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من نبات الخس الشوكيالمنقى PPO(Polyphenol oxidaseتوصیف أنزیم (
Prickly lettuce)Lactuca serriola L.(
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المستخلص
، وأظھرت النتائج أن الاس استعمل أنزیم منقى من نبات الخس الشوكي سبق الحصول علیھ من دراسة سابقة

، وكان الأنزیم ثابتاً في مدى واسع من قیم الاس 6.5لغ بPPOالھیدروجیني الأمثل لفعالیة أنزیم 
ولوحظ حصول زیادة واضحة في الفعالیة الأنزیمیة بازدیاد درجة حرارة ،5.5-8الھیدروجیني تراوح بین 

، وبلغـت طاقة التنشیط الـلازمة لتحویـل المادة الأساس م35التفاعل حتـى بلغت أقصاھا عند درجة حرارة 
، وفقد دقائق10م لمدة 35، في حین كان الأنزیم ثابتا بدرجة حرارة -1كیلو جول.مول39.7194إلـى ناتـج 

،73(، بینما فقد ما یقارب م25أیام عند الخزن بدرجة حرارة 5الأنزیم المنقى فعالیتھ بشكل كامل بعد مرور 
، ولوحظ م على التوالي) -4،18(یوم على الخزن بدرجة حرارة 21من فعالیتھ الابتدائیة بعد مرور % 16)

، واتضح بان الأنزیم المنقى وجود ارتباط تساھمي بین الجزء الكربوھیدراتي والبروتیني في الأنزیم المنقى
و Sodium metabisulphiteو L-Cysteinاظھر استعمال كلا من .% كربوھیدرات7.2یحوي على 

Dithiothretol بة تثبیط عالیة للأنزیم المنقى تلاه من حیث التأثیر كلا من ملي مولار نس) 10و1(بتركیز
citric acid وL-Ascorbic acid ثمEDTA وPotassium cyanide بینما اظھـر ،Thiourea و

Sodium benzoateوبلغت قیمة ثابت میكالس (تأثیر تثبیطیا اقل ،Km (4.762 ملـي مـولار بینما كانت
) للأنزیم المنقى Km/Vmaxملـي مولار/دقیقة في حین كانت معامل Vmax(0.0588)السرعـة القصـوى (

. مادة أساسCatecholباستعمال -1دقیقة0.01235
Abstract

n this study, purified PPO from Prickly lettuce were obratind from a
previous characterization study. The results showed that the optimum pH were
6.5 and the pH stability profile showed that the enzyme were more stable at pH
values 5.5-8, the optimum temperature for enzyme activity were 35ºC and the
enzyme were stable at 35ºC for 10 min. the activation energy for conversion of
substrate to product was 39.7194 Kj/mol, the purified enzyme lost its activity
after 5 days of storage at 25ºC, while it lost (73 , 16)% of primary activity after
21 days of storage at 4 and -18ºC respectively, the purified enzyme contains 7.2%
carbohydrates. It was noticed that all treated of enzyme with L-Cystein, Sodium
metabisulphate and Dithiothretol at 1 and 10 mM revealed high inhibition for
the enzyme activity, followed by citric acid, L-Ascorbic acid, EDTA and
Potassium cyanide, while both Thiourea and Sodium benzoate showed less
inhibitory effect. The Km and Vmax were (4.762 , 0.0588) mM/min respectively,
while the coefficient Vmax/Km were 0.01235 min-1 for the purified enzyme when
used Catechol as a substrate.
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المقدمة
-PPO; monophenol, dihydroxy-Lأو ما یعرف بـ(Polyphenol oxidaseیعد أنزیم 

phenylalanine oxygen oxidoreductase, E.C.1.14.18.1 أحد أنواع البروتینات المعدنیة نظرا (
PPOیم ، ویعمل أنز[2]، فضلا عن كونھ بروتینا سكریا [1]لاحتوائھ على أیون النحاس في موقعھ الفعال 

إلى الفینول monophenolsعلى تحفیز نوعین من تفاعلات الأكسدة یتمثل الأول بتحویل الفینولات الأحادیة 
، بینما یتم النوع الثاني من التفاعل hydroxilationبإضافة مجموعة ھیدروكسیل o-diphenolالمتعدد الثنائي 

مسببا إنتاج اللون الممیز لھذه التفاعلات الذي تعتمد o-quinonesبأكسدة المركب الناتج إلى الكینونات المتعددة 
.[3]شدتھ على فعالیة الأنزیم ومدى توافر الظروف الملائمة لاتمام عملھ 

یوجد الأنزیم في العدید من الكائنات الحیة ویسبب ضررا وتلفا للمنتجات النباتیة والحیوانیة أثناء التداول والخزن 
یمة الغذائیة نتیجة تفاعلات الاسمرار التي یكون مسؤولا عنھا مما ینجم عنھ خسائر والتصنیع وفقدانھا للق

، لذا فقد أجریت دراسات عدة لمعرفة [5,4]اقتصادیة تنعكس كلفھا على المصنع والمستھلك على حد سواء 
، لحد من فعالیتھخصائص ھذا الأنزیم من اجل تحدید الظروف الملائمة لعملھ والعوامل المختلفة التي تؤثر في ا

إذ تتحدد ھیئة الأنزیم والموقع الفعال بالاس الھیدروجیني لوسط التفاعل مما یؤدي إلى فقدان الأنزیم لفعالیتھ عند 
2]وجوده في محیط ذي اس ھیدروجیني متطرف نتیجة حدوث تغییر في المجامیع الفعالة القابلة للتأین , ، في [1

لى حصول تغییرات واضحة في مكونات التفاعل مما تسبب زیادة في فعالیة حین یؤدي ازدیاد درجة الحرارة إ
، إلا أن ارتفاع تلك الدرجات الحراریة عن الدرجة الأنزیم نتیجة لزیادة الطاقة الحركیة لجزیئات المواد المتفاعلة

، وتؤدي [7,6,5,3]بسبب حصول عملیة المسخ للجزیئة الأنزیمیةالمثلى یؤدي إلى حدوث انخفاض في الفعالیة
فترة تعرض الأنزیم لدرجات الحرارة دورا ھاما في تحدید قدرة الأنزیم على ثباتھ الخزني في درجات حراریة 

سلبا بعدد واسع من المواد الكیمیائیة التي تعتمد قدرتھا في التثبیط على شدة PPO، كما ویتأثر أنزیم [1]مختلفة 
، إذ تشكل مركبات السلفات أحد ھذه المواد التي تعد عال والعامل المساعدتأثیرھا في جزیئة الأنزیم والموقع الف

، كما تؤدي العوامل المعدنیة الرابطة دورا ھاما في تثبیط الفعالیة الأنزیمیة [10,3,9,8]من المثبطات التنافسیة 
الھیئة الفراغیة للأنزیم من خلال تأثیرھا على أیون النحاس الموجود في الموقع الفعال وبالتالي إحداث تغییر في

، فضلا عن المركبات المختزلة التي تعمل على تحویر مركبات [1,4,3]وإضعاف قدرتھ في ربط المادة الأساس 
الكینون ومنعھا من المشاركة في تفاعلات المرحلة الثانیة من تفاعلات الاسمرار أو ارتباطھا مع الأنزیم بشكل 

، وتمثل المادة الأساس لعمل الأنزیم مصدرا [2,4,3]المادة الأساس وتحلیلھامباشر وبالتالي منعھ من الاتصال ب
على عدد واسع من PPO، إذ یعمل أنزیم ھاما في تحدید مقدار فعالیتھ اعتمادا على الفتھ تجاه تلك المواد

، Catecholرة مثل ، إلا أن الفتھ العالیة تكون تجاه جزیئات الفینول المتعددة الثنائیة الصغیمركبات الفینول
) لھذا الأنزیم تتباین اعتمادا على مصدر المادة الأساس المستعملة في تقدیر Vmax) و (Kmوعلیھ فأن قیمة (

المنقى من نبات الخس PPO، لذا فقد ھدفت ھذه الدراسة إلى إجراء توصیف كامل لأنزیم [1,4,9]الفعالیة 
د العوامل المؤثرة في فعالیتھ نظرا لعدم توافر دراسات سابقة الشوكي الذي ینتشر بشكل واسع في العراق وتحدی
.    تشیر إلى توصیف الأنزیم من نبات الخس الشوكي

المواد وطرائق العمل
الأنزیم المنقى

اعتمدت ھذه الدراسة على انزیم منقى من دراسة سابقة بوساطة خطوات عدة تمثلت بالاستخلاص وفقا للطریقة 
، والتنقیـة باستعمـال [5]، ثـم التركیـز بوساطة ملح كبریتات الامونیوم وفقا لما وصفھ [11]الموصوفة من قبل 

، ثم الترشیح الھلامي باستعمال [12]وفقـا للطریقـة التـي قـام بـوصفھا DEAE-Sepharoseالمبـادل الایونـي 
یم باستعمال الطریقة التي وصفھا نقاوة الانز، وجرى التأكد من [2]وفقا لما وصفھ Sephacryl S-200مادة 
، )SDS-PAGEبوساطة تقانة الترحیل الكھربائي بھلام متعدد الاكریل اماید بوجود العوامل الماسخة ([13]

، في حین قدر الوزن الجزیئي باتباع تقنیة [14]نقطة التعادل الكھربائي باتباع الطریقة التي قام بوصفھا وعینت 
.[2 ]وفقا للطریقة الموصوفة من قبلSephacryl S-200الترشیح الھلامي بمادة 
تقدیر الفعالیة الأنزیمیة

كمادة أساس وتم استخراج Catecolباستعمال مادة [15]قدرت الفعالیة الأنزیمیة وفقا للطریقة التي قام بوصفھا 
/مللتر) وفقا للمعادلة الآتیة:الفعالیة الأنزیمیة (وحدة
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إذ یمثل:
Δ A 420nm =مقدار التغیر الحاصل في الامتصاصیة.

نانومتر في الدقیقة لكل وحدة 420مقدار التغیر الحاصل في الامتصاصیة على طول موجي مقداره = 0.001
.مللتر من مزیج التفاعل3م لحجم مقداره 25بدرجة حرارة 7عند اس ھیدروجیني مقداره PPOمن أنزیم 

.ف مللترمحلول الأنزیم المضا= حجم0.05
RM مزیج التفاعل = حجمreaction mixture مللتر من محلول فوسفات البوتاسیوم 3ذي حجم مقداره

.ملي مولار من الكاتیكول10مولار والحاوي على 0.05الدارئ بتركیز 
ي الدقیقة ف0.001وعرفت وحدة الفعالیة الأنزیمیة بأنھا كمیة الأنزیم التي تسبب تغیرا في الامتصاصیة بمقدار 

.الواحدة
تقدیر تركیز البروتین

BSA (Bovineباستعمال ألبومین المصل البقري ([16]قدر تركیز البروتین وفقا للطریقة الموصوفة من قبـل 
Serum Albuminفي حین تم الكشف عن البروتین في الأجزاء المنفصلة لتحضیر منحنى البروتین القیاسي ،

.نانومتر280الامتصاص على طول موجي مقداره بالترشیح الھلامي بقراءة 
الاس الھیدروجیني الأمثل لفعالیة وثبات الإنزیم

مللتر) للإنزیم باستعمال محالیل وذلك بتقدیر الفعالیة الإنزیمیة (وحدة/[3 ]اتبعت الطریقة الموصوفة من قبل 
مولار ذي 0.05ودیوم الدارئ بتركیز دارئة حاویة على المادة الأساس (الكاتیكول) تمثلت بمحلول خلات الص

مولار ذي اس 0.05ومحلول فوسفات البوتاسیوم الدارئ بتركیز 4.0-5.5اس ھیدروجیني یتراوح بین 
-9.0مولار ذي اس ھیدروجیني مقداره 0.05الدارئ بتركیز Tris-HClومحلول 6.5ھیدروجیني مقداره 

10مللتر من الإنزیم المنقى بتركیز 0.05ت الإنزیم بحضن في حین عین الاس الھیدروجیني الأمثل لثبا، 7.5
لمدة 4.0-9.0مللتر من المحالیل الدارئة المحضرة مسبقا بمدى اس ھیدروجیني یتراوح بین 0.73ملغم/مللتر مع 

.مللتر)م ومن ثم تقدیر الفعالیة الإنزیمیة (وحدة/4ساعة بدرجة حرارة 24
لیة وثبات الإنزیمتعیین درجة الحرارة المثلى لفعا

بإضافة الأنزیم إلى محلول التفاعل المحضن [1]عینت درجة الحرارة المثلى للفعالیة والثبات وفقا لما وصفھ 
، في حین حددت درجة الثبات الحراري بوضع المحلول م) 25-75(حراریة تراوحت بین بعدد من الدرجات ال

دقیقة بدرجات 30بة اختبار ثم حضنھا في حمام مائي لمدة مللتر في أنبوملغم/10الإنزیمي المنقى بتركیز 
م ومن ثم تبرید المحلول الإنزیمي بوساطة الثلج وتقدیر الفعالیة الإنزیمیة 25-75)(حراریة تراوحت بین 

وجرى تقدیرطاقة التنشیط لتحویل المادة الاساس الى ناتج من خلال رسم لوغاریتم ثابت السرعة (وحدة/مللتر)، 
، بقیاس سرعة المنقىPPOللتفاعل والمقدر بوساطة انزیم Kobs (Observed reaction rate(الملاحظ

) بتطبیق معادلة Kم تجـاه مقلوب درجة الحرارة المطلقة ((25-75)التفاعل للانزیم عنـد درجة حرارة كانت بین
.[17]ارینوس ومیل المنحنى المرسوم وفقا لما وصفھ 

ة الانزیم:تأثیر الخزن في فعالی
ملغم/مللتر المذاب في محلول خلات 10المنقى بتركیز PPOجرت متابعة یومیة للفعالیة الانزیمیة المتبقیة لانزیم 

بدرجات حرارة مختلفة بلغتبعد خزنھ 6.0مولار ذي اس ھیدروجیني مقداره 0.05الصودیوم الدارئ بتركیز 
.[1]یوما وفقا لما وصفھ 21م ولمدة 25)، 4، (-18

الكشف عن وجود الكربوھیدرات
للكشـف عـن وجـود ارتباط تساھمي بین الجـزء الكربوھیدراتـي [18]اتبعت الطریقـة الموصوفة مـن قبـل 

مـع استبدال مـادة [2]وفقا لما وصفھ Sephacryl S-200والبروتیني في الانزیم بأستعمال الترشیـح الھلامـي 
وذلك بامرار المستخلص الأنزیمي المنقى Sephacryl S-200بمادة Sephadex G-150الترشیح الھلامي 

، وجمعت الأجزاء المنفصلة باستعمال سم60x1.5مللتر على عمود ذي أبعاد مقدارھا ملغم/10ذي تركیز 
مللتر/جزء 3بواقع 7مولار ذي اس ھیدروجیني مقداره 0.3محلول فوسفات البوتاسیوم الدارئ بتركیز 

التحري عن وجود الكربوھیدرات بقراءة الامتصاص الضوئي ، وجرى مللتر/ساعة18یان بلغت وبسرعة جر

PPO activity (unit/ml) =
Δ A 420nm

0.001 x 0.05 x RM
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طول بقراءة الامتصاص الضوئي علىنانومتر، في حین تم الكشف عن البروتین 490على طول موجي مقداره 
.نانومتر280موجي مقدارھا 

تقدیر المحتوى الكربوھیدراتي 
لتقدیر تركیز الكربوھیدرات الكلي في الانزیم [19]ض الكبریتیك) التي وصفھا حام- استعملت طریقة (الفینول

، مایكروغرام/مللتر10-80)(المنقى، وبعد عمل المنحنى القیاسي لتراكیز معلومة من الكلوكوز تتراوح بین
:استخرجت معادلة الخط المستقیم وحسبت نسبة الكربوھیدرات وفقاً للمعادلة الاتیة

عض المواد في فعالیة الأنزیمتأثیر ب
-2و Thioureaو EDTAو L-Ascorbic acidو citric acidاستعملـت مـواد عـدة شملـت كـلا مــن (

Mercaptoethanol وPotassium cyanide وSodium metabisulphate وL-Cystein و
Dithiothretol وSodium benzoateالتي قام زیم المنقى وفقا للطریقة ) لتحدید تأثیرھا في فعالیة الأن

مللتر من محلول فوسفات 0.14مللتر مع ملغم/10مللتر من الأنزیم بتركیز 0.04وذلك بحضن [10]بوصفھا 
مللتر من محالیل المواد المحضرة 0.140و8مولار ذي اس ھیدروجیني مقداره 0.1الصودیوم الدارئ بتركیز 

دقائق ومن ثم تقدیر الفعالیة الأنزیمیة، 5م لمدة 5بدرجة حرارة ملي مولار)1و 0.5و 0.1(بتركیز
) بوساطة المعادلات الآتیة:%واستخرجت نسبة التثبیط (

الخصائص الحركیة
مللتر من مزیج تفاعل 3وذلك بتحضیر [12]وفقا للطریقة الموصوفة من قبل Vmaxو Kmحددت قیمة 

مولار ذي اس ھیدروجیني مقداره 0.025فوسفات الصودیوم الدارئ بتركیز مللتر من محلول 2.646مكون من 
مللتر من محلول 0.21ملي مولار و (1-10)مللتر من الكاتیكول المحضر بتراكیز تراوحت بین ) 0.150و (7

. ، وتم استخراج القیم وفقا لمعادلة میكالس منتنملغم/مللتر10الأنزیم المنقى بتركیز 
مناقشةالنتائج وال

تحدید الاس الھیدروجیني الأمثل لفعالیة وثبات الأنزیم:
، بینما شھدت الفعالیة الأنزیمیة عند 6.5بلغ PPOأن الاس الھیدروجیني الأمثل لفعالیة أنزیم ) 1(یظھر شكل 

كل ، ویلاحظ من ش% على التوالي59)،(74انخفاضا بلغت نسبتھ )4،9(قیم الاس الھیدروجیني المتطرفة 
% 34)،(58إلا انھ فقد 5.5-8أن الأنزیم كان ثابتاً في مدى واسع من قیم الاس الھیدروجیني تراوح بین )2(

.على التوالي9و 4مـن فعالیتھ الأصلیة عند قیم الآس الھیدروجیني المتطرفة 
ة الأنزیم المنقى من فاكھة من أن الاس الھیدروجیني الأمثل لفعالی[3]جاءت ھذه النتائج مشابھة لما توصل إلیھ 

، وشھد الأنـزیم انخفاضا واضحا عند قیم اس مادة أساسmethyl catecol-4باستعمـال 6.5البشملة بلغ 
، وكـان الأنـزیم المنقى ثابتا فـي مـدى اس ھیـدروجیني تـراوح بین8.5و أعلى من 4.5ھیدروجیني اقل من 

وفوق 4مـن فعالیتـھ الأصلیة إلا انـھ كان غیر ثابت في اس ھیدروجیني تحت % 80وحافـظ علـى )8.5-6.5(
7من أن قیمة الاس الھیدروجیني الأمثل لفعالیة الأنزیم المنقى من النعناع بلغت [1]، وما أشار إلیھ 9.5

PPOنزیم مادة أساس والذي بین بان العدید من الأبحاث أشارت إلى أن أقصى فعالیة لأCatecholباستعمال 
، وعند تحدید الاس الھیدروجیني الأمثل لثبات الأنزیم لوحظ احتفاظ 4-7المنقى من مصادر عدة تتراوح بین 

7(% من فعالیتھ الأصلیة عند اس ھیدروجیني تراوح بین 95الأنزیم بـ ،4(وعند اس ھیدروجیني مقداره )6-
% عنـد اس 33، وبینما وصلت إلـى التوالـي% على59)،47(انخفضت الفعالیة المتبقیة لتصل إلى )5

أن الاس الھیدروجیني الأمثل لفعالیة الأنزیم المنقى من بذور زھرة [2]، فـي حین ذكر 9ھیدروجیني مقـداره 
ساعـة مـن الحضن بمحالیل 20، بینمـا كان الأنزیم ثابتا بعد مـادة أساسGallic acidباعتماد 7.9الشمس بلـغ 
)(قیم اس ھیدروجیني تراوحت بین دارئـة ذات ، وبقي الأنزیم محافظا على كامل م4بدرجة حرارة 11-2

X =
0.0091

Y - 0.028

زیم المعامل (وحدة/مللتر) فعالیة الأن
100 x

الفعالیة المتبیقة (%)–100التثبیط (%) = نسبة 
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، إلا انھ بدا بالانخفاض بعد ھاتین القیمتین بشكل ) 4.8-7.9(فعالیتھ عند اس ھیدروجیني تراوحت قیمتھ بین 
.واضح وتدریجي

لف باختلاف مصدر الأنزیم والمادة الأساس یلاحظ مما سبق أن قیم الاس الھیدروجیني للفعالیة والثبات تخت
إلى أن قیمة الاس الھیدروجیني الأمثل لفعالیة الأنزیم [20]، فقد أشار [3]المستعملة في تقدیر الفعالیة الأنزیمیة 

، [5]للأنزیم المنقى من أوراق التبغ 7، في حین كانت للأنزیم المنقى من الباقلاء6.5المنقى من الباقلاء بلغت 
Catecolباستعمال 8إلى أن الاس الھیدروجیني الأمثل لفعالیة الأنزیم المنقى من السفرجل كان [4]بینما أشار 
انخفاض الفعالیة الأنزیمیة عند قیم الاس الھیدروجیني المتطرفة إلى حدوث ، ویعزى السبب في مادة أساس

موجبھا إلى فقدان الفعالیة الأنزیمیة نتیجة فقدان تغییرات واضحة في ھیئة الأنزیم أو الموقع الفعال مما یؤدي ب
، إذ یؤثر التغییر في قیم الاس الھیدروجیني على المجامیع الفعالة القابلة للتأین والموجودة الشكل الثنائي والثلاثي

.[7]في جزیئة الأنزیم أو على الحالة الایونیة للمادة الأساس 

فعالیة وثبات الأنزیم وتحدید طاقة التنشیط: تأثیر درجة الحرارة في
إلى حصول زیادة واضحة في الفعالیة الأنزیمیة بازدیاد درجة حرارة التفاعل حتى بلغت أقصاھا (3)یشیر شكل 

% من فعالیة الأنزیم القصوى 11م ثم انخفضت الفعالیة بشكل تدریجي حتى بلغت حوالي 35عند درجة حرارة 
أن طاقة التنشیط اللازمة لتحویل المادة الأساس إلى ناتج بلغت )(4، ویلاحظ من شكل م75عند درجة حرارة 

، دقائق10م لمدة 35أن الأنزیم كان ثابتا بدرجة حرارة 5)(، في حین یبین شكل -1كیلو جول.مول39.7194
% )8،17،24،41،56،76،96(إلا أن فعالیتھ بدأت بالتناقص مع ازدیاد درجة الحرارة، إذ فقد الأنزیم 

. م على التوالي70)،40،45،50،55،60،65(من فعالیتھ الابتدائیة عند درجة حرارة
یؤدي ازدیاد درجات الحرارة إلى حصول تغییرات واضحة في مكونات التفاعل التي تضم كـل من الأنزیم 

فعالیة الأنزیم بسبب زیادة فرصة حدوث التصادمات والمادة الأسـاس مما یؤدي إلى حصول زیادة مستمرة في
نتیجة زیادة الطاقة الحركیة لجزیئات المواد المتفاعلة بفعل تأثیر درجات الحرارة إلا أن ازدیاد درجة الحرارة 
عن الدرجة الحراریة المثلى للتفاعل تؤدي إلى حدوث انخفاض في الفعالیة الأنزیمیة بسبب تأثیرھا بشكل سلبي 

.[7]ونات التفاعل في مك
تباینت القیم المسجلة لدرجة الحرارة المثلى للفعالیة والثبات الأنزیمي اعتمادا على مدى نقاوتھ والمصدر المنقى 

م عند اس ھیدروجیني 40أن درجـة الحرارة المثلى لفعالیـة الأنـزیم المنقى من السفرجل بلغت [4]، إذ بینمنھ
م 60% من فعالیتھ الأصلیة بدرجة حرارة 20، وفقد الأنزیم حوالي مادة أساسCatecholباستعمال الـ8مقداره 

أن درجة الحرارة المثلى لفعالیة الأنزیم [5]، وذكر دقیقة30م لمدة 70% من فعالیتھ بدرجة حرارة 65وحوالي 
م في حین كانت 55انت إلى أن درجة الحرارة المثلى للفعالیة ك[10]، وأشار م40المنقى من أوراق التبغ بلغت 

% 20، إذ أشار إلى أن الزیادة في الفعالیة كانت بحوالي الروبیان م للأنزیم المنقى من 35درجة حرارة الثبات 
درجة مئویة حتى الوصول إلى قمة الفعالیة وبعدھا یبدأ الانخفاض بشكل ملاحظ بسبب حدوث مسخ 10لكل 

، م45لفعالیة الأنزیم المنقى جزئیا من بذور زھرة الشمس بلغت أن درجة الحرارة المثلى[2]ووجد ، للأنزیم
كیلو جول/مول واظھر الأنزیم 52.8وكانت قیمة طاقة التنشیط اللازمة لتحویل المادة الأساس إلى ناتج قد بلغت 

لي دقیقة فقد الأنزیم حوا20م لمدة 65، وعند حضنھ بدرجة حرارة م45دقیقة بدرجة حرارة 20ثباتا لمدة 
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، م80دقیقة على الحضن بدرجة حرارة 15% من فعالیتھ بعد مرور 50، إلا انھ فقد % من فعالیتھ الأصلیة40
[5]، بینما توصل م100دقائق على الحضن بدرجة حرارة 10في حین فقد الأنزیم فعالیتھ بشكل تام بعد مرور 

، وعند دراسة الثبات الحراري م35البشملة كانت إلى أن درجة الحرارة المثلى لفعالیة الأنزیم المنقى من ثمار
% من فعالیتھ عند حضنھ بدرجة 60م إلا انھ فقد 35دقیقة بدرجة حرارة 30لاحظ بان الأنزیم كان ثابتا لمدة 

دقائق على الحضن بدرجة 10% من فعالیتھ بعد مرور 80، في حین فقد الأنزیم دقیقة30م لمدة 65حرارة 
م باستعمال 30أن درجة الحرارة المثلى للأنزیم المنقى من النعناع كانت [1]ن أوضح ، في حیم80حرارة 

، وكان الأنزیم ثابتا في درجات الحرارة المنخفضة إلا انھ غیر ذلك في درجات مادة أساسCatecholالـ
دقیقة على فعالیة الأنزیم بینما سبب رفع 30م لمدة 30، حیث لم یؤثر التسخین بدرجة حرارة الحرارة العالیة

)(، إذ أثرت درجات الحرارة درجة الحرارة حدوث انخفاض واضح في الفعالیة الأنزیمیة 30م لمدة 60-40
، في حین فقد % من الفعالیة الأصلیة) 52،(17دقیقة على فعالیة الأنزیم بشكل سلبي مسببة انخفاضا مقداره 

دقیقة على ) 6.5،1.5(م لمدة ) 70،80(ھ الأصلیة عند تعرضھ لدرجة حرارة مقدارھا% من فعالیت50الأنزیم 
.التوالي

تأثیر درجة حرارة الخزن في فعالیة الأنزیم:
، في م25أیام على الخزن بدرجة حرارة 5مرور أن الأنزیم المنقى فقد فعالیتھ بشكل كامل بعد 6)(یلاحظ من شكل 

، إلا انھ احتفظ م4یوم على الخزن بدرجة حرارة 21% من فعالیتھ الابتدائیة بعد مرور 73حین فقد ما یقارب من 
.م-18یوم على الخزن بدرجة حرارة التجمید 21% من فعالیتھ الابتدائیة بعد مرور 84بـ

، إذ تعد درجة الحرارة والقوة اخلة تحدید قدرة الأنزیم على الثبات خلال مدة الخزنتسبب العدید من العوامل المتد
الایونیة للمحالیل الدارئة المستعملة في خزن الأنزیم ویكون لھا دور كبیر في ثبات الأنزیم تحت ظروف الخزن بسبب 

، فقـد ملائـم لاتمام عملیـة الربـط والتحلیـلل ـحاجة الشكل الفعال لجزیئة الأنزیم إلى قوة ایونیة محددة تضمن بقاءه بشك
أدى إلى فقدان 7م باس ھیدروجیني مقداره 25یوما بدرجة حرارة 21أن خزن الأنزیم المنقى من النعناع لمدة [1]بیـن 

ل % من فعالیتھ خلا20م فقد الأنزیم 4، وفي درجة حرارة خزن مقدارھا أیام4الأنزیم فعالیتھ بشكل كامل بعد مرور 
م -15، بینما كان الأنزیم المخزون بدرجة حرارة یوما12% من فعالیتھ بعد مرور 80، بینما فقد اكثر من أیام5أول 
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PPO): منحنى أرینوس لتقدیر طاقة التنشیط لأنزیم 4شكل (
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دقائق10م لمدة 25-70بدرجات حرارة 



الاولدالعدالخامس المجلد ات الاحیائیة                      مركز بحوث التقنیمجلة  2011

46

یوما 21، بینما فقد فعالیتھ بشكل كامل بعد انقضاء أیام6% من فعالیتھ الابتدائیة بعد 10، إذ فقد ما مقداره اكثر ثباتا
.على الخزن

المنقى من نبات الخس الشوكيPPO): تأثیر درجة حرارة الخزن في فعالیة أنزیم 6ـل (شك
أیام7م  لمدة 25، 4، -18بدرجات حرارة 

دراسة محتوى الكربوھیدرات
وجود ارتباط تساھمي بین الجزء الكربوھیدراتي والبروتیني في الأنزیم المنقى باستعمال عمود الترشیح 7)(یوضح شكل 

نانومتر 280وذلك من خلال ظھور تطابق تام بین قمة البروتین على طول موجي مقداره Sephacryl (S-200)الھلامي
نانومتر 490نانومتر وقمة الكربوھیدرات على طول موجي مقداره 420والفعالیة الأنزیمیة على طول موجي مقداره 

م یكن الارتباط تساھمي لانفك الجزء الكربوھیدراتي وظھر ، إذ لو لبالرغم من استعمال محلول دارئ ذي قوة ایونیة عالیة
حامض الكبریتیك اتضح بان –، وعند تقدیر الكربوھیدرات بطریقة الفینول[18]في قمة تختلف عن قمة البروتین والفعالیة 

زیم المنقى من % للأن6.7إلى أن نسبة الكربوھیدرات بلغت [2]، وقد أشار % كربوھیدرات7.2الأنزیم المنقى یحوي على 
.بذور زھرة الشمس عند تقدیرھا بطریقة الفینول حامض الكبریتیك

تأثیر بعض المواد في فعالیة الأنزیم:
، ، إذ لوحظ تباین تأثیر تلك المواد بشكل واضحالمنقىPPOتأثیر بعض المواد في فعالیة أنزیم )1(بین جدول 

ملي 1بتركیز Dithiothretolو Sodium metabisulphateو L-Cysteinفقد اظھر استعمال كلا من 
، بینما لوحظ أن الفعالیة الأنزیمیة ثبطت بنسبة % على التوالي92)،97،98(مولار نسبة تثبیط مقدارھا 

-Lو Ctric acidملي مولار من ھذه المواد، وعند استعمال كلا من و 10% عند استعمال تركیز 100
Ascorbic acid في حین ازدادت نسبة % على التوالي75)،(78ملي مولار كانت نسبة التثبیط 1بتركیز ،

، كما كان لاستعمال كلا من و % على التوالي)93،(96ملي مولار لتبلغ 10التثبیط عند زیادة التركیز إلى 
EDTA وPotassium cyanide 59(غت نسبة التثبیط ، إذ بلملي مولار دورا في تثبیط الأنزیم1بتركیز،

% على 87)،(86ملي مولار 10% على التوالي، بینما كانت نسبة التثبیط عند استعمال تركیز مقداره 41)
ملي مولار تثبیطا بلغت 1بتركیز Sodium benzoateو Thiourea، بینما اظھر استعمال كلا من التوالي
% على 16)،84(ملي مولار 10بة التثبیط عند تركیز ، في حین كانت نس% على التوالي37)،35(نسبتھ 
.التوالي

280490

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

0

0 . 1

0 . 2

0 . 3

0 . 4

0 . 5

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0

28
0

ى 
عل 49

0

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

( م و ی ) ن  ز خ ل ا ت  وق

(%
)

ة 
بقی

مت
 ال

ة ی
عال

الف

مدة الخزن (یوم)

(%
ة (

ي

)25o()4o()18-o(

Sephacryl S-200الكشف عن وجود ارتباط تساھمي بین الانزیم والكاربوھیدرات بأستعمال تنقیة الترشیح الھلامي بوساطة عمود  ):7شكل (
وسقات مللتر/جزء، وجرت الموازنة والاسترداد باستعمال محلول ف3مللتر/ساعة وبواقع 18سم وبسرعة جریان مقدارھا 60x1.5ذي ابعاد 

7مولار ذي اس ھیدروجیني مقداره 0.3البوتاسیوم الدارئ بتركیز 
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المنقى من نبات الخس الشوكيPPOفي فعالیة أنزیم ملي مولار10و 1): تأثیر المواد المثبطة بتراكیز 1جدول (

تعتمد قدرة المواد المثبطة على شدة تأثیرھا في الجزئیة الأنزیمیة بشكل عام والموقع الفعال والعامل المساعد 
، وان التركیز بشكل خاص فضلا عن تأثیرھا في وسط التفاعل والمادة الأساس التي یعمل علیھا الأنزیم

إلى أن الأنزیم المنقى [8]، فقد أشار فعالیة الأنزیمیةالمستعمل من ھذه المثبطات یحدد شدة تأثیرھا في خفض ال
إن [9]، وبین Sodium metbisulphateوDithiothretolمن جذور الموز ثبط بشكل قوي عند معاملتھ بـ 

تأثیرا مثبطا قویا لفعالیة Sodium metabisulphateو Sodium diethyl dithiocarbamateلمركبات 
، وكلا ھذین المثبطین یعدان من أنواع المثبطات اق وسیقان نبات الحلتیت على التواليالأنزیم المنقى من أور

، التنافسیة التي تنافس المادة الأساس على الارتباط بالموقع الفعال للجزیئة الأنزیمیة وبالتالي من نشاط الأنزیم
Sodium azideمولار و مایكرو 20-30بتركیز L-Cysteinانھ استعمل أربع مثبطات تضمنت [3]وذكر 

بتركیز Sodium metbisulphateملي مولار و 3-5بتركیز Benzoic acidملي مولار و 10-50بتركیز 
تلاه مـن ناحیـة التأثیر لكـل من L-Cysteinملي مولار، وقد تم تثبیط الأنزیم بشكل كامل بوساطة الـ 0.01-0.1

Sodium metbisulphate وBenzoic acid وSodium azideویعود تأثیر كـل مـن على التوالي ،L-
Cystein وSodium metbisulphate [6]إلـى مجموعـة الثایـول التـي تمتلكھا ھذه المركبات وھذا ما أكده ،
Potassiumو L-Cysteinو Ascorbic acidو Sodium bisulphiteأن كـل مـن [4]ولاحـظ 

cyanideعلى التوالي عند 52)،99،98،(100المنقى من السفرجل بنسبة أدت إلـى تثبیط الأنـزیم %
100،100،(100ملي مولار بلغت نسبة التثبیط 20ملي مولار، وعند زیادة التركیز إلى 2استعمالھا بتركیز 

ملغم/مللتر أدى إلى 10بتركیز Sodium metabisulphateأن استعمال [10]،  وأكد % على التوالي98)،
100)،80(% من فعالیة الأنزیم المنقى من سمك القریدس، في حین أدى استعمال نفس المادة بتركیز 30تثبیط 

على التثبیط إلى Sulphiteملغم/مللتر إلى إحداث تثبیط كامل للفعالیة الأنزیمیة، ویعود السبب في قدرة مركبات 
ببا منع عملیة البلمرة الخاصة بتكوین مركبات آلیات عدة من خلال اتحادھا بشكل غیر عكسي مع الكینون مس

، كما یعمل على إحداث تحویر في شكـل الجزیئـة الأنـزیمیة، أو انـھ یعمل علـى اختـزال الكینون، وعند الصبغة
[1]، فیمـا أشـار غـم/لتـر0.1% باستعمـال 70وجد أن نسبة التثبیـط بلغـت Sodium benzoateاستعمالھ للـ
أدى إلى تثبیـط كبیر فـي فعالیـة الأنـزیم المنقـى من النعناع Sodium metabisulphateتعمـال إلـى أن اس

نسبة التثبیط (%)التركیز (ملي مولار)المواد المثبطة
0-أنزیم غیر معامل

citric acid
178

1096

L-Ascorbic acid
175

1093

EDTA
159

1086

Thiourea
135

1084

2-Mercaptoethanol
129

1072

Potassium cyanide
141

1087

Sodium metabisulphate
198

10100

L-Cystein
197

10100

Dithiothretol
192

10100

Sodium benzoate
137

1061



الاولدالعدالخامس المجلد ات الاحیائیة                      مركز بحوث التقنیمجلة  2011

48

Sodium diethyl، بینمـا كـان لـكـل مـن o-benzoquinonesنتیجة فعلھ عاملا مختزلا للـ
dithiocarbamate وPotassium cyanide وDithioerythritolلأنزیم تأثیـرا مھما في تثبیط فعالیة ا

نتیجة ارتباطھم مع أیون النحاس الموجود في الموقع الفعال فضلا عن إمكانیة تفاعل المركب الأول والثاني مع 
دورا ھاما في اختزال الكینون Ascorbic acid، وكان لـوتأثیره سلبا في الفعالیة الأنزیمیةQuinoneالـ

وبذلك یدور التفاعـل فـي حلقـة Diphenolلشكل الأصلي الابتدائي المتكون بفعل الأنزیم و إعادتھ مرة اخرى ل
أن مركبات [2]، بینما لاحـظ مفرغـة قبـل وصـولھ إلـى المرحلة الثانیة التي تـؤدي إلـى إنتـاج اللـون البنـي

ملي مولار و 0.1بتركیز Cysteinملي مـولار والـ0.05بتـركیز DTT (Dithiothreitolمثل (Thiiolالـ
2-Mercaptoehanol ملي مولار و 0.05بتركیزSodium metabisulphate ملي مولار 0.1بتركیز

، إذ تعمل % للأنزیم المنقى من بذور زھرة الشمس42.4)،36،61.8،69.1(أعطت نسب تثبیط مقدارھا 
المشاركة في مجموعة السلفھیدریل الموجودة في ھذه المركبات على تحویر مركبات الكینون وبذلك تمنعھا من 

، كما یمكن أن تتفاعل مجموعة السلفھیدریل بشكل مباشر مع تفاعلات المرحلة الثانیة من تفاعلات الاسمرار
.    الأنزیم وبذلك تمنع اتصالھ بالمادة الأساس وتحلیلھا

Potassium cyanide، إذ یعمل یعود تأثیر ھذه المثبطات إلى قدرتھا في إحداث تغیرات في الجزیئة الأنزیمیة
على التداخل مع العامل المساعد لعمل الأنزیم (النحاس) ویؤدي إلى ربطھ وبالتالي منع الأنزیم من تحلیل المادة 

دورا ھاما في عملیة الأكسدة عن طریق تغییره مجموعة الأمین في Ascorbic acidللـ، بینما یكونالأساس
Streckerم من خلال تفاعل تدھور ستریكر للموقع الفعال في الأنزیClose proximityالقرب 

degradation الذي یعمل على تحویل مجموعة الأمین إلى مجموعـة الدھاید وبالتالـي یعیق عمـل الأنـزیم فـي
تداخل وتفاعل مباشر مع L-Cysteinو Sodim bisulphate، بینما یكون لكل من تحلیـل المادة الأساس

oل مجموعة السلفھیدریل مع اختزا –quinoneویعد الـ ،L-Cystein أحد الأحماض الأمینیة الأساسیة الطبیعیة
، لذلك فانھ یمكن استعمالھ بشكل آمن Ascorbic acidلذا فھو غیر سام ویستعمل في صناعة الأغذیة كما في 

.[4]لمنع نشاط ھذا الأنزیم والحد من الاسمرار الذي یسببھ في منتجات الأغذیة 
PPOكیة لأنزیم الثوابت الحر

ملي مولار بینما كانت السرعة القصوى 4.762) بلغت Kmثابت میكالس (إلى أن قیمة 8یشیر الشكل 
)Vmax(0.0588 ملي مولار/دقیقة للأنزیم المنقى باستعمالCatecholفي حین كانت معامل مادة أساس ،
)Km/Vmax( لأنزیمPPO 1دقیقة0.01235المنقى-.

المنقى من نبات الخس الشوكيPPOبیرك لأنزیم - ): تعیین الثوابت الحركیة بطریقة لاینویفر8شكل (
ملي مولار0.05-100مادة أساس بتراكیز تراوحت بین Catecholباستعمال 

أحد الأدلة المھمة لمعرفة مدى آلفة الأنزیم تجاه المادة الأساس وكذلك فان لمعاملVmaxو Kmتمثل قیمة 
Km/Vmax9أشار ، إذ دورا ھاما في تحدید آلفة الأنزیمات وتخصصھا تجاه أنواع عدة من المادة الأساس]
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8541ملي مولار و 2.34للأنزیم المنقى من أوراق نبات الحلتیت بلغت Vmaxو Kmإلى أن قیمة 
ملـي مولار 2.89منقى مـن الساق ، بینما كانت تلك القیم للأنـزیم المادة أساسCatecholوحدة/مللتر باستعمال 

أن الأنزیم [12]، في حین بین مـادة أساسEpicatechin (-)وحدة/مللتر على التوالي باستعمال 5308و 
في حین Chlorogenic acidملي مولار باستعمال 0.14مقدارھا Kmالمنقى من ثمار القھوة أعطى قیمة 

Pyrogallicملي مولار باستعمال 6.16، بینما بلغت ادة أساسمCatecholملي مولار باستعمال 1.36بلغت 
acidأن قیمة [3]، وذكـر مادة أساسKm وVmax ملي مولار و 5.7لـلأنزیم المنقى من ثمار البشملة بلغت
Vmax/Km.min-1، في حین كانت قیمة مادة أساسCatecholمایكرو مولار على التوالي باستعمال 88.0

0.0154min-1 إلى أن قیمة [4]، وتوصلKm ملي مولار باستعمال 4.54للأنزیم المنقى من السفرجل بلغت
Catechol ملي مولار باستعمال كل من )17.8،(7.35مادة أساس بینما بلغتPyrogallol وL-DOPA

[1]، وبین وحدة/ملغم بروتین على التوالي)Vmax3125)،1674،1110على التوالي، في حین كانت قیمة 
وحدة دولیة/ملغم/دقیقة 15047ملي مولار و 6.25للأنزیم المنقى من النعناع بلغت Vmaxو Kmأن قیمة 

ملي 6.8للأنزیم المنقى من أوراق التبغ بلغت Kmأن قیمة [5]، وأشار مادة أساسCatecholباستعمال 
للأنزیم المنقى من بذور زھرة Kmیمة أن ق[2 ]، في حین ذكر مادة أساسCatecholمولار باستعمال 

.مادة أساسGallic acidملي مولار باستعمال 1.11الشمس بلغت 
، إلا أن الفتھ العالیة لربط المادة یعمل على تحلیل مركبات الفینول الأحادیة والثنائیةPPOیلاحظ أن أنزیم 

-Lو Methl catechol-4و Catecholثل الأساس تكون تجاه جزیئات الفینول المتعددة الثنائیة الصغیرة م
DOPA بینما تكون الفتھ تجاه جزیئات الفینول المتعددة الثنائیة الأكبر قلیلة مثلEpicatechin وDHPPA

[2;4;12;9].
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