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 الى التوصيف تصنيف المن لمحة عامة عن بروتيز الاسبارتك 

 1، علاء جبار عبد المنهل1، زينة كاظم اليونس1،2حسناوي فنجان  صادق

 المستخلص  

تنتج الكائنات الحية الدقيقة أذ  ، يتزايد الطلب على الإنزيمات في القطاعات الصناعية بسرعة بسبب مزاياها الاقتصادية والبيئية
  نتيجة لأنخفاضمن مصادر ميكروبية    المنتجةومن بين هذه الانزيمات هي انزيمات البروتيزات    أنواعًا مختلفة من الإنزيمات

الإنتاج  معدل  وارتفاع  الصناعيةوالتي    التكلفة  القطاعات  في  خاصًا  اهتمامًا  بتلخيص    ،  اكتسبت  قمنا  المراجعة  هذه  في 
حول   البروتيزات  المعلومات  متطلباتها  تصنيف  اساس  على  او  الفعال  الموقع  في  الموجودة  الامينية  الاحماض  على  اعتمادا 

الى  المعدنية البروتيزات  قسمت  وهي    أذ  مجاميع  والسستين    serine والسيرين    aspartic     الاسبارتك    بروتيزات  اربع 
cystein    والثريونينthreonine    كما قسمت البروتيزات حسب الرقم الهيدروجيني الى ثلاثة اقسام هي البروتيزات الحامضية ،

المؤثرة  وكذلك تحديد أهم مصادر انتاج البروتيزات ودراسة تركيب والية عمل بروتيز الاسبارتك والعوامل    ، والقاعدية والمتعادلة  
 . وتنقية وتوصيف بروتيز الاسبارتك في انتاج البروتيزات من الفطريات

 
 المادة الخاضعة الحرارة، ودرجة الحموضة، درجة  البروتيزات الحامضية ،الاسبارتك بروتيز: الكلمات المفتاحية
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AN OVERVIEW OF ASPARTIC PROTEASE FROM 

CLASSIFICATION TO CHARACTERIZATION 

Sadeq Fenjan Hasnawi1,2, Zena Kadhim AL-Younis1, Alaa Jabbar 

Abd Al-Manhel 1   

Abstract  

The demand for enzymes in industrial sectors is increasing rapidly due to their 

economic and environmental advantages , Microorganisms produce different types of 

enzymes, and among these enzymes are protease enzymes produced from microbial 

sources as a result of the low cost and high production rate, which have gained special 

interest in the industrial sectors ,In this review, we summarized the information about 

the classification of proteases based on the amino acids present in the active site or on 

the basis of their mineral requirements. The proteases were divided into four groups, 

which are aspartic proteases, serine, cysteine, and threonine. Proteases were also 

divided according to pH into three sections: proteases. Acidic, basic and neutral , As 

well as identifying the most important sources of protease production, studying the 

structure and mechanism of action of aspartic protease, the factors affecting the 

production of protease from fungi, and purifying and characterizing aspartic protease. 
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 المقدمة 
  في   استعملت  والتي  داخل الأنظمة الحية ،  البيولوجية  التفاعلات   جميع   في   تقريباً   تشارك  حيوية  محفزات  الإنزيمات تعُد          

 الحية  الكائنات  من  مختارة  سلالات  ، وأنتجت الانزيمات من    التاريخ   قبل  ما  عصور   منذ  الجبن  و    الخل،    البيرة  صناعة
  تصحيح   في  وهذا أسهم بشكل كبير  .  (Sharma, 2019)واستعملت طرق متطور في تنقيتها     واسع   نطاق  على  الدقيقة

اقل    كمحفزاتوفعاليتها    لكفاءتها   نظرًا  الحيوية  التكنولوجياتطوير    في   ثورة   واحدث   الصناعية  العمليات عند 
 .)202et al Gimenes ,.1( تركيز

   يزايلوالز   ،  زيوالسليول  ،  ز يوالأميل  ،   زوالبروتي  ،   اللايبيز  مثلالمختلفة    صناعاتال   في  الإنزيمات  من   العديد  استعملت 
من خلال تطبيقاتها الواسعة في مختلف    كبيرة   قيمة  ذات  لأنها   السائد  النوع  هي  ز البروتي  تبقى انزيمات   ،  ذلك  ومع  ،وغيرها  

منها   تشكل   ،  المنظفاتو   الورق و   الأغذيةو   الألبان  منتجاتالمجالات  المبيعات    إجمالي  من٪    60  حوالي  ات ز البروتي  إذ 
  للبروتيزات   العالمي   سوق ال  بلغاذ    ,( 1)  الشكل   في  مبين   وكما  (Pawar et al., 2023)   عام  كل   للأنزيمات التجارية في

  بمعدل   2024-2019  من  الفترة  خلال  يزداد  أن  المتوقع   ومن  ،  أمريكي  دولار  مليار    2.76  مايقارب      2019  عام  في
 . (Choudhary et al., 2022)٪ 6.1 قدره سنوي  نمو

 
 (Pawar et al., 2023) المبيعات السنوية للأنزيمات   ( 1الشكل )

، هي انزيمات لها القدرة على كسر  الروابط الببتيدية في البروتينات تسمى ببتيدات التحلل المائيالبروتيزات او ما  ان  
(Koistinen et al., 2023)     وهي تلعب دور مهم في العديد من العمليات البيولوجية .(Couture, 2023)    بما في ،

الهضم    الدم     (Kalaiselvan et al., 2023)ذلك  تخثر   ،(Dasari et al., 2023)     المناعية الاستجابة   ،
(Dudani et al., 2018)     وتشارك أيضا في تنظيم نمو الخلايا فضلًا عن العديد من الوظائف المهمة للكائنات الحية ،
(Erekat, 2022; Zhang et al., 2023)  الكائنات الحية ، مثل الحيوانات، النباتات. توجد هذه الانزيمات في جميع  ،

تعمل البروتيزات على الاصرة الببتيدية الموجودة في البروتينات وتحللها    .  (Naveed et al., 2021)  الفطرياتو   البكتريا 
امينية  Proteolysis enzymeمائيا   واحماض  ببتيدات  حامضية  ،  الى  بروتيزات  تكون  ان  اما  فانها  عامه  وبصورة 

( الغذائي  التصنيع  في  المستعملة  البروتييزات  اهم  من  الحامضية  البروتيزات  تعتبر  كما  اومتعادلة,   et Patilاوقاعدية 
17.,20lnheaM-lA; .,2012al  ) .    فان كذلك    هو   الدراسة  هذه  من  الهدف   لذا  البروتيزات  ومصادر  تصنيف  معرفة 

الاسبارتك بروتيز  عمل  والية  تركيب  اهميته   دراسة  من  الرغم  على  مفصل  بشكل  الانزيم  هذا  تناولت  التي  الدراسات  لندرة 
  .  من الفطريات  بشكل عام المؤثرة في انتاج البروتيزات المختلفة للعوامل أفضل فهم توفيروتطبيقاته الواسعة فضلا عن  

 Classification of protease  ف البروتيزات يتصن
الجزيئية          والبيولوجيا  الحيوية  للكيمياء  الدولي  للاتحاد  التابعة  التسمية  للجنة   International Union ofوفقًا 

Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB)    تصنيف تم  المتمثلة  ،  الثالثة  المجموعة  ضمن  البروتيزات 
المائي   التحلل  داخليه    قسمت  كما،      hydrolases  بأنزيمات  اما  تكون  بحيث  التخصصي  لفعلها  تبعا  البروتيزات 

Endopeptidases  او خارجيةExopeptidases  (Pawar et al., 2023)   . 
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     Exopeptidases   الخارجية زاتي الببتايد
الببتايد     عملها  يتعمل  موقع  على  بناءاً  الببتيدية  السلسلة  في  الطرفية  النهايات  من  بالقرب  الخارجية  تقومزات    والتي 

 وسطب الأحماض الأمينية الحرة إلى  الأواصر الببتيدية الطرفية محررة بالتعاق   جزيئة البروتين من خلال تكسير    بتحليل 
زات  ياعتماداً على موقع عملها في السلسلة الببتيدية الأولى تسمى الببتايد  الى نوعينالببتايديزات الخارجية    تقسم،  التفاعل

زات  ي ، اما الثانية تدعى الببتايدفي السلسلة الببتيدية  Nوالتي تعمل على النهاية الطرفية     Amino Peptidaseالأمينية  
الطرفية  Peptidase Carboxylالكاربوكسيلية   النهاية  على  تعمل  البببتيدية     C   والتي  السلسلة  )et Mienda في 
al.,2014)    . 
     Endopeptidases الداخلية الببتايديزات

الببتايد النهايات  يتعمل  عن  بعيداً  الببتيدية  السلسلة  من  الداخلية  المواقع  في  الببتيدية   الاواصر  على  الداخلية  زات 
البروتيزات  هذا النوع من  ،  (proteinase)    يسمى الانزيم  والتي عندها  )C   .,2014)et al Miendaو      N الطرفية  

(EC 3.4.11-24  )  وهي    الىيقسم مجاميع  والسستين    serine والسيرين    aspartic     الاسبارتك    بروتيزات  اربع 
cystein    والثريونينthreonine    متطلباتها اساس  على  او  الفعال  الموقع  في  الموجودة  الامينية  الاحماض  على  اعتمادا 

 .  )201Salvesenand Rawlings  , , 2018.Mamo and Assefa,.3( المعدنية
  Aspartic protease   (EC 3.4.23) الاسبارتك اتبروتييز   -1

الاسبارتك     حامض  من  لوحدتين  التحفيزي  النشاط  على  تعتمد  التي  البروتيزات  من  مجموعة  الى  الاسبارتك  بروتيز  ينتمي 
(Gurumallesh et al., 2019) يطلق على هذا النوع  من البروتيزات بالبروتيزات الحامضية  . وAcid Proteases    او

الكاربوكسيلية    تحليل    Carboxylic Proteases  (Majid, 2017)البروتيزات  على  حامضي  وسط  في  تعمل  والتي 
ترب التي  الببتيدية  الامينيةالاصرة  الاحماض  بين  اذط  هذهتتح  ،  الاسبارتيك  وي  حامض  على  في    والتايروسين   الأنزيمات 

( كيلودالتون   45  –  30والوزن الجزيئي يتراوح بين  )  (    5-3ويكون الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعاليتها )    موقعها الفعال  
( المثلى   الحرارة  م    55-40ودرجة   )    (Mamo and Assefa, 2018 21 ;.,20al et Gimenes(    واستعملت  ،

كذلك في معالجة حالات عسر البروتيزات  الحامضية في ازالة العكارة من البيرة وعصير الفاكهة وايضاً في تطرية اللحوم و 
، تتواجد في الحيوانات والنباتات والفطريات والفايروسات ، غالباً ما تنتج خارج الخلية عن طريق الانواع الفطرية  الهضم  

  ،    Aspergillus niger    ،Aspergillus oryzae    ،Aspergillus awamori    ،Aspergillus fumigatesمثل  
Aspergillus saitoi  توجد ما  والابتدائيات  في   ونادراً  غير،  )et al Wei,.2023(  البكتريا  لمثبطات    وهي  حساسة 

 .( (pepstatin Mamo et al., 2020الببستاتين  الا انها تثبط تماماً عند وجود مادة  ،الأنزيمات الأخرى 
 Metallo protease   ( EC 3.4.24)  المعدنية اتالبروتييز  -2

لذلك    المنغنيز  أو   الكوبالت  أو  الزنك  مثل  ،  لعملها  التكافؤ  ثنائي  فلز  أيون   الإنزيمات  من  المجموعة  هذه  تتطلب
الفلزية بالبروتيزات  )تسمى  مثل   المخلبية  للعوامل  حساسة  تكون  بهذا  وهي   ،EDTA    )Ethylene diamine tetra 

acetic acid   20,.16(والتي تعمل على ازالة الايون المعدني من الانزيم مما يؤدي الى تثبيطهal et Singh  ) ،وي تتح
على    هذه ليوسين  نالآنيل  يفين  الاميني    حامضالالأنزيمات  الفعال    أو  موقعها  الأمثل    في  الهيدروجيني  الرقم  ويكون 

 Mamo))    ( م    85-65( كيلودالتون ودرجة الحرارة المثلى )  37-19والوزن الجزيئي يتراوح بين  )  (  7-5لفعاليتها )  
and Assefa, 2018     ،  انزيم هو  المجموعة  هذه  انزيمات  بكتريا     Thermolysin  ومن  من   Bacillusالمنتج 
hermoprotoolyticust  2+يحتوي على ايون الزنك   والذيZn    2019( الفعال موقعهفي.,et al Razzaq( .     

    Serein  protease) )( EC 3.4.21) السيرين  ات بروتييز  -3
 ,Majid)  في الموقع الفعال   ) السيرين أو الهستدين أو الأسبارتك (    الحامض الاميني   تحوي هذه الأنزيمات على 

الهيدروجيني  وهي بروتيزات قاعدية يكون رقمها    triamino acetic acidو    EDTA  عند وجود مركب   وتثبط    (2017
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( كيلودالتون ودرجة الحرارة المثلى لعملها بين    35  – 18اما الوزن الجزيئي له فيتراوح من )   (11-6الأمثل لفعاليتها بين )
، تعد بروتيزات السيرين من اهم البروتيزات التي تم فصلها وتنقيتها من    Mamo and Assefa, 2018))  ( م     50-70)

في حين ان البكتريا هي الاكثر شيوعاً في انتاج هذا النوع من البروتيزات    ،   (Majid, 2017)الاجزاء النباتية المختلفة   
هي   السائدة  البكتيرية  الاجناس  أهم  ومن  الاخرى  المجهرية  الاحياء  مع   ,Pseudoalteromonasمقارنة 

Psychrobacter photobacterium , Vibrio , halobacillus , Bacillus , Microbulbifer , and 
shewanella.     الانواع الى  بعضها  ،     Vibrio etschnikovii    ،Bacillus sp. CEMB10370تعود 

Pseudomonas sp.    ،Bacillus alcalophilus LW8    بينما انتجت هذه الإنزيمات من انواع محددة من الاعفان مثل
 . ) Aspergillus tamari  ) Banerjee & Ray, 2017عفن 

  (EC 3.4.22 ) (Cysteine protease) ينالسست ات بروتييز  -4
 ,Mamo and Assefa))    في الموقع الفعالوالهستدين    سستينال  الحامض الامينيوي هذه الأنزيمات على  تتح       
يدريل  لمركبات السلفه   وهي حساسة  Sulfhydryl   او بروتيزات السلفهايدرل Thiol وتسمى أيضا بروتيزات الثايول    2018

(sulfhydryl reagent)  مثل  iodoacetamide  وiodacetic acid  وTLCK  وتنشط الثقيلة،  بالعوامل    والفلزات 
، وتكون  EDTA    (Majid, 2017)مثل    (chelating agent)  وسيانيد البوتاسيوم  والسستائين    كالمواد المخلبية  المختزلة

المتعادلة   الحموضة  درجة  عند  نشطة  الانزيمات  الأرقام  هذه  من  مدى  ضمن  الأنزيمات  هذه  لمعظم  المثلى  الفعالية  وتقع 
تتراوح  الهيدروجينية   )  التي  الجزيئي 8  -5بين  ووزنها   )  (34-35)  ( المثلى  الحرارة  ودرجة  )    م    ( 55-40كيلودالتون 

(Mamo and Assefa, 2018،  مثانت البكتيرية  الاجناس  بعض  من   Bacillus spp.   (Razzaq et  لجت 
al.,2019)  ،  كما وجدت هذه الانزيمات في مجموعة من النباتات تحت اسم  الباباينPapain    والبروملينbromelain  

والحشرات    أيضا  Caricainوالكاريكين     ficinوالفيسين     Chymopapinوالكيموباباين   والطفيليات  الفيروسات  في 
(Majid, 2017)( خواص وصفات بروتيزات الاسبارتك والسستين والمعدنية والسيرين .  1. وبصورة عامة يبين جدول ) 

 من مصادر مختلفة  ( خواص انواع البروتيزات الاربعة1جدول )
(;Majid.,2017  Gurumallesh et al.;2019    ( Mamo and Assefa, 2018 ; 

 EC البروتيز
الوزن 

 الجزيئي
KDa 

pH 
 الامثل 

درجة  
 الحرارة 
 المثلى

الحامض  
الاميني  

 الفعال
 مصدر البروتيز المثبط 

بروتيز 
 السيرين 

3.4.21 
 
 
 

18-35 6-11 50-70 

او   السيرين 
او   الهستدين 

 الاسبارتك 
 
 

EDTA ,  
triamino 
acetic acid 

Bacillus, Aspergillus,  
Animal tissue (gut), 
Tritirachium album 
(thermostable) 

بروتيز 
او   السستين 

 الثايول  
 

3.4.22 34-35 5-8 40-55 
السستين 

 والهستدين     

Iodoacetami
de, 
p-CMB 

Aspergillus, stem of 
pineapple (Ananas 
comosus), latex of fig tree 
(Ficus  sp), papaya (Carica 
papaya), Streptococcus, 
Clostridium 

بروتيز 
 الاسبارتك 

او  
 الكاربوكسيل 

 

3.4.23 30-45 2-5 40-55 
 الاسبارتك ،   

 الاسبارتك 
Pepstatin 

Aspergillus, Mucor, 
Endothia, Rhizopus, 
Pencillium, Neurospora, 
animal tissue (stomach) 

البروتيز 
 المعدني  

 
 

3.4.24 19-37 5-7 65-85 
النين   فينل 

 او ليوسين  
EDTA and 
EGTA 

Bacillus, 
Aspergillus, 
Pencillium, 
Pseudomonas, 
Streptomyces 



 www.hnjournal.net            (     4( العدد )5المجلد )    مجلة العلوم الإنسانية والطبيعية          2024 أبريل ، صادق حسناوي وآخرون                               

 

       53 | صفحة         

 HNSJ Volume 5. Issue4                                                                                             الى التوصيفتصنيف  المن لمحة عامة عن بروتيز الاسبارتك 

 التصنيف حسب الرقم الهيدروجيني    
هي اقسام  ثلاثة  الى  الهيدروجيني  الرقم  حسب  البروتيزات  )et  Solanki 1 ,., 202et al Gimenes  :قسمت 

al.,2021) : 
 :    Acid proteases  الحامضية البروتيزات   -1

، والبروتيزات المنتجة من النباتات مثل    pepsinو الببسين     reninوتشمل البروتيزات المنتجة من الحيوانات مثل الرنين   
(     5.6   –  3هيدروجيني )    عند رقمتعمل هذه البروتيزات    ،  ficinسين   يوالف  bromelainوالبروملين     papainالبابين  

(Machado et al., 2016; Razzaq et al., 2019  ).  المصدر الرئيسي لأنتاج البروتيز الحامضي    الفطريات  تعُد،  
 Mucor  (Mammo andو   Endothiaو  Penicilliumو  Aspergillus  الاجناس الاكثر شيوعاً في انتاجه هي    وان  

Assefa, 2018  .)الحامضية    من  العديد  هناك البروتيزات  انتاج  اهمية  على  أكدت  التي  الاعفان    بواسطة  الابحاث 
(Mandujano-González et al. 2016)    .  انتج الاسبارتك     da Silva et al. (2016)اذ    عفن   من بروتيز 

Rhizomucor miehei،  تخثر  بديل  إنزيم  بمثابة  يكون   أن   يمكن  والذي لاحظ الجبن  إنتاج   أثناء  الحليب  لأنزيم  كما   ،  
(Souza et al. (2017        عفن من  المنتج  الحامضي   البروتيز  توصيف  الرقم     Aspergillus foetidusعند  ان 

 ( م  .   55)  عند درجة حرارة مثلى   (  5الهيدروجيني الامثل لنشاط البروتيز )
 :   Neutral proteasesالبروتيزات المتعادلة  -2

، وتشمل البروتيزات المعدنية التي  (     7تعمل عند رقم هيدروجيني )والتي  وهي البروتيزات المنتجة من البكتريا والفطريات  
 .(Contesini et al. 2017; Razzaq et al. 2019)تتطلب اثناء نشاطها وجود ايون موجب الشحنة ثنائي التكافىء  

 Razzaq et)استعملت البروتيزات المتعادلة لأغراض مختلفة منها صناعة الخبز والاجبان والادوية والمنظفات وغيرها   
al. 2019)    وقد عمل .Ao et al. (2018)  البروتيز المتعادل من عفن     على انتاج وتوصيفAspergillus oryzae 

Y1     ( كيلودالتون  ورقم  45المعزول من الفاصوليا العريضة المخمرة  ، اذ  لاحظ امتلاكه وزن جزيئي )  ( 7هيدروجيني )
مثلى  حرارة  )55)    ودرجة  اشار  كما   . م    )De Oliveira et al. (2020   عفن من  المتعادل  البروتيز  إنتاج  عند 

Moorella speciosa   ( 7ان الرقم الهيدروجيني الامثل لعمل الانزيم هو . ) 
 :  Alkaline proteasesالبروتيزات القاعدية  -2

( ومن أهم    12  –  8تعمل عند رقم هيدروجيني   )  تنتج هذه البروتيزات من الحيوانات والنباتات والبكتريا والفطريات والتي  
هي     القاعدية   البروتيزات  بكتريا   subtilisin novo و       subtilisin     ، Carlsbergانواع  من  أنتجت  وألتي 

Bacillus    (Contesini et al. 2017 )  يزات القاعدية  المنتجة من جنس. إذ إن البروت    B. subtilis     والمستخدمة
الأبحاث التي تناولت إنتاج البروتيزات القاعدية   من  العديد  هناك.    (Zhang et al. 2017)للأغراض التجارية تعد أمنة   

بتنقية وتوصيف البروتيز القاعدي المنتج من     Mothe and Sultanpuram (2016)، إذ قام    Bacillusجنس   من  
جنس    أن  من  الرغم  على.    B. caseinilyticus  بكتريا   من  المنتج  القاعدي    انتشارًا  الأكثر   هو   Bacillus  البروتيز 

من انواع اخرى من الاحياء    الكثير من الابحاث التي اشارت الى امكانية انتاج البروتيز القاعدي    هناك  أن  إلا   واستخدامًا،
، اذ  (Sharma ,. 2019)   الفطرياتو .  (    sp Streptomyces   )1., 202et al Solanki.  بكتريا    مثل    المجهرية  

  افضل   وكان    Aspergillus tamarii URM4634البروتيزات القاعدية من عفن     da Silva et al. (2018  (انتج  
   ( .  8يز عند رقم هيدروجيني )للبروت نشاط
    الاسبارتك انزيم بروتيز  وألية عمل تركيب

حامض اميني ،    340-  320يتكون من      Candida tropicalis     خميرةالمنتج من    لأنزيم البروتيز  التركيب الاولي 
والاخر يقع     215والموقع الفعال في انزيم البروتيز يحتوي على وحدتين من حامض الاسبارتك احداهما تقع في الموقع   

( محاطة -sheet  β)          شق عميق يحتوي على خمسة خيوط يتكون منف  له  التركيب الثانوي ، اما    32في الموقع  
  ( .  Theron.,2014 (( 2الشكل  )   كما مبين في  (  helices   -  α) ةكيب الحلزونيابستة من التر 
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 ( Candida tropicalis  )  Theron,2014   خميرة( تركيب انزيم البروتيز المنتج من  2الشكل )

بروتيز الأسبارتيك من البروتيزات  التي لها القدرة على كسر  الروابط الببتيدية في البروتينات وتحللها مائيا الى ببتيدات    يُعد
( امينية  وهي  Couture, 2023واحماض  الانزيمات  لعمل  المختلفة  الآليات  من  عدد  اقُترح  _    ألحامضيالتحفيز  (. 

 Metalالتحفيز الايوني المعدني  ،     Covalent catalysis  التحفيز التساهمي  ،     Acid – base catalysisالقاعدي  
ion catalysis      ،  التحفيز الالكتروستاتيكيElectrostatic catalysis    واسع  نطاق   على  قبولاً   الأكثر  الطريقة، الأ إن  

التحفيز الحامضي    إذ يتضمن    Acid-base catalysis  والحامض  القاعدةتحفيز    آلية  هي  لألية عمل بروتيز الاسبارتك  
يعمل    قيام القاعدي  التحفيز  في  اما    ، الخاضعة   للمادة  البروتون  بمنح   الفعال  الموقع  في  الموجود  الاسبارتك  حامض 

إذ إن    ( ،3)  الشكل   في وكما موضح  ك الموجود في الموقع الفعال باستقبال البروتون من المادة الخاضعة  يحامض الاسبارت
 من السلسلة الببتيدية   32  هما يقع في الموقع  وحدتين من حامض الاسبارتيك احديحتوي على  الموقع الفعال في الإنزيم  

يعمل    والذي ،   من السلسلة الببتيدية    215الاخر يقع في الموقع  ، بينما    الذي يعمل على منح البروتون للمادة الخاضعة 
البروتون   سحب  وتكوين  من  على  الشالماء  السالب  مهاجمة  )-oH  (حنة  النيوكلوفيل  الى  يؤدي  الخاضعة   مما    المادة 

 رتك الثاني الذي يقع في الموقع، اما حامض الاسباوبالتالي كسر الرابطة بين النتروجين والكاربون وتكون الببتيد الاول  
 ينتج  وبذلك ،لمادة الخاضعةمن مجموعة الكاربونيل للجزء الاخر من ا البروتون سحب  من السلسلة الببتيدية يعمل على  32

 . )ngsellaW,2008 ,  et al Coates , 2003 , Wongand  Brik 2006,(  للمادة الخاضعة  الثاني الببتيد

 
 ( 2008et al Coates,.) ك بروتيز الأسبارتي أنزيم لعملالآلية المقترحة ( 3الشكل )
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     Sources of protease production بروتيز المصادر انتاج 
تلعب البروتيزات دوراً مهماً في كل الكائنات الحية لذلك فهي توجد في مدى واسع من المصادر مثل الحيوانية والنباتية   

 .   (Naveed et al., 2021) ةوالميكروبي
 الحيوانية   المصادر  -1

انزيمات       الكيموتربسين    Trypsinالتربسين   تعُد   ،Chemotrypsin    ،  الرنينRenein    والببسينPepsin    اكثر من 
البروتيزات الحيوانية شيوعاً واستعمالًا في مجالات مختلفة ، إذ يعد التربسين  الانزيم الهضمي المعوي المسؤول عن التحلل  

فقد  المستخلص من المعدة الرابعة للعجول الرضيعة    انزيم الرنين  اما  .  (  al et Singh(2016,.المائي لبروتينات الغذاء  
من    المستخلصانزيم الكيموتربسين    في حين استبدل.  )et al Gimenes(2021 ,.  الاجبان المختلفةفي صناعة    استعمل

الفقريات تقريباً    انواع  منطقة البنكرياس في التطبيقات التشخيصية والتحليلية ، اما انزيم الببسين الذي يوجد في معدة جميع 
ادخل المنظفات    فأنه  صناعة  لاحظ  (  al et N Jisha(2013,.في  ولقد   . (2016),.et alDadshahi      عند

      ( .  9-7)   الرقم الهيدروجينياستخلاص وتنقية البروتيزات من الروبيان بانها ثابتة تجاه الحرارة العالية وتعمل عند 
 النباتية  المصادر  -2

واسع    زاتالبروتي  استعملت نطاق  المختلفة  النباتية على  التطبيقات  و في  والهضم  الحليب  وتخثر  اللحوم  تطرية  لعلاج  مثل 
من أبرز الإنزيمات    اينالبروميلين والباب  انزيمات  دعُ ت    .)20et al Singh ,.16(  بعض الإمراض الفيروسية والسرطانية

الأناناس   المحللة للبروتينات ، وهما من عائلة  التوالي  Carica papayaو  Bromeliaceaeالنباتية  ومن اهم    ،  على 
انزيم   انتاج  ،  هي   البروميلينمصادر  وأوراقه  ولحاءه  الأناناس  نبات سيقان  فهي  الباباين  انزيم  انتاج  مصادر  البابايا    اما 

)1., 202et al Gimenes(    .  ومن البروتيزات المهمة ايضاً هي انزيمات الكيراتينيزKeratinase  ،  التي استعملت في
النباتية اهتماما متزايدا ، على    زاتاكتسبت البروتي  ،نتاج الأحماض الأمينية الأساسية  وأالشعر والصوف  تحلل بروتينات  

 et Singh أو قد تكون مكلفة من الناحية الأقتصادية  من النباتات تستغرق وقتا طويلا زالبروتيإنتاج عملية الرغم من أن 
al., 2016)).    (2016) لاحظ     Sun et al.      أعلى الإنزيمات    إن  نباتيًا؛    مصدراً من تسعين    اربتقييم ما يق   عند

 .   المحللة للبروتين موجودة في الأناناس والتين والبابايا
 الميكروبية    المصادر -3 

الدقيقة    تعُد     الحية  الانتاج   الكائنات  سرعة  في   تتمثل  مزايا  من  به  تتميز  لما  البروتيزات  لأنتاج  المهمة  المصادر  من 
ومساحة نموها المحدودة وبالتالي قلة التكاليف فضلًا عن سهولة التلاعب الجيني في تركيبها الوراثي وعدم تأثرها بالظروف 

البكتيرية    اتز البروتيفأن  التجارية ،    الناحية من  أما    (.Bhatia et al. 2021 ; Putatunda et al. 2019)  المناخية
الاهتمام    حظيتقد    ةالفطريو  من  اذ  )  (Gurumallesh et al.;2019بالكثير  ثلثي     ،  الميكروبية  البروتيزات  تشكل 

البكتيري والبروتيز   القاعدي ومن اهم هذه البروتيزات هي  البروتيز    المختلفة ،  في الصناعات   المستعملةإجمالي البروتيزات  
التربة  و الفطري ،اذ تم عزل الكائنات الحية الدقيقة المنتجة للبروتيز من مجموعة متنوعة من البيئات مثل الجذور    الحامضي

 Jadhav et al. 2020; Hakim et)وما إلى ذلك    والمخلفات الصناعية والزراعيةتربة المسالخ والصرف الصحي  مثل  
al. 2018; Ash et al. 2018; Prajapati et al. 2017) . 

الميكروبي  تستعمل  من    هالبروتيزات  واسع  مدى  ،في  المختلفة  نوع    التطبيقات  على  اعتماداً  مختلفة  بطرق  وتنتج 
  ( Usman et al.,2021)   الصلبة  الحالةتخمرات    تقنية  الكائن الحي المجهري المستعمل ولعل أفضل الطرق هي استعمال 

لسهولة ، و (    etal.,2020)  Mamo    تفرز خارج خلايا الأحياء المجهريةاي  خارجية    هاتكون أنزيمات ما  وذلك لأنها عادة  
الامكانات   تسخير  امكانية  كذلك  مدته  وقصر  الانتاج  ظروف  على  السيطرة  وامكانية  معها  والتعامل  الاحياء  هذه  تنمية 
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  من خلال الاستفادة من المخلفات الزراعية والصناعية كالنخالة والكسبة وقشور الرز وغيرها   باقل التكاليف   لإنتاجه المحلية  
(Novelli et al., 2016)  .  

 Yin et al.,2020;Patil et)     للبروتيزات الحامضيةتميزت في انتاجها  من الكائنات المجهرية التي  الفطريات  تعُد   
al.,2012    للانزيمات ولها خواص مشابهة  الاخرى  المجهرية  الاحياء  والتي بدورها تقسم الى     ، الحيوانية   ( مقارنة مع 

والتي تميز                               Pepsin like acid protease  نوعين ,الاول هي البروتييزات الشبيهة بالببسين  
                       Rhizopusو    Penicilliumو    Aspergillus    (aspergillopepsin, EC 3.4.23.18)عفن   

  (rhizopuspepsin, EC 3.4.23.21  ( انتاجها  في   )Souza et al.,2017  البروتييزات هي  الثاني  النوع  اما   )
الرنين   بانزيم  عفن    Rennin like acid proteaseالشبيهه  قبل  من  انتجت    Rhizomucorو    Mucorوالتي 

 Endothia parasitica   (endothiapepsin, ECو(    Rhizopus    (mucorpepsin, EC 3.4.23.23)و
3.4.23.22)  (Aljammas et al.,2018; Daudi et al.,2015;)    تعد البروتيزات الحامضيه او ما يسمى ببروتيزات
انتاجهاproteases  aspartic  (EC 3.4.23    )الاسبارتك     في  الاعفان  تميزت   (   (Mamo et al.,2020  والتي 

الاكثر استعمالا في الصناعات الغذائية كصناعة الاجبان وتطريه اللحوم وتحضير المتحللات البروتينية وترويق العصائر  
(       6الا انها تعمل عندا رقم هيدروجيني    )    (2-5)وتكون فعاليتها القصوى وثباتيتها عندما يكون الرقم الهيدروجيني    

 ( Mamo and Assefa, 2018;Sun etal.,2018; Purushothaman etal.,2019;Yujie et al.,2019 ) . 
 من الفطريات  الحامضية ) الاسبارتك( العوامل المؤثرة في انتاج البروتيزات 

ألزرعي       الوسط  يشكل  أذ  الإنزيمات  إنتاج  في  مهماً  دوراً  المثلى  الظروف  التخمر  30تلعب  لعملية  الكلية  الكلفة  من   %
  في  التغيرات. ان     (201et al dos ,.8) وبالتالي فهو يعتبر عاملُا مهما في نمو الاحياء المجهرية المنتجة للأنزيمات  

الخاضعة  و   الحرارة،  ودرجة  الحموضة،  درجة   على  كبير  تأثير   لها  ذلك  إلى   وما  اللقاح،   حجمو   الماء،  ومحتوى   ،المادة 
 الظروف  معرفة  فإن  ولذلك  ،آخر  إلى   نوع  من  كبير  بشكل  المعايير  هذه  تختلفو   ,الدقيقة  الحية  للكائنات  الأيضية  الأنشطة

الكائنات    . (et al Othman ,.2320)اً  ضروري  اً أمر   يعد    الإنزيمات  معظم  لإنتاج   لنمو الفطريات   المثلى ان حاجة  أذ 
 مختلفة   مصادر  من  المعزولة  الأنواع  نفس  بين  حتى  أو  آخر،  إلى  حي  كائن  منتختلف   والنيتروجين  لكربون ا الحية لمصادر

(23., 20et al Hamza )  فالمصدر  ، نتروجيني  ومصدر  كاربوني  مصدر  على  يحتوي  ان  يجب  الزرعي  الوسط   .
الكاربوني يعتبر محفزاً لإنتاج الإنزيمات اومثبطا لها وهذا يعتمد على نوع المصدر الكاربوني وتركيزه في الوسط ، وكذلك 

التي  اللاعضوية    بالأملاحنوع الكائن المجهري المستخدم للأنتاج ،  كما ان المصدر النتروجيني يزود الوسط الزرعي اما  
مثبطاً   تكون  للوسط    لإنتاجقد  اضافتها  عند  بالمصادر    جهزت  ،او    NH4Clالامونيوم كلوريد  مثلالانزيم  الزرعي  الوسط 

ال مثل  المجهري  الكائن  نمو  تحفز  التي  وغيرهاالعضوية  الامينية  والاحماض  تبروتين  فأنها  وبالتالي  في  لعب  ،  كبيراً  دوراً 
الإنزيمات النادرة   تخليق  للمعادن  مصدراً  تكون  والتي  معينة  بتراكيز  الزرعي  الوسط  الى  تضاف  الاملاح  بعض  هناك   ،

( مثل  والكالسيوم  والفوسفات  الكبريت  عن  على  CaCl2فضلًا  تحافظ  وبالتالي  الحموضة  درجة  على  للمحافظة    ثباتيه ( 
الحامضي    زالبروتيانزيم    نتاجلأ  تهدراس  في    et al Othman .)2023(  اشار  .(et al Aunstrup ,.1979)الانزيم   

  إلى   والنيتروجين   الكربون   مصادر  إضافة  الى ان   ،  الصلبة  الحالة  رات تخم  بأستعمال    Aspergillus niger    من عزلة  
  كمصدر  والفركتوز   روجينللنيت  كمصدر  الكازين  عمال ست كأ  ،وتوليفها   الإنزيمات   إنتاج  زيادة  إلى  أدت  الصلب   الوسط

   Pleurotus eryngiiفطر    تنمية  عند  انزيم البروتيز  إنتاج  معدل  ارتفاع    et al Bano .)20(16   كما لاحظ .للكربون 
في  .    كازين%  1و  سكروز%  0.5  على   يحتوي   معدني  وسط  في المستخدمة  الترطيب  محلول  نسبة  في  الاختلاف  ان 

لأنزيم   انتاجيتها  على  وايجاباً  سلباً  يؤثر  مما  المجهرية  الاحياء  وايض  نمو  على  كبير  بشكل  يؤثر  الصلبة  الحالة  تخمرات 
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الترطيب يسبب قلة المغذيات    ( 20et al Bensmail ,.15)وتيز الاسبارتك  بر  محلول  وارتفاع نسبة  انخفاض  ، اذ ان 
 15  –  12عن    للا تقوبالتالي يوفر بيئة غير ملائمة لنمو ونشاط الاحياء المجهرية أذ ان رطوبة المادة الصلبة يجب ان  

et al Othman ..  واشار  (et al Luti., 2014) % والتي تعد الحد الأدنى لتوقف الفعاليات الحيوية للأحياء المجهرية  
 الصلبة   الحالة  راتتخم  بأستعمال   Aspergillus niger    الحامضي من عزلة    زالبروتيانزيم    نتاجلأ  تهدراس في    (2023)

 .  1:0.75الى ان افضل نسبة لمحلول الترطيب في انتاج الانزيم هي    ،
  من  العديد  على  ؤثري  كونه  الهيدروجيني،  الرقم  لتغيرات  للغاية  حساسة  الدقيقة  الحية   للكائنات  الأيضية  الأنشطة  تُعد  كذلك

 تؤدي  المنتجات الايضية ،  وإنتاج   نمو   يضمن   مما   الخلية   غشاء   عبر   المختلفة   الغذائية  العناصر  ونقل   الأنزيمية  العمليات
Othman ) الزرعي   لوسطل  الهيدروجيني الرقم  وبالتالي  الهيدروجين أيونات  توازن  في  أيضي  تحول  إلى   حتمًا  الأنشطة هذه

et al. 2023  )  الوسط الزرعي وهذا في  وجاهزيتها  المغذيات  يؤثر على ذائبية  الهيدروجيني  في قيم الرقم  التباين  وان   ،
 ( . Whitaker , 1972على سير العمليات الايضية وبالتالي تخليق وانتاج الانزيم ) وإيجاباينعكس سلباً 

رقم    عندكان    A. niger FFB1  عفن  بواسطة  لأنزيم البروتيز  إنتاج بأن اقصى      Bensmail et al. (2015) اوضح
الانتاجية  ،  4  هيدروجيني   انخفضت  حين  ذكر    المقابل   في  ,  4  من  الأعلى  الهيدروجيني  الرقم   قيم  جميع  عند  في 
. (2021) et al Chahrazad    ان درجة الحموضة المثلى لأنتاج انزيم البروتيز من عزلة Aspergillus niger    كان

  محايدة،  حموضة  درجة  عند  بروتيني  تحلل  نشاط  أيضًا   لها  كان  المختارة   السلالة  أن  إلى  النتائج  وأشارت  ،=pH ) 3(  عند
   ة مثالي  حموضة  بدرجة  حامضي  أحدهما  ز،البروتي  من  اثنان  الأقل  على  أنتجت  السلالة  أن  يقترح  وقد  أهمية،  أقل  كان  لكنه

انزيم  الرقم الهيدروجيني  الامثل لأنتاج  ان     Mamo et al. (2020)كما بين    .   7    حموضة   درجة   عند   قلوي   والآخر     3
تُعد درجة الحرارة من    وكذلك .     (pH =5)هو       Aspergillus oryzae DRDFS13البروتيز الحامضي من عزلة   

نوع   حسب  الحرارة  درجات  تختلف  اذ  المجهرية  الاحياء  وانتاج  نمو  معدلات  على  كبير  بشكل  المؤثرة   الاساسية  العوامل 
كما تؤثر على معظم التفاعلات الايضية للأحياء المجهرية   ، (et al Banerjee ,.2017) الكائن المجهري المستخدم  

et  Othman)إذ بين     لصفات الفيزيائية للغشاء الخلوي,النشاطات الأنزيمية في الخلية من خلال تأثيرها على ا  بالأخص
al . (2023     انزيم البروتيز الحامضي من عفن     لإنتاج  الأقصى  الحدانAspergillus niger   درجة حرارة   عند  كان  

فعاليته    م     35 يفقد  حتى  الانزيم  انتاجية  في  الانخفاض  الى  يؤدي  الدرجة  هذه  عن  الارتفاع  ان    بسببم      45  عندالا 
الزرعي    تجفيف  تسبب   التي   الأيضية  الحرارة   إطلاق الى  المائي   النشاط  انخفاض  وبالتالي  الوسط  يؤدي    انخفاض   الذي 

  البروتينات   ناتج عن دنترة  يكون   قد ويقلل من نمو وانتاج الاحياء المجهرية أو    التهوية  يقيد  مما   الغذائية،  العناصر   توافر
 et al Foda  .و      et al Khademi  .)1320)    كلًا من    لاحظكما    .  الفطريات  نمو   وانخفاض  الإنزيم  وتثبيط

  (30)  الحرارة   درجة   عند  أفضل  بشكل   يحدث   الصلبة  الحالة   راتتخم   باستخدام   A. niger  من    زالبروتيانتاج    أن   (2012)
, إنزيمدرجة الحرارة المثلى لأإن     et al Chimbekujwo   (2020)اشار    م  من عزلة    نتاج   Aspergillus  البروتيز 

BCW2brasiliensis   .30  يه  الصلبة  الحالة  راتتخماستعمال    طريق  عن    , المستعمل  م  اللقاح  حجم  يختلف  ايضاً 
 الدقيقة  الحية  الكائنات  نمو  لقياس   وسيلة  ، اذ يعد هري فضلًا عن طبيعة عملية التخمربأختلاف نوع وسلالة الكائن المج 

  نمو  لبدء   كافيًا  يكون   لا  قد  المضاف  اللقاح  حجم  انخفاض  أن, كما    كمية من الناتج المرغوب  أقصى  لتحقيق  حيويًا  أمرًاو 
  ارتفاع   يؤدي بالمقابل    ،  أخرى   ناحية  من   الاحياء المجهرية ،   لنمو وتكاثر    طويلاً   وقتًا   يستغرق   أنه  أو   الاحياء المجهرية  

اذ  .  (et al Othman 2023 .)   التخمير   إنتاجية  وتقليل  ها نمو   تثبيط   مع   حركة الاحياء المجهرية    تقييد  إلى  اللقاح  حجم
 Aspergillusمل من حجم اللقاح لأنتاج انزيم البروتيز من عزلة     Chimbekujwo et al . ( 2020   1)  استعمل  

brasiliensis    ،    ذكر عفن   لإنتاج  الأمثل  اللقاح  حجم  أن  et al Bensmail(2015 ) . كما  من  البروتيز  انزيم 
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Aspergillus niger  كما ان هناك ارتباطاً وثيقاً مابين إنتاج الإنزيمات الميكروبية ومدة   .  ملبوغ /    610×    1    كان
التحضين وهذا يعود لوجود علاقة مابين انتاج الانزيمات ونمو الخلايا ، أذ تًعد مدة الحضن من العوامل المهمة التي تؤثر  
على نمو وانتاج الأحياء المجهرية ، وفترة التحضين المثلى لنمو الكائن المجهري لأنتاج الانزيمات تتأثر بعدة عوامل منها  

للحصول على أقصى    التحضين  تختلف فترة  .  أذ  (Park et al . 1979)مكونات الوسط الزرعي ونوع الكائن المجهري  
 Chimbekujwo)فقد اشار   ، مختلفة إنتاجية للإنزيم بين الأنواع المختلفة أو حتى في نفس الأنواع المعزولة من مصادر

et al. ( 2020  من عزلة    انزيم البروتيز  لإنتاج  تحضين المثلى ال  فترة  ان  Aspergillus brasiliensis BCW2   هي  
إن أفضل مدة حضن لإنتاج إنزيم البروتيز ألحامضي من الفطريات    Usman et al. (2021)ذكر، كما    ساعة  72  عند

 ساعة .   120الخيطية كانت  
 تنقية الإنزيم  

في   الموجودة  الاخرى  والبروتينات  المواد  بقية  عن  الانزيم  فصل  بها  يمكن  التي  الخطوات  من  متتابعة  سلسلة  وهي 
الانزيم   لتنقية  طرق  عدة  استخدمت  ولقد   ، للأنزيم  النوعية  الفعالية  تزداد  ان  خلالها  من  يمكن  والتي  الخام  المستخلص 

(0., 202et al Banerjee)   الترسيب بواسطة الاملاح مثل كبريتات الامونيوم والتي تعتمد على اساس معادلة  ، ومنها
الشحنات على سطح البروتين ، أذ تم اختيارها بسبب الذوبانية العالية لها في الماء حيث يزداد تركيز الملح في كل مرحلة 
لكي يتم ترسيب البروتينات الاخرى والتي يتم التخلص منها فيما بعد ، وبعد ذلك يذاب الانزيم بأستخدام دارىء معين او  
ايضاً عن طريق   الانزيمات  ترسيب  ويمكن  اكياس الديلزة ،  استخدام  بواسطة  الغشائي   النضح  المقطر عن طريق  بالماء 

كهربائي مما يؤدي الى زيادة  استخدام المذيبات العضوية مثل الاسيتون والكحول الاثيلي من خلال خفض نقطة التعادل ال 
، والقسم الاخر من طرق التنقية والتي تعتمد  (202et al Fairooz ,.1)قوة الجذب بين جزيئات البروتين وبالتالي ترسيبه  

الغشائي   النضح  طريقة  مثل  الجزيئي  الوزن  اساس  الفائق    Dialysisعلى  الترشيح  وطريقة    Ultra Filtration  وطريقة 
الهلامي   الكهربائي     Gel filtrationالترشيح  الترحيل  طريقة  مثل  الشحنات  مبدأ  على  يعتمد  منها  الأخر  والبعض   .

Electrophoresis   وطريقة  كروموتوغرافيا التبادل الايونيexchange chromatography-Ion  (. et al Kamal
 Aspergillus oryzae   بتنقية انزيم بروتيز الاسبارتك المنتج من عفن     Mamo et al  .(    2020)  قام        .(2017

DRDFS13    بواسطة تقنية كروماتوغرافيا التبادل الايوني     تحت تخمرات الحالة الصلبة(IEC)       باستعمال   عمود
DEAE Sepharose fast flow   ( وحدة / ملغم     183.50( وحدة / مل وفعالية نوعية )    477.11بفعالية انزيمية )

تنقية   مرات  انزيمية     6.20بعدد  )  .     %    9.2وبحصيلة  تمكن        انزيم      et al Hsiao  .(    2014كما   بتنقية 
عفن   من  المنتج  الاسبارتك  عمود      AKTA Purifier 10   تقنية    بواسطة   Rhizopus oryzaeبروتيز   Qعلى  

Sepharose    ومن ثم استخدم عمود    90.6وبحصيلة انزيمية     22بعدد مرات تنقية %Phenyl Sepharose    بعدد
 %  . 58.8حصيلة انزيمية وب  3.4مرات تنقية 

 توصيف إنزيم البروتيز  
      الوزن الجزيئي  -1

تختلف البروتيزات في اوزانها الجزيئية نتيجة لأختلاف المصادر المستخلصة منها ، اذ تستعمل عدة طرق لتحديد الاوزان  
 SDSبوجود المادة الماسخة    Electrophoresisوالترحيل الكهربائي     Gel-Filtrationالجزيئية مثل الترشيح الهلامي  

السرعة   الفائق  الكهربائي   Ultracentrifugeوالنبذ  الترحيل  ويعد  المستخدمة    ،  الطرق  اكثر  من  هي  الهلامي  والترشيح 
 . ) (Devi and Hemalatha ,2014لقياس الوزن الجزيئي  

 Aspergillusالى ان الوزن الجزيئي لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنتج من عفن     et al Wei  .(    2023)  أشار         
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niger    الكهربائي    50  هو الترحيل  تقنية  بأستعمال  .     PAGE  –SDSوبأستعمال     Electrophoresisكيلودالتون  
   Y1Aspergillus oryzaeان الوزن الجزيئي لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنتج من عفن    et al Ao (2018),. ولاحظ  

et  Chimbekujwo  ,(  2020)  . لاحظ     Electrophoresisكيلودالتون  بأستعمال تقنية الترحيل الكهربائي    45   هو
al      عفن من  المنتج  الاسبارتك  بروتيز  لأنزيم  الجزيئي  الوزن    68   هو   BCW2Aspergillus brasiliensis     ان 

 .    PAGE  –SDSبوحود المادة  الماسخة و   Electrophoresisكيلودالتون  بأستعمال تقنية الترحيل الكهربائي 
Bacillus    siamensis   ان الوزن الجزيئي للبروتيز المستخلص من بكتريا    et al Tarek  .(    2023)  لاحظ       

CSB55   بأستعمال تقنية الترحيل الكهربائي كيلودالتون  25هوElectrophoresis     (  2021) . اشار. et  Karray
al      الى ان الوزن الجزيئي للبروتيز المنتج من بكترياBacillus stearothermophilus      بأستعمال  كيلودالتون     28هو

إن الوزن الجزيئي     Devi and Hemalatha .  (2014) كما لاحظ  .    Electrophoresisتقنية الترحيل الكهربائي  
هو   نبات البطيخ  بذور  من  المستخلص  الهلامي   كيلودالتون    54للبروتيز  الترشيح     Gel- Filtrationبأستعمال طريقة 

الوزن الجزيئي للبروتيز المستخلص   إلى إن Soufi-Al  (2013) .وأوضح     .  Sephadex G-200وباستخدام عمود  
 -Gelبأستعمال طريقة الترشيح الهلامي    دالتون   31000هو    .Lactuca serriola Lمن اوراق نبات الخس الشوكي  

ation Filtr     عمود للبروتيز   Yadav   (2011)لاحظ  .    Sephacryl  S-200وباستخدام  الجزيئي  الوزن  ان 
نبات   من  الكهربائي    كيلودالتون   Linn Euphorbia neriifolia  35.24المستخلص  الترحيل  تقنية  بأستعمال 

Electrophoresis   بوحود المادة الماسخة وSDS – PAGE   . 
 تأثير الرقم الهيدروجيني على فعالية الإنزيم وثباته     -2

عند رقم هيدروجيني معين  يسمى بالرقم    تتأثر فعالية وثباتية الانزيم بالرقم الهيدروجيني ، وتكون الفعالية القصوى لكل انزيم
الرقم    هذا  عن  الانحراف  عند  الانزيم  فعالية  وتقل  الامثل  ،  Kuddus., 2018)الهيدروجيني  الأرقام     (  تعتمد  إذ 

على   للأنزيمات  المثلى  والمادة  الهيدروجينية  الحرارة  ودرجة  الايونية  والقوة  الدارىء  المحلول  طبيعة  مثل  عوامل  عدة 
الى    الرقم الهيدروجيني  قد يسبب التغير في  و    ،   الخاضعة وتركيز ومصدر الانزيم  وتركيز المثبطات والمنشطات للأنزيم

  وللرقم الهيدروجيني ،   في تركيب البروتين مما يؤدي الى التأثير في طبيعة الانزيم وفعاليتة    Denaturation مسخ حدوث 
نتيجة   على الفعالية الإنزيمية الكلية    مما يؤثر  الموقع الفعال للأنزيم  تأثير على ايونية الاحماض الامينية الموجودة في  

الكبير في   تأثيره  الخاضعة فضلًا عن  المادة  وتأين  الخاضعة  والمادة  الانزيم  معقد  تأين  التفاعل مثل  مكونات وسط  لتأين 
أشار  Segel,1976)  الانزيم   ثباتيه إذ   .  )Mamo et al. (2020)      الانزيم  ان فعالية  من  ثبات  المنتج 
ي   13DRDFSAspergillus oryzaeعفن هيدروجيني  رقم  في  )  كانت  بين  الرقم    6.5  -4.5تراوح  ان  حين  في   )

البروتيز المنتج من عزلة    إنزيم  ثباتيهإن    et al Guo  .(2021)  أكد  .  و    5كان     الهيدروجيني الامثل لأنزيم البروتيز
Penicillium sp. XT7     يكانت هيدروجيني  رقم  )  في  بين  له    أعلى  أظهربينما    (،6-3تراوح  الرقم    عندنشاط 

 .     3  الهيدروجيني 
بكتريا    et al Karray  .(    2021)  وذكر       من  المنتج  البروتيز  أنزيم  فعالية  ثبات   Bacillusان 

stearothermophilus  ( في حين ان الرقم الهيدروجيني الامثل كان  11 -7كانت في رقم هيدروجيني يتراوح بين )10 
واشار    .  (2023    ).  et al Wei     انزيم    ثباتيهان من    البروتيزفعالية  رقم    Aspergillus nigerعفن  المنتج  في 

ان      et al Hsiao  .)1420). وكما ذكر     3والرقم الهيدروجيني الامثل للأنزيم كان    (  5  -2تراوح بين )  هيدروجيني ي
( في    3.6  -3تراوح بين )  كانت في رقم هيدروجيني ي    Rhizopus oryzaeالبروتيز المنتج من عفن  ثباتية فعالية انزيم  

ثباتية إنزيم  إن     et al Chimbekujwo.(    2020)  واشار  .     ( 3.4كان )إن الرقم الهيدروجيني الامثل للأنزيم    حين
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 6  -4تراوح بين  )  في رقم هيدروجيني ي  كانت    strain BCW2Aspergillus brasiliensisعفن  البروتيز المنتج من  
 .   9كان    ( بينما كان الرقم الهيدروجيني الأمثل للأنزيم

 تأثير درجة الحرارة على فعالية الإنزيم وثباته     -3
تؤثر درجة الحرارة في سرعة التفاعل الإنزيمي نتيجة لتأين المجاميع الفعالة لكل من الانزيم والمادة الخاضعة ، وتكون      

فعالية   في  الحرارة  درجة  تأثير  ويعتمد   ، المثلى   الحرارة  بدرجة  تسمى  معينة  حرارة  درجة  إنزيم عند  لكل  القصوى  الفعالية 
الإنزيم على تركيز المادة الخاضعة وثباتها وطبيعة بروتين الانزيم وثباته والالفة بين الانزيم والمادة الخاضعة والقوة الايونية 

، فضلًا عن ان وجود بعض المواد الأخرى مع الانزيم مثل الكاربوهيدرات    ووجود المنشطات والمثبطات والرقم الهيدروجيني
النقية   فألانزيمات   ، للحرارة  مقاومة  اكثر  وتجعله  للأنزيم  حماية  تعطي  التي  تستطي والبروتينات  في    علا  الارتفاع  مقاومة 

    .    (Segel ,1976 ; Whitaker ,1972 )درجات الحرارة بينما الانزيمات غير النقية تكون اكثر مقاومة للحرارة 
 50كانت    Aspergillus nigerعفن المنتج من   لأنزيم البروتيز   المثلى الحرارة درجة ان et al Wei .(  2023) اشار  
 م   65  حرارة  درجة  عند   لكن لم يظهر اي نشاط للأنزيم  ،م    60  حرارة  درجة  عند %  81  بنسبة  بنشاطه  الإنزيم  احتفظو   م
  نشاط  انخفض   بينما   عاليًا،   ثباتًا  الإنزيم  أظهر   ساعات،  3  لمدة  م   50  -30  حرارة  درجة  عند  الانزيم  تحضين  تم  عندماو 

  .(  2021)    لاحظ.     م    60  عند  التحضين  من  دقائق   10  بعد  تمامًا  تعطيله  وتم  ، م     50  بعد  ما   إلى   ملحوظ  بشكل  الإنزيم
et al Guo    ان درجة الحرارة المثلى لأنزيم البروتيز المنتج من عزلةsp. XT7 Penicillium    مئوية  درجة  30كانت  

  بعد   ملحوظ   بشكل  المتبقي   نشاطه  وانخفض  مئوية  درجة  20  عند  للنشاط   الأقصى   الحد   من %  86.8  بنسبة  الانزيم   احتفظو 
عند توصيف البروتيز الحامضي  المنتج من عفن        Souza et al. (2017) كما أشار    .  مئوية  درجة  50  عند  الحضن 

Aspergillus foetidus   (  م  55ان درجة الحرارة المثلى لأنزيم  البروتيز هو )    وان ثباتية الانزيم تكون عند مدى واسع
 م .  ( 60-30من درجات الحرارة تتراوح بين )

والمنتج من    المنقى  مضي ا الح  البروتيني  الأنزيم  على  الحرارة  درجة  تأثير  تهدراس  عند  201et al Sampaio) .1ولاحظ ) 
ان درجة الحرارة المثلى    ( م    65-20عند مدى واسع من درجات الحرارة تراوحت بين    )    Aspergillus clavatusعفن  

اشار    م .    (    60-30)  وان ثباتية الانزيم تكون عند مدى من درجات الحرارة تراوحت بين  ( م  55لأنزيم  البروتيز هو  )
  (2023    ).  et al Tarek  عفن  المنتج من    لأنزيم البروتيز  المثلى  الحرارة  درجة  انCSB55 Bacillus siamensis 

 بنسبة  بنشاطه  الإنزيم  احتفظو   م  (  80-30وان ثباتية الانزيم تكون عند مدى من درجات الحرارة تراوحت بين )  م  55كانت  
  الإنزيم  احتفظ و   ،   التوالي  على   ساعات  4و  6و  10و  14و  16  لمدة   م    80و  70و  60و   50و  40  حرارة  درجة  عند %  80

 .   التوالي علىة  ساع  2و 4 لمدة م    90و  80  حرارة درجة عندنه حض عند% 50  بنسبة بنشاطه
 تأثير الثوابت الحركية    -4

للتفاعلات    المهمة      من القيم(  Km)وثابت ميكالس     (Vmax)تعد الثوابت الحركية  والتي تشمل السرعة القصوى         
( بأنه تركيز المادة الخاضعة التي تكون عندها سرعة التفاعل الانزيمي تساوي  Kmثايت ميكالس )  يعرفاذ    ،  ،  الإنزيمية

 ( ميكالس  ثابت  قيمة  وتعبر   ، القصوى  السرعة  الفعالية  Kmنصف  ان  اذ   ، الخاضعة  والمادة  الانزيم  بين  الألفة  عن   )
الإنزيمية تكون عالية للأنزيمات التي تكون فيها قيمة ثابت ميكالس واطئة وعلى العكس من ذلك تكون الفعالية الانزيمية  

 .   (    Copeland  (2000,. واطئة للأنزيمات التي تكون فيها قيمة ثابت ميكالس عالية   
خلال     Purushothaman et al . (2019)بين        على  من  التفاعل  خليط  المادة  ا تر   احتواء  من  مختلفة  كيز 

قيم الثوابت  ، ان   .Lineweaver- Burk plotوبأستعمال طريقة  % (    2  -0هيموكلوبين ( تراوحت بين )  الالخاضعة ) 
ملغم / مل    6.3كانت     Aspergillus nigerالمنتج من عفن      بروتيز الاسبارتك  لأنزيم  )  Vmax  (و  (Kmالحركية  )
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 Ao. ولاحظ    م    60ودرجة حرارة  4مايكرومول / دقيقة على التوالي عند رقم هيدروجيني  50مايكرومتر( ، و  98.52)
et al. (2018)  لتر( غرام /    3  -  0.5تراوحت بين )      تراكيز مختلفة من المادة الخاضعة ) الكازين (   عند استعمال   

و    Kmقيم الثوابت الحركية   ان  ،     .Lineweaver- Burkوباستخدام طريقة    م    55ودرجة حرارة    7عند رقم هيدروجيني  
Vmax    عفنالبروتيز  لأنزيم من  و    20.0769كانت       Y1Aspergillus oryzae    المنتج  /مل    256.4103ملغم 

تراكيز مختلفة من المادة الخاضعة        عند استعمال   et al Wei  .(    2023)  غرام / مل في الدقيقة على التوالي . واشار  
دام طريقة  وباستخ    م    40ودرجة حرارة      3عند رقم هيدروجيني     لتر( غرام /     3  -  0.2تراوحت بين )      ) الكازين (

Lineweaver- Burk.     ،  ان( قيم الثوابت الحركيةKm)  و)  Vmax  (  المنتج من عفنالبروتيز  لأنزيم    Aspergillus 
niger     (    2015)  كما استطاع   .    وحدة / ملغم على التوالي  83.54ملغم /مل و    2.44كانت.  et al Niyonzima 

وكانت    Aspergillus terreus gr  المنتج من عفنالبروتيز  لأنزيم  )  Vmax  (و  (Kmمن تحديد قيمة الثوابت الحركية )
وباستخدام طريقة      م    50ودرجة حرارة      11عند رقم هيدروجيني     وحدة لكل مل على التوالي  12.8ملغم /مل و    5.4

Lineweaver- Burk.   . 
 تأثير العناصر المعدنية والمنشطات والمثبطات على فعالية انزيم بروتيز الاسبارتك     -5
فعالية        على  المعدنية  والايونات  المركبات  ، الإنزيمتؤثر  ير   ات  من    بالإنزيم تبط  فبعضها  و ف ويزيد  سمى  تعاليته 
Inhibitor     ،(et  Usharaniوالبعض الاخر  يقلل  من فعالية الانزيم وتسمى بالمثبطات     Activatorsالمنشطات   ب

al., 2010).     تقليل الى  يؤدي  مما  الفعال  بالموقع  ارتباطها  خلال  من  يكون  الخاضعة  المادة  على  المثبطات  تأثير  ان 
الخاضعة   المادة  وتركيز  المثبط   تركيز  على  تعتمد  الانزيم  تثبيط  عملية  ان  اذ   ، والانزيم  الخاضعة  المادة  بين  الالفة 

الأيونية والقوة  الهيدروجيني  والرقم  الحرارة  ودرجة  التفاعل  ووقت  ومصدره  الإنزيم  وتركيز   Panesar et     وطبيعتها 
al.,2006) (          .   

كان لها تأثير في زيادة فعالية انزيم البروتيز المنتج من   Mn+2و   Cu +2الى ان ايونات   et al Song  .(    2020أشار  )  
)    ذكر استعمال الببستاتين ادى الى تثبيط الانزيم بصورة كاملة .      ان   في حين  Aspergillus niger F0215عفن   
2014    ).  and HemaLatha Devi    ان انزيم البروتيز المنتج من بذورVar agrestisCucumis melo    ُبط قد ث

 .  EDTAبينما تأثر الانزيم قليلًا عند حضنه مع مادة   PMSFملي مولاري من مادة  5بصورة كاملة عند حضنه مع  
اذ   ،  Amylomyces rouxiiلأنتاج انزيم بروتيز الاسبارتك من فطر     al et Marcial. )(2011بها   وفي دراسة قام   

ملي    1استعمال  الا ان    % ،73على تثبيط الانزيم بنسبة  ملي مولاري من الببستاتين يعمل    3اظهرت النتائج ان استعمال  
 EDTAملي مولاري من     1استعمال    ان% ، في حين  12يعمل على تثبيط عمل الانزيم بنسبة    PMSFمولاري من   

عدم وجود إي تأثير تثبيطي عند   et al.  Hsiao)1420)كما لاحظ        % . 20يعمل على تثبيط عمل الانزيم بنسبة 
 3.4عند الرقم الهيدروجيني     Rhizopus oryzaeلأنزيم البروتيز المنتج من عفن     EDTAملي مولاري من    10إضافة  

، في    Pepstatin A، بينما حصل تثبيط عمل الانزيم بشكل كامل عند استعمال مادة الببستتاتين      م    35ودرجة حرارة   
   Zn+2  ي مولار   ملي  1  إضافة  اما عند  البروتيني،  التحلل  نشاط  على  تأثير  أي  Ca+2  مولار  ملي  1  لإضافة  يكن  لمحين  

 .   طفيف  بشكل الإنزيم  نشاط تقليل  إلى أدت  Co+2و  Mn+2 و  Cu+2و  Ni+2و
 الخاتمة  

تنتج الكائنات الحية أذ  يتزايد الطلب على الإنزيمات في القطاعات الصناعية بسرعة بسبب مزاياها الاقتصادية والبيئية.   
نتيجة من مصادر ميكروبية    ومن بين هذه الانزيمات هي انزيمات البروتيزات المنتجة  الدقيقة أنواعًا مختلفة من الإنزيمات 

  مصادر   هي  الفطريات  وتعد  اكتسبت اهتمامًا خاصًا في القطاعات الصناعيةوالتي    التكلفة وارتفاع معدل الإنتاجلأنخفاض  
الاسبارتك     البروتيز  نزيمات أ   لأنتاج   جيدة بروتيز  من  وخاصة  ينتج    جنس   إلى   تنتمي  التي  الفطرية   العزلاتالذي 

Aspergillus   . 
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