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26/4/2011تاریخ قبول النشر:   - 7/4/2011تاریخ استلام البحث:  

  

  الخلاصة

ت  ر  138جمع حاء بعم خاص أص ن أش ة م ة جلدی ن 24 – 18عین ائج ان  س رت النت ة. أظھ ة بعقوب ي مدین ة  32ة ف عزل

. اختبرت قابلیة ھذه العزلات على إنتاج أنزیم   .Staphylococcus spp) منھا تعود لجنس المكورات العنقودیة 23.1%(

 Staphylococcus spp. EH69النیوكلیز باستخدام وسط الدنیز الصلب بتكوینھا ھالة شفافة حول النمو. انتخبت العزلة 

زیم ھو وسط مرق  اج الأن ل وسط لإنت كونھا الأكفأ في إنتاج الأنزیم باستخدام المزارع المغمورة. أظھرت النتائج أن أفض

ودرجة  %3والملقح بنسبة لقاح  8نقیع القلب والدماغ المدعم بالكلوكوز وبیكربونات الصودیوم عند رقم ھیدروجیني مقداره 

  . oم35حرارة 

  

  لمكورات العنقودیة، النیوكلیز، الظروف المثلى.االكلمات المفتاحیة: 
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  المقدمة

ل  ن قب رین م رن العش دایات الق ي ب رة ف ة لأول م اض النووی ي للأحم ل الانزیم رف التحل نة  Arakiع ق  1903س وأطل

Iwanoff  مصطلح في نفس السنةNucleases  1(على الإنزیمات التي تتوسط عملیة تحلیل الأحماض النوویة(.  

النیوكلیز تطبیقات مھمة في مجالات عدة منھا تحدید الخرائط الكروموسومیة للكائنات الحیة، وتعد مؤشرات جیدة لأنزیمات 

ا  ة الرن یم جزیئ ق تحط ن طری ات ع ض الجین ر بع ى تعبی یطرة عل ھ والس رطان وعلاج ور الس ؤ بتط ائي والتنب ل الجن للعم

ات وفي تنقیة الأحماض النوویة وإزالة الأحماض  mRNAالمرسال  ة بروتین راد تنقی النوویة من مستخلص الخلیة عندما ی

  ).2، 1وغیرھا من التطبیقات المتعددة (  Cystic fibrosisمعینة وعلاج مرض 

و  Streptococcus pyogenesو  Serratia marcescensتنتج النیوكلیزات من مصادر میكروبیة مختلفة من أمثلتھا  

Basidiobolus haptoporus ى بكتریا ، علاوة علStaphylococcus aureus فضلا عن  قید الدراسة وأجناس أخرى

  .)5، 4، 3النیوكلیزات المعزولة من المصادر الحیوانیة والنباتیة (

ة خارج والمؤثرة الفعالة الأنزیمات من عدداً  Staphylococcus aureus بكتریا سلالات تنتج  Extracellular( الخلی

enzymes( درتھا من تزید ىع ق راق ل جة اخت د المضیف، أنس ات ھذه وتع ن الأنزیم ل م ا الامراضیة عوام ي لوجودھ  ف

ل على تعمل التي الأنزیمات احد وھو النووي للحامض المحلل الأنزیمیعد  ).6( ضراوة الأكثر السلالات اض تحلی  الأحم

ة ن النووی ق ع ة طری رة إزال تج  DNAالبلم وعین وین دعى الأول بن زیم ی ل الأن ا المحل ووي مضللح    الن

(Depolymerization) اس اوم والآخر للحرارة الحس بط للحرارة، مق اط ویث ذا نش زیم ھ ل الأن ات بفع ة  الأنزیم المحلل

  .)8، 7( للبروتین

زیم  ف أن ل  Staphylococcus nuclease (EC 3.1.4.7) (micrococcal nuclease)اكتش ن قب رة م لأول م

Cunningham ا وزملاءه في مزارع لسلالات م ة لبكتری زیم Staphylococcus aureusمرض ث لاحظو أن الأن ، حی

ي ووزن  149). تتكون جزیئة الأنزیم من 9المذكور عبارة عن بروتین امتاز بالثبات الحراري العالي ( امض أمین ة ح ثمال

ة دالتون، وھي خالیة من مجامیع السلفھایدرل والأواصر ثنائیة الكبریتید. یحفز الأنزیم  16807جزیئي  تحلل الآصرة ثنائی

ووین  ین الن تر للحامض رف  RNAو  DNAالاس ة ذات ط دات أحادی ررا نیوكلیوتی فات ( 3ومح زیم ). 10فوس تغل أن اس

Staphylococcal nuclease روة ة انطواء الب ات حول عملی ام نموذجي لدراس دة سنوات كنظ ة یلع ة، التغایری ن، الثباتی

heterogeneity11( الوظیفة للبروتین-التركیب ، الحركیات فضلا عن علاقات(.  

ات  ي بالمتطلب ات الوسط یجب أن تف ة، إذ أن مكون ة الإنتاجی اح العملی ة أساسیة لنج ذائي مرحل تعد عملیة تھیئة الوسط الغ

ة  اء الخلی ة التخلیق الحیوي وبق ز طاق ا یجب أن تكون مناسبة لتجھی الأساسیة لإنتاج كتلة الخلیة والایض فضلا عن كونھ

و ). ت12( ل النم ات، وعوام اء، والفیتامین ویة، والم لاح العض ة والأم ة والنتروجینی ات الكربونی ط المركب ة الوس وي بیئ حت

دات  رى، ومول ادات  Precursorsالأخ ة، ومض ات الحموض رى، ومنظم ازات أخ ذاب وغ جین م ر، وأوكس واتج التخم ن

دف ).13الخلایا المیتة، ونواتج التخمر ( Lysateالرغاوي، ومتحلل  ى ھ اج المثل روف الإنت ة ظ ى دراس ت ھذه الدراسة ال

  .Staphylococcus aureusلأنزیم الدنیز من عزلة محلیة لبكتریا 
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  المواد وطرائق العمل

  العزل والتشخیص:

حات .Staphylococcus sppتم عزل بكتریا المكورات العنقودیة  ن مس ي جمعت م ات الت ة  من مجموعة من العین جلدی

اطق  4عینة بواقع  138وتضمنت  سنة في مدینة بعقوبة 24 – 18 لأشخاص أصحاء بعمر ن من رع م ل متب مسحات من ك

في محلول  Triton x-100) %0.1(الجبھة والوجنة والرقبة والذراع) باستخدام مسحات قطنیة معقمة ومرطبة بالمنظف (

تم تشخیص العزلات قید الدراسة  ).14وزرعت على وسط الببتون الصلب ( 7.9الفوسفات الدارىء ذي الرقم الھیدروجیني 

  ).15ورد في (وفقا لما 

  اختبار قدرة العزلات في تحلیل الدنا على الوسط الصلب:
 وفقا لتعلیمات الشركة المجھزةاختبرت قابلیة العزلات على إنتاج الأنزیم بزرعھا على وسط اختبار الدنیز الصلب المحضر 

  ساعة. غمر سطع الوسط الصلب بمحلول 24لمدة  0م37ارة وحضنت الأطباق بدرجة حر Spottingبطریقة 

  ). قیس قطر الھالة الشفافة المتكونة حول النمو البكتیري بالملیمیتر.16عیاري حامض الھیدروكلوریك المبرد ( 1

  
  تحدید العزلة الأكفأ على إنتاج الأنزیم في الوسط السائل:

رعة  اختیرت العزلات التي أعطت اكبر قطر ھالة حیث نشطت في وسط نقیع القلب والدماغ السائل في حاضنة ھزازة بس

ة  150 رارة دورة/دقیق ة ح دة  oم37بدرج اعة 24لم ع  س اح  50بواق م لق ة بحج ط الغربل ح وس ل دورق. لق ر لك  %1مللت

. بعد انتھاء مدة الحضن ساعة 24لمدة  oم37بدرجة حرارة دورة/دقیقة  150وحضنت الدوارق في حاضنة ھزازة بسرعة 

  ) .18) مع بعض التحویر وقدر تركیز البروتین بإتباع طریقة برادفورد (17قیست الفعالیة الإنزیمیة للطافي حسب (

  
  تقدیر فعالیة أنزیم النیوكلیز:

) مع بعض التحویر باستعمال الدنا 17قدرت فعالیة النیوكلیز المنتج في راشح المزرعة وفق الطریقة الموصوفة من قبل (

 1.6ثایموس العجل في قسم علوم الحیاة والأحیاء المجھریة/جامعة دیالى كمادة أساس بنقاوة مقدارھا  المحضر من غدة

  مقدار التغیر في الامتصاصیة عن(وحدة الفعالیة للأنزیم تعرف ). 19مایكروغرام/مللتر ( 500وتركیز 

بدرجة  دقیقة 20 ن مقدارھاد مدة حضنانومیتر بع 260للنیوكلیوتیدات الذائبة في الحامض على الطول الموجي  001. 

  ).oم37حرارة 

  

  تقدیر تركیز البروتین:

ي لألبومین 18اتبعت طریقة برادفورد ( ى القیاس ة وباستعمال المنحن ة البكتیری ح المزرع ي راش ) لتقدیر تركیز البروتین ف

  ).Bovine serum albumenمصل الدم البقري (
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  السائل: دراسة بعض ظروف إنتاج الأنزیم في الوسط

  تحدید الوسط الامثل لإنتاج الأنزیم:
-Nutrient Brothاختبرت أوساط زرعیة مختلفة شملت وسط المرق المغذي  لغرض تحدید الوسط الامثل لانتاج الانزیم

NB ائل از الس ائل TSB-Broth Soy Trypticase ، وسط التربتك دماغ الس ب وال ع القل  Brain Heart، وسط نقی

Infusion-BHI ات الشركة المجھزة،ضرت ، ح ا لتعلیم دماغ السائل  وفق ب وال ع القل ـ وسط نقی دعم ب رام %  0.8الم غ

ل ( BHI-GNملغم% بیكربونات الصودیوم  4.2كلوكوز و  ن قب ة الموصوفة م ا للطریق )، وسط التربتون 20حضر وفق

ون21حضر وفق الطریقة الموصوفة من قبل ( Tryptone Broth-TBالسائل  ائل  )، وسط الببت -Peptone Brothالس

PB ) مللتر لكل وسط في  50وبواقع  %1بحجم لقاح ). لقحت الأوساط الزرعیة 14حضر وفقا للطریقة الموصوفة من قبل

. ساعة 24لمدة  oم37بدرجة حرارة دورة/دقیقة  150مللتر. حضنت الدوارق في حاضنة ھزازة بسرعة  250دورق سعة 

  لیة الإنزیمیة وتركیز البروتین للطافي.بعد انتھاء مدة الحضن قدرت الفعا

  
  تأثیر حجم اللقاح الامثل للإنتاج:

ة  نت  Staphylococcus spp. EH69نمیت العزلة المحلی ائل وحض دماغ الس ب وال ع القل ي وسط نقی زازة  بحاضنةف ھ

 600ى طول موجي ثم قیست العكارة للمزروع البكتیري عل ساعة 18لمدة  oم37حرارة بدرجة  دقیقة/دورة   150بسرعة

)% ثم حضنت 10-1واستعمل لتلقیح الوسط الإنتاجي بحجوم لقاح تراوحت بین ( 1.422نانومیتر فكانت الكثافة الضوئیة 

رعة  زازة بس نة ھ ة  150بحاض رارة دورة/دقیق ة ح دة  oم37بدرج اعة 24لم ة س درت الفعالی ن ق دة الحض اء م د انتھ . بع

  الإنزیمیة وتركیز البروتین للطافي.

  

  حدید الرقم الھیدروجیني الامثل للإنتاج:ت

 150بحاضنة ھزازة بسرعة ) وحضنت 9–5بأرقام ھیدروجینیة تراوحت بین ( BHI-GNالإنتاجي الامثل وسط حضر ال

  ، ثم قدرت الفعالیة الإنزیمیة وتركیز البروتین للطافي.ساعة 24لمدة  oم37بدرجة حرارة  دورة/دقیقة

  

  للإنتاج:تحدید درجة الحرارة المثلى 

لتحدید درجة الحرارة المثلى لإنتاج الأنزیم  o)م50- 25حضن وسط الإنتاج المعتمد بدرجات حراریة مختلفة تراوحت بین (

  ، ثم قدرت الفعالیة الإنزیمیة وتركیز البروتین للطافي.ساعة 24وتم الحضن لمدة 
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  النتائج والمناقشة

سنة من مدینة بعقوبة لمناطق مختلفة من الجلد  24 – 18بعمر  عینة من أشخاص أصحاء 138العزل والتشخیص: جمعت 

ة بنسبة  32(الرقبة، الجبھة، الذراع، والوجنة). تم تشخیص  ود لجنس المكورات العنقودی ى  %23.1عزلة تع ادا عل اعتم

تفعة قلیلا )، حیث ظھرت بشكل مستعمرات دائریة ملساء الحواف مر1الصفات المظھریة والكیموحیویة والفسلجیة جدول (

لب،  ا المجھري أن الفحص واظھرعلى سطح وسط الببتون الص ة كروي ذات شكل الخلای ة كرام لصبغة موجب  متجمع

  ). 22عناقید وھذا یتفق مع ما ذكره ( ھیئة على أو رباعیة أو ثنائیة بصورة

  
  تحدید العزلة الأكفأ لإنتاج النیوكلیز:

 DNaseجمیعھا إلى الغربلة الأولیة وذلك بتنمیتھا على وسط  .Staphylococcus sppالغربلة الأولیة: أخضعت عزلات 

Test agar  ى ذي یحتوي عل ز  DNAال ل  %0.2بتركی ى تحلی ة العزلات عل ة  DNA، إذ قیست قابلی اس قطر الھال بقی

ائج عیاري حامض الھیدروكلوریك. أظھرت ال 1ساعة بعد غمر سطح الوسط بمحلول  24الشفافة حول مستعمراتھا بعد  نت

 30-10) وجود تباین في قابلیة العزلات على إنتاج الأنزیم، حیث تراوح قطر الھالة الشفافة بین 2وكما موضح في الشكل(

 30إذ أعطت ھالة شفافة بقطر  النیوكلیز على الوسط الصلبعالیة في إنتاج  بفعالیة EH69ملم، وقد امتازت العزلة المحلیة 

  ملیمیتر. 26بقطر  EH70) تلتھا العزلة 1شكل ( ملیمیتر

التي أعطت أعلى فعالیة أنزیمیة على  EH119و  EH70و  EH69و  EH67و  EH46الغربلة الثانویة: انتخبت العزلات 

ع الوسط الصلب لغرض تحدید العزلة الأكفأ في إنتاجھ في المزارع المغمورة. نمیت العزلات المذكورة باستعمال وسط  نقی

ي الجدول (ثم ق القلب والدماغ السائل حة ف ائج الموض ة وبموجب النت ل عزل ) أظھرت 2یست الفعالیة وتركیز البروتین لك

ا  EH69العزلة  تج منھ ة المن زیم النوعی ة الأن اقي العزلات إذ بلغت فعالی ى ب ا عل ا  92.67تفوق روتین، فیم دة/ملغم ب وح

  تین.وحدة/ملغم برو 63.7و  58.65تراوحت الفعالیة النوعیة لباقي العزلات بین 

  
  تعیین الظروف المثلى لإنتاج الأنزیم:

  تحدید الوسط الامثل للإنتاج:

ة   ب  Staphylococcus spp. EH69بینت النتائج ان أفضل وسط لإنتاج النیوكلیز من العزلة المحلی ع القل ھو وسط نقی

دة/ملغم ب 137.68والدماغ المدعم بالكلوكوز وبیكربونات الصودیوم بفعالیة نوعیة بلغت  ب وح ع القل ھ وسط نقی روتین یلی

دار  105.95والدماغ بفعالیة نوعیة  ي  107.5وحدة/ملغم بروتین، وجاء وسط التربتون السائل بمق روتین وھ دة/ملغم ب وح

دار  ائل بمق ون الس ي وسط الببت ا ف ة أدناھ ة النوعی ت الفعالی دماغ، وبلغ ب وال قریبة جدا من الفعالیة النوعیة لوسط نقیع القل

ات 3/ملغم بروتین الشكل (وحدة 81.15 ھ كلوكوز وبیكربون اف ل دماغ المض ب وال ع القل ك یكون وسط نقی ). بناء على ذل

و  ي النم الصودیوم ھو الوسط الإنتاجي الأنسب لإنتاج الأنزیم. ان وجود سكر الكلوكوز في الوسط یؤدي الى زیادة كبیرة ف

تم ا ط، وت دروجیني للوس رقم الھی ي ال رد ف اض مط ھ انخف ود یقابل ة بوج ذه الحال ي ھ دروجیني ف رقم الھی ى ال ة عل لمحافظ
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و بصورة ). 23بیكربونات الصودیوم ( ى النم ادرة عل اء ق ن أحی ة م تتباین الأحیاء الدقیقة في نموھا على الأوساط الزرعی

ن ر م داً أو أكث ب واح ي تتطل ة الت اء الدقیق ن الأحی د م ى العدی یطة إل ة البس لاح المعدنی اط الأم ى أوس دة عل ات  جی المركب

ة  الكیموحیویة الخاصة لنموھا، ویعود ذلك إلى ان بعض تلك الأحیاء غیر قادرة على تخلیق المركبات الكیموحیویة الخاص

ا شرھة  بھا خصوصاً الفیتامینات والأحماض الامینیة، كما ان ھناك مجموعة أخرى من الأحیاء الدقیقة التي تتصف بكونھ

  ).24( مركبات كیموحیویة مصنّعة لنموھا 10-2طلب وتت quitefastidiousإلى حد بعید 

  

  تأثیر حجم اللقاح:

وحدة/ملغم بروتین ثم انخفضت  154.84قد أعطى أعلى فعالیة نوعیة بلغت  %3) ان استعمال لقاح بحجم 4یظھر الشكل (

إن الھدف الرئیس من تحضیر . %10وحدة/ملغم بروتین بنسبة لقاح  81.23بعد ذلك تباعا مع زیادة حجم اللقاح لتصل إلى 

یعطي بعد استعمالھ أقصر طور تطبع، إذ یتأثر طول طور النمو ھذا  activeاللقاح للتخمرات البكتیریة ھو إنتاج لقاح نشط 

ین ( .بحجم اللقاح وحالتھ الفسلجیة اجي10-3یستعمل اللقاح غالباً بحجم یتراوح ب م الوسط الإنت ن حج أثر ،)% م ة  وتت كمی

اح بنسبة ( اللقاح كذلك اف لق ة سریعة النمو یض ا البكتیری ة استعمال الخلای ي حال اء المستعملة، فف )% 3-0.1بنوع الأحی

  ).26،  25( واعتماداً على نوع المواد المراد إنتاجھا

  
  تعیین الرقم الھیدروجیني الامثل لإنتاج الأنزیم:

ة ) وجود ارتفاع ملحوظ في الفعالیة النوعیة ل5تبین النتائج شكل ( دروجیني نحو القاعدی رقم الھی ة ال اع قیم لأنزیم مع ارتف

وحدة/ملغم بروتین، كما یلاحظ من الشكل نفسھ ان الفعالیة  165.06بفعالیة نوعیة بلغت  8حیث وصلت أقصاھا عند الرقم 

ة 7.5النوعیة عند الرقم الھیدروجیني  ت منخفض ا المكورات كان و بكتری ل لنم ر  وھو الرقم الھیدروجیني الامث ارق كبی وبف

ت  ث كان دروجیني  120.54حی رقم الھی ان ال ھ ف روتین. علی دة/ملغم ب ة   8وح ة المحلی ن العزل زیم م اج الان ل لإنت ھو الامث

Staphylococcus spp. EH69) ھ ل إلی ا توص ائج مع م اج 28،  27. تقترب ھذه النت دروجیني لإنت رقم الھی ن ان ال ) م

ن القیمة المثلى للرقم الھیدروجیني لإنتاج الأنزیمات قد تختلف عن الرقم الھیدروجیني . ا  to 7.8 7.6الأنزیم  تراوح بین  

ن ). 29للنمو ( ة  م ى مستویات عالی اج وعل ق الإنت ھ لتحقی تحكم ب یعد الرقم الھیدروجیني احد العوامل البیئیة التي ینبغي ال

ع الأنزیمات المیكروبیة، ولیس بالضرورة ان یتوافق الرقم الھیدروجین ة م ي الامثل لإنتاج أنزیم معین من الأحیاء المجھری

الرقم الھیدروجیني الامثل لنمو تلك الأحیاء توافقاً تاماً، فقد یكون ھذا مختلفا عن ذلك لأسباب تتعلق بالعوامل الداخل خلویة 

رقم الھی .)30( والخاصة بالتعبیر عن الصفات الوراثیة عن الأنزیم المراد إنتاجھ أتي دور ال دائي للوسط وی دروجیني الابت

أین  ي ت أثیره ف ن ت ا فضلا ع ات للبكتری الإنتاجي للأنزیم إلى تأثیره في ذائبیة مكونات الوسط الغذائیة وجاھزیة ھذه المكون

  ).31وثبوتیة المركبات الحیویة الناتجة خلال عملیات التخمر (
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  تحدید درجة الحرارة المثلى لإنتاج الأنزیم: 

ي لحرارة في إنتاج انزیم النیوكلیز حیث أظھرت النتائج وكما موضح درس تأثیر درجة ا ة  )6(الشكل ف ة النوعی ان الفعالی

لت زیم وص اھا للإن رارة  أقص ة الح د درج درھا  oم35عن ة ق ة نوعی ع  176.33بفعالی ت م م انخفض روتین، ث دة/ملغم ب وح

رارة  ن، بھذا عدتوحدة/ملغم بروتی 32.28وبلغت  50استمرار ارتفاع درجة الحرارة إلى   ة  oم35درجة الح ھي الدرج

، وتتفق ھذه النتیجة مع ما أشار الیھ  Staphylococcus spp. EH69 الحراریة المثلى لإنتاج الإنزیم من العزلة المحلیة

 ھمم تأثیر الحرارة . ان لدرجة oم37-35) من ان إنتاج النیوكلیز من جنس المكورات العنقودیة یكون بین 31،  27،  26(

ة والطاقة بالوسط الغذائي الأوكسجین في ذائبیة تأثیره طریق عن المجھریة الأحیاء من الأنزیم في إنتاج ات  الحركی للجزیئ

  ).32الأنزیم ( إنتاج في إیجابا أو سلبًا ذلك الخلیة. وینعكس في الإنزیمیة التفاعلات وسرعة
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Isolation of Nuclease from Local Isolate Staphylococcus spp. EH69 
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Abstract 

One hundred thirty eight samples were collected from human skin. Thirty two isolates 

(23.1%) were found to be Staphylococcus. The isolates were subjected to primary and 

secondary screening for nuclease production. The isolate Staphylococcus EH69 was found to 

be an efficient nuclease producer in submerged culture. The optimum environmental 

conditions for enzyme production were found to be using Brain Heart Infusion supplement 

with glucose and sodium bicarbonate medium at optimum pH 8 and inoculum size  

3% at 35Co.  
 

Keywords: Staphylococcus, Nuclease Optimization. 
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  ) تفریق جنس المكورات العنقودیة عن باقي الأجناس.1جدول ( 
  

  النتیجة  نوع الفحص

  +  النمو لا ھوائیا

  تخمیر  طبیعة استھلاك الكاربوھیدرات

  +  إنتاج الكاتلیز

  -  إنتاج الاوكسیدیز

  +  مقاومة الباستراسین

  
  ..Staphylococcus spp بكتریا لعزلات الاولیةربلة ) الغ2جدول (

  
  الفعالیة النوعیة (وحدة/ملغم بروتین) رمز العزلة

EH119 58.65  

EH70 59.76  

EH69 92.67  

EH67 60.32  

EH46 63.7  
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  Staphylococcus spp. EH69) انتاج انزیم النیوكلیز من العزلة المحلیة 1شكل (
  على وسط الدنیز الصلب.
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  ) الغربلة الاولیة لعزلات المكورات العنقودیة المنتجة لانزیم النیوكلیز.2شكل (
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  .Staphylococcus spp. EH69) كفاءة أوساط زرعیة مختلفة في إنتاج النیوكلیز من العزلة المحلیة 3شكل (

NBذي، : وسط المرق المغTSB تربتكاز الصویا السائل: وسط ،BHI ،وسط نقیع القلب والدماغ :BH-GN وسط نقیع القلب :

  : وسط الببتون السائل.PB: وسط التربتون السائل، ، TBوالدماغ المضاف لھ كلوكوز وبیكربونات الصودیوم، 
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  Staphylococcus spp. EH69 من العزلة المحلیةلنیوكلیز اتأثیر حجم اللقاح في إنتاج إنزیم ) 4شكل (
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  Staphylococcus spp. EH69 من العزلة المحلیةالنیوكلیز نتاج إنزیم تحدید الرقم الھیدروجیني الامثل لا) 5شكل (
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 Staphylococcus spp. EH69 من العزلة المحلیةیز النیوكلإنزیم ) تحدید درجة الحرارة المثلى لانتاج 6شكل (
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