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Abstract 

The research was concerned with Amino Acid Analysis of the 
proteins isolated from the crude aqueous extract of Marsh Mallow F.  

Acidic and Alkaline hydrolysis were performed. All amino acids 
had been appeared in Acidic hydrolysis, while in Alkaline hydrolysis for 
the same aqueous extract two amino acids serine and aspartic acid 
disappeared. 

The research also involved separation of the proteinous 
components from the aqueous extract of Marsh Mallow F. Two major 
proteins peaks (a and b) were isolated and their molecular weight were 
determined by gel filtration and showed the following values (281838, 
281) dalton. respectively. 
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  الخلاصة

م  الامینیـة للبــروتین المعـزول مــن المـستخلص المــائي الخــاالأحمــاضتـضمن البحــث تحلیـل 
  . استخدم نوعین من التحالیل المائیة الحامضیة والقاعدیة.Marsh Mallow Fلزهرة الخطمي 

 الامینیــــة بینمــــا فــــي التحلــــل الأحمــــاض لــــوحظ بالتحلــــل المــــائي الحامــــضي ظهــــور جمیــــع 
  .القاعدي لنفس المستخلص المائي فقد الحامضین الامینیین السیرین والاسبارتك

وتینیــة مــن المــستخلص المـائي لزهــرة الخطمــي، حیــث كمـا تــضمن البحــث فــصل مركبـات بر
وقـــدرت اوزانهـــا الجزیئیـــة بتقنیـــة الترشـــیح الهلامـــي ) b وa(تـــم فـــصل جـــزئتین بـــروتینیتین رئیـــسیتین 

  .دالتون على التوالي) 282 و 281838(وكانت 
 . زهرة الخطمي، تحلیل الاحماض الامینیة، تقنیة الترشیح الهلامي:الكلمات المفتاحیة
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  مةالمقد
منــذ اقــدم العــصور التــي عاشــها الانــسان جــرب وعــرف صــفات واحــوال النباتــات التــي تنمــو 
حولــه وعلـــى الـــرغم مـــن الــشوط الكبیـــر الـــذي قطعـــه البــاحثون فـــي علـــوم العقـــاقیر والكیمیـــاء الا ان 

، وعلــى الــرغم مــن )1(النباتــات مازالــت تحتــوي علــى كنــوز دفینــة یكمــن فیهــا الاهمیــة البایولوجیــة 
ر الكبیــر فــي مجــال الــصیدلة وعلــم الــدواء الا ان الانــسان عــاد مــن جدیــد للتــداوي بالاعــشاب التطــو

ـــــــــــــات نبـــــــــــــات الخطمـــــــــــــي ) 2(والنباتـــــــــــــات الطبیـــــــــــــة  ـــــــــــــة(ومـــــــــــــن هـــــــــــــذه النبات   ) الخبیـــــــــــــزة المخزنی
)Marsh Mallow ( ینتمــــــي هــــــذا النبــــــات الــــــى العائلــــــة)Malvaceae ( ویعــــــرف علمیــــــا باســــــم

Althaea officinalis L. ,حولیة معمـرة اكثـر مـن سـنتین یـصل ارتفاعهـا الـى حـوالي وهو عشبة 
متـــرین ذات جـــذور ممیـــزة بیـــضاء غلیظـــة واوراق قلبیـــة الـــشكل و ســـیقان مخملیـــة ملتفـــة یزهـــر فـــي 

منتـــصف الـــصیف فـــي المراعـــي والمـــروج والخنـــادق والاســـیجة 
، وینتــشر )3)(1الــشكل (الــشجریة بــألوان مبهجــة قرنفلیــة اللــون 

 فـــي المنـــاطق الرطبـــة وفـــي الأوربیـــة رالأقطـــاهـــذا النبـــات فـــي 
التربـة الملحیــة بـصورة خاصــة ویوجـد أیــضا شـمال وغــرب أســیا 

ویحتـــوي النبـــات علـــى , )4(وفـــي الولایـــات المتحـــدة الامریكیـــة 
العدیـــد مـــن المركبـــات الكیمیائیـــة منهـــا الـــصمغیات والـــسكریات 
المتعـــددة والفلافونیـــدات مثـــل الكورســـتین والكـــامفیرول ویحتـــوي 

ــــستثین والبكتــــین والنــــشا والــــسیلیلوز والزیــــوت علــــى التــــ انین والل
 Aكمــا انــه غنــي بالفیتامینــات مثــل فیتـــامین ) 5(والاســبارجین 

 وغنـــــــــي بالمعــــــــــادن خاصـــــــــة الكالــــــــــسیوم C وB-complexو
والخارصــــین والحدیـــــد والـــــصودیوم فـــــضلا عـــــن احتوائـــــه علـــــى 

  ).6(الاحماض الفینولیة
ـــــات الخطمـــــي الجـــــذ ـــــوي ازهـــــار والاجـــــزاء المـــــستخدمة مـــــن نب ور والاوراق والازهـــــار، وتحت

هــذا الامــر الــذي یمنحهــا مزایــا علاجیــة حیــث % 35الخطمیــة علــى مــواد لعابیــة بنــسبة تــصل الــى 
واسـتخدم الخطمـي منـذ الالاف الـسنین كنبـات طبـي ) 7(تقبل العامة على اقتنائها بحمـاس واهتمـام 

 الخطمي بـشكل واسـع لمعالجـة أزهار ، إذ تستخدم)8(لخواصه الدوائیة لعلاج العدید من الأمراض 
ـــــو ومـــــشاكل الجهـــــاز  ـــــى نطـــــاق واســـــع لمعالجـــــة الرب ـــــسعة الحـــــشرات كمـــــا یـــــستخدم عل   الجـــــروح ول

ومـضاد للالتهـاب ) 9(التنفسي كالتهابات القصبات الهوائیة والآلام الحنجرة والسعال وطـاردة للـبلغم 
، )UTI(بـــات المجـــاري البولیـــة وللقرحــة المعدیـــة والاثنـــي عــشر ومـــسكن عـــام للجـــسم ومفیــد للالتها

Urinary Tract Infection) 10 ( كما یستخدم في تفتیت حـصى الكلیـة ولحـالات عـسر الهـضم
   وهــــــــو مخفـــــــــض لــــــــسكر الـــــــــدم كمــــــــا یـــــــــستخدم كعــــــــلاج لمـــــــــرض للأكـــــــــسدةویــــــــستخدم كمــــــــضاد 

 نبــات الخطمــي یوجــد مستحــضر منــه لــدى محــلات ولأهمیــة, )Crohn's Disease) (11(كــرون 
  .)12(یة التكمیلیة الصحالاغذیة 

  زهرة الخطمي:)1(الشكل 
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  :الغایة من البحث 
مـن خـلال ) Marsh Mallow(إجراء دراسة تحلیلیة للبروتین المعزول من زهرة الخطمي 

لمعرفــة نوعیــة وكمیــة الأحمــاض ) Amino acid analysis(الفــصل وتحلیــل الأحمــاض الامینیــة 
 البروتینیــــة المعزولــــة ءللأجــــزاالامینیــــة الموجــــودة فــــي البــــروتین المعــــزول وتعیــــین الــــوزن الجزیئــــي 

  . باستخدام تقنیة كروماتوغرافي الترشیح الهلامي
  

  المواد وطرائق العمل
  تحضیر المستخلص المائي الخام 

لغـرض الحــصول علــى المـستخلص المــائي الخــام تــم وزن 
غـــم مـــن زهـــور الخطمـــي التـــي تـــم جمعهـــا فـــي الفتـــرة مـــن ) 500(

شـكل ( وتجفیفهـا  بعـد غـسلها2009شهر ایار إلى ایلول في عـام 
حجـــــم )/غـــــم(وزن ) 3:1(ثـــــم مزجـــــت بالمـــــاء المقطـــــر بنـــــسبة ) 2
 10مــدة ) Blender(وســحق المــزیج باســتخدام آلــة الثــرم , )مــل(

دقائق مع التبرید بعـدها سـحقت جـدران الخلایـا باسـتخدام التجمیـد 
وباســتخدام جهــاز الأمــواج ) كــررت العملیــة أربــع مــرات(والتــذویب 

 MSC المجهـــز مـــن شـــركة  (Ultra soundفـــوق الـــصوتیة 
بعــــــدها حــــــرك .  دقیقــــــة 30لمــــــدة ) PC-1545الانكلیزیــــــة نــــــوع 

الخلــیط لمــدة ســاعتین تحــت تــاثیر المحــرك الكهربــائي مــع مراعــاة 
التبریــد فـــي الحمـــام الثلجـــي بعــدها رشـــح المحلـــول باســـتخدام عـــدة 

) 6000xg(طبقــــات مـــــن الــــشاش وفـــــصل المـــــستخلص بجهــــاز الطـــــرد المركــــزي المبـــــرد وبـــــسرعة 
للتخلص من المواد غیر الذائبة ثم قلص حجم المستخلص الـذي تـم الحـصول علیـه بواسـطة جهـاز 

إلــى الثلــث وبــذلك تــم الحــصول علــى المــستخلص المــائي الخــام ) (Lypholyzerالتجفیــد بالتبریــد 
  ). 14 و13(
  

  التقدیر الكمي للبروتین
  لحــــــصول علیهــــــا قــــــدرت الكمیــــــات الدقیقــــــة مــــــن البــــــروتین فــــــي المستخلــــــصات التــــــي تــــــم ا

، اســــتخدم البــــومین مــــصل البقــــر )15(فــــي كــــل خطــــوة باســــتخدام طریقــــة الباحــــث لاوري المحــــورة 
)BSA( ،Bovine Serum Albumin 0.67ً  بوصــفه محلــولا قیاسـیا لــه امتــصاص مــساوي لـــ 

  .  نانومیتر280عند 
  

  )الاسیتون(فصل البروتین الكلي بواسطة المذیب العضوي 
ــ ي مــن المــستخلص المــائي الخــام الــذي تــم الحــصول علیــه بإضــافة تــم فــصل البــروتین الكل

حجــــم اســــیتون علــــى التــــوالي بــــبطء مــــع التحریــــك : مــــستخلص) 60:40(الاســــیتون البــــارد وبنــــسبة 

 زهور الخطمي :)2(الشكل 
 المجففة
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 عملیـــة وأجریـــت ســـاعة 24ثـــم تـــرك المـــزیج فـــي الثلاجـــة لمـــدة ) ْ م4(المـــستمر عنـــد درجـــة حراریـــة 
 دقیقـة ثـم فـصل الراسـب عـن 20ولمـدة ) 6000xg(الفصل بجهـاز الطـرد المركـزي المبـرد وبـسرعة 

لعــــدة ) Lypholyzer(بعــــد ذلــــك وضــــع الراســــب البروتینــــي فــــي جهــــاز التجفیــــد بالتبریــــد , الراشــــح
  ) .16(ساعات للحصول على المادة البروتینیة المفصولة على هیئة راسب 

  
   الامینیةالأحماضتحلیل 

  تحضیر العینة
 الامینیـة وتحویـل البـروتین الأحمـاضز محلـل لغرض تحضیر العینة وقبل وضعها في جها

أو الببتید إلى أحماض امینیـة حـرة تـم إجـراء عملیـة التحلـل المـائي بالحـامض والقاعـدة وذلـك باذابـة 
مــاء مقطــر مـضاف الیــه قطــرات ( مـل مــاء مقطــر قاعـدي 10مــن المـسحوق البروتینــي فــي ) غـم1(

 مـــــل مـــــن حـــــامض 3 لـــــه وأضـــــیفمـــــل 3ثـــــم ســـــحب منـــــه ) مـــــن محلـــــول هیدروكـــــسید الـــــصودیوم
كــلا علــى حــدة )  عیــاري5( مــل مــن محلــول هیدروكــسید البوتاســیوم 3و)  عیــاري6(الهیــدروكلوریك 
  ً خاصـــــــة ضـــــــیقة العنـــــــق تـــــــم تـــــــصنیعها یـــــــدویا بعـــــــد تفریغهـــــــا مـــــــن الهـــــــواء أنابیـــــــبووضـــــــعا فـــــــي 

)under vacuum ( باللهـــــب ووضـــــعت بـــــالفرن بدرجـــــة الأنابیـــــب فوهـــــة أغلقـــــتثـــــم )م110 ْ (  
ـــــــل ) ســـــــاعة 72(ولمـــــــدة  ـــــــل بجهـــــــاز محل ـــــــل جـــــــاهزة للتحلی ـــــــصبح المحالی ـــــــة الأحمـــــــاضلت    الامینی

)Amino acide analyzer ( المجهــز مــن شــركة)Model No L-8900-Hitachi) ( تــم
  .)17، 13() سوریا/ التحلیل بجامعة حلبإجراء

  
  فصل البروتینات باستخدام تقنیة كروماتوكرافیا الترشیح الهلامي 

ًي الخـــام الـــذي تـــم الحـــصول علیـــه مـــسبقا باســـتخدام تقنیـــة الترشـــیح تـــم فـــصل البـــروتین الكلـــ
سـم الحـاوي علـى ) 105 ×2.5(باسـتخدام عمـود الفـصل ذي الابعـاد ) Gel Filtration(الهلامـي 

وتــم جمــع العینــات بوســاطة جهــاز جــامع ) G-100) Sephadex G-100مــادة الــسیفادكس نــوع  
بإزاحـة كـل جـزء ) المـاء المقطـر(سـائل الروغـان ثم حـساب حجـم ) Fraction collector(الأجزاء 

 البروتینیـــة بنــاء علــى قـــراءة الامتــصاص عنــد الطـــول الأجــزاءبروتینــي مــن عمــود الفـــصل وعزلــت 
  ). 18( نانومیتر 280الموجي 
  

   البروتینیة المعزولة باستخدام تقنیة الترشیح الهلاميللأجزاءتحدید الوزن الجزیئي التقریبي 
 للأجــــزاءًالفــــصل المــــذكور ســــابقا لتعــــین الــــوزن الجزیئــــي التقریبــــي  اســــتخدم نفــــس عمــــود 

 البروتینیــة المفــصولة مــن زهــرة الخطمــي مــع للأجــزاءالبروتینیــة المفــصولة وبمقارنــة حجــم الروغــان 
حجــوم الروغــان للمحالیــل القیاســیة المعلومــة الــوزن الجزیئــي یمكــن تقــدیر الــوزن الجزیئــي التقریبــي 

   ). 18(للبروتین المجهول 
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  النتائج والمناقشة
 یوضح كمیة البروتینات المقدرة بطریقة العالم لاوري المحورة ونسبها المئویة وكفاءة ترسیبها :)1(جدول 

  .بالأسیتون في المستخلص المائي الخام لزهرة الخطمي

نوع 
  المستخلص

تركیزالبروتین 
  )مل/ملغم(

الحجم 
  الكلي

  )مل(

كمیة البروتین الكلي 
  في المستخلص 

  )غممل(

النسبة المئویة 
  للبروتین 

(%)  

وزن 
  النبات

  )غم(

كمیة البروتین 
المستحصل علیه 

  )ملغم(ًعملیا 

كفاءة 
  الترسیب
(%)  

المستخلص 
المائي الخام 
  لزهرة الخطمي

1.5 1800 2700 0.54 500 2600 96.2 

  

انــه تــم الحـصول علــى اكبـر كمیــة ممكنــة مـن البروتینــات الموجــودة ) 1(یلاحـظ مــن الجـدول
فـــي زهـــرة الخطمـــي باســـتخدام الـــسحق واســـتخدام جهـــاز الامـــواج فـــوق الـــصوتیة حیـــث یعمـــل علـــى 
تكسیر جدران الخلایا ویسهل عملیة ذوبان المواد البروتینیة واستخلاصها بالمـاء مـن داخـل الخلایـا 

)13 ،14.(  
  

  التحلیل النوعي والكمي للاحماض الامینیة 
ن المعـــزول مـــن زهـــرة الخطمـــي باســـتخدام  الامینیـــة للبـــروتیالأحمـــاضتــم فـــصل وتـــشخیص 

 حیـث اسـتخدم نـوعین مـن التحالیـل Amino acids analyzerجهـاز محلـل الاحمـاض الامینیـة 
المائیــة الحامــضیة والقاعدیــة لتحلیــل الاحمــاض الامینیــة المكونــة للبــروتین ویعــزى الــسبب فــي ذلــك 

اعـدي وتظهـر بالتحلـل الحامــضي الـى ان قـسم مـن الاحمـاض الامینیــة قـد تتـأثر وتنعـدم بالتحلــل الق
وربمـا العكـس لـذلك كـان مـن الـضروري اجــراء التحلیلـین الحامـضي والقاعـدي لـضمان وجـود جمیــع 

فلكــــسر الاواصــــر الببتیدیــــة التــــي تــــربط . الاحمــــاض الامینیــــة وتقــــدیر نــــسبة تكوینهــــا فــــي البــــروتین
وهیدروكـسید )  عیـاري6(الاحماض الامینیة في جزیئـة البـروتین اسـتخدم  حـامض الهیـدروكلوریك  

علـــى الراســــب البروتینـــي المفــــصول مـــن المــــستخلص المـــائي الخــــام لزهــــرة )  عیــــاري5(البوتاســـیوم 
) ْ م110(بعــد ان تــم وضــعهما فــي انابیــب جافــة وتــسخینها بدرجــة حــرارة , الخطمــي كــلا علــى حــدة

ــــل لمــــدة )20 و 19 و 17 و 13(وبمعــــزل عــــن الهــــواء  رض لغــــ) ســــاعة72( اســــتمرت عملیــــة التحل
) Serine(تحــــسین كمیــــة تحلـــــل الاحمــــاض الامینیــــة وبـــــالاخص الحامــــضین الامینیــــین الـــــسیرین 

) Isoleucine(لتحطمهمـا الجزئـي والحامـضین الامینیـین الایزولیوسـین ) Threonine(والثریونین 
بعـــد ذلـــك اجـــري تحلیـــل ) 22، 21(وذلـــك لكـــون عملیـــة تحطمهـــا تـــتم ببطـــىء ) Valine(والفـــالین 

حمـــاض الامینیـــة الناتجـــة مـــن عملیـــة التحلـــل المـــائي بالحـــامض والقاعـــدة وذلـــك نـــوعي وكمـــي للا
 علـــى راتنجـــات ذات الأســـاسوالـــذي یعتمـــد بالدرجـــة , باســـتخدام جهـــاز محلـــل الاحمـــاض الامینیـــة

القابلیة على التبادل الایوني ثم شخصت جمیع الاحماض الامینیـة للعینـة عنـد طـول مـوجي یتـراوح 
ـــــانومیتر ) 440-570(مـــــن  ـــــاس ن ـــــاریر ) Rt(مـــــع زمـــــن الاحتب ـــــر (والموضـــــحة فـــــي التق  3 و2تقری
وبمقارنـــــة زمـــــن الاحتبـــــاس والمـــــساحة تحـــــت الحزمـــــة لمـــــزیج الاحمـــــاض القیاســـــیة ) جـــــدول+شـــــكل

ً حامضا امینیا18المتضمنة ( تـم ) جـدول+، شـكل1تقریـر (والتي مـررت أولا تحـت نفـس الظـروف ) ً
  .لعینةالتعرف على نوعیة وكمیة الاحماض الامینیة في ا



  ...التقدیر النوعي و الكمي للأحماض الامینیة للبروتین المعزول من زهرة الخطمي

78 

 الأحمـــاض) 3 و2 و1(المبــین ادنـــاه والمستحــصل مــن التقــاریر ) 2(ویلاحــظ مــن الجــدول 
 الامینیــة بالأحمـاضالامینیـة ونـسبها المئویـة وتراكیزهـا بالتحلـل المــائي القاعـدي والحامـضي مقارنـة 

 Serin والـــسیرین Aspartic acidالقیاســـیة حیـــث لـــوحظ غیـــاب او فقـــدان حامـــضي الاســـبارتك 
 المـــائي القاعـــدي وظهـــور جمیـــع الاحمـــاض الامینیـــة المحقونـــة بالتحلـــل المـــائي بالحـــامض بالتحلـــل

  ).28-23 و 20(
لكـــــلا النـــــوعین التحلـــــل المـــــائي للاحمـــــاض الامینیـــــة لزهـــــرة ) 29 ((*)مــــن حـــــسابنا للتراكیـــــز

لــوحظ زیــادة التراكیــز لمعظــم الاحمــاض ) 2(الخطمــي بالحــامض والقاعــدة وكمــا مبــین فــي الجــدول 
ة المحللة بالقاعدة مقارنـة بالتحلـل المـائي للاحمـاض الامینیـة بالحـامض لـذلك كـان لابـد مـن الامینی

  ). 31، 30(اجراء عملیة التحلل المائي للاحماض الامینیة بالقاعدة 
  

 الامینیة ونسبها المئویة وتراكیزها بالتحلل المائي القاعدي والحامضي مقارنة الأحماض یوضح :)2(جدول 
  ینیة القیاسیةبالاحماض الام

  التركیز   %
رمز   اسم الحامض الامیني

الحامض   الحامض
  الامیني القیاسي

التحلل 
  القاعدي

التحلل 
  الحامضي

بالتحلل 
  القاعدي

بالتحلل 
  الحامضي

Cystice acid Cys. OH 2.77  1.96  0.32  104.221  18.306  
Methionine 

sulfone Mes 2.77  9.35  40.46  495.239  2281.47
4  

Aspartic acid Asp 5.5  -  9.81  -  553.518  
Theronine Thr 5.5  0.79  0.97  42.143  55.136  

Serine Ser 5.5  -  0.3  -  16.970  
Glutamic acid Gla 5.5  6.02  4.09  318.734  320.705  

Glycine Gly 5.5  11.48  5.42  607.650  305.708  
Alanine Ala 5.5  14.65  6.25  775.661  352.410  
Cystine Cys 5.5  5.36  2.86  282.567  217.942  

Methionine Met 5.5  0.89  0.27  52.207  15.406  
Isoleucine Ile 5.5  2.39  2.74  126.883  155.006  
Leucine Leu 5.5  8.71  4.26  461.086  240.290  
Tyrosine Tyr 5.5  3.40  3.07  180.422  173.115  

Phenyl alanine Phe 5.5  4.25  2.40  225.323  135.448  
Lysine Lys 5.5  3.07  3.68  162.814  207.606  

Histidine His 5.5  1.36  6.49  72.485  43.643  
Arginine Arg 5.5  0.75  0.77  40.172  61.468  
Proline Pro 5.5  10.69  1.09  565.861  208.13  

                                     
   : اب التركیز حسب القانون التاليیتم حس (*)

K =  المساحة تحت الحزمة A / تركیز الاحماض الامینیة القیاسیة  (a.a) concentration  
  . الثابت اللوني للاحماض الامینیة القیاسیةKحیث تمثل 

   A / Kالمساحة تحت الحزمة لكل حامض امیني = بعد ذلك یتم حساب تركیز الاحماض الامینیة المجهولة 
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إن وجــود هــذه الاحمــاض المكونــة للبــروتین تــدخل فــي التــصنیع الحیــوي لــبعض المركبــات 
ظــائف ایــضیة اخــرى إذ تــستخدم فــي مجموعــة متنوعــة مــن التطبیقــات فــي مجــال الــصناعة ولهــا و

 أهمیـة هـذه الاحمـاض أكثـروكإضافات لعلف الحیوانات إذ یعد اللایسین والمثیونین والثریونین هي 
ً من هـذه الاعـلاف وتعـد الـصناعات الغذائیـة ایـضا مـستهلكا رئیـسیا للاحمـاض الامینیـة الإنتاجفي  ً ً

 محــسن للنكهـــة وقــد ظهــرت لــدینا الحامـــضین كأســاسامض الكلوتامیــك الـــذي یــستخدم وخاصــة حــ
الامینیــــین اللایــــسین والثریــــونین بتراكیــــز عالیــــة بالتحلــــل المــــائي الحامــــضي والمثیــــونین وحـــــامض 

  ) . 34-32(الكلوتامیك بتراكیز عالیة بالتحلل المائي القاعدي 
ــــة فــــي تركیــــب العقــــاقیر ومستحــــضرات  ــــاج المتبقــــي مــــن الاحمــــاض الامینی ویــــستخدم الانت

  ).33(التجمیل 
  

 یوضح تحلل الاحماض الامینیة القیاسیة: جدول+ شكل ) 1(تقریر 
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  الامینیة لزهرة الخطمي بالقاعدةللأحماضیوضح التحلل المائي : جدول+ شكل ) 2(تقریر 
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  الامینیة لزهرة الخطمي بالحامضللأحماضالتحلل المائي یوضح : جدول+ شكل ) 3(تقریر 
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للراسـب البروتینـي النـاتج ) Sephadex G-100(الترشـیح الهلامـي باسـتخدام الهـلام مـن نـوع 
  بالترسیب بالاسیتون

 علــى عمــود الفــصل إمــراره نتــائج الترســیب بالاســیتون البــارد للراســب البروتینــي بعــد أظهــرت
باســـتخدام المـــاء ) Sephadex G-100(ســـم والحـــاوي علــــى الهـــلام ) 105 × 2.5 (الأبعـــادذي 

مــادة واحــدة او  قــد یــشمل كــل جــزء( الاجــزاء البروتینیــة الــى وجــود جــزئین بـروتینیین لإزاحــةالمقطـر 
 والثانیــة والتـي حجــوم روغانهــا الأولـىتمثـل القمــم ) b وa(إذ ان ) 3(والموضــحة فـي الــشكل ) اكثـر

قـــدرت ) b وa(  البروتینیـــةالأجـــزاءلتـــوالي وبعـــد الحــصول علـــى مـــل علـــى ا) 400 و 140(تــساوي 
یبــین النتــائج ) 3( كفــاءة الفــصل والجــدول إیجــادومــن ثــم تـم , تراكیزهـا بطریقــة العــالم لاوري المحــورة

  .التي تم الحصول علیها
  

   
الترشیح  تقنیةب) Marsh Mallow(المظهر الجانبي لروغان الراسب البروتیني لزهرة الخطمي ): 3(الشكل 

, )Sephadex G-100(سم الحاوي على الهلام ) 105 × 2.5(الكروماتوغرافي باستخدام عمود ذي الابعاد 
  , تمثل الاجزاء البروتینیة المفصولة) b وa(إذ 

  ساعة/ملیلتر) 42(مل وبسرعة جریان ) 7(حجم كل جزء 

a a 

b 

   Peak 
 a=140  
b=400  
  

ml 
ml 
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مستخلص المائي الخام لزهرة الخطمي قبل  یوضح كمیة البروتین للراسب البروتیني الناتج من ال:)3(جدول 
 2.5(الهلامي في عمود الفصل ذي الأبعاد  تمریره في عمود الفصل و الأجزاء البروتینیة الناتجة من الترشیح

  )Sephadex G-100(سم والحاوي على الهلام من نوع ) 105× 

  نوع المستخلص
تركیز 
  البروتین

  )مل/ ملغم(

الحجم 
  )مل(الكلي 

كمیة 
ین البروت
  )ملغم(الكلي 

النسبة 
المئویة 

(%)  

كفاءة 
الفصل 
(%)  

الراسب البروتیني الناتج من المستخلص 
  100 10.5 3 3.5  المائي الخام لزهرة الخطمي

المفصول بتقنیة الترشیح ) a(الجزء البروتیني 
 38.8 4.08 102 0.04  الهلامي من مادة الراسب البروتیني

صول بتقنیة الترشیح المف) b(الجزء البروتیني 
 54.8 5.76 96 0.06  الهلامي من مادة الراسب البروتیني

93.6  

  

ْ م لمنــع )4(ان اســتخدام المــذیب العــضوي الاســیتون البــارد بدرجــة ) 3(لــوحظ مــن الجــدول 
عملیة المسخ واعتباره مرسب جیـد لقابلیتـه علـى الامتـزاج والتطـایر فـي درجـات حراریـة واطئـة، وقـد 

  ).14% (93.6لیة  كفاءة فصل عاأعطى
  

   الجزیئیة الأوزانتعین 
ـــــم  ـــــي تراوحـــــت إمـــــرارت ـــــوزن الجزیئ ـــــة بـــــین أوزانهـــــا مـــــزیج مـــــن المـــــواد المعلومـــــة ال    الجزیئی

ســـم والحـــاوي علـــى ) 105 × 2.5 (الأبعـــاددالتـــون  علـــى عمـــود الفـــصل ذي ) 204-2000000(
 البروتینیـــــة جـــــزاءللأ الجزیئیـــــة التقریبیـــــة الأوزانوذلـــــك لتقـــــدیر ) Sephadex G-100(الهـــــلام 

  ).4(وكما مبین في الجدول ) 36 وb) (35 وa(المفصولة 
 

 الجزیئیة وحجوم روغانها التي مررت وأوزانها یوضح المواد القیاسیة المعلومة الوزن الجزیئي :)4(الجدول 
  .Sephadex G-100)(سم والحاوي على الهلام ) 105X 2.5(على عمود الفصل ذي الابعاد 

الوزن الجزیئي   یةالمواد القیاس
  )دالتون(

لوغارتم الوزن 
  الجزیئي

  )مل(حجم الروغان 
)Ve(  

الحجم /حجم الروغان
  )Ve / Vo( الخالي

Blue dextran 2000000  6.30 59. 4 1.00 
Bovine serum 

albumin 67000 4.83 98 1.64 
Egg albumin 45000 4.65 110 1.85 

Insulin hormone 5750 3.75 250 4.20 
Tryptophan 204 2.30 410 6.90 

  
ً مقـسوما علـى الحجـم الخـالي الفـارغ Elution volume (Ve)وعنـد رسـم حجـوم الروغـان 

 لكـل مـادة مقابـل لوغـارتیم الـوزن الجزیئـي لهـا نلاحـظ ظهـور Vo (Void volume(مـن الحبیبـات 
التقریبیـة للاجـزاء  والذي من خلالـه تـم تقـدیر الاوزان الجزیئیـة (4)خط مستقیم كما موضح بالشكل 
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وعنـد اسـقاط قـیم حجـوم الروغـان للاجـزاء , والمفصولة بوساطة الترشیح الهلامـي) b وa(البروتینیة 
مــل علــى التــوالي مقــسوما علــى الحجــم الخــالي الفــارغ ) 400 وb) (140 وa(البروتینــة المفــصولة 

نـسبة حجـم الروغـان مل على منحنـي العلاقـة الخطیـة بـین ) 59.4(المساوي لـ ) Vo(من الحبیبات 
 للبروتینــات القیاســیة المعلومــة الــوزن الجزیئــي وتحــت (Ve/Vo)الــى الحجــم الخــالي مــن الحبیبــات 

) b وa( الجزیئیــة التقربیـة للاجــزاء البروتینیـة المفــصولة الأوزانتبــین بـان ) 4(نفـس الظــروف شـكل 
   -:انون الآتي وحسب الق. دالتون على التوالي) 282 و281838(لزهرة الخطمي تقع بحدود 

   120× عدد الاحماض الامینیة = الوزن الجزیئي للبروتین 
 متوســـط الـــوزن الجزیئـــي للاحمـــاض الامینیـــة القیاســـیة المـــستخدمة فـــي 120ویمثـــل الـــرقم 

) Tryptophan( حامـضا امینیــا بــدون الحامـضین الامینیــین التربتوفــان 18التحلیـل والبــالغ عــددها 
 هـــي) b و a(دد الاحمـــاض الامینیـــة التقریبیـــة للاجـــزاء البروتینیـــة لـــذا فـــان عـــ) Valine(والفـــالین 

  ).37 و36(فهو ببتید ) b(بروتین اما الجزء ) a(على التوالي وعلیه یعد الجزء ) 2 و2348≃(
  

٠

١

٢

٣

٤

٥

٦

٧

٨

0 1 2 3 4 5 6 7

Ve
/V

o
ن 

غا
رو

 ال
جم

ح
 /

غ  
فرا

 ال
جم

ح

Log (M.wt) لوغارتم الوزن الجزیئي

Trpryptophan

Insulin Hermon

Eggs Albumin

Blue dextran

Peak (a)

Peak (b)

Unknown peaks (a,b)

Standard

Bovine serum albumin

  
  )b و a( البروتینیة للأجزاءالمنحني القیاسي لتقدیر الوزن الجزیئي التقریبي ): 4(الشكل 

  :المصادر



 بسمة نافع نعیمي

85  

(1) Basch E.; Ulbricht C.; Hammerness P.; Vora M.; Marshmallow 
(Althaea officinali L.) monograph. J Herb Pharmacother. 3(3):71-
81 (2003). 

(2) Buechi S.; Vogelin R.; Von Eiff M.M.; Ramos M.; Melzer J.; Open 
trial to assess aspect of saftety and efficacy of a combined herbal 
coungh symp with ivy and thyme. Forsch Kompleme-ntarmed 
Klass Naturhelkd. Dec; 12(6):328-32 (2005). 

، دار الـشؤون 62، ص الأولـىالطبعـة " الاعـشاب الطبیـة"سعد الدین، شروق محمد كاظم  )3(
  ).1986(بغداد، / الثقافیة العامة 

(4) Blumenthal M.; Goldbreg A.; Brinckmann J.; Herbal Medicine: 
Expanded Commissin E Monographs. Newton, MA: Ingegrative 
Medicine Communications: 244-248 (2000). 

(5) Franz G.; Polysaccharides in pharmacy. Current applications and 
future concept. Planta Med.; 55:495-497 (1989). 

(6) Newall C.; Anderson L.; Phillipson J.; Herbal Medicines: A Guide 
for Health-CareProfessionals. London: Pharmaceutical Press:188 
(1996). 

(7) Brinker F. "Herb Contraindications and Drug Interactions". 2nd 
Ed. Sandy, OR: Eidetic Medical Publications,99 (1998). 

(8) Nosal’ova G.; Strapkov’a A.; Kardosov’a A.; Capek P.; 
Zathureck’y L.; Bukovsk’a E.; Antitussive aefion of ectraets and 
polysaccharides of Maosh Mallou (Althea officinalis L., var. 
robusta) [German]. Pharmazie.47(3): 224-226 (1992).. 

(9) Schulz V.; Hansel R.; Tyler V.; Rational Phytotherapy: "A 
Physicians’ Guide to Herbal Medicin". 4th Ed. Springer Berlin, 29, 
182 (2000). 

(10) Sutovska M.; Nosalova G.; Franova S.; Kardosova A.; The 
antitussive activity of polysaccharides form Althaea officinalis l. 
var. Robusta, Arctium lappa L. var Heokules and prunsupersisca 
L., Batsh. Bratisl Lek Listy,. (2):93-99 (2007).  

(11) Tomoda M.; Shimizu N.; Oshima Y.l; Hypoglycemic activity of 
twenty plant mucilages and three modified products. Planta Med; 
53:8-12 (1987). 

(12) Blumenthal M.; Busse W.R.; Goldberg A.. The complete 
commission E Monographs: Therapeutic Guide to Herbal 
Medicines. Boston, MA: Integrative Medicine Commu-nications. 
166-7 (1998). 



  ...التقدیر النوعي و الكمي للأحماض الامینیة للبروتین المعزول من زهرة الخطمي

86 

(13) Elmore, D.T. "Peptides and proteins". Cambridge University Press, 
USA. 1-24 (1968). 

(14) Whitaker, J.R. "Principle of Enzymology for the Food Science". 2nd 
Ed. Uni. California (1972).. 

(15) Schactele, G. R. and Pollack, J. K., A simplified method for the 
quantitative assay of small amount of protein in biological 
materials, Anal. Biochem., 51: 654-655 (1973).  

(16) Church, F. C.; H. E., Swais good; D. H. Porte; G.L. Catignani. 
Spectrophotometric assay using O-phthaldehyde for determination 
of proteolysis in milk and isolated milk proteins., J. Dairy Sci., 66: 
1219 (1983).  

(17) Clark, J. M.; Switzer, R. L.. "Expermintal Biochemistry" 2nd Ed. 
W.H. Freeman and company, San Francisco., 67 (1977). 

(18) Andrews, P. The gel-filtration behavior of proteins related to their 
Molecular weight over a wide range. J. Biol. Chem., 96(3): 595-
606 (1965). 

(19) Colawic, S. P.; Kaplan, N. O., "Methods in Enzymology". 
Acadcmic press New york and London. 6: 819 (1963).  

(20) Farmer E.; E. Uchytil; T. F. Helgcson; J. P.; Durbin R. D. 
Chromatographic, amino acid analysis of protein hyrolysed in 
polyacrylamide after removal of ammonia., J. chromatogra. 
23:115-117 (2006). 

(21) Miedel, M. C.; Hulmes, J. D.; Pan, Y. C,. Overview of hydrolysis 
methods, J. Biochem. Biophys. Methods. 18:37-52 (1989). 

(22) Moor, S.; Stain, W. H,. Chromatographic determination of amino 
acids by use automatic recoding equipment s. p. Colawic; N. O. 
kaplan, Method in enzymology 6: 819-831 (1963).  

(23) Kaiser, F. E.; Gerke, C. W.; Zumalt, R.W.; Kuo, K. C.. Hydrolysis 
Ion exchange clean up derivatization and quantitation by gas-liquid 
chromatography ,J. Chromatogr. 94: 113 (1974).  

(24) Moor, S.; Stain, W. H., Photometric ninhydrin method for use in 
the chromatography of amino acids J. Biol. chem. 176: 367-388 
(1948).  

(25) Soby, L. M.; Johnson, P., Determination of asparagines and 
glutamine in polypeptides using bis (1,1–trifluoroacetoxy) 
iodobenzen, Anal. Biochem. 113, 149-153 (1981). 

(26) Yano, J., Aso, K.; Tsugita, A.. Further study on gas phase acid 
hydrolysis of protein: Improvement of recovers for tryptophan, 
tyrosin and methionine., J. Bio. Chem. 108, 4:579-582 (1990). 



 بسمة نافع نعیمي

87  

(27) West, K.; Carbb, J. W. "In Techniques in Protein Chemistry" 
(Angeltti, r. H.,ed.) academic press, San Diago CA, 233-242 
(1992). 

(28) Michael, F. and Hans, W.L. Hydrolysis and amino acid 
composition analysis of proteins. J. Chromatogra. 826:109-134 
(1998). 

(29) Karen A.W.; Jeffrey, D.J.; John, W.C., "ABRF 96: Biomolecular 
techniques". Amino acid analysis tutorial, Improving the art and 
practice of amino acid analysis protein chemistry facility, 
California room, Holiday Inn Golden Gateway, San Francisco, CA 
(1998).  

(30) Todd, T.M.; Marable, N.L. and Kehrberg, N.L., Methionine 
sulfoxide determination ion after alkaline hydrolysis of amino acid 
mixtures, Model protein system soy products and infant formulas. 
J. food sci. 49, 6:1547-1551 (2006). 

(31) AoAc. Official method. Complete amino acid profile CAAP 
982.30E (a,b,c) chap. 45. 3.05 (2006). 

(32) Vauquelin, L.N.; Robiquet. P.J., Biotechnological production of 
amino acids and derivatives: current status and prospects. Applied 
microbiology and biotechnology 69(1):1-8 (2005).. 

(33) Garattini, S. Glutamic acid twenty years later. The J. Nut. 130 
(4554ppl). 901S-9S (2000). 

(34) Stegink, L.D., The aspartam storg amodel for the clinical testing of 
a food additive, the American J. Clini. Nut. 46 (suppl): 204-15 
(1987). 

(35) Skoog, D.A., "Principles of Instrumental Analysis" 6th Ed. 
Thompson Books/cole Belmont, CA. Chapt. 28 (2006). 

(36) Töpel, A., "Chemic und Physic" dr. Milch VEB Fachbuch verag 
leipzing (1976). 

(37) Ezzeddine, S.; Al-Khalidi, U., Ashort note on the molecular weight 
determination by gel filtration in minutes, Mol. Cell. Biochem. 
45:2: 127-128 (1981). 


