
  2008 ـ الثانيـ العدد ) 24(مجلة جامعة دمشق للعلوم الأساسية ـ المجلد 

 109

  
  Lipoxygenaseاستخلاص وتنقية أنزيم الليبوكسيجينيز  -أ 

  .Arachis hypogaea L  الفول السودانيمن بذور 
  

  )2( سند باقر الاعرجيو  )1(إياد نافع يحيى و )1(ابتسام كريم محيسن

  الجامعة المستنصرية - كلية التربية الأساسية–قسم العلوم )1(
  عليم التقنيهيئة الت - كلية التقنيات الطبية والصحية )2(

 02/04/2008تاريـخ الإيداع 

  03/11/2008 قبل للنشـر في

  
  الملخص

 من بين تـسع طرائـق، ركـز المحتـوى           نزيمالأ طريقة لاستخلاص    أفضلتضمنت الدراسة اختيار    
 وأكملـت  .)التنقية الجزئية ( البارد من بين خمس طرائق للتركيز        بالأسيتون الترسيب   باستخدامالبروتيني  
، ومـن ثـم   (DEAE – Sephadex A-50) الهلامي بعمـود   الأيونيية باستخدام التبادل مراحل التنق

ملغـم  / وحـدة 1162.9 بلغت الفعالية النوعيـة      إذ S-300استخدام الترشيح الهلامي بعمود السيفاكريل      
 يمنزالأثم التأكد من نقاوة     .  مرة 8.61وعدد مرات التنقية    % 43.18 مقدارها   نزيميةالأبروتين والحصيلة   

 مهلا ظهرت حزمة بروتينية واحدة في  إذجراء عملية الترحيل الكهربائي بغياب المواد الماسخة لبروتين         إب
  .متعدد اكريل أمايد

  
  

الفول  ،تنقية الأنزيمات ، ترسيب الأنزيمات ، ليبوكسيجينز، أنزيمات :الكلمات المفتاحية 
  .السوداني
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ABSTRACT 
The study included the selection of the best methods to extract the enzyme 

among nine methods. The protein content was concentrated and precipitated 
by cold acetone among other five methods of concentration (partial 
purification). The purification stages were achieved by using ion exchange 
column chromatography (DEAE – Sephadex A 50 column). Followed by gel 
filtration chromatography using sephacryl S-300. The active parts were 
lyophlizated (free drying) to obtain Lipoxygenase with 43.18% yield and 8.16 
folds of purification and specific activity of 1162.9 unit / mg. 

The purity of enzyme was confirmed  by poly acryl amide gel 
electrophoresis under non denaturing conditions, with the appearance a single 
band . 
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Lipoxygenase,  Peanut Seed 
 



  2008 ـ الثانيـ العدد ) 24(مجلة جامعة دمشق للعلوم الأساسية ـ المجلد 

 111

  المقدمة
 تخصصاً من البروتينات وظيفتها فـي الجـسم         والأكثر الأكبرهي الصنف    الأنزيمات

نات  بروتي الأنزيماتيض، وقد تكون    كعوامل بيولوجية مساعدة للتفاعلات المشمولة في الأ      
 مجموعـة غيـر   إلـى  بروتينات متبادلة تحتاج أو ةأمينيبسيطة متكونة كلياً من حوامض  

 في كونها عوامـل بيولوجيـة       نزيماتالأ أهمية ولا تقتصر . بروتينية لفعاليتها البيولوجية  
مساعدة، بل تم استخدامها في مجال الصناعات الكيمياويـة والـصناعات الغذائيـة مثـل       

تـصنيع  وتطرية اللحـوم،    وتحسين خواص الدقيق،    في  وجبان،  لأاستخدامها في صناعة ا   
 الجوي في عمليـة     الأوكسجين إزالةفي  وصناعة المشروبات الكحولية،    و،  الأطفال أغذية

 المصابين بالحساسية   للأشخاص خاصة   أغذيةفي صناعة   وفي ترويق العصائر،    والتعليب،  
 Lipoxygenaseجينيز   الليبوكـسي  أنـزيم يتـصف   ). 2004جاسم،  ( الرضع   أغذيةوفي  

 في المملكة الحيوانيـة، وحـديثاً       أيضاً  يوجد . الواسع في الطبيعة وبتنوع صوره     بانتشاره
  Kermasha ( المجهريـة  الأحياء جديدة من أنواعتمكن الباحثون من فصله وتنقيته من 

ن صوره متنوعة في المملكة النباتية وفي ضمن النوع الواحد،          كذلك فإ )  1997، وآخرون
أنزيم  ولاسيما   نزيماتالأ مصادر   أهمحد  أ يعد بروتين البقوليات     إذلاسيما العائلة البقولية    و

 و  Kim(  والشعير وفي بعـض الفواكـه كالتفـاح        لقمح، كذلك يوجد في ا    الليبوكسيجينيز
Grosch  ،1979(       الذي يعد من المحاصيل الـصناعية     الفول السوداني   ، كذلك يوجد في
 ومن ثم  الأكسدة تفاعلات   إلى يؤدي     قد الفول السوداني  في   نزيملأا وجود هذا    إنالمهمة،  

) off - flavor( طعم ونكهة غير مرغـوب فيهمـا   إعطاء إلىالتزنخ التي تؤدي بدورها 
 ؛Mackintosh  ،1994 و Petterson( خزنـه    إطالةتلف المحصول وعدم     عن   لاًـفض

  ).2004، وآخرونالسلطان 
 المرغـوب   الأبيض اللون   إلى للطحين   الأسمرصر اللون   الليبوكسيجينيز بق   أنزيميقوم  

 الدهنية غير المشبعة والمحتوية على      الأحماض أكسدة مسؤول عن    الأنزيم هذا   نإ إذفيه،  
     والمحتوية على مجـاميع Poly un saturated fatty acid المزدوجة الروابطكثير من 

cis, cis, 1, 4 - pentadine في القيمة الغذائيـة نتيجـة   اضبانخف والتي تكون مقرونة 
 ولا تقتصر مينية   مثل الكاروتين وبعض الفيتامينات والحوامض الأ      أخرى مركبات   لأكسدة

 ومـن ثـم    ، الصفات الحسية  إلى تتعدى ذلك    إنها على القيم الغذائية فقط بل       التأثيراتهذه  
  ).1982دلالي، ال؛ 2000عرجي، الأ( المستهلك للمنتجات الغذائية مدى تقبل

 محـصول  لأنهـا  لها قيمة اقتصادية عالية )Peanut seed (الفول السوداني بذور نإ
 البروتينات في غذاء    إلى المتزايدة   فالحاجةزيتي ومصدر بروتيني غذائي في الوقت نفسه،        

الفـول   زراعـة    أدخلت عن مصادر جديدة للبروتين لذلك        يجعل البحث متواصلاً   الإنسان
 حديثا بعدما كان يزرع علـى نطـاق محـدود           العراقفي  النطاق التجاري   إلى  السوداني  
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 ـ). 2000الدليمي،  (  ـ الاس  ـزي  م الانكلي   واسـمه العلمـي    Peanuts ول الـسوداني  للف
)Arachis hypogaea. L. ( العائلة البقوليةإلىوهو نبات عشبي حولي، يعود .  

ي عام م اكتشافه فقد تالليبوكسيجينيز  نزيمأ أن إلى Whitaker (1972)ث  الباحأشار
 ملاحظـتهم فقـدان اللـون       ثناءأ، وذلـك في    Hass و Boun ني الباحث من قبل ) 1928(

لى الرغم مـن   ع. كميات قليلة من طحين فول الصويا  إضافة بعد   القمح في عجين    الأصفر
 هو تحطم صبغة الكاروتين     القمحاعتقادهم في ذلك الوقت أن سبب فقدان اللون في عجين           

لمحطمة بشكل رئيسي هي الزانثوفيلات، وبعـد ذلـك وجـد            الصبغة ا  نأ وجد بعدها    فقد
 يؤكسد الـدهون    نزيماأأن فول الصويا تحوي     ) 1932( في عام    Hou و Andre الباحثان

 لجنـة   أعطته الذي   نزيمالأ، وهو   )Lipoxidase(أنزيم الليبوكسيديز    غير المشبعة سمياه  
ــسمية  ــاتالأت ــة نزيم ــاد التابع ــائلاتح ــم  الكيمي ــويين اس ــسيجينيزيين الحي  الليبوك

)Lipoxygenase (والــذي يقــع تحــت رقــم(1998, Liu) (EC 1.13.11.12) 
(Linoleate : Oxidoreductase) . 1(كما في الشكل.(  

  
   Skrzypczak(جزء من تركيب الليبوكسيجينيز الحاوي على الحديد في النباتـات           ) 1(الشكل  

  )1997وآخرون
  الأرديات الليبوكـسيجينيز المستخلـصة مـن فـول الـصويا والفـول              تتميز أنزيم 

)Urd beans (   ،والماش والفاصوليا الخضراء بفعاليتهـا العاليـة)Siddiqiو Tappel ،
 ـ  أكسدتهاوذلك من خلال    ). AL-Obaidy  ،1975( الفولا  ليهيو) 1956 ة،  للمواد الدهني
 أن أنـزيم الليبوكـسيجينيز لا       قاًكان يعتقد ساب  ). Klein  ،1982 و Reynolds(ا   البزالي ثم

فـي  ه ووجـد ) 1997(ن يوآخـر   Kermasha الباحث المجهرية ولكنحياءالأيوجد في 
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ــاءالأ ــا    حي ــن بكتري ــصه م ــث استخل ــة حي  Mycobacterium phleiالمجهري
  . Pseudomons fluorscensو

  لتفـادي نـزيم الأالتخلص من الشوائب والمـواد الموجـودة مـع           الأنزيمتنقية   تعني
 وخواصه الحركية لابد من تنقيتـه،       الأنزيمولغرض دراسة صفات    . الاستنتاجات الخاطئة 

 بخطوات متدرجة ومدروسة يفترض أن تزداد مـن خلالهـا فعاليـة             نزيمالأويمكن تنقية   
 ـ أشاروقد   ).Kornberg  ،1990(النوعية في كل خطوة     نزيم  الأ  إلـى  (1983)دلالي  ال

 وهي على درجة عالية من التنوع يعتمد اختيارهـا          ماتنزيالأوجود طرائق متعددة لتنقية     
 للارتباط  الأنزيم كالوزن الجزيئي، نقطة التعادل الكهربائي، تخصص        نزيمالأعلى صفات   

وقد استخدم الباحثون طـرائق مختلفــة فـي تنقيـة        . الأيونيةبمجموعة معينة والحالة    
ا فـول الـصوي   ورمـس،  التور،  يختلفة منها لحم الخنز   ن مصادر م   م الليبوكسيجينيز نزيمأ
)Whitaker ،Gada ; 2004 ؛ 1999 ،ونرخوآKermasha  رونخآو Suurmeijen 

  ).2004، وآخرونالسلطان 1998; ،وآخرون 1997 ;
أن القاسم المشترك في تلك الطرائق هو كروموتوغرافيا        ) 1998(وقد ذكر محي الدين     

 اختيـار  نأ) Segel (1976  الباحثوأوضح.  فضلاً عن الترشيح الهلاميالأيونيالتبادل 
  :الآتية يتم حسب المعادلة الأيونيالمبادل 

p = pI - pH 

  :إنحيث 
P    :  نزيمالأمحصلة الشحنة المحمولة على.  

pH  :ويحسب متوسطا من المراجعنزيمللأ الأمثل الهيدروجيني الأس .  
pI :جعنقطة التعادل الكهربائي التقريبية وتحسب متوسطا من المرا.  

 لأنزيم الليبوكسيجينيز في بذور     الأيوني نوع المبادل    لاختياروعند تطبيق هذه المعادلة     
  :نإف الفول السوداني 

P = 6.2 - 7.5 

P =   - 1.3 

 الشحنة الموجبة لكـي يـرتبط       و ذ DEAE السالب وهو    الأيونيوعليه نختار المبادل    
 نـزيم الأدا على ما يمسك من شحنة       ويسمى بالعمود السالب اعتما   .  السالبة نزيمالأبشحنة  

  .وليس على ما بداخله من شحنة
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 أساسالتي يتم الفصل فيها على      ) Gel-Filtration( تقنية الترشيح الهلامي     استخدمت
ــي  ــوزن الجزيئ ــم وال ــاتللأالحج ــي بعــض نزيم ــان، وف ــادةالأحي ــستخدم م    ت

Sephadex A- 50, 100, 150, 200 ًكريل  الـسيفا مهـلا  تـم اسـتخدام   ، وحـديثا
)Sephacryl (S - 300 التـي  الأخـرى  الأنواعيمتاز به من ميزات مهمة مقارنة مع  لما 

يعتمد أساس عملها على الوزن الجزيئي فهو يحتوي في تركيبه على الأكريل أمايد والدكستران              
 عن تميزه بالفصل الجيـد والـسريع        مما يكسبه صلابة جيدة ومقاومة عالية للانضغاط، فضلاً       

 ـو.  مدة طويلةه ثابتاًه وبقائضيروسهولة تح  Pharmacia fine)دود فـصله مـن   تتراوح ح
chemical) (5-600 kDa) . ـ هذه الطريقة الباحاستخدموقد   Valle (1988) وMoliasان ث

 Kermashaسـتخدمها الباحـث   اوقـد  . التـرمس   الليبوكسيجينيز من بذورفـي أنـزيم 
 اًأيض، كما استخدمها Fusarium proliferum فطر من النزيمالأ لفصل (1997)وآخرون 
واستخدم هـذه   .  من فول الصويا والترمس    نزيمالأ لفصل   1997) (وآخرون Kuoالباحث  
الفـول   في فصل وتنقية الليبوكـسيجينيز مـن         2004) (وآخرون السلطان   أيضاًالطريقة  
ل الفـو  الليبوكسيجينيز فـي بـذور       نزيمأ لعدم وجود دراسة كافية عن       ونظراً .السوداني
 الفول السوداني من الليبوكسيجينيز نزيمأ وتنقية لى فصلإه الدراسة تهدف ن هذ، فإالسوداني
   . في العراق وهو من الأصناف المنتجة محلياًصنف إباء

  مـواد البحث وطرائقه
  الفول السودانيتحضير طحين 

 ملم بحيث حـصلنا  1 مصفي من خلال ةمخبري بطاحونة   الفول السوداني  بذور   طُحنت
 التحاليـل  إجـراء حين ى لإ البرادلى طحين حفظ في عبوات زجاجية محكمة وخزن في      ع

  .اللازمة عليها
   والمواد الكيميائيةالكاشف

 كانـت مـن النـوع التحليلـي     التحاليـل ف والمواد الكيميائية المستعملة فـي      الكواش
)Analar(     عمـل   والماء المقطر في جميع مراحـل ال       منزوع الشوارد ، كما استخدم الماء

  .وخطواته
   الكيميائيةالتحاليل

، الفول الـسوداني   التحاليل الكيميائية بمكررين اثنين على عينات طحين بذور          أجريت
، والرمـاد ، فقـد قـدرت الرطوبـة     ، A.O.A.C. (1999)حسب الطريقة المذكورة في     

 Micro – kjeldahlوجرى تقدير نـسبة البـروتين باسـتخدام جهـاز      ،  الخامالأليافو
 المئويـة للبـروتين،    النـسبة    إلى لتحويل نسبة النتروجين الكلي      6.25ل العامل     واستعم

ملية تقدير نـسبة الـدهن حـسب     في عPetroleum ether البترول واستخدم مذيب أيثر
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ــة ــفها Soxhlet طريق ــي وص ــسبة  ).Vooght )1987 وOsborn الت ــدرت ن وق
وهيدرات هـي المـواد      الكرب نأ أساسعلى  ) Pearson ،1976(الكربوهيدرات كما في    

 الأسوقـد قـيس   . 100 والبروتين والدهن مـن    والأليافالمتبقية بعد طرح نسبة الرماد      
 مـن   pH ـلاباستعمال جهاز قياس    ) 1985( نيآخر و Eganالهيدروجيني حسب طريقة    

  .Linolic acid حمض اللينولييكأساسوقدرت الحموضة الكلية على . Phillips–9409نوع 
  راريةحساب القيمة الح

  )c × 3.75) + (F × 9) + (P × 4) = ( غم100/ كيلو سعره (القيمة الحرارية 
  :إنحيث 

P:النسبة المئوية للبروتين  ،F:النسبة المئوية للدهن  ،C: النسبة المئوية للكربوهيدرات  
  75.3 و 9،  4غم من المـواد البروتينيـة والدهنيـة والكربوهيدراتيـة ينـتج             1وان  

  ).Vooght ،1987 وOsborn. (الي في الجسم عند احتراقها على التوسعرهكيلو 

  الفول السودانياستخلاص الليبوكسيجينيز من 
الفـول   أنزيم الليبوكسيجينيز مـن بـذور        لاستخلاص الفضلىلغرض تحديد الطريقة    

  :استخدمت طرائق مختلفة منهافقد السوداني 
  الاستخلاص بالماء المقطر

منزوع  ماء مقطر     مل 100 إلى فول السوداني ال من طحين بذور     ات غرام 10 أضيف
 دقيقة على خلاط مغناطيسي، ثم رشح المحلول بقطعة قمـاش   20 مع المزج مدةالشوارد
 ،م0  دقيقة في  15مدة) xg 4000(  المركزي للراشح بسرعةطرد عملية الوأجريتململ 

 استخدامهاين  حى  لإ  م 20 -  محكمة السد وحفظت في المجمدة     أنابيبثم حفظ الراشح في     
  ).2001حمادي، ( وتركيز البروتين لحساب الفعالية النوعية نزيميةالأفي تقدير الفعالية 

  pH 5،  الصوديوملوريدك % 10الاستخلاص بمحلول 
 لوريدك  %10 من محلول  مل   100الفول السوداني في    من طحين    ات غرام 10 أذيب

 ط خـلا باسـتخدام  دقيقة 20دة ومزج المحلول م) حجم/ وزن  ( 1 : 5الصوديوم بنسبة 
 المركزي للراشـح    الطرد ومن ثم رشح المحلول بقطعة قماش ململ وأجري          ،مغناطيسي

 واستخدم المحلول لتقـدير الفعاليـة   ، دقيقة15 م مدة 0وفي درجة ) xg 4000(بسرعة 
  ).1996التميمي، ( وتركيز البروتين لحساب الفعالية النوعية نزيميةالأ

  pH 8  الصوديوملوريدك % 10 الاستخلاص بمحلول
 في الفقرة  السابقة ماعدا تغيير قيمـة          نفسها المتبعة  في هذه الطريقة الخطوات    اتبعت  

  . NaCl % 10  محلولإلى NaOH القاعدة بإضافةوذلك  8 إلى الهيدروجيني الأس
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  CaCl2 الكالسيوم لوريدك 0.2 %الاستخلاص بمحلول 
% 0.2 من محلـول   مل100 إلى السودانيالفول ن طحين بذور   م اتغرام10 فأضي

 ـ ،دقيقة 20 مدة الكالسيوم ومزج المحلول بخلاط مغناطيسي       لوريدك م رشـح المحلـول    ث
 دقيقـة،  15مدة ) Xg 4000(  المركزي للراشح بسرعةالطردبقطعة قماش ململ وأجري 
  . وتركيز البروتيننزيميةالأوأخذ الرائق لقياس الفعالية 
   KCl البوتاسيوم لوريدك) 0.2 %(الاستخلاص بمحلول 

 لوريـد ك  %0.2 من محلول  مل100 في الفول السوداني من طحين ) gm 10( خلط
 ثم رشـح المحلـول بقطعـة    ، دقيقة20البوتاسيوم ومزج المحلول بخلاط مغناطيسي مدة    

 ثم حفظ الراشـح  ، دقيقة15مدة ) Xg 4000( المركزي بسرعة الطردقماش ململ وأجري 
  .  وتركيز البروتيننزيميةالأة لقياس الفعالي

    pH 5 دارئ الخلات مول 0.2 الاستخلاص بمحلول
 وذلك بخلط ) 1996( والتي وصفها التميمي     Krctoichاستخدمت الطريقة التي اتبعها     

  من محلـول دارئ الخـلات        مل 100الفول السوداني مع     من طحين بذور     ات غرام 10
ــول0.2 ــولpH 5 )0.2  م ــول  CH3COOH Na + 0.2   م    ) CH3COOH م

  . عليها الخطوات السابقة نفسهاوأجريت
  pH 7دارئ الفوسفات  مول 0.2الاستخلاص بمحلول 

  دارئ الفوسـفات  مـول  0.2 محلول باستخدامخطوات الطريقة السابقة ولكن     كررت  
pH 7 (1972,Whitaker)) 0.2 مول NaH2PO4 + 0.2مول a2HPO4 . H2O( 

   %20 لليسروغالاستخلاص بمحلول ال
  10وذلك بخلـط ) 1996(التي وصفها التميمي ) GrantوWang ( طريقة استخدمت

   1 : 10ة ليـسرول بنـسب  غمحلول ال 20 % معالفول السوداني من طحين بذور  اتغرام
 الطـرد  ثـم يجـرى لـه        ، دقيقة وبعدها رشح بقطعة قماش ململ      30مدة   )حجم/ وزن(

 نزيميـة الأستخدم الرائق لقيـاس الفعاليـة    وي، دقيقة15مدة   )4000xg( المركزي بسرعة 
  .وتركيز البروتين

  Na2CO3 كربونات الصوديوم 0.5 %الاستخلاص بمحلول 
وذلك بعمل  ) 1996( والتي وصفها التميمي     Kretoichاستخدمت الطريقة التي اتبعها     

  1 : 5  بنـسبة  0.5 %ومحلول كاربونات الـصوديوم   ات غرام10 طحينالمحلول من 
ثم رشح المحلول بقماش ململ وعـدل        م،   30 ساعة بدرجة    16 وترك مدة   ) حجم/ وزن(

 وأجريت عملية ،HClعياري من حمض   0.5 باستخدام pH  7.2 إلى الهيدروجيني   الأس
  .  نزيميةالأخذ الرائق لقياس الفعالية أ دقيقة و15مدة ) x g 4000(المركزي بسرعة الطرد 
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   تنقية الليبوكسيجينيز 
 الفول الـسوداني  تم استخلاصه من بذور      نأ بعد    نزيمالأطرائق لتنقية   استخدمت عدة   

    :تي كالآوهي) pH   NaCl  % 10 5( فعالية أعلى  أعطتحسب الطريقة التي 
  نزيميالأالطريقة المثلى لتركيز المستخلص 

 باستخدام خمس طرائق مختلفة وذلك لتحديد الطريقـة         نزيميالأتم تركيز المستخلص    
   فعاليـة نوعيـة   أعلـى للحـصول علـى     ) التنقيـة الجزئيـة    (نـزيم الأكيـز   المثلى لتر 

(Specific activity) نزيميـة الأة  نسبة مئوية من الحصيلوأعلى) Yield (  والطرائـق
  :الخمس هي

 نـسبة  ب نزيمـي الأص  لمستخ المبرد مع ال   الأسيتونط  خل:  البارد بالأسيتونالترسيب  
 مـع التحريـك     دريجياًت الأسيتون ضيفوأُ) حجم/ حجم (1:4و 1:3،  1:2،  1:1 ،1:0.5

  15مدة) x g 4000( وبسرعة بالطرد المركزيالمستمر داخل حمام ثلجي، فصل الراسب 
ثـم   ،pH  7   مول 0.2دقيقة، أهمل الراشح وأذيب الراسب في محلول دارئ الفوسفات          

          ).1996التميمي، . ( وتركيز البروتين فيهنزيميةالأ الفعالية تقيس
مونيوم بموجـب   باستخدام كبريتات الأنزيمالأتم تركيز  : الأمونيومترسيب بكبريتات   ال

مع التحريك المستمر حتى بلوغ     ° م 4بدرجة  ) Segel  ،1976(الطريقة الموضحة من قبل     
 بالطرد إضافة، ثم فصلت الرواسب المتكونة بعد كل        30-60% تراوحت بين    إشباعنسب  

قـل  أالراسب فـي  ، وأُذيب  دقيقة، أهمل الرائق15مدة ) x g 5000(وبسرعة  المركزي
ثم أجريـت عمليـة النـضح        pH 7و مول   0.2كمية ممكنة من دارئ الفوسفات بتركيز       

 . وتركيز البروتين فيهنزيميةالأ للمحلول نفسه وقدرت الفعالية Dialysis)(الغشائي 
عينة مـن    حجوم م  بإضافة زيمينالأتم تركيز المستخلص    : الترسيب بالكحول الاثيلي  

الكحول الاثيلي تدريجياً مع التحريك المستمر للحصول على نسب مئويـة متدرجـة مـن        
 15دة م (x g 5000) بسرعة  مركزياًالمحلولد ، طر30 – 50 % الكحول تراوحت من

 الكحول في إضافةدقيقة وأهمل الراشح وأذيب الراسب المتكون في كل مرحلة من مراحل        
 نزيميـة الأوقـدرت الفعاليـة    ،pH  7و مول 0.2 بتركيز قل كمية من دارئ الفوسفاتأ

  ).1998محي الدين، (وتركيز البروتين فيه  
 أنبـوب  إلى نزيميالأيضاف المستخلص   :  الجافة G.25التركيز بحبيبات السفادكس    

 يوضع فـي طبـق   G. 25ويحاط بطبقة من حبيبات السفادكس ) النضح الغشائي(الديلزة 
التميمـي،  ( وتركيز البروتين    نزيميةالألتالي، ثم يتم قياس الفعالية       حتى اليوم ا   البرادداخل  
1996.( 

 الخام في نزيميالأ عملية الترشيح الفائق للمستخلص     أجريت: التركيز بالترشيح الفائق  
-Amicon -Model K-52( مـن نـوع    مـل 50خلية الترشيح الفائقة السرعة سـعة  
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PS,MAX (واستخدم المرشح ،الهولندية الصنع )Diaflo Ultra filter ( من نوعXM-
 بعد نقعه بالماء المقطر مدة ساعة واحدة، ثم تثبت في الخلية ويـضاف المـستخلص    100
 النتروجين لدفع المستخلص خلال المرشـح       واستُخدم . في مستودع الخلية وتغلق    نزيميالأ

حين انتهـاء الترشـيح     ى  لإسم ووضعت الخلية على خلاط مغناطيسي       /  كغم 3.5بضغط  
  . نزيمالأالفائق، عندها يكون المستخلص قد ركز ثم يقاس الحجم وتركيز البروتين وفعالية 

  نزيمالأخطوات تنقية 
                      الأيـوني  المستخلص بخطـوات وهـي كروموتوغرافيـا التبـادل         نزيمالأ تنقية   تتم

Ion Exchange chromatography،المبادل حيث حضر ،الأيونيعد عمود المبادل  وأ 
ــوني ــي DEAE Cellulose-Sephadex A 50 الأي ــة الت ــفها  بالطريق  وص

(Whitaker,1972)   عمـود   إلى البارد   بالأسيتون المركز   نزيميالأ المحلول   أضيفوقد 
 التي لـم تـرتبط   الأجزاء ثم جمعت DEAE  Cellulose – Sephadex A 50المبادل

 4، وبسرعة جريـان   مل5 اختبار بمعدل أنابيب والمتدفقة من العمود في  الأيونيبالمبادل  
ن انخفـاض الامتـصاص     ى حي لإ، غسل العمود بمحلول الموازنة نفسه       )دقيقة /مل(  5/ 

 عملية الاسترداد باسـتخدام التـدرج الملحـي         أجريتثم  .  صفر إلى اً نانومتر 280على  
 ـ اً نـانومتر 280، ثم قراءة الامتصاصية على Linear Salt Gradient)(الخطي  د لتحدي

 المتدفقـة   الأجـزاء  هذه العملية تـم اسـتخدام جـامع          إجراء ولغرض   ،القمم المفصولة 
)(Fraction collecter ــوع ــم الترشــيح. (Ultroac 2070) مــن ن   باســتخدام وت

وباسـتخدام مـادة الـسيفاكريل     Gel-Filtration كروموتوغرافيـا الترشـيح الهلامـي   
)Sephacryl S-300 (من شركة ةالمجهز Pharmacia حضر الهلام حـسب  . السويدية

/ وزن (10:1 علقت حبيبات السيفاكريل بالماء المقطر بنـسبة         إذتعليمات الشركة المنتجة    
، وبعد ركود الهلام سكب السائل العلوي بهدوء وبعـدها غـسل الهـلام بمحلـول                )حجم

، بعد ذلك جرى تعبئة المـزيج       pH 7 مول و  0.01) فوسفات الصوديوم الدارئ  (الموازنة  
سم وأجريت موازنة العمود بالمحلول السابق نفـسه         58 × 1.6مود زجاجي بأبعاد    في ع 

المركـز الـذي   الأنزيمـي  مرر المحلول  .دقيقة/  مل3حتى اليوم التالي وبسرعة جريان   
   الـسيفاكريل هـلا  سـطح  إلـى ) الأيـوني التبادل (حصل عليه من خطوة التنقية السابقة      

(S-) 300   دقيقة /مل (9/5موازنة نفسه وبسرعة جريان      بمحلول ال  الأجزاء، واستردت ( ،
لتحديد القمم المفصولة    اً نانومتر 280ثم قيس امتصاص الضوء على طول موجي مقداره         

  . وتحديد الفعالية في القمم المفصولة
  نزيمالأتعيين نقاوة 

  متعدد أكريل أمايد بغياب العوامل الماسخةمهلااتبعت طريقة الترحيل الكهربائي في 
(Poly acryl amid electrophoresis under non denaturted condition) والتي 

  :المواد المستعملة وكانت، نزيمالأفي تعيين نقاوة ) Gaffney ،1996(ذكرها 
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 28 %حضر بتركيـز  :  Acryl amid stock solution محلول اكريل الخزين -
 مـن   مل100  فيBis acryl amide من غرام 1من اكريل امايد مع  اً غرام27 بإذابة

  . م7الماء المقطر،رشح المحلول وحفظ في درجة حرارة 
ــصل   - ــلام الف ــول دارئ ه ــن : Resolving gel bufferمحل ــضر م   ح

(Tris hydroxy methyl methyl amine)ـاوضبط  مول 1.5  بتركيز   عنـد   pH ـل
  .  مول1 بتركيز HCl بإضافة حمض  8.3

 مـول  0.5حضر بتركيـز  : Stacking gel bufferمحلول دارئ هلام الرص  -
 ـلابمزج حجم واحد من محلول دارئ هلام الفصل مع حجمين من الماء المقطر وضبط               

pH  6.8 عند .  
 Tris – HClحـضر مـن   Electrode buffer solution :  محلول الأقطـاب  -

  . 8.3عند  pH  ـلا  وضبط مول0.192 مول والكلايسين بتركيز0.025بتركيز 
  Ammonium per sulfate  الأمونيومفوق كبريتات  % 1.5 محلول -
  .(N,N,N,N.Tetra methylene ethylene diamine) (TEMED)محلول -
 مـن صـبغة   اً غرام0.25 بإذابةحضر : Staining Solutionمحلول التصبيغ  -

Commassie brilliant blue - R-250) (الميثانول والماء المقطـر  في حمض الخليك و
  .  على التوالي4 : 5 : 1 بالنسب
  مل كحول مثيلـي 40حضر من :  Destining Solution الصبغةإزالةمحلول  -
  . بالماء المقطر مل100 لىإ حمض الخليك وأكمل الحجم  مل10و

 10 % كحول مثيلـي و 40 % يتكون من :   Fixing Solution محلول التثبيت-
  .TCAحمض الخليك ثلاثي الكلور 

 كحول اثيلـي   مل150 حضر بمزج: Presserving Solution    محلول الحفظ-
  .بالماء المقطر مل 500 مل غليسرول وأكمل الحجم إلى 50 مل حمض الخليك و50و

 مل مـن محلـول   1 من الأنزيم مع    غرام 2 حضر النموذج بإذابة  : محلول النموذج -
ت كثافـة  صبغة برومو فينول الزرقاء ورفع % 0.25 مناً مايكروليتر50دارئ الفصل و

  . قطرات من الغليسرول7محلول النموذج بإضافة 
  طريقة العمل

بعد تحضير المحاليل المذكورة حضر هلاما الفصل والرص وفق النسب المذكورة في            
، ثم صب الخلـيط     بشكل جيد لتحضير هلام الفصل خلطت النسب المذكورة        ،)1(الجدول  

وترك الهلام داخـل الأنابيـب       سم   0.5  وبقطر  سم 10  زجاجية بطول  مباشرة في أنابيب  
للتصلب، بعدها أزيلت طبقة الماء من سطح الهلام المتصلب ثم أخذت الحجوم المـذكورة              
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بحسب الجدول لتحضير هلام الرص وخلطت بشكل جيد ونقلت مباشرة إلى سطح هـلام              
 وتركت أعمدة الهـلام لكـي       ، مل من هذا الهلام في كل أنبوبة       1الفصل المتصلب بواقع    

  .تتبلمر
  مكونات هلام الفصل والرص) 1(جدول ال

  % 3هلام الرص   % 7.5 هلام الفصل  الفقرة  ادةــالم
  مل19  مل13.4 - ماء مقطر     

  مل 4   مل 9.6 1 محلول أكريل امايد الخزين
 - مل  8  2 محلول دارئ هلام الفصل
   مل  8 - 3 محلول دارئ هلام الرص

TEMED 6 40 روليتر مايك 40  مايكروليتر 
  مل 0.32  مل 0.32 5 برسلفات الأمونيوم

  عملية الفصل
بعد تحضير الأنابيب الحاوية على الهلام توضع هذه الأنابيب في أماكنها المخصـصة             
في الجهاز، ثم يوضع محلول الأقطاب في المستودع وربطت الدائرة الكهربائية بفرق جهد            

قيقة، ثم أوقف التيار الكهربائي لوضـع        د 15ملي أمبير مدة    1.5 فولت وتيار    100مقداره  
 من نموذج الأنزيم المحـضر  اً مايكروليتر50يوضع بعد ذلك . النماذج وتوصيلها كهربائيا 

 يمرر تيار كهربائي بفولتية مقـدارها       . مسبقا على القمة العليا للأنبوبة الحاوية على الهلام       
 سـاعات ثـم اسـتخرج    6 – 8مدة °  م4   ملي أمبير بدرجة 35-25 فولت وبتيار200

 سـاعة،   18 دقيقة ثم في محلول التصبيغ مدة        30 الهلام وغمر في محلول التثبيت مدة         
حين إزالة الصبغة من الهـلام وزيـادة        ى  لإ في محلول إزالة الصبغة مع استبداله        وأخيراً

  . ثم حفظ الهلام بأنابيب اختبار حاوية على محلول الحفظ،وضوح حزمة البروتين
  المناقشةالنتائج و

  الفول السوداني لبذور ةيئليل الكيميااالتح
باء العراقـي   إ صنف   الفول السوداني   ية لبذور   ئ الكيميا التحاليل نتائج   )2(يبين الجدول   

بوهيدرات رمن حيث تحليل مكوناته من الرطوبة والبروتين والدهن والألياف والرماد والك          
 إذ) 1985(داً لما وجده المـشكور      جاءت هذه النتائج مقاربة ج    . وبعض الصفات الأخرى  

% 2.8ن نسبة الألياف الخام     أو% 47.5وأن نسبة الزيت    % 28.5 نسبة البروتين    نأوجد  
 من  الفول السوداني   في  % 11.2وأن نسبة الكربوهيدرات كانت     % 2.9وان نسبة الرماد    

 ـ) Hoffpauir ) 1979كانت هذه النسب متقاربة مع ما ذكره .أحد الأصناف المحلية ن م
الفول  وأن زيت    اًبروتين% 20-30 اًزيت% 40-50يحتوي تقريباً على    الفول السوداني   أن  

المحتـوى  يتـضمن   ض الدهنية طويلة السلـسلة،      مويتألف من كليسيريدات الح   السوداني  
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كما جاءت النتائج مطابقة    . الكربوهيدراتي النشأ والسكروز والمركبات البكتينية والسليلوز     
 تتـألف   الفول الـسوداني    ن بروتينات   والذي ذكر بأ  ) 2004 (خرونوآلما وجد السلطان    

 والتي تـم عـزل اثنـين منهـا وسـميت            Globulinsبصورة رئيسة من الكلوبيولينات     
Arachin و Conarachin4 : 1ن يشكلان نسبة ي اللذ.  

  الفول السودانيمكونات بذور ) 2(جدول ال
  %نسبتها المئوية     المكونات  

 7.5  الرطوبة
 24.8  البروتين
 44.2  الدهن
 3.1   الخامالألياف
 2.7  الرماد

 17.7  السكريات
 567.8  ) غم100/  سعرهكيلو (القيمة الحرارية 
 0.81  )حمض اللينولييك(الحموضة الكلية 

 6.6  ) الدالة الحمضية (pH الهيدروجيني الأس

  Lipoxygenase Extraction الليبوكسيجينيز استخلاص
   الأنزيملاستخلاصقة المثلى تحديد الطري

 ـ دام محاليل م  تخاس ب الليبوكسيجينيزم  ستخلص أنزي ا  ـ  م اخ ختلفة ت  ـ تيارهـا اعت ى اداً ع
 ـاسـتخلاص ي مجال ة فيالمراجع العلم  Whitaker ، ; 2004 Sawhney(ات  الأنزيم

درست كفاءة تسع طرائـق لاسـتخلاص أنـزيم    . )2005الصوفي،  Singh، ; 2005و
) 3( الجـدول     النتائج المبينـة فـي     أظهرت إذ،  الفول السوداني ور  الليبوكسيجينيز من بذ  

 الهيدروجيني المستخدم،   والأس المحاليل الدارئة    باختلاف الفعالية النوعية للأنزيم     اختلاف
أفضـل المحاليـل، مـن    pH 5و10% وم  بمحول كلوريد الصوديالاستخلاصوقد عد 

. الأخرىارنةً مع محاليل الاستخلاص    ة مق ي بكفاءة عال  نزيمالأى استخلاص   حيث يساعد عل  
 22410والفعالية الكليـة  ) ملغم بروتين/ وحدة (138.3 بلغت الفعالية النوعية للأنـزيم    إذ

الفعاليـة النوعيـة    و pH 5 مـول و   0.2  الخلات بدارئ الاستخلاصوحدة وتلاه محلول    
– 13.14 بينلية  النوعية والفعالية الك   الفعالية وقد تراوحت ملغم بروتين،   /  وحدة 101.12
 جميـع  باسـتخدام وحدة للأنزيم المستخلص 912-22410 ملغم بروتين و/ حدةو  138.3
العالية فـي اسـتخلاص أنـزيم       %  10 الصوديوم   لوريدكتعزى قابلية محلول    . المحاليل

 فك الترابطات بين الأنـزيم والمـواد   إلى أن زيادة القوة الأيونية تؤدي  إلىالليبوكسيجينيز  
 زيادة الفعاليـة  إلى مما أدى بدوره   الاستخلاصخرى وزيادة ذائبيته في محلول      الخلوية الأ 

ن جدار الخلية النباتية يحتوي على بعـض الجزيئـات          إ فضلاً عن ذلك ف    ،النوعية للأنزيم 
الكبيرة المشحونة كالمواد البكتينية التي تعمل على تكوين المعقدات الأيونية مـع الأنـزيم             
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 ,1995.  ذات قوة أيونيـة عاليـة لتحريـر الأنـزيم    استخلاص محاليل إلىلذلك يحتاج 
Borcelo  Munoz; 1972, Whitaker)  ;  ،وآخـرون الـسلطان  2000 ;الأعرجـي ،

) (1988 وآخـرون   AL-Bakir  دموقد اسـتخ ) 2004 كريم، ; 2004 جاسم، ; 2004
 نأر  ومن الجدير بالـذك    . من مصادر مختلفة   نزيماتالأهذه الطريقة نفسها في استخلاص      

المتحصل  المستخلصات الخام  في النوعية أو انخفاض الفعالية   عملية الاستخلاص وارتفاع  
 حيـواني أو مـن الأحيـاء        نبـاتي أو  (  ومصدر الأنـزيم   عليها تعتمد على نوع الأنزيم    

ئيـة لمـصدر    ، كذلك تعتمد على طبيعة تركيب الأنزيم والحالة الوراثيـة والبي          )المجهرية
رتباطات الحاصلة بين الأنزيم والمكونـات الأخـرى للحيـوان أو           الأنزيم وإلى طبيعة الا   

النبات مثل المواد البكتينية والألياف والمواد الكربوهيدراتية التـي تحتـاج إلـى محاليـل      
استخلاص ذات أس هيدروجيني منخفض وذات قـوة أيونيـة عاليـة لتـسهيل عمليـة                

 Uhlenbruck ،; 2004 وJaveri 2004 ;الاستخلاص لأنزيم الليبوكـسيجينيز جاسـم،   
وبعد الحصول على المـستخلص الأنزيمـي الخـام     .1996) التميمي، 2004 ;الطويل، 

والحاوي على أعلى فعالية نوعية وقبل الدخول في مراحل تنقية الأنزيم ينبغـي معرفـة                
بعض المؤشرات الأولية الخاصة بصفاته ومن أهمها الأس الهيدروجيني الأمثل للفعاليـة            

كذلك درجة الحرارة المثلى للفعالية والثبات في المـستخلص الأنزيمـي الخـام             والثبات و 
 لذلك  ،ولكون النتائج التي تم الحصول عليها متطابقة مع نتائج صفات الأنزيم المنقى نفسها            

  .تم ذكرها في فقرات توصيف الأنزيم بغية الاختصار
  طرائق استخلاص أنزيم الليبوكسيجينيز)  3(جدول ال

  الحجم  لةامـــالمع
  )مل(

الفعالية 
  مل/وحدة 

البروتين 
  ملغم

الفعالية 
  )وحدة(الكلية

الفعالية النوعية 
  ملغم بروتين/وحدة

  13.14  1518  3.5  46  33  الماء المقطر
 10% Nacl  وpH  5  45  498  3.6  22410  138.3 

  67.5  5616  1.6  108  52 %20 الغلسيرول محلول
  KCl 0.2%  34  204  5.5  6936  37.09محلول   

% 0.5 Na2 CO3 33  119  1.6  3168  60.0  
NaCl  10  % و pH  8  38  24  1.3  912  18.46  

  pH  5     27  250  2.47  6750  101.12 مول 0.2دارئ الخلات  
CaCl2 0.2%  50  119  2.1  7250  69.04  

  pH  7  48  170  4.6  8160  36.96 مول0.2دارئ الفوسفات 
  تنقية أنزيم الليبوكسيجينيز 

 Purification of Lipoxygenase 
الليبوكسيجينيز من مصادر مختلفة كان الهـدف منهـا         طرائق مختلفة لتنقية   استخدمت

 تداخل المواد الأخرى الموجودة في المستخلص الخام في أثناء دراسة صفات            احتمال إزالة
يائية يقصد بتنقية الأنزيم القيام بمجموعة من الخطوات الكيم       ). 2000،  عرجيالأ. (الأنزيم
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والفيزيائية المتعاقبة بهدف الحصول على مستخلص أنزيمي نقي والتخلص من أكبر قـدر             
وتقاس كفاءة كل خطوة    . ممكن من البروتينات والمواد الأخرى كالشوائب والصبغات مثلاً       

وهي تعبر عن النسبة المئويـة       (yieldمن خطوات التنقية بما يعرف بالحصيلة الأنزيمية        
 التنقيـة وعلى أساس عدد مرات     ) حتفاظ بها ية الموجودة أصلاً التي يتم الا     يمللفعالية الأنز 

Fold purification )         وهي تعبر عـن العامـل الـذي تـزداد بـه الفعاليـة النوعيـة
  ).1998محي الدين، ). (للمستخلص

  الترسيب بالأسيتون البارد
زيئات البـروتين    لج يمكن توضيح فائدة الأسيتون البارد في الترسيب بأنه يحدث تكتلاً         

 Attraction Forceرتباط المجاميع المشحونة ومن ثم  زيادة قوة التجاذب امع بعضها ب
   .Whitaker (1972) التي أوردها تيةالآبحسب العلاقة 

Z + Z-  

Dr2  F =  
  : إنحيث 

Z + Z – : الأنزيم(تمثل الشحنات الموجبة والسالبة على البروتين.(  
D :ثابت ثنائي القطب (ثابت الفصل الكهربائي.(  
r  : أنزيم( بروتين جريئتينالمسافة بين(  .  F :قوة التجاذب.  

 ونظراً لأن  زيادة قوة التجاذب،     إلى) ثابت الفصل الكهربائي   (D يؤدي خفض قيمة     إذ
 وهي أقل مما هي لقيمة 30هي) الأيثانول، الميثانول، الأسيتون( للمذيبات العضوية Dقيمة 

D   مضاعفة   إلىؤدي ذلك   فسوف ي  80للماء F)  ترسـيب   إلـى ومن ثـم      ) قوة التجاذب 
 اسـتخدام  عند   Denaturation) لأنزيماتا(ولتفادي حدوث تمسخ للبروتينات     . البروتين

 الموجودة في Hydrophobic bonds الكارهة للماء الروابطالمذيبات العضوية نتيجة كسر 
 في هذا البحث خمـس      استخدمت وقد   .التركيب الجزيئي للبروتين يستخدم الأسيتون البارد     

 3 : 1 ،2 : 1 ،1 : 1 ،0.5 : 1 نسب خلط للأسيتون البارد مع المستخلص الأنزيمي هي 
 لترسيب الأنزيم من مستخلصاته، أظهرت النتائج أفضلية نسبة الخلط ) حجم /حجم (4 : 1و

 في ترسيب مدتاعتعلى بقية النسب من حيث الفعالية النوعية المستحصل عليها لذلك  2 : 1
 في تحقيق تنقية جزئيـة     أسهموقد  ). 4(الأنزيم من مستخلصاته كمـا موضح في الجدول        

 هذه الطريقة كثير من     استخدموقد  %). 66.7(وبحصيلة مقدارها     مرة 3.65 للأنزيم بلغت 
في تنقية الأنزيم مـن     ) 2004( وآخرون   ستخدمها السلطان    ا إذالباحثين في تنقية الأنزيم     

 2.35 وعدد مرات تنقية ) ملغم/وحدة( 65.58 وا على فعالية نوعية  وحصلسودانيالفول ال
 تركيز أنـزيم    أن) 2004(وآخرون  وأكد السلطان    %45.64مرة وحصيلة أنزيمية بلغت     

. والكحول هي أفضل الطرائق الأسيتون البارد  باستخدام الفول السوداني الليبوكسيجينيز من   
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 الليبوكسيجينيزفي تركيز المستخلص الأنزيمي ) AL-ObaidyW ) 1975ستخدمها أيضاًوا
  .، لذلك اعتمدت هذه الطريقة في تنقية الأنزيمالفولفي 

  Concentration by Ethanol التركيز بالكحول الأثيلي  
 تراوحـت  إذ الكحول الأثيلي البارد     باستخدامنتائج ترسيب الأنزيم    ) 4(يوضح الجدول   

ملغم بروتين للأنزيم المركز بالكحول الأثيلـي       /  وحدة 459.2-10.5الفعالية النوعية بين    
ملغـم  /  وحـدة  137.5مقابـل   % 50 -% 30عند رفع نسبته في المستخلص الخام من        

ن عدد مرات التنقية الذي حصلنا عليـه مـا بـين            بروتين في المستخلص الخام، عليه فإ     
 من خطـوات التنقيـة    كخطوة أولى )  مرة 3(النسبتين المذكورتين من الكحول الأثيلي بلغ       

% 30 المستخلص الخـام بتركيـز   إلى في الأولى أضيف الكحول الأثيلي ،وعلى مرحلتين 
ثم رفع تركيز   ،   وحدة 76.6 بلغت الفعالية    إذ) قليل الفعالية النوعية  (أهمل الراسب المتكون    

قـل  أ فـي  وإذابتهالأنزيم وجمع الراسب   في ترسيب  إمعاناً% 50 إلىالكحول في الراشح    
مـن  . وحـدة  753 بلغت الفعالية في هذه النسبة من الكحول         إذ الدارئية من المحلول    كم

الميثـانول، الأيثـانول،    (الجدير بالذكر أن عملية الترسيب بفعـل المـذيبات العـضوية            
 تعتمد على ثابـت الفـصل   (Water Miscible)متزاج بالماء القابلة للا) الخ.. الأسيتون

 من الماء بكثيـر  قل أي هتي لهذه المذيبات العضوية الDielectric constantالكهربائي 
 قيمة القوة التي تجذب الجزيئات      وارتفاع كبير في قيمة هذا الثابت       انخفاض إلىمما يؤدي   

 كثيراً من الباحثين   أنعلى الرغم من    .  بعض وتكوين كتل تترسب في المحلول      إلىبعضها  
 اسـتخدموا  ) 2005الصوفي، ; 2004 الشيخلي ،; 2004 جاسم ،  ; 2004كريم،  (ومنهم  

 أن بعضهم أكد كفـاءة      إلا في تركيز الأنزيمات ومنها الليبوكسيجينيز،       الأمونيومكبريتات  
التركيز بالمذيبات العضوية مثل الكحول الأثيلي والأسيتون وفضل عدد كبير منهم ترسيب            

. رسيب بالأملاح  الت إلىالأنزيمات من مستخلصاتها الخام بالمذيبات العضوية دون اللجوء         
  ).Al-Obaidy ،1975 ; 1996 حسن،; 1998محي الدين ،(

  oncentration by Ammonium Sulfate الأمونيوم كبريتات باستخدامالترسيب 
ٍعملية الترسيب بالأملاح المتعادلة من العمليات الضرورية في تنقيـة الأنزيمـات             تعد 

دة مـع الأنـزيم وتقلـيص حجـم         للتخلص من البروتينات غير المرغوب فيها والموجو      
 الأمونيـوم لاح كبريتات    الأنزيم بدرجة من النقاوة، وأم     المستخلص الخام والحصول على   

رها في البروتينات    تأثي  انعدام فعالة في ترسيب البروتينات بسبب ذائبيتها العالية فضلاً عن        
 ـ Borcelo ،(1995 و Munoz 2004 ;السعيدي، ( ل ، فيحدث الترسيب بـالأملاح بفع

 بطبقة الماء المحيطة بجزيئـات      والإخلالمعادلة الشحنات الموجودة على سطح البروتين       
 Salting) ذائبيتها وترسبها وتسمى هـذه العمليـة   انخفاض إلىذلك  البروتين مما يؤدي

out) )  التمليح الخارجي(  ،(1997,Schmander) .      يرفع التركيز الملحي على مراحـل
يعمل الملـح علـى معادلـة الـشحنات          إذتخلص الخام،   لغرض ترسيب الأنزيم في المس    
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 تقليـل   إلىالموجودة على سطح البروتين وكذلك سحب طبقة الماء المحيطة به مما يؤدي             
هذه الطريقـة فـي     ) 2004جاسم،  (ستخدم  اوقد   .ذائبيته مما يعمل على ترسيب البروتين     

-Alسـتخدمها  افة وأيضاً  مختلإشباعتنقية أنزيم الليبوكسيجينيز من بذور الترمس وبنسب        
Hassnawi) 2006 (   20 تتراوح بـين     إشباع البيتاكلاكتوسايديز وبنسب    نزيمأفي تنقية-

 Becillusفي تنقية أنزيم ألفا أميليزمن بكتريا ) 2004( ستخدمها الشيخلي، وكذلك ا70%
lichenforimis R5 الفعاليـة النوعيـة   نأ) 4(ويلاحظ من الجدول  %.80 إشباع بنسبة 

 إلى% 30 إشباعبروتين ما بين نسبتي من ال ملغم  / وحدة   146.8 – 7.7 كانت بين    نزيمللإ
 رسـبت   وإنمـا لم ترسب أنزيم الليبوكسيجينيز     % 30 الإشباعوهذا يعني أن نسبة     % 60

 مقارنةً بالفعاليـة    42.2 كانت منخفضة جداً وهي      نزيمالأبروتينات أخرى بدليل أن فعالية      
 إشـباع ن الفعالية النوعيـة بنـسبة       إ وأخيراً   ،433.1 بلغت   والتي% 60 إشباععند نسبة   

بـروتين  مـن ال ملغم /  وحدة7.4بروتين مقارنةً بـ من الملغم / وحدة146.8كانت  % 60
 وبنـسبة   ونيـوم الأموأن عدد مرات تنقية الأنزيم المركز بكبريتات        %. 30 إشباعبنسبة  
ن هـذه النـسبة مـن    إ ،%23.19 وبحصيلة أنزيمية مقـدارها     1.06كانت  % 60 إشباع

قل من النسب الأخرى في طرائـق التركيـز         أالحصيلة الأنزيمية وعدد مرات التنقية هي       
  .المستخدمة لذلك لم تعتمد هذه الطريقة

  التركيز بحبيبات السفادكس الجافة
Concontration by dry granules of sephadex G-25  

وة قد حققت تنقية جزئية للأنزيم      أن هذه الخط  ) 4(تظهر النتائج الموضحة من الجدول      
 وهي نتيجة جيـدة فـي تركيـز       ،%34.4 مرة وبحصيلة أنزيمية مقدارها      2.74مقدارها  

 أعطت تنقية جزئية أقـل      G-25 عملية التركيز بحبيبات السفادكس الجافة       إنالأنزيم، لكن   
رسـيب   من طريقـة الت  أعلىمن الترسيب بالأسيتون البارد والكحول الأثيلي ولكنها كانت         

 لم تشر  ). 2004 جاسم،   ; Al-Hassnawi)  ،2006 . والترشيح الفائق  الأمونيومبكبريتات  
 اسـتخدام حبيبـات     إلـى   في مجال تنقيـة الليبوكـسيجينيزات      فرةامعظم الدراسات المتو  

 حالياً بديلاً عن مـادة  استخدامهاقد تم فالسفادكس كطريقة لتركيز المستخلصات الأنزيمية،      
  .  والغالية الثمنفرة حالياًا غير المتوPoly ethylene Glycolكلايكول متعدد الاثيلين 

 Concentration by Ultra – Filtration التركيز بالترشيح الفائق  
ريـة والـصناعية   على نطاق واسع على المستويات المخبتعد من الطرائق المستخدمة     

 مواد كيميائية كثيـرة،     إلىاج  ولاسيما في تنقية الأنزيمات وذلك لكون هذه الطريقة لا تحت         
ويتم العمل على درجات حرارية منخفضة ولا يحدث تغيير فـي طـور البـروتين أي لا         

النتائج المتحصل عليها من هـذه      ) 4(يوضح الجدول    . راسب إلىيحدث تحول من ذائب     
ملغم بـروتين وبعـدد    / وحدة421.5 كانت الفعالية النوعية إذالطريقة عند تركيز الأنزيم   

 هـذه   نأ) 1994(وقد وجـد البيـار      %. 27.4 مرة وبحصيلة أنزيمية     2.95ات تنقية   مر
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فـي  ) 2004(ستخدمها سـعيد  ا وكذلك ،الاميليز يقة مجدية في مجال تركيز أنزيمات  الطر
وأيضاً استخدمها السلطان ، candida albicans تركيز أنزيم البروتييز المنتج من خميرة

 حـصل علـى عـدد    إذ الفول السوداني سيجينيز من في تركيز الليبوك  ) 2004 (وآخرون
في ) 2004(ستخدمها جاسم   ا، وأيضاً   %41.95وبحصيلة أنزيمية     مرة 2.28 مرات تنقية 

   .التنقية من بذور الترمس
  "التنقية الجزئية" من المستخلص الخام نزيمالأطرائق تركيز ) 4(جدول ال

 ت
  الحجم  الطريقة 

  )مل(
  الفعالية

  )مل(
تين البرو تركيز

  )مل/ملغم(
الفعالية النوعية 

  )ملغم/وحدة(
  الفعالية الكلية

  )وحدة(
مرات  عدد

  التنقية
  الحصيلة
(%)  

  100  1.0  24500  138.7  3.6  500  49  المستخلص الخام  
   المبردالأسيتون  1

1:2 17  962.3  1.9  506.5  16359  3.65  66.7  
  100  1.0  22776  137.5  3.6  465  49  المستخلص الخام  
2  

  ثانول الاي
30%  
50%  

  
16 
16  

  
76.6  

753.0  
  

7.3  
1.64  

  
10.5  

459.2  
  

1225.6  
12048  

  
0.067  

3.33  
  

2.38  
52.9  

  100  1.0  22410  138.3  3.6  498  45  المستخلص الخام  
3  

  كبريتات الامونيوم 
30%  
60%  

  
12 
12  

  
42.20  
433.1  

  
5.5  

2.95  
  

7.7  
146.8  

  
506.4  

5197.2  
  

0.06  
1.06  

  
2.26  

23.19  
  100  1  22724  137.2  3.6  494  46 خلص الخامالمست  
  G-25  13  600.4  1.6  375.3  7805.2  2.74  34.4السفادكس   4
  100  1  22500  142.8  3.5  500  45  المستخلص الخام  
  27.42  2.95  6170.4  421.48  1.83  771.3  8  الترشيح الفائق  5

  )الأيونيكروموتوغرافيا التبادل (تنقية الأنزيم 
Enzyme purification 

 للحصول على الأنـزيم     الاستخلاصتضمنت تنقية الأنزيم ثلاث خطوات رئيسة وهي        
 الأنزيم المنقى جزئياً علـى عمـود المبـادل          إمرارالخام والترسيب بالأسيتون البارد ثم      

 بـدارئ  الذي تمـت موازنتـه   DEAE Cellulose Sephadex-A50الأيوني السالب 
 على طول موجي    الامتصاصيةثم قيست   ، pH 7 مول و  0.01 فوسفات الصوديوم بتركيز  

وبعدد مرات تنقية   % 64 الحصيلة الأنزيمية بلغت     نأ) 5( يوضح الجدول    .اً نانومتر 280
زداد عـدد  طوة الترسيب بالأسيتون البارد، وا  مرة في خطوة التنقية الجزئية وهي خ       3.55

، ظهرت ثـلاث   Ion Exchange مرة في خطوة التبادل الأيوني 6.06 إلىمرات التنقية 
 في مرحلة التنقية هذه كانت منهـا قمتـان فـي ضـمن مرحلـة الغـسل           (Peaks)قمم  

Washing          الأنزيم بالمبـادل    ارتباط وكانت خاليتان من الفعالية الأنزيمية تماماً مما يؤكد 
 هـي   الاسـترداد  أحوال محصلة الشحنات المحمولة على الأنزيم في        إنالأيوني السالب،   
أما في مرحلة الاسترداد     .فر مع شحنة الأنزيم لذلك تنزل بمرحلة الغسل       شحنات سالبة تتنا  

(Elution) حدة، وكانت هذه القمة تحتوي على الفعالية التي تؤكـد          انلاحظ ظهور قمة و   ف
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ملغـم  / وحدة135.14زدادت الفعالية النوعية للأنزيم من     ا .وجود الأنزيم في هذه المرحلة    
بروتين في مرحلة التنقيـة     من ال ملغم  /  وحدة 480خام و  ال الإنزيمبروتين في مرحلة    من ال 

. بروتين في خطـوة التبـادل الأيـوني       من ال ملغم  /  وحدة 819.5 إلىالجزئية بالأسيتون   
.  حجمها والفعالية وتركيز البروتين فيهـا      وقيسلى فعالية عالية    عجمعت الأجزاء الحاوية    

   ).4، 3، 2 (الأشكالكما في 
  أنزيم الليبوكسيجينيز من بذور الفول السودانيخطوات تنقية ) 5(جدول ال

الحجم   خطوات التنقيةت
  )مل(

  الفعالية
  )مل/ وحدة(

  تركيز البروتين
  )مل/ملغم(

  النوعية الفعالية
  )ملغم/وحدة(

الفعالية 
  الكلية

  )وحدة(
 عدد

مرات 
  التنقية

الحصيلة 
  الإنزيمية

(%)  
  100  1  24000  135.14  3.7  500 48  المستخلص الخام  1
  64  3.55  15360  480  2  960  16  لمبردتون ايالأس  2
  المبادل الأيوني  3

DEAE-Sephadex A50  39 336  0.41  819.5  13104  6.06  54.6  

  الترشيح الهلامي  4
Sephacryl S-300  33  314  0.4  1162.9  10362  8.61  43. 18  

  Gel Filtrationلترشيح الهلامي ا
 الناتج عن الخطوة الـسابقة علـى   نزيميالأل  المحلو إمرار الأيونيتلت خطوة التبادل    

 الذي تمت موازنته باستعمال دارئ فوسفات Sephacryl S-300عمود الترشيح الهلامي 
 المستردة من العمـود وقيـست       الأجزاءثم جمعت    pH 7و مول   0.01الصوديوم بتركيز 

 ـ.  اً نانومتر280الامتصاصية الضوئية على طول موجي   صول في هذه الخطوة أمكن الح
يوضح أن قمة الفعاليـة تكـاد تكـون         )  5( على قمة بروتينية ذات فعالية عالية والشكل      

رتفـع   اإذ، نقاوة الأنـزيم ن هذه الخطوة تعد دليلاً على   إمتطابقة تقريباً مع قمة البروتين،      
كما % 43.18مرة وبحصيلة أنزيمية مقدارها   8.6 إلىعدد مرات التنقية في هذه الخطوة     

 هذه النتائج مـع مـا   اتفقت.  النسبة المئوية عن كفاءة الفصل الجيد      تعبرو) 5(في الجدول   
 الليبوكـسيجينيز بخطـوتين متتـاليتين بعمـود         نزيمأ نقى   إذ) 2004جاسم،   (إليهتوصل  

 قليلاً من   أعلىاءت بمستوى    تنقية الأنزيم قيد الدراسة ج     ، كما أن نتائج   S-300السيفاكريل  
إذ حصل علـى حـصيلة أنزيميـة        ) 2004،  وآخرونسلطان  ال(النتائج التي حصل عليها     

 ، وبخطوات التنقية نفسهاالفول السوداني عند تنقية أنزيم الليبوكسيجينيز من      % 36مقدارها  
ثم جمعت أجزاء . من ناحية الحصيلة الأنزيمية   % 6 هذه الدراسة حققت تقدماً بمقدار     إنأي  

اسـتخدم الترحيـل   . ستعمالى حين الالإ الحاوية على الفعالية وحفظت بالمجمدة     الاسترداد
 لتعيين نقاوة الأنزيم وخلوه Denaturation Factorsالكهربائي بغياب العوامل الماسخة 

 متعدد مهلا في (One band)من بروتينات أخرى، فلوحظ ظهور حزمة بروتينية واحدة 
مـي   حزم فـي المـستخلص الأنزي  4 بعد أن كانت Poly acryl amid Gelأكريل أمايد 

 نقـاوة الأنـزيم حـد      وصول إلى مما يشير    ؛)6(شكل  الالمركز بالأسيتون البارد كما في      
فضلاً عن السلوك الكرومـاتوغرافي للأنـزيم       ) 2005، وآخرون (Singletonالتجانس  

 كانت قمة   إذ) 5( كما في الشكل     S-300المنقى خلال الترشيح الهلامي بعمود السيفاكريل       
  . اً نانومتر280 تاماً مع قمة الامتصاص على طول موجيالفعالية متطابقة تطابقاً
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كروماتوغرافيا التبادل الايوني الهلامي للمستخلص الخام لأنزيم الليبوكسيجينيز من  )2(شكل ال

وتمـت الموازنـة باسـتخدام    ) DEAE-Sephadex A50(الفول السوداني بعمود 
  . مل للجزء الواحد5وبواقع pH 7  مول من محلول دارئ الصوديوم ذي0.01محلول 
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 الفعالیة الانزیمیة (وحدة/مللتر)  نانومتر280الامتصاص على طول موجي 

  
 نـزيم لأللمستخلص الخـام   )Washالغسل ( الهلامي الأيونيكروماتوغرافيا التبادل  )3(شكل ال

وتمـت  ) DEAE-Sephadex A50( بعمـود  الفول السودانيالليبوكسيجينيز من 
 ذي من محلول دارئ الفوسفات الـصوديوم      ل مو 0.01 محلول   باستخدامالموازنة  

pH 7  مل للجزء الواحد5وبواقع . 
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 الفعالیة الانزیمیة (وحدة/مللتر)  نانومتر280الامتصاص على طول موجي 

  

للمـستخلص الخـام    ) Elutionالاسترداد  (كروماتوغرافيا التبادل الأيوني الهلامي     ) 4(الشكل  
) DEAE - Sephadex A50(لأنزيم الليبوكسيجينيز من الفول السوداني بعمـود  

 مول من محلول دارئ فوسفات الـصوديوم       0.01وتمت الموازنة باستخدام محلول     
  . مل للجزء الواحد5 وبواقع pH 7 ذي

 

 سـم، تمـت   x 1.6 58بأبعاد ) S-300(كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي بعمود السيفاكريل ) 5(الشكل 
 . مل للجزء الواحد3ة باستخدام محلول فوسفات الصوديوم الدارئ وبواقع الموازن
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بهلام الاكريـل امايـد بغيـاب العوامـل     ) Electrophoresis(الترحيل الكهربائي  )6(شكل ال

 المنقى من الفـول الـسوداني المحلـي بتركيـزين       زالماسخة لأنزيم الليبوكسيجيني  
في حين تشير الحزمة السفلى الى      ) الأنزيم المنقى (ا  مختلفين، اذ تمثل الحزمة العلي    

  ).حزمة الصبغة(حزمة نهاية الفصل 
  
  

الـذي   إبـاء  صنف الفول السوداني  نأ  هي الاستنتاجات المتحققة من هذه الدراسة     إن
 مـن   واحد خـالٍ نزيمأ يحتوي على   الليبوكسيجينيز نزيمأخضع لدراسة استخلاص وتنقية     

 ممكنـة بطريقـة   نزيمالأن استخلاص وتنقية إو، (Iso enzyme ) نزيميةالأالمتناظرات 
  .بسيطة وسهلة من المصادر النباتية
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