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  الخلاصة 
 اذيز خلال مرحلة الانبات اميل –و متابعة فعالية  انزيم الالفا  البيضاءلحبوب الذرة  أنباتعملية  أجراءالدراسة   تضمنت 

 طريقة أفضل اختياربعدها . مل / وحدة 1600وجد الانزيم يزداد بشكل كبير في اليوم الخامس من الانبات اذ يبلغ 
 اشباع بنسبة الامونيوم بكبريتات الترسيب  شملت الانزيم  بخطوتين  تنقيته وتم،  طرائق بين اربعة  من الأنزيم لاستخلاص

 مرة 19.31 الخطواته ذھ بعد التنقية مرات عدد وبلغت sephadex G 100 الهلامي الترشيح ثم ومن (70-30)%  
 6 الانزيم لفعالية الامثل الهيدروجيني الرقم بان الانزيم نتائج توصيف بينت وقد % 14.60 اھمقدار انزيمية وبحصيلة
 واحتفظ م 65 تبلغ للفعالية المثلى الحرارة درجة ان ووجد) 7- 5(بين  الامثل لثبات  الانزيم الهيدروجيني الرقم وتراوح
  م  ) 70-30( ت بين تراوح الحرارية الدرجات من مدى في دقيقة 20 مدة عند حضنه فعاليته بكامل الانزيم

  

 المنبتة  أميليز ، الذرة البيضاء -الالفا, نزيم أ   :المفتاحية الكلمات
  
  المقدمة  .1

أميليــــــــــــــز هــــــــــــــو مــــــــــــــن انزيمــــــــــــــات -ألفــــــــــــــاانـــــــــــــزيم 
carbohydrases  أي الانزيمــــــــــــــــات المحللــــــــــــــــة للمــــــــــــــــواد

 (EC:3.2.1.1) التصـــــــــــــنيفي الكاربوهيدراتيـــــــــــــة ورقمـــــــــــــه 
 المـــــــــائي ويصــــــــنف ضـــــــــمن مجموعـــــــــة انزيمـــــــــات التحلـــــــــل

Hydrolase  التـــــي تعمـــــل علـــــى تحليـــــل موادهـــــا الأســـــاس
أو  Glucanaseبمحـــــــــــــــيط مـــــــــــــــائي ويســـــــــــــــمى احيانـــــــــــــــاً 

Glucanhydrolase  لانــه يعمــل علــى تحلــل الكلوكونــات
Glucans )اعطــي لهـذا الإنـزيم اســم )السـكريات المتعـددة ،

 لانـه Endo-Acting enzymeاميليـز التكسـير الـداخلي 
ويحلـــــل  -1,4يقـــــوم بمهاجمـــــة الأواصـــــر الكلايكوســـــيدية 

حبيبــه النشــأ مــن الــداخل الــى الخــارج ولا يعمــل العكــس أي 
مـــــن داخـــــل  -1,4انـــــه يهـــــاجم الأواصـــــر الكلايكوســـــيدية 

  13 ] ,12 [ .دجزئية السكر المتعد
أميليـــــــز دور مهـــــــم فـــــــي العمليـــــــات  -لانـــــــزيم ألفـــــــا

وهــــــو يعمــــــل  الكربوهيدراتيــــــةالتصــــــنيعية الخاصــــــة بــــــالمواد 
أميليـز فـي -كعامل تحسين لنوعية المنتوج، يطلق علـى ألفـا
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مجـــــــالات التصـــــــنيع الغـــــــذائي مصـــــــطلح الانـــــــزيم المســـــــيل 
)Liquefying enzyme ( أي يقـوم بتسـييل النشـأ إذا تـرك

فتــرة مناســبة ليعمــل علــى النشــأ وبهــذه الحالــة ســوف  الانــزيم
تكون نـواتج التحلـل النهائيـة عبـارة عـن مـالتوز، دكسـتيرنات 

منــــــتظم ال غيــــــروكلوكــــــوز وذلــــــك بســــــبب تــــــأثيره العشــــــوائي 
)Randomly hydrolyses ( فــي تحليــل الأواصــر-

  amylase اميليـز  -يعـد انـزيم الالفـا. [ 14 ,18] 1,4
النباتيـة فضـلا  المملكـةة الانتشـار فـي من الانزيمات الواسع

 ,6[الحيوانيـة و الاحيـاء المجهريـة  المملكةفي  وجودهعن 
الاميليـــــزات اولـــــى الانزيمـــــات التـــــي عرفـــــت و  ]20 ,19

هنــاك العديــد . [21]فــي مجــال التصــنيع الغــذائي  بأهميتهــا
و اميليـــز -الالفـــا بعـــزل انـــزيم  قـــاموامـــن  البـــاحثيين الـــذين 

الشـــعير و الحنطـــة و الـــذرة كالمختلـــف مـــن  الحبـــوب تنقيـــة 
دخـــــل محصـــــول الـــــذرة الاخيـــــرة البيضـــــاء و فـــــي الســـــنوات 

المالـت كبـديل عـن مالـت  نتاج  اً منافس يالبيضاء بشكل قو 
فره االشــــعير فــــي بعــــض البلــــدان نظــــرا لــــرخص ســــعره و تــــو 

هـــذه البلـــدان جنـــوب  نو مـــ بشـــكل كبيـــر فـــي تلـــك البلـــدان 
  [8]افريقيا

ــــا ــــزيم الالف ــــرة -ويوجــــد  ان ــــات كبي ــــز بكمي ــــي  اميلي ف
فــي  الحبوبيــة   المحاصــيلالعائلــة النباتيــة و خصوصــا فــي 

 اذ منبتــةالاثنــاء فتــرة الانبــات  بالمقارنــة مــع الحبــوب غيــر 
ـــا ـــه  اميليـــز  -يوجـــد ان انـــزيم الالف فـــي الحبـــوب الغيـــر منبت

بكميــات جــدا قليلــة و لكــن عنــد اجــراء عمليــة الانبــات يــزداد 
 ]10[ثنـــاء فتـــرة انبـــات الحبـــوب ا فـــي الانـــزيم بشـــكل كبيـــر

واستخدم مالـت الـذرة البيضـاء فـي العديـد مـن الصـناعات و 
من اهـم هـذه الصـناعات هـي انتـاج اغذيـة الاطفـال الرضـع 
و دخــــل ايضــــا فــــي الصــــناعات الدوائيــــة و فــــي صــــناعات 

فـــي عمليـــة بأنزيمـــات المهمـــة  اً محســـنات الخبـــز كونـــه غنيـــ
البيضـــــاء فـــــي و نظـــــرا لانتشـــــار محصـــــول الـــــذرة التخميـــــر 

تخدام حبـــوب محافظـــة البصـــرة فقـــد هـــدف هـــذا البحـــث لاســـ
الـــــذرة البيضـــــاء المحليـــــة لا نتـــــاج مالـــــت الـــــذرة البيضـــــاء و 

 لأهميــة نظــرااميليــز النبــاتي  -امكانيــة انتــاج انــزيم الالفــا
المجــالات  فــي الواســعة واســتعمالاته الحيويــة الأنــزيم

   والمختبرية والطبية الصناعية

  
  ائقهوطر  البحث وادم .2

 الكيميائية والمواد الكاشف. 1- 2
تم جلب حبوب الذرة البيضاء صنف إنقاذ من قسم 

حاصيل  كلية الزراعة  جامعة البصرة  لموسم مال
 الكيميائية والمواد الكواشف. 2010 -2009الزراعي 
 النوع من كانت التحاليل في المستعملة
 في المقطر الماء استخدم كما  (Analar)التحليلي
  .وخطواته العمل مراحل جميع

 الكيميائية التحاليل. 2- 2
 عينات علىبثلاث مكررات  الكيميائية التحاليل أجريت

وفقا و طحين الذرة البيضاء المنبة  الذرة البيضاء طحين
لبروتين باستخدام طريقة لتقدير ا ]3[لما ذكر في 
والرطوبة بالتجفيف بالفرن ) N× 6.25( المايكروكلدال 
والرماد حتى ثبات الوزن ° م 105ى درجة الكهربائي عل

على درجة   Muffle furnaceبالحرق بفرن الترميد 

 Soxhletاما الدهن فقد قدر باستخدام جهاز ° م 550
   بالفرقوحسبت نسبة الكربوهيرات 

  الإنباتة يعمل. 3 - 2
أجرى علمية الإنبات حسب طريقة الأطباق الموصوفة 

البيضاء و نقعها في اخذ كمية من حبوب الذرة  ]17[
 20ولمدة % 3محلول هايبو كلوريد الصوديوم تركيز 

نقع  بعدها دقيقة بعدها  تم غسل الحبوب بالماء المقطر 
ساعة على درجة حرارة  24الحبوب بالماء المقطر لمدة 

م وبعدها تم اجراء مرحلة الانبات  من خلال استخدام  24
ترشيح   ل طبق ورقةكوضع في اسفله  أذاطباق بتري 

حبة في كل طبق و حضنت الاطباق على  20وضع 
ايام مع مراعاة ترطيب الحبوب  4م لمدة  24درجة حرارة 

بالقليل من الماء واثناء مرحلة الانبات تم متابعة فعالية 
  اثناء مرحلة الانبات  في اميليز -انزيم الالفا
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  الانزيم  لاستخلاص المثلى الطريقة تحديد.  4 - 2
 الفضـلى الطريقة تحديد لغرضمحاليل ة استخدم اربع
مـن حبـوب الـذرة  اميليـز  -الالفـا أنـزيم لاسـتخلاص
  :منها مختلفة طرائق استخدمت البيضاء فقد

  الماء المقطر .1-  4- 2
  محلول دارئ فوسفات البوتاسيوم .2-  4- 2

عياري دارئ فوسفات البوتاسيوم  0.25محلول 
عياري حامض الاسكوربيك ذي رقم 0.06
غم  34.02حضر بأذابة ). 7(وجيني الهيدر 

 KH2 ( فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين
PO4 ( غم من حامض الاسكوربيك في 10.56مع

كمية من الماء المقطر و بعد التعديل الرقم 
اكمل الحجم الى لتر واحد  7الهيدروجيني الى 

  بالماء المقطر
   

  

  محلول دارئ خلات الصوديوم. 4-3- 2
عياري  0.1عياري دارئ الخلات  0.1محلول    

حضر ) 5(كلوريد الصوديوم ذي رقم هيدروجيني
مل من حامض الخليك الثلجي مع  11.4بخلط 

غم من كلوريد الصوديوم و اذيب الخليط  11.68
في الماء المقطر و بعد تعديل الرقم  الهيدروجيني 

  أكمل إلى لتر واحد بواسطة الماء المقطر  5إلى 
  رئ هيدروكلوريك الاميدزولمحلول دا. 4-  4- 2

عياري دارئ هيدروكلوريك   0.025محلول
حضر ) .7.4(الأميدازول ذي الرقم الهيدروجيني 

غم من مادة الأميدزول في قليل من  1.69بإذابة 
مل من حامض  0.7الماء المقطر وإضافة له 

الهيدروكلوريك المركز ووضع الخليط في دورق 
اسطة الماء حجمي ذي سعة لتر وأكمل الحجم بو 

  المقطر إلى 

  

 طريقة الاستخلاص . 2 - 5 
خلط كمية من مسحوق حبوب الذرة البيضاء مع   

الكل على حدة  )4،3،2،1(محاليل الاستخلاص 
 بواسطة خلاط مغناطيسي) حجم/ وزن(  5:1بنسبة 

 gxدقيقة ثم طرد الخليط مركزيا بسرعة  30لمدة   

دها جمع بع. دقيقة 20  م لمدة  5على   10000
 انزيمالرائق لكل محلول استخلاص و قدر فيه فعالية 

لاميليز و تركيز البروتين لحساب الفعالية ا -لفا
  . النوعية لأنزيمات الاميليز في محاليل الاستخلاص

    تقدير فعالية أنزيم الاميليز . 6  - 2
. ]25[قدرت فعالية أنزيم الاميليز باستخدام طريقة     

بأنها كمية الأنزيم الذي يحلل : نزيميةتعرف الوحدة الأ
ملغم من مادة الخاضعة النشأ خلال عشرة دقائق  0.1

م عندما يكون تركيز المادة °40عند درجة حرارة 

 قدر تركيز البروتين في ). مل / ملغم( 4الخاضعة  
لمراحل المختلفة من الدراسة المستخلص الانزيمي 

  .  )  Lowry et al. 1951(استناداً الى طريقة 

 تنقية الأنزيم. 2- 7
 100 ة معتالذرة البيضاء المنبغم من مسحوق   20

هيدروكلوريك الأميدازول الدارئ  مل من محلول
بنسبة ) 7.4(مولار ذي الرقم الهيدروجيني    0.025

أجريت عملية التركيز ). حجم/ وزن ) ( 1/5(خلط 
( باستخدام بلورات كبريتات الامونيوم  بنسب اشباع  

ثم بعدها عملية  الديلزة ضد دارئ نفس  ) 70% –30
قدر حجم المحلول . ساعة  48المحلول الدارئ ولمدة 

عملية  أجريت. وفعالية الإنزيم وتركيز البروتينات فيه

اميليز المنتج من الذرة البيضاء  -الترشيح لانزيم الالفا
 Sephadex G-100المنبت  باستعمال عمود 

و الموازن بمحلول  سم ) 90×2.5(بأبعاد 
هيدروكلوريك الاميدازول الدارئ  حتى اليوم التالي و 

مل للجزء  2.5ساعة بحجم / مل 26سرعة الجريان 
 المفصولة للأجزاء الامتصاصية متابعة وتمتالواحد 
 تقدير عن فضلا نانومتر 280 الموجي الطول على
  . . الإنزيم فعالية
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  الإنزيم توصيف.  8- 2
   الأمثل لفعالية الإنزيم )(pHلرقم الهيدروجينيتعيين ا.1 -8- 2

, 4(  هيدروجينية بأرقامحضرت محاليل المادة الاساس 
 0.2 بتركيز )8,7.5, 7,  6.5, 6,  5.5, 5, 4.5
 بين العلاقة ورسمت المحاليل في الإنزيم فعالية وقدرت مولار

 نلتعيي الإنزيم فعالية مقابل المختلفة الهيدروجينية قيم الأرقام
  . للفعالية الأمثل الهيدروجيني الرقم

لأمثل ) (pHتعيين الرقم الهيدروجيني .  2 -8- 2
   لثبات فعالية الإنزيم

الدارئ  المحلول مع الإنزيم محلول من متساوية حجوم مزجت
, 7,  6.5, 6,  5.5, 5, 4.5, 4( بأرقام هيدروجينية 

 مائي في حمام الأنابيب مولار حضنت 0.2 بتركيز )8,7.5
 الإنزيمية الفعالية وقدرت دقيقة 20 مدة م 40 حرارة بدرجة
 المختلفة الهيدروجيني الرقم قيم بين العلاقة ورسمت المتبقية

 الرقم لتعيين للإنزيم المتبقية للفعالية المئوية النسبة مقابل
  لثبات الانزيم  الأمثل الهيدروجيني

  مالإنزي لفعالية المثلى الحرارة درجة تعيين .3 -8- 2
 تراوح الحرارة درجات مدى على الإنزيم فعالية قدرت  

 الحرارة درجة بين العلاقة ورسمتم ) 60-30(  بين
  الإنزيم فعالية مقابل

  للإنزيم الحراري الثبات تعيين . 3 -8- 2
 مختلفة حرارية بدرجات الإنزيمي المحلول من مل 1 حضن
 بين مئوية درجات 5 م بفارق ) 80-30( بين  تراوحت

 الإنزيم لثبات الأمثل الهيدروجيني الرقم على واخر حلولم
فعالية  قدرت ثم مباشرة الأنابيب بردتبعدها  دقيقة  20 مدةل

  . %الإنزيم المتبقية 
  

  لنتائج و المناقشة ا .3
  المحتوي الكيمياوي.  1- 3
لحبوب الذرة البيضاء  التحليل نتائج  1 الجدول يبين   

 من مكوناته تحليل حيث من  المحلية قبل و بعد الانبات
حيث   .والكربوهيدرات  والرماد والدهن والبروتين الرطوبة

%  16الرطوبة  الى  نسبة  ارتفاعيلاحظ من النتائج هو 
% 13بالمقارنة مع الحبوب الغير منبته  المنبتةفي حبوب 

الى اجراء عملية النقع و الترطيب السبب  و يعود هذا 
اما بالنسبة الى محتوى .   تةالمنبالتي تجري للحبوب  

طفيف في نسبة البروتين وهذا  ارتفاعنلاحظ  البروتين 
يعود الى تطور اغلب البروتينات نتيجة عملية الانبات 

في حبوب الذرة   بالإضافة الى الانزيمات بصورة خاصة
ان  نجدومن النتائج المتحصل عليها    المنبتةالبيضاء 

و قد  المنبتةمع الحبوب  بالمقارنة  انخفضتنسب الرماد 
يعزو السبب لعملية النقع التي تودي الى فقد كمية قليلة 
الاملاح الموجود بالحبوب الغير منبته و هذا بدوره يوثر 

في  انخفاضكما يبين الجدول .  المنبتةعلى الحبوب 
و هذا يعود  الكربوهيدراتنسبة كل من نسبة الدن و 

اثناء عملية  بوهيدراتالكر للاستهلاك كمية منن الدهون و 
  . الانبات 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  بعد الإنبات  قبل الإنبات  %المحتوي الكيمياوي 

 13 16  الرطوبة

 10 11.13  البروتين

 2.52 2.3  الرماد

 2.48 2.01  الدهن

 72 68.56  الكربوهيدرات

 

 التركيب الكيماوية للحبوب الذرة البيضاء قبل بعد الانبات   -  1جدول  
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       اثناء فترة الانبات اميليز  -فعالية انزيم الالفا.  2-  3 

 -تطور فعالية أنزيم  الالفا  1الشكل من  يلاحظ     
اذ يلاحظ  لحبوب الذرة البيضاء اثناء فترة الانبات  أميليز

الانبات اذ  من يوم اميليز  من اول  -تطور فعالية  الالفا
الى خامس يوم من الانبات حيث  مل / وحدة  30بلغ 

بعدها مل  / وحدة  1600بلغت الفعالية الانزيمية 
انخفضت فعالية الانزيم في اليوم السادس من الانبات 

ان فعالية انزيم الالفا أميليز  ]7[ وهذا يتفق مع ما ذكره 
ى ملغم إل/وحدة 0.2في الحنطة غير المنبتة تزداد من 

 ساعة 144ملغم في الحنطة المنبتة لفترة / وحدة 170
ان ]  4[  كم وجد  .وبعدها  تنخفض في اليوم السادس 

كل من ان الالفا اميليز و انزيم البيتا اميليز  تزداد 
المنبته لمدة خمسة ايام  البيضاءفعاليتهم  في مالت الذرة 

 250حيث بلغت الفعاليتهم في اليوم الرابع من الانبات 
غم  على التوالي و بعدها /وحدة 470غم  و / وحدة 

 230فعاليتهم  في اليوم الخامس من الانبات  انخفضت
ان  ]10[ ووجد. غم على التوالي/وحدة 400غم و/وحدة 

عند انبات حبوب  ملحوظانزيمات الاميليز تزداد بشكل 
تصل فعالية الانزيم  اذساعة 144الذرة البيضاء لمدة 

 كما لاحظ الفعالية الانزيم  تنخفضدها اعلى ما يكون بع
اميليز المنقي من   -زيم الالفاان ان] 11[كل من 

اميليز  -ساعة ان انزيم الالفا72صوليا المنبتة لفترة الفا
الانزيم   يبدابعدها  72يزداد بشكل كبير في اليوم خلال 
  .بالانخفاض في الفعالية  الانزيمية 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  الانزيم  لاستخلاص المثلى الطريقة تحديد 3-3
ــــــــــــة  ــــــــــــل  اســــــــــــتخلاص مختلف اســــــــــــتخدمت محالي

اميليـــز مـــن مســـحوق الـــذرة البيضـــاء  -لاســـتخلاص  الالفـــا
  2  النتــــــــائج المبينــــــــة فــــــــي الجــــــــدول أظهــــــــرتاذ . المنبتــــــــة

 باختلاف المحاليل الدارئة   للأنزيماختلاف الفعالية النوعية 

 وميــــــدازول ذهيــــــدروكلوريك الأاذ أعطــــــى محلــــــول الــــــدارئ 
 أعلـى ) 7.4(مـولار و الـرقم الهيـدروجيني  0.025 عيارية

عنــد مقارنــة الفعاليــة ) ملغــم بــروتين/ وحــدة (فعاليــة نوعيــة 
النوعيــة محســوبة علــى أســاس وحــدة النشــاط الانزيمــي لكــل 

  أميليز  لحبوب الذرة البيضاء اثناء فترة الانبات -فعالية أنزيم  الالفا - 1شكل  

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

1 2 3 4 5 6

���̿
��
��
�̿�
��
���
\

- 

��
���
�\

)

���
��

/
��
٪₨�

�����\ 7_233)��5<₨6

 

  فعالية
 -الالفا
   اميليز

 وحدة( 
  )مل /

) يوم ( فترة الانبات 

-17-



 ... البيضاء الذرة حبوب من المستخلص اميليز – الالفا انزيم وتوصيف وتنقية استخلاص:  الفكيكي

تفـوق  اذ ملغرام بروتين مع طرائق الاسـتخلاص الاخـرى ، 
غــــت الفعاليــــة محلــــول دارئ هيــــدروكلوريك الأميــــدازول إذ بل

ملغــــــم بــــــروتين فــــــي حــــــين / وحــــــدة  10073.33النوعيــــــة 
أنخفضت الفعالية النوعية عند استخدام المـاء المقطـر  الـى 

ـــــــد انحصـــــــرت / وحـــــــدة  6587.045 ـــــــروتين ، وق ملغـــــــم ب
لـذلك . الفعالية النوعيـة لبقيـة المحاليـل بـين هـاتين القيمتـين 

ــــــــــ ــــــــــد أختي ــــــــــدازول ذي افق ــــــــــدروكلوريك الأمي ــــــــــول هي ر محل
فـي )  7.4(مـولار و الـرقم الهيـدروجيني    0.025ةعياريـ

جــــاءت نتــــائج هــــذه الدراســــة مطابقــــة .  التجــــارب اللاحقــــة 
لـــــبعض الدراســـــات المتعلقـــــة بمحاليـــــل الاســـــتخلاص أنـــــزيم 

ـــــا ـــــة  -الالف ـــــز مـــــن مصـــــادر حبوبي ـــــم  مختلفـــــهالاميلي فقـــــد ت
ـــــــــــــــدازول ذي  ـــــــــــــــدروكلوريك الأمي ـــــــــــــــول هي اســـــــــــــــتخدام محل

، )  7.4(الهيــدروجيني مــولار و الــرقم    0.025عياريــة
اميليز من كـل مـن حبـوب الشـعير  -استخلاص انزيم الالفا

 ان ] 2[وجــد كمــا  .] 16[و  الحنطــة و الحنطــة الشــيلمية  
   0.025محلــول هيــدروكلوريك الأميــدازول ذي عياريــة

افضـــل محلـــول دارئ )  7.4(مـــولار و الـــرقم الهيـــدروجيني 
الشـعير المحلـي اميليز مـن مالـت  -لاستخلاص انزيم الالفا

اذ اعطـــى اعلـــى فعاليـــة بالمقارنـــة مـــع محاليـــل اســـتخلاص 
 فـــي النوعيـــة و يـــذكر ان الفعاليـــة. اخـــرى بالدراســـة 
 عمليــة المتحصــل عليهــا اثنــاء  الخــام المستخلصــات
 ,الأنـزيم ومصـدر الأنـزيم نـوع علـى تعتمـد الاسـتخلاص

 والبيئية الوراثية والحالة الأنزيم تركيب طبيعة و على تعتمد
 بـين الحاصـلة الارتباطـات طبيعـة وإلـى لمصـدر الأنـزيم

 المـواد مثـل أو النبـات للحيـوان الأخـرى والمكونـات الأنـزيم
 إلـى تحتـاج التـي الكربوهيدراتيـة والمـواد والأليـاف البكتينيـة

 وذات مـنخفض هيـدروجيني أس ذات محاليـل اسـتخلاص
الاســتخلاص الانزيمــات و  لتســهيل عاليــة أيونيــة قــوة

على مستخلص انزيمـي ذي فعاليـة انزيميـة عاليـة الحصول 
وقــد يعــزى تفــوق ]   12   , 1[ بالمقارنــة مــع محاليــل 

محلــول دارئ هيـــدروكلوريك الأميـــدازول الــى الســـعة البفريـــة 
، والقـــــوة  7.4التـــــي يتمتـــــع بهـــــا عنـــــد الـــــرقم الهيـــــدروجيني 

الايونية العالية التي تسهم فـي انتـزاع الانـزيم مـن المعقـدات 
عــــــن ارتباطــــــه بالمكونــــــات غيــــــر الذائبــــــة كــــــالمواد  الناشــــــئة

  .   البكتينية دون التأثير في تركبيه وفعاليته 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
   الإنزيم تركيز.   4- 3
 التنقية من لخطوتين الخام الإنزيمي المستخلص اخضع 

 من كبيرة نسبة من للتخلص الإنزيم بتركيز الأولى تمثلت
 %إشباع  بنسبة الأمونيوم كبريتات ملح باستخدام الماء

 النبذ  المركزي من الناتج الراسب وجمع   (30 -70)

 ية مختلفة ولمدة اربع ساعاتباستخدام دوارئ وبالارقام ھيدروجينمن مسحوق الذرة البيضاء المنبتة  اميليز  –استخلاص أنزيم الالفا  - 2جدول  

  محلول الاستخلاص
  الفعالية الكمية

  )مل / وحدة ( 
  تركيز البروتين

  )مل/ ملغم (
  الفعالية النوعية

  )ملغم بروتين/ وحدة (

 6587.045 0.247  1627  ماء مقطر

 10073.33 0.15 1511  محلول دارئ الاميدازول

 8391.061 0.179 1502  محلول دارئ خلات الصوديم

 6935.897 0.234  1623  البوتاسيوم فوسفات دارئ محلول
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 وتم   الدارئ هيدروكلوريك الأميدازول محلول في واذيب
 الانزيم وفعالية حجمه وقيس المقطر الماء تجاه ديلزته

 جزئية تنقية الخطوة ذهھ وحققت فيه وتركيز  البروتين
 اھمقدار نزيميةإ وبحصيلة مرة 19.31 بلغت للإنزيم

وجود قمتين  2   جدول في موضح وكما  14.60
كانت احدى هذه القمم وهي الثانية  تينرئيسي  تينبروتين

حاوية على فعالية انزيمية فقط ، اما القمم الاخرى فكانت 
وكانت قمة الفعالية مطابقة . خالية من الفعالية الانزيمية

موضح في كما  الى حد كبير للقمة البروتينية الاولى
ان مطابقة منحني الفعالية والبروتين الى هذا  و  2الشكل 

و . ]23[الانزيم  الدلائل الاولية للنقاوة  ىالحد تعد احد
هنالك تنوعـا في خطـوات التنقية التي استخدمها باحثـون 

اميليز المنقى -بتنقية انزيم الاالفا ] 2[ فقـد قام. آخـرون 
بكبريتات الامونيوم  هسيبمن مالت الشعير المحلي  بالتر 

في المرحلة %  70 – 30بنسبة إشباع تراوحت بين
الأولى للتنقية ومن ثم استعمال كروماتوكرافيا الترشيح 

وحصلوا  Sephadex G-100الهلامي باستخدام 
وعدد مرات % 20.72بالمقابل على حصيلة أنزيمية بالغة 

  . مرة 20.71تنقية مقدارها  

  
  
 
  
  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

-Sephadex G ھلام  من عمود باستخداماميليز المستخلص من حبوب الذرة البيضاء المنبتة  -لانزيم الالفاالھلاميالترشيح كروموتوغرافي  - 2شكل  

  الواحد للجزء مل 2.5 بحجم ساعة  /مل 26 الجريان سرعة 100
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   الإنزيم لفعالية الأمثل الهيدروجيني الرقم تعيين . 5- 3
المسـتخلص  للإنـزيم الأمثـل يـدروجينيهال الـرقم درقـ

  الأرقـــام مـــن بمـــدى المنبتـــة مـــن حبـــوب الـــذرة البيضـــاء
 النتـــائج وبينـــت) 8-4(بـــين  ت تراوحـــ  يدروجينيـــةه

 الأمثـل جينيالهيـدرو  الـرقم إن 3  شـكل فـي الموضـحة
ولــوحظ انخفــاض بفعاليــة الإنــزيم عنــد   6الإنــزيم  لفعاليــة

ويعـود . الأرقام الهيدروجينية المتطرفـة القاعديـة والحامضـية
هــــــذا الانخفــــــاض فــــــي الفعاليــــــة إلــــــى تــــــأثير تغيــــــر الـــــــرقم 
الهيــدروجيني علــى الصــفات الآيونيــة لجزيئــة الإنــزيم وعلــى 

ضــمن  تيجــة ه النقــع هــذتو مكونــات وســط التفاعــل الأخــرى 
المدى لنتائج دراسات أخـرى فـي هـذا المجـال  التـي تناولـت 

إميليــز بمــدى مــن الأرقــام -يــدروجيني إنــزيم الفــا هال الــرقم
ـــة ـــة ومـــن مصـــادره المختلف جـــاءت هـــذه حيـــث  .الهيدروجيني

اذ وجـدو بـان  ] 9[ النتيجة مقاربة لما توصل اليـه كـل مـن 
ميليـز فـي حبـوب ا -لالفـا للإنـزيم الأمثـل الهيدروجيني الرقم

ان الـــــــرقم  ] 2[ وجـــــــد. 6.5الـــــــذرة البيضـــــــاء المنبتـــــــه هـــــــو 
اميليـز  المنـتج و  -الهيدروجيني الامثـل لفعاليـة انـزيم الالفـا

 انبـ] 17[وتوصـل .  5المنقى من مالـت الشـعير المحلـي 
اميليـز النقـى   -الالفـا  للإنـزيم الأمثـل الهيـدروجيني الـرقم

  .  5من مالت الذرة البيضاء 

  
  
  
  
  
  
  
  

  

  )مل(الحجم   الخطوة
  الفعالية

  )مل/ وحدة(

  البروتينتر كيز 

  )مل/ ملغم (

  الفعالية النوعية 

  )ملغم/ وحدة (
  الفعالية الكلية

عدد مرات 
  التنقية

  (%)الحصيلة 

  100  1  780500  3279.41  3.4  11150  70  الخام الإنزيم

الترسيب بكبريتات 
 إشباعالامونيوم بنسبة 

30-70 %  
30  15300  2.1  7285.71  459000  2.22  58.80 

الترشيح الهلامي 
Sephadex G100 

20  5700  0.09  63333  114000  19.31  14.60  

 

 اميليز المستخلص من حبوب الذرة البيضاء المنبتة -تنقية أنزيــم الالفا -  2جدول  
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  ن الرقم الهيدروجيني الأمثل لثبات الإنزيميتعي . 6- 3

إميليــز المنقــى مــن حبــوب   -درس ثبــات إنــزيم الفــا 
بمـدى مـن الأرقـام الهيدروجينيـة بـين   المنبتـةالذرة البيضـاء 

حيث يعـد الـرقم الهيـدروجيني الأمثـل لثبـات الإنـزيم ) 4-8(
وتعيـــين ظـــروف التنقيـــة مـــن الصـــفات المهمـــة فـــي اختيـــار 

نتــائج هــذه الدراســة حيــث    4وخــزن الإنــزيم ويبــين الشــكل 
ــــرقم الهيــــدروجيني الأمثــــل لثبــــات الإنــــزيم كــــان  ظهــــر إن ال

ويقـــع هـــذا ضـــمن المـــدى لنتـــائج  )7-5(بمـــدى يتـــراوح بـــين 
تناولــت ثبــات إنــزيم  التــي  دراســات أخــرى فــي هــذا المجــال

ينيــة ومــن مصــادره إميليــز بمــدى مــن الأرقــام الهيدروج-الفــا 
لمـا توصـل  متفقـهكما جـاءت هـذه النتـائج  .حبوبية مختلفة 

حيــث وجــدو ان الــرقم الهيــدروجيني لثبــات الانــزيم ] 2[اليــه 
] 5[ووجـد    )7-5(المستخلص من مالت الشعير المحلـي 

أميليـــز المنقـــى مـــن بـــذور  -عنـــد دراســـة ثباتيـــة أنـــزيم الالفـــا
ام الهيدروجينيـــــة الخضـــــراء أتجـــــاه مـــــدى مـــــن الارقـــــ اللوبيـــــا

-6(ان الانــــزيم يكــــون ثابــــت عنــــد ) 8 -4(تراوحــــت بــــين 
ان التبــــاين فــــي ثبــــات الإنــــزيم عنــــد ] 24[كمــــا بــــين  )6.5

وجوده في قيم مختلفة من الأس الهيـدروجيني قـد يعـود الـى 
للإنـــزيم ) Active site(التـــأثير فـــي قـــدرة الموقـــع الفعـــال 

وف فــــــــي الظــــــــر ) Substrate(علــــــــى الارتبــــــــاط بــــــــالركيزة 
ــــــة ــــــزيم تجــــــاه الأس . الحامضــــــية والقاعدي ــــــات الإن ويعــــــد ثب

الهيـدروجيني معيـاراً مهمـاً لتحديـد الظـروف الواجـب توفيرهــا 
خـــــلال تنقيـــــة وتـــــداول وخـــــزن الإنـــــزيم وهـــــو يتـــــأثر بـــــبعض 

  .] 22[العوامل مثل نوع ومصدر ونقاوة الإنزيم 

  
  
  
  
  
  

  

  من حبوبليز المنقى امي-منحنى الرقم الھيدروجيني الأمثل لفعالية إنزيم الفا  -3شكل

 الذرة البيضاء المنبته  تجاه الأس الھيدروجيني
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  الإنزيم اليةلفع المثلى الحرارة درجة تعيين . 7- 3

 فعالية ازدياد  5  شكل في المبينة النتائج أظهرت   
درجة   عند أقصاها وبلغت الحرارة درجة زيادة مع الإنزيم
 درجة بزيادة انخفضت ثم دقيقة  20لمدة  65 الحرارة
توصل اليه    و جاءت هذه النتيجة مقاربة لما.  الحرارة

اميليز  - لالفاا  للإنزيم المثلى الحرارة درجة  ان] 17[
 10م و لمدة  70المنقى  من مالت الذرة البيضاء كانت 

 المثلى الحرارة درجة  ان  ]9[  كما وجد كل من . دقائق 
المنبته اميليز المنقى  من الذرة البيضاء  -الالفا  للإنزيم
 ان درجة ]2[كما وجد . م 70ساعة هو  200لمدة 

المنقى  من مالت اميليز  - الالفا  للإنزيم المثلى الحرارة
 التفاعلات سرعة زيادة سبب ويعزى .م 50الشعير المنبت 

 زيادة إلى معين لحد الحرارة درجة ارتفاع مع الإنزيمية
 نتيجة الأساس والمادة الإنزيم جزيئات بين التصادمات

 الحرارة درجة زيادة بتأثير للجزيئات الحركية الطاقة لزيادة
 فعالية في انخفاضا ةالعالي الحرارة درجات تسبب فيما

 الحرارة تأثير نتيجة الإنزيم مسخ على تأثيرها بسبب الإنزيم
 يؤدي مما الفعال الموقع يئةھ وتغير الإنزيم تركيب في
   فعاليته فقدان إلى

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

 من حبوب  الذرة البيضاء المنبته  تجاه الأس الھيدروجينياميليز المنقى -فعالية إنزيم الفا  لثبات   منحنى الرقم الھيدروجيني الأمثل  -4شكل
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  للإنزيم الحراري الثبات عيينت . 8- 3
المنقى من اميليز   -إنزيم الالفا حضن نتائج أظهرت    

بين   تراوحت حرارية بدرجات حبوب الذرة البيضاء المنبته 
هيدروجيني الامثل  وبرقم دقيقة 20مدة ل م) 80 – 30(

 بكامل يحتفظ الإنزيم إن 6 و كما موضح بشكل  للأنزيم 
 تنحفض بعدها ت مأخذ 65 الحرارة درجة لغاية فعاليته
 حيث م 70 إلى الحرارة درجة رفع عند تدريجيا الفعالية

 الدرجة هذه عند من فعاليته 90% بحوالي الإنزيم حتفظي

 . فعاليته من % 55 حوالي  الإنزيم قديف م 80 وعند
ان درجة الحرارة ] 2[ هاوجد كماوجاءت هذه النتيجة 

اميليز المنقى  من مالت  -للإنزيم  الالفا لثبات  المثلى
م  و  30م لمدة ) 60-45(كانت الشعير المنبت 

م 65الانزيم عند معاملته بدرجة حرارة  ثباتيهت انخفض
% 95دقيقة ع اذ بلغت الفعالية المتبيقة  30و  20لمدة 

  . على التوالي % 70و 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  

 

  من حبوب  الذرةاميليز المنقى -فعالية إنزيم الفا ة المثلى لدرجة الحرارمنحنى  -5شكل

 البيضاء المنبته

 المنبتهاميليز المستخلص من حبوب الذرة البيضاء -لالفا  مالحرارية لا نزي الثبات تعيين ‐  6شكل
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Abstract 
    The study  included  germination of  sorghum cereal and alpha- amylase  was  followed up 
during the  germination stages,  the results  showed  increase in  the activity of amylase in five 
day from germination  1600 U/ml .after that  was selected of the best methods to extract the 
enzyme among fore  methods. The purification stages were done by two steps included 
precipitation by ammonium  sulphate  at (30-70) % saturation and gel filtration on sephadex 
G100. The final purification folds and the yield of the enzyme were 19.31. times and 14.60%, 
respectively. The purified enzyme showed following characteristics: The optimum pH of the 
enzyme activity was 6. The enzyme was most stable at pH (4.5 - 6). The optimum 
temperature for its activity was 65 c. The enzyme retained its original activity when incubates 
at (30-70) c for 20 minutes.  
 
Key words :  enzyme , alpha amylase  ,  sorghum germination  
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