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  Bacillus subtilisالمنتج من بكتریا   Nattokinaseتنقیة وتوصیف أنزیم 
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  صة الخلا

مرتان الأولى بإستخدام   Bacillus subtilisالمنتج من بكتریا Nattokinase نزیمجریت عملیة تنقیة لأا      
الكازین مادة خاضعة والثانیة بإستخدام الفایبرین مادة خاضعة، تضمنت خطوات التنقیة الترسیب بكبریتات 

أظھرت النتائج  .DEAE- Celluloseیوني والمبادل الأ G-75الأمونیوم والدیلزة والترشیح الھلامي سیفادكس 
وجود ست قمم من البروتین في الترشیح الھلامي وعند إستخدام الكازین مادة خاضعة ظھرت ثلاثة قمم الأولى 
قمة عریضة أظھرت فعالیة تحللیة عند إستخدام الفایبرین مادة خاضعة في حین لم تظُھر القمتین الأخریین أي 

ا تم إھمالھما. وعند إجراء التبادل الأیوني ظھرت قمة واحدة متجانسة عند إستخدام فعالیة تجاه الفایبرین لذ
وحدة/ملغم  2494.87، وتم الحصول على فعالیة نوعیة بلغت  الكازین والفایبرین مواد خاضعة كل على حدا

ي حین بلغت % عند استخدام الكازین مادة خاضعة، ف21.31وبحصیلة انزیمیة  15.39وبلغت عدد مرات التنقیة 
% عند استخدام 24.43وبحصیلة انزیمیة  6.07وحدة/ملغم وعدد مرات التنقیة  729.10الفعالیة النوعیة 

. جرى توصیف الأنزیم المنقى بمعرفة الرقم الھیدروجیني الأمثل للفعالیة ودرجة الحرارة  الفایبرین مادة خاضعة
  50-30و  9-8مْ،  40، 8درجة حرارة المثلى للثبات إذ بلغت المثلى للفعالیة والرقم الھیدروجیني الأمثل للثبات و

 Bacillusالمنتج من بكتریا   Nattokinaseتنقیة وتوصیف أنزیم الى مْ على التوالي ، ویھدف ھذا البحث 
subtilis  للوقوف على أفضل درجة حرارة وpH  أمثل.  
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Abstract 
     The nattokinase of Bacillus subtilis was purified twice first by using casein as a 
substrate, second by using fibrin as a substrate. Purification steps include ammonium 
sulfate precipitation, dialysis, gel filtration (Sephadex G-75) and Ion Exchange 
(DEAE-Cellulose). Results showed that there were six peaks of protein in gel 
filtration; it was clear that there were 3 peaks when casein used as a substrate, first 
one was a wide peak gave analytical activity with fibrin, while other two peaks show 
no activity towards fibrin so they were denied. There was only one straight peak in 
ion exchange by using casein and fibrin as substrates separately; specific activity was 
2494.87U/mg with 15.39 fold and yield 21.31% when casein was used as a substrate, 
while specific activity was 729.10U/mg with 6.07 fold and yield 24.43% by using 
fibrin as a substrate. The purified enzyme was characterized for optimum pH, 
optimum temperature, pH stability and heat stability, which were 8, 40oC, 8-9 and 30-
50oC, respectively. The aim of this research is to purify and characterize nattokinase 
produced by Bacillus subtilis to definition optimum pH and temperature. 

  
  المقدمة

التنقیة ھي سلسلة متتابعة من طرائق الفصل والتي یمكن من خلالھا فصل بروتین ما عن بقیة البروتینات       

یمي الخام . وتبرز أھمیة خطوات التنقیة للأنزیم وذلك لمعرفة والمكونات الأخرى الموجودة في المستخلص الأنز
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صفاتھ الكیمیوحیویة وكیفیة قیامھ بتحفیز تفاعل معین من دون حدوث تداخل مع المواد الأخرى التي قد توجد مع 

). وھناك عدة طرائق لفصل وتنقیة الأنزیمات وتشمل طرائق الترسیب مثل 1الأنزیم وتعطي نتائج مختلفة (

). إن بعض طرائق الفصل یعتمد على 2والترسیب بالكحول والأسیتون ( رسیب بالأملاح (كبریتات الأمونیوم)الت

  Dialysis)) والنضح الغشائي (Ultrafiltrationالوزن الجزیئي مثل طریقة الترشیح الفائق (

) Gel filtrationمي (كروموتوكرافي بأنواعھا منھا ما یعتمد على الوزن الجزیئي فقط مثل الترشیح الھلاالو

 Ion-Exchangeومنھا ما یعتمد على الوزن الجزیئي والشحنة الكھربائیة مثل التبادل الأیوني(

chromatography) وطرائق الترحیل الكھربائي (Electrophoresis. (  

وحدة/ملغم بروتین وبحصیلة  466.4) من الحصول على فعالیة نوعیة 3الدراسات تمكن (حدى إفي       

 Bacillus subtilisمرة من الأنزیم المنتج من بكتریا   56.1% وحدة /ملغم بروتین وعدد مرات تنقیة43.2

natto B-12  وذلك من خلال خطوات التنقیة لأنزیمNattokinase   والتي تضمنت الترسیب بكبریتات

مستخلص الانزیمي % ومن ثم إجراء عملیة دیلزة بعدھا مرر ال40-80الأمونیوم وبنسبة إشباع تراوحت بین 

وبعدھا مرر المستخلص الأنزیمي    CM- sepharoseمن نوع   Ion – Exchangeعلى عمود تبادل أیوني 

) أنھ تم الحصول على 4. كما ذكر (Sephadex G-75) ذو حجم (gel filtrationعلى عمود ترشیح ھلامي 

مرة  3.25وعدد مرات تنقیة  54.1%یلة وحدة / ملغم بروتین وبحص 12.7وبفعالیة نوعیة  Nattokinaseأنزیم 

 .B. subtilis WB 800الى    B. subtilisمن بكتریا   Panوالذي تم  إنتاجھ عن طریق كلونة الجین المنتج لھ 

وحدة /ملغم بروتین  57.245  والحصول على فعالیة نوعیة  Nattokinaseنزیم) من تنقیة أ5كما إستطاع (

وبطریقة الوجبة شبھ  B. subtilisمرة والذي تم إنتاجھ من بكتریا   20قیة وعدد مرات تن % 61.36وبحصیلة 

  .fed –batchالمتقطعة  

   :العوامل المؤثرة في فعالیة وثبات الأنزیم النقي

یؤثر الرقم الھیدروجیني تأثیراً كبیراً في فعالیة الأنزیم ونتیجة لذلك تتأثر سرعة : .الرقم الھیدروجیني1

ین المجامیع الأیونیة أیة ویؤثر الرقم الھیدروجیني في التفاعل الأنزیمي عن طریق تأثیره في تالتفاعلات الأنزیم

للموقع الفعال (المجامیع الأمینیة والكاربوكسیلیة ) فضلاً عن تأین مادة التفاعل وتأین معقد الأنزیم ومادة التفاعل 

(الرقم یطلق علیھ معین من قیم الأرقام الھیدروجینیة و تأثیره في ثبات الأنزیم . إن نشاط الأنزیم عادة یتحدد بمدى

الھیدروجیني الأمثل للفعالیة) والذي یتأثر بعدة عوامل مثل درجة الحرارة و تركیز مادة التفاعل والقوة الأیونیة 

أما (الرقم الھیدروجیني الأمثل للثبات) فیعتمد على درجة  .6)للوسط وقت التفاعل وتركیز المحلول المنظم (

وقد  ).7لحرارة والقوة الأیونیة وتركیز الأنزیم وطبیعة المحلول الدارئ وتركیز كل من المثبطات والمنشطات (ا

) إن تأثیر الرقم الھیدروجیني في سرعة التفاعل الأنزیمي تكون أقصى ما یمكن عند الرقم الھیدروجیني 8ذكر (

ض عن ھذا الرقم سوف تنخفض سرعة التفاعل نتیجة أو الإنخفا بالارتفاعالأمثل للفعالیة وعند الابتعاد سواء 

   ).Denaturationھبوط فعالیة الأنزیم بسبب حدوث مسخ للأنزیم (

تعرف درجة الحرارة المثلى لفعالیة الأنزیمات بأنھا الدرجة القصوى التي یبدي فیھا الانزیم : . درجة الحرارة2

وبشكل عام تزداد  .الزمنیة المحددة لقیاس الفعالیة المدةفعالیة ثابتة خلال مدة زمنیة تكون في أقل تقدیر بطول 

فعالیة الأنزیمات بزیادة درجة الحرارة لأنھا تمنح الجزیئات المتفاعلة طاقة حركیة تتیح لھا التصادم لحین 

الوصول الى الدرجة المثلى بعدھا تنخفض ،ولكن باستمرار الإرتفاع في درجات الحرارة تؤدي الى حصول تغیر 
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أما درجة الثبات  ).Denaturation(6)تركیب الفراغي للموقع الفعال للأنزیم وھذا ما یعرف بالمسخ(في ال

فتعرف بأنھا درجة الحرارة التي یبقى فیھا الأنزیم محتفظاً بكامل فعالیتھ في مدة زمنیة تقدر بطول مدة قیاس 

ا الرقم الھیدروجیني والقوة ألایونیة وطبیعة الفعالیة أو أكثر وتتاثر درجة حرارة الثبات للأنزیم بعدة عوامل منھ

المحلول المنظم  ووجود أو غیاب مواد التفاعل والمثبطات والمنشطات ومدة الحضن وتركیز الأنزیم .إن 

الأنزیمات غیر النقیة تقاوم الإرتفاع في درجات الحرارة أكثر من الأنزیمات النقیة .إن وجود مواد أخرى مع 

یدرات والبروتینات تعطي حمایة للأنزیم وتزید من مقاومة الأنزیم للظروف الخارجیة مع الأنزیم مثل الكاربوھ

  ).7ستمرار خطوات التنقیة تنفصل ھذه المواد ویصبح الأنزیم أكثر حساسیة للظروف الخارجیة (إ

  المواد وطرق العمل

% ثم أجریت  40-80 تراوحت بین تم ترسیب الأنزیم بإستخدام كبریتات الأمونیوم وبنسبة إشباع: تنقیة الأنزیم

دقیقة بعدھا یفصل الراسب ، واذُیب الراسب في كمیة قلیلة  15مدة /RPM 10000عملیة نبذ مركزي بسرعة 

،تم تقدیر حجم المستخلص الأنزیمي  7.5مولاري ورقم ھیدروجیني  0.1الفوسفات الدارئ ذو تركیز من 

نزیم لتخلیصھ من أملاح كبریتات الأمونیوم للأثم اجریت عملیة دیلزة  ،وتركیز البروتین والفعالیة الانزیمیة

سم)،  1.5×60عمود زجاجي بابعاد(في  G-75سیفادكس  باستخدامبعدھا تم البدء بعملیة الترشیح الھلامي  العالقة

ھا بعد /ساعةمل30ساعة وبسرعة جریان  18أجریت موازنة للعمود بأستعمال محلول الفوسفات الدارئ لمدة 

تمت متابعة تركیز البروتین في الأجزاء مل لكل انبوبة، 5الأنزیم بواقع اضُیف الأنزیم الى سطح الھلام وأسترد 

نانومتر. جمعت بعدھا الأجزاء  280متصاص الضوئي لكل منھا عند طول موجي التي تم جمعھا وذلك بقیاس الإ

وأعُید إمرارھا في  polyethylene glycolالتي أعطت فعالیة أنزیمیة ضمن القمة الواحدة ثم ركزت بأستعمال 

لقمة الواحدة العمود نفسھ وفي الظروف نفسھا المذكورة أنفاً، وجُمعت الأجزاء التي أعطت فعالیة أنزیمیة ضمن ا

عملیة تبادل أیوني للمستخلص الأنزیمي بإستخدام مبادل اجریت وقدرت الفعالیة الأنزیمیة وتركیز البروتین. 

بسرعة ، سم) 2.5×  30(بأبعاد ) و(9وتم تنشیطھ على وفق ما ذكره  DEAE-Celluloseأیوني من نوع 

سترداد للبروتینات المرتبطة بالمبادل بإستعمال مل للجزء الواحد ، جرت عملیة الإ 5مل/ ساعة بواقع  30جریان 

بقراءة بالتعاقب وقد صاحب ذلك متابعة تركیزالبروتین في الأجزاء المتجمعة المتدرجة التركیز المحالیل 

، تم تقدیر الفعالیة الأنزیمیة للأجزاء وعلى ضوء النتائج نانومتر 280الإمتصاص الضوئي على طول موجي 

  مم وقدُرت الفعالیة الأنزیمیة وتركیز البروتین والحجم لكل قمة.المستحصلة جُمعت الق

   :صفات الأنزیم

ملغم من الكازین في  50حُضرت محالیل المادة الأساس الكازین بإذابة : الرقم الھیدروجیني الأمثل للفعالیة1. 

فعالیة أنزیم قدرت و .)10- 4(مختلفة وبمدى من الأرقام الھیدروجینیة المل من المحالیل الدارئة  10

Nattokinase   رُسمت العلاقة بین قیم الأرقام الھیدروجینیة مقابل الفعالیة الأنزیمیة لتحدید وفي كل محلول

  الرقم الھیدروجیني الأمثل لفعالیة الأنزیم .

مل  1مل من محلول المستخلص الانزیمي الى  0.1أضیف : .تحدید الرقم الھیدروجیني الأمثل لثبات الأنزیم2

مْ لمدة  37في أنابیب إختبار حُضنت الأنابیب في درجة حرارة  اعلاهمحلول من المحالیل الدارئة المذكورة  لكل

ساعة واحدة ثم بعدھا قدُرت الفعالیة الأنزیمیة المتبقیة ثم رُسمت العلاقة بین النسبة المئویة للفعالیة الأنزیمیة 

  جیني الأمثل للثبات .المتبقیة والرقم الھیدروجیني لتحدید الرقم الھیدرو
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قدُرت فعالیة الأنزیم بمدى من درجات الحرارة تراوحت بین : . تحدید درجة الحرارة المثلى لفعالیة الأنزیم3

) مْ وبفارق عشر درجات ثم رُسمت العلاقة بین الفعالیة الأنزیمیة مقابل درجات الحرارة المستعملة 70-20(

  فعالیة الأنزیم . بالتفاعل لتحدید درجة الحرارة المثلى ل

مولاري  0.1مل من محلول دارئ الفوسفات بتركیز  1تم حضن : . تحدید درجة الحرارة المثلى لثبات الأنزیم4

) مْ 70-20مل من المستخلص الأنزیمي بدرجات حرارة تراوحت بین (  0.1في أنابیب إختبار مضاف إلیھ 

  لفعالیة الأنزیمیة المتبقیة وحُسبت كنسبة مئویة %.وبفارق عشر درجات ولمدة ساعة واحدة ثم بعدھا قدُرت ا

  النتائج والمناقشة

من بكتریا  Nattokinase) خطوات تنقیة أنزیم 1یوضح الجدول (:  Nattokinaseتنقیة وتوصیف أنزیم 

Bacillus subtilis   بإستخدام الكازین مادة تفاعل للأنزیم إذ تم إنتاج أنزیمNattokinase   من العزلة

Bacillus subtilis  أعقبھا 80وتضمنت خطوات التنقیة إجراء ترسیب بكبریتات الامونیوم بنسبة إشباع %

إذ یلاحظ من جدول التنقیة أن فعالیة الأنزیم بعد   M.W.CO  14000  خطوة دیلزة بإستعمال غشاء تنافذي ذي 

وإرتفاع الفعالیة النوعیة  164.37 وحدة / مل بعد إن كانت356.24  الترسیب بكبریتات الأمونیوم إرتفعت الى 

% 65.01وبحصیلة أنزیمیة  2.92و بلغت عدد مرات التنقیة  162.100وحدة / ملغم بعد إن كانت  473.72الى 

وحدة / ملغم  576.77، أما عند إجراء الدیلزة فقد إنخفضت الفعالیة في حین إزدادت الفعالیة النوعیة الى 

وكذلك نلاحظ من خلال جدول التنقیة إن تركیز البروتین قد إنخفض الى أقل من  %.63.44وبحصیلة أنزیمیة 

كیلودالتون الى خارج  14000النصف قلیلاً والسبب في ذلك ھو نضوح بروتینات ذات أوزان جزیئیة أقل من 

ل كیس الدیلزة الأمر إنبوبة الدیلزة ، كما إن عملیة الدیلزة تؤدي الى دخول كمیات من محلول الدارئ الى داخ

  الذي أدى الى تخفیف التركیز ورفع عدد مرات التنقیة .

  
بإستخدام الكازین مادة  Bacillus subtilis من بكتریا  Nattokinaseخطوات تنقیة أنزیم  :)1جدول (

  خاضعة
الحجم   خطوة التنقیة

  (مل)
الفعالیة 
  (وحدة/مل

البروتین 
(ملغم/م

  ل)

الفعالیة 
الكلیة 
  (وحدة)

الفعالیة النوعیة 
  (وحدة/ملغم)

عدد 
مرات 
  التنقیة

الحصیلة 
الأنزیمیة 

(%)  
 100  1  162.100 8218.5 1.014 164.37 50  مالأنزیم الخا

  65.01  2.92  473.72  5343.6  0.752  356.24 15  كبریتات الأمونیوم
  63.44  3.56  576.77  5214  0.452  260.7 20  الدیلزة 

  30.02  5.95  965.26  2467.2  0.213  205.6  12  الترشیح الھلامي
  21.31  15.39  2494.87  1751.4  0.117   291.9 6  التبادل الأیوني

  
 ست قمم من البروتین وعند تقدیر فعالیة ) ظھور1أما في خطوة الترشیح الھلامي فیلاحظ في الشكل (     

Nattokinase إستخدام الكازین مادة خاضعة ظھرت ثلاث قمم القمة الاولى عریضة نوعاً ما، أما القمة الثانیة ب

القمة رقم بإستخدام الفایبرین مادة خاضعة ظھرت  Nattokinaseوالثالثة فكانت صغیرة جداً وعند تقدیر فعالیة 

 لقمة الممثلة للأنزیم وقد بلغت فعالیتھا ) ا4) و (3) من البروتین فعالیة للأنزیم ولذا تم تحدید القمة (4) و(3(

وأھُملت القمتین الصغیرتین لأنھا لم 30.02 % وبحصیلة أنزیمیة  5.95حدة / مل وعدد مرات التنقیة 205.6

) ظھرت قمة 2عند إجراء خطوة التنقیة الرابعة باستخدام التبادل الأیوني شكل ( تظُھر أي فعالیة محللة للفایبرین .

وحدة / مل وبلغت عدد مرات التنقیة  291.9)وقد بلغت فعالیتھا  18، 17الغسل في الأنابیب ( واحدة في طور
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تشیر النتائج الى إن عملیة الترسیب أسھمت وبشكل فعال في إنخفاض  % .21.31وبحصیلة أنزیمیة  15.39

إخلال في طبقة الماء  ذائبیة البروتین وترسیبھ عن طریق معادلة الشحنات الموجودة على سطح البروتین وإحداث

) . والذي بدوره أثر على الفعالیة النوعیة للأنزیم وأدى الى رفعھا (10المحیطة بالبروتین وخفض درجة ذوبانھا 

وكذلك زیادة عدد مرات التنقیة، إن من الدلائل المھمة لنقاوة الأنزیم والتي تحدد كفاءة كل مرحلة من مراحل 

    ).7عدد مرات التنقیة وإنخفاض الحصیلة الانزیمیة (خطوات تنقیة الأنزیمات ھي زیادة 

  
  .بإستخدام الكازین مادة خاضعةNattokinase  .عملیة الترشیح الھلامي لأنزیم :)1شكل (

  

 
  .باستخدام الكازین مادة خاضعة Nattokinase) عملیة التبادل الأیوني لأنزیم 2شكل (

  
  

باستخدام الفایبرین مادة خاضعة و یلاُحظ إرتفاع  Nattokinas) فیوضح خطوات تنقیة أنزیم 2( أما الجدول     

وحدة / مل وزیادة في كمیة  199.46وحدة / مل الى  84.15ریتات الأمونیوم من في الفعالیة عند الترسیب بكب

% . أما 71.1 وبحصیلة أنزیمیة 1.42  ملغم / مل ، وبلغ عدد مرات التنقیة  1.1651 – 0.7016البروتین من 

  %.67.76وحدة / مل وبحصیلة أنزیمیة  142.57عند خطوة الدیلزة فقد بلغت الفعالیة 
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  باستخدام الفایبرین   Bacillus subtilis من بكتریا  Nattokinaseخطوات تنقیة أنزیم  :)2الجدول (
الحجم   خطوة التنقیة

  (مل)
الفعالیة 

  (وحدة/مل)
البروتین 
(ملغم/مل

(  

الفعالیة الكلیة 
  (وحدة)

الفعالیة النوعیة 
  (وحدة/ملغم)

عدد مرات 
  التنقیة

الحصیلة 
الأنزیمیة 

(%)  
 100  1  119.94  4207.5 0.7016 84.15 50  الأنزیم الخام

  71.1  1.42  171.21  2991.9  1.1651  199.46 15  كبریتات الأمونیوم
  67.76  2.02  242.83  2851.4  0.5871  142.57 20  الدیلزة 

  46.2  4.17  499.87  1943.52  0.324  161.96 12  الترشیح الھلامي
  24.43  6.07  729.10  1028.04  0.235  171.34 6  التبادل الأیوني

 

 
  .عملیة الترشیح الھلامي باستخدام الفایبرین مادة خاضعة :)3شكل (

  
  Nattokinase ) الذي یوضح الترشیح الھلامي لأنزیم3أما في خطوة الترشیح الھلامي فیمكن ملاحظة الشكل (

 لیة ) وبفعا16،17،18، (15بإستخدام الفایبرین مادة خاضعة لقیاس الفعالیة فظھرت قمة واحدة في الأنابیب

 % .  46.2وبحصیلة   4.17مل وكان عدد مرات التنقیة وحدة/161.96

 

 
  .عملیة التبادل الأیوني باستخدام الفایبرین مادة خاضعة :)4شكل (
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) إذ ظھرت قمة 4أما في خطوة التبادل الأیوني باستخدام الفایبرین مادة خاضعة فیمكن ملاحظة الشكل (     

وحدة/مل  171.34تي تمثل فعالیة البروتیز في تحلیل الفایبرین و بلغت الفعالیة )  وال18، 17واحدة في الأنابیب (

) والذي أشار 11وتتفق ھذه النتائج مع ما وجده ( %.24.43وبحصیلة أنزیمیة  6.07وبلغت عدد مرات التنقیة 

 candidaالخام المنتجھ من خمیرة   fibrinolytic enzymeالى إرتفاع في الفعالیة النوعیة لأنزیم 

guilliermondii   فیما  3.57الى  1وحدة / ملغم وتضاعفت عدد مرات التنقیة من  4.14الى  1.16من

% بعد خطوة الترسیب بكبریتات الأمونیوم وبنسبة إشباع تراوحت من  53.31إنخفضت الحصیلة الأنزیمیة الى 

فقد وصلت  DEAE-sepharose% لكن عند خطوة التبادل الأیوني بوساطة مبادل أیوني من نوع  60-80

أما الحصیلة الأنزیمیة فقد أخذت  7.46وحدة / ملغم وإزداد عدد مرات التنقیة الى  8.65الفعالیة النوعیة الى 

 4.29الى  1) الى زیادة عدد مرات  التنقیة من 12كما أشار ( %.52.60بالإنخفاض الى أن وصلت الى 

وة الترسیب بكبریتات الأمونیوم لكن الفعالیة النوعیة أخذت % بعد خط 57.7وإنخفاض الحصیلة الأنزیمیة الى 

فقد وصلت  DEAE-celluloseوحدة/ملغم  لكن بعد خطوة التبادل الأیوني بمبادل من نوع  4.64بالإرتفاع الى 

أما الحصیلة الأنزیمیة  12.14دت عدد مرات التنقیة الى أن وصلتوحدة / ملغم وزا 13.11الفعالیة النوعیة الى 

وحدة / ملغم  32.52%   لكن عند خطوة الترشیح الھلامي وصلت الفعالیة النوعیة الى 45.72د إنخفضت الى فق

  .30.11% أما عدد مرات التنقیة فقد زاد  الى 44.86والحصیلة الأنزیمیة إنخفضت الى 

  Bacillus speciesمن بكتریا  fibrinolytic enzyme (Nattokinase)) من تنقیة انزیم 13تمكن (     

بعدة خطوات من التنقیة شملت على الترسیب بكبریتات الامونیوم أعقبھا خطوة دیلزة وترشیح ھلاُمي وتبادل 

وحدة / ملغم  867 الى  78.26كما إرتفعت الفعالیة النوعیة من  10.70أیوني، و إرتفعت عدد مرات التنقیة الى 

 fibrinolytic enzyme) أن الفعالیة النوعیة لأنزیم 14( ووجد %.76فیما إنخفضت الحصیلة الأنزیمیة الى 

attokinase  الخام المنتج من عفنSchizophyllum commune BL23  الى  4.59× 103قد إرتفعت من

بینما إنخفضت الحصیلة الأنزیمیة الى  86الى  1وحدة / ملغم وإزداد عدد مرات التنقیة من  39.31×104

ى الترسیب بكبریتات الامونیوم والدیلزة والترشیح الھلامي والتبادل بعد خطوات تنقیة شملت عل%36.47

المنقى من   (Nattokinase) یمالأیوني ،وقد یعود ھذا التباین في ارتفاع الفعالیة النوعیة وعدد مرات التنقیة لأنز

الأنزیم ونوع  ستخدمة في تنقیةختلاف في التقانات المُ إختلاف مصدر الأنزیم فضلا عن الإمصادر مختلفة الى 

   ھلام والمبادل الأیوني المستخدم.الُ 

   :توصیف الأنزیم

 Bacillusمن بكتریا المنتج  Nattokinasبینت نتائج الدراسة إن أنزیم : الرقم الھیدروجیني الأمثل للفعالیة 1.

subtiis  ) 5(ن خلال الشكلیتبین م). 9-7والمُنقى جُزئیاً یمتلك فعالیة عند قیم أرقام ھیدروجینیة تراوحت بین (

الأرقام والذي یمثل منحنى الرقم الھیدروجیني الأمثل  لفعالیة الأنزیم إن أعلى فعالیة للأنزیم ظھرت في مدى من 

) إذ بلغت الفعالیة 8) وكان الرقم الھیدروجیني الأمثل لفعالیة الأنزیم ھو((7 - 9 الھیدروجینیة تراوحت بین

الإنخفاض التدریجي للفعالیة على جانبي الرقم الھیدروجیني الأمثل إذ  وحدة /مل ویلاُحظ 190.803الأنزیمیة 

فقد بلغت 9 أما عند رقم ھیدروجیني ، 4عند رقم ھیدروجیني  ملوحدة/ 119.645 بلغت الفعالیة الأنزیمیة

أو  ویعزى سبب ذلك الإنخفاض في الفعالیة الى تأثروتغیر تركیب واحدةوحدة / مل 173.482الفعالیة الأنزیمیة 

أكثر من المجامیع الأیونیة الموجودة في الموقع الفعال للأنزیم أو الموجودة في المادة الأساس أو كلیھما ، وعلیھ 
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وأتفقت ھذه  ).7تغیرت الحالة الأیونیة لھذه المجامیع وإنعكس سلباً على قابلیة إرتباط الأنزیم بالمادة الأساس (

  Bacillus subtilusروجیني الأمثل لفعالیة الأنزیم المنتج من بكتریا ) أن الرقم الھید15النتیجة مع ما ذكره (

 Bacillusمن بكتریا  Nattokinase) أن الرقم الھیدروجیني الأمثل لإنتاج أنزیم 16، في حین ذكر (8ھو

subtilus RAJS19  ھوPH=11 ) أن الرقم الھیدروجیني الأمثل لفعالیة أنزیمات  الى )18و  17. وأشار

fibrinolytic enzyme (Nattokinase)  المنتج من بكتریاBacillus lichiniformis B4  إذ بلغت  7ھو

  .وحدة / مل 815.13 الفعالیة عنده 

المنقى جزئیاً من العزلة  Nattokinaseبینت نتائج الدراسة أن أنزیم : الرقم الھیدروجیني الأمثل للثبات 2.

Bacillus subtilis  إذ ) 6كما موضح في الشكل ( . 8.0-9.0أرقام ھیدروجینیة تتراوح بین  یمتلك ثباتاً عند قیم

بینما  4.0% من فعالیتھ عند رقم ھیدروجیني  51إحتفظ الأنزیم بكامل فعالتیھ بشكل تقریبي، إلا إنھ فقد بحدود 

عند أرقام  . كما نلاحظ إن ثباتیة الأنزیم بدت واضحة 10% من فعالیتھ عند رقم ھیدروجیني 98إحتفظ الأنزیم 

الأنزیم  احتفظإذ  8وحدة / مل  عند رقم ھیدروجیني  928.128إذ بلغت الفعالیة الأنزیمیة 9 و 8ھیدروجینیة 

الأنزیم  احتفظوحدة / مل و  129.107فقد بلغت الفعالیة الأنزیمیة  9% لكن عند رقم ھیدروجیني 1% وفقد 99

 126.785بدأت تنخفض الفعالیة بشكل بسیط إذ بلغت  10% لكن عند الرقم الھیدروجیني  100بكامل فعالیتھ  

واتفقت ھذه النتائج مع ما ذكره  9و  8وحدة / مل وعلیھ فإن الثباتیة تحققت بشكل تام عند أرقام ھیدروجینیة 

 Bacillusالمنتج من بكتریا   Nattokinaseفقد اشار الى أن الرقم الھیدروجیني الأمثل لثبات فعالیة أنزیم  16)(

subtilis IMRK   ًوحدة / مل على التوالي واحتفظ  107,129وبلغت الفعالیة الانزیمیة 9 و 8ھوالمطفرة وراثیا

  .الأنزیم بكامل فعالیتھ ولم یكن ھناك فقد في الفعالیة المتبقیة وعلیة فان ثبات الأنزیم تحقق عند ھذین الرقمین

لأنزیم ھو الرقم الھیدروجیني إن سبب الإرتفاع من الصفات المھمة جداً في تحدید ظروف التنقیة والخزن ل     

والإنخفاض في الفعالیة الأنزیمیة  عند قیم أرقام ھیدروجینیة  حامضیة وقاعدیة ھو حدوث تغیرات في التركیب 

الثانوي والثالثي لجزیئة الانزیم فضلاً عن تغیر الحالة الأیونیة للموقع الفعال للأنزیم وكذلك تغیر الطبیعة 

ذكر  ).7ة للمحلول الدارئ تعد من العوامل المھمة المؤثرة في الرقم الھیدروجیني الأمثل لثبات الأنزیم (الكیمیائی

، 6.0-8.0یمتلك ثباتاً عند قیم أرقام ھیدروجینیة بین   Bacillus subtilis) إن الأنزیم المنتج من بكتریا 19(

 المنتج من بكتریا   Nattokinaseعالیة أنزیم ) الى أن الرقم الھیدروجیني الأمثل لثبات ف20بینما أشار (

Bacillus firmus الى أن أفضل رقم ھیدروجیني لثبات فعالیة الأنزیم المنتج من  )21واشار ( .9.0-11.0 ھو

المنتجة من   fibrinolytic enzyme) أن أنزیمات 22، ووجد (9.0 ھو  B. amyloliquefaciens بكتریا 

إذ إحتفظ الأنزیم بكامل فعالیتھ بینما  7تمتلك ثباتیة عند رقم ھیدروجیني  Bacillus lichiniformis B4بكتریا 

من  26% إحتفظ  5من الفعالیة المتبقیة وعند رقم ھیدروجیني 13.9% إحتفظ الأنزیم  10عند رقم ھیدروجیني 

 الفعالیة المتبقیة .

تجاه التغیرات في درجات الحرارة وذلك من تبدي الأنزیمات حساسیة معینة : درجة الحرارة المثلى للفعالیة 3.

خلال تأثیر الحرارة في زیادة ارتفاع او انخفاض الفعالیة الأنزیمیة  وعلى ھذا الاساس فقد اجریت ھذه الدراسة 

المنقى جزئیاً ضمن مدى من درجات الحرارة التي  Nattokinaseلتحدید تأثیر درجة الحرارة على فعالیة أنزیم 

) والذي یمثل 7إذ یلاُحظ من خلال الشكل ( ) مْ عند الرقم الھیدروجیني الأمثل للأنزیم .20-70(  تتراوح بین 

مْ  20إزدیاد فعالیة الأنزیم ما بعد درجة حرارة   Nattokinaseمنحنى درجة الحرارة المثلى لفعالیة أنزیم 
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مْ  إذ  40أقصاھا عند درجة حرارة وبلغت  وحدة / مل  50.089وبشكل حاد وملحُوظ إذ بلغت الفعالیة الانزیمیة 

ویعُزى ذلك الأرتفاع الى زیادة سرعة التفاعلات الأنزیمیة مع إرتفاع وحدة / مل  123.75 وصلت الفعالیة الى 

درجات الحرارة بسبب زیادة الطاقة الحركیة لجزیئات المواد المتفاعلة ومن ثم زیادة فرص تصادم ما بین 

 19.73وإنخفضت بعد ذلك الفعالیة الأنزیمیة إذ بلغت أدناھا  .)7الفعال للأنزیم  ( جزیئات المادة الأساس والموقع

) denturationھو حصول مسخ أو دنترة ( ءمْ وسبب ذلك الإنخفاض المفاجي 70وحدة/مل عند درجة حرارة 

حدوث تغییر   أدى الى عدم تطابق الانزیم والمادة الأساس بشكل صحیح فضلاً عن للأنزیم والذيللموقع الفعال 

) أن درجة الحرارة المثلى 23وأتفقت ھذه النتیجة مع ما ذكره ( ) .7الثي للأنزیم وفقدانھ الفعالیة (في التركیب الث

مْ، إذ بلغت  37ھي  Bacillus lichiniformis B4المنتج من بكتریا  fibrinolytic enzymeلفعالیة أنزیم 

وحدة / مل فعند إنخفاض الدرجة الى أقل من ھذه الدرجة تؤثر في 1168.15الفعالیة الأنزیمیة عند ھذه الدرجة 

نشاط الأنزیم أما عند إرتفاعھا الى أكثر من ذلك فتؤدي الى تحطم تركیب الأنزیم بسبب عملیة الدنترة 

)Denturation .( ) الى أن أنزیم ( )5كما أشارNattokinase (fibrinolytic enzyme  المنتج من خمیرة

Candida guilliermondii  من فعالیتھ عند خفض 30مْ لكن یفقد 45 یظُھر أعلى فعالیة عند درجة حرارة %

) أن درجة 24ووجد ( مْ.70% من الفعالیة عند وصول درجة الحرارة الى 50مْ، ویفقد 30 درجة الحرارة الى 

بطریقة  Mucor subtillissimusucp1262المنتج من   fibrinolytic enzymeالحرارة المثلى لفعالیة أنزیم 

 144.58مْ ،إذ بلغت الفعالیة الأنزیمیة عندھا  30ھي  Solid state fermentationتخمرات الحالة الصلبة 

% من الفعالیة 75.52م ْ، یفقد الانزیم  40وحدة / مل ویحتفظ بكامل فعالیتھ لكن عند إرتفاع درجة الحرارة الى 

   % من فعالیتھ .95م ْ یفقد  60المتبقیة وعند درجة حرارة 

یعد الثبات الحراري من العوامل المھمة التي یمكن عن طریقھا تحدید درجات : . درجة الحرارة المثلى للثبات4

الحرارة التي یحتفظ فیھا الأنزیم بفعالیتھ ونشاطھ وتلك التي تؤثر سلباً ویتم على ضوئھا إختیاردرجة الحرارة 

المنتج من   Nattokinaseوقد أظھرت نتائج حضن أنزیم  ات العملیة .الملائمة لأستعمال الأنزیم في التطبیق

في درجات حراریة مختلفة وفي الرقم الھیدروجیني الأمثل لثبات الانزیم ولمدة   Bacillus subtilusبكتریا 

ھر إن الأنزیم یظ  Nattokinase) الذي یمثل منحنى الثبات الحراري لأنزیم 8(في الشكل  ساعة واحدة، نلاحظ

مْ یحتفظ الأنزیم بكامل فعالیتھ والتي  30فعند درجة حرارة  .) مْ 30-50ثباتاً بدرجات حرارة تراوحت بین ( 

 مْ كما إحتفظ الأنزیم بمعظم فعالیتھ إذ بلغت  50مْ و  40وحدة / مل ،وكذلك درجة حرارة  193.75بلغت 

من فعالیتھ وفقد  99.76%إحتفظ الأنزیم  م ْ 40/مل على التوالي، ففي درجة حرارة وحدة 192.85 و193.30

مْ كانت الفعالیة 20% لكن نلاُحظ في درجة حرارة 0.47% وفقد 99.53م ْ إحتفظ  50% وفي درجة 0.24

مْ بدأت الفعالیة 70 مْ و 60/مل وكذلك في الدرجات العالیة وحدة 79.017منخفضة جداً إذ بلغت الفعالیة 

إن سبب فقدان الأنزیم جزء من فعالیتھ . وحدة / مل على التوالي 36.78و72.50 بالانخفاض بشكل سریع وبلغت 

والذي یؤدي الى  )Denturationبالدنترة (الى المسخ أو ما یسمى خلال مدة الحضن وذلك لتعرض الأنزیم 

ع ما ذكره تفقت ھذه النتیجة مإو .الثالثي وینعكس ذلك سلباً على تفاعل الأنزیم مع المادة الأساس تغییر تركیبھُ 

كانت على  Bacillus subtilus natto B-12المنتج من بكتریا    Nattokinase) إن أعلى ثباتیة لأنزیم 25(

دقائق من تعرضھ لدرجة  10% من فعالیتھ بعد  80دقیقة لكن فقد الأنزیم  60مْ لمدة  30-50درجة حرارة 

 Bacillus subtilus المنتج من بكتریا Nattokinase) الى أن أنزیم 26في حین أشار ( مْ . 60حرارة 
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RAJS19  مْ وھذه الثباتیة تشابة ثباتیة أنزیم  65-85یمتلك أعلى ثباتیة في مدى حراري یتراوح بین

Nattokinase المنتج من عدة سلالات مثل Bacillus subtilus )21 وكذلك بكتریا ،(Bacillus 

amyloliquefaciens وبكتریا Bacillus sp kck-7 )27الى أن أنزیم  )28()، وأشارfibrinolytic 

enzyme   المنتج من بكتریاBacillus lichiniformis B4 )20یمتلك ثباتیة عند درجات حرارة تتراوح بین- 

) مْ وإحتفظ الأنزیم بكامل فعالیتھ لكن عن إرتفاع درجات الحرارة أعلى من ذلك یحصل انخفاض سریع في 40

) الى أن افضل ثباتیة تحققت لأنزیم 29بینما أشار ( % بسبب دنترة الأنزیم.28لى فعالیة الأنزیم المتبقیة ا

fibrinolytic enzyme   المنتج منCandida guilliermondii  مْ 50-30عند درجات حرارة تراوحت بین

 70رارة % عند درجة ح70مْ بینما یفقد 60 % من فعالیتھ عند درجة حرارة 22دقیقة لكن یفقد الأنزیم  30لمدة 

الى إختلاف نوع  Nattokinaseیعود ھذا التباین في تحدید درجة الحرارة المثلى للفعالیة والثبات لأنزیم و مْ .

  .)30(الكائن المستخلص منھ الأنزیم أو إختلاف ظروف التنمیة وظروف إنتاج الأنزیم
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