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Abstract 
           Lipase was extracted by Sodium acetate buffer (pH=6; 0.05M) Containing 0.1M NaCl. 
Enzyme content of crude extract was concentrated by gradual addition of ammonium sulfate at 
30-60% saturation. The dialyzed extract was purified on ion-exchange chromatography through 
DEAE–Cellulose and gel-filtration chromatography through sephacryl S-200 column. The 
specific activity, enzyme yield and fold purification were 54.06 unit/mg, 42.6% and 10.88 
respectively. The molecular weight of the Lipase was 43.651 KDa as determined by gel-filtration 
chromatography through sephacryl S-200 column. Partial purified lipase used for the 
improvement of the flavor of butter fat after 12 hours for storage. 
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  الخلاصة 
دروجیني مقـ 0.05استعمل محلول خـلات الصودیوم الـدرائ بتركیز               د  6داره مولار ذي اس ھیـ ــى كلوریـ والحـاوي عل

دجاج،  0.1الصـودیوم بتركیـز  د الـ ـن كبـ وم بنسـبة إشـباع ومــولار لاسـتخلاص الأنـزیم مـ رسـب الأنـزیم بملـح كبریتـات الأمونیـ
ــراوحت بــین  ــادل الایــوني % 30-60ت ــي باســتعمال المرشــح  DEAE-Celluloseتـــلاھا امــراره علـى المب ــم الترشـیح الھلام ث

Sephacryl S-200 وعیة مقـدارھا لل ـة بلغـت /وحدة 54.06حصول علـى الأنزیم بفعالیـة نـ وبعـدد مـرات % 42.6ملغم وحصیلـ
ي للأنـزیم  10.88تنقیـة  وزن الجزیئـ ــغ الـ ـره باتبـاع تقانـة الترشـیح الھلامـي باســتعمال  43.651مـرة، وبل د تقدیـ و دالتــون عنـ كیلـ

ن خـلال متابعـة  ، وجـرى اختبار الأنزیمSephacryl S-200المرشح الھلامـي  دھن الحـر مـ ي تحسـین خـواص الـ المنقى جزئیا فـ
دھن مقبولـة بعـد مـرور   12التغیر الحاصل في أنموذج الدھن الحر الحاوي على أنزیم اللایبیز المنقى جزئیا، إذ أصـبحت رائحـة الـ

  .  ساعة على الخزن
  

 المقدمة
الذي یمتلك التسـمیة  Hydrolases (Hydrolytic Enzymes(للة اللایبیز إلـى مجموعة الانزیمات المح أنـزیم نتمـيی          
ي أیـ[1]وفقا للتصنیف المعتمد من الاتحاد العالمي للكیمیاء الحیاتیة  EC: 3.1.1.3النظامیة  ن  ض، ویؤدي دوراً مھماً فـ الخلیـة مـ

ي  خلال التفاعلات التي یعمل بھا على كسر رابطة معینة في جزیئات المادة المتفاعلة وإضـافة ى المـواد الناتجـة التـ جزیئـة مـاء إلـ
ل الأواصـر  Esterases، ویقع أنزیم اللایبیز ضمن مجموعة أنزیمات [2]غالبا ما تكون تفاعلات عكسیة  ـى تحلیـ التي تعمـل علـ

ـ  ل ، كمـا یعـرف اللایبیـز بأنـھ أحـد أنزیمـات التحلـCarboxylic Esteraseالاستریـة في الدھون والزیـوت والتي یطلـق علیھـا بـ
المائي لاسترات الكلیسیرول الذي یعمل على تحلیل الأواصر الاستریة للدھون، ویتطلب عمـل أنـزیم اللایبیـز وجـود الكلیسـیریدات 

ل الأواصـر الاسـتریة [3]درجة الذوبان الواطئة في الماء مادة أساس  يالثلاثیة ذ ، وینتج عن فعل أنزیم اللایبیز بعد أن یقوم بتحلیـ
د فقـدان المـاء لیكـون الكلیسـیریدات  في الظروف الطبیعیة س التفاعـل عنـ وم بعكـ كلا من الكلیسیرول والأحماض الدھنیة، إلا انھ یقـ

ع [4]الثلاثیة من الكلیسیرول والأحماض الدھنیة الحرة بعملیة الاسترة  ، ویقوم أنزیم اللایبیـز بعملـھ ھـذا عـن طریـق تعرفـھ للمواقـ
ون بشـكل منفـرد المحددة في جزیئة الكلیسیریدات الثلاثیة  عـ الكربـ عـ الأول والثالـث مـن مواق ومھاجمتھ للأحماض الدھنیة في الموق

ع الأحمـاض  ذي ینتقـل إلـى موقعـھ مـ ي جزیئـة الكلیسـیرول الـ أو مجتمع معا، إلا انھ لا یھاجم الحامض الدھني في الموقع الثـاني فـ
دھني الدھنیة من خلال قیام جزیئة الكلیسیرول الأحادیة بتنظیم نفسھا والتخ ى لص من الحامض الـ ق دفعـھ إلـ ق لھـا عـن طریـ المرافـ

  . [5]الأحماض الدھنیة المنفصلة عن جزیة الكلیسیریدات الثلاثیة 
یتواجد الأنزیم بشكل واسع في الكائنات الحیـة ویـتم اسـتخراجھ وإنتاجـھ علـى المسـتوى التجـاري مـن مصـادر مختلفـة، إذ           

 4و 8و 25اج العالمي في حین تشكل المصادر البكتریـة والحیوانیـة والنباتیـة نسـب مقـدارھا من الإنت% 50تمثل الفطریات نسبة 
المي لھـذا الأنـزیم %  ــة، إذ [6 ; 7]علـى التـوالي مـن الإنتـاج العـ ي المجـالات التطبیقیـة المختلف ، وللأنـزیم اسـتعمالات واسـعة فـ

وزیـادة ظھـور نكھـة الجـبن  ،مساھمتھ في تحلیل دھن الحلیـبصناعة الألبان من خلال مثل یستعمل في مجال الصناعات الغذائیة 
ن الرائحـة غیـر [8]والإسراع في عملیة الإنضاج ، دھن الحـر مـن خـلال الـتخلص مـ مقبولـة ال، كما یستعمل في تحسـین خـواص الـ

ز وجعلـھ ا[9]لھذا النوع من الدھون  ى صـفات الخبـ م والمحافظـة علـ ــي ، كما یستعمل في صناعة الخبز لتحسـین الطعـ كثـر ثباتـا ف
ى عجینة الخبـز  ي المجـالات الأخـرى یسـتعمل اللایبیـز [10]درجات حرارة الخزن عـن طریق إضافتھ مـع أنزیم الامیلیز إلـ ، وفـ

ي صـناعة  دة، فضـلا عـن اسـتعمالھ فـ بشكل واسع في صـناعة الزیـوت الصـناعیة وإنتـاج صـابون ذي نوعیـة عالیـة وصـفات جیـ
ــى م ــات عــن طریــق إضــافتھ إل ــة المنظف ـف التجاری ــي مجــال الصــناعات الصــیدلانیة [11]ستحضــرات التنظیـ ــا یســتعمل ف ، كم

  ونظراً لاحتواء كبد الدجاج على نسبة عالیة من ھذا الأنزیم من خلال ، [13]وإنتاج الوقود الحیوي  [12]ومستحضرات التجمیل 
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ي  ي واسـتعمالھ فـ ن كبـد الـدجاج المحلـ المقارنة مع المصادر الأخرى، لذا فقد ھدف ھذا البحث إلى إنتـاج اللایبیـز وتنقیتـھ جزئیـا مـ

  .تحسین خواص الدھن الحر
  

 المواد وطرائق العمل
  :تحدید المحلول الامثل لاستخلاص الأنزیم

داسـتعملت محالیـل اسـتخلاص عد             نیـ ى  ة شـملت كـل مـ د  0.1مـاء المقطـر ومـاء المقطـر الحـاوي علـ مـولار مـن كلوریـ
دارئ بتركیـز ،الصودیوم  داره  0.05ومحلول خـلات الصـودیوم الـ دروجیني مقـ ومحلـول خـلات الصـودیوم ، 6مـولار ذي اس ھیـ

داره  0.05الدارئ بتركیز  دروجیني مقـ ى  6مـولار ذي اس ھیـ د 0.1والحـاوي علـ ــن كلوریـد الصـودیوم لتحدیـ ول  مـولار م المحلـ
م الاسـتخلاص باسـتعمال  ى قطـع صـغیرة بمسـاحة  10الأمثل لاستخلاص الأنزیم، وتـ دجاج المحلـي الـذي قطـع إلـ د الـ غـم مـن كبـ

دة  50سم لكل قطعة واضیف لھ  0.5حوالي  مللتر من محلول الاستخلاص المبرد وجرى استخلاصـھ بوسـاطة خـلاط كھربـائي مـ
تخلص مـن الشـوائب بو 5 ذ المركـزي المبـرد بدرجـة حـرارة دقائق، بعدھا تم الـ م اجـري النبـ ن قمـاش الملمـل ثـ م  4سـاطة قطـة مـ

دة /دورة 5000وبسـرعة مقـدارھا  ة مـ ــ ــل  15دقیق ق الـذي یمث ــى الرائـ تخلص مــن الراسـب والحصـول عل م الـ دقیقـة للمســتخلص وتـ
  .  المستخلص الأنزیمي الخام

 :تقدیر الفعالیة الانزیمیة
مادة  p-nitro phenyl butyrate (pNPB)باستعمال  [14]یمیة وفقا للطریقة التي قام بوصفھا قدرت الفعالیة الأنز            

ى قیـاس الامتصـاص الضـوئي للمــادة الناتجـة عنـ تأسـاس، و قـدر ــاد علـ ــداره  دالفعالیـة الأنزیمیـة بالاعتم وجي مق  410طـول مـ
ول واحـد مـن مـادة نانومتر، وعـرفت وحـدة الفعالیـة الأنـزیمیة بأنھـا كمیـة الأنـزیم ا  p-nitro phenylلـلازمة لتحریـر ملـي مـ

  .م 40دقیقة بدرجة حرارة  15خلال الدقیقة الواحدة تحت ظروف التفاعل المتمثلة بحضن الأنزیم لمدة 
 :تقدیر تركیز البروتین

ــن              ـة م ـا للطریقــة الموصوفـ ــروتین وفقـ ـركیز الب ــن الم [15]قـدر تـ ـال ألبومی  BSA (Bovine(صــل البقـري باستعمـ
Serum Albumin روتین خـلال خطـوات الفصـل الكرومـاتوكرافي باسـتعمال اقیاسی ابروتین ، في حین تم الكشف عـن تـركیز البـ

  .نانومتر 280الامتصاص الضوئي على موجة مقدارھا 
  :تحدید الطریقة المثلى لتركیز الانزیم

   :التركیز باستعمال ملح كبریتات الامونیوم -أ
م %20-90استعملت نسب إشباع تراوحت بین             ، وذلك بإیصال المستخلص الأنزیمي الخام إلى نسبة الإشـباع المطلوبـة ثـ

دارھا  4فصل الرواسب المتكونة بعد كل إضافة بوساطة النبذ المركزي المبرد بدرجة حرارة  دقیقـة /دورة 10000م وبسـرعة مقـ
مـولار ذي  0.01ب المتكونة بعد كل إضافة بوساطة محلول خلات الصودیوم الدارئ بتركیـز دقیقة، وجرى إذابة الرواس 15مدة 

ى فعالیـة إنزیمیـة، جمعـت الرواسـب المتكونـة وأذیبـ6اس ھیدروجیني مقداره  ي  ت، وبعد تحدید نسب الإشباع التي أعطـت أعلـ فـ
دة ھ واجریت لھ عملیة التنافذ الغشائي حیال المـاء المقطـنفسالمحلول الدارئ  عـ اسـتبدال المـاء  4سـاعة بدرجـة حـرارة  24ر مـ م م

  .ساعات، تلاھا تجفید الأنزیم 6المقطر كل 
  :التركیز باستعمال الكحول الاثیلي المبرد -بـ

ك % 98تم تركیز المستخلص الأنزیمي بإضافة أحجام معینة مـن الكحـول الاثیلـي المبـرد ذي تركیـز            عـ التحریـ درجیا م تـ
د كـل إضـافة %20-80ل على نسب مئویة متدرجة من الكحول تراوحت من المستمر للحصو لـت الرواسـب المتكونـة بعـ م فص ، ثـ

دة /دورة 10000م وبسرعة مقدارھا  4بالنبذ المركزي المبرد بدرجة حرارة  دقیقـة وأذیـب الراسـب المتكـون مـن كـل  15دقیقة مـ
  .یة وتركیز البروتین فیھمرحلة في اقل كمیة من دارئ الفوسفات وقدرت الفعالیة الأنزیم

  
  :تنقیة الانزیم

  :DEAE-Celluloseتنقیة الانزیم بأستعمال المبادل الایوني  -أ
ى مع إجراء بعض التحویر، إذ  [16]نقي الأنزیم وفقا لما وصفھ             ن الخطـوة السـابقة علـ مرر المحلول الأنزیمي المركز مـ

ــي  ــود المبـادل الایون ول   سـم، x 30 1.5 أبعـادذي  DEAE-Celluloseعم د غسـل المبـادل بضـعف حجمـھ بوسـاطة محلـ وبعـ
ــز الموازنـة  ــداره  0.05خــلات الصــودیوم الـدارئ بتركی دروجیني مق ، اســتردت الأجـزاء المرتبطــة بســطح 6مــولار ذي اس ھیـ

ول بالمبادل بوساطة التدرج الملحي الخطـي  دارئ بتركیـز محلـ درو 0.05خـلات الصـودیوم الـ ــولار ذي اس ھیـ ــداره م  6جیني مق
ـوم بتـــراكیز متدرجـــة مـــن  ــت الأجــزاء المنفصـلة بواقــع  0-1والحـاوي علـــى كلوریـــد الصودیـ ــر 3.5مـولار، وجمع جــزء /مللت

د طـول مـوجي /مللتر 42وبسرعة جریان مقدارھا  درج الملحـي الخطـي، بعـدھا قـیس الامتصـاص الضـوئي عنـ ساعة بوساطة التـ
وجمعت الأجزاء القریبـة مـن قمـة منحنـى الفعالیـة  ،مللتر/لة وقدرت الفعالیة الأنزیمیة وحدةنانومتر للأجزاء المنفص 280مقداره 

روتین ملغـم ،مللتـر/وقیست الفعالیة الأنزیمیـة لھـا وحـدة، د رسـم /واسـتخرجت الفعالیـة النوعیـة وحـدة ،مللتـر/وتركیـز البـ ملغـم بعـ
  مرتبطة والمرتبطة حیال كـل من الفعالیة الأنزیمیة وقراءة العلاقة الخطیة بین رقم الجزء المنفصل لكل من الأجزاء غیر ال
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ول الموازنـة  280البروتین عند طول موجي مقداره  نانومتر، بعدھا أجریت عملیة التنافذ الغشائي للأجزاء التي جمعت حیـال محلـ

  .تلاھـا تـركیز المحلول الأنزیمي بالتجفید 6مولار ذي اس ھیدروجیني مقداره  0.05یوم الدارئ بتركیز خلات الصود
Sephacryl Sتنقیة الانزیم بأستخدام المرشح الھلامي  -بـ -200:  

ــي  [17]أجریت خطوة التنقیـة وفقـا لمـا وصفـھ           ـح الھلام  x 1.5ابعـاد  ذي Sephacryl S-200بأستعمـال عمود الترشیـ
ول الأنزیمـي المحضـر بتركیـز  5إذ مـرر  سم، 60 ن المحلـ دارئ /ملغـم 20مللتـر مـ مللتـر باسـتعمال محلـول خـلات الصـودیوم الـ

ول إذابـة وموازنـة  0.15والحاوي على كلورید الصودیوم بتركیز  6مولار ذي اس ھیدروجیني مقداره  0.05بتركیز  مولار محلـ
سـاعة، وبعـد غسـل عمـود الترشـیح /مللتـر18 جزء وبسرعـة جریان مقـدارھا /مللتر3 صلة بواقع واسترداد وجمعت الأجزاء المنف

رأت الأجـزاء المنفصـلة عنـد موجـة ضـوئیة طولھـا  ول الموازنـة، قـ نـانومتر وقیسـت  280الھلامي بضعف حجمـھ بوسـاطة محلـ
ن القمـة الحاویـة ع/الفعالیة الأنزیمیة وحـدة ر، ثـم جمعـت الأجـزاء القریبـة مـ اس الفعالیـة مللتـ ز وجـرى قیـ ى فعالیـة أنـزیم اللایبیـ لـ

ین /مللتر واستخرجت الفعالیة النوعیة وحدة/مللتر وتركیز البروتین ملغم/الأنزیمیة وحدة د رسـم العلاقـة الخطیـة بـ ملغـم للأنـزیم بعـ
مللتـر، بعـدھا /حـدةنـانومتر والفعالیـة الأنزیمیـة و 280رقم الجزء المنفصل حیال كل من الامتصاص الضوئي عند موجة طولھـا 

د  12أجریت عملیة التنافذ الغشائي للمحلول الأنزیمي حیال الماء المقطر مدة  ظ بدرجـة حـرارة التجمیـ زیم وحفـ م جفـد الأنـ سـاعة ثـ
  .م-18

  :تقدیر الوزن الجزیئي
ي للأنـزیم المنقـى جزئیـا وفقـا للطریقـة ال           ام بوصـفھا اتبعت تقانة الترشیح الھلامي في تقدیر الوزن الجزیئـ ي قـ ع  [18]تـ مـ

ــل باسـتبدال مــادة الترشـیح الھلامــي  ــھ أعـلاه بمــادة  Sephadex G-100إجـراء تحـویر تمث ــن المصــدر المشـار إلی ــتعملة م المس
Sephacryl S-200  وزن  أنفسـھاوباعتماد ظروف الفصـل د الـ ــي خطـوة التنقیـة بالترشـیح الھلامـي، وجـرى تحدیـ ي اتبعـت ف التـ
ي لأنـزیم اللا ـ الجزیئـ ـة تمثلـت بـ ــوجود بروتینـات قیاسیــة مختلفـ  يذ Lysozymeو Ovalbuminو Lactoferinو IgYیبیز ب
  . كیلودالتون على التوالي 14.4و 42و 81و 180أوزان جزیئیھ تبلغ 

  :استعمال انزیم اللایبیز في تحسین نكھة الدھن الحر
دھن الحـر، إذ إذاستعمال أنزیم اللایبیز الفي  [19]اتبعت الطریقة الموصوفة من    ا لتحسـین نكھـة الـ  250یـب منقى جزئیـ

ن قمـاش الملمـل حاویـة علـى طبقـات قطنیـة  غم من الزبد المنتج محلیا بوساطة التسخین، ثم رشح الدھن المذاب باستعمال قطعة مـ
ین محكمـي الغلـیدعد ي دورقـ دھن المرشـح فـ ع ة للتخلص من الشوائب المتبقیة والرواسب غیر المرغوب بھا، ووزع الـ  50ق وبواقـ

دوارق /مللتر ى أحـد الـ ى جزئیـا بتركیـز  5دورق، بعدھا أضیف إلـ ر مـن الإنـزیم المنقـ ي /ملغـم 10مللتـ مللتـر عـن طریـق إذابتـھ فـ
دارئ بتركیـز  داره  0.01محلـول خـلات الصـودیوم الـ دروجیني مقـ  0.22وتعقیمـھ باسـتعمال مرشـح بقطــر  6مــولار ذي اس ھیـ

دارئ  5ني مایكرون، في حین أضیف للدورق الثا م ضـخ نفسـمللتر من المحلول الـ ى جزئیـا، ثـ ي إذابـة الأنـزیم المنقـ ھ المسـتعمل فـ
ي، تـلاه الحضـن بدرجـة حـرارة  ع النشـاط المیكروبـ دة  37غاز النتروجین لكلا الدورقین لمنـ ك المسـتمر مـ عـ التحریـ سـاعة  48م م

  .     ساعة على التوالي 48و 24و 12و 6موذج السیطرة خلال جرى خلالھا تقدیر الفعالیة الأنزیمیة وتقییم رائحة الدھن المعامل وأن
  

  النتائج والمناقشة
  :تحدید المحلول الامثل لاستخلاص الأنزیم

ن كبـد الـدجاج ) 1(یبین الشكل         روتین والفعالیـة النوعیـة لأنـزیم اللایبیـز المسـتخلص مـ اختلاف الفعالیة الأنزیمیة وتركیز البـ
د باختلاف محالیل الاستخلا ز كلوریـ ادة تركیـ ـد زیـ ادة فـي الفعالیـة النوعیـة بشـكل واضـح عنـ ص المستعملة، إذ یلاحظ حصول زیـ

درائ بتركیـز  ول الاسـتخلاص خـلات الصـودیوم الـ د أظھـرت النتـائج تفـوق محلـ الصودیوم المضاف إلى محلول الاسـتخلاص، وقـ
ل الاسـتخلاص،  0.1بتركیز والحاوي على كلورید الصودیوم  6مولار ذي اس ھیدروجیني مقداره  0.05 مولار على بقیـة محالیـ

ول فعالیـة نوعیـة مقـدارھا  و/وحـدة 3.55إذ أعطـى ھـذا المحلـ ل الاسـتخلاص الأخـرى محلـ ي حـین أعطـت محالیـ م فـ خــلات  لملغـ
درائ بتركیـز  داره  0.05الصـودیوم الـ دروجیني مقـ د الصــودیوم  6مــولار ذي اس ھیـ ى كلوریـ ــاوي علـ ــول مـاء المقطـر الح ومحل

  .ملغم على التوالي/وحدة 1.41و 1.74و 2.22مولار ومحلول ماء المقطر فعالیة نوعیة مقدارھا  0.1ز بتركی
ن المصـدر المسـتھدف، لـذا  ـن الأنـزیم بصـورتھ الحـرة والمرتبطـة مـ ى اكبـر كمیـة مـ ى الحصول علـ تھدف عملیـة الاستخلاص إلـ

م افضل تركیز للأنزیم و یجب أن یتم استعمال محلول استخلاص یمكن من خلالھ الحصول على ى فعالیـة  من ثـ الحصـول علـى أعلـ
ل الاسـتخلاص قـدرتھا فـي تحریـر الأنزیمـات مـن المصـادر المتواجـدة فیھـا و[20]نوعیـة  فـي الأنســجة لاسـیما ، وتسـتمد محالیـ

ل فضـلا عـن تركیـز كلوریـد الصـودیوم  الحیوانیة والنباتیة من خلال التركیز المولاري للأملاح المستعملة في تحضیر ھذه المحالیـ
ــا زاد التركیـز المـولار ى فـك ارتبـاط اكبــر قـدر ممكـن مــن الأنزیمـات المرتبطـة بنســیج  يالـذي یضـاف إلیھـا، فكلم أدى ذلــك إلـ

ى حصـول انخفـاض فـي الفعالیـة النوعیـة للأنـزیم  يالمصدر، إلا أن الزیادة في التركیز المولار د یـؤدي إلـ لمحالیل الاسـتخلاص قـ
ى الأنـزیم المستھدف نتیجة لتح ـج الحـاوي علـ ـي النسیـ استخلاصـھ  الـذي یـراد رر كمیة كبیرة من البروتینات الأخرى المتواجـدة فـ

ي تحدیـد كفا) ملغـم/وحـدة(، لذا یجب أن تكون الفعالیة النوعیـة [21] د علیـھ فـ ة عملیـة الاسـتخلاص، كمـا یـؤدي یـالمعیـار المعتمـ
ي محلـول الاسـتخلاص وجعلـھ قلقـا و فين خلال تأثیره الاس الھیدروجیني لمحلول الاستخلاص دورا مھما م زیم فـ ن ثبـات الأنـ مـ

  .       [22]یسھل فك ارتباطھ من النسیج الحاوي علیھ  ثم 
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  :تحدید الطریقة المثلى لتركیز الانزیم

ى لترسـیب وتركیـز أنـزیم اللایبیـز استعمل الترسیب بمل        د الطریقـة المثلـ ح كبریتات الأمونیوم والكحول الاثیلي المبـرد لتحدیـ
حصـول ازدیـاد واضـح فـي الفعالیـة النوعیـة للراسـب یرافقـھ انخفـاض ملاحـظ ) 2الشكل، (من المستخلص الأنزیمي الخام، ویبین 

وم، ویلاحـظ أن افضـل نسـبة إشـباع كانـت بمـدى  في الفعالیة النوعیة للرائق عند تركیز الأنـزیم باسـتعمال ملـح كبریتـات الأمونیـ
ین  راوح بـ ي حـین یشـیر %30-60یتـ ى عـدم حصــول ازدیـاد واضـح فـي الفعالیـة النوعیـة للراسـب رافقـھ عــدم ) 3الشـكل، (، فـ إلـ

د  ذا فقـ ي، لـ طریقـة الترسـیب  تاعتمـدحصول فقدان ملاحظ للفعالیة النوعیة للرائق عنـد ترسـیب الأنـزیم باسـتعمال الكحـول الاثیلـ
ین  ى فعالیـة نوعیـة مقـدارھا % 30-60بكبریتات الأمونیوم لتركیز الأنزیم بنسبة إشـباع تراوحـت بـ م مـن خلالھـا الحصـول علـ تـ

  .مرة 4.46في حین كان عدد مرات التنقیة % 62.74ملغم وحصیلة أنزیمیة بلغت /وحدة 22.19
تخلص تستعمل طرائق التركیز بملح كبریتات الأ         مونیوم والكحـول الاثیلـي بشـكل واسـع فـي أول خطـوات التنقیـة لغـرض الـ

أعلى كمیـة مـن المسـتخلص الخـام، یعقبھـا إجـراء  ى الأنـزیم بـ ن المـاء والبروتینـات المرافقـة والحصـول علـ من اكبر قدر ممكن مـ
وة الایونیـةمثل التنقیة بالاعتماد على خصائص الأنـزیم  داخل الكـاره للمـاء ،القـ ي ،والألفـة  ،والتـ وزن الجزیئـ ، إلا أن [3 ; 16]والـ
ن الأحمـاض الأمینیـة نفسلأنزیم یتباین حسب نوع المستخلص الخام والأنزیم اتأثیر ھذه المواد المستعملة في ترسیب  ھ ومحتواه مـ

م لترسـیب الأنـزی ـز الملائـ ى والتركیـ د الطریقـة المثلـ ي تحدیـ ــل [23]م واختلاف شحناتھـا التي یكون لھا الأثر الكبیر فـ د استعم ، فقـ
ن % 0-70ملح كبریتات الأمونیوم بنسبة إشباع تراوحت بین  [17] ن المستخلص الخام لعفـ Rhizopus spلترسیب الإنـزیم مـ . 

ي حـین اسـتعمل  1.4وعدد مرات تنقیة % 49.7وحصلا على الأنزیم بحصیلة مقدارھا  رة ، فـ وم  [24]مـ ـح كبریتـات الأمونیـ ملـ
ــ ـــت ب ــباع تراوح ــن فطــر % 35-60ینبنســب إش ــزیم م ــدارھا  Trichoderma Virideلترســیب الأن ــة مق ـة نوعی  328بفعالیـ

  .   ملغم/وحدة
وني          ى المبـادل الایـ ــونیوم علـ ــح كبریتــات الأم ـاستعمال مل ــرسیب بـ ـة الت -DEAEامرر الأنـزیم المستحصـل علیـھ بعملیـ

Cellulose ـروتینیة عد) 4الشكل، (، ویشیر ـم بـ ـور قمـ دإلـى ظھـ  0-1ة عنـد اسـترداد الأنـزیم بالتـدرج الملحـي الخطـي بتركیـز یـ
ن القمـة وتحدیـد الفعالیـة  ع الأجـزاء القریبـة مـ مـولار من كلورید الصودیوم مع ظھور قمة واحـدة للفعالیـة الأنزیمیـة، وجـرى جمـ

ن خطـوة التنقیـة ھـ ى الأنـزیم مـ م وحصـیلة مقـدارھا /وحـدة 35.79ذه بفعالیـة نوعیـة بلغـت وتركیز البروتین وتم الحصول علـ ملغـ
ــى عمـود الترشـیح الھلامـي 7.20وعدد مرات تنقیة % 60.52 ــرر الجـزء المستحصـل علیـھ عل ، إذ Sephacryl S-200، ثم ام
ى الأنـزی) 5الشكل، (یظھر  م الحصـول علـ روتین ترافقھـا قمـة واحـدة للفعالیـة الأنزیمیـة، وتـ م بفعالیـة نوعیـة وجود قمة واحدة للبـ

ن ) 1الجـدول، (مرة، ویبین  10.88وبعدد مرات تنقیة % 42.6وحصیلة بلغت  54.06مقدارھا  خطـوات تنقیـة أنـزیم اللایبیـز مـ
       .   كبد الدجاج المحلي

ق عـد         ــل یداستعملت طرائـ ـرشیح الھلامـي بمـادة [25]ة لتنقیة الأنـزیم مـن مصادر مختلفـة، فقد استعم -Sephadex G التـ
رة  200 ن خمیـ DM(لتنقیـة الأنـزیم مـ -2031(Candida rugosa   ملغـم /وحـدة 64.35وحصـلا علیـھ بفعالیـة نوعیـة مقـدارھا

-Sephadex Gمن تنقیة الأنزیم من الجراد باستعمـال الترشـیح الھلامـي بمـادة  [18]مرة، كذلك استطاع  43وعدد مرات تنقیة 
من تنقیة الأنزیم مـن سمك البوري باسـتعمال  [16]مرة، في حیـن تمكن  0.81ت تنقیة وعدد مرا% 21.84بحصیلة بلغت  100

ــادل الایـــوني بمــادة  ــدارھا  CM-Celluloseو  DEAE-Celluloseالتب ــى % 2.95بحصــیلة مق ــة وصــل إل وعــدد مــرات تنقی
  .   مرة 18.55

  
  تقدیر الوزن الجزیئي

در الوزن الجزیئي لأنزیم اللایبیز با          ح الھلامي باستعمال مادة قـ ــوجود بروتینـات  Sephacryl S-200تباع تقانة الترشیـ ب
ة تمثلـت بـــ  ــ  14.4و 42و 81و 180أوزان جزیئیـة تبلــغ  يذ Lysozymeو Ovalbuminو Lactoferinو IgYقیاسـیة مختلف

الشـكل، (للبروتینـات القیاسـیة ) Ve(للدكسـتران الأزرق وحجـم الاسـترداد ) Vo(كیلودالتون على التوالي، وبعد تعیین حجم الفراغ 
ــة بـین حجــم الاســترداد ، )6 ــة الخطی ــات القیاســیة  Voحجــم الفـراغ /Veرسـمت العلاق ــي للبروتین وزن الجزیئ ــاریتم الـ ــل لوغ مقاب

  .)7الشكل، (كیلودالتون  43.651لاستخراج الوزن الجزیئي لأنزیم اللایبیز الذي بلغ
ي الذي أشار إلى  [16]جده جاءت ھذه القیمة مقاربة لما و           وري كـان وزنـھ الجزیئـ ن سـمك البـ  46.5أن الأنـزیم المنقـى مـ

ــد تقــدیره ــا بلــغ  كیلودالتــون عن ــد بوجــود العوامــل الماســخة، بینم ــائي بھــلام متعــدد الاكریــل امای ــل الكھرب ــة الترحی  41.2بطریق
ــد التقدیـــر ون عن ـح الھلامـــي  كیلودالتـ ـة الترشیـ ود بطریقـ ــد Sephadex G-50بعمـ أن الأنـزیم المنقــى مـن خمیــرة  [26]، ووج
Yarrowia lipolitica  ي ــھ الجزیئـ غـ وزن ین 48بل ي حــین بـ أن الـــوزن  [27] كیلودالتــون مقـدرا بوسـاطة الترشــیح الھلامـي، فـ

غ  Penicillium cyclopiumالجزیئي للأنزیم المنقى من فطر  ـة الترشـیح الھلامـي، 36بلـ ــره بطریقـ بینمـا  كلیودالتون عنـد تقدی
رة  [28]أشـار  ن خمیـ ي للأنـزیم المنقـى مـ وزن الجزیئـ ى أن الـ Kurtzmanomyces spإلـ غ  . ــة  49بلـ دراً بطریق ون مقـ كیلودالتـ

ي حـین وجـد  ــى  [29]الترحیل الكھربائي بھلام متعدد الاكریل اماید بوجود العوامـل الماسـخة، فـ ي للأنـزیم المنق وزن الجزیئـ أن الـ
Bacillus spمن بكتریا  بطریقـة الترحیل الكھربائي بھلام متعدد الاكریل اماید بوجـود العوامـل كیلودالتون عند تقدیره  46 یبلغ .

   .الماسخة
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  :استعمال انزیم اللایبیز في تحسین نكھة الدھن الحر
ي التغیر الحاصـ) 2الجدول، (یبین  ن كبـد الـدجاج المحلـ ى جزئیـا مـ ى أنـزیم اللایبیـز المنقـ دھن الحـر الحـاوي علـ ي أنمـوذجي الـ ل فـ

داره  0.01والأنموذج الحاوي على محلول خلات الصودیوم الدارئ بتركیز  دة  7مولار ذي اس ھیدروجیني مقـ  48بعـد الخـزن مـ
ساعات على الحضن مـع عـدم حـدوث تطـور محسـوس  6ساعة، إذ یلاحظ حدوث ارتفاع طفیف في الفعالیة الأنزیمیة بعد مرور 

ملغـم رافقھـا /وحـدة 2.67سـاعة ارتفعـت الفعالیـة الأنزیمیـة بشـكل ملحـوظ لتصـل  12في تغیر رائحة الدھن الحر، وبعد انقضـاء 
ي الارتفـاع لتصـل ب عـد حصول تغیر محسوس في رائحة الدھن الحر التي أصبحت رائحـة مقبولـة، وازدادت الفعالیـة الأنزیمیـة فـ

ى  12ملغم مع بقاء تطور رائحة الدھن الحر على حالھا التي وصلت إلیھا بعد مـرور /وحد 4.07ساعة إلى  24مرور  سـاعات علـ
ى  48الخزن، وبعد استمرار عملیة الحضن مدة  ملغـم /وحـدة 0.07ساعة لوحظ حصـول انخفـاض فـي الفعالیـة الأنزیمیـة لتصـل إلـ

  .ساعة 12الذي تم الحصول علیھ عند الخزن مدة  مع بقاء رائحة الدھن على حالھا المقبول
دھن مـن خـلال    یعود التغیر الحاصل في رائحة الدھن الحر المعامل بالأنزیم إلى فعل أنزیم اللایبیز وتأثیره في تحسـین خـواص الـ

ى إنتاجـھ للأحمـاض الدھنیـة والكلیسـیرول تحـت الظـروف الطبیعیـة  دھن ممـا یـؤدي إلـ ل المـائي للـ ، إلا إن [30 , 4]قیامـھ بالتحلـ
د مـن الأنزیمـات ذ 48انخفاض الفعالیة الأنزیمیـة بعـد مـرور  ى أن اللایبیـز یعـ ود إلـ ى الإضـافة والخـزن یعـ التفاعـل  يسـاعة علـ

ــة  ؤدي إلـى تكـوین الكلیســیریدات الثلاثیـة مـن الأحمـاض الدھنی ــا یـ س التفاعـل عنــد عـدم وجـود المـاء مم وم بعكـ المتعـاكس، إذ یقـ
  .[5 , 2]الاسترة الكلیسیرول بعملیة 
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  الدجاج خطوات تنقیة إنزیم اللایبیز من كبد): 1(جدول 

  

  الخطوة
  الحجم

 )مللتر(

ــــة  ــ ــ ــ ــ ــ الفعالی
  الأنزیمیة

 )مللتر/وحدة(

ـــز  ــ ــ ــ ــ ــ تركیــ
  البروتین

 )مللتر/وحدة(

ــــة  ــ ــ ــ ــ الفعالیــ
  النوعیة

 )ملغم/وحدة(

ـــة  ــ ــ ــ الفعالی
  الكلیة

 )وحدة(

ــدد  ــ عـــ
مـــرات 

  التنقیة

  الحصیلة
(%) 

 100  1 343 4.97 0.69 3.43 100  المستخلص الخام
ـــات  الترســــیب بكبریتـ

  )30-60%(الأمونیوم 
10 21.52 0.97 22.19 215.2 4.46 62.74 

  التبادل الایوني 
DEAE-Cellulose 

52  
20 10.38 0.29 35.79 207.6 7.20 60.52 

  الترشیح الھلامي
 Sephadex G-100  

15 9.73 0.18 54.06 145.95 10.88 42.6 

  
  .تأثیر اضافة الانزیم في تحسین خواص الدھن الحر): 2(جدول              

  
 الرائحة )مللتر/وحدة(الفعالیة  لنماذجا الوقت

  ساعات 6بعد 
 بدون تغیر - دھن حر مع دارئ الخلات

 بدون تغیر  1.75 دھن حر مع الأنزیم

  ساعة 12بعد 
 بدون تغیر - دھن حر مع دارئ الخلات

 مقبولة 2.67 دھن حر مع الأنزیم

  ساعة 24بعد 
 بدون تغیر - دھن حر مع دارئ الخلات

 مقبولة 4.07 الأنزیم دھن حر مع

  ساعة 48بعد 
 بدون تغیر - دھن حر مع دارئ الخلات

 مقبولة 0.07 دھن حر مع الأنزیم
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  :تحدید الطریقة المثلى لاستخلاص أنزیم اللایبیز من كبد الدجاج المحلي باستعمال محالیل استخلاص عدة شملت): 1(شكل 
A :ماء مقطر.  
B : مولار 0.1على كلورید الصودیوم بتركیز ماء مقطر حاوي.  
C : 6مولار ذي اس ھیدروجیني مقداره  0.05كمحلول خلات الصودیوم الدرائ بتركیز.  
D : ز درائ بتركیـ وـل خـلات الصــودیوم الـ دروجیني مقـداره  0.05محل والحــاوي علـى كلوریـد الصــودیوم  6مــولار ذي اس ھیـ

  .  مولار 0.1بتركیز 
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الترس�یب الت��دریجي لأن�زیم اللایبی��ز م�ن مس�تخلص كب��د ال�دجاج باس��تعمال مل�ح كبریت�ات الأمونی��وم بنس�ب إش��باع ): 2(ش�كل 
  %.20-90تراوحت بین 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

% 98م�ن مس�تخلص كب�د ال�دجاج باس�تعمال الكح�ول الاثیل�ي المب�رد ذي تركی�ز  الترسیب الت�دریجي لأن�زیم اللایبی�ز): 3(شكل 
  %.20-80للحصول على نسب مئویة متدرجة من الكحول تراوحت من 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 2010) 3( 23 مجلة ابن الھیثم للعلوم الصرفة والتطبیقیة               المجلد

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

 (%)نسبة التركیز نتاتالابا

ع
نو

 ال
یة

عال
لف

ا
ق 

ائ
لر

ة ل
ی

)
دة

ح
و

/
غم

مل
(

  

ب 
س

را
 لل

یة
ع

نو
 ال

یة
عال

لف
ا

)
دة

ح
و

/
غم

مل
(
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  DEAE-Celluloseز من كبد الدجاج  باستعمال كروماتوغرافي التبادل الایوني بعمود تنقیة أنزیم اللایبی): 4(شكل 
  .جزء منفصل/مللتر 3.5ساعة بواقع /مللتر 42سم وسرعة جریان مقدارھا  x 30 1.5  ذي أبعاد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ذي  Sephacryl S-200لام�ي بعم�ود تنقیة أنزیم اللایبیز من كبد الدجاج  باستعمال كروم�اتوغرافي الترش�یح الھ): 5(شكل 
  .جزء منفصل/مللتر 3ساعة بواقع /مللتر 18سم وسرعة جریان مقدارھا  x 60 1.5  أبعاد
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 Lactoferinو IgYللبروتین�ات القیاس��یة ) Ve(زرق وحج��م الاس�ترداد للدكس�تران الأ) Vo(تعی�ین حج��م الف�راغ ): 6(ش�كل 
  .Lipaseو Lysozymeو Ovalbuminو
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Sephacrylالمنحنى القیاسي لتقدیر الوزن الجزیئي لأنزیم اللایبیز المنقى جزئیا بتقنیة الترشیح الھلام�ي بم�ادة ): 7(شكل 
S-200  بوجودIgY وLactoferin وOvalbumin وLysozyme كبروتینات قیاسیة .  
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 رقم الجزء المنفصل

Lysozyme  

Ovalbumin 

Lactoferin 

IgY 

Lipase  
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