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 Abstract 

The ability   of  15  bacterial  isolates  were  tested  to  production  uricase  enzyme , by  using  the  

solid  and  submerged  culture  in  the  primary  and  secondary  screening . 

The  isolate  P.aeruginosa 7   was  selected  for  it's  best  in  production  of  enzyme . the  optimum  

fermentation  condition  for  uricase  enzyme  production  by  P.  aeruginosa 7   were  examined . 

Results  showed  that  used  0.05%  syrup  dates  as  carbon  source, and  used  o.3%  from  uric  as  

inducer , 0.75%  from  KH2PO4 , 0.1%  from  Mgcl2 .  

The  other  optimum  condition  for  production  of  uricase  enzyme  were  selected , the  optimum  pH  

was  6.5  and  incubation  period  was  after  24  hrs. , and  the  optimum  temperature  37 C
O . 

However  the  shaking  was  at  150  rpm , and  inoculum   volume  was  1  from  culture  volume . 

 

 Pseudomonas aeruginosaدراسة الظروف المثلى لانتاج انزٌم الٍىرٌكٍز من عزلة 

 , عتاب عثذ الامٍر اتراهٍم المىسىي * د. صاحة علً مهذي الاطرقجً . أ

 

 جامعة كرتلاء , كلٍة الطة , قسم الكٍمٍاء الحٍاتٍة .  *

 

 الخلاصة 

عزلت بكخيريت لوعرفت كفاءحها علً إًخاج اًزين اليىريكيز بأسخخذام الأوساط الصلبت والوزارع الوغوىرة في هرحلخي  15حن اخخبار 

 لكىًها الأفضل في إًخاج الاًزين .  P.aeruginosa 7الغربلت الأوليت والثاًىيت , اخخيرث العزلت 

% 0.3% كوصذر كاربىًي واسخخذام 0.05ام عصير الخور وبٌسبت حُذدث الظروف الوثلً لإًخاج اًزين اليىريكيز ورلك بأسخخذ    

كوا  % هي كلىريذ الوغٌسيىم .0.1% هي فىسفاث البىحاسيىم ثٌائيت الهيذروجيي و 0.75هي حاهض اليىريك كوادة حاثت للأًزين و 

اها فخرة  6.5وحُذدث الظروف الخٌوىيت الأخري الوثلً لإًخاج الاًزين , ار كاى الاس الهيذروجيٌي الاهثل لإًخاج الاًزين  هى 

% هي 1دقيقت وحجن لقاح  \دورة  150مْ اها سرعت الرج فكاًج عٌذ  37ساعت وبذرجت حرارة  24الحضاًت الوثلً فخكىى بعذ 

 .حجن الىسظ
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المقدمة

 Urate oxidase [1.7.3.3]أو    Uricaseانزيم اليوريكيز 
ىو من انزيمات الاكسدة والاختزال يحفز اكسدة وفك حمقة 
البيورين لحامض اليوريك لمحصول عمى الالنتوين , ثنائي 
اوكسيد الكاربون و بيروكسد الييدروجين . وىو واسع الاستخدام 
في المجالات الطبية , وان حامض اليوريك ىو الناتج الاكسدة 

يوجد انزيم اليوريكيز في اغمب .  (9) النيائي لأيض البيورينات
الفقريات ولكن ينعدم وجوده في الانسان , وقد وُجد لأول مرة 

مثل البكتريا في كبد البقر وىناك مصادر طبيعية مختمفة 
. ( 19,15)والفطريات والكائنات المتطورة تنتج انزيم اليوريكيز

وأول وأىم تطبيق لانزيم اليوريكيز ىو استخدامو في المجال 
لكيمياء السريرية كدليل تشخيصي لمتقدير الكمي لحامض ا

. ان الكائنات ( 5)اليوريك في الدم والسوائل البيولوجية الاخرى
االمتقدمة مثل الانسان والقردة تفتقد لانزيم اليوريكيز الوظيفي 

. في ( 17)وتفرز حامض اليوريك كناتج نيائي لأيض البيورينات 
اغمب الأشخاص ترسب حامض اليوريك يؤدي الى ظيور 
اعراض داء النقرس , وان علاج داء النقرس عموماً يتضمن 

الذي ىو مثبط تنافسي لأنزيم  Allopurinolعلاج الالوبيورينول 
الأنزيم االمسؤول  xanthine oxidaseاالزانثين اوكسيديز 

الى   (Hypoxanthine)عمى تحفيز تحول اليايبوزانثين 
وبالتالي  والزاثين الى حامض اليوريك (xanthine)الزانثين 

يمنع تكوّن حامض اليوريك في الجسم   . كما وقد يودي تكوّن 
وترسب حامض اليوريك في الجسم الى ظيور أمراض اخرى 
مثل تكوين الحصى الكموية إذ تمثل الحصى المتكونة من 

, ( 11)يةمن الحصى الكمو  %13ترسب حامض اليوريك نسبة 
د يؤدي الى ظيور أمراض اخرى  مثل تسببو في انسداد كما وق

, ( 21)في الصمام القمبي وتنخر في جدار الامعاء وتكمس جمدي
ن سبب غياب انزيم اليوريكيز في جسم الانسان وبعض  وا 

المتقدمات ىو وجود طفرتي انياء في الجين المسؤول عن انتاج 
 .( 15)الانزيم 

يُعد انزيم اليوريكيز ميم طبياً إذ يُستخدم كعامل ميم في 
 (20)التقدير الكمي لحامض اليوريك في السوائل البيولوجية 

وبالتالي تشخيص داء النقرس . اما الاستخدام الثاني ىو في 
شل الكموي , إذ ان علاج داء النقرس الحاد والمرتبط مع الف
 .(23)لحامض اليوريك الحقن المباشر يؤدي الى التحطم السريع

تشير الكثير من الأدبيات العممية الى ان انزيم اليوريكيز يُنتج 
من اغمب الكائنات )بدائية وحقيقية النواة( إذ يمكنيا الاستفادة 
من حامض اليوريك وتأيضوُ كمصدر نتروجيني ومصدر 

. إن مصدر انزيم اليوريكيز الاصمي ىو من المبائن لمطاقة 
الحالية تركزت عمى انتاج انزيم اليوريكيز من ولكن البحوث 

, ويعد انزيم ( 12)الاحياء المجيرية مثل البكتريا والفطريات
اليوريكيز من الانزيمات المستحثة إذ لا يُنتج الّا بوجود المادة 

, ويممك انزيم اليوريكيز ( 15)الحاثة لو وىي حامض اليوريك
ان تصنيع  . تخصصية عالية تجاه ركيزتو )حامض اليوريك(

انزيم اليوريكيز في مختمف الاحياء المجيرية يُنظم بواسطة 
مكونات وسط النمو وان قدرة تحطيم حامض اليوريك 

ليذه الاحياء واستخداموُ في النمو ىو صفة استحثاثية 
ان الكثير من الباحثين قد تناولوا دراسة  .( 26)المجيرية

احياء مجيرية من الظروف المثمى لانتاج انزيم اليوريكيز 
مختمفة من درجة حرارة , اس ىيدروجيني , مصدر كاربوني 

اليوريكيز . وان  ومصدر نيتروجيني وتاثيره عمى تكوين انزيم
 عمى : ىدف البحث تركز

 غربمة العزلات البكتيرية وتحديد الاكفأ في انتاج الانزيم . .1
الانزيم من العزلة المنتخبة.تاج تحديد الظروف المثمى لان .2
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 : المواد وطرائق العمل

لاختيار العزلة البكتيرية المناسبة لانتاج الانزيم فقد تم 
من ردىات عزلة بكتيرية معزولة محمياً  15الحصول عمى 

جامعة الكوفة  \المستشفى الحسيني ومن مختبرات كمية العموم 
 1/3/2010جامعة بابل ولمفترة من  \ومختبرات كمية العموم 

  P. aeruginosaتعود اغمبيا لبكتريا و  15/5/2010ولغاية 
 . الغربمة الكمية والشبو كميو عمييا  تاجري حيث ,

 الغربمة الاولية أو شبه الكمية :

مع بعض التحويرات المتمثمة في استخدام  (7)تم اتباع طريقة  
وسط الاكار المغذي بدلًا من الوسط الانتاجي لانتاج انزيم 

 .%0.3اليوريكيز و اضافة حامض اليوريك الى الوسط بنسبة 

 : الغربمة الثانوية أو الكمية

المتكون من و ( 23)الموصوف من قبل تم استخدام وسط النمو 
 و من حامض اليوريك %0.3و  من الكموكوز   0.35%

مغنسيوم من كموريد ال %0.1  من فوسفات البوتاسيوم و 1%
. إذ يتم تنشيط البكتريا عمى الوسط الانتاجي لمدة ليمة وعند 

دقيقة . في اليوم  \دورة  200مْ وسرعة رج  37درجة حرارة 
من المقاح البكتيري وتمقيح الوسط  %1التالي يتم اخذ نسبة 

دورة  200مْ وسرعة رج  37الانتاجي وتُحضن في درجة حرارة 
ساعة يتم اخذ العالق البكتيري  24وبعد الحضن لمدة دقيقة  \

 6000في جياز الطرد المركزي المبرد وتم عمل نبذ مبرد لو 
دقيقة . بعدىا يُيمل الراسب )الكتمة  15دقيقة ولمدة  \دورة 

الحيوية ( وأُخذ الراشح الانزيمي لتقدير الفعالية الانزيمية عند 
 نانوميتر و كذلك تقدير كمية البروتين  . 293الطول الموجي 

 تقدير الفعالية الانزيمية :

في تقدير الفعالية  ( 7)لأُتبعت الطريقة الموصوفة من قب
في نخفاض الاالانزيمية لانزيم اليوريكيز بالاعتماد عمى 

نانوميتر لعالق الركيزة  293متصاصية عند الطول الموجي الا
بالمقارنة مع عالق مماثل خالٍ من الفعالية الانزيمية , يحتوي 

 µm 10مل من محمول مادة التفاعل ) 2مزيج التفاعل عمى 
 ) مولر 0.2مل من دارئ البورات  1من حامض اليوريك لكل 

pH مل محمول الانزيم  0.5مل من الماء المقطر و  0.3, و
دقيقة  وعند درجة حرارة  15الخام , يُترك مزيج التفاعل لمدة 

مل من  0.2ومن ثم يضاف  الانزيمي مْ لاجراء التفاعل  30
, يتم  التفاعللإيقاف  مولر 0.2محمول سيانيد البوتاسيوم 

عمل معاملات قياسية بدون اجراء التفاعل الانزيمي وذلك 
بإضافة محمول سيانيد البوتاسيوم  قبل اضافة المحمول 
الانزيمي كي لا يحدث اي تفاعل انزيمي ويبقى التركيز 
الاصمي لحامض اليوريك , سجمت قيم الامتصاصية عمى 

نانوميتر بعدىا اخذ الفرق بين المعاملات  293الطول الموجي 
التي حصل فييا التفاعل الانزيمي والمعاملات التي لم يحصل 
فييا التفاعل )التي بقت محتفظة بتركيز حامض اليوريك 
الاصمي ( لاستخراج الفعالية الانزيمية ليا . وتعرف وحدة 
 1الفعالية الانزيمية ىي كمية الأنزيم اللازمة لتحول 

تحت  Allantoinمول من الركيزة الى ناتج الالنتوين مايكرو 
 الظروف القياسية . 

 تقدير البروتين :

و  تم تقدير البروتين في جميع التجارب بواسطة طريقة برادفورد
بإستخدام محمول البومين المصل البقري لعمل المنحنى 
القياسي لمبروتين لاستخراج تركيز البروتين في المحمول 

 . ( 10)الانزيمي 

 : العوامل المؤثرة في انتاج الأنزيم تعيين

تم دراسة تأثير عوامل عدة لتحديد الظروف المثمى        
ولقد ,  لإنتاج أنزيم اليوريكيز من العزلة المحمية المنتخبة

تركيز المصدر الكاربوني والمصدر  تضمنت ىذه العوامل
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والممح النيتروجيني  وتركيزه وكذلك مصدر الفسفور وتركيزه 
 الأمثل لإنتاج الأنزيم .

كما تم دراسة تأثير الاس الييدروجيني الابتدائي وسرعة الرج 
ودرجة الحرارة وحجم المقاح وزمن التخمر , إذ نُميت العزلة 
البكتيرية في وسط إنتاج أنزيم اليوريكيز وقد قيست الفعالية 

 وتركيز البروتين كما وُضح سابقاً .

 : لممصدر الكربونيتعيين التركيز الامثل  .1

تم استخدام عصير التمر كمصدر كربوني بدلًا من الكموكوز 
, إذ تم إضافة تراكيز متدرجة من لتدعيم الوسط الانتاجي 

 , 0.15 , 0.35 , 0.55 , 0.75عصير التمر وىي )
(% إلى الوسط الإنتاجي لاختيار أفضميا في إنتاج 0.05

 الأنزيم .

 : الأمثل لإنتاج الأنزيمتحديد المصدر النيتروجيني  .2

لدراسة تأثير نوع المصادر النيتروجيني عمى إنتاج أنزيم      
اليوريكيز في الوسط الإنتاجي تم اختيار مصادر نتروجينية 

 :% لكل مصدر كما ورد في الجدول أدناه0.3عدة وبتركيز 

 %  0.3المصدر النيتروجيني  ت
1 NH4)2SO4) 0 
2 NH4)2SO4)  0.15 % Uric acid     0.15 % 
3 NH4CL 0 
4 NH4CL 0.15 % Uric acid  0.15 % 
5 Uric acid 0 
 

 : تعيين تركيز المصدر النيتروجيني الأمثل لإنتاج الأنزيم .3

بعد إن تبين إن أفضل مصدر نتروجيني لإنتاج أنزيم     
اليوريكيز ىو حامض اليوريك تم استخدام تراكيز متدرجة منوُ 

لتحديد  %( 0.1 , 0.3 , 0.5 , 0.7 , 1تراوحت بين )
 التركيز الأمثل لإنتاج الأنزيم .

 تحديد مصدر الفسفور الأمثل لإنتاج الأنزيم : .4

اعتمدت ثلاثة أنواع من مصادر الفسفور بإضافتيا إلى     
كما ورد في وسط إنتاج أنزيم  %1الوسط الإنتاجي بتركيز 

اليوريكيز , وىذه المصادر , ىي فوسفات البوتاسيوم أحادية 
الييدروجين وثنائية الييدروجين و فوسفات الصوديوم أُحادية 

 الييدروجين لاختيار أفضميا في إنتاج الأنزيم .

 : تعيين تركيز مصدر الفسفور الأمثل لإنتاج الأنزيم .5

من فوسفات البوتاسيوم ثنائية  استخدمت تراكيز مختمفة  
 , 0.75 , 1 , 1.5الييدروجين , وقد  اشتممت التراكيز عمى )

 ( % لإختيار التركيز الأمثل لإنتاج الأنزيم .0.25 , 0.5

 : تحديد نوع الممح الامثل في إنتاج  الأنزيم .6

كما ىو   % 0.1تم اختبار أربعة أنواع من الأملاح وبتركيز  
نتاجي للأنزيم وىذه المصادر ىي كموريد مذكور في الوسط الإ

المغنسيوم , كموريد الكالسيوم , كبريتات الحديد , وكبريتات 
 المغنسيوم. 

 الاس الهيدروجيني الأمثل لإنتاج  الأنزيم : .7

% من عصير 0.05تم اعتماد الوسط السائل المتكون من ) 
% من فوسفات 0.75% من حامض اليوريك؛  0.3التمر ؛ 

% من كموريد المغنسيوم(  0.1البوتاسيوم ثنائية الييدروجين ؛ 
بناءً عمى  كوسط إنتاجي في ىذه التجربة والتجارب اللاحقة

وحُضر الوسط الإنتاجي ىذا بأسس  التجارب الآنفة الذكر,
وبفارق نصف درجة  (5.5-7.5)ىيدروجينية تراوحت ما بين  

دروجيني الأمثل لإنتاج من وسط لأخر لتحديد الاس اليي
 الأنزيم .
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 :تعيين درجة الحرارة المثمى لإنتاج الأنزيم  .8

بعد تحضير الوسط الإنتاجي وتمقيحوُ بالبكتريا تم حضن  
( مْ 45  -  25الوسط المُمقح بدرجات حرارية مختمفة ما بين )

درجات من وسط لأخر لتحديد درجة الحرارة المثمى  5وبفارق 
 . لإنتاج الأنزيم

 : تحديد تأثير سرعة الرج في إنتاج الأنزيم .9

لتحديد تأثير سرعة الرج عمى إنتاج الأنزيم لُقح الوسط 
ساعة في  24الإنتاجي بالبكتريا وتم حضن الأوساط لمدة 

,  50حاضنة ىزازة وباستخدام سرع رج مختمفة تراوحت بين )
(  بينما تركت إحدى المعاملات في  200,  150,  100

 .ظروف ساكنة 

 تعيين حجم المقاح الأمثل في إنتاج  الأنزيم : .11

تم تمقيح الوسط الإنتاجي بحجوم مختمفة من المزروع البكتيري 
المنشَط عمى نفس الوسط الإنتاجي لاختيار أفضميا في إنتاج 

 3 , 5) 1,  0.5الأنزيم , وقد تراوحت حجوم التمقيح ما بين )
% من حجم الوسط وحضنت النماذج في حاضنة ىزازة عمى 

 24مْ ولمدة  37دقيقة وبدرجة حرارة  \دورة  150سرعة رج 
 ساعة .

 : تحديد مدة الحضن  المثمى لإنتاج الأنزيم.  11

تم متابعة إنتاج إنزيم اليوريكيز من البكتريا المنتخبة خلال 
ر الفعالية فترات متباينة ولفترة يومين بسحب نماذج لتقدي

,  21,  18,  9,  6الانزيمية والبروتين خلال الفترات الآتية )
 ( ساعة .48,  42,  36,  30,  24

 النتائج والمناقشة :

أمكن إخضاع العزلات البكتيرية إلى الغربمة شبو          
الكمية لمعرفة ما إذا كانت ىذه العزلات منتجة لانزيم اليوريكيز 

وذلك بتنميتيا عمى وسط الاكار المغذي بعد اضافة حامض 
% وبعد تعقيميا وتنميو البكتريا عمى 0.3اليوريك إليو وبنسبة 

ساعة من الحضن ظير تكون ىالة شفافة  24الوسط ولمدة 
جداً خصوصاً حول المستعمرات البكتيرية العائدة  واضحة

ويعتبر ىذا دليل عمى إنتاج انزيم  P.aeruginosaبكتريا ل
اليوريكيز الذي يكون إنتاجو بشكل خارج خموي وقدرة العزلات 

 .(1)عمى تحطيم حامض اليوريك شكل 

     

التحري عن انزيم اليوريكيز من العزلات البكتيرية  (1)شكل 
 . بالطريقة شبو الكمية 

  الغربمة الكمية

بعد ان تم اختبار قابمية إنتاج العزلات البكتيرية لانزيم         
اليوريكيز في الغربمة شبو الكمية , تم اختبار العزلات البكتيرية 
جراء  المكونة لميالة الشفافة حول المستعمرات البكتيرية  وا 

نتاج انزيم اليوريكيز إىا في أعمييا لاختيار اكف الكمية الغربمة
 24عمى الوسط الانتاجي لانزيم اليوريكيز ولمدة وذلك بتنميتيا 

النتائج المستحصمة والمبينة في الجدول  ولقد أظيرتساعة , 
الانزيم  إنتاجعمى  درةن العزلات البكتيرية ليا القأ  (1)

 قد تميزت   P.aeruginosa 7وبدرجات متفاوتة وان العزلة 
انزيم اليوريكيز اذ بمغت الفعالية  لإنتاجالعالية  ءتياكفاب

مل , أما الفعالية النوعية فقد بمغت  \ وحدة  (1.9)الانزيمية 
ممغم بروتين , بينما تراوحت الفعالية الانزيمية \وحدة  17.59
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مل  \وحدة  (0.3 – 1.7)ما بين  الأخرىلمعزلات البكتيرية 
 – 15.178)الفعالية النوعية فيي قد تراوحت بين  أنفي حين 
ممغم بروتين وفي ضوء ىذه النتائج اختيرت  \وحدة  (1.99
 اليوريكيزانزيم  لإنتاجكمصدر    P.aeruginosa 7العزلة 
 .العزلات المستخدمة  أكفاءكونيا 

تتباين تبعاً  الإنزيمات لإنتاجن قابمية الاحياء المجيرية إ
لاختلاف سلالات تمك الاحياء المجيرية في النوع الواحد وفي 

, كما وتختمف  للإنتاجالمختمفة والظروف المستعممة  الأنواع
خارج  وأخرىفي موقعيا فمنيا ما يعمل داخل الخمية  الإنزيمات

 أصيلا الخمية كما وان بعضيا ما يكون مستحثاً ومنيا ما يكون 
كما ان الوسط المستخدم في عممية الغربمة  ىذه مناسباً . 

انزيم اليوريكيز , كما  إنتاجعمى  العزلات البكتيرية قابميةلتحديد 
في  اً ميم عاملاً يعد وتشير المصادر العممية الى ان الوسط 

( 1)تحسين نوعيتو و  الإنتاجتحديد نمو الكائن المجيري وزيادة 

. 

 الغربمة الكمية لمعزلات البكتيرية المنتجة لانزيم اليوريكيز . (1)جدول 

 \الفعالية النوعية وحدة مل\البروتين ممغم تركيز مل\الفعالية وحدة  العزلة
 ممغم بروتين

p. aeruginosa 1 1.115 0.210 5.309 

p. aeruginosa 2 1.570 0.276 5.688 

p. aeruginosa 3 0.980 0.390 2.512 

p. aeruginosa 4 1.600 0.211 7.583 

p. aeruginosa 5 0.800 0.191 4.188 

p. aeruginosa 6 1.200 0.231 5.194 

p. aeruginosa 7 1.900 0.108 17.59 

p. aeruginosa 8 1.700 0.112 15.178 

Bacillus sp. 1 0.400 0.132 3.030 

Bacillus sp. 2 0.800 0.208 3.846 

Bacillus sp. 3 0.900 0.200 4.500 

Bacillus sp. 4 1.300 0.203 6.404 

Bacillus sp. 5 1.600 0.235 6.808 
Klebsiella pneumonia 1 0.500 0.251 1.992 

Klebsiella pneumonia 2 0.300 0.105 2.857 
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 تعيين الظروف المثمى لإنتاج انزيم اليوريكيز

الكاربوني الأمثل لإنتاج تحديد تأثير تركيز المصدر  (1
 الإنزيم :

تم اختيار عصير التمر بدلًا من الكموكوز كمصدر      
كاربوني لإنتاج انزيم اليوريكيز لكونو من المصادر الرخيصة 

,  0.05)  والمتوفرة محمياً , اذ تم استخدام تراكيز متدرجة منو
% لمتحري عن التركيز  0.35 , 0.55 , 0.75) 0.15

أظيرت النتائج وقد نتاج انزيم اليوريكيز , إ فييره الأمثل وتأث
إلى ان أفضل تركيز لعصير التمر  (2)الموضحة في الشكل  

 3.967 الانزيمية حجم( اذ بمغت الفعالية\% )حجم 0.05ىو 
 48.615مممتر أما الفعالية النوعية فكانت قد بمغت \وحدة
 ممغم بروتين . \وحدة 

ت فعالية نوعية تتراوح ما بين أما التراكيز الأخرى فقد أظير 
كما أشارت دراسات    .ممغم بروتين \وحدة  (5.6 , 43.07)

عدة إلى استخدام مصادر كاربونية عدة منيا الكموكوز و مزيج 
كمصدرين لمكاربون فقد كان  n-Alkane mixtureالالكان 

n-Alkane mixture  نتاج إىو الأفضل في  %1وبنسبة
كما  , Candida tropicalis(24)انزيم اليوريكيز من عزلة 

 %2ان أفضل مصدر كاربوني ىو السكروز وبنسبة  (6)ذكر 
انتاج انزيم عمى عند دراستو لمصادر كاربونية عدة وتأثيرىا 

)كموكوز , فركتوز , لاكتوز , نشأ , سميموز ,  اليوريكيز منيا 
إلى استخدام ( 3) وقد أشاركميسرول و اخيراً السكروز(, كما 

 . A. flavusالسكروز كمصدر كاربوني عند دراستوِ لفطر 

عمى عند دراستو تأثير مصادر كاربونية عدة ( 14)واوضح      
اذ استخدم )السكروز  A. nigerمن فطر انتاج انزيم اليوريكيز 

, كموكوز , فركتوز , مالتوز( فقد كان الكموكوز أفضميا في 
 . %3انزيم اليوريكيز وبنسبة  انتاج

كما وقد اختير أفضل مصدر كاربوني ىو المالتوز عند اختبار 
عدد من المصادر الكاربونية اذ أعطى المالتوز اعمى انتاج 

 . Saccharopolyspora Sp (18 ) من لانزيم اليوريكيز

           

 

 انتاج في( تأثير تراكيز مختمفة من عصير التمر 2الشكل )
 . P. aeruginosa 7انزيم اليوريكيز من عزلو 

 تروجيني الأمثل لإنتاج الإنزيم :يتحديد المصدر الن (2

إنتاج  فياختبرت مصادر نتروجينية عدة لدراسة تأثيرىا       
 فقد تم استخدام P. aeruginosaانزيم اليوريكيز من بكتريا 

خمسة مصادر نتروجينية اشتممت عمى )حامض اليوريك , 
كما وتم  %0.3ات الأمونيوم , كموريد الأمونيوم ( بنسبة كبريت

عمل توليفة من )كبريتات الأمونيوم , كموريد الأمونيوم ( بنسبة 
من حامض اليوريك وبيذا  %0.15ولكن بإضافة  0.15%

في  %0.3يكون التركيز النيائي لممصدر النتروجيني ىو 
الوسط الانتاجي لكل معاممة مع ترك إحدى المعاملات بدون 
مصدر نتروجيني لممقارنة وكان السبب في اختيار ىذه 

وسيولة المصادر كونيا مصادر رخيصة و متوفرة محميا ً 
 التعامل معو .
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تشير النتائج التي تم الحصول عمييا و المبينو في الشكل      
حامض اليوريك فقد أفضل مصدر نتروجيني ىو  الى (3)

مممتر , أما الفعالية النوعية فقد \وحدة  2.525بمغت الفعالية 
ممغم بروتين وجاءت ىذه النتيجة متوافقة مع  \وحدة  30بمغت 

عنده تناولو لدراسة مصادر نتروجينية وتأثيرىا  ( 14)ما ذكره 
كانت  فقد A. nigerإنتاج انزيم اليوريكيز المنتج من فطر  في

اذ  %0.1ج عند استخدام حامض اليوريك بنسبة أعمى انتا
فقد استخدم ( 24)مممتر أما \وحدة  0.989بمغت الفعالية 

 . %0.03حامض اليوريك وبنسبة 

          

 

تروجين الأمثل لإنتاج انزيم ي( : تحديد مصدر الن3الشكل )
 P. aeruginosa 7اليوريكيز من العزلة 

ويمكن تفسير ىذه النتيجة بأن حامض اليوريك ىو مادة حاثة 
لانزيم اليوريكيز اذ بدونو لا يتم إنتاج الإنزيم وعند وجوده 

 سوف تزداد الفعالية الانزيمية . 

التي  الإنزيماتكما تشير معظم المصادر العممية بأن اغمب 
مستحثة تحتاج الى  إنزيماتليا تطبيقات طبية وصناعية تكون 

التي الركيزة تكون ىذه المواد عادة , رة وجود مواد محفزة ضرو 
في الوسط الغذائي , وان لتركيز ىذه  الإنزيماتتعمل عمييا 

 . (1)الانزيمي الإنتاجالمواد اثر كبير عمى عممية 

 تعيين التركيز الأمثل لحامض اليوريك في إنتاج الإنزيم : (3

امض اليوريك تم دراسة تأثير تراكيز عدة ومتدرجة من ح      
لمتحري عن تأثيرىا عمى إنتاج انزيم اليوريكيز وىذه التراكيز 

تشير النتائج  % .(0.1 , 0.3 , 0.5 , 0.7 , 1)ىي 
إلى ان أعمى فعالية نوعية لانزيم  (4)الموضحة في الشكل 

ممغم بروتين عند استخدام نسبة  \وحدة  17اليوريكيز قد بمغت 
 0.7 , 1)من حامض اليوريك , أما التراكيز الأخرى  0.3%

 2.8)% فكانت الفعالية النوعية عمى التوالي   (0.1 , 0.5 ,
ان النتائج التي تم  ممغم بروتين . \وحدة  (10 , 7 , 4.65 ,

اذ   (7)الحصول عمييا تتوافق مع النتائج الذي حصل عمييا 
عند  %0.2 أضاف حامض اليوريك كمادة حاثة وبنسبة 

بينما استخدم  P. vulgarisدراستو لانزيم اليوريكيز من بكتريا 
من حامض اليوريك عند دراستو للإنزيم من  %0.5نسبة 
 %0.7بينما استخدم نسبة    .Streptomyces spعزلات 

 Mucorمن حامض اليوريك لاستحثاث الإنزيم من الفطر 
hiemalis  (27)  . 0.1استخدم حامض اليوريك بنسبة كما% 
 بالإنزيممن المعروف ان اضافة الركيزة الخاصة , كمادة حاثة 

المجيرية  للأحياءالمراد استخلاصو الى الوسط الغذائي 
وبتراكيز محددة يؤدي الى حث بناء الانزيم وبالتالي زيادة ما 

 .( 6)يمكن الحصول عميو من الانزيم 

 

تأثير تراكيز مختمفة من حامض اليوريك عمى  (4)الشكل 
 .p. aeruginosa 7انتاجية انزيم اليوريكيز من عزلة 
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إنتاج انزيم  فيتحديد المصدر الفوسفاتي الأمثل  (4
 : اليوريكيز

مصادر فوسفاتية لمعرفة أفضميا  ةتاثير ثلاث ةسادر تم        
وىذه المصادر ىي )فوسفات , في إنتاج انزيم اليوريكيز 

البوتاسيوم أحادية الييدروجين , فوسفات البوتاسيوم ثنائية 
بينما الييدروجين , وفوسفات الصوديوم أحادية الييدروجين ( 

المصدر الفوسفاتي اضافة بدون تركت احدى المعاملات 
الى ان  (5)المبينة في الشكل النتائج  ولقد أوضحتلممقارنة . 

زيم  اليوريكيز يكون باستخدام فوسفات لان إنتاج أفضل
البوتاسيوم ثنائية الييدروجين كمصدر لمفوسفات , اذ بمغت 

ممغم بروتين( مقارنة \وحدة  18.23الفعالية النوعية أقصاىا ) 
مع المصادر الفوسفاتية الأخرى اذ بمغت الفعالية النوعية 

 , Na2HPO4)ممغم بروتين لكل من \وحدة  (8.4 , 6.86)
K2HPO4) عمى التوالي. 

المعاممة التي لم يستخدم فييا مصدر  أظيرتبينما      
ممغم  \وحدة  3.18)  فعالية نوعية اذ بمغت أوطأفوسفاتي 

عند  (4)ا إليي أشارما  بروتين ( ان ىذه النتيجة تتفق مع
كأفضل مصدر فوسفاتي مقارنة مع  KH2PO4استخداميم 
K2HPO4  في  اً ميم اً مما يعني ان ايون الييدروجين يمعب دور

 توازن درجة الحموضة في الوسط الانتاجي . 

كمصدر فوسفاتي  K2HPO4فقد استخدموا ( 7) أما      
 . و .Streptomyces SPلإنتاج انزيم اليوريكيز من جنس 

التي تحتاجيا  الأساسيةتعد المصادر الفوسفاتية احد المغذيات 
حياء المجيرية بمقادير ضئيمة لمنمو وتكوين الناتج , لذلك الأ

الى الوسط الغذائي لتدعيموُ . وىذا يبدو  إضافتياينبغي 
في المعاممة  إنزيميةفعالية أوطأ واضحاً في الحصول عمى 

 الخالية من المصدر الفوسفاتي . 

تؤدي فوسفات البوتاسيوم ثنائية الييدروجين في الوسط       
الوسط الانتاجي كونوُ بوراً في توازن درجة الحموضة الزرعي د

 , محمولًا منظماً , كما انو يعتبر مصدراً مغذياً لمبكتريا بالفسفور
تكون حساسة لوجود تراكيز عالية  التأيضولكن اغمب عمميات 

, وقد وجد أن لمفوسفات دوراً تنظيمياً ميماً  من الفوسفات
ال في انتاج بعض لعمميات التأيض الثانوي كما ىو الح
 .( 1)الحوامض العضوية والمضادات الحيوية

 

( تأثير أملاح الفسفور في إنتاج انزيم اليوريكيز من 5الشكل )
 . P. aeruginosa 7العزلة 

 إنتاج فيتأثير التراكيز المختمفة لممصدر الفوسفاتي  (5
 :  انزيم اليوريكيز

, الانزيم  إنتاجبعد ان تم تحديد المصدر الفوسفاتي في       
تم التحري عن أفضل تركيز لممصدر الفوسفاتي والذي يحدد 

  P. aeruginosaأفضل انتاج لانزيم اليوريكيز من بكتريا 
تم اختبار تراكيز متدرجة من فوسفات البوتاسيوم ثنائية حيث 

%  (0.25 , 0.5 , 0.75 , 1 , 1.5)الييدروجين تبدأ من 
من فوسفات البوتاسيوم ثنائية الييدروجين . وتشير النتائج 

% من فوسفات 0.75إلى ان تركيز  (6)المبينة في الشكل 
البوتاسيوم ثنائية الييدروجين ىو الأمثل لمحصول عمى أعمى 

ممغم \وحدة  8.8انتاج من الإنزيم حيث بمغت الفعالية النوعية 
 عند استخداموِ  (24)كره بروتين جاءت ىذه النتيجة قريبة مما ذ
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% كأفضل 0.61فوسفات البوتاسيوم ثنائية الييدروجين وبنسبة 
 المصدر الفوسفاتي . مننسبة 

% فقد  (0.25 , 0.5 , 1 , 1.5)أما التراكيز الأخرى       
وحدة  (4.22 , 5.76 , 7.9 , 7.01)بمغت فعاليتيا النوعية 

دة تركيز ن زياألوحظ  إذ.  عمى التوالي ممغم بروتين \
KH2PO4 في قد يعود السبب و  ؤدي إلى انخفاض الانتاجيةت

يأتي و إلى تأثيرىا السمي عمى الخلايا عند تمك التراكيز ذلك 
كونو يدخل في  سببتأثير الفوسفات في الوسط الانتاجي 

تصنيع بعض المركبات الخموية مثل الاحماض النووية 
والدىون الفوسفاتية , تتباين الاحياء المجيرية في احتياجاتيا 
الغذائية لكونيا تختمف في مقدرتيا عمى استيلاك وتخميق 

في العديد من الدراسات اذ  ذلك المواد المختمفة , فقد ورد
ئية الييدروجين وبتركيز استخدمت فوسفات البوتاسيوم ثنا

الى ( 14)قام بيا  أخرىدراسة   أشارت, بينما ( 16)0.05%
استخدام فوسفات الصوديوم أحادية الييدروجين كمصدر 

      %0.3فوسفاتي وبنسبة 

 

تأثير تراكيز مختمفة من فوسفات البوتاسيوم ثنائية (6) الشكل 
 .Pالييدروجين عمى إنتاج انزيم اليوريكيز من عزلة 

aeruginosa 7 . 

 إنتاج انزيم اليوريكيز  فيتأثير نوع الممح  (6

إنتاج انزيم اليوريكيز , تم  فيلمعرفة دور بعض الأملاح 
أنواع من الأملاح وىي كبريتات الحديد وكبريتات  ةاختيار أربع

المغنسيوم و كموريد الكالسيوم واخيراً كموريد المغنسيوم وبنسبة 
إلى ان  (7)%. تشير النتائج الموضحة في الشكل 0.1

من كموريد المغنسيوم يؤدي الى الحصول عمى  %0.1اضافة 
( وحدة 20.9اعمى فعالية نوعية لانزيم اليوريكيز اذ بمغت )

من  %0.1ممغم بروتين مقارنة بالوسط الزرعي الحاوي عمى \
نسيوم كل من كبريتات الحديد , كموريد الكالسيوم وكبريتات المغ

وحدة  4.285 , 5.757 , 3.3)فقد أعطت فعالية نوعية ) 
ممغم بروتين عمى التوالي . اذ تشير النتائج التي تم الحصول \

عمييا بأن ايونات المغنسيوم تمعب دورا ميماً ومتميزاً في زيادة 
 .Pالفعالية والفعالية النوعية لانزيم اليوريكيز المنتج من بكتريا 

aeruginosa 7  أشارت بحوث كثيرة إلى أىمية الأملاح  قدو
في مساعدتيا لمخلايا البكتيرية عمى إنتاج انزيم اليوريكيز فقد 

ان كموريد الحديد ىو الأفضل في إنتاج الإنزيم  (6)ذكر
انزيم  جانتا فياليوريكيز عند دراستو تأثير عناصر عدة 

 اليوريكيز .

انتاج  فيرىا اختبر مصادر ممحية مختمفة ودرس تأثي (24)بينما 
 و Candida tropicalisخميرة انزيم اليوريكيز المنتج من 

عند  استخدامو كبريتات المغنسيوم .  حصل عمى أفضل انتاج
فقد ذكر ان أعمى فعالية   (14)قام بيا  أخرىوفي دراسة 

إنزيمية تمثمت عند استخدام كبريتات المغنسيوم المائية وبنسبة 
 . A. niger% لإنتاج الإنزيم من فطر 0.1
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تأثير نوع الممح في إنتاج انزيم اليوريكيز من عزلة  (7)الشكل 
P.aeruginosa 7 . 

 تأثير مدة الحضن  (7

 .Pتم متابعة إنتاج انزيم اليوريكيز المنتج من بكتريا          
aeruginosa نموذج بفترات مختمفة  لمدة يومين وذلك بسحب
( ساعات لتقدير الفعالية الانزيمية (3-6  تراوحت بين
ان إنتاج انزيم اليوريكيز  (8)يُلاحظ من الشكل و والبروتين . 

الفعالية النوعية  كانتيبدأ بعد تسع ساعات من التمقيح , اذ 
الفعالية النوعية بشكل  ارتفعتممغم بروتين ثم \وحدة  0.95

ساعة  24تدريجي لتبمغ أقصاىا في غضون يوم واحد أي بعد 
بدأ الانتاج يممغم بروتين , بعدىا  \وحدة  12.32لتصبح 

بالانخفاض إلى ان تصل الفعالية النوعية في اليوم التالي أي 
ى لا ستناداً وا  ممغم بروتين .  \وحدة  1.37ساعة إلى  48بعد 

خلال التي تتم ىي و ثبيت أفضل فترة حضن ىذه النتائج تم ت

 استخداميا في التجارب كافة . حيث تمساعة  24

 

تأثير مدة الحضن في إنتاج انزيم اليوريكيز من  (8)الشكل 
 . p. aeruginosa 7العزلة 

اذ استخدموا ( 23)جاءت ىذه النتيجة متوافقة مع ما ذكره      
ساعة عند إنتاج انزيم اليوريكيز من  24فترة حضن لمدة 

  . P. aeruginosaبكتريا 

ان حامض اليوريك يبدأ بالتحطم والاختفاء من  (22)كما ذكر
 24ساعة لكن يتحطم نيائياً خلال  18الوسط الزرعي خلال 

ان فترة الحضن المثمى لانزيم اليوريكيز ( 6). بينما ذكر  ساعة
 تكون عند ثمانية أيام .  Gliomastix guegفطر من 

و  A. flavus الفطرين فقد ذكر ان إنتاج الإنزيم من( 3)أما 
A. terreus  بعد أربعة أيام و من جنس يكون

Trichoderma  SP. . بعد ستة أيام       

إنتاج انزيم في الابتدائي الأمثل  يالهيدروجين تأثير الاس (8
 :اليوريكيز

تم تحضير الوسط الانتاجي المُعد لإنتاج انزيم        
بأرقام  P. aeruginosaاليوريكيز من عزلة بكتريا 

وبفارق نصف  (5.5 – 7.5)مختمفة تراوحت بين  ىيدروجينية
 درجة لكل وسط .
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 6.5إلى ان الاس الييدروجيني  (9)يتضح من الشكل      
مغت الفعالية النوعية ىو الأمثل في إنتاج انزيم اليوريكيز , اذ ب

 ممغم بروتين . \وحدة  31.985

كما يُلاحظ ان الفعالية النوعية للإنزيم تأخذ بالازدياد من الاس 
 \وحدة  22.07اذ كانت الفعالية النوعية  5.5الييدروجيني 

 6.5ممغم بروتين إلى ان تبمغ أقصاىا عند الاس الييدروجيني 
ممغم بروتين  \وحدة  11.99ثم تبدأ بالانخفاض إلى ان تصل 

 .  7.5عند الاس الييدروجيني 

                  

 

انتاج انزيم اليوريكيز في (  تأثير الاس الييدروجيني 9شكل )
 .  P. aeruginosa  7من عزلة 

حيث ان الاس الييدروجيني ( 12)تتفق ىذه النتيجة مع ما ذكره 
 Hansenulaالأمثل لإنتاج انزيم اليوريكيز من 

polymorpha  الميجن بجين اليوريكيز منCandida utilis 
ان الاس الييدروجيني الأمثل ( 24), كما ذكر  6.5عند ىو 

حصيمة النواتج  6ىو  C. tropicalisلإنتاج الإنزيم من 
, وفي دراسة أخرى فان ( 2)حياء المجيريةالنيائية لايض الا

عند إنتاج الإنزيم من فطر  6الاس الييدروجيني الأمثل ىو 
A. niger (14)  الاس الييدروجيني لموسط ميماً جداً يعد . و

لنمو الاحياء المجيرية ولتوجو ايضيا , كما وتعد التغيرات في 

الاحياء  إنزيماتالاس الييدروجيني ميمة جداً ايضاً لفعالية 
 .( 13)المجيرية والنواتج الوسطية وعدم تحمميا وذائبيتيا

 .إنتاج انزيم اليوريكيز  فيسرعة الرج تأثير  (9

تم حضن الوسط الغذائي لإنتاج اليوريكيز في نوعين من 
الحاضنات ىي الحاضنة الساكنة والحاضنة اليزازة بسرع رج 

يتضح و دقيقة , \دورة  ( 50 , 100 , 150 , 200)مختمفة 
ارتفاع الفعالية الانزيمية عندما تزداد سرع  (10)من الشكل 

دقيقة حيث بمغت الفعالية النوعية  \دورة  150الرج لتصل إلى 
 200ممغم بروتين ثم تنخفض عند سرعة الرج  \وحدة  35.84
فعالية  ةنمحظ أي مالساكنة ل ةالدقيقة , بينما في الحاضن \دورة 

ر التيوية إلى عدم توففي ذلك السبب  ودقد يعو إنزيمية , 
 اللازمة لنمو البكتريا .

عند دراستوِ تأثير ( 6)جاءت ىذه النتيجة متوافقة مع ما ذكره 
إذ   G. guegإنتاج انزيم اليوريكيز من فطر في سرعة الرج 

فقد ( 24)دقيقة أما  \دورة  150كانت أفضل سرعة رج ىي عند 
دقيقة. تشير المصادر  \دورة  220ذكر ان سرعة الرج ىي 

 الإنزيمات إنتاجالعممية الى ان استخدام الحاضنة اليزازة في 
بواسطة الاحياء المجيرية اليوائية يسمح بالاستغلال الامثل 
لمكونات البيئة فضلًا عن تكوين البيئة ذات تيوية جيدة , 
حيث يسمح الرج أو التحريك بمزج وتجانس مكونات البيئة 

وكفوء بحيث يستطيع الاحياء المجيرية من النمو بشكل جيد 
, ولكن شدة التيوية تختمف باختلاف كل من بشكل امثل 

الكائن المجيري والانزيم وتقع أىمية التيوية والتحريك في ىذا 
المضمار في حاجة الاحياء المجيرية للأوكسجين الذائب 

 . وتوزيع المادة الركيزة في وسط التنمية 
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إنتاج انزيم اليوريكيز المنتج  فيتأثير سرعة الرج  (10)شكل 
 . P. aeruginosa 7من العزلة 

 : إنتاج الإنزيم فيتأثير حجم المقاح  (11

 إضافتياعممية حيوية لذا يجب  أيةيعد حجم المقاح ميماً في 
مثل , لذا تم تمقيح الوسط الإنتاجي بالمستوى المطموب الأ

لإنتاج انزيم اليوريكيز باستخدام حجوم متدرجة من المقاح 
%من  (0.5 , 1 , 3 , 5)البكتيري وبنسب تراوحت ما بين 

حجم الوسط لغرض معرفة تأثير حجم المقاح في إنتاج انزيم 
إلى ان  (11)اليوريكيز و تشير النتائج الموضحة في الشكل 

زيم قيد الدراسة يصل أقصاه باستخدام نسبة تمقيح  إنتاج الإن
من حجم الوسط اذ بمغت الفعالية النوعية عند  استخدام 1%

ممغم بروتين , لذا اعتمدت ىذه  \وحدة  49.84ىذه النسبة 
النسبة واستخدمت في جميع مراحل الدراسة اللاحقة , توافقت 

عند  (Saeed et al , 2004)ىذه النتيجة مع ما استخدموُ 
  P. aeruginosaدراستوُ لانزيم اليوريكيز المنتج من بكتريا 

% من حجم الوسط . وبالرجوع الى 1اذ استخدم نسبة تمقيح 
باستخدام حجوم  للأنزيمالشكل يلاحظ انخفاض الفعالية النوعية 

كبيرة من المقاح وذلك لانخفاض مستوى المواد الغذائية نتيجة 

    يوية والنمو السريع ن الكتمة الحاستخداميا لتكوي

 

 .Pتأثير حجم المقاح عمى انتاجية بكتريا  (11)شكل 
aeruginosa 7 . من انزيم اليوريكيز 

إنتاج انزيم  فيدراسة تأثير درجة الحرارة  (11
 : اليوريكيز

لقد تم حضن الوسط الانتاجي لانزيم اليوريكيز عند درجات 
مْ لمتحري عمى  (45 , 25)حرارية مختمفة ومتدرجة من 

ويتضح من الشكل  لانتاج انزيم اليوريكيزالدرجة الحرارية 
مْ اذ  37ان الحرارة المثمى لإنتاج الإنزيم ىي عند ,   (12)

ممغم بروتين , أما  \وحدة  39.5بمغت الفعالية النوعية 
 (25 , 30 , 40 , 45)الدرجات الحرارية الأخرى والتي ىي 

 , 21.1 , 19)ليذه الدرجات  فقد بمغت الفعالية النوعية
 ممغم بروتين عمى التوالي .  \وحدة  (21.69 , 30.7

 

إنتاج انزيم اليوريكيز من  فيتأثير درجة الحرارة  (12)شكل 
 . P. aeruginosa 7عزلة 
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عند دراستوِ لبكتريا  (8)جاءت ىذه النتيجة متوافقة مع ما ذكره
Bacillus. fastidious  اذ قام بتنمية البكتريا عمى درجة

ذكر ان أفضل  ( 14)مْ لإنتاج انزيم اليوريكيز , بينما  37حرارة 
     مْ .  30عند  A. nigerدرجة حرارية لإنتاج الإنزيم من 

ان سبب انخفاض الفعالية الانزيمية عند الدرجات الحرارية 
إلى عدم ملائمة  مْ يمكن ان يُعزى 37المتطرفة )البعيدة ( عن 

ىذه الدرجات الحرارية لنمو البكتريا لذا يتباطأ النمو ويتأثر 
التخميق الحيوي للإنزيم نتيجة انخفاض الحرارة بينما تقل 
الفعالية الانزيمية عند الدرجات الحرارية العالية ليس بسبب 

نما قد تسبب  درجة عدم ملائمة الحرارة لنمو الكائن المجيري وا 
 ة.نزيم وبذا يفقد الفعالية الانزيميلأاتمف  في ليةالحرارة العا
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