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أسـتخلاص وتنقیـة وتوصـیف وربط ببسـین الدجاج واستعمالھ في صناعة الجبن 

الابیض الطري

جاسممنیر عبودوزینة كاظم عیسى 

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

EC:3.4.23.1الى استخلاص انزیم الببسین ھدفت الدراسة الحالیة المستخلص:

% حامض 1062المقطر، محلول كلورید الصودیوم بتركیز 

Tris-acetic acidومحلول 7.3مولاري ورقم ھیدروجیني 0.1بوریك ، محلول فوسفات الصودیوم الدارىء بتركیز 

لغ7.6مولاري برقم ھیدروجیني 0.4بتركیز 

وي على 6 ا الح % حامض %2 

بلغـت اذ ركـز وحدة/ملغم .14.3يـ 

لمحت -30ا

قى %20-60 ، %20-90 ، 70

اظھرت دراسـة ربط ببسـین اجزئیاً اعلى فعالیـة انزیمیـة.

اعطيSRFراتنج ،كاجلالسلی لغت اذ  ب

لغت 3%.كان افضل تركیز لربط ببسـین الدجاج المنقى جزئیاً بالاكار ھو 67 تي ب وال

لغـت 75217 ات ، وب مر

الاكارالفعالیة المتبقیـة لببسـین الدجاج المنقى جزئیـاً المرت طـ ب م.°27.6604ب

ووجـد ان5.8

3.

35ي 

م وان ببسین 45-15تتراوح بین الحر والمرتبط الدجاج المنقى جزئیاً 

النتائج ان اسـتعمل ببسـین الدجاج المنقى جزئیاً المرتبط بالاكار في صناعة الجبن الطري واظھرتم.°85بالكامل عند 

لاكثر من مرة في ھذه الصناعة .عمالھامكانیة احلالھ محل منفحة العجول وامكانیة اسـتو في صناعة الجبن الطري
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المقدمة
الانزیمات التي تحفز التحلل المائي البروتیزات ھي

الىل البروتیناتللاواصر الببتیدیة فھي تقوم بتحل

امینیة وتعطى ھذه الانزیمات رقم واحماض 

اً للتصنیف النظامي للانزیمات .تبعEC:3.4الشفرة 

وتقسم البروتیزات الى قسمین تبعاً لفعلھا التخصصي 

و Endoproteasesھما البروتیزات الداخلیة 

. تحلل Exoproteasesالبروتیزات الخارجیة 

البروتیزات الداخلیة الاواصر الببتیدیة الموجودة داخل 

فتقوم زات الخارجیة ـاما البروتیل الببتیدیة ،ـالسلاس

دیة ـلة الببتیـي من السلسـبفصل الحامض الامیني الطرف

ذه ـوھCarboxy Peptidasesوھي على نوعین 

-Cفيودةـوجـة المـیدیـرة الببتـالاصتعمل على 

terminوAmino peptidases وھي تعمل على

).N-terminal)26الاصرة الببتیدیـة الموجـودة في

زات مجموعة مھمة من الانزیمات ـتمثل البروتی

% من الانزیمات 60كل ـاً وھي تشـالمنتجة صناعی

) .11م (ـة في العالـة الكلیة المسوقـالصناعی

ذات ) من البروتیزاتEC:3.4.23.1الببسـین (یعد

) ، وھو 6الفعالیـة العالیـة في البیئـة الحامضیة (

ملغم/لتر 400موجود في العصیر المعدي بتركیز 

وظیفتھ كسـر البروتین الغذائي في المعدة ، اذ یفرز 

الببسین من خلایا الغشاء المخاطي المعدي بھیئة غیر 

سینوجین الذي یتحول الى ببسین بالببفعالة تعرف 

).28طة التحلل البروتیني (اسبو

ة الانزیمات عملیة مكلفة جداً و ان تنقی

غیر اقتصادي،لان الانزیم یستعمل مـرة استعمالھا 

). لذلك كرسـت العدیـد مــن الابــحاث 4(ط واحـدة فقـ

للحــصول على طــریقـة یرتبـط فیھا الانــزیم بمـادة 

اضافتھ في ة ، بحیـث یكـون من السـھولةداعم

)13(العملیات التصنیعیـة المختـلفـة ومـن ثـم ازالتـھ 

اكثــر فــوائـدتعمـال الانزیـم المـرتبـط لھكما ان اسـ

الانزیـم الحــر وذلـك لامكانــیة استــعمالـھ بمقارنة

للتـفـاعـل ، مسـتـمرة ، الانــھاء الــسـریع بصـورة

ة على صـناعـة المنتــوج  وســـھـولـةـرالسـیط

).8ازالـة الانزیـم من المـنتـوج النھـائــي(

،اسة الى استغلال مخلفات الاغنـامھدفت الدر

في استخلاص انزیم الببسـین الدجـاج والاسـماك 

وتحدید افضل محلول لاستخلاصھ و تنقیتھ وتوصیفھ 

فعالیتـھ فيل وربطھ ودراسـة تاثیر بعض العوام

بدلا من التخثریة واستعمالھ في صناعة الجبن

.الانزیمات التجاریة باھضة الثمن

المواد وطرائق العمل
Arabicرابي ــام العــصل على معد الاغنحُ 

eweد الدجاج ــومعنة ــس2-1ر ــبعمBroiler

الطازجة Otolithes ruberماك النویبي ـد اســومع

المحلیة لمدینة البصرة.من الاسواق

استخلص أنزیم الببسین من معدة استخلاص الانزیم:-1

خمسة محالیل عمالالأغنام ،الدجاج وسمك النویبي بأست

تم اختیار المحلول الأمثل لأستخلاص .أستخلاص

الناتجة من الأنزیم على اساس الفعالیة النوعیة للأنزیم

ماء -1ھي:استخلاص.محالیل الأستخلاصل كل محلو

NaClمحلول كلورید الصودیوم -2،مقطر

غم من كلورید الصودیوم 100%حضر بأذابة10بتركیز

في كمیة من الماء المقطر ثم أكمل الحجم الى لتر بالماء 

NaClودیوم ــورید الصــمحلول كل- 3).25(المقطر

% من حامض 2% الذي یحتوي على 6تركیزــب

من غم60حضر بأذابة ،Boric acidالبوریك 

ریك في غم من حامض البو20كلورید الصودیوم و

اكمل الحجم الى لتر بالماء ، كمیة من الماء المقطر ثم 

.المقطر محلول فوسفات الصودیوم الدارئ - 4(19)
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حضر بأذابة ،7.3مولار ورقم ھیدروجیني 0.1بتركیز

ة الھیدروجین ـغم من فوسفات الصودیوم ثنائی5.453

4NaH2 PO فات ـــوسـن فـم مـغ9.709مع

في كمیة Na2HPO4الصودیوم احادیة الھیدروجین 

ىــدیل الرقم الھیدروجیني الـد تعـقطر وبعـمن الماء الم

).12الحجـم الــى لتـر بالمــاء المقطــر (ملـاك7.3

مولار 0.4بتركیزTris_acetic acidولمحل-5

غم من 12.1حضر بأذابة ،7.6ورقم ھیدروجیني 

Tris17.5ع كمیة من الماء المقطر ثم اضیف الیھ م

بالماء مل من حامض الخلیك ثم اكمل الحجم الى لتر 

لأستخلاص أنزیم )25(اتبعت طریقة .)12(المقطر

أخذت فقدع اجراء بعض التغییرات علیھا، الببسین م

المعدة الطازجة وأزیلت محتویاتھا والأسطح الدھنیة 

ساعة 24التجمید لمدة وحفظت بوغسلت بالماء البارد

2:1ثم فرمت ومزجت مع  محلول الاستخلاص بنسبة

blender)(وزن:حجم) وجنست بخلاط كھربائي (

دقائق ،بعدھا وضع المستخلص بالمجمدة لمدة 10لمدة 

15,000ساعتین ثم اجري لھ طرد مركزي xgدرجة ب

الراسب وجمع أھملدقیقة.15م لمدة 4حرارة 

عمالبأست1.8الھیدروجیني لھ الى الراشح وعدل الرقم

مولار 1یز بتركHClمحلول حامض الھیدروكلوریك

درجة حرارة المختبر ثم نددقیقة ع15وترك لمدة 

لھ طرد مركزي مرة اخرى وعدل الرقماجري

محلول ھیدروكسید عمالبأست5.5الھیدروجیني لھ الى 

قدرت الفعالیة مولار1بتركیز NaOHالصودیوم 

درت الفعالیة التخثریة ـقو)27(لتحللیة حسب طریقةا

في )15(استعملت طریقة و،(7)ــةریقــب طـــحس

.حلة التنقیةالبروتین خلال مرتقدیر تركیز 

تم ترسیب الانزیم باستعمال كبریتات تنقیة الانزیم:-2

اجریت عملیة % ثم90-20الامونیوم بنسبة تشبع 

لمدة نصف g×1911.6بسرعة الطرد المركزي 

اجریت عملیة الدیلزة للانزیم تجاه الماء بعدھا ساعة

.ساعة12ساعة مع تبدیل الماء كل 24المقطرلمدة

الرقم الھیدروجیني لمحلول ضبطتوصیف الانزیم:-3

ة ـام الھیدروجینیـحلیب الفرز المسترجع على الارق

محلول حامض عمالبأست)5،5.5،6،6.5،7(ةـالتالی

محلول ھیدروكسید الصودیوم اویكالھیدروكلور

ثم قدرت الفعالیة التخثریة للانزیم يمولار1بتركیز 

ورسمت العلاقة بین الفعالیة التخثریة للانزیم وقیم 

الامثل الرقم الھیدروجیني الارقام الھیدروجینیة لتعیین

،كما عین الرقم الھیدروجیني لفعالیة الانزیم التخثریة

خلط حجم معین من الانزیم مع الامثل لثبات الانزیم ب

حجم مساوٍ لھ من المحالیل الدارئة بارقام ھیدروجینیة 

م لمدة 35وحضن بدرجة حرارة9-1متدرجة من 

الى حمام ثلجي وقدرت الفعالیةنصف ساعة ثم نقل 

. تم تعیین درجة الحرارة المثلى لفعالیة الانزیم التخثریة

ى من درجات الفعالیة في مدیرقدالتخثریة وذلك  بت

كما .بفارق عشر درجاتم85_15الحرارة تراوح بین 

حضن حجم معین من تم تعیین الثبات الحراري ب

85-15الانزیم بدرجات حرارة مختلفة تراوحت بین

ثم نقل الى حمام دقیقة15لمدة بفارق عشر درجاتم

.خثریةثلجي وقدرت الفعالیة الت

زئیاً ـجى ـین المنقـبسزیم البـط انــبرُ ربط الانزیم:-4

اءة ـت كفـط ثم درسـة من الربـتعمال طرائق مختلفـباس

:الطرقتضمنت ھذه ط الانزیم.ـرب

تبعا السلیكاھلامالادمصاص علىبربط الانزیم  -1

.)17(ل للطریقة الموصوفة من قب

بتقنیة)(SRFربط الانزیم على الراتنج -2

Cross_Linkingمن قبل تبعا للطریقة الموصوفة

)23(.

باتباع مكالسیوات النربط الانزیم بتقنیة الحجز بالجی-3

.)21(الطریقة الموصوفة من قبل
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اع الطریقة ـباتبربط الانزیم بتقنیة الحجز بالاكار-4

مختلفة من واستعملت تراكیز)24(وفة من ـالموص

% لمعرفة افضل تركیز لربط )5,4,3,2,1(الاكار

الانزیم.

قدرت الفعالیة التحللیة لكل :الیة المتبقیةالفعقیاس -5

الانزیم الحر والمرتبط لكل طریقة ربط وذلك من 

.معرفة كفاءة الربطل

صنع الجبن باتباع :تصنیع الجبن الابیض الطري-6

) واجریت للجبن المصنع3(الطریقة التي ذكرھا

الحلیب والتي تضمنت بروتین التحلیلات الكیمیائیة 

وبروتین)14(لفورمالین التي ذكرھا طریقة اباتباع

دھن قدرال،)5(طریقة مایكروكلدالباتباعالجبن قدر 

قدرت ،)14(في الحلیب والجبن حسب طریقة كیربر

لرطوبة في الجبن حسب الطریقة التي ذكرھا النسبة ا

قدر الرقم الھیدروجیني للحلیب والجبن حسب ،)14(

الكلیة قدرت الحموضة و)14(الطریقة التي ذكرھا 

اما في الجبن فحسب ) 5لحلیب حسب ماذكر في (ل

.)10(الطریقة التي ذكرھا

لنماذج الجبن الطري من قبل اجري:التقییم الحسي

ة ــكلی، المتخصصین في قسم علوم الاغذیةمن 10

درجات ــحت الــ، ومنرةــامعة البصــج، الزراعة

لتمییز )1(الموصوفة من قبل بقاً للاستمارةــط

.فات المطلوبة في المنتوج الص

النتائج والمناقشة
النتائج الموضحة في الشكل تشیر:استخلاص الانزیم 

من ل محلول لاستخلاص انزیم الببسین) ان افض1(

% 6یز بتركمعدة الاغنام ھو محلول كلورید الصودیوم 

عطى اعلى ، اذ انھ ا% حامض بوریك2الحـاوي على 

رنة بمحالیل مقا)غموحدة /مل14.3فعالیة نوعیة (

ة تراوحت الفعالیة النوعیالاستخلاص الاخرى والتي

.وحدة/ملغم13.49-8.04فیھا بین 

) ان محلول فوسفات 2تبین النتائج في الشكل (

مولار ورقم 0.1الصودیوم الدارىء بتركیز

المحلول الافضل لاستخلاص ھو 7.3ھیدروجیني 

طى فعالیة نوعیة اعانزیم الببسین من معدة الدجاج اذ

یل /ملغم مقارنة بمحالوحدة 13.79مقدارھا 

الفعالیة النوعیة الاستخلاص الاخرى التي تراوحت 

اوضحت .وحدة /ملغم12.73–10.34فیھا بین 

لول كلورید الصودیوم ـــ) ان مح3النتائج في الشكل (

% حامض بوریـك ھو 2% الحـاوي على 6بتركیز 

ببسـین من معـدة زیم الافضل محلـول لاسـتخلاص ان

بلغـت اعطى اعلى فعالیـة نوعیـة سـمك النویبي اذ

وحـدة /ملغم مقارنـة بمحالیـل الاسـتخلاص 13.65

یـن بفیھاالاخـرى التـي تراوحت الفعـالیـة النـوعیـة 

.وحـدة /ملغم13.12_ 10.29

نلاحظ من النتائج ان محلول كلورید الصودیوم 

لى فعالیة انزیمیة عنـد % اعطى اع10بتركیز 

ص انزیم الببسین من معدة اسـتعمالھ في استخلا

وفـي الوقت نفسھ ، الدجاج وسـمك النویبـيالاغنام

اعطى زیـادة في تركیز البروتیـن مما ادى الى 

ان لیـة النوعیة  لانزیم الببسین اذانخفـاض قیمة الفعا

من الملح في محلول الاسـتخلاص وجود تركیز عالي

ذوبان اكبر كمیة من البروتینات ي الى زیـادة فيدا

)2.(

توضح النتائج انخفاض الفعالیة الانزیمیة والنوعیة 

ة 

10،18.6،19.2الانزی

لغم 10.29، 10.34، 8.04النوعیة والفعالیة /م وحدة 
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التواليعلى

افظة  لمح ناسب ا م

.لثبات الانزیم

افي 

تر

لانزیم الببسین . 

1:-

20-90

0

5

10

15

20

25

یة
عال

الف

ء مقطر ما N aC l % محلول10 Nالحاوي aC l % محلول 6
B oric acid ٢% على 

صودیوم ت ال دارىءفوسفا
مولار ورقم بتركیز٠.١

٧ ھیدروجیني٣.

Tris-aceticدارىء
مولار ٠.٤ بتركیز  acid
٧.٦ ورقم ھیدروجیني 

ص محالیل الاستخلا

الفعالیة الانزیمیة(وحدة/مل)
الفعالیة النوعیة(وحدة/ملغم)

.انزیم الببسین من معدة الاغنامفي فعالیة ستخلاص لامحالیل اتأثیر :)1(شكل

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

3 0

ة
لی

عا
لف

ا

طر مق اء  م N a C l 1 0 % حلول م N a C lحلول م
 % ٢ ى عل ى  حتو م ل ا  % ٦

B or ic  a c id

م صودیو ل ا ت  ا ىءفوسف ر ا د
م مولار ورق ٠ ٫١ ز     كی ر بت

٧ ٫٣ ي  جین ھیدرو

Tr is -a c e tic ىء ار د
مولار ٠ ٫٤ ز  كی ر بت a c id

٧ ٫٦ ي   جین م ھیدرو ورق

ص لا خ الاست یل  ل ا ح م

ل) /م حدة و یة ( یم ز لان یة ا عال الف
م) غ /مل حدة و عیة ( و ن یة ال عال الف

.انزیم الببسین من معدة الدجاجتأثیر محالیل الاستخلاص في فعالیة :)2شكل (
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ت ا ىءفوسف ار د
ز   كی م بتر لصودیو ا

م ٠مولار ورق ٫١
٧ ٫٣ ي  جین ھیدرو

٠ ٫٤ كیز  ىء  بتر ار د
ي جین م ھیدرو مولار ورق
Tr is -a c e tic  a c id

٧ ٫٦

ص خلا ست ل الا لی حا م

/مل) حدة  و زیمیة ( یة الان عال الف

م) غ /مل حدة  و وعیة ( ن یة ال عال الف

.انزیم الببسین من معدة سمك النویبيتأثیر محالیل الاستخلاص في فعالیة :)3شكل (

- 20% ، 90-20%، 70- 30سـمك النـویبي  من 

ع الراسب الناتج من النبذ جمـعلى التوالي ،اذ60%

المركزي واذیب في قلیل من الماء المقطر وتمت 

الماء المقطر للتخلص من كبریتات دیلزتھ تجاه 

الفعالیـة الانزیمیـة والنوعیـة  لكل الامونیوم ثم قیست

مل وحدة /56.3، 54.2،58.8منھا وكـان مقدارھا  

ما ملغم على التوالي ك/وحدة44.42،42،41.39و 

الانزیم الناتج من خطوات یعد) 4موضح في الشكل (

الترسیب بكبریتات الامونیوم منقى تنقیة جزئیة 

)Partially Purified بــسبب تداخل ذائـــبیـة (

نلاحظ من ).2مختلفة (ن بروتیناتمدیات واسعة م

الشـكل ان ببسـین الدجاج المنقى جزئیا یمتلك فعالیـة 

بسین الاغنام وسـمك النویبي لـذلك انزیمیة اعلى  من ب

النتائـج ان كفـاءة تشیراسـتعمل في عملیة الربط .

ربط الانزیم بطریقـة الحجز بالجینات الكالسیوم كانت 

% وان 55بلغـت قـل من طریقـة الحجز بالاكـار فقد ا

تقع ضمن المدى كـلا الطریقتین اعطتا كفاءة ربط 

) .18(% 80-50الذي یتـراوح بین الطبیعـي 

طریق تقدیر مت افضل طریقة لربـط الانزیم عنیق

تبیـن النتائج الموضحة في كفـاءة ربط الانزیم اذ 

) تفوق طریقـة الحجز بالاكـار في ربط 5(الشـكل 

ارنة بالطـرق ــجزئیاً مقنقىـببـسین الدجاج الم

ریقة اعلى كفـاءة ربـط الطذه ـت ھــاعطرى اذــالاخ

اءة ــان كفالى تشیر النتائج % 67بلغـت یم للانز

% 43كانت SRFراتنج عمالباستط الانزیم ــرب

اعطى اقل ھلام السـلیكا ،وان ربط الانزیم باستعمال 

%،15.7خـرى اذ بلغتكفـاءة ربط مقارنة بالطـرق الا

قد یعود سـبب انخفاض فعالیـة الانزیم المرتبط 

ــلة عـــدد الاواصـــر الى قـSRFراتنـجباسـتعمال

التسـاھمیة المتكونة نتیجة لعـدم وجود بعض المواد 

،او Glutaraldehydeالتي تسـاعد على تكوینھا مثل 

الى تكوین اواصر تساھمیة بین البروتینات الموجودة 

فعالیة مع الانزیم  والمادة الداعمة.اما سـبب انخفاض 

احتمال حدوث فیعود الىھلام السلیكا الانزیم المرتبط ب

ضمور للمواقع الفعالة نتیجة لادمصاص الانزیم على 

او حدوث تسرب لجزیئات الانزیم االسلیكھلام سطح 

او حدوث ارتبـاط للمواقع ھلام السـلیكا وانفصالھا عن 

او ارتباط البروتینات ھلام السـلیكا الفعالـة مع  

ب یعـود سـب.ھلام السلیكاالموجودة مع الانزیم مع 

وبالجینات الكالسیوم بالاكـار فـاظ الانزیم المرتبطاحت
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الى امكانیة ھذه التقنیـة في المحافظة على بفعالیتـھ 

الھیئة الطبیعیـة للانزیم بحیث لا یحدث أي ارتبـاط 

جانبـي یـؤدي الى شـغل جزء من الانزیم وانما یعتمد 

على حجز الانزیم داخل شـبكة ھلامیـة تعمـل على 

من الخـروج الى وسـط التفاعل وتسـمح الحفـاظ علیھ

في الوقت ذاتـھ بدخول كافة مكونات التفاعل وخروج 

اشـارت النتائج الموضحة في الشـكل ).29النواتج (

) ان افضل تركیز لربط ببسین الدجاج المنقى جزئیا 6(

% اذ اعطى اعلى كفـاءة ربط 3بالاكار ھو تركیز 

فاءة ربط للانزیم % بینمـا كانت اقل ك75والتي بلغت 

وذلك بسبب خروج % 43بلغت % اذ1عند تركیز 

ي كانت ھشھ بسبب تركیزھا الانزیم من قطع الاكار الت
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.جدجاللببسین انزیم التأثیر تركیز مادة الاكار الرابطة في فعالیة:)6شكل (

اقل ھشاشة من % كانت قطع الاكار2وعند تركیز 

المتسربة من كمیة الانزیم تقل% وبذلك 1تركیز 

اعلى من كفـاءة الربـط مسـامات الاكـار وبالتـالي كانت 

المحجـوز داخل %.67% والتي بلغت 1عنـد تلك 

م الاكـار .ان ھذه الاختلافـات في كفـاءة ربط الانزیـ

عــود الى الاختـلافـات في حجم مسـام المادة بالحجـز ت

المستعملة في الداعمة والذي یعتمد على تركیز المادة

).9الربط بالحجز (

الفعالیة:ل الانزیم المرتبط فيتاثیر عدد مرات استعما

ببسـین الدجاجانزیم التاثیر عدد مـرات اسـتعمدرس

الیة المتبقیة المنقى جزئیاً على الفعالمربوط بالاكار

للانزیم

) الى امكانیـة 7تبین النتائج في الشـكل (والمرتبط .

مرات لكن الفعالیة 7یـم المرتبط لغایةاستعمال الانز

دد مـرات الاسـتعمال .فقدمع زیادة عتقلالانزیمیة 

% عند 76احتفـظـ ببســین الدجاج المنقى جزئیا بـ 

% عند 25الاسـتعمال الرابع ، بینما احتفظ  بـ 

الاسـتعمال السـابع وانھ فقـد فعالیتھ باكملھـــا عنــد 

،قد یعود سبب انخفاض الفعالیة الاســتعــمال الـــثامن 

مع استمرار الاستعمال الى تسرب الانزیم من المادة 

ل والغسل بالماء بعد كل الداعمة خلال الاستعما

.استعمال 

زن ببسـین:تاثیر فترات الخزن على فعالیة الانزیم  خُ

الدجاج المنقى جزئیا المرتبط بالاكار بالتجمید والتبرید 

یوم .ان عملیة الخزن 60ختبر لمدة وبدرجة حرارة الم

بالتجمید وبدرجة حرارة المختبر لم تنجح بسـبب تھشم 

قطع الاكار وخروج الانزیم منھا عند الخزن بالتجمید 

عند خزنھ وبسـبب نمو الاحیاء المجھریة على الاكار

اما بالنسـبة للخزن بالتبرید بدرجة حرارة المختبر .

) الى ثباتیـة 8شكل (فتشـیر النتائج الموضحة في ال

خزن اذیوم من ال60ببسـین الدجاج المنقى جزئیا بعد 

%.22بلغت الفعالیة المتبقیـة

الرقم قدر:الرقم الھیدروجیني الامثل لفعالیة الببسین 

اج ـین الدجـببسخثریـة لللفعالیة التالامثل الھیدروجیني

الحـر والمرتبـط بمـدى مـن الارقـاماـى جزئیـالمنق

تشـیر النتائـج في .7-5.8یـدروجینیـة تـراوح بیـن الھ

) ان الفعالیـة التخثریـة للببسین الحـر 9(كلالشـ

5.8من م الھیدروجینيـالرقوالمرتبط تقـل مع ارتفـاع 

الرقم حیث لم یعطي الانزیم أي فعالیة عند 7الى 

.7الھیدروجیني
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عین :لثبات الببسینالرقم الھیدروجیني الامثل

ین الدجاج المنقى جزئیاـببسالامثل لثبات الھیدروجیني

م في 35ْدقیقة بدرحة 30الحـر والمرتبط بحضنھ لمدة 

9-1محالیل دارئة تراوحت ارقامھا الھیدروجینیـة بین 

.

الامثل لثبات ) ان المدى 10تبین النتائج في الشكل (

الدجاج المنقى جزئیـا الحـر والمرتبط یتراوح ببسین

الانزیم الامثل لثباتالرقم الھیدروجینيوان 3-2بین 

، كما توضح النتائج ان ثباتیة الانزیم الحر3ھو 

الرقم الھیدروجینيوالمرتبط تنخفض كلما ارتفع 

وانھ فقد فعالیتھ عند الارقام الھیدروجینیـة 7-4من 

.8،9القاعدیة 

لانزیم عند ارتفاع یعزى سـبب انخفاض فعالیـة ا

عن الحدود المثلى للثبات الى دروجینيـالھیالرقم 

البروتین وتغیـر شـكل او ھیئـة الموقع جزیئة مسـخ 

الثانـوي والثلاثي للانزیم التركیباو تغیرالفعال 

) .22فقـدان الفعالیـة الانزیمیـة (ومن ثم 

توضح النتائج ین :درجة الحرارة المثلى لفعالیة الببس

بزیادة خثریة ـالفعالیة التالى زیادة )11(الشكل في 

درجة بلغت اقصاھا عندالتفاعل فقددرجة حرارة

ْ للببسین الحـر والمرتبط  35حرارة و 8.8وكانتم

لببسین الدجاج المنقى جزئیا الحر و/ملوحدة6.23

الفعالیة التخثریة بعدھا انخفضت.على التواليالمرتبط

2.91و 2.06لتصل الى  حرارةالدرجة بزیادة 

ین الدجاج المنقى جزئیا الحر والمرتبطـلببسوحدة /مل

.م75حرارةدرجةعلى التوالي عند 

ان زیادة سرعة التفاعلات الانزیمیة مع ارتفاع

یعود الى زیادة الطاقة الحركیة حرارةالدرجة 

ات ومن ثم زیادة التصادمات بین جزیئاتللجزیئ

الانزیم وجزیئات المادة الاساس ، اما انخفاض

الحراریة العالیة فانھالدرجاتالفعالیة الانزیمیة عند

المتفاعلة لطاقة یعود الى امتصاص الجزیئات

مما یؤدي الى تغییر التركیب الثلاثي للانزیم عالیـة

ھ ـالیتــدانھ جـزء من فعــخھ وفقـومن ثم مس

)22.(

.جزئیاً المرتبط بالاكارببسین الدجاج المنقى في فعالیة انزیم ستعمال لاعدد مرات اتأثیر:)7شكل (
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.قى جزئیا المرتبط بالاكارنفعالیة ببسین الدجاج المتأثیر مدة الخزن في :)8شكل (
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.لفعالیة التخثریة لببسین الدجاج الحر والمرتبط بالاكارتأثیر الرقم الھیدروجیني في ا:)9شكل (
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.لدجاج الحر والمرتبط بالاكاربات الفعالیة التخثریة لببسین اثتأثیر الرقم الھیدروجیني في :)10(شكل
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.لببسین الدجاج الحر والمرتبط بالاكارلفعالیة التخثریةتأثیر درجة الحرارة في  ا:)11شكل (
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.ثبات الفعالیة التخثریة لببسین الدجاج الحر والمرتبط بالاكارتأثیر درجة الحرارة في :)12شكل (

یوضحرجة الحرارة المثلى لثبات الببسین:د

الدجاج المنقى نتائج حضن ببسین )12(ل ــالشك

بدرجات حرارة تراوحت بینوالمرتبطجزئیا الحر 

ْ لم15-85 ـین ـج ان ببسـة تبین النتائـدقیقـ15دة ـم

یا الحر والمرتبط احتفظـزئـى جـقـاج المنــالدج

راوحــي ترارــحدىــمة بـامل فعالیتھ التحللیبك

ینـلببسة ـریـخثة التـلفعالیم ،وان ا45-15ن ـبی

انخفضت مـعالدجاج المنقى جزئیا الحر والمرتبط

احتفـظ الانزیـم الحـراذرارةـحالة ـدرجارتفـاع 

%من فعالیتـھ واحتفظ الانزیم المرتبط 59بـ 

ْ بعـدھا انخفضت 55% من فعالیتھ عنـد درجة 76بـ  م

دت ــالى ان فقرارةـحالة ـدرجالفعالیـة مع ارتفـاع 

عزى ــم للحـر والمرتبط .وی75امل عند ـبالك

اع ـــع ارتفـزیم مــاض فعالیـة الانــب انخفـسـب

ثر في ان الحرارة العالیة تؤالىرارةــحـالة ـدرج

تـؤدي الى دنترتھ في وتغییر تركیب الانزیم اذ 

مما یـؤدي الى   فقـدان فعالیتھ ھیئة المـوقع الفعال

)16. (
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.في صناعة الجبن الطريمكونات الرئیسیة للحلیب المستعملتحلیل ال:)1جدول (

القیمالمكونات

3.3البروتین%

3.6الدھن%

10.62المواد الصلبة الكلیة%

7.02المواد الصلبة غیر الدھنیة %

0.14الحموضة (كحامض اللاكتیك) %

6.6الرقم الھیدروجیني

1.29الوزن النوعي

.مكونات الجبن الطري المصنع من ببسین الدجاج المرتبط بالاكار ومنفحة العجول:)2جدول (

نوع الانزیم المخثروناتالمك
منفحة العجولالانزیم قید الدراسة

14.214.6البروتین %
16.717.5الدھن %

63.561.8الرطوبة %
الحموضة (كحامض 

اللاكتیك) %
0.170.17

6.56.5الرقم الھیدروجیني
15.315.6التصافي %

.العجول وببسین الدجاج المرتبطالتقییم الحسي للجبن المصنع بمنفحة:)3جدول رقم (

نوع الانزیم

الصفة

ببسین الدجاج المرتبط منفحة العجول 

ایام 7یوم1

282727النكھة

282625القوام والنسیجیة 

171717اللون

181817التقبل العام 

918886المجموع
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رـط اكثـزیم المرتبـج ان الانـظ من النتائـنلاح

اً من الانزیم الحر وذلك لان عملیة الربط ـاتـثب

).20ایة للموقع الفعال الخـاص بالانـزیم (تعطي حم

حللت المكـونات دم :ـتخـب المسـب الحلیـتركی

الرئیسـیة للحلیب المسـتخدم في صناعـة الجبن 

) نتائج تحلیل مكـونات 1الطـري ویبین الجـدول (

.لحلیـبا

دول ــجـي الـج فـح النتائـوضـتات الجبن :ـونـل مكـتحلی

ـونات الجبن الابیض الطري المصنع ـــ) تحلیل مك2(

ط ــاً المرتبــنقى جزئیــباسـتعمال ببسـین الدجاج الم

بالاكـار ومنفحة العجول ونلاحـظ عـدم وجـود 

لاـیة لكـرئیسـن الـات الجبـونـن مكـة بیــات مھمــفروق

المصنع من الانزیم لنـوعـین ممـا یشـیر الى ان الجبن ا

ـة ـقیـد الدراس

من منفحة العجول وان مقارب للجبن المصنع 

القلیلة بینھما انعكسـت على النسـبة المئویة الاختلافات

ان الجدولكلا النمـوذجین اذ یلاحظ منللتصافي في

نزیم الفرق قلیل في نسـبة التصافي وھذا یعني ان الا

المستعمل یحقـق نفس نسـبة التصافي مقارنة بالمنفحة 

حیث بلغـت نسـبة التصافي للجبن المصنع باسـتعمال 

الانزیم قید الدراسـة والجبن المصنع باسـتعمال منفحة 

.% على التوالي15.6% و 15.3العجول 

) نتائج التقییم 3الجدول (یشیرالتقییم الحسي للجبن :

ي المنتج من منفحة العجول  الحسي للجبن الطر

وببسین الدجاج المرتبط بالاكار ونلاحظ وجود تقارب 

في صفاتھ النوعیة كما نلاحظ عدم حدوث تغیرات في 

الجبن المصنع من ببسین الدجاج المرتبط بالاكار بعد 

م ، اذ 4یوم وسبعة ایام عند حفظھ في درجة حرارة 

100من اصل 88بلغت مجموع درجات التقییم لھ 

بعد مضي 86درجة وذلك بعد  مضي یوم واحد و

جیدة خالیـة من سـبعة ایام ، وقد اتصف الجبن بنكھة

في المنتوج أي  طعوم غریبـة اذ لم یلاحظ أي مرارة

وذلك لعدم وجود انزیم الببسین في خثرة    الجبن 

تزال من بصورة حرة لكونھ مرتبط بقطع الاكار التي
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Extraction, Purification,Characterization and Immobilization of
Chicken Pepsin and Using it in Soft Cheese Industry

Zena Kadhim Issa and Munir Abood Jasim

Department of Food Science, College of  The Agriculture, University of Basrah, Basrah, Iraq

Abstract: The present study aimed to isolate pepsin enzyme Ec: 3.4.23.1 from some animal

sources and purified it and Studied it’s characteristics and immobilized it as well as it’s practical

applications in food industry. The enzyme was extracted from the stomach of three animal

sources (Sheep, Chicken and Nuwaibi fish ) using five extraction solutions including distilled

water , Sodium chloride (10%) solution , Sodium chloride (6%) Boric acid (2%) solution

,Sodium Phosphate 0.1M and an  pH 7.3 solution and Tris-acetic acid 0.4M and an pH 7.6

solution  in order to  find out the best source of enzyme and the best extraction solution .Sheep's

stomach was the best source of enzyme, Sodium chloride (6%) Boric acid (2%) solution was the

best extraction solution which gave highest specific activity 14.3 unit / mg .Protein content for

the crude enzyme extracts were con centrated using saturated ammonium sulfate in arrange 30-

70% , 20-90% and 20-60% for Sheep, chicken and Nuwaibi fish pepsin respectively. Dialyzed

Chicken pepsin possesses the highest proteolytic activity . The dialyzed chicken pepsin

Immobilized study with four carriers including Silica gel,SRF Resinous ,Calcium Alginate and

Agar showed that the best carrier was agar which gave the maximum Immobilized efficiency

67%.The best optimum concentration for Immobilize dialyzed chicken pepsin with agar was 3%

with the highest proteolytic enzyme 75%. The purified sheep pepsin was Immobilized with agar

in 3% concentration .The remainder enzyme activity for agar Immobilized pure Sheep pepsin

and dialyzed Chicken pepsin were 25% , 21% respectively after 7 times using and the remainder

enzyme activity for agar Immobilize pure Sheep pepsin and dialyzed Chicken pepsin were 22%,

27% respectively was stored for 60 days in 4 °C. The optimal pH for clotting activity for free and

Immobilize dialyzed Chicken pepsin was 5.8. The optimal pH for the stability of free and

Immobilize dialyzed Chicken pepsin are 3.The optimal temperature for clotting activity for free

and Immobilize dialyzed chicken pepsin was 35 ْ ◌C .The optimal temperature for free and

Immobilize dialyzed Chicken pepsin stability was 15-45°C. Agar Immobilized dialyzed making

Chicken pepsin was utilized in soft cheese results revealed that the Chemical composition and

organoleptic evaluation of cheese was compatible with cheese produced in traditional methods,

This result is an indicator to enzyme efficiency in soft cheese and the possibility to use it as Calf

rennet alternative and it can be used for more than one time in cheese making.

Key words: Extraction Pepsin, Purification Pepsin, Characterization Pepsin, Immobilization Pepsin.


