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   حمض هيدروكسي السيناميكستيرازالتنقية الجزئية لا

  الفيروليك اصطناع الإستر الإيتيلي لحمض فعاليته فيودراسة 
  
 

  )3(فادي خضر و)2(يفاء العظمةهو (1)غسان أبوشامة
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04/03/2013قبل للنشر في   

 
  الملخص

 ,Hydroxycinnamic acid esterase(ك ستيراز حمض هيدروكسي السيناميلا تنقية جزئية جرت
HCAE (منفطري المنشأ  Humicola sp.ـا   وذلك بترسـيبه  ؛وأ الأمونيـوم  سـلفات باسـتخدام  إم 

 ـعد الترسيب بب) %91( الإنزيمية فاعليةمردود للأعلى   الحصول على    جرى. تونيالأس  .تونياستخدام الأس
 ـ   معس  يالمق) %30( فاعليةالمردود  تقريباً من    أكبر بثلاثة أضعاف     وهو .  الأمونيـوم  سلفات الترسـيب ب

 الإستر الإيتيلي   اصطنع. pH 6.5وقيمة الـ   م   °50 درجة الحرارة   كل من    مثلى عند    فاعليةأبدى الإنزيم   
 تفاعـل  فـي  المـاء  أثردرس كما . توني الترسيب بالأسبعد الإنزيمية فاعليةلحمض الفيروليك باستخدام ال  

  %.2 نسبة الماء في المزيج التفاعلي بلغتعندما  %) 95.7 (هذا التفاعللمردود أعلى   ونتجالأسترة
  

 فاعليةالحمض الفيروليك،   ستيراز حمض هيدروكسي السيناميك،     ا :الكلمات المفتاحية 
  .ز الحيوييحفتالترسيب، ال، الإنزيمات تنقيةالإنزيمية، 
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ABSTRACT  
A partial purification was performed for the fungal hydroxycinnamic acid 

esterase (HCAE) from Humicola sp. by precipitation using either ammonium 
sulfate or acetone. The highest activity yield (91%) was obtained after the 
precipitation by acetone, which was nearly three times higher than the activity 
yield (30%) measured after the precipitation by ammonium sulfate. The 
enzyme showed optimal activity at 50 °C and pH 6.5. Enzymatic synthesis of 
ferulic acid ethyl ester was achieved using the enzyme issued from the 
precipitation by acetone. The effect of water on the esterification reaction was 
studied, and the result showed that the highest esterification yield (95.7%) was 
obtained when the percentage of water was 2% in the reaction mixture. 
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  المقدمة
، جـزءاً  (Hydroxycinnamic acid, HCA)تشكل حموض هيدروكسي الـسيناميك  

هـذه   حيث توجد    ،كبيراً من الحموض الفينولية التي تدخل في تركيب جدار الخلية النباتية          
يـرتبط   [2,1].مؤسترة مع البوليميرات السكرية في الجدار الخلـوي النبـاتي           الحموض  

مـع البـوليميرات   ) حمض الفيروليك(ميتوكسي السيناميك  ـ3ـ دروكسيـ هي4حمض 
يقـوم   و .[3-5] كال مختلفة من الروابط الإستيرية    السكرية في الجدار الخلوي النباتي بأش     

 يـؤدي   امم ؛بربط سلاسل البوليميرات السكرية الواحدة مع الأخرى أو حتى مع الليغنين          
في عمليات التحول الحيوي    الفيروليك  حمض  يدخل   [6].زيادة صلابة الجدار النباتي     إلى  

 كمـا   .من أجل إنتاج الفانيلين المنكه الأكثر استخداماً في مجال الصناعات الغذائية عالمياً           
فهو يسهم   ، الدوائية  له المجال أمام العديد من التطبيقات      فتحتتأكسد  لل المضادة هصفاتأن  
من  .[8,7] مراض القلبية والسرطانية   أمراض تصلب الشرايين وبعض الأ     منالحماية  في  

 جزيئاتبعض ال  يحمي الخلايا العصبية من      لهذا الحمض ناحية أخرى فإن الإستر الإيتيلي      
  [9].سامةال

والفيروليـك أهميـة     يـك الكافيتمتلك حموض هيدروكسي السيناميك وأهمها حمـض        
انحلاليتهـا  لكـن   .  ويعود ذلك لما تتمتع به من خصائص مضادة للتأكسد         .صناعية كبيرة 

المعتبرة في الماء والضعيفة جداً في الأوساط الدسمة يحد مـن اسـتثمارها فـي مجـال                 
ولذلك فقـد درسـت إمكانيـة ربـط حمـوض           . ةالصناعات الغذائية والتجميلية والدوائي   

 مع جزيئات أخرى مثل الكحولات الأليفاتيـة مـن أجـل تحـسين              هيدروكسي السيناميك 
تبين أن هذه الإنزيمات غير     قد  و. باستخدام إنزيمات الليباز  مة  انحلاليتها في الأوساط الدس   

قادرة على تحفيز تفاعلات الأسترة تلك بسبب وجود وظيفة مانحة للإلكترون مقترنة مـع              
 من اعتمـاد    لذا كان لابد  ]. 10-12[وكسيلية لحموض هيدروكسي السيناميك     الوظيفة الكرب 

 مثـل إنزيمـات إسـتيراز حمـض     HCAه إنزيمات أخرى أكثر نوعية من الليباز تجـا       
من أجـل تحفيـز   ) Hydroxycinnamic acid esterase, HCAE(هيدروكسي السيناميك 

  ].13-17[تفاعلات أسترة هذه الحموض
 من أهم إنزيمات الحلمهة المـسؤولة عـن تحطـيم الـروابط             HCAE إنزيمات   دعت

 الجانبيـة للبـوليميرات     بين حموض هيدروكسي السيناميك والسلاسل    وتشكيلها  الإستيرية  
 .السكرية في الجدار الخلوي النباتي

ــشفت ال ــةاكت ــة فاعلي ــا HCAE الإنزيمي ــي خلاي ــرة ف  Streptomyces أول م
olivochromogenes   وتنقيتـه   بعد ذلك عزل الإنزيم      جرى [18]. 1987عام   الجرثومية
 HCAE نزيمات إمكانية وجود إ   عن ثم توالت الدراسات     [19]. 1991من هذه الخلايا عام     

 فاعليـة  يتمتع بهذه الالمكروباتفي مصادر بيولوجية مختلفة ووجد أن عدداً لابأس به من     
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  Aspergillus niger وAspergillus awamori [20]مثـل  الإنزيمية خاصة الفطريـات  
.[23-21] ز إنزيمات   تتميHCAE    وعـدم حاجتهـا إلـى التمـائم الإنزيميـة          بثباتيتهـا  

)Co-enzyme(  ،حالياً  تُستخدم [24].وساط العضوية    في الأ  افاعليتهعلى  تحافظ  أنها   كما
صـناعة   فـي    التطبيقية والصناعية فتدخل مثلاً    في العديد من المجالات    HCAEإنزيمات  

عملية استخلاص  على  ساعد  ما ي مثل الكسيلاناز، م  حلمهة  الإنزيمات  غيرها من   الورق مع   
والحصول على عجينة أكثـر  من جهة  هلاك الكلور   لتقليل من است  التي تؤدي إلى ا   الليغنين  

  [25].  من جهة أخرىبياضاً
هدف بحثنا إلى إجراء تنقية      بشكل نقي تجارياً،     HCAE إنزيمات   فراتوعدم  إلى  نظراً  

ام يحتـوي علـى عـدة        ضمن مستحضر إنزيمي خ    الموجودجزئية لأحد هذه الإنزيمات     
حـرارة  ال درجـة    مثلعمل هذا الإنزيم    ثم دراسة الشروط المثلى ل    ومن  إنزيمات حلمهة،   

 تفاعل الأسترة بـين حمـض الفيروليـك         تحفيز في فاعليتهاختبار   وأخيراً ،وسطال pHو
  . وتحديد التركيب الأمثل للوسط التفاعليوالإيتانول

  مواد البحث وطرائقه
  المستخدمةالمواد 

مـن أجـل     دمتْالتي اِستُخ المواد الكيميائية والمذيبات العضوية     ) 1 (يوضح الجدول 
  .نجاز هذا البحثإ

  . المواد الكيميائية والمذيبات العضوية المستخدمة في هذا البحث)1 (الجدول
  النقاوة  الوزن الجزيئي  المصدر  المادة

  Fluka 194.18  ≥98%  حمض الفيروليك
  Aldrich  222.24 ≥98%  الاستر الايتيلي لحمض الفيروليك

  Sigma-aldrich  132.14 ≥99.0%  الأمونيوم سلفات
  Sigma-aldrich  163.94 ≥96%   الصوديومفسفات
  Sigma-aldrich  165.01 ≥99%  حادية الصوديومأ فسفات
  Sigma-aldrich  177.99 ≥99.5%   ثنائية الصوديومفسفات

  Sigma-aldrich  46.07 ≥99.8%  الإيتانول
  Sigma-aldrich  32.04 ≥99.9%  الميتانول
  Sigma-aldrich 58.08  ≥99.9%  الأسيتون

  (DepolTM 740L) المستحضر الإنزيمي
فطـر  ال مستخلصة من لعدة إنزيمات حلمهة يتميز هذا المستحضر بكونه مزيجاً تجارياً 

Humicola sp.  ق  . المكون الرئيسي لهيراز حمض الفيروليكيشكل إستحيثـسوهـذا  ي 
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لزج بنـي اللـون،      البريطانية على شكل سائل      Biocatalysts من قبل شركة     المستحضر
  .6 إلى 4 من pH للـ وقيم م° 40-65 حلمهة عند مجال لدرجة الحرارة فاعليةويملك 

  البروتينات وتركيز الإنزيمية فاعلية القياس
 تفاعـل   منتحديد كمية حمض الفيروليك المتحررة      ب HCAE الإنزيمية   فاعلية ال قيست

 وسط تفـاعلي يحـوي       وذلك ضمن  ؛الإيتيلي لحمض الفيروليك  تر  الحلمهة الإنزيمية للإس  
 محضر ضمن محلول موقٍ    لتر/لي مول  مي 1.33[هذا الإستر   من محلول    لترمكرو 1995

لتـر مـن    مكرو 5 بعـد إضـافة    ])pH :6.5 -ترل/لي مول  مي 70( الصوديوم   فسفاتمن  
 ثـم أخـذ   . يقيتينمدة دق  م° 40  تفاعل الحلمهة عند الدرجة      أجري.  الإنزيمي المستحضر

ثلاثـي   / مرة باستخدام محلول ميتانول100 ومددتلتر من المزيج التفاعلي، مكرو 100
رجاج المازج  بالتحريك العينة   مع  ) 100/0.01( بنسبة حجمية    )TFA( حمض الخل    فلور

)Stuart SA8 Vortex,UK Mixer ( نٌبـذت دقيقـة،  / دورة2500 ثانية وبسرعة 20مدة 
 ,Hermle:Z 160 M Centrifuge(ئية مكرو دقائق باستخدام مثفلة 5مدة   بعد ذلكالعينة

Germany (   شحت ثم دقيقة،/ دورة 13400وبسرعة تثفيلسـلولوزي  باستخدام مرشح    ر 
 كمية كل من حمض الفيروليك المتحـرر وإسـتره الإيتيلـي             عينت .)اًمترمكرو 0.22(

 HPLC )Agilent technologies 1260 ستشراب السائل رفيع الإنجازتقانة الاباستخدام 
infinity(ف المـصفوفات اشمك والمؤلف من مضخة وحاقن آلي و )Photodiode array 

detector(، مـن خـلال البرنـامج الحاسـوبي        معالجـة المعطيـات البيانيـة        جرت و
Chemstation.  

-Agilent HC(عمـود  ال وفـق مبـدأ الطـور العكـوس باسـتخدام      فُصلت العينات
C18 ; 4.6X250 mm - 5µ( . قندد طول الموجة اًلترمكرو 50حيث حمن كل عينة وح 

  ].26[ لكشف حمض الفيروليك وإستره الإيتلي اً نانومتر322
  :استخدم طور متحرك مؤلف من محلين مختلفين هما

   ميتانول: A المحل
  ) TFA) 50/50/0.01V/V/V/ماء/ ميتانول: B المحل
  :الآتي وفق التدرج دقيقة/ مل0.6بتدفق 

20-25 min  16-20 min  10-16 min  5-10 min  0-5 min  
20% B  20% B  80% B  50% B  20% B  

كمية الإنـزيم   ها  أنَّب وتعرف) U( بالوحدة   HCAE الإنزيمية   فاعلية التعبير عن ال   جرى
 الإيتيلي خلال دقيقة واحـدة      همول من حمض الفيروليك من إستر     مكرو 1تحرير  ل اللازمة

  .pH  6.5  ـلاة قيموم  °40 عند الدرجة 
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 وباقي العينـات وفـق    التجاري   الإنزيمي   المستحضر المحتوى البروتيني ضمن     عين
باسـتخدام  ) bicinchoninic acid kit, BCA -Sigma(البيـسانكونينيك  طريقة حمـض  

   ].27 [البقري كمحلول قياسيالمصل ألبومين 
   الجزئية للإنزيمالتنقية

   الأمونيومسلفاتالترسيب ب -1
 DepolTM الإنزيمي المستحضرمل من 1ترسيب ب HCAEنزيم جزئية لإ تنقية أجريت

740L  وذلك عند درجة الحرارة  ؛من حد الإشباع% 20كيز ترب الأمونيوم سلفات باستخدام 
هـي   الأمونيـوم    سلفات الخطوة السابقة من أجل تراكيز أخرى ل       أعيدت .مدة ساعة م   4°

باستخدام ذلك   بعد    العينات نٌبذت. عمن حد الإشبا  % 100و %80و %60و %50و 40%
كـل   الرشاحة عن    ت ثم فصل  ،دقيقة/ دورة 13400بسرعة   دقائق   5ية مدة   مكروال المنبذة

 فسفات دارئة مل من محلول     1كل راسب بـ     ، وأذيب بالإبانةمن الرواسب الستة    راسب  
حاليل من الم   من كلٍ  لترمكرو 5بعد ذلك     أخذ .)pH :6.5 -لتر/ مول ميلي 70(الصوديوم  

  .فيها البروتينات وتركيز HCAE الإنزيمية فاعليةمن أجل قياس ال الناتجة
  تونيالترسيب بالأس -2

 فـي   مل أسـيتون 4بإضافة  DepolTM 740Lالمستحضر الإنزيمي مل من 1 رسب
ية مدة  مكرو ال المنبذة باستخدام    ذلك  العينة بعد  نٌبذت. مدة ساعة م   °18ـ   درجة الحرارة   

 ثم فصلت الرشاحة عن الراسب بالإبانة، ومن ثـم          ،دقيقة/ دورة 13400ة   دقائق بسرع  5
 pH -لتـر / مـول ميلي 70( الصوديوم  فسفات دارئة مل من محلول     1 الراسب بـ    أُذيب
  . البروتيناتوتركيز HCAE الإنزيمية فاعليةقياس الل لترمكرو 5ثم أخذ  )6.5

  HCAEزيم إنلعمل ) pH والـ درجة الحرارة(تعيين الشروط المثلى 
دارئة  مل من    1 بـ   ثم أذيب الراسب  مل من المستحضر الإنزيمي بالأسيتون      1 رسب

  عينـات حجـم كـل منهـا         تأخـذ  .)pH 6.5 -لتر/ ميلي مول  70( الصوديوم   فسفات
الإنزيمية تجـاه    فاعلية ال قيست إذْ،   لتحديد درجة الحرارة المثلى لعمل الإنزيم      لترمكرو 5

قيمة عند وم  °75-20 في درجات حرارة مختلفةض الفيروليك لإستر الإيتيلي لحمحلمهة ا
 عينـات   ت أخـذ  فقدلعمل الإنزيم    المثلى pH أجل تحديد قيمة الـ      ا من أمpH 6.5. لـ  ا

 ـ الترسيب بالأ  عنالناتج  المحلول الإنزيمي السابق،    من   لترمكرو 5حجم كل منها     تون، يس
 1.33(ستر الإيتيلي لحمض الفيروليك      عدة محاليل للإ    الإنزيمية لها ضمن   فاعليةوقيست ال 

 جـرى حيـث   . م °40 درجة الحرارة في  ] pH] 4-10 مختلفة قيم الـ     )لتر/  مول ميلي
من أجل قيم الـ    ) لتر/  مول ميلي 100( ثنائية الصوديوم    فسفات - سيترات دارئةاستخدام  

pH 4 الـ   قيمأجل  لتر من   /  ميلي مول  70 فسفاتدارئة   استخدام   جرىو 5 و pH 5  من 
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من أجل   )لتر/  مول ميلي 100( الصوديوم   هيدروكسيد -غليسيندارئة   تاستخدمو 8إلى  
  .10 وpH 9قيم الـ 

   للإستر الإيتيلي لحمض الفيروليكصطناع الإنزيميالا
 HCAEإنزيم صطناع الإستر الإيتيلي لحمض الفيروليك باستخدام     ا تفاعل   تحفيز جرى

مـن غـاز الآزوت      تيـار ببعد تجفيفـه    و تونيسالناتج عن التنقية الجزئية بالترسيب بالأ     
الإيتـانول  لتر مـن    مكرو 500 فيمول من حمض الفيروليك     مكرو 5 أذيب. %)99.9(

 حـضن   .HCAEإنـزيم   غ من    م 5 ، ثم أضيف  )صغري (يمكرونبوب  المطلق ضمن أ  
بـسرعة   )Stuart, SI500 (الهزازةحاضنة ال باستخدامم  °50 الدرجة فيالمزيج التفاعلي 

مددت ولتر  مكرو 5 سحب عينات حجمها  خلالها  جرى    ساعة 200مدة  دقيقة  / رة دو 150
 حللـت ثـم    ،)100/0.01( بنـسبة حجميـة      TFA/ميتانولال باستخدام محلول     مرة 200

  .HPLC باستخدام جهاز الاستشراب السائلي الرفيع الانجاز
 الإيتـانول   باستبدال الماء   أثرمن أجل دراسة    ثلاث مرات   أعيد إجراء التفاعل السابق     

 ، سـاعة  200 إيقاف التفاعل بعد     جرى و .بالإيتانول المطلق  )%85،  %95،%98(المائي  
  : يأتي كماالأسترة تفاعلمردود ب حس و HPLCللت العينات باستخدام جهاز الـ حثم 

  h 200)حمض الفيروليك (– o)حمض الفيروليك(
  (%) =مردود تفاعل الأسترة 

  o)حمض الفيروليك(
 ×100  

  .تركيز حمض الفيروليك الإبتدائي: o)حمض الفيروليك( :إذْ
  . ساعة من بدء تفاعل الأسترة200تركيز حمض الفيروليك بعد : h 200)حمض الفيروليك(   

 إعادة كل تجربة ثلاث مرات وأخذ متوسـط الحـسابات           نه جرت تجدر الإشارة إلى أ   
 . في النتائججدرِوأُ

  النتائج والمناقشة
  HCAE لإنزيمالجزئية التنقية أولاًـ 

 المنشأ  ذي HCAEنزيم إستيراز حمض هيدروكسي السيناميك      جزئية لإ  تنقية   جريتأُ
وفـق   Depol 740L الموجود ضمن المستحضر الإنزيمـي  .Humicola sp  منالفطري

 الأمونيوم سلفات اعتمدت الطريقة الأولى استخدام .ق الترسيبائطريقتين مختلفتين من طر   
  .لأسيتون لإجراء الترسيب في الطريقة الثانيةاستخدم افي حين 

   الأمونيومسلفاتباستخدام الترسيب  ـ1
 سـلفات باسـتخدام   الخـام    مل من المستحضر الإنزيمي      1 طبقت هذه الطريقة على   

 فاعليـة والوتينـات   البر تركيـز تبدل )1(ويوضح الشكل .  مختلفة بنسب إشباع  الأمونيوم
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 الإنزيمية  فاعليةلاحظ أن أعلى قيمة لل    ي.  الأمونيوم فاتسلمع نسبة إشباع محلول     الإنزيمية  
HCAE  حد الإشباعمن %50  بتركيز الأمونيومسلفاتسجلت عند استخدام .  

إلـى   %50 فـوق  الأمونيوم   سلفاتؤدي زيادة نسبة إشباع محاليل      من جهة أخرى، ت   
 قد الأمونيوم   فاتسلزيادة نسبة   يمكن تفسير ذلك بأن     و .سةيالمق  الإنزيمية فاعليةال انخفاض

  تركيـز  تبـدل  منحنـى من  لاحظ  يو .HCAE الإنزيمية   فاعلية ال في مثبطيكون له تأثير    
 ـ   عندترسيب بروتينات أخرى غير البروتين الإنزيمي     البروتينات    سلفاتنـسب إشـباع ل

ة الترسيب ومـن ثـم يمكـن      الأمر الذي ينعكس سلباً على كفاء      %50الأمونيوم أكبر من    
 مـن   %50 هو   HCAEمن أجل ترسيب إنزيم      الأمونيوم   سلفاتلفضل تركيز   أ إن: القول

   .حد الإشباع
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 سـلفات  نسبة الإشـباع بمحلـول       بدلالة الإنزيمية   فاعلية تركيز البروتينات وال    تبدل )1( الشكل

  .الأمونيوم
  

سـلفات  الإنزيمية عنـد اسـتخدام       فاعليةمن مردود ال  % 70فقدان  ) 2( الجدول   نيبي 
 فاعليـة  مع أنه التركيز الموافق لأعلى قيمـة لل        ،من حد الإشباع  % 50م بتركيز   الأمونيو

 فاعليـة  الفـي  . الأمونيوم سلفاتثر السلبي لوجود     يؤكد الأ  وهذا ما  ،مل/U 9.2الإنزيمية  
 الذي يمكن أن يتجلى بتثبيط الإنزيم أو إعاقة التفاعل المطبق لحـساب             HCAEالإنزيمية  
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  . الإنزيمية وتركيز البروتيناتفاعلية الفي الأمونيوم سلفات نسبة الإشباع بأثر) 2( الجدول
 سلفاتنسبة إشباع محلول 

   المستخدمالأمونيوم
   الإنزيميةفاعليةال

)U/مل(  
   البروتيناتتركيز
  )مل/مغ(

 الإنزيمية فاعليةال
  )مغ/U(النوعية

معامل 
  التنقية

 فاعليةمردود ال
 )%( الإنزيمية

  100  1  0.48  64.6  31.1   الخاميميالمستحضر الإنز
  ـ  ـ  0  1.5  0 % 20
40 % 4.8  15.3  0.31  0.65  15  
50 % 9.2  28.2  0.33  0.69  30  
60 % 8.3  40.0  0.21  0.44  27  
80 % 7.5  41.7  0.18  0.38  24  

100 % 7.5  42.9  0.17  0.35  24  
  علـى تزيد   أي قيمة لمعامل التنقية   إلى عدم تسجيل     2يشير الجدول    ،من ناحية أخرى  

1  لا يمكن    ومن ثمتنقيـة ناجعة من أجـل   الأمونيوم خطوة سلفات الترسيب باستخدام عد 
استخدام هذا الملح كخطـوة     ضرورة  حين أكدت الدراسات      المدروس، في  HCAEإنزيم  

 HCAE الإنزيمية   فاعليةلل% 69مردود  مثلاً  جل  سHCAE .أولى من أجل تنقية إنزيمات      
الخلايا الفطريةز بها التي تتمي Aspergillus niger بنسبة  الأمونيوم سلفاتعند الترسيب ب

   [28].  هذا الإنزيمنقية كمرحلة أولى من مراحل ت80% إشباع
 اسـتخدام   لـدى ) 6.5(وأشارت دراسة أخرى إلى قيمة مرتفعة نسبياً لمعامل التنقيـة           

 الخلايـا  لذي تفرزه ا HCAEمن أجل ترسيب إنزيم      80% بنسبة إشباع  الأمونيوم   سلفات
    Lactobacillus acidophilus .[29] الجرثومية

خفاض يمكن أن يعود سبب اختيار ترسيب الإنزيمات بالتمليح إلى عدة أسباب أهمها ان            
ما يسهم في المحافظـة     م ، للحرارة  ماص ذوبانها تفاعل   فضلاً عن أن   ،تكلفة هذه الطريقة  

رسيب، ومع ذلك لا يمكـن اعتمـاد تقنيـة الترسـيب     أثناء التفي   الإنزيمية   فاعليةعلى ال 
 .Humicola sp الخاص بفطـر  HCAEبالتمليح في هذه الدراسة من أجل ترسيب إنزيم 

 مـن   لذا كان لابد  . )2الجدول  ( الإنزيمية الناتجة    فاعلية في ال  الشديدنخفاض  لاإلى ا نظراً  
 المـذيبات العـضوية مثـل    أخرى لترسيب هذا الإنزيم كاستخدامتنقية طريقة اللجوء إلى  

  .الأسيتون
  ـ الترسيب باستخدام الأسيتون2

يوضح الجدول   و .أسيتون مل   4باستخدام  الخام   مل من المستحضر الإنزيمي      1 رسب
 سـلفات باسـتخدام كـل مـن       ترسيب  المقارنة   التوصل إليها عند     جرىالنتائج التي   ) 3(

الإنزيميـة   فاعليـة ل قيمة مردود ا   ارتفاعلاحظ  ي.  والأسيتون %50 بنسبة إشباع الأمونيوم  
عنـد اسـتخدام    ) %30(  تسجيله جرىالمردود الذي   بمقارنة  تون  ي باستخدام الأس  )91%(

وهـو   عند الترسيب بالأسـيتون      ،2.7 ل على معامل تنقية   استحصكما   . الأمونيوم سلفات
  . الأمونيومسلفات استخدام منأضعاف من معامل التنقية الذي نتج  ةأكبر بأربع
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 أو% 50 الأمونيـوم    سلفاتنتائج ترسيب المستحضر الإنزيمي التجاري باستخدام        )3(ول  الجد
  .الاسيتون

   الإنزيميةفاعليةال  خطوة الترسيب
)U/مل(  

  تركيز البروتينات
  )مل/مغ(

 الإنزيمية فاعليةال
  )مغ/U(النوعية

معامل 
  التنقية

 فاعليةمردود ال
 (%)الإنزيمية 

  100  1  0.48  64.6  31.1   الخامالمستحضر الإنزيمي
  30  0.69  0.33  28.2  9.2 % 50 الأمونيومسلفات

  91  2.7  1.29  22.0  28.3 الأسيتون
 HCAEتون كخطوة أولى لتنقيـة إنـزيم        يوهكذا بينت هذه الدراسة أن استخدام الأس      

 هـذه  وتعـد . م طريقة الترسيب بالتمليح أفضل من استخدا.Humicola spالخاص بفطر 
ث التي أكدت أن طريقة الترسيب بـالتمليح        وبحالبعض  لما توصلت إليه    النتيجة معاكسة   

 فاعليةأعلى مردود ل   مثلاًلوحظ  . أفضل من الترسيب بالمذيبات العضوية لتنقية الإنزيمات      
 ـ Aspergillus oryzaeالتي يتمتع بها فطر الكرياتيناز   الأمونيـوم  سلفات عند ترسـيبه ب

 ].30[الترسيب باستخدام الأسيتون أو الإيتانول طريقة بمقارنة 
أدت إلى رفع قيمة معامـل التنقيـة،    الترسيب باستخدام الأسيتون    طريقة أننظراً إلى   

  . الناتج عن هذه الخطوة في المراحل اللاحقة من البحثHCAE إنزيم فسيستخدم
  HCAE الإنزيمية فاعلية الفي pH درجة الحرارة و الـ أثرـ 3

 HCAE الإنزيمية   فاعليةاعل حلمهة الإستر الإيتيلي لحمض الفيروليك باستخدام ال       أجري تف 
 مع تثبيـت درجـة حـرارة        10إلى   4من   pHالناتجة عن الترسيب بالأسيتون عند قيم للـ        

  .)2الشكل (لإنزيم لعمل ا المثلى pH وذلك لتعيين قيمة الـ ؛م °40 التفاعل عند القيمة
 pHمع تثبيت   م،  ° 75 إلى   20ترواح من   حرارة  درجات   كما أجري التفاعل ذاته في    

 .)3الشكل (لحرارة المثلى للإنزيم  وذلك بهدف تعيين درجة ا،6.5الوسط عند القيمة 
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تون أبدى قيمـة    ي المنقى جزئياً بالترسيب بالأس    HCAEأن إنزيم   ) 2(يظهر من الشكل    
 بـين   فاعليـة  كانت قيمة ال   إذْ 7 إلى   6.5 من pH قيم الـ    عندالإنزيمية   فاعليةتفعة لل مر

كما يلاحظ أيضاً أن الإنزيم أكثر ثباتـاً        .  على الترتيب  ،مل/وحدة 28.7مل و /وحدة 28.8
  ).pH > 6(مقارنة بالأوساط الحمضية ) pH < 8(في الأوساط القلوية 

  عنـد الدرجـة    )مل/وحدة 28.8( الإنزيمية   ةفاعليمن جهة أخرى قيست أعلى قيمة لل      
  .)3لشكل ا( درجة الحرارة المثلى لعمل الإنزيم عدهاالتي يمكن م  50°

0

5

10

15

20

25

30

35

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

میة
نزی
الإ

یة 
عل
لفا
ا

U/
مغ

t 
)م °)

  
  .HCAE  إنزيمفاعلية في درجة الحرارة أثر )3 (الشكل

  
 ز بقيم مثلـى   تتمي فطرية المنشأ  HCAEث إلى أن أغلب إنزيمات      وأشارت معظم البح  

م  °50 وتكون درجة الحرارة المثلى لعملها قريبة مـن          ).7.5ـ6.5في المجال   ( pHللـ  
إنـزيم  إلى   بالنسبة   ا في هذا البحث   تم التوصل إليه  النتيجة التي    مع   ويتفق ذلك  .]34-31[

HCAE الموجود ضمن المستحضر الإنزيمي التجاري Depol 740L.  
  :اصطناع الإستر الإيتيلي لحمض الفيروليك إنزيمياًثانياً ـ 

صطناع وذلك مـن خـلال      تفاعلات الا بعض   في تحفيز    HCAE إنزيم   ةفاعلي درست
الناتج عن الترسيب   (ضن الإنزيم المنقى جزئياً      ح إذْ.  مع الإيتانول  الفيروليكأسترة حمض   

 دورة  120سرعة  بوم   °50   الدرجة في  ساعة 200مدة  المطلق   مع الإيتانول    )تونيبالأس
المتشكل  وإستره   المتبقي حمض الفيروليك من  كل  تركيز    تبدل 4 يوضح الشكل و .الدقيقة/ 
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  . تفاعل الأسترةمنلمتبقي وإستره المتشكل مع ز تركيز كل من حمض الفيروليك ا تبدل)4(الشكل 

  
 من   ساعة 200 بعد مرور    نتجت%) 12(مردود تفاعل الأسترة    أعلى قيمة ل  يلاحظ أن   
 فاعليـة تثبيطي للإيتانول علـى     فعل  ى  نخفاض إل يعزى هذا الا  يمكن أن    و .زمن التفاعل 

 كالميتـانول والإيتـانول     المذيبات العـضوية   سابقاً أن    نتبي إذْ.  المستخدم HCAEإنزيم  
الإسـتر  حلمهـة   فـي  فطرية المنشأ  HCAEبعض إنزيمات    فاعليةقد تعيق   والبروبانول  

 فاعليـة  مثبط ل  يكون لهذه المذيبات أثر    يمكن أن    ومن ثم  ].35[الميتيلي لحمض الفيروليك    
  . هذه الإنزيمات تجاه تفاعلات الاصطناع

فـي  الإنزيمـات   ) Dehydration(أن عمليـة تجفيـف       دراسات أخرى    كما أظهرت 
نتيجة لنـزع المـاء    ، بسيط في البنية الإنزيميةتبدليمكن أن ينشأ عنه    العضوية   المذيبات
جزئي إلى تثبيط  يؤدي مام ، الإنزيمحول )Hydration layer(طبقة الإماهة من المرتبط 

 ومن الجدير ذكره أن آلية هذا التثبيط ما تزال غير واضحة بالنـسبة إلـى                ].36 [لإنزيمل
 للمـذيب كيميائية ئية ـ ال  مستقل عن كل من الخصائص الفيزياه، ولكنإنزيمات الإستيراز

  ].37[أيضاً  وعن حالة التميه و عن درجة الحرارة
  رة تفاعل الأستفي الماء أثردراسة 
 التركيـز  تبـديل ب الإستر الإيتيلي لحمض الفيروليـك  عدة تفاعلات لاصطناع  أجريت

 مردود تفاعل الأسـترة بعـد       تبدل 5يوضح الشكل   و. التفاعلوسط  الإبتدائي للماء ضمن    
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 أعلـى   أنالـشكل   هذا  لاحظ من   يو ).%15-0 (المدروسة تبعاً لنسب الماء   ساعة   200
 فـي وسـط     %2 المـاء     نسبة من أجل ل عليه    الحصو جرى %) 95.7(مردود للأسترة   

 ،%90.7مردود تفاعل الأسـترة حتـى   تناقص % 5إلى هذه النسبة   ازدياد  ، ومع   التفاعل
لم  في حين  ،%4.2 حتى القيمة    حدةٍمردود  التناقص  ازداد  % 15وبزيادة نسبة الماء إلى     

  .)%0نسبة الماء ( عند استخدام الإيتانول المطلق %12مردود التفاعل يتجاوز 
  

 
  اصطناع الإستر الإيتيلي لحمض الفيروليك تفاعل فير تركيز الماء أث )5(الشكل 

  
من المعروف أن تفاعل الأسترة تفاعل عكوس ينتج عنه الماء، ومع ازديـاد النـسبة               

ح بالاتجاه الذي يؤدي إلى تخفيض      الإبتدائية للماء فإن التوازن الترموديناميكي للتفاعل ينزا      
  . يصبح تفاعل الحلمهة هو المفضل والسائد ثمومننتاج الماء إ

 فـي   تركيب وسط التفاعـل    أثر 2003 في العام    فريق عمله  و Topakas  الباحث درس
) p-hydroxyphenylacetic acid( الأسيتيكالأسترة الإنزيمية لحمض باراهيدروكسي فينيل 

 المـاء /1-بـانول البرو/ من نظامي الهكسان    مؤلفة ةط تفاعلي اوسأضمن   1-مع البروبانول 
 علـى   ،45.9/47.8/6.3،  59.0/38.5/2.5،  47.2/50.8/2.0: الآتيـة بالنسب الحجمية   

 أظهرت إذْ التوصل إليه في هذا البحث،       جرىوكانت نتيجة دراسته مشابهة لما      . الترتيب
وأن أعلى  تأثر بتركيب الوسط التفاعلي،     ي  المدروس HCAEزي لإنزيم   يحفتأن السلوك ال  

 )47.2/50.8/2.0(أقل كمية للمـاء     ب المتميزعند استخدام الوسط    ينتج   صطناعمردود للا 
]38[.   
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 الإنزيمية التي تجرى ضمن الأوساط العضوية     الأسترة  تفاعلات  في  دور الماء    أن   مع
ضروري التفاعلي  إلا أن وجود كمية محددة من الماء ضمن الوسط           لايزال غير واضح،  

 الماء دوراً في ربط المجموعات الوظيفيـة  يؤديأن  يمكن إذْ ،تنشيط الإنزيمجداً من أجل  
اصطناع أسيتات الجيرانيـل    تأكيده عند   جرى   وهذا ما    . بالمركز الفعال للإنزيم   المشحونة

)geranyl acetate ( الأسترة التبادلية بين الجيرانيـول من خلال) geraniol(  وأسـيتات 
  ].Pig Liver Esterase(] 39( إستيراز كبد الخنزير بوجود إنزيمالإيتيل 
  

  الاستنتاجات
المستحـضر الإنزيمـي الخـام   الدراسة أن ترسـيب  نتائج هذه نت بي Depol 740L 

 فاعليةل مردود   نتج إذْ ،%50 الأمونيوم   سلفاتتون أكثر كفاءة من استخدام      يسباستخدام الأ 
 س المقـي  فاعليةأضعاف تقريباً من مردود ال     ةالأسيتون أكبر بثلاث  ب المرسب HCAEإنزيم  

عنـد   مثلى   فاعليةالمدروس  نزيم   أبدى الإ  ، أخرى جهةمن  .  الأمونيوم سلفاتبعد استخدام   
 نـسبة محـددة   أن وجود   أيضاً  نت الدراسة   بيpH  6.5. وم   °50 كل من درجة الحرارة     

في تحفيز تفاعل اصـطناع الإسـتر        ضمن الوسط التفاعلي ضروري لعمل الإنزيم        للماء
 %) 95.7( لهذا التفاعل الحصول على أعلى مردود      جرى إذْ،  الإيتيلي لحمض الفيروليك  

هذه النتـائج دراسـة     على   بالاعتماد يمكن   %.2من أجل نسبة الماء في المزيج التفاعلي        
تفاعل أسترة حموض هيدروكسي الـسيناميك مـع         لتحفيز   HCAEإنزيم  إمكانية استخدام   

فـي الأوسـاط    جيدة   بانيةبذوتتمتع  السكريات مثل الأرابينوز بهدف إنتاج مركبات       بعض  
  .الغذائية كمضادات تأكسد الاستفادة منها في بعض الصناعات  يمكنحتَّى ،المائية
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