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 : كلية العلوم/جامعة النهرين2

 الخلاصة

في وسط   Serratia marcescens S10-1اج انزيم الاسباراجينيز بوساطة بكتريا روف المثلى لانتظدرست ال

انتاج الاسباراجينيز. وقد اشارت النتائج الى ان اقصى انتاج للانزيم قد تم الوصول اليه بتدعيم وسط الانتاج بالمالتوز 

% , ومزيج فوسفات البوتاسيوم 2ز % , والببتون مصدرا نايتروجينيا بتركي3مصدرا وحيدا للكاربون والطاقة بتركيز 

( وبرقم هيدروجيني أولي لوسط التخمر مقداره 1:1ثنائية الهيدروجين وفوسفات الهيدروجين ثنائية البوتاسيوم بنسبة )

pH7.5   وتلقيح وسط الانتاج بعدد حي من الخلايا البكتيرية النشطة مقداره ,
8
م  33خلية/مل , ثم الحضن بدرجة  2.2×10

اعة. اذ بلغت قيمة الفعالية النوعية لانزيم  الاسباراجينيز الخام المنتج في رائق المزرعة البكتيرية  تحت هذه س 22لمدة 

 وحدة/ملغرام بروتين. 2.92الضروف  

 , erratiamarceses. اقصى انتاج للأنزيم ,الاسباراجينيز انزيم   -: الدالةالكلمات 
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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  

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 × 10
8
 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    
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 المقدمة

( الى مجموعة أنزيمات التحلل المائي الذي L- asparaginase: E.C 3.5.1.1ينتمي انزيم الاسباراجينيز )

. يوجد نوعان من أنزيم (1)يعمل على التحلل المائي للحامض الأميني الأسباراجين الى حامض الاسباراتك والأمونيا 

( بينما يفرز الثاني الى الفسحة Extracellular, يفرز الأول الى خارج الخلية ) IIو  Iاجينيز الاسباراجينيز هما الأسبار

, 2) ويمتاز الاخير بأهميته الطبية اذ يستخدم بوصفه عقارا مضادا للسرطان (Periplasmic space)البلازمية المحيطة 

بناء البروتينات الخلوية وبتأثير هذا الانزيم فان الخلايا فقد وجد أن معظم الخلايا السرطانية تحتاج الى الأسباراجين ل ,(3

 (.5, 2السرطانية تصبح فاقدة لمتطلبات بناء التراكيب الخلوية البروتينية )

ينتج أنزيم الأسباراجينيز من قبل العديد من الكائنات الحية بدائية وحقيقية النواة, ففي بدائية النواة ينتج الأنزيم من 

 و  Enterobacter aerogenesو P. aeruginosa و spp Citrobacterو  Erwinia aroideae و E.coliبكتريا 

S.marcescens (6  ,7 (. أما في الكائنات حقيقية النواة فينتج الانزيم من العديد من الخمائر )مثل S.cerevisiae )

و Pisum sativum ات كالبزاليا ( والنبات Chlamyedomona spp( والطحالب ) مثل  .Mucor sppوالاعفان ) مثل 

 Lupinus angustifolius   (8  ,. .) الترمس 

تؤثر مكونات وسط المزارع المايكروبية وظروف التخمر بشكل كبير في انتاج انزيم الاسباراجينيز كالمصدر 

ثل لوسط أنتاج الأنزيم ( , كما لوحظ ان الرقم الهيدروجيني الأم11,  11الكاربوني والنايتروجيني وتركيزهما في الوسط )

(. وفقا لما تقدم فقد هدفت الدراسة الى تعيين 13م ) 33الى  35( , والدرجة الحرارية المثلى 12) 8و  3يتراوح بين 

 . Serratia marcescens S10-1الظروف المثلى لانتاج الأسباراجينيز من بكتريا 

 

 المواد وطرائق العمل

 أوساط التنمية والأنتاج 

التي تم الحصول عليها من قسم التقانة   Serratia marcescens S10-1نمية وتنشيط العزلة البكتيرية تم ت     

غم ; و 5غم ; مستخلص الخميرة, 11بيرتاني السائل المكون من )غم/لتر(: ببتون,-الاحيائية/جامعة النهرين في وسط لوريا

نتاج الأسباراجينيز من العزلة البكتيرية بأستخدم وسط انتاج غم . في حين تم تعيين الظروف المثلى لأ11كلوريد الصوديوم, 

غم ; وكبريتات  2غم ; فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين ,  20الاسباراجينيز المكون من )غم/لتر(: أسباراجين ,

 ساعة. 22لمدة  33غم , ثم الحضن بدرجة حرارة  5المغنيسيوم ,

 تقدير فعالية أنزيم الاسباراجينيز

بتنمية العزلة  ( وذلك12واخرون ) Imadaم تقدير فعالية انزيم الأسباراجينيز وفقا للطريقة الموصوفة من قبل ت

Serratia marcescens S10-1   ساعة,ثم رسبت  22م لمدة  33في وسط مرق تربتكيز الصويا, وحضنت بدرجة

أهمل الرائق وغسلت الخلايا مرتين بدارئ الترس ثم  دقيقة , 21دورة/دقيقة( لمدة  5111الخلايا بالنبذ المركزي المبرد )

(  باضافة الخلايا بعد غسلها Blank. حضر المحلول الصفري )مولار( 191الأسباراجين )مل مـــن محلول  5أضيف اليها 

 1.5( بتركيز TCAمل من حامض الخليك ثلاثي الكلور ) 195مل  من محلول التفاعل ثم اضافة  5مرتين بدارئ الترس بـ 

مل من  195م . اوقف التفاعل باضافة 33مولار . حضنت الخلايا بواقع مكررين في حمام مائي هزاز لمدة ساعتين بدرجة 

دورة/  5111مولار , ثم رسبت الخلايا بالنبذ المركزي المبرد بسرعة  1.5( بتركيز TCAحامض الخليك ثلاثي الكلور )

اختبار نظيفة, وقدر تركيز الامونيا المتحررة بفعل أنزيم الأسباراجينيز حسب  دقيقة. اخذ الرائق الى انابيب 21دقيقة لمدة 

 , وحسبت الفعالية الأنزيمية من خلال المعادلة:(12واخرون ) Imadaالموصوفة من قبل  طريقة النسلرة المباشرة

 



 

 

 11Serratia marcescens S-1تعيين الظروف المثلى لانتاج الاسباراجينيز من بكتريا 

فاتن علي أحمد
1

عباس عبود فرحان              
1
حميد مجيد جاسم                 

2
 

 

 

21 Vol: 10 No:3, July 2014 ISSN: 2222-8373  

  

 تركيز الامونيا المتحررة                                                 

 حجم النموذج  ×  الفعالية )وحدة/مللتر(   =                                                    

  12× زمن التفاعل )دقيقة(                                               

زمن التفاعل  مايكرومول من الأمونيا  خلال دقيقة واحدة من 1وحدة الفعالية على أنها كمية الانزيم التي تحرر  عرفت

 تحت ظروف التجربة. 

   تقدير تركيز البروتين 

من خلال المنحنى القياسي Bradford (15 )قدر تركيز البروتين وفقاً للطريقة  الموصوفة من قبل        

  لألبومين المصل البقري. 

 

 تعيين الظروف المثلى لانتاج انزيم الاسباراجينيز. 

بدراسة تأثير العوامل   S10-1 S.marcescensالاسباراجينيز من العزلة تم تعيين الظروف المثلى لانتاج 

المؤثرة في أنتاج الأنزيم والتي تضمنت نوع المصدر الكاربوني وتركيزه , نوع المصدر النتروجيني وتركيزه , مصدر 

 لتهوية  .الفوسفات , الرقم الهيدروجيني لوسط الأنتاج  , مدة الحضن , درجة الحرارة , حجم اللقاح و ا

 

 النتائج والمناقشة

  الظروف المثلى لانتاج الاسباراجينيز

       تأثير مصدر الكاربون

( الى أن سكر المالتوز هو المصدر الكاربوني الأمثل في حث أنتاج 1تشير النتائج المبينة في الشكل )  

وحدة/ملغم  22918للأنزيم المنتج منها   , أذ بلغت الفعالية النوعية S10-1 S.marcescensالأسباراجينيز من بكتيرية 

بروتين مقارنة بالفعالية النوعية للانزيم المنتج بأستخدام المصادر الكاربونية الأخرى                    )  اللاكتوز بفعالية 

بروتين  وحدة/ملغم 31923وحدة/ملغم بروتين والرافينوز  13.33وحدة/ملغم بروتين والكلوكوز  21. 53نوعية مقدارها 

( من ان المالتوز 12واخرون ) Deokarوحدة/ملغم بروتين( . وتعد هذه النتائج موافقة لما أشار اليه  55.22ثم السكروز 

مقارنة بالسكروز والكلوكوز  Erwinia carotovora هو الوسط الكاربوني الأمثل لأنتاج الأسباراجينيز من بكتريا

 والفركتوز.
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الأسباراجينيز  بعد   في أنتاج أنزيم  -1S.marcescens S10(: تأثير مصدر الكاربون على قابلية بكتريا  1شكل )

 ساعة 22م لمدة  73الحضن بدرجة 

 تأثير تركيز المالتوز 

سط الأنتاج ( الى أن أعلى أنتاجية للأسباراجينيز كانت باضافة المالتوز الى و 2تشير النتائج المبينة في الشكل )   

 S10-1وحدة/ملغم بروتين للأسباراجينيز المنتج من بكتريا  22918% , إذ بلغت قيمة الفعالية النوعية 3بتركيز 

S.marcescens   . 

 

لحضن بدرجة في أنتاج الأسباراجينيز بعد ا S.marcescens S10-1( : تأثير تركيز المالتوز على قابلية بكتريا  2شكل )

 ساعة 22م لمدة 73
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 تأثير مصدر النايتروجين

هنو  S.marcescens S10-1( الى أن أفضل مصدر نتروجيني لأنتاج الأسباراجينيز منن 3تشير النتائج المبينة في الشكل )

) كبريتنات  وحندة/ملغم بنروتين مقارننة ببقينة مصنادر الننايتروجين 25925الببتون , إذ أعطى اعلنى فعالينة نوعينة مقندارها 

 Venil الامونيوم التربتون ومستخلص الخميرة ونترات الأمونيوم على التوالي(. وتعند هنذه النتنائج موافقنة لمنا توصنل الينه 

( مننن أن الببتننون هننو المصنندر النننايتروجيني الأمثننل لكننل مننن نمننو الكتلننة الحيويننة وانتنناج الاسننباراجينيز مننن  16) وآخننرون

  من خلال توفيره للأحماض الامينية الضرورية لذلك.   S.marcescens SBO8بكتيريا

 

م 73بعد الحضن بدرجة  S.marcescens  S10-1(:تأثير المصدر النتروجيني في أنتاج الأسباراجينيز من  3شكل )

 ساعة22لمدة 

   

 تأثير تركيزالببتون

% ساعد في الحصول على أعلى فعالية نوعية 2فة الببتون بتركيز ( الى أن أضا2تشير النتائج المبينة في الشكل )  

وحدة/ملغم بروتين , ويلاحظ من هذه النتائج  23913ومقدارها S10-1  S.marcescensلأنتاج  الاسباراجينيز من بكتريا 

يادة التركيز الى % , ثم تنخفض بز2ان هناك زيادة تدريجية للفعالية النوعية بزيادة تركيز الببتون حتى الوصول الى 

%. ويمكن أن يعزى هذا الأرتفاع التدريجي في الفعالية الى زيادة تركيز محتوى الحوامض الامينية في الوسط مما 295

أدى بدوره الى زيادة الكتلة الحيوية وزيادة أنتاج الأسباراجينيز ,  غير أن ذلك يبلغ حداً معيناً ليصبح فيه زيادة تركيز 

 في الوسط ذو تأثير مثبط في أنتاج الأسباراجينيز.المصدر النتروجيني 
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بعد       الحضن بدرجة   S.marcescens S10-1( : تأثير تركيز الببتون  في أنتاج  الأسباراجينيز من 2شكل )         

 ساعة22م لمدة 73

  

 الفوسفات تأثير مصدر

   S10-1( الى أن الأنتاج الأمثل لأنزيم الأسباراجينيز من بكتريا5تشير النتائج المبينة في الشكل )

S.marcescens ( قد تحقق بأضافة مزيج مصدر الفوسفاتK2HPO4+ KH2PO4( بنسبة )إذ أعطت أعلى فعالية 1:1 )

, K2HPO4 ,KH2PO4لبقية المصادر  وحدة/ملغم بروتين, في حين كانت الفعالية النوعية 28925نوعية مقدارها 

Na2HPO4 ,NaH2PO4+Na2HPO4  (  ًوحدة/ملغم بروتين على  85.44,  41.29,  47.13,  23988أقل نسبيا

 التوالي(.

 

م لمدة 73بعد الحضن بدرجة   S.marcescens S10-1تأثير المصدر الفوسفاتي على أنتاج الأسباراجينيز من : (5شكل )

 ساعة22
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 تأثير الرقم الهيدروجيني للوسط

أن للرقم الهيدروجيني تأثيراً على أنتاجية الأنزيم لأن له دوراً  في ذوبانية  المواد التغذوية في الوسط ويؤثر على    

( الى 3ي الشكل )( .تشير النتائج المبينة ف17تأين المادة الأساس بالأضافة الى أنه يؤثر على أستقرارية الأنزيم المنتج )

بزيادة الرقــــــم الهيدروجيني  S10-1   S.marcescensأزدياد الفعالية النوعية لأنزيم الأسباراجينيز المنتج من خلايا 

وحدة/ملغم بروتين( عندما كان الرقم الهيدروجيني  2.913لوسط الأنتـاج , فقد تم الحصول على أعلى فعالية نوعية ) 

 نخفض الفعالية النوعية بزيادة او انخفاض الرقم الهيدروجيني لوسط الانتاج .ثم ت 395لوسط الانتاج 

 

بعد               الحضن بدرجة  S.marcescens S10-1(: تأثير الرقم الهيدروجيني في أنتاج الأسباراجينيز من 6شكل)

 ساعة 22م لمدة 73

 

كان  Erwinia carotovoraنتاج الامثل لانزيم الاسباراجينيز المنتج من بكتريا أشارت دراسة اخرى الى ان الا   

H(( . أن الزيادة أو النقصان في تركيز أيونات الهيدروجين )2006وآخرين ) Kamble)  893عند الرقم الهيدروجيني 
+

 )

كيب الثلاثي للبروتين يسبب تنافس يسبب تغير في الرقم الهيدروجيني للوسط الزرعي والذي يقود الى تغيير جذري في التر

H
+

OHاو  
-

 ( .18مع الروابط الهيدروجينية أو الروابط الأيونية في الأنزيم وبالتالي مسخ للأنزيم  ) 

 تأثير درجة الحرارة

 ( الى ان الدرجة الحرارية المثلى لوسط التخمر الملائمة لانتاج  الاسباراجينيز 3تشير النتائج المبينة في الشكل )    

وحدة/ملغم بروتين. إن  2.913م , اذ بلغت عندها الفعالية النوعية للانزيم ° 33هي  S10-1 S.marcescensمن بكتريا 

التغير في درجة الحرارية لوسط التخمر عن الدرجة المثلى لأنتاج الأنزيم قد يؤدي الى أنخفاض سرعة التفاعل بفعل عملية 

 (. 13ثلاثي للبروتين )مسخ البروتين أو فقدان خصائص التركيب ال
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عند التنمية في وسط الأنتاج  S.marcescens S10-1(: تأثير درجة الحرارة في أنتاج الأسباراجينيز من 3شكل ) 

 ساعة 22لمدة  7.5برقم هيدروجيني 

 

  تأثير مدة الحضن

   S10-1الأسباراجينيز من بكتريا منية المثلى لانتاجالمدة الز ( الى ان 8تشير النتائج المبينة في الشكل ) 

S.marcescens  ثم تنخفض تدريجيا  وحدة/ملغم بروتين 2.92اذ بلغت عندها الفعالية النوعية للانزيم .  ساعة 22هي

على ( الذي توصل الى أن أ21) Phillipو   Navakبزيادة مدة الحضن. تعد هذه النتائج مماثلة لتلك التي توصل اليها 

 ساعة من الحضن. 22بعد   ATCC60  S.marcescensمن  IIأنتاج للاسباراجينيز 

 

 عند زرعها    S.marcescens S10-1لحضن في أنتاجية الأسباراجينيز من ا (: تأثير مدة8شكل )

 .م 73وحضنها في درجة  7.5في وسط الأنتاج برقم هيدروجيني
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 قاح تاثير حجم الل

الملائم لأنتاج  S10-1 S.marcescensالعدد الامثل لخلايا البكتريا  ( ( الى ان.تشير النتائج المبينة في الشكل ) 

الاسباراجينيز هو 
8
وحدة/ملغم بروتين , في  52953خلية/مل أذ بلغت الفعالية النوعية للاسباراجينيز المنتج منها   2.2×10

دة او انخفاض عدد الخلايا عن هذا العدد. يستدل من هذه النتائج أن الأعداد الكبيرة للخلايا حين تنخفض الفعالية النوعية بزيا

يؤدي الى أنخفاض انتاج الانزيم بسبب التنافس الشديد على المواد الغذائية الاساسية للوسط الزرعي فضلاً عن تجمع نواتج 

تاج, وان الأعداد القليلة للخلايا في الوسط يؤدي الى عدم الايض الثانوي مما يؤدي الى تثبيط نمو الخلايا وأنخفاض الان

 ( ..1الأستغلال الامثل للمواد الغذائية مما يؤثر سلبياً في  أنتاج الأنزيم )

 

نتاج عند زرعها في وسط الأ S.marcescens S10-1(:تأثير حجم اللقاح في أنتاج الأسباراجينيز من ابكتريا 9شكل ) 

 ساعة 22م لمدة 73بدرجة   7.5برقم هيدروجيني 
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