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  الخلاصة

في وسط   Serratia marcescens S10-1نتاج انزیم الاسباراجینیز بوساطة بكتریا روف المثلى لاظدرست ال

انتاج الاسباراجینیز. وقد اشارت النتائج الى ان اقصى انتاج للانزیم قد تم الوصول الیھ بتدعیم وسط الانتاج بالمالتوز 

, ومزیج فوسفات البوتاسیوم  %2كیز , والببتون مصدرا نایتروجینیا بتر %3مصدرا وحیدا للكاربون والطاقة بتركیز 

) وبرقم ھیدروجیني أولي لوسط التخمر مقداره 1:1ثنائیة الھیدروجین وفوسفات الھیدروجین ثنائیة البوتاسیوم بنسبة (

pH7.5   م  37خلیة/مل , ثم الحضن بدرجة  2.28×10, وتلقیح وسط الانتاج بعدد حي من الخلایا البكتیریة النشطة مقداره

ساعة. اذ بلغت قیمة الفعالیة النوعیة لانزیم  الاسباراجینیز الخام المنتج في رائق المزرعة البكتیریة  تحت ھذه  24لمدة 

  وحدة/ملغرام بروتین. 49.2الضروف  
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Abstract 

      Optimum conditions for asparaginase production by Serratia marcescens S10-1 was 

studied. Results showed that there was an overproduction obtained  includes  supplimentation  
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of the production medium with 3% maltose (as a sole source for carbon and energy) , and 2% 

pepton (as a nitrogen source) , and a mixture of  phosphate source 0f:  K2HPO4  and  KH2PO4  

in a ratio of  (1 : 1) in a concentration of  0.2 % , pH of the production medium was adjusted 

to pH 7.5 ,  inoculated  with inoculum size of  2.2 × 108 CFU / ml  and incubated at 37 °c for 

24 hours in shaker incubater at 150 rpm . Under these conditions  enzyme specific activity of 

asparaginase produced by S. marcescens S10-1  mutant was reached 57.34 U/ mg.   

Key words: Serratia marcescens ; L-asparaginase ; Optimum conditions for asparaginase 

production    

 

  المقدمة

) الى مجموعة أنزیمات التحلل المائي الذي L- asparaginase: E.C 3.5.1.1ینتمي انزیم الاسباراجینیز (

. یوجد نوعان من أنزیم )1(راتك والأمونیا یعمل على التحلل المائي للحامض الأمیني الأسباراجین الى حامض الاسبا

) بینما یفرز الثاني الى الفسحة Extracellular, یفرز الأول الى خارج الخلیة ( IIو  Iالاسباراجینیز ھما الأسباراجینیز 

, 2( ویمتاز الاخیر بأھمیتھ الطبیة اذ یستخدم بوصفھ عقارا مضادا للسرطان )Periplasmic space(البلازمیة المحیطة 

فقد وجد أن معظم الخلایا السرطانیة تحتاج الى الأسباراجین لبناء البروتینات الخلویة وبتأثیر ھذا الانزیم فان الخلایا  ,)3

  ).5, 4السرطانیة تصبح فاقدة لمتطلبات بناء التراكیب الخلویة البروتینیة (

وحقیقیة النواة, ففي بدائیة النواة ینتج الأنزیم من ینتج أنزیم الأسباراجینیز من قبل العدید من الكائنات الحیة بدائیة 

 و  Enterobacter aerogenesو P. aeruginosa و spp Citrobacterو  Erwinia aroideaeو  E.coliبكتریا 

S.marcescens )6  ,7 أما في الكائنات حقیقیة النواة فینتج الانزیم من العدید من الخمائر (مثل .( S.cerevisiae (

و Pisum sativum ) والنباتات كالبزالیا  Chlamyedomona spp) والطحالب ( مثل  .Mucor sppفان ( مثل والاع

  ). Lupinus angustifolius   )8  ,9 الترمس 

تؤثر مكونات وسط المزارع المایكروبیة وظروف التخمر بشكل كبیر في انتاج انزیم الاسباراجینیز كالمصدر 

) , كما لوحظ ان الرقم الھیدروجیني الأمثل لوسط أنتاج الأنزیم 11,  10وتركیزھما في الوسط (الكاربوني والنایتروجیني 

). وفقا لما تقدم فقد ھدفت الدراسة الى تعیین 13م ( 37الى  35) , والدرجة الحراریة المثلى 12( 8و  7یتراوح بین 

  . Serratia marcescens S10-1الظروف المثلى لانتاج الأسباراجینیز من بكتریا 
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  المواد وطرائق العمل

  أوساط التنمیة والأنتاج 

التي تم الحصول علیھا من قسم التقانة   Serratia marcescens S10-1تم تنمیة وتنشیط العزلة البكتیریة       

غم ; و 5رة, غم ; مستخلص الخمی10بیرتاني السائل المكون من (غم/لتر): ببتون,-الاحیائیة/جامعة النھرین في وسط لوریا

غم . في حین تم تعیین الظروف المثلى لأنتاج الأسباراجینیز من العزلة البكتیریة بأستخدم وسط انتاج 10كلورید الصودیوم, 

غم ; وكبریتات  2غم ; فوسفات البوتاسیوم ثنائیة الھیدروجین ,  20الاسباراجینیز المكون من (غم/لتر): أسباراجین ,

  ساعة. 24لمدة  37حضن بدرجة حرارة غم ، ثم ال 5المغنیسیوم ,

  تقدیر فعالیة أنزیم الاسباراجینیز

بتنمیة العزلة  ) وذلك14واخرون ( Imadaتم تقدیر فعالیة انزیم الأسباراجینیز وفقا للطریقة الموصوفة من قبل 

Serratia marcescens S10-1   سبت ساعة,ثم ر 24م لمدة  37في وسط مرق تربتكیز الصویا، وحضنت بدرجة

دقیقة ، أھمل الرائق وغسلت الخلایا مرتین بدارئ الترس ثم  20دورة/دقیقة) لمدة  5000الخلایا بالنبذ المركزي المبرد (

)  باضافة الخلایا بعد غسلھا Blank. حضر المحلول الصفري (مولار) 0.1الأسباراجین (مل مـــن محلول  5أضیف الیھا 

 1.5) بتركیز TCAمل من حامض الخلیك ثلاثي الكلور ( 1.5التفاعل ثم اضافة  مل  من محلول 5مرتین بدارئ الترس بـ 

مل من  1.5م . اوقف التفاعل باضافة 37مولار . حضنت الخلایا بواقع مكررین في حمام مائي ھزاز لمدة ساعتین بدرجة 

دورة/  5000المبرد بسرعة  مولار ، ثم رسبت الخلایا بالنبذ المركزي 1.5) بتركیز TCAحامض الخلیك ثلاثي الكلور (

دقیقة. اخذ الرائق الى انابیب اختبار نظیفة، وقدر تركیز الامونیا المتحررة بفعل أنزیم الأسباراجینیز حسب  20دقیقة لمدة 

  , وحسبت الفعالیة الأنزیمیة من خلال المعادلة:)14واخرون ( Imadaالموصوفة من قبل  طریقة النسلرة المباشرة

  تركیز الامونیا المتحررة                                                 

  حجم النموذج  ×  الفعالیة (وحدة/مللتر)   =                                                    

   14× زمن التفاعل (دقیقة)                                               

مایكرومول من الأمونیا  خلال دقیقة واحدة من زمن التفاعل  1ة الانزیم التي تحرر وحدة الفعالیة على أنھا كمی عرفت

  تحت ظروف التجربة. 

   تقدیر تركیز البروتین 

من خلال المنحنى القیاسي لألبومین المصل ) Bradford )15قدر تركیز البروتین وفقاً للطریقة  الموصوفة من قبل        

   البقري. 
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 مثلى لانتاج انزیم الاسباراجینیز. تعیین الظروف ال

بدراسة تأثیر العوامل   S10-1 S.marcescensتم تعیین الظروف المثلى لانتاج الاسباراجینیز من العزلة 

المؤثرة في أنتاج الأنزیم والتي تضمنت نوع المصدر الكاربوني وتركیزه ، نوع المصدر النتروجیني وتركیزه ، مصدر 

  روجیني لوسط الأنتاج  ، مدة الحضن ، درجة الحرارة ، حجم اللقاح و التھویة  .الفوسفات ، الرقم الھید

  

  النتائج والمناقشة

    الظروف المثلى لانتاج الاسباراجینیز

              تأثیر مصدر الكاربون

) الى أن سكر المالتوز ھو المصدر الكاربوني الأمثل في حث أنتاج 1تشیر النتائج المبینة في الشكل (    

وحدة/ملغم  44.18، أذ بلغت الفعالیة النوعیة للأنزیم المنتج منھا   S10-1 S.marcescensراجینیز من بكتیریة الأسبا

 53بروتین مقارنة بالفعالیة النوعیة للانزیم المنتج بأستخدام المصادر الكاربونیة الأخرى (  اللاكتوز بفعالیة نوعیة مقدارھا 

 55.22وحدة/ملغم بروتین ثم السكروز  31.47وحدة/ملغم بروتین والرافینوز  17.36وحدة/ملغم بروتین والكلوكوز  40.

) من ان المالتوز ھو الوسط الكاربوني 12واخرون ( Deokarوحدة/ملغم بروتین) . وتعد ھذه النتائج موافقة لما أشار الیھ 

  لكلوكوز والفركتوز.مقارنة بالسكروز وا Erwinia carotovora الأمثل لأنتاج الأسباراجینیز من بكتریا

  

الأسباراجینیز  بعد   في أنتاج أنزیم  -1S.marcescens S10): تأثیر مصدر الكاربون على قابلیة بكتریا  1شكل (

  ساعة 24م لمدة  37الحضن بدرجة 
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  تأثیر تركیز المالتوز 

تاجیة للأسباراجینیز كانت باضافة المالتوز الى وسط الأنتاج ) الى أن أعلى أن 2تشیر النتائج المبینة في الشكل (     

 S10-1وحدة/ملغم بروتین للأسباراجینیز المنتج من بكتریا  44.18، إذ بلغت قیمة الفعالیة النوعیة  %3بتركیز 

S.marcescens   .  

  

في أنتاج الأسباراجینیز بعد الحضن بدرجة  S.marcescens S10-1) : تأثیر تركیز المالتوز على قابلیة بكتریا  2شكل (

  ساعة 24م لمدة 37

  تأثیر مصدر النایتروجین

ھو  S.marcescens S10-1) الى أن أفضل مصدر نتروجیني لأنتاج الأسباراجینیز من 3تشیر النتائج المبینة في الشكل (

دارھا  ة مق ة نوعی ات وحد 45.45الببتون ، إذ أعطى اعلى فعالی ایتروجین ( كبریت ادر الن ة مص ة ببقی روتین مقارن ة/ملغم ب

ھ  ل الی ا توص ة لم ائج موافق  Venil الامونیوم التربتون ومستخلص الخمیرة ونترات الأمونیوم على التوالي). وتعد ھذه النت

اج ا16( وآخرون ة وانت ة الحیوی و الكتل ن نم ل م ل لك ایتروجیني الأمث در الن و المص ون ھ ن أن الببت ن  ) م باراجینیز م لاس

  من خلال توفیره للأحماض الامینیة الضروریة لذلك.   S.marcescens SBO8بكتیریا
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م 37بعد الحضن بدرجة  S.marcescens  S10-1):تأثیر المصدر النتروجیني في أنتاج الأسباراجینیز من  3شكل (

  ساعة24لمدة 

  تأثیر تركیزالببتون  

ساعد في الحصول على أعلى فعالیة نوعیة  %2) الى أن أضافة الببتون بتركیز 4یر النتائج المبینة في الشكل (تش    

وحدة/ملغم بروتین ، ویلاحظ من ھذه النتائج  47.13ومقدارھا S10-1  S.marcescensلأنتاج  الاسباراجینیز من بكتریا 

, ثم تنخفض بزیادة التركیز الى  %2یز الببتون حتى الوصول الى ان ھناك زیادة تدریجیة للفعالیة النوعیة بزیادة ترك

. ویمكن أن یعزى ھذا الأرتفاع التدریجي في الفعالیة الى زیادة تركیز محتوى الحوامض الامینیة في الوسط مما أدى 2.5%

 ً لیصبح فیھ زیادة تركیز المصدر  بدوره الى زیادة الكتلة الحیویة وزیادة أنتاج الأسباراجینیز ،  غیر أن ذلك یبلغ حداً معینا

  النتروجیني في الوسط ذو تأثیر مثبط في أنتاج الأسباراجینیز.
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م 37بعد الحضن بدرجة   S.marcescens S10-1) : تأثیر تركیز الببتون  في أنتاج  الأسباراجینیز من 4شكل (         

  ساعة24لمدة 

  الفوسفات تأثیر مصدر

   S10-1) الى أن الأنتاج الأمثل لأنزیم الأسباراجینیز من بكتریا5تشیر النتائج المبینة في الشكل (

S.marcescens ) 4قد تحقق بأضافة مزیج مصدر الفوسفاتPO2+ KH4HPO2K) إذ أعطت أعلى فعالیة 1:1) بنسبة (

، 4HPO2K ،4PO2KHة لبقیة المصادر وحدة/ملغم بروتین، في حین كانت الفعالیة النوعی 48.45نوعیة مقدارھا 

4HPO2Na ،4HPO2+Na4PO2NaH  )  ً وحدة/ملغم بروتین على  85.44،  41.29،  47.13،  46.88أقل نسبیا

  التوالي).
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م 37بعد الحضن بدرجة   S.marcescens S10-1تأثیر المصدر الفوسفاتي على أنتاج الأسباراجینیز من : )5شكل (

  ساعة24لمدة 

  تأثیر الرقم الھیدروجیني للوسط

أن للرقم الھیدروجیني تأثیراً على أنتاجیة الأنزیم لأن لھ دوراً  في ذوبانیة  المواد التغذویة في الوسط ویؤثر على       

) الى 6في الشكل () .تشیر النتائج المبینة 17تأین المادة الأساس بالأضافة الى أنھ یؤثر على أستقراریة الأنزیم المنتج (

بزیادة الرقــــــم الھیدروجیني  S10-1   S.marcescensأزدیاد الفعالیة النوعیة لأنزیم الأسباراجینیز المنتج من خلایا 

وحدة/ملغم بروتین) عندما كان الرقم الھیدروجیني لوسط  49.16لوسط الأنتـاج ، فقد تم الحصول على أعلى فعالیة نوعیة ( 

 تنخفض الفعالیة النوعیة بزیادة او انخفاض الرقم الھیدروجیني لوسط الانتاج .ثم  7.5الانتاج 

  
م لمدة 37بعد الحضن بدرجة  S.marcescens S10-1): تأثیر الرقم الھیدروجیني في أنتاج الأسباراجینیز من 6شكل(

  ساعة 24
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كان  Erwinia carotovoraنزیم الاسباراجینیز المنتج من بكتریا نتاج الامثل لاأشارت دراسة اخرى الى ان الا      

) H+)) . أن الزیادة أو النقصان في تركیز أیونات الھیدروجین (2006وآخرین ( Kamble(  8.6عند الرقم الھیدروجیني 

بروتین یسبب تنافس یسبب تغیر في الرقم الھیدروجیني للوسط الزرعي والذي یقود الى تغییر جذري في التركیب الثلاثي لل
+H  او-OH )  18مع الروابط الھیدروجینیة أو الروابط الأیونیة في الأنزیم وبالتالي مسخ للأنزیم. (  

  تأثیر درجة الحرارة

) الى ان الدرجة الحراریة المثلى لوسط التخمر الملائمة لانتاج  الاسباراجینیز  7تشیر النتائج المبینة في الشكل (       

وحدة/ملغم بروتین. إن  49.16م , اذ بلغت عندھا الفعالیة النوعیة للانزیم ° 37ھي  S10-1 S.marcescensمن بكتریا 

التغیر في درجة الحراریة لوسط التخمر عن الدرجة المثلى لأنتاج الأنزیم قد یؤدي الى أنخفاض سرعة التفاعل بفعل عملیة 

  ). 17( مسخ البروتین أو فقدان خصائص التركیب الثلاثي للبروتین

    

عند التنمیة في وسط الأنتاج  S.marcescens S10-1): تأثیر درجة الحرارة في أنتاج الأسباراجینیز من 7شكل ( 

  ساعة 24لمدة  7.5برقم ھیدروجیني 

    تأثیر مدة الحضن

   S10-1الأسباراجینیز من بكتریا اجالمدة الزمنیة المثلى لانت ) الى ان 8تشیر النتائج المبینة في الشكل ( 

S.marcescens  ثم تنخفض تدریجیا  وحدة/ملغم بروتین 49.2اذ بلغت عندھا الفعالیة النوعیة للانزیم .  ساعة 24ھي

) الذي توصل الى أن أعلى Phillip )20و   Navakبزیادة مدة الحضن. تعد ھذه النتائج مماثلة لتلك التي توصل الیھا 

  ساعة من الحضن. 24بعد   ATCC60  S.marcescensمن  IIراجینیز أنتاج للاسبا
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  عند زرعھا    S.marcescens S10-1لحضن في أنتاجیة الأسباراجینیز من ا ): تأثیر مدة8شكل (

  .م 37وحضنھا في درجة  7.5في وسط الأنتاج برقم ھیدروجیني

  

  تاثیر حجم اللقاح 

الملائم لأنتاج  S10-1 S.marcescensالعدد الامثل لخلایا البكتریا  ) ) الى ان9ئج المبینة في الشكل (تشیر النتا  

وحدة/ملغم بروتین ، في  52.53خلیة/مل أذ بلغت الفعالیة النوعیة للاسباراجینیز المنتج منھا   2.28×10الاسباراجینیز ھو 

الخلایا عن ھذا العدد. یستدل من ھذه النتائج أن الأعداد الكبیرة للخلایا  حین تنخفض الفعالیة النوعیة بزیادة او انخفاض عدد

یؤدي الى أنخفاض انتاج الانزیم بسبب التنافس الشدید على المواد الغذائیة الاساسیة للوسط الزرعي فضلاً عن تجمع نواتج 

القلیلة للخلایا في الوسط یؤدي الى عدم  الایض الثانوي مما یؤدي الى تثبیط نمو الخلایا وأنخفاض الانتاج، وان الأعداد

  ) .19الأستغلال الامثل للمواد الغذائیة مما یؤثر سلبیاً في  أنتاج الأنزیم (
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عند زرعھا في وسط الأنتاج  S.marcescens S10-1):تأثیر حجم اللقاح في أنتاج الأسباراجینیز من ابكتریا 9شكل ( 

  ساعة 24م لمدة 37بدرجة   7.5جیني برقم ھیدرو
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