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والأقتران مع  الاكسدةباستخدام تفاعل الدم والادرار مصل  في البارا امينو ساليسميك اسدالتقدير الطيفي 
 Aldose Reductaseودراسة تثبيط انزيم  انتي بايرين-امينو-بارا

 اسماء هاشم شاكر
 ، تكريت ، العراق جامعة تكريت،  كمية التربية لمبنات،  قسم الكيمياء

 

 الممخص
امينفو  -بفارامف  الكافف  اقترانف  عمف  لمفاي  ذذ تعتمفد اوسفط  الفف   ك اسفد يالبفارا امينفو سالسفيملتقفدير جديفدة  طريقفة طيييفةوصف  البحث تضمن هذا 

 لمففوج افففدة امتصفان عنففد الطفول  أعمف  أظهففرتذايبفة ففف  المفاء  حمففراءليعطفف  صفب ة   وم يبوجفود العامففل المدكسفد بيرايففودات الصفودبففايرين  انتف 
بيففر ففف  الخطيففة وانطبففاق قففانون  كانففت حففدود طيييففا حيففث  البففارا امينففو ساليسففميك اسففد  تطبيففق الطريقففة المقترحففة بنجففاح لتقففدير أمكففن. يترنففانوم 615

 1-سففم .1-لتر.مفول 15658 مممتفر وكانفت اتمتصاصفية الموتريففة لمصفب ة الناتجفة  56مفايكروررام فف  حجفم نهففاي   611-11مفد  مفن التراكيفز مففن 

  -1211الخطف  النسفب  مفن  دقة وتوافق جيدة حيث تفراوح مقفدار  . أظهرت النتايج  الت  تم الحصول عميها  5-مايكروررام.سم 121151دل ودتلة سان
بنجففاح م تطبيففق الطريقففة المقترحففة . تففمسففتو  التركيففز(% اعتمففاداع عمفف   121516 ذلفف  12118  واتنحففرا  القياسفف  النسففب  مففن  % (+ 5256الفف  

مرضفف   دم المنقفف  جزييففاع مففن Aldose reductaseودراسففة تففا يرى عمفف  ت بففيط انففزيم  ك اسففد وبنجففاح عمفف  الففدم واتدرارير امينففو ساليسففمالبففالتقففدير 
وففففف  اتدرار بحففففدود  1112506ففففف  مصففففل الففففدم بحففففدود  Reactivity) ، حيففففث كانففففت نسففففبة اتسففففتعادية  المصففففابيين بالسففففكرو مففففن النففففوع ال ففففان 

 .(% 88 -16التركيز بين  تصاعدياع م   aldose reductaseسب ت بيط عم  انزيم بينما اعط  ن 1112555
 المقدمة

 هففففو عبففففارة عففففن مركففففب فينففففول  معففففو ك اسففففد يالبففففارا امينففففو سالسففففيم
 Sodium 4-amino-2-hydroxybenzoate dihydrate.) ذو 

يمتاز بكون  مسحوق ابفي   (C7H6NNaO3,2H2O  1صي   جزييية 
رم/مفففول 51125الففففكل وزنففف  الجزييففف  ي  مصفففير او ابفففالمفففون بمفففورو 

يففذوب بالمففاء بسففهول  وقميففل الففذوبان ففف  الكحففول ومففن الناحيففة العمميففة 
. حيففث يسففتخدم كمضففاد حيففوو لمففر   (5 تيففذوب ففف  كموريففد الم ميففين

 . (5 السل 
دو مففففن اهففففم التيففففاع ت العضففففوية ذات سففففاتقففففران الت كتعففففد تيففففاع ت 

. ويتضفمن هفذا التياعفل اء التحميميفةلكيميفالتطبيقات الواسعة خاصة فف  ا
مدكسفففد تحفففت ظفففرو   زدواج مفففادتيين عضفففويتيين بوجفففود عامفففلعفففادةع ا

ين المفواد ممفا يفددو الف  تكفو  لهفذىتياعل مناسبة . حيث تحصفل اكسفدة 
. وتعطفف  نففاتج ممففون يمكففن قياسفف  مركبففات وسففطية تتياعففل مفف  بعضففها

ممركبفففات العضفففوية ل   دير الكمفففطيييففاع واتسفففتيادة مفففن التياعفففل فففف  التقففف
 .(6،8 المختمية .

 (,57 طيييففففة بعففففدة طففففرق منهففففا سففففميك اسففففد يامينففففو سال وقففففد قففففدر البففففارا  
 NMRوتقنيففة   (11 وكروماتوررافيففا  (0  وكهرباييففة (8 متريففة رو وفمو 

 11) 
 .(81-15 وطرق اخر  

 ك اسفففد يلمبفففارا امينفففو سالسفففمالتقفففدير الطييففف   هفففذا البحفففث دراسفففة تضفففمن
انت  امينففو -بففاراواتقتففران مفف  كاففف   اتكسففدةطريففق  عففن دراربالففدم وات
 Aldose reductaseنففزيم ا ت بففيط كمففا تففم دراسففة تففا يرى عمفف   .بفايرين

الفذو المنق  جزيياع من دم مرض  المصابيين بالسكرو مفن النفوع ال فان  
 مالتففففف  تقفففففو (  1.1.1.21EC  زيمفففففات اتكسفففففدة واتختفففففزاليعفففففد مفففففن ان

بتحويففففل الكموكففففوز الفففف  السففففوربيتول وهففففو مففففن الطففففرق اتوليففففة تيفففف  
كمفففا يعفففد الخطفففوة اتوليفففة لبنفففاء اليركتفففوز مفففن  .(16 الكموكفففوز فففف  الجسفففم

وهفو مهفم فف  تحريفر  .G-6-phالكموكوز كما يعد مهم مسار مهم لبناء 

ان حويصففففف ت المنويفففففة والكبفففففد والمففففففيمة وخ يفففففا ففففففو لم ATPالطاقفففففة 
  تفم ,ومفن الم حفظ انف (15 وعدسة العين والسكرو والكريات الدم الحمفراء

بالعديفد مفن اتدويفة  Aldose reductaseانزيم  بع  الدراسات لت بيط
 .(18و15 

 الجزء العممي 
تففم اسففتخدام كففل مففن جهففاز مطيففا  ا فففعة فففوق  :المسززتخدمة الأجهزززة
 Ultraviolet Visible  Spectrophotometerوالمرييفة  البنيسفجية

(Spectronic 21 D)  مطيففا  اتفففعة فففوق البنيسففجية ة المرييففة ،
سففففم، 1باسففففتخدام خميففففة زجاجيففففة  -(Sentra5  ةذات الحزمففففة المزدوجفففف
، Water bath(، الحمففففام المففففاي  HR-200الميففففزان الحسففففاس     
 (. pH meter 3310من نففوع    pH meterجهاز الدالة الحامضية 

ان جميفف  المففواد الكيمياييففة المسففتخدمة ة المسززتخدمة :المززواد الكيميا يزز
 ,Merck, B.D.H مفن قبفل  ومجهفزةكانفت بدرجفة عاليفة مفن النقفاوة 

Fluka, Hopkin & Willams. 
 المحاليل المستخدمة:

-يكروغرام .مزلامز SAHD (2111)) امينو ساليسميك اسد-البارا .2

 رفرام مفن مسفحوق 121خفذ ب وذلفك  SAHDمن  مل 111 حضر( : 2
SAHD مل  111بالماء المقطر ف  قنينة حجمية سعة بت  اذذ و 

موترو وذلفك باخفذ  PAA (131849) )) امينو انتي بايرين -بارا .3
 111مل بالماء المقطر ف  قنينة حجمية سفعة  111ررام واذابت  بف 126
 .مل
 مولاري( 132محمول بيرايودات الصوديوم ) .4

ل الحجففم بالمففذيب واكمفف ميفف  المففاء المقطففر رففرام 521580ضفر باذبففة ح
 .مل  111نيس  ف  قنينة حجمية سعة 

 , Starch , Urea , NaCl : حضفرت المتفداخ ت  المتزداختت .5

Histdien , Leucine , Glutamice acid , Glugose , 

http://enzyme.expasy.org/EC/1.1.1.21
http://enzyme.expasy.org/EC/1.1.1.21
http://enzyme.expasy.org/EC/1.1.1.21
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Argenine , Albomin , Cholestrol , Alanin , Thiourea , 

NH4Cl , BaCl2  )  وذلففك باخففذ  1-مففايكروررام .مففل 6111بتركيففز
مففففل اكمفففل الحجففففم لمع مفففف   111رفففرام ففففف  قنينفففة حججميففففة سفففعة  126

 .بالماء المقطر
 بعد جم  العينات : التطبيقات 

باستخدام جهفاز الطفرد المركفزو لمفدة خمسفة دقفايق تم فصل الدم :  الدم
   .مل 56ف  قنينة حجمية سعة مل  1واخذ مصل الدم وذلك بسحب 

  .مل 56ب امل ف  قنينة حجيم  سعة بسح  ة: اخذت العين الادرار
مفن امصفال مرضف   (51و10  المنق  جزييفاع  aldose reductaseانزيم 

 .ادناى  (ج)يقة العمل ر بط المبين المصابين بالسكرو من النوع ال ان 
  طريقة العمل

 إعداد منحني المعايرة : . أ

 أضففييتمففل  56سففعة  حجميفف سمسففمة مففن قنففان   ذلفف  تففم اضففافة حجففوم
البففارا امينففو ساليسففميك مففل( مففن المحمففول القياسفف  6-1216 حجففوم مففن 

 PAAمفففل مفففن الكافففف   125و 1-مفففايكروررام .مفففل 111بتركيفففز  اسفففد
أكمففل و  مففوترو( 121بيرايففودات الصففوديوم  مففل  2مففوترو( و 0.0738 

بالمفاء المقطففر وقفيس اتمتصفان مقابففل  مفل( 56  الع مففة ذلف الحجفم 
 ألمفففوج عنفففد الطفففول  ايقدقففف 6ة بعفففد فتفففر  (Blank  المحمفففول الصفففورو

القياسف  الخطف  الفذو  المعفايرة ( منحنف 5الففكل  يبين  .نانوميتر 615
  611-11قفففففانون بيفففففر قفففففد اتبففففف  عنفففففد مفففففد  مفففففن التراكيفففففز  أنيظهفففففر 

مفل أو  56فف  حجفم نهفاي   الباراةامينو ساليسمك اسفد مايكروررام من 
ن بيفففر ويحصفففل انحفففرا  سفففمب  لقفففانو  1-مفففل ( مفففايكروررام.1.15-51 

 . ا عم  التركيزعند 
مصزل  البار امينو ساليسميك اسدتطبيق الطريقة المقترحة لتقدير  . ب

 الدم والادرار:

الففففدم عمفففف   البففففارامينو ساليسففففميك اسففففدطبقففففت الطريقففففة المطففففورة لتقففففدير 
مفففففن مفففففل (  8،  5, 125(وذلفففففك بنقفففففل  ففففف ث حجفففففوم مختميفففففة  واتدرار

لكفل مستحضفر الف  قنفان   (1-مفل مفايكروررام. 111المحمفول القياسف   
عنفففد تحضفففير  المتبعفففةق خطفففوات العمفففل يفففطبتو  مفففل  56سفففعة  ةحجميففف

 8 , 128 مختميففة منفف    لمحصففول عمفف     ففة تراكيففزالمنحنفف  القياسفف  
 6مفففرور بعفففد ية لهفففاس اتمتصاصفففاقيفففتفففم (  فففم 1-مفففل مفففايكروررام. 15،
 مففد ( 3يبففين جففدول رقففم   .نففانوميتر 615 لمففوج اعنففد الطففول  ايقدقفف
الطريقففة المطفففورة ة وتواففففق النتففايج التففف  تففم الحصفففول عميهففا بتطبيفففق دقفف

 المستحضفففففرات الصفففففيدتنية حيفففففث بمففففف  مفففففد  اتسفففففتعادية بفففففين لتقفففففدير
 111- 11128)%. 
 ALDOSEعمززززي ثبززززيط انزززززيم SAHD . دراسززززة تزززز ثير الزززززج

REDUCTASE  المنقززززي جز يززززاا مززززن امصززززال مر ززززي المصززززابين
 :بالسكري من النوع الثاني

حيفث   Aldose reductaseفف  ت بفيط انفزيم  SAHDة تفا ير تم دراس
 Aldose reductase  انفففزيم الت بيطففف  عمففف  فعاليفففة ىاظهفففرت تفففا ير 

تفففم قيفففاس فعاليفففة حيففث  .مففف  مفففوتر( م 51و 8و 8و 5و  1 (كيففز راوبت
 Selma Hayman & Jin .H . Kinoshitaاتنفزيم وففق طريقفة 

 10)  

 Phosphate Buffer 6.2 = pH ول مفنظم اليوسفياتمفباسفتخدام مح
 TPNH) triphosphopyridineو Lithium sulfate  0.40 Mو

nucleotide)5X 10
-5  M  و محمففففففول اتنففففففزيم  وDL- 

glyceraldehydes 5X 10
 ففم مففل مففاء مقطففر و  5واكمففل الحجففم  4-
ميتر المنقففففففف  مففففففن امصفففففففال المرضففففففف  نفففففففانو  581تقففففففرأ اليعاليفففففففة عنففففففد 

   المنقفف  جزييففاع باتعتمففاد عمفف  طريقففة المصففابيين بالسففكرو النففوع ال ففان
Sorenson & Ludvigson   51)  اخففذ اتنففزيم المنقفف  التفف  ,حيففث

تنقيت  بعدة خطفوات اولهفا بالترسفيب بكبريتفات اتمونيفوم   فم اليفرز تمت 
ليففتم الحصففول الفف  درجففة ال فففاي   ففم تففم اسففتخدام تقنيففة التبففادل اتيففون  

 نزيم .عالية من النقاوة للأ
مفففل حجفففوم  56اضفففي  الففف  سمسفففمة قنفففان  حجميفففة سفففعة : اختتالمتزززد

مفل وطبقففت خطفوات العمفل المتبعفف  ( 5,  126, 1,  126متسمسفمة مفن  
,  111عنففففد تحضففففير المنحنفففف  القياسفففف  الخطفففف  عمفففف  اربعففففة تراكيففففز  

 م تم قياس اتمتصاصفية بعفد  1-( مايكروررام .مل811,  511,  511
( مفففد  5وميتر يبفففين الجفففدول  نفففان 615دقفففايق عنفففد الطفففول المفففوج   6

 المتداخ ت عم  الطريقة  تا ير
 النتا ج والمناقشة 

 ك اسفففد يلمبفففارا امينفففو ساليسفففم اعتمفففد العمفففل الحفففال  عمففف  التقفففدير الكمففف 
ك اسفففد مففف  بفففارا امينفففو انتففف  بفففايرين بوجفففود يالبفففارا امينفففو سالسفففيمبتياعفففل 

لفففون  اتذ ةذايبففف صفففب ةيتكفففون  العامفففل المدكسفففد بيرايفففودات الصفففوديوم 
عنفففد (λmaxامتصفففان   أعظفففم الصفففب ة المتكونفففةاظهفففر طيففف   .احمفففر

نففانوميتر ففف  حففين لففم يظهففر المحمففول الصففورو أو  615طففول مففوج  
 يسففتقرالنففاتج الممففون  أنلففوحظ و  أعفف ى, لمففوج اامتصففان عنففد الطففول 

 (.1 كما مبين ف  الفكل  ايقدق 6بعد فترة زمنية 
اسفتخدام  فف   ذمكانيفة جفل قتفرح الممتياعفل لتم دراسفة الظفرو  الم مف  

، ميك اسفديامينفو سالسف لتقدير البار وحساسة بسيطةتطوير طريقة طييية 
باسفففتعمال محمفففول ذو  PAP مكافففف ل كميفففةأفضفففل  دراسفففة تحيفففث تمففف
 ( مفل1.6-125  حجوم مختمية منف  وبإضافة( موترو 0.0738  تركيز

لبيريفففودات  العامفففل المدكسفففد كميفففةال تففف  يردرس  و (5كمفففا فففف  الففففكل  
 بعفففد ذلفففك  .(5الففففكل  ( مفففل 125-125بفففين   مفففوترو( 121الصفففوديوم  
التياعفل  ذجفراءوفف  النهايفة تفم  pHتا ير الرقم الهيدروجين  تمت دراسة 

 15  عنفد درجفات حراريفة مختميفة ذليهفاالت  تم التوصل   رو ظالتحت 

- 45 ºC ) ارة المختبفر ر درجة ح انولوحظ ºC25)  وكمفا  ا فضفل هف
 .(8بين ف  الفكل رقم  م

مفففل مفففن  0.8اسففتعمال  أن ذليهفففاأظهففرت نتفففايج دراسففة العوامفففل المفففار 
امتصاصففففية لمصفففففب ة المتكونفففففة لفففففذلك   اعمففففف أعطففففف محمففففول الكافففففف  
 محمففولمفل مفن  1.5 ذضفافةوان بالتجفارب ال حقففة اسفتخدم هفذا الحجفم 
أفضفل قيمفة لمدالفة  وان  اعطف  اعمف  امتصاصفية بيرايودات الصفوديوم 

 النتفففففايج أفضفففففل وأعطفففففت ( لمحمفففففول التياعفففففلpH =5215الحامضفففففية  
 .(6والمبين ف  الفكل  
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 ( تاثير الزمن عمي شدة الامتصاصية2شكل )

 

 
 ( الحجم الامثل لمكاشف مقابل الامتصاصية3شكل )
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 ( الحجم الامثل لمعامل المؤكسد مقابل الامتصاصية4شكل )

 

 
 بل الامتصاصية( تاثير درجة الحرارة مقا5شكل)

 

 
 عمي شدة الامتصاصيةpH) ( تاثير الدالة الحام ية )6شكل رقم)

 

 طيف الامتصاص النها ي:
المحضفففرة تحفففت الظفففرو    ةالممونفففتسفففجيل طيففف  محمفففول الصفففب ة تفففم 

حيفث نفانوميتر  511 -811مفد  بفين لمقابل المحمفول الصفورو الم م  
 المفوج لطفول ا ذن ( (6ففكل   لطيف  الفذو تفم الحصفول عميف  يظهر ا
 :نانوميتر  615امتصان هو   عم 

 
 

 

 
 SAHD( طيف الامتصاص النها ي لمز6شكل)
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 :منحني المعايرة
رت عمميفففة قيفففاس اتمتصاصفففيات هفففاظالظفففرو  الم مففف  لمتياعفففل  تحفففت

ان النتفايج  البارا امينفو ساليسفمك اسفد لمحاليل تحوو كميات مختمية من 
  51 – 125لقفففففففانون بيفففففففر عنفففففففد مفففففففد  مفففففففن التراكيفففففففز بفففففففين   خضففففففف  ت

تفففم حسفففاب  . وقفففد(7مبفففين فففف  الففففكل   هفففو كمفففا(  1-مفففل مفففايكروررام .
سففففففاوو يلمصففففففب ة الناتجففففففة ووجففففففد انفففففف   المففففففوترو تصففففففانمعامففففففل اتم

دتلفففففففففة سفففففففففاندل تسفففففففففاوو كانفففففففففت و  1-. سفففففففففم1-( لتفففففففففر. مفففففففففول15658 
 .5-سم مايكروررام. (12115110 

 

 
 SAHDمنحني القياسي الخطي لتقدير  :(7الشكل )

 

 توافق الطريقة ودقتها 
 ف   ك اسديالبارا امينو سالسيمودقتها لتقدير  تمت دراسة توافق الطريقة

 

 

(  15,  8و  128  هفف  تراكيففزال مسففتويات مففن ةل   ففو القياسفف   محمولفف 
.(1   الجفففدول رقفففم ولسفففت تكفففرارات كمفففا مبفففين فففف  1-مفففايكروررام. مفففل

 (: نتا ج توافق الطريقة ودقتها 2جدول )
Taken Conc. 

(ppm) 

Found Conc. 
(ppm)  Average 

Recovery 
(%) 

Error 

(%) 
S.D R.S.D 

(%) 
139 12505 00211 1211- 1211565 128855 

9 82505 115256 +5256 121516 125516 

27 152188 1112156 +12156 121881 12656 
 

 (5كما مبين ف  الجدول   المركب الناتج متداخ ت : تم دراسة ت  ير بع  المتداخ ت عم  فدة امتصان ال
 

 SAHDالز  استرجاعية ( ت ثير المتداختت عمي 3جدول رقم )

Recovery (%) of SAHD 
per µg foreign compound added 

Foreign compound 

811 511 511 111 
1112556 115211 111.5 1112556 Starch 

1112115 1112158 1112158 1112850 Urea 

1112118 1112556 111215 111256 NaCl 

1112565 1112565 111256 1112555 Histden 

00256 00251 082511 002655 Leucin 

06210 082588 062588 08255 Glutamic acid 

1112118 1112158 111206 111206 Glugose 

052185 05.805 05265 05215 Argenine 

052508 052088 052655 052588 Albomin 

052155 05205 002655 11121556 Cholestrol 

1112858 1112065 1112158 11121155 Alanin 

062551 062551 062551 062150 Thiourea 

00265 08265 1112586 111256 NH4Cl 

111256 1112115 1112065 1112556 BaCl2 
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 :التطبيقات

 وبنجاح وبنسب  عم  الدم واتدرار ةلمقترحاطبقت الطريقة  .1

اسففتعادية عاليففة يمكففن اعتمادهففا ففف  الدراسففة حيففث تففم الففتمكن مففن  .5
 .(5(كما مبين ف  الجدولفيهما    SAHDتقدير 

 

 ( نتا ج تطبيقات الطريقة المقترحة عمي مصل الدم والادرار4جدول رقم )
 التطبيقات

preparation 

Amount Recovery (%) 

Conc. of SAHD 

(µg/ml) 

Found conc.Averag 

(ppm) 

Each 

assay 

Average 

Blood (serum) 0.8 0.816 102.000 101.395 

8 8.147 101.837 

16 16.056 100.35 

urin 0.8 0.780 97.5 100.776 

8 82565 1152511 
16 152551 1112551 

 

 Aldose reductaseعمف  ت بفيط انفزيم  SAHDتفم دراسفة تفا ير  .5
حيففث ،  ( وايجففاد النسففبة الميويففة لفف 8ففف  الجففدول   ةمبينففوالنتففايج ال

  Aldose reductaseالت بيطف  عمف  انفزيم  SAHDلوحظ تف  ير 
المنق  جزييا من امصفال مرضف  السفكرو النفوع ال فان  حيفث تفزداد 

  عنففففد لففففذا يجففففب التنبيفففف SAHDنسففففبة الت بففففيط طرديففففا مفففف  تركيففففز 
وقففد بففين الفففكل  اسففتخدام  لففد  مرضفف  السففكرو لعممفف  الت بيطفف .

( عمف  SAHD( مد   ا ير اضافة تراكيفز متزايفدة مفن الم فبط  8 
 فعالية اتنزيم .

 

 بتراكيز مختمفة  SAHD بوساطة   Aldose reductaseالنسبة الم وية لتثبيط انزيم  (5جدول )
Inhibition % [ Inhibitor m M] 

20 mM 8 mM 4 mM 2 mM 1 mM 
84 62 43 29.5 16.5 SAHD 

 

 
 Adose reductaseعمي فعالية انزيم  SADH( تاثير ا افة الز9شكل )
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Spectrophotometric Determination of para aminosalicylic acid in Serum 

Blood and Urin By Oxidative Coupling With 4-Amino Antipyrine and 

Study The Inhibition of  Aldose Reductase Enzyme 
Asma'a H. Shakir 

Department of Chemistry, College of Education for Women, Tikrit University , Tikrit , Iraq 

 

Abstract  
This work includes a new spectrophotometric method for the determination para aminosalicylic acid in aqueous 

medium based on the oxidation by  NaIO4 and coupling with 4-Amino Antipyrine producing a red dye soluble in 

water  and of גmax of 516 nm. The proposed method could be applied successfully for the determination of para 

aminosalicylic acid, with a molar absorptivity of 17568 L.ml 
-1

. Cm 
-1

 and the Value of Sandell's sensitivity 

0.0120 μg.cm 
-2

. The results showed good accuracy and compatibility with Value of the relative error (1.00- 3.65 

+) % relative standard deviation of (0.008 to 0.1305)% depending on the level of concentration. The application 

of the proposed method Show that the Beer's law is obyed range of concentrations of 10-500 μg in a final 

volume of 25 ml. The new method  was used for estimation of para aminosalicylic acid in  Serum and urine, and 

study it's  effect to Aldose reductase  which partially purified from sera of patients with type II diabetic mellitus. 

The results indicate that reactivity perentaye were 101.395 in serum and  100.776 in urine, while the inhibition 

percentage for aldose reductase were increased with increasing of inhibitor concentration  (16-84)% . 
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