة للعلوم الزراعیة، المجلد واخرون ام البشر حمید جابر

107

ʺو منتشراʺمعروفاʺنوعا1800یشمل أكثر من 

وشبه واسع في المناطق الاستوائیةنطاق على
و و ینتشر في العراقالاستوائیة من العالم

یمتاز . خصوصا في مناطق الوسط والجنوب
واع التین ـــر أنــــأكث، اتهـــكثرة تفرعبسرعة نموه و

Figلـــللأكحةــــا الصالــــشیوع (Ficus
carica), the sycamore fig (F.

sycomorus) ,

the banyan tree (F. indica and F.
benghalensis))10.( ونظرا لما یمتاز به

من تعدد استعمالاته التطبیقیة في إنزیم الفیسین
ولا ینحصر اغلب النظم الصناعیة والغذائیة والطبیة 

نما یوجد في جمیع أجزاء وجوده في الثمار فقط و  ٕ ا
، لذلك هدفت الدراسة إلى استغلال أوراق (3)النبات

بروتین واختبار التین في استخلاص إنزیم محلل لل
.لیةیفعالیته التحل

المواد وطرائق العمل 
جمع العینات 

من إحدى مواقع انتشار الخضراء جمعت أوراق التین 
في النبات الواقعة في كلیة الزراعة / جامعة البصرة ، 

حیث تم حفظها في علب بلاستیكیة بدایة شهر نیسان 
وغسلت بماء محكمة الغلق أثناء جلبها للمختبر

وذلك لإزالة بقایا المواد ،الحنفیة ثم بالماء المقطر
لإجراء والأتربة العالقة وتم فصل النصل عن الورقة 

.عملیة الاستخلاص
استخلاص الانزیم 

من استعملت محالیل عدة في استخلاص الإنزیم 
واعتمدت الفعالیة على حدة ʺالورقة والنصل كلا

المحلول الأفضل لاختیار″النوعیة بوصفها مقیاسا
.في الاستخلاص

أ : المحالیل المستعملة 

.ماء مقطر-1

7و2بتركیزین NaClمحلول كلورید الصودیوم -2
%v/w)(.

3-
Phosphate and citrate buffer

ــــــة  70.1ةضــــــیحامبدال

sodium citrate ,Tri ،0.1
di sodium hydrogen phosphate

0.006EDTA ،0.006
.L-Cysteineلاري مو

سیتون المبرد ودارئ الفوسفات مع السترات الا-4
المذكور سابقا.

الایثانول.-5

بدالة حامضیةTris-HClمولاري0.1محلول-6
9 .

طریقة العمل-ب

(6)
50حیـث اخـذ محالیل الاستخلاص المذكورة اعلاه  

25مـن الـورق و غم 25(من الأوراق وأنصالها غم 

ــــول ) مــــن النصــــلغــــم  ثــــم فرمــــت ومزجــــت مــــع محل
ـــــرد مســـــبقا ـــــى {الاســـــتخلاص المب ـــــذي أعطـــــى أعل ال

)وزن : حجــــم(5:1بنســــبة}فعالیــــة نوعیــــة للإنــــزیم 

وتركــت علــىblender)(وجنســت بخــلاط كهربــائي
دقیقـــة فــي حمــام ثلجـــي 20محــرك مغناطیســي لمــدة

لمدة ºمxg100004اجــري نبــذ مركــزيثــم

الإنزیمیـة الفعالیـةفصل الرائق وتم تقدیر دقائق، 10
في كل من الرائق والراسب، بعدها خلـط الراسـب مـع 

(وزن:1:2محلــــــول الاســــــتخلاص بنســــــبة

بســرعةم4وأجــري النبــذ المركــزي عنــد درجــة حــرارة 
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xg10000 كــررت العملیــة مــرات و دقــائق10لمــدة
الانــزیم فــي الرائــق عــدة لاســتخلاص اكبــر كمیــة مــن 

وقـــــدرت الفعالیـــــة وتركیـــــز البـــــروتین فیـــــه لاســـــتخراج 
الفعالیة النوعیة . 

Gelكروماتوغرافیا الترشیح الهلامي
filtration chromatography

سیفادكس عملیة الترشیح الهلامي باستعمال اجریت 
Sephadex G-100

Ion exchangeالتبادل الایونيكروماتوغرافیا

تقدیر الفعالیة للمستخلص الانزیمي

. (13)لیة حسب طریقةیقدرت الفعالیة التحل

المحالیل المستعملة-أ

phosphateمحلول الفوسفات الدارئ -1

buffer 7ودالة حامضیةمولاري0.1بتركیز .

مولاري 1بتركیزالصودیوممحلول هیدروكسید-2

.كازین%1محلول-3

.TCA%10محلول -4

طریقة العمل -ب

مل 1مل من المستخلص الإنزیمي إلى 1أضیف 
وحضن في حمام مائي بدرجة3من محلول رقم 

مل من 3دقیقة ثم أضیف 20م ولمدة 55حرارة
، أما العینة لإیقاف التفاعل4محلول رقم 

عدا إضافة نفسها الطریقة بالضابطة فقد حضرت 
قبل إضافة المستخلص 4مل من محلول رقم 3

xgالإنزیمي أجریت بعد ذلك عملیة النبذ المركزي

دقیقة وقیــست الامتـــصاصیة عند 20لمدة 4500
نانومتر.280طــول مــوجي 

لتقــدیر (12)اتبعــت طریقــة 
ـــروتین باســـتعمال البـــومین المصـــل البقـــري  تركیـــز الب

Bovine Serum Albumin.

Enzyme purificationتنقیة الانزیم 

التركیز بكبریتات الامونیوم 

ــــوم بنســــبة  ــــات الامونی ــــز المســــتخلص بكبریت ــــم تركی ت
% واجـــراء عملیـــة الـــدیلزة ضـــد المـــاء 90-20تشـــبع 
. باستعمال اكیاس التنافذ الغشائيالمقطر

Chromatography

-DEAEال ـمـعـتـاسـوة بـطــخـذه الـت ھـریــجا
Sephades A-50

Enzyme purity assayتحدید نقاوة الانزیم 

اتبعت تقنیة الترحیل الكهربائي في هلام متعدد 
اوة ــخة لتحدید نقـل الماسـاب العوامـاكریل اماید بغی

Slab poly acryamide gelالإنزیم

electrophoresis والموصوفة (11)تبعا لطریقة
.في اختبار نقاوة الإنزیم(9)من قبل 

النتائج والمناقشة 

استخلاص الانزیم 

إن أفضل )1(تشیر النتائج الموضحة في الشكل
من محلول لاستخلاص إنزیم الفیسین من أوراق و 

0.1بتركیزTris-HClنصل التین هو محلول

فقد تمیز على بقیة 9مولاري بدالة حامضیة 
محالیل الاستخلاص الأخرى وهو الأفضل ، إذ انه 

وحدة 106.5و 93.48أعطى أعلى فعالیة نوعیة 
بروتین لكل من الورق و النصل على /ملغم

كما مقارنة بمحالیل الاستخلاص الأخرىالتوالي 
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ان الفعالیة النوعیة كانت متقاربة في كل من یلاحظ
النصل والورقة لذلك تم دمج النصل مع الورقة 
واجریت عملیة الاستخلاص باستعمال محلول 

Tris-HCl.

تنقیة الانزیم 

تركیز الانزیم باستعمال كبریتات الامونیوم

خطوة الترسیب التدریجي للإنزیم )2(اظهر الشكل 
باستعمال نسب إشباع متدرجة من كبریتات 

، إذ لوحظ حدوث ارتفاع %90–20الامونیوم
تدریجي للفعالیة النوعیة للإنزیم في واضح بشكل

وقد أعطت %90الراسب الناتج لغایة نسبة إشباع 
وحدة / 686هذه الخطوة فعالیة نوعیة مقدارها 

% 26.12صیلة إنزیمیة بلغت ملغم بروتین وح

. إن )1(مرة ، جدول 6بعدد مرات تنقیة مقدارها 
في هذه (%)ارتفاع الفعالیة والحصیلة الإنزیمیة

الخطوة قد یعزى إلى دور أملاح كبریتات الامونیوم 
.التنشیطي على فعالیة الفیسین

كروماتوغرافیا الترشیح الهلامي 

وجود )3(أظهرت النتائج الموضحة في الشكل 
عند قیاس الامتصاصیة على بروتینیة خمس قمم 

نانومتر للأجزاء المسـتردة 280طول موجـي مقداره 
، وعند قیاس الفعالیـة الإنزیمیة لأجزاء هـذه القمم 

لیة  كانت محصـورة یظهر أن فعالیـة الإنزیم التحل
على التوالي 125- 100و 52-30بالأنابیب  من 

أما القمة الأولى والقمة 149–125ومن 
خالیة تماما من اي فعالیة . و وجد الأخیرة فكانت

على اعلى فعالیة نوعیة احتوت ان القمة الثانیة 

وحدة / ملغم بروتین 769.23لیة مقدارها یتحل
أما عدد مرات %25.09بحصیلة إنزیمیة بلغت 

مقارنة بالقمم الاخرى التي مرة6.91التنقیة فبلغت
اهملت حیث ان فعالیتها كانت اقل من القمة الثانیة

.)1(كما موضح في الجدول 

كرماتوغرافیا التبادل الایوني

ظهور قمة بروتینیـة )4(بینت النتائـج في الشكل 
الفعالیة الإنزیمیة ـدة في مرحلة الغسل تخلو من واح

مما یدل على أن هذه القمة تضم البروتینـات ذات 
وخروجها في مرحلة )Cation(ة الشـحنة الموجبـ

ـحنات بینها وبین الغسـل نتیجـة لحصـول تنافر للش
، كما ان خلو هـذه القمة من إنزیم مـادة المبـادل

الفیسین یدل على انه یحمل شـحنة سالبة جعلته 
یرتبط بقوة بالمبادل الایـوني ، لذلك أجریت عملیة 

، اذ الملحي الخطياسـترداد الإنزیم بأسلوب التدرج
لوحظ ظهور عدة قمم بروتینیة وان هناك قمة واحدة 

، القمم الباقیةلیة دونیاعطت فعالیة انزیمیة تحل
جمعت اجزاء هذه القمة التي تضم الانابیب من 

وحدة 2733.36لیة یبفعالیة نوعیة تحل125- 108
%15.43/ ملغم بروتین وحصیلة انزیمیة مقدارها 

مرة جدول 23.90على التوالي وعدد مرات التنقیة 
.)1(رقم

تحدید نقاوة الانزیم

الترحیل الكهربائي )5(بینت النتائج في الشكل 
، الإنزیمي في هلام الاكریل امایدللمستخلص

من الحزم نتیجة على مجموعة Aالجزء احتوى
على مجموعة من الخام الأنزیمي لاحتواء المستخل

حزم سبعفیظهر وجود)B(، أما الجزء البروتینات
في هلام الاكریل اماید خلال الترحیل الكهربائي 
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لمستخلص الإنزیم الناتج من الخطوة الثانیة من 
، وهي الترسیب بكبریتات الامونیومخطوات التنقیة

احتواء هلام الاكریل اماید ) C(ویوضح الشكل 
الخارج حزم بروتینیة للمحلول الإنزیميعلى خمس 

یمثل )D(أما الهلام ،الهلاميمن خطوة الترشیح
خطوة التبادل الایوني وظهرت فیه حزمة بروتینیة 
واحدة وهذا یعطي صورة واضحة على مدى كفاءة 
عملیات التنقیة الهادفة للتخلص من كل البروتینات 

المرافقة للإنزیم والحصول علیه بشكل منفرد ، مما
، إذ تعتمد حركة للأنزیمدل على النقاوة العالیة 

البروتینات في الهلام على محصلة الشحنات التي 
یحملها البروتین بالدرجة الرئیسة وعلى شكله 
وحجمه بالدرجة الثانیة ویتحرك البروتین في دالة 
حامضیة ثابتة في مجال كهربائي بین القطبین 

.)5(السالب والموجب

.الفعالیة النوعیة لورق ونصل التین المستخلص باستعمال محالیل مختلفة:)1(شكل
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).90–20(الفعالیة الانزیمیة للفیسین المركز بوساطة كبریتات الامونیوم  بنسب اشباع تراوحت بین ):2(شكل
(%

Sephadexالترشیح الهلامي لأنزیم الفیسین المنقى من أوراق التین بأستعمال عمود كروموتوكرافیا:)3(شكل 

G-100مل /جزء3بواقع )ساعةمل 30(سم بمعدل جریان )80×2(بأبعاد.
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الحجمالتنقیةخطوات 
(مل)

الفعالیة
(وحدة /مل)

البروتین
(ملغم/مل)

الفعالیة 
النوعیة

وحدة /ملغم)  (

الكلیة الفعالیة
(وحدة)

الحصیلة
(%)

مرات  عدد

التنقیة 
الخامالمستخلص

500210.451.84114.381052251001

لترسیب بكبریتات الامونیوما
 )20-90(%38723.401.05688.952748926.126

الھلاميالترشیح
Sephadex G 100664000.52769.232640025.096.72

بادل الایونيالت
DEAE- Sephadex

A50
54300.670.112733.3616236.1815.4323.90

DEAEالأیونيالمبادل باستعمالمن أوراق التین المنقىنزیم الفیسینلإ الأیونيكروموتوكرافیا التبادل :)4(شكل Sephadex A-50
NaClمولاري)0-0.5(وتدرج ملحي 5.5مولاري وبدالة حامضیة 0.05سم ، والموازن بمحلول خلات الصودیوم الدارئ بتركیز ) 40×1.5(بأبعاد

.أنبوبمل /3مل /ساعة) بواقع 03(بمعدل جریان

ن ( الفعالیة التحللیة )خطــوات تنقیـــة إنزیم الفیسیـــن من أوراق التیــ:)1–4( دول جـ
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.التین

المصادر
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Extraction and Purification of Ficin from Leaves of Ficus
and Study it's Proteolytic Efficiency

Aum-el-Basher, .H. Jaber,     Raodah. M. Ali   and  Marwa, S. Salman

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

Abstract: The present study aimed to extraction and purification ficin enzyme

which extracted from leaves of Ficus and study it's proteolytic efficiency. Many

solutions were used for extraction such as distilled water, sodium chloride (2 and 7%)

solution  ,Sodium Phosphate with citrate solution 0.1M and pH 7, Ethanol, cold

acetone with citrate and phosphate solution and Tris-Hcl 0.1 M, pH 9  in order to find

out the best extraction solution. Tris-HCl 0.1 M pH 9 solution was the best extraction

solution which gave the highest specific activity being 93.48unit / mg Protein . Protein

content for the crude enzyme extracts was precipitated by gradual addition of solid

ammonium sulphate to final saturation of 20 -90%  the activity being 688.95 unit /

mg Purification Folds 6 time and 26.12% as a yield . Gel filtration followed by

Sephadex G-100 and ion exchange chromatography through DEAE Sephadex A-50

columin were used to complete purification of ficin and tested proteolytic activity in

each step of purification which exhibit 2733.36, Purification Folds 23.90 time and

15.43% as a yield. The purity of ficin was examined by poly acryl  amide gel

electrophoresis.

Key words: Ficin enzyme,  Leaves of  fig , Extraction, Purification.


