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 Lipoxygenase توصيف أنزيم الليبوكسيجينيز -ب 
  الفول السودانيالمستخلص والمنقى من بذور 

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

  الجامعة المستنصرية - كلية التربية الأساسية–قسم العلوم )1(
  هيئة التعليم التقني - كلية التقنيات الطبية والصحية )2(

 02/04/2008ريـخ الإيداع تا

  03/11/2008 قبل للنشـر في
  

  الملخص
 ، بعد تنقيتـه فـي الدراسـة الـسابقة      الفول السوداني   نزيم الليبوكسيجينيز المستخلص من     أ وصف

وبلغت ،  كيلو دالتن مقدراً بطريقة الترشيح الهلامي 97نزيم هو   ن الوزن الجزيئي للأ   أوأشارت النتائج إلى    
ن أنزيم من البروتينات الـسكرية و     ن الأ أكما أظهرت الدراسة    ، 6.2نزيم   للأ )PI (هربائينقطة التعادل الك  

وقـد وجـد أن   .  حمض الكبريتيك–الفينول  عند تقديرها بطريقة% 13نسبة الجزء الكربوهيدراتي تشكل  
روجيني نزيم ثباتاً واسعاً في مدى مـن قـيم الأس الهيـد            وأظهر الأ  7الأس الهيدروجيني الأمثل للفعالية     

 م عنـد  40نـزيم  وكانت درجة الحرارة المثلى لفعالية الأ. 8.5و 6.5تراوحت بين   ) pH الدالة الحمضية (
وبلغت طاقة التنشيط لتحويل    ، م 60 - 40 نزيمينالأالأس الهيدروجيني الأمثل ودرجة حرارة الثبات لهذا        

   24.3 التنشيط لمـسخ الإنـزيم   ةطاق بلغت قيمة في حينمول /  كيلو سعره9.48المادة الأساس إلى ناتج    
نـزيم   لتفاعـل الأ   (km) معدلات قيم ثابت ميكالس      أن دراسة الثوابت الحركية     أظهرت. مول/ كيلو سعره 

قل قيمـة  أ لكل منها على التوالي إذ إن  0.326 ،   0.280 هي   واللينولينيك وحمض   اللينولييكتجاه حمض   
/  وحدة امتـصاص  Vmax 1.29 في حين بلغت قيمة  ،عل تدل على الملائمة النسبية لمادة التفا   kmلـ  

 على الكبرى حيث تدل القيمة  ،دقيقة لحمض اللينولينيك  /  وحدة امتصاص  0.68 و ،دقيقة لحمض اللينولييك  
يـة المـستخدمة فـي هـذه       ن جميع المثبطات المعدن   أكما وجد   . نزيم ومادة الأساس  الألفة العالية بين الأ   

 EDTA,  8. Hydroxy quinoline, α -  α dipyridyl, 1 : 10 phenan throline :الدراسة هي
وقـد  أظهـرت    .نزيمسببت تثبيطاً بدرجة واضحة مما يعطي دليلاً على اشتراك المعادن في تفاعل الأ   

يونات النحـاس،  إ أظهرت في حينالايونات الموجبة للكالسيوم، النيكل، المغنسيوم المنغنيز تأثيراً منشطاً،     
نزيم المنقى يقصر لون الطحين الأسمر إلى       ن المستخلص الخام والأ   أووجد   . تأثيراً مثبطاً  زنكالوالحديد،  و

   . إلى تحسين خواص الرغيف المنتجمؤدياً، اللون الأبيض بشكل واضح
  

  .الفول السوداني، نزيمتوصيف الأ،  الليبوكسيجينيز:الكلمات المفتاحية
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ABSTRACT 

The enzyme was characterized by the following: Its molecular weight was 97 
KD as estimated by gel filtration, iso electric point was at 6.2. The result 
showed that it was a glycoprotein with a carbohydrate content of 13 % as 
determined by phenol – sulfuric acid method. Its optimum activity pH was 7. 
The enzyme was stable at pH range between (6.5–8.5). The optimum 
temperature for enzyme activity was 40 C at the optimum pH. The enzyme 
stability temperature ranged between (40–60) C. The activation energy to 
convert the substrate to product was 9.48 kilo calorie/ mole. The inactivation 
energy for the denatured enzyme was 24.3 kilo calorie/ mole . The average 
Michael’s constant (Km) for the enzyme reactions towards Linoleic, Linolenic 
acid, were 0.280, 0.326 respectively. The lowest value for Km was for linoleic 
acid which showed a relative suitability of the substrate, V max was 1.29 
absorption unite / minutes and 0.68 1-0 Linolenic acid. Metal inhibitors such as: 
EDTA, 8-hydroxy quinolinc, & – & dipridyl, 1:10 phenan throlinc, in habited 
lipoxygenase clearly meaning that it is ametallo protein enzyme. Ions such as 
Ca, Ni, Mg and Mn, had and activating effect for Lipoxygenase, other such Cu, 
Fe and Zn had an inhibitory effect on the enzyme. Extract of both row and 
purified enzymes bleached clearly the flour color Leading to the improvement 
of quality properties of the loaf produced. 

 
Key word: Characterization, Lipoxygenase, Peanut Seed. 
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  ةـدمـالمق
حسب ما ذكره   ( 1928 في عام    Hass و Boun  لبنزيم الليبوكسيجينيز من ق   أ اِكتُشف

(1972) Whitaker( ،قمـح   في عجين الالأصفر فقدان اللون ا ملاحظتهمأثناء  فيوذلك
على الرغم من اعتقادهم في ذلك الوقـت        ،  كميات قليلة من طحين فول الصويا      إضافةبعد  

 نأ وجـد بعـدها      فقـد  هو تحطم صبغة الكاروتين      قمح عجين ال  أن سبب فقدان اللون في    
  HouوAndre الصبغة المحطمة بشكل رئيسي هي الزانثوفيلات، وبعد ذلك وجد الباحثان 

 يؤكسد الدهون غير المشبعة وسمياه أنزيم       نزيماًأحوي  يأن فول الصويا    ) 1932(في عام   
                      التابعـة  نزيمـات الأ لجنة تسمية    هأعطت الذي   نزيمالأ، وهو   )Lipoxidase(الليبوكسيديز  

 والذي يقع تحت رقـم    ) Lipoxygenase( الكيميائيين الحيويين اسم الليبوكسيجينيز      تحادلا
(1998, Liu) (EC1.13.11.12) (Linoleate : Oxidoreductase) . كما في الشكل

النباتية وبـصورة رئيـسية فـي    إن أنزيم الليبوكسيجينيز واسع الانتشار في المملكة    ).1(
، المـاش، البزاليـا،   )Urd beans (الأرديالبقوليات، فهو يوجد في فول الصويا، الفول 

 في  نزيمالأد هذا   كما يوج  ).AL-Obaidy  ،1975 (لفول، وفي الحمص وا   الفول السوداني 
بذور ة وفي بذور الجت، كذلك في زيتيات ال وفـي بذور النباتالأخرىوب  وبقية الحب  قمحال

  .)Valle ،1988 وMolias(وفي بذور الترمس ). 1985، وآخرون Leoni( الشمس عباد
 والمـاش  الأردي الليبوكسيجينيز المستخلصة من فول الصويا والفـول         نزيماتأتتميز  

-AL( يليها الفول و) Tapple ،1956و Siddiqi (والفاصوليا الخضراء بفعاليتها العالية،   
Obaidy  ،1975 .(  أيـضا واد الدهنيــة، ويوجد في التفاح       للم أكسدتهال  وذلك من خلا 

)Kim و Grosch  ،1979( ي البزاليا   ف، و)Reynolds   و Klein  ،1982 .(    كـان يعتقـد
 Kermasha  ولكن الباحـث ريةهالمج الأحياء أن أنزيم الليبوكسيجينيز لا يوجد في سابقاً

كتريـا   حيـث استخلـصه مـن ب       ريـة هالمج الأحيـاء وجده فـي    )  1997 (وآخرون 
Mycobacterium phlei و Pseudomons fluorscens . وقد أثبتGada وآخرون 

  . الحيوانية حيث وجده في عضلات الخنزيرالأنسجة في نزيمالأوجود ) 1999(
 ـ إضـافة  التي تحفز    نزيماتالأإن أنزيم الليبوكسيجينيز من       إلـى  أوكـسجين  ةجزيئ

ــوض ــشب الحم ــر الم ــة غي ــى ال  الدهني ــوي عل ــي تحت ــال عة والت ــزء الفع   ج
1,4-cis,cis - pentadieneـ دروبيروكسيدات ناتجاً لتعطـي الهي      لحمـوض ان إ لـذا ف

يـك  ينولوحمض اللين ) 18:2(ض اللينولييك   ل ح  مث  الموجودة طبيعياً  الأساسيةالدهنيــة  
 ـ أساسل بـوصفها مادة    عمت) 18:3( ، وآخـرون  Silva(زيم اللـيبـوكـسيجينيـز     لأن

2001 Richard ;  2001، وآخرون.(  
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  )1993،   وآخرونBoyington(يمثل تركيب أنزيم الليبوكسيجينيز ) 1(الشكل

 Cis, Cis الدهنية غير المشبعة من نوع ضحموالى يم الليبوكسيجينيز يعمل علإن أنز
 تقـوم  إذ من مهاجمتهـا  نزيمالأ  فلا يتمكن Trans - Trans, Trans - Cis  أنواع أما

 مـن تفاعـل الليبوكـسيجينيز هـي مركبـات         الأوليـة ن النواتج   إبدور مثبط تنافسي، و   
 Optically( والتي تكون فعالة ضـوئيا  Cis-Transالهيدروبيروكسيدات ذوات التركيب 

active.( الباحث   وأوضح Robinson وآخرون) عنـد   يبدأ بالتفاعل  نزيمالأبأن  ) 1995 
، )chain reaction( فيبـدأ تفاعـل تسلـسلي    الأساسذرة هيدروجين من المادة انتزاع 

ولغـرض   .عله تفا أثناء في   نزيموالأ الأساس ويتكون معقد من المادة      نزيمالأيسيطر عليه   
 تقنيـات   تبـاع االوزن الجزيئي له، ويتم      نزيم المستخلص والمنقى يجب تقدير    توصيف الأ 

، (Amino acid analysis)مينية الأضحموال عديدة ومختلفة لهذا الغرض مثل تقنية تحليل
ــال  ــسائل ع ــا ال ــة كروماتوغرافي ــتقني  High Performance Liquid)اءةي الكف

Chromatography) HPLCــ و ــائق الـ ـ  المردالط ــزي الف  Ultra (سرعةرك
Centrifugation(   ـ ة الترشيح استخدام طريقإلىغلـب الدراسات تشير    أ، ولكن  ي الهلام

ــأو ــائي الترحيـ ــ( ل الكهربـ ــر،؛1982دلالي، الـ ــتخدام )1983  المظفـ   باسـ
(Sodium Dodecyl Sulfate) (SDS)   

 90 مصادر المختلفة بـين    الجزيئية لأنزيم الليبوكسيجينيز من ال     الأوزانتتراوح حدود   
 المصدر الذي تم استخلاص باختلاف نزيمللأ كيلو دالتن، وقد يختلف الوزن الجزيئي 110و
وقـد وجـد    ). 1998محي الـدين،    (  الطرائق المتعددة في تقديره    وباختلاف منه   نزيمالأ

Reynolds و Klein (1982)     يلـو  ك 65غ   من بذور البزاليا بل    نزيمللأأن الوزن الجزيئي
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الليبوكسيجينيز  نزيملأ الوزن الجزيئي نأ Valle (1988)  و Molais وجدفي حينلتن، دا
الجزيئي للأنـزيم    الوزن   إن إلىكيلو دالتن، وأشار     92المستخلص من بذور الترمس هو      

فـي بـذور   ) Mendoza )1982 وVandenفي حين وجد   . خريختلف من مصدر إلى آ    
وقد وجد الباحث .  كيلو دالتن74 و68وزنهما الجزيئي ن لأنزيم الليبوكسيجينيز ياللوبيا نظير

Gada   كيلو  90 أن الوزن الجزيئي للأنزيم في عضلات الخنزير كان          1999) (وآخرون 
الفول  من (1996) وآخرون Dingدره ن كان الوزن الجزيئي للأنزيم والذي قدالتن، في حي

 الـوزن الجزيئـي     نأوجد  فقد  ) 1997 (وآخرون   Allen أما كيلو دالتن،    105 السوداني
) 2004 (وآخرون كيلو دالتن، فيما وجد السلطان 105 أيضاً هو الفول السوداني من نزيمللأ
وهذا . الفول السوداني  كيلو دالتن المستخلص من      104 يساوي   للأنزيم الوزن الجزيئي    نأ

   .نزيمالأق مختلفة في تنقية ائ استخدام طرإلىالاختلاف يعود 
  ائقـهمـواد البحـث وطر

   الليبوكسيجينيز نزيمأ
 بالدراسة الـسابقة  الفول السوداني  الذي استخلص من   الأنزيماستخدم في هذه الدراسة     

 ، البـارد بالأسيتون وتم ترسيبه pH 5و% 10ستخلص بمحلول كلوريد الصوديوم  والذي ا 
 DEAE- Sephadex( مراحل التنقية باستخدام التبادل الايوني الهلامي بعمـود  وأكملت
A-50(،     الهلامي بعمود السيفاكريل     الترشيح ومن ثم استخدم S-300    حيث بلغت الفعالية 

 % 43.13 مقـدارها    نزيميـة الأملغم بروتين والحصيلة    /  وحدة 1162.9نزيم  النوعية للأ 
 عمليـة الترحيـل     بـإجراء نـزيم    من نقاوة الأ   التأكد وتم   ، مرة 8.61وعدد مرات التنقية    

 ظهرت حزمة بروتينية واحدة في هلام متعدد     إذلماسخة للبروتين   الكهربائي بغياب المواد ا   
  .اكريل امايد
  Determination enzyme activity  نزيمالأفعالية 
 Linoleat استخدام مستحلب اللينولييـت كمـادة أسـاس   نزيم بطريقة فعالية الأقيست

Emulsion اً نانومتر234ي وجالامتصاصية في طول م وقيست) .Liu  ،1998 .(                
  تقدير البروتين

ـنحـنـى باعتماد م  في تقدير تركيز البروتينBradford (1976)استخدمت طريقة 
  ).B. S. A) (Bovine Serum Albumin(اسي ل البقري القيألبومين المص

حيث حضرت من هذا المحلول تراكيز ثنائية مكررة كما         ، Flukaوالمجهز من شركة    
 القياسي لقيم امتصاص الضوء مقابل تراكيـز البـومين          نيحلمن ورسم ا  ،)1(جدول  الفي  

باستخدام جهـاز   ) اً نانومتر 590(بعد قياس الامتصاص على طول موجي       المصل البقري   
  :نزيم بالطريقة الآتيةوقدر تركيز الأ  )2( كما موضح في الشكل ،المطياف الضوئي
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 slopeالميل / 590امتصاص الضوء على طول موجي )= مل/ ملغم(تركيز البروتين 
  تراكيز البروتين) 1(جدول ال

  اً نانومتر 590الامتصاصية على   )مل/ ملغم(تركيز البروتين
0.015 0.0093 
0.031 0.0192 
0.062 0.042 
0.125 0.076 
0.25 0.17 
0.5 0.34 
1.0 0.68 

  
  روتين بطريقة برادفورد تركيز البالمنحنى القياسي لتعيين )2(شكل ال

  نزيمتوصيف الأ
  الوزن الجزيئي

  الليبوكسيجينيز المنقى بطريقة الترشـيح الهلامـي       نزيملأجرى تعيين الوزن الجزيئي     
تبعت طريقـة  ا. )2001( قبل الصوفي    ت من والتي ذكر ) Garfin )1990 طريقةوحسب  

سم  58x1.6 بأبعاد) S-300(  على عمود السيفاكريل Gel Filtrationالترشيح الهلامي 
 VO (Void( حجـم الفـراغ   وعـين في تقدير الوزن الجزيئي لأنزيم الليبوكسيجينيز، 

Volume      نـت ، كما   )2000، عرجيالأ( للعمود باستخدام الدكستران الأزرقيحجـوم   ع 
، الأوفـاالبومين   Lysozymeالتي شملت اللايسوزايم    ) Ve(الأسترداد للبروتينات القياسية    

Ovalbumin ،ــومين ــري ألب ــصل البق ، Bovin Serum Albumin (B.S.A) الم

  BSA (mg/ml)) مل/ملغم(تركیز البروتین 
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 AL-Cohol، الكحـول دي هايـدروجينيز   Glucose Oxidaseالكلوكوز أوكـسيديز  
dehydrogenaseوبيولين المناعي كل  والIGYا قيم  نهت م، استخرج/VO Ve.  

           pI ( Iso electric point( تعيين نقطة التعادل الكهربائي 
 والتي ذكــرها محــي الـدين  Wrigley (1971)لطريقة التي وصفها استخدمت ا

 Iso electric عمليـة تبئيـر تعـادل الـشحنة     وإجـراء في تحضير المحاليل ) 1998(
Focusing.  

  تقدير الكاربوهيدرات
 وذكرهـا محـي الـدين     ) 1956( وآخرون   Dubois الطريقة التي وصفها     اِستُخدمت

 ،يوضح تراكيز الكلوكـوز ) 2( والجدول ،لكبريتيكحمض ا –وهي طريقة الفينول  ) 1998(
 القياسـي  نزيم بالاستعانة بالمنحنىوقد قدر تركيز الكلوكوز في ملليتر واحد من محلول الأ      

  .نزيم  النسبة المئوية للكربوهيدرات في الأاِستُخرجت ثم ،)3شكل (للكلوكوز 
  تراكيز الكلوكوز) 2(جدول ال

  اً نانومتر 490الامتصاصية على   )مل/مايكرو غرام (تركيز الكلوكوز
10 0.12 
20 0.22 
30 0.32 
40 0.4 
50 0.5 
60 0.6 
70 0.7 
80 0.78 
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  لفعالية الأنزيمالأس الهيدروجيني الأمثل 
 الأسوعلـى مـدى مـن     مول 0.2  بتركيز من المحاليل الدارئةأنواعحضرت ثلاثة   

 محلـول  -أ .نـزيم الأ لفعالية وثبات الأمثل الهيدروجيني الأس لتعيين 4-10الهيدروجيني  
 محلول دارئ الفوسـفات  -ب .4-5.5 هيدروجيني من أسبمدى  مول   0.2دارئ الخلات   

 ). Conbridge  ،1985(حضرت كمـا ذكرهـا      ،  6–8 هيدروجيني   أسبمدى   مول   0.2
 من   مل 1 خلط   .8.5-10 هيدروجيني   أس بمدى   Tris-HCl مول من      0.2لول   مح -جـ

من كل من المحاليل الدارئـة   مل 1مل مع /  ملغم 25 المنقى بتركيز    نزيميالأالمستخلص  
.  دقيقة15مدة  م 30 اختبار، حضنت في حمام مائي بدرجة حرارة        أنابيبسابقة الذكر في    
 للفعاليـة   الأمثـل  الهيـدروجيني    الأس لتحديـد     في كل نمـوذج    نزيميةالأقدرت الفعالية   

  . نزيميةالأ
   للثباتالأمثل الهيدروجيني الأس

 اختبار فـي  أنابيب مع كل من المحاليل الدارئة المذكورة آنفاً في نزيمالأحضن محلول   
 قُـدرت بعـدها  .  حمام ثلجـي   إلى ثم نقل    ، دقيقة 30 م مدة    37حمام مائي بدرجة حرارة     

 الهيدروجيني والنسب المئوية للفعاليـة      الأس ورسمت العلاقة بين     نزيمللأة  الفعالية المتبقي 
  . للثباتيةالأمثل لتعيين الرقم الهيدروجيني نزيمللأالمتبقية 

  نزيمالأدرجة الحرارة المثلى لفعالية 
 م  لتعيين درجة الحرارة المثلى       10-90استخدم مدى من درجات الحرارة تراوح بين        

 م  10-90 ضمن المدى الحراري     نزيمالأحضن محلول    ).Segel  ،1976 (نزيمالألفعالية  
  .نزيمللأ لتعيين درجة الحرارة المثلى نزيمالأ فعالية قُدرت دقيقة، ثم 15مدة 
  نزيمللأتعيين الثبات الحراري  

 0.2  وبتركيـز  8.5س هيدروجيني   لنقي في محلول الفوسفات الدارئ بأ      ا نزيمالأأذيب  
 15مدة   م   10-90 بدرجات حرارية مختلفة تراوحت بين       نزيمالأ وحضنت كمية من  . مول

  . المتبقية بعد تلك المعاملات الحراريةنزيمالأ حمام ثلجي وقدرت فعالية إلىدقيقة، ثم نقل 
  تعيين طاقة التنشيط

 لتحويـل مـادة التفاعــل   Activation energy نـزيم للأقـدرت طاقـة التنـشيط    
)(Substrate ناتج   إلى )(Product .          فقد قدرت طاقة التنشيط بدلالـة لوغـارتيم ثابـت

 ورسمت العلاقة بينه وبين مقلوب درجة الحرارة المطلقـة        .)Ko( سرعة التفاعل الملاحظ  
)T / I (المرسوم وفق معادلة ارهينيوس وميل المنحنى .  

Ea + Log A  2.303 R T Log ko =  
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Ko =  ثابت السرعة الملاحظ    Ea =  التنشيططاقة      A =    ثابت التفاعل الخاص  
R =  ثابت الغازات(1.987 cal/mol.ko )   T =  درجة الحرارة المطلقة)Ko (     كلفن  

  نزيمللأتعيين الثوابت الحركية 
دارئ الفوسـفات   حمض اللينولييك واللينولينيك في محلول      الأساسحضر محلول مادة    

والسرعة ) Km( منتن   -بت ميكالس   قيمـة ثا ثم حسبت    ، %1–0.1 بتراكيز متدرجة من  
 بخمـس  الأساس من رسم العلاقة بين سرعة التفاعل وتراكيز المواد V max)(القصوى 

  : طرائق وهي
                                  Lineweaver - Burk plot   بيرك– طريقة لاينويفر -1
 Woolf-Augustinsson- Hafstee plot  هافستي– اغستنسون – طريقة وولف -2
 Hanes - Woolf plot   وولف– طريقة هانس -3
 Edaie - Scatchard plot  سكاتيجارد– طريقة أيدي -4
 Estesthal - Cornish - Bowden plot  بودون– كورنيش – طريقة أستيسثال -5

  .Segel (1976)كما ورد عن 
  دراسة تأثير المثبطات المعدنية

المختلفة المستعملة  من المثبطات المعدنية (Stock solutions)حضر خزين للمحاليل 
مـن محلـول المـادة       مل   3 إلى وأضيف من محلول الخزين      مل 0.1خذ  أ. في الدراسة 

 للحصول  Spectrophotometerفي خلية المطياف الضوئي     ) حمض اللينولييك  (الأساس
 نزيمـي الأضر  من المستح  مل   0.1على التراكيز المطلوبة من المثبط في خلية التفاعل، ثم        

  ).2000، عرجي الأ(المراد دراسته والمخفف بشكل مناسب 
  نزيمالأ فعالية فيدراسة تأثير الايونات الموجبة 

 والنيكل والبوتاسيوم وبتركيز    زنكحضرت محاليل كلوريدات النحاس والمغنيسيوم وال     
 ثم  ،قة دقي 30 م مدة    37 مع محاليل هذه الكلوريدات بدرجة       نزيمالأحضن  .  ملي مول  10

 .  غير المعاملنزيمالأقدرت الفعالية المتبقية كنسبة مئوية من فعالية 

  النتائج والمناقشة
  توصيف الأنزيم

  الوزن الجزيئي للأنزيم 
 2.04 ,1.63 ,1.48 ,1.41 ,1.37 ,1.30إلى مساوية  المستخرجةVO Ve/ م قيكانت

 نفسها كانت نـسبة حجـم   لالأحوا وضمن الليبوكسيجينيز نزيمأ إمراروعند . على التوالي 
وعنـد  ). 3( كما في جدول     1.44 إلى مساوية   Vo Ve/  حجم الفراغ  إلىاسترداد الأنزيم   

  حجم الفـراغ   إلى هذه القيمة على منحنى العلاقة الخطية بين نسبة حجم الاسترداد            إسقاط
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/Vo Ve       ـ الأحوال ضمن للبروتينات القياسية المعلومة الوزن الجزيئي   الـذكر   ة المتقدم
كيلو دالتن كما    97 الفول السوداني هو  هر أن الوزن الجزيئي لأنزيم الليبوكسيجينيز من        ظ

) 1997( وآخرون   Kermasha إليهكانت هذه النتيجة قريبة مما توصل       ). 4(في الشكل   
كيلـو   102  يـساوي  فكان الوزن الجزيئي للأنزيمFusarlam proliferumمن العفن 
 كيلو دالتن، أمـا   105اًساويمده في فول الصويا فوج) 1997(وآخرون  Allenدالتن، أما 
 الـوزن   نأ واالذي اعتمد طريقة الترشـيح الهلامـي فوجـد        ) 2004 (وآخرونالسلطان  

كيلو دالتن، فـي حـين وجـده جاسـم          104 يساوي   الفول السوداني الجزيئي للأنزيم في    
 Boyington أن ومن الجدير بالذكر.  كيلو دالتن 93 في بذور الترمس يساوي ) 2004(

الفـول   أن الـوزن الجزيئـي لأنـزيم الليبوكـسيجينيز فـي        واوجـد ) 1993 (وآخرون
 كيلو دالتن والذي تم تقديره بطريقة حساب الوزن الجزيئـي لمجمـوع    100.68السوداني
 Amino Acid( الأمينيـة  الحمـوض  الأمينية المكونة للأنزيم بجهاز تحليـل  الحموض

Analyzer (تيوحسب القانون الآ:  
   120  ×  الأمينيةالحموضعدد = الوزن الجزيئي للأنزيم 
                       = 839   ×120           100.68   =     

 الأمينية والبالغ عـددها     للحموض متوسط مجموع الأوزان الجزيئية      120لرقم  اويمثل  
الفـول   مـن     الوزن الجزيئي لأنـزيم الليبوكـسيجينيز      نأيلاحظ  . عشرون حمضاً أمينياً  

ل وراثيــة   عوام إلى وقد يعود هـذا الاختـلاف      ،آخرإلى   يختلف من صنف     السوداني
  ).1985المشكور، (وبيئية مختلفة 

 الجزيئية للبروتينات   الأوزان يوضح العلاقة بين حجم الاسترداد وحجم الفراغ وبين          )3(جدول  ال
  . الوزن الجزيئي لأنزيم الليبوكسيجينيزلاستخراجالقياسية 

  حجم الاسترداد  القياسي البروتين
Ve مل  

/ حجم الاسترداد
   جم الفراغ

  الوزن الجزيئي
  دالتون

  لوغارتيم
  الوزن الجزيئي

IGY  70 1.29 180.000 5.255 
AL-Cohol dehydrogenase 74 1.37 150.000 5.176 

Glucose Oxidase  76 1.41 110.000 5.040 
Bovin Serum Albumin (B.S.A)  80 1.48  67.000 4.826 

Ovalbumin  88 1.63 43.000 4.633 
Lysozyme  110 2.04 14.000 4.146 

Lipoxygenase 78 1.44 97.000 4.985 

  نقطة التعادل الكهربائي
جرى تعيين نقطة التعادل الكهربائي لأنزيم الليبوكسيجينيز المنقى من الفول الـسوداني         

التي تعتمد على وجـود تـدرج   ) Iso electric Focusing(بطريقة تبئير تعادل الشحنة 
للأس الهيدروجيني في الهلام الذي يتصف بالثبـات والاسـتمرارية باسـتخدام جزيئـات        
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جزيئات البـروتين    وتتحرك). Ampholytes(صغيرة مشحونة يطلق عليها الأمفولايت      
 ـ       ذا بصفتها جزيئات امفوتيرية تحمل شحنة موجبة وسالبة في المجال الكهربائي ضـمن ه

التدرج إلى أن تصل نقطة تعادلها الكهربائي فتقف وتتمركز بشكل حزمة في ذلك الموقـع           
)1971,Wrigley .(           وتعني نقطة التعادل الكهربائي هذه أن محصلة الشحنة التي يحملهـا

للبروتينـات تختلـف    ) PI(الأس الهيدروجيني، إن قـيم       البروتين تساوي صفراً عند ذلك    
    )  Yada ،1991 وWynne( الحموض الأمينية بحسب محتوى البروتين من

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 المحلـي بتقنيـة   الفول الـسوداني  الليبوكسيجينيز من نزيملأتقدير الوزن الجزيئي  )4(شكل ال

  ).S - 300(الترشيح الهلامي بعمود الـسيفاكريل 
 ـ 6.2 تساوي   الفول السوداني  نقطة التعادل الكهربائي للأنزيم من بذور        نأووجد   ا  كم
في فول الصويا،   ) 2000( وهذه النتيجة قريبة مما وجده الباحث الأعرجي         ،)5( في الشكل 

 ـ) PI (فذكروا أن ) 1997 (رون وآخ Kermashaا  أم. 5.2 اوييس) PI (نأوجد   زيم لأن
 ـ نأن  ، فـي حـي    5.8 و 5.2  الليبوكسيجينيز يتراوح بين    Klein و Reynolds احثين الب

 ز في بذور البزاليـا هـي       هربائي لأنزيم الليبوكسيجيني  ادل الك  نقطة التع  نأوجدا   )1982(
 ـأمريكيضفدع مراء الدم الح، في حين وجدت في كريات    4.05  ـ كبي  Shen( 7.1ي ر ه

ه في بذور التـرمس     للأنزيم نفس ) PI (نأفوجد  ) 2004(اسم  ج أما، )Herman ،2000و
بـائي لأنـزيم     قيم نقاط التعـادل الكهر     نأ) 1985(وقد ذكر المشكور     .6.1كانت تساوي 

 جاءت النتيجة ضمن حدود     إذ،  8 و 4.7 تتراوح ما بين     الفول السوداني الليبوكسيجينيز في   
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 وآخـرون    Singletonجاءت نتـائج    . قيم نقاط التعادل الكهربائي التي ذكرها المشكور      
متطابقة مع نتائج هذا البحث عند قياسهم نقطـة التعـادل الكهربـائي لأنـزيم                ) 2005(

 نومن الجـدير بالـذكر      ). أمريكي (أجنبي من صنف    الفول السوداني  فييز  الليبوكسيجين
 أو حيوانيـاً    أو كان نباتياً    إذا فيما   نزيمالأنقطة التعادل الكهربائي تختلف باختلاف مصدر       

  .نزيملمصدر الأ فضلاً عن العوامل الوراثية والبيئية يةمجهرمن أحياء 
  
  
  
  
  
  
  
  
ستخدام امفولايت بأرقام اكهربائي بطريقة تبئير تعادل الشحنة بتعيين نقطة التعادل ال )5(شكل ال

 ).3.5 - 10(هيدروجينية 
  المحتوى الكربوهيدراتي للأنزيم

 الفـول الـسوداني    الليبوكسيجينيز المنقى من     نزيمأعند تقدير نسبة الكربوهيدرات في      
 13 حتوي على    ي نزيمالأ حمض الكبريتيك أن     -كانت النتيجة عند تقديرها بطريقة الفينول     

من أن أنزيم   ) 2000( الأعرجي   إليهوهذه النتيجة اتفقت مع ما توصل       .  كربوهيدرات  %
، أمــا    %10.3 ى من فول الصويا يحتوي على كربوهدرات بنسبة       الليبوكسيجينيز المنق 

جاسـم،  ( %7.41  بذور التـرمس فكانـت     ني الأنزيم المنقى م   نسبـة الكربوهيدرات ف  
ق من وجود ارتبـاط تـساهمي بـين الجـزء الكربوهيـدراتي             ومن أجل التحق  ). 2004

مـع  ) S-300(والبروتيني لأنزيم الليبوكسيجينيز مرر الأنزيم علـى هـلام الـسيفاكريل       
 0.1  دارئ فوسفـات الصوديـوم بتركيـز     ة باستخـدام  عالي أيونيةوة  استرداد الأجزاء بق  

النتـائج تطـابق قمـة       أظهرت ، مول 0.3 حاوي على كلوريد الصوديوم بتركيز    وال لمو
 490 درات على طول موجي     وقمة الكربوهي  اً، نانومتر 280 البروتين على طول موجي     

تطابقاً تاماً والشكل    اً نانومتر 420 على طول موجي     نزيمالأ مع قمة تقدير فعالية      اً،نانومتر
يوضح وجود ارتباطات تساهمية بـين الكربوهيـدرات والبـروتين، ولأن الـدارئ             ) 6(

 عالية تكفي لفك الارتباطـات اللاتـساهمية   أيونيةدم في موازنة العمود كان ذا قوة    المستخ
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التي لو كانت موجودة لظهرت قمة الكربوهيدرات بسلوك مغاير لقمة البروتين والفعاليـة             
إلـى  نسبة الكربوهيدرات في أنزيم الليبوكسيجينيز من مـصدر   تختلف  و). 1996حسن،  (

.  عن نبات الترمس وعنه في فول الصويا       الفول السوداني ن   تختلف في البزاليا ع    آخر فهي 
 وأكثـر  ثباتـاً    أكثر وجود الكربوهيدرات في الأنزيمات قد يجعلها        نأومن الجدير بالذكر    

ذوباناً في الماء، لذا أجريت بعض الدراسات لربط أنزيمات معينة مع مواد كربوهيدراتية             
 ,1980 (اري ومنع تأثير المثبطات فيهـا  معقدة كالدكستران لزيادة ثباتها الخزني والحر

Marshall. (  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
إثبات وجود ارتباط تساهمي بين الجزء الكربوهيدراتي والأنزيم باسـتخدام طريقـة             )6(شكل  ال

سم، تمت الموازنة )x 1.5 58(  بأبعادS-300عمود السيفاكريل  الترشيح الهلامي في
علـى كلوريـد      مول والحاوي  0.1رئ  والاسترداد بمحلول فوسفات الصوديوم الدا    

 . مل للجزء الواحد5ساعة وبواقع /مل 30 مول وبسرعة 0.3الصوديوم بتركيز 
  

  )الحمضيةالدالة (الأس الهيدروجيني الأمثل لفعالية الأنزيم
الفـول  لأس الهيدروجيني الأمثل لفعالية أنزيم الليبوكسيجينيز المنقى من بـذور           قدر ا 
 نأ) 7( ويوضح الـشكل   ،10 و 4م الهيدروجينية تراوحت بين     لأرقاا بمدى من    السوداني

 تبلغ الحد الأقصى عند الأس الهيدروجيني     وفعالية الأنزيم تزداد بزيادة الأس الهيدروجيني       
 انخفـاض في حين لوحظ . نه يمثل الأس الهيدروجيني الأمثل لفعالية الأنزيمأ، مما يعني    7

 وكذلك انخفاض الفعاليـة الأنزيميـة       4.5قل من   فعالية الأنزيم عند الأس الهيدروجيني الأ     
ن الأنـزيم يميـل   ، وإ والقاعدية المتطرفةالحمضية من الأرقام الهيدروجينية الاقترابعند  
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 فـي الفعاليـة     الانخفاض عند القيم القريبة من التعادل، ويأتي هذا         أفضل العمل بشكل    إلى
 معينة قابلة للتـأين توجـد فـي     نتيجة تأثير الأس الهيدروجيني لوسط التفاعل في مجاميع       

 الناتج -نزيمالأومعقد ) ES( المادة الأساس –الأنزيم وفي مواد الأساس وفي معقد الأنزيم        
)EP) (1972, Whitaker .( الاعتبار اختلاف قـيم بومن الضروري الأخذpH   الأمثـل 

 النتـائج  اتفقت هذه). Wilder ,1962( للفعالية باختلاف مواد الأساس المستعملة للتفاعل
لأس أن ا وجـد  إذ الدراسات السابقة التي تناولـت توصـيف الأنـزيم    إليه أشارتمع ما   

المـشكور،  . (7هـو  الفول السوداني الهيدروجيني الأمثل لفعالية أنزيم الليبوكسيجينيز في     
الفول  الأس الأمثل للأنزيم في      أشاروا إلى أن  فقد  ) 2004 (وآخرون السلطان   ماأ،  )1985

 نأ) 2004(ووجد جاسـم  . أساسستعمال حمض اللينولييك كمادة  اعند   7.5و   ه السوداني
، أما في فول الصويا فقد      7.5  الليبوكسيجينيز في بذور الترمس يساوي     نزيملأالأس الأمثل   

 1999 ،وآخــرون Schaller(  8.5 و 8 الأس الهيـدروجيني يتـراوح بـين    نأوجـد  
 القمح فـي طحين    الليبوكسيجينيزلأنزيم  والأس الهيدروجيني الأمثل     ).2000، والأعرجي

 ـ )عضلات الخنزير  ( من مصدر حيواني   ماأ). 1999 ،وآخرون Roberto( 6.8هو   ن إ ف
وفي دراسـة سـابقة وجـد    .  )1999، آخرونو ( Gada  7.5الأس الأمثل للأنزيم هو 

Dillard   ة  الأس الأمثل لأنزيم الليبوكسيجينيز يختلف باختلاف الماد       نأ) 1960(وآخرون
 للأنـزيم مـن   الأمثـل ن الأس إ فأساس وجد انه عند استخدام اللينولييك كمادة       إذ الأساس

 اللينولييـت فكـان الأس الهيـدروجيني    كليسيريد عند استخدام  ماأ،  8 هو   الفول السوداني 
 فعاليـة لأنـزيم   أعلـى  نأفلاحـظ   )Nor  )1980أمـا 7.5  الأمثل لعمل الأنزيم هـو 

 أس عنـد  أسـاس عند استخدام حمض اللينولييك كمادة سوداني الفول الالليبوكسيجينيز من  
 الأس الهيدروجيني الأمثل لفعالية الأنزيم في مدى يبعد         نأيتضح من ذلك    . 6هيدروجيني  

 الصورة الأيونية غير المناسبة لمـادة       إلىعن الأس الهيدروجيني الأمثل للفعالية قد يعزى        
لى جميـع   إالخ و ....  تثبيط فعالية الأنزيم أو    افإيق إلى كليهما أو   إلى  أو الأنزيم أو   الأساس

  ).  2006و Elliott و  Elliott(هذه التأثيرات مجتمعة 
  الأس الهيدروجيني الأمثل لثبات فعالية الأنزيم

 الهيدروجيني الأمثل لثبات الأنزيم قيد الدراسة تـم حـضنه مـع             سالألدراسة تأثير   
 في درجة حـرارة  دقيقة   30ومدة 4 – 10  الهيدروجيني بينأسهامحاليل دارئة تراوح 

 الهيدروجيني الأمثل لثبات الأنزيم يتـراوح      الأسأن  ) 8(ويتضح من خلال الشكل     . °م35
 الهيـدروجيني الحمـضي     الأس عنـد    نـزيم الأ لوحظ انخفاض ثباتية     إذ  8.5 و 6.5بين  

بـروتين   مسخ جزيئة ال   إلىوالقاعدي المتطرف البعيد عن هذا المدى،يعود هذا الانخفاض         
 ومـن ثـم فقـدان       نزيمللأ ربما تغير التركيب الثانوي والثالثي       أو هيئة الموقع الفعال     أو

مـن  %  90.2 – 100 إذ احتفظ الأنزيم بما يقـارب  ، (Segel,1976)نزيميةالأالفعالية 
 فبقـي  10 - 5  الهيـدروجيني الأس عنـد  ماأ،  6.5-8.5 الهيدروجينيالأسفعاليته عند 
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جاءت هذه النتائج متفقة مـع مـا         .من فعاليته  % 53.3و % 62.3لى   محافظاً ع  نزيمالأ
 منهـا  الفول الـسوداني   تناولت ثبات أنزيم الليبوكسيجينيز في       أخرى دراسات   إليه أشارت

 وجدوا  إذ) 2005(وآخرون   Singleton،  )2004 (وآخرون، السلطان   )1985(المشكور  
باسـتخدام حمـض     9 و 6.5ح بـين     يتـراو  نزيمالأ لثبات   الأمثل الهيدروجيني   الأسأن  

 يعتمـد علـى عـدة     نزيمالأ لثبات   الأمثل الهيدروجيني   الأسن  وإ .أساساللينولييك كمادة   
 والطبيعة الكيميائية للمحلول الـدارئ وتركيـز        الأيونيةعوامل مثل درجة الحرارة والقوة      

 الأسـاس وتركيز مـادة    ) المنشطات والمثبطات (يونات المعادن   إالمواد الحافظة وتركيز    
 قد يكون ثابتاً مدة طويلة من الزمن عنـد          نزيمالأ نأ، كما ينبغي ملاحظة     نزيمالأوتركيز  

  ).Segel ,1976( الهيدروجيني الأمثل للفعالية الأس هيدروجيني مختلف كلياً عن أس
  نزيمالأتأثير درجة الحرارة في فعالية 

جـري  أ الفول الـسوداني  ر   المنقى من بذو   نزيمالأدراسة تأثير درجة الحرارة لفعالية      
 النتائج الموضـحة    وأظهرت،  ° م 10-90 بدرجات حرارة تراوحت بين      نزيميالأالتفاعل  

، ° م40 عنـد  أقـصاها ازدياد الفعالية بزيادة درجة الحرارة والتي بلغـت     ) 9(في الشكل   
 ثم بدأت بعـدها بالانخفـاض       ، مل / وحدة 460 عند هذه الدرجة     نزيميةالأفكانت الفعالية   

 مـل حتـى   / وحدة53 إلى ° م80جياً بزيادة درجة الحرارة لتصل عند درجة حرارة     تدري
تعتمد درجة الحرارة المثلى على تركيز       .° م 90 فعاليته بالكامل بدرجة حرارة      نزيمالأيفقد  
 الهيدروجيني ووجـود المنـشطات      والأس وزمن التعريض    الأساس وتركيز مادة    نزيمالأ

 فـي الحـال     نزيماتالأ كما يتوقف نشاط معظم      ،ة وغيرها والمثبطات والبروتينات الواقي  
.  Woods, 1998) و(Aurand °م100تقريباً عند تعريضها لدرجات حرارة تقترب من 

 زيـادة  إلـى  بارتفاع درجـة الحـرارة   نزيميةالأيعود سبب الزيادة في سرعة التفاعلات       
 بفعل زيـادة الطاقـة الحركيـة        الأساس وجزيئات المادة    نزيمالأالتصادمات بين جزيئات    

 فـي  نـزيم الأ انخفاض فعاليـة  ماأ، )Segel ,1976(للجزيئات في درجة الحرارة العالية 
درجات الحرارة العالية خلاف درجة الحرارة المثلى فقد يكون ناجماً عن تغيير التركيـب              

موقـع    مما يسبب تغييراً في ال     Denaturation نزيمللأمسخ  تالثلاثي مع احتمال حصول     
تـأتي   ).1998، وآخرون  ;Narayanan 1983دلالي، ال( وفقدان فعاليته نزيمللأالفعال 

 الدراسات التي تناولت تأثير درجة الحرارة في فعالية         إليه أشارتهذه النتائج متفقة مع ما      
 °م 40 و 30 تقع بين درجتي الحـرارة       نزيمالأ فعالية لهذا    أقصىبأن   أنزيم الليبوكسيجينيز 

 فعاليته عند ازدياد درجة الحرارة حتى يفقد فعاليته بالكامل عند درجـة حـرارة               وتتلاشى
 وآخرون  السلطان   إليه واتفقت هذه النتائج مع ما توصل        ،)1996،  وآخرون Ding (°م90

 هي  الفول السوداني    درجة الحرارة المثلى لأنزيم الليبوكسيجينيز في        إن وجد   إذ) 2004(
 ° م 35 هـي    نـزيم الأ فكانت درجة الحرارة المثلى لفعالية        في بذور الترمس   ما أ .° م 40

نـزيم   درجـة الحـرارة المثلـى لأ   نأ قمـح ، في حين وجد في دقيـق ال  )2004جاسم،  (
  .° م40الليبوكسيجينيز هي 
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     نزيمللأالحرارة المثلى لثبات 
   بـدرجات حراريـة تراوحـت بـين         نـزيم الأنتـائج حـضن     ) 10(يوضح الشكل   

 عند حضنه نزيميةالأ احتفظ بكامل فعاليته نزيمالأ نأ دقيقة فقد لوحظ 15 مدة °م 70 و 20
 دقيقة  45ا الفعالية بالانخفاض بعد مرور       بعده أخذت دقيقة   15 لمدة   ° م 40بدرجة حرارة   

 دقيقة، وفقـد    50من فعاليته بعد مرور   % 10 فقد   نزيمالأ إنعلى المعاملة الحرارية، كما     
  .  دقيقة50 - 60 بعد معاملته بدرجة الحرارة المذكورة مدة% 12 من فعاليته نزيمالأ

                                                              
  
  
  
  
  
  
  
  
 فـي فعاليـة أنـزيم     ) الثبـات الحـراري   (تأثير المدة الزمنية للمعاملة الحرارية       )10(شكل  ال

  ). دقيقة60 و 50 (مدة زمنية تراوحت بين °  م40لليبوكسيجينيز بدرجة حرارة ا
 دقيقة كما في 15 مدة ° م20 – 90وعند حضن أنزيم الليبوكسيجينيز بدرجات حرارة 

 وفقد نحـو  ،° م40-50  احتفظ بكامل فعاليته بدرجة حرارة   نزيمالأ نأ  يلاحظ )11( الشكل
 كـان  في حـين  °م70عند درجة حرارة % 75.5، وفقد ° م60عند درجة حرارة     % 49

 وتستمر الفعالية بالانخفاض    ،°م80عند درجة حرارة     % 87 نزيميةالأالفقدان في الفعالية    
 إن :مما سبق يمكـن القـول     .  الصفر إلى نزيمالأ تصل فعالية    إذ °م90عند درجة حرارة    
 عدم ثبات أنزيم الليبوكـسيجينيز  إن. ° م40 - 60 تراوحت بين نزيمالأدرجة الثبات لهذا 

 بفعـل  Denaturation تغيير طبيعـة البـروتين   إلىتجاه درجة الحرارة العالية قد يعود       
 الثبـات  نأمـن   ) 2004(وآخرون   السلطان   إليهاتفقت هذه النتائج مع ما توصل       .الحرارة

 إن، وكذلك ° م50 - 60 يتراوح بين الفول السوداني الحراري لأنزيم الليبوكسيجينيز من 
 ماأ، )2000الاعرجي،  (° م 35-60الثبات الحراري للأنزيم من فول الصويا يتراوح بين

 20 الثبات الحراري للأنزيم من بذور الترمس يتـراوح بـين          نأد  فقد وج ) 2004(جاسم  
ة  المستعمل الأساسلاف المادة    يختلف باخت  نزيمللأات الحراري   لاف قيم الثب   اخت إن.°م 40و

 ـلو للدارئ واالأيونيةفضـلاً عن القوة    وكـذلك  ) Wilder,1962( نـزيم للأي زن الجزيئ
نزيم مثل الكربوهيـدرات     مع الأ  أخرى ووجود مواد    نزيمالأاختلاف المصدر المنقى منه     

)1972 ,Whitaker.(  
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  طاقة التنشيط
 ناتـــج بفعـــل   إلى الأساسلتحويــل المـــادة  )Ea(حسبت طاقة التنشيط 

عن طريق العلاقة بين لوغارتيم ثابت سـرعة        الفول السوداني   أنـزيم الليبوكسيجينيز من    
وفـــق معادلـة   ) T / 1(لحـرارة المطلقـة     اومقلوب درجـة ) K(التفاعل الملاحظ 

       )Whitaker،  1972و Bernhard (أرهينوس
  
  
  
  
  
  
  

   بدرجـة حـرارة مــن    الأنزيمفي فعالية) الثبات الحراري(ر درجة الحرارة تأثي )11(شكل ال
  . دقيقة15لمدة )  م20 - 90(

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 الليبوكسيجينيز المنقـى مـن       أنزيم منحنى ارهينوس لتعيين طاقة التنشيط لفعالية     ) 12(كل  الش
  .الفول السوداني
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التنشيط لفعالية أنزيم الليبوكـسيجينيز بلغـت        مة طاقة ن قي أ) 12(ويلاحظ من الشكل    
 Whitaker(1972) مول وتقع هذه القيمة  ضمن المدى الذي ذكـره            / كيلو سعره  9.48
 / كيلـو سـعره   6 – 15نزيمية تتراوح بينن قيمة طاقة التنشيط لمعظم التفاعلات الأأمن 

نزيم فـي تحويـل     ة الحفزية للأ  لطاقة التنشيط دليلاً على الطاق    مول، وتعد القيم المنخفضة     
نزيمات دوراً مهماً في زيادة سـرعة التفـاعلات         الأالمادة الأساس إلى ناتج وبذلك تؤدي       

نزيمية أعلى مـن    بوصفها محفزاً لخفض طاقة التنشيط، وبذلك تكون سرعة التفاعلات الأ         
ج لقيمـة   اتفقت هذه النتـائ   . نزيمية في درجات الحرارة المألوفة    سرعة التفاعلات غير الأ   

 Siddiqi (1981) و AL-Obaidy طاقة التنشيط لأنزيم الليبوكسيجينيز مع ما توصل إليه       
 اتفقـت   مول، وأيضاً/ كيلو سعره  7.9 فقد بلغت    الفولنزيم من   في تعيين طاقة التنشيط للأ    

 9.68 نزيم نفسه المنقى من فول الـصويا  للأ) 1996 (وآخرون Dingمع ما توصل إليه    
 التنشيط للأنزيم مـن بـذور       ةن طاق أد  فوج) 2004(ما الباحث جاسم    أ  مول، /كيلو سعره 

فقد اتفقت هذه النتائج مع     الفول السوداني   ما في   أ.  مول / كيلو سعره    8.04الترمس بلغت   
التنـشيط لأنـزيم     ن قيمـة طاقـة    أمن  ) 1998(وآخرون   Narayananما توصل إليه    

وآخـرون   مع نتائج الـسلطان      ضاًيأ مول واتفقت    /سعره كيلو   9.5الليبوكسيجينيز كانت   
.  مـول  /سـعره  كيلـو    9.24 قيمة طاقة التنشيط لأنزيم الليبوكسيجينيز        بلغت إذ) 2004(

 إلـى  تمتلكها الجزيئات لتتحـول      نأقل كمية من الطاقة يجب      تعرف طاقة التنشيط بأنها أ    
 إن :يمكن القول  قيد الدراسة مع القيم المذكورة       نزيمللأنواتج، وبمقارنة قيمة طاقة التنشيط      

أما طاقة التنشيط لمسخ    .  ناتج إلى الأساس يمتلك كفاءة عالية في تحويل المادة        نزيمالأهذا  
   وهي قيمة منخفضة فـي ضـوء مـا ذكـره           ، مول /سعره كيلو   24.3الأنزيم فقد بلغت    

Whtaker و Bernhard (1972)   لمعظم التفـاعلات    نزيمالأ طاقة التنشيط لمسخ     نأ من 
 أنـزيم   نإ : وبهـذا يمكـن القـول      ، مـول  /سعرهكيلو   150 و 40اوح بين    تتر نزيميةالأ

  .منخفضة نزيمالأ حساس تجاه الحرارة لأن طاقة التنشيط لمسخ نزيمأالليبوكسيجينيز هو 
  الثوابت الحركية للأنزيم

 والـسرعة القـصوى   Michaels constant (Km) قـيم ثابـت ميكـالس    قُـدرت 
Maximum Velocity (Vmax)رج الثابـت الحفـزي   ا يـستخ هي من والتCatalytic 

Constant (kcat)عتماداً على تركيز الأنزيم، وقدرت هذه القيم لأنزيم الليبوكسيجينيـز  ا
 وحمـض  Linoleic acid حمض اللينولييـك  باستخدام الفول السودانيالمنقى من بذور 

 تركيز مـن  لكل   الأولية كمادة أساس، وبعد تقدير سرعة التفاعل        Linoleacidالينولينيك  
 (V) والـسرعة الأوليـة   [s] رسمت العلاقة بين التركيز    الأساسالتراكيز السابقة لمادتي    

سـتخدام  ا والسبب الرئيسي في     ،)14 و 13(ستخدام خمس طرائق مختلفة كما في الشكل        اب
 من القيم الحقيقية لهذه الثوابت ولمقارنـة        الاقترابهذه الطرائق الخمس المختلفة هو بغية       

فـي  قد أظهرت النتـائج الموضـحة       .ن مادتي الأساس أفضل لفعالية الليبوكسيجينيز     أي م 
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مل لكـل  /ملغم 0.280 ,0.326  بلغ Km أن معدل قيم ثابت ميكالس )6 و5 و4(الجدول 
بت ميكالس يعبر عن ألفـة الأنـزيم تجـاه        امن حمض اللينولييك واللينولينيك، ولما كان ث      

 كانت ألفة الأنزيم تجـاه      منخفضة Kmه ثابت ميكالس    نه كلما كانت قيم   أالمادة الأساس و  
 تـدل علـى   0.28 هي Kmن أقل قيمة لـ إ لذلك (Segel ,1976)المادة الأساس عالية 

 وهـو   . عندما تكون سرعة التفاعل مساوية لنصف السرعة القصوى        الأساستركيز مادة   
اً مهماً فـي توصـيف   ويعد هذا مؤشر  . بذلك ذو قيمة ثابتة ومميزة للأنزيم ولمادة التفاعل       

 الأسـاس  تحدد قيمته العددية الملائمـة النـسبية لمـواد    إذالأنزيمات من مصادر مختلفة    
  لكـل مـن    0.68،  1.29 فكان   Vmaxأما معدل سرعة القصوى      .المختلفة لأنزيم معين  

 على الألفة العالية بـين الأنـزيم    1.29الكبرىحمض اللينولييك واللينولينيك وتدل القيمة 
 إلى Segel, (1972) Whitaker (1976)وقد أشار  ).حمض اللينولييك(ة الأساس والماد

سـتخراج  ا لعمل الأنزيم من خـلال    ملاءمةستدلال من المادة الأساس الأكثر      أنه يمكن الا  
 فكلما كانت هذه القيمة عالية كانت ألفة الأنزيم تجاه المـادة الأسـاس              Km/Vmaxقيمة  

 منخفـضة  فكلما كانت هذه القيمـة  Vmax/Kmاج قيمة ستخراعالية أيضاً، أو من خلال     
  وقريبة من القيمة الـصفرية عـدت الألفـة بـين الأنـزيم والمـادة الأسـاس عاليـة                  

(1976, Segel) . 4.65قد بلغت متوسط قيمة Km/Vmax    لحمـض اللينولييـك، أمـا 
 ـ إذ Km/Vmax 2.20لحمض اللينولينيك، فقد بلغ متوسط قيمة  ى  تدل النسبة العاليـة عل

أمـا قـيم   . (Elliott, Elliott ,2006)أعلى ميل ظاهري لمادة الأساس تجـاه الأنـزيم   
Vmax / Km مض اللينولينيك  لح 0.476  لحمض اللينولييك مقارنة بـ0.128 فقد بلغت

 المـادة الأسـاس     مـة ءوملاتجاه القيمة الصفرية هي التي تدل على ألفه         ا قيمة ب  قلأن  وإ
 اللينولييك كأفضل مادة أساس لأنزيم الليبوكسيجينيز في هذه         ختيار حمض اللأنزيم لذلك تم    

كثيـر مـن الدراسـات    اتفقت مـع   إن النتائج المتحصل عليها من هذه الدراسة         .الدراسة
 لفـول نيز مـن ا   ي لأنزيم الليبوكسيج  Kmأن قيمة   ) Al-Obaidy) 1975 وجد   إذ. السابقة

 Leoniما وجد في حين ، x 10-3M 2.8 حمض اللينولييك كمادة أساس تساوي باستخدام
 حمـض  وباستخدام الشمس عباد للأنزيم المنقى من بذور   Kmأن قيمة   ) 1985 (رونوآخ

 Kmفوجـد أن قيمـة   ) 2004(، أما جاسم x 10-6M 6.7 تساوي أساساللينولييك مادة 
ستخدام حمض اللينولييك كمادة    امل ب / ملغم 0.43لأنزيم المنقى من بذور الترمس قد بلغت        

سـتخدام  امـل ب  / ملغم 0.43 للأنزيم المنقى من بذور الترمس قد بلغت         Kmقيمة   .أساس
  .حمض اللينولييك كمادة أساس
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 Fig ( 23 ). 
A: Lineweaver–Burk plot. 
B: Woolf–Augustinson Hofstee polt. 
C: Eadia–Scatchard plot. 
D: Hanes–Woolf plot. 
E: Estesthal Cornish Bowden plot. 
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لينولييك لطرائق الرسـم    قيم الثوابت الحركية لأنزيم الليبوكسيجينيز تجاه حمض ال       ) 4(جدول  ال
   لطرائق الرسم المختلفةتبعا المختلفة

V/[S] [S]/V 1/V 1/[S] V  Unite [S] mg/ml 
3.5 0.285 2.857 10 0.35 0.1 
2.75 0.363 1.818 5 0.55 0.2 

2.166 0.461 1.538 3.33 0.65 0.3 
1.875 0.533 1.33 2.5 0.75 0.4 

1.7 0.588 1.17 2 0.85 0.5 
1.5 0.66 1.11 1.66 0.90 0.6 
1.35 0.73 1.652 1.42 0.95 0.7 
1.22 0.81 1.02 1.25 0.98 0.8 
1.11 0.9 1 1.11 1.0 0.9 

1 1.0 1 1 1.0 1 
0.90 1.1 1 0.90 1.0 1.1 
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Fig (14) 
A: Lineweaver–Burk plot. 
B: Woolf–Augustinson Hofstee polt. 
C: Eadia–Scatchard plot. 
D: Hanes–Woolf plot. 
E: Estesthal Cornish Bowden plot. 
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   فعالية أنزيم الليبوكسيجينيزتأثير المثبطات المعدنية في
 تأثير مجموعة من المواد الكيمياوية في فعالية الأنزيم الخـام والمنقـى كمـواد           اختبر

 يلاحظ أن تأثيـر كــل     إذالنتائج التي تم الحصول عليها،      ) 7( ويوضح الجدول    ،مثبطة
  ،EDTA ،8-Hydroxy quinoline ،1:10 phenan throline( ذه المثبطـات ن هم

α- α Dipridy(  كانـت نـسبة التثبـيط فـي     إذ فعالية أنزيم الليبوكسيجينيز مختلف في 
 كانت نسبة التثبيط فـي فعاليـة   في حين(44.6, 84.8, 58.7, 69.1) المستخلص الخام 

، ويلاحظ أن النسبة المئوية لتثبيط الأنزيم المنقى  (70.1,95.1,93.3,79.2)الأنزيم المنقى   
 وجود شوائب بروتينية في المستحضر      إلىالخام ويعزى ذلك    أعلى مقارنة مع المستخلص     

أكـدت الدراسـات    . الخام التي تكون قد حالت دون تأثير المثبطات في الأنزيم مباشـرةً           
حتواء الليبوكسيجينيز من مصادر مختلفة على بعض العناصـر المعدنيـة مثـل             االحديثة  

ن تأثره بالمثبطات المعدنية إذ إ    بب  الحديد والكالسيوم والمنغنيز والفسفور، وهذا يوضح س      
ط  تثبيإلى تكوين معقدات تؤدي إلىؤدي ا يب الأنزيم ممركيالمعدن يشكل جزءاً مهماً من ت  

 إلـى ن تأثير الأنزيم قيد الدراسـة يعـزى   إلذا ف ). 1997،  وآخرون Kuo(م  زية الأن فعالي
دخل في تركيب كالسيوم ي النأ koch (1996) وجود مثل هذه المعادن في تركيبه، ويؤكد 

تفقـت  ا . زيادة فعالية الأنزيمإلى وسط التفاعل بنسب معينة يؤدي       إلىضافته  إن  الأنزيم وإ 
 تأثير هذه المثبطـات  دعن Siddiqi (1981) وAl-Obaidy إليههذه النتائج مع ما توصل 

 Burow إليهوالحمص، كما تتفق مع ما توصل       الفول  في فعالية الليبوكسيجينيز في بذور      
،  نفسها المثبطات المذكورة ب فعالية الأنزيم في فول الصويا تثبط        نأمن  ) 2000 (ن  وآخرو

 يثبط بهذه المثبطات المعدنية التي      الفول السوداني    الليبوكسيجينيز من بذور     نأوالذي أكد   
وقـد حـصل جاسـم    . شتراك المعادن في تركيب الأنزيم اتعطي دليلاً كبيراً على احتمال      

  .ابهة عند تثبيط الأنزيم من بذور الترمسعلى نتائج مش) 2004(
  تأثير الأيونات الموجبة في فعالية الليبوكسيجينيز 

 وذلـك بحـضن     ،درس تأثير بعض الأيونات الفلزية في فعالية أنزيم الليبوكـسيجينيز         
 الاختلاف) 8( وتوضح النتائج المدونة في الجدول       ،الأنزيم مع محاليل كلوريدات الفلزات    

يونـات   لبعض الإ  نأ إلى فعالية الأنزيم، ويشير الجدول      فيت هذه الفلزات    في تأثير ايونا  
 لفعالية الأنزيم مثل الكالسيوم والمغنيسيوم والمنغنيز والنيكل،        اً منشط اًالفلزية الموجبة تأثير  

أن ومن الجـدير بالـذكر      . والأخرى لها تأثير مثبط مثل ايونات النحاس والحديد والزنك        
 أيـون  إلـى  لها تخـصص  Metallo proteinيونات المعادن لى إالأنزيمات الحاوية ع

نـه  أويتضح من الجدول    . موجب معين ولكن يمكن لأيونات موجبة أخرى تنشيط الأنزيم        
يونـات  إن هنـاك  إالرغم من كون الكالسيوم أكثر الأيونات المنشطة لفعالية الأنزيم ف      على  

شط بدرجة عاليـة ومحـسوسة فـي         من تأثيرأخرى مثل النيكل والمغينسوم والمنغنيز لها       
يتطلب التأثير المثـبط    . نها مثبطة للتفاعل  إ ف زنك  يونات الحديد والنحاس وال   إ أما   ،التفاعل

 الحديثـة والتـي أوضـحت احتـواء         البحـوث  نتـائج    إلىللحديد دراسات أكثر بالنظر     
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. (Liu ,1998)على الحديد في تركيبها الفول السوداني  والليبوكسيجينيز من فول الصويا
 الليبوكسيجينيز فـي فـول الـصويا        إنزيمعند تثبيط فعالية    ) 2000(وقد وجد الأعرجي    

 مثبطـات التنافـسية     أنهـا خدام عدد من الأيونات مثل النحـاس والحديـد ووجـد            تساب
Competitive Inhibtor الكالسيوم هو أكثر الأيونات قابلية على تنـشيط  أن ، بينما وجد

أن الأيونات المعدنية   ) 2001(وقد ذكر الصوفي    .نيزثم المغنيسيوم فعالية الأنزيم ويليه المنغ   
لها دور مهم في الحفاظ على جزيئة الأنزيم وفي زيادة فعاليته من خلال المـشاركة فـي                 

 ـ   ادل الألكترونات أو تقريب الأنزي    تب ضها مـن بعـض بــأواصر       م والمادة الأساس بع
 الأبعـاد اعله في الشكل الثلاثـي  ك المجاميع المتف أو مسCo.Ordinate bondاسـقية تن

(Three dimensional orientation) وقد تعمل على استقرارية التركيب الفعال للأنزيم 
تفقت النتـائج    ا .لا أن التراكيز العالية من هذه الايونات تكون ذات تأثير سلبي في الأنزيم            إ

ن ايونـات   مـن أ  ) 2004 (وآخـرون ي ذكرها الـسلطان     ج الت ع النتائ ا م ل عليه المتحص
الفـول  الكالسيوم والمغنيسيوم والمنغنيز والنيكل تنشيط فعالية أنزيم الليبوكـسيجينيز فـي         

وقـد تـم    .يونات النحاس والحديد والزنك تثبط من فعالية الأنـزيم إ في حين أن     السوداني
نزيم من البروتينات السكرية يحتوي على الكربوهيدرات       الاستنتاج من هذه الدراسة إن الأ     

الفول  المنقى من نزيمالأن  إ و ، حمض الكبريتيك  -عند تقديرها بطريقة الفينول   % 13ة  بنسب
 المنتجـة مـن     أو الحيوانية   الأنسجة يماثل في معظم خواصه تلك الموجودة في         السوداني
 توضح هذه الدراسة أن الأنزيم من الأنزيمـات         كما ،الفطريات ولاسيما   المجهرية الأحياء

 ويكون حساساً بـشكل كبيـر لأيونـات    Metallo Enzymes التي تحتوي على المعادن
يونـات  إوالمغنيسيوم والمنغنيز والتي تزيد من فعاليته بينما تثبط فعاليته           الكالسيوم والنيكل 

 لـدرجات   سـوداني ءالفـول ا  حساسية الأنزيم المنقى من بذور      و النحاس والحديد والزنك  
  .الحرارة العالية

  
الرسم تبع اً لطرائ ق    نزیم اللیبوكسیجینیز تجاه حمض اللینولینی ك كیة لأقیم الثوابت الحر) 5(جدول  ال

 المختلفة 
V/[S] [S]/V 1/V 1/[S] V Unite [S] mg/ml 
1.2 0.833 8.33 10 0.12 0.1 
1.1 0.9 4.54 5 0.22 0.2 
1 1 3.33 3.33 0.3 0.3 
1 1 2.5 2.5 0.4 0.4 

0.9 1.1 2.22 2 0.45 0.5 
0.82 1.22 2.04 1.66 0.49 0.6 
0.714 1.4 2 1.42 0.5 0.7 
0.65 1.53 1.92 1.25 0.52 0.8 
0.611 1.64 1.82 1.11 0.55 0.9 
0.55 1.82 1.82 1 0.55 1 
0.5 2 1.82 0.90 0.55 1.1 
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  .ض اللينولييك وحمض اللينولينيكم الليبوكسيجينيز تجاه حنزيملأالثوابت الحركية ) 6(جدول ال
  حمض اللينولييك

Vmax/ Km Km /Vmax  Km Vmax  Methods 
0.211  4.74  0.285 1.351 L. B 
0.215 0.64 0.263 1.220 W. A. H 
0.190 5.26  0.250 1.315 H. W 
0.220 4.53 0.269 1.22 E. S 
0.259 4.11 0.328 1.35 E. C. B 
0.128 4.65 0.280 1.29 Mean 

 حمض اللينولينيك
Vmax/ Km Km /Vmax Km  Vmax  Methods 

0.528 1.89  0.330 0.625 L. B 
0.454 2.201 0.318 0.7 W. A. H 

0.5 2.0 0.30 0.6 H. W 
0.45 2.2 0.340 0.75 E. S 
0.45 2.2  0.340 0.75 E. C. B 

0.476 2.2 0.326 0.690 Mean 
  
   والمنقىستخدام المثبطات المعدنية في المستخلص الخامتثبيط فعالية الليبوكسيجينيز با) 7(جدول ال

 للتثبيط%   نوع المثبط
  الأنزيم الخام

 للتثبيط% 
  الأنزيم المنقى

EDTA ( 1  ×  10ˉ³ )M 44.6 79.2 
8- Hydroxy quinoline ( 0.2  ×  10ˉ³ )M 84.8 92.3 
a – a Dipridyl ( 0.1  ×  10ˉ³ )M    69.1 95.1 
1:10 phenan throline  ( 0.01  ×  10ˉ³ )M  58.7 70.6 

  
  الفول السوداني من نزيمالأيونات الموجبة في فعالية تأثير الإ) 8(جدول ال

  نوع الايون
(1×10-3M)  الفعالية المتبقية   مل/ الفعالية وحدة%  

  100  480.0   أيونإضافةعدم 
CaCl2 775.9  164  
CuCl2  144.0  30  
FeCl2  214.0  45  
MnCl2  576.0  120  
MgCl2  616.4  128  
ZnCl2  336.0  70  
NiCl2  710  149  
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