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  الخلاصه
 المنقى من بذور الحنظل باستعمال الجيلاتين والجينات الكالـسيوم          افادت الدراسة الى امكانية تقيد الانزيم       

وبينت نتائج توصيف اليوريز المقيد بالجيلاتين احتفـاظ الانـزيم          . على التوالي % 80و% 89اذ كانت نسبة التقيد     

انت عنـد   كما لوحظ ان اقصى فعالية للانزيم المقيد ك       .  دقيقة 50 م لمدة    70المقيد بكامل فعاليته عند حضنه تحت       

 وعند دراسـة الثوابـت الحركيـة        7.5وكانت قيمة الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية الانزيم المقيد         .  م 80درجة  

 ملـي مـولار   181  كانـت     Vmax والسرعة القصوى    (Km)لليوريز المقيد، ظهر ان معدلات قيم ثابت ميكالس           

وعند دراسة ثباتية الخزن للانـزيم الحـر        . دة اساس دقيقة على التوالي عند استخدام اليوريا ما      / ملي مولار  225و

 من حفظه فـي محلـول       اً يوم 90من فعاليته بعد    % 20والمقيد أوجدت الدراسة ان الانزيم المقيد بالجيلاتين يفقد         

 بالانزيم الحر الذي    قياساً م   40وبدرجة حرارة   ،   8وبرقم هيدروجيني   ،   ملي مولار    50الفوسفات الدارئ بتركيز    

كما احتفظ الانزيم المقيد بالجيلاتين بكامل فعاليته عنـد الاسـتخدام           . اعلاهنفسها  الظروف  بمن فعاليته   % 50يفقد  

  .حتفظ الانزيم المقيد بالجينات الكالسيوم بكامل فعاليته لحد الاستخدام الرابعأبينما ، العاشر 
Abstract                                                                                                                 

           This study revealed that urease was immobilized by entrapment in gelatin and 

calcium alginate, the ratios of immobilization were 89% and 80% respectively. The result 

of immobilized urease characterization showed that the enzyme retained its original 

activity when it was incubated at 70 ºC for 50 minutes. The maximum enzyme activity of 

immobilized enzyme was 80 ºC and the optimum pH of activity was 7.5. 

 The study revealed that the Km and Vmax of the immobilized enzyme were 181 

mM and 225 mM/Min. respectively, when the urea was used as a substrate. 
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 As for the stability of storage for free and immobilized enzyme, the study showed 

that the immobilized enzyme by gelatin lost 20% of its activity after 90 days from 

keeping in phosphate buffer 50 mM, pH 8 at 4 ºC in comparison with free enzyme which 

lost 50% under the same condition. The enzyme immobilized by gelatin retained its 

original activity till the tenth use while the enzyme immobilized by calcium alginate 

retained its original activity till the fourth use. 

  المقدمة 
ــوريز ا  Urea amidohydrolase)لي

EC.3.5.1.5)     من الانزيمات المعتمدة على النيكل ) 

المائي لليوريا في النباتات     ويحفز اليوريز التحلل  . )1

 وعدد من الاحياء المجهرية الى      Fungiوالفطريات  

 )3وCarbamate  )2مونيا والكارباميـت    مركبي الا 

وتكون هذه العملية المحفزة انزيمياً اسرع بحـوالي        

علمـاً أن   ،   مرة من التفاعلات غير المحفزة       1014

جزيئة الكارباميت المنتجة خلال هذا التفاعل تتحلـل        

ي ـتلقائياً عنـد الـرقم الهيـدروجيني الفـسيولوج        

كـسيد  ا ثانيـة وثنـائي او  ـة امونيـي جزيئ ـلتعط

  . )4(الكاربون

لوحظ ان تحلل نواتج التفاعل تؤدي الـى        

زيادة مفاجئة في الرقم الهيدروجيني وهـي الـسبب         

 فـي  الرئيس للتأثيرات الجانبية السلبية لعمل اليوريز     

صحة الانسان والحيوان، فـضلاً عـن التـأثيرات         

ــالات  ــي مجــــ ــسلبية فــــ   الــــ

 ويعد اليوريز اول    )5(المجالات الزراعية مثل  اخرى  

 Jackنزيم تم بلورته بشكل نقي من فاصوليا الجاك ا

bean    من قبل Sumner  )6(   ـ70 وبعد   مـن  اً عام

بلورته تم معرفة تركيب الحالة الـصلبة لليـوريز         

Solid state structure 7(1995 عام(.  

  الانزيمات المقيدة
الانزيم المقيـد هـو الانـزيم المحجـوز           

Imprison       فصله  في اطوار واضحة المعالم يسهل

لذا يؤدي الى تقليل كلفة الانتاج      ؛  عن وسط التفاعل    

 مزايا التقيد الاخرى وهي الثباتية وامكانية       فضلاً عن 

ان مـصطلح   .اعادة استخدام الانزيم مـرة اخـرى        

 ثبت مـن  Immobilized enzymeالانزيم المقيد 

Katchalski-Katzir وتمكن عدد . (8 )1971 عام

يب ومواد مختلفة لتقيد    من الباحثين من استعمال اسال    

 فقد اختبرت حوامل مختلفة مع انزيمات       )9(الانزيمات

، Alginateالالجينات  مثل  مختلفة من هذه الحوامل     

-Kappaكاراجنين  -والكابا،Magnetiteوالمغنتيت  

Carrageenan،   وثنائي الاثيـل   ،   والكلوترالديهايد

 والكاربوكسي مثيـل    ،DEAE-Celluloseسليلوز  

والكاربون المنـشط   ،   CMC-Celluloseسليلوز  

Activated carbon  ،ـــوالك                   ن ـولاجيـــ

ـــوالال ــ ، GM-Sephadexا ـومين اف ـوالالي

                                                                ،  Nitrocellulose fiber الــــــسليلوزية

ـــبــوالام  ) Amberlite XE-97ت ـرلايـ
  )11و10(

تتضمن تقنيات تقيد الانزيمات اساليب   

  .)12( - :وطرائق متنوعة من ابرزها

الــربط -ب     Adsorptionالامتــزاز   -  أ

   Covalent bondingالتساهمي 

     Cross-linkingالارتباطات العرضية -ج

 Entrapment and الاقتناص والتغليف-د
Encapsulation   

 ـنظراً لخواص التقيد المهمة في الاغراض الطب       ة ـي

ة فقد اهتمت دراسات حديثة فـي تقيـد         ـوالصناعي
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انزيم اليوريز فقيد باستخدام ورق الداي مثيل اثيـل         

  . DEAE-cellulose   (13)ســــــليلوز 

-Kappaكـراجنين   -كما استخدمت مـادة الكابـا     

Carrageenan (14) ومادةAlkylamine   ومـادة 

Arylamine     (15) كمـا  .  في تقيد انزيم اليـوريز

  .)16( حبيبات الزجاج في تقيد اليوريزاستخدمت

  المواد وطرائق العمل
تم أستخلاص الأنزيم من بذور الحنظـل وتنقيتـه         

 2007  (وتقدير فعاليته حسب طريقـة الخفـاجي      

()47( .   

 تقييد الانزيم 

قيد انزيم اليوريز المنقى من بذور الحنظل         

في مادة الجيلاتين باستخدام طريقة الحجز باستعمال       

تين المنشط بمادة الكلوترالديهايد تبعاً للطريقـة       الجيلا

  .)17(الموصوفة من قبل 

  تقيد اليوريز في مادة الجيلاتين

      المواد والمحاليل المستخدمة 

   Gelatin powder مسحوق الجيلاتين -أ

      Gluteraldehyde الكلوترالديهايد -ب

 mM 50 محلول الفوسفات الـدارئ بتركيـز   -ج

  .8ني وبرقم هيدروجي

  .سم) 7×4( الواح زجاجية بأبعاد -د

  طريقة العمل
 غم جيلاتـين لتقيـد انـزيم         0.8تم وزن    

 مليلتر من دارئ فوسفات البوتاسيوم      10اليوريز في   
 لاجراء  8 ملي مولر وبرقم هيدروجيني      50بتركيز  

 وسخن المزيج بدرجـة      Swellingعملية الانتفاخ   
. ية الاذابة  دقائق لاكمال عمل   5 درجة مئوية لمدة     50

 0.8بتركيـز   (برد المزيج وبعدها اضيف الانـزيم       

المعلـوم عـدد    )  مليلتر من الـدارئ    0.2ملغم في   
بعد المزج يضاف الكلوترالديهايد بنـسبة      . الوحدات

ــم% 0.6 وزن /حج W/V ــات ــوين الترابط  لتك
Organic cross-linkerالعرضية العضوية  ثـم  . 

 م ويـصب علـى      28يمزج جيداً بدرجة حـرارة      
ــة ا ــواح الزجاجي لال Glass plate ســم ) 7×4 (

وخزن على  . للحصول على طبقة خفيفة من الانزيم     
 ساعة لاكمال الترابطات    18 لمدة   م 4درجة حرارة   

العرضية، غسلت طبقة انزيم اليوريز المرتبط برفق       
بمحلول دارئ الفوسفات لازالة غير المرتبط ويـتم        
حساب عدد الوحدات في محلول الغـسل لغـرض         

ديد نسبة الانزيم المرتبط بالجيلاتين بعدها قطعت       تح
طبقة الجيلاتين المحتوية على الانزيم المقيد الى كتل        

 لغرض   مٍْ 4صغيرة وتحفظ بالثلاجة بدرجة حرارة      
.اجراء التجارب اللاحقة   

  تقيد الانزيم داخل الجينات الكالسيوم

 (Entrapment)استخدمت طريقة الحجر      

  الـــــسيومباســـــتعمال الجينـــــات الك

 Ca-alginate        في تقيد انزيم اليوريز المنقى مـن 

  .(18 )بذور الحنظل حسب الطريقة الموصوفة من

  طريقة العمل
 10 مليلتر من الانزيم المنقى الى       2اضف    

 من محلول الجينات الـصوديوم ومزجـت       اتمليلتر

جيداً بالتحريك المستمر على المحرك المغناطيـسي       

 بعـدها سـحب الخلـيط        دقيقة مع التبريد   15 ولمدة

 3بوساطة محقنة طبية مزودة بأنبوب مطاط قطـرة         

، يتم تقطير المزيج بالقرب مـن سـطح         ات  مليلتر

كلوريد الكالسيوم البارد حيث تتحـول      % 1محلول  

  الجينات الصوديوم الى الجينات الكالسيوم 

  

  

  

++→+++ Να  ατε) ΧΧα (Αλγι ΧΧτε) Να (αλγινα 222
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. ات  مليلتر3وبشكل كرات ذات قطر         

لول كلوريد الكالسيوم غسلت الكرات مرات عدة بمح

المعقم لازالة الانزيم غير المرتبط وقيست الفعالية 

  في محلول الغسل لتحديد نسبة ارتباط اليوريز 

  توصيف الانزيم المقيد

تعيين الرقم الهيدروجبني الامثـل لليـوريز       

  المقيد بالجيلاتين
تم تقدير الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية      

-1( الجيلاتينية وذلك بأخذ     اليوريز المقيد في الكتل   

من الكتل الجلاتينية الحاوية على عدد الوحـدات        ) 2

واستعملت المحاليل  . ذاتها الموجودة في الانزيم الحر    

المستخدمة في تقـدير الـرقم الهيـدروجيني        نفسها  

واتباع طريقة العمـل ذاتهـا      ،  الامثل للانزيم الحر    

لـرقم  ورسمت العلاقة بين الفعالية الانزيمية حيال ا      

الهيدروجيني لتحديد الـرقم الهيـدروجيني الامثـل        

  .لليوريز المقيد بالجيلاتينن

تعيين درجة الحرارة المثلى لثبات وفعاليـة       

  الانزيم المقيد بالجيلاتين

من الكتـل الجلاتينيـة     ) 2-1( تم حضن     

الحاوية على اليوريز وبعدد الوحدات ذاتها الموجودة       

 التفاعل، وقـدرت    في الانزيم الحر مع محلول مادة     

الفعالية الانزيمية في مدى من درجـات الحـرارة          

ثم رسمت العلاقـة بـين      . م) 90-20(تراوح بين   

  .درجات الحرارة والفعالية الانزيمية لليوريز المقيد

ولاجل تعيين ثبات الانزيم المقيد لفتـرات         

من الكتل الجيلاتينية   ) 2-1(زمنية مختلفة تم حضن     

 م  70 م و  40 بدرجة حـرارة     الحاوية على اليوريز  

 دقيقة، بـردت الانابيـب      60-0ولمدة تراوحت من    

وقـدرت الفعاليـة    . مباشرةً بحمام ثلجـي للتبريـد     

ورسمت العلاقة بين النـسبة     (%) الانزيمية المتبقية   

   . المئوية للفعالية المتبقية والمديات الزمنية المختلفة

  تقدير الثوابت الحركية للانزيم المقيد
 والـسرعة  (Km)يم ثابت ميكالس  قدرت ق   

 في الكتل الجيلاتينيـة الحاويـة       (Vmax)القصوى  

بيـرك  -على اليـوريز حـسب طريقـة لاينـويفر        

Lineweaver-Burk plot .  

تعيين الرقم الهيدروجيني الامثـل لفعاليـة       

 الانزيم الحر 
  المحاليل المستخدمة

 ملـي   50حضرت محاليل عدة بتركيـز        

) 10-4(ة تتـراوح مـن      مولار وبأرقام هيدروجيني  

  . من محلول الى اخر0.5وبفارق 

 ملي  50 محلول خلات الصوديوم الدارئ بتركيز       -أ

  ) 6-4(مولار وبرقم هيدروجيني 

 ملي 50ز  محلول الفوسفات الدارئ بتركي-ب

  ) 8-6.5(مولار وبرقم هيدروجيني

 ملي مـولار    50 الدارئ بتركيز    Tris محلول   -ج

  ) 10-8.5(وبرقم هيدروجيني 

  طريقة العمل
 ملي  500(حضرت محاليل المادة الاساس       

باستخدام محلـول الخـلات الـدارئ       ) مولار يوريا 

 ملي مولار وبارقام هيدروجينية تراوحت      50بتركيز  

وفق الفقرة ومحلـول    على   والمحضر   6-4ما بين   

 ملي مـولار وبارقـام      50الفوسفات الدارئ بتركيز    

ئ بتركيـز    الدار Tris ومحلول   8-6.5هيدروجينية  

 10-8.5 ملي مـولار وبارقـام هيدروجينيـة         50

   .وفق الفقرةعلى والمحضر 

قدرت فعالية الانزيم الحر في كل محلـول          

من محاليل المادة الاساس ذات القيم المختلفـة مـن          

الارقام المختلفة الهيدروجينية ورسمت العلاقة بـين       

الفعالية الانزيمية والرقم الهيدروجيني لتحديد الـرقم       

  .الهيدروجيني الامثل لفعالية الانزيم الحر
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  تعيين درجة الحرارة المثلى لفعالية الانزيم
لتحديد درجة الحرارة المثلـى لفعاليـة انـزيم             

اليوريز المنقى، قدرت الفعالية الانزيمية في مـدى        

م ثـم   ) 90-20(من درجات الحرارة تراوح بـين       

نزيم رسمت العلاقة بين درجات الحرارة وفعالية الا      

  . لتعيين درجة الحرارة المثلى لفعالية الانزيم الحر

 الثبات الحراري للانزيم
تم حضن اليوريز المنقى في حمام مـائي          

 م ولمدة   90-5بدرجات حرارية مختلفة تتراوح بين      

ثم نقلت الانابيب الحاوية على محلـول       ،   دقيقة   30

الانزيم مباشرةً الى حمام ثلجي، وقـدرت الفعاليـة         

ورسمت العلاقة بـين درجـات الحـرارة        ) بقيةالمت

لتعيين درجة الحرارة المثلـى     % والفعالية المتبقية   

 زمنية  لمددولاجل تعيين ثبات الانزيم     .لثبات الانزيم 

مختلفة فقد حضن المحلول الانزيمي في حمام مائي        

-0 م ولمدة تراوحت من      70 م و  40بدرجة حرارة   

معامل حرارياً   دقيقة، وسحبت كمية من الانزيم ال      60

.  دقائق ومباشرة نقلت الى حمام ثلجي للتبريد       5كل  

قة ثم قدرت الفعالية الانزيمية المتبقية ورسمت العلا      

والفعاليـة المتبقيـة    بين المديات الزمنية المختلفـة      

  %.للانزيم

  النتائج والمناقشه

  اختبار كفاءة مادة التتقيد
حضرت تراكيز مختلفة من المادة الاساس        

ملي مولار باستخدام محلول الفوسفات     ) 100-800(

، ثم قدرت قيمة ثابت     7.5الدارئ وبرقم هيدروجيني    

 (Vmax)والـسرعة القـصوى     ،   (Km)ميكالس  

ــويفر   ــة لاين ــسب طريق ــزيم ح ــرك -للان بي

Lineweaver-Burk plot   )45.(  

  

  

  اختبار كفاءة مادة التقييد
 في  Entrapmentاستخدمت طريقة الاقتناص         

الانزيم قيد الدراسة باستعمال الجينات الكالسيوم      تقيد  

Ca-alginate   وهذه ) 2(والجيلاتين شكل   ) 1( شكل

ي حيث تحتجـز    ئالطريقة احد طرائق الحجر الفيزيا    

 تتكـون نتيجـة     Latticesالانزيمات داخل شـبكة     

وهذه الشبكة تسمح بانتشار جزئيـات      . لكوثرة الهلام 

 ونواتج  يءلواطالمادة الاساس ذات الوزن الجزيئي ا     

ان المواد المستعملة في هذه الطريقة اغلبها       . التفاعل

ــاء  ــة للم ــواد محب ــا وان . Hydrophilicم كم

الانزيمات لا تشترك في ارتباطات كيميائيـة مـع         

  .حواملها
اظهرت نتـائج الدراسـة كفـاءة التقيـد           

باستعمال الجينات الكالسيوم والجيلاتين مع افـضلية       

 ـ مـع الطر   اسـاً قيالتقيد بالجيلاتين    ق الاخـرى   ائ

والجينات الكالسيوم حيث بلغـت الفعاليـة المتبقيـة         

بينمـا  ،  % 89للانزيم المقيد بـالجيلاتين حـوالي       

لقـد  ). 3(في الطريقة الاخرى شـكل      %  80كانت

اختلفت نسبة التقيد باختلاف مـادة وطريقـة تقيـد          

عند تقيد اليـوريز باسـتخدام      % 50الانزيم فكانت   

، (19)مايـد والجينـات الـصوديوم       متعدد الاكريل ا  

 المنــشط Fannel clothعنــد اســتخدام % 56و

عنـد اسـتخدام ورق     % 51و،   )(20بالكلوترالديهايد

ــليلوز   ــل س ــو اثي ــل امين ــائي اثي -DEAEثن

cellulose)13(   ،باستخدام الجيلاتـين    % 75و)21(, 

ــت  ــتخدام  % 90و% 92.3وبلغـ ــد اسـ عنـ

Alkylamine و Arylamine  ان . )22( على التوالي

قـد اسـتخدمت   المذكورة آنفـاً جميعهـا    الدراسات  

  .اليوريز المنقى من بذور البسلة الهندية
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ان استخدام الجيلاتـين فـي تقيـد انـزيم        

اليوريز المنقى من بذور الحنظل اعطى نسبة تقيـد         

وقد استخدم في التجارب اللاحقة لما تمتاز       ،  % 89

ن به هذه الطريقة من صفات جعلتها ملائمة اذ تكـو         

والكواشف المـستخدمة   ،   وسهلة   يسيرههذه الطريقة   

كما ان تنفيذها لا يحتاج     ،  رخيصة نسبياً وغير سامة     

كما ان مقاومة انتـشار     . الى اجهزة ومعدات معقدة   

ــة   الكتلــــــــــــــــــــــ

 Mass transfer resistance ًقياسـاً  واطئة نسبيا 

  .23)(بطرائق الاقتناص الاخرى

  

  

  قيد باستعمال الجينات الكالسيوممن بذور الحنظل والمانزيم اليوريز المنقى ): 1(شكل 
          

  
  
  
  
  
  
  
  

                    

  

   

  

  

  .أنزيم اليوريز المنقى من بذور الحنظل والمقيد باستعمال الجيلاتين):2(شكل 

  

  

  



 National Journal of Chemistry,2008, Volume                 560-32,543الثاني والثلاثون المجلد 2008- المجلة القطرية للكيمياء     
 

 549

  

  
    
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .نسبة تقيد اليوريز المقيد بالجيلاتين والجينات الكالسيوم): 3(شكل 
  

  ت الخزن الحراري للانزيم المقيدثبا
 تعاني طرائق الاقتناص من نقصان مـن       

فعالية الانزيم بسبب عمليات الارتشاح التي تحصل       

للانزيمات المقيـدة بهـذه الطريقـة وقـد اشـار           

Sankaran   بالامكان التغلب   )24()1989( وجماعته 

على هذه المشكلة باضافة الكلوترالديهايـد لتـشجيع        

اشـارت النتـائج    وقد  .  العرضية تكوين الترابطات 

ان الانزيم المقيد بالجيلاتين    ) 4(الموضحة في الشكل  

 ـ   ـ 90من فعاليته بعد    % 78قد احتفظ ب  مـن   اً يوم

 ملي  50حفظه في محلول الفوسفات الدارئ بتركيز       

 قياساً م   4وبدرجة  ،   8وبرقم هيدروجيني   ،  مولار  

 90من فعاليته بعـد     % 50بالانزيم الحر الذي يفقد     

ممـا يؤكـد    . اعلاهها  الظروف نفس ب من خزنه    اًومي

ثبات انزيم اليوريز المقيـد بـالجيلاتين والمنـشط         

بالكلوترالديهايد والذي يـشير الـى قـوة الازدواج         

Coupling       بين الانزيم والجيلاتين محققاً واحدة من 

  . اهم اهداف التقيد الجيدة

تشير الادبيات العلمية الى الاختلاف فـي         

راري لانزيم اليوريز وذلك حسب مصدر      الثبات الح 

فقـد  .  التقييـد    الانزيم وطبيعة المادة المستخدمة في    

 أن انـزيم  )21()2001( وجماعته  Srivastavaوجد

اليوريز المنقى من بذور البـسلة الهنديـة والمقيـد          

 240من فعاليته بعد     % 50باستخدام الجيلاتين يفقد    

 الـرقم    ذي Tris-acetateيوم عند حفظه في دارئ      

 بالانزيم  قياساً م   4 وبدرجة حرارة    7.3الهيدروجيني  

من فعاليته خـلال    % 25الحر الذي يفقد بما يقارب      

 )13()2004( وجماعته   Reddyكما وجد   . اً يوم 50

ان انزيم اليوريز المقيد باستعمال ورق المبادل ثنائي        

من فعاليته بعـد    % 50اثيل امينو اثيل سليلوز يفقد      

كما درس  . ه بدون محلول دارئ    يوم من حفظ   150
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الانزيم الحر
الانزيم المقيد بالجيلاتين

 Fannelالثبات الخزني للانزيم المقيـد باسـتعمال   

cloth   والالجنيت Alginate     فوجد ان الانزيم يفقد 

 على التـوالي    اً يوم 75 و 70من فعاليته بعد    % 50
 Reddy  قـام بهـا    أخـرى   وفي دراسـات      .(19,20)

 وجدا ان تقيد انزيم اليوريز      )Kayastha) b2006()15و

مـن  % 17و% 15ى من بذور البسلة الهندية يفقد       المنق

 فـي دارئ     م 4بدرجـة     يوماً من خزنه   70فعاليته بعد   

Tris-acetate   مولر برقم هيـدروجيني     0.05 بتركيز 

ــتعمال   7.0 و6.8 ــد باس ــد تقي  Alkylamine عن

 على التوالي قياساً بالانزيم الحر الـذي        Arylamineو

رئ نفسها اعلاه ،    من فعاليته عند حفظه بالدا    % 90يفقد  

  .  وبالمدة نفسها7.3وبرقم هيدروجيني 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

دارئ فوسفات البوتاسيوم برقم (فعالية انزيم اليوريز الحر والمقيد بالجيلاتين المحفوظ بالدارئ الامثل ): 4(شكل 

  . م4 يوم في درجة حرارة 90خلال ) 8(هيدروجيني 
  

  عدد مرات استعمال اليوريز المقيد

عدد مـرات اسـتخدام     ) 5(يوضح الشكل             

انزيم اليوريز المنقى من بذور الحنظل والمقيد بمادة        

وتشير النتائج الى   . الجيلاتين المنشط بالكلوترالديهايد  

امكانية استخدام الانزيم المقيد لاكثر من مـرة فقـد          

. احتفظ الانزيم بكامل فعاليته عند الاستخدام العاشر      

 الـى  )21()2001( وجماعته Srivastava وقد اشار

امكانية استخدام انزيم اليوريز المنقـى مـن بـذور          

 مرة فـي    30البسلة الهندية والمقيد بمادة الجيلاتين      

 24تقدير نسبة اليوريا بالدم بفقرة فاصـلة قـدرها          

وبعد الاستخدام الثلاثـين    ،  ساعة بين استخدام واخر     

كما وجد  . من فعاليته % 67 بـ   اًيبقى الانزيم محتفظ  

Kara   ان يـوريز فاصـوليا      )25()2006( وجماعته 

 (C-A PEG)الجاك المقيد بطريقة الحجز باستعمال 

 يحتفظ  (P(AAm-co-AA)/carrageenanومادة  
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على التوالي مـن فعاليتـه بعـد        % 89و% 55بـ  

  . ايام5الاستخدام العشرين خلال 

عدد مـرات   ) 5(كما توضح نتائج الشكل       

وقد تبـين   . لمقيد بالجينات الكاسيوم  استخدام الانزيم ا  

من النتائج امكانية استخدام الانزيم المقيد بالجينـات        

الكالسيوم لاكثر من عشر مرات مع الاحتفاظ بكامل        

 ثـم بـدأت فعاليتـه        ، فعاليته عند الاستخدام الرابع   

من الفعالية المتبقية بعد    % 50بالانخفاض لتصل الى    

يم المقيـد بـالجيلاتين      بالانز قياساًالاستخدام العاشر   

. والذي احتفظ بكامل فعاليته حتى الاستخدام العاشر      

وربما يعود ذلك وكما ذكر سابقاً الى قوة الترابطات         

العرضية نتيجة لاستخدام الكلوترالديهايد والذي تمنع      

اما انخفاض  . ارتشاح انزيم اليوريز المقيد بالجيلاتين    

قيـد بالجينـات    الفعالية الانزيمية لانزيم اليوريز الم    

الكالسيوم قد تعود الى اختلاف فـي قـوة  تماسـك            

الهلام ومرونته والذي تعتمد على ما يحتويـه مـن          

 ومصدر انتاج الهلام الذي Gluronic acidحامض 

تختلف صفاته باختلاف مـصدر انتاجـه كمـا وان          

صفاته تختلف ايضاً بالمصدر الواحد تبعـاً للجـزء         

ر انتاج الجينيت هي    المأخوذ منه وكما ذكر ان مصاد     

الطحالب البحرية او قد يعود الى تحـرر ايونـات          

الكالسيوم المسؤولة عن الترابطات العرضـية بـين        

مما يؤدي الى زيادة فـي ذائبيـة        ؛  جزيئات المتعدد   

كما ان وجود ايونات الفوسفات في الوسـط        ،  الهلام  

 تؤدي الى فقدان الـصفات  ومن ثميزيد ذائبية الهلام    

استخدمت الجينات الكالـسيوم    . )48(لام  المهمة لله 

في تقيد انزيم اليوريز المنقى من نوى التمر الزهدي         

مـن  % 55المحلي فوجد ان الانزيم يحـتفظ بــ         

فعاليته بعد الاستخدام الثالث وبعدها تنخفض الفعالية       

ويعد . )49(بعد الاستخدام العاشر    % 20لتصل الى   

احد التطبيقـات   الاستخدام المتعدد للانزيمات المقيدة     

  . المهمة في حقل التقنيات الاحيائية

  

عدد مرات استخدام انزيم اليوريز المنقى من بذور الحنظل والمقيد باستعمال الجيلاتين وبالجينات ): 5(شكل 
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تأثير درجة الحرارة في فعالية اليوريز الحر       

  والمقيد بالجيلاتين
علات تؤثر درجة الحرارة في سرعة التفـا    

الكيميائية بضمنها التفاعلات الانزيمية، حيث تتفاوت      

سرعة التفاعلات مع تغير درجة الحرارة علمـاً ان         

ولغـرض  . (26)ًتأثيرها  يكون نسبياً ولـيس مطلقـا       

تحديد درجة الحرارة المثلى لفعالية اليوريز المنقـى        

من بذور الحنظل اجري التفاعل الانزيمي بـدرجات    

حيث لوحظ ازدياد   ،   م   90-25حرارة تراوحت بين    

في سرعة التفاعل الانزيمي لليوريز الحر مع ارتفاع        

 م اذ بلغت الفعالية الانزيمية      70درجة الحرارة لحد    

ثم انخفضت عند ازدياد    ،  مليلتر  / وحدة 160اقصاها  

 60درجة الحرارة عن هذه القيمة حتى وصلت الى         

). 6( م شـكل     90مليلتر عند درجة حـرارة      /وحدة

 نتائج الدراسة الحالية مع مـا توصـل اليـه           وتتفق

Jahns) 1995()27(       حول امتلاك اليـوريز الحـر 

 اعلـى  Sporobolomyces reseusالمنقى مـن  

 م وربما يعود ذلك الى      70  فعالية في درجة حرارة   

  .د الانزيم والتركيب الوراثي لهوجوبيئة 

كما درس تأثير درجة الحرارة في سرعة       

التفاعل الانزيمي لانزيم اليوريز المنقى من بـذور        

فلـوحظ  ) 6(الحنظل والمقيد بمادة الجيلاتين شـكل       

ارتفاع في سرعة التفاعل الانزيمي واتـضح مـن         

النتائج المبينة في الشكل ان الدرجة الحرارية المثلى        

مـع الدرجـة     م قياساً    80لانزيم اليوريز المقيد هي     

وبذلك يتبين ان اليـوريز     . م70المثلى لليوريز الحر    

المرتبط بالجيلاتين له القدرة على التفاعل بـدرجات        

حرارة اعلى من الانزيم الحر وربما يعود الـى ان          

طبقة الجيلاتين التي تشكل حماية للانزيم المـرتبط        

بها من التأثيرات الضارة لدرجات الحرارة المرتفعة       

ترابطات العرضية المتكونة بين مجاميع     من خلال ال  

 Protein polymerالامين في كل من الجيلاتـين  

فضلاً عن ذلك ان التقيد للانزيم هـو        . )21( والانزيم

محاكاة لطبيعة الانزيمات عند الظروف الاعتياديـة       

في الخلايا الحية حيث تكون بشكل مرتبط بالغـشاء         

Membrane-bound form  ــع ــة م  او مرتبط

وهي نادراً ما توجد بـشكل      ،  ت كبيرة اخرى    جزيئا

حر كما هو الحال في المستخلصات الانزيمية خارج        

 Kennedyوقـد ذكـر     . (28)جسم الكـائن الحـي    

 ان ارتفاع درجة الحرارة المثلى للانزيم       )29()1987(

المقيد يشير الى حقيقة كون الحـرارة الفعليـة فـي           

 Bulkالهلام هي اقل ممـا عليـه فـي المحلـول     

solution .  

لقد اتفقت عدد من الدراسات مـع النتـائج           

المستحصلة من هذه الدراسة التي اشارت الى ارتفاع        

درجة الحرارة المثلى للانزيم المقيد قياسـاً بـالحر         

فكانت درجة الحـرارة المثلـى      . وحسب مادة التقيد  

لانزيم اليوريز المقيد باستعمال مـادة الكاربوكـسي        

 م قياسـاً    65 (CMC/AIg)الجينيت  /مثيل سليلوز 

 م عند تقيـده فـي       75و.  (30) م     50بالانزيم الحر   

كما . (31)  المعاملة بالكلوترالديهايد  Chitosan اغشية

 ان تقيـد    )Kayastha) b2006()15 و Reddyذكر  

ــن  ــى مــ ــوريز المنقــ ــزيم اليــ   انــ

 بذور البسلة الهندية يظهر اعلى فعالية في درجـة         

نفـسها  مثلـى   درجة الحرارة ال   وهي    م 77حرارة  

ــتخدام     ــد باس ــوريز المقي ــزيم الي ــة ان لفعالي

Chitosan)32( .  ــر ــين ذك ــي ح  Srivastavaف

 ان درجة الحـرارة المثلـى       )21()2001(وجماعته  

لفعالية انزيم اليوريز المقيد باستخدام الجيلاتين هـي        

  .  م45 م قياساً بالانزيم الحر 65
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  . درجة الحرارة في فعالية اليوريز الحر والمقيد بالجيلاتين والمنقى من بذور الحنظلتأثير): 6(شكل 
  

  الثبات الحراري لانزيم اليوريز الحر والمقيد

 م  40ان حضن الانزيم بدرجـة حـرارة          

 مختلفة بقي الانزيم محتفظـاً بكامـل        اوقاتوعلى  

وبعدها لـوحظ ان    ). 7( دقيقة شكل    50فعاليته لحد   

 دقيقة من   60من فعاليته بعد    % 6لحر يفقد   الانزيم ا 

بينما احتفظ الانزيم المقيد بكامـل فعاليتـه        . الحضن

قيس ثبات انـزيم اليـوريز      .   نفسها   عند الظروف 

  م70الحر والمقيد بحضن الانزيم بدرجـة حـرارة      

فوجد ان الانزيم الحر يحتفظ بكامل فعاليته       . )8(شكل

ــد   بعـــــــــــــــــــــــ

 ان الانـزيم     دقيقة من الحضن، وبعدها لـوحظ      15

 دقيقة  30من فعاليته بعد    % 40الحر يفقد ما يقارب     

من الحضن، في حين احتفظ الانزيم المقيـد بكامـل        

وكذلك يتبين من النتائج ان الانزيم الحر يفقد        . فعاليته

 م بعـد    70كامل فعاليته عند حضنه بدرجة حرارة       

فيما لوحظ الانزيم المقيد قد احتفظ بــ        . 50الدقيقة  

 دقيقة عنـد    50عاليته عند حضنه لمدة       من ف % 85

تجاه أمما يؤكد ثبات الانزيم المقيد      نفسها ؛   الظروف  

درجة الحرارة والوقت قيد الدراسة قياساً مع الانزيم        

الحر المتأثر بتلك الظروف التي ادت الـى فقـدان          

كامل فعاليته بسبب عمليات المسخ غير العكسية التي        

ازالة مجموعة  : ثل  تؤدي الى التغيرات التساهمية م    

او ،  من مخلفات الاسبارجين     deaminationالامين  

التغيرات غير التساهمية مثل اعادة ترتيـب سلـسلة      

من الجدير بالذكر ان الارتفـاع فـي        . )33(البروتين  

درجات الحرارة يسبب تغايرات في التركيب الثلاثي       

  . للبروتين بسبب كسر الاواصر الهيدروجينية

الدراسات اهمية الجيلاتـين فـي      اكدت بعض        

تجاه درجات الحرارة المرتفعة    أتحسين ثبات الانزيم    

ــية ،  ــات العرض ــى الترابط ــك ال ــسرت ذل   وف

Cross-linking     المتكونة بين الانزيم ومادة التقيد  .

فضلاً عن ذلك ان ارتباط الانزيم بمادة التقييد يعطي         

، حماية للانزيم مـن التـأثير المباشـر للحـرارة           

ئات مادة التقييد تمتص جـزءاً مـن الطاقـة          فجزي

0

25

50

75

100

125

150

175

200

225

30 37 45 50 55 60 65 70 80 90

درجة الحرارة (م)

تر
ليل
/م
دة
وح

ة  
مي
زي
لان
ة ا
الي
فع
ال

الانزيم الحر
الانزيم المقيد



 National Journal of Chemistry,2008, Volume                 560-32,543الثاني والثلاثون المجلد 2008- المجلة القطرية للكيمياء     
 

 554

50
55
60
65
70
75
80
85
90
95

100

10 20 30 40 50 60

الوقت (دقيقة)

(%
)  
ية
تبق
لم
  ا
ية
عال
الف

الانزيم الحر
الانزيم المقيد

كمـا ان   . الحرارية مما يقلل تأثيرها فـي الانـزيم       

انخفاض الحركة الحـرة للانـزيم وثبـات هيئتـه          

Conformation        يساعدان فـي المحافظـة علـى 

تركيب الانزيم بدون تغير عند ارتفاع درجة الحرارة        

  .)(28وتقليل تعرضه للمسخ قياساً بالانزيم الحر

 زيادة الثبات الحراري للانزيم المقيد هو       ان  

احد الفوائد الناتجة من تقييد الانزيمات مما له اهمية         

كبيرة في التطبيقات العلمية عن طريق الحفاظ عليه        

  .لمدة اطول عند خزنه بدرجات حرارة منخفضة

تتفق نتائج الدراسة الحالية مع مـا وجـده           

Jahns) 1995()27(والــذي اشــار الــى الثبــات  

  الحراري العالي لانزيم اليوريز المنقى من بكتريـا       

Sporobolomyces roseus  حيث يحتفظ الانـزيم 

 دقيقة مـن حـضنه بدرجـة        15بكامل فعاليته بعد    

  . م70حرارة 

كما اشارت كثير من الادبيات العلمية الى       

الثبات الحراري العالي للانزيم المقيـد قياسـاً مـع          

مد على طريقة التقيد    الانزيم الحر وبنسب مختلفة تعت    

 Reddyكما ذكر   . )(22,34,35,36ومصدر انتاج الانزيم  

 ان انزيم اليوريز الحر     )Kayastha) b2006()15و

من % 78والمنقى من بذور نبات البسلة الهندية يفقد        

  م 77 دقيقة من حضنه بدرجة حرارة       15فعاليته بعد   

 Alkylamine، اما انزيم اليوريز المقيد باستعمال       

% 98و% 96 بـ   اً يبقى محتفظ  Arylamineـ  وال

 دقيقة مـن حـضن      15من فعاليته على التوالي بعد      

  .  م77الانزيم المقيد في درجة حرارة 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

الثبات الحراري لانزيم اليوريز الحر والمقيد والمنقى من بذور الحنظل عند حضن الانزيم بدرجة ): 7(شكل 

  . م ولفترات زمنية مختلفة40حرارة 
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الثبات الحراري لانزيم اليوريز الحر والمقيد بالجيلاتين والمنقى من بذور الحنظل عند حضن الانزيم ): 8(شكل 

  . م ولفترات زمنية مختلفة70بدرجة حرارة 

  

الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية اليـوريز      

  الحر والمقيد بالجيلاتين
 ـ       فـة  ة مختل درس تأثير ارقـام هيدروجيني

الفعاليـة الانزيميـة    علـى   ) 10-4(تراوحت بين   

لتحديد الـرقم الهيـدروجيني     لليوريز الحر والمقيد    

وقد اظهرت النتائج المبينة في الشكل      .  للفعالية الامثل

الهيدروجيني الامثل لانزيم اليـوريز     ان الرقم   ) 9(

  الحـــر والمقيـــد بمـــادة الجيلاتـــين هـــو

ين نـزيم كما لـوحظ ان الا    .  على التوالي  7.5 و 8 

الهيدروجينية الاعلى من   يفقدان فعاليتهما في الارقام     

 مع انخفاض واضح لفعاليتهمـا الانزيميـة فـي          8

ويمكن . 5.5-4الارقام الهيدروجينية الحامضية بين     

 فيان يعود تأثير الرقم الهيدروجيني لوسط التفاعل        

ارتباط المادة الاساس بـالانزيم والحالـة الايونيـة         

اض الامينية التي تشترك في الفعـل       لمتخلفات الاحم 

فـضلاً عـن    ،  الحفزي للانزيم وتأين مادة التفاعل      

-تأثيره  في قابلية الانزيم على تحويل معقد الانزيم        

  وتقع فعاليـة الانـزيم    . )(37,38مادة التفاعل الى ناتج   

دروجينية لعـدد    قيد الدراسة ضمن مدى الارقام الهي     

م الهيدروجيني   اختلف فيها الرق   من الدراسات والذي  

 تتراوح  قدفالية الانزيم تبعاً لمصدر انتاجه      الامثل لفع 

 لكل من بذور فاصـوليا الجـاك وفـول          8-6بين  

كما وتتطابق هـذه    . )40و39و2 (والبكتريا      الصويا  

النتائج مع نتائج دراسات محلية اخرى فقد كان الرقم         

الهيدروجيني الامثل لفعالية انزيم اليوريز المنقى من       

 وهو  .)50( 8 مساوياً الى    C.vulgaris بذور الرقي 

لفعالية انزيم اليوريز المنقى    نفسه  الرقم الهيدروجيني   

  . )49(من نوى التمر 

ر ـول تغاي ـات اخرى ح  ـارت دراس ـاش  

 ـ ـي الامثل لفعالي  ـم الهيدروجين ـالرق ز ـة اليوري
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حيث كـان   . (35,41)رـم الح ـد قياساً بالانزي  ـالمقي

د اكثر مقاومـة للظـروف الحامـضية        الانزيم المقي 

 ـ  . والقاعدية تبعاً لمادة التقيد المستعملة     ل جِكـذلك س

تغاير في الرقم الهيدروجيني الامثل لفعاليـة انـزيم         

 الى  7.3اليوريز المنقى من بذور البسلة الهندية من        

 عند تقيده باستعمال ورق داي اثيل امينو اثيـل          6.8

باســتعمال  عنــد تقيــده 6.5والــى ، )(13ســليلوز

 عند تقيـده باسـتعمال      7 و 6.8والى  ، )(21الجيلاتين

Alkylamineو Arylamine15( علــى التــوالي(.  

 اليوريز المقيد باستعمال المبادل الايوني       أما         

Ion-exchange textile  يظهر اعلى فعالية عنـد 

في حـين ارتفـع الـرقم       . 7.6الرقم الهيدروجيني   

 عنـد تقيـده     8.5لية الـى    الهيدروجيني الامثل للفعا  

بينما وجد فـي دراسـة      . )Chitosan)32باستعمال  

-اخرى أن كل من اليوريز الحر والمقيد بمادة الكابا        

كاراجنيين يظهـران اعلـى فعاليـة عنـد الـرقم           

وربما يعود ذلك الى ما     . (14)  7الهيدروجيني نفسه   

تحدثه مادة تقيد الانزيم من تحوير في سلوك جزئية         

هذا يعتمد على شحنة المتخلفات الموجودة      و. الانزيم

على السطح لكل من الانزيم ومادة التقيـد وطبيعـة          

الاواصر المتكونة بينها، لذا تحدث تغيرات مباشـرة        

 في  Shifteقرب جزئية الانزيم مما قد يسبب تغايراً        

  .    (28) قيمة الرقم الهيدروجيني الامثل للفعالية

  

  

ي الامثل لفعالية اليوريز الحر والمقيد بالجيلاتين والمنقى من بذور الحنظل الرقم الهيدروجين): 9(شكل 

Citrullus colocynthis.  
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تقدير الثوابت الحركية لانزيم اليوريز الحـر       

  والمقيد بالجيلاتين
بيـرك لرسـم    -استخدمت طريقة لاينويفر    

العلاقة بين مقلوب سرعة التفاعل ومقلوب تركيـز        

 ـ،  المادة الاسـاس      (Km)دير ثابـت ميكـالس      لتق

 للانزيم الحـر والمقيـد      (Vmax)والسرعة القصوى   

وبتراكيز ،  بالجيلاتين باستخدام اليوريا كمادة اساس      

اظهـرت   ملي مولار، وقد     800-100تتراوح بين   

ان قيمة ثابت ميكالس    ) 10(النتائج المبينة في الشكل   

 ملـي   181 للانزيم المقيد بالكتل الجيلاتينية قد بلغت     

وهي اعلى من قيمتها في الانزيم الحـر اذ         ،  ر  مولا

 ملـي   120بلغت قيمة ثابت ميكالس للانزيم الحـر        

في حين كانت السرعة القـصوى للانـزيم        . مولار

دقيقة وهي اوطأ ممـا هـي       / ملي مولار  225المقيد  

ان ). دقيقـة / ملي مولار  332(عليه في الانزيم الحر   

در اختلاف قيم ثابت ميكالس تختلف باختلاف مـصا       

انتاج الانزيم التي قد تشير الى تراكيز اليوريا فـي          

كما يعود الاختلاف   . البيئات التي يوجد فيها الانزيم    

الايونية للدارئ   ايضاً الى الرقم الهيدروجيني والقوة    

 ملـي   3.12فقد كانت قيمة ثابت ميكالس      . المستخدم

مولار لانزيم اليوريز المنقى من بذور الرقي المحلية        

 7.5دام دارئ الفوسفات برقم هيدروجيني      عند استخ 

-1.25(وباستخدام تراكيز مختلفة من اليوريا بمدى       

اما قيمـة ثابـت ميكـالس       . 500)(ملي مولار ) 10

ملي مـولار باسـتخدام     ) 1.3(لبذور الباقلاء فكان    

 (Tris-HCl)حامض الهيدروكلوريك   -دارئ الترس 
لليوريز المنقـى    Vmax و Kmكما قدرت قيمة    . )(42

 بحـوالي  Bacillus pasteurii بكتريا التربـة  من

دقيقـة علـى    / ملي مولار  1960 ملي مولار و   235

   )46(التوالي

الى كما اشارت العديد من الادبيات العلمية         

 وثابت الـسرعة    Kmان اختلاف قيم ثابت ميكالس      

Vmax          بين الانزيم المقيد والانزيم الحـر يمكـن ان 

.  في تقيد الانزيم   يعود الى اختلاف المادة المستعملة    

 Kmومعظم هذه الدراسات اشارت الى ارتفاع قيمة        

وقد يعود السبب   . للانزيم المقيد قياساً بالانزيم الحر    

لليوريز قيد الدراسـة الـى       Vmax و Kmارتفاع   في

. التغيرات التركيبية الداخلية التي تحدثها مادة التقيـد       

 تـشير الـى التغيـرات       Vmax ان التغيرات في     إذ

ــع ــي (Conformational changes)ية الوض  ف

التركيب الثلاثي للانزيم والعوامل المؤثرة في قابلية       

 اما  )43(ارتباط المادة الاساس بالموقع الفعال للانزيم       

 فقد يعزى الى ما تبديه الطبقـة  Kmالارتفاع في قيم   

 Unstirred (Stagnant))  الخاملة(غير المتحركة 

layer    ـ  زيم المقيـدة مـن      التي تحيط بجزئيات الان

مقاومة لانتشار المادة الاساس او الى نشوء تراكيـز    

متدرجة من المادة الاساس عبر هذه الطبقة، ومـن         

يئة مايكروية تحـيط بـالانزيم      المعروف أن هنالك ب   

Micro environment  والتي تتألف من المحلـول 

الداخلي وجزء من الطبقة المحيطـة الخاملـة مـن          

للانـزيم   الصفات الـسطحية  المحلول والتي تتأثر ب   

ــر    ــول الكبي ــة المحل ــد وبيئ  Macro)المقي

environment) Bulk solution . ولكــي يقــوم

الانزيم المقيد بفعله الحفزي يجب ان تنتشر المـادة         

لذا تحدث تجزئة للمادة    ،  الاساس خلال تلك البيئتين     

ئيات المادة الاسـاس    الاساس بين تلك البيئيتين فجز    

 عبر الطبقة الخاملة للوصول الى       اولاً يجب ان تنتقل  

هـذا  ويـسمى   ،  سطح الانزيم وتتحول الى نـاتج       

ولكي يـتم اسـتعمال معظـم       . بالانتقال الخارجي   

 يجب ان تنتشر جزئيـات      في الفعل الحفزي  الانزيم  

المادة الاساس خلال الثقوب الموجودة فـي سـطح         

وتدعى العملية بالانتقـال    ،  الجزئيات المقيدة للانزيم    

أي ان تشبع الانزيم يحتاج الى تراكيز عالية        . خلالدا

وهذا يقـود   ،  من المادة الاساس قياساً بالانزيم الحر       
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وحـسب  ،   للانزيم المقيـد     (Km)الى ارتفاع قيمة    

   and (33)المادة المستعملة في تقيد الانزيم 

وتتفق نتائج هذه الدراسة مـع مـا وجـده         

Srivastava   بـأن قيمـة     ) 2001( وجماعتهKm 

. ساً بالانزيم الحر  للانزيم المقيد بالجيلاتين تزداد قيا    

 Chitosanانزيم اليـوريز باسـتعمال      كما ان تقيد    

كمـا  . )32 (المقيـد للانزيم   Kmيؤدي الى ارتفاع قيم     

ــا   ــام به ــة ق ــدت دراس  Das وGuibaultوج

 لليوريز المنقـى    Km انخفاض في قيمة     )44()1970(

 هـلام متعـدد     من فاصوليا الجاك والمقيد باستعمال    

  .Polyacrylamide gelالاكريل امايد 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

بيرك - الثوابت الحركية لانزيم اليوريز المنقى من بذور الحنظل تجاه اليوريا بطريقة لابنوبفر): 10(شكل 

Lineweaver Burk plot. 
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