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بكتريامنمحليةعزلةمنالمنتجأميليز–توصيف أنزيم ألفا 
licheniformis R5Bacillus

محمد عمر محي الدینرنـا عبدالله حسین                            
جامعة بغداد-كلیة الزراعة 

2016-2-1تاریخ قبول النشر :2015-8-5تاریخ استلام البحث : 
صةخلاال

بینت نتائج توصیف وقد 2004جامعة بغداد في عام  -تم إجراء ھذا البحث في كلیة الزراعة
Bacillus licheniformisالمنتج من البكتریا amylase–αنزیمأ R5 بأن الوزن الجزیئي بلغ

Sephacryl Sدالتون عند تقدیره بالترشیح الھلامي باستعمال عمود 56000 – وأن الرقم 200
–7,0وتراوح الرقم الھیدروجیني الامثل لثبات الانزیم بین 8,0یدروجیني الأمثل لفعالیة الانزیم بلغ الھ

م عند الرقم الھیدروجیني الامثل لثبات الانزیم ° 50أما درجة الحرارة المثلى لفعالیة الانزیم فبلغت 9,0
مول أما \سعرة كیلو17500نواتجھ كذلك بلغت قیمة طاقة التنشیط لتحویل المادة الاساس (النشأ) الى 

أظھرت دراسة الثوابت الحركیة أن قیم ثابت .مول\سعرة كیلو64000طاقة مسخ الانزیم فكانت 
% على 0,28% و0,34% و 0,44) للانزیم تجاه النشأ والكلایكوجین والامیلوز بلغ Kmمیكالس (

قیاساً مع النشأ والكلایكوجین ووجد أن نشاط التوالي مما یعني أن الانزیم أكثرألفُة لتحلیل الامیلوز 
الكالسیوم الى محلول التفاعل كما كلوریدملي مولار من 0,6% عند إضافة 138,8یزداد بنسبة الانزیم

) ملي مولار عند 0,6–0,1الكالسیوم وبتراكیز (كلوریدوجد أن الثبات الحراري للانزیم یزداد بوجود 
م وإحتفظ بحوالي °70ى التوالي إذ إحتفظ الانزیم بكامل فعالیتھ عند م عل°80م و °70درجة الحرارة 

ملي مولار عند 1,0% بوجود 100الكالسیوم وكلورید ملي مولار من 0.6% من فعالیتھ بوجود 95.3
.م°80درجة الحرارة 

licheniformisانزیم الفا امیلیز ، بكتریا توصیف الكلمات المفتاحیة : R5Bacillus

المقدمة
من تنتج بكثرةالتي تعد الانزیمات من المواد 

قبل الاحیاء المجھریة إذ تعد خزیناً لا ینضب 
عددھا یبلغلمختلف أنواع الانزیمات والتي 

أن المستعملة منھا في في حینأنزیم ، 2500
یتم انتاج.نوعاً 25مجالات مختلفة لا یتجاوز 

ھذه الانزیمات بكمیات تقدر بآلاف الاطنان 
.ویاً حیث تحتل الامیلیزا ت المرتبة الاولىسن

إن انتاج الانزیمات من الاحیاء المجھریة 
ات معینة  تفتقر الى انتاجھا من مصادر صفب

طبیعیة بسبب تدني كلفة الانتاج وامكانیة 
استغلال بعض المواد الاولیة في تنمیة الاحیاء 
المجھریة لتخلیص البیئة من المشاكل التي 

مواد ، فضلاً عن امكانیة الحصول تسببھا ھذه ال
على انزیمات بمواصفات نوعیة خاصة قد لا 
تتوفر في غیرھا كالانزیمات المتحملة للحرارة 
العالیة او الانزیمات التي تعمل في ارقام 
ھیدروجینیة متطرفة او الانزیمات التي لا تتأثر 

,Hagihara)ببعض المثبطات et al.,
المتنوعة لانزیم ونظراً للاستعمالات .(2001

amylase–αالعملیات الصناعیة مثل في

المواد الغذائیة والتخمیر والمنسوجات 
فأن المراجع ،والادیة والصناعات الورقیة

وبشكل مستمر لعدد غیر قلیل من تبینالعلمیة 
البحوث والدراسات حول ھذا الانزیم من 

,Segel, 1976; Ramesh]الاحیاء المجھریة
& Lonsane, 1989; Rivera, et al.,

بل أن ثمة محاولات لتطفیر الاحیاء [2003
Cloningوكلونة أالمجھریة المنتجة للانزیمات 

ھذا الانزیم من أحیاء مجھریة    أخرى غیر 
تلك التي تنتجھا بھدف تحسین الانتاجیة

(Segel, 1976; Crueger, & Crueger,
محاولات عدیدة لبلدكما جرت في ا(1989

نتاج ھذا الانزیم من الاحیاء المجھریة وتنقیتھ لا
1989محي الدین، ;1982حكمت، [وتوصیفھ 

تھدف ھذه الدراسة الى .]1998، الصفار;
من عزلة محلیة amylase-αاستخلاص انزیم 

.زیمنللإودراسة الخصائص والصفت الحركیة 
Bacillusبكتریاamylase-αتوصیف انزیم 

licheniformis

الاولالبحث مستل من رسالة ماجستیر للباحث 
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وطرائق العملاد المو
Bacillusإستخدمت في ھذه الدراسة بكتریا 

licheniformis R5التي تم عزلھا وتشخیصھا
Bacillusمن عزلة محلیة لبكتریا

licheniformisبطریقة المزارع المغمورة
وتم إنتاج الانزیم من ھذه البكتریا بالطریقة 

.)2010،حسین(المذكورة في تلك الدراسة

نزیم توصیف الا
تعیین الوزن الجزیئي للانزیم 

تم تعیین الوزن الجزیئي للانزیم بتقنیة الترشیح 
Sephacryl Sالھلامي باستخدام عمود – 200

) سم ومحلول فوسفات 44× 1,6ذو أبعاد (
7,0البوتاسیوم الدارئ ذو الرقم الھیدروجیني 

في موازنة العمود وإسترداد كل من الدكستران 
Ovalbuminمحالیل القیاسیة (الازرق وال

،BSA)Bovine serum albumin ، (
Ferratin ،Ovaltransferrin والانزیم (

مل 2ساعة وبواقع \مل 30نبسرعة جریا
Vo (Voidللجزء الواحد وقدر حجم الفراع (

Volumnستران كللعمود بامرار محلول الد
الازرق وأحتسب حجم الاسترداد بقیاس 

نانومیتر، 500طول موجي الامتصاصیة على
أما حجم الاسترداد للبروتینات القیاسیة والانزیم 

فقدرت بغیاب Ve (Void Enzymeالمنقى (
نانومیتر 280الامتصاصیة على طول موجي 

بشكل مستقل لكل بروتین وتم تعیین الوزن 
الجزیئي للانزیم من المنحنى القیاسي للعلاقة 

یاسي الى حجم بین نسبة الاسترداد لكل بروتین ق
Veالاسترداد للدكستران الازرق ( \ Vo (

مقابل لوغاریتم الاوزان الجزیئیة للبروتینات 
القیاسیة .

دروجیني الامثل لفعالیة الانزیم تعیین الرقم الھی
غم 1المتضمن حضرت محالیل المواد الاساس 

4,0–5,0
6,0–8,0

9,0 (
0.1بتركیز 
,Hagiharaبطریقة et al., ورسمت (2001)

رقم 
الھیدروجیني الامثل لفعالیة الانزیم.

ھیدروجیني الامثل لثبات الانزیم تعیین الرقم ال
مل من 1مل من محلول الانزیم مع 1مزج 

المحالیل الدارئة ذات الارقام الھیدروجینیة 
المختلفة المذكورة سابقاً وحضنت الانابیب 

م مدة  نصف ساعة ثم بردت °35بدرجة 
ائي وقدرت فعالیة الانزیم مباشرةً في حمام م

المتبقیة وعبر عنھا كنسبة مئویة (%) من 
الفعالیة لأفضل رقم ھیدروجیني .

لحراریة المثلى لفعالیة الانزیم تعیین الدرجة ا
قدرت فعالیة الانزیم على مدى من درجات 

م .)°70–35الحرارة تراوحت بین (

تعیین الثبات الحراري للانزیم 
لمحلول الانزیمي في أنابیب مل من ا2حضن 

إختبار بدرجات حرارة مختلفة تراوحت بین 
م على الرقم الھیجروجیني الامثل)80°–25(
دقیقة ثم بردت 30لثبات الانزیم مدة ) 8,0(

ي وقدرت فعالیة الانابیب مباشرةً في حمام ثلج
.الانزیم المتبقیة

تقدیر طاقة التنشیط للانزیم 
حویل المادة الاساس الى قدرت طاقة التنشیط بت

وطاقة المسخ Transformation Eaناتج 
Denaturation Ea عن طریق رسم العلاقة

المقدرة في مدى من Vmaxبین لوغاریتم 
) مْ 70–35درجات الحرارة تراوحت بین (

)Koمقابل مقلوب درجات الحرارة المطلقة (
وتم حسـاب طاقـة التنشـیط وطاقـة المسخ من 

العلاقة وفق slope(Segel,1976)ر نحداالا
:تمثل معامل الارتباطR، حیث ان الناتجة

Slope =E
2,3R

تعیین الثوابت الحركیة للانزیم 
حضرت تراكیز مختلفة من المادة الاساس 

)% في 1.00–0.05(النشأ) تراوحت بین (
0.1محلول فوسفات البوتاسیوم الدارىء بتركیز 

,Plumel]8,0ولاري برقم ھیدروجیني م
) Kmوقدرت قیم ثابت میكالس ([1949
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) من رسم العلاقة Vmaxوالسرعة القصوى (
) وتراكیز المواد Vبین السرعة الاولیة (

باربع طرائق S((Segel,1976)الاساس (
:شملت

1- Lineweaver – Burk reciprocal
Plot
2- Hance – Woolf Plot
3- Woolf – Augustinsson – Hofstee
Plot
4- Eadie – Scatchard Plot

.(وفق ما ذكر في  Segel , (1976
دراسة تأثیر كلورید الكالسیوم 

مل من محلول فوسفات البوتاسیوم 0,4مزج 
الحاوي على 8,0الدارئ ذو الرقم الھیدروجیني 

تلااكیز مختلفة من كلورید الكالسیوم تراوحت 
مل من 0,5) ملي مولار مع 1,0–0بین (

مل من 0,1المادة الاساس ثم أضیف إلیھ 
دقائق 10م مدة °50الانزیم وحضن المزیج في 

وقدرت فعالیة الانزیم وعبرت عن فعالیة الانزیم 
النتبقیة كنسبة مئویة من فعالیة الانزیم المقدرة 

بغیاب كلورید الكالسیوم 

الثبات الحراري للانزیم بوجود كلورید 
الكالسیوم :

مل من محلول فوسقات البوتاسیوم 2افة تم إض
الحاوي على 8,0الدارئ ذو الرقم الھیدروجیني 

مل 2ملي مولار منكلورید الكالسیوم الى 0,6
من المحلول الانزیمي وحضن في حمام مائي 

دقیقة في درجات حرارة تراوحت بین 30مدة 
م وقدرت فعالیة الانزیم . تم )90°–50(

ملي مول من 1استخدام تكرار ھذه العملیة ب
ملي مول .0,6كلورید الكالسیوم بدلاً من 

قابلیة الانزیم على تحلیل النشأ
تحلیل النشأ

مل من المحلول الانزیمي الى مزیج 1اضیف 
% 2مل من محلول النشأ بتركیز 5من 

المحضر في محلول الفوسفات الدارىء  بتركیز 
8,0مولاري برقم ھیدروجیني 0,1

(Plumel, 1949) مل من محلول 4مع
الفوسفات الدارىء نفسھ وحضن المزیج بدرجة 

م وتم متابعة تحلل النشأ في مزیج 50ْحرارة 
مل من 2التفاعل مدة ساعة واحدة مع سحب 
، 10، 5محلول التفاعل على مدد متعاقبة ھي (

) دقیقة وتقدیر السكریات الناتجة 60و 30، 20
ریق تقدیر الفعالیةعن طعن تحلل النشأ

[Hagihara, et al., 2001].

TLCكروماتوغرافي الطبقة الرقیقة 

Jensen, et al., (1988)

Thin-Layer Platesصفائح ا
والمجھزة من شركة Silica gel G60من نوع 
Merck 20× 20بابعاد

10

2
5 ،10،20 ،

60و 30

: 2الفصل باستخدام مزیج من المذیبات الاتیـة (
3 :5 (n-Butanol – Ethanol – Water

50%

110ْ30
Rf (

:وفق المعادلة الاتیة

المسافة التي تقطعھا المواد المفصولة (البقع) (سم)
------------------------------------------) =Rfالحركة النسبیة (

المسافة التي یقطعھا محلول الفصل (سم)
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النتائج والمنـاقشـة 
توصیف الانزیم 

الجزیئي الوزن 
امیلیز –تم تقدیر الوزن الجزئي لانزیم الفا 

باتباع طریقة الترشیح الھلامي على عمود 
Sephacryl S-200) سم 44× 1.6بابعاد (

) للعمود بالدكستران Voوتم تعیین حجم الفراغ (
دالتون) كما تم تعیین حجوم 2× 106الازرق (

) والتي Veالاسترداد للبروتینات القیاسیة (
Ovalbumin ،Bovineاشتملت على (

serum albumin ،Ovaltransferrin ،
Ferritin) وأستخرجت منھا قیم (Ve/Vo (

، 1,94، 2,06للبروتینات القیاسیة فكانت 
على التوالي .1,35، 1,85

) المنحنى القیاسي للوغاریتم 1یوضح الشكل (
) للبروتینات Ve/Voالوزن الجزیئي مقابل قیم (

لتعیین الوزن الجزیئي عملتالقیاسیة والتي است
امیلیز قید الدراسة والذي قدر –لانزیم الفا 

ون وتأتي ھذه القیمة دالت56.000بحوالي 
,Pandey(مقاربة لما توصل الیھ et al.,

اذ وجدوا ان الوزن الجزیئي لانزیم الفا 2000)
B. licheniformisامیلیز من سلالة من –

دالتون وذلك باستعمال تقنیة 57.700یبلغ 
Cha]الترشیح الھلامي ومقاربة ایضاً لدراسة 

& Yu, زیئي فقد وجدوا ان الوزن الج[1993
.Bامیلیز من سلالة من البكتریا –لانزیم الفا 

licheniformis دالتون وذلك 55.000یبلغ
SDSبطریقة الترحیل الكھربائي بوجود 

, Saitoومخالفاً لما توصل الیھ  من (1973)
ان الوزن الجزیئي للانزیم نفسھ ومن البكتریا 

دالتون بطریقة الترشیح 22.500نفسھا یبلغ 
أن مقارنة الاوزان الجزیئیة لانزیم الھلامي .

امیلیز المنتج من البكتریا قید الدراسة مع –الفا 
نظائره ومن الاحیاء المجھریة الاخرى یلاحظ 

دالتون من البكتریـا 57.000انھ قدر بحوالي 
Pseudomonas stutzeri بطریقة الترحیل

,Sakano]الكھربائي  et al., 1982] و
Bacillusبكتریا دالتون من ال68.000

acidocaldarius بطریقة الترحیل الكھربائي
,SDS(Buoncoreبوجود  et al., 1976) او

دالتون بطریقة 36.000دالتون و 55.000
وبالترشیح SDSالترحیل الكھربائي بوجود 

الھلامي على التوالي وذلك من البكتریا 
Bacillus cereus[Yoshigi, et al.,

دالتون 49.000حوالي كما وقدر ب[1985
من SDSبطریقة الترحیل الكھربائي بوجود 

Thermus sp.[Shaw, et al., 1995] و
دالتون بطریقة الترحیل الكھربائي 42.000

ایضاً من البكتریا SDSبوجود 
Thermococcus profundus DT5432

.[Chung, et al., 1995]

-امیلیز المنتج من   :( ٩ - شكل (   ٤
B.licheniformis R5 البكتریا

Sephacryl S-200

ovalbumin
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الامثل لفعالیة الانزیم وثباتھ الرقم الھیدروجیني
قدر الرقم الھیدروجیني الامثل لفعالیة أنزیم 

amylase–α المنتج من قبل البكتریا
Bacillus licheniformis R5 بمدى من

9,0–4,0اوحت بین ترةأرقام ھیدروجینی
) ولوحظ أن فعالیة الانزیم تزداد 2(الشكل 

بزیادة الرقم الھیدروجیني لمحلول التفاعل من 

وأنھا بلغت حدھا الاقصى عند 8,0–4,0
مما یعني أنھ یمثل الرقم 8,0الھیدروجیني الرقم

الھیدروجیني الامثل لفعالیة الانزیم إذ لوحظ 
الھیدروجیني الى إنخفاض الفعالیة بزیادة الرقم

9,0.

-  :( ١٠ - شكل ( ٤
B.licheniformis R5
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امیلیز المنتج من البكتریا -. منحنى الرقم الھیدروجیني الامثل لفعالیة أنزیم الفا2شكل 
B.licheniformis R5

أما ثبات الانزیم تجاه الارقام الھیدروجینیة فقد 
دقیقة في 30م مدة °35تم بحضن الانزیم في 

یضاً أ9,0–4,0محالیل دارئة تراوحت بین 
) أن الانزیم یفقد نسبة 3أظھرت النتائج ( الشكل 

عالیة من فعالیتھ في الارقام الھیدروجینیة 
% فقط 15الحامضیة إذ إحتفظ الانزیم بحوالي 

بینما إحتفظ 4,0من فعالیتھ بالرقم الھیدروجیني 
% من فعالیتھ عند حضنھ بالرقم 60بحوالي 

تجاه مما یعني أنھ أكثر ثباتاً 9,0الھیدروجیني 
الارقام الھیدروجینیة القاعدیة منھا للارقام 

الحامضیة .

): منحني الرقم الھیدروجیني الامثل لثبات انزیم ألفا-امیلیز المنتج من  ١١ - شكل (  ٤
B.licheniformis Rs البكتریا 
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امیلیز المنتج من البكتریا -. منحنى الرقم الھیدروجیني الامثل لثبات انزیم الفا3شكل
B.licheniformis R5
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ویختلف تأثیر الرقم الھیدروجیني في فعالیة 
اذ ان الانزیم عن الرقم الھیدروجیني في ثباتھ

ر الاول یظھر على حالة التأین لكامل تأثی
مكونات محلول التفاعل من الانزیم والمادة 
الاساس والمرافقات الانزیمیة ان وجدت فأن 
الرقم الھیدروجیني الامثل لفعالیة الانزیم یمثل 
الرقم الھیدروجیني الذي تكون عنده جمیع 
مكونات التفاعل في افضل حالة ایونیة ولاسیما 

یة الموجودة في الموقع الفعال الاحماض الامین
لى الامام من الانزیم مما یدفع بالتفاعل ا

تأثیر الثاني فیظھر في بمعدلات عالیة ، اما 
الانزیم وحده وینعكس علیھ من خلال تغییر 
شكلھ الفراغي جراء تغییر عدد من الاواصر 

& Whitakerالمثبتة للتركیب الثانوي والثالثي 
Bernhard , 1972];Segel , 1976

Crabb & Shetty , 1999;1983دلالي ، ;
;Nielsen et al., 2001; ، 2002الدلیمي
. وھذا یعني ان الرقم الھیدروجیني الامثل ]

لفعالیة الانزیم وثباتھ یختلف باختلاف تركیب 
الانزیم وشكلھ الفراغي ومكوناتھ من الاحماض 

عل الامینیة ، ولاسیما تلك التي تشارك في التفا
الانزیمي في الموقع الفعال وثابت تأین ھذه 

-اختلاف انزیم الفایبین الاحماض . من ھنا 

امیلیز من المصادر المختلفة في كل من الرقم 
.الھیدروجیني الامثل لفعالیتھ وثباتھ 

درجة الحرارة المثلى لفعالیة الانزیم وثباتھ 
أجُري التفاعل الانزیمي بدرجات حرارة 

م وأظھرت النتائج )° 70–35(تراوحت بین 
) إزدیاد الفعالیة بزیادة درجة الحرارة 4(الشكل 

م ثم حصول °50والتي بلغت أقصاھا في 
إنخفاض في الفعالیة بزیادة درجة الحرارة 

م یرجع سبب الزیادة في سرعة °70وصولاً الى 
التفاعلات الانزیمیة بارتفاع درجة الحرارة الى 

ئات الانزیم وجزیئات زیادة التصادمات بین جزی
المادة الاساس بفعل زیادة الطاقة الحركیة 

, Segel]للجزیئات في درجات الحرارة العالیة 
أما إنخفاض فعالیة الانزیم في درجات [1976

الحرارة العالیة خلاف درجات الحرارة المثلى 
فقد یكون ناجماً عن تغییرالتركیب الثلاثي 
للانزیم مع إحتمال حصول مسخ 

Denaturation فیھ مما یسبب تغیراً في الموقع
دلالي ، [الفعال للانزیم وفقدان فعالیتھ بالكامل 

1983[.

-  :( ١٢ - شكل ( ٤
B.licheniformis R5
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امیلیز المنتج -. منحنى درجة الحرارة المثلى لفعالیة انزیم الفا4شكل 
B.licheniformisمن البكتریا  R5

) فتمثل 5اما النتائج الموضحة في الشكل (
م 80ْم الى 25ْنزیم مابین الثبات الحراري للا

اذ یلاحظ ان الانزیم احتفظ بكامل فعالیتھ عند 
م ْ 60م الى ْ 25معاملتھ بدرجات الحرارة من 

% من فعالیتھ الاصلیة عند 87.5وبحوالي 

م لكنھ لم یحتفظ الا بحوالي 70ْمعاملتھ في 
م . 80ْ% من فعالیتھ عند 72.5

–الفا ذكر ان درجة الحرارة المثلى لانزیم 
تتراوح بین امیلیز من مصـادرة المیكروبیـة

م وغالباً ما تتمیز الانزیمات التي ْ 95م الى 30ْ
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تملك درجة حرارة مثلى عالیة بثباتھا الحراري 
& Kirshnan]لي  العا Bolton, et al.,

1997; Hagihara, et al., عد ی. و[2001
امیلیز بثبات حراري –التحري عن انزیم الفا 

ل احد الاھداف المھمة التي توختھا العدید من عا
الدراسات ذلك لان مثل ھذه الانزیمات غالباً ما 

,Chiangتستعمل في ظروف حرارة عالیة  et
al., 1979];Anderson, et al ., 1983;

Crueger and Crueger , 1989;Kock,
et al., 1991;[Marchal, et al., 1999 .

,Lin]ویشیر  et al., 1998] الى ثمانیة انواع

تنتج انزیم Bacillusمن البكتریا التابعة لجنس 
امیلیز تتراوح حدود درجة حرارتھ المثلى –الفا 

,Pandey(م. اشار90ْ–63ما بین  et al.,
الى احد عشر نوعاً من البكتریا التابعة 2000)

امیلیز تتراوح –الى الجنس نفسھ تنتج انزیم الفا 
م ْ 90–50حرارتھ المثلى ما بین حدود درجة

B. licheniformisبینھا اثنان من بكتریا 
بخواص مختلفة تماماً بما في ذلك درجة 

م للانزیم المنتج من ْ 50الحرارة المثلى اذ تبلغ 
م للانزیم من البكتریا الثانیة.ْ 90احدھما و 

): منحني حرارة الثبات لانزیم ألفا-امیلیز المنتج من البكتریا  ١٣ - شكل ( ٤
B.licheniformis R5
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B.licheniformisمن البكتریا امیلیز المنتج -): الثبات الحراري لانزیم  الفا5الشكل ( R5

طاقة التنشیط 
تم حساب طاقة التنشیط والتي تعرف بأنھا اقل 
كمیة من الطاقة اللازمة لتحویل المادة الاساس 

, Whitaker](النشأ) الى نواتج بفعل الانزیم 
فضلاً عن حساب طاقة التنشیط لمسخ [1972

الانزیم وذلك من العلاقة بین لوغاریتم ثابت 
سرعة التفاعل ومقلوب درجة الحرارة المطلقة 
طبقاً لمعادلة ارینیوس وكماھو موضح في 

). فوجد ان طاقة التنشیط للتفاعل 6الشكل (
كیلوسعرة / مول وتقع ھذه 17,5الانزیمي تبلغ 

القیمة ضمن مدى طاقة التنشیط لمعظم 
–2.5التفاعلات الانزیمیة والتي تتراوح بین 

. [Whitaker , 1972]كیلو سعرة / مول 168
64,1اما طاقة التنشیط لمسخ الانزیم فكانت 

كیلو سعرة / مول وتعطي ھذه القیمة فكرة عن 
مدى ثباتیة الانزیم بدرجات الحرارة العالیة 
فكلما كانت ھذه القیمة عالیة كان الانزیم اكثر 
ثباتاً تجاه الحرارة وتتراوح قیمة طاقة التنشیط 

مسخ الانزیم لمعظم التفاعلات الانزیمیة بین ل

,White]كیلو سعرة / مول 150–40 et
al., 1973] امیلیز –لذلك یمكن عد انزیم الفا

قید الدراسة من الانزیمات المقاومة لدرجات 
الحرارة العالیة الى حد ما. ونادرة ھي 
الدراسات التي اشارت الى طاقة تنشیط التفاعل 

امیلیز من الاحیاء المجھریة عموماً –لانزیم الفا 
Krishnanومن البكتریا خصوصاً فقد وجد 

& Chandra, ان طاقة التنشیط لانزیم (1983)
.Bامیلیز من سلالة من البكتریا –الفا 

licheniformis كیلوسعرة / مول. 510تبلغ
,Yoshigiاما  et al., فقد قدر طاقة (1985)

.Bلیز من البكتریا امی–التنشیط لانزیم الفا 
cereus كیلوسعرة / مول. وبشكل 41بحوالي

عام تتباین طاقة التنشیط للانزیمات المختلفة 
باختلاف مصادرھا وتركیبھا وطبیعة التفاعلات 

الدلیمي ، ;[Segel , 1976التي تسھم فیھا 
2002[.
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-امیلیز المنتج من   :( ١٤ - شكل (  ٤
B.licheniformis Rs البكتریا 
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لمنتج امیلیز ا-. منحنى ارینیوس لتقدیر طاقة التنشیط لانزیم الفا6شكل
B.licheniformis R5من البكتریا 

الثوابت الحركیة للانزیم 
دلات لاحتساب الثوابت اتبعت اربع معا

امیلیز المنتج في ھذه –الحركیة لانزیم الفا 
الدراسة والمتمثلة بكل من السرعة القصوى 

Vmax وثابت میكالیسKm تجاه ثلاث مواد
. اساس ھي النشأ والكلایكوجین والامیلوز

) ھذه الطرائق تجاه النشأ فقط 7ویوضح الشكل (
Kmو Vmax) فیوضح قیم 1. اما الجدول (

للانزیم تجاه المواد الثلاثة والمحسوبة بالطرائق 
الاربعة ومعدلات ھذه القیم ، اذ یلاحظ ان 
معدلات قیم السرعة القصوى للانزیم تجاه 

المواد الاساس النشأ والكلایكوجین والامیلوز 
مایكرومول / 7,78، 9,84، 13,22ھي 

دقیقة وعلى التوالي . اما قیم ثابت میكالس فھي 
.% وعلى التوالي ایضاً 0,28و 0,43، 0,44

ولما كان ثابت میكالس یعبر عن الفة الانزیم 
تجاه المادة الاساس وانھ كلما كانت قیمة ثابت 
میكالس واطئة كلما كانت الفة الانزیم تجاه 

. علیھ (Segel , 1976)عالیة المادة الاساس
یمكن القول ان الفة الانزیم تجاه الامیلوز اكبر 

.مقارنة مع النشأ والكلایكوجین
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B.licheniformisامیلیز المنتج من البكتریا -. شكل الثوابت الحركیة لانزیم الفا7شكل R5 تجاه المادة
)الاساس (النشأ

A- LBP = Line weaver – Burk Reciprocal plot
B-HWP = Hance – Woolf Plot
C-WAHP = Woolf – Augustinsson – Hofstee Plot
D- ESP = Eadie – Scatchard Plot.
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B. licheniformisامیلیز من البكتریا –. الثوابت الحركیة لانزیم الفا 1جدول  R5
تجاه ثلاثة انواع من المواد الاساس

Km(%)Vmaxحسابمعادلة الالمادة الاساس
mM / min

النشأ
Starch

LBP0.3312.50
HWP0.5415.88

WAHP0.4312.00
ESP0.4612.50

0.4413.22المعدل

الكلایكوجین
Glycogen

LBP0.389.00
HWP0.410.64

WAHP0.4310.00
ESP0.4910.70

0.439.84المعدل

الامیلوز
Amylose

LBP0.257.69
HWP0.368.03

WAHP0.277.80
ESP0.257.60

0.287.78المعدل

,Sakano(تتفق ھذه النتائج مع ما توصل الیھ
et al., من ان قیمة ثابت میكالس لانزیم 1982)

تجاه P. stutzeriامیلیز من البكتریـا –الفا 
الامیلوز اصغر مقارنةً مع النشأ والكلایكوجین 

ملي مولار تجاه الامیلوز و 0,4در بحوالي اذ ق
ملي مولار تجاه النشأ والكلایكوجین 1,2و 1,6

,Yoshigiوعلى التوالي. توصل  et al.,
الى نتیجة مقاربة اذ وجدوا ان الانزیم (1985)

یملك الفة اكبر B. cereusنفسھ من البكتریا 
تجاه الامیلوز مقارنةً مع الكلایكوجین والنشأ 

,Chungك بدلالة ثابت میكالس ، غیر ان وذل
et al., وجدوا ان الانزیم من (1995)

Archaeon Thermococcus Profundus
DT5432 یمتلك الفة اكبر تجاه الكلایكوجین

والامیلوبكتین والامیلوز والنشأ بدلالة ثابت 
، 0,13، 0,05میكالس التي بلغت قیمتھا 

لسرعة % على التوالي وكانت ا0,23، 0,47
9,4و 9,4و 12,2و 9,6القصوى للانزیم 

میكرومول / دقیقة للمواد الاساس المذكورة 
وعلى التوالي. ویذكر ان اختلاف الفة عمل 
الانزیم على المواد الثلاثة یعزى الى اختلاف 
التركیب الكیمیائي لھا ، اذ ان النشأ یتألف من 

% والامیلوبكتین 30-20الامیلوز وبنسبة 

% وان جزیئات الامیلوز تتألف 80-70وبنسبة 
من سلسلة مستقیمة من وحدات الكلوكوز 

اما 1,4–المرتبطة مع بعضھا عبر اواصر 
جزیئات الامیلوبكتین فھي متفرعة عبر اواصر 

-1,6 اما الكلایكوجین فیتمیز بكونھ یشبھ .
الامیلوبكتین الى حد كبیر لكن مصدره حیواني 

Sano, et al.,1985];;[Pandey, et al.,
امیلیز –. ولا یقتصر مھاجمة انزیم الفا 2000

على ھذه المواد وحدھا بل یشتمل على جمیع 
السكریات المعقدة او المتعددة 

Oligosaccharides التي تتألف من وحدات
من الكلوكوز ترتبط مع بعضھا بأواصر من 

,α–1,4Pandeyنوع  et al., 2000];
Nielsen, et al., .]2002الدلیمي ، ;2001

تأثیر كلورید الكالسیوم في فعالیة الانزیم وثباتھ 
الحراري 

) تأثیر كلورید الكالسیوم في 8یوضح الشكل (
.Bامیلیز المنتج من البكتریا –فعالیة انزیم الفا 

licheniformis R5 0بتراكیز تراوحت بین
ملي مولار في وسط التفاعل اذ تلاحظ 1,0–

عالیة بزیادة تركیز كلورید الكالسیوم من زیادة الف
% من 138.8ملي مولار فبلغت 0,6الى 0
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فعالیتھ بغیاب كلورید الكالسیوم وعادت فعالیة 
الانزیم الى الانخفاض بزیادة تركیز كلورید 

% 88.3الكالسیوم في وسط التفاعل اذ بلغت 
.مولار1,0من فعالیتھ الاصلیة عند التركیز 
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): تأثیر كلورید الكالسیوم في فعالیة انزیم ألفا-امیلیز المنتج من البكتریا  ١٦ - شكل ( ٤
B.licheniformis R5

امیلیز المنتج - ر كلورید الكالسیوم في فعالیة أنزیم الفا.تأثی8شكل 
B.licheniformisمن البكتریا  R5

) الثبات الحراري للانزیم 9ویوضح الشكل (
0,6بوجود تركیزین من كلورید الكالسیوم ھما 

ملي مولار وبدرجات حرارة تراوحت 1,0و 
م . ویلاحظ من الشكل ان الانزیم 90ْ–50بین 

م ْ 50بكامل فعالیتھ بین درجتي الحرارة یحتفظ 
% من 39,5% و 95,3م وبحوالي 70ْالى 

م على 90ْم و 80ْفعالیتھ عند معاملتھ في 

ملي مولار من كلورید 0,6التوالي بوجود 
الكالسیوم على ان زیادة تركیز كلورید الكالسیوم 

ملي مولار قد سبب زیادة في ثباتیة 1,0الى 
املات الحراریة فأحتفظ الانزیم تجاه المع

م وانھ لم یفقد ْ 80بفعالیتھ على نحو كامل حتى 
% عند معاملتھ في 16,0على صلالا ما ی

.م90ْ
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.mM و ١٫٠ بتركیز ٠٫٦

0.6mM
1mM

1.0mMو 0.6امیلیز بوجود كلورید الكالسیوم بتركیز -. الثبات الحراري لأنزیم الفا9شكل 

وبمقارنة ھذه النتائج مع ثبات الانزیم بغیاب
م 60ْكلورید الكالسیوم والذي لم یتجاوز 

) یلاحظ ان وجود كلورید الكالسیوم 5(الشكل
ملي مولار مع الانزیم قد سبب 1,0وبتركیز 

م مع 80ْزیادة الثبات الحراري للانزیم الى 
م . ْ 90% من فعالیتھ في 84,0احتفاظھ بحوالي 

وتأتي ھذه النتائج متوافقة مع جمیع الدراسات 
امیلیز والتي اكدت ان –اولت انزیم الفا التي تن

ایونات الكالسیوم ترفع من الثبات الحراري 
للانزیم مثلما تؤثرفي فعالیتھ على نحو ایجابي  

]Savchenco, et al., 2002;[Nonaka,
et al., 2003 .
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,Lin(ویمكن الاشارة الى ان et al.,
قد لاحظوا ان الفعالیة الحراریة 1998)

Thermoactivity امیلیز المنتج –لانزیم الفا
یمكن ان تقاس في .Bacillus spمن البكتریا 

ملي مولار من ایونات الكالسیوم 5م بوجود 90ْ
Ca+2 م وھي درجة الحرارة المثلى 70ْبدلاً من

Cha(للانزیم بغیاب ایونات الكالسیوم . وان 
& Yu , قد وجدا ان الانزیم من سلالة 1993)

یحتفظ على B. licheniformisریا من البكت
م 80ْم الى 40ْمدى من درجات الحرارة بین 

ملي مولار من ایونات الكالسیوم 1.0بوجود 
م 90ْ% من فعالیتھ في 25وانھ لا یفقد سوى 
.بوجود ھذه الایونات

المصـادر
. الانزیمات 2002الدلیمي ، خلف صوفي داود. 

معة المیكروبیة والتقانات الحیویة. جا
.الاردن–فیلادلفیا 

. انتـاج 1998الصفار ، منتھى عبدالكریم . 
Bacillusامیلیـز مـن –انزیـم الفـا 

stearothermophilus MAG3
بواسطة تخمرات الحالة الصلبة وتنقیتھ. 

جامعة -كلیة العلوم-رسالة ماجستیر
بغداد.

. انتاج 1982حكمت ، امین داوود سلمان. 
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Characterization of α- Amylase Produced from a Local Isolate of
Bacillus licheniformis R5

Rana Abdullah Hussein             Mohammed O.Muhyaddin
College of agriculture / University of Al-Qadisiyah

Abstract:
This research is conducted at the College of Agriculture, University of

Baghdad in 2004. The characterization of the purified enzyme shows that the
molecular weight of the enzyme produced from the bacteria is 56.000 Daltons as
it was determined by gel filtration on Sephacryl S- 200 column and the pH of
the enzyme activity is 8.0 but the enzyme is more stable at pH range between
7.0 – 9.0, also the optimum temperature of the enzyme activity was 50°C at the
optimum pH stability. The activation energy of the converted substrate (starch)
of products was 17.500 cal \ mole while the activation energy of the denaturized
enzyme is 64.000 cal \ mole.

The Kinetic studies show that the Michaels constant (Km) values of the
enzyme using starch, glycogen and amylose  as substrates are 0.44 mM, 0.43
mM and 0.28 mM respectively, revealing that the enzyme has a highest affinity
to amylose in comparison with starch and glycogen , It was also found that the
addition of calcium chloride to the reaction mixture increase the enzyme
activity by 138.8% (Conc. of 0.6 mM) , also by measuring the thermo stability
of the enzyme in the presence of calcium chloride with a concentration of (0.6
mM and 1.0mM) at (70 – 80)°C , the enzyme has kept its total activity at 70°C
and 95.3% of its activity in the presence of 0.6 mM of calcium chloride and
100% in the presence of 1.0 mM at 80°C .
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