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 *May 70من صنؼ الذرة الصفراء  A.nigerأميميز العفن -استخلاص وتنقية وتوصيؼ مثبطات الألفا

يثار زكي ناجيو   1انوار احمد خمؼ  ا 
 العراؽ –جامعة تكريت  –كمية الزراعة 
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 لممراسمة :

 انوار احمد خمؼ
قسـ عموـ الاغذية ، كمية 
الزراعة ، جامعة تكريت ، 

 . العراؽ

 مولار 0.2باستعماؿ May 70مف صنؼ الذرة الصفراء A.niger عفف  استخمصت مثبطات أميميز
، ثـ ركزت ىذه المثبطات مف المستخمص بوساطة ثلاث طرؽ رئيسة  6دارئ خلات الصوديوـ برقـ ىيدروجيني 

ظيرت النتائج إف التركيز بػ  % 60أشتممت عمى عدة نسب إشباع مف كبريتات الأمونيوـ لممستخمص ، وا 
 10.62كبريتات الأمونيوـ كانت  الأفضؿ لأعطائيا أفضؿ قيـ لمفعالية والفعالية النوعية حيث بمغت 

تلاىا التنقية بخطوتيف  اشتممت عمى كروماتوكرافيا  وحدة/ممغـ بروتيف عمى التوالي . 12.45وحدة/مميمتر و 
 A.niger، ومف خلاليا حددت قمة امتمكت فعالية في تثبيط اميميز  DEAE-Celluloseالتبادؿ الايوني بعمود

استكمؿ  تنقيتيا %   والتي 35.66وبحصيمة بمغت 5.1ضمف مرحمة الاسترداد وبمغت عدد مرات التنقية ليا 
  28.62%بمغت  وبحصيمة 8.25، وكانت عدد مرات التنقية  G-100بالترشيح اليلامي عمى عمود السيفادكس

كيمودالتوف عند تقديره 29500 أظيرت نتائج توصيؼ مثبطات الأميميز أف الوزف الجزيئي لممثبط المنقى بمغ 
لمحصوؿ  ميمةدقيقة  30بط المنقى مع الأميميز لمدة وأظيرت الدراسة أف حضف المث .بطريقة الترشيح اليلامي 

أعمى فعالية تثبيطية تجاه وأعطى المثبط   عمى أعمى نسبة  تثبيط  في الظروؼ المستخدمة في ىذه الدراسة .
وحده /مميمتر ، في حيف  4.55بدوف مثبط  ـ ، إذ كانت فعالية الأميميز˚30أميميز في درجة حرارة   -أنزيـ الألفا

وحدة/مميمتر ، مع  3.77ـ كانت فعالية التثبيط ˚30عند حضف الأميميز مع المثبط المنقى عند درجة حرارة  
ـ ، وعند دراسة درجة الثبات ˚70حدوث  ارتفاع لفعالية الأميميز عند حضنو مع المثبط  المنقى بدرجة حرارة 

بفعاليتو عند المثبط المنقى لوحظ احتفاظ دقيقة  30ـ لمدة ˚(30-90ة )لممثبط المنقى بعد الحضف بدرجات الحرار 
تلاىا حدوث انخفاض تدريجي في الفعالية مع ارتفاع درجة الحرارة الى أف ـ ، ˚(30-50درجات الحرارة )

، بعدىا انخفضت حتى وصمت ـ ˚70% مف الفعالية بدرجة 80إذ احتفظ المثبط بػ ـ 90˚وصمت درجة حرارة 
- 6بحدود اميميز–الرقـ الييدروجيني الأمثؿ لارتباط المثبط المنقى مع انزيـ الفا وبمغ % . 60ـ الى 90˚بدرجة 

 فعالية تثبيطية، إذ أعطى المثبط المنقى أعمى  7وكاف أعمى ثبات لممثبط المنقى عند الرقـ الييدروجيني  .  9
 .وكاف أكثر ثباتاً باتجاه الارقاـ القاعدية
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   Fungelα-amylase inhibitors were extracted from May 70 with 0.2 M sodium 

acetate buffer, pH 6 , then concentrated by using different saturation percentage of 

ammonium sulfate from extracted . The results showed that precipitation with 

ammonium sulphate 60% was more suitable, scoring inhibitor units and specific 

activity amounted to 10.62 units⁄ml, 12.45 units⁄ mg protein respectively .Then 

purified by ionexchange chromatography using DEAE-Cellulose, which identified 

peaks possessed effective in the inhibition of amylase A.niger in the recovery stage 

with purification fold of 5.1 , and recovery amounted 35.66%  . purification has 

been  completed on a gel filtration Sephadex G-100 column , The obtained 

purification fold was 8.25 , and recovery amounted  28.62%.Results showed that 

the characterization of amylase inhibitors molecular weight inhibitor purified 

                                                           
1
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reached at 29500 Kiloudalton appreciation manner gel filtration . The study showed 

that the incubating -amylase inhibitor purified with a 30-minute task to obtain a 

higher percentage of inhibition in the conditions used in this study .And gave 

determined highest effective inhibition toward the enzyme alpha - amylase at a 

temperature of 30 ˚ C where the effectiveness inhibitor 4.55 U / mL , while amylase 

with purified inhibitor at a temperature of 30 ˚ was effective inhibition 3.77 units / 

mL , with an incidence rise of the effectiveness of amylase when his incubating  

with purified  inhibitor  temperature 70 ˚ C , and when studying the degree of 

stability purified  inhibitor after including temperature (90-30) ˚ C for 30 minutes 

was observed at the temperatures (50-30) ˚ C  followed by a gradual decrease in 

efficiency with increased temperature , with retention activity for 80% of the 

inhibitor at degree 70 ˚C  followed by decrease until it reached a degree 90 ˚ C to 

60% . these the results can reflect higher thermal stability of these inhibitors . 

Optimum pH  for linking of purified inhibitor with amylase is around 9-6 .The 

higher the stability of the purified inhibitor was at pH 7 , the purified inhibitor gave 

the highest effective inhibition and were more stable toward the basal numbers .  

 

 : المقدمة
احد المحاصيؿ الحبوبية الميمة في العديد مف دوؿ العالـ ، وىي تحظى باىتماـ ( .Zea mays L)تعد الذرة الصفراء 

في تعدد استعمالاتيا حيث تدخؿ في تغذية الإنساف والحيواف  كما تستعمؿ في الصناعات  كثير مف الباحثيف وذلؾ للاىمية
المختمفة مثؿ صناعة النشا و الكحوؿ وكذلؾ في تصنيع شراب الذرة وبعض أغذية الإفطار والأغذية الحبوبية السريعة التحضير 

(. كما يستفاد مف المخمفات الثانوية منيا في صناعة البلاستيؾ والورؽ والفورفوراؿ ، وقد بمغت المساحة المزروعة 2011)منصور،
يوسؼ  ( طف )638043000( ىكتاراً والذي بمغ انتاجو الكمي )142685000ما يقارب مف ) 2003في العالـ سنة 

 .  (2006وآخروف،
عتبارىا واحده مف المحاصيؿ الحبوبية الميمة بجانب الحنطة والرز، إذ تستعمؿ وفي العراؽ تأتي أىمية الذرة الصفراء با

في صناعة منتجات الذرة مثؿ رقائؽ الذرة والشامية ، كما تستعمؿ في صناعة الزيت والنشأ والأعلاؼ ،  وقد بمغ إنتاجيا في 
 . (2006طف/ىكتار )يوسؼ وآخروف، 2.5ما يقارب  2006العراؽ لعاـ 

A (precaurcer of vitamin A )ا مف الناحية التغذوية باحتوائيا عمى نسبة عالية مف مولدات فيتاميف تتميز حبوبي
 وبما يعادؿ ما تحويو حبوب الحنطة عشريف ضعفا أو أكثر، وكذلؾ احتواء حبوبيا عمى نسبة لا بأس بيا مف البروتيف تصؿ الى 

 .( 1990% )الساىوكي،9 -8
طورت ىذه النباتات ا  الغذائية جعميا عرضة للاصابة بالعديد مف الحشرات والطفميات ؛ لذ اف محتوى الحبوب مف العناصر

مقاومتيػػا عػػف طريػػؽ تكوينيػػا العديػػد مػػف مركبػػات الايػػض الثػػانوي  التػػي ليػػا القػػدرة عمػػى مقاومػػة ىػػذه الحشػػرات والطفيميػػات لاسػػيما 
% تقريبػػا عػػف طريػػؽ  83لارتفػػاع نسػػبة النشػػا فػػي الحبػػوب  والتػػي قػػد تصػػؿ الػػى  المعتمػػدة منيػػا عمػػى المػػواد النشػػوية مصػػدراً لمطاقػػو

تثبيط اميميز ىذه الحشرات التي تعتمد عميو في تحميؿ النشا وتحويمو الى سكريات بسػيطة يمكنيػا امتصاصػيا وتمثيميػا والافػاده منيػا 
 ( .  ,2005واَخروف Francoلانجاز الفعاليات الحيوية ) في تحرير الطاقو

 Fontanini)والتػػي تعػػد مػػف مركبػػات الأيػػض الثػػانوي  اميميػػز -حتػػوي الحبػػوب ومنيػػا الػػذرة الصػػفراء عمػػى مثبطػػات الالفػػات
ىي عبػارة عػف بروتينػات غنيػة بالسسػتيف يصػنعيا النبػات بصػورة طبيػػعية لاغػراض دفاعيػة وقػد اظيػرت معظػـ و  ( 2007 واَخروف ،

نالػػت ( . 2008 واَخػروف، Pelegriniلاصػػابة بالعديػد مػف الحشػػرات والممرضػات  )ىػذه البروتينػات فعاليػة فػػي حمايػة النبػات مػػف ا
تعػػرؼ عمػػى وجودىػػا فػػي ال، لكنيػػا عػػدت فػػي بدايػػة  لتعػػدد مجػػالات الافػػادة منيػػاىػػذه المثبطػػات بعػػض الاىتمػػاـ فػػي الاونػػة الاخيػػرة 

( ؛ 1999 واَخػػػروف ، Burgos-Hernàndes( كمكونػػػات لاغذائيػػػة  )Beckord ،1946و  Sandstedt) 1946الحبػػػوب عػػػاـ 
بعد اف لاحظ  1980ولكف في عاـ ( . (Friedman, 1987الانساف المبائف ومنيا اميميز بسبب امتلاكيا القدرة عمى تثبيط اميميزات
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بعػػض بػػاحثي مجموعػػة مػػايو الطبيػػة لمبحػػوث الدوائيػػة اف ليػػذه المثبطػػات القػػدرة عمػػى خفػػض نسػػبة السػػكر فػػي الػػدـ عنػػد المرضػػى 
وقد ىدفت ىذه الدراسة الى محاولػة اسػتخلاص  بيف بالسكري و الاشخاص الاصحاء بعد تناوليـ وجبة غنية بالمواد النشوية .المصا

محاولػػة لتسػػتفادة منيػػا كمضػػافات فػػي  الأعفػػاف أميميػػز -وتنقيػػة ىػػذه المثبطػػات  مػػف الػػذرة الصػػفراء ومتابعػػة تأثيرىػػا فػػي تثبػػيط ألفػػا
 دـ وجود مثؿ ىكذا دراسات .غذائية في ىذا الأتجاه وذلؾ لع

 
 :المواد وطرائؽ العمل

 :اميميز-استخلاص مثبطات الالفا
التي تـ الحصوؿ عمييا مف قبؿ الفلاح  May 70ػأميميز مف حبوب الذرة الصفراء صنؼ -استخمصت مثبطات الألفا       

 حسب الطريقة التي اعتمدىا كؿ مف  ومتجانس طحيف ناعـ وطحنيا باستخداـ المطحنة الكيربائية لمحصوؿ عمى العراقي ،
(  Kunkel 1981) و,Janke(10:1)وبنسبة خمط  6ورقـ ىيدروجيني  مولار0.2 دارئ الخلات باستعماؿ  ت، حيث استخمص 

لمدة  gᵪ000٫30، ثـ نبذ الخميط مركزيا بسرعة الغرفة دقيقة في درجة حرارة 60التحريؾ المغناطيسي لمدة )وزف: حجـ( باستعماؿ 
يضا تركيز أ، بعدىا اخذ الرائؽ الحاوي عمى المثبط وىو المستخمص الخاـ لتقدير فعالية التثبيط وقدر  ـ˚4ودرجة حرارة دقيقة  20

 البروتيف ، لحساب الفعالية النوعية في المستخمص الخاـ .
 : التثبيطية الفعالية تقدير
بالاعتماد عمى  (1972 واَخروف،Kokiladevi )  عتمدىاإلممستخمص الخاـ حسب الطريقة التي  قدرت الفعالية التثبيطية      

 Whitakerو Bernaedميميز المتبقية بعد الحضف . قدرت الفعالية الانزيمية عمى وفؽ الطريقة التي وصفيا أ-لفاتقدير فعالية الأ
مميمتر مف   0.1( واعتمادا عمى السكريات المختزلة المتحررة نتيجة التحمؿ المائي لمنشا بفعؿ الانزيـ عف طريؽ حضف 1972)

ـ ، بعدىا 37دقيقة بدرجة حرارة  20نشا( لمدة  2%مميمتر مف محموؿ المادة الأساس ) 0.9ميميز العفف الخاـ ، مع أ-محموؿ الفا
دقائؽ ثـ بردت بصورة  5مغمي لمدة وسخنت المحتويات في حماـ مائي  DNSAمميمتر مف كاشؼ  1.0أوقؼ التفاعؿ بإضافة 
نانوميتر بالمقارنة مع  540مؿ مف الماء المقطر ، تلاىا المزج وقراءة الامتصاصية عمى الطوؿ الموجي  10مباشرة واضيؼ الييا 

 لمنع حدوث التفاعؿ .  DNSAنزيـ بعد إضافة كاشؼ العينة الكؼء المحضرة بالطريقة نفسيا ما عدا إضافة محموؿ الا
مايكروموؿ مف  0.1)وحدة / مميمتر ( بانيا كمية الانزيـ التي تحرر  Enzymatic activityتعرؼ وحدة الفعالية الانزيمية 

مف خلاؿ المنحنى القياسي الذي يمثؿ العلاقة بيف تركيز  السكريات المختزلة )المالتوز( في الدقيقة الواحدة وتحت ظروؼ القياس
 .  نانوميتر 540المالتوز )ممغـ/مميمتر( والامتصاصية عمى الطوؿ الموجي 

 1:1قدرت الفعالية التثبيطية عف طريؽ تقدير الفعالية الانزيمية المتبقية  بعد حضف الانزيـ مع مستخمصات المثبطات وبنسبة 
 دقيقة لاتماـ تفاعؿ التثبيط . 30دة ـ ولم37بدرجة حرارة  

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

% Inhibition activity  ( فيعبر عنيا حسب القانوف الاتيYetter،1979 واَخروف) . 
 

 فعالية الاميميز بدوف مثبط _ فعالية  الاميميز مع المثبط                               
 011×                                                                          نسبة التثبيط % =  

 فعالية الاميميز بدوف مثبط                                             
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التي تعبر عف وحدات الفعالية لكؿ ممغـ بروتيف حسب القانوف الاتي  Specific activity لممثبط وحسبت الفعالية النوعية 
(Bernaed وWhitaker  ،1972 :) 

 الفعالية )وحدة/مميمتر(                                                   
 الفعالية النوعية )وحده/ممغـ بروتيف( = 

 تركيز البروتيف )ممغـ / مميمتر(                                             
 : تقدير تركيز البروتين في العينات

 0.1( بإضافة 1977٫Bradfordفي تقدير تركيز البروتيف في المستخمصات الخاـ والمنقاة ) استخدمت طريقة برادفورد       
 مولار ترس حامض الييدروكموريؾ ذي الرقـ الييدروجيني0.015 مميمتر مف محموؿ  0.4مميمتر مف مستخمص النموذج الى 

دقائؽ ثـ قراءة الامتصاصية  5تلاىا مزج الخميط جيدا وتركو مدة   G-250مميمتر محموؿ صبغة الكوماسي الزرقاء  2.5و  7 
، وتـ حساب تركيز البروتيف في  نانوميتر بعد تصفير الجياز بمحموؿ الكؼء الخالي مف النموذج 595عمى طوؿ موجي 

المستخمصات بالرجوع الى المنحنى القياسي الذي يمثؿ العلاقة بيف تراكيز متدرجة لبروتيف البوميف المصؿ البقري والأمتصاصية 
 نانوميتر . 595عمى طوؿ موجي 

                                                                             :أميميز -لتركيز مثبطات الألفاتعيين الطريقة المثمى 
 : التركيز بكبريتات الأمونيوم

مميمتر مف  10مونيوـ بصورة تدريجية الى عدد مف الانابيب الحاوية عمى وزاف معينة مف بمورات كبريتات الأأضيفت أ         
دقيقة وتحت ظروؼ التبريد )حماـ ثمجي( لمحصوؿ  30المستخمص الخاـ مع التحريؾ المستمر عمى المحرؾ المغناطيسي ولمدة 

لمدة  ᵪg 3000( % . بعدىا اجري النبذ المركزي بسرعة  90،  80،  70،  60،  50،  40،  30،  20شباع )إعمى نسب 
مميمتر مف محموؿ  1شباع بعد اذابتو في إية التثبيطية ونسبة البروتيف في الراسب لكؿ نسبة ىمؿ الرائؽ وقدرت الفعالا دقيقة .15

 لتحديد نسبة الاشباع المثمى لتركيز المثبط . 6مولار خلات الصوديوـ ورقـ ىيدروجيني 0 .2دارئ 
 : أميميز-تنقية مثبطات الألفا

، ثـ فصؿ الراسب في جياز النبذ المركزي  60%الأمونيوـ بنسبة إشباع  رسبت المثبطات في المستخمص الخاـ بكبريتات         
.  6مولار ورقـ ىيدروجيني 0.2 اىمؿ الرائؽ واذيب الراسب في كمية مف دارئ الخلات بتركيز  . دقيقة 15لمدة  ᵪg 3000بسرعة

 واَخروف،Heidari )ساعة  2 بالماء المقطر لمدة  قدرت بعدىا الفعالية التثبيطية وتركيز البروتيف ، ثـ أجريت عممية الديمزة

 ، بعدىا قدرت كؿ مف الفعالية التثبيطية وتركيز البروتيف .(2005
 : DEAE-Celluloseكروماتوكرافيا التبادل الأيوني باستخدام المبادل 

في موازنة المبادؿ  8برقـ ىيدروجيني  واستخدـ محموؿ الترس الدارئ ( سـ (ₓ 3 15عمود المبادؿ ليعطي أبعاد حضر       
مرر مستخمص المثبط المركز ثـ  ( ٫Whitaker 1972التي وصفيا ) عمى وفؽ الطريقةمميمتر / ساعة   30وبسرعة جرياف 

لانزاؿ البروتينات غير المرتبطة وجمعت الاجزاء  مولار 0.005عمى سطح العمود وغسؿ العمود بمحموؿ دارئ الترس ذي التركيز 
نانومتر ، كما قيست الفعالية التثبيطية   280مميمتر / انبوب وقيس الامتصاص للاجزاء النافذة عند   3النافذة مف العمود بمعدؿ 

باستعماؿ دارئي الترس الاوؿ )وحده / مميمتر( للاجزاء غير المرتبطة ، ثـ استرد المثبط مف العمود بواسطة التدرج الخطي لمممح 
برقـ  NaClمولار مف كموريد الصوديوـ 1.0مولار المحتوي عمى  0.005والثاني بتركيز  8مولار ورقـ ىيدروجيني  0.005بتركيز 

، بعدىا تـ متابعة البروتيف في الاجزاء المسترده ورسمت العلاقة بيف الامتصاص الضوئي للاجزاء غير المرتبطة  8ىيدروجيني 
للاجزاء المستردة وعميو حددت القمة الحاوية عمى الفعالية ، جمعت بعدىا الاجزاء  لاجزاء المستردة ، وقدرت الفعالية التثبيطيةوا

 .وتركيز البروتيف لاستخراج الفعالية النوعية  الفعالة لمقمة وقدرت ليا الفعالية التثبيطية
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 :G-100 كروماتوكرافيا الترشيح اليلامي بيلام السيفادكس
أضيؼ المحموؿ الحاوي عمى المثبط المركز الذي تـ الحصوؿ عميو بعد خطوة الاسترداد وبعد تركيزه عمى سطح عمود ىلاـ        

-Tris اجريت عممية الاسترداد بوساطة محموؿ . سـ بشكؿ تدريجي وبالقرب مف سطح اليلاـ  ( ₓ45 2بابعاد ) السيفادكس

HCLمميمتر لمجزء الواحد وقرأت  3مميمتر / ساعة وبواقع  30( وبسرعة جرياف  7ورقـ ىيدروجيني  مولار0 .1)  الدارئ
نانوميتر للاجزاء المستردة . تمت متابعة الاجزاء الحاوية عمى الفعالية ضمف القمة 280 الامتصاصية عمى الطوؿ الموجي 

 وقيس حجميا وقدرت الفعالية التثبيطية وتركيز البروتيف . وجمعت
 : المنقاة جزئيا ميميزأ-لفاوصيؼ مثبطات الأ ت

 : تعيين الوزن الجزيئي لممثبطات بطريقة الترشيح اليلامي
 : والأستردادتقدير حجم الفراغ لمعمود 

ممغـ /  4باستخداـ محموؿ الدكستراف الازرؽ بتركيز G-100قدر حجـ الفراغ لعمود الترشيح اليلامي المعبأ بيلاـ السيفادكس      
مميمتر مف ىذا المحموؿ عمى الجدار الداخمي لمعمود الزجاجي بالقرب مف سطح اليلاـ وبشكؿ تدريجي ،   1مرارإمميمتر. تـ 

وبسرعة  7مولار ورقـ ىيدروجيني  0.1بتركيز  Tris-HCLسترداد لمحموؿ الدكستراف الازرؽ بمحموؿ دارئ واجريت عممية الأ
لمجزء الواحد  وقرأت الامتصاصية في جياز المطياؼ الضوئي لتجزاء المنفصمة عمى الطوؿ الموجي مميمتر  3جرياف ثابتة وبواقع 

وقدر حجـ الأسترداد لممثبط المنقى والبروتينات القياسية ، واسترد بنفس المحموؿ وقرأت نانوميتر ، وقدر حجـ الفراغ لمعمود .  600
ىا تـ تقدير الوزف الجزيئي لممثبط بوساطة رسـ المنحنى القياسي مف العلاقة نانوميتر ، بعد 280الامتصاصية عند الطوؿ الموجي 
 ( ولوغارتـ الاوزاف الجزيئية لمبروتينات القياسية . Vo   /Ve)بيف حجـ الاسترداد/ حجـ الفراغ 

 :تأثير وقت الحضن في فعالية المثبط 
 10، 0ـ ولاوقات مختمفة شممت ) ˚37( في درجة حرارة  1:1العفف ، وبنسب متساوية ) ميميزأحضف المثبط المنقى جزئيا مع     
 . ( دقيقة بعدىا قدرت الفعالية التثبيطية50، 40، 30، 20،

                                                       :تعيين درجة الحرارة المثمى لفعالية المثبط 
لتحديد درجة الحرارة المثمى لفعالية المثبط ، قدرت الفعالية التثبيطية بعد حضف مثبط الاميميز المنقى جزئيا وبنسب متساوية      

دقيقة ثـ رسمت  30ـ ولمدة  ˚( 30- 70ميميز العفف في مدى مف درجات الحرارة تراوحت بيف )أ( ) حجـ : حجـ ( مع  1:1)
الية التثبيطية . ولتعييف تأثير درجة الحرارة عمى فعالية المثبط فقط وبدوف تداخؿ تأثير الحرارة عمى العلاقة بيف درجات الحرارة والفع

ميميز العفف لوحده دوف المثبط وفي المدى نفسو مف درجات الحرارة والمدة نفسيا ، بعدىا قدرت الفعالية أميميز العفف قدرت فعالية أ
 عفف بدرجات الحرارة المختمفة ومف ثـ تقدير الفعالية التثبيطية .ميميز الأنزيمية لغرض متابعة فعالية الأ
 

 :تعيين الثبات الحراري لممثبط 
ميميز حضف المثبط المنقى جزئيا في حماـ مائي وبدرجات حرارة مختمفة لتتعيف تأثير درجة الحرارة عمى ثباتية مثبطات الأ    

تأثير الحرارة بنقؿ الانابيب الحاوية عمى المثبط وبعد انتياء الوقت المحدد وقؼ أدقيقة و  30ـ ولمدة  ˚( 90 – 30تراوحت بيف )
 30ـ ولمدة ˚ 30ميميز العفف بدرجة حرارة أ( )حجـ : حجـ ( مع  1:1الى حماـ ثمجي ، بعدىا حضف حجـ متساو مف المثبط )

 .جؿ تحديد الثبات الحراري لممثبط ة المتبقية لإرسمت العلاقة بيف درجة الحرارة والفعاليو دقيقة ، ثـ  قدرت الفعالية الانزيمية 
 : ة المثبطتعيين الرقم الييدروجيني الامثل لفعالي

وذلؾ  مثؿ لفعالية المثبط( في تعييف الرقـ الييدروجيني الأ2003b واَخروف،Figueira عتمدت الطريقة التي اقترحيا )إ     
مميمتر مف محموؿ المثبط المنقى جزئيا والناتج بعد خطوة الترشيح  5.0مميمتر مف محاليؿ الدوارئ المستخدمة الى 1.0بإضافة 
قدرت الفعالية  . دقيقة 30ولمدة  ـ˚ 30حضنت جميع النماذج في درجة حرارة بعدىا . نزيـمميمتر مف محموؿ الأ 0.5و اليلامي
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وفي نفس ظروؼ التجربة  حساب الفعالية التثبيطية .ثـ رقاـ الييدروجينية المختمفة الانزيمية لكؿ مف النماذج السابقة ذات الأ
مميمتر مف كؿ مف الدوارئ  السابقة وبدوف وجود المثبط ثـ قدرت الفعالية الانزيمية   0.1ميميز العفف مع أمميمتر مف  5.0حضف 

نزيمية والرقـ الييدروجيني الامثؿ الأرقاـ الييدروجينية المختمفة ، ثـ رسمت العلاقة بيف الفعالية ميميز العفف في الأألمتابعة فعالية 
 ميميز .ميميز العفف وكذلؾ لمثبط الأألفعالية 

 : مثل لثبات المثبطتعيين الرقم الييدروجيني الأ
( عف طريؽ حضف 2003b واَخروف، Figueiraتبعت الطريقة التي اقترحيا )أمثؿ لثبات المثبط لتعييف الرقـ الييدروجيني الأ    

)حجـ : حجـ ( مف  (5.0:1ـ وذلؾ بمزج )˚ 4ساعة بمديات مختمفة مف الارقاـ الييدروجينية بدرجة حرارة  16قمة المثبط لمدة 
مستخمص المثبط مع كؿ مف محاليؿ الدوارئ ، بعدىا قدرت الفعالية التثبيطية المتبقية في كؿ نموذج . رسمت العلاقة بيف الرقـ 

 ية .الييدروجيني والنسبة المئوية لمفعالية المتبق
 : النتائج والمناقشة

 : تركيز مثبطات الأميميز
مف اجؿ التوصؿ الى نسبة الاشباع المناسبة لمحصوؿ عمى افضؿ تركيز لمثبطات الاميميز في مستخمص طحيف الذرة       

(% وبينت النتائج الموضحة  90- 20استخدمت املاح كبريتات الامونيوـ بنسب اشباع متدرجة تراوحت بيف ) May 70الصفراء 
وحدة/  12.45وحدة/ مميمتر و  10.62% حيث بمغت 60اف اعمى فعالية تثبيطية ونوعية كانت عند نسبة اشباع  (-1الشكؿ)في 

وحدة/ مميمتر  6.88و  7.88% حيث بمغت الفعالية التثبيطية40% ثـ 50ممغـ بروتيف عمى التوالي ، تمييا نسبة اشباع 
لاجؿ  . تعد ىذه الخطوة مف الخطوات الميمة في تنقية مثبطات الاميميز وحدة/ ممغـ بروتيف عمى التوالي6.99 و  8.63والنوعية

الحصوؿ عمى مثبط مييأ لاجراء عممية التنقية بوساطة الطرائؽ الكروماتوكرافية . حيث يركز المستخمص لمتخمص مف اكبر كميو 
ف البروتيف فضلا عف الحصوؿ عمى اكبر كميو مف المثبط مف خلاؿ التخمص مف الماء والحصوؿ عمى محاليؿ ذات تركيز عاؿ م

مف اكبر كميو مف البروتينات الاخرى في المستخمص الخاـ والحصوؿ عمى درجة مف النقاوة ، كما اف ىذا التقميص في الحجـ 
ة . وعاده تستخدـ ليذا الغرض الاملاح يسيؿ مف عممية تداوؿ البروتيف المطموب ويقمؿ الوقت المستغرؽ في خطوات التنقية اللاحق

 مثؿ كبريتات الامونيوـ .
ويعود سبب استخداـ كبريتات الامونيوـ بشكؿ واسع في تركيز البروتينات الى ما تمتمكو مف صفات ايجابيو مثؿ كثافتيا الواطئة ، 

ا ، ورخص ثمنيا كما انيا لا تسبب مسخا وذائبيتيا العالية في الماء بحيث لا تتداخؿ مع معظـ البروتينات عند ترسيبيا ونبذى
لكثير مف البروتينات عند ترسيبيا . اف ميكانيكيو تركيز البروتينات بوساطة كبريتات الامونيوـ تعتمد عمى طبيعة توزيع المجاميع 

تاثير حجـ جزيئة الوظيفية )الايونية والقطبية والكارىة لمماء( ، وكثافة توزيع الشحنات عمى سطح جزيئة  البروتيف فضلا عف 
البروتيف وشكميا ووجود مركبات اخرى في الوسط حيث يعمؿ الممح عمى معادلة الشحنات الموجودة عمى سطح البروتيف والأخلاؿ 

( Salting out مايعرؼ بالتممح الخارجي )  بطبقة الماء المحيطيو بجزيئة البروتيف مما يؤدي الى انخفاض ذائبيتو وترسيبو بتاثير
(2007  ٫ Bonner )  . استخدمت كبريتات الامونيوـ في تركيز مثبطات الاميميز مف مستخمصات الحبوب بوصفيا خطوة اولى

 Gerageفي عممية التنقية في العديد مف الدراسات ، وقد تتفؽ ىذه النتيجة مع بعض الدراسات في ىذا المجاؿ ، فقد استخدـ 
الاميميز المستخمصة مف الذرة الصفراء ، واستخدمت كبريتات الامونيوـ في % لتركيز مثبطات  60( نسبة اشباع 2003)واَخروف 

. تمت خطوة الترسيب اعادة  (1981واَخروف ، Blanco)50%تركيز المثبطات مف مستخمصات الذرة الصفراء بنسبة اشباع 
ملاح الكبريتات اعقبيا التركيز ثـ ديمزة المحموؿ لمتخمص مف ا 6مولار دارئ الخلات ورقـ ىيدروجيني  0.2الاذابة في محموؿ 

 % .50.36مره مع حصيمة  2.57إف عدد مرات التنقية بمغت  (-1الجدوؿ )باستعماؿ السكر وكما يلاحظ مف 
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بعد  May 70اميميز في مستخمص الذرة الصفراء صنؼ -( : مقارنة الفعالية التثبيطية والنوعية لمثبطات الالفا -1الشكل)

 تركيزه بنسب اشباع مختمفة من كبريتات الامونيوم

 : كروماتوكرافيا التبادل الايوني 
الذي سبؽ موازنتو  DEAE-celluloseمرر المستخمص الحاوي عمى المثبط بعد الديمزة خلاؿ عمود المبادؿ الايوني      

 280، وتـ قياس الامتصاصية لاجزاء الغسؿ عمى طوؿ موجي  8مولار ورقـ ىيدروجيني  0.005بمحموؿ دارئ الترس بتركيز 
حنة المبادؿ تعود لمبروتينات غير المرتبطة والتي تحمؿ شحنة مشابية لش قمـ بروتينيو في ىذه المرحمة 3 نانومتر فموحظ انفصاؿ 

والتي تحمؿ شحنة مخالفة لشحنة المبادؿ ( بعدىا تـ استرداد البروتينات المرتبطة -2الشكؿ)( كما يظير في  ) البروتينات الموجبة
عدة قمـ مختمفة الاحجاـ  مولار ، حيث لوحظ ظيور (0-1)البروتينات السالبة( باستخداـ تدرج ممحي خطي مف كموريد الصوديوـ )

الكموريد السالبة ،  في مرحمة الاسترداد . يمكف ليذا المبادؿ استبداؿ كمية كبيرة مف البروتينات المرتبطة واستردادىا بوساطة ايونات
وعند تقدير الفعالية لجميع قمـ مرحمتي الغسؿ والاسترداد ، تبيف اف  قمـ مرحمة الغسؿ خالية مف الفعالية في تثبيط اميميز الفطر 

A.niger وىذا يعني اف المثبط يحمؿ 70-  61مع قمة لمفعالية في مرحمة الاسترداد ، وقد تركزت القمة في الاجزاء المنفصمة ،
حنو سالبة تحت الظروؼ المستخدمة في التجربة ما ساعده عمى الارتباط بمادة العمود . بعدىا جمعت ىذه الاجزاء الفعالة ش

ثـ  . 1)- جدوؿ)35.66% مقدرىا وبحصيمة  5.1بمغت عدد مرات التنقية ليذه الخطوةفقد  وركزت وقدرت فعاليتيا التثبيطية ،
تعد كروماتوكرافيا التبادؿ الايوني مف الطرائؽ الشائعة  . استعممت ىذه الاجزاء الفعالة في استكماؿ المراحؿ اللاحقة مف التنقية

لما تمتمكو مف قوة فصؿ عالية وسعة عالية لربط البروتينات ، كما يمكف بسيولة فصؿ البروتينات  ;الاستعماؿ في عمميات التنقية 
رداد البروتيف الفعاؿ ، فضلا عف تعدد استعمالاتيا وسيولة انجازىا . اذ اف مبدأ الفصؿ في ىذه الطريقة دقيؽ المرتبطة واست

ومباشر ، حيث تتـ عممية التداخؿ بيف البروتيف والمبادؿ الايوني بالاعتماد عمى صافي الشحنة والقوة الايونية ، وتوزيع الشحنة 
الييدروجيني . وقد استخدمت المبادلات الايونية الطبيعية التي ىي عبارة عف مشتقات عمى سطح البروتيف ، وكذلؾ عمى الرقـ 

السميموز بسبب ملاءمتيا لفصؿ البروتينات فضلا عف الاحتمالات القميمو لمسخ البروتيف حيث يحتفظ البروتيف بعد استرداده مف 
ختمفة كخطوة تنقية رئيسية وبصوره واسعة في تنقية مثبطات استعممت المبادلات الايونية الم . (2007٫Bonnerالمبادؿ بفعاليتو )

( الى استعماؿ كروماتوكرافيا التبادؿ الايوني كخطوة 2000)واَخروف Wilsonالمختمفة ، وقد اشار  الاميميز مف المصادر الحبوبيو
( كروماتوكرافيا التبادؿ 2010واَخروف ،  (Mcewanاولى في مراحؿ تنقية مثبطات الاميميز مف الذرة الصفراء . كما استخدـ

المستخمص مف الذرة  مف تنقية المثبط (2003)واَخروف  Edsonالايوني في تنقية مثبطات الاميميز مف البقوليات  كما تمكف 
 الصفراء .                                                                                         
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باستعمال العمود الايوني  May 70اميميز من الذرة الصفراء صنؼ -كروماتوكرافيا التبادل الايوني لتنقية مثبطات الالفا ( :-2كل)الش
(DEAE –Cellulose ( بابعاد )سم الموازن بمحمول  3×15 )مولار دارئ الترس  0.005Tris-Hcl  وتم  8برقم ىيدروجيني ,

 مميمتر/ جزء . 3مميمتر/ ساعة وبواقع  30مولار وبسرعة جريان   ( 0 – 1.0 )تدرج ممحي ب NaCl الاسترداد بمحمول كموريد الصوديوم
 

    : كروماتوكرافيا الترشيح اليلامي
فيو يمتاز بالفصؿ الجيد والسريع G-100 اعقبت خطوة التبادؿ الايوني خطوة الترشيح اليلامي باستعماؿ ىلاـ السيفادكس      
. مررت قمة المثبط التي تـ الحصوؿ عمييا مف مرحمة التبادؿ الايوني  (٫Ahmed 2005والتحضير)عف سيولة الاستخداـ  فضلا

التي سبقت ىذه الخطوة وبعد تركيزىا خلاؿ عمود ىلاـ السيفادكس . عند تمرير القمة لوحظ انفصاؿ قمة بروتينية تركزت فييا 
%حيث اعطى  28.62وحصيمة مقدارىا 8.25رات تنقية بمغت ( مع الحصوؿ عمى عدد م-3شكؿ)( 24 - 30الفعالية في الاجزاء )

مف  اميميز-ىنالؾ العديد مف الطرائؽ المستعممة في تنقية انواع مثبطات الالفا.  نانوميتر 280اعمى امتصاصية عند  27الجزء 
النباتات المختمفة ويعود ذلؾ الى التنوع الواسع لممثبطات الموجودة في النباتات المختمفة وحتى في النبات الواحد ، لذا تعتمد ىذه 

                                                                                                                                  .                       عمى اختلاؼ طبيعة الدراسة المقامةالطرائؽ عمى نوع المثبط المراد تنقيتة وكذلؾ درجة التجانس المطموبة اعتمادا 
تشير العديد مف البحوث العممية الى استخداـ طريقة الترشيح اليلامي كاحدى خطوات التنقية لمثبطات الاميميز بعد خطوة التبادؿ 

( خطوة الترشيح اليلامي في تنقية المثبط مف الشعير 1993)واَخروف  Abe ؛ لغرض التأكيد مف زيادة النقاوة . فقد استخدـالايوني 
حوؿ مثبطات الاميميز المستخمصة مف الذرة  (2003واَخروف ، (Gerage، واف اىـ دراسة عززت نتائج الدراسة الحالية قاـ بيا

 ( الى استخداـ خطوة الترشيح اليلامي في تنقية المثبط مف البقوليات .2005)اَخروف و Kokiladevi الصفراء  ، كما  اشار 
تختمؼ عدد مرات التنقية والحصيمة لممثبطات المنقاة ، ويعود ذلؾ الى اختلاؼ نوع المثبط المنقى والمصدر النباتي المعتمد وكذلؾ 

                  ر الاميميز الذي يستعمؿ  في تقدير الفعالية .اختلاؼ الخطوات المستعممة عند التنقية  في عددىا ونوعيا ومصد
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باستخدام  May 70  اميميز المستخمص من الذرة الصفراء صنؼ -لمثبط الالفا ( : كروماتوكرافيا الترشيح اليلامي -3الشكل)
برقم ىيدروجيني  Tris-Hclدارئ الترس  مولار 0.1( سم والذي تمت موازنتو بمحمول 45×2بابعاد ) G-100عمود السيفادكس

 مميمتر / جزء . 3مميمتر / ساعة وبواقع  15وبسرعة جريان  7
 

 May 70 اميميز المستخمصة من الذرة الصفراء صنؼ-( : خطوات تنقية مثبطات الالفا1–جدول)

 
 :أميميزالمنقاة جزئيا-توصيؼ مثبطات الألفا

           : الترشيح اليلاميتعيين الوزن الجزيئي لممثبطات باستخدام 
المنقاة مف  في تقدير الوزف الجزيئي لمثبطات الأميميز G-100استخدمت طريقة الترشيح اليلامي عمى عمود السيفادكس        

( أف الوزف الجزيئي لممثبط المنقى 4–قيد الدراسة وقد أظيرت النتائج المبينة في )الشكؿ May 70حبوب الذرة الصفراء صنؼ 
( مف أف الوزف الجزيئي لممثبط  1981)واَخروف Blanco أف نتائج ىذه الدراسة قريبة لما ذكره ،  كيمودالتوف  29500يقارب
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واَخروف  Edson كيمودالتوف عند تقديره بطريقة الترشيح اليلامي ، في حيف ذكر 29600 المعزوؿ مف الذرة الصفراء مساوياً لػ 
كيمودالتوف عند استعماؿ الترشيح اليلامي ، 19.7 الأميميز المستخمص مف الذرة الصفراء ىو ( أف الوزف الجزيئي لمثبط 2003)

 Aspergillusالمعزوؿ مف الذرة الصفراء الفعاؿ تجاه  TI( الى أف الوزف الجزيئي لممثبط1999واَخروف ) Chenكما أشار 

niger  وقد اشارت الدراسات السابقة التي صنفت مثبطات الاميميز الى اف مثبطات الاميميز الموجودة في  كيمودالتوف14 ىو .
 . (2000واَخروف ، Francoثمالة حامض اميني ) 235 – 173الذرة الصفراء تتكوف مف سمسمة بروتينية تتكوف مف 

 

 
بطريقة الترشيح اليلامي  May 70من الذرة الصفراء صنؼ  أميميزالمنقاة-تعيين الوزن الجزيئي لمثبطات الألفا ( :4-الشكل)

 (Sephadex-G-100باستخدام عمود السيفادكس )
 

 :أميميز-تأثير وقت الحضن في فعالية مثبطات الألفا
المستخمصة مف الذرة الصفراء تعتمد عمى ظروؼ الحضف لممثبط مع الانزيـ  اميميز-أف كفاءة التثبيط بوساطة مثبطات الالفا     

ف تتابع اضافة الانزيـ والمادة الخاضعة تمثؿ  التي تشتمؿ عمى وقت الحضف ، والرقـ الييدروجيني ، إضافة الى درجة الحرارة ، وا 
الانزيـ قبؿ  –ولا مع الأنزيـ لتكويف معقد المثبط خطوة حرجة في الحصوؿ عمى الحد الاعمى مف التثبيط ، فالمثبط يجب أف يرتبط أ

وقبؿ إضافة الانزيـ يؤدي الى خفض كفاءة التثبيط ؛  إضافة المادة الخاضعة ، لاف إضافة المثبط الى المادة الخاضعة مباشرة
لحضف المسبؽ ( كما قد تعود الحاجة الى اOʼConner ،1981و McGeeneyبسبب تكويف معقد بيف المثبط والمادة الخاضعة )

لممثبط مع الأميميز الى طبيعة تفاعلات التثبيط التي ىي مف النوع العكسي والتي تكوف سرعتيا اقؿ مف سرعة تحمؿ النشا بوساطة 
الاميميز ، لذا اردنا في ىذه الدراسة تقدير الوقت اللازـ لحضف قمة المثبط المنقى مف صنؼ الذرة الصفراء لموصوؿ الى أعمى 

، لأنو وكما ورد في العديد مف البحوث العمميو أف المثبطات المختمفة تتبايف في الوقت المطموب لحضنيا تبعا  فعالية تثبيط
لاوقات A.niger لمصدرىا ونوعيا وكذلؾ مصدر ونوع الاميميز الذي يتـ تثبيطو . عميو حضف المثبط المنقى مع أميميز الفطر 

دقيقة  0عدـ حدوث أي تثبيط عند الوقت  (5-ـ وكما يظير مف )الشكؿ˚37رارة دقيقو في درجة ح (0 – 50مختمفة تراوحت بيف )
دقيقة الأولى  30. كما يلاحظ مف الشكؿ أيضا أف كفاءة التثبيط تزداد بزيادة وقت الحضف وتكوف الزيادة سريعة ومتدرجة خلاؿ الػ 

 50و  40ضح مف فعالية المثبط عند الوقت مف الحضف مع ملاحظة انخفاض نسبة التثبيط مع استمرار وقت الحضف والذي يت
دقيقو ميما لحضف المثبط  المنقى مع مصدر الاميميز المعتمد في ىذه الدراسة لمحصوؿ عمى اعمى  30الوقت  َّدقيقة . لذا عُد

                               نسبة تثبيط تحت الظروؼ الستخدمة في ىذه الدراسة .
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 May 70أميميزالمنقاة من صنؼ الذرة الصفراء -مع مثبطات الألفا A.niger( : تأثير وقت الحضن لاميميز الفطر 5-الشكل)

 م˚37في درجة حرارة 
واَخروف  Rebecca إف ما تـ التوصؿ اليو في ىذه الدراسة يتطابؽ مع ما ذكر في العديد مف الدراسات السابقة ، فقد أشار

 ، كما إستعمؿ Aspergills nigerدقيقة لممثبط المعزوؿ مف الذرة الصفراء والفعاؿ تجاه  30الى مدة حضف مقدارىا   2001))
Figueira ( 2003واَخروفa مدة حضف مقدارىا )دقيقة  لممثبط المستخمص مف الذرة الصفراء مع أميميز 30Fusarium 

verticillioides ، في حيف أشار Ida و Kondo (1995 الى مدة حضف مقدارىا ) دقيقة لممثبط المنقى مف أحد اصناؼ 20
 .يتضح مف ذلؾ أف مدة الحضف تختمؼ باختلاؼ نوع المثبط ومصدره  الحنطة مع اميميز لعاب الانساف .

 : أميميز-تعيين درجة الحرارة المثمى لفعالية مثبطات الألفا
في تثبيط أميميز الفطر  May- 70الاميميزالمنقاة مف الذرة الصفراء صنؼ لغرض تحديد درجة الحرارة المثمى لفعالية مثبطات 

A.niger ( 30 – 70حضنت ىذه المثبطات مع الأميميز الخاـ في درجات حرارة تراوحت بيف)˚ دقيقة ، وكما يلاحظ 30 ـ لمدة
ـ  يلاحظ أيضا مف الشكؿ ذاتو حصوؿ زيادة واضحة في فعالية °30. إف درجة الحرارة المثمى لفعالية المثبط ىي  ( 6-الشكؿ)مف 

. ويمكف تفسير ذلؾ الى تأثير درجات الحرارة العالية عمى الاميميز والتسبب 70التثبيط بارتفاع درجة الحرارة الى أف وصمت درجة 
لإضافي لمحرارة المستعممة وليس لتأثير في دنترتو فيظير المثبط كانما أعطى زيادة في نسبة التثبيط ، فقد يعود تأثير التثبيط ا

المثبط . فقد ورد في العديد مف البحوث العممية أف المثبطات المختمفة تتبايف في درجات الحرارة المطموبة تبعاً لمصدرىا ونوعيا 
ي فعالية المثبط ف  %47.6الى زيادة مقدارىا 2003) )واَخروف  Edsonوكذلؾ مصدر ونوع الاميميز الذي يتـ تثبيطو ، فقد أشار 

 Fusariumـ مع أميميز الفطر °94 -0المنقى مف الذرة الصفراء عند حضنو بمدى مف درجات الحرارة  تراوح بيف 

verticillioides دقيقة ، كما اوضح كؿ مف  60ولمدةLauda  و Marshall  (1975)  أف لدرجة الحرارة تأثير عمى فعالية
ـ ˚25المثبط المنقى مف الفاصوليا مع أميميز بنكرياس الخنزير حيث اعتمدا حضف الاثنيف بدرجتيف حرارتيف اشتممت عمى  إرتباط

عمى التوالي دليلا لزيادة الفعالية بزيادة درجة حرارة الحضف . لقد  56%% و  3ـ نتج عنو زيادة في الفعالية التثبيطية بمغت˚37و
تشافيا مف المكونات اللاتغذوية بالنسبة للانساف لذا درست الصفات الكيموحيوية لمعديد منيا ومف عُدت مثبطات الاميميز عند اك

ووجد اف معظـ ىذه المثبطات تحتفظ بفعاليتيا عند المعاممة  1945مصادرىا المختمفة في العديد مف المختبرات العممية منذ 
حظ ايضا مف الشكؿ ذاتو مف متابعة فعالية الاميميز الخاـ نجد اف ( . يلا٫Chrispeels 2005بالحرارة بسبب بنائيا التركيبي )

ـ عندىا تبدأ الفعالية بالانخفاض الى اف تصؿ °30ـ وكانت اقصاىا بدرجة (°40 - 30درجة الحرارة المثمى لفعاليتو تراوحت بيف )
جات الحرارة العالية عمى الانزيـ والتسبب في ـ بعدىا يفقد الانزيـ فعاليتو  ويمكف تفسير ذلؾ الى تأثير در 70°درجة الحرارة الى 

دنترتو فيؤدي الى انخفاض فعالية الانزيـ بسبب تأثيرىا في مسخ الانزيـ نتيجة التأثير عمى تركيب الانزيـ وتغير في المواقع الحفزية 
واَخروف  Mongaو  (2009واَخروف ) Varalakshmiمما يؤدي الى فقداف فعاليتو ، ىذه النتيجة تتفؽ مع ماذكره كؿ مف 
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كمما ارتفعت درجات الحرارة . كما ذكر في دراسات أخرى كالدراسة التي قاـ بيا  A.nigerاميميز ( التي اثبت فييا دنترة2011)
Alva ( اف اميميز2007واَخروف )A.niger  ـ °70ـ الى اف تصؿ درجة الحرارة الى °40تبدأ فعاليتو بالانخفاض عند درجة حرارة

.                                         

 
عند حضنيا مع May 70اميميزالمنقاة من الذرة الصفراء صنؼ -(: تأثير درجة الحرارة في فعالية مثبطات الالفا 6-الشكل)

 دقيقة . 30لمدة  A.nigerاميميز الفطر 
 

 :اميميز-الثبات الحراري لمثبطات الالفا
بدرجات حرارة تراوحت بيف  May 70اف حضف المثبط المنقى مف الذرة الصفراء )  7-الشكؿ)يلاحظ مف النتائج المبينة في     
ـ ، تلاىا حدوث انخفاض ˚(50-30دقيقة اوضح احتفاظ المثبط المنقى بفعاليتو عند درجة الحرارة ) 30ـ لمدة ˚(30 – 90)

ـ . كما يلاحظ مف الشكؿ المذكور اف المثبط ˚90تدريجي في الفعالية  مع ارتفاع درجة الحرارة الى اف وصمت درجة الحرارة 
% تقريبا . قد تتفؽ النتائج التي 60ـ الى ˚90ـ ، بعدىا انخفضت  حتى وصمت بدرجة ˚70% مف الفعالية بدرجة 80احتفظ بػ  

ىذه الدراسة مع بعض ما ورد في الدراسات الاخرى والتي اشارت الى اف بعض ىذه المثبطات تتمتع بثباتية عالية  توصمت الييا
( ، فقد احتفظ المثبط المنقى مف الذرة الصفراء بكامؿ فعاليتو بعد حضنو عمى درجة ٫Chrispeels 2005عند المعاممة بالحرارة )

( ٫2003a bواَخروف ، Figueiraدقيقة ) 60ـ لمدة ˚94فعاليتو بعد معاممتو بدرجة % مف  52وبحوالي  ،دقيقة  30ـ لمدة 100˚
دقيقة  15ـ لمدة ˚70عند معاممة المثبط المنقى مف الشيمـ حراريا بدرجة 1999))واَخروف ، Burgos- Hernandez، كما ذكر 

مف المركبات الثابتة تجاه التغيرات في درجات الحرارة ، وقد ذكر العديد  مثبطات الاميميز تعد% مف فعاليتو .  30جعمتو يحتفظ بػ 
ويرجع سبب تحمؿ المثبط  (Islamov ، 2007و Furusovمف الباحثيف وجود مثبطات ذات ثبات حراري عاؿ في الذرة الصفراء )

معظـ افراد عائمة المثبطات الموجودة في  الى الدرجات الحرارة العالية الى وجود الاواصر الكبريتية المكونة لتركيبو حيث تحوي
أواصر ثنائية 8  - 5 الحبوب عمى خمس اواصر ثنائية الكبريت ، في حيف تحتوي المثبطات الموجودة في الذرة الصفراء عمى

الى طاقة اعمى S – S bond ، مما يسيـ في ثبات التركيب الثلاثي ، حيث تحتاج الاواصر  (2000واَخروف،  Francoالكبريت )
مف بقية الاواصر لغرض كسرىا وتحطيـ التركيب الثلاثي ) دنترة البروتيف ( لذا فاف انخفاض الثبات الحراري لبعضيا قد يعزى الى 

 . (2001واَخروف ،  (Simonatoاحتوائيا عمى عدد اقؿ مف ىذه الاواصر التي تسيـ في اضافة الثباتية عمى ىذه المثبطات 
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بعد حضنو بدرجات حرارية  May 70اميميزالمنقاة من الذرة الصفراء صنؼ -الثبات الحراري لمثبطات الالفا( : 7-الشكل )
 دقيقة 30م لمدة ˚( 30- 90تراوحت بين ) 

 
 :الرقم الييدروجيني الامثل لفعالية مثبطات الاميميز

 May 70( في فعالية التثبيط لممثبط المنقى مف الذرة الصفراء صنؼ 9–4درس تأثير ارقاـ ىيدروجينية مختمفة تراوحت بيف )
ـ ولمدة ˚30عند حضنيما معا عند درجة حرارة A.nigerلتحديد الرقـ الييدروجيني الامثؿ لارتباط ىذه المثبطات مع اميميز الفطر 

ى قابمية تداخؿ المثبط مع اميميز الفطر ( وجود تأثير لمرقـ الييدروجيني عم–8الشكؿ)دقيقو . وتظير النتائج المبينة في  30
A.niger حيث يكوف الارتباط  6 ، ويلاحظ مف الشكؿ المذكور اف الرقـ الامثؿ لارتباط المثبط مع اميميز الفطر ىو بحدود ،

حظ مف الشكؿ بينيما قويا في ىذا الرقـ ، كما لوحظ انخفاض بسيط وتدريجي في الفعالية مع ارتفاع الرقـ الييدروجيني ، ايضا نلا
التأثير تكوف اكثر انحدارا في الارقاـ الييدروجينية الحامضية لاف الاميميز ىو نفسو يتثبط في ىذه الاوساط وىذا ما  صورة  ذاتو

حيث لاحظ عدـ امكانية تقدير فعالية الارتباط لممثبط المنقى مف الذرة الصفراء مع اميميز الفطر  (2003)واَخروف  Edson اشاراليو
Fusarium verticillioides  . عند الارقاـ الييدروجينية الحامضية ويعود ذلؾ الى الدنترة التي تسببيا ىذه الارقاـ للاميميز 

 
مع اميميز الفطر  May 70( : تأثير الرقم الييدروجيني في تداخل مثبط الاميميز المنقى من الذرة الصفراء صنؼ - 8الشكل )

A.niger  دقيقة  30م لمدة ˚30عند الحضن بدرجة حرارة 
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( ، كما وتعتمد كفاءة ارتباط Chrispeels،(2005يعتمد المعقد المتكوف بيف المثبط والانزيـ بدرجة كبيرة عمى الرقـ الييدروجيني 
 واَخروف ، De ponteعمى نوع كؿ مف المثبط والانزيـ ومدى الالفة بينيما  ) المثبط مع الاميميز عند اي رقـ ىيدروجيني بالاساس

تقع حدود الرقـ الامثؿ لفعالية المثبطات قيد الدراسة ضمف مدى الارقاـ الييدروجينية لعدد مف الدراسات ، وىذا يتفؽ مع و  .(1976
عند  6الذي ذكر اف المثبط المعزوؿ مف الذرة الصفراء يحتاج الى رقـ ىيدروجيني بحدود  (2003)واَخروف Edson ما أورده 

% ، كما وردت دراسات اخرى 70لاعطاء اعمى فعالية تثبيطية مقدارىا Fusarium verticillioidesحضنو مع اميميز الفطر 
تبعا لمصدره ونوعو ، فقد يكوف الرقـ الامثؿ لفعالية المثبط  اشير فييا الى اختلاؼ الرقـ الييدروجيني الامثؿ لفعالية المثبط نوعا ما

 1983) 8المعزوؿ مف الشعيرفي تثبيط الاميميزات الداخمية لمشعير والشيمـ ىو بحدود الارقاـ القاعدية وفي الارقاـ اعمى مف 

bWeselake ؛ واَخروفTorronen،كما اشار 1992 واَخروف . ) Blanco( الى اف ا2007واَخروف ) عمى نسبة تثبيط كانت عند
 Sitophilusدقائؽ مف المثبط المستخمص مف الذرة الصفراء تجاه اميميز 10ـ وبوقت ° 80بدرجة حرارة 6.8رقـ ىيدروجيني 

zeamias  لتثبيط  7وىو اعمى كنسبة تثبيط مقارنة بالمثبط المعزوؿ مف الذرة الصفراء والذي كاف عند رقـ ىيدروجيني بحدود
 . الانزيـ نفسو

 
 :ميميزأ-لفاالرقم الييدروجيني الامثل لثبات مثبطات الأ 

ثباتية متدرجة عند جميع الارقاـ المستعممة في ىذه الدراسة May 70 اظيرت مثبطات الاميميزالمنقاة مف الذرة الصفراء صنؼ 
                      . 7 الييدروجيني( واحتفظ المثبط بكامؿ فعاليتو في الرقـ -9الشكؿ)( كما يوضحو 4 – 9والتي تراوحت بيف )

 المنقاة  من الذرة الصفراء  اميميز-( في ثبات مثبطات الالفا 4 -9( : تأثير ارقام ىيدروجينية مختمفة )-9الشكل)  
 May 70 صنؼ

ويعود ذلؾ الى بنائيا  وكما يلاحظ  مف الشكؿ اف المثبط  المنقى يكوف اكثر ثباتا في الارقاـ القاعدية منيا في الاوساط الحامضية
اميميز مف المصادر النباتية المختمفة واجمعت ىذه الدراسات عمى اف -التركيبي . تناولت العديد مف الدراسات مثبطات الالفا

مثبطات الاميميز ىي مركبات تتصؼ بالثباتية تجاه التغيرات في الارقاـ الييدروجينية والعوامؿ المحممو ، وتعتبر ىذه الصفة ذات 
ىمية تقنية وغذائية . وبمقارنة النتائج التي تـ التوصؿ الييا يلاحظ انيا تتفؽ مع ما ورد في ىذه الدراسات ، حيث اثبتت دراسة ا

 4-9المستخمص مف الذرة الصفراء بعد حضنو في مدى مف الارقاـ الييدروجينية تراوحت بيف  تاثير الرقـ الييدروجيني ثباتية المثبط
( . كما اشارت دراسات اخرى مع وجود بعض الاختلافات في مدى ارقاـ ,2003واَخروف  Edsonـ )°4ة ساعة وبدرج 16لمدة 

بعد حضنو في مدى مف الارقاـ الييدروجينية  prosoالثبات لممثبطات المختمفة ، حيث اثبت المثبط المستخمص مف دخف الػػ 
ـ ، اف الارقاـ الييدروجينية الحامضية ىي الافضؿ في المحافظة عمى ثباتيتو مع ˚4ساعة بدرجة 18لمدة 1-12 تراوحت بيف 
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( ، في حيف اف Nagaraj،1985و Pattabiramanحصوؿ انخفاض تدريجي في الفعالية عند حضنو في الارقاـ القاعدية )
ـ ، لـ ˚4ساعة ودرجة  16لمدة  1-10بمدى مف الارقـ الييدروجينية تراوحت بيف  Ragi( المنقى مف دخف الػػ I-1حضف المثبط )

% مف 30يسبب فقداف كبير في الفعالية ووجد انو يمتاز بثباتية عالية في ىذا المدى مف الارقاـ الييدروجينية ولكف لوحظ فقداف 
 ( .,Shivaraj1981 و(Pattabiraman 12.6 الفعالية في الرقـ الييدروجيني
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