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  المستخلص
عينة بيئية  35من Pseudomonasالـ  لبكتريا% 34عزلة محلية بنسبة  12تم الحصول على       

اختبرت قابلية .الموجودة  في الحقول الزراعية لقضاء المقدادية مختلفة تضمنت المياه والتربة والنباتات 
   وبمقارنتها مع عزلة قياسية إنتاجا الأغزروانتخبت العزلة   lipase ت على انتاج انزيم اللايبيز العزلا

  . Pseudomonas cepacia   شخصت على انها   
  آان عند استخدام الوسط الزرعي  إنتاج أفضل إنولوحظ  الإنتاجدرست الظروف المؤثرة في      

ساعة في  18وبمدة حضن م  40وبدرجة حرارة 7.5دروجيني وبرقم هي الكتانمن زيت % 5المضاف له 
بمرحلتين تضمنت الترسيب بكبريتات  تمت تنقية الانزيم   دقيقة ، \دورة  120زة بسرعة الحاضنة الهزا

  DEAE- Sephadex  A25    يوني  باستخدام المبادل الايونيالامونيوم وآروموتوغرافيا التبادل الا
بعض الايونات  تأثيردرس على التوالي ،  مل \وحدة   35و  13   يبيزللا   يةلانزيمفكانت الفعالية ا

بترآيز    +Ca 2ووجد ان ايون الكالسيوم المنقى جزئيا الفلزية  والمذيبات العضوية في فعالية الإنزيم 
دت آما ا  %150حيث ارتفعت الفعالية الانزيمية الى  على فعالية الانزيم تأثيرا ملي مولار اآثر 10

 زيادة فعالية الانزيم  حيث وصلت الى إلى ملي مولار 20بترآيز   T ween80 معاملة الانزيم بمادة 
145   . %  

  ,Inhibitors    Pseudomonas  cepacia ,Lipase enzyme ,Characterization  :الكلمات المفتاحية  
  

      المقدمة
ي بغة غѧرام يتѧراوح شѧكلها بѧين العصѧوي و العصѧو      عصيات سالبة لص  P. cepaciaتعتبر  بكتريا        

م  45النمѧو فѧي   م فيما تكѧون ضѧعيفة   ) 37-25( بدرجة حرارة وتنمو  ،مايكرون طولا ) 3 -1.5(القصير 
 6اعيѧد تصѧنيف هѧذه البكتريѧا مѧع      ) . Jewell  ،2000  (  وهي متحرآѧة باسѧواط قطبيѧة هوائيѧة المعيشѧة      

نسبة الى مكتشѧفها    Burkholderia الى جنس جديد يسمى  Pseudomonas  انواع اخرى في جنس الـ
تتواجد هذه البكتريا في البيئة الطبيعية مثل التربة والانهار وسطوح النباتات وفي المياه المخزونة وميѧاه     

  (Matthew سѧيطة ومعقѧدة  المجاري وقد ساهم هذا في انتشارها لقدرتها على النمو على مصادر غذائية ب
ك بعض التقارير التي تشѧير الѧى   ة اذ ان هناغير شائع ةممرض P. cepacia تعد بكتريا)2004،واخرون 

 Selina (القѧدم   انها تكون سبب لالتهѧاب شѧغاف القلѧب وتعفѧن الѧدم والالتهابѧات الجلديѧة والحѧروق وتعفѧن         
ة آѧذلك تعتبѧر احѧد العوامѧل الملوثѧة لميѧاه الفضѧلات  وآعامѧل ممѧرض للنباتѧات خاصѧ           ) 2012  ،واخѧرون 

آمѧѧا    تѧѧم    ) Didier)  ،2010النباتѧѧات الموجѧѧودة فѧѧي البيѧѧوت الزجاجيѧѧة  وآѧѧذلك ممرضѧѧة لنبѧѧات البصѧѧل  
 .P تمتѧاز  بكتريѧا   ).   Doug ،2001 و Crystal  violate  ) Jennifer عزلهѧا مѧن محلѧول صѧبغة      

cepacia ى بقѧѧѧѧѧѧѧا علѧѧѧѧѧѧѧاجابليتهѧѧѧѧѧѧѧن  إنتѧѧѧѧѧѧѧد مѧѧѧѧѧѧѧاتالإالعديѧѧѧѧѧѧѧل     نزيمѧѧѧѧѧѧѧمثBetalactimase  وLipase 
 Wigfield( الخلويѧѧѧة والخѧѧѧارج خلويѧѧѧة نزيمѧѧѧاتالإوغيرهѧѧѧا مѧѧѧن   Protase و  LipaseAlginaseو

  المجهرية آالبكتريا الأحياءآبيرة من  أعداداتمتلك  ).2012، وآخرون  Liew ؛  2002، وآخرون
  

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
  . 2012/   5 /  17تاريخ استلام البحث     
  . 2012/   12/  12تاريخ قبول النشر        
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آبيѧرة     بأهميѧة ولقѧد حظيѧت اللايبيѧزات البكتيريѧة       ،اللايبيѧز   إنѧزيم  لإنتѧاج والخمائر والاعفان فعالية عالية 
لما لها من علاقة مباشرة في ظهور النكهة المتزنخة للحليب التي استفيد منها  خاصة  في المجال الصناعي

ѧѧان فѧѧاج الاجبѧѧل . ي انضѧѧة  مثѧѧناعات الدوائيѧѧي الصѧѧات وفѧѧناعة  المنظفѧѧي صѧѧزيم فѧѧذا الانѧѧتخدم هѧѧذلك اسѧѧوآ
آعامѧل  P. cepaciaنѧتج مѧن العزلѧة    مواسѧتخدم اللايبيѧز ال    و التربينѧات )  (Alkalods لويѧدات القتصѧنيع ا 

ول انزيمѧѧات الدراسѧѧات حѧѧ  لأهميѧѧةنظѧѧرا ) .2011، وآخѧѧرون (Acikel   الѧѧدم  فѧѧيلتقليѧѧل الكوليسѧѧترول  
من اجل الحصول على عزلѧة منتجѧة   جاءت هذه الدراسة  P. cepaciaاللايبيز المنتجة من سلالات بكتريا 

بعѧض  الظѧروف والايونѧات الفلزيѧة      تأثيروانتخاب الظروف المثلى المؤثرة على   انتاجه ومعرفة  للإنزيم
  .والمواد الاخرى في فعالية الانزيم المنقى 

  ثبحالمواد وطرائق ال
  جمع العينات  - 1

 قضاء المقدادية  في من مناطق مختلفة) زراعية(  عينة تربة  15عينة بيئية تضمنت    35جمعت 
خذت العينات وابهذه البكتريا  النباتات  لإصابةوالتي يتوقع انها مصدر رئيسي   في محافظة ديالى

آذلك تم  ،ومعقمة  سم من سطح الارض ونقلت العينات في اآياس بلاستيكية  نظيفة 15من عمق 
عينات  من نباتات مختلفة تضمنت اوراق وجذور البصل والباذنجان والحنطة والشعير  13جمع 

 7نفس القضاء ووضعت في عبوات معقمة  واخذت في والذرة من مزارع وبيوت زجاجية تعود 
نوات ونقلت ومياه السواقي والق) ديالى ،الهارونية  ، مهروت(ن المياه شملت مياه النهر عينات م

  .الى المختبر  ومعقمة في قناني زجاجية نظيفة
الى اجزاء صغيرة وتعليقها بالماء بعد تقطيعها (من النباتات   و اغم مل من عينات المياه  1اخذ    

رشحت العينات بورق ). مل ماء مقطر  9غم تربة  مع  1تعليق (مل من عالق التربة  1و) المقطر
 المعقم مل من ماء الببتون9مل من الراشح وعلق مع  1يتر ثم اخذ مايكرو م 0.45ترشيح بقطر 

  .ساعة  18م لمدة  35ة حرارة جلغرض تنشيط العزلات البكتيرية وحضنت الانابيب بدر
  :تشخيص العزلات البكتيرية  - 2

تم اجراء الفحوصات المجهرية والكيموحيوية  لتشخيص العزلات البكتيرية اعتمادا على     
 التي تم احضارها ومقارنتها بالعزلة القياسية المشخصة )2005، وآخرون Don(مصنف بيرآي 

  .آلية العلوم \من الجامعة المستنصرية
  :دراسة الصفات المظهرية للبكتريا   - أ
علѧѧѧѧى وسѧѧѧѧط  تضѧѧѧѧمنت حجѧѧѧѧم المسѧѧѧѧتعمرات الناميѧѧѧѧة ولونهѧѧѧѧا وسѧѧѧѧطحها وحافاتهѧѧѧѧا وقوامهѧѧѧѧا                     

Pseudomonas agar,  ة ار الوالاآار المغذي واآѧبغة   , دم ودراسة شكل الخلايا البكتيريѧطباغها بصѧاص
  .وفحص الحرآة °م 42 لى النمو بدرجة آرام وقدرتها ع

  : الفحوصات الكيموحيوية   - ب
    ديز والجيلاتينيز واستخدام العدة التشخيصيةيالاوآس إنزيم وإنتاجليز االكت إنزيم إنتاج تضمنت اختبار  

                       .  Bio-Meraux المنتج من شرآة   API 20 E 
 

 :اللايبيز   لإنزيمغربلة العزلات على اساس انتاجها   - 3
    قبل  الموصوف من   Rhan السائل الران الانتاج استخدم وسط : الوسط المستخدم   - أ

Kazlauskas وBornsche  ) 2006( لعزلات على انتاج انزيم اللايبيزعن قابلية ا 
 )NH4 )3  ( 1 PO4غرام من    K2HPO4 ،5م من غرا5الوسط من مزج وحضر
غرام  7H2O MgSO4.. 0.001غرام من  CaCl2.6 H2O ،1  منغرام 

FeCl2.6H20 ، 0.001 غرام منNaCl تذاب المكونات في ,مل من زيت الزيتون  5و
 .                  ثم يعقم بالموصدة  7لتر من الماء المقطر ويعدل الرقم الهيدروجيني الى 

نشطت العزلات بتنميتها في وسط :   Semi quantitative assayلغربلة شبه الكمية ا  - ب
مل من  0.1ساعة  ثم اخذ  24م لمدة 35تربتكيز الصويا السائل وحضنت بدرجة حرارة 

  .لملح الحامضالترسيب  منطقة وقيس قطراللقاح وزرع على الوسط الصلب 
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فس الخطوات اعلاه باستثناء الزرع في  وسط اجريت  ن:  الإنزيم لإنتاجالغربلة الكمية  -ج
  . مل لكل دورق  50مل  بكمية  250الران  السائل ثم تم وضع الوسط في دوارق سعة 

  ::Stearic acid اعداد المنحني القياسي للحامض الدهني  - د
 Kazlauskas تم تهيئة المنحني القياسي للحامض الدهني تبعا للطريقة الموصوفة من قبل

  . )1(شكل   ) Bornsche   ) 2006و
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  .المنحنى القياسي لحامض ستيريك الدهني  .1 شكل
  

  :فعالية الانزيم  تقدير - 4
لتقدير الاحماض  )  Bornsche  ) 2006و Kazlauskas  الطريقة الموصوفة من قبل استخدمت   

  .الخام  الإنزيميطويلة السلسلة في المستخلص  الدهنية 
  : للإنزيمتقدير البروتين وحساب الفعالية النوعية  -    5
الخالي  الأنزيميلتقدير ترآيز البروتين في المستخلص  ) Bradford  )1976   استخدمت طريقة    

 مايكرو مول 1التي تحرر  يمالإنزآمية   بأنهافي المللتر الواحد   الإنزيموتعرف فعالية  ,من الخلايا 
  .دقيقة تحت ظروف التجربة 45من الحمض الدهني خلال 

  :العوامل المؤثرة في انتاج اللايبيز  - 6
  -:مدة الحضن  تأثيردراسة  -ا

ساعة ثم لقح  18م لمدة 35نشطت العزلة المنتخبة في وسط مرق تربتون الصويا بدرجة حرارة     
ساعة )  72-5(م لمدد زمنية مختلفة تراوحت بين 35ة حرارة وسط الانتاج  السائل وحضن بدرج

  . ثم رسبت الخلايا وقيست الفعالية الانزيمية وترآيز البروتين وبواقع مكررين
 :  الرقم الهيدروجيني في الانتاجية تأثيردراسة   - ب

ساعة ثم  18م لمدة 35نشطت العزلة المنتخبة في وسط مرق تربتون الصويا بدرجة حرارة     
 ولقحت الاوساط بالعزلة المنتخبة) 9.5-6(هيدروجينية مختلفة تراوحت  بأرقامضر وسط الانتاجية ح

بالنبذ المرآزي   ساعة   ثم رسبت الخلايا  18ة م لمد35وحضن بدرجة حرارة  وبواقع مكررين
   .وقيست الفعالية الانزيمية وترآيز البروتيندقيقة \دورة 6000بسرعة  
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  :  الإنتاجيةارة في درجة الحر تأثير -ج
   (بدرجات حرارية  تراوحت بين   الانتاجي مع حضن الوسط    اعلاه  اتبعت الخطوات         

الخلايا  بالنبذ المرآزي    ساعة ثم رسبت  18م  وبواقع مكررين لمدة )40،37،30،25، 55،50،45
  . وقيست الفعالية الانزيمية وترآيز البروتيندقيقة \دورة 6000بسرعة  

  :بعض الزيوت الى وسط الانتاج في الانتاجية  إضافة تأثير -د 
مل من  5آما ذآر سابقا مع استبدال زيت الزيتون بـ ) Rhan(حضر وسط الانتاج السائل      

زيت ,زيت الخروع  ، زيت الذرة،  زيت الكتان  ، زيت عباد الشمس,زيت القطن( الزيوت التالية 
  .ي الانتاج مع ثبات بقية مكونات الوسط الانتاجيلمعرفة الافضل ف) جوز الهند

  : الإنزيمتنقية  - 7
نسب  اشباع تراوحت بين تمت تنقية الانزيم بخطوتين تضمنت الترسيب بكبريتات الامونيوم ب    

 ابتداءتدريجيا معينة من آبريتات الامونيوم الى المستخلص الخام  أوزان أضيفتحيث  ،)% 25-50(
 6000ثم نبذ المحلول بسرعة دقيقة  30ام ثلجي مع التحريك المستمر لمدة ووضع في حم% 25من 

تحت الظروف نفسها % 50دقيقة لمدة ربع ساعة  وآررت العملية لتصل نسبة الاشباع الى / دورة 
من  المأخوذ الإنزيمية الديلزة للمحلول يعمل أجريتثم  ،رة تم قياس الفعالية الانزيمية  وفي آل م

يب مقابل الماء المقطر وقيست الفعالية الانزيمية  بعد ذلك رآز المحلول بالسكروز و عمليات الترس
والذي سبقت موازنته بمحلول  DEAE-Sephadex A25مرر عبر عمود المبادل الايوني 

جمعت اجزاء . ساعة  \مل 30وبسرعة جريان  8مولار وبرقم  هيدروجيني   0.02الفوسفات الدارئ 
و استردت البروتينات المرتبطة بالعمود باستخدام تراآيز ملحية ، ل جزء مل لك 5بواقع  الفصل

مولار وبنفس سرعة الجريان وتم متابعة ترآيز ) 0.5- 0.05(تتراوح من  NaClمتدرجة لملح 
  .البروتين وفعالية الانزيم في الاجزاء المنفصلة

  :استخلاص الانزيم  - 8
حيث نشطت ) Pepper) 2004و  Gerba ة من قبلحسب الطريقة المتبع الإنزيمتم استخلاص      

 8ثم لقح وسط الانتاج المحضر برقم هيدروجيني الخلايا للعزلة المنتخبة بوسط مرق تربتون الصويا 
بعد ذلك تم ترسيب الخلايا بالنبذ المرآزي المبرد بسرعة ,ساعة  18م لمدة  25وبدرجة حرارة 

 0.2م بمرشح  دقيق  4ائق وتم ترشيحه بدرجة حرارة دقيقة واخذ الر 30دقيقة لمدة  \دورة 10.000
  .النهائي  للمنتجتم قياس الفعالية الانزيمية وترآيز البروتين  و مايكروميتر

  

  : إنزيمبعض المواد في فعالية  تأثير - 9
  : المنقى بعض الايونات الفلزية في فعالية الانزيم تأثير -ا

    +Ni+2  ،1 Ca+2          K،Mg+2     ،    Zn   ( حضر المحلول الخزين لكلوريدات الفلزات    
,+2Ba (ملي مولار ثم حضر منه التراآيز  20بترآيز) ملي مولار بعد تخفيف المحلول الخزين ) 10

حجم وحضن لمدة \حجم)1:1(ثم مزج محلول الانزيم المنقى مع محاليل المواد المذآورة اعلاه بنسبة 
  .عدها قدرت الفعالية الانزيمية المتبقيةم في حمام مائي ب25ساعة بدرجة 

  :بعض  المواد العضوية في فعالية الانزيم المنقى تأثير - ب 
  Aceton,n- Hexan ,1-penatol ،Tween(استخدمت المذيبات العضوية التالية   

80,EDTA ,DTT ( بتراآيز)   ثم مزج آل مرآب لكل ترآيز مع  لكل منها)% 40،30،20،10
م لمدة 25حجم وحضنت الانابيب بحمام مائي بدرجة \حجم) 1:1(المنقى بنسبة  يميالإنزالمحلول 

  .ساعة وبعد ذلك قدرت الفعالية الانزيمية المتبقية 
  

   شةالنتائج والمناق
ميع هذه العزلات جوآانت   Pseudomonasعزلة من بكتريا  12في هذه الدراسة تم انتقاء       

  Donاوتة وانتخبت العزلة الاآثر انتاجا وشخصت بالاعتماد على اللايبيز بنسب متف لإنزيممنتجة 
ا القابلية على النمو بدرجة صوية سالبة لصبغة غرام متحرآة لهد انها بكتريا عجفو )2005(واخرون
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حمر بسبب الى اللون الا  Pseudomonas. cepacia agarوتعمل على تحويل وسط  م ،42
وزيادة قاعدية الوسط وتحول الكاشف الفينول الاحمر   Sodium pyruvateقابليتها على استهلاك 

والجيلاتينيز  وموجبة لفحص الاوآسيديز والكاتاليز) .Yu. ،2007وTan   (الى اللون الاحمر
، Wang (مائلة الى اللون الرمادي   Pseudomonasوتكون المستعمرات شاحبة اللون على وسط 

قابلية العزلات على إنتاج اللايبيز ومن خلال قياس قطر  بينت النتائج ان هنالك اختلافا في )2009
تم انتقاء العزلة الاآثر انتاجا وشخصت آما ,التحلل للمستعمرات النامية على الوسط الانتاجي الصلب 

   .  P5واعطيت الرمز  Pseudomonas. cepaciaعلى انها   ومقارنة بالعزلة القياسية في اعلاه
  :Quantitative and semi  quantitative assay       ةوالكمي الغربلة شبه الكمية

تميѧѧزت اربѧѧع اسѧѧتنادا للقѧѧيم المستحصѧѧلة مѧѧن قطѧѧر منطقѧѧة الترسѧѧيب المتكونѧѧة بفعѧѧل ملѧѧح الحѧѧامض الѧѧدهني   
  P5ملѧم وآانѧت العزلѧة    ) 3.5-3(ترسѧيب تتѧراوح بѧين     أقطѧار  أعطѧت  إذ ، للإنزيمالعالي  بإنتاجهاعزلات 

واخضѧѧعت هѧѧذه العѧѧزلات للغربلѧѧة الكميѧѧة  وقѧѧدرت الفعاليѧѧة  ) 1جѧѧدول (ترسѧѧيب ذات اعلѧѧى قطѧѧر لمنطقѧѧة ا ل
وآانѧѧت اعلѧѧى انتاجيѧѧة مقارنѧѧة ببقيѧѧة    ملغѧѧم بѧѧروتين \وحѧѧدة 5.8 بѧѧـ P5المنѧѧتج مѧѧن العزلѧѧة   للإنѧѧزيمالنوعيѧѧة 
وفي ضوء هѧذه  ,ملغم بروتين \وحدة) 3.2-2.5(تراوحت بين  للإنزيمحيث اعطت فعالية نوعية  العزلات 

من بقية العزلات في الوسѧط الانتѧاجي السѧائل والصѧلب      للإنزيماعتبرت العزلة اعلاه اغزر انتاجية النتائج 
يعتبر تفاوت انتاج الانزيم في الاوساط الانتاجية الى نوع ومكونات الغذاء الذي له اهمية آبيرة فѧي انتѧاج   , 

 يات المتعѧددة غيѧر المتايضѧة    بعوامل بيئية مثل وجود مصѧدر الكربѧون ووجѧود السѧكر     تتأثرالانزيمات آما 
  .)1999 ،و اخرون (Jaeger والايونات 

 للإنѧزيم ساعة من الحضن وآانت الفعالية النوعيѧة   2اللايبيز يبدأ إنتاجيته بعد  إنزيم إنالنتائج  أظهرت     
سѧاعة مѧن الحضѧن حيѧث بلغѧت       18بعѧد   أقصѧاها بلغѧت   أن إلѧى ملغم بѧروتين وازدادت تѧدريجيا   \وحدة 1.0
سѧاعة مѧن الحضѧن  لتصѧل      72ملغѧم بѧروتين ثѧم بѧدأت بالانخفѧاض بعѧد       \وحدة 3.7 للإنزيمية النوعية الفعال
يѧدخل   أنتحصѧل بعѧد    الإنتاجيѧة  أن إلى أشارتاغلب الدراسات  إن). 2شكل(ملغم بروتين \وحدة 0.8  إلى

و  (Praveenتحفѧѧѧز بهѧѧѧذا الطѧѧѧور  الإنѧѧѧزيم إنتѧѧѧاجالجينѧѧѧات المسѧѧѧؤلة  عѧѧѧن   إن إذطѧѧѧور الثبѧѧѧات   الإنѧѧѧزيم
Yasuthisa،2011 (وهذه النتيجة  
  .اللايبيز من مصادر مختلفة لإنزيملمنتجة ا .Pseudomonas sp عزلات بكتريا  .  1 جدول 

  
رمز   ت

 العزلة
اقطار مناطق الترسيب   المصدر  الاسم العلمي

في وسط اآار 
Rhan)ملم(  

1 P1 Pseudomonas     sp. 2.5 تربة  
2 P2 Pseudomonas     sp 2.5 ةترب 
3 P3 Pseudomonas     sp 2.5 نبات البصل 
4 P4 Pseudomonas     sp 3.0 تربة 
5 P5 Pseudomonas 

cepacia 
 3.5 ماء

6 P6 Pseudomonas     sp 2.0 نبات البصل 
7 P7 Pseudomonas     sp 2.0 تربة 
8 P8 Pseudomonas     sp 2.5 تربة 
9 P9 Pseudomonas 

cepacia 
 2.0 ماء

10 P10 Pseudomonas     sp  2.0 )الثمرة(نبات الباذنجان 
11 P11 Pseudomonas     sp  2.5 ماء 
12 P12 Pseudomonas     sp 2.8 اوراق الذرة  
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 3.0الفعالية النوعية له   فكانت  .Pseudomonas sp من العزلة الإنزيمنفس  لإنتاجية  مقاربة 
  ).2001،  وآخرون   Lee( الحضنساعة من  18ملغم بروتين بعد \وحدة 
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    P5    Pseudomonas cepacia  من  بكتريا  اللايبيزتأثـير مـدة  الحـضن  في  أنــتـاج   .  2شكل
  

       آانت عند الرقم  للإنزيماظهرت ان اعلى انتاجية ) 3(في الشكل ان النتائج الموضحة       
الهيدروجيني في ثر الرقم يؤ.  ملغم بروتين \وحدة   4.5اذ بلغت الفعالية النوعية له  7.5الهيدروجيني 

في الحالة الايونية للمادة  وتأثيرهانتاج الانزيمات بسبب دوره في ذائبية المواد الغذائية في الوسط 
في نمو  ثيرهوتأ ،في ثبات الانزيمات المنتجة  تأثيرهفضلا عن . الاساس وجاهزيتها للكائن النامي 

الصفار   تتفق النتيجة التي حصلنا عليها مع   .)Sharma ، 2001  ( للإنزيماتالبكتريا وانتاجها 
هو   Serratia odoriferaاللايبيز من بكتريا  لإنتاجالهيدروجيني الامثل  حيث آان الرقم  ,)2003(

 P. fluorescens  7.3 ) Gattiاللايبيز من العزلة  لإنتاجآان الرقم الهيدروجيني الامثل  .  7.5
 Staphylococcusوالرقم الهيدروجينــي الافضل لفعالية الانــزيم المنتج من  )   2010، وآخرون

sp.   7(وان الانزيم يمتلك فعالية تجاه مدى واســـع من الارقام الهيدروجينية  8.5-8.0يتراوح بين-
12()  Christophe  2000، وآخرون.(  
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  .Pseudomonas cepacia P5من  اللايبيزتأثير الرقم  الهيدروجيني في أنتاج   . 3 شكـل 

  

الانѧزيم تѧزداد بزيѧادة درجѧة الحѧرارة  حيѧث       انتѧاج  ان فعالية ) 4(النتائج في الشكل  أظهرتآما    
ملغѧم بѧروتين وآانѧت    \وحѧدة   5.8 للإنѧزيم م اذ بلغت الفعاليѧة النوعيѧة    40آانت اعلى انتاجية له عند درجة 

ملغѧم  \وحѧدة    2.5ثم انخفضت تدريجيا بزيادة درجة الحرارة الѧى ان وصѧلت    للإنتاجيةهي الدرجة المثلى 
  زط في انتاجية ا نѧزيم  اللايبيѧ  ـمثب رتأثيلها  ةئويم 8ان زيادة درجة الحرارة عن  .م 55بروتين عند درجة 

نѧѧزيم اللايبيѧѧز التثبѧѧيط سѧѧريعاً  لأ يكѧѧون ،  فѧѧي    حѧѧين  Ps. fragiو     Ps. fluorescensمѧѧن المنѧѧتج  
 Saxena ( ةمئويѧ   درجѧة  20عنѧد درجѧة     B. subtilisالمنѧتج مѧن    (Subtitles)بوجود انѧزيم البروتييѧز  

ط بوجѧѧود يثѧѧبنѧѧزيم اللايبيѧѧز  البكتيѧѧري   أن أممѧѧا يتضѧѧح  . )Boris  ،2010و Brain  ;  1999، وآخѧѧرون
 و  Claiver    (ئѧوي م)   40-30(عند ارتفѧاع درجѧة الحѧرارة الѧى      التأثيرد انزيمات البروتييزات ويزدا

Gregory ،2001(  و      للإنزيمان انخفاض الفعالية النوعيةѧرارة لنمѧة الحѧة درجѧربما يعود الى عدم ملائم
عѧن   المجهريѧة  الأحيѧاء مѧن   الإنѧزيم  إنتѧاج مهѧم فѧي    لدرجѧة الحѧرارة دور   إنحيѧث  .الإنѧزيم البكتريا  وانتѧاج  

يѧؤدي الѧى زيѧادة الطاقѧة الحرآيѧة       ممѧا ,فѧي ذائبيѧة الاوآسѧجين والطاقѧة الحرآيѧة للجزيئѧات        تأثيرهѧا ريق ط
 م يѧؤدي الѧى تحطѧيم   50ويزيѧد مѧن سѧرعة التفاعѧل الكيميѧائي لكѧن زيادتهѧا عѧن الѧـ           الأساسوالمادة  للإنزيم

ان درجѧة      تبѧاط بالمѧادة الاسѧاس   وبѧذلك يفقѧد قابليتѧه علѧى الار     للإنѧزيم  شكل الثلاثѧي لل الاواصر التساهمية
  و  Lee(م  50هѧي   . Bacillus stearothermophilusاللايبيѧز مѧن العزلѧة     لإنتѧاج الحѧرارة المثلѧى   

Deininger  ،2001 .(   
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 Pseudomonas العزلة  اللايبيز من تأثير  درجات  الحرارة  المختلفة في  إنتاج  . 4شكـل  

cepacia P5 .  
  .Pseudomonas cepacia p5الѧѧى ان افضѧѧل انتاجيѧѧة للايبيѧѧز مѧѧن العزلѧѧة   )2(دول جѧѧبينѧѧت النتѧѧائج  

  5.5 للإنѧѧزيممѧѧن زيѧѧت الكتѧѧان الѧѧى الوسѧѧط الزرعѧѧي حيѧѧث بلغѧѧت الفعاليѧѧة النوعيѧѧة   % 5تكѧѧون عنѧѧد اضѧѧافة 
يѧؤدي الѧى الاسѧراع     للايѧض إن توفر المواد المغذية الاسـاسية في الوسط وجاهزيتهѧا   ،ملغم بروتين \وحدة

ولكي تســتطيع خلايا الاحياء المجهرية  الاســـѧـتفادة مѧن المѧواد الغذائيѧة     ) .    1987الخفاجي ،( في النمو
سѧѧاجدي  (العѧѧـديد مѧѧن الانزيمѧѧات المحللѧѧة لكѧѧي تѧѧتمكن الخلايѧѧا مــــѧѧـن النمـــѧѧـو     بإنتѧѧاجتقѧѧوم  فإنهѧѧاالمعقѧѧدة 
مصѧѧѧادر الكѧѧѧاربون ووجѧѧѧود ( اللايبيѧѧѧز بعѧѧѧدة عوامѧѧѧل بيئيѧѧѧة منهѧѧѧا  يمإنѧѧѧز إنتاجيѧѧѧة تتѧѧѧأثر ، )1987والبѧѧѧاقر،

أظهѧرت الزيѧوت النباتيѧة      لقѧد   )1999، وآخرون Jaeger ()المتعددة غير المتايضة والايوناتالسكريات 
و  B. licheniformisط اللايبيѧز المنѧتج مѧن    يبѧ ثدور فѧي ت ) زيѧت الزبѧد و زيѧت الѧذرة وزيѧت الزيتѧون       ( 

Staphylococcus sp. .  زيت الزيوت وزيت بذور القطن( في حين تحفـــز ثلاثي الكليسريدات (  
  

  . زيوت مختلفة الى وسط الران بدل زيت الزيتون على فعالية  انزيم اللايبيز إضافة تأثير . 2 جدول 
اسم الزيت المضاف للوسط 

  الزرعي
  الكمية

  )مل(
  بروتين ملغم \وحدة  الفعالية النوعية للايبيز

  عينة سيطرة   oil     Olive  5    4.5يتون  الززيت 

  Cotton oil 5  2.1زيت القطن 

 زيѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧت عبѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧاد الشѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧمس
Sunflower oil 

5  3.6  

  Linseed oil  5   5.5زيت الكتان 

  Castor oil 5  1.9زيت الخروع  

 Coconut  زيت  جوز الهند
oil 

5  2.9  

  Corn oil  5  4.3 لذرةزيت ا
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في حين آѧان    Ps. mephiticaاللايبيز المنتج من ) الاوليك واللينوليك واللينولنيك (الدهنيــة  والأحماض
 Bacillus  stearothermophilus اللايبيز مѧن بكتريѧا   إنتاجيةفي  الأفضلزيت النخيل وزيت الزيتون 

 تبѧر وجѧود زيѧت  الخѧردل     عا  ). Deininger2001  و   Lee  ( من الثѧاني  أفضل إنتاجية الأول وأعطى
 إنزيميѧة فعاليѧة   أعطѧى حيѧث   pseudomonas spاللايبيز مѧن بكتريѧا    إنتاجفي   الأفضل الإنتاجفي وسط 
) Rathi   ،2000   ( اللايبيѧز   لإنتѧاج حيѧث يѧوفر الظѧروف الملائمѧة      .ملغѧم بѧروتين  |وحدة 411.مقدارها 

وزيѧت عبѧѧاد   آمѧا اسѧتخدم زيѧѧت الكتѧان وزيѧѧت الخѧردل وزيѧت جѧѧوز الهنѧد وزيѧѧت الخѧروع  وزيѧت النخيѧѧل        
زيѧت الخѧردل    وأعطى Pseudomonas cepaciaاللايبيز من بكتريا  لإنتاجالشمس وزيت فول الصويا 

  ). 2010، وآخرون  Syed( يليه  زيت فول الصويا  للإنزيمفعالية  أعلى
    مل \وحدة  13 ة مقدارها انزيمي ان الترسيب بكبريتات سجل فعالية ) 3(بينت النتائج في جدول  

استخدمت هذه الخطوة آخطوة اولية . مرة  2.9وبعدد مرات تنقية % 40.8يلة انزيمية مقدارها وبحص
وتلت هذه الخطوة عملية الديلزة ثم  Pseudomonas cepaciaلتنقية اللايبيز من العزلة البكتيرية 

عمود خطوة الترشيح الهلامي باستخدام  بإضافةالترآيز بالسكروز واستكملت عملية تنقية الانزيم 
DEAE- Sephadex A25  حيث ترآزت الفعالية  )5شكل (ونتج عن هذه الخطوة قمتان للبروتين

% 36.6مرة وبحصيلة انزيمية  7.9وبعدد مرات تنقية  مل \وحدة  35الانزيمية في القمة الثانية اذ بلغت 
ولقد  ،الايوني  دلان هذا يدل على ارتباط الانزيم الذي يحمل شحنة سالبة بالمجاميع الموجبة للمبا. 

  وKazluskas  (استخدم هذا المبادل لما يمتلكه من قدرة عالية على الفصل ولسهولة تحضيره 
Bornscheuer ،2006  (   ولقد أستخدمت عدة طرائق لتنقية أنزيم اللايبيز من مصادر مختلفة

 DEAE-Cellulose آل من آروماتوغرافيا التبادل الايوني استخداممن البكتريا ، تضمنت  وبالأخص
  . ) Sephadex G-150 .)   Budhiraja،2004والترشيح الهلامي باستخدام عمود 

 تأثيرهامع تراآيز معينة من ايونات لفلزات مختلفة، لوحظ تفاوت في  الإنزيمعند حضن ) 4( يبين جدول
 تأثيرتباين   لىإالنتائج  أشارتحيث  Pseudomonas cepaciaP5 المنقى من العزلة الإنزيمفي فعالية 

زيادة الفعالية  إلى أدت   Mg+2 ، Ca+2، Ba+2 ايونات  أن إلىو لوحظ ،  الإنزيمالايونات في فعالية 
 إلى Ni+2و Zn+2و  +Kايونات   أدتعلى التوالي بينما % 135،  %150، % 130بنسبة  الإنزيمية

ويمكن أن يعزى .مع عينة السيطرة  على التوالي  مقارنة% 5و %25و% 10 إلى الإنزيميةتثبيط الفعالية 
 والبوتاسيوم) (Zn+2الايونات الفلزية المكونة للملح آالخارصين تأثير إلىالانخفاض في فعالية اللايبيز 

K) ( إذ تتفاعل الايونات الموجبـة الثقيلة مع مجاميع السلفهايدرل الحرة  الإنزيم،  في ترآيب(-SH) 
 لنشاطه الإنزيممما ينتج عنه فقدان  للإنزيمي الموقع الفعال ومجاميع الاميدازول والكاربوآسيل ف

Budhiraja) ، 2004   . ( 
  .  Pseudomonas cepaciaالمنتج من خلايا العزلة المحلية اللايبيز خطوات تنقية أنزيم  3 .جدول 
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رقم الجزء المنفصل  

ترآيز 
البروتين  

   
  

  Pseudomonasمن   بكتريا  اللايبيز آروماتوآرافيا التبادل الأيوني لتنقية أنزيم .  5 شكل
cepaciaP5     عمود  التبادل الأيونيباستخدام     DEAE sephadex A25  (15 × 1.5)  سم

ثم الاسترداد  (8.6)الفوسفات ذي الرقم الهيدروجيني  دارئمولر  (0.02)الذي تمت موازنته بمحلول 
مولر برقم   Step wiseبطريقة الـ  )  0.4،  0.2،0.3، 0.1 ،0.05محاليل متدرجة القوة الأيونية ب

  .) مللتر 5: حجم الجزء.  ( ساعة / مللتر  30سرعة الجريان ,  (8.6)هيدروجيني 
  

، فالايون قد يغير من الاتجاه  للإنزيمالتي تعمل بها الايونات الموجبة والسالبة المنشطة  وتختلف الآلية
) 2000  ،المنسي والشريدة ( ساس والانزيم  بين مادة الاالفراغي للبروتين لكي يسمح للارتباط الصحيح 

تزداد بمقدار اربع مرات  دلالمحلل لزيت الخر    Ps. aeruginosaإن فعالية أنزيم اللايبيز المنتج من  .
الى زيادة الفعالية الانزيمية  Ba +2لقد ادت ايونات . ) 2010،واخرون  Syed   ( ايون الكالسيومبوجود 
الى تثبيط   2Zn  Cu +2+على حين ادت ايونات    Burkholderia spيبيز المنقى من العزلة اللا لإنزيم

  .) Armk ، 2003 و(Pseudomonas sp  .  Diaz.فعالية اللايبيز المنقى من العزلة 
  

 Pseudomonas  تأثير الأيونات الفلزية في فعالية االلايبيز المنقى جزئيا مѧن العزلѧة   . 4جدول 
cepacia P5 .  

%الفعالية المتبقية  )ملي مولار(الترآيز    المادة 

130 10 MgSO4 

135 10 BaCl2 
150 10 CaCl2 
10 10 KCl 
25 10 ZnSO4 
5 10 NiCl2 

  
  عند حضنه مع مرآب   الية انزيم اللايبيز قيد الدراسةفع انخفاض) 5(وتبين نتائج الجدول        

pentanol و DTT ,Acetone  على التوالي)% 35و10و10.2 (ملي مولاري الى  20بترآيز      
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على حين زادت   n-Hexanو  EDTA ملي مولار من  20بينما  احتفظ بكامل فعاليته عند حضنه مع 
العوامل  تأثيرويمكن تفسير .   Tween80 عند حضنه مع نفس الترآيز من مرآب%  145فعاليته الى 

وذلك عن طريق آسرها  (S-S)ثنائية الكبريتيد  للأواصر اختزالهاالمختزلة في فعالية الانزيم من خلال 
عند معاملته  الإنزيم تأثيرأن عدم .  )Budhiraja، 2004  ( وتغير ترآيب الانزيم وبالتالي فقدان فعاليته

والتي تمتاز بأن أيون الفلز  (metalloenzyme)يؤآد أنه ليس من الانزيمات الفلزية   EDTAبالـ 
عليه في فعاليته ، حيث تقوم العوامل الكلابية عند  يعتمد للإنزيمأساسياً في الموقع الفعال يشكل مرآبا 

 وآخرون Colla  (.فعالية الانزيماضافتها بتكوين معقدات مع ايون الفلز وازالته مما يؤدي الى تثبيط 
  Staphylococcusأن اللايبيز المنتج من بكتريا  إلى  ) 2004( Yuو   Tanلقد توصل،)2009،

aureus   فعاليته عند اضافة  تتأثر لاEDTA  تدل هذه النتائج على أن الانزيم يحتوي  الى وسط التفاعل
بالمواد المختزلة أي انه من أنزيمات اللايبيزات الثايولية  ولتأثره (SH-)على مجموعة السلفهايدريل 

(Thio Lipases)  . زات المنتجة من اللايبي إنزيمات تأثر أخرىوقد أثبتت دراسات
Staphylococcus. aureus   عند ) اثيون مرآبتوأيثانول والسستاين والكلوت( بالعوامل المختزلة مثل

  . 2012) ، وآخرون ( Tembhurkar  %5بترآيز  استخدامها
  

  حضن الانزيم مع  العوامل الكلابية والمختزلة في فعالية الانزيم المنقى بعض  ر تأثي.   5 جدول 
  . تجاه زيت الكتان وقدرت الفعاليةدقيقة  20 مئوي لمدة  40ادة التفاعل بدرجة محلول م
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PRODUCTION AND PURIFICATION OF EXTRA CELLULAR 
LIPASE FROM PSEUDOMONAS CEPACIA AND STUDY THE 

PARTIALCHARACTERIZATION .  
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ABSTRACT 
    Twelve isolates of Pseudomonas were obtained from  thirty five(34%)  
from different   species soil ,plants and river s water in al Muqdadia fields 
.Ability of lipase production by these isolates was  screened Pseudomonas  

 P5 was highest  lipase producer  identified as  Pseudomonas cepacia .  
    Lipase production conditions were studied .the highest production of 
lipase was observed when mineral medium containing 5% linseed oil 

inculcated with bacterial cells e ,ph 7.5 and incubated at40 c in shaking  
incubator120 r.p.m for 18 hr.  
      Lipase was purified from bacterial cells by two steps including 
precipitation with ammonium sulfate and Ion exchange chromatography by 

DEAE- Sephadex-A25, fold of purification was 35 U\ml with 36.5%  
enzyme  recovery .  
       The effect of some metal  ions on lipase activity was studied .The Ca+2 

increased  lipase activity to 150%.  
       The effect of specific substances on enzyme activity was investigated 

 ,The result showed that Tween80 raised lipase activity to 145%. 
 
Key words : Inhibitors    Pseudomonas  cepacia ,Lipase enzyme ,Characterization, 
    


