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استخلاص إنزيم البيروكسيديز من بذور بعض النباتات العائدة للعائلات النباتية النجيلية 
 والبقولية والباذنجانية ودراسة خواصه الكيموحيوية من المصدر المنتخب

 خالد فاروق الراوي                     غازي منعم عزيز                         عبد الحكيم دحام    
 جامعة الأنبار-جامعة بغداد                          كلية الزراعة-جامعة الأنبار                    كلية العلوم-كلية العلوم   

 الخلاصة

أجريت هذه الدراسة بهدف استخلاص إنزيم البيروكسيديز من بذور عشرة أنواع من النباتات التابعة إلى 
والماش والفستق( والباذنجانية )الفلفل الحار والفلفل البارد والداتورا والباذنجان  ثلاث عائلات هي: البقولية )العدس

البري( والنجيلية )الهرطمان والدخن اللؤلؤي والدخن بروسو( وتم توصيف الإنزيم وتحديد خواصه البيولوجية، كان 
قد أعطى أعلى  7وجيني مولار ورقم هيدر  1.0مستخلص بذور الدخن بروسو باستخدام دارئ الفوسفات بتركيز 

مقارنة بالبذور الأخرى، وعند تحديد الظروف المثلى للاستخلاص  0-وحدة. ملغم بروتين 3...فعالية نوعية بلغت 
 أفضل محلول استخلاص لإنزيم البيروكسيديز 6مولار ورقم هيدروجيني  1.0سجل داري خلات الصوديوم بتركيز 

مولار إذ بلغت الفعالية  1.0و 1.0بتركيزين  9-5.3من بين ثلاثة أنواع من المحاليل الدارئة بمدى رقم هيدروجيني 
)وزن: حجم( أقصى فعالية نوعية بلغت  5: 0، سجلت نسبة الاستخلاص 0-وحدة. ملغم بروتين 6.16النوعية 

دقيقة بفعالية نوعية قدرها  1.ل للاستخلاص كان ، كما بينت النتائج إن الزمن الأمث0-وحدة. ملغم بروتين 3.96
ة من بنسب إشباع متدرج الأمونيوم. استعملت طريقة الترسيب )التركيز( بكبريتات 0-وحدة. ملغم بروتين 7.00

وحدة. ملغم  00.09إذ بلغت  %61ولوحظ إن أعلى فعالية نوعية كانت عند نسبة الإشباع  %91إلى  1%.
 .%71وحصيلة إنزيمية  0.66ة بعدد مرات تنقي 0-بروتين
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Abstract 

 This study was conducted in order to extract peroxidase from seeds of 10 plants 

belonging to 3 families; Fabaceae (Mung bean, Lentils and Peanut), Solanaceae (Chili 

pepper, Bell pepper, Datura and wild eggplant),Poaceae (Oat, pearl millet and proso 

millet).the enzyme was qualified and its kinetic constants were assessed. Extract 

prepared from proso millet seeds using phosphate buffer 0.1M at pH7 contained the 

highest specific activity 3.35 U. mg.protein-1 as compared with seeds of other plants. In 
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determination of optimum condition of enzyme extraction, three kinds of buffer 

solutions at two concentrations 0.1 and 0.2M within pH range 4.5-9 were used. Sodium 

acetate at pH 6 at 0.1M concentration gave the best results for enzyme extraction with 

specific activity of 8.06 U. mg.protein-1. The ratios of 1:4 recorded the best specific 

activity 5.98 U. mg.protein-1. Results showed that the optimum period of extraction was 

30 min. with specific activity of 7.11 U. mg.protein-1. Precipitation with saturated 

solution of ammonium sulfate (30-90%) was used. the highest specific activity was 

noticed in saturation percent 80% and was 11.29 U. mg.protein-1 with purification fold 

of 1.66 and enzymatic yield of 70%. 

 المقدمة

تعد النباتات البذرية القبيلة الأكثر تطوراً في مملكة النبات وتستخدم البذور للتكاثر وتحتوي على     
مركبات حيوية يمكن الإفادة منها في جوانب تطبيقية مختلفة، وتعد العديد من أنواع البذور مصادر هامة لاستخلاص 

من الإنزيمات  0.00.0.7يعد البيروكسيديز  بات.طيف واسع من تلك المركبات، والإنزيمات إحدى أهم هذه المرك
الهامة في الأنظمة الحيوية في الكائنات الحية الهوائية وهو أحد إنزيمات الأكسدة والاختزال الذي يحفز تحويل 
بيروكسيد الهيدروجين إلى الماء مخلصاً خلايا الكائن الحي من أضراره إذ إن بقاء بيروكسيد الهيدروجين في الخلايا 

ني إمكانية مهاجمة المركبات الحيوية داخل الخلية وتعطيل العديد من الفعاليات الحيوية فيها كونه مصدراً للجذور يع
الحرة، وتتميز بعض أنواع النباتات بارتفاع فعالية إنزيم البيروكسيديز فيها مما يجعلها مصادر جيدة لاستخلاص 

 في محتواها من إنزيم البيروكسيديز كما يتباين النبات الواحد في(. وتتباين المصادر النباتية 05، 1.هذا الإنزيم )
محتوى البيروكسيديز في الأجزاء المكونة له. من جانب آخر يتباين الجزء النباتي نفسه في محتواه من البيروكسيديز 

ي والجزء تحسب عمر النبات، لذلك فان من عوامل نجاح استخلاص إنزيم البيروكسيديز حسن اختيار المصدر النبا
 (.07المطلوب من النبات والعمر)

تناولت الكثير من البحوث دراسات تطبيقية لإنزيم البيروكسيديز في عدة مجالات مثل الزراعة،     
في  استخدام إنزيم البيروكسيديز إمكانية )23( الصناعة، الصيدلة والطب وغيرها. ففي مجال الزراعة ذكرت دراسة

(، وأشارت 16للألوان ) مزيلاً  تقليل سمية المبيدات الزراعية، وفي المجال الصناعي ادخل في صناعة الورق عاملاً 
بعض الدراسات إلى استخدام إنزيم البيروكسيديز في عمليات معالجة المياه الحاوية على المركبات الفينولية في 

كما استخدم في إزالة البيروكسيد عند تصنيع  (،5والنسيج ) المياه في مصانع تصفية الزيوت والبلاستك والحديد
(. واستخدم البيروكسيدز في بعض التحاليل السريرية، كما في 29عدة أنواع من المركبات الأروماتية والغذائية )
وقع الاختيار على البذور مصدراً لاستخلاص الإنزيم لرخص  (.13تقدير حامض اليوريك والكلوكوز والكولسترول)

 ثمن معظمها وتوفرها في الأسواق على مدار السنة وقابلية حفظها التي تمتد لمدة طويلة.

تعتمد عملية فصل الإنزيم على تمايز الذوبان في محاليل مختلفة للإنزيم موضوع الدراسة وللبروتينات 
نبذ المركزي الإنزيم ثم الوتبدأ الخطوة الأولى بهرس النسيج الذي يحتوي على  كملوثات،الأخرى المتنوعة والموجودة 
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م للمحلول الغروي 31oلإزالة المواد غير الذائبة وفي بعض الحالات فإن المعاملة القصيرة بدرجة حرارة تصل إلى 
تعد  .(5الناتج تؤدي إلى تخثر البروتينات غير المرغوب فيها والقابلة للتغير بالحرارة مما يؤدي إلى تركيز الإنزيم )

وتتم  ،الماءكمية ممكنة من  أكبرخطوة تركيز المستخلصات الإنزيمية الخطوة الأولى من التنقية للتخلص من 
ثل كبريتات الأملاح اللاعضوية مالمذيبات العضوية مثل الأسيتون و خطوة التركيز بوسائل منها الترسيب باستخدام 

نظرا للأهمية الكبيرة  (.00) (Salting out) التمليح الخارجيالأمونيوم التي ترسب البروتينات من محاليلها بظاهرة 
لإنزيم البيروكسيديز في عدة مجالات صناعية أجريت الدراسة الحالية باستخدام بذور عدد من العائلات النباتية 

فضل المصادر يار أاختالى هدفت الدراسة . والمتمثلة بالبقولية والباذنجانية والنجيلية المتوفرة في الأسواق المحلية
إنتاجاً للبيروكسيديز وتحديد الظروف المثلى لعملية الاستخلاص للمصدر المنتخب وتنقية البيروكسيديز منه 

 باستخدام تقنية الترسيب باستعمال كبريتات الأمونيوم. 

 المواد وطرائق العمل

وتم تنظيفها من الأتربة والأجزاء  .010من الأسواق المحلية  0جمعت بذور النباتات المبينة في الجدول 
المتبقية من النبات وخزنت في حافظات محكمة لحين استخدامها. استخدمت مواد ذات نقاوة عالية في البحث 

من  G250نيوم وصبغة كوماسي الزرقاء وثنائية الهيدروجين وكبريتات الأمو  أحاديةمتمثلة بفوسفات البوتاسيوم 
حامض -وخلات الصوديوم وترس Flukaوالكوايكول وبيروكسيد الهيدروجين من  Merckشركة ميرك 

، Sigmaوالبومين مصل الأبقار من  BDHالهيدروكلوريك وحامض الهيدروكلوريك وهيدروكسيد الصوديوم من 
 في طريقة العمل. في المختبر بالتراكيز المطلوبة المشار اليها وحضرت

 أسماء بذور النباتات والعائلات العائدة لها التي تم دراستها 1جدول 
 العائلة العلمي الاسم اسم النبات ت العائلة العلمي الاسم اسم النبات ت
 البقولية Lens culinaris عدس 6 الباذنجانية Capsicom annuum فلفل حار 1

 البقولية .Arachis hypogaea L فستق الحقل 7 الباذنجانية Capsicom annuum فلفل بارد 2

 النجيلية .Avena sativa L هرطمان 6 الباذنجانية .Datura stramonium L داتورا 3
 Solanum باذنجان بري  4

elaeagnifolium 
 النجيلية Pennisetum glaucum الدخن اللؤلؤي  9 الباذنجانية

 النجيلية Panicum miliaceum دخن بروسو 01 البقولية Vigna radiata ماش 5

حجم(  )وزن: 3: 0بنسبة  الى البذور (7مولار ورقم هيدروجيني  1.0)أضيف محلول دارئ الفوسفات 
وسحقت باستخدام الخلاط الكهربائي لتمزيق الأنسجة الخلوية مع إيقاف الخلط بين فترة وأخرى لتجنب ارتفاع الحرارة 

فصل  ،نقلت إلى دورق ووضع النموذج في حمام ثلجي لمدة ساعة مع التحريك المستمربسبب عملية الخلط ثم 
دقيقة  03ولمدة  0-دقيقة. دورة 01111م وبسرعة 5ºالنموذج باستخدام جهاز النبذ المركزي المبرد بدرجة حرارة 

في الثلاجة  رشح المحلول وحفظ الراشح (،9لفصل الجسيمات ومخلفات الأنسجة والحصول على مستخلص صاف )
لحين الاستخدام. أعيدت الخطوات أعلاه باستخدام الماء المقطر بدلًا من الدارئ. لغرض تحديد أفضل البذور 
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المدروسة محتوى من إنزيم البيروكسيديز تم حساب الفعالية النوعية للإنزيم المستخلص من بذور النباتات قيد 
 ين.الدراسة وذلك بحساب فعالية الإنزيم ونسبة البروت

براند، حضر محلول المادة الفعالة بمزج نسبة واحدة  ويتيكر. قدرت فعالية البيروكسيديز تبعاً إلى طريقة 
ومحلول بيروكسيد  3.3مولار ورقم هيدروجيني  1.0مولار ودارئ خلات الصوديوم  1.13 من كل من الكوايكول

مل من المحلول في خلية جهاز  .، وضع 7:0:0:0نسب من الماء المقطر  7مولار مع  1.10الهيدروجين 
 وسجلت القراءة عند طول Blank وتم اعتباره محلول كفؤ النموذج spectrophotometerالمطياف الضوئي 

مل من مستخلص الإنزيم إلى محلول المادة الفعالة في الخلية ومزج سريعاً  1.0(. أضيف ..نانوميتر) 571موجي 
ثانية لمدة ثلاثة دقائق، رسمت العلاقة بين الامتصاصية والزمن ومنها حسب مقدار الميل  1.بصورة جيدة كل 

Slope (0) خلصوطبقت العلاقة التالية لإيجاد فعالية الإنزيم لكل مست . 

 لميل ا× ( الامتصاصية المولارية× عرض الخلية × حجم المستخلص \الحجم الكلي للمحلول) = (0-)وحدة. مللترالفعالية الإنزيمية 

مصل وذلك بتحضير المنحني القياسي من البومين ال تم تقدير تركيز البروتين بموجب طريقة برادفورد 
لتر من محاليل  مايكرو 011إذ تم سحب باستعمال عدة تراكيز بالتخفيف من المحلول الخزين ،  BSAالبقري 

 -مليلتر من الدارئ ترس 511ألبومين المصل البقري المحضرة إلى أنابيب اختبار جديدة وأضيف لكل واحد منها 
ومزجت بهدوء ، حفظت  G250مليلتر من صبغة الكوماسي الزرقاء  0.3حامض الهيدروكلوريك وأضيف للمزيج 

 393المحاليل في الظلام لمدة ربع ساعة بدرجة حرارة المختبر بعدها قيست الامتصاصية للمحاليل بطول موجي 
رسم ،  لتر من الصبغة( مل 0.3لتر من الداريء و مايكرو 311نانومتر باستخدام محلول الكفء )المحضر بمزج 
قدرت  .(7)ية ومنه حددت كمية البروتين في النماذج قيد الدراسةمنحني القياس بين تركيز البروتين والامتصاص

 الفعالية النوعية لإنزيم البيروكسيديز في المستخلصات من العلاقة الآتية:

 (0-مل )ملغم. تركيز البروتين \( 0-مل )وحدة. ( = الفعالية الإنزيمية0-الفعالية النوعية )وحدة. ملغم بروتين

ة في محاليل استخلاص مختلف باستعمال الرقم الهيدروجيني والتركيز الأمثل لمحلول الاستخلاص حدد
وفوسفات البوتاسيوم برقم  6 – 5.3استخلاص الإنزيم من النسيج النباتي شملت خلات الصوديوم برقم هيدروجيني 

مولار،  1.0و 1.0يزين هما وبترك 9 – 6حامض الهيدروكلوريك برقم هيدروجيني -وترس 7.3 – 6.3هيدروجيني 
 حسبت الفعالية النوعية لإنزيم البيروكسيديز لاختيار محلول الاستخلاص الملائم للإنزيم من النسيج النباتي.

مولار ورقم هيدروجني  1.0استخلص إنزيم البيروكسيديز من بذور الدخن بروسو باستعمال دارئ الخلات بتركيز 
قيست الفعالية  ،01: 0لغاية  0:0البذور: محلول الاستخلاص( شملت بتطبيق نسب استخلاص متنوعة من ) 6

 المستخلصات الخام الناتجة وحسبت الفعالية النوعية للإنزيم لتحديد أفضل نسبة لاستخلاص الإنزيم. الإنزيمية في

ساعات لاستخلاص إنزيم البيروكسيديز من بذور  .و 0.3و 0و 0.3و 0و 1.3اختبرت أوقات مختلفة 
وقدرت الفعالية الإنزيمية وتركيز البروتين في  6مولار ورقم هيدروجيني  1.0باستعمال دارئ الخلات بتركيز الدخن 
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كبريتات  أضيفت المستخلص الخام للإنزيم وحسبت الفعالية النوعية لتحديد أفضل وقت لاستخلاص الإنزيم.
 ،%61 ،%31، %51 ،%1.مختلفة )لوصول إلى نسب إشباع إلى كمية من المستخلص الإنزيمي ل الأمونيوم

ث أضيفت حي ،اللازمة لترسيب الإنزيم الأمونيوم( لتحديد نسبة الإشباع الأمثل من كبريتات 91% ،61% ،71%
كزيا بسرعة عة ثم نبذ مر تدريجيا إلى المستخلص في حمام ثلجي مع التحريك المستمر لمدة سا الأمونيومكبريتات 

 1,0من دارئ الخلات ) بكمية محددةأهمل الراشح وأذيب الراسب  م،5ºة بدرجة دقيق 01لمدة  0-دقيقة. دورة 611
فعالية إنزيم البيروكسيديز ونسبة البروتين لتحديد نسبة الإشباع المثلى لترسيب  ( وقدرت6مولار ورقم هيدروجيني 

 (.00) أو تركيز الإنزيم

 النتائج والمناقشة

 استخلاص البيروكسيديز من بذور النبات

يد الدراسة قالبيروكسيديز ونسبة البروتين الذائب في مستخلصات بذور العينات  إنزيمقدرت فعالية  
منتخب لإنزيم البيروكسيديز تمهيدا لاستخدام المصدر ال إنتاجا الأغزرلتحديد المصدر  لهاوحسبت الفعالية النوعية 
دارئ الفوسفات كمحلول استخلاص كان أفضل ( إن استخدام .و 0بينت النتائج )الجدولان  في التجارب اللاحقة.

لبري فعالية الباذنجان ا أعطىجميع البذور قيد الدراسة باستثناء الباذنجان البري والهرطمان فقد  مقارنة بالماء في
 الإنزيماعلى مما في حالة استخدام الماء عند استخلاص  0-وحدة. ملغم بروتين 1.1150نوعية للبيروكسيديز 

في بذور الهرطمان فكانت  أما ،0-وحدة. ملغم بروتين 0.0026فعالية نوعية  أعطىالفوسفات الذي مقارنة بدارئ 
 ئ عند الاستخلاص بالماء وهي اعلى مما في حالة الاستخلاص بدار  0-وحدة. ملغم بروتين 0.233الفعالية النوعية 

 . 0-وحدة. ملغم بروتين 0.123الفوسفات 

ودارئ  بالماء الاستخلاصلوحظ كذلك وجود تقارب كبير بين نتائج استخلاص بذور العدس في حالة 
على التوالي، وكانت فعالية  0-وحدة. ملغم بروتين 1.150و   0.05متقاربة فعالية نوعية أعطتالفوسفات والتي 

وحدة. ملغم  0.004البارد فقد كانت من بذور الفلفل  الإنزيمالبيروكسيديز متقاربة نوعا ما عند استخلاص  إنزيم
مولار  0.1عند الاستخلاص بدارئ الفوسفات  0-وحدة. ملغم بروتين 0.0054عند الاستخلاص بالماء و 0-بروتين

لنبات وكفاءة اب هوطبيعته الوراثية وقوة ارتباط الإنزيمفي النتائج الى مصدر  يعزى التباين ،7برقم هيدروجيني 
  (.01من النسيج النباتي ) الإنزيم إزالةمحلول الاستخلاص على 

 استخدم الماء كمحلول لاستخلاص إنزيم البيروكسيديز في الكثير من الدراسات منها دراسة كاندرشيخان

( على ألياف نبات شجرة الآمبو 0.ودراسة فينسنزو )البيروكسيديز من الدخن اللؤلؤي  إنزيم( عند استخلاص 6)
Phytolacca dioica L. ، وفي دراسات أخرى استخدمت المحاليل الدارئة في الاستخلاص برقم هيدروجيني

ملي مولار ورقم   10أو قريب من نقطة التعادل بتراكيز مختلفة فقد استخدم دارئ الفوسفات بتركيز pH 7متعادل 
عند  6جيني مولار ورقم هيدرو  0.1( وبتركيز 06في استخلاص البيروكسيديز من الدخن اللؤلؤي ) 7هيدروجيني 
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في حين استخدم دارئ ترس حامض الهيدروكلوريك ، Carica papaya L. (3)استخلاصه من فاكهة البابايا 
 (Finger millet) الأصبعيمولار في عملية الاستخلاص من الدخن  0.01وتركيز  6.8برقم هيدروجيني 

Eleusine coracana (22.)        

 للبيروكسيديز في مستخلصات البذور باستخدام الماء كمحلول استخلاصالفعالية النوعية  2جدول 
 الفعالية الإنزيمية النبات العائلة ت

 1-وحدة. مل
 الفعالية النوعية

 1-وحدة. ملغم
 الفعالية الإنزيمية
 1-وحدة. غم بذور

 0.5.0 1.13 1.76 عدس  البقولية 1
 1.1137 1.1110 1.1100 ماش   
 1.1197 1.1107 1.11.6 فستق   
 1.166 1.1113 1.106 فلفل حار الباذنجانية 2
 1.6 1.115 1.05 فلفل بارد   
 1.195 1.1116 1.1507 داتورا   
 1.70 1.1150 11..1 الباذنجان البري   
 6.616 ..1.0 67.. هرطمان  النجيلية  3
 0.316 0..1 0.51 دخن لؤلؤي   
 5.7 1.66 0.66 دخن بروسو   

الفعالية النوعية للبيروكسيديز في مستخلصات البذور باستخدام محلول الاستخلاص دارئ الفوسفات  3جدول 
 7مولار ورقم هيدروجيني  0.1بتركيز 

 الفعالية الإنزيمية النبات العائلة ت
 1-وحدة. مل

 الفعالية النوعية
 1-وحدة. ملغم

 الإنزيميةالفعالية 
 1-وحدة. غم بذور

 0.96 1.150 1.70 عدس البقولية 1

 90..1 1.1153 .1.053 ماش   

 1.536 1.116 1.036 فستق   
 1.756 1.1156 5..1 فلفل حار الباذنجانية 2

 1.665 1.1135 6..1 فلفل بارد  

 1.065 1.1100 1.160 داتورا  

 1.533 1.1106 1.073 الباذنجان البري   
 3.600 .1.00 0.13 هرطمان  النجيلية 3

 00.095 0.06 6.09 دخن لؤلؤي   

 33.113 3.35 11.42 دخن بروسو   

أظهرت النتائج إن مستخلص بذور الدخن بروسو باستخدام دارئ الفوسفات كمحلول استخلاص هو 
الأغزر إنتاجا للبيروكسيديز مقارنة ببقية أنواع مستخلصات البذور للنباتات الأخرى فقد أعطى فعالية نوعية قدرها 

كما بينت النتائج ان مستخلصات بذور الدخن اللؤلؤي تمتلك هي الأخرى نسب جيدة  0-وحدة. ملغم بروتين 3.35
في مستخلص الفوسفات  0-وحدة. ملغم بروتين 1.16من البيروكسيديز فقد أعطت بذور الدخن اللؤلؤي فعالية نوعية 
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أما بقية العينات فقد كانت النتائج فيها ضعيفة من ناحية الفعالية النوعية مع أفضلية لبذور الهرطمان على باقي 
 العينات.

يتضح من خلال النتائج ان بذور العائلة النجيلية تمتلك فعالية انزيمية ونوعية اعلى من بذور العائلتين 
 لمستخلصات بذور الداتورا والباذنجان البري قليلة مقارنة بباقي وكانت الفعالية النوعية والباذنجانية،البقولية 

المستخلصات مع احتواءها على نسبة عالية من البروتين وهذا يعود الى كون هذين النباتين من ضمن النباتات 
ديز يالطبية التي تحتوي على تنوع عال من البروتينات والمواد الفعالة التي يؤثر وجودها على فعالية البيروكس

 (.6وطريقة استخلاصه بشكل كبير)

 اختيار المذيب الأمثل للاستخلاص 

، 3 ،5.3رئ خلات الصوديوم استخدم الماء وثلاثة محاليل دارئة مختلفة الأرقام الهيدروجينية هي دا
بتركيزين  9و 6.3، 6ودارئ ترس حامض الهيدروكلوريك  7.3 و7 ،6.3ودارئ فوسفات البوتاسيوم  6 و3.3

لاختيار أفضل محلول استخلاص لإنزيم البيروكسيديز من المصدر المنتخب )بذور  مولار 0.2و 0.1مختلفين 
( وجود اختلاف في الفعالية الإنزيمية والفعالية النوعية للإنزيم اعتمادا 0و0ن لابينت النتائج )الشك .الدخن بروسو(

عن نوع محلول الاستخلاص المستخدم وتركيزه، وأعطى دارئ  على التغير في الرقم الهيدروجيني للوسط فضلاً 
أفضل النتائج لاستخلاص الإنزيم إذ بلغت الفعالية  6مولار ورقم هيدروجيني  0.1خلات الصوديوم ذو التركيز 

 والذي أعطى فعالية 5.5مولار ورقم هيدروجيني  0.2تلاه نفس الدارئ بالتركيز  0-وحدة. ملغم بروتين 8.06النوعية 
 ،0-وحدة. ملغم بروتين 7.81نوعية 

ولوحظ إن نسب الفعالية النوعية عند الاستخلاص بالأوساط الحامضية القريبة من نقطة التعادل كانت  
ج إلى إمكانية هذه النتائ تباينيعود السبب في  ،في الأوساط المعتدلة والقاعدية على العموم أفضل من الاستخلاص

لول تعتمد فقابلية ذوبان الإنزيم في المح ،نزيم والمركبات الخلوية الأخرى هذه المحاليل على إزالة الارتباطات بين الإ
على تركيبه الكيميائي وعلى الرقم الهيدروجيني حيث تقل قابلية الذوبان كثيراً عند نقطة التعادل كما إن موقع الإنزيم 

وفي الأرقام  ،(0.له وهيئته داخل الخلايا إن كان حراً أو مرتبطا بأجزاء أخرى يؤثر على ذوبانيته أيضاً )المراد فص
فإن انخفاض الفعالية النوعية يعزى إلى تحرر مجموعة الهيم من السلسلة البولي ببتيدية  4الهيدروجينية عند أقل من 

كان سبب انخفاض الفعالية حدوث  9قم هيدروجيني أعلى من وفي ر  ،تسبب انخفاض الفعالية الإنزيميةللإنزيم التي 
ن استخدام التركيزات العالية من الدارئ المستخدم في الاستخلاص 11ارتباطات بين المجاميع الفينولية والقاعدة ) ( وا 

 (.03) ميؤثر سلباً في فعالية الإنزيم بسبب وجود وفرة من المجاميع الأيونية التي تعقد العمل التنشيطي للإنزي

سجل استخدام الماء المقطر كمحلول لاستخلاص الإنزيم نتائج ضعيفة فقد كانت الفعالية الإنزيمية والفعالية          
على التوالي مقارنة بنتائج المحاليل  0-وحدة. ملغم بروتين 1.30و 0-وحدة. مللتر 0.05النوعية في أدنى مستوياتها 

، ويعزى ذلك إلى عدم احتواء الماء 0و 0الأخرى المستخدمة للاستخلاص في هذه الدراسة كما يظهر في الشكلين 
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المقطر على القوة الأيونية من الأملاح أو وجودها بنسب طفيفة جداً والتي تؤدي دوراً أساسياً في عملية الاستخلاص 
 (.5.ت )من خلايا النبا

 
لإنزيم البيروكسيديز في مستخلصات الدخن بروسو باستخدام الماء ومحاليل دارئة  الإنزيميةالفعالية  1شكل 

 مولار 1.2و 1.1مختلفة الرقم الهيدروجيني بالتركيزين 

 
باستخدام الماء  5\1في مستخلصات الدخن بروسو بنسبة  الفعالية النوعية لإنزيم البيروكسيديز 2شكل 

 مولار 1.2و 1.1ومحاليل دارئة مختلفة الرقم الهيدروجيني بالتركيزين 

باستخدام دارئ فوسفات  Spondias dulcisدرس تأثير استخلاص البيروكسيديز من أنسجة فاكهة 
ى إن أفضل رقم هيدروجيني للاستخلاص هو وأشارت الدراسة إل 9-.الصوديوم ضمن المدى للرقم الهيدروجيني 

 1.0و 0.05مولار عند دراسة ثلاثة تركيزات  0.2باستخدام الكواياكول كمادة أساس وأفضل تركيز للدارئ هو  6.5
مولار في  0.1(. عند استخلاص البيروكسيديز من ثمرة الطماطم باستخدام دارئ الخلات بتركيز 01مولار ) 1.0و

(، أشارت دراسة أخرى على 0) 5.5كان أفضل رقم هيدروجيني للاستخلاص هو  4.5- 9مدى رقم هيدروجيني 
 (.  0مولار ) 0.2من دارئ خلات الصوديوم بتركيز  5نبات الخباز إن لأفضل رقم هيدروجيني للاستخلاص هو 

 تحديد النسبة المثلى للاستخلاص

بوصفه المحلول الأمثل لاستخلاص  6مولار ورقم هيدروجيني  1.0اختير دارئ خلات الصوديوم بتركيز 
 0:0إنزيم البيروكسيديز من الدخن بفعالية نوعية عالية، أضيف الدارئ إلى بذور الدخن بنسب مختلفة تراوحت بين 
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)وزن نسيج نباتي: حجم محلول دارئ( وبزمن استخلاص لمدة ساعة واحدة لتحديد النسبة الأمثل  01:0-
 عليها زيادة تدريجية في الفعالية النوعية للبيروكسيديز حتى بلغت أقصىللاستخلاص، أوضحت النتائج المحصل 

ثم تناقصت تدريجياً بعد هذه النسبة  0-وحدة. ملغم بروتين 3.96)وزن: حجم( بفعالية نوعية  5:0حد عند النسبة 
(. ولوحظ أيضاً إن نسبة .وزن: حجم )الشكل  01: 0لتصبح الفعالية النوعية في أدنى مستوى لها عند النسبة 

لتصبح ثابتة تقريباً بعدها عند النسب الأخرى، أما  .: 0و 0: 0البروتين كانت عالية عند نسبتي الاستخلاص 
 انخفضت تدريجياً مع زيادة حجم الدارئ. الفعالية الإنزيمية فإنها

 
البيروكسيديز من بذور الدخن باستعمال دارئ  إنزيمتأثير نسب الاستخلاص المختلفة في استخلاص  3شكل 

 6مولار ورقم هيدروجيني  1.1الخلات بتركيز 
 

نبات  ( عند استخلاص البيروكسيديز من0.) مع دراسة فنسنزو 5: 0تطابقت نتائج نسبة الاستخلاص 
ملي مولار ورقم هيدروجيني  3باستخدام دارئ فوسفات الصوديوم بتركيز  .Asparagus acutifolius Lالهليون 

 pearl milletعند استخلاص البيروكسيديز من الدخن اللؤلؤي  0: 0، في حين كانت نسبة الاستخلاص 7.0
 1.0باستخدام داريء الخلات بتركيز  6: 0وسجلت أفضل نسبة استخلاص بمقدار  ،(6باستخدام الماء كمذيب )
يعزى الاختلاف في  Malva neglecta(0.)الخباز عند استخلاص البيروكسيديز من  3مولار ورقم هيدروجيني 

ن زيادة محلول الاستخلاص قد يؤدي إلى ان فاض خنسب الاستخلاص إلى طبيعة وكمية البيروكسيديز المستخلص وا 
 (.07ادة التفاعل( )م – الإنزيمالفعالية النوعية نتيجة انخفاض الفعالية الإنزيمية الناتجة عن انخفاض سرعة تكوين )

 تحديد الزمن الأمثل للاستخلاص 

مولار الناتج بعد فترات  1.0قدرت الفعالية النوعية للبيروكسيديز في مستخلص دارئ الخلات ذو التركيز 
م لتحديد الزمن الأمثل للاستخلاص وقد بينت النتائج 5ºساعة من الاستخلاص بدرجة حرارة  0.5 – 3زمنية مختلفة 

الفعالية  ازدادت(، 5)الشكل  0-وحدة. ملغم 7.00دقيقة بفعالية نوعية قدرها  1.إن الزمن الأمثل للاستخلاص هو
ساعة وبدأت بالانخفاض بعد ذلك، إن زيادة فترة الاستخلاص  2.5بمرور الزمن لغاية  الإنزيمية للبيروكسيديز
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بثبوت المؤثرات الأخرى )درجة الحرارة والرقم الهيدروجيني والتركيز( تؤدي إلى زيادة تحلل البروتينات وتعتمد درجة 
لاف قابلية تحديد الفترة المثلى للاستخلاص مهما نظراً لاخت ديع (.26التحلل على الثباتية الحرارية للبروتين )

ن التخلص  استخلاص الإنزيم من مصدر لآخر بسبب تنوع المواد المتواجدة في المصدر والمتداخلة مع الإنزيم وا 
ن وجود  من الدهون بصورة أساسية يؤدي إلى الحصول على مستخلص بروتيني جيد ذي ثباتية عالية تجاه التحلل وا 

 (.05) دهن سيزيد من تحلل البروتين-المعقد بروتين

 
البيروكسيديز من بذور الدخن  إنزيم( ساعة لاستخلاص 3 – 1.5تأثير الفترات الزمنية المختلفة ) 4شكل 

 حجم(\)وزن  4: 1ونسبة استخلاص  6مولار ورقم هيدروجيني  1.1بروسو باستعمال دارئ الخلات بتركيز 

 Pyrusالبيروكسيديز في الكمثرى ( عند دراسة تأثير زمن الاستخلاص في فعالية إنزيم 06وجد شهريار)

communis  30دقيقة بدرجة  60إن الزمن الأمثل للاستخلاص يتغير بتغير درجة الحرارة فقد كانº م وتتناقص
دقيقة عند استخلاص البيروكسيديز  15م، واستخدم زمن استخلاص 45ºدقيقة عندما تكون الحرارة  20الفترة لتبلغ 

م عند استخلاص 4ºساعة بدرجة  12ي حين كان زمن الاستخلاص (، ف07من مصادر خضرية متنوعة )
 Asparagus acutifolius L. (.0.)البيروكسيديز من أعشاب الهليون 

 الأمونيومالترسيب باستخدام كبريتات 

لتركيز  الأمثل الإشباع( للوصول الى نسبة %91-1.بنسب متدرجة ) الأمونيوماستعملت كبريتات 
ولوحظ  الإنزيمنقية لت الأولىالبيروكسيديز الناتج من الاستخلاص بتحويله الى الشكل غير الذائب بوصفها الخطوة 

من التشبع بالكبريتات حيث بلغت  %61ان الفعالية النوعية قد ازدادت تدريجيا لتصل لأعلى مستوى عند نسبة 
تعد كبريتات  (.5)جدول  % 70 أنزيميةمرة وحصيلة  0.66بعدد مرات تنقية  0-وحدة. ملغم بروتين 00.09
من أكثر المواد المستخدمة في ترسيب الإنزيمات وذلك لكونها رخيصة الثمن ولا تؤثر بالرقم الهيدروجيني  الأمونيوم

 (. يؤثر وجود البروتينات والمركبات06) الإنزيمللمحلول وذات قابلية ذوبان عالية في الماء ولا تؤثر في تركيب 
ن التركيز  ( ،00) من الكبريتات اللازمة لعملية الترسيب الأمثلفي المستخلص على التركيز  الأخرى  من  الأمثلوا 
ماء له علاقة بعدد وتوزيع الشحنات والمجاميع غير الأيونية والكارهة لل الإنزيمالمستخدم لترسيب  الأمونيومكبريتات 
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تحدث آلية الترسيب بظاهرة تعرف بالتمليح الخارجي  ،وشكلهنزيم فضلا عن حجم الإنزيم على سطح جزيئة الإ
(Salting out وذلك بميل جزيئات الإنزيم للتجمع مع بعضها البعض بفعل الملح الذي يعمل على سحب الطبقة )

المتميأة المحيطة بجزيئة الإنزيم مما يؤدي الى تعادل الشحنات الموجودة على سطح البروتين وخفض ذوبانيته ومن 
 (.03ترسيبه ) ثم

( عند استخلاص البيروكسيديز من 00تطابقت نتائج نسبة الترسيب بكبريتات الأمونيوم مع دراسة ) 
وتختلف  مرة، 0.9أما عدد مرات التنقية فكانت  %61حيث بلغت نسبة التشبع  Sweet Potatoالبطاطا الحلوة 

في دراسة تنقية البيروكسيديز  %91ة الترسيب نسبة الترسيب بالكبريتات باختلاف نوع المصدر فقد استخدمت نسب
( إن أفضل نسبة تشبع لترسيب 09وجدت لاليدا ) .(06مرة ) 0.0من الدخن اللؤلؤي وكانت عدد مرات التنقية 

أما في نبات الخباز فكانت  مرة، 0.70بعدد مرات تنقية بلغ  %51هي  Fingerrootالإنزيم من نبات الزنجبيل 
(. يتضح من خلال النتائج ان بذور العائلة النجيلية تمتلك 0) مرة 0.0بعدد مرات تنقية  %71أفضل نسبة للترسيب 

فعالية انزيمية ونوعية اعلى من بذور العائلتين البقولية والباذنجانية، وكانت الفعالية النوعية لمستخلصات بذور 
ذا قد يعود على نسبة عالية من البروتين وه الداتورا والباذنجان البري قليلة مقارنة بباقي المستخلصات مع احتواءها

الى كون هذين النباتين من ضمن النباتات الطبية التي تحتوي على تنوع عال من البروتينات والمواد الفعالة التي 
 (. 6يؤثر وجودها على فعالية البيروكسيديز وطريقة استخلاصه بشكل كبير)
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% 

الفعالية النوعية 
 1-ملغم وحدة.

عدد مرات 
 التنقية

الحصيلة 
% 

نسبة 
 الترسيب %

الفعالية النوعية 
 1-ملغم وحدة.

عدد مرات 
 التنقية

الحصيلة 
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 ..75 0.36 01.73 61 011 0 6.79 المستخلص الخام
31 7.15 1.9. 75.5 71 01.. 0.30 7..6 
41 6..0 0.15 76.0 61 00.09 0.66 70.1 
51 6.03 0.0 73.. 91 9.9. 0.56 33.3 
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