التحري عن إنزيم الكاتليز في الأوراق الخضراء في بعض العوائل النباتية Compositae   , Cruciferae  , Caryophylaceae  ,  Chenopodiaceae
أسيل كاظم الانباري
كلية العلوم-جامعة بابل

الخلاصة 
تم التحري عن مـستوى فعالية إنزيم  الكاتليزCAT في مسـتخلص الأوراق الطـرية للخـس L Lactuca sativa عائلة (Compositae)واللهانة oleraceaL, Brassia  عائلة (Cruciferae) والسبانخL  Spiacia olearacea  عائلة Caryophylaceae)  (والسلقL  Beta vulgaris  عائلة (Chenopodiaceae) وأظهرت الدراسة امتلاك مستخلص أوراق نبات السلق أعلى مستوى من إنزيم الكاتليز لما أثبتته من  فعالية إنزيمية نوعية عالية بلغت (256.897) وحدة / ملغم مقارنة بفعالية الإنزيم في أوراق نباتات اللهانة والخس والسبانخ حيث بلغت فعالية الإنزيم النوعية (81.124،  101.409، 197.502) وحدة / ملغم  على التوالي.وعليه تم اختيار أوراق السلق مصدرا" لدراسة الإنزيم .
    بينت نتائج توصيف الإنزيم الخام امتلاك الإنزيم أعلى فعالية عند درجة الحرارة  50 م° حيث بلغت الفعالية الإنزيمية الكلية  (256) وحدة / مليلتر  كما تم تحديد درجة الحرارة المثـــلى لثــبات الإنزيم وبلــغت (604) وحدة / مليلتر عند حضنه مدة  30 دقيقة في درجة الحرارة  50 م° .وكانت قيم الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية وثبات الإنزيم  8 = pH بلغت (608) وحدة/ مليلتر و (1455) وحدة / مليلتر على التوالي .             
Abstract 
  CATALASE(EC: 1.11.1.6) levels was   examinatied  in freshly leaves extract of lettuce (Lactuca sativa) (Compositae), cabbage (Brassia oleracea)(Cruciferae),  spinach (Spiacia olearacea) (Caryophylaceae),chard (Beta vulgaris), .(Chenopodiaceae (.The highest levels of specific activity of catalase was (256.897) U/ mg The chard  Beta vulgaris  leaves  compared with or to cabbage Brassia oleracea, lettuce spinach Spiacia olearacea was (81.124 ,101.409 , 197.502) U / mg    Lactuca sativa , There fore the chard  Beta vulgaris  leaves was considemed as a source for catalase study .

The results of characterization crude enzyme shown :

Catalase has optimum  temperature of activity at 50C° was(256) U/ml , enzyme sta- 
bility was (604) U/ml at 50C° to incubation at 30 min , the maximal activity of pH was observed at pH = 8 is  (608) U/ml , pH for the optimum pH = 8 of stability  is (1455)U/ml
المقدمة 
     إنزيم الكاتليز (EC.1.11.1.6) من الانزيمات واسعة الانتشار في الطبيعة وفي جميع الكائنات الهوائية التنفس وفي الخلايا التي تحوي السايتوكروم وظيفته الأساسية  ازالة التأثيرات السمية للH2O2   من خلال إزاحة معقدات الســموم في تفاعلات بيروكسيد الهيدروجين كما يعمل على إزالة الالكترونات التي تقود  لإنتاج Oˉ2  (Abssi et al , 1998)  وهو من أوائل الإنزيمات التي تمت دراستها وتنقيتها من مصادر مختلفة وقد اعطي اهتمام كبيرا" في الاونة الاخيرة وذلك لارتياطه بامراض السرطان والسكر
 (Percy ,1984  و  Preston et al , 2001) حيث تمت دراسته في البكتريا  والطيور وكبد الحيوانات وكذلك كبد الإنسان  ( (Jin et al ,2003ومن النــباتات التي درس فـيها الكـاتلـيز هـي أوراق السـبـانخ (Galeston , 1955) ودرنات البطاطا  (Beaumount ,1990)وحبــوب القــمح Garciaet al ,2000) ) وثمار التفاح الأصفر((Yoruk et al, 2005)  واللهانة
  ( (Gholamhoseinian et al,2006)وتمت تنقيته منها , ولا يوجد في الادبيات ما يشير إلى دراسة الكاتليز في أوراق السلق  تعتبر الإنزيمات حساسة تجاه درجة الحرارة حيث يقترن التغير في درجة الحرارة المتطرفة بالتغير في تركيب البروتين الأولي والثانوي والشكل الفعال له مما يؤدي لمسخ البروتين Denaturation (Chesworth et al ,1998) كما يؤثر الرقم الهيدروجيني في طبيعة الإنزيم وان قيم الرقم الهيدروجيني المتطرفة لعمل الإنزيم تؤدي إلى انخفاض فعاليته وثباته وعلى العموم فان كل من درجة الحرارة المثلى والرقم الهيدروجيني الامثل لعمل الإنزيم يعتمد على مصدره (3(Aydemir & Kuru , 200إن الاوراق ممكن ان تحتوي 80 % من الكاتليز والذي يكون موقعه في الطبقة العمادية  Chamnogpol et al , 1996)). إن الهدف من هذه الدراسة هو دراسة بعض خصائص إنزيم الكاتليز وتقدير الفعالية الإنزيمية في الأصناف المحلية لأوراق الخس واللهانة والسبانخ والسلق ودرجة الحرارة المثلى والرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية وثبات عمل الإنزيم في أوراق السلق.
المواد وطرائق العمل
       تم تهيئة مستخلص الأوراق الطرية لأوراق الخس Lactuca sativa  واللهانة Brassia oleracea  والسبانخ Spiacia olearacea   والسلق Beta vulgaris التي تم جمعها  من السوق المحلي وشخصت في المعشب التابع لقسم علوم الحياة /كلية العلوم / جامعة بابل .
تم سحق 5 غرام من ألاوراق الطرية للخس واللهانة والسبانخ والسلق مع محلول دارئ فوســــفات البوتاسيوم (0.1M) 7.8= pH وبنـسبة (1:2 w / v) .تم ترشيح المستخلص بواسطة الشاش وتم إجراء الطرد المركزي على سرعة 12000g  لمدة 30 دقيقة ((Luhova, et al , 2003وتم تقدير البروتين والتحري عن إنزيم الكاتليز في مستخلص أوراق الخس واللهانة والسبانخ والسلق وتقدير ألفعالية إلانزيمية لانزيم الكاتليز في المستخلصات اعلاه .كما درس تأثير درجة الحرارة والرقم الهيدروجيني لفعالية وثبات الإنزيم المستخلص من أوراق السلق وبواقع ثلاث مكررات .

المحاليل المستخدمة في الدراسة
دارئ الفوسفات ،  دارئ الخلات  ،  دارئ الترس القاعدي ، H2O2 ،  مولبيدات الامونيوم ، الالبومين

تقدير الفعالية الإنزيمية  
     تم تقدير فعالية انزيم الكاتليز في أوراق الخس واللهانة والسبانخ والسلق حيث يؤخذ 0.2  مليلتر من المستخلص وحضنه مع 1 مليلتر من المزيج الحاوي على H2O2  (5mM 6) مع دارئ الفوسفات (60mM) 7.4= pH في  25 م ° لمدة 4 دقائق .بعدها يوقف عمل الإنزيم بإضافة 1 مليلتر من مولبيدات الامونيوم 32.4 mM)) .تؤخذ القراءات لتقدير فعالية الإنزيم عند الطول الموجي  405nm)) ويتم تقدير الفعالية حسب المعادلة آلاتية :
Sample  - Blank1
271 x  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ = Catalase    activity
Blank 2 – Blank 3
حيث ان : 

Blank-1 : يحتوي على 1مل من المادة الاساس (الـ H2O2 مع المحلول الدارئ) و 1 مل من المولبيدات و0.2 مل من العينة .

Blank-2: يحتوي على 1مل من المادة الاساس (الـ H2O2 مع المحلول الدارئ) و 1 مل من المولبيدات و0.2 مل من المحلول الدارئ .
Blank-3: يحتوي على 1مل من المحلول الدارئ  و 1 مل من المولبيدات و0.2 مل من المحلول الدارئ .

تقدير محتوى البروتين  
      تم تقدير محتوى الأوراق من البروتين حسب طريقة (محمد وعبد الله , 1996) وقورن مع منحنى البروتين.شكل (5).
قياس درجة الحرارة المثلى لفعالية الإنزيم 

     لتحديد درجة الحرارة المثلى لفعالية الإنزيم قدرت الفعالية الإنزيمية بمزج 10 مايكرولتر من المحلول الإنزيمي مع 0.99 مليلتر من دارى الفوسفات بتركيز (50 mM)7=pH  في أنابيب اختبار وذلك بحضن الانزيم لمدة ساعة في مدى من درجات حرارة (20 – 80) م°.يؤخذ   20 مايكرولتر من المحلول (المحضر في الخطوة السابقة) لجميع الأنابيب ويضاف له (1) مليلتر من [  10mM)H2O2) و(50mM) Na2HPO47= pH] ويحضن بدرجة حرارة 25 م°  لايقاف عمل الإنزيم  ثم يقاس بجهاز المطياف الضوئي عند الطول الموجي 240nm   (Aebi, 1984)، ثم رسمت العلاقة بين درجات الحرارة وفعالية الانزيم لتعيين درجة الحرارة المثلى لفعالية الإنزيم .
قياس درجة الحرارة المثلى لثبات الإنزيم 

   لأجل تعيين ثبات الإنزيم الحراري فقد حضن مزيج 10 مايكرولتر من المحلول الإنزيمي مع 0.99 مليلتر من دارئ الفوسفات بتركيز (50 mM) 7= pH في حمام مائي  بدرجة حرارة  (50) م° وبمدة تراوحت بين (10 – 70) دقيقة سحبت كمية من الإنزيم المعامل حراريا" كل 15 دقـيقـة واخـذ  20 مايكرولتر مـن المحلول (المحضر في الخطوة السابقة) لجمـيع الأنابيب ويضاف له (1) مليلتر من [  10mM)H2O2) و(50mM) Na2HPO4 7=pH] ويحضن بدرجة حرارة 25  م ° لإيقاف عمل الإنزيم  ثم يقاس بجهاز المطياف الضوئي عند الطول الموجي 240nm وتم رسم العلاقة بين الديات المختلفة والفعالية الإنزيمية.

قياس الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية الانزيم 

    حضر دارئ الخلات بتركيز(50 mM) وبأرقام هيدروجينية (4 -5) و حضر دارى الفوسفات بتركيز (50 mM) وبأرقام هيدروجينية(6 -8) و دارئ الترس القاعدي بتركيز(50 mM) وبأرقام هيدروجينة (9 – 10)  مزج 10مايكرولتر من المحلول الإنزيمي مع 0.99 مليلتر من كل من المحاليل الدارئة المحضرة في أنابيب اختبار ويحضن لمدة ساعة في درجة حرارة  25  م °   .يؤخذ   20 مايكرولتر من المحلول (المحضر في الخطوة السابقة) لجميع الأنابيب ويضاف له (1) مليلتر من [  10mM)H2O2) و(50mM) Na2HPO4 pH =7 ] ويحضن بدرجة حرارة  25  م°  ثم يقاس بجهاز  المطياف الضوئي عند الطول الموجي  240nm، ثم رسمت العلاقة بين الفعالية الإنزيمية والرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية الإنزيم .
قياس الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات الإنزيم 
    لتحديد الرقم الهيروجيني الامثل لثبات الإنزيم تم حضن المحلول الإنزيمي في حمام مائي بدرجة  37 م° ولمدة 30 دقيقة بمديات مختلفة من الأرقام الهيدروجينية وذلك بمزج حجوم  متساوية بنسبة 1:1 من المحلول الإنزيمي مع كل من المحاليل الدارئة المحضرة في الفقرة السابقة في أنابيب اختبار ثم بردت مباشرة وذلك بنقل الأنابيب إلى حمام ثلجي، ثم تقاس الامتصاصية بجهاز المطياف الضوئي عند الطول الموجي 240nm (Aebi, 1984) ورسمت العلاقة بين الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات الإنزيم والفعالية الإنزيمية للكاتليز .

النتائج والمناقشة 

1) تقدير الفعالية الإنزيمية 

       يظهر الجدول (1)  إن أوراق السلق أعطت أعلى فعالية نوعية لانزيمCAT بلغت (256.897) وحدة/ ملغم وهذا اثر على محتوى الأوراق من البروتين الكلي عند قياسه حيث وصل إلى (4.797) مليلتر/ ملغم ويعود ذلك إلى قدرة إنزيم CAT على تحطيم الجذور الحرة مما يوفر للنبات فرصة اكبر في النمو و التكشف، وقد بين Luhova  وجماعته (2003) ان انزيم الكاتليز يظهر نوعين من الفعالية وهي تحفيز انشطا ر بيروكسيد الهيدروجين الى ماء واوكسجين وتحويل الواهب المختزل الى واهب مؤكسد ,تتأكسد البروتينات بالجذور الحرة ويحصل تداخلات بين القوى بين السلاسل الببتيدية مغيرا" الشحنة  الكهربائية مما يؤدي الى تحلل البروتين Protolysis نتيجة لاجهاد الخلية بتراكم بيروكسيد الهدروجين (Desikan et al ,2001)).
                    جدول(1) التحري عن فعالية إنزيم الكاتليز في أوراق بعض العوائل النباتية
	Crude extract       Specific activity      Protein      Activity        Total protein      Total activity 

                         (Units/ mg protein)   (mg/ml)   (Units/ml)       (mg / ml)              (Units)


                1.444          146.435             507.040              732.175   L.sativa              101.409  B.oleracea           81.124                 1.934          156.894             405.622              784.473  
     S.olearacea         197.502                 4.776          943.270             987.510              4716.350
 B.vulgaris           256.897                 4.797          1232.336           284.486              6161.684
	


2) درجة الحرارة المثلى لفعالية وثبات الإنزيم 
          يبين الشكل(1) إن الفعالية الإنزيمية تزداد بزيادة درجة حرارة الحضن حتى وصلت اقصاها (256) وحدة / مليلتر بدرجة حرارة عند 50 م° ويعود سبب زيادة سرعة التفاعل مع ارتفاع درجة حرارة الحضن الى زيادة الطاقة الحركية لجزيئات الإنزيم (الكرخي، 2002) ثم بدأت بالانخفاض ويعزى الانخفاض في فعالية الإنزيم عند درجات الحرارة الأعلى من 50 م° إلى دور الحرارة عن طريق تكسير الأواصـر الرابطة للحوامض الامينية في المستوى الثانوي والثالثي لتركيبة البروتين مما يؤدي إلى تغيير الشكل الفعال للبروتين إلى الشكل غير الفعال بسبب مسخ البروتينات ((Chesworth et al ,1998) وتتفق هذه النتيجة مع (Demir ,2004)


ما يظهر من الشكل(2) بأن الإنزيم احتفظ بكامل فعاليته (604) وحدة / مليلتر عند حضنه بدرجة حرارة 50 م° ولمدة 30 دقيقة ثم بدأ بالانخفاض لان فترة الحضن وارتفاع درجة الحرارة يعمل على تحطيم الأواصر التي تعطي الثبات لللتركيب الثلاثي للبروتين بسبب عمليات المسخ غير العكسية التي تؤدي للتغيرات التساهمية وغير التساهمية مثل إعادة ترتيب سلسلة البروتين (Chaplin & Chri , 2004) .

[image: image1]
3) الرقم الهيدروجيني لفعالية الإنزيم وثباته 
         اظهر الإنزيم أعلى فعالية عند الرقم الهيدروجيني (8)بلغت (608) وحدة / مليلتر وهذا جلي من الشكل (3) ثم  يلاحظ انـخفاض فـعالـيته بسـبب مسخ جزئية البروتين ويعود تأثير الرقم الهيدروجيني لوسط التفاعل في ارتباط  المادة الأساس بالإنزيم والحالة الأيونية لمخلفات الأحماض الامينية التي تشترك في الفعل التحفزي للإنزيم وتأين  مادة التـفاعل فضلا عـن تأثيره فــي قابلية الإنزيم عــلى تحويل معـقد الإنزيم – مـادة التـفـل إلى ناتج Chesworth et al ,1998)) واتفقت هذه النتيجة مع ((Gholamhoseinian et al ;2006; Yoruk et al,2005

        ٠
     يظهر الشكل (4) ان الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات انزيم CAT في اوراق السـلق كان 8 =  pH  حيث بلغت  الفعالية الكلية  (1455)  وحدة/ مليلتر ويلاحظ ان فعالية الانزيم عند الارقام الهيدروجينة القاعدية والحامضية المتطرفة  تميزت  بالانخفاض وهذا يعود الى التغيرات التي تحدث في عدد الشحنات على كل من جزئية الانزيم و المادة الاساس  ومن ثم تؤدي الى تغير قابلية المجاميع الموجودة علــى سطح مادة التفاعل مع بعضها بواسطة الاواصر الايونية  والهيدروجينية (الخفاجي , 2007) . 
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(شكل 3) تأثيرالرقم الهيدروجيني في فعالية انزيم CAT
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(شكل 1) تأثير درجة الحرارة في فعالية انزيم  CAT
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                                (شكل 2) تأثير فترة الحضن بدرجة ( 50 م°) في ثبات الإنزيم 
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      (شكل 4) تأثير الرقم الهيدروجيني في ثبات انزيم (CAT)
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(شكل 5) منحنى قياس البروتين
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