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  الخلاصة

تهـــدف هـــذه الدراســـة الـــى محاولـــة تحســـین اســـتعمال ســـعف النخیـــل المتـــوفر بكمیـــات كبیـــرة لانتـــاج انـــزیم 

مــن خــلال اســتعمال اللقــاح المســاعد مــن L.enzymogenesالســلیلیز باســتعماله مصــدرا كربونیــا للعزلــة البكتیریــة 

Streptomycesبكتریـــا  sp.ارنـــة بعـــدد مـــن المعـــاملات الاخـــرى المســـتعملة فـــي تهیئـــة وتحضـــیر المصـــدر مق

ــــة بالقاعــــدة هیدروكســــید الصــــودیوم  HClوحــــامض الهیــــدروكلوریك NaOHالكربــــوني ، والتــــي تضــــمنت المعامل

  .والتسخین 

Streptomycesوبكتریا L.enzymogenesاختبرت قابلیة كل من بكتریا  sp. في تحلیل السلیلوز فـي

سلیلوز الصلب وكـذلك اختبـرت العـزلتین معـا لمعرفـة امكانیـة اسـتعمالهما معـا فـي انتـاج الانـزیم ، واظهـرت وسط ال

النتائج ان اعلى قطر للمنطقة الشفافة الناتج عن تحلل السلیلوز كان عند استعمال العزلتین معا ومعاملة المصدر 

سـم ، امـا تـاثیر المعـاملات المختلفـة 5.7فافة الكربوني بهیدروكسید الصـودیوم حیـث بلـغ معـدل قطـر المنطقـة الشـ

التـــي اجریـــت للمصـــدر الكربـــوني فـــي انتـــاج انـــزیم الســـلیلیز فـــي وســـط الســـلیلوز الســـائل فـــأظهر اســـتعمال بكتریـــا 

Streptomyces sp. كمعاملــة لتحضــیر وتهیئــة المصــدر الكربــوني لتحلیلــه مــن قبــل بكتریــاL.enzymogenes

/ وحـدة 8.727لوسـط الانتـاج افضـل انتاجیـة للانـزیم حیـث بلغـت الفعالیـة الانزیمیـة مع تعدیل الـرقم الهیـدروجیني 

  .مللتر 

من المصدر الكربوني كان الافضل في انتاج الانـزیم ، اذ بلغـت الفعالیـة الانزیمیـة % 1وتبین ان تركیز 

نتـاج افضـل انتاجیـة مللتر ، واعطت طریقة اضافة المصدر الكربوني بدفعات یومیة الى وسـط الا/ وحدة 8.727

مللتـر ، فیمـا لـم تعـط معاملـة اضـافة المصـدر بطریقـة التغذیـة / وحدة 10.902للانزیم اذ بلغت الفعالیة الانزیمیة 

  .مللتر / وحدة 10.878الیومیة المتزامنة مع السحب الیومي للمنتوج الا فعالیة انزیمیة مقدارها 

باتبــاع خطــوات تنقیــة تضــمنت L.enzymogenesكتریــا اجریــت عملیــة التنقیــة للانــزیم المنــتج بوســاطة ب

وكروموتوغرافیــا التبـادل الایــوني بوســاطة عمـود المبــادل الایــوني % 90الترسـیب بكبریتــات الامونیــوم بنسـبة اشــباع 

DEAE-Sephacyl والترشـیح الهلامـي بعمـودSephacryl -S-300 مـن الانـزیم % 86.06وقـد امكـن اسـترداد

ســة الظـروف المثلـى لفعالیـة الانــزیم بعـد التنقیـة ان الـرقم الهیــدروجیني الامثـل لفعالیـة الانــزیم ، كمـا بینـت نتـائج درا

  .دقیقة 90م وبمدة تفاعل  ْ 60ودرجة الحرارة المثلى 6كان 

اظهرت نتیجة تعیین الوزن الجزیئي للانزیم بوساطة طریقة الترشیح الهلامي ان الوزن الجزیئي للانزیم كان بحدود 

) دقیقـة/مللتـر/ملغـم12.73(كانـت Kmالتن ، فیما بینـت دراسـة حركیـات الانـزیم ان قیمـة ثابـت میكـالس د36000

  ).مللتر/وحدة12.5(كانت Vmaxفي حین ان سرعة التفاعل القصوى 
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Abstract
The aim of this study is to improve using date palm leaves , which are very 

abundant to produse cellulase enzyme that an be used as carbon resonrce for L. 
enzymogenes bacterial isolate . streptomyces  sp. was used as helper substrate media 
compared to other treatments used as another sources of carbon which depend on 
using NaOH as a base and HCL as an acid with heating . The ability of  L. 
enzymogenes and Streptomyces sp. bacteria to lyse crude cellulose was tesed 
singularly and together to know their ability to produse cellulase enzyme .

Results indicated that the largest diameter for the transperent area , which is as 
a result for cellulose lysing , is by using both bacteria together and also by treating the 
carbon source by NaOH and the diameter avarage was 5.7cm . However, other 
treatments for carbon resource in cellulose liquid media indicated that Streptomyces 
sp. as a carbon resource and   L. enzymogenes to provide the specific enzyme with a 
pH adjustment gave a better enzyme production which was 8.727 unit / ml .

The concentration of  1% of the carbon source was the best to enzyme 
production and the enzymic activity was 8.727 unit / ml , also the addition of carbon 
source on a dialy base interval gave in enzymatic activity of 10.902  unit / ml  .  
However, normal daily feeding in co-ordirate with daily with draw gave an 
enzymatim activity of 10.878 unit / ml .

Purification of the enzyme produced by L.  enzymogenes  was done by using 
ammonium sulphate  as a sedmentation factor with a saturating percent ( 90% ) and 
ionic  exchange chromatography with a DEAE - Sephacyle bar and sephacyl -S-300 
as a  gelatinous filtarating bar and 86.06% of the enzyme were re-extracted . The 
optimum pH was 6 , the optimum temp. was 60co  and the time lasted for interation 
was 90 min.

Molecular weight as done by gelatinous filterating bar was around 36000 
dalton . The value of Mekalis Km was ( 12.75 U/ml/min ) and the maximum 
interaction velocity was ( 12.5mg/ml )  .

  

  المقدمة

وتحتــوي هــذه 1010یطــرح ســنویا الاف الاطنــان مــن المخلفــات النباتیــة للبیئــة وتقــدر هــذه الكمیــة بحــدود 

د هذه المخلفات مصدرا مهما للسلیلوز وكثیرا ما تعالج هذه المخلفات على نسبة كبیرة من المواد الكربوهیدراتیة وتع

المخلفـــات بطرائـــق خاطئـــة لغـــرض الـــتخلص منهـــا ، ولاســـتمرار دورة الكـــاربون الطبیعیـــة فمـــن الضـــروري اســـتعمال 

الاحیاء المحللة للسلیلوز والتي تكون قادرة على انتاج انزیم السلیلیز الذي یساعد ویحفز عملیة تحلل السلیلوز الى

سلاســل قصــیرة مـــن الســلوبایوز ومـــن ثــم الــى النـــاتج النهــائي وهـــو الكلوكــوز والــذي یعتبـــر نــاتج مهـــم مــن الناحیـــة 

,.Ojumu et.al(الاقتصادیة لانه یدخل في كثیر من الصناعات والاستخدامات المهمة   Alamأشـار .)2003
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et.al. (2004)تراكمة فـي البیئـة وبصـورة سـنویة دائمـة الى ان السلیلوز من اكثر مكونات المخلفات العضویة الم

  .وتعمل الاحیاء المجهریة على تحلیله وبالتالي یعتبر مصدرا مهما للطاقة

عرفت العدید من الاحیاء المجهریة التي تساهم وبشكل كبیر في انتاج انـزیم السـلیلیز وبالتـالي المسـاعدة 

ثـم البكتریـا وبالمرتبـة الثالثـة تـاتي الاكتینومایسـتات في تحلیـل السـلیلوز واثبتـت الفطریـات ان لهـا الـدور الاول ومـن

مــن الاجنــاس التــي لهــا القابلیــة علــى تحلیــل الســلیلوز ولهــا فعالیــة عالیــة فــي هــذا Streptomycesوتعتبــر بكتریــا 

  .(Tawfiq et.al., 2002)المجال 

لــذي یكــون اenzymogenesغیــر محللــة للســلیلوز عــدا النــوع Lysobacterومعلــوم ان بكتریــا جــنس 

  ).Holt et.al., 1994(محللا للسیلیلوز 

لانـــزیم الســـلیلیز تطبیقـــات مهمـــة فـــي مجـــالات الصـــناعة والتقانـــة الحیویـــة ، فهـــو یـــدخل فـــي الصـــناعات 

الغذائیــة متمثلـــة بتصـــنیع الفواكـــه ، اغذیـــة الاطفـــال ، العصـــائر ، كمـــا یـــدخل فـــي الصـــناعات النســـیجیة وتطویرهـــا 

ص النشــا وتصــنیعه ، وفــي اســتخلاص وتصــنیع بعــض ادویــة الاعشــاب ولــه اهمیــة والصــناعات الورقیــة واســتخلا

  ).Rajoka 2004. (واضحة في مجالات تصنیع الوقود الحیوي وخاصة الایثانول 

– Endoلانـزیم السـلیلیز نظـام انزیمـي مكـون مـن ثلاثـة مكونـات اساسـیة هـي انزیمـات  glucanase ،

Exo وB – glucosidaseبصـورة تعاونیـة وبشـكل متكامـل أي ان عمـل احـدهما یكمـل عمـل ویعمـل كـل منهـا

  ).Taylor et.al., 2006( الاخر 

  :تحضیر وتهیئة المصدر الكربوني 

تعتبـــر عملیـــة تحضـــیر المصـــدر الكربـــوني وتهیئتـــه عملیـــة مســـاعدة لضـــمان اســـتمرار الیـــة ومیكانیكیــــة 

الاحیـاء المجهریـة المنتجـة لانـزیم السـلیلیز مـن اهـم الانزیمات المحللة ، اذ یعتبر المصدر الكربـوني الـذي تحتاجـه

العوامـل التـي تـؤثر فــي قابلیتهـا علـى انتـاج الانــزیم لان اغلـب هـذه المصـادر یكــون السـلیلوز فیهـا مـرتبط بمكونــات 

Pretreatmentصــعبة التحلــل ، لــذلك یكــون مــن المهــم اختیــار نــوع المصــدر الكربــوني وتهیئتــه بمعــاملات اولیــة 

ه الى المزرعة الخاصة بانتاج الانزیم ، وهنالك طرق عدیدة تستخدم لهذا الغرض مـن اجـل زیـادة انتـاج قبل اضافت

  .Umar Noomrio (1996)الانزیم ، فقد استعملت عدة طرق في هذا المجال ، اذ استعمل 

تــبن الحنطــة المعامــل بالاحمــاض المعدنیــة كمصــدر كربــوني للحصــول علــى اعلــى انتــاج للانــزیم ، امــا 

Ojumu et.al., فقــد اســتعملوا ثلاثــة مصــادر ســلیلوزیة مختلفــة فــي انتــاج انــزیم الســلیلیز وهــي مخلفــات 2003

  . الخشب ، الحشائش ومخلفات الذرة بعد معاملة كل منها بهیدروكسید الصودیوم

یوم انـزیم الزایلینیـز باسـتعمال قـش الـرز المعامـل باوكسـید التیتـانRifaat et.al., (2005)في حین انتج 

Tio2 وحدیثا تمكن ،Dien et.al., (2006) من الحصول على افضل انتاج لانزیم السـلیلیز باسـتعمال مخلفـات

دقیقة وازدادت انتاجیـة الانـزیم بزیـادة مـدة الغلیـان الـى 20م ولمدة  ْ 160الذرة المعاملة بالماء المغلي بدرجة حرارة 

  .دقیقة 30

  طریقة اضافة المصدر الكربوني 

تعدد وتنوع الاحیاء المحللة لمركبات السلیلوز واختلاف قدراتها حسب نوع المصادر الكربونیة نظرا ل

المستعملة تعد عملیة تحضیر وتهیئة وطریقة تنمیة المزارع البكتیریة المحللة للسلیلوز لانتاج انزیم السلیلیز 

  .مهمة 

الســلیلیز كــان باســتعمال الــى ان افضــل انتــاج لانــزیم Mehmedalija & Enfors (2003اذ اشــار 

الــى افضــل انتــاج لانــزیم Lyayi (2004)، بینمــا حصــل Feed batch Cultureنظــام مــزارع الوجبــة المغــذاة 
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 Aspergillus niger ،Aspergillusوبوسـاطة فطریـات Solid Stateالسـلیلیز باسـتعمال المـزارع الصـلبة 

Flavus ،Penicillium sp..  

Alam et.al., (2004) ا علــى اعلــى انتــاج لانــزیم الســلیلیز باســتعمال مــزارع الوجبــة وبوســاطة حصــلو

 ,.Narasimha et.al، فـي حـین ان % 1.2وبمصـدر كربـوني تركیـزه Streptomyces omiyaensisبكتریـا 

Aspergillusحصـــلوا علـــى اعلـــى انتـــاج للانـــزیم باســـتعمال مــــزارع الوجبـــة وبوســـاطة فطـــر (2006) niger

  % .1زه وبمصدر كربوني تركی

فقـد حصـلا علـى افضـل انتـاج لانـزیم السـلیلیز باسـتعمال نظـام Schanfer & Toledo (2004)امـا 

وبمصــدر كربــوني تركیــزه Trichoderma reeseiوبوســاطة فطــر Continuous cultureالمــزارع المســتمرة 

1. %  

  :استخلاص وتنقیة انزیم السلیلیز وتعیین وزنه الجزیئي 

لانزیم السلیلیز في مجالات عدة ، لذا كان من الضروري الاهتمـام بالحصـول علیـه نظرا للاهمیة الكبیرة

نقیا بصورة كاملة او جزئیة ، اذ استخدمت طرائق مختلفة لتنقیـة الانـزیم المنـتج مـن قبـل الاحیـاء المجهریـة وتتمثـل 

الهلامـي وغیرهـا ، كمـا ان هنـاك باستخدام الترسیب بكبریتات الامونیوم ثم كروموتوغرافیا التبادل الایوني والترشیح

تقنیــات مختلفــة لتعیــین الــوزن الجزیئــي لانــزیم الســلیلیز المعــزول مــن مصــادر مختلفــة ، الا ان اغلــب هــذه التقنیــات 

، SDS-PAGEاعتمــــدت علــــى الترشــــیح الهلامــــي والترحیــــل الكهربــــائي بوجــــود او عــــدم وجــــود المــــواد المانحــــة 

Takuga et.al., (1997) .ملوا طریقة الترحیل الكهربائي بوساطة هـلام البـولي اكریـل امایـد والذین استع)Poly 

acryl amide ( 31.000فـي تنقیـة الانـزیم وتعیـین وزنـه الجزیئـي اذ وجـد ان الـوزن الجزیئـي للانـزیم كـان بحـدود

  Hydrophobic-interaction chromatographiesدالتن بعد استعمال الترشیح الهلامي وتقنیة

  :لمؤثرة في فعالیة انزیم السلیلیز وحركیات الانزیم العوامل ا

تعتبــر عملیــة تحدیــد العوامــل المــؤثرة فــي فعالیــة الانــزیم المنقــى مــن العملیــات المهمــة والتــي تشــتمل علــى 

  ).Alam et.al., 2004(الرقم الهیدروجیني ودرجات الحرارة ومدة حضن الانزیم مع المادة الاساس 

) Km(الحدیثـة دراسـة حركیـات الانـزیم وخاصـة مـا  یتعلـق بثبـات میكـالیس واضافت الدراسات والابحاث

  .)Vmax)  (Antonio et.al., 2005(وسرعة التفاعل القصوى 

ونظـرا لاخــتلاف قـدرة الاحیــاء المجهریـة فــي تحلیـل الســلیلوز بـاختلاف مصــادر الكربـون ولتــوفر مخلفــات 

بـا مـا یكـون السـلیلوز فیـه مـرتبط بمركبـات اللكنـین مـع قـدرة سعف النخیل ذو المحتـوى السـلیلوزي العـالي والـذي غال

علــــى تحلیــــل هــــذه المركبــــات وجعــــل الســــلیلوز فــــي متنــــاول العــــزلات Actinomycetesعــــزلات الاكتینومایســــتات 

المنتجة لانزیم السلیلیز ، لذا تعد مثل هذه الدراسات عوامل مساعدة في زیادة انتاج انزیم السلیلیز واتاحة استعمال 

  .ادر كربونیة جدیدة ، لذلك اقترح مشروع البحث لهذه الدراسة  مص

  

  

  

  

  المواد وطرائق العمل

  :البكتریا المستعملة في انتاج انزیم السلیلیز 
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جامعـــة / التـــي حصـــلنا علیهـــا مـــن مختبـــرات كلیـــة العلـــوم Streptomycesاســـتعملت عزلـــة مـــن بكتریـــا 

ســعف (قــدة اذ اســتعملت مســاعدة فــي تحلیــل المصــدر الكربــوني الانبــار، وذلــك لقــدرتها فــي تحلیــل المركبــات المع

  ) .النخیل

المعزولــة لاول مــرة فــي العــراق مــن تــرب Lysobacter enzymogenesواســتخدمت عزلــة مــن بكتریــا 

جامعــة الانبـار لقــدرتها العالیــة فــي انتــاج انــزیم / مدینـة الرمــادي ، وحصــلنا علیهــا ایضــا مـن مختبــرات كلیــة العلــوم 

  .السلیلیز

  :تحضیر وسط الانتاج 

م لمـدة  ْ 70استعمل مسحوق سعف النخیل الذي حصل علیه من تجفیف سعف النخیل عند درجة حـرارة 

ومـن اللكنـین % 37مـش وكـان محتـواه مـن السـلیلوز بحـدود 40ساعة ثم طحن ومرر عبر منخل سعة ثقوبـه 48

ــــة % 21بحــــدود  مــــن كبریتــــات الامونیــــوم كمصــــدر علــــى وســــط انتــــاج یتكــــون L.enzymogenes، نمیــــت العزل

0.2لتـر مـن فوسـفات البوتاسـیوم ثنائیـة الهیـدروجین و / غـم 0.5لتـر ، / غـم 2وبواقـع % 0.2نتروجیني بتركیز 

لتـــر مـــن كـــل مـــن كلوریـــد الكالســـیوم المـــائي وكبریتـــات / ملغـــم 20لتـــر مـــن كبریتـــات المغنیســـیوم المائیـــة و / غـــم 

لتــــر مــــن كــــل مــــن مستخلصــــات الخمیــــرة والببتــــون ، / غــــم 0.2ز المائیــــة و المنغنیــــز المائیــــة وكبریتــــات الحدیــــدو 

، عقمت المزرعة بالمؤصدة على درجـة حـرارة % 1واستعمل مسحوق سعف النخیل كمصدرا كربونیا وحید وبنسبة 

ولمـــدة 9.5م ورقـــم هیـــدروجیني  ْ 35دقیقـــة ، حضـــنت المزرعـــة بدرجـــة حـــرارة 15لمـــدة 1.5م وضـــغط جـــو  ْ 121

واســتعملت 106× 6مللتــر وســط الانتــاج وبكثافــة لقــاح 100/ مللتــر 1.5بعــد تلقیحهــا بحجــم لقــاح خمســة ایــام

مللتر من وسط الانتاج 100مللتر ووضع في كل دورق 250تقنیة الدوارق الهزازة باستعمال دوارق زجاجیة سعة 

لب فــي تقــدیر قابلیــة كــل مــن دقیقــة ، كمــا اســتعمل وســط الســلیلوز الصــ/ دورة 150وبعــدد دورات حاضــنة قــدرها 

في تحلیل السلیلوز وكذلك في تقدیر قابلیتهما بصـورة مشـتركة .L.enzymogenes , Streptomyces spبكتریا 

فـي تحلیـل الســلیلوز فـي الوسـط الصــلب والـذي یشـابه وســط السـلیلوز السـائل مــن حیـث التركیـب عــدا اضـافة نســبة 

  .اكار للوسط % 1.5

  :كربوني تهیئة وتحضیر المصدر ال

اسـتعمل مسـحوق ســعف النخیـل مصــدرا كربونیـا وحیــد فـي انتــاج انـزیم الســلیلیز لتـوفره فــي البیئـة بكمیــات 

كبیــرة ویمكــن الحصــول علیــه بتكلفــة واطئــة ، حضــر المصــدر الكربــوني بعــدة طرائــق لغــرض تحســین قابلیــة تحلیــل 

  :السلیلوز فیه اذ اشتملت هذه المعاملات على 

مللتــر مــاء مقطــر وســخن المــزیج الــى درجــة 100غــم مــن مســحوق ســعف النخیــل فــي 10مــزج : التســخین -1

  . الغلیان ولمدة ساعتین 

مللتر من القاعـدة هیدروكسـید 100غم من مسحوق سعف النخیل في 10مزج : NaOHمعاملة القاعدة الـ -2

  % .1بتركیز NaOHالصودیوم 

مللتر من حـامض الهیـدروكلوریك 100النخیل في غم من مسحوق سعف 10مزج : HClمعاملة الحامض -3

HCl0.6 عیاري.  

  .مللتر ماء مقطر 100غم من مسحوق سعف النخیل في 10مزج : معاملة السیطرة -4

-Whatman -1اجریــت عملیــة ترشــیح لكــل مــن المعــاملات اعــلاه باســتعمال ورق الترشــیح مــن نــوع 

جفـف الراسـب الحـاوي . الوصول الى نقطة التعادل في الراشح وغسل الراسب بالماء المقطر بصورة مستمرة حتى 

  .ساعة واستعمل مصدرا كربونیا في وسط الانتاج 48م لمدة  ْ 70على السلیلوز في فرن على درجة حرارة 
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اضـیفت هـذه .Streptomyces spتضمنت معاملـة المصـدر الكربـوني مباشـرة مـع بكتریـا : المعاملة الحیویة -5

10×5مللتر وسط انتاج وبكثافة لقـاح100/ مللتر 1سط الانتاج اولا وبحجم لقاح البكتریا الى و 
6

وبعـد خمسـة 

  .المستعملة في انتاج انزیم السلیلیز L.enzymogenesایام اضیف الى وسط الانتاج بكتریا 

  :وعلى النحو التالي Streptomycesواشتملت المعاملة الحیویة على اضافة بكتریا 

15م لمـدة  ْ 105وبعد خمسة ایام تعقم المزرعة بالمؤصـدة علـى درجـة حـرارة Streptomycesااضافة بكتری-1

  .دقیقة وبدون تعدیل الرقم الهیدروجیني الابتدائي للمزرعة 

15م لمـدة  ْ 105وبعد خمسة ایام تعقم المزرعة بالمؤصـدة علـى درجـة حـرارة Streptomycesاضافة بكتریا -2

  . 9.5لهیدروجیني الابتدائي على دقیقة مع تعدیل الرقم ا

  .وبدون تعقیم وبدون  تعدیل الرقم الهیدروجیني الابتدائي Streptomycesاضافة بكتریا -3

  .9.5وبدون تعقیم مع تعدیل الرقم الهیدروجیني على الرقم Streptomycesاضافة بكتریا -4

  :تركیز المصدر الكربوني وطریقة اضافته

واضـیف % 2، % 1.5، % 1وهـي ) مسـحوق سـعف النخیـل(یز للمصدر الكربـوني استعملت ثلاثة تراك

  :بعدة طرائق وكالاتي 

  .اضیف كل تركیز دفعة واحدة مع تحضیر المزرعة -1

دفعـة واحـدة ، علـى (اختیر افضل تركیز من الخطوة السابقة وتمت اضافة المصدر الكربوني وبثلاثـة حـالات -2

أي قســم الـــوزن المضــاف علـــى شـــكل دفعــات ،اذ ان الطریقـــة الاولـــى ) لفـــةشــكل دفعـــات متتابعــة بكمیـــات مخت

مــن الـــوزن الكلـــي للمصــدر الكربـــوني ثــم قســـم المتبقـــي علــى اربعـــة دفعــات ،فـــي حـــین ان % 75اضــیف فیهـــا 

  .من الوزن الكلي للمصدر الكربوني ثم قسم المتبقي على اربعة دفعات%25الطریقة الاخرى فاضیف 

علـــى خمســـة اوزان یضـــاف بصـــورة یومیـــة ولمـــدة خمســـة ایـــام بالاعتمـــاد علـــى طریقـــة قســـم التركیـــز المضـــاف-3

  .اضافة الوسط كاملا وسحب حجم معلوم من المزرعة یومیا وتعویضه مباشرة أي بطریقة التغذیة المستمرة 

  :تقدیر فعالیة انزیم السلیلیز 

ط السلیلوز الصـلب ، فـي في الكشف عن تحلل السلیلوز في وس) Yeoh et.al., 1985(اتبعت طریقة 

  .)Mandel's 1974(حین قیست فعالیة انزیم السلیلیز في الوسط السائل حسب طریقة 

  :استخلاص وتنقیة انزیم السلیلیز 

وحسـب الطریقـة الموصـوفة مـن قبـل Lysobacter enzymogenesنقي الانزیم المنتج بوساطة بكتریـا 

)Takuya et.al., 1997.(  

  :لانزیم السلیلیز باستخدام الترشیح الهلاميتعیین الوزن الجزیئي 

لحسـاب الـوزن الجزیئـي Laue & Rhodes (1990)اسـتعملت الطریقـة الموصـوفة مـن قبـل كـل مـن 

  .لانزیم السلیلیز 

  :توصیف انزیم السلیلیز 

، 40، 30، 25(ودرجات حـرارة ) 10، 9، 8، 7، 6، 5(تمت دراسة تاثیر الارقام الهیدروجینیة 

، 90، 60، 30، 20، 10، 5(م ومدد حضن الانزیم مع مادة التفاعـل وهـي )ْ 90، 80، 70، 60، 50

كمـا درسـت حركیـات انـزیم السـلیلیز وتحدیـد .علـى فعالیـة انـزیم السـلیلیز بعـد تنقیتـه . دقیقة ) 180، 150، 120
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وباســتخدام مـــادة الكربوكســي مثیـــل للانـــزیم المنقــى Vmaxوســرعة التفاعـــل القصــوى Kmكــل مــن ثابـــت میكــالیس 

  .Lineweaver Burk Plotكمادة اساس وحسب معادلة CMCسلیلوز 

  النتائج والمناقشة

  :قابلیة البكتریا على تحلیل السلیلوز 

Lysobacterان لكـلا الجنسـین مـن البكتریـا ) 1(یظهـر الجـدول  , Streptomyces قـدرة علـى تحلیـل

المســتعملة فــي تحضــیر وتهیئــة المصــدر الكربــوني واظهــرت النتــائج تفــوق بكتریــا الســلیلوز وبــاختلاف المعــاملات 

L.enzymogenes في قابلیتها على تحلیل السلیلوز في الوسط الصلب ، كما اعطـت معاملـة المصـدر الكربـوني

طقــة اعلــى قطــر للمنطقــة الشــفافة الناتجــة مــن تحلیــل الســلیلوز اذ كــان معــدل قطــر المنNaOHالمعامــل بالقاعــدة 

.سم 4.17الشفافة 

  ).سم(تأثیر المعاملات المختلفة في قطر المنطقة الشفافة )1(جدول 

المعاملة
)سم(قطر المنطقة الشفافة 

HClتسخین  NaOH سیطرة(بدون معاملة(

Streptomycets3.32.74.02.2
Lysobacter4.04.14.22.7
St. + Lys.5.03.75.73.2

LSD, 0.05، 0.745= ، تداخل 0.430= ، معاملات 0.372= عزلات

وربمـــا یعـــود ذك الـــى دور هیدروكســـید Ojumu et.al., (2003)وهـــذا یتفـــق مـــع مـــا حصـــل علیـــه 

تحلل السیلیلوز مـن الصودیوم في اذابة اللكنین المرتبط بالسلیلوز في سعف النخیل وبالتالي المساعدة على سرعة 

. قبل البكتریا المحللة للسیلیلوز

وعند استعمال خلیط من كلا الجنسین من البكتریا فقد اظهـرت النتـائج تفـوق معنـوي لمعاملـة الخلـیط مـن 

، وباســـتعمال ) 1جـــدول (ســـم 5.7الجنســـین فـــي تحلیـــل الســـلیلوز اذ اعطـــى اعلـــى قطـــر للمنطقـــة الشـــفافة وكـــان 

مــل بهیدروكســید الصــودیوم ویؤكــد ذلــك الــى امكانیــة عمــل كــلا الجنســین معــا فــي تحلیــل المصــدر الكربــوني المعا

السلیلوز وبعدم حصول التضاد الحیوي بینهما وهذا ممـا اتـاح الفرصـة فـي اسـتعمالهما معـا فـي انتـاج السـلیلوز فـي 

  .الوسط السائل 
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فـي انتـاج انـزیم السـلیلیز اذ تبـین Streptomycesیبین تاثیر مدة الحضن في قابلیـة بكتریـا ) 1(الشكل

النتائج ان حضن البكتریا لمدة خمسة ایام اعطى انتاجیة اعلـى مـن الانـزیم مقارنـة بمـدة الحضـن عشـرة ایـام حیـث 

مللتـر علــى التـوالي ولكــلا مـدتي الحضــن ، وهـذه النتیجــة تمــت / وحــدة 3.397، 4.343كانـت الفعالیــة الانزیمیـة 

Streptomycesلاحقــا عنــد اســتعمال بكتریــا الافــادة منهــا sp. فــي تهیئــة وتحضــیر المصــدر الكربــوني لغــرض

  .L.enzymogenesاستعماله في انتاج انزیم السلیلیز بوساطة بكتریا 

  :تاثیر معاملات تحضیر وتهیئة المصدر الكربوني في انتاج انزیم السلیلیز 

تحضیر وتهیئة المصدر الكربوني تـاثیر معنـوي فـي ان لعملیة) 2(اظهرت النتائج الموضحة في الشكل 

زیــــادة انتــــاج انــــزیم الســــلیلیز واشــــارت النتــــائج الــــى تفــــوق المعاملــــة التــــي یــــتم تحضــــیرها حیویــــا باســــتعمال بكتریــــا 

Streptomyces حیـــث اعطــــت المعاملــــة التــــي تــــم اســــتعمال هــــذه البكتریــــا فیهــــا وبــــدون تعقــــیم مــــع تعــــدیل الــــرقم

مللتـــــر ویعـــــود ذلـــــك الـــــى ان بكتریـــــا الــــــ / وحـــــدة 8.727تـــــائج وبلغـــــت الفعالیـــــة الانزیمیـــــة الهیــــدروجیني اعلـــــى الن

Streptomyces سـاعدت فـي تحلیـل اللكنــین المـرتبط مـع السـلیلوز فــي سـعف النخیـل كمـا انهــا تسـاهم فـي تحلیــل

الــى الــرقم كمــا ان تعــدیل الــرقم الهیــدروجینيL.enzymogenesالســلیلوز أي تعمــل بصــورة متكاملــة مــع بكتریــا 

یــادة فــي انتاجیــة ســبب زیــادة واضــحة فــي تحلیــل الســلیلوز وبالتــالي ز 9.5وهــو L.enzymogenesالامثــل لبكتریــا 

  .انزیم السلیلیز
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وكــذلك تبــین النتــائج الــى حصــول زیــادة معنویــة فــي انتــاج الانــزیم بالنســبة للمعــاملات الاخــرى التــي تــم 

كربوني باستعمال القاعدة او الحامض او التسخین مقارنـة بمعاملـة السـیطرة وتتفـق هـذه النتـائج تحضیر المصدر ال

 ,.Ojumu et.al., 2003  ،Rifaat et.al., 2005 ،Dien et.al(مـع النتـائج التـي توصـل الیهـا كـل مـن 

الانتــاج وذلــك الــذین اشــاروا جمــیعهم الــى اهمیــة تهیئــة وتحضــیر المصــدر الكربــوني قبــل اضــافته لوســط. 2006

  .للحصول على زیادة في انتاج انزیم السلیلیز 

  :تاثیر استعمال نظام الدفعات للمصدر الكربوني في تغذیة المزرعة 

اوضحت ان اعلى انتاجیة للانزیم كانـت عنـد تركیـز المصـدر الكربـوني ) 3(النتائج الموضحة في الشكل

 Alam(ر هــذه النتیجــة تتفــق مــع مــا اشــار الیــه كــل مــن مللتــ/ وحــدة 8.727اذ بلغــت الفعالیــة الانزیمیــة % 1

et.al., 2004 ،Scafner & Toledo 2004 ( كمــا اوضــحت النتــائج فــي الشــكل نفســه ان انتاجیــة الانــزیم ،

انخفضت مع زیادة تركیز المصدر الكربـوني فـي الوسـط ، ان زیـادة تركیـز المصـدر الكربـوني قـد یسـبب زیـادة فـي 

عملیــــة التحلــــل وهــــو الكلوكــــوز ممــــا یســــبب تثبــــیط لعملیــــة انتــــاج الانــــزیم وهــــذا مــــا اكــــده تجمیــــع النــــاتج النهــــائي ل

)Narasimha et.al., 2006(.  
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من جانب اخر نجد ان اضافة المصدر الكربوني على دفعات الى الوسط الزرعي اعطـى انتاجیـة اعلـى 

مـن كمیـة المصـدر اولا فـي %) 75(لتـر عنـد اضـافة    مل/ وحـدة 10.902للانزیم حیث بلغت الفعالیة الانزیمیـة 

حین یقسم الباقي على اربعة دفعات یومیة وقد یعـزى السـبب هنـا ان الاضـافة بهـذه الطریقـة تعطـي للبكتریـا فرصـة 

ووقـــت افضـــل لتحلیـــل المصـــدر الكربـــوني وكـــذلك لایســـبب تجمـــع النـــاتج النهـــائي للتحللـــل وهـــو الكلوكـــوز وبالتـــالي 

  ).4(وهذا ما یوضحه الشكل.تثبیط بالناتج النهائي الابتعاد عن ال

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ان اضــافة المصــدر الكربــوني علــى دفعــات یومیــة ولكــن بصــورة ســائلة مــع حجــم ) 5(یتبــین مــن الشــكل 

معلــوم مــن الوســط الزرعــي یرافقهــا ســحب یــومي للمنتــوج وبــنفس الحجــم المضــاف یومیــا لــم یعــط زیــادة واضــحة فــي 

/ وحــدة 10.878حیــث بلغــت الفعالیــة الانزیمیــة ) 4(زیم مقارنــة بالطریقــة الموضــحة نتائجهــا فــي الشــكل انتـاج الانــ

.مللتر في الطریقة السابقة / وحدة 10.902مللتر مقارنة مع 
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  یلیزتأثیر طریقة اضافة المصدر الكاربوني في انتاجیة انزیم السل4شكل 
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  :تنقیة انزیم السلیلیز 

ریتــات الامونیــوم حیــث بلغــت اشــتملت الخطــوات الاساســیة لتنقیــة انــزیم الســلیلیز علــى عملیــة ترســیبه بكب

مللتـر أذ تلعـب كبریتـات الامونیـوم دورا مهمـا فـي عملیـة تركیـز / وحـدة 6.472الفعالیة الانزیمیة بعد هـذه الخطـوة 

الانـــزیم عـــن طریـــق معادلـــة الشـــحنات الموجـــودة علـــى ســـطح البـــروتین بطریقـــة جزیئـــات المـــاء المحیطـــة بجزیئـــات 

فــي حــین بلغــت ). Englard & Scifters 1990(البــروتین وترســیب البــروتین ممــا ادى الــى انخفــاض ذائبیــة

وحـدة DEAE-Sephacyl5.993الفعالیة الانزیمیة بعد اجراء عملیة التبادل الایوني باستعمال المبادل الایـوني 

عمـود اما الفعالیة الانزیمیة بعد اجـراء عملیـة الترشـیح الهلامـي باسـتعمال ال) . 6(مللتر وكما موضح في الشكل / 

Sephacryl-S-300 كما موضـح فـي الشـكل % 86.06مللتر وبحصیلة انزیمي قدرها / وحدة 6.017فقد بلغت

)7.(  
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  كروموتوغرافیا التبادل الایوني لتنقیة انزیم السلیلیز المنتج من العزلة المحلیة) 6(شكل 
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  كروموتوغرافیا الترشیح الھلامي لتنقیة انزیم السلیلیز المنتج من العزلة المحلیة) 7(شكل 
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  :تعیین الوزن الجزیئي لانزیم السلیلیز 

-Sephacryl-Sح الهلامـي باسـتعمال هــلام تـم تقـدیر الـوزن الجزیئــي لانـزیم السـلیلیز عـن طریــق الترشـی

للبروتینـات  Ve/ V0من خلال العلاقة بـین نسـبة حجـم الاسـترداد الـى حجـم الفـراغ ولوغـاریتم الـوزن الجزیئـي300

  القیاسیة المستعملة وهي

(Ribonuclease Mwt. 13700 Dalton

 ، Chymotrypsinogen Mwt. 25000 Dalton

Ova albumin Mwt 43000 Dalton ،

Bovine Serum Albumin 67000 Dalton   ) .

  .دالتون 36000واظهرت النتائج ان الوزن الجزیئي لانزیم السلیلیز كان بحدود 

  :توصیف انزیم السلیلیز بعد التنقیة 

وبلغـــت 6ان اعلــى فعالیــة لانــزیم الســلیلیز بعـــد تنقیتــه كانــت عنــد الــرقم الهیــدروجیني ) 8(یبــین الشــكل 

مللتر ثم بدات الفعالیة الانزیمیة بالانخفاض مع زیادة الـرقم الهیـدروجیني ویعـزى / وحدة 5.260نزیمیة الفعالیة الا

الســبب فــي ذلــك الــى تــاثیر مجــامیع الاحمــاض الامینیــة الموجــودة بــالموقع الفعــال او جزیئــة الانــزیم علــى الحالــة 

تیجــة مــع مــا حصــل علیــه كــل مــن وتتفــق هــذه الن) Chauthaiwale & Rao 1994(الایونیــة لمــادة الاســاس 

)Alam et.al., 2004 ،Antonio et.al. 2005 حیــث حصــل الاول علــى اعلــى فعالیــة انزیمیــة عنــد رقــم ،

.6والثاني عند رقم هیدروجیني 6.5هیدروجیني 

  

  

ى فعالیــة فیوضــح تــاثیر درجــات الحــرارة المختلفــة علــى فعالیــة انــزیم الســلیلیز وكانــت اعلــ) 9(امــا الشــكل 

م ، ویظهــر الشــكل نفســه ان الفعالیــة الانزیمیــة تــنخفض مــع  ْ 60مللتــر عنــد درجــة حــرارة / وحــدة 6.210انزیمیــة 

م ویعزى السبب في ذلك الى زیادة الحركات الاهتزازیة التي تؤثر في  ْ 60ارتفاع درجات حرارة الحضن عن درجة 

 Brows(وبالتــالي فقــدان الجــزء الاكبــر مــن فعالیــة الانــزیم التركیــب الثــالثي للانــزیم ممــا یــؤدي الــى مســح الانــزیم 

et.al., 1993 ( وتتفـق هـذه النتیجـة مـع مـا حصـل علیـهAguiar (2001) الـذي وجـد ان افضـل فعالیـة للانـزیم

.م ْ 60عند درجة حرارة كانتAspergillus nigerالمنتقى والمنتج من قبل فطر 
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  الرقم الهیدروجیني 

  L. enzymogens    تأثیر الرقم الهیدروجیني في فعالیة انزیم السلیلیز المنقى من العزلة  8شكل 

LSD0.05 = 0.244
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  )م(درجة الحرارة 

  L. enzymogens    نقى من العزلةتأثیر درجة الحرارة في فعالیة انزیم السلیلیز الم  9شكل 

LSD0.05 = 0.194

  

  

  

  

  

یر وقت تفاعل الانزیم مع مـادة الاسـاس علـى فعالیـة الانـزیم اذ بلغـت اعلـى فعالیـة یبین تاث) 10(الشكل 

/ وحـدة 7.644دقیقة على تفاعـل الانـزیم مـع مـادة الاسـاس وكـان مقـدار الفعالیـة الانزیمیـة 90انزیمیة بعد مرور 

مللتـر بعـد مـرور / دة وحـ5.231مللتر ، في حین انخفضت الفعالیة الانزیمیة مع زیادة وقـت التفاعـل لتصـل الـى 

.دقیقة 180
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  )دقیقة(مدة الحضن 

عند  L. enzymogens    تأثیر مدة حضن الانزیم في فعالیة انزیم السلیلیز المنقى من العزلة  10شكل 

pH6 مئوي60ودرجة حرارة.  

LSD0.05 = 0.176
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امـا فیمـا یتعلـق بتقــدیر الثوابـت الحركیـة لانــزیم السـلیلیز فقـد درس تـاثیر تركیــز مـادة الاسـاس الكربوكســي 

ان ) 11(لمحلــول التفاعــل الانزیمــي فــي فعالیــة الانــزیم المنقــى وتوضــح النتــائج فــي الشــكل CMCمثیــل ســلیلوز 

% 3ضحة ومعنویة في فعالیـة الانـزیم بزیـادة تركیـز المـادة الاسـاس لتصـل اعلـى فعالیـة عنـد تركیـز هنالك زیادة وا

مللتر فیما لم تـزداد الفعالیـة الانزیمیـة عنـد اسـتعمال تراكیـز اعلـى مـن / وحدة 11.322اذ بلغت الفعالیة الانزیمیة 

شغلت بمـادة الاسـاس وعلیـه لایـؤثر زیـادة تركیـز المادة الاساس مما یدل على ان جمیع المواقع الفعالة للانزیم قد ا

  .مادة الاساس في الفعالیة الانزیمیة 

رســـــــــمت العلاقـــــــــة بـــــــــین مقلـــــــــوب الســـــــــرعة الاولیـــــــــة للتفاعـــــــــل 01 V ومقلـــــــــوب تركیـــــــــز مـــــــــادة

التفاعــل 01 S لتقــدیر ثابــت میكــالیس)Km ( والســرعة القصــوى)Vmax (زیم بعــد تنقیتــه وحســب معادلــة للانــ

Lineweaver-Burk Plot وبینــت النتــائج ان قــیم ثوابــت حركیــة الانــزیمKm ،Vmax كانــت علــى التــوالي

  .مللتر/وحدة12.5دقیقة و/مللتر/ملغم12.75
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  (%)ل تركیز مادة التفاع
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y = 0,2469x + 0,0862

R2 = 0,8394
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