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  لخصالم
ية   ات الأساس د المرآب ن خلال تحدي زة الامتصاص الضوئي م ة أجه ى أهمي ي ) السكر( تتجل ف

ابين الإنزيمات                 , ل الطب والبيئة  مجا ربط الاتحادي م ة تهدف لل فمنذ وقت قريب تم تطوير طريق
ة      والبوليميرات من جهة ومرآبات بيولوجية فعالة والبوليميرات من جهة أخرى، طبعاً  من أمثل

  ).الكيتوزان الخ , سيلولوزال( البوليميرات   
ي        ن الأغش وذجين م ى نم ول عل ذا الحص ا ه ن بحثن دف م د ) Triacetylcellulose(ةاله بقص

   الضوئيةpHاستخدامها في أجهزة الـ
  مرتبط اتحادياً مع الغشاء ) Congo Red: ( النوع الأول - ١
اني  - ٢ وع الث زيم  ) + Congo Red: ( الن ع   ) Glucose oxidase(إن اً م ان اتحادي مرتبط

  .الغشاء وبآن واحد
من أجل تحديد نسبة الغلوآوز في المحاليل هذان النموذجان من الأغشية سيستخدمان لاحقاً 

حيث إن السكريات تمتلك خواص مرجعة فيمكن , النموذجية و السوائل البيولوجية الحيوية
 ) Glucose  oxidase(للزمرة الالدهيدية أن تتأآسد إلى زمرة آربوآسيلية وذلك بتأثير إنزيم 

المرتبط  ) Congo Red(ون المشعر مشكلة حمض الغلوآونيك الذي يتسم بالقدرة على تغيير ل
هذا التغيير طبعاً متناسب طرداً مع التماص ، إن مثل هذه الحقيقة ) في آلا النموذجين (بالغشاء 

) الغلوآوز( العلمية تتيح إمكانية إنشاء مخططات نموذجية يمكننا من خلالها قياس ترآيز 
هوأنه في الحالة التي يكون فيها : لبحثمن أهم النتائج التي توصل إليها ا. استنادًا إلى التماص

  المشعر مثبتاً 
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ز   د ترآي ل تحدي ن أج اح م تخدم بنج ن أن تس اء يمك ى الغش وز(عل زيم ) الغلوآ افة إن ك بإض وذل
ا تثبيت      تم فيه ي ي ة الت ي الحال ه ف م فهو أن ا النتيجة الأه ول ،أم ى المحل وز اوآسيداز إل الغلوآ

ى ا  د عل ي آن واح عر ف زيم والمش د    الإن ل تحدي ن أج اح م تخدم وبنج ا أن تس ن أيض اء يمك لغش
ز وز(ترآي ول  ) الغلوآ ى المحل زيم  إل ا دون إضافة الإن ك طبعً ية . وذل ذه الأغش ل ه ع مث إن تمت

بخاصية الثبات مع الزمن والاستخدام لمرات عديدة يمكننا من تطبيقها بنجاح في مجال البحوث    
.السريرية  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Determination of Glucose on the base of 
triacetylcellulose membranes 
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 Abstract 
Optical sensors are of great importance for determination of significant 
compounds in the field of medicine and ecology.  
Recently a new method has been established for covalent binding of 
enzymes and other biologically active compounds to biopolymers like 

cellulose, chitosan and others. 
The aim of the present study is to prepare membranes for optical pH 
sensors with immobilized Congo Red as well as with enzymes /glucose 
oxidase/ which are used later for determination of glucose concentration in 

model solutions and biological liquids. 
As a result of our preliminary study it can be concluded that the 
immobilized indicator /Congo Red/ can successfully be used for substrate 
/glucose/ determination. As a result of the enzymatic reaction an acid has 
been released that changes the colour of the indicator proportionally to its 
absorption. That makes possible the drawing of a standard curve which give 

the concentration of the substrate /glucose/ versus the absorption. 
 

 
 
 
  
  

An experiment of great interest proved to be the simultaneous 
immobilization of Congo Red and glucose oxidase on cellulose membranes. 
That kind of studies allow the successful determination of substrates 
/glucose/ without adding an enzyme to the solution. The membrane with 
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immobilized indicator as well as the membranes with simultaneously 
immobilized Congo Red and glucose oxidase are stable in time and can be 
used repeatedly. That characteristic is very valuable for such kind of 

methods used in clinical practice.  
  

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  مقدمة 
ة     واد البيولوجي  Congo(يمتص عدد آبير من الم

Red , Neutral Red (   ة ي المنطق وء ف الض
المرئية من الطيف الضوئي، ويؤدي وجود رابطة         

اعفة أو حل ى    مض ادة إل زيء ع ي الج ة ف ة بنزيني ق
ر   دل آبي ا يحدث تب اً م تشكل طيف تماصي وغالب
وملحوظ في هذا الطيف  التماصي في موجة بطول   

ـ          ذلك  , pHمحدد وذلك في درجات مختلفة من ال وب
فإنه يمكن تتبع سير التفاعل آمياً بواسطة قياس هذا    
دل     ذا التب ى ه اد عل ي ،إذ بالاعتم دل التماص التب

ة          التماصي ات الهام د بعض المرآب ا من تحدي  تمكن
   في مجال الطب والبيئة ) السكر( والأساسية مثل 

               . [١]   
ربط   دف لل ة ته ورت طريق ب ط ت قري ذ وق فمن
ن    وليميرات م ع الب ات م ين الإنزيم ا ب ادي م الاتح
ع      ة م ة فعال ات بيولوجي ين مرآب ا ب ة وم جه

ة    ة ثاني ن جه وليميرات  م اً م , الب ة طبع ن أمثل

وليميرات                       الب
, )الكيتوزان الخ   , Triacetylcelluloseأغشية  (

[٢،٣].  
دما             ة عن ربط الاتحادي أهمي ومما زاد من طريقة ال
ات    ن الإنزيم ة م واع مختلف ط أن ن رب تمكن م م ال ت
ا          على غشاء واحد حيث استخدمت هذه الأغشية فيم

ز   ي أجه د ف وئي  بع ف الض ه  [ ٤]ة الطي ا أن  آم
بإجراء بعض التعديلات الطفيفة على هذه  الطريقة        
ن         دد م ع ع ات م ط الإنزيم ن رب تمكن م م ال ت

ل    ة مث وليميرات الترآيبي ولي   ( الب د، ب ل امي اآري
   .[٥]) اآريل اميد الخ 

ية       ذه الأغش ال ه ة استحص بة لعملي ا بالنس أم
)Triacetylcellulose (  [٦]فهي موضحة في.   

ى  و الحصول عل الي ه ا الح ن بحثن ا الهدف م طبع
زة           نموذجين من الأغشية بقصد استخدامها في أجه

  :الطيف الضوئي 
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وع الأول  -١ م ) Congo Red: (الن ت
  .ربطه اتحادياً مع الغشاء 

اني   -٢ وع الث زيم  ) + Congo Red: (الن إن
)Glucose oxidase (  ا م ربطهم ث ت حي

  .اتحادياً على الغشاء وبآن واحد 
هذان النموذجان من الأغشية سيستخدمان لاحقاً في       
بة              د نس أجهزة الامتصاص الضوئي من أجل تحدي
ة والسوائل      ل النموذجي ع المحالي الغلوآوز في جمي

آمشعر ) Congo Red(الحيوية ، حيث استخدم الـ
pH          ًوذلك لأن طيفه التماصي  يعاني تبدلاً واضحا 

  ).pH (في درجات مختلفة من الـ  
ا با زيم           أم تخدام إن بة لاس  Glucose(لنس

oxidase (         ك فكما هو معروف أن السكريات تمتل
خواصّ مرجعة فيمكن للزمرة الألدهيدية أن تتأآسد    
إلى زمرة آربوآسيلية وذلك بتأثير الإنزيم المذآور 

  :مشكلةًً حمض الغلوآونيك حسب التفاعل الآتية
Glucose +  H٢O + O٢→     Gluconic 

acid + H٢O٢                                 
ل    ة التفاع رر بنتيج ك المتح ض الغلوآوني فحم

ـ     ى تغييرال درة عل   للوسط  P Hالإنزيمي يتسم بالق
عر     ون المش ر ل تطيع تغيي مَّ يس ن ث  Congo(وم

Red (   لا ي آ ك ف اء وذل ع الغش اً م رتبط اتحادي الم
ية   ن الأغش وذجين م ون ,النم ي ل ر ف ا التغيي طبع

  .لمشعر يكون متناسباً طرداً مع التماص ا

   المواد والطرق المستخدمة -
   المواد المستخدمة في البحث -١
-) Congo Red  (  تم الحصول عليه من شرآة )

Merck (  ألمانيا.  
زيم - اة )  Glucose oxidase( إن ة ومنق معزول

م الحصول   Penicillum chrisogeniumمن    ت
    Sigma) .(USAعليها من شرآة 

ن - ون م اء المك   triacetylcellulose الغش
زيم  )  Congo Red(والمستخدم من أجل ربط  وإن

)Glucose oxidase  (  ن ه م م الحصول علي ت
  .أفلام  تصوير عادية شفافة معالجة آيميائياً 

   الطرق المستخدمة في البحث -٢
ة - يط ( معالج اء ) تنش الغش

triacetylcellulose 
 )(شاء  بهيدروآسيد الصوديوم  غ من الغ٥عُولج  

٥N  NaOH ساعة وذلك لإزاحة الزمر  ٤٨ لمدة 
ك            د ذل م بع الأستيلية وبقاء الزمر الهيدروآسيلية ، ث

الج                م يع دة مرات ، ث اء المقطرع يغسل الغشاء بالم
 ) ٠،٢٥M   Periodic acid(بحمض فوق اليود 
رارة   ة ح ي درج ود   ٤ف ك بوج ة  وذل ة مئوي  درج
ي دا ول خلات ) ٠،١Macetate buffer(رئ محل

ساعة في الظلام     ) ١٤(وذلك لمدة   , =pH ٣٫٨في  
اء المقطر عدة مرات             ,  بعد ذلك يغسل الغشاء بالم

د   ن الكاربامي ول م ي محل ر ف م يغم % ١٥أيضاً، ث
دة  ض  ) ١٦-١٤(لم ود حم ك بوج اعة وذل س
وعند درجة حرارة   , )H٢SO٤  %٠٫٩(الكبريت

مع التحريك   درجة مئوية في حمام مائي ساخن        ٦٠
تمر  ر    . المس ى زم لنا عل د حص ون ق ذلك نك وب

د   ك NH٢الكاربامي د ذل اء بع ل الغش ة يغس  الثابت
  .بالماء المقطر وعدة مرات 

  بالفورم الدهيد ) المؤآسد( معالجة الغشاء -
فاتي      ول فس ي محل د ف الفورم الدهي اء ب ر الغش يغم

ة    ) ٤٥(بدرجة حرارة   ) ٠،١M(دارئ   درجة مئوي
 في حمام مائي ساخن ٧،٥=pHند  ساعة ع١٦لمدة

تمر  ك المس ع التحري ك , م د ذل اء بع م يغسل الغش ث
بالماء المقطر عدة مرات ويستخدم مباشرة من اجل 

  .عملية الربط أو الضم 
  مع الغشاء) Congo Red( ربط أو ضم الـ -

ـ   ٢٠  سم من الغشاء المعالج مع     ٤يُغمر    ملغ من ال
)Congo Red (  ي ول ١٠ف ن المحل ل م   م

دارئ    فاتي ال د M ٠٫١الفس ع =٨pH وعن   م
التحريك المستمر وفي درجة حرارة الجو المحيط          

دة  ة ولم ي الغرف ل ٢٤ف ك يغس د ذل اعة،ثم بع  س
 ـ   ه ال اء   ) Congo Red(الغشاء الذي ثبت علي بالم

  .المقطر عدة مرات 
ـ  - م ال ط أو ض زيم  ) + Congo Red( رب إن
)Glucose oxidase ( اء وب ى الغش اً عل آن مع

  واحد 
الج         ٤يُغمر    ـ     ٢٠+  سم من الغشاء المع غ من ال   مل

)Congo Red + ( ملغ من إنزيم ٢٠)Glucose 
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oxidase (  ي فاتي     ١٠ف ول الفس ن المحل ل م  م
دارئ د M ٠٫١ ال رارة =٨pH وعن ة ح  وبدرج

ك يغسل الغشاء         , ساعة  ٢٤الغرفة ولمدة    د ذل ثم بع
 Glucose(و )  Congo Red( الذي ثبت عليه الـ

oxidase (  بالماء المقطر عدة مرات.  
زيم                   - ة إن د فعالي  Glucose( تحدي

oxidase(   
ب      ك حس زيم وذل ة للإن دة الفعالي د وح م تحدي د ت لق

ا    ٨) Bergmayer(الطريقة المتبعة في      ويرمز له
الرمز ام    Uب ة للقي ة الكافي ة الإنزيمي ي الكمي   وه

ل مي   ى تحوي ادرة عل ول بعمل الوساطة والق رو م ك
)Micromole (    واحد من الرآيزة)في  ) الغلوآوز

ة    ٢٥في درجة حرارة    , الدقيقة الواحدة    درجة مئوي
ا      .  وترآيز رآيزة مناسبتين     pHوفي   ين لن حيث تب

ة    ة الحموض د أن درج ا بع ح فيم و موض ا ه آم
٦ph=           ا  هو الحد الأفضل في الحالة التي يكون فيه

ي    أما في , الإنزيم بشكل حر في المحلول        الحالة الت
ين  اء فتب ع الغش اً م زيم مرتبط ا الإن ون فيه يك

  . و الحد الأفضل ph=٦٫٥أن
تخدام  م اس د ت روتين فق ة الب د آمي بة لتحدي ا بالنس أم

  .في آلتا الحالتين  ) LOWRY(طريقة 
د   وئي فلق ي الض اس الطيف ات القي بة لعملي وبالنس

از    ى جه زت عل    Perkin-Elmer(أنج
Lambda ٢ spectrophotmeter (   ى ادر عل الق

ي أي      زمن ف ع ال وئية م ة الض ر الكثاف جيل تغي تس
ى شكل             ائج عل ل النت طول موجة وبشكل آلي ،وتمث
ن     ذلك يمك ل وب ير التفاع تمر لس اني مس ط بي مخط
ت   ق وبوق ة بشكل دقي د سرعة التفاعل الأولي تحدي

  .قصير جداً 
ط     ا رب م عليه ي ت ية الت بة للأغش ا بالنس أم

م وضعها     أ) Congo Red(المشعر  د ت ه فق و تثبيت
ك بواسطة    از وذل ي حجرة الجه ودي ف وبشكل عم
ة موضح بالشكل         إطار تم تصميمه لغرض التجرب

م  ة , ١رق ة المعياري ا العين اهد ( أم ت ) الش د آان فق
  محتوية على غشاء شفاف خالٍ من أي شئ  

م   ، يوضح وضعية الغشاء ضمن ١شكل رق
ي ستوضع في              إطار خاص داخل الحجرة الت

  الجهاز

  : النتائج والمناقشة-
ـ         Congo Red(لقد تم تتبع الطيف التماصي لل

ان        )  ول أم آ بحالتيه سواءً آان بشكل حر في المحل
م  التين ت ا الح ي آلت اء، وف ع الغش ا م اً اتحادي مرتبط

 ـ        ين من ال ين مختلفت د   pHاستخدام درجت  pH=٦عن
د ي   ph=٢٫٦٧وعن و واضح ف ا ه ين آم ث تب ، حي

م  ـ  ٢الشكل رق  Congo(أن الطيف التماصي لل
Red  ( الواقع في منطقة الأشعة المرئية من الطيف

 ـ    د ال دي عن اً فيب دلاً معين اني تب  =pH ٦الضوئي يع
ة   ي موج دة ف ى واح ية عظم بة امتصاص عص

ا ـ    ٤٩٠طوله د ال ه عن ين أن ي ح انومتراً، ف  ن
٢٫٧٦=ph     بة ك عص ى ذل افة إل دي بالإض  يب

انومتراً   ٦٣٠امتصاصية أخرى في طول الموجة        ن
ة     رات الكثاف اس تغي ة  قي ت عملي د تم ذلك فق وب

  . نانومترا٦٣٠ًالضوئية عند طول الموجة 
م   كل رق ي   ٢ش ف الامتصاص ح الطي ، يوض

  )Congo Red(للـ
A) (    عندما آان بشكل حرفي المحلول  

)B (الغشاء عندما آان مرتبطاً اتحاديا مع  

)a( ٦٫٠ pH  
)b( ٢٫٧٦ph  
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ل المق   بة للمحالي ا بالنس ي   أم تخدمة ف ية المس ياس
ة               ة مختلف ز مولي ارة عن تراآي البحث فقد آانت عب

) ٠،٦M  ٠،٠٥M( من الغلوآوز من                
  :وقد تم تسجيل نوعين من القياسات 

 Congo(حيث آان الـ : القياس الأول  -١
Red (   ين ي ح اء ف ع الغش اً م اً اتحادي مرتبط

بشكل حر ) Glucose oxidase(آان إنزيم 
  .لول في المح

 Congo(حيث آان الـ :  القياس الثاني  -٢
Red + (        إنزيم)Glucose oxidase (

  .مرتبطين اتحادياً مع الغشاء وبآن واحد 
ا هو واضح في الشكل              فبالنسبة للقياس الأول وآم

م  ة     ٣رق ي ممثل ل الإنزيم رعة التفاع ث إن س  حي
ا  ) Congo Red(بمعامل الانطفاء للـ   ومعبر عنه

ـ   وعن  ة  ب ول الموج ين أن  ٦٣٠د ط اً، تب نانومت
ز      ى ترآي د عل سرعة التفاعل الإنزيمي الأولية تعتم

ك في          ) الغلوآوز ( الرآيزة   ة وذل ى درجة معين حت
درجة حرارة وترآيز إنزيمي ثابتين ،وعندما يفوق       
ي        ادة ف إنَّ أي زي ة ف ك الدرج وز تل ز الغلوآ ترآي
ل   دة التفاع ي ش ة ف ادة مقابل ي زي زه لا تعط ترآي

  .لإنزيميا
ن         ة م ز مختلف تخدام تراآي ا اس ي بحثن م ف ث ت حي

ن  وز م ين أن )  ٠،٦M -  ٠،٠٥M(الغلوآ فتب
ز      ادة ترآي زداد بزي ة ت ل الأولي رعة التفاع س
ة      ك نتيج ة وذل ة معين ى درج ن حت وز، ولك الغلوآ

ر  ذي يغي ك ال رر حمض الغلوآوني ط pHلتح  الوس
عر    ون المش ر  ل مَّ يتغي ن ث )  Congo Red(وم

رتبط  ع     الم بيا م ق نس ر متواف ذا التغيي اء وه بالغش
  .التماص

م   كل رق ل    ٣ش ين معام ة ب ح العلاق ، يوض
ـ    اء لل ك    Congo Red)( الانطف زمن وذل  مع ال

ان         بوجود تراآيز مختلفة من الغلوآوز حيث آ
زيم  ي  ) Glucose oxidase(إن كل حرف بش
  المحلول

وز  - ز الغلوآ   ٠٫١٥)  b( , ٠٫٠٥) a( تراآي
 ,)c (٠٫٣) d(  ٠٫٥ ,  )e  (٠٫٦.    

أما بالنسبة لحالة القياس الثانية وآما هو واضح في     
م     ز نفسها من            ٤الشكل رق د استخدمت  التراآي ، فق

) ٠،٦M  -  ٠،٠٥M( الغلوآوز من                 
،حيث تبين أيضاً أنَّ سرعة التفاعل الإنزيمي تزداد   
ادة   ذه الزي ن ه وز، ولك ز الغلوآ ادة ترآي اً بزي أيض

 تسير بشكل أبطأ مما هو عليه في القياس الأول           هنا
زيم المثبت         ز الإن ا بسبب انخفاض ترآي وذلك طبع
ى    وز إل ل الغلوآ ادرعلى تحوي اء والق ى الغش عل

ر         ى تغيي ادر عل  الوسط،   pHحمض الغلوآونيك الق
زيم   ة للإن دة الفعالي ا أن وح ذآر هن دير بال ن الج وم

ت   اء آان ع الغش ة م ك   ) U ١٫١(المرتبط وذل
٢سم١٫٧مساحة من الغشاءل

 .  
م   كل رق ل   ٤ ش ين معام ة ب ح العلاق ، يوض
ـ اء لل ك Congo Red)( الانطف زمن وذل ع ال  م

ث  وز حي ن الغلوآ ة م ز مختلف ود تراآي بوج
زيم   مرتبطة مع    ) Glucose oxidase(آانت إن

  الغشاء
وز     -    ٠٫١٥)  b(  ,  ٠٫٠٥) a( تراآيز الغلوآ
 ,)c (٠٫٣ ,   )d  (

٠٫٥ ,  )e ( ٠٫٦.    
داً              ع الإنزيمات حساسة ج آما هو معروف أن جمي
م   دي معظ اطها ، وتب ة حموضة أوس دلات درج لتب
الإنزيمات تأثيرها الوساطي الأعظمي ضمن مجال      

 ، وآما هو واضح في الشكل رقم p Hمحدد من الـ 
 Glucose(الأفضل لإنزيم   pH فقد تبين أن الـ ٥

oxidase (  ي ال ر ف كل ح ت بش دما آان ول عن محل
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      حيث آانت وحدة الفعالية لهذا الإنزيم ph=٦هو 
٦٫٧u           زيم دروجيني الأفضل  للإن رقم الهي ، بينما ال

و       اء ه ع الغش رتبط م كل م ت بش دما آان ه عن نفس
٦٫٥=ph   زيم ذا الإن ة له دة الفعالي ت وح ث آان  حي
١٫١u ٢ سم١٫٧ لمساحة من الغشاء قرابة 

.  

م  كل رق ـ٥ش ح ال ك pH، يوض ل وذل  الأفض
   بحالتيهاGlucose oxidaseنزيم لإ

ِ-Aعندما آانت بشكل حر في المحلول  
B-عندما آان مرتبطاً مع الغشاء  

  

ـ       اط ال ة ارتب بة لإمكاني ا بالنس  Congo(أم
Red (   م كل رق ي الش و موضح ف اء فه ع الغش  ٦م

حيث تبين أن الزمرة الأمينية من حلقة النفتالين في          
ة   تشارك في الرا ) Congo Red(الـ  بطة الكيميائي

ن    ك ع اء وذل و و الغش ر الكونغ ين أحم  =٨ب
ph          ة روابط الثنائي ول إنَّ ال وبهذه الطريقة يمكننا الق

) Congo Red(المسؤولة عن تغيير لون الكاشف 
ى          ائي الحاصل والمؤدي إل لا تتأثر بالتفاعل الكيمي

  .تشكل الرابطة الاتحادية 

م  ين ٦مخطط رق ع ب ل المتوق ، يوضح التفاع
ف الك اء )  Congo Red(اش والغش

triacetylcellulose  نقط   حيث يشير الخط الم
  .إلى مكان وجود الرابطة 

  
  
  
  

  خاتمة 
حسب نتائج الدراسة التي أجريناها يمكننا القول إنَّه        

 Congo Red(في الحالة التي يكون فيها الكاشف  
زيم       )  اً مع الغشاء في حين إن  Glucose(مرتبط

oxidase   ( كل ن أن بش ول يمك ي المحل حرف
زة      ز الرآي د ترآي ل تحدي ن أج اح م تخدم بنج ( تس

وز ذي     )الغلوآ ي ال ل الإنزيم ة للتفاع ك نتيج ، وذل
ه           ذي بإمكان ك ال يؤدي إلى تحرير حمض الغلوآوني
بيا          ر متوافق نس ذا التغيي تغيير لون الكاشف طبعا ه
مع التماص  وذلك في تراآيز محددة من الغلوآوز          

ا يمكن ذا طبع اء ، ه ن إنش ا م ن
ز   بة ترآي اس نس ا بقي ة تسمح لن مخططات نموذجي

  .الغلوآوز وذلك من خلال قراءة التماص 
ة                  ه في الحال و أن ذا فه ا ه أما النتيجة الأهم في بحثن

ا المشعر            ) + Congo Red(التي يكون فيه
زيم                       ) Glucose oxidase( إن

د    آن واح اء وب ع الغش رتبطين م اً أن  م ن أيض  يمك
ن دون     وز ولك ز الغلوآ اس ترآي ي قي تخدم ف تس
ذه    ل ه ع مث ول ، إن  تمت ى المحل زيم إل إضافة الإن
زمن       ع ال ات م ية الثب ية بخاص ن الأغش واع م الأن
ن    ا م ررة يمكنن دة ومتك رات عدي تخدام لم والاس

ريرية   وث الس ال البح ي مج اح ف تخدامها وبنج . اس
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