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 الخلاصة
من بعض العينات السريرية للمرضى  وتشخيصها للة للبروتين والمنتجة لانزيم البروتيزعزل وتشخيص البكتريا المح لغرضنفذت هذه الدراسة     

 الرمادي ، وتحديد الظروف المثلى لإنتاج إنزيم البروتيز وتنقيته ودراسة خصائص الإنزيم والظروف المثلى لعمله.مدينة المراجعين لمستشفيات 
ووسط الجكليت اكار واكار الدم ووسط الجيلاتين الصلب فضلا عن الفحوصات  للعزل اوساط زرعية مثل وسط اكار الماكونكي عملواست

 وسط الجيلاتين الصلب ووسط مسحوق قرون الاغنام عمالاختبرت قابلية العزلات على انتاج انزيم البروتيز باستو المورفولوجية والكيموحيوية ، 
 .pالعزلة المحلية  انتخبت، اختلاف في كفاءة هذه العزلات يم البروتيز مع وجود وتميزت العزلات بقدرتها على انتاج انز  ووسط مسحوق كوالح الذرة

aeruginosa   مضادات الحيوية ، واظهرت العزلة مقاومة الفي مقاومة واختبرت كفأتها   .لأنها الاكفأ في انتاج الانزيمالمعزولة من الحروق
مضادات البيتا لاكتام والتتراسايكلينات ومجموعة الامينوكلايكوسيد ، الا انها كانت  سيماولاالدراسة ،  المستعملة فيالمضادات الحيوية  لأغلب

وحددت الظروف المثلى لإنتاج انزيم البروتيز ، اذ كان الوسط الزرعي مسحوق قرون الاغنام ، ذو الاس الهيدروجيني  حساسة لمضاد الببراسلين .
أظهرت الخطوات و  مْ هي افضل الظروف لإنتاج الانزيم . (32)ساعة في  (24)حضن لمدة خلية / مللتر مع ال x 1)  6 (10، والملقح بـ (7)

-80بالترسيب بملح كبريتات الامونيوم بنسبة إشباع تراوحت بين) P. aeruginosaالمتسلسلة تنقية إنزيم البروتيز المنتج من العزلة المحليـة 
مرة وحصيلة 1.60 وحدة/ملغم بعدد مرات تنقية  32.03عالية نوعية قدرها هي الأفضل في الترسيب إذ أعطت ف %60( وان النسبة 20%

إلى زيادة نقاوة الإنزيم إذ ارتفعت الفعالية  DEAE-Cellulose، وأدى إمرار المحلول الإنزيمي على عمود المبادل الأيوني %33.69إنزيمية
. جمعت الأجزاء التي أظهرت فعالية إنزيمية عالية %35إنزيمية مرة وبحصيلة 2.89وحدة/ملغم وعدد مرات تنقية إلى  57.68النوعية إلى 

وحدة/ملغم وعدد 34.87أعطت هذه الخطوة فعالية نوعية Sephadex-G200وأخضعت لعملية الفصل بطريقة الترشيح الهلامي بعمود هلام 
قم الهيدروجيني الأمثل ودرجة الحرارة المثلى لفعاليته نتائج توصيف الإنزيم ان الر  بينتو .%32.16مرة وحصيلة إنزيمية مقدارها 1.74 مرات تنقية 

 .حضنه عند الرقم الهيدروجيني ودرجة الحرارة أعلاه عندم على التوالي، وأعطى الإنزيم أعلى فعالية إنزيمية  45و  6.5بلغت 
_ انتاج وتنقية الانزيمتيز_ بكتريا الزائفة الزنجارية انزيم البرو  : كلمات مفتاحية  

 
 دمـةالـمـقـ

تحتل صـناعة الإنزيمـات الميكروبيـة مكانـار بـارزار فـي عـالم 
الأحيــاء المجهريــة الصــناعية وقــد وصــلت هــذه الصــناعة إلــى مســتوى 
رفيع في كثير من بلدان العالم المتقدمة. وهنالـ  عـدة اعتبـارات يجـب 
مراعاتهــا لضــمان نجــاج إنتــاج الإنزيمــات بوســاطة الأحيــاء المجهريــة 

يئــة غذائيــة مناســبة لنمــو الكــائن المجهــري لإفــراز فمــثلا يجــب تــوافر ب
الإنزيم والوصول بهِ إلى أفضل الظروف وان يتوافر كـائن مجهـري لـه  
قـدرة عاليـة علـى انتـاج الإنـزيم، ومـن المفضـل ان يحتـوي المستحضـر 
الإنزيمــي ذو الأصـــل الميكروبــي علـــى الإنـــزيم المعنــي منفـــردار أو مـــع 

مــــات الأخــــرى المصــــاحبة لــــه لان وجــــود كميــــة قليلــــة جــــدا مــــن الإنزي
وجودها ربما يسبب بعض المتاعب عند اسـتعمال الإنـزيم فـي المجـال 

 (.6التطبيقي )
يعــد إنــزيم البروتيــز مـــن الإنزيمــات ذات الانتشــار الواســـع  

تفاعلات التحلل المـائي التـي تحطـم جزيئـات في الطبيعة والذي يحفز 
تحليـــــل الأصـــــرة  يحفـــــزإذ البـــــروتين الـــــى ببتيـــــدات وأحمـــــاض أمينيـــــة 

(. 2الببتيدية للبروتينـات فـي مواقـع مختلفـة وتحـت ظـروف مختلفـة  ) 
مختلفـــة،  وتوجــد إنزيمـــات البروتييـــز بكثــرة فـــي الطبيعـــة وفــي مصـــادر

وتعد الأحياء المجهرية المتمثلة بالبكتريا والفطريات والخمائر من أهـم 
نيـــــة المصـــــادر المنتجـــــة لمنزيمـــــات المحللـــــة للبروتينـــــات وذلـــــ  لإمكا

الســـيطرة علـــى إنتاجهـــا مـــن خـــلال ســـهولة الســـيطرة علـــى البيئـــة التـــي 
تنمــو فيهــا وســهولة تطــوير إنتاجهــا بوســاطة تقنيــات الهندســة الوراثيــة 
فضـــــلار عـــــن مقـــــدرتها علـــــى النمـــــو الســـــريع فـــــي الأوســـــاط الغذائيـــــة 

ـــة أكثـــر  (2)الرخيصـــة ،كـــذل  كمـــا وتعـــد بعـــض الإنزيمـــات الميكروبي
لإنزيمــات المستخلصـة مــن النباتــات والحيوانــات، اسـتقرارار مــن مثيلتهــا ا

 (.  3كذل  فان إنتاجها يكون أكثر سهولةر وأكثر أمانار )
 المواد وطرائق العمل 

  جمع العينات
( عينـــة ســـريرية مـــن مختبـــرات مستشـــفى 70) خـــلال الدراســـة  جمعـــت

الرمــــــادي التعليمــــــي العــــــام ومستشــــــفى الرمــــــادي التعليمــــــي للنســــــائية 
هذه العزلات من عدة حالات )جـروج ،حـروق ،ادرار والاطفال وكانت 
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ــــى  بعــــض  ،خــــروج (  وبعــــد عمليــــة الجمــــع نميــــت هــــذه العينــــات عل
الاوســاط الزرعيــة مثــل وســط المــاكونكي اكــار والجكليــت اكــار واكــار 

ولـوحظ بعـدها  مْ  37ساعة  وبدرجة حرارة  24الدم ويتم حضنها لمدة 
ت فـي انابيـب حاويـة حالات النمو ومن ثم اخـذت هـذه العـزلات وحفظـ

علــــى وســــط المــــرق المغــــذي مضــــاف اليــــه الكليســــرين ووضــــعت فــــي 
 الثلاجة لحين الاستخدام .

     للبروتين المحللةعزل البكتيريا 
لغرض عزل البكتريا المحللة للبروتين والمنتجة لأنزيم 
البروتيز زرعت ونميت جميع العزلات التي حصلنا عليها في مراحل 

وسط الجيلاتين الصلب وبطريقة التخطيط على العزل الاولية على 
ساعة 24مْ ولمدة  37الوسط الزرعي الصلب وحضنت بدرجة حرارة 

بعدها لوحظ النمو على الاطباق اذ نمت الغالبية العظمى من 
– Subالعزلات على هذا الوسط . أعيدت تنقية العزلات 

Culturing  وسط للتأكد من أنها محللة للبروتين بزراعتها على ال
سم في المركز)وسط الطبق(  1نفسه اعلاه داخل دائرة قطرها 

ساعة .وكشف بعدها عن  24( مْ ولمدة 37وحضنت بدرجة حرارة )
صفة تحلل البروتين بقياس قطر نمو المستعمرات وباستعمال كاشف 

حول المستعمرة بعد اضافة الكاشف  ان تكون هالة شفافة، فريزر
دل على مقدرة البكتريا المدروسة وتركه بضعة دقائق ثم سكبه ، ي

على تحلل البروتين وانتاج انزيم البروتيز ، وقطر الهالة يعبر عن 
مدى فعالية البكتريا على انتاج هذا الانزيم . ثم انتخبت العزلة 
 البكتيرية الاكفأ في تحلل البروتين لاستخدامها في التجارب اللاحقة.

البروتيز على الأوساط  انتخاب أكفأ عزلة بكتيريا منتجة لإنزيم
 المحلية الصلبة وأفضل مصدر نتروجيني محلي .

لتحديد أكفأ عزلة بكتيريا منتجة لإنزيم البروتيز وأفضل 
مصدر نتروجيني محلي للبكتيريا المنتجة لمنزيم، فقد استعمل 
مصدران بروتينيان محلييان هما مسحوق قرون الاغنام ومسحوق 

ل تجفيف كل منها عند درجة كوالح الذرة ، إذ حضرت من خلا
ساعة في الفرن الكهربائي ثم طحنت ونخلت 48 مْ لمدة  70حرارة 

مايكرون. مزج كل من هذين المصدرين  40بمنخل سعة ثقوبه 
المحليين مع مكونات الوسط وعقمت ومن ثم صب الوسط في 
اطباق وبواقع ثلاثة مكررات  لكل مصدر . زرعت العزلة تحت 

سم في 1 الاوساط بطريقة زراعة دائرة قطرها الدراسة على هذه 
 .ساعة  48(مْ ولمدة 37مركز الطبق وحضنت بدرجة حرارة ) 

 تشخيص العزلة المنتخبة 
أجريت تشخيص العزلة التي اختيرت كأفضل عزلة بكتيرية     

 9))  ;  (4 )محللة للبروتين اعتمادا على عدد من المراجع العلمية  
شخيص على ملاحظة المواصفات الزرعية وقد اشتملت فحوصات الت

 العزلةوالمجهرية ونتائج الاختبارات الكيموحيوية والتي بينت ان هذه 
  P. aeruginosaبكتريا  تحمل صفات

 .فحص الحساسية للمضادات الحيوية 
 -وكالاتي :  (5).استعملت طريقة الاقراص الورقية وكما وردت في 

  النقيــة المنمــاة علــى نقلــت عــدد مــن المســتعمرات البكتيريــة
( درجـــة مئويـــة 37وســـط الاكـــار المغـــذي والمحضـــونة بــــ )

  ( مــــل مــــن محلــــول الملــــح الفســــلجي5لمــــدة ســــاعة الــــى )
لتهيئــــة عــــالق بكتيــــري ذي عكــــوره مســــاوية تقريبــــا لعكــــورة 

 محلول ثابت العكرة القياسي .

  نشــرت خلايــا العــالق البكتيــري علــى وســط اكــار مــولر– 
طنيــة معقمــة ، غمــرت بالعــالق هنتــون باســتعمال مســحة ق

البكتيــري ثــم ضــغطت علــى جوانــب الانبوبــة للــتخلص مــن 
المحلــول الفــائض ونشــرت بعــدها المســحة بعــدة اتجاهــات 

 وبشكل متجانس .

 ( دقيقــــة بدرجــــة حــــرارة الغرفــــة 30تركــــت الاطبــــاق لمــــدة )
بعــــدها وزعــــت اقــــراص المضــــادات الحيويــــة علــــى ســــطح 

قـــــرص واخـــــر  ( ملـــــم بـــــين22الاطبـــــاق وتركـــــت مســـــافة )
 ( ملم عن حافة الطبق .24و)

 ( ســـــــاعة ، 24ْ( م لمـــــــدة )37حضـــــــنت الاطبـــــــاق فـــــــي )
وســجلت النتــائج بقيــاس قطــر منطقــة التثبــيط بــالملم حــول 
كل قرص ثم قورنت بالجداول العالمية للمعـدلات القياسـية 

 ( .6لاقطار مناطق التثبيط للمضادات الحيوية ) 

 م . تحديد الظروف المثلى لإنتاج الانزي
 تحديد الوسط الزرعي الامثل لانتاج انزيم البروتيز .

استعمل الوسط الحاوي على مسحوق قرون الاغنام 
 والذي تبين أنه أفضل مصدر نتروجيني محلي لإنتاج إنزيم البروتيز

لتحديد العوامل المؤثرة في إنتاج الإنزيم في في الوسط الصلب 
مللتر وضع  250 ة الوسط السائل، باستعمال دوارق مخروطية سع

مللتر من الوسط وعقمت في المؤصدةْ . لقحت  100في كل منها 
والتي  P. aeruginosaالاوساط في الدوارق بعد تبريدها بالعزلة 

انتخبت كأكفأ عزلة منتجة لمنزيم وحضنت في الحاضنة الهزازة 
دورة /دقيقة  باستعمال معايير مختلفة شملت درجة 150بسرعة 

م الهيدروجيني والمصادر النيتروجينية وتركيزها وظروف الحرارة والرق
 التهوية ومدد الحضن . 

 تحديد تركيز اللقاح الامثل لانتاج انزيم البروتيز 
 اتبعت الخطوات الاتية لتحديد تركيز اللقاج الامثل وهي :     

  لقح وسط المرق المغذي بالعزلةP. aeruginosa  ،
 . ساعة (18)مْ لمدة  (37)وحضن في 

  قيست الامتصاصية للمزروع البكتيري على طول موجي
 نانوميتر . (600)

  (0.1)حضرت سلسلة تخافيف عشرية للمزروع ، ونشر 
مل من كل تخفيف على سطح وسط الاكار المغذي 

حسبت عدد و ساعة  (24)مْ لمدة  (37) عندوحضن 
الخلايا في المليلتر الواحد ، ثم حضر لقاج منه بتركيز 

 خلية /مل . 10) 10-8 3(
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  (0.5)بإضافة  مل من وسط الانتاج الامثل (50)لقح 
مْ في حاضنة  (37)مل من كل تركيز وحضنت في 

 هزة / دقيقة . (150)ساعة وبسرعة  (24)هزازة ولمدة 
  نبذ المزروع البكتيري ، وقدرت فعالية الانزيم وتركيز

 البروتين في راشح المزرعة .
 تأثير الرقم الهيدروجيني :

دل الرقـــــم الهيدروجيني  لوسط النمو باستعمال محلول عـ
مولاري ومحلول حامض  1هيدروكسيد الصوديوم بتركيز 

مولاري للحصول على كل من الارقام  1الهيدروكلوري  بتركيز 
 8.0و   7.5و 7.0و 6.5 و   6.0و5.5 و 5.0الهيدروجينية الآتية )

الإنزيم في الوسط السائل لتحديد الرقم الهيدروجيني الامثل لإنتاج  (
للعزلة المراد دراستها ، ثم قدرت الفعالية الإنزيمية وثبت الرقم 

 الهيدروجيني الأمثل للمراحل اللاحقة.
 . استخلاص الانزيم

ـــاع اســـتخلص انـــزيم البروتيـــز  ـــة المنتخبـــة وباتب المنـــتج بواســـطة العزل
 : كما يأتيالظروف المثلى لمنتاج 

  مــــن التركيــــز الامثــــل  (1%)لقــــح وســــط الانتــــاج باضــــافة
مْ فـي الحاضـنة الهـزازة   (37)،وحضـن فـي  وءةللعزلة الكف

 ساعة . (24)دورة / دقيقة ( لمدة  (150
 ( دورة/  8000نبذ المـزروع البكتيـري بمنبـذة مبـردة بسـرعة

 دقيقة . (20)دقيقة ( لمدة 
  جمـــــع الراشـــــح فــــــي قنـــــاني معقمـــــة وقــــــدرت لـــــه الفعاليــــــة

   تينالانزيمية وتركيز البرو 
 تنقية الانزيم .

تمـــت تنقيـــة الانـــزيم بطريقـــة تضـــمنت الترســـيب بكبريتـــات 
-DEAEالامونيوم  ثم اسـتخدم المبـادل الايـوني السـالب 

Cellulose   تلى ذل  الترشيح بهـلامSephadex G-
200 

 توصيف إنزيم البروتيز المنقى جزئياً .
 درست بعض صفات انزيم البروتيز المنقى جزئيا وهي : 

 ن تأثير الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية الإنزيم .تعيي
حضـــرت مـــادة التفاعـــل فـــي محاليـــل دارئـــة مختلفـــة الـــرقم 

ـــــول المـــــنظم  ـــــدروجيني وباســـــتعمال المحل  Tris-HClالهي
مـــــــــــولاري ، حضـــــــــــرت محاليـــــــــــل بأرقـــــــــــام  0.2بتركيـــــــــــز 

 8.5و 8.0و 7.5و 7.0و  6.5و  6.0هيدروجينيــــــــــــــــة 
لكــل رقــم هيــدروجيني  بعــدها قــدرت فعاليــة الإنــزيم  9.0و

 ثم ثبت الرقم الهيدروجيني الأمثل للفعالية.
 تعيين تأثير درجة الحرارة المثلى لفعالية الإنزيم .

قـــدرت فعاليـــة الإنـــزيم المنقـــى جزئيـــار عنـــد درجـــات حـــرارة 
( 60( مْ ولمــــدة حضــــن )28-44مختلفـــة تراوحــــت بـــين )

دقيقـــة وعنــــد الــــرقم الهيــــدروجيني الأمثــــل ثــــم ثبتــــت درجــــة 
 حرارة المثلى لفعالية الإنزيم.ال

 النتائج والمناقشة
 عزل البكتيريا المحللة للبروتين

ار زرعت العينات على اوساط زرعية مختلفة منها وسط الاك    
المغذي ووسط اكـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــار الماكونكي ووسط اكار الدم ووسط 

 صلب كمرحلة اولية فيالجوكليت اكار ووسط الجيلاتين ال
( عزلة 91( عينة سريرية نمت )07اذ من مجموع )التشخيص 

  مت عليهتفاوتت من حيث قابلية النمو وقطر التحلل للوسط الذي ن
 كفاءة العزلات البكتيرية المنتخبة فــــــي إنتاج إنزيم البروتيز .

 B1و  S2ذات الرمز المحلي  العزلتينأظهر النتائج ان 
ت المحللة للبروتين والمنتجة لإنزيم البروتيز إذ تراوج  افضل العزلا

( 3 , 3.5قطر المنطقة الشفافة لهذه العزلات البكتيرية على التوالي )
عزلة بكتيريا ذات كفاءة  90( ، وحصل على 2و 1سم صورة )

سم، واهملت بقية  (0.5)ضعيفة في تحليلها للبروتين ذات قـــــطر 
ي قطر للتحلل . اختيرت العزلة ذات الكفاءة ا العزلات لأنها لم تعطِ 

نتاج انزيم البروتيز وهي العزلة ذات  العالية في تحليل البروتين وا 
 .لأجراء الدراسة عليها B1الرمز المحلي 

 

              
             .B1 Pة الشفافة للعزلة المحلية تبين قطر المنطق (2)صورة رقم              S2تبين قطر المنطقة الشفافة للعزلة المحلية  (1)صورة رقم 

  على وسط الجيلاتين الصلب aeruginosa                                                      على وسط الجيلاتين الصلب
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غربلة العزلات في الاوساط الصلبة حسب المصدر 
اظهرت النتائج وجود اختلاف في قابلية العزلة  : النتروجيني

حسب نوع بالمنتخبة في انتاج الانزيم وتحليل المصدر النتروجيني 
المصدر المحلي المستعمل ، وكان أفضل مصدر نتروجيني هو 
مسحوق قرون الأغنام الذي اعطى اعلى معدل قطر تحلل المنطقة 

 .( 3B ) ،Aرقمسم صورة  (3.5)الشفافة للعزلة البكتيرية إذ بلغ 

 :التشخيص
ات الزرعية والمجهرية  والكيمو أظهرت نتائـج الفحوص

 ,.Holt et.alحيوية  للعزلة البكتيريا المنتخبة واعتمادا على 
أنها تحمل  B1ان العزلة التي أعطت الرمز المحلي  (1994)

 (:2( و)9جدول )  P. aeruginosaصفات بكتريا 

 

 
 

 تبين قطر المنطقة الشفافة للعزلة -B-(3)صورة رقم                        تبين قطر المنطقة الشفافة للعزلة المحلية  - A– (3)صورة رقم 
B1 P. aeruginosa المحلية         على وسط مسحوق قرون الاغنام الصلبB1 P. aeruginosa  على وسط مسحوق كوالح الذرة                           

 
 P. aeruginosa ( B1)منتخبة المواصفات الزرعية والمجهرية للعزلة البكتيرية ال  (1جدول )

شكل  طبيعة المستعمرات على الوسط الصلب المغذي العزلة
 الخلية

استجابتها لصبغة  تجمع الخلايا
 كرام

Pseudomonas 

aeruginosa 
(B1) 

 الارتفاع الشفافية الحافة القوام اللون الشكل
 سالبة مفردة عصوية

 مسطحة معتمة منتظمة جاف اخضر دائري
 B1))  P. aeruginosaالاختبارات الكيموحيوية للعزلة المنتخبة  (2جدول)

 

      (β تحلل كامل للدم : )، ( ، نتيجة موجبة :)+(-نتيجة سالبة : ) 
 
 

 
 

 العزلة                

  نوع الاختبار

Pseudomonas aeruginosa 
(B1) 

Oxidase production + 

Catalase  production + 

Methyl red _ 

Voges- Proskaouer _ 

Simmon Citrate + 

Motility + 

Lactose fermentation _ 

Gelatinase production + 

Urease production + 

Hymolysis β 

Motility + 

Airation هوائية إجبارية 

 + H2sانتاج 
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 حساسية البكتريا تجاه المضادات الحيوية .
فرة محليا ااختبرت حساسية البكتريا لعدد من المضادات الحيوية المتو 

 Pseudomonasوالشائعة الاستعمال في علاج بكتريا 

aeruginosa . ان عزلات بكتريا  ( 3جدول )نتائج  أظهرتP. 
aeruginsa مقاومة لعدد كبير من المضادات الحيوية الا  كانت

 . Piperacillinحساسة جدا للمضاد الحيوي  انها كانت
 . P. aeruginosaاختبارات الحساسية للمضادات الحيوية لبكتريا (3جدول )

 قطر التثبيط B1استجابة العزلة  المضادات الحيوية وتركيزها بالمايكروغرام/قرص المجموعة

-lactam Ampicillin AM(10U)  R ---- 

Amoxicillin AX 25)) R ---- 

Oxacillin OX(1) R ---- 

Cefotaxime CF(10) R ---- 

Ceftazidime   CAZ(30) S 2cm 

Piperacillin Pi(10) S 3.2cm 

Aminoglycoside Tobramycin TB(10) S 2cm 

Tetracyclines Tetracycline TE(30) R ---- 

Miscellaneous Chloramphenicol C(30) R ---- 

Ticarcillin TCC(30) S 1.5cm 

Quinolones Nalidixic Acid NA(30) R ---- 

Ciprofloxacine CIP(5) S 2.8cm 

 ( . Sensitive: حساسة )  S( ،  Resistance: مقاومة )  Rالرموز :      
 

 تعيين الظروف المثلى لإنتاج انزيم البروتيز .
 تحديد الوسط الزرعي الامثل لإنتاج انزيم البروتيز .

من الاوساط الزرعية  انفي الدراسة الحالية نوع عملاست
)وسط مسحوق قرون الاغنام ووسط مسحوق كوالح الذرة (. وبينت 

 بأعلىان وسط مسحوق قرون الاغنام يتميز  (1)النتائج في شكل 
وحدة / ملغم ، تلاه وسط  (13.2)انتاجية وبفعالية نوعية بلغت 

وحدة / ملغم .ان  (8.4)مسحوق كوالح الذرة بفعالية نوعية بلغت 
ف في انتاج الانزيم في الاوساط الزرعية المختلفة يمكن ان الاختلا

يعزى الى محتوى الوسط من المواد العضوية والمعدنية المتنوعة في 
، أو زيادته  الوسط الغذائي والتي تؤثر في انخفاض انتاج الانزيم 

. اشارت عدد من  (7)فعاليته وثباتيته  فيفضلا عن تأثيرها 
مختلفة لإنتاج الانزيم ، فلقد ساط زرعية استعمال او الدراسات الى 

( وقد اعطى اعلى  8وسط مسحوق قرون الاغنام من قبل ) عملاست
، وهذا يتفق مع وحدة / ملغم (14.6)انتاجية وبفعالية نوعية بلغت 

اعطى وسط مسحوق قرون الاغنام اعلى انتاجية  اذالدراسة الحالية 
 . 

 
 
 
 

 
 

    
 
 
 
 

 P. aeruginosa انزيم البروتيز من بكتريا لإنتاجتحديد الوسط الزرعي الامثل  (1)شكل
 وسط مسحوق قرون الاغنام     -9

غم(
 مل
ة /
وحد

 ( 
عية

لنو
ة ا
عالي

الف
 

 

65 

14 

13 

12 

16 

61 

9 

8 
 

7 

6 

(1) (2) 
ـــــــــــــــــــاط الزراعـــــــــــــــــــــــــــــالاوس يةـــــــــــــــــــــــــــ    

2..1 

4.8 
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 وسط مسحوق كوالح الذرة -2
 تحديد تركيز اللقاح الامثل لإنتاج انزيم البروتيز .

اظهرت النتائج زيادة تدريجية في انتاج انزيم البروتيز من العزلة     
مع زيادة تركيز اللقاج البكتيري   P. aeruginosaبكترياالمحلية ل

، اذ ازدادت الفعالية النوعية للأنزيم بزيادة تركيز اللقاج ،  (2) شكل
( خلية/مل اذ اعطى فعالية x 1) 6 10اما التركيز الامثل فكان 

وحدة / ملم لتنخفض هذه الفعالية  (15.22) نوعية بلغت 
x  7 10زيادة الخلايا البكتيرية الى وحدة / ملم ، عند  (14.38)الى
 (x 1) 3 10خلية/ مل ،كما بينت النتائج ان تلقيح الوسط بـ    ( (1
وحدة  (8.14)خلية / مل قد اعطت اقل فعالية نوعية والتي بلغت  

/ ملغم .قد يعزى هذا الاختلاف الى انه في التراكيز القليلة يكون 
النمو والانقسام بدرجة استهلا  البكتريا  لمكونات الوسط لغرض 

انتاج الانزيم ، ومع زيادة  فياساس مما يؤدي الى التأثير سلبا 
اللقاج ووصول النمو الى قمة الطور اللوغاريتمي تبدأ البكتريا بإنتاج 
الانزيم كعامل مساعد يسهم في ادامة حياتها من التغيرات الحاصلة 

حد المناسب فانه ، اما زيادة حجم اللقاج اكثر من ال (9)في المزرعة
يؤدي الى حدوث حالة تنافس على مكونات الوسط الغذائي فضلا 

 من ثمعن زيادة النواتج الثانوية للخلايا والتي قد تؤدي الى موتها و 
 . (10)انخفاض الانتاج 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 P. aeruginosa  تحديد تركيز اللقاج الامثل لانتاج انزيم البروتيز من بكتريا (2)شكل 

 
 تحديد الاس الهيدروجيني الامثل لإنتاج انزيم البروتيز .

حدد الاس الهيدروجيني الامثل لإنتاج انزيم البروتيز من العزلة      
 P. aeruginosaالوسط الزرعي الانتاجي )مسحوق  تعمالباس

 (5-8) قرون الاغنام ( بقيم من الاس الهيدروجيني تراوحت بين 
صف درجة ، وأظهرت النتائج ان اعلى انتاج لمنزيم وبتدرج مقداره ن

، اذ بلغت الفعالية  (4)الشكل  (7)كان عند الاس الهيدروجيني 
 (14.25)وحدة / ملغم ، وانخفضت لتصبح  (17.49)النوعية 

وحدة / ملغم ، عند اس هيدروجيني  (12.33)  وحدة /ملغم و
نزيم كان عند ( على التوالي .اما الانتاج الاقل لم8و  ( 7.5و

وحدة  (3.79)بلغت الفعالية النوعية  إذ (5)الاس الهيدروجيني 
/ملغم . يؤثر الاس الهيدروجيني في انتاج الانزيم عن طريق تأثيره 

، والتي وانتقاله وتأينهفي ذائبية المواد في الوسط الزرعي المستخدم 
 (11)تنعكس على نمو الكائن المجهري وانتاجه للأنزيمات المختلفة 

. 
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810           710             610             510               410               310                    

 حجم اللقاج ) خلية / مل (

22.11 

4.28 
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 P. aeruginosaتحديد الاس الهيدروجيني الامثل لإنتاج انزيم البروتيز من بكتريا   (4)شكل 
 

 استخلاص وتنقية انزيم البروتيز .
 .P    تم انتاج انزيم البروتيز من العزلة المحلية 

aeruginosa  وفق الظروف المثلى التي حددت في الفقرة على
 (7)الاس الهيدروجيني  يط مسحوق قرون الاغنام ذالسابقة بوس

ساعة ، بعدها استخلص  (24)حضن  مْ لمدة  (32)وبدرجة حرارة 
الانزيم الخام بالنبذ المركزي وحددت الفعالية له والتي وجد انها 

.اجريت بعد ذل   (5)وحدة/ملغم جدول  (19.93)مساوية الى 
 ية :وفق الخطوات الات على عملية تنقية الانزيم

 الترسيب بكبريتات الامونيوم .
استعملت كبريتات الامونيوم في الترسيب للتخلص من نسبة      

 ورفعت كبيرة من الماء والبروتينات الاخرى لزيادة تركيز الانزيم ،
( وهذه النسبة من الاشباع 07نسبة الاشباع تدريجيا الى )%

 .Pريا   استعملها عدد من الباحثين في تنقية الانزيم من بكت

aeruginosa  والتي اعتمدت كبرتوكول لترسيبه من راشح مزرعة
بعد الترسيب  (5)هرت نتائج جدول ظا (  .12هذه البكتريا )

بكبريتات الامونيوم زيادة في تركيز البروتين وزيادة في الفعالية 
 (1.60)وحدة / ملغم ، بعدد مرات تنقية  (32.03)النوعية لتصبح 

 .  (33.69%)وبحصيلة انزيمية 
 كروماتوغرافيا التبادل الايوني لإنزيم البروتيز. 

مرر محلول البروتين الناتج من عملية الترسيب في عمود 
وحسبت  كمرحلة ثانية ، DEAE-Celluloseالمبادل الايوني 

( وحدة / ملغم بعدد مرات 80.05الفعالية النوعية والتي  بلغت )
 ( .38.77%( وحصيلة انزيمية بلغت ) 2.51تنقية )

 كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي لإنزيم البروتيز .
مررت الاجزاء الفعالة الناتجة بعد تركيزها من خلال 

هلام  عمالالترشيح الهلامي كمرحلة اخيرة في عملية التنقية باست
Sephadex – G200  محلول لالى ان الفعالية النوعية ل، واظهرت

وحصيلة  (1.74)د مرات تنقية وحدة / ملغم بعد (34.87)الانزيمي 
 . (32.16%)انزيمية 
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 B1 P. aeruginosa( تنقية إنزيم االبروتيز المنتج من العزلة البكتيريا المحلية 5جدول )      

 الحجم خطوات التنقية
 ) مل(

الفعالية 
 الأنزيمية
 )وحدة/مل(

تركيز البروتين 
 )ملغم/مل(

الفعالية 
النوعية 
 )وحدة/مل(

الكلية الفعالية 
 )وحدة(

عدد مرات 
 التنقية )مرة(

 الحصيلة
% 

 100 1 12.36 19.93 0.62 12.36 100 المستخلص الأنزيمي الخام
الترسيب بكبريتات الامونيوم 

(80-20%) 60 8.33 0.26 32.03 41.65 1.60 33.69 

التبادل الايوني بعمود 
DEAE-Cellulose 30 14.42 0.25 57.68 43.26 2.89 35.00 

ترشيح الهلامي  ال
 Sephadex G200 20 19.88 0.57 34.87 39.76 1.74 32.16دبعمو 

 
 توصيف إنزيم البروتيز المنقى جزئياً .

 تعيين الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية الإنزيم .
درس تأثير الرقم الهيدروجيني في فعالية الإنزيم المنتج و 

مدى من الاس ب P. aeruginosa  المنقى من العزلة المحلية
باستعمال وبتدرج مقداره نصف درجة  (5-9)الهيدروجيني تراوج بين 

مولاري. أظهرت النتائج  0.2بتركيز  Tris-HClالمحلول المنظم 
( ان الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية انزيم 8الموضحة في شكل )

هو  P. aeruginosa– B1البروتيز المنتج من العزلة المحلية 
وحدة / مللتر. ولوحظ   (7.92 )الفعالية الإنزيمية إذ بلغت 6.5

( قريبة جدا من 7و 6ايضا ان فعالية في الاسس الهيدروجينية )
( 7.26و7.14، اذ بلغت ) (6.5)الفعالية في الاس الهيدروجيني 

وحدة / مللتر على التوالي ،فيما انخفضت الفعالية عند قيم من 
، اذ بلغت الفعالية النوعية ة القاعدية والحامضي ةس الهيدروجينيسالا

( 5..8( و)8.8( وحدة / مللتر عند اس هيدروجيني )0.92)
.تتفق هذه النتائج مع ما ذكر (1وحدة/ مللتر عند اس هيدروجيني )

اذ  P. aeruginosaلبكتريا  بالأنزيمفي الدراسات والبحوث المتعلقة 
،    (13) (6)ذكر ان الاس الهيدروجيني الامثل للانزيم يبلغ 

 ان الاس الهيدروجيني الامثل للفعالية يكون بين (14) وذكرت 
 .  7)و  (6 

ان تغير الاس الهيدروجيني يحدث تحويرات في شكل      
البروتينات ومنها الانزيمات ، اذ تتغير شحنات المجاميع الطرفية 
البعيدة من مواضع ارتباط المادة الاساس بالأنزيم وفي كثير من 

 من ثمذل  الى تفك  الانزيم الى وحدات بروتينية و الاحيان يؤدي 
من جانب اخر تتأثر المادة الاساس ، لاحتوائها  (15)يفقد فعاليته 

 .  (16)على مجاميع قابلة للتأين مما يؤثر في ارتباطها بالأنزيم 
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 inosap. aerug( الاس الهيدروجيني الامثل لفعالية انزيم البروتيز من بكتريا 5شكل ) 

 
 

 تعيين درجة الحرارة المثلى لفعالية الإنزيم .
درس تأثير فعالية انزيم البروتيز المنقى بأجراء التفاعل الانزيمي 

مْ ، يلاحظ من  (20-70)في درجات حرارة مختلفة تراوحت بين 
 (8.10)ازدياد الفعالية الانزيمية حتى بلغت اقصاها  (6)الشكل 

وحدة/ مللتر في  (7.38)مْ و (45)ة وحدة / مللتر عند درجة حرار 
وحدة / مللتر في  (4.64)مْ ، لتنخفض الى  (50)درجة حرارة 

وحدة/  (3.32)مْ ، واستمرت بالانخفاض لتصبح  (55)درجة 
مْ .اشارت الدراسات الى ان افضل  (70)مللتر في درجة حرارة 

 مْ  (45-50)فعالية لأنزيم البروتيز تكون عند درجات حرارية بمدى 

مْ  وتنخفض هذه الفعالية  (32)، ولكن افضل درجة حرارية له عند 
بارتفاع درجة الحرارة عن هذا المدى ، وفعالية الانزيم تفقد كليا في 

 (15)مْ لمدة  (95-100)درجات الحرارة العالية كالتسخين بدرجة
  (17)دقيقة  

 يؤدي ارتفاع درجة الحرارة الى زيادة سرعة التفاعلات الانزيمية
بسبب زيادة الطاقة الحركية للجزيئات المتفاعلة وبذل  تصبح 
الطاقة الحركية للأنزيم تفوق الطاقة لكسر الاواصر الهيدروجينية 
التي تحافظ على التركيب الثالثي والثانوي للأنزيم ، ويحصل عند 
هذه الدرجة الحرارية مسخ للانزيم يرافقه فقدان سريع للفعالية 

 . (18)التحفيزية 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 p. aeruginosa ( درجة الحرارة المثلى لفعالية انزيم البروتيز من بكتريا 6شكل ) 
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