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 Hordeum  vulgareالشعير محصول اميميز لعاب الانسان من -ألفا تنقية وتوصيف مثبطات
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 جامعة بغداد -كمية الزراعة -قسم عموم الاغذية والتقانات الاحيائية
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 الوستخلص

نسب اشباع متدرجة تراوحت بين ببعدة خطوات متسمسمة اشتممت عمى التركيز بأستخدام كبريتات الامونيوم من بذور الشعير نقي مثبط اميميز المعاب  
بزيادة نسب الاشباع بكبريتات الامونيوم اذ نجد ان افضل نسبو ذ تبين زيادة الفعالية  التثبيطية والفعالية النوعية لمستخمص الشعير ا(%  0-90)

وحده/ممغم بروتين عمى  8وحده/مل ،  6 )نوعية لمستخمص الشعيراعطت اعمى فعالية تثبيطية وفعالية اذ  %.70اشباع بكبريتات الامونيوم كانت عند 
( وحده/ممغم 7، 7.7وحده/مل والفعالية النوعية ) 5.5و 5.8ية التثبيطية % اذ بمغت الفعال50% ثم 60 ( بالمقارنة مع نسب التشبع الاخرىالتوالي 

( وحده /مل والفعالية 4، 4.8، 5% فقد اعطت قيماً اقل اذ بمغت الفعالية التثبيطية )20% ، 30% ، 40بروتين عمى التوالي اما نسب الاشباع 
 5% اذ بمغت )90% ، 80يضاً الفعالية التثبيطية والنوعية عند نسب الاشباع ( وحده/ممغم بروتين عمى التوالي، وانخفضت ا5.8، 6، 6.6النوعية )

-DEAE، واعقب خطوة الترسيب استخدام تقنية كروماتوكرافيا التبادل الآيوني بعمود ( وحده /ممغم بروتين عمى التوالي 5.1، 6.2( وحده/مل )4.5،

cellulose   ( سم  تمت الموازنة بأستخدام محم 11×3بأبعاد) استردت الاجزاء المرتبطة  8مولار ورقم ىيدروجيني  0.005ول الترس الداريء بتركيز
واسفرت النتائج عن وجود قمة واحدة في مرحمة الاسترداد امتمكت بالمبادل بمحمول الموازنة نفسو والمحتوي عمى تركيز متدرجة من كموريد الصوديوم 

  S-200واجريت خطوات تنقية اضافية متمثمة  بأستخدام تقنية الترشيح اليلامي عمى عمود السيفاكريل  المعاب ،اميميز  فعالية في تثبيط فعالية انزيم 
اميميز المنقى من الشعير -الألفااظيرت نتائج توصيف مثبط ، %  46.5وبحصيمة مقدارىا  5.59فكان عدد مرات التنقية ( سم  60×  1.5بأبعاد  ) 

الشعير مثبط من الكيمودالتون لقمة  23.44وقد بمغ الوزن الجزيئي حوالي  بأستخدام تقنية الترحيل الكيربائي اترحيميان القمةاعطت حزمة واحدة عند 
   كيمودالتون. 22.9تقارب   S-200في حين بمغ الوزن الجزيئي لقمة المثبط بأستخدام تقنية الترشيح اليلامي عمى عمود السيفاكريل 

   .البروتينانزيم، بروتين، ترسيب  :الكممات المفتاحية
 .مستل من اطروحة دكتوراة لمباحث الثاني
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ABSTRACT   

Amylase inhibitors were purified by many sequential steps included concentration by gradual addition 

of ammonium sulfate at  saturation ratios. ranged from 0 to 90% . The best ratio of saturation was 

found to be 70% as the specific activity and inhibition activity toward Human alpha-amylase(HAS)  

were the highest ( 8 U/mg and 6 U/ml respectively as compared to those of the rest ratios, the ratio of 

saturation with ammonium sulfate 60 % and then 50%, ( 5.8 , 5.5  )U/ml and( 7.7 ،7  )U/mg respectively 

for inhibition activity and specific activity and for  40% ,30%20%  saturation  the inhibition activity 

and specific activity were( 5 ،4.8 ،4 ) u/ml  (6.6 ،6 ،5.8 ) u/mg respectively .The precepitation step was 

followed by ionic exchange chromatography technique by DEAE-cellulose column  (3×11 ) cm and the 

results showed that there was one peak with inhibition activity toward (HAS). Further  purification 

steps were conducted using gel filtration on Sephacryl S-200 column    (1.5  ×   60 )cm; the purification 

folds was5.59 times with outcome of 46.5%.The results of alpha-amylase inhibitors characterization 

showed that the molecular weight was about 23.44 and 22.9  kDa  as determined by electrophoresis 

and gel filteration respectively.                                           

Kay words  / enzyme ,protein,protein precipitation    
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 المقدمة
الاغذية الميمة اف الاغذية النشوية كالحبوب والبقوؿ مف  

التي يمكف خزنيا لفترات طويمة، وتتميز بكونيا مصدراً غذائياً 
ميماً في كثير مف دوؿ العالـ حيث انيا غنية بالبروتينات 
والكاربوىيدرات  والدىوف مما يجعميا عرضة لممياجمة مف 

الحشرات والفطريات خلاؿ مدة خزنيا وىذه تسبب  كثيرمف
مما يؤثر سمبا في الحالة  ضياع كميات ىائمة مف البذور

الانتاجية وحصوؿ خسارة كبيرة تصؿ احيانا الى اكثر مف 
تعتمد ىذه الكائنات في تغذيتيا عمى ما تفرزه  .(%12 )40

فيو ميـ لبقائيا لذا يعد ىذا  مف لعابيا مف انزيـ الاميميز
الانزيـ اليدؼ لمحد مف تدىور حاصؿ الحبوب وبذور 

الباحثوف بوضع محاولات عدة اىتـ   .المحاصيؿ المختمفة
لتقميؿ الخسارة الناتجة كأستخداـ المبيدات الكيمياوية والتي 
اثبتت اثارىا السمبية عمى البيئة والانساف عمى حدٍ سواء، فمجأ 
الآخروف الى استخداـ اسموب المكافحة الحيوية كأسموب بديؿ 
 عف المكافحة الكيميائية والتي اثبتت فعاليتيا في معظـ بمداف

تمتمؾ النباتات ستراتيجية خاصة لمدفاع تجاه  (.11العالـ )
مياجمة الكائنات المختمفة حيث تبدأ بتكويف كثير مف مركبات 
الآيض الثانوية التي تتراكـ في انسجة النبات المختمفة خلاؿ 
مراحؿ نموه ومف بيف ىذه المركبات المثبطات الانزيمية، 

مف البذور ويتميز دورىا  واجد المثبطات الانزيمية في العديدتت
في اعاقة عممية ىضـ المواد النشوية عف طريؽ تثبيط فعالية 

(.  16اميميز المسؤوؿ عف ايض الكاربوىيدرات)  – الألفاانزيـ 
ر مف اميميز في كثي– الألفاوقد  تـ التعرؼ عمى مثبطات 

البحث عف ىذه المثبطات في   وبدأ 1933النباتات منذ عاـ 
المختمفة حيث اثبتت فعاليتيا في تثبيط انزيـ الاميميز البذور 

عمى  تتغذى المفرز مف قبؿ انواع مختمفة مف الحشرات التي
( واثبتت فعاليتيا ايضا تجاه انزيـ الاميميز المفرز 11البذور )

(،   كما عرفت مثبطات 9مف قبؿ انواع مختمفة مف الاعفاف )
ليتيا في السيطرة عمى اميميز المعزولة مف الحبوب بفعا الألفا

زيادة الوزف وعمى ارتفاع مستوى السكر في الدـ وذلؾ لقدرتيا 
عمى تثبيط اميميز لعاب وبنكرياس الانساف المسؤوؿ عف 
ايض الكاربوىيدرات، فتوجيت الانظار نحو استخداـ ىذه 

 (24المثبطات كعلاجات بديمة لمرضى السمنة والسكري )
مة اجريت ىذه الدراسة التي ونظراً لأىمية المثبطات الانزي

اميميز مف محصوؿ  الألفاىدفت الى استخلاص مثبطات 

الشعير واتباع عدد مف الخطوات المتسمسمة لغرض تنقيتو 
ومف ثـ توصيؼ المثبط بالاعتماد عمى عدد مف طرائؽ 

 .الكروماتوغرافيا
  مصادر البذور طرائق الالمواد و 

مف الييئة  99تـ الحصوؿ عمى بذور الشعير صنؼ اباء  
العامة لمبحوث الزراعية في ابي غريب، نظفت البذور يدوياً 
مف الشوائب والاتربة، ثـ خزنت في أكياس مف البولي اثميف 
 المغمقة بصورة محكمة بدرجة حرارة الثلاجة لحيف الاستخداـ.

 طحن البذور
باستخداـ المطحنة   Whole seedالكاممة  البذورطحنت  

الكيربائية المنزلية  لمحصوؿ عمى طحيف ناعـ ومتجانس، ثـ 
باكياس مف البولي اثميف واغمقت بصورة محكمة  تخزن

  وخزنت بدرجة حرارة الثلاجة.
 اميميز-الألفااستخلاص مثبطات 

الكاممة بحسب البذور اميميز مف طحيف -الألفااستخمص مثبط  
، حيث (14)وآخروف  Heidari الطريقة التي اعتمدىا

استخمصت باضافة الماء المقطر الى الطحيف الناعـ 
) وزف : حجـ ( باستعماؿ  (11:1)المتجانس وبنسب خمط 

، ـ˚25في درجة حرارة  دقيقة 60التحريؾ المغناطيسي لمدة 
دقيقة  30لمدة   xg 2500ثـ نبذ الخميط مركزيا بسرعة 

ـ، بعدىا اخذ الرائؽ الحاوي عمى المثبط وىو ˚4ودرجة حرارة 
المستخمص الخاـ لتقدير فعالية التثبيط بالاعتماد عمى تقدير 

اميميز المتبقية بعد حضف المثبط مع محموؿ -الألفافعالية 
الانزيـ وقدر ايضا تركيز البروتيف، لحساب الفعالية النوعية 

 .في المستخمص الخاـ وكما مبيف في الفقرات اللاحقة
  :اميميز-الألفاتقدير فعالية  
 اعداد المنحنى القياسي لممالتوز: 
المواد والمحاليل المستخدمة  محمول ىيدروكسيد الصوديوم   
   NaOH مولار 2

  ممغم/مميمتر( 2محمول المالتوز الخزين )
 3,5حامض ثنائي نيتروسمسميك 5,3كاشف  

Dinitrosalicylic acid (DNSA)  
 1باذابة (  29 )الموصوفة مف قبؿ حضر بحسب الطريقة

مؿ ماء مقطر وبعد انتشار  50في  DNSAغـ مف كاشؼ 
مؿ مف محموؿ ىيدروكسيد  20المادة بالماء المقطر أضيؼ 

غـ  30مولار لغرض الاذابة ثـ أضيؼ  2الصوديوـ بتركيز 
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( وبشكؿ تدريجي  –ممح روشؿ )ترترات الصوديوـ  بوتاسيوـ
 100ذابة واكمؿ الحجـ إلى عمى خلاط مغناطيسي لحيف الا

فظ بقنينة مؿ بواسطة الماء المقطر بعد ذلؾ مزج المحموؿ وح
  معتمة لحيف الاستخداـ.

 المواد والطرائق 
 2محموؿ المالتوز القياسي   ير تراكيز متدرجة مفضتـ تح.1
في انابيب اختبار، ثـ  ( ممغـ /مؿ2-0مف ) ممغـ/ مميمتر()

 اضيؼ الييا الحجوـ المناسبة مف الماء المقطر
 لكؿ انبوبة  DNSAمميمتر مف كاشؼ  1.0اضيؼ . 2
 5وضعت الانابيب في حماـ مائي بدرجة الغمياف لمدة  .3

 دقائؽ.
مميمترماء  10بردت الانابيب مباشرة بماء الحنفية.اضيؼ  .4

مقطر الى كؿ انبوبة ومزجت المحتويات جيدا باستعماؿ 
 المازج 

.Vortex  
نانومتر،  540قرئت الامتصاصية عمى طوؿ موجي  .5

 .(Blankوصفر الجياز باستخداـ الانبوبة  الاولى الكؼء )
قابؿ رسـ المنحنى القياسي لكمية المالتوز )ممغـ/مميمتر( م. 6

 نانومتر.   540الموجيالامتصاص عند الطوؿ 

 
تراكيز  المنحنى القياسي لممالتوز باستخدام . 1شكل 

( ممغم/مل وبأستخدام كاشف 2 -0)مختمفة من المالتوز
عند   وقراءة الامتصاصية حامض ثنائي نيتروسمسميك 5,3

 نانومتر. 540طول موجي 
 المواد والمحاليؿ المستعممة  : تقدير الفعالية الانزيمية

مولار  0.02محموؿ فوسفات البوتاسيوـ الدارئ بتركيز . 1
 6.2ىيدروجيني  ورقـ

اضيؼ  % النشا الذائب (1 محموؿ المادة الاساس )   .2
 مميمتراً مف محموؿ فوسفات 25غراـ مف النشا الى  1.0

مميمتراً مف  50ثـ اضيؼ الى الخميط  البوتاسيوـ الدارئ
الدارئ نفسو مع الاستمرار بالغمياف لمدة دقيقة واحدة، بعدىا 

مميمتر  100ترؾ المحموؿ ليبرد ثـ اكمؿ الحجـ الى 
  .باستخداـ المحموؿ نفسو

 طريقة التقدير.2
 قدرت الفعالية الانزيمية عمى وفؽ الطريقة التي وصفيا 

Whitaker واعتمادا عمى السكريات  (29)وجماعتو
المختزلة المتحررة نتيجة التحمؿ المائي لمنشا بفعؿ الانزيـ 
وقدرت الفعالية الانزيمية عمى وفؽ الخطوات الاتية وبواقع 

  ثلاثة مكررات لكؿ نموذج:
  (% نشا1مميمتر مف محموؿ المادة الاساس )  0.9وضع . 1

 ـ˚37في انبوبة اختبار وحضف في حماـ مائي بدرجة حرارة 
 دقائؽ. 5 لمدة

اميميز المعاب الخاـ  -مميمتر مف محموؿ الفا 0.1اضيؼ  .2
  ـ˚37دقيقة بدرجة حرارة  20الى الانابيب وترؾ التفاعؿ لمدة 

   .DNSAمميمترمف محموؿ  1.0اوقؼ التفاعؿ باضافة . 3
 دقائؽ . 5وضعت الانابيب في حماـ مائي مغمي لمدة 4.
 10بردت الانابيب مباشرة تحت ماء الحنفية واضيؼ 5.

مميمتر ماء مقطر لكؿ انبوبة ومزجت جيدا باستعماؿ المازج 
Vortex. 

نانومتر،  540قيست الامتصاصية عمى الطوؿ الموجي  .6
واستخدمت عينة كؼء لتصفير الجياز بتحضيرىا بالطريقة 
نفسيا ما عدا اضافة محموؿ الانزيـ بعد اضافة 

لمنع حدوث التفاعؿ. تعرؼ وحدة الفعالية   DNSAمحموؿ
) وحده/ مميمتر ( بانيا   Enzymatic activityالانزيمية 

مايكروموؿ مف السكريات  1.0كمية الانزيـ التي تحرر 
  .المختزلة )المالتوز( في الدقيقة الواحدة وتحت ظروؼ القياس

 تقدير الفعالية التثبيطية
قدرت الفعالية التثبيطية لممستخمص الخاـ بحسب الطريقة  

   ( وبحسب الخطوات الاتية: 11التي اعتمدىا ) 
في  الخاـ الانساف اميميز لعاب -مميمتر مف الفا 1.0وضع .1

 انبوبة اختبار
اميميز الخاـ -الألفامميمترمف مستخمص مثبط  1.0اضيؼ . 2

   .لكؿ نموذجالمحضر وبواقع ثلاثة مكررات 
 ولمدة ـ˚37حضف الخميط في حماـ مائي بدرجة حرارة .3

  دقيقة لاتماـ تفاعؿ التثبيط . 30
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مميمتر مف كؿ انبوب وقدرت فعالية الاميميز  0.1اخذ  4.
تعرؼ وحدة المثبط  سابقاالمتبقية وبحسب الخطوات الواردة 

وحده/مميمتر ( بانيا كمية المثبط اللازمة لتثبيط وحدة واحدة )
 Inhibitionمف الانزيـ. اما النسبة المئوية لفعالية التثبيط 

activity  ( 31% فيعبر عنيا بحسب القانوف الآتي:) 
 فعالية الاميليز مع المثبط    مثبط فعالية الاميليز بدون      

                                                    x     100نسبة التثبيط % =                                                               

 فعالية الاميليز بدون مثبط

التي   Specific activityوحسبت الفعالية النوعية لممثبط 
تعبر عف وحدة فعالية المثبط  لكؿ ممغـ بروتيف بحسب 

       الفعالية ) وحده/ مليلتر (                                                                        (:29القانوف الآتي )

 الفعالية النوعية ) وحده/ملغم بروتين (  =

 (    تركيز البروتين ) ملغم/ مليلتر                                    

في تقدير  Bradford استخدمت طريقة تقدير البروتين  -6
  (.5تركيز البروتيف في المستخمصات الخاـ والمنقاة )

 اميميز -الألفا اتخطوات تنقية مثبط
ركز المثبط بكبريتات الامونيوـ  بكبريتات الامونيومالتركيز 

% ، فصؿ الراسب في جياز النبذ المركزي 70وبنسبة اشباع 
. اىمؿ الرائؽ ـ4˚دقيقة ودرجة  25ولمدة  xg 3000بسرعة 

 0.2واذيب الراسب في كمية مف دارئ الفوسفات بتركيز 
. قدرت بعدىا الفعالية التثبيطية 7مولار ورقـ ىيدروجيني 

ساعات  10وتركيز البروتيف، ثـ اجريت عممية الديمزه لمدة  
بدرجة حرارة الثلاجة،  بعدىا قدرت كؿ مف الفعالية التثبيطية 

  .(14 )وتركيز البروتيف وعمى وفؽ الفقرات المذكورة آنفاً 
اميميز بأستخدام كروماتوكرافيا التبادل  -الألفاتنقية مثبطات 

 سميموز  ثنائي اثيل امينو اثيلالايوني باستخدام المبادل 

DEAE-Cellulose ion exchange romatography  

لطريقة ت اتبعا و DEAEاستحدـ المبادؿ الآيوني    
 و ير العمودضفي تحWhitaker( 28 )   قبلالموصوفة مف 

ليعطي  أوعب pH 8تمت موازنتو بمحموؿ الترس الدارئ 
 مميميتر/ ساعة. 30سـ  وبسرعة جرياف  11×3عمودا بأبعاد 

   S-200كروماتوكرافيا الترشيح اليلامي بيلام السيفاكريل
وعبيء في عمود زجاجي  S-200السيفاكريلاستخدـ ىلاـ 

سـ بسكب محموؿ اليلاـ وبشكؿ مائؿ  ( x 60 1.5) بابعاد 
عمى الجدار الداخمي لمعمود، ولتجنب تكوف فقاعات ىوائيو 

دارئ فوسفات  ومرراجريت العممية ببطء وبصورة مستمرة ، 
مميمتر /  60بسرعة جرياف  7البوتاسيوـ  ذي رقـ ىيدروجيني 

  ساعو لمموازنة

بعد تعبئة العمود وموازنتو اضيؼ المحموؿ /  اضافة النموذج 
الحاوي عمى المثبط  والذي تـ الحصوؿ عميو بعد خطوة 
الاسترداد  بعد تركيزه باستخداـ السكروز عمى سطح العمود 
بشكؿ تدريجي وبالقرب مف سطح اليلاـ. اجريت عممية 

مولار ورقـ  0.2الاسترداد بوساطة محموؿ الفوسفات الدارئ ) 
 3مميمتر/ ساعة  وبواقع  60( وبسرعة جرياف 7ىيدروجيني 

مميمتر لمجزء الواحد وقرئت الامتصاصية عمى الطوؿ الموجي 
نانومتر للاجزاء المستردة . تمت متابعة الاجزاء الحاوية  280

عمى الفعالية ضمف القمة الواحدة وجمعت وقيس حجميا 
 .وقدرت الفعالية التثبيطية وتركيز البروتيف وكما ورد سابقا

تعيين نقاوة مثبطات الاميميز  اميميز-الألفاتوصيف مثبط 
امايد المتعدد   -الكيربائي في ىلام الاكريل بوساطة الترحيل

 SDS  SDS- poly acrylamide gelبوجود الـ 

electrophoresis اتبعت الطريقة التي قاـ بوصفيا 
Laemmli (18 في تعيف نقاوة )بوساطة الترحيؿ  المثبط

الكيربائي بيلاـ متعدد الاكريؿ امايد بوجود العوامؿ الماسخة 
SDS-PAGE) (  قيست و باستخداـ جياز الترحيؿ الكيربائي

المسافة التي قطعتيا صبغة البروموفينوؿ الازرؽ مف السطح 
العموي لميلاـ الى مركز حزمة الصبغة لاستخراج الوزف 

سطح العموي لميلاـ الى مركز الجزيئي، وقيست المسافة مف ال
حزـ البروتينات القياسية المنفصمة واستخرجت قيمة الحركة 

 ( لكؿ بروتيف Rm) Relative mobilityالنسبية 
عيف تعيين الوزن الجزيئي  بطريقة الترشيح اليلامي .2

اميميز المنقى بطريقة الترشيح -الألفاالوزف الجزيئي لمثبط 
واتبعت الطريقة  S-200السيفاكريؿ اليلامي باستعماؿ عمود 

( في تقدير الوزف  26) Weselake الموصوفة مف قبؿ
  الجزيئي و باعتماد البروتينات القياسية التالية

البروتينات حضرت محاليؿ محمول البروتينات القياسية 
ممغراـ / مميمتر في محموؿ دارئ فوسفات  10القياسية بتركيز 

، واشتممت ىذه 7مولار ورقـ ىيدروجيني  0.2البوتاسيوـ 
 البروتينات عمى

 Lysozyme   (14.4  KDal)  

Trypsin       (23.8   KDal)   

Pepsin       (35  KDal ) 

Ovalbumin  (43 KDal ) 

Bovine serum albumin   (67 KDal )                          
 
 



 عبود و حكين                                                                             2016/ 1048 -1039(: 4)47 –هجلة العلوم الزراعية العراقية 

1043 

 النتائج والمناقشة
استخدمت عدة خطوات  اميميز:-الألفاتنقية مثبطات  

اميميز مف -الألفامتسمسمة ومتعاقبة لغرض تنقية مثبطات 
المستخمص الخاـ لمشعير لمتخمص مف اكبر كميو ممكنو مف 
المكونات الاخرى الموجودة مع ىذه المثبطات ولغرض دراسة 
خواص المثبط وصفاتو لابد مف الحصوؿ عميو بدرجة عالية 

التجانس لاف وجود مركبات ومواد مف النقاوة تصؿ الى حد 
اخرى مموثة تؤدي الى الوصوؿ الى نتائج غير صحيحة 

 واشتممت خطوات التنقية عمى ما يأتي:
نتائج تركيز  2يظير الشكؿ  اميميز:-الألفاتركيز مثبطات 

وترسيب المثبط اذ تبيف زيادة الفعالية  التثبيطية والفعالية 
النوعية بزيادة نسب الاشباع بكبريتات الامونيوـ اذ نجد اف 

% 70افضؿ نسبو اشباع بكبريتات الامونيوـ كانت عند 
لمستخمص الشعير.اذ بمغت الفعالية التثبيطية والفعالية النوعية 

 ـ بروتيف عمى التوالي.وحده/ممغ 8وحده/مؿ،  6

 
نسب الاشباع بكبريتات الامونيوم لترسيب مثبطات  .2شكل

 اميميز من الشعير-الألفا
% اذ بمغت الفعالية 50% ثـ 60تمتيا نسبة الاشباع  

( 7، 7.7وحده/مؿ والفعالية النوعية ) 5.5و 5.8 التثبيطية
%، 40وحده/ممغـ بروتيف عمى التوالي اما نسب الاشباع 

الفعالية  % فقد اعطت قيماً اقؿ اذ بمغت %20، 30
 6، 6.6( وحده /مؿ والفعالية النوعية )4، 4.8، 5) التثبيطية

( وحده/ممغـ بروتيف عمى التوالي، وانخفضت ايضاً 5.8،
% 90% ، 80الفعالية التثبيطية والنوعية عند نسب الاشباع 

( وحده /ممغـ 5.1، 6.2( وحده/مؿ )4.5، 5اذ بمغت )
تستخدـ كبريتات الامونيوـ  بشكؿ واسع بروتيف عمى التوالي .

ي تركيز البروتينات اذ تتميز بصفات ايجابية مثؿ رخص ف
ثمنيا وتوفرىا وذائبيتيا العالية في الماء ولاتسبب مسخاً لكثير 

مف البروتينات عند ترسيبيا.اف تركيز البروتينات بكبريتات 
الامونيوـ يعتمد عمى طبيعة توزيع المجاميع الوظيفية 

توزيع الشحنات  و ة)الايونية والقطبية والكارىة لمماء( وكثاف
عمى سطح البروتيف حيث يعمؿ الممح عمى معادلة الشحنات 
الموجودة عمى سطح البروتيف والاخلاؿ بطبقة الماء المحيطة 

 (4بجزيئة البروتيف مما يؤدي الى انخفاض ذائبيتو وترسبو )
.اشارت كثير مف الدراسات الى استخداـ كبريتات الامونيوـ 

اميميز وتختمؼ نسب الاشباع -الألفافي تركيز مثبطات 
المستخدمة اعتماداً عمى نوع البذور وطبيعة المثبط ونوع 

Blanco-Labra (3 )محموؿ الاستخلاص فقد استخدميا 
اميميز مف الذرة -الألفا% لتركيز مثبطات 60بنسبة اشباع 

ثبطات مف واستخدمت كبريتات الامونيوـ في تركيز الم
 ستخدميا ايضاً ( وا17)% 70الشعير بنسبة اشباع 

Weselake (26)  في تركيز المثبطات مف مستخمص
الشعير و بالنسبة المذكورة آنفاً نفسيا وىذا يتوافؽ مع ما 

اعمى  %70  توصمنا اليو مف نتائج اذ سجمت نسبة الاشباع
تمت  . فعالية نوعية في تركيز المثبط مف مستخمص الشعير

الاذابة في محموؿ دارىء الفوسفات خطوة الترسيب اعادة 
ثـ اجريت عممية النضج  7ورقـ ىيدروجيني مولار  0.2

الغشائي لمتخمص مف املاح الكبريتات الذي قد يؤثر في 
فعالية المثبط اعقبيا التركيز بأستخداـ السكروز وكما يلاحظ 

 8.32اف الفعالية النوعية ليذه الخطوة بمغت ) 3مف الجدوؿ 
( مرة مع 1.38بروتيف واف عدد مرات التنقية )( وحدة / ممغـ 

 (% لمستخمص الشعير34.8حصيمة مقدارىا )
التنقية  اظيرت خطوة . كروما توكرافيا التبادل الآيوني2

انفصاؿ  DEAE-Celluloseبعمود المبادؿ الايوني السالب 
قمة واحدة في مرحمو الغسؿ حيث تـ قياس الامتصاصية 

نانومتر كما يظير  280لاجزاء الغسؿ عمى طوؿ موجي 
، بعدىا تـ استرداد البروتينات المرتبطة والتي تحمؿ 3الشكؿ 

شحنة مخالفة لشحنة المبادؿ )البروتينات السالبة( بأستخداـ 
المحتوي عمى  التدرج الممحي بواسطة محموؿ الترس الداريء
( مولار، 1-0تراكيز متدرجة مف ممح كموريد الصوديوـ )

حيث لوحظ ظيور قمة واحدة في مرحمة الاسترداد وعند قياس 
في مرحمة  الفعالية التثبيطية لمقمتيف تبيف اف القمة الناتجة

الغسؿ لا تمتمؾ فعالية في تثبيط اميميز المعاب وامتلاؾ القمة 
داد فعالية وقد تركزت القمة في الناتجة مف مرحمة الاستر 
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وىذا يعني اف  3شكؿ ( 124-114الاجزاء المنفصمة )
المثبط يحمؿ شحنة سالبة تحت الظروؼ المستخدمو في 
التجربة ما ساعده عمى الارتباط بمادة العمود،. بعدىا جمعت 

 .الاجزاء الفعالة وقدرت فعاليتيا التثبيطية والنوعية

 
 الألفاكروماتوكرافيا التبادل الايوني لتنقية مثبطات   .3شكل 
اميميز من الشعير باستعمال عمود المبادل الايوني –

(DEAE-Cellulose) ( 11×3بابعاد ) سم 
تمت الموازنة بأستخداـ محموؿ الترس الداريء  

استردت الاجزاء المرتبطة  8رقـ ىيدروجيني ب  0.005بتركيز
الموازنة نفسو والمحتوي عمى تراكيز متدرجة بالمبادؿ بمحموؿ 

 60مولار وبسرعة جرياف  1-0مف كموريد الصوديوـ تراوحت 
وقد بمغت الفعالية  مؿ لمجزء الواحد. 3مؿ/ساعة بواقع 

وحدة /ممغـ بروتيف لقمة مستخمص الشعير.  26.7النوعية 
مرة  4.47كما بمغت عدد مرات التنقية ليذه الخطوة 

ثـ استعممت ىذه  1%  جدوؿ 77.4ا وبحصيمة مقدارى
 الاجزاء الفعالة في استكماؿ المراحؿ اللاحقة مف التنقية.

اشارت كثير مف الدراسات اف نقطة التعادؿ الكيربائي 
 8لمثبطات الاميميز المستخمصة مف البذور ىي اقؿ مف 

كتفسير لمنتيجة التي حصمنا عمييا عند الفصؿ عمى عمود 
الغسؿ بداريء الترس برقـ ىيدروجيني  التبادؿ الآيوني اذ تـ

وكاف المثبط ضمف البروتينات المرتبطة وىذا يعني انو  8
ومف الامور الميمة التي يجب الاشارة  يحمؿ شحنة سالبة.

الييا ىي اف البروتينات التي لـ ترتبط بالمبادؿ الايوني 
السالب وتـ فصميا في جزء الغسؿ تعود الى بروتينات تحمؿ 

منعتيا مف الارتباط بالمبادؿ الايوني  سالبة محصمة شحنة
السالب المشابو ليا بالشحنة في حيف اف البروتينات التي 
لاتحمؿ عمى سطحيا شحنات مخالفة لشحنة المبادؿ تزداد 
قدرتيا عمى الادمصاص عمى سطح المبادؿ المخالؼ ليا 
بالشحنة وقد يكوف الارتباط شديد بحيث يصعب فصميا لذا 

ركيز الممح في دارىء الاسترداد يساعد في عممية فأف زيادة ت
فصؿ مثؿ ىذه البروتينات. وتعد طريقة التبادؿ الايوني مف 

نوعيف  الطرؽ الملائمة في الفصؿ اذ يمكف بواسطتيا تمييز
(. كما 20مف البروتينات، الفرؽ بينيما حامض اميني واحد )

بسمات مرغوبة  DEAE-celluloseيمتاز المبادؿ الايوني 
منيا استيعابو الواسع وفصمو العالي وسيولو تحضيره وامكانية 
استخدامو عدة مرات. وقد استخدمت المبادلات  الايونية 
الطبيعية التي ىي عبارة عف مشتقات السميموز بسبب 
ملاءمتيا لفصؿ البروتينات  فضلًا عف الاحتمالات القميمة 

بعد استرداده مف المبادؿ لمسخ البروتيف حيث يحتفظ البروتيف 
لقد استخدمت المبادلات الايونية المختمفة في  (.4بفعاليتو )

اميميز مف -الألفاعدد مف الدراسات المتعمقة بتنقية مثبطات 
 انواع مختمفة مف الحبوب والبقوؿ. فقد استخدمت مف قبؿ

Weselake  ( و27)وجماعتو Jun-ichi ( 17 عند تنقية )
Yi-Hung (32 )لؾ استخدمت مف قبؿالمثبط مف الشعير كذ

 ـ كؿ مففي تنقية المثبط المستخمص مف الرز واستخد
Wisessing ( و30) وجماعتوHeidari  ( 14) وجماعتو

كروموتوكرافيا التبادؿ الايوني في تنقية المثبطات المستخمصة 
قد تكوف خطوة التبادؿ الايوني كافية لتنقية مثبط  مف الحنطة.

اف استعماؿ خطوات تنقية اخرى يحقؽ  اميميز غير-الألفا
قيد  لذا استكممت عممية تنقية المثبط  درجة اعمى مف النقاوة

الدراسة بعد تركيزه بأستعماؿ السكروز بخطوة الترشيح 
 اليلامي.

 كروما توكرافيا الترشيح اليلامي:. 3
 S-200اجري الترشيح اليلامي بأستعماؿ ىلاـ السيفاكريؿ  

لما يتمتع بو مف خصائص جيده فيو يحتوي عمى الاكريؿ 
امايد فضلًا عف الدكسترات مما يعطيو صلابةومقاومة 
للانضغاط ويمتاز كذلؾ بالفصؿ الجيد والسريع وسيولة 

المثبط التي تـ ة(، مررت قم2الاستخداـ والتحضير )
الحصوؿ عمييا مف مرحمة التبادؿ الايوني خلاؿ عمود ىلاـ 

وعند تمرير القمة لوحظ انفصاؿ قمو بروتينية  السفاكريؿ
 5.59وقد حققت ىذه القمة عدد مرات تنقية ،  4شكؿ  واحده

 4الشكؿ وكما يظير مف   1جدوؿ  46.5وحصيمة مقدارىا 
تطابؽ قمة البروتيف والفعالية ويعد ىذا التطابؽ احد ادلة 

( بعدىا تـ تركيز المحموؿ البروتيني 28النقاوة لمبروتيف )
المنقى الناتج مف ىذه الخطوة بتجفيفو بالتجفيد 
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Lyophilization  بأستخداـ جيازFreeze-Dry .لاستخدامو في التجارب اللاحقو مف الدراسة  
 اميميز المستخمصة من الشعير-خطوات تنقية مثبطات الألفا.  1 جدول

انواع ىلاـ  استخدمت خطوة الترشيح اليلامي وبأستخداـ
-مختمفة في كثير مف الدراسات المتعمقة بتنقية مثبطات الألفا

اميميز مف مصادر مختمفة، فقد استخدمت ىذه الخطوة 
 )1( و)27كخطوة اخيرة في تنقية المثبط مف الشعير)

(عمى خطوه الترشيح اليلامي 17وجماعتو)  Jun-ichiواعتمد
كخطوة اخيرة بعد خطوتي تبادؿ ايوني في تنقية مثبطات 
الاميميز مف الشعير ايضاً كما استخدـ عمود الترشيح اليلامي 
بعد خطوة التبادؿ الايوني في تنقية مثبطات الاميميز مف 

و  (13وجماعتو )  Gilbertكما استخدـ (.32الرز)
Watanabe ( تقنية الترشيح اليلامي كخطوة  25) وجماعتو

 اولى في تنقية المثبطات مف الحنطة.

 
ود  كروموتوغرافيا الترشيح اليلامي  في عم. 4شكل

سم لتنقية مثبط  60×1.5بأبعاد  S-200 السيفاكريل
 اميميز المستخمص من الشعير -الألفا

تمت الموازنة والاسترداد بمحمول فوسفات الصوديوم  
، بسرعة 7مولار وبرقم ىيدروجيني  0.2الداريء بتركيز 

 مل لمجزء الواحد .3مميمتر /ساعة وبواقع  60جريان 
 اميميز المنقاه:– الألفاتوصيف مثبطات  - 2

 تعيين نقاوة المثبط بأستخدام تقنية الترحيل 
اكريلامايد وجود عمى ىلاـ البولي  ىأظير ترحيؿ المثبط المنق

وىذا يعطي ،  احدى ادلة النقاوة  ه، وىذ5شكؿ واحدة حزمة
تعتمد حركة   .صورة واضحة عف مدى كفاءة عمميات التنقية

البروتينات في ىلاـ متعدد الأكريؿ آمايد بوجود العوامؿ 
الماسخة عمى الوزف الجزيئي ليذه البروتينات ومقدار حركتيا 

تتناسب بشكؿ عكسي مع وزنيا الجزيئي وعميو يمكف التي 
فصؿ البروتينات بصورة واضحة بدلا مف اعتماد الترحيؿ 
الكيربائي بغياب العوامؿ الماسخة لاعتمادىا عمى شحنة 
البروتينات والوزف الجزيئي والتي قد تعطي نتائج خاطئة في 
بعض الأحياف نتيجة لتشابو أو تقارب محصمة الشحنة لبعض 

  (.19روتينات )الب

+  

من  ىاميميز المنق– الألفاالترحيل الكيربائي لمثبط  .5شكل 
الشعير بتقنية الترحيل الكيربائي بيلام متعدد الاكريل امايد 

البروتينات   A (SDS-PAGE)بوجود المادة الماسخة

   قوة الوثبط Bالقياسية    
اتبعت طريقتاف لتقدير   تعيين الوزن الجزيئي لممثبطات  .2

اميميز  كانت الاولى بأستخداـ – الألفاالوزف الجزيئي لمثبط 
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الحجم  خطوات التنقية
 )مليلتر(

الفعالية 
)وحدة 
 /مليلتر(

البروتين 
)ملغم / 
 مليلتر(

الفعالية النوعية 
)وحدة/ملغم 

 بروتين(

الفعالية 
الكلية 
 )وحدة(

عدد 
مرات 
 التنقية

الحصيلة 
% 

 100 1 333 3.74 5.30 1.3 35 المستخلص الخام

الترسيب بكبريتات 
 %55الامونيوم 

15 4 5.51 6.00 90 3.16 1.36 

التبادل الايوني بعمود 
DEAE-Cellulose 

36 

 

2 5.33 04.5 72 2.25 24.3 

الترشيح الهلامي 
بأستعمال هلام 

Sphacryl s-200 

11 0 5.54 11.1 44 3.37 20.4 

Bovine serum albumin (BSA) 

Ovalbumi

n Pepsin 

Trypsin 

Lysozyme 

A B 
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المحضر  S-200الترشيح اليلامي عمى عمود السفاكريؿ 
 Void ( سـ اذ تـ اولًا تعييف حجـ الفراغ 60×  1.5بأبعاد )

Volum )Vo  لمعمود بواسطة الدكستراف الازرؽBlue 

dextran  الاسترداد  كما تـ تعيف حجوـElution 

voleum)  )Ve   المثبط المنقى والبروتينات القياسية  لقمة
وبشكؿ منفرد لكؿ بروتيف وحسبت نسبة حجـ الاسترداد لكؿ 

 المثبط الى حجـ استرداد الدكستراف ةقملبروتيف قياسي 
الازرؽ. ومف خلاؿ رسـ العلاقة بيف نسبة حجـ الاسترداد 

لمبروتينات القياسية مقابؿ  (Ve/Voالى حجـ الفراغ )
 ة مثبطلوغاريتـ الوزف الجزيئي تـ تقدير الوزف الجزيئي لقم

اف  8اميميز حيث اظيرت النتائج المبينة في الشكؿ – الألفا
ر تقارب الوزف الجزيئي لقمو المثبط المستخمص مف الشعي

وكانت الطريقة الثانية لتقدير الوزف الجزيئي كيمودالتوف  22.9
قيد الدراسة  باستعماؿ تقنية الترحيؿ الكيربائي عمى  لممثبط

،وبالمقارنة مع   SDSعمى ىلاـ البولي اكريؿ امايد الحاوي 
 , Bovine serum albuminالقياسية )البروتينات 

Ovalbumin Trypsin,Pepsin,  , Lysozyme)  الشكؿ
 0.2كانت نتائج تقدير الحركة النسبية لمبروتينات القياسية ) 7

ومف  ( عمى التوالي 0.95، 0.72،  0.52، 0.47، 
العلاقة الخطية بيف الحركة النسبية ليذه البروتينػات ولوغارتـ 

أمكف تقدير الوزف الجزيئي لممثبط   7وزنيا الجزيئي الشكؿ
 23.44النسبية ليـ إذ بمغ مف خلاؿ تقدير الحركة 

 كيمودالتوف.

 
اميميز  – الألفاتعيين الوزن الجزيئي لمثبط   .6 شكل
من الشعير بطريقة الترشيح اليلامي باستخدام عمود المنقى 

 (.  Sephacryl-S-200السيفاكريل )

   
اميميز – الألفاتعيين الوزن الجزيئي لمثبطات . 7شكل 

المنقاة من الشعير بتقنية الترحيل الكيربائي بيلام متعدد 
-SDSالاكريل امايد بوجود المادة الماسخة لمبروتين )

PAGE ) 
مما تقدـ يتضح اف استعماؿ تقنيات مختمفة لتقدير الوزف 
الجزيئي لبروتيف معيف ينتج عنيا اختلاؼ في القمـ 

فات في محتوى المستحصمة وقد يكوف مرد ذلؾ الى الاختلا
البروتيف مف الكاربوىيدرات الذي ينعكس بدوره عمى اضفاء 
وزف جزيئي الى البروتيف يكوف أكبر مف الواقع إذ يحاط 
البروتيف بعدد كبير مف جزيئات الماء مقارنة مع البروتينات 
الأخرى التي تخمو مف أي جزء كاربوىيدراتي مف جانب آخر 

وزف الجزيئي لمبروتيف ذاتو فاف الاختلاؼ الناتج في قيمة ال
ربما يعود  SDSعند تقديره بتقنية الترحيؿ الكيربائي وبوجود 

بالبروتيف عند  SDSالى انخفاض نسبة ارتباط جزيئات 
الترحيؿ لاحتوائو عمى جزء كاربوىيدراتي مؤدياً بذلؾ الى 
انخفاض نسبة الشحنة / الكتمة ومف ثـ تقميؿ حركتو ليظير 
البروتيف بوزف جزيئي أكبر مما ىو عميو في الحقيقة عمماً اف 
حركة البروتينات في اليلاـ تتناسب عكسياً مع لوغارتـ الوزف 

اف الاختلاؼ ب ذلؾ الى سبب آخر. ( وقد ينس22الجزيئي )
اميميز يعود الى التنوع – الألفافي الوزف الجزيئي لمثبطات 

الواسع في انواعيا حيث تختمؼ في التركيب البنائي مف حيث 
نوع وعدد الوحدات الرئيسة المكونة ليا بأختلاؼ مصادرىا 
حيث اظيرت الدراسات وجود اختلافات في الوزف الجزيئي 

المثبط وكذلؾ بأختلاؼ الطريقة المتبعو في تبعاً لمصدر 
التقدير وتراوحت  الاوزاف الجزئية لمثبط الاميميز المستخمص 

كيمودالتوف  60-5 مف مصادر نباتية مختمفة بشكؿ عاـ بيف
اف الوزف  (27)وجماعتو  Weselake(حيث بيف 10و 21) 

 10الجزيئي لمثبط الاميميز المنقى مف الشعير اعمى مف 
كيمودالتوف عند تقديره بطريقة  20كيمودالتوف وكاف بحدود 
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كيمودالتوف عند حسابو بطريقة اليجرة  21الترشيح اليلامي و
اف  (23) وجماعتو Svendsen واوضح( 26الكيربائية )

اميميز المستخمص مف الشعير يتألؼ مف سمسمة – الألفامثبط 
جسور  حامضاً امينياً مع اثناف مف 181مفردة تحتوي عمى 

الى وجود   (31) وجماعتو Yetterثنائية الكبريت. وقد اشار
 99اميميز في الحنطة صنؼ أباء -الألفانوعيف مف مثبطات 

كيمودالتوف عند تقدير  20و  17.8وبأوزاف جزيئية تقارب 
 24.6و  24الوزف الجزيئي بطريقة الترشيح اليلامي و

 عند تقديره بطريقة اليجرة الكيربائية، وذكر كيمودالتوف

Wisessingالألفااف الوزف الجزيئي لمثبط    30) وجماعتو 
 27اميميز المستخمصو مف نوع مف انواع الفاصوليا يقارب –

 30كيمودالتوف عند تقديره بطريقة الترشيح اليلامي و
 واثبت كيمودالتوف عند تقديره بطريقة اليجرة الكيربائية.

Huang الى وجود نوعيف مف مثبطات  (15) وجماعتو
 28الاوؿ بوزف جزيئي الصفراء  اميميز في الذرة -الألفا

كيمودالتوف لو القدرة عمى تثبيط فعالية انزيـ الاميميز 
وبروتيف اخر  Aspergillus flavus المستخمص مف عفف 

كيمودالتوف يثبط التصنيع الحيوي  100 بوزف جزيئي
تنقية بروتيف  (6) وجماعتو Chen، واستطاع للافلاتوكسيف
% مف مجموع 19كيمو دالتوف والذي يمثؿ  14بوزف جزيئي 

البروتيف الكمي مف صنؼ مف اصناؼ الذرة اثبت فعاليتو في 
، وفي صنؼ اخر مف اصناؼ الذرة  A.flavusتثبيط اميميز 

الى وجود مثبط بوزف جزيئي  (7) وجماعتو Fakhouryاشار
اميميز – الألفاكيمودالتوف لو فعالية في تثبيط انزيـ  36

لمجموعو مف الفطريات والحيوانات والنباتات واف تعاقب 
الحوامض الامينية المكونة ليذا البروتيف تشابو الحوامض 

اميميز العائمة البقولية .وبيف -الألفاالامينية المكونة لمثبطات 
Figueira (9) مستخمص مف اف الوزف الجزيئي لممثبط ال

كيمودالتوف اما المثبط المستخمص مف  19.7الذرة يقارب 
 Fengفي حيف بيف ( 32كيمودالتوف ) 20الرز فيبمغ 

اف الرز يحتوي عمى بروتيف ذي وزف جزيئي  ( 8)وجماعتو 
اميميز  - الألفاكيمودالتوف ذي فعالية في تثبيط انزيـ  14

تائج الدراسة لمعاب الانساف والحشرات والبكتريا.يلاحظ مف ن
يقع ضمف المدى المنقى  الحالية اف الوزف الجزيئي لممثبط

  المسجؿ لقيـ الاوزاف الجزيئية لمعظـ الدراسات المذكورة آنفاً.
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