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 الرحيم الرحمن الله بسم
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 الاهداء

 ......   من تشرفت السماء بوجودهم وتطهرت الارض برقدتهم فيها ـــىالــــــــ

 ...... من اختصهم الله لنفسه واس تخلصهم لحمل الامانة ـــــــــــــىال

 يراــــــــ......    الذين اذهب الله عنهم الرجس وطهرهم  تطهــىـــــــــــال

 ــمصابيح الدجى واعلام الهدى محمد واله الاط  هارــ  

 دتي لــــــــــينبوع المحبة ورمز التضحية  .......  وا  ....لــــــــــــىا

 دي لـــــــــ......... وا ى ....    الامل الذي من اجله اعيش وابدعـــــــــــــــال

 واتي ـــــــــــــــــــــوتي واخــــــــــــــــى....     من اشد بهم ازري   ......... اخــــــــــــــــال

 ذا...ــــــــــــــــــــــــــــــــى...  كل من بهج بنجاحي وتقدمي ، أ هدي جهدي المتواضع هـــــــــــــــال

 

  ــةــــالباحثـ

  انــــيمإ

 الشكر والتقدير



 
  

 سم الله الرحمن الرحيم  ـــــب

الشكر لمن يستحق الشكر والثناء الواحد الاحد وهو به جدير وبالحمد والتسبيح عليم خبير .  

آل بيته الاطهار واصحابه الغر والصلاة والسلام على خاتم الانبياء والمرسلين محمد )ص( وعلى 

 الميامين .

يطيب لي وقد اشرفت على اتمام رسالتي بأذن الله ان اتقدم بشكري الجزيل وتقديري الفائق 

لأشرافه الدؤوب  مير حمــزةلأالاستاذ المساعد الدكتور نــــزار عبد اوامتناني العميق الى استاذي الفاضل 

الله ان يمن عليه وتوجيهاته السديدة التي كانت خير عون لي ومرشد على اتمام هذا العمل راجية من 

 بالصحة والعافية والعمر المديد خدمة للعلم وطلابه .

مير سمير لأالاستاذ المساعد الدكتور عبـــد اواتوجه بالشكر الجزيل الى عميد كلية العلوم 

 .  الاستاذ المساعد الدكتور جاســـم حنون هاشمورئيس قسم علوم الحياة  سعدون

 / الاستاذ الدكتور عصـــام فاضل علوان الجميليكما يدعوني الوفاء ان اتقدم بالشكر الجزيل الى 

سهيلـــــة  والاستاذة الدكتورةمتمنية له دوام التوفيق والازدهار،  معهد الهندسة الوراثية –جامعة بغداد 

  . كلية التربية –جامعة القادسية  /  حسين باجي

متنان الى الزملاء اجم  من طلبة الدراسا  العليا واخ  بالشكر صديقتي كما اتوجه بالشكر والا

 وكل من ساندني طيلة مدة البحث . ،ســـارة نائر عبد الامير

وليكن ختام شكري مسكا وان اقدمه الى من انتظروني ساعا  طوال اثناء العمل اخوتي  

 .  مشـتــــاق وعلـــــــــي

 الباحثــــة   

 



 
  

 اقرار المشرف

 Superoxideنزيم لأالخصائص الفيزيوكيميائية   (اشهد ان رسالة الماجستير الموسومة بــ     

Dismutase الطرفة نبات  وراق أمن  يا  المنقى جزئTamarix aphylla L.  ( قد اعدتها الطالبة

علـــــم  /إيمان سلمان رهيف بأشرافي ، وهي جزء من متطلبا  نيل شهادة الماجستير في علوم الحياة 

 . النبـا 

 

 التوقيـــــــ  :                                                                     

 الاسم : د. نــــــــــزار عبــد الامير حمــــزة                                                                    

 اللقب العلمي : استاذ مساعد                                                                     

 جامعة القادسية  –الاحيائية  ا العنوان : كلية التقان 

 6102 /       /التاريخ :                                                                        

 

 قسم علوم الحياة توصية رئيس

اشارة الى التوصية المقدمة من الاستاذ المشرف احيل هذه الرسالة الى المقومين اللغوي والعلمي لدراستها 

 وبيان الرأي فيها . 

 

 التوقيـــــــــــــ  :  

 الاسم : د.  حبيب وسيــــل  شــبـــر  

 اللقب العلمي : استاذ مساعد  

 جامعة القادسية  –العنوان : كلية العلوم  

 6102     /       /التاريخ :      

 



 
  

 اقرار المقوم اللغوي

ــــمان ســــلمان رهـيــــف الموسومة بـ يإشهد انه قد تم التقويم اللغوي لرسالة الطالبة أ

 وراقا  المنقى جزئيا  من  Superoxide Dismutaseالخصائص الفيزيوكيميائية لأنزيم )

 .(.Tamarix aphylla L الطرفة نبات

 

 التوقيــــــــ  :  

 الاســــــــــم : د. خالـــد عبــــد فــــــــــزاع  

 اللقب العلمي : أستـــــــاذ مســاعد   

 جامعــة القادسية  –العنــــــوان : كلية التربية  

   6102 /           /التاريـــــخ :         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
  

 قرار لجنة المناقشةا

الخصائص الفيزيوكيميائية نشهد اننا اعضاء لجنة التقويم والمناقشة قد اطلعنا على الرسالة الموسومة بـ ) 

 ( .Tamarix aphylla Lوراق نبات الطرفة أمن  المنقى جزئيا   Superoxide Dismutase لأنزيم

وانها  2017 / 3 / 16وناقشنا الطالبة )إيمان سلمان رهيف ( في محتوياتها وفيما له علاقة بها بتاريخ 

 علم النبا  وبتقدير ) امتياز ( .  /جديرة لنيل درجة الماجستير في علوم الحياة 

 التوقي  :                  التوقي  :                                                         

 عضو اللجنة                   رئيس اللجنة                                                    

 الاسم : د. ظافر عبد الكاظم جميل                   الاسم : د. محمد عبد الله جبر                                 

 اللقب : استاذ مساعد                                                        ستاذ                           االلقب : 

 جامعة القادسية  /جامعة بابل                                              العنوان : كلية التربية  /العنوان : كلية العلوم 

 2017  /         /التاريخ :                                                          2017   /        /التاريخ  :     

 

 التوقي  :                   التوقي  :                                                      

 عضو اللجنة ) المشرف (                   عضو اللجنة                                                

 الاسم : د. نزار عبد الامير حمزة                  : د. كريم طالب خشان                              الاسم 

 اللقب : استاذ مساعد                                   اللقب : استاذ مساعد                                     

 جامعة القادسية  /الاحيائية  لتقانا العنوان : كلية ا                                           جامعة الكوفة    /العنوان : كلية العلوم 

 2017 /       /   التاريخ :                                                            2017 /      / التاريخ :     

 اقرار مجلس الكلية

وقرر منحها شهادة  2017 /        /اجتم  مجلس كلية العلوم بجلسته  ................   المنعقدة في      

 علم النبا  .  / الماجستير في علوم الحياة 

 التوقي  :                       

 عبد عبد الرضاالاسم : د. نبيل                                                  

 اللقب العلمي : استاذ                                     

 التاريخ :                                                                          



 
  

 الخلاصــــة

( في بعض  (SODاجريت الدراسة الحالية للتحري عن خصائ  انزيم السوبراوكسايد دسميوتيز

نبق العجم  و .Tamarix aphylla L لطرفةالانواع النباتية المنتخبة والتي شملت اوراق كل من ا

Elaeagnus angustfoli L. العاقولو maurorum  Alhagi  و القصبPhragmites australis 

L.   وحدة  24.98، اذ بلغت  الطرفة. ان اعلى فعالية نوعية للانزيم تركز  في المستخل  الخام لأوراق

 ملغم بروتين ، /وحدة   11.58ملغم بروتين  والعاقول /وحدة  16.71ملغم بروتين، ثم يليها نبق العجم  /

. ثم اخذ  بقية اجزاء الطرفة  ملغم بروتين /وحدة 7.99اعطى القصب اقل فعالية نوعية بلغت  في حين

ملغم  /وحدة   17.53والتي شملت )الازهار، والثمار والبذور( اذ اعطت الازهار فعالية نوعية بلغت

البذور اقل   ملغم بروتين في حين سجلت /وحدة   8.99بروتين اما الثمار فقد اعطت فعالية نوعية بلغت 

 0.1ملغم بروتين، باستخدام محلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ بتركيز  /وحدة   5.66فعالية نوعية بلغت

 Ethylene Diamin Tetraملي مولار 0.1والحاوي على  7.8مولار و ذي الرقم الهيدروجيني 

)2Na-Acetic Acid (EDTA 5و %  Polyvinyl pyroledon (PVP)  وPyrogallol ادة م

. اذ بينت النتائج  ان الظروف  اساس . هدفت الدراسة الى تحديد الظروف المثلى لاستخلاص الانزيم

المحلول الدارئ ، تركيز   pH، نسبة الاستخلاص المثلى ،  2Na-EDTA  ،PVPالمثلى لكل من 

دقيقة  20مولار و  0.1،  7.8،  3:1،  % 2ملي مولار ،  1المحلول الدارى و زمن الاستخلاص كانت 

 على التوالي  . 

بعدد من الخطوا  شملت الترسيب بكبريتا  الامونيوم بنسبة  لطرفةنزيم  من اوراق االانقي  

والترشيح الهلامي  DEAE-Celluloseبادل الايوني بأستخدام عمود تتليها خطوة ال % (50-75)اشباع 

 %22.57  مرة   7.94انزيميةبعدد مرا  التنقية وحصيلة  Sephacryl S-200بخطوتين على عمود 

-SDSستخدام الترحيل الكهربائي وبوجود المواد الماسخة اعلى التوالي . تم فح  نقاوة الانزيم ب

PAGE اذ اظهر  النتائج وجود حزمة بروتينية واحدة   . 

كيلو دالتون بطريقة الترشيح  89.125اظهر  نتائج توصيف الانزيم المنقى ان وزنه الجزيئي  

كيلو دالتون بأستخدام الترحيل الكهربائي  85.703و  Sephacryl S-200بأستخدام عمود  الهلامي

الهيدروجيني ، و الرقم  7.5وبوجود المواد الماسخة . كما ان الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية للأنزيم 

ان طاقة التنشيط م ، º 50الانزيم  اما درجة الحرارة المثلى لفعالية . (7 – 8)الانزيم بين  الامثل لثبا 



 
  

ودرجة الحرارة المثلى  لثباتية الانزيم فقد مول،  سعرة/ 7312لتحويل المادة الاساس الى ناتج حوالي 

 م.º (20-50)كانت بين 

احتفاظ الانزيم بكامل فعاليته عند حضنه م  كلوريدا   تأثير بعض المركبا  الكيميائية اظهر  نتائج

اظهر  كلوريدا  الزئبق والخارصين  ،ملي مولار 01و 5بتركيز  البوتاسيوم، الكالسيوم ، الصوديوم 

احتفظ الانزيم بفعاليته عند معاملته بنسب متفاوتة، بينما  SODفي فعالية  مثبطا وكبريتا  الحديد تأثيرا  

 كبريتا  المنغنيز.ب

 Ethyleneمثل مادة  المواد المخلبيةبوجود لوحظ  فقدان بشكل كبير لفعالية الانزيم بينما  

diamin tetra acetic acid (EDTA)  4و 10اذ بلغت الفعالية المتبقية  ملي مولار 10و 5بتركيز  

 Sodiumلفعالية الانزيم عند حضنه م  مادة  كبير فقدان ايضا لوحظكما . مليلتر على التوالي /وحدة 

dodecyl sulfate (SDS)  وحدة  7و  11لفعالية المتبقية ملي مولار اذ بلغت ا 10و 5 بتركيزين/ 

نتائج ان الانزيم قد انخفضت فعاليته عند معاملته بـ الاوضحت مليلتر على التوالي . كما 

(3NaN)Sodium azide ،  ملي مولار  10و 5عند التركيزين  % 21و 32اذ بلغت الفعالية المتبقية

 التوالي. على

تـأثيرا  في فعالية الانزيم اذ احتفظ الانزيم بكامل فعاليته  (2O2H) بيروكسيد الهيدروجين لم تظهر مادة

سيانيد مادة كذلك بالاضافة الى من هذه المادة، ملي مولار (v/v)   10و 5عند حضنه م  التراكيز 

 .MnSODملي مولار؛ مما يؤكد ان الانزيم من نوع  01و 5( عند التراكيز KCN)البوتاسيوم 

والسزرعة القصزوى  m(K(وعند دراسة الثوابت الحركية للانززيم ظهزر ان معزدلا  قزيم ثابزت ميكزالس 

)max(V  دقيقة على التوالي باستخدام  ملي مولار/  54.945ملي مولار و 0.133كانتPyrogallol  مادة

 اساس.

 

 

 

 

 



 
  

  

 الفقـــــرةرقم 

 

 الموضــــــــــــوع

 

رقم 

 الصفحـــة

 

 ب –أ    الخلاصــــــــــــة   

 خ-أ قائمة المحتويـــــــــات  

 خ قائمة الجـــــــــداول  

 ر –د  قائمة الاشكــــــــال  

 ز قائمة المختصـــــــرات 

 الفصـــــــــــــــــــــــل الاول

 1-2 المقدمـــــــــة  1

 الثانيالفصــــــــــــــــــــــــل 

 3-25 استعراض المراجـــــــــــــــــــع  2

 Tamarix aphylla L.  3نبات الطرفة  1-2

 3 التصنيف العلمي  1-1-2

 4 الوصف النباتي  2-1-2

 T. aphylla  5المواد الفعالة والاهمية الطبية للطرفة  3-1-2

 ROS 5انواع الاوكسجين المتفاعل  2-2

 ROS 6كيمياء  1-2-2

 ROS  7مواقع و مصادر  2-2-2

 ROS 8ميكانيكيات الدفاع النباتية ضد سمية  3-2-2

 المحتوياتقائمة 



 
  

 Superoxide dismutaseانزيم السوبراوكسايد دسميوتيز  3-2

(SOD) 

9 

 SOD  10مصادر انتاج انزيم  4-2

 12 انواع انزيم السوبراوكسايد دسميوتيز 5-2

 FeSOD  12حديد سوبراوكسايد دسميوتيز  1-5-2

 MnSOD 12منغنيز سوبراوكسايد دسميوتيز  2-5-2

 Cu/Zn SOD 14زنك سوبراوكسايد دسميوتيز  /نحاس  3-5-2

 SOD  14السوبراوكسايد دسميوتيز  الوظيفة الحيوية لأنزيم  6-2

 SOD  15الية عمل انزيم  7-2

 Superoxide dismutase  16استخلاص انزيم  8-2

 Superoxide dismutase 17 طرق قياس فعالية انزيم  9-2

 18  طرق تنقية انزيم السوبراوكسايد دسميوتيز 10-2

 SOD  20توصيف انزيم  11-2

 SOD 20الوزن الجزيئي لانزيم  1-11-2

الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية وثباتية انزيم السوبراوكسايد  2-11-2

 دسميوتيز

21 

 22 وثباتية انزيم السوبراوكسايد دسميوتيزدرجة الحرارة المثلى لفعالية  3-11-2

 23 ثأثير المواد المثبطة في فعالية انزيم السوبراوكسايد دسميوتيز 4-11-2

 SOD  24حركيات انزيم  12-2

 Superoxide dismutase 25الاستخدامات التطبيقية لأنزيم   13-2

 الفصـــــــــــل الثالـــث

 26-51 العمـــــــــــــــــــلالمــــــــواد وطرائق  3



 
  

 26 الاجهزة و المواد  1-3

 26 الاجهزة المستعملة في الدراسة  1-1-3

 27 المواد  2-1-3

 27 المواد الكيميائية 1-2-1-3

 Plants samples 28العينات النباتية  3-1-3

 28 طرائق العمل  2-3

 28 المواد والمحاليل 1-2-3

 28 المحاليلتحضير  1-1-2-3

 SOD 28طريقة تحضير المستخلص الانزيمي الخام لانزيم  2-1-2-3

 SOD  29تقدير فعالية انزيم  2-2-3

 29 مبدأ العمل  1-2-2-3

 29 المواد والمحاليل المستعملة  2-2-2-3

 30 طريقة العمل  3-2-2-3

 31 تقدير تركيز البروتين  3-2-3

 31 المحاليل المستخدمة 1-3-2-2

 32 طريقة العمل  2-3-2-3

 32 المنحنى القياسي لألبومين المصل البقري 1-2-3-2-3
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 المقـــــــــــدمة :

الى انزيما  الاكسدة والاختزال وبرقم Superoxide dismutase  (SOD)انزيم ينتمي 

 تحول جذور يحفز ( اذ(Metaloenzymesوهو من الانزيما  المعدنية  (EC 1.15.1.1)تسلســــــلي 

تلعب انزيما   . (Que et al.,2010 ) السوبراوكسايد الى الاوكسجين الجزيئي وبيروكسيد الهيدروجين 

SOD  دورا مهما في حماية الخلايا من الضرر التأكسدي لجذور السوبراوكسايد  ، حيث تنتج هذه الجذور



 
  

في جمي  الخلايا المستهلكة للاوكسجين خلال عملياتها الايضية ، وتتميز بتأثيرها الضار للخلايا وقدرتها 

 ,.Fattman et alومن ثم زيادة تلف الخلايا ROSعلى تحفيز سلسلة من التفاعلا  المولدة لانواع 

ى الانسان ، حيث يتواجد في كل الكائنا  الحية ابتداءا من البكتريا ال SOD  ينتج انزيم ( .  (2000

 Niو Cu/Zn ،Fe ،Mn الى ايونا  المعادن الموجودة في الموق  الفعال هي بأربعة انواع استنادا  

(Perrey et al.,2010   تحتوي النباتا  على.)Cu/ZnSOD  ، الذي يوجد في السايتوبلازم

 Moranيق  في البلاستدا  الخضر ) Peroxisomes .FeSODالبلاستيدا  الخضر والاجسام الدقيقة 

et al.,2003,Miller, 2012 ،)  وMnSOD  اساسي لبقاء الحياة الهوائية  يق  في الميتوكوندريا، وهو

(Carlioz and Touati,1986; Miller, 2012).  NiSOD  اكتشف لأول مرة فيStreptomyces 

(Youn et al.,1996(  ولا يوجد في النبا ، )Wolfe-Simon et al.,2005. )   

Dalton   (1995) وGratao   قد وثقوا تركيب وكتلة كل نوع  (2006)وجماعته، Cu/Zn 

SOD كـ وجدDimer  ( كيلو دالتون ،  00 – 01م  كتلة جزيئية ) Mn SOD وجد كـ  Tetramer  

 FeSODو MnSODان تركيب كما بينت نتائج الاشعة السينية  .كيلو دالتون 01م  كتلة جزيئية 

هو صفة  β- barrel، اذ وجد ان تركيب Cu/ZnSODمتطابق بلوريا  ويختلف بدرجة كبيرة عن تركيب 

 α- helixالتي تكون غنية بالـ  FeSODو MnSODالتي تكون مفقودة في  CuZnSODدائمية 

(Fridovich, 1974b).  سيانيد البوتاسيوم  ستخدام مثبطا  خاصة مثلبا كما يتم الكشف عن كل نوع 

KCN   2وبيروكسيد الهيدروجينO2H تتفاعل بشكل مختلف م  كل نوع حيث،Cu/ZnSOD   حساس

 2O2H (  .,et alDel Rio حساس الى  FeSODمقاوم لكلا النوعين ، اما  MnSODلكلا النوعين ،

1985; Bowler et al .,1992; Murao et al ., 2004  . ) 

له العديد من التطبيقا  في مجال الطب  SOD ن انزيم أف لتاثيراته المضادة للاكسدة نظرا  

 ( .  (Liu et al ., 2011الزراعة والصناعا  الكيميائية   والاغذية والتجميل و

كمكملا  لمن  اوعكس الاثار السلبية لامراض  SOD لانزيم  وجد  مؤخرا  تطبيقا  عديدة

التهاب وامراض المناعة الذاتية  والاضطرابا  العصبية  والعقم  والشيخوخة  والقلب والاوعية الدموية 

 كذلك في الصناعا  الدوائية ومستحضرا  التجميل  والسرطان ،والربو ،  و مرض السكريوالمفاصل 

Bafana et al ., 2011)  كذلك وجد ان التنظيم المتخص  للانزيما  المضادة للاكسدة ممكن ان . )

. ولأهمية  (Marikovsky et al.,2003) ومعالجتها جديدة لمن  امراض الجهاز المناعي يجهز طريقة



 
  

الانزيم في المجالا  المذكورة اعلاه ولايجاد مصدر جديد واقتصادي فقد تم تحديد هدف الدراسة 

 كالاتـــــــــــــــي : 

وتحديد الظروف المثلى T. aphylla    الطرفةمن اوراق نبا   SOD استخلاص انزيم  .0

 .للاستخلاص 

 تنقية الانزيم باستخدام طرائق الكروموتوكرافيا المتوفرة مثل التبادل الايوني والترشيح الهلامي.  .6

توصيف الانزيم من حيث تحديد الوزن الجزيئي ، الرقم الهيدروجيني الامثل ، درجة الحرارة  .0

 المثلى 

 .  SOD فعالية انزيم دراسة تاثير بعض المركبا  الكيميائية في  .4

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Literature  review: استعراض المراجع2

  Tamarix aphylla L.( Athel Tamarisk) ة: الطرف 1-2

وشمال افريقيا  وسط اسيا وتوجد في  Tamarix جنس المعروفة من  الأنواع  اكثر من دتع

 و ،الصحارى المالحة و ،ضفاف الانهار و ،القنوا  و ،الكثبان الرملية اطنهامو . وجنوب شرق اوربا



 
  

. هي من النباتا  الملحية التي تنمو في ( Orwa et al ., 2009  (المستنقعا  المالحة والسهول الساحلية

تأخذ الاملاح الذائبة في التربة وبتراكيز عالية الى داخل الانسجة و ، الترب الغنية بكلوريد الصوديوم

الى قتل النبا   ولهذا فأن النبا  من اجل حماية نفسه من هذه الظروف فقد تكيفت  هذه الاملاح تؤدي

وهذه ضرورية لكي  ،ام من الغدد الملحية والتي تفرز الملح الزائد خارج الانسجةظنتاج نلاالاوراق 

ومن    نتاج الغدد النشطة القادرة على القضاء بشكل كامل على الاملاح طوال حياة النباايستمر النبا  ب

 فراز الاملاحاالغدد التي يكتمل افرازها تهرم وتمو  ويتم استبدالها بغدد جديدة والتي تستمر بفأن  ثم

Bosabalidis ,1992)  ). 

  : التصنيف العلمي: 1-1-2

Kingdom   :  Plantae                                                     

          Subkingdom : Tracheobionta                                   

Superdivision : Spermatophyta                        

Division   :   Magnoliophyta                     

Class    :     Magnoliopsida                     

Subclass :   Dilleniidae                      

Order   :    Violales                        

Family  :     Tamaricaceae         

                                                    Genus  :     Tamarix L.            

  Species  :    Tamarix aphylla  

  : الوصف النباتي 2-1-2 



 
  

صغيرة تفضل البيئة الصحراوية او التربة المالحة . اوراقها صغيرة جدا اشجار او شجيرا  

تحتوي على العديد من الغدد الملحية. يتكون  متبادلة بسيطة تشبه الحراشف مكبوسة على الاغصان ،

(.  الازهار صغيرة جدا تامة شعاعية  Waisel, 1960الساق من اغصان خضر سميكة الجدران )

وهي سائبة والاخيرة تبقى م  الثمرة . تق  الاسدية   (4 - 5)ء ، السبلا  والبتلا  التناظر سفلية الاجزا

والبتلا  على قرص غدي لحمي . الاسدية بقدر عدد البتلا  او ضعفها وقد تكون غير محدودة . طليقة 

، يتكون المدقة واحدة . المبيض مرتف  . احادي الغرف  .او ملتحمة قاعديا . تنفتح المتوك بشقوق طولية 

كرابل . المشيمة جدارية ) تختزل في جنس الطرفة الى جدارية قاعدية ( البويضا  تتكون  3 – 4من 

طليقة او ملتحمة قاعديا ، او معدومة  (3 – 4)كثيرة في المشيمة الواحدة . الاقلام  بعدد الكرابل  – 2من 

فتكون بشكل علبة والبذور  الثمرة احيانا والمياسم جالسة . النورة عنقودية شبيهة بالسنبلة او انفرادية . اما

    (. 2000كثيفة الشعيرا  او ان لها خصلة في القمة )الكاتب ، 

 

   .Tamarix aphylla L نبات الطرفة   :(  0 - 2الشكل )

  T. aphylla  للطرفة والاهمية الطبية واد الفعالةملا: 3-1-2



 
  

يظهر وجود  T. aphylla  البحث الاولي للمواد الكيميائية في المستخل  المائي لنبا  الطرفة

( . كذلك احتوى على  Auribie,2011  (القلويدا ، والصابونين، والتانينا  والمركبا  الفينولية

Aphyllin (Nawaar et al.,2009)  وRiboflavin  ،Carboxylic acid(Barkat and 

Nada,1996   والفلافونا  والكلايكوسيدا )(El-Ansari et al.,1976)  .في اجزاءه المختلفة 

في علاج العديد من الامراض ومنها  كبديلT. aphylla   اذ استخدم مستخل  اوراق الطرفة  

ففي احدى الدراسا  استخدم مستخل  اوراق  ) (Leishmaniasis  Iqbal et  al.,2013داء اللشمانيا

 الطرفة ضد بعض انواع البكتريا اذ بينت الدراسة ان القلويدا  كانت اكثر تثبيطا لبكتريا 

Staphylococcus aureus ثمPseudomonas aeruginosa  في حين الفلافونا  كانت اكثر تثبيطا

لكن التأثير التثبيطي للقلويدا  والفلافونا   Staphylococcus aureusثم  Salmonella typhiللـ 

(. كما تم استخدام الاوراق كعامل مضاد للالتهابا  Adnan et al.,2015) E.Coliكان اقل تأثيرا على 

( . فالفعالية المضادة للجراثيم في النباتا  Abdallah and El-Ghazali, 2013وفي شفاء الجروح )

الايض الثانوية مثل القلويدا  ،والدباغيا  والمركبا  الفينولية الموجودة الطبية تعود الى وجود مركبا  

 ( .    Achakzai et al.,2009في اوراق الطرفة ) 

،  Glycosylate isoferulic acidعلى  T. aphylla احتوى مستخل  ازهار نبا  الطرفة 

Tamarixetin 3,3-disodium sulphate  وDehydrodigallic acid (Nawwar et al.,2009 )

. وقد استخدم نبا  الطرفة ايضا  كعامل مضاد للحساسية و الالتهابا  الفطرية و الاكزيما والحرارة 

(Iqbal et al.,2012. ) 

 ( (ROS: انواع الاوكسجين المتفاعل  2-2

Reactive oxygen species (ROS) 

هي مواد كيميائية نشطة التفاعل )اي جزيئا  او ذرة جزيء لها زوج من الالكترونا  غير 

( حيث تهاجم الجزيئا  الاخرى لسلب الالكترونا  لتصبح الكتروناتها Unpaired electronالمتزاوجة 

 ROS( تتكون Sgherri et al.,2007متزاوجة ومن ثم تغير من التركيب الكيميائي للمواد الاخرى )

وتتضمن جزيئا  نشطة تنشأ من الاوكسجين   Aerobic metabolismبواسطة عمليا  الايض الهوائي 

،  ˉ2O، وانيونا  السوبراوكسايد  OHˉ ، و جذور الهيدروكسيل 2O1تشمل الاوكسجين الفردي 

( . يتم انتاج هذه   2007et al.,1992; Navrot al etBowler,.) 2O2H  وبيروكسيد الهيدروجين



 
  

اثناء نشاط  ROSتتكون    .في الكائنا  الهوائية O)2(الانواع المتفاعلة الوسيطة خلال عملية اختزال 

الخلية في عضياتها مثل البلاستيدا  الخضر ، والميتوكوندريا ، والغشاء البلازمي ،و الاجسام الدقيقة 

Peroxisomes، ،و  والشبكة الاندوبلازميةApoplast ( وكذلك جدار الخليةHalliwell,2006 .) 

  ROS: كيمياء  1-2-2

Chemistry of ROS 

2نتيجة اختزال الاوكسجين الجزيئي الى جذور السوبراوكسايد  ROSتنتج  
.O   او جذور اوكسيد

 ;2O2H (Henzler and Stuedle,2000، ثم تكوين بيروكسيد الهيدروجين  HO.الهيدروجين 

Bienert et al.,2006  تستطي  جذور السوبراوكسايد تعطيل العمليا  الايضية الانزيمية المهمة .)

 ) -Breusegem et al.,2001 Vanاو تغيير الفعالية التحفيزية لها ) Fe-Sوالتي تحتوي على مجموعة 

Halliwell, 2006; جذور ..HO   توجد في البيئا  الحامضية وتستطي  عبور الاغشية الحيوية واكسدة

.الدهون عن طريق استخلاص البروتونا  من الاحماض الدهنية المتعددة غير المشبعة ،  جذور 
2O 

تستطي  تعطيل الانزيما  عن طريق  2O2H،جذور  SODبواسطة انزيم  2O2Hتتحول بسرعة الى 

.. فالخصائ  الضارة للـ  (Halliwell,2006) الخاصة بها Thiolاكسدة مجموعة 
2O  2وO2H  تكون

Haber-شديدة التفاعل من خلال تفاعل  HO.اكثر وضوحا عندما تتفاعل بوجود ايونا  المعادن لتكون 

Weiss (Kehrer,2000)  بسبب ان ..HO  شديدة التفاعل الا ان الخلايا لا تمتلك اليا  دفاع انزيمية

.على الاليا  التي تمن  تكوينها ، هذه الاليا  تتضمن ازالة  والاعتماد ROSلأزالة 
2O  2وO2H  وعزل

و  Ferritinsم  البروتينا  المرتبطة بالمعادن مثل  Haber-Weissايونا  المعادن التي تحفز تفاعل 

Metallothionine (Hintze and Theil,2006; Mittler et al.,2004  . ) 

 2O2Hهي تحويلها الى جذور اخرى ، بالاضافة الى تفاعلها م   ROSالميزة المهمة في كيمياء  

.. كما تستطي   HO.وتكوين 
2O  التفاعل م  جذر اوكسيد النتريك).(NO  وتكوينPeroxynitrite 

)-(ONOO  ،)-(ONOO  تتحول بسرعة الىPeroxynitrous (ONOOH)  والذي يكون عاملا

يئا  الحيوية ويؤدي الى تكوين العديد من الجذور الضارة مؤكسدا قويا ، وقادرا على تدمير كل الجز

(Halliwell,2006)  . 

  ROS: مواقع ومصادر  2-2-2



 
  

Sites and Sources of ROS  

هي نواتج طبيعية لعمليا   ROSتزيد من تعقيدها ،  ROSو المواق  المتعددة لانتاج  المصادر 

ويتم انتاجها في كل المكونا  الخلوية خلال العديد من العمليا  المختلفة .  Metabolismالتمثيل الغذائي 

 Datاذ تحافظ على مستوياتها في الخلايا السليمة ولكن تزداد نتيجة التعرض لظروف الاجهاد المختلفة )

et al.,2000 . ) 

.نتج . اذ ت (Asada,2006)في النبا   ROSالبلاستيدا  الخضر هي مواق  رئيسة لانتاج  
2O 

  Ferridoxinاو من خلال اختزال  Iفي النظام  S-Feاساسا عن طريق تسرب الالكترونا  من مراكز 

SOD (.,2000et alDat   )بواسطة  2O2Hوبعدها يتحول مباشرة الى  2O (Mehler reaction)الى 

 .Peroxisomes  وGlycosomes  هي مواق  رئيسة اخرى لانتاجROS  اذ تنتج ،ROS  خلال عملية

 ( . Del Rio et al.,2006واكسدة الحوامض الدهنية  ) Photorespirationالتنفس الضوئي 

 NADH Dehydrogenaseفي الميتوكوندريا هي  ROSمن المصادر الرئيسة الاخرى لانتاج 

مرة من انتاجها من  20في الميتوكوندريا اقل بـ  ROS. فمقدار انتاج Ubiquinone، و جذور 

 .  (Foyer and Noctor,2003)البلاستيدا  الخضر 

. هنالك  ROSهي ايضا مواق  رئيسة لانتاج  Plasmalema NAD(P)Hالروابط البلازمودية  

 Burineخلال عملية هدم  Xanthine oxidaseايضا مواق  اخرى لانتاجها ، اذ تنتج بواسطة 

والعديد من العمليا  الاخرى بما في  Deoxyribonucleotide خلال عملية بناء Ribonucleotideاو

 . (Dat et al.,2000)ذلك الاجهادا  الحيوية وغير الحيوية 

 



 
  

الشكل  

 (Dat et al., 2000)في النبات  ROS: مواقع انتاج  (2-2)

  ROS: ميكانيكيات الدفاع النباتية ضد سمية  3-2-2

داخل الخلية تبقى في ادنى مستوى لها بواسطة ميكانيكيا  حماية متعددة . م   (ROS) مستويا   

خلال فترا  معينة من التطور وكذلك استجابة لأنواع معينة من الاجهاد .  ROSذلك يحدث زيادة في  

الخلايا النباتية تمتلك اليا  دفاع انزيمية وغير انزيمية والتي تستطي  التغلب على سمية الاوكسجين 

.(. فنظام الحماية من Ames et al. ,1993; Larson,1988وتأخير التأثيرا  الضارة للجذور الحرة )

هي ميكانيكيا   Ascorbt peroxidase (APX)و  SOD ،Catalase (CAT)الانزيما  يشمل 

 ROS (Asada et al.,1987; Bowler et al., 1992; Wellekens et al.,1997رئيسية في ازالة 

 Catalaseاو فعالية  APXو  SOD. فالتوازن بين  ROSالانزيما  قادرة على ازالة ، تحييد ( . هذه 

من دون هذه الدفاعا  لا تتمكن  ROS (Bowler et al.,1992 )في الخلايا لها دور رئيسي في ازالة 



 
  

رئيس كخط دفاع  SODالنباتا  من تحويل الطاقة الضوئية الى طاقة كيميائية بشكل كفوء  .حيث يعمل 

لتحفيز تحول جذور السوبراوكسايد الى الاوكسجين الجزيئي وبيروكسيد الهيدروجين ، ثم يقوم انزيمي 

CAT  وAPX  . بازالة بيروكسيد الهيدروجينSOD  وCATs   هما الاكثر اهمية في الخلايا كأنزيما

( و بيروكسيد الهيدروجين الى ماء واوكسجين ، وبالتالي  2Oˉ(مضادة للاكسدة ، فعاليتها المشتركة تحول 

 ROSتجنب الضرر الخلوي. فالميتوكوندريا والبلاستيدا  الخضر تحتوي على ميكانيكيا  ازالة 

(Mittler,2002)  فالمواد المضادة للاكسدة الاخرى مثل .Ascorbic acid  وGlutathione  توجد

والمكونا  الخلوية الاخرى ، ولها دور رئيسي كميكانيكيا  دفاع  بتراكيز عالية في البلاستيدا  الخضر

 ( . Noctor and Foyer,1998نباتية ضد الاجهاد التأكسدي )

  Superoxide dismutase (SOD)  دسميوتيز  : انزيم السوبراوكسايد 3-2

، وهو انزيم  Oxidoreductase الى مجموعة انزيما  الاكسدة والاختزال  SODينتمي انزيم 

(. يوجد في كل الخلايا حقيقية النواة وبدائية النواة ، و في  (EC1.15.1.1معدني ذي رقم تسلسلـــــــــي 

 (.  McCord et al.,1971 كل المكونا  الخلوية ويكون فعالا ايضا في الاجزاء الخارج خلوية )

اذ يحفز على  Antioxidant enzymesاحد اهم الانزيما  المضادة للتأكسد  SODيعتبر انزيم 

تحويل جذور السوبراوكسايد السالبة الى بيروكسيد الهيدروجين والماء ، وتنتج جذور السوبراوكسايد في 

جمي  الخلايا المستهلكة للاوكسجين خلال عملياتها الايضية ، وتتميز هذه الجذور بتأثيرها الضار للخلايا 

ومن ثم زيادة تلف  ROSاعلا  المولدة لأنواع الاوكسجين المتفاعل وبقدرتها على تحفيز سلسلة من التف

تكمن في حماية الخلايا من الاضرار الناجمة عن جذور  SODالخلايا ؛ لذا فأن الوظيفة الرئيسة لأنزيم 

 .   ) AL-Omare et al.,2004; Fattman et al., 2000  (السوبراوكسايد

عزل من دم الثور واطلق  اذ (1939)عام  Keilinو  Mannعزل الانزيم لأول مرة بواسطة 

وعزل ايضا  من قبل كريا  الدم الحمر للانسان واطلق عليه  .Hemocuprein عليه

Erythrocuprein وجاء  هذه التسمية نتيجة لمحتواه من النحاس والمصدر النسيجي الذي عزل منه .

Cu  (Carrico and Deutsch, 1970 .)فضلا عن  Znحيث اكتشف احتواء هذا البروتين على ايون 

عزل خلال العديد من العمليا  الفسيولوجية.  O)2ˉ(فالوظيفة الرئيسية له هي ازالة جذور السوبراوكسايد 

 0002وفي عام (. Escherichia coli ) Keele et al. ,1970 ا لأول مرة من بكتري MnSOD الـ 



 
  

 ,.Streptomyces coelicolor    (Kim et al في حيث وجد NiSOD اكتشف نوع جديد هو

1996.)  

في تفاعل غير متكافئ  (Oˉ2) تكمن في تفاعله م  انيون السوبراوكسايد SOD  اهمية انزيم  

جزيئة واحدة متأكسدة في حين تختزل الجزيئة الأخرى المتماثلة ( ، ليكون بيروكسيد (ليعطي  

في النبا  هذا التفاعل اساسي وان كان يحدث بمعدل واطئ ، الاوكسجين الجزيئي،  و 2O2H الهيدروجين

 ولكن ينجز بمستويا  اسرع وبالتالي خط دفاع مهم خلال الوقت ضد الاجهاد عندما تزداد مستويا  

ROS بشكل كبيرDalton, 1995; Prasad , 2004; Corpas et al ., 2006;) Gratao et al ., 

2006).  

  SOD انزيم انتاج مصادر:  4-2

 Ravindranath andهذا الانزيم في كل الاحياء الهوائية ابتداءا  من البكتريا الى الانسان   ) انتج

Fridovich,1975 )تم الحصول عليه من انسجة النباتا   ) اذBeauchamp and 

Fridovich,1973  والحيوانا ،)(Weisiger and Fridovich, 1973)  ، وكذلك في الكائنا  الحية

 .( Beaman et al., 1983)والبكترياالفطريا  ك الاخرى

اعتمادا على Isozyme ففي النبا  يتواجد الانزيم بثلاثة انواع تسمى المتناظرا  الانزيمية 

هنالك تشابه كبير  (2-3)الشكل Cu/ZnSOD ,FeSOD, MnSOD المعدن المستخدم كعامل مساعد 

يونا  السوبراوكسايد ( ، لكن توجد في اماكن مختلفة داخل في وظائف هذه الانواع هي )ازالة السموم لأن

يوجد في العصارة . Van Camp et al.,1994; Morgan et al.,2008) ) Cu/ZnSODالخلية 

يوجد في البلاستيدا  الخضر ، بألرغم من  FeSODيوجد في الميتوكوندريا ، Mn SOD الخلوية . 

( Gratao et al.,2006 (ايضا م  البلاستيدا  الخضرقد لوحظ MnSOD الاختلافا  الواضحة الا ان 

 Wolfe-Simonوانعدامه في النبا  ) (Streptomyces Youn et al.,1996وجد في  NiSOD. اما 

et al.,2005  . ) 

شملت  تهاالدراسا  الى وجود ثلاثة متناظرا  انزيمية في انسج اما في اللبائن فقد بينت

Cu/ZnSOD  الموجودة بصورة اولية في السايتوبلازم ونواة الخلية، والـMnSOD  ،في المايتوكوندريا

(Fattman et al., 2000.) انواعا  متعددة من فانها تمتلك البكتريا  اماSOD وجد ان  اذE. coli  تمتلك



 
  

موقعها في  Mnو  Feالتي تختلف في الموق  والتعبير الجيني، اذ وجد ان الـ SODثلاثة انواع من الـ 

 Preplasme (Barriere et al., 2001)موقعها في  Cu/ZnSODالسايتوبلازم، بينما الـ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 في النبات SOD: المواقع المختلفة لأنزيم  (2-3)الشكل 

 : انواع انزيم السوبراوكسايد دسميوتيز  5-2

  FeSOD حديد سوبراوكسايد دسميوتيز  :  1-5-2

. ( SOD Bannister et al .,) 1991لأنزيم الاقدم ربما تشكل المجموعة FeSOD مجموعة  

  Fe (II)انخفاض في  ببة في البيئة سفي البيئة وتأكسد  المكونا  المعدني 2Oكلما ارتفعت مستويا  ف

 Mn (III) (. Alscher et al.,2002 ) المتوفر في البيئة مما يؤدي الى استخدام معادن اكثر وفرة 

FeSOD بلاستيدا  الخضر للخلايا حقيقية النواةفي الخلايا بدائية النواة وال يتواجد Poyart et 
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al.,2001a))  عزل .FeSOD من لا  او  E.coli (Fridovich,1974b)  في بعض ولوحظ وجوده

اذ يثبط هذا الانزيم .  (Saline and Bridage ,1980) دلواوراق الخر زنابق الماءك الانواع النباتية

  الاولى  FeSOD. هنالك مجموعتين متميزتين من KCNمقاوم الى تثبيط لكنه و 2O2Hبواسطة 

Homodimer دالتون كيلو 20م  وزن جزيئي  تتكون من وحدتين بروتينية متطابقة Yost and 

Fridovich,1973)) المجموعة الثانية موجودة في معظم النباتا  هي .Tetramer   تتكون من ارب

 (Barro et al.,1990) دالتون و( كيل 01- 01وحدا  ثانوية متطابقة م  وزن جزيئي )

  MnSODمنغيز سوبراوكسايد دسميوتيز  :  2-5-2

المتزوفرة ممزا يسزبب  Feفزي البيئزة ، كلمزا قلزت كميزة  O2 وكما تم الذكر ، كلما ارتفعت مسزتويا   

بصورة متجانسة في السزايتوبلازم للخلايزا البدائيزة  Mn. يتوزع Mn(II)التحول الى المعادن الاكثر وفرة 

(Stanman,1994) ( وفززي المتوكونززدريا للخلايززا حقيقيززة النززواةWeisiger and Fridovich,1973 )

( والززذرة  Beauchamp and) Fridovich,1973.كمززا يوجززد فززي النباتززا  المتمثلززة بحبززوب الحنطززة 

.كمزا سزجلت  E.coli (Kelle et al.,1970) وعززل لأول مزرة مزن  (Fridovich ,1974b)والبزاليزا  

 Saccharomyces Cerviesiae (Ravindranathيد مزن الدراسزا  عزلزه مزن الخميزرة كمزا فزي العد

and Fridovich,1975  وعزززل ايضززا مززن )Staphylococcus sanguris (Janulezyk et 

al.,2003 ) MnSOD يكزون امزاHomodimer  او Homotetradimeric ( 41ذو وزن الجزيئزي – 

 MnSOD( وانززيم  041 – 001( كيلو دالتون ولكن الوزن الجزيئي في انزواع عديزدة مزن البكتريزا )42

الموجزود فزي النبزا  يمتلزك تقريبزا  2O2H .,2002)et al(Alscher   .MnSODو   KCNمقزاوم الزى 

نزيمزا  من التسلسل المشزابه لبعضزها الاخزر وهزذه الانزيمزا  لهزا ايضزا اوجزه عاليزة التشزابه مز  ا % 25

     ( . Bowler) et al.,1992البكتريا 

متطابق بلوريا  ويختلف  FeSOD و MnSODلوحظ من دراسا  الاشعة السينية ان تركيب   

منطقتين  FeSODو، MnSODتمتلك الوحدا  المكونة للـ ، اذCu/ZnSODبدرجة كبيرة عن تركيب 

التي تحتوي على اثنين من التراكيب الحلزونية المنفصلة من نوع  N-terminalمنطقة النهاية الامينية  

α ومنطقة النهاية الكاربوكسيلية التي تحتوي على تركيب ،α/ β   اذ يتكون من ثلاث شرائط من نوعβ 

 Threeمنتظمة بشكل تركيب ثلاثي الابعاد  αمحاطة من كلا الجانبين بأربعة حلزونا  من نوع 

dimentional) structure) (Miller, 2001 ويتكون الموق  الفعال من ثلاثة احماض امينية من .)

، وقد ترتبط Trigonal- bipyramidal)الهستدين وحامض الاسبارتيت مكونة شكل هرمي مزدوج )



 
  

، 74Hisفي منطقة النهاية الكاربوكسيلية، اما  163His ،159Aspجزيئة ماء بالموق  الفعال. ولوحظ ان 

26His في منطقة ا (  2001 ,.لنهاية الامينيةet al., 1989; Stroupe et alBeyer .) 

  

Mn

OH
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OH
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 MnSOD (Stroupe etيوضح التركيب الهرمي المزدوج المثلثي للموقع الفعال  :(4 -2) الشكل

al., 2001) . 

 

  Cu/ZuSOD زنك سوبراوكسايد دسميوتيز /نحاس  :  3-5-2

 في الغالب في كل مكونا  الخلية ، فهو موجود بصورة رئيسية في (Cu/Zn SOD)يوجد انزيم 

 Kliebenstein et al.,1998; Kimو البلاستيدا  الخضر ) ، (Kim et al.,2008)العصارة الخلوية 

et al.,2008( والنواة ، )Ogawa et al.,1996; Kim et al.,2008 ( ،  والاجسام الدقيقة

Peroxisomes (Bueno et al.,1995)  وApoplasts (Karpinska et al.,2004; Karlsson et 

al.,2005; Kasai et al.,2006; Kim et al.,2008 اكثر من الانواع الموجودة في  و منه( . و

 . ( Fe,Mn SOD Fink and) Scandalios,2002 تتابعا مشابها للـ يمتلكولا النبا  ، 

  Disulfide bond لوجود الاواصر الكبريتية الثنائية تبعا  زيم بالثباتية العالية ويتميز هذا الان

المكونة للانزيم وتراص السطوح الكارهة للماء التي تفصل  Intrasubunitداخل الوحدا  الفرعية 

 β-barrel (Fridovich,1974b; Battistoniفضلا  عن وجود تركيب    Subunitالوحدا  الفرعية 

et al.,1998. ) 



 
  

 مستقرة جدا تتحمل التعرض للمذيبا  العضوية وتبقى فعالة في  زيما عادة ما تكون هذه الان 

( .  لوحظ وجود هذا النوع في  (Forman and Fridovich,1973يوريا  مولاري  8 تركيز 

كذلك وجد .  Saccharomyces Cerviesiae   (Ravindranath and Fridovich,1975)الخميرة

 يوجد في النبا  في جمي  انحاء الخلية وله نوعان مختلفان الاولفي النبا  وبنوعين هما السايتوبلازمي  

والخارج الخلوي  Chloroplast هووالثاني  Homodimer هو السايتوبلازمي والبريبلازمي ويكون

وكتلته الجزيئية  ذائب يكون Cu/ZnSOD. انزيم Homotetrameric ( Bardo et al.,1994 ) هو 

  . Zn و Cu وحدتين ثانويتين متماثلتين كل وحدة  ثانوية تتكون من  دالتون ويتكون من  كيلو  06
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معظم الكائنا  الحية ، الاحياء المجهرية ، النباتا  والحيوانا  تمتلك على الاقل نوع واحد من  

في السابق كان يعتقد من البروتينا  المعدنية م   SOD Scott and Euton, 1987)     .)SOD انزيم 

 McCord) and (Erthrocurpin)معروف بـ  Cu/ZnSODووظيفة غير معروفة مثل 

Fridovich,1988 مؤخرا  اثبت ان انزيم  ( .لكنSOD  يحفز تحول انيونا  السوبراوكسايد الى

و  Catalase الاوكسجين الجزيئي وبيروكسيد الهيدروجين ، الاخير بدوره يتحول الى الماء بواسطة 

Peroxidase (Que et al.,2010. ) 

الاضزرار الناتجزة مزن الاكسززدة تزأتي اهميزة هزذا الانززيم مززن دوره المهزم فزي حمايزة الخلايزا مززن اذ 

2ودوره في تنظيم تركيز الـ
-.O  في الخلايا والذي بدوره يعد مؤكسدا  قويا  وناتجزا  غيزر مرغزوب فيزه نتيجزة

يلعب دورا مهما في حماية انسزجة النبزا  خزلال  SOD انزيم (.Christianson, 1997) للايض الخلوي

تحمزي  SODsى قبزل وبعزد حصزاد الفواكزه . انزيمزا  مراحل مختلفة من النمو ، التطزور ، الشزيخوخة حتز

الخلزوي   2O2Hالخلايا والانسزجة مزن التزأثير الضزار لأنيزون السوبراوكسزايد  بأزالتزه قبزل ان يتفاعزل مز  

 Fenton (Kumagaiشديدة التفاعل والتي تتكون عن طريق تفاعل   OH)∙(ليكون جذور الهيدروكسيل 

et al.,1994; Fridovich,1978  قزد يرجز  تلزف الخلايزا الزى انززيم . )SOD  نفسزه لزذلك فزأن الوظيفزة

هي ازالة جذور السوبراوكسايد التي تتولد خلال العديد من العمليا  الفسيولوجية ،  SODالرئيسية لأنزيم 

 Alscher)وبالتالي يمن  تأكسد الجزيئا  البيولوجية اما بواسطة الجذور نفسها او عن طريق مشزتقاتها ، 

او المحتززوى الززواطئ مززن   β-barrel يعززرف بأنززه انزززيم مسززتقر بسززبب تركيززب   SOD. انزززيم  (2002,

  α-helix ( Ursby et al.,1999 . )تركيب 
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2تفاعل جزئي ثنائي يتطلب وجود  جزيئتين منعن طريق  SOD عمل انزيم ي 
-•O   تشمل

2   تفاعلين نصفيين الاول هو تفاعل اكسدة والذي يتم من خلال اكسدة
-•O  الى الاوكسجين الثنائي والاخر

2 الـهو تفاعل اختزال يتحول فيه 
-•O 2   الىO2H. 

 

 O•-
2   + Mn (III) SOD                 O2 + Mn (II) SOD ……..تفاعل اكسدة 

O•-
2    + 2H+ + Mn (II) SOD              H2O2 + Mn (III) SOD ...تفاعل اختزال 

 

 Bull etيختلف هذان التفاعلان في حالة الاكسدة عنه في الاختزال للانيون المعدني ) 

al.,1991; Luwig et al.,1991   . ) 

 

   

 

      

 

 

 

                                       
 

  

 

   Superoxide dismutase (Ludwig et al.,1991  .) الية عمل انزيم :  (2-5)الشكل 

  Superoxide dismutaseاستخلاص انزيم :  8-2

 

     Mn+2  SOD  

 

     O2 

 

    O•-
2      

 

H2O2 

    O•-
2      

Mn+2  SOD - O•-
2     

     Mn+3  SOD  

 

Mn+3  SOD - O•-
2 



 
  

هنالك بعض الاعتبارا  الاولية التي يجب الاعتماد عليها عند محاولة استخلاص الانزيما  من  

مصدر ما كأيجاد المصدر الملائم لأستخلاص الانزيم وبكميا  كبيرة وبطرائق بسيطة ومتوفرة م  تحديد 

لية فضلا عن ذلك قد موق  الانزيما  داخل الخلية فيما اذا كان حرا في المحلول او مرتبطا بأحد اجزاء الخ

 ( .  0000يستلزم اتباع برنامج علمي لأجل الاستخلاص وفصل المناظرا  الانزيمية ) دلالي ، 

  Nicotiana من مصادر عديدة ، اذ استخل  من اوراق التبغ  SODاستخل  انزيم 

tubacum   7 ملي مولار ورقم هيدروجيني 50بمحلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ بتركيز (Gupta et 

al.,1993 كما تم استخدام  اوراق نبا  الحنطة  . )Triticum aestivum L.   غم من اوراق  01بمزج

( .  Asthir et al.,2011) 2.5مليلتر من دارئ فوسفا  الصوديوم وبرقم هيدروجيني  011النبا  م  

ملي  51مليلتر من  0غم من اوراق النبا  م   0بمزج   Zea maizeكذلك من اوراق الذرة الهجين 

، ثم يليه النبذ المركزي PVPوالحاوي على  2مولار فوسفا  البوتاسيوم الدارئ وبرقم هيدروجيني 

( . استخدمت ايضا اوراق  Chorianapoulon et al.,2012دقيقة ) 05ولمدة  10.000xgبسرعة 

مليلتر من محلول فوسفا   8 غم من الاوراق في 1 بمزج  Syzygium cumini نبا  البامبوزيا

 ملي مولار  0.1والحاوي على  7.8ملي مولار وبرقم هيدروجيني  50البوتاسيوم الدارئ بتركيز 

EDTA-Na2   1و %  PVP  20.000 في جفنة خزفية مبردة . نبذ المزيج بمنبذة مبردة بسرعة rpm 

( . كذلك تم الحصول عليه من بذور نبا   Choudhary and Saroha, 2012 دقيقة )  20وبزمن 

، 2بأستخدام محلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ وبرقم هيدروحيني   Amaranthus spinosusالقطيفة 

 ) (Sharma et al.,2014 دقيقة  05ولمدة  10.000ويليه النبذ المركزي بسرعة 
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التقدير الكمي للفعالية الانزيمية يمكن ان يجري بصورة سريعة وتقليدية عندما تكون مادة التفاعل  

او الناتج له ميزة لونية او قادرة على امتصاص الضوء على طول موجي معين ومتابعته بجهاز المطياف 

 ( .  0000) دلالي ،  Spectrophotometer الضوئي 

بطرق غير مباشرة معتمدة على التنافس بين الانزيم و مركبا  تعد  SOD تم تقدير فعالية انزيم 

2 (Indicating scavinger)ادلة كنس 
-•O   يعمل ،SOD  على تثبيط ادلة الكنس اذ ان وحدة واحدة من

بطرائق متنوعة  SOD. قيست فعالية انزيم  (Firidovich,1974b) % 51الانزيم تسبب تثبيطا مقداره 

والذي يمكن الكشف عنه اما باختزاله  O∙ˉ2 بأعتباره مصدر لأنتاج  Xanthine oxidase معتمدة على 



 
  

( او الاكسدة  Peyer and Fridovich,1987نانوميتر) 551عند طول موجي  Cytochrome C الى

 او  (Marklund and Marklund,1974) نانوميتر 461عند طول موجي  Pyrogallol الذاتية لل 

Nitro Tetazolium (NBT)  الى Formazan  نانوميتر ) 521عند طول موجيBeaucham and 

Fridovich,1971  او  . ) Epinphrine  الى Adrenochrome  نانوميتر  401عند طول موجي

(Misra and Fridovich,1972) اوTetranitromethan  الىNitroform  051عند طول موجي 

(Forman and Fridovich,1973  كذلك يمكن ان تقاس الفعالية بطريقة تعتمد على استخدام مصدر . )

الحساسة للضوء اذ عند تعرضها للضوء تؤكسد  (Riboflvin)، مثل صبغة  O∙ˉ2كهربائي ضوئي لتوليد 

. تختزل هذه الصبغة  Methionineو  EDTA بعض المركبا  الواهبة للاكترون  مثل 

والذي بدوره يختزل  ˉ∙O مركب على اختزال جزيئة الاوكسجين الى ويعمل هذا ال   Semiquinoneالى

ازرق غير ذائب وعدم ذوبانية الفورمازان لها تأثير في تقدير فعالية الانزيم  Formazan الى  NBT  ال

 ;Triton X -100 Fridovich,1974aفي المحاليل الحرة ، وامكن التغلب على هذه المشكلة بأضافة 

Beyer and Fridovich,1987)  . ) 

-Water تعتمد على استخدام  SOD هنالك طريقة اخرى يتم من خلالها قياس فعالية انزيم 

soluble tetrazolium salt (WST-S)  بواسطة الانزيم  % 011اذ امكن الحصول على نسبة تثبيط

 .  (Uked,2000)وبدون التداخل م  المكونا  الاخرى 

 السوبراوكسايد دسميوتيز تنقية انزيم  طرق :10-2

Purification of Superoxide dismutase 

دراسة الخصائ  الفيزيائية والكيميائية للانزيم تتطلب تنقيته للتخل  من الشوائب والبروتينا   

( .  يكمن الهدف الرئيس من  0001غير المرغوب فيها المتواجدة في المستخل  الانزيمي )المظفر، 

الانزيم في المستخل  الخام عن بقية مكونا  الخلية والملوثا  المتواجدة  معه عملية التنقية عزل 

(Robert et al.,2000.) 

ولدراســـة صفا  الانزيم وخواصه الحركية توجد عدة تقنيا  لتنقية الانزيما  والبروتينا  

لجزيئة بصورة عامة معتمدة على معايير مختلفة كالاختلاف في كثافة الشحنة ، الحجم ، شكل ا

والتخص  في الارتباط بمجامي  معينة والتي تشتمل على الترسيب بالاملاح والمذيبا  العضوية 



 
  

،و الهجرة  Gel filtaration،و الترشيح الهلامي  Ion exchangeوكروموتوكرافيا التبادل الايوني 

 Dialysis،و الديلزة  Ultrafiltaration،و الترشيح الفائق  Electrophoresisالكهربائية 

 (;Affinity chromotografy Scopes,1987; Sueiter,1985وكروموتوكرافيا الالفة 

Stellwagen,1990 . )   من النادر الحصول على الانزيم بصورته النقية من تطبيق خطوة واحدة

(Whitaker,1972)   . 

الانزيم من  من  تنقية  Bridge (1980)و  Salinاذ تمكن SOD ورد  عدة طرائق لتنقية انزيم 

وكروموتوكرافيا التبادل الايوني  اوراق الخردل بعدد خطوا  تنقية شملت الترسيب بكبريتا  الامونيوم

بثلاث خطوا  متتالية ثم الترشيح  الفائق . كذلك نقي الانزيم  DEAE- Celluloseعلى عمود 

بعدد خطوا  تنقية شملت الترسيب بكبريتا   Pinus sylvestrisالمستخل  من الصنوبر البري 

ثم الترشيح الهلامي على عمود  DEAE-52الامونيوم وكروموتوكرافيا التبادل الايوني على عمود 

Sephadix G-100  Wingsle et al.,1991)  كذلك تمكن  )Karpinska  ايضا    (2001)وجماعته 

نقية شملت الترسيب بكبريتا   بعدد خطوا    Pinus sylvestrisمن تنقية الانزيم من الصنوبر البري 

ثم الترشيح الهلامي على   DEAE-Celulloseالامونيوم وكروموتوكرافيا التبادل الايوني على عمود 

بعدد  Radix lethospermiايضا  من بذور  Cu/ZnSODانزيم    . نقيPhenyl Sepharoseعمود 

ثم الترشيح  DEAE-52و التبادل الايوني على عمود  خطوا  تنقية شملت الترسيب بكبريتا  الامونيوم

 ,Haddad and Yuanمرة اخرى  DEAE-52ثم  Sephadex G-200الهلامي بأستخدام عمود 

اذ حدد  خطوا  تنقية متتابعة شملت Camellia   ( . وفي دراسة اخرى نقي الانزيم من نبا (2005

ومن ثم   DEAE-Cellulose(DE52)الترسيب بكبريتا  الامونيوم و التبادل الايوني بأستحدام عمود 

 Phenyl sepharose (Iae-HongوSephadex G-100كروموتوكرافيا الترشيح الهلامي بأستخدام  

et al.,2005  كذلك نقي انزيم .)Cu/ZnSOD  من الثومAllium sativum L.  بأستخدام عمود

DEAE-Sepharose  وترشيح هلامي بأستخدام عمودSephacryl S200-HR   و

Chromatofocusing   بأستخدامPBE94 (Hadji et al.,2007 . ) 

كما نقي الانزيم من بادرا  الحنطة بخطوا  تنقية شملت الترسيب بكبريتا  الامونيوم ، التبادل 

 SODII, SODIمي اذ وجد نوعين للانزيم في المستخل  الخام للنبا  الايوني والترشيح الهلا

al.,2008) (Lai etكذلك نقي الانزيم من نبا  الكركم  . Curcuma aeruginosa   بخطوا  تنقية



 
  

ثم الترشيح الهلامي بأستخدام  DEAE- celluloseشملت الترسيب بكبريتا  الامونيوم ثم تبادل ايوني 

 ( .  (Sephadex 75 Moon-Aiet al.,2012هلام 

 

 

 

 

 SOD : توصيف انزيم 11-2

 Superoxide dismutase Characterization of  

  SODلانزيم   : الوزن الجزيئي1-11-2

 SOD Molecular weight of 

تبعا للمصدر المستخل  منه ، واستخدمت عدة تقنيا   SODيختلف الوزن الجزيئي لانزيم  

، والترشيح SDSلتعيين الوزن الجزيئي منها : تقنية الترحيل الكهربائي  وبوجود المواد الماسخة 

 الهلامي، والنبذ المركزي فائق السرعة او عن طريق حساب المحتوى الانزيمي في الاحماض الامينية . 

 Citrullus في الرقي  Cu/ZnSODالجزيئي لانزيم  ففي احدى الدراسا  حسب الوزن

vulgaris  دالتون  02،511دالتون وله وحدتان ثانويتان اذ بلغ الوزن الجزيئي لها  00،111اذ بلغ

في  . SDS-PAGE (Bueno et al.,1995) بأستخدام الترحيل الكهربائي وبوجود المواد الماسخة 

 Nicotiana  tobacum 23 المنقى من اوراق التبغ Cu/ZnSODحين قدر الوزن الجزيئي لأنزيم 

.كذلك قدر الوزن الجزيئي لأنزيم SDS-PAGE ( Sheng et al.,2004)كيلو دالتون باستخدام 

Cu/ZnSOD   في نباRadix lethosporum   بأستخدام الترحيل الكهربائي وبوجود المواد الماسخة

في ثمار  SODلغ الوزن الجزيئي لأنزيم ( . كما ب Haddad and Yuan,2005دالتون ) 30.500

( . Kumar and Malhotra, 2008كيلو دالتون ) Zizyphus mauritiana Lamk  35,6 السدر 

كيلو دالتون  م  نقطة تعادل كهربائي  23في بادرا  الحنطة    MnSODبينما الوزن الجزيئي لانزيم



 
  

3.95 ((Lai et al.,2008  كذلك حدد الوزن الجزيئي لأنزيم .Cu/Zn SOD  المنقى من الثومAllium 

sativum L. 39  كيلو دالتون بأستخدامHPLC  على عمودG2000SW  في حين اظهرSDS-

PAGE  18وجود حزمة واحدة ذا  وزن جزيئي ( كيلو دالتونHadji et al.,2007 . )  اما الوزن

 . (Que et al.,2012)كيلو دالتون   25.3ب السكر المنقى من قص MnSODالجزيئي لانزيم  

 

  السوبراوكسايد دسميوتيز انزيم  لفعالية وثباتية:الرقم الهيدروجيني الامثل  2-11-2

Optimum pH for SOD Activity and Stability  

ان للرقم الهيدروجيني تأثير كبير في سرعة التفاعلا  الانزيمية وتأين مجموعا  الايون لموق  

الانزيم النشط وتأثير التأين في مكونا  وسط التفاعل الاخرى كالمادة الاساس والمرافق الانزيمي 

هيدروجيني الامثل باعتبارها مواد اساسية وعوامل مساهمة لذلك يكون تأثيرها كبير في حال وجود الرقم ال

لأن مقدار التفاعل الانزيمي يكون في اقصاه وان الارتفاع والانخفاض عن قيم الرقم الهيدروجيني الامثل 

سيقلل من نسبة التفاعل فينخفض نشاط الانزيم الناتج عن التغيير في تركيب الانزيم )دنترة ( )الداوودي ، 

0001  . ) 

  الانزيم ضروريا لتوفير البيئة الملائمة لخزن الانزيم ، يعتبر الرقم الهيدروجيني الامثل لثبا

ويعتمد الرقم الهيدروجيني لثبا  الانزيم على عوامل عديدة منها درجة الحرارة ، والقوة الايونية ، 

وطبيعة المحلول الدارئ، وتركيز المنشطا  والمثبطا ، ومواد الاساس و تركيز الانزيم 

(Whitaker,1972) . 

وجد  Citrus limonum R.cv. Vernaالمنقى من الليمون FeSOD حول انزيم  ففي دراسة  

( في دراسة اخرى Almansa et al.,1994) 7.8ان اعلى فعالية انزيمية سجلت عند رقم هيدروجيني 

  pHوجد ان الانزيم اكثر ثباتا عند قيم  Nicotiana tobacumالمنقى من اوراق التبغ  SODلانزيم 

 (. Sheng et al.,2004دقيقة ) 60م لمدة º 25وبدرجة حرارة  (6-5)

المنقى من بادرا  الحنطة كان اكثر استقرارا  عند الرقم الهيدروجيني بين  MnSOD بينما انزيم 

ولكن الانزيم يتحسس للارقام الهيدروجينية المتطرفة  0( والرقم الهيدروجيني الامثل كان 2 – 2)

( . كما ان اعلى فعالية انزيمية  (Liu- Shiun et al.,2008ينية الحامضية وخصوصا الارقام الهيدروج



 
  

 Moon-Ai et) 4سجلت عند رقم هيدروجيني  Curcuma aeroginosa Roxbللانزيم في نبا  

al.,2012)  كما يكون انزيم .SOD  في الكشمشRibes nigrum  اكثر استقرارا  عندpH  (5-7)بين 

(Chaudhary et al.,2013.) 

 

 : درجة الحرارة المثلى لفعالية وثباتية انزيم السوبراوكسايد دسميوتيز 3-11-2

Optimum temperature for SOD Activity and Stability 

ان الفعالية الانزيمية لمعظم الانزيما  تزداد بزيادة درجة الحرارة الى ان تصل الى حد معين تبدأ  

نتيجة لحصول مسخ للبروتين وتأثير درجة الحرارة على  (Segel,1976)بعدها بألانخفاض بسرعة 

فتتعرض الاواصر الهيدروجينية للكسر فضلا عن  (Whitaker,1972)التركيب الثلاثي للبروتين  

 التغيرا  التي تطرأ على التاثرا  الكارهة للماء مما ينتج عنه تحطم تركيب الموق  الفعال للانزيم

Backer and  Deamer,1991)  . ) 

تعرف اقصى درجة حرارة تحفظ النشاط التام للانزيم لمدة من الزمن بدرجة حرارة ثباتية الانزيم 

( Co-factorsوتعتمد مباشرة على تركيز الانزيم والرقم الهيدروجيني وتركيز الملح والعوامل المرافقة )

(Declerck et al.,2000)  . 

الية من الانزيم النقي لوجود الانزيم م  مواد المستخل  الانزيمي الخام اكثر مقاومة للحرارة الع

اخرى مثل الكربوهيدرا  وبروتينا  اخرى تعد حماية للانزيم ويكون اكثر مقاومة في الظروف 

الخارجية ، حيث تخلق هذه المواد طرق حماية للانزيم وتحد من تأثير الظروف الخارجية لطبيعة الانزيم . 

هذه المواد تجعله اكثر حساسية للعوامل الخارجية واقل استقرارية ان زيادة نقاوة الانزيم بالفصل عن 

(Segal,1976)  . 

تعتبر درجة الحرارة من العوامل الضرورية التي تؤدي الى وصول الفعالية الانزيمية الى اقصى 

 ما يمكن ، حيث عند التحضير العملي يجب تجنب درجة الحرارة غير المناسبة لكونها تسبب تثبيط الانزيم

Liu et al.,2013)    معظم انزيما . )SOD  . في النبا  والحيوان تمتلك درجة حرارة مثلى منخفضة

الذائب في العديد من الانسجة النباتية  SODالسايتوبلازمي وحتى  SODو   العصاري  SODانزيم 

. وقد لوحظ ايضا  الثبا  ) Babitha et al.,2002م  )º(  05 – 61يظهر درجة حرارة مثلى بين ) 



 
  

وبدرجة حرارة مثلى  مº ( 60 – 10، حيث تجلى الثبا  الحراري للانزيم بين ) SODالحراري لأنزيم 

61 º ففي دراسة لأنزيم .مCu/ZnSOD  وجد ان الانزيم يكون اكثر استقرارا عند درجة حرارة بين

(45-25) º 30م بعد مدة حضن ( دقيقةHaddad and Yuan,2005 . ) حيث اظهر الانزيم تحمله

م ، م  ذلك فأن تراج  الفعالية للنباتا  º 45لدرجا  الحرارة العالية م  زيادة في الفعالية بدرجة حرارة 

 Bakardjieva et (الثانوية يعتمد على تركيب الوحدا  الذي ربما يعود الى المسخ الحراري للانزيم 

al.,2000  .) 

 Agaveفي  نبا  الأكاف  SODبينت احدى الدراسا  تأثير درجة الحرارة على فعالية انزيم   

attenuata  41حيث سجل الانزيم النقي اعلى فعالية عند  درجة حرارة º  م ، اذ ان الانزيم مستقر نسبيا

 (  Chen et al.,2011م ) º 21م ولكن يصبح غير فعال بسرعة عند درجة حرارة  º 21بدرجة حرارة 

 السوبراوكسايد دسميوتيز  : تأثير المثبطات في فعالية انزيم 4-11-2

Effect of inhibitors on SOD activity  

يمكن تعريف المثبطا  على انها مواد تعمل على ابطاء سرعة التفاعل الانزيمي بصورة عكسية  

Reversible inhibition  اولا عكسيةIrreversible inhibition   اهمية  وتشكل معرفة المثبطا

. فالمثبطا  العكسية ترتبط بالانزيم بطريفة يمكن ازالتها  (Berret,1977)كبيرة في توصيف الانزيم 

 ( .  0000بالديلزة ويمكن في بعض الاحيان ازالتها بأضافة مركب اخر الى خليط التفاعل )دلالي ، 

ع الانزيم المعدني اذ وجد ان لكل انزيم تأثير الايونا  المعدنية يختلف بالاعتماد على نو

ان استبدال  Cu/Zn SODللمعدن الموجود في الانزيم الاصلي ، فقد لوحظ في انزيم خصوصية كاملة 

ممكن   2Zn+باي  معدن اخر يكون مرتبطا بفقدان كامل للفعالية ، بالمقابل وجد ان ايون   2Cu+ايون 

فأن  Mn SODبدون اي فقدان للفعالية . اما انزيم  2Cu+و   2Hg+و2Cd   ،+2Co+ل بأيونا  مثاستبداله 

تؤدي الى فقدان الفعالية ، مثلما لوحظ   2Zn+و   2Cu+و  2Fe+و  2Co+  بأيونا    2Mn+استبدال ايون 

 ;McCord and Fridovich,1969بأيونا  معدنية اخرى  2Fe+عند استبدال ايون FeSODفي انزيم 

Fridovich,1974b; Beyer et al.,1989)   . ) 

تأثيرا مزدوجا اذ وجد من الدراسة  EDTAمثل  مخلبيةان للمواد ال دراسا اكد  العديد من ال

ملي مولار ترف  من الفعالية  1.0بتراكيز واطئة تصل الى  EDTAاستخدام   MnSODعلى انزيم 



 
  

الارتباط التي لا تساهم في الوظيفة الانزيمية ، وذلك عن طريق دوره في ازالة الايونا  المعدنية الضعيفة 

( وعند استخدامها بتراكيز   (Fridovich,1974b; Ravindranath and Fridovich1975حفزيةتال

 McCord andمن الفعالية الانزيمية % 05ملي مولار يؤدي الى فقدان  0عالية تصل الى 

Fridovich,1969) .)  فقد بينت احدى الدراسا  على انزيمCu/ZnSOD   المنقى منRadix 

lethospermi   ملي مولار من  2ان عند استخدامEDTA  وSDS  على  % 34 و 18فقد الانزيم تقريبا

 . )  (Haddad and Yuan,2005 التوالي من فعاليته

اوراق نبا  من  المنقى MnSODلأنزيم   2O2Hو  KCNاذ بينت احدى الدراسا  تأثير

L. Mesembryanthemum crystallinum  ر من لاملي مو 5م تأثر الانزيم بأستخدام دلوحظ ع

2O2H  ملي مولار  3وKCN  (.,1998et al(Miszalski    كذلك لوحظ عدم ثأثر انزيم .MnSOD 

. بينما ثبط انزيم   KCN .,2008)et al(Laiو  2O2Hالمنقى من بادرا  الحنطة عند استخدام 

Cu/ZnSOD   المنقى من بذورRadix lethospermi  2عند استخدامO2H  وKCN  (Haddad 

and Yuan,2005  . ) 

 Kinetics  of  SOD   السوبراوكسايد دسميوتيزحركيات أنزيم : 12-2

يعد الهدف الرئيسي مزن دراسزة الثوابزت الحركيزة للأنزيمزا  هزو التعزرف علزى تخصز  الأنززيم   

بصفاتها الحركية حسب نوع الأنزيم ومصدره والفته تجاه المادة الأساس حيث تختلف الأنزيما  فيما بينها 

فهناك عدة عوامل تؤثر على قيم الثوابت الحركية للأنزيم منهزا درجزة الحـزـرارة ، الزرقم الهــزـيدروجيني ، 

المادة الأساس والأنزيم . أن تركيز المادة الأساس ممكن أن يستنتج مزن سزرعة التفاعزل الزذي يحفزز  تركيز

فهناك قيمة حركية ممكن أن تعبر عزن تركيزز المزادة الأسزاس تزـدعى  (Bergmeyer, 1974)بالأنزيما  

الذي يمكن تعريفـه بانـه ) تركيز المادة الأسزاس عنزدما تكزون السزرعة الاوليزة  m(K(بثابت ميكالـس منتن 

مساوية لنصف السرعة القصوى ( حيث يمكن أن يعـد هذا الثابزت دليزل او مؤشزر علزى مزـدى ألفزة الأنززيم 

المادة الأساس وان أنخفاض قيمته تدل على ان الأنزيم له ألفـــة عاليزة  تجزاه المزادة الأسزاس والعكزس تجاه 

 . ( Segel , 1976)بالعكس 

 L. Triticum aestivumالمستخل  من اوراق الحنطة  SOD( لأنزيم  maxV(( و mKقدر)     

ملززي مززولار لززلاوراق المصززابة و  1.77±2.37(  mKالمصززابة بالصززدأ المخطززط والغيززر مصززابة اذ قززدر ) 

لززززلاوراق المصززززابة و  maxV  )12.4±24.1(ملززززي مززززولار لززززلاوراق الغيززززر مصززززابة امززززا  1.82±2.51

 ( . (Asthir et al.,2011مادة اساس  Pyrogallalغم بأستخدام / دقيقة  /مايكرومول  9.55±21.4



 
  

  Superoxide dismutase: الاستخدامات التطبيقية لأنزيم 13-2

له العديد من الاستخداما  التطبيقية في مجال  SODنظرا لتأثيراته المضادة للاكسدة ، فأن انزيم  

 .  (Liu et al.,2011) الزراعة والصناعا  الكيميائية والاغذية ،  و الطب وكذلك التجميل،

خلايا من ضرر قد يساعد على حماية العديد من انواع ال SODكذلك قد تبين ان وجود انزيما  

الجذور الحرة المهمة في الشيخوخة ، وتلف الانسجة الدماغية ، ويساعد ايضا على حماية الخلايا من 

، و اضرار الاشعة المؤينة، و تحطم البروتين والاشكال العديدة الاخرى DNAالتلف في الحمض النووي 

للحد من ضرر الجذور الحرة يستخدم في مستحضرا  التجميل  SODمن التدهور التدريجي للخلايا . 

 .  (Compana,2004)على الجلد ، على سبيل المثال الحد من التليف بعد الاشعاع لسرطان الثدي 

كذلك وجد ان التنظيم المتخص  للانزيما  المضادة للاكسدة ممكن ان تجهز طريقة جديزدة لمنز  

(. ومززن الدراسززا  وجززد ان الززـ Marikovsky et al., 2003) ومعالجتهززا امززراض الجهززاز المنززاعي

MnSOD  ساعا  قياسا  مز  2-5مة للاستخداما  الطبية بسبب قدرته على البقاء في المصل ئاكثر ملا  

Cu/ZnSOD  01-2الذي يستمر وجوده ( دقائقKoppenol et al., 1986 .) 

لجية وبرز  اهمية الانزيم في امكانية استخدامه كدواء في علاج العديد من الحالا  الفس

والمرضية والتي تحدث بفعل انواع الاوكسجين التفاعلية مثل التهاب المفاصل الرثوي ،و التهاب المثانة ، 

 والتنكسا  العصبية كما يستخدم في معالجة امراض الجهاز المناعي مثل الايدز وداء الذؤابة الاحمراري

Proctor and Reynolds,1984)  . ) 

التجاري . وهذه الحقيقة  SODن المتطلبا  الرئيسة لأنزيم الاستقرار الحراري هي واحدة م

حفز  اهتمام واس  النطاق في الكيمياء الحياتية والبيولوجي الجزيئي للكائنا  المتحملة للحرارة 

Extremophiles فالانزيما  الحرارية .Thermoezymes  تكون اعلى استقرار وفعالية من نظائرها

الحيوية .لذلك فأن الانزيما  الحرارية ليست فقط للحرارة لكنها  المستخدمة في الصناعا  التكنولوجيا

المتماثلة وهذه الخصائ  تجعلها مهمة للغاية لتطبيقها  Mesophilesمقاومة ايضا للعوامل الكيميائية من 

  ( .  Morozkina et al.,2010في العمليا  الصناعية )
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  Apparatus and Materials      : الاجهــــزة والمــــــــــــــــواد  1-3

 : الاجهزة المستعملة في الدراســــــة :  1-1-3

 : الاجهزة المستعملة :  (3-1)جدول 

 

 أســـم الجهــــــــــــــاز 

 

 الشركة المصنعة والمنشأ

                                       Morter ceramic جفنة خزفية 

       

Beriin (Germany) 

    Electrophoresisجهاز الترحيل الكهربائي                     

                                         

Bio-Rad (U. S .A) 

                                                Water bath حمام ماني 

                          

GFL (Germany) 

                                                          Vortexمازج    

         

Rota  mixer(England) 

                                          Power supply قدرةمجهز ال

                                  

Bio-Rad (U.S.A) 

                               Magnetic stirrerمحرك مغناطيسي 

           

Boitec (sweden) 

                                    Vacuum Pump تفريغ مضخة

       

FED-REP(Germany) 

         Visible spectrophotometerمطياف الاشعة المرئي 

             

Spectronic 20 (Bosh& 

lamp) (U.S.A) 

 UV/Visible                        Shimadzu–uv (Japan)مطياف الاشعة فوق البنفسجية 



 
  

spectrophotometer 

 pH meterمقياس الاس الهيدروجيني                                

            

Jenway (Germany) 

                           Sensitive balance ميزان حساس 

                                                                  

Sartorius (Germany) 

     Cooling centerfugeنابذ مبرد                                 

                                

Beckman (U.S.A) 

 

 : المــــــــــــــــــــــــــواد : 2-1-3 

 : المواد الكيميائية :  1-2-1-3

  -: المواد الكيميائية المستعملة في الدراسة : (3-2)جدول 

 

 المــــــــــــادة

 

الشركة المجهزة 

 والمنشأ

 Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4), Potassium 

monohydrogen phosphate (K2HPO4), Bovine serum albumin 

(BSA), Sodium hydroxide (NaOH), Sodium chloride 

(NaCl), Hydrochloric acid (HCl), Ammonium sulfate 

(NH4SO4), Pyrogallol, Ethanol 95%, Phosphoric acid 85%, 

Polyvinyl pyrrolidon (PVP), Mercury chloride (HgCl2), 

Sodium azide (NaN3), Casein, Trypsin, TEMED, 

Ovalbomine, Hydrogen peroxide (H2O2), Alkaline 

phosphatase, Aldolase, Acrylamide, Bisacrylamide, Glycine, 

Butanol, Acetic acid, Glycerol, TEMED, Bromophenol blue, 

2-Mercaptoethanol, Silver nitrate (AgNO3), Formaldehyde, 

Sodium carbonate (Na2CO3), Sodium thiosulfate (Na2S2O3), 

 

 

 

 

BDH 

(England) 



 
  

Acetic acid. 

Sephacryl S-200, Blue dextran 2000, DEAE-

cellulose(Diethyl aminoethyl cellulose). 

 

Pharamacia 

(Sweden)  

Calcium chloride (CaCl2), Potassium chloride (KCl), 

Ethyline diamine tetra acetic acid(EDTA), Manganese 

sulfate (MnSO4), Sodium dodecyl sulfate (SDS), Ethyline 

diamine tetra acetic acid disodium (EDTA-Na2), Potassium 

cyanide (KCN), Iron sulfate (FeSO4), Tris-base, Zinc 

chloride (ZnCl2), Copper chloride (CuCl2), Ammonium 

persulfate.  

 

  

 Fluka 

Switzerland 

Tris-HCl, Dialysis Sacs  ، ،Sucrose Oxoid 

(England) 

 (Coomassi Blue(G-250 Sigma 

(U.S.A) 

 

   Plants samples ت النباتية ا: العين3-1-3

تم جم  النباتا  المستخدمة في الدراسة والتي تشمل كل من )اوراق نبق العجم ،اوراق العاقول  

اوراق القصب ونبا  الطرفة المتكون من )الاوراق و الازهار و الثمار و البذور ( ( من الاراضي 



 
  

الزراعية المحيطة بجامعة القادسية في محافظة الديوانية بعد تحديد نوع النبا  ، وتم انتقاء العينا  الطرية 

 وغير المصابة بالأمراض . 

 : طرائق العمل  2-3

 : المواد والمحاليل  1-2-3

 : تحضير المحاليل  1-1-2-3

  حضر  8.7مولار وذي الرقم الهيدروجيني  1.0محلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ بتركيز

 كالآتي : 

غم   0.246( : )حضر بأذابة   4HPO2 K: محلول فوسفا  البوتاسيوم احادية الهيدروجين ) Aمحلول 

   مليلتر من الماء المقطر ( . 011في    4HPO2Kمن 

غم من  0.02( : )حضر بأذابة  4PO2KH(م ثنائية الهيدروجين  : محلول فوسفا  البوتاسيو Bمحلول 

4PO2KH  مليلتر من الماء المقطر( .  011في 

، ثم عدل الرقم  Bمللتر من المحلول  0.5م   Aمللتر من المحلول  00.5حضر المحلول بمزج 

 .  ( pH meter)الهيدروجيني بأستخدام جهاز 

  SOD : طريقة تحضير المستخلص الانزيمي الخام لأنزيم 2-1-2-3

م   (Wong, 1995 ) حضر المستخل  الانزيمي الخام على وفق الطريقة الموصوفة من قبل 

مليلتر من  05غرام من النسيج النباتي للنباتا  المذكورة اعلاه م   5بعض التحويرا  ، وذلك بوزن 

 ملي مولار من  0.1والحاوي على  2.0لار ورقم هيدروجيني مو 1.0دارئ فوسفا  البوتاسيوم بتركيز 

2Na -EDTA من    % 5وPVP   في جفنة خزفيةMorter   دقائق . رشح المتجانس  20مبردة لمدة

 Coolingبأستخدام ارب  طبقا  من الشاش . ثم نبذ المحلول باستخدام جهاز الطرد المركزي المبرد 

Centerfuge   0دقيقة وبدرجة حرارة  61دقيقة( لمدة  /)دورة 15.000بسرعة º م . جم  الراشح والذي

 يمثل المستخل  الانزيمي الخام . 



 
  

  SOD: تقدير فعالية انزيم  2-2-3

  : مبدأ العمل  1-2-2-3

عن طريق استخدام طريقة سريعة وبسيطة اعتمادا" على قدرة  SODتم تقدير فعالية انزيم  

. واساس هذه   0.6وبرقم هيدروجيني  EDTA الاكسدة الذاتية للبايروكالول بوجود  الانزيم على تثبيط 

وازالة هذه الجذور بواسطة  O)∙2الطريقة يعتمد على المنافسة بين الاكسدة الذاتية للبايروكالول بواسطة )

SOD  (Magnani et al.,2000 . ) 

 

 ,Marklund and Marklund )البايروكالول الاكسدة الذاتية ميكانيكية تثبيط :((3-1شكل ال

1974 ) 

 : المواد والمحاليل المستعملة    32-2-2-

  دارئ Tris – EDTA   7.2ذي رقم هيدروجيني   

في لتر من الماء المقطر ثم عدل  EDTA –Na2 غم من  0.00و  Tris غم من  6.05حضر بأذابة 

 .8.2 الرقم الهيدروجيني الى 

  محلول Pyrogallol   ملي مولار  1.2بتركيز 

 مليلتر من  1.2في لتر من الماء المقطر الحاوي على   Pyrogallol غم من  1.656حضر باذابة 

HCL  

 

 : طريقة العمل  3-2-2-3



 
  

كمادة اساس طبقا للطريقة الطيفية .   Pyrogallol  قدر  الفعالية الانزيمية للانزيم بأسنخدام 

ذي الرقم الهيدروجيني    Tris – EDTA ( بأستخدام دارئ  (Spectrophotometerحيث صفر جهاز 

0.6 . 

   SOD: قياس فعالية انزيم  (3-3)الجدول 

Control (µl) Test ( µl) Reagent  

- 

 

1000 

 

50 

 

1000 

50 

 

1000 

 

- 

 

1000 

Enzyme solution  

 

Tris – buffer 

 

DW 

 

Pyrogallol  

 

نانوميتر في الوقت صفر وبعد دقيقة  461قدر  نسبة الزيادة في الامتصاصية على طول موجي 

 .  Pyrogallol من اضافة 

 (Marklund and Marklund , 1974 ) تم تقدير الفعالية الأنزيمية حسب الطريقة الموصوفة 

 كالاتي :

AControl ) _ ( Δ ATest ) Δ(    

× 100                                            % inhibition of pyrogallol 

 ( Δ A Control ) auto-oxidant  

   

 

 



 
  

 

 

 

% inhibition of pyrogallol auto-oxidant               

SOD activity  ( Unit / ml ) =  

50 %  

من  % 50حيث تعرف فعالية انزيم السوبر اوكسايد دسميوتيز بأنها كمية الانزيم اللازمة لتثبيط 

 .  (Marklund and Marklund,1974)الاكسدة الذاتية للبايروكالول 

 : تقدير تركيز البروتين  3-2-3

( وكما  0022) Bradford تم تقدر تركيز البروتين اعتمادا على الطريقة الموصوفة من قبل 

 يأتـي : 

 -: المحاليل المستخدمة : 1-3-2-3

  Coomassia Brilliant blue G- 250 صبغة الكوماسي الزرقاء  .0

ايثانول ، ثم اضيف  % 05مليلتر من محلول  51غم من مسحوق الصبغة في  1.0حضر  باذابة 

واكمل الحجم الى اللتر  حامض الفسفوريك م  التحريك المستمر في حمام ثلجي % 05مليلتر من  011

( وحفظت في قنينة معتمة  (Whatman No. 1( 0بالماء المقطر . رشحت الصبغة بورق واتمان رقم )

 م .  º 4وبدرجة 

  8.7ذي الرقم الهيدروجيني  (Tris – HCL)مولار ترس حامض الهيدروكلوريك  1.12محلول  .2

في كمية من الماء المقطر وبعد تعديل غم من ترس حامض الهيدروكلوريك  1.0تم التحضير باذابة 

 مليلتر . 011اكمل الحجم الى  2.5الرقم الهيدروجيني الى 

   Bovin Serum Albumin (BSA)محلول البومين المصل البقري  .3

غم من البومين المصل البقري في كمية من محلول ترس حامض  1.0تم تحضير المحلول باذابة 

 مليلتر بالمحلول نفسه .  011م الى الهيدروكلوريك الدارئ واكمل الحج



 
  

 

 

 : طريقة العمل  2-3-2-3

  - : : المنحنى القياسي لألبومين المصل البقري  1-2-3-2-3

 تم اعداد المنحنى القياسي وفق الخطوا  الاتيــــــــــــــــــة : 

،  61،  1مليلتر مقدارها )  1.0تم استخدام تراكيز مختلفة من البومين المصل البقري بحجم  .0

( مايكروغرام / مليلتر بواق  انبوبتين لكل تركيز باستخدام البومين  100 ، 01،  21،  41

 المصل البقري .

مليلتر من محلول ترس حامض الهيدروكلوريك الدارئ لكل انبوب  1.4بعد ذلك تم اضافة  .6

 اختبار . 

، مزج  G – 250مليلتر من صبغة الكوماسي الزرقاء  6.5ثم اضيف لكل انبوبة اختبار  .0

 دقائق .  5الخليط بصورة جيدة وترك لمدة 

نانوميتر بأستعمال  505بعد ذلك تم قراءة الامتصاصية لكل )مكررين ( عند طول موجي  .4

مليلتر  1.5المتكون من  ( Blank) المطياف الضوئي بعد ان صفر الجهاز بمحلول الكفء 

تر من محلول صبغة الكوماسي مليل 6.5من محلول ترس حامض الهيدروكلوريك الدارئ و 

 . G – 250الزرقاء 

وقيم  BSAواخيرا تم رسم المنحنى القياسي لألبومين المصل البقري من العلاقة بين تركيز  .5

 (  6-3نانوميتر كما هو مبين بالشكل ) 505الامتصاصية عند الطول الموجي 

 : تقدير تركيز البروتين في المحاليل الأنزيمية  2-3-2-32-

مليلتر  1.4مليلتر من المحلول الأنزيمي و 1.0قدر تركيز البروتين للمحاليل الأنزيمية باضافة  

من محلول ترس حامض الهيدروكلوريك الدارئ بواق  مكررين الى انابيب الاختبار واضيف لكل منها 

وتم قراءة دقائق ،  5، مزج الخليط جيدا وترك لمدة G – 250مليلتر من صبغة الكوماسي الزرقاء  6.5

نانوميتر ، صفر الجهاز بمحلول الكفء المذكور سابقا، وتم حساب  505الامتصاصية عند طول موجي 

 تركيز البروتين في المحاليل الأنزيمية بالرجوع الى المنحنى القياسي لبروتين البومين المصل البقري . 



 
  

 Whitaker and  لاتية )على وفق المعادلة ا ( Specific activity )قدر  الفعالية النوعية 

Bernard,1972 .)  

 فعالية الأنزيم ) وحدة / مليلتر (                   

 الفعالية النوعية ) وحدة / ملغم بروتين (  

 تركيز البروتين ) ملغم /مليلتر (                 

 

 

 (Bradford,1976 ): المنحنى القياسي لتقدير تركيز البروتين بطريقة برادفورد  (3-2)الشكل 
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 في الاجزاء النباتية المختلفة لنبات الطرفة SOD: تحديد فعالية انزيم  4-2-3

بوزن  T. aphyllaحضر المستخل  الأنزيمي الخام من الاجزاء النباتية المختلفة لنبا  الطرفة   

باستخدام الطريقة والبذور ( واستخل  كل جزء على حدة  غرام من ) الاوراق و الازهار و الثمار 5

-3( و )  3-2-2( ، ثم قدر  الفعالية وتركيز البروتين كما في الفقرتين ) 3-2-1-2الموصوفة في الفقرة )

 ( على التوالي لاختيار الجزء الاكثر فعالية .  2-3

 : تعيين الظروف المثلى للاستخلاص  5-2-3

 في المحلول الدارئ    2Na –EDTA: تعيين التركيز الامثل لمادة  3-2-5-1

،  2Na –EDTA    (1.0من اوراق الطرفة بتراكيز مختلفة من مادة   SODاستخل  انزيم  

( ملي مولار لتحديد التركيز الامثل ثم قدر  الفعالية وتركيز البروتين  6،  0،  1.0،  1.2،  1.4،  1.6

  ( . 3-2-3( و ) 3-2-2بحسب الفقرتين )

 في المحلول الدارئ  PVP: تعيين التركيز الامثل لمادة  2-5-2-3

،   PVP   (1.0   ،1.6  ،1.4استخل  الانزيم  من اوراق الطرفة بتراكيز مختلفة من مادة  

حجم( لتحديد التركيز الامثل ثم قدر  الفعالية  /)وزن  %  (  5،   4،   0،   6،   0،   1.0،  1.2

 (  3-2-3( )3-2-2ن )وتركيز البروتين بحسب الفقرتي

  SOD: تحديد نسبة الاستخلاص الامثل لأنزيم  6-2-3

في المحلول الدارئ  PVPوالتركيز الامثل لمادة  2Na-EDTAبعد تحديد التركيز الامثل لمادة  

اعلاه على التوالي استخل  الانزيم من اوراق  (3-2-5-2) (3-2-5-1)حسب ما ورد في الفقرتين 

( نسبة ) وزن : حجم ( ثم  2:0،  5:0،  4:0، 0:0،  6:0الطرفة  بنسب استخلاص مختلفة شملت )

( على التوالي  3-2-3( و ) 3-2-2قدر  الفعالية الانزيمية وتركيز البروتين كما ورد في الفقرتين )

 لتحديد نسبة الاستخلاص الامثل .



 
  

 

 

 : تحديد الرقم الهيدروجيني الامثل لدارئ الاستخلاص  .7-2-3

 3-2-6استخل  الانزيم من نبا  الطرفة ) الاوراق ( بالنسبة المثلى للاستخلاص المنتخب من الخطوة )

بأستخدام محلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ  (4-9)( بأرقام هيدروجينية مختلفة والتي تراوحت بين 

 مولار .   0.1بتركيز 

  SOD : تأثير تركيز الدارئ على فعالية انزيم  8-2-3

 وبعد تحديد الرقم الهيدروجيني الامثل ، استخل  الانزيم  بتراكيز مولارية مختلفة تراوحت بين 

 لأستخلاص الانزيم من اوراق نبا  الطرفة .  7.8( مولار وبرقم هيدروجيني 0.7- (0.1

 - :: المواد والمحاليل 1-8-2-3

  7.8مولار وبرقم هيدروجيني  0.1: محلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ بتركيز  1-1-8-2-3

غم  1.742: ) حضر باذابة  4HPO2( K(: محلول فوسفا  البوتاسيوم احادية الهيدروجين   Aمحلول 

 مليلتر من الماء المقطر ( .  100في   4HPO2K من

غم من   1.36: ) حضر باذابة  4PO2(KH(الهيدروجين : محلول فوسفا  البوتاسيوم  ثنائية  Bمحلول 

4PO2KH  مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

ثم عدل الرقم  Bمليلتر من المحلول   8.5و A  مليلتر من المحلول  91.5حضر المحلول بمزج 

 .  7.8الهيدروجيني الى 

  7.8 مولار وبرقم هيدروجيني  0.2 :محلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ بتركيز  2-1-8-2-3

غم  3.484: ) حضر باذابة  4HPO2( K(: محلول فوسفا  البوتاسيوم احادية الهيدروجين   Aمحلول 

 مليلتر من الماء المقطر ( .   100في    HPO2K 4من



 
  

من  غم 2.738: ) حضر باذابة  4PO2( KH(: محلول فوسفا  البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين  Bمحلول 

4PO2KH  مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

 حضر المحلول كما ورد في الفقرة المذكورة اعلاه.

  7.8 مولار وبرقم هيدروجيني 0.3 : محلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ بتركيز  3-1-8-2-3

غم من  5.226: ) حضر باذابة  4HPO2(K(محلول فوسفا  البوتاسيوم احادية الهيدروجين  Aمحلول 

4HPO2K  مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

غم من  4.107: ) حضر باذابة   4PO2(KH(: محلول فوسفا  البوتاسيوم  ثنائية الهيدروجين  Bمحلول 

4PO2KH  مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

 حضر المحلول كما ورد في الفقرا  المذكورة اعلاه. 

  7.8 مولار وبرقم هيدروجيني  0.4 : محلول فوسفات البوتاسيوم بتركيز  4-1-8-2-3

غم من  6.968: ) حضر باذابة  4HPO2(K(: محلول فوسفا  البوتاسيوم احادية الهيدروجين  Aمحلول 

4HPO2K  مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

غم من  5.476: ) حضر باذابة   4PO2(KH(: محلول فوسفا  البوتاسيوم  ثنائية الهيدروجين Bمحلول 

4PO2KH  مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

 حضر المحلول كما ورد في الفقرا  المذكورة اعلاه. 

  7.8 مولار وبرقم هيدروجيني  0.5: محلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ بتركيز  5-1-8-2-3

 غم من 8.71: ) حضر باذابة   4HPO2(K(: محلول فوسفا  البوتاسيوم احادية الهيدروجين  Aمحلول 

4HPO2K  مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

غم من   6.845: ) حضر باذابة  4PO2(KH(  : محلول فوسفا  البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين Bمحلول 

4PO2KH   مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

 . حضر المحلول كما ورد في الفقرا  المذكورة اعلاه



 
  

  7.8مولار وبرقم هيدروجيني  0.6 : محلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ بتركيز  6-1-8-2-3

غم من 10.452: ) حضر باذابة 4HPO2(K(: محلول فوسفا  البوتاسيوم احادية الهيدروجين  Aمحلول 

4HPO2K  مليلتر من الماء المقطر ( .   100في 

غم من  8.214: ) حضر باذابة  4PO2( KH: محلول فوسفا  البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين ) Bمحلول 

4PO2KH  مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

 حضر المحلول كما ورد في الفقرا  المذكورة اعلاه. 

  7.8مولار وبرقم هيدروجيني  0.7 : محلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ بتركيز  7-1-8-2-3

 غم من12.194: ) حضر باذابة  4HPO2(K(: محلول فوسفا  البوتاسيوم احادية الهيدروجين  Aمحلول 

4HPO2K  مليلتر من الماء المقطر ( .   100في 

غم من  9.583: ) حضر باذابة 4PO2(KH(: محلول فوسفا  البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين  Bمحلول 

4PO2KH  مليلتر من الماء المقطر ( 100في  . 

 حضر المحلول كما ورد في الفقرا  المذكورة اعلاه. 

  SOD: تحديد زمن الاستخلاص الامثل لفعالية انزيم  9-2-3

بعد تحديد نسبة الاستخلاص المثلى والرقم الهيدروجيني الامثل والتركيز الامثل لدارئ  

استخل  الانزيم  من نسيج الاوراق للطرفة بفترا  زمنية  (3-2-8) الاستخلاص المنتخب في الخطوة 

( دقيقة ، بعدها قدر  الفعالية الانزيمية وتركيز البروتين  30,  ( 5 ,10, 15, 20 , 25 مختلفة تباينت بين

 على التوالي لتحديد الزمن الامثل للاستخلاص .  (3-2-3) و  (3-2-2)كما ورد في الفقرتين 

 وتنقيته  SOD : استخلاص انزيم  10-2-3

 ستخلاص بالظروف المثلىالا : 1-10-2-3

بالظروف المثلى للاستخلاص والتي  T. aphylla من اوراق الطرفة  SOD استخل  انزيم  

، نسبة الاستخلاص ، تركيز  PVP، التركيز الامثل للـ  2Na-EDTAشملت ، التركيز الامثل للـ 



 
  

المحلول الدارئ وزمن الاستخلاص ، ثم نبذ بأستخدام منبذة مبردة بسرعة  pHالمحلول الدارئ ، 

م ، ثم اخذ المحلول الرائق واجريت عليه º 0 دقيقة وبدرجة حرارة  20دقيقة ( لمدة  /) دورة 15,000

 خطوا  التنقية اللاحقة . 

 

 : تنقية الانزيم  2-10-2-3

 نقي الانزيم بأجراء الخطوا  الاتيــــــــــــــــــة :  

 : الترسيب بكبريتات الامونيوم  1-2-10-2-3

مليلتر من المستخل  الانزيمي الخام والذي حضر في  40 اضيف ملح كبريتا  الامونيوم الى 

كلا  على حدة اذ اختير  هذه النسب .  % (0 ,25 ,50 ,75)( بنسب اشباع مختلفة  3-2-1-2  (الفقرة 

دقيقة لحين الحصول على نسبة  30وبصورة تدريجية في حمام ثلجي م  المستمر ولمدة مستمر ولمدة 

 .دقيقة    20م لمدةº 4بدرجة حرارة  دورة / دقيقة (  15,000 (الاشباع الافضل ، ثم نبذ المحلول بسرعة 

-75 ,75-100)ضيف ملح كبريتا  الامونيوم مرة اخرى الى الراشح للوصول الى نسبة اشباع نهائي ا

 20م لمدةº 4بدرجة حرارة  دورة / دقيقة (  15,000 (، ثم نبذ المحلول بسرعة  % (25-0 ,50-25 ,50

البوتاسيوم  مولار من دارئ فوسفا  0.1دقيقة بعدها اهمل الراشح واذيب الراسب في حجم معين  من   

 لا  مـن محلول دارئ  فوسفا ـــ. جر  عمـلية الديـلزة حـيال عـدة تبدي7.8ذي الرقم الهيدروجيني  

ساعة ، وتم تقدير الفعالية الانزيمية وتركيز البروتين في النموذج كما ورد في   64البوتاسيوم لمدة 

 على التوالي . (3-2-2) (3-2-3)الفقرتين  

 : كروماتوغرافيا التبادل الايوني  2-2-10-2-3

 : المواد والمحاليل  1-2-2-10-2-3

 7.8مولار وبرقم هيدروجيني   0.1محلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ بتركيز 

غم  1.742: ) حضر باذابة   4HPO2( K(: محلول فوسفا  البوتاسيوم احادية الهيدروجين   Aمحلول 

 مليلتر من الماء المقطر ( .   100في   4HPO2Kمن 



 
  

غم  من     1.36: ) حضر باذابة  4PO2( KH(: محلول فوسفا  البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين  Bمحلول 

4PO2KH  مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

ثم عدل الرقم  Bمللتر من المحلول   8.5 و Aمليلتر من المحلول  91.5حضر المحلول بمزج 

 .  7.8الى الهيدروجيني 

  محلول حامض الهيدروكلوريكHCl  مولار  0.25بتركيز 

المركز في حجم معين من الماء المقطر  HClمليلتر من حامض  10.4حضر المحلول بتخفيف         

 مليلتر ماء مقطر .  500، ثم اكمل الحجم الى 

  محلول هيدروكسيد الصوديومNaOH  مولار كلوريد الصوديوم  0.25 –مولار 0.25بتركيز

NaCl  . 

، في كمية من الماء المقطر  NaCl( غم من 2.010و) NaOHمن  راما ( غ5حضر بأذابة )

 مليلتر. 511واكمل الحجم الى 

  مولار 1محلول كلوريد الصوديوم بتركيز 

مليلتر  0111في كمية من الماء المقطر واكمل الحجم الى  NaClغرام من  50.44حضر بأذابة 

 بالماء المقطر.

  DEAE- Cellulose : تحضير المبادل الايوني ثنائي اثيل امينو سليلوز  2-2-2-10-2-3

 (DEAE-cellulose )حضر محلول المبادل الايوني ثنائي اثيل امينو اثيل سليلوز    

Diethylaminoethyl cellulose تعليما  الشركة المجهزة حسب ب Fine Pharmicia Chemical 

ثم غرامآ من المبادل الايوني في لتر من الماء المقطر في اسطوانة مدرجة وترك ليركد.  20علق  ،اذ

سكب السائل العلوي وكرر  عملية الغسل عدة مرا  بالماء المقطر الى ان اصبح السائل العلوي رائقا. 

في قم  بخنر تحت التفريغ، نشط الراسب  Whatman No.1رقة ترشيح رشح المبادل على وبعد ذلك 

 511ورشح وغسل عدة مرا  بالماء المقطر ثم في  HCl  مولار 0.25مليلتر من محلول  500في 

مولار كلوريد الصوديوم، بعدها غسل  1.65مولار هيدروكسيد الصوديوم و  0.25مليلتر من محلول 

وفق  على المحضر) محلول الموازنة ( لول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ عدة مرا  بالماء المقطر ثم بمح

 .Vacuum pumpبمضخة مفرغة للهواء  Degassing، ثم ازيلت الغازا   (3-2-10-2-2-1)الفقرة 



 
  

 : تعبئة العمود 3-2-2-10-2-3

العمود عن طريق سكب محلول المبادل الايوني على قضيب زجاجي بشكل مائل على  تم تعبئة    

جداره الداخلي بصورة بطيئة ومستمرة لمن  تكون فقاعا  هوائية الى ان يتم الحصول على ابعاد لمادة 

DEAE-cellulose  ( سم. جر  موازنة العمود بمحلول الفوسفا  20×3.5في العمود مساوية الى )

بعد ذلك مرر محلول  . مليلتر /ساعة 30( بسرعة جريان 3-2-10-2-2-1محضر في الفقرة )الدارئ ال

على عمود المبادل الايوني  (3-2-10-2-1)بعد خطوة الترسيب بكبريتا  الامونيوم في الفقرة الانزيم 

DEAE-celluose ( والذي سبق موازنته بمحلول 3-2-10-2-2-2المحضر كما ورد في الفقرة )

 مليلتر/ 5مليلتر/ ساعة وبواق   30  الدارئ. جمعت الاجزاء المفصولة من العمود بمعدل جريان الفوسفا

نانوميتر  280، وبعد وصول الامتصاصية على الطول الموجي  Washللبروتينا  غير المرتبطة  جزء

بوساطة  البروتينا  المرتبطة على المبادل الايوني Elution  الى الخط الصفري جر  عملية استرداد 

 280( مولار. تمت متابعة الامتصاصية عند طول موجي 0-1تدرج ملحي من كلوريد الصوديوم بمدى )

نانوميتر للاجزاء المفصولة من عمليتي الغسل والاسترداد وقدر  فعالية الانزيم لتلك الاجزاء. جمعت 

على عمود الترشيح  مرارهالاالاجزاء الفعالة وقدر  لها الفعالية وتركيز البروتين ثم ركز  بالسكروز 

 الهلامي.

 : كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي 2-10-2-3 -3

 : تحضير المحاليل  1-3-2-10-2-3

غم  3.484: ) حضر باذابة   4HPO2( K(: محلول فوسفا  البوتاسيوم احادية الهيدروجين   Aمحلول 

 مليلتر من الماء المقطر ( .   100في  4HPO2Kمن 

غم من  2.738: ) حضر باذابة  4PO2( KH(: محلول فوسفا  البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين  Bمحلول 

4PO2KH  مليلتر من الماء المقطر ( .  100في 

ثم عدل الرقم  Bمليلتر من المحلول   8.5 و Aمليلتر من المحلول  91.5حضر المحلول بمزج 

  .  7.8الهيدروجيني الى 

  Saphacryl S-200: تحضير هلام  2-3-2-10-2-3

 Fine Pharmicia Chemical طبقا لتعليما  الشركة   Sephacryl S-200حضر هلام  

Company   غم من مسحوق  20علقSephacryl S-200   مليلتر من الماء المقطر وسخن  500في



 
  

ساعا  ، ثم ترك ليبرد وغسل مرتين بمحلول فوسفا   3م ولمدة º 90في حمام مائي بدرجة حرارة 

( علق  3-2-10-2-3-1المحضر في الفقرة ) 7.8مولار وبرقم هيدروجيني  0.2 لبوتاسيوم بتركيز ا

، عبئ Degassingالمحلول مرة اخرى في كمية مناسبة من المحلول نفسه ، واجريت عملية ازالة الهواء 

ا  البوتاسيوم سم واجريت موازنة العمود بمحلول فوسف (1.5×80)الهلام في العمود ليعطي هلاما بأبعاد 

 الدارئ الذي سبق ذكره . 

 : تعبئة العمود  3-3-2-10-2-3

على عمود الترشيح  الذي تم الحصول عليه بعد خطوة التبادل الايونيمرر المحلول الانزيمي  

 0.2واجريت عملية الاسترداد بوساطة محلول دارئ الفوسفا   بتركيزSephacryl S-200 الهلامي 

مليلتر/ساعة، تمت متابعة البروتين في الاجزاء التي  60وبسرعة جريان   7.8مولار ورقم هيدروجيني 

 نانوميتر، ثم قدر  الفعالية لتلك الاجزاء.  280جمعت بقياس الامتصاص لكل منها على الطول الموجي 

جمعت  رة اعلانفسها المذكوبالسكروز ثم مرر بعد ذلك على العمود نفسه وبالظروف لانزيم ركزا

حفظ بعد ذلك بالتجميد لأجراء الخطوا  اللاحقة .   الاجزاء الفعالة وقدر  فعاليتها وتركيز البروتين ثم

 خطوا  تنقية الانزيم من اوراق الطرفة.  (3-3)ويمثل الشكل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
  

 

 

 

 

 

  T. aphyllaمن اوراق الطرفة  SOD: خطوات تنقية انزيم  (3 -3)الشكل 

مولر رقم هيدروجيني  0.1استخلص الانزيم  من اوراق نبات الطرفة باستخدام محلول دارئ فوسفات البوتاسيوم بتركيز 

وبدرجة  )دقيقة /)دورة  15,000. نبذ مركزي بسرعة PVP % 2و  2Na-EDTAملي مولار  1والحاوي على  7.8

 دقيقة 20م لمدة º 0حرارة

 

 

                                                 

 

    

                             

                                  

            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 )المستخلص الانزيمي الخام(الرائق  -0 الراسب يهمل

 % (50-75)التركيز بكبريتات الامونيوم بنسبة اشباع  - 2

م و º (4)وبدرجة حرارة  دقيقة /دورة (15,000)النبذ المركزي بسرعة  - 3

 دقيقة  20لمدة 

  

  

  نبذ

بسرعة

15000xg 

بدرجة 

 ه ( (0حرارة

 20لمدة  م

 دقيقة 

 

 الراسب  الرائق يهمل

 ثم ديلزته  7.8مولار وبرقم هيدروجيني  0.1الاذابة في محلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ 

 DEAE-Celluloseامرار الانزيم على عمود المبادل الايوني بأستخدام المبادل الايوني 

 7.8مولار ورقم هيدروجيني  0.1بمحلول الفوسفات الدارئ بتركيز والاسترداد  والموازنة 

  كلوريد الصوديوم  (0-1)بتدرج خطي 

 

 

جزء البروتينات غير 

 (جزء الغسلالمرتبطة )

 يهمل

 

)اجزاء الاسترداد( المرتبطةتينات روجزء الب  

   التركيز بالسكروز

)الاسترداد بمحلول    Sephacryl S-200 باستخدام عمود الترشيح الهلامي  الاول 

ثم التركيز (  7.8مولار مولار ورقم هيدروجيني  0.2الفوسفات الدارئ بتركيز 

 بالسكروز

 Sephacryl S-200باستخدام عمود   ترشيح الهلامي الثانيال

 



 
  

  

 

  

 

 

  SDSالترحيل الكهربائي في هلام متعدد الاكريل امايد بوجود الـ : 2-10-2-3 -4

(Polyacrylamide gel electrophoresis-SDS) 

 
 المنقى منسوبراوكسايد الانزيم دمت هذه الطريقة لتقدير الوزن الجزيئي واختبار نقاوة ــــاستخ 

   . T. aphylla  اوراق الطرفة

 

 : المواد والمحاليل المستخدمة  2-10-2-3 -1-4

 

ذو الووورقم  Resolving gel buffer  (1.5M Tris-HCl)المحلووول الووودارئ لهوولام الفصووول  -0

 .  7.7الهيدروجيني 

مليلتزر مزن المزاء المقطزر وبعزد تعزديل الزرقم الهيزدروجيني الزى   40غرام من الترس في 00.6 ذيبا

 .  مليلتر بالماء المقطر 011ر حامض الهيدروكلوريك أكمل الحجم الى لامو 0باضافة  0.0

ذو الووورقم  Stacking gel buffer (0.5M Tris-HCl)المحلوووول الووودارئ لهووولام الووورص  -2

 .  8.7الهيدروجيني 

م ـمليلتر ماء مقطزر وبعزد تعزديل الرقز  80في  حامض الهيدروكلوريك غرام من الترس 6.1 اذيب

مليلتزر  011كمزل الحجزم الزى أمولر حامض الهيزدروكلوريك ،  0ستخدام  محلول أب 2.0الهيدروجيني الى 

 م . º 4وحفظ في درجة حرارة  ستخدام  الماء المقطر اب

  (SDS)الصوديوم كبريتات دودسيل  %01محلول  -3    

 تر . ـمليل 011من الماء المقطر واكمل الحجم الى  مليلتر 60 في SDSغرام من  01اذيب 

 :7.3رقم هيدروجيني  وذ  Reservoir buffer المحلول الدارئ للمستودع   -4

فززي كميززة مززن المززاء المقطززر  مززن الكلايسززين  04.4و  (Tris base)غـززـرام مززن التززرس  0اذيززب   

مليلتزر مزن  01ف  ـزـواضيمولار حامض الهيدروكلوريك  0بمحلول   0.0وعدل الرقم الهيدروجيني الى 

 لتر بإستخدام  الماء المقطر . ل(  ثم اكمل الحجم الى ا01%) SDSمحلول 

يا  انزيم منقى جزئ  



 
  

 : Acrylamide –Bis acrylamide مايد أكريل أبز–مايد أكريل الأمحلول   - 5 

 ء مليلتر من الما 70مايد  في أغرام من بزاكريل  1.0كريل امايد والأغرام من  60.6 اذيب

  وحفظ في قنينة معتمة. ستخدام  الماء المقطرامليلتر ب 011كمل الحجم الى أ  ثمطر المق

 

 : Stock sample bufferنموذج المحلول الدارئ الخزين لل - 6

مليلتزر مزن  6مليلتر من محلول الدارئ لهزلام الزرص و  0.6مليلتر ماء مقطر و 4.8حضر بمزج 

صزبغة  %1.5مليلتزر مزن محلزول  1.5و  كليسزرول  % 10مليلتزر مزن  1و  SDSمن  %01محلول 

 البروموفينول الازرق . 

 برسلفات الامونيوم : %01محلول  - 7

 مليلتر ماء مقطر ويحضرأنيا قبل الاستعمال. 1غرام من برسلفا  الامونيوم في  0حضر بادابة 

 N,N,N,N, Tetra methyl ethylene diamine (TEMED)التمد  - 8

 محلول الروتينات القياسية  - 9

 

مززن  مززايكرولتر 011مززايكروغرام /  01حضززر  باذابززة البروتينززا  القياسززية الاتيززة بتركيززز )  

 نموذج .لمحلول الدارئ الخزين ل

المنقوى   SODالبروتينات القياسية المسوتخدمة فوي تحديود الووزن الجزيئوي لأنوزيم  : (3-4)الجدول 

  SDS-PAGEمن اوراق الطرفة بطريقة الترحيل الكهربائي 

 الوزن الجزيئي البروتين القياسي ت

 )دالتون (

1 Aldolase 158.000 

2 Alkaline phosphatase 80.000 

3 Bovine serum albumin 67.000 

4 Ovalbomin 43.000 



 
  

5 Casein 31.000 

 

 

 Acitic   حامض الخليك  % 10ميثانول و  % (Fixation solution 40محلول تثبت الصبغة   - 10

acid    ) 

مقطر، ثم ددمليلتر ماء  511( في TCAغم من حامض الخليك ثلاثي الكلور )011حضر باذابة   

  المقطر. دالحجم الى اللتر بالماءمليلتر ميثانول الى المحلول واكمل  411اضيف 

 Enzyme solution محلول الانزيم – 11

 
مايكروليتر من المحلول الخزين د651مايكروليتر من محلول الانزيم م   651مزج حجم 

من المركبتوايثانول وض  بعدها في حمام مائي بدرجة دمايكروليتر 65للنموذج في انبوب، ثم اضيف اليه 

 . درجة حرارة المختبربدقائق ثم برد  5غليان لمدة 

12 –Oxidizer solution  

 مليلتر من الماء المقطر .  200غم من ثايوسلفا  الصوديوم في 0.04حضر باذابة   

  Staining solutionمحلول الصبغة - 13

فورمالديهايد  في  % 35مايكروليتر من  40غم من صبغة نترا  الفضة و  0.2  حضر باذابة 

 مليلتر من الماء المقطر يضاف الفورمالديهايد فقط قبل الاستخدام.  200

14  - Developer solution  

 250من الفورمالديهايد في  % 35مايكروليتر من  125غم من كاربونا  الصوديوم و  7.5حضر باذابة  

 مليلتر من الماء المقطر يضاف الفورمالديهايد قبل الاستخدام . 

15 -solution Stop   

 . في لتر من الماء المطر حامض الخليك الثلجي مليلتر01حضر باضافة     

 : طريقة الترحيل الكهربائي  2-10-2-3 -2-4



 
  

 ( بمزج %7.5حضر هلام الفصل )بزاكريل امايد و د -مليلتر من محلول الاكريل امايد 6.5

مليلتر من  1.0مليلتر من محلول دارئ هلام الفصل و  6.5مليلتر من الماء المقطر، و  4.05

 %01مايكروليترا  من محلول  51ازالة الهواء من المزيج اضيف دوبعد SDS %01محلول 

 الانابيب ومزج بهدوء، نقل المزيج الىTEMED مايكروليتر من  5و ،  الامونيومددبرسلفا  

بجهاز الترحيل الكهربائي القرصي وترك ليتصلب بعد تغطية سطح المزيج بقليل من ددالخاصة

 البيوتانول. د

 هلام الزرص و  ئمليلتر من محلول دار 6.5مليلتر ماء مقطر و 2.0بمـــزج  هلام الرص حضر

 SDS %01مليلتزر مزن محلزول  1.0بزأكريزل أمايزد و  –مليلتر من محلول الاكريزل أمايزد  0.0

 5برسزلفا  الامونيزوم و %01تر مزن محلزول يمايكرول 51وبعد ازالة الهواء من المزيج اضيف 

ومزج بهدوء ، ووض  المزيج فوق هلام الفصل في الانابيب الخاصة  TEMEDمايكرولتر من 

 في العملية وترك ليتصلب بعد اضافة قليل من البيوتانول على سطح الهلام .

  بائي: الترحيل الكهر3-4-2-10-2-3

محلول دمايكروليتر من محلول النموذج الى الهلام في الانابيب بعد وض   011اضيف     

امبير، لكل انبوب في دملي  2المستودع بحيث يغطي سطح الانابيب، ثم اوصل التيار الكهربائي بقوة 

مرحلة  فولت( في 641نبوب ) بفرق جهد مقداره أمبيـــــر / أملي  5دقيقة و 01لمدة  مرحلة الرص

 محلول نابيب وغمر فيالأخرج الهلام من أ ثم مئوية،  درجة 4ساعة م  التبريد بدرجة  5-4الفصل لمدة 

دقائق وجر  عدة تبديلا  بالماء المقطر ،  10دقيقة ثم غسل بالماء المقطر لمدة  30لمدة  تثبيت الصبغة

دقيقة ،  ثم اخرج الهلام وغسل في الماء المقطر ثلاث الى ارب   30لمدة  Oxidizer ثم غمر في محلول 

دقيقة ثم غسل بالماء المقطر لمدة  30 الهلام في محلول الصبغة لمدةدقيقة ، ثم غمر  10 – 5مرا  لمدة 

 الـ ثم تم تبديل محلول Developerالـ  ، وبعدها غمر لمدة دقيقة واحدة في محلول دقيقة  2-1

Developer ثم اوقف التفاعل بتبديل محلول بوضوح ،  الحزم البنيةرا  حتى تظهر عدة مDevelper 

 . حامض الخليك  % 1محلول ، ثم حفظ الهلام في دقائق 5لمدة  Stopبمحلول الـ 

مززن السززطح العلززوي للهززلام الززى مركززز البروموفينززول الزرقززاء   وقيسززت المسززافة التززي قطعتهززا صززبغة 

، كما قيست المسافا  من السزطح العلزوي السوبراوكسايد لانزيم حزمة الصبغة لاستخراج الوزن الجزيئي 

  .للهلام الى مركز حزم البروتينا  القياسية المنفصلة 

 

 



 
  

 

 المسافة التي قطعها البروتين                                         

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ= ــــــــــــــــ (Rm)الحركة النسبية 

 فينول الازرق موالمسافة التي قطعتها صبغة البرو        

 

ولوغززارتم الززوزن الجزيئززي للبروتينززا  القياسززية ، وقززدر  (Rm)رسززمت العلاقززة بززين الحركززة النسززبية 

للانزززيم وأسززقاطها علززى المنحنززي   Rmبعززد أسززتخراج قيمززةراوكسززايد السوبالززوزن الجزيئززي لأنزززيم 

 القياسي.

 : توصيف انزيم السوبراوكسايد ديسميوتيز 11-2-3 

 : تحديد الوزن الجزيئي 1-11-2-3

بكروموتوكرافيا الترشيح الهلامي باستخدام عمود  SODعين الوزن الجزيئي لأنزيم  

Sephacryl S-200    كالاتـــــــــــــــــــــــي: 

 : المواد والمحاليل  1-1-11-2-3

A – 7.8مولار ورقم هيدروجيني  0.2محلول فوسفات البوتاسيوم بتركيز  

  (3-2-10-2-3-1)حضر في الفقرة 

B-  محلول الدكستران الازرقBlue Dextran-2000 (3  ملغم/ )مليلتر 

مذابا في محلول فوسفا  البوتاسيوم  2000مليلتر من الدكستران الازرق  /ملغم  3حضر بتركيز  

 ( .  pH  = 7.8مولار،  0.2الدارئ )

 : محاليل البروتينات القياسية  2-1-11-2-3

 .Tاستعملت خمسة بروتينا  قياسية لتقدير الوزن الجزيئي للانزيم المنقى من اوراق الطرفة  

aphylla   مليلتر مذابة في المحلول المذكور في الفقرة المذكورة اعلاه بحسب  /ملغم  3المحضر بتركيز

 ( : 3-5الجدول ) 

 

 



 
  

 

المنقى من  SOD: البروتينات القياسية المستخدمة في تحديد الوزن الجزيئي لأنزيم  (3-5)الجدول 

 اوراق الطرفة بطريقة الترشيح الهلامي 

 الوزن الجزيئي  البروتين القياسي ت

 )دالتون(

0 Trypsin 24.000 

2 Casein 31.000 

3 Bovine Serum albumin 67.000 

4 Alkaline phosphatase 80.000 

7 Aldolase 158.000 

 

 : طريقة العمل  3-1-11-2-3

  : تحضير الهلام  4-1-11-2-3

سم في تقدير الوزن الجزيئي لأنزيم  (80×1.5)بأبعاد  Sephacryl S-200استعمل عمود  

SOD  في موازنة  7.8مولار وبرقم هيدروجيني  0.2. استعمل محلول فوسفا  البوتاسيوم بتركيز

( 3-2-11-1-2)العمود واسترداد  كل من الدكستران الازرق والبروتينا  القياسية المحضرة في الفقرة 

 ساعة .   /مليلتر 60بسرعة جريان مقدارها 

 تقدير حجم الفراغ للعمود (Vo)   Void volume  

مليلتر اذ تم  ملغم/  3( للعمود باستخدام محلول الدكستران الازرق بتركيز Voقدر حجم الفراغ )    

العمود الداخلي بالقرب من سطح الهلام، دمليلتر من هذا المحلول بشكل تدريجي على جدار 0اضافة 



 
  

مولار ذو رقم   0.2الموازنة )فوسفا  البوتاسيومددواسترد محلول الدكستران الازرق بمحلول 

قيس الامتصاص 0مليلتر /ساعة، وجمعت الاجزاء. بعدها600وسرعة جريان  )2.0هيدروجيني 

نانوميتر، وقدر حجم  211الضوئي في جهاز المطياف الضوئي للاجزاء المنفصلة عند طول موجي 

ل جزء المنفصلة عند امرار محلول الدكستران من او0الفراغ للعمود من حساب مجموع حجوم الاجزاء

 امتصاص الدكستران الازرق. 0الى الجزء الذي يمثل قمة

  تقدير حجم الاسترداد(Ve  )Elution volume 

على انفراد واسترد  بوساطة محلول  قدر حجم الاسترداد للانزيم والبروتينا  القياسية كلا      

نانوميتر لكل جزء  601، ثم قيست الامتصاصية الضوئية على طول موجي (3-2-10-2-3-1)الدارئ 

لكل بروتين قياسي. ورسمت العلاقة بين نسبة حجم  eVمن الاجزاء المنفصلة بغية تحديد حجم الاسترداد 

مقابل لوغاريتم الوزن الجزيئي للبروتينا  القياسية،  o) Vo/Ve(V / حجم الفراغ eVاسترداد البروتينا  

 الوزن الجزيئي للانزيم استنادا الى المنحنى القياسي لهذه البروتينا  القياسية.  وقدر

 : تعيين الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية الانزيم  2-11-2-3

بارقام هيدروجينية مختلفة ملي مولار  0.2بتركيز (   Pyrogallolحضر محلول مادة التفاعل )  

م . ثم ° 25لتر وحضنت الانابيب بدرجة ي( مل 0.0انابيب بواق  ) ( . وزع على  10- 4تراوحت بين ) 

دقيقة ، ثم اوقف  30لتر من محلول الانزيم المنقى جزئيا  الى الانابيب وحضنت لمدة يمل 1.6اضيف 

 التفاعل وقدر  الفعالية الانزيمية 

 تحديد الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات الانزيم3-11-2-3: 

دقيقة بمديا  مختلفة 30 م ولمدة º 25في حمام مائي بدرجة حرارة  المنقى جزئيا   حضن الانزيم 

مليلتر من  0.2مليلتر من المحلول الانزيمي المنقى جزئيا  م   0.2 من الارقام الهيدروجينية؛ وذلك بمزج

تراوح ما بين مولار، وبمدى  0.1ذا  الارقام الهيدروجينية المختلفة والمحضرة بتركيز  المحاليل الدارئة

ورسمت العلاقة   (3-2-2)طبقا للفقرة  (، ثم برد  مباشرة في حمام ثلجي وقدر  الفعالية المتبقية 4-10)

بين قيم الرقم الهيدروجيني المختلفة و النسبة المئوية للفعالية الانزيمية المتبقية لتعيين الرقم الهيدروجيني 

 .الامثل لثبا  الانزيم

 درجة الحرارة المثلى لفعالية الانزيمتعيين  : 4-11-2-3



 
  

دقائق ، ثم  5م لمدة º (20-80)بمديا  حرارية تراوحت بين  (3-2-2)قدر  الفعالية الانزيمية في الفقرة 

قدر  الفعالية لانزيمية ورسمت العلاقة بين درجة الحرارة وفعالية لانزيم لتعيين الدرجة الحرارية المثلى 

 للانزيم . 

 

 a(E(: تقدير طاقة التنشيط 3-2-11-5

من خزلال العلاقزة بزين Transformation Eaقدر  طاقة التنشيط لتحويل مادة التفاعل الى ناتج  

على مدى   Reaction Rate Constant Observed ( Kobs )لوغارتم ثابت سرعة التفاعل الملاحظ 

( ومقلزوب درجزـة  3-2-11-4م كمزا ورد  فزي الفقزـرة )( ° 80-20من درجا  الحرارة تراوحزت بزين ) 

 . ( Segal , 1976 )وفقا  لمعادلة ارينيوس  T o(K/1 (الحـرارة المطلقة 

 
                                  Ea 
            LogKo =                            + Log A. 
                               2.303 RT 
 

  ( Kobs ): ثابت سرعة التفاعل الملاحظ  Koاذ ان 

Ea  طاقة التنشيط :Activation Energy  

R  ثابت الغاز :o( 1.987 cal / mol/K Gas Constant   

A  ثابت التفاعل الخاص :Constant for the Particular Reaction 

T  درجة الحرارة المطلقة :)o( K 

 

 تعيين الثبات الحراري للانزيم : 6-11-2-3

مايكروليتر من المحلول الانزيمي في حمام مائي بدرجا  حراريزة مختلفزة تراوحزت  011حضن      

وفزق   دقيقة، ثم برد  الانابيب مباشرة في حمام ثلجي، وقدر  الفعالية المتبقية 30لمدة ° م (80-20بين )

الحرارة و النسبة المئوية للفعالية الانزيمية المتبقيزة لتعيزين ورسمت العلاقة بين درجا  ،  (3-2-2)الفقرة 

 .درجة الحرارة المثلى لثبا  الانزيم

 

 تعيين الثوابت الحركـية للانـزيم  7-11-2-3



 
  

وقزـدر  ملزي مزولار (   0.4- 0.05 (حضر  تراكيـز مختلفة من المـادة الاسـاس تراوحـت بين  

 ((Vo من رسـم العلاقـة بين السـرعة الاوليـة  V )max (والسـرعة القصـوى   K )m (قيم ثابت ميكالـس 

   Line Weaver-Bruk reciprocal plotبيزرك   -بطريقزة لاينزويفر  ( S )وتراكيزـز المزـادة الاسزـاس 

 Pyrogallolالزـ واعتمد حساب الفعالية الانزيمية على اساس كمية  Segal   (0022  )طبقا  لما ورد في 

 المتحررة في الدقيقة الواحدة عند ظروف القياس اعتمادا  على منحنى القياسي .

  SOD: تأثير الايونات الفلزية والمواد المثبطة في فعالية انزيم  8-11-2-3

 : تحضير محاليل الاملاح والكواشف  1-8-11-2-3

  ملي مولار بصورة  10 و 5حضر  محاليل كلوريدا  وكبريتا  الفلزا  الاتية بتركيزين

 2CuCl  ,2ZnCl  ,NaCl  ,KCl   ,4FeSoمنفصلة لكل ملح من الاملاح المستخدمة 

, 2HgCl   ,4CaCl MnSo  حضر  المحاليل السابقة باذابتها بمحلول فوسفا  البوتاسيوم ،

 . 7.5مولار ورقم هيدروجيني  0.1بتركيز 

 3حضر  محاليل NaN  sodium azid   ,ulfate (SDS)Sodium dodecyl s  , 

Ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA) , Potassium cyanide (KCN) 

( ملي مولار بأستخدام محلول فوسفا   10و 5بتركيزين )  2O2Hydrogen peroxide (H(و

 .  7.5مولار ورقم هيدروجيني  0.1البوتاسيوم بتركيز 

 : طريقة العمل 2-8-11-2-3

حجم متساو من محلول الانزيم ومحاليل كلوريدا  الفلزا  و المواد المثبطة ، حضنت المحاليل 

. الفعالية المتبقية  (3-2-2)دقيقة . قدر  الفعالية الانزيمية وفق الفقرة  30م ولمدة º 25بدرجة حرارة 

يمي غير المعامل الى )%( للانزيم قدر  بالمقارنة م  معامل السيطرة الذي حضر باضافة المحلول الانز

 مادة التفاعل . 

 

  

 

 

 



 
  

 

 

 

   Results and Discussion        : النتائج والمناقشة 4

  :في بعض الانواع النباتية  SOD: التحري عن انزيم  1-4

في بعض الانواع النباتية والتي شملت اوراق كل من  نبا   SODتم التحري عن فعالية انزيم 

امتلاك المصادر المذكورة قيد الدراسة  (4-1)الطرفة و نبق العجم والعاقول و القصب . يوضح الشكل 

دسميوتيز و بدرجا  متباينة وقد تميز المستخل  الخام لاوراق نبا  الطرفة   فعالية انزيم السوبراوكسايد

ملغم بروتين ، اما  /وحدة   24.98 الية نوعية مقارنة م  بقية الانواع الاخرى، اذ بلغتباعطاء اعلى فع

 /وحدة   11.58 ملغم بروتين ،و العاقول /وحدة 16.71 بقية الانواع الاخرى فهي كالاتي : نبق العجم 

 .   ملغم بروتين /وحدة   7.99 ملغم بروتين، اما القصب فقد اعطى اقل فعالية نوعية اذ بلغت

ا 

ذ تمتاز 

هذه  

النباتا  

بالعيش 

بظروف 

اجهاد 

عالية ، 

وهذا 

يفسر 

احتوائها على هذا الانزيم بفعاليا  مختلفة . اذ يعتبر نبا  الطرفة من النباتا  الملحية التي تنمو في الترب 

 . ((Bosabalidis ,1992الغنية بكلوريد الصوديوم ، والتي تكيفت اوراقها لانتاج  الغدد الملحية 
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 .انواع نباتية مختلفة  في اوراق SOD: الفعالية النوعية لأنزيم  (4 - 1)الشكل 

 

  T. aphyllaفي اجزاء نبات الطرفة  SOD: التحري عن انزيم  2-4

في اجزاء نبا  الطرفة والتي شملت ) الاوراق ،و الازهار ،  SODتم التحري عن وجود انزيم 

امتلاك الاجزاء النباتية )  6-4والثمار والبذور ( لاختيار الجزء الانسب لانتاج الانزيم يوضح الشكل )

وبدرجا  متفاوتة وقد تميز المستخل  الخام لجزء الاوراق  SODالمذكورة قيد الدراسة فعالية انزيم 

ملغم بروتين .اما بقية  /وحدة  24.98عالية نوعية مقارنة م  بقية الاجزاء  اذ بلغت باعطاء اعلى ف

ملغم بروتين، والثمار  فقد اعطت  /وحدة  17.53على التوالي الازهار  :الاجزاء الاخرى  فهي كالاتي

  5.66ملغم بروتين في حين ان البذور سجلت اقل فعالية نوعية اذ بلغت /وحدة   8.99فعالية نوعية بلغت 

 ملغم بروتين. استنادا  الى النتائج التي تم التوصل اليها جرى اعتماد اوراق الطرفة كمصدر /وحدة 

لاستخلاص وتنقية الانزيم ودراسة بعض الخصائ  الفيزوكيميائية له باعتباره من المصادر غير 

   .رنا ، فضلا  عن محتواه العالي للانزيم كذلك محتواه العالي من مضادا  الاكسدةالمدروسة في قط

. لكن هناك العديد SODلم نجد في البحوث العلمية اية اشارة الى استخدام الطرفة كمصدر لأنزيم 

 Deschampsiaمن الدراسا  التي استخلصت الانزيم من مصادر متعددة، اذ استخل  من اوراق 

Antarctica (Perez-Torres,2004  كما استخل  من اوراق نبا .)Haberlea rhodopensis ( 

Yahubyan et al., 2005)  استخل  ايضا  من اوراق وجذور.Ctenanthe setosa  (Terzi and 



 
  

Kadioglu, 2006 ).  كذلك من اوراق نبا  الكرنبBrassica napus L. ( Abedi and 

Pakniyat,2010) ر و الخيزران الاخضBambusa oldhamii (Wu et al.,2011)   واستخل .

( . كما استخل  من  Moradian et al.,2014)   Aelluropus littoralis ايضا من نبا  العكرش

 ( .  Manihot esculenta     Xu et al.,) 2014الكاسافا 

 

  T. aphyllaفي اجزاء مختلفة من نبات الطرفة SOD: الفعالية النوعية لأنزيم  (4 - 2)الشكل 

 : تحديد الظروف المثلى لاستخلاص الانزيم  3-4

 في المحلول الدارئ  2Na-EDTA  تحديد التركيز الامثل لمادة : 4-3-1

،   (0.1في المحلول الدارئ اذ حضر  بتراكيز 2Na-EDTAدرس تأثير تراكيز مختلفة لمادة  

( زيادة الفعالية م  زيادة  4-3( ملي مولار ، اوضحت النتائج  الشكل )  2، 1،  0.8،  0.6،  0.4،   0.2

ملي مولار ثم بدأ  الفعالية بعدها بالانخفاض ، اذ ان اعلى فعالية  1حتى تركيز   2Na-EDTAتركيز 

التركيز  ملغم بروتين،  لذلك اعتبر /وحدة  28.99اذ بلغت  ملي مولار  1نوعية  سجلت عند تركيز 

في  EDTAلافضل للاستخلاص . وجاء  هذه الدراسة متوافقة م  بعض الدراسا  حول استخدام ا

باستخدام  Cicer  arietinumاستخلاص الانزيم، ففي احدى الدراسا  استخل  الانزيم من الحم  

ملي  1والحاوي على  7.8ملي مولار ورقم هيدروجيني  100محلول دارئ فوسفا  البوتاسيوم بتركيز 

 Eleusine( . كما استخل  الانزيم من اوراق الدخن  2013et alSingh,.)  2Na-EDTAر من مولا
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coracana L.    ملي مولار وبرقم  50غم من الاوراق م  دارئ فوسفا  الصوديوم بتركيز 1بمزج

 2Na-EDTA   (.,2014et alKotapati  .)ملي مولار  1والحاوي على   6.4هيدروجيني 

بمحلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ  Lotus corniculatusاستخل  ايضا  من اوراق اللوتس 

 EDTA (Borsani et ملي مولر  0.5والحاوي على  7.8ملي مولر ورقم هيدروجيني  50 بتركيز 

al., 2001 (   كما استخل  من جذور الجت واوراقه. Medicago truncatula   ملغم م   400بمزج

والحاوي  7.8ملي مولار  ورقم هيدروجيني  50من محلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ بتركيز مليلتر  4

 EDTA  ( Lopez-Millan et al., 2005  . )ملي مولار  0.1على 

م  دارى الفوسفا  في استخلاص الانزيم يحافظ على ثبا  الانزيم لكونه عاملا  EDTAان استخدام 

(  لذا  Stoll and Blanchard,1990مخلبيا يمن  تداخل الايونا  الملوثة للدارئ في اثناء عمل الانزيم )

ملي مولار في الدراسة الحالية للتخل  من الاثار الضارة للايونا   0بتركيز   EDTAتم اضافة 

في وسط الاستخلاص يساعد  EDTAمعدنية والمحافظة على ثبا  الانزيم . فضلا عن ذلك ان وجود ال

 .  (Gupta,1998)على تحطيم الاغشية الخلوية 
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المستخلص من اوراق  SODعلى الفعالية النوعية لأنزيم  2Na-EDTA: تأثير تركيز  3 )- (4الشكل 

 . T. aphyllaالطرفة 

 

 

 

 في المحلول الدارئPVP : تحديد التركيز الامثل لمادة  2-3-4

المضافة الى المحلول الدارئ . استخدمت  PVPبتراكيز مختلفة لمادة  SODاستخل  انزيم  

يستخدم محلول حجم( . حيث  /( % )وزن 5، 4، 3،  2،  1،  0.8،  0.6،  0.4،  0.2،  0.1بتراكيز) 

PVP  في أستخلاص الانزيما  من الانسجة النباتية وذلك للادمصاص المركبا  الفينولية والتقليل من

( ان  4 - 4اظهر  النتائج في الشكل ) .( (Whitaker, 1972تأثيرها في ثبا  البروتينا  وفعاليتها  

ملغم  /وحدة 33.53 لية اذ بلغت الفعا ، % 2الفعالية تزداد بزيادة التركيز حتى بلغت اقصاها عند التركيز 

 من نبا   SODبروتين . لذلك اعتبر  النسبة الامثل للاستخلاص. ففي احدى الدراسا  استخل  انزيم 

 Fritillaria meleagris   مليلتر من محلول فوسفا  البوتاسيوم  4غم من نسيج النبا  م   0.5بمزج

(. كذلك  Jevremovic et al.,2010) PVPملغم من  200مولار والحاوي على  0.1الدارئ بتركيز 

غم من النسيج النباتي في محلول  0.3بمزج  .Helianthus annus Lاستخل  من نبا  عباد الشمس 

.  PVP ( Costa et al., 2002)غم  1ملي مولاروالحاوي على  50فوسفا  البوتاسيوم الدارئ بتركيز 

غم من الاوراق والجذور م   0.5بمزج  .Kandelia cande L  كما استخل   من اوراق وجذور نبا  

 . ) PVP % 4والحاوي على  7.8مليلتر من محلول الفوسفا  الدارئ ذي الرقم الهيدروجيني  5

Rahman et al.,2010 . ) 

مليلتر  5ملغم من النسيج النباتي م   200بمزج  Abutilon indicumايضا  من نبا    استخل 

 PVP  Ghosh% 2والحاوي على  7.8ئ ذي الرقم الهيدروجيني من محلول فوسفا  البوتاسيوم الدار

et al.,2011) كذلك من اوراق  . ) Syzygium cumini   مليلتر من  8 غم من الاوراق في 1بمزج

  % 1والحاوي على   7.8ملي مولار وبرقم هيدروجيني  50محلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ بتركيز 

PVP  ( (Choudhary and Saroha, 2012  . 



 
  

 .Tالمستخلص من اوراق الطرفة   SODفي فعالية انزيم  PVP: تأثير تركيز (4 - 4)الشكل 

aphylla  

 

  : تأثير نسبة الاستخلاص 3-3-4

قد تفاوتت باختلاف نسبة  SODالنتائج التي سجلت في الفعالية الانزيمية والفعالية النوعية لأنزيم  

 الاستخلاص ) وزن الاوراق : حجم المحلول الدارئ ( المستخدم. فقد سجلت اعلى فعالية نوعية 

ثم  4:1ثم نسبة  2:1)وزن : حجم ( تليها نسبة  3:1ملغم بروتين  في نسبة الاستخلاص  /وحدة 34.11

ر استخدامها كون المزيج مركز فيصعب فقد تعذ 1:1.اما النسبة  6:1واقل فعالية سجلت عند نسبة  5:1

( . ففي  4-5هي الافضل في استخلاص الانزيم كما في الشكل ) 3:1بذلك قياس الفعالية . لذلك فان النسبة 

بنسبة  .Brassica napus Lمن اوراق نبا  الكرنب   SODاحدى الدراسا  استخل  انزيم 

 7.5مولار وذي الرقم الهيدروجيني  0.1الدارئ بتركيز  Tris-HCl باستخدام محلول  3:1استخلاص 

Abedi and Pakniyat,2010)  كذلك استخل ،) MnSOD  من اوراق البزالياPisum sativum 

L.  7.8باستخدام محلول فوسفا  الصوديوم الدارئ  برقم هيدروجيني  5:1بنسبة استخلاص ( Del 

Rio et al.,2003 (و  الاحمر.استخل  ايضا من اوراق الت Rubus idaeus L.  اي بوزن  1:1بنسبة

ملي مولار ورقم  50مليلتر من محلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ بتركيز  1غم من اوراق النبا  في 1
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 1اي بمزج  8:1كذلك استخل  من نبا  الذرة بنسبة  .( Patamsyte et al.,2004) 7.8هيدروجيني 

ملي مولار ورقم  50 فوسفا  البوتاسيوم الدارئ بتركيز مليلتر من محلول  8 غم من النبا  في 

(.  كما استخل  الانزيم من ثلاثة انواع من   Chorianopoulon et al.,2012 ( 7.0هيدروجيني 

مليلتر من محلول فوسفا   15غم من نسيج التفاح المجمد م   5اي بوزن  3:1التفاح بنسبة استخلاص 

 . (Susaj et al.,2013 ) 7ولار ورقم هيدروجيني  م 0.05البوتاسيوم الدارئ بتركيز 

  

المستخلص من  SODتأثير نسبة الاستخلاص في الفعالية النوعية والانزيمية لأنزيم  : (4 -5)الشكل 

 T. aphyllaاوراق الطرفة 

 : تحديد الرقم الهيدروجيني الامثل لدارئ الاستخلاص   4-3-4

ان تحديد الرقم الهيدروجيني يعتمد على الطريقة التي يستخل  فيها الانزيم وكذلك المادة الاساس  

المستخدمة في قياس الفعالية الانزيمية . اذ درس تـأثير الرقم الهيدروجيني في استخلاص الانزيم من 

(  4 - 9 بين )،حيث حضر المحلول الدارئ بأرقام هيدروجينية تراوحت  T. aphyllaاوراق الطرفة 

ملغم  /وحدة 35.012اذ بلغت  7.8(. ان اعلى فعالية نوعية سجلت عند رقم هيدروجيني  4 - 6الشكل )

. نستنتج من النتائج SODالافضل في استخلاص انزيم  7.8بروتين لذلك اعتبر الرقم الهيدروجيني 

الانزيم وفك ارتباطه من المذكورة اعلاه انخفاض قدرة الظروف الحامضية والقاعدية في استخلاص 

 ( .Chaplin and Chri, 2004الاجزاء النباتية فضلا عن تأثيرها في ثباتية الانزيم وفعاليته )

0

5

10

15

20

25

30

35

40

2:01 3:01 4:01 5:01 6:01

ة 
عي
و
لن
 ا
ية
ال
فع
ال

 (
ة 
حد
و

/
ن 
تي
و
بر
م 
لغ
م

 )

( حجم : وزن ) نسبة الاستخلاص 

(  ملغم بروتين/ وحدة )الفعالية النوعية 

(  مليلتر/ وحدة  ) الفعالية الانزيمية 



 
  

جاء  هذه الدراسة متوافقة م  بعض الدراسا  حول تأثير الرقم الهيدروجيني في فعالية انزيم 

SOD   ففي احدى الدراسا  استخل  من جذور واوراق وساقEpipremnum aureum    بأستخدام

 Meshram and) 7.8ملي مولار ورقم هيدروجيني  25محلول فوسفا  الصوديوم الدارئ بتركيز 

Srivastava,2016 كما استخل  الانزيم من بذور نبا  الكرنب .) Brassica napus L.  بمحلول

الانزيم من  ( .كذلك استخل   (Ali et al.,2015 7.8دارئ فوسفا  البوتاسيوم برقم هيدروجيني 

 50باستخدام محلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ بتركيز    rhodopensis  Harberleaاوراق نبا  

( . و استخل  ايضا من  اوراق نبا   (Yahubyan et al.,2005  7.8 ملي مولار ورقم هيدروجيني

 Asthir) 2.5 بأستخدام دارئ فوسفا  الصوديوم وبرقم هيدروجيني .Triticum aestivum Lالحنطة 

et al.,2011  كما استخل  من نبا  الكشمش الاسود . )Ribes nigrum   بدارئ فوسفا  البوتاسيوم

 .(  Chaudhary et al.,2013 ) 7برقم هيدروجيني 

 

 

 

 

 

 

 

المستخلص من  SOD: تأثير الرقم الهيدروجيني لدارئ الاستخلاص في فعالية انزيم  (4 - 6)الشكل 

 T. aphylla اوراق الطرفة

  SOD: تأثير تركيز دارئ الاستخلاص على فعالية انزيم  5-3-4

 SODدرست تأثير تراكيز مختلفة لمحلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ في فعالية انزيم   

 SOD( انخفاض الفعالية النوعية لأنزيم  4-7المستخل  من اوراق الطرفة، اوضحت النتائج في الشكل )

مولار اذ بلغت  0.1كلما ازداد تركيز المحلول الدارئ ، اذ ان اعلى فعالية نوعية سجلت عند تركيز 
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ملغم بروتين باستخدام محلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ . لذلك اعتبر محلول دارئ  /وحدة  35.99

 مولار هو الافضل في استخلاص الانزيم .  0.1فوسفا  البوتاسيوم الدارئ  بتركيز 

من اوراق التبغ   SODاستخل  انزيم جاء  هذه الدراسة متوافقة م  بعض الدراسا  اذ

Nicotiana tabacum  7.5مولا ورقم هيدروجيني  0.1باستخدام دارئ فوسفا  البوتاسيوم بتركيز 

(Park et al., 2002) . استخل  ايضا من بذورChickpea  بمحلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ

( . كذلك استخل  من  ( Randhaua and Kaur, 2015  7.5 مولار ورقم هيدروجيني 0.1بتركيز 

ملي مولار  100بمحلول فوسفا  البوتاسيوم الدارئ بتركيز  .Orizya sativum L نوعين من الرز 

(  . كما استخل  الانزيم  من السبانغ  بمحلول Verma and Dubey, 2003)7.8ورقم هيدروجيني 

 ( . Li et al., 2008 ) 7.8ملي مولار برقم هيدروجيني  50يوم الدارئ  بتركيز فوسفا  البوتاس

مولار لدارئ فوسفا  البوتاسيوم كافية  0.1من النتائج المذكورة اعلاه ، ان القوة الايونية  يتضح 

لفك الترابط بين الانزيم والمواد الخلوية الاخرى في حين نلاحظ اختلاف تراكيز دارئ الاستخلاص 

مستخدمة في الدراسة تضمنت نقصان في كفاءة الاستخلاص بزيادة التركيز وذلك لأن زيادة التركيز ال

للمحلول الدارئ يزيد من تحرر المواد البروتينية وغير البروتينية ومن ثم زيادة تركيز البروتين وهذا 

 يؤدي الى انخفاض الفعالية النوعية . 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

المستخلص  SOD: تأثير تركيز محلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ على فعالية انزيم  (4 -7)الشكل 

  T. aphyllaمن اوراق الطرفة 

 : تحديد زمن الاستخلاص الامثل  6-3-4

-8( دقيقة ، الشكل  5 ,10 ,15 ,20 , 25, 30بفترا  زمنية مختلفة  )   SODاستخل  انزيم  

ملغم بروتين ثم  /وحدة 36.76 دقيقة اذ بلغت الفعالية النوعية  20( اذ سجلت اعلى فعالية نوعية بزمن  (4

 دقيقة اما اقل فعالية نوعية فقد سجلت عند زمن  25و   5 دقائق تليها 10دقيقة ثم  15تليها المدة الزمنية 

 .  دقائق  30

دقيقة قد كانت كافية لتحرير الانزيم لذلك  20 يتضح من النتائج المذكورة اعلاه ان المدة الزمنية

على من أاستخلاص  مدةاما عند استخدام دقيقة هي المدة الزمنية المثلى لأستخلاص الانزيم .  20اعتبر  

والضرورية لفعالية الانزيم.  Co-factorsذلك قد يحصل تلوث او فقدان بعض العوامل المرافقة للانزيم 

 .استخلاص قصيرة وبظروف مبردة  مدةتم التغلب على هذه المشاكل باستخدام 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

ة 
عي
و
لن
 ا
ية
ال
فع
ال

 (
دة
ح
و

/
ن 
تي
و
بر
م 
لغ
م

 )

(مولار)تركيز المحلول الدرارئ

(ينملغم بروت/ وحدة )الفعالية النوعية 

(مليلتر/ وحدة )الفعالية الانزيمية 



 
  

كيميائي محدود وان اي -وكما هو معروف فأن الانزيما  جزيئا  غير مستقرة تمتلك تنظيم فيزيو

لى فقدان تام للفعالية تغير وان كان طفيفا يؤدي الى تقليل فعالية الانزيم وفي بعض الاوقا  الى يؤدي ا

Gupta,1998) لذا تم استخلاص الانزيم قيد الدراسة في ظروف مسيطر عليها من قوى ايونية ، ورقم . )

هيدروجيني ودرجة حرارة لتحقيق اعلى درجا  الثبا  . كما وان تحديد الظروف المستخدمة يفيد في 

 تجنب النتائج التي تؤدي الى الاستنتاجا  الخاطئة .

 

المستخلص من  SOD: تأثير زمن الاستخلاص في الفعالية النوعية والانزيمية لأنزيم  (4 -8)ل الشك

 . T. aphyllaاوراق الطرفة 
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 استخلاص انزيم السوبراوكسايد دسميوتيز وتنقيته  : 4-4

 : الاستخلاص  1-4-4

باستخدام محلول فوسفا  البوتاسيوم  T. aphyllaمن اوراق الطرفة  SODاستخل  انزيم  

 % 2و  2Na-EDTAملي مولار من  1والحاوي على  7.8مولار ورقم هيدروجيني  0.1الدارئ بتركيز 

PVP  وزن : حجم ( في جفنة خزفية مبردة . ثم رشح الانزيم باستخدام ارب   3:1، وبنسبة استخلاص (

دقيقة وبدرجة حرارة  20لمدة  )دقيقة /دورة  (15,000 طبقا  من الشاش . تلاها النبذ المركزي بسرعة 

0 º . م . ثم اخذ الراشح الذي يمثل المستخل  الانزيمي الخام لأجراء الخطوا  اللاحقة 

 : تنقية الانزيم  2-4-4

اجريت عدة خطوا  تنقية للانزيم المستخل  من اوراق الطرفة، شملت هذه الخطوا  تركيز  

-DEAEاملاح كبريتا  الامونيوم اعقبتها خطوة تبادل ايوني بالمبادل الايوني المستخل  الخام بواسطة 

Cellulose  ثم  ترشيح هلامي بمرحلتين بأستخدام  هلامSephacryl S-200 . 

 : تركيز الانزيم الخام بكبريتات الامونيوم   1-2-4-4

تنقية الانزيما  للتخل  من تعد عملية الترسيب بالاملاح المتعادلة من العمليا  الضرورية في  

البروتينا  غير المرغوب فيها والمتواجدة م  الانزيم وتقلي  حجم المستخل  الخام والحصول على 

الانزيم بدرجة عالية من النقاوة ، فهناك العديد من الاملاح التي تكون فعالة في ترسيب البروتينا  

الية فضلا عن انعدام تاثيرها على البروتينا  واكثرها شيوعا كبريتا  الامونيوم بسبب ذائبيتها الع

(Munoz and Barcelo,1995  فيحدث الترسيب بالاملاح بفعل معادلة الشحنة المتواجدة على سطح . )

البروتين والاخلال بطبقة الماء المحيطة بجزيئا  البروتين مما يؤدي ذلك الى انخفاض ذائبيتها وترسيبها 

 Salting out (Schmander, 1997   . ) خارجي  وهذه العملية تسمى التمليح ال

(%  0-25 ,25-50 ,50-75 ,75-100استخدمت كبريتا  الامونيوم بنسب اشباع مختلفة ) 

اختير  هذه النسب كلا  على حده لحين الحصول على نسبة الاشباع الافضل. اختير  نسبة الاشباع  

تا  الامونيوم الى المستخل  الانزيمي الخام. ( % لتركيز الانزيم وذلك باضافة كبري 50-75الافضل )



 
  

م  ارتفاع  % 50.51وبحصيلة انزيمية مقدارها  1.53حققت هذه الخطوة تنقية جزئية للانزيم بلغت 

 ( .  4 - 1ملغم بروتين . كما في الجدول ) /وحدة  60.36 الفعالية النوعية لتصل الى 

المستخل  من  SODوعية لانزيم ان اعلى فعالية ن (1992)وجماعته  Kronigerبين  

ففي دراسة اخرى رسب  . % (55-75)سجلت عند نسبة اشباع .Picea abies L الصنوبر البري  

 Moran et) % (35-65)بنسبة اشباع  Vigna unguiculataالانزيم من العقد الجذرية للوبياء 

al.,2003  كذلك رسب من البطيخ .)Citrullus lanatus   70 - (30بنسبة اشباع  % )Rodriguez-

Serrano et al.,2007)  اما الانزيم المستخل  من الثوم .)Allium sativum L.  فتم ترسيبه بنسبة

   Ribes nigrum ( كما رسب الانزيم المستخل  من  al.,2009) et Sfaxi( %   75 – 30اشباع )

، حيث سجلت اعلى فعالية  % (40 -80 )و  % (0 - 40)باستخدام كبريتا  الامونيوم بنسب اشباع 

فقد   % (40 - 80)ملغم بروتين  اما النسبة  / وحدة  66.5 اذ بلغت  % (0 -40)نوعية عند نسبة اشباع  

( كما ركز الانزيم  Chaudhary et al., 2013ملغم بروتين ) /وحدة  35.55اعطت فعالية نوعية بلغت

 ( . (Niyomploy et al .,2014  % 90 اع بنسبة اشب  Stemona tuberosa   المستخل  من جذور

 

 

 

 

 

 

 

 

 .من اوراق الطرفة بأستخدام كبريتات الامونيوم SOD: ترسيب انزيم  (4-9)الشكل 
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 بأستخدام كبريتات الامونيوم   T. aphyllaمن اوراق الطرفة SOD: ترسيب انزيم  (4-2)الجدول 

 الخطوة

 

 الحجم

 )مليلتر(

الفعالية 

الانزيمية 

 )مليلتر /وحدة(

 تركيز البروتين

 ملغم( /)مليلتر

الفعالية 

النوعية )وحدة 

 ملغم بروتين( /

الفعالية 

 الكلية

 )وحدة( 

عدد مرات 

 التنقية 

 الحصيلة 

% 

 100 1 196 37.40 0.131 4.9 40 المستخلص الخام

 نسبة اشباع

(25-0) % 

10 4.7 0.0899 52.28 47 1.39 23.97 

 نسبة اشباع

(50-25) % 

10 5.6 0.133 42.10 56 1.12 28.57 

 نسبة اشباع

(75-50) % 

10 9.9 0.164 60.36 99 1.53 50.51 

 نسبة اشباع

(100-75|) % 

10 3.6 0.165 21.81 36 0.58 18.36 

 

  Ion exchange chromatography : كروماتوغرافيا التبادل الايوني  2-2-4-4

الايوني على عمود المبادل  % (50-75)مرر الانزيم المرسب بكبريتا  الامونيوم بنسبة اشباع  

DEAE- cellulose  الرقم الهيدروجيني ي مولار ذ 0.1الذي سبق موازنته بمحلول الفوسفا  الدارىء

نة جزاء الغسل )البروتينا  غير المرتبطة التي تحمل شحلا، وتم قياس الامتصاصية الضوئية 2.0

(، Base lineنانوميتر وعند وصول الامتصاصية الى الخط الصفري ) 601موجبة( على طول موجي 

اجريت بعد ذلك عملية استرداد البروتينا  المرتبطة بالمبادل )البروتينا  التي تحمل الشحنة السالبة( 

وم وبرقم ( مولار كلوريد الصودي0 -0مولار محلول الموازنة بتدرج ملحي خطي ) 0.1بإستعمال 



 
  

بروتينية في خطوة عدة قمم ( ظهور  10-4 . ولوحظ من النتائج المبينة في الشكل  )2.0هيدروجيني 

تركز  الاولى  للفعالية الانزيميةتين قم للبروتين لإجزاء الاسترداد م  قموعدة  الغسل خالية من الفعالية 

الاجزاء غير المرتبطة بالمبادل )اجزاء  ان خلو . (36 -40)، والثانية في الاجزاء (29-34) في الاجزاء 

ارتباط الانزيم بالمبادل الايوني. وان محصلة الشحنة المحمولة  الغسل( من الفعالية الانزيمية تماما  يؤكد

تم الحصول بهذه الخطوة على عدد   على الانزيم في الظروف المستخدمة بالتجربة هي شحنة سالبة.

 95.62 م  ارتفاع  الفعالية النوعية لتصل الى  %  42.47 يميةمرة وبحصيلة انز 2.45 مرا  تنقية

 . (4-2)ملغم بروتين كما موضح بالجدول  /وحدة 

-DEAEباستخدام المبادل الايوني  SODهناك العديد من الدراسا  حول تنقية انزيم 

Cellulose   ففي احدى الدراسا  نقي انزيم MnSOD من الرقي من جنسCitrullus lanatus  

Schrad  باستخدام المبادل الايوني DEAE-Cellulose  مرة وبحصيلة  357وقد سجل عدد مرا  تنقية

 Rodriguez-Serrano etملغم بروتين ) /وحدة   30.71 م  فعالية نوعية % 60.8 انزيمية 

al.,2007 كذلك نقي من ثمار .  )Zizyphus mauritiana Lamk  باستخدام عمودDEAE-

cellulose وحدة  30.9م  فعالية نوعية  14.8مرة وبحصيلة انزيمية  4.5سجل عدد مرا  تنقية  وقد/ 

  Agave attenuata. كما نقي الانزيم المستخل  من الاكاف  (Kumar et al.,2008)ملغم بروتين 

 10مرة وحصيلة انزيمية  0.8وقد سجل عدد مرا  تنقية  DEAE-Celluloseباستخدام المبادل الايوني 

 ( .   Chen et al.,2011ملغم بروتين ) /وحدة  306.43فعالية نوعية  م  %

بشكل واس   DEAE-Celluloseستخدام المبادل الأيوني نلاحظ االدراسا  السابقة  خلال  من

ستعماله في عمليا  التنقية منها القدرة العالية على أستيعاب الما يتمت  به من مميزا  عديدة جعلته يفضل 

ختلاف الشحنة امبدأ بسيط هو  المرتبطة وقابليته على الفصل الجيد ، أضافة الى اعتماده علىالبروتينا  

مبدأ الفصل في هذه الطريقة دقيق ومباشر، تتم  ستخدامه مرا  عديدة .امما يؤدي الى أمكانية تنشيطه و

الايونية ، وتوزي  عملية التداخل بين البروتين والمبادل الايوني بالاعتماد على صافي الشحنة والقوة 

الشحنة على سطح البروتين ، وكذلك الرقم الهيدروجيني . وقد استخدمت المبادلا  الايونية الطبيعية التي 

هي من مشتقا  السليلوز بسبب ملاءمتها لفصل البروتينا  ذا  الاوزان الجزيئية الكبيرة فضلا عن 

 ( . Janson and Ryden, 1998الاحتمالا  القليلة لمسخ البروتين )



 
  

 

بأستخدام  T. aphyllaالمنفى من اوراق  SOD: كروماتوغرافيا التبادل الايوني لأنزيم  (4-10)الشكل 

سم . الموازنة والاسترداد بمحلول فوسفات البوتاسيوم  (20×3.5)بأبعاد  DEAE-Celluloseعمود 

مولار كلوريد الصوديوم ، جمعت  (0-1)بتدرج خطي   7.8مولار ورقم هيدروجيني  0.1بتركيز   الدارئ

 ساعة . /مليلتر  30مليلتر و بسرعة جريان  5الاجزاء بواقع 
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 Gel filtration chromatography : كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي   3-2-4-4

بعد اكمال خطوة التبادل الايوني تلاها خطوة الترشيح الهلامي بمرحلتين باستعمال هلام  

لما يتمت  به من خصائ  جيدة فهو يحتوي على الاكريل كليتهما ، في المرحلتين  S-200السفاكريل 

الدكستران مما يعطيه صلابة ومقاومة للانضغاط. ويمتاز كذلك بالفصل الجيد والسري  فضلا  عن امايد 

فضلا  عن سهولة الاستخدام والتحضير اذ يبقى ثابتا  مدة طويلة لكونه محضرا سلفا  من الشركة المنتجة 

Pharmacia fine chemical. 

مرر المحلول الانزيمي الناتج من جم  اجزاء القمة الثانية للفعالية الانزيمية للخطوة السابقة 

)التبادل الايوني( . لامتلاكها عدد مرا  تنقية وفعالية نوعية اعلى من القمة الاولى على عمود الترشيح 

.  لوحظ من فصل ساعة /مليلتر 60سم وبمعدل جريان  (1.5×80)بأبعاد  Sphacryl S-200الهلامي 

المجامي  البروتينية ظهور قمتين للبروتين في الاجزاء المستردة من عمود الترشيح الهلامي م  ظهور 

( فقد تم الحصول في  4-11) الشكل  (13-16)قمة واحدة للفعالية الانزيمية تركز  في الاجزاء المستردة

م  ارتفاع بالفعالية النوعية   % 31.55مرة وحصيلة انزيمية  3.94هذه الخطوة على عدد مرا  تنقية 

بعدها جمعت الاجزاء الفعالة وركز  مرة اخرى بعمود  ملغم بروتين .  /وحدة  154.02لتصل الى 

واحدة للبروتين م  ظهور قمة   (4-12)في الشكل الترشيح الهلامي تحت الظروف ذاتها ، وتظهر النتائج 

 مرة  7.94  على عدد مرا  تنقيةقمة واحدة للفعالية الانزيمية مطابقة م  القمة البروتينية، وتم الحصول 

. ويعد تطابق ملغم بروتين  /وحدة  310م  ارتفاع الفعالية النوعية الى  % 22.57 وبحصيلة انزيمية

   .( Whitaker,) 1972نزيم  قمتي البروتين والفعالية احد ادلة النقاوة للا

 وتشير البحوث العلمية الى استخدام طريقة الترشيح الهلامي كاحدى خطوا  التنقية لأنزيم 

 SOD  هنالك العديد من الدراسا  حول  .من زيادة نقاوة الانزيم للتأكدوذلك بعد خطوة التبادل الايوني

باستخدام عمود  .Camellia sineses L المنقى من عدة مصادر، اذ نقي الانزيم من الشاي SODانزيم 

Sephadex G-100  مرة والفعالية النوعية  34.7وعدد مرا  تنقية  % 41.6بحصيلة انزيمية مقدارها

 . كما نقي الانزيم من بادرا  الحنطة (  (Iae-Hong et al.,2005ملغم بروتين /وحدة  17123بلغت 

بخطوا  تنقية شملت الترسيب بكبريتا  الامونيوم ، التبادل الايوني والترشيح الهلامي اذ وجد نوعين 

على التوالي  % 2.4 و 11بحصيلة انزيمية  (SODII, SODI)للانزيم في المستخل  الخام للنبا  

 Curcuma(. نقي ايضا من Lia et al.,2008مرة على التوالي ) 98 و 154وبعدد مرا  تنقية 



 
  

aeruginosa Roxb  على عمودSuperdex 75  م  فعالية انزيمية  % 2.51بحصيلة انزيمية

 .  (Moon-Ai et al.,2012)ملغم بروتين  /وحدة  812.20

 

 .Tمن اوراق  SOD: كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي )الخطوة الاولى( لتنقية انزيم  (4-11)الشكل 

aphylla   بأستعمال عمودSephacryl S-200  سم، ثم الموازنة والاسترداد  (1.5×80)بأبعاد

مليلتر لكل  5، جمعت الاجزاء بواقع   pH=7.8)مولار،  0.2بمحلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ) 

 ساعة  /مليلتر  60جزء وبسرعة جريان 
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 .Tاوراق  من SOD: كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي )الخطوة الثانية( لتنقية انزيم  (4-12)الشكل 

aphylla   بأستعمال عمودSephacryl S-200  سم، ثم الموازنة و الاسترداد  (1.5×80)بأبعاد

مليلتر لكل  5، جمعت الاجزاء بواقع   pH=7.8)مولار، 0.2)  بمحلول فوسفات البوتاسيوم الدارئ

 ساعة  /مليلتر  60جزء وبسرعة جريان 
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  T. aphylla المستخلص من اوراق الطرفةSOD: خطوات تنقية انزيم  (4-2)الجدول 

 

 الخطــــــوة

 الحجم

 ))مليلتر

 الفعالية الانزيمية

 ر(يلت) وحدة / مل

تركيز 

 البروتين

 (رتل)ملغم/ملي

 الفعالية النوعية

ملغم  /)وحدة

 بروتين(

الفعالية 

 الكلية

 )وحدة(

عدد 

مرات 

 التنقية

 يلةالحص

)%( 

 

 المستخلص الخام

 

 

40 

 

5.15 

 

0.132 

 

39.015 

 

206 

 

1 

 

011 

 

الترسيب بكبريتات 

بنسبة  الامونيوم

 اشباع

75-50) %) 

 

 

 10 

 

10.3 

 

0.166 

 

 

62.04 

 

103 

 

1.59 

 

50 

التبادل الايوني 

بأستخدام المبادل 

DEAE-

Cellulose   القمة(

 الاولى (

 

30 

 

3.15 

 

0.0424 

 

74.29 

 

94.5 

 

1.90 

 

45.87 

التبادل ايوني  

استخدام المبادل ب

DEAE-

Cellulose 

 )القمة الثانية(

 

25 

 

 

3.5 

 

0.0366 

 

 

95.62 

 

87.5 

 

2.45 

 

42.47 

الترشيح الهلامي 

باستخدام   الاول

Sephcryl  S-

200 

 ) الخطوة الاولى (

 

20 

 

3.25 

 

0.0211 

 

154.02 

 

65 

 

3.94 

 

31.55 



 
  

الترشيح الهلامي 

بأستخدام    الثاني

Sephacryl  S-

200 

 ) الخطوة الثانية (

 

15 

 

3.1 

 

0.01 

 

310 

 

46.5 

 

7.94 

 

22.57 

 

 

 

  SOD: فحص نقاوة انزيم 4-2-4-4

Purity of SOD 

تعززد خطززوة فحزز  نقززاوة الانزززيم مززن الخطززوا  المهمززة فززي التعززرف علززى كفززاءة خطززوا  التنقيززة  

المستخدمة إذ من الضروري اجراؤها قبل توصيف الانززيم وذلزك لان وجزود مزواد آخزرى غالبزا مزا يزؤدي 

د طريقززة الترحيززل الكهربززائي فززي هززلام متعززدد الاكريززل امايززالززى اعطززاء نتززائج غيززر دقيقززة. وقززد اسززتخدمت 

فح  نقاوة الانزيم الناتج بعد خطزوا  التنقيزة لSDS (SDS- PAGE )( بوجود المواد المدنترة 7.5%)

ظهور حزمة بروتينية  واحزدة فزي الهزلام  (4-13)، اذ اشار   النتائج  المستحصلة الشكل المذكورة سابقا  

وجززاء  هززذه الدراسززة متوافقززة مزز  بعززض . دلائل علذذى نقذذاوة الانذذزيم الذذوالذذذي يعذذد  حذذد للنمززوذج النقززي 

المنقزى مزن  MnSODظهور حزمة بروتينية واحدة لأنزيم   (2000)وجماعته  Carterالدراسا  اذ بين 

Nicotiana sp., كيلو دالتون باسزتخدام  17.5ذا  وزن جزيئيSDS-PAGE  كمزا بزين .Sundaram 

 Chenopodiumالمنقزى مزن  Cu/ZnSODظهزور حزمزة بروتينيزة واحزدة لأنززيم  (2009)وجماعتزه 

murale  كمززا وجززد ان انزززيم.Cu/ZnSOD  المنقززى مززن الثززومAllium sativum  يتكززون مززن حزمززة

 Citrullusالمنقى من الرقي من جزنس  Mn SOD(. اما انزيم  Hadji et al.,2007  (بروتينية واحدة

lanatus Schrad  كيلو دالتزون  27اظهر وجود ارب  حزم ذا  وزن جزيئي(Rodriguez-Serrano 

et al., 2007)  انزززيم  (2014). امززاSOD  المنقززى مززن جززذورStemona tuberosa  اظهززر وجززود

 . (Singh et al.,2014)كيلو دالتون   31.5  و 17.6وحدتين ذا  وزن جزيئي 



 
  

ويعد استخدام طريقة الترحيل الكهربائي خلال مراحل التنقية دليلا  مهما للتعرف على كفاءة كل 

طوة من خطوا  التنقية فضلا عن ذلك استخدام هذه التقنية لتقدير الوزن الجزيئي للانزيم                               خ

(Slykhouse and Fee, 1976; Inaoka et al., 1998; Laas, 1998.) 

 

 

 

 

 

 
M 



 
  

 

بوجود المواد  T .aphyllaالمنقى من اوراق الطرفة  SOD: الترحيل الكهربائي لأنزيم  (4-13)الشكل 

 SDS  الماسخة 

 

 

 

  SOD : توصيف انزيم السوبراوكسايد دسميوتيز  5-4

  SOD: تعييــــــــــــــن الوزن الجزيئي لانزيم  1-5-4

Aldolase  

Alkaline phosphatase 

Bovine serum albumin  

Ovalbumin  

Casein  

Superoxide dismutase 



 
  

عين الزوزن الجزيئزي للانززيم المنقزى بطزريقتين همزا الترشزيح الهلامزي، والترحيزل الكهربزائي فزي 

 .   SDS-PAGEهلام الاكريل أمايد المتعدد بوجود المواد الماسخة 

 : الترشيــــح الهلامـــــــــــــــــــــــي:  1-1-5-4

في تقدير الوزن الجزيئي  Sephacryl  S-200 استخدمت طريقة الترشيح الهلامي على عمود  

المنحنى القياسي اللوغارتمي للوزن الجزيئي مقابل  (4-14)قيد الدراسة ويوضح الشكل  SODلانزيم 

للبروتينا  القياسية المستخدمة وعن طريق هذه العلاقة  (Ve/ Vo)حجم الفراغ   /نسبة حجم الاسترداد 

 كيلو دالتون  .  89.125قدر الوزن الجزيئي للانزيم 

، اذ اظهر  احدى  SODهنالك العديد من الدراسا  حول تقدير الوزن الجزيئي لانزيم 

يتكون من ثلاث  .Mesembryanthemum crystllinum Lالمنقى من نبا  SOD الدراسا  ان انزيم 

( كيلو دالتون على التوالي  (82 ,48 ,34ذا  وزن جزيئي  Mn  ،Fe  ،Cu/Znمتناظرا  انزيمية  هي 

(Miszalski et al.,1998   كما قدر الوزن الجزيئي للانزيم .)Cu/ZnSOD  المنقى منNicotiana 

plumbaginifolia 33.2  كيلو دالتون باستخدام الترشيح الهلامي كما بينSDS-PAGE  ان الانزيم

كما تم حساب الوزن   (.(Ragusa et al.,2001كيلو دالتون 16.6يتكون من وحدتين ثانويتين متماثلة 

كيلو دالتون ووجد  Citrullus lanatus Schrad  108المنقى من الرقي   MnSODالجزيئي لأنزيم 

 Rodriguez-Serrano et كيلو دالتون 27انه يتكون من ارب  وحدا  ثانوية متماثلة ذا  وزن جزيئي 

al., 2007)  كذلك تم حساب الوزن الجزيئي لأنزيم )FeSOD 31,071في Panax ginseng  دالتون) 

 Li et al.,2010  بينما الوزن الجزيئي لأنزيم.)Cu/ZnSOD  المنقى من اليقطينCucurbita 

moschata 35 ( كيلو دالتون بأستخدام طريقة الترشيح الهلاميQin et al.,2012 في حين حسب . )

كيلو دالتون  باستخدام  Curcuma aeruginosa  31.5المنقى من  SODالوزن الجزيئي لأنزيم 

SDS-PAGE (Moon-Ai et al.,2012   .) 



 
  

 

 

بطريقة   T. aphyllaالمنقى من اوراق الطرفة  SOD: تقدير الوزن الجزيئي لانزيم  (4-14)الشكل 

 سم .  (1.5×80)بأبعاد  Sephacryl S-200الترشيح الهلامي بأستخدام هلام 
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Akaline phosphatase (80 kDa)

Superoxide dismutase ( 89.125 kDa)



 
  

 : الترحيل الكهربائي وبوجود المواد الماسخة  2-1-5-3

SDS-PAGE electrophoresis  

 Relativeعلاقة لوغاريتم الوزن الجزيئي والحركة النسبية الاستخدم المنحني القياسي )

mobility (Rm)  للبروتينا  القياسية في هلام الاكريل امايد المتعدد بوجود  )SDS  لحساب الوزن

ويتضح من  ( 4-15الشكل) كيلو دالتون 85.703ن الجزيئي للانزيم بطريقة الترحيـــــــل الكهربائي ، فكا

النتائج المستحصلة ان الوزن الجزيئي للانزيم المقدر بطريقة الترشيح الهلامي اعلى من الوزن الجزيئي 

 . للانزيم المقدر بالترحيل الكهربائي 

كيلو  Curcuma longa L.  30.8المنقى من اوراق الكركم  SODقدر الوزن الجزيئي لانزيم 

ان الانزيم يتكون من وحدتين ثانويتين ذا  SDS-PAGE كما اظهر  Native PAGEدالتون بأستخدام 

ففي الفراولة اظهر وجود   .(   (Kochhard and Kochhard,2008كيلو دالتون 15وزن جزيئي 

كيلو دالتون على  16و  19م  وزن جزيئي  Cu/Zn SODو   MnSODانزيمين هما متناظرين 

 Cu/Zn SOD .كما حسب الوزن الجزيئي لأنزيم ) Ehsani - Moghaddam et al.,2008التوالي ) 

 SDS-PAGE (Wang etكيلو دالتون  باستخدام  Black soybean  31.0فول الصويا   المنقى من

al.,2012  الوزن الجزيئي لأنزيم ( . بينما كانCu/Zn SOD  المنقى من اوراقJatrova curcas 

كما قدر الوزن الجزيئي  . SDS-PAGE (Qu-Yang et al.,2013  )كيلو دالتون باستخدام  16.4

  Native -PAGEدالتون باستخدام  Stemona tuberosa  663,79في جذور نبا  SOD   لانزيم

Niyomploy et al., 2014) ). 

 

 

   

 

 

 



 
  

 

بطريقة  T. aphyllaالمنقى من اوراق الطرفة  SOD: تقدير الوزن الجزيئي لأنزيم  (4-15)الشكل 

 .SDSالترحيل الكهربائي وبوجود المواد الماسخة 
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 : تأثير الرقم الهيدروجيني   2-5-4

  SOD: الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية انزيم  1-2-5-4

المنقى من اوراق الطرفة عند قيم  SODتم دراسة تأثير الرقم الهيدروجيني في فعالية انزيم  

اذ اعطى   7.5. وجد ان الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية الانزيم هو (4 - 10)هيدروجينية تراوحت بين 

الية عند القيم . كما لوحظ انخفاض كبير في الفع  (4-16)مليلتر الشكل  / وحدة  3.49فعالية بلغت 

 .    (9-10)والقاعدية  (4-5)الحامضية 

   المنقى من الشاي MnSODتشير احدى الدراسا  ان الرقم الهيدروجيني الامثل لأنزيم 

Camellia sinensis   8هو ( Vyas and Kumar,2005)  بينما الرقم الهيدروجيني الامثل لانزيم .

SOD 8هو  المنقى من الحنطة ( Lai et al.,2008  بينما الرقم الهيدروجيني الامثل لأنزيم . )SOD 

( . في حين الرقم  Moon-Ai et al.,2012) Curcuma aeruginosa  Roxb 4في نبا  

 Amaranthus spinosus  8 (Sharma etالهيدروجيني الامثل للانزيم المستخل  من بذور

al.,2014) كما ان اعلى فعالية لأنزيم .SOD ور المنقى من جذStemona tuberosa   سجلت عند رقم

 .  (Niyomploy et al.,2014 ) 5 هيدروجيني 

يتضح مما ذكر اعلاه ان الارقام الهيدروجينية تغير من الحالة المتأينة للسلسلة الجانبية للاحماض 

الى الامينية التي تكون ضرورية للمحافظة على التركيب الثلاثي . وخصوصا  الموق  الفعال الذي يقود 

تغيير في شكل الموق  الفعال ، ارتباطه بالمادة الاساس ، ومعدل التفاعل وهذا يؤدي الى تغير الحالة 

المتأينة على مادة التفاعل مما ينعكس ذلك على فعالية الانزيم اذ ان ارتفاع الرقم الهيدروجيني او انخفاضه 

 ( . (Segal,1976 عن حدود معينة يمكن ان يؤدي الى مسخ الانزيم وفقدان فعاليته

الى ان الانزيم شهد انخفاضا   Kaplan (1984)و  Colowick  وتشير الدراسة التي قام بها

كبيرا  في الفعالية الانزيمية عند الارقام الهيدروجينية الحامضية قياسا  بقيم الفعالية عند الارقام 

الانزيمية الى تأثير الرقم الهيدروجيني في تأين الهيدروجينية القاعدية. ويعزى هذا الانخفاض في الفعالية 

الاساس ومن ثم يؤثر في  المجامي  الجانبية للاحماض الامينية المكونة للانزيم وتأين المجامي  في المادة

  .(  1990وارتباط المواد الاساس او تحفيز التفاعل )المظفر، لشكل الموق  الفعا



 
  

  

  T.  aphyllaالمنقى من اوراق  SOD: الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية انزيم  (4- 16)الشكل 

 

  SOD: الرقم الهيدروجيني الامثل لثباتية انزيم  2-2-5-4

 .Tالمنقى من اوراق الطرفة  SODتمت دراسة تأثير الرقم الهيدروجيني الامثل لثبا  انزيم  

aphylla   عند حضن   (8-7)ان الرقم الهيدروجيني الامثل لثبا  الانزيم هو بين  (4-17). بين الشكل

دقيقة ، اذ وجد ان الانزيم يكون اكثر ثباتا في التعادل الى القاعدي ،  30م لمدة º 25الانزيم بدرجة حرارة 

قيم  ، كما يكون الانزيم غير مستقر تقريبا عند 8و pH  7.5, 7اذ ان الانزيم ظل محتفظا بفاعليته عند 

pH  فالفعالية المتبقية عند  5.0اقل منpH 4 (على التوالي ، اما الفعالية المتبقية 18و 12هي )  4.5 و

( على التوالي. يمكن ان يعود السبب في انخفاض فعالية (33.2 ,22.1 ,18هي  10و  9.5و  pH  9عند 

ب بروتين الانزيم وتأين المجامي  الانزيم في الارقام الحامضية القليلة الى تأثير حموضة الوسط في تركي

الموجودة في الموق  الفعال ، كما ان زيادة الرقم الهيدروجيني عن الحد الامثل يؤدي الى مسخ البروتين 

 .  (Segal,1976)وتغير تركيب الموق  الفعال وفقدان فعالية الانزيم 
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المنقى من  SODبا  انزيم هنالك العديد من الدراسا  التي تناولت الرقم الهيدروجيني الامثل لث

 Alliumالمنقى من الثوم  Cu/Zn SODان انزيم  (2007)وجماعته  Hadjiمصادر اخرى ، فقد وجد 

sativum L.  اكثر ثباتا  عندpH (10-5) . بادرا  الحنطة اكثر ثباتا   كما يكون الانزيم المستخل  من

(   Lai et al.,2008المتطرفة وخصوصا الحامضية ) pHلكن الانزيم يتحسس الى قيم  pH (9-7)عند 

 pH ( 8.5-6)يكون اكثر ثباتا  عند   Cicer  cerietinumالمنقى  من بادرا  الحم   SODاما انزيم 

(Singh et al.,2013) بينما يكون الانزيم المنقى من اوراق .Jatropha  curcas  يكون اكثر ثباتا  عند

pH ( 9-4)  الحضندقائق من  10بعد (Qu-Yang et al.,2013. بينما يكون انزيم. )Cu/Zn SOD 

 (Yang et al.,2016 (3 - 7)بين   pHاكثر استقرارا عند  Sonneratia alba(  Mangroveلنبا  )

 . ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .Tالمنقى من اوراق الطرفة  SOD: تأثير الرقم الهيدروجيني على ثباتية انزيم (4-17)الشكل 

aphylla  . 
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 : تأثير درجة الحرارة  3-5-4

  SOD: تأثير درجة الحرارة على فعالية انزيم  1-3-5-4

المنقى من اوراق  SODم في فعالية انزيم º (20-80)بينت النتائج تأثير درجة الحرارة المختلفة  

م حتى بلغت º  50، لوحظ ان فعالية الانزيم تزداد م  ارتفاع درجة الحرارة لغاية T. aphyllaالطرفة 

مليلتر ، اذ ان الفعالية تزداد بزيادة درجة الحرارة ثم تبدأ بعدها بالانخفاض بزيادة  /وحدة   7.6اقصاها 

 (4-18)م  الشكل º 80مليلتر عند درجة حرارة  / وحدة 1.27درجة الحرارة اذ بلغت الفعالية الانزيمية 

.ويعود السبب في ذلك الى ان سرعة التفاعل الانزيمي  تزداد بزيادة درجة الحرارة ضمن مدى معين 

بسبب زيادة الطاقة الحركية للجزيئا  وزيادة التصادما  بين جزيئا  الانزيم والمادة الاساس نتيجة زيادة 

عند حدود معينة تؤدي الى مسخ الطاقة الحركية بفعل زيادة درجة الحرارة ، الا ان ارتفاع درجة الحرارة 

 (.  (Segal, 1976; Muro et al.,1984الانزيم وتلف التركيب الثلاثي له من ثم  انخفاض الفعالية 

  Curcuma aeruginosaالمنقى من  SODففي احدى الدراسا  وجد ان اعلى فعالية لانزيم  

المنقى  SODى فعالية لانزيم . كما ان اعل(Moon-Ai et al.,2012)م º 50سجلت عند درجة حرارة 

  SOD(. بينما انزيم  Wang et al.,2012م )º 50من الفول الاسود سجلت ايضا  عند درجة حرارة 

 Singh et)م º 30كانت الدرجة الحرارة المثلى له  Cicer cerietinumالمنقى من بادرا  الحم  

al.,2013)  كما ان اعلى فعالية للانزيم  المنقى من   .Stemona tuberosa  (0-50)عند درجة حرارة 

º( مNiyomploy et al.,2014 . . ) 



 
  

 

 T. aphyllaالمنقى من اوراق الطرفة  SOD: تأثير درجة الحرارة في فعالية انزيم  (4-18)الشكل 

 مادة اساس .  Pyrogallolم بأستخدام º (20-80)اجري التفاعل بدرجات حرارية مختلفة 

  aE: طـــــــــــــــــــــــــــاقة التنشيط 4-5-3-2

Activation energy 

 ى نززززززززززاتج بفعززززززززززللززززززززززادة الاسززززززززززاس امززززززززززل اليززززززززززلتحو (Ea)بلغززززززززززت طاقززززززززززة التنشززززززززززيط 

 (، والتززززززززززززززي قززززززززززززززدر  مززززززززززززززن 19-4مززززززززززززززول شززززززززززززززكل ) عرة/سزززززززززززززز SOD 7312انزززززززززززززززيم  

تبعزا   º(1/K(ومقلوب درجة الحزرارة المطلزق  K)obs(.العلاقة بين لوغاريتم ثابت سرعة التفاعل الملاحظ 

-2111لمعادلة ارينوس. وتتراوح طاقة التنشيط للتفاعلا  الكيميائية وبضزمنها التفزاعلا  الانزيميزة بزين 

ن إ. وللانزيمززا  دور مهززم فززي خفززض طاقززة التنشززيط لززذا فزز(Whitaker, 1972)مززول  سززعرة/ 00111

مزن المعلزوم ان انخفزاض  اذرع التفزاعلا  غيزر الانزيميزة سرعة التفزاعلا  الانزيميزة تكزون اعلزى مزن سز

وبقيزاس قيمزة طاقزة ، الانززيم الحفزيزة  قزدرةمؤشرا  علزى  يعدطاقة التنشيط لتحويل مادة التفاعل الى نواتج 
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ان هزذا الانززيم : سعرة/مول م  القيم اعزلاه يمكننزا القزول  7312قيد الدراسة البالغة  SODالتنشيط لانزيم 

 ( الى ناتج.Pyrogallolعالية في تحويل المادة الاساس ) ةقدريمتلك 

حفزية الا ان معظم الدراسزا  التزي تالانزيم ال قدرةوبالرغم من اهمية تعيين طاقة التنشيط لمعرفة  

لم تبد اهتماما  كبيرا  بتعيين هذه الطاقزة الا بعزض الدراسزا  القليلزة فزي هزذا SOD  اهتمت بتوصيف انزيم 

 Nicotiana plumbaginifoliaالمنقززى مززن اوراق التبززغ  CuZnSOD،ففززي دراسززة لأنزززيم  المجززال

 .  (Ragusa et al., 2001)مول  /كيلوجول  263قدر  طاقة التنشيط 

 

 

  

 

 .Tالمنقى من اوراق الطرفة  SOD(: منحنى ارينيوس لتعيين طاقة التنشيط لانزيم 19-4شكل )ال

aphylla. 
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  SOD: تأثير درجة الحرارة على ثباتية انزيم  3-3-5-4

لغرض معرفة الحرارة المثلى التي يعمل فيها الانزيم المنقى من المصدر قيد الدراسة ، اجري  

م واظهر  النتائج ان الانزيم º (20-80)التفاعل الانزيمي بمدى حراري من درجا  الحرارة تتراوح بين 

م بعدها تبدأ بالانخفاض م  زيادة درجة º (20-50)دقيقة وبمدى  30احتفظ بكامل فعاليته بعد حضنه لمدة 

م على التوالي º(   60و55 من فعاليته الاصلية عند درجة حرارة )  53و 73الحرارة اذ ان الانزيم احتفظ 

م على التوالي . ان الهبوط في فعالية º(  80 و 70رجة حرارة )من فعاليته في د % 8 و 29.بينما احتفظ 

الانزيم عند ارتفاع درجة الحرارة قد يعزو الى تغيير في تركيب جزيئة البروتين بواسطة هدم الاواصر 

التي تربط الاحماض الامينية في التركيب الثانوي والثلاثي للبروتين والتي تقود الى دنترة الانزيم 

(Chesworth et al., 1998   . ) 

، ففي احدى الدراسا  لأنزيم  SODتناولت العديد من الدراسا  الثبا  الحراري لأنزيم 

Cu/Zn SOD  المستخل  منSonneratia alba   55)وجد انه اكثر استقرارا بدرجة حرارة بين-

25) ºم Yang et al.,2016)   كما درس الثبا  الحراري لأنزيم . )SOD اف المنقى من الأك Agave 

attenuata   دقيقة في حمام مائي لوحظ ان اعلى فعالية سجلت في  25لمدة  (20-80)بمدى حراري

م ولكن يصبح غير فعال عند درجة 60ºم والانزيم مستقر نسبيا في درجة حرارة 40ºدرجة حرارة 

 Amaranthusالمستخل  من  SOD(.وفي دراسة اخرى لأنزيم Chen et al.,2011م )º 70حرارة 

spinosus   (20-40)ولمدة ساعتين يكون الانزيم مستقر بدرجة حرارة  (10-90)بمدى حراري º م

(Sharma et al.,2014   . ) 

 

 

 

 



 
  

 

 T. aphyllaالمنقى من اوراق الطرفة  SOD:  تأثير درجة الحرارة على ثباتية انزيم (4-20)الشكل 

 دقيقة . 30م لمدة º (20-80)بحضن الانزيم بدرجات حرارية مختلفة وبمدى 

 تقدير الثوابت الحركية للانزيم:  5-5-4

) المنقززى( باسززتخدام  SODلانزززيم  V)max(والسززرعة القصززوى   K)m(تززم تقززدير ثابززت ميكززالس  

 Line Weaver-Burkبيززرك –مززادة اسززاس ) ركيزززه( واسززتخدمت طريقززة لاينززويفر  لبايروكززالولا

reciprocal plot  لرسم العلاقزة بزين مقلزوب سزرعة التفاعزلoV/0  ومقلزوب تركيزز المزادة الاسزاسS/0  

 .(4-22)الشكل 

ملي  0.133بلغت     max(V(والسرعة القصوى    K)m(اظهر  النتائج بان ثابت ميكالس  

منتن تعتمد على اختلاف –. أن اختلاف قيم ثابت ميكالس على التوالي دقيقة /ملي مولار  54.94مولار و

. ففي   والرقم الهيدروجيني والقوة الايونية للدارئ المستخدم SODالمصادر المستخل  منها انزيم 

 mK  Mµ10.16±2.5قدر   L. Cicer arietinumالمنقى من الحم   Cu/Zn SODدراسة لأنزيم 

المنقى  SODلأنزيم  maxVو  mK. كما قدر   et al(Singh(2013,.مادة اساس  Riboflavinبأستخدام 

ملغم  /دقيقة  /مايكرومول 0.022±101.010مولار و  Stemona tuberosa 62.414±0.015من 
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مولار و  0.032±27.389مادة اساس و  Nitroblue tetrazolium (NBT)بروتين بأستخدام

التوالي  مادة اساس ، على Riboflavinملغم بروتين بأستخدام  /دقيقة /مايكرومول 38.167±0.021

(Niyomploy et al.,2014  .) 

) الذي يمثل تركيز المااد  اساااس دمادما تكاوع ااردة  mKتعود اهمية تحديد قيمة ثابت ميكالس  
لكومه يقدم قيمة تقريبية لماتوى الماد  اسااس في   max( V مااوية لمصف الاردة القصوى  oVالتفادل 

  mKالخلية كما يتخذ ثابت ميكالس معياراً للتعرف دلى آلفة اسمزيم تجاه مواد اسااس المختلفاة   واع قايم 
 .  (  Segal,) 1976 الواطئة لماد  اااس معيمة تعكس آلفة اسمزيم العالية تجاهها 
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  T. aphyllaالمنقى من اوراق الطرفة SODمنتن لأنزيم  –: منحنى ميكالس  (4 – 21)
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( : منحنى العلاقة بين مقلوب مادة التفاعل ومقلوب السرعة الاولية باستخدام طريقة  22-4شكل ) ال

قى من المن  SOD  لتقدير الثوابت الحركية لانزيم Line Weaver-Burk Plotبيرك  -لاينويفر

 .  Pyrogallolتجاه مادة الاساس الـ  T. aphyllaاوراق الطرفة 

  SOD: تأثير بعض المواد الكيميائية في فعالية انزيم  6-5-4

 : تأثير الايونات المعدنية في فعالية الانزيم  1-6-5-4

    .Tالمنقى من اوراق الطرفة  SODدرس تأثير بعض الايونا  المعدنية في فعالية انزيم  

aphylla   25بحضن الانزيم المنقى م  محاليل  بعض كلوريدا  المعادن بدرجة حرارة º 30م لمدة 

دقيقة . ولوحظ اختلاف في تأثير ايونا  المعادن في فعالية الانزيم اعتمادا  على نوع المعادن وتركيزها 

 . ) (4-3كما في الجدول 
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  المعدنية. اذ بينت احدى الدراسا  تأثير تناولت العديد من الدراسا  دراسة تأثير الايونا  

المنقى من التبغ ، اذ لوحظ زيادة في نشاط الانزيم MnSOD الايونا  المعدنية المختلفة في فعالية انزيم 

وكذلك   Fe  ،2+Cu  ،2+Zn+2في حين تقل فعالية الانزيم عند اضافة)   Mn+2عند معاملته بأيون 

2+/Zn2+Cu  )Thornburg,2000)Carter and  ففي دراسة اخرى لأنزيم. )SOD  المنقى من

و  2MnClو   2MgClوجد ان الانزيم قد ثبط بقوة عند استخدام   Roxb.  Stemona  tuberosaجذور

2HgCl ( 2014,.عند كل التراكيز المستخدمةal etNiyomploy   . ) 

الاملاح مثل كلوريد الصوديوم اشار  بعض الدراسا  الى عدم وجود تأثير تثبيطي لبعض 

والبوتاسيوم في فعالية الانزيم؛ مما امكن استخدامها في المحاليل المستعملة في استرداد الانزيم خلال 

خطوا  التنقية للانزيم وفي تقنيا  كروماتوغرافيا التبادل الايوني و الترشيح الهلامي، كما لوحظ 

حرارية للانزيم للحفاظ على التركيب الثلاثي للانزيم خلال استخدام كلوريد البوتاسيوم عند المعاملة ال

(؛ مما يؤكد عدم Slykhouse and Fee, 1976; Miller, 2001; Lin et al., 2001عملية التنقية )

 تأثر الانزيم بوجود هذه الايونا . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
  

 .T  وراق المنقى من ا S0D: تأثير الايونات المعدنية في فعالية انزيم  (4-3)جدول 

aphylla  

 التركيز  ايونات المعادن

 )ملي مولار ( 

 الفعالية المتبقية 

)%( 

 - معامل السيطرة

 

100 

 

  4FeSOالحديد كبريتات

 

5 

10 

44.67 

31.04 

 2HgCl 5كلوريد الزئبق 

10 

7.21 

2.34 

 2CuCl 5كلوريد النحاس 

10 

84.54 

50.99 

 5 كلوريد الكالسيوم 

10 

100  

111 

 2ZnCl 5كلوريد الخارصين 

10 

55.03 

28.68 

 4MnSO 5 98كبريتات المنغنيز 



 
  

10 102  

 NaCl  5كلوريد الصوديوم 

10 

100 

105 
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100 
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  SOD: تأثير المواد المثبطة في فعالية انزيم 2-6-5-4

المنقى من اوراق  الطرفة  SODدرس تأثير بعض المركبا  الكيميائية المثبطة في فعالية انزيم   

T. aphylla  25وذلك بحضن الانزيم م  تلك المواد بدرجة حرارة º دقيقة .   30م ولمدة 

 EDTAبعد معاملته بمادة  ته فعاليمن  % 4و  10احتفظ الانزيم   (4-4)من النتائج في الجدول 

اذ تعد هذه  دقيقة  . 30م لمدة º 25على التوالي عند حضنه بدرجة حرارة   ملي مولار 10و 5بتركيز 

( التي تعمل على سحب ايونا  المعادن ثنائية التكافؤ chelating agent) المواد المخلبيةالمادة من 

الموجودة في الموق  الفعال للانزيم؛ مما يؤكد انتماء هذا الانزيم الى مجموعة الانزيما  المعدنية 

(Metalloenzymes) (Battistoni et al., 1998). وفي دراسة قام بها McCord  وFridovich 

من الفعالية  %05لوحظ فقدان حوالي  SODفعالية انزيم الـ  في EDTAحول تأثير مركب   )  (1969

في  EDTA. ففي دراسة اخرى حول تأثير  EDTA ملي مولار من مركب الـ 0عند حضن الانزيم م  

ملي مولار لوحظ فقدان كبير في فعالية  5المستخل  من الحنطة بتركيز  Cu/Zn SODفعالية أنزيم 

 ( . Casano et al.,1997) % 11الانزيم اذ قدر  الفعالية المتبقية للانزيم 

 7  و 11في فعالية الانزيم  اذ لوحظ انخفاض كبير في فعالية الانزيم الى  SDSكما درس تأثير  

د من الدراسا  الثأثير المثبط لوجود ملي مولار على التوالي . اذ اكد  العدي 10 و  5عند التراكيز  %

 ;MnSOD (Fridovich, 1974b; Colowick and Kaplan, 1984 هذه المادة في انزيم 



 
  

Roberts and Hirts, 1996  ففي درااة لأمزيم .)Cu/ZnSOD  الممقى مع بذورRadix 

lethosporum  ملي موسر مع  2مع فعاليته بأاتخدام  %34و  18 فقد الانزيم تقريباEDTA  و

SDS ( دلى التواليHaddad and Yuan,2005 كما ثبط . ) الانزيم المنقى من جذورStemona 

tuberosa Roxb.  ملي مولار  0.5تماما عند استخدامSDS (Niyomploy et al.,2014  . ) 

 و 32حيث  احتفظ الانزيم   SODفي فعالية انزيم   3NaNالصوديوم ازايد  كما درس ايضا تأثير  

 Cu/ZnSODملي مولار على التوالي . ففي دراسة لأنزيم  10 و 5من فعاليته عند تركيز   % 21

ملي  10وجد ان الانزيم لم يثبط باستخدام الازايد بتركيز  Pennisetum glaucumالمنقى من نبا  

 ( .  2012al et Mahanty,.ملي مولار ) 4.3بتركيز  2O2Hمولار ولكن ثبط بأستخدام 

لوحظ فقدان بشكل كبير  Sonneratia  albaفي  Cu/Zn SODففي دراسة اخرى لصفا  

 % 90كما احتفظ الانزيم   mercaptoethanol-βو   SDS   ,2O2H  ,Phenolلفعالية الانزيم بوجود 

 Glycerol (Yang et و Dimethyl sulphoxide (DMSO)  ,Chloroform من فعاليته بوجود 

al., 2016)  . 

وذلك بحضن الانزيم م  هذه المواد  SODفي فعالية انزيم  2O2Hو  KCNدرس ايضا تأثير 

دقيقة ، لوحظ احتفاظ الانزيم  30م  ولمدة º 25( ملي مولار بدرجة حرارة  10و  5بتراكيز نهائية ) 

هذه النتائج متوافقه وجاء  MnSOD هو T. aphyllaبكامل فعاليته مما يدل على ان الانزيم المنقى من 

 Que.كما واتفقت ايضا م    2O2Hو KCNمقاومة الانزيم لكل من  (2008)وجماعته  Laiم  ما ذكره 

في نبا   KCNملي مولار  3و  2O2Hملي مولر من  5عدم تثبيط الانزيم بأستخدام  (2012)وجماعته 

المنقى  Cu/ZnSOD. ففي دراسة اخرى لأنزيم  MnSODقصب السكر مما يدل على ان الانزيم هو 

 Imidazole  ،2O2Hاظهر ان فعالية الانزيم تقل بزيادة تراكيز كل من  Jatropha curcasمن اوراق 

  . EDTA (Ou-Yang et al.,2013)و 

في فعالية  %04ملي مولار يسبب تثبيطا  بنسبة 6بتركيز  KCNبينت الدراسا  ان استخدام 

 FeSOD(، في حين لاتؤثر هذه المادة في Colowick and Kaplan, 1984) Cu/Zn SODانزيم 

يكون متخصصا   2O2H(، فضلا  عن ذلك ان التثبيط بالـ Roberts and Hirts, 1996) MnSODو



 
  

 MnSOD Roberts andوعدم تأثيره في  Cu/Zn SODفضلا  عن تثبيطه للـ  FeSODللنوع 

Hirts, 1996; Lefebre and Valvano, 2001) ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  T. aphyllaالمنقى من اوراق الطرفة  SODتأثير المواد المثبطة في فعالية انزيم  (4-4)الجدول 

 

 المادة 

 

 التركيز 

 

ية الفعالية المتبق  

 )%( 

 _ معامل السيطرة

 

100  

 KCN 5سيانيد البوتاسيوم 

10 

100 

95 

 بيروكسيد الهيدروجين 

2O2H 

5 

10 

100 

99 



 
  

 3NaN 5صوديوم ازايد 

10 

32 

21 

SDS 5 

10 

11  
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10 

10 
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                         اتـــــات والتوصيـــــالاستنتاج : 5

 Conclusionsالاستنتاجـــــات : 1-5

  .مصدر كفوء لأنتاج انزيم السوبراوكسايد دسميوتيز T. aphyllaاثبتت الدراسة ان نبا  الطرفة  .0

اثبتت الدراسة ان تحديد الظروف المثلى في الاستخلاص عامل مهم للحصول على انزيم عالي  .6

 النقاوة  . 

تبين ان اختيار طرق تقنية لتنقية الانزيما  ضرورية وبسيطة للحصول على درجة عالية من  .0

 النقاوة مثل التبادل الايوني والترشيح الهلامي . 

  .على التوالي (7-8)و  7.5الانزيم وثباتية  الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية بلغت قيمة .4



 
  

 .  م على التواليº(  (20-50م و º 50درجة الحرارة المثلى لفعالية وثباتية الانزيم هي  .5

 ختلاف تراكيزها المستخدمة .االمواد المثبطة لفعالية الانزيم ب تأثير اختلاف  .2

انتماء الانزيم قيد الدراسة الى الانزيما  المعدنية وذلك لتثبيط فعاليته اتضح من خلال الدراسة  .2

 .  EDTAستخدام مادة اب

 مول .  /سعرة  SOD 7312قيمة طاقة التنشيط لانزيم  بلغت .0

ملي  0.133 للانزيم  max(Vوالسرعة القصوى ) m(K(بينت الدراسة ان قيمة ثابت ميكالس  .0

 دقيقة على التوالي .  /ملي مولار  54.94مولار و 

وذو  MnSODتبين ان الانزيم قيد الدراسة يعود الى مجموعة الانزيما  المعدنية من نوع .  01

كيلو دالتون  85.703كيلو دالتون مقاسة بطريقة الترشيح الهلامي و   89.125وزن جزيئي 

  . بطريقة الترحيل الكهربائي

 

 

 

 

 

 

 Recommendations: التوصيات  2-5

اجراء دراسة تفصيلية للتعرف على الانزيما  والبروتينا  ذا  الفعالية البيولوجية الاخرى التزي  .0

 لما لها من فوائد جمة في المجالا  الطبية .   T. aphylla  الطرفةتحتويها اوراق 

 

ومحاولة  SOD القيام بدراسة جزيئية للتحري عن مواق  الجينا  المسؤولة عن انتاج انزيم .6

 على الجينا  المنظمة . عملية انتاجه بالسيطرةتطوير 

 

 محاولة تقييد الانزيم واستخدامه في التطبيقا  الطبية .  .0
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Summary 

 The present study was conducted to investigate the superoxide dismutase 

(SOD) enzyme properties in some plant species collected, which included leaves 

each of the Tamarix aphylla L. (tamarisk), Elaeagnus angustfoli L. (buckthorn 

Persians), Alhagi  maurorum (acol) and Phragmites australis L. (reeds) . The 

results indicated the highest superoxide dismutase specific activity concentrated 

in the crude extract of the leaves of Tamarix aphylla, reaching 24.98 unit / mg 

protein, and followed by  buckthorn Persians 16.71 unit / mg protein , and acol 

11.58 unit / mg protein , while the reed lowest specific activity 7.99 unit / mg 

protein. Then took the rest of the plant parts of the tamarisk, which included 

(flowers, fruits and seeds). The highest superoxide dismutase specific activity 

was flowers 17.53 unit / mg protein and followed by fruits 8.99 unit / mg 

protein, while the seeds lowest specific activity 5.66 unit / mg protein, using 

potassium phosphate buffer 0.1 M pH 7.8 containing 0.1mM  EDTA-Na2 and 

5% PVP, and pyrogallol as substrate . The study was amid to determine the 

optimum conditions for enzyme extraction, The results indicated that the 

optimum conditions of EDTA-Na2, PVP, extraction ratio, pH, buffer 

concentration, and the time extraction were 1mM , 2% , 1:3 , 7.8 ,0.1 M and 20 

min respectively .    

The superoxide dismutase extracted from Tamarix aphylla  leaves was 

purified by several techniques, precipitation with ammonium sulfate (50 – 75)%, 

Ion exchange chromatography using DEAE-cellulose and two steps of gel 



 
  

filtration on sephacryl S-200 column. The obtained purification fold and 

recovery were 7.94 and  22.57 % respectively. The purified enzyme revaled one 

band by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. 

  The results of superoxide dismutase characterization showed that the 

molecular weight was (89.125) Kilodalton by gel filtration using Sephacryl S-

200 and (85.703) kilodaltons determined by  SDS-PAGE electrophoresis . The 

optimal pH for enzyme activity was 7.5, while the optimal pH for enzyme 

stability was between (7 - 8) . The optimal temperature for enzyme activity was 

50 ºC, The activation energy of conversion of substrate to product was about 

7312 cal/mol, and the optimal temperature for enzyme stability was between 

(20-50)o C. 

The effect of metals ions showed that the enzyme maintained full activity 

when incubated with the chloride of sodium, potassium and calcium at 

concentration 5  and 10 mM . The compounds (HgCl2, CuCl2, ZnCl2, , FeSO4) 

showed inhibitory effect on enzyme activity at 5 and 10mM. While the enzyme 

maintained full activity by used  MnSO4.   

 The chelating agents such as EDTA show inhibited effectiveness to 

enzyme activity at concentration 5,10 mM, remaining activity 10, 4% 

respectively, indicating this enzyme belong to metaloenzymes. The enzyme 

activity inhibited when the enzyme treated with Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

at concentration 5,10 mM, the remaining activity 11%, 7% respectively. The 

obtained results showed that the activity  of the enzyme decreased by 

incubating the enzyme with sodium azide (NaN3) as the remaining enzyme 

activity was 32%, 21% at concentrations 5, 10 mM respectively.  

The H2O2 had no effect on enzyme activity, the enzyme maintained full 

activity when incubated with H2O2 at a concentration of 5 and 10 (v/v) mM  



 
  

and with KCN at concentrations 5 and 10 mM and these results showed that 

the type of the enzyme is MnSOD. 

Michalis constant km and maximum velocity Vmax  values were 0.133mM 

and 54.94 mM/min , respectively by using Pyrogallol as substrate . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
  

 

 

 


