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 هن بكترياالهنتج تنقية أنزيم الأسبارجيناز 

Bacillus licheniformis 
 

 لينه الأهيرد.      صباح اليازجيد.       فيفيان ضيف الله

 

 الهمخص
 Bacillu licheniformisالمنػتج مػف بكتريػا أجريت عممية التنقية لأنزيـ الأسبارجيناز 

 مراحػػؿ تضػػمنت.  لإنتاجػػ  مثاليػػةالظػػر ؼ البتيبيػػؽ  باسػػتاماـ يريقػػة التاميػػر الم مػػ ر
تػػػػػتر الترلػػػػػي  ال تمػػػػػي % 48بالأسػػػػػيت ف بتركيػػػػػز  الترسػػػػػي   ;الايػػػػػ ات التاليػػػػػةالتنقيػػػػة 

كر مات غرافيػػػا  مػػػف باػػػمصا الى ػػػؿ عمػػػ  عمػػػ م  Sephadex G-100باسػػػتاماـ عمػػػ م  
 عيػػة بىااليػػة ن 64.342 تنقيػػةالعػػمم مػػرات بمػػ   . DEAE-Sepharoseالتبػػامؿ الأيػػ ني 
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Abstract 
Asparaginase produced by Bacillus licheniformis using submerged 

fermentation under optimized conditions was purified. The purification 

process included the following steps; precipitation of protein by 80% 

acetone followed by sephadex G-100 gel filtration column then 

separation on  DEAE- Sepharose column chromatography .Folds of 

purification of asparaginase reached 283.86 fold with specific activity of 

667.08 IU/ml. 
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 :الهقدهة
الإنزيمػػات عبػػارة عػػف محىػػزات لمتىاعػػؿ بات يبياػػة بر تينيػػة،  صػػي مسػػؤ لة عػػف عػػمم 

صػاـ فػي مجػالات الحيػاة كافػة، ف ػي تسػتامـ ل ػا م ر التح لات الكيميائية الضػر رية،  مف
يمتمػؾ أنػزيـ .(Bruice and Benkovic, 2000)فػي  ػناعة الأغبيػة  الأم يػة  المنظىػات 

(. يتبػ  إلػ  أنزيمػات -IUBMB,2017) NC(EC 3.5.1.1الػرمـ الكيميػائي ) الأسبارجيناز
الحمػػػلأ الأمينػػػي الأسػػػبارجيف إلػػػ  حمػػػلأ الأسػػػبارتؾ  حمم ػػػةف ػػػ  يامػػػؿ عمػػػ   الحمم ػػػة

  فؽ التىاعؿ: ( Naryana et al.,2008 الأم نيا )
L-asparagine +H2O                           L-aspartate+NH3 

حيث يامؿ عم  تقميػؿ كميػة في ال ناعات ال بائية عامتً مساعماً ياتبر صبا الأنزيـ 
الأكريتميم المتلكمة اػتؿ عمميػة ممػي المػ ام ال بائيػة النلػ ية كالبيايػا  الىتفػؿ  الابػز 

 بسػػب المػ ف البنػػي  يلػػكؿحػم ث تىاعػػؿ مػيترم الػػب   نتيجػػة غيرصػا مػػف الأغبيػة النلػػ ية 
سػػبارجيف مػػ  السػػكريات المرجاػػة الم جػػ مة فػػي صػػبر الأغبيػػة ينػػي الأتىاعػػؿ الحمػػلأ الأم

 (.Cachumba et al.,2016النل ية، بالإضافة ال  تحسيف ل ف المنتج  يامػ   م امػ  )

مرضػػػػػػػػػ  لأمػػػػػػػػػا فػػػػػػػػػي ال ػػػػػػػػػناعات الم ائيػػػػػػػػػة فيسػػػػػػػػػتامـ صػػػػػػػػػبا الأنػػػػػػػػػزيـ كمػػػػػػػػػامة ماالجػػػػػػػػػة 
 . (Hatamzadeh et al.,2020السرياف)

ينتج أنزيـ الأسبارجيناز مف مبؿ أن اع ماتمىة مف الأحياء المميقة كالجراثيـ  الامػائر  
 ياػػػم أنػػػزيـ الأسػػػبارجيناز مػػػف الأنزيمػػػات الاارجيػػػة (.Amena et al.,2010 الأعىػػػاف)

Extracellular enzyme، جػمراف الاتيػا البكتيريػة  حيػيـلتحتػاج إلػ  ايػ ات لا ي لػبلؾ
(Moorthy et al.,2010). 

، الترسػي امميػة ب الأحيػاف ماظـ في تبمأ متاممة، باي ات الأنزيمات  تنقية ف ؿ يمكف
 متباينػة إلػباع بػمرجات الأسػيت فب الترسػي أ   الأم نيػ ـ كبريتػات ال ػرلأ ل ػبا سػتامـي  

 Bajaj et al., 2009; Basha et al., 2009; Kumar and) %088-68 بػيف  حراتتػ
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Sobha.,2012; Husain et al.,2016; Hatamzadeh et al.,2020)  ،مح ػ ؿ عمػ   ل
 م رة/ مميقػة 5888  م رة/ مميقػة 2888 بػيف  حراتتػ بسػرعة تثىيػؿ عمميػة بلػؾ يتبػ الراسػ  

تنقية عف  مراسة (1972) آار ف  Tiul . أجرىمميقة 68إل   مميقة 01را ح بيف  تت لممة
ليريقػػة  بيريقػػة ملػػاب ة Bacillus mesentricus 43Aإنػػزيـ الأسػػبارجيناز المنػػتج مػػف 

التي عممت عم  تنقية إنزيـ الأسبارجيناز مف بكتريا   أارى بحاث أالتنقية التي بكرت في 
Bacillus sp.   الاػاـ بكبريتػات مسػتامص الإنػزيـ  رسػي بامة ايػ ات لػممت تحيث ماـ
مػػػػػػرار المحمػػػػػػ ؿ الأنزيمػػػػػػي 48 إلػػػػػػباعبنسػػػػػػبة الأم نيػػػػػػ ـ  عمػػػػػػ  عمػػػػػػ م % ثػػػػػػـ الػػػػػػميمزة  ال

 Moorthyأجػػػػػرى  DEAE-Cellulose  (4˟28cm.)يكر مات كرافيػػػػػا التبػػػػػامؿ الأيػػػػػ ن
 ـ  باػمة ايػ ات .Bacillus spالمنػتج مػف   إنزيـ الأسبارجيناز تنقية (2010) آار ف   إب تػ
ثػـ % 48 إلػباع لم  ػ ؿ إلػ  نسػبة مستامص الإنزيـ الااـ بكبريتػات الأم نيػ ـ  ترسي 

مميقػػػة  01م رة بالمميقػػػة لمػػػمة  2888جمػػػ  الراسػػػ  بػػػيجراء عمميػػػة يػػػرم مركػػػز  بسػػػرعة 
المحمػػ ؿ  تػػـ إمػػرار  Tris-HCl (pH 8.6 ) باػػمصا أبيػػ  باسػػتاماـ المحمػػ ؿ المػػ مي 

باسػػػػػتاماـ  DEAE-Celluloseنزيمػػػػػي عمػػػػػ  عمػػػػػ م كر مات كرافيػػػػػا التبػػػػػامؿ الأيػػػػػ ني الإ
   Mahajan تمكػفمػؿ /مميقػة( . 0بماػمؿ جريػاف )نػزيـ  جم  الإ ،المحم ؿ الم مي نىس 

 Bacillus( مػػػػػػف تنقيػػػػػػة إنػػػػػػزيـ الأسػػػػػػبارجيناز المنػػػػػػتج  مػػػػػػف بكتريػػػػػػا2014 آاػػػػػػر ف )

licheniformis باسػتاماـ  مسػتامص الإنػزيـ الاػاـالترلػي  الىػائقي ل تبامة اي ات لػمم
المػػبي  ب سػي تر لمػتامص مػف البر تينػات مناىضػة الػ زف الجزيئػي ثػـ ال 30KDaم ػيمة 

نزيمػػػػي عمػػػػ  عمػػػػ م إمػػػػرار المحمػػػػ ؿ الإتػػػػـ ثػػػػـ % 48الاضػػػػ   الأسػػػػيت ف بنسػػػػبة إلػػػػباع 
( بماػػػػػػػػػػػمؿ جريػػػػػػػػػػػاف 4×28cm) DEAE-Celluloseيكر مات كرافيػػػػػػػػػػػا التبػػػػػػػػػػػامؿ الأيػػػػػػػػػػػ ن

 .Sephadex  G–100 (4×28cm )ثػػـ الترلػػي  ال تمػػي عمػػ  عمػػ م مؿ/مميقػػة( 0)
 أف باػػػلأ المراسػػػات مامػػػت بتنقيػػػة الإنػػػزيـ مػػػف بكتريػػػا  (6803 آاػػػر ف )  Silpaبكػػػر

Bacillus pumilus ةبنسػبمستامص الإنزيـ الااـ بكبريتات الأم ني ـ  سي تر  مف اتؿ 
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مػػػرار المحمػػػ ؿ % 088-38 ترا حػػػت بػػػيف إلػػػباع نزيمػػػي عمػػػ  عمػػػ م كر مات كرافيػػػا الإ ال
مػف أنػ اع ماتمىػة مػف تنقيػة الإنػزيـ المنػتج  ت. كما تمDEAE-Celluloseيالتبامؿ الأي ن

بكػر أف عمميػػة تنقيػة صػػبا الإنػزيـ مػػف صػػبر حيػػث  Erwinia carotovoraالبكتريػا كبكتريػػا 
% ثػـ 38 إلػباعمستامص الإنزيـ الااـ بكبريتات الأم ني ـ بنسػبة  رسي لممت تالبكتريا 

. أمػػػػا تنقيػػػػة الإنػػػػزيـ مػػػػف بكتريػػػػا  Sephadex G–200الترلػػػػي  ال تمػػػػي عمػػػػ  عمػػػػ م
Enterobacter aerogenes   الترلػػي  فكانػػت بلػػكؿ بسػػيي حيػػث تػػـ ف ػػؿ الإنػػزيـ ب

ثػػػـ تباتػػػ  عمميػػػة الترلػػػي  الىػػػائقي. تمكػػػف   Sephacryl S–200ال تمػػػي عمػػػ  عمػػػ م
Amena  ( مػػػف تنقيػػػة الإنػػػزيـ المنػػػتج مػػػف بكتريػػػا 6808 آاػػػر ف )Streptomyces 

gulbargensis  إلػباعيتػات الأم نيػ ـ  بنسػبة مستامص الإنزيـ الااـ بكبر  سي لممت تر 
Sephacryl  S–200 (1˟50 cm )الترلػي  ال تمػي عمػ  عمػ م    % ثػـ الػميمزة48-28

    Meghavarnam تمكػػف.   CM Sephadex C-50 .ثػػـ الترلػػي  عمػػ  عمػػ م 
Janakiraman (6801)  فيػػر مػػف تنقيػػة إنػػزيـ الأسػػبارجيناز المنػػتج  مػػف Fusarium 

culmorum ASP-87   بكبريتػات  مسػتامص الإنػزيـ الاػاـترسػي    تايػ ات لػممباػمة
نزيمػػػي عمػػػ  عمػػػ م كر مات كرافيػػػا التبػػػامؿ ثػػػـ إمػػػرار المحمػػػ ؿ الإ %48الأم نيػػػ ـ بتركيػػػز 

ثػػػػػػـ الترلػػػػػػي  ال تمػػػػػػي عمػػػػػػ  عمػػػػػػ م DEAE-Cellulose (031˟01  cm )يالأيػػػػػػ ن
Sephadex G– 100.  

 

 :هدف البحث
فقػم لػبلؾ ، عمميػة التنقيػة ت ـ إجػراء نزيـ الأسبارجينازلإال بائية نظراً للأصمية التيبيقية 

 Bacillus licheniformisنػزيـ الأسػبارجيناز المنػتج مػف بكتريػا تنقيػة إصػمؼ البحػث إلػ  
 مابؿ لمتيبيؽ عم  مست ى آمف في الأغبية.لمح  ؿ عم  إنزيـ  تاممةباي ات م
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 :الهواد والطرائق
 : Bacillus licheniformis  عزلة بكتريا-1
الحي يػػػػة )ضػػػػيؼ الله لا ػػػػت صػػػػبر الازلػػػػة فػػػػي ماػػػػابر ال يئػػػػة الاامػػػػة لمتقانػػػػة   

 Nutrientنليت الازلة بيريقة التاييي عم   سي الآغار الم ب  ) .(6805، آار ف

agar ثػػـ نقمػػت مسػػتامرة مػػف المسػػتامرات  ،سػػاعة  44مػػمة ـ °8.(  حضػػنت عنػػم حػػرارة
(  حضػػنت عنػػم حػػرارة Nutrient brothمػػؿ مػػف  سػػي المػػرؽ الم ػػب  )08المتلػكمة إلػػ  

)ضػيؼ  فػي مراسػة سػابقة الظػر ؼ المثمػ  لتنتػاج  مػم تػـ تايػيف  سػاعة. 44ـ لممة 8°.
 .(6868الله  آار ف.،

 :الأسبارجينازإنتاج إنزيم  -2
 Submerged)اسػتاممت يريقػة المػزارع الم مػ رة  الأسػبارجيناز ـنػزيأ إنتػاج أجػؿ مػف

culture) المبك رة مف مبؿ Moorthy ( 6808 آار ف )(6805  ضيؼ الله  آار ف). 

 الأنزيهية لأنزيم الأسبارجيناز: تقدير الفعالية-3
مػؿ مػف  831(.إب أضػيؼ 6803)Patil    Jadhav اتبات اليريقة المبك رة مػف مبػؿ 

محمػػػ ؿ المػػػؿ مػػػف  831إلػػػ  محمػػػ ؿ التىاعػػػؿ المتكػػػ ف مػػػف الاػػػاـ نػػػزيـ تامص الأمسػػػ
مػػػػؿ مػػػػف محمػػػػ ؿ المػػػػامة الأسػػػػاس  Tris–HCl(8381M ), pH 8.6   831المػػػػ مي  

ـ 8.  حضف مػزيج التىاعػؿ فػي حمػاـ مػائي عمػ  مرجػة حػرارة( 0.04Mالأسبارجيف)
مػؿ مػف  831. باػمصا أ مػؼ التىاعػؿ بيضػافة مميقػة 8.نزيمػي مػمة  استمر التىاعػؿ الأ

(،ثـ أجريت عممية يرم مركػز  بسػرعة 0.1N) TCAمحم ؿ ثتثي كم ر حملأ الاؿ
مػػؿ مػػف 33.مػػؿ مػػف الرائػػؽ  أضػػيؼ لػػ   830ب ممػػائؽ. أاػػ 1م رة/مميقػػة لمػػمة  5888

مػػؿ مػػف  836نػػزيـ بيضػػافة بىاػػؿ الأ ةالناتجػػالأم نيػػا  تػػـ الكلػػؼ عػػفالمػػاء المقيػػر. 
 الأنابيػػػ مػػػيي جيػػػماً باسػػػتاماؿ مازجػػػة إلػػػ  محمػػػ ؿ التىاعػػػؿ  مػػػزج الانسػػػمر محمػػػ ؿ 
Vortex  ميسػػػت الامت ا ػػػية مميقػػػة ثػػػـ  68ـ لمػػػمة °68 حىػػػظ المػػػزيج بمرجػػػة حػػػرارة
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ج ػػػػػػػػػػػاز المييػػػػػػػػػػػاؼ الضػػػػػػػػػػػ ئي  باسػػػػػػػػػػػتاماـ نػػػػػػػػػػػان متر 418 ةيػػػػػػػػػػػ ؿ م جػػػػػػػػػػػ عنػػػػػػػػػػػم
(Spectrophotometer)  اللػػاصم مقابػػؿ محمػػ ؿ(Blank)  الحػػا   عمػػ  جميػػ  المػػ ام
نػػزيـ التػػي بأن ػػا كميػػة الأ (Unit)نػػزيـ مة فااليػػة الأاػػرؼ  حػػمػػا عػػما محمػػ ؿ الأنػػزيـ. ت
، لكػػف فػػي المميقػػة ال احػػمة تحػػت ظػػر ؼ التجربػػة الأم نيػػا تحػػرر ميكر مػػ لًا  احػػماً مػػف

لتقػػػػمير فااليػػػػة أنػػػػزيـ الأسػػػػبارجيناز النػػػػاتج يجػػػػ  أ لًا الت  ػػػػؿ إلػػػػ  مااملػػػػة المنحنػػػػي 
،  من ا نػزيـ عمػ  لمتحػرر بىاػؿ الأا الأم نيػاستارج تركيػز ي القياسي لسمىات الأم ني ـ

سػػػػػمىات المنحنػػػػػ  القياسػػػػػي لمحمػػػػػ ؿ بلؾ بالاسػػػػػتاانة بػػػػػ الاسػػػػػبارجيفالمػػػػػامة الأسػػػػػاس 
.  الأم ني ـ

 (Moorthy et al.,2010)الأهونيا: الهنحنى القياسي لهحمول  -4
 بػيجراءمػ ؿ يمػي م (1 –8 )فبػيترا حت سمىات الأم ني ـ حضرت تراكيز متمرجة مف 

 . بالماء المقير ميمي م ؿ(08الأم ني ـ ) سمىات محم ؿلالتاىيىات التزمة 
 :تقدير البروتين -5

 ( 6804 آار ف )  Mahajan  (1951) آار ف   Lowryاتبات يريقة 
 

 لتقدير تركيز البروتين كها يمي:
 والهحاليل الهستخدهة: لهوادا-5-1

يكمػؿ  Na2CO3غ مػف  6 بيبابػة%: حضػر 6كرب نػات ال ػ مي ـ  (A)محم ؿ 
 NaOH (0.1N)مؿ مف محم ؿ صيمر كسيم ال  مي ـ  088 إل 

مػػػف كبريتػػات النحػػػاس  غ 0 بيبابػػةحضػػر : %0 كبريتػػات النحػػػاس (B)محمػػ ؿ 
CuSO4. 5H2O  مؿ مف الماء المقير. 088 يكمؿ إل 

غ مػػػػػػف  6 بيبابػػػػػةحضػػػػػػر : %6 الب تاسػػػػػي ـ  رات ال ػػػػػػ مي ـيػػػػػر ي (C)محمػػػػػ ؿ 
 مؿ مف الماء المقير. 088  الب تاسي ـ تكمؿ إل رات ال  مي ـ ير ي
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محضػػرة آنيػػاً بنسػػبة  A B  C المكػػ ف مػػف مػػزيج مػػف المحاليػػؿ  الامػػؿ محمػػ ؿ 
(060654.) 

مػػاء  0 كالػػؼ: 0بنسػػبة ) الماىػػؼ Folin–Ciocalteu phenolكالػػؼ فػػ لف 
  .مقير(
م /مػػػؿ  688بتركيػػز المحضػػػر  (BSA)لبػػ ميف الم ػػػؿ البقػػر  الاػػزيف أمحمػػ ؿ 

 ماء مقير.
 :الهنحنى القياسي لتقدير تركيز البروتينتحضير  -5-2
 )مػؿ /يكر غراـم 088 – 0ف )بيترا حت  BSAحضرت تراكيز متمرجة مف محم ؿ    
 .( بالماء المقيرميكر غراـ/مؿ 688) BSAلمحم ؿ  جراء التاافيؼ التزمةيب
 ي وبعد كل هرحمة هن هراحل التنقية:نزيهتقدير تركيز البروتين في الهستخمص ال  -5-3

 بػنىس التنقيػة حػؿار م مػف مرحمػة كػؿ باػم الاينػة مبػؿ التنقيػة   محمػ ؿ فػي البػر تيف مػُمر

 مػؿ 1 بأاػب  لكػف ،)لمبػر تيف القياسػي المنحنػي تحضػير (أعػتر المبك رة اليريقة اي ات

 القياسػي، البػر تيف محمػ ؿ تركيػز مػف مػؿ 1 مػف بػملاً  البػر تيف عمػ  الحا يػة الاينػة مػف

 المنحنػي بمااملػة  بػالتا يلأ ، λ = 750 nm الم جػة يػ ؿ عنػم الامت ا ػية  ميسػت

 مػؿ/ـغرابػالميكر   اً ر ممقػ الاينػة فػي البػر تيف تركيػز عمػ  الح ػ ؿ يػتـ لمبػر تيف القياسػي
(Mahajan et al.,2014; Hatamzadeh et al.,2020.) 
 

 هراحل تنقية الأسبارجيناز :-6

 (Mahajan et al.,2014) بالأسيتون:الهعاهمة -6-1
مؿ  50% إل  48أضيؼ الأسيت ف المركز بنسبة في المرحمة الأ ل  مف التنقية  

لإتاحػػػة  مػػػ  التحريػػػؾ سػػػاعة02لمػػػمة  تػػػرؾ فػػػي الثتجػػػة  ،المسػػػتامص الاػػػاـمػػػف 
م رة/ مميقػة  2888مركػز  بسػرعة  يػرمجريػت عمميػة ثـ أ نزيـ،ترسي  بر تيف الإ

،  4مميقة بمرجة حرارة  01ممة   08ف ؿ الرائؽ   أاب الراس  الناتج  حػؿ فػي ْـ
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حجػػـ  مػػمر . Tris –HCl  pH 8.6 (0.05M)مػػؿ مػػف المحمػػ ؿ المػػ مي 
 .تنقيةالمستامص الإنزيمي  البر تيف  الىاالية الإنزيمية  الن عية لجمي  مراحؿ ال

 :الكروهاتوغرافيا أعهدة باستخدام التنقية -6-2

 ( (Sephadex G-100 : Mahajan et al.,2014الـ  عهود -6-2-1
 تػـ تحضػير باػم مرحمػة الترسػي  بالأسػيت ف . التنقيػة مػف المرحمػة صػبر جػرت  مػم

– Trisالمػ مي محم ؿ البػػ ةال تمػ كالتػالي: حمػػت Sephadex G-100لػػػا صتمػة

HCl  pH 8.6 (0.05M)المػ مي المحمػ ؿ نىػس مػؿ مػف  688بػػ  ت. باػمصا عمقػ
ثػػػـ سػػػكبت ال تمػػػة  ػػػ اء البمضػػػاة تىريػػػ   (Degassing)ال ػػػازات  ازيمػػػت من ػػػأ  

سـ( م  متحظة عػمـ ظ ػ ر فقاعػات، (30×2.6 بميؼ في عم م زجاجي بأباام 
سػرعة بم ػت إب  ،مػرتيف Tris –HCl  pH 8.6 (0.05M) بمحمػ ؿ الامػ م غسؿثـ 

 مػف مػؿ .  Sephadex G-100 عمػ مسػي  ل أضػيؼمػؿ/ سػاعة.  30الجريػاف 

 Tris –HCl  pH 8.6المػػ مي  المحمػػ ؿ مػػررالماػػالج بالأسػػيت ف،    الأنػػزيـ
(0.05M) جماػت مؿ/سػاعة . 30مػ  المحافظػة عمػ  سػرعة جريػاف   عم  الام م

مؿ/سػاعة  ب امػ   30سػرعة جريػاف الىاالة مف الأنزيـ م  المحافظة عم   الأجزاء
يػ ؿ  كػؿ جػزء عنػم تمػت متاباػة امت ا ػية  .فػي المميقػة مؿ لمجزء ال احػم 831
بػػيف  لماتمػة البيػػاني المنحنػي  رسػـ جػزاء المى ػػ لة،للأ  λ = 280 nmةم جػ

 تلػكيؿ ضػمف تقػ  التػي الأنابيػ  محت يػات جماػت ثػـ ،الأجزاء  أرماـ الامت ا ية

 في ا. القمة،  ميس حجم ا  ممرت فااليت ا  تركيز البر تيف

6-2-DEAE –Sepharose 2 : (Jimat et al.,2017  ):  

أجريت عممية التنقية ل بر المرحمة  فؽ الايػ ات التاليػة: جماػت الأجػزاء التػي أظ ػرت 
 أضػػيىت إلػػ  سػػي  الامػػ م الحػػا   عمػػ   ،أعمػػ  فااليػػة أنزيميػػة فػػي المرحمػػة السػػابقة 
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كالتػػالي:   DEAE- sepharose صتمػػة . تػػـ تحضػػيرDEAE -Sepharoseصتمػػة 
بػػ  ت. باػمصا عمقػTris –HCl  pH 8.6 (0.05M)المػ مي محم ؿ البػ ةال تمػ غسػمت

بمضػاة تىريػ   (Degassing)ال ازات  ازيمت من أ  الم مي المحم ؿ نىس مؿ مف  688
سػـ( مػ  متحظػة (2.3×10 ثػـ سػكبت ال تمػة بميػؼ فػي عمػ م زجػاجي بأباػام  ػ اء ال

إب  ،مػرتيف Tris –HCl  pH 8.6 (0.05M)بمحمػ ؿ  الامػ م غسػؿعمـ ظ ػ ر فقاعػات، 
 مؿ . DEAE- sepharose عم مسي  ل أضيؼ مؿ/ ساعة. 28الجرياف بم ت سرعة 

  Tris –HCl الم مي المحم ؿ مرر،   المحم ؿ الأنزيمي الناتج مف المرحمة السابقة مف

pH 8.6 (8381M)  .جمات الأجزاء المى ػ لة مػف الامػ م بجػام  الأجػزاء عم  الام م
Fraction collecter   مػػؿ  0مؿ/سػاعة  ب امػػ   28جريػػاف السػرعة مػػ  المحافظػة عمػػ

 λ = 280ةيػ ؿ م جػ كؿ جػزء عنػم.  تمت متاباة امت ا ية في المميقة لمجزء ال احم

nm  أرمػاـ بػيف الامت ا ػية لماتمػة البيػاني المنحنػي  رسػـ  جػزاء المى ػ لة،للأ  

القمػة،  مػيس حجم ػا  تلػكيؿ ضػمف تقػ  التػي الأنابيػ  محت يػات جماػت ثػـ ،الأجػزاء
 .في ا  ليت ا  تركيز البر تيف ممرت فاا
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  :النتائج
 الهنحني القياسي للأهونيا: -1
( 6808) آاػػػػر ف  Moorthyحضػػػػرت تراكيػػػػز متمرجػػػػة مػػػػف سػػػػمىات الأم نيػػػػا  فقػػػػاً لػػػػػ  

مػؿ مػف المحاليػؿ المحضػرة إلػ  أنابيػ  ااتبػار،  1نقػؿ ( ميمي م ؿ، 1-8) فبيبتراكيز 
 مػزج الامػيي جيػماً باسػتاماؿ مازجػػة مػؿ مػف محمػػ ؿ نسػمر  836 أضػيؼ الػ  كػؿ من ػا 

ميسػػػػػػػػت مميقػػػػػػػػة.  68ـ لمػػػػػػػػمة °68 حىػػػػػػػػظ المػػػػػػػػزيج بمرجػػػػػػػػة حػػػػػػػػرارة  Vortex الأنابيػػػػػػػػ 
المييػػػػاؼ الضػػػػ ئي  ج ػػػػاز باسػػػػتاماـنػػػػان متر  418 ةيػػػػ ؿ م جػػػػ عنػػػػمالامت ا ػػػػية 

(Spectrophotometer)  المؤلػػػػؼ مػػػػف المحاليػػػػؿ  اللػػػػاصمالػػػػب  تػػػػـ ت ػػػػىيرر باسػػػػتاماؿ
 ( .0الأم نيا كما ص  مبيف في الجم ؿ )عما سمىات المستاممة 

 

  الهستخدهةسمفات الأهونيوم  اكيزلتر الاهتصاصية قين لجدو :(1)جدولال
 .م الهنحني القياسيرس في

تراكيز سمفات الأهونيوم )هيمي 
 هول /هل(

 نانوهتر 454عند طول هوجة  الهتوسط الحسابي للاهتصاصية
 الانحراف الهعياري±

8 0 

0.25 ±83880680.201 

0.5 ±838886.0.303 

0.75 ±83886430.333 

1 ±83888200.418 

1.5 ±83888.40.513 

2 ±83886130.698 

3 ±83888.81.108 

4 ±83888461.396 

5 ±83884861.806 
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رُسػػـ المنحنػػ  القياسػػي لقػػيـ الامت ا ػػية مقابػػؿ تركيػػز سػػمىات الأم نيػػ ـ ب امػػ  ثتثػػة      
بػػػيف تراكيػػػز سػػػمىات كيػػػز حيػػػث يتحػػػظ مػػػف الجػػػم ؿ  جػػػ م فػػػرؽ مانػػػ   مكػػػررات لكػػػؿ تر 

 باسػػتاماـ أمػػؿ  ANOVA% باػػم اسػػتاماـ تحميػػؿ التبػػايف 1الأم نيػػ ـ عمػػ  مسػػت ى ثقػػة 
ميمػي مػ ؿ، بينمػا  0.25لمتركيز  83680فرؽ مان  ، حيث بم ت أمن  ميمة لتمت ا ية

. كمػػػػا م ضػػػػ  ميمػػػػي مػػػػ ؿ مػػػػف سػػػػمىات الأم 5لتركيػػػػز  1.806بم ػػػػت أعمػػػػ  ميمػػػػة   نيػػػػ ـ
 (.0)باللكؿ
 

 
 .باستخدام طريقة نسمر ومالهنحني القياسي لسمفات الأهوني :(1الشكل)

 

 :لمبروتين الهنحني القياسي -2
حضػرت  التنقيػة، حػؿامر  مػف مرحمػة كػؿ باػممبػؿ    البػر تيف كميػة تقمير أجؿ مف

جراء يبػػ )مػؿ /يكر غػػراـم 088 – 0ف )بػيترا حػػت  BSAتراكيػز متمرجػة مػػف محمػ ؿ 
 يبػيف  ( بالماء المقيرميكر غراـ/مؿ 688) الازيف BSAالتاافيؼ التزمة لمحم ؿ 

 القياسي.  BSA( تراكيز محم ؿ 2الجم ؿ )

y = 0.3414x + 0.0623 
R² = 0.9931 
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 .القياسي BSAتراكيز هحمول  :(2جدول )ال

 الأنبوبرقم 
الخزين بتركيز  BSAهحمول 
 هل(5الهاء الهقطر ) /هل )هل(يكروغرامه 244

 BSAتركيز هحمول 
 /هل(هيكروغرام)

0 838 1 838 
6 8361 4331 08 
. 8318 431 68 

4 8331 4361 .8 
 

1 0 4 48 
2 0361 .331 18 

3 0318 .318 28 
3 

4 0331 .361 38 
5 6 . 48 
08 6361 6331 58 
00 6318 6318 088 

06 1 8 688 
 

المحضر آنيػاً مػ  المػزج  الامؿمؿ مف محم ؿ  1مؿ مف صبر التراكيز  0ضيؼ لكؿ أ
مػػؿ مػػف محمػػ ؿ  ..8  أضػػيؼممػػائؽ بمرجػػة حػػرارة ال رفػػة  08الجيػػم. تركػػت النمػػابج مػػمة 

ف المػػ    يظ ػػر المحمػػ ؿ ليتجػػانس السػػري  التحريػػؾ مػػ  بالتػػمريج الماىػػؼ كالػػؼ فػػ لف
 الامػيي تػرؾ عنػم البػر تيف  نتػر جيف النحاس ماقم م  الكالؼ تىاعؿ عف الناتج الأرج اني

مػؿ مػف المػاء المقيػر  0 بأاػب لػاصم تجربة . كما أجريتمميقة 8. لممة ال رفة ةار حر  بمرجة
نػان متر  318ة يػ ؿ م جػ عنػم الامت ا ػية ميسػت. سػيالقيا البػر تيف محمػ ؿبػملًا مػف 

/مػػػػػػػػػػػؿ( يكر غراـ)م BSA من ػػػػػػػػػػػا رسػػػػػػػػػػػـ المنحنػػػػػػػػػػػ  القياسػػػػػػػػػػػي لماتمػػػػػػػػػػػة بػػػػػػػػػػػيف تركيػػػػػػػػػػػز 
( 2 ي ضػػ  اللػػكؿ )(. Moorthy et al.,2010;Lowry et al.,1951) الامت ا ػػية

 الامت ا ية ميمة  بتا يلأ . الامت ا ية القياسي المحم ؿتراكيز  بيف الايية الاتمة
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 يمكننػػػا المنحنػػػي القياسػػػي مااملػػػة فػػػي التنقيػػػةراحػػػؿ م مػػػف مرحمػػػة كػػػؿ باػػػممبػػػؿ    المقاسػػػة
 .الناتج البر تيف تركيز حسا 

 
 (BSA)باستخدام ألبوهين الهصل البقري الهنحني القياسي لمبروتين  :(2الشكل )

 التنقية لنزيم الأسبارجيناز:-2

 فػػػػػؽ عػػػػػمة ايػػػػػ ات لػػػػػممت الترسػػػػػي   الأسػػػػػبارجيناز نػػػػػزيـلإ التنقيػػػػػة عمميػػػػػة أجريػػػػػت
ثػـ  Sephadex G-100الترلػي  ال تمػيغرافيػا كر مات   م  عمػـ سػتاماُ  بالأسػيت ف  باػمصا

اض  المستامص إب   DEAE-Sepharose كر مات غرافيا التبامؿ الأي ني عم ماُستامـ 
 بى ػػؿ بػػر تيف الإنزيمػػي الاػػاـ لسمسػػمة مػػف ايػػ ات التنقيػػة تمثمػػت الايػػ ة الأ لػػ  من ػػا

الىكػػػرة تػػػتماص ،   %48بالمػػػبي  الاضػػػ   الأسػػػيت ف بنسػػػبة الإنػػػزيـ عػػػف يريػػػؽ ترسػػػيب  
مااملة اللحنات الم جػ مة مف اتؿ بالأسيت ف الإنزيمات بر تينات  ترسي الأساسية مف 

حػػػماثعمػػػ  سػػػي  البػػػر تيف  بيبقػػػة المػػػاء المحييػػػة بػػػالبر تيف  (disruption) الإاػػػتؿ  ال

y = 0.0034x + 0.0685 
R² = 0.9957 
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 مف ثـ اناىالأ بائبية البػر تيف  ترسػيب   ((degree of hydration  اىلأ مرجة تميئ ا
(Lide  ،6882). 

 Tris –HClمؿ مف محم ؿ  08أاب الراس  الناتج عف الترسي  بالأسيت ف  حؿ   

 pH 8.6 (0.05M)  عمػػ م عمػ   مػػررت مػػؿ  . من ػا أاػػبثػـ Sephadex G-100   مػػ
مؿ/سػاعة،  8. بسػرعة جريػافنىسػ   Tris –HCl  pH 8.6 (0.05M )محمػ ؿ اسػتاماـ 
 أنبػػ   كػػؿ فػػيمػػؿ لمجػػزء ال احػػم  831 ماػػمؿب أنابيػػ  فػػي الأنػػزيـ بػػر تيف ءزاأجػػجُماػػت 

 Sephadex G-100(  نتائج عممية التنقية باستاماـ عم م .يبيف اللكؿ )  

 
 باستخدام Sephadex G-100عهود الترشيح الهلاهي  باستخدام الأسبارجيناز  تنقية :(3)الشكل 

 .هل/ساعة 34( بهعدل جريان 0.05M) Tris –HCl  pH 8.6 هحمول 

 فااليػة ميسػت ثػـ نػان متر 648 م جة ي ؿ عنملأجزاء البر تيف  الامت ا ية ميست 

 التػي ءجػزاالأ أف اللػكؿ صػبا مػف يتضػ  .مجم عػة الأجػزاء التػي لػكمت القمػة عنم الأنزيـ
 نػػػزيـة الإفااليػػػ أظ ػػػرتمػػػؿ(  10) 0.1-001 بػػػيف الأرمػػػاـ بات الأنابيػػػ  فػػػي تػػػـ جما ػػػا
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يبػػيف    DEAE-Sepharose   مػػف ثػػـ تػػـ إمرارصػػا عمػػ  صتمػػةلػػبلؾ جماػػت صػػبر الأجػػزاء 
 .DEAE-Sepharose(  نتائج عممية التنقية باستاماـ عم م 4اللكؿ )

 
-DEAE كروهاتوغرافيا التبادل الأيوني  هلاهة باستخدام  الأسبارجيناز  فصل (4)الشكل 

Sepharose هحمول  باستخدام Tris –HCl  pH 8.6 (0.05M بهعدل جريان )هل/ساعة 64. 
 ميسػت  نان متر 648 م جة ي ؿ عنملأجزاء البر تيف التي ف مت  الامت ا ية ميست

 ءجػزاالأ أف( 4) اللػكؿ يبػيف،   ممػة  احػمة لمجمػ ع الأجػزاء التػي لػكمت  الأنػزيـ فااليػة
حيػث أعيػت ممػة  للأنػزيـ فااليػة أعمػ  أظ ػرت 6.-68 بػيف الأنابيػ  في جمات التي

 الأسػػبارجينازنػػزيـ إتنقيػػة  مراحػػؿ( مما ػػاً ل.) الجػػم ؿ يبػػيف احػػمة بات فااليػػة عاليػػة.   
ارتىػػاع الىااليػػة الإنزيميػػة  حيػػث ظ ػػر، Bacillus licheniformisالمنػػتج مػػف البكتريػػا 

باػػػمم مػػػ    حػػػمة/ 667.08الىااليػػػة الن عيػػػة  حػػػمة/مؿ، كمػػػا بم ػػػت  880.54التػػي بم ػػػت 
 %.10.21 بح يمة إنزيمية مقمارصا  283.86مرات تنقية بم ت 
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 .Bacillus licheniformisالهنتج هن  الأسبارجينازالتنقية لنزيم  هراحل :(3الجدول )

 

بالمقارنػػػة مػػػ  النتػػػائج التػػػي  جػػػمصا كافػػػة مراحػػػؿ التنقيػػػة نتػػػائج  ( تىػػػ ؽ.يبػػػيف الجػػػم ؿ)    
Mahajan ( 2014 آاػػػر ف ) 48لػػػباع إبنسػػػبة  الأسػػػيت ف ب الترسػػػي ف أحيػػػث أثبػػػت %

أمى إلػػ  زيػػامة الىااليػػة  Bacillus licheniformisممسػػتامص الإنزيمػػي الاػػاـ لبكتريػػا ل
مػػرة.  8303.مػػ   رفػػ  عػػمم مػػرات التنقيػػة إلػػ    حػػمة/ 253385إلػػ   6.308الن عيػػة مػػف 

ف إضػافة كبريتػات أ الب   جػم (2010) آار ف   Moorthyكما تى مت أيضاً عم  نتائج 
أمى إلػ   .Bacillus spإلػ  مسػتامص الإنػزيـ الاػاـ المنػتج مػف % 80الأم نيػ ـ بتركيػز 

مػػرات التنقيػػة بم ػػت عػػمم حيػػث  ، حػػمة/م   0306إلػػ   8308زيػػامة الىااليػػة الن عيػػة مػػف 
مػف تنقيػة أنػزيـ الػب  تمكػف ( 6803 آاػر ف )  Jimatكمػا تى مػت عمػ  نتػائج .مػرة 0036

مرحمتيف عف يريؽ ترسي  بر تيف الإنػزيـ ب .Bacillus spالأسبارجيناز المنتج مف بكتريا 
% ثػػػػـ اسػػػػتاماـ عمػػػػ م كر مات غرافيػػػػا التبػػػػامؿ الأيػػػػ ني 58 اسػػػػتاماـ كبريتػػػػات الأم نيػػػػ ـب

 خطوات التنقية
الحجم 

  هستخدمال
[ml] 

الفعالية 
النزيهية 
[U/ml] 

 الفعالية الكمية
[U] 

تركيز 
البروتين 
[µg/ml] 

الفعالية 
النوعية 
[U/mg] 

عدد هرات 
 التنقية

الحصيمة 
 النزيهية %

المستامص 
 100 1 2.35 586.76 68961.5 1379.23 50 الااـ

الترسي  
بالأسيت ف 

80% 
10 2468.92 24689.2 13.120 188.18 80.08 35.80 

صتمة 
Sephadex 
G-100 

3 2281.49 6844.47 3.8 600.39 255.49 9.92 

 صتمة 
DEAE-

Sepharose 
3 880.54 2641.62 1.32 667.08 283.86 3.83 
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DEAE-Sepharose   باػػػػمم 18383 حػػػػمة /مػػػػ  بح ػػػػيمة 08300حيػػػػث ت  ػػػػؿ إلػػػػ  %
إنػػػػزيـ الأسػػػػبارجيناز  بتنقيػػػػة (2015) آاػػػػر ف  Qeshmi تمكػػػػف . 6360مػػػػرات تنقيػػػػة بمػػػػ  
مسػتامص الإنػػزيـ  رسػػي باػمة ايػػ ات لػممت ت Bacillus sp GP02المنػتج مػف بكتريػػا 

% ثػػػـ إمػػػرار المحمػػػ ؿ الأنزيمػػػي عمػػػ  48-38 إلػػػباعالاػػػاـ بكبريتػػػات الأم نيػػػ ـ  بنسػػػبة 
 بم ػػػػت عػػػػمم DEAE-Cellulose (4˟ 28 cm )عمػػػػ م كر مات كرافيػػػػا التبػػػػامؿ الأيػػػػ ني 

أف باػػػلأ  (6803 آاػػػر ف )  Silpa بكػػػر %.41 مػػػرة  بح ػػػيمة 534مػػػرات التنقيػػػة 
باػػػمة ايػػػ ات لػػػممت  Bacillus pumilus المراسػػػات مامػػػت بتنقيػػػة الإنػػػزيـ مػػػف بكتريػػػا 

مػػػرار % 088-38بنسػػػ  إلػػػباع لإنػػػزيـ الاػػػاـ بكبريتػػػات الأم نيػػػ ـ مسػػػتامص ا سػػػي تر   ال
 أمكػػف  DEAE-Celluloseيالمحمػػ ؿ الأنزيمػػي عمػػ  عمػػ م كر مات كرافيػػا التبػػامؿ الأيػػ ن

 .مرات 5م مرات تنقية بم ت % مف الإنزيـ بام0036استرمام 

 :الاستنتاجات
 ثػـ اسػتاماـ بالأسػيت ف  مػف اػتؿ اسػتاماـ الترسػي ثتث مراحػؿأمكف تنقية الإنػزيـ بػ
اـ الح ػ ؿ عمػ  ممػة  احػمة  Sephadex G-100عمػ م الترلػي  ال تمػي   عنػػم  حيػث تػ

-DEAE عمػػ م كر مات غرافيػػا التبػػامؿ الأيػػ نيعمػػ   صػػي التمريػػر  ثالثػػةإجػػراء المرحمػػة ال

Sepharose ًـ التأكم  الػمليؿ بنقػا ة أعمػ  عمػ  ممػة  احػمة  إب ظ ػرت مػف نقػا ة البػر تيف ت
 .الن عيةص  زيامة الىاالية 
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