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  Cytophagaإنتاج وتوصيف أنزيم السليليز المعزول من عزلة بكتريا محلية        

 ظافر فخري عبد القادر الراوي 

 قسم علوم الحياة -كلية التربية  -جامعة الانبار 
 

 

 

 

 معلومات البحث:
 

 الخلاصة: 
 25/7/2006تاريخ التسليم: 
 15/1/2007تاريخ القبول: 

 2012/   06  /14  تاريخ النشر:

DOI: 10.37652/juaps.2007.15441 

اذ عللد  الاولدن  Cytophagaتهدف  الفراسدة ىلدن ىنتداز مندليم السدليليل باسدتعمان عدللتير مدر بكتريدا 
لروعددة بمحلددون الباميددا ن ددي حددير مددر تربددة منالددة الجليددرة  ددي مفينددة الرمدداف  والم CR1والتددي يرمددل لهددا 

( مدر مللادا  حيوانيدةس اسدتعمل  نلالدة الحنادة ومللادا  الدذرة  الكدوال  CR2علل  الثانية والتي يرمل لهدا 
ملددفرا وحيددف للكربددور  ددي الوسددا مللرعددي الددذ  نميدد  عليددذ كددن مددر العددللتير وذلدد  لتددو ر  ددذ  المللاددا  

سدائن فرة عالية  ي ىنتاز مندليم السدليليل  دي الوسدا مللرعدي الق CR2بكميا  كبيرة  ي البيئةس مظهر  العللة 
 لم وباسدددتعمان نلالدددة الحنادددة بتركيددد35وفرجدددة حدددرارة  7.5وكدددار م إدددن ىنتددداز لهدددا عندددف الدددرقم الهيدددفروجيني 

مللتر وبعف  100مللتر/1فورة/فقيلة وحجم للاح  125%سليلول عنف حإنها بحاإنة  لالة وبعفف فورا  1.5
 وحددفة/مللترس مظهددر  النتددائض مر ىإددا ة ميونددا  الكالسدديوم 5.976لغدد  الاعاليددة امنليميددة ميددام حإددر ىذ ب5

 مللتدددر لاف مدددر ىنتاجيدددة امندددليم ىذ بلغددد   عاليدددة امندددليم100غدددم/0.5والمغنيسددديوم بلددديغة كبريتدددا  وبتركيدددل 
بأتبددا   CR2 يددةحددفة/مللتر علددن التددواليس نلددي امنددليم المنددتض مددر العللددة المحل6.212وحددفة/مللتر و 6.121

% وكروموتوغرا يدددا التبدددافن الايددددوني 90لادددوا  تنليدددة لدددمل  الترسدددديم بكبريتدددا  الامونيدددوم بنسدددبة ىلددددبا  
وقدددف ممكدددر  Superdex-200ن ثدددم الترلدددي  الهممدددي بعمدددوف DEAE-Sepharoseبوسدددااة عمدددوف المبدددافن 

 مندليم مر الدولر ملجليئدي لدذس بيند  نتدائض تولدي  ا4.109% مر الأنليم وبعفف مدرا  تنليدة 64.11استرفاف 
ومر الدددرقم Superdex-200فالتدددور باسدددتعمان كروموتوغرا يدددا الترلدددي  الهممدددي بعمدددوف  32000بلدددو حدددوالي 

كدذل  نم  50ومر فرجدة الحدرارة المثلدن لاعاليدة الأندليم كاند  عندف  6.0الهيفروجيني الامثن لاعاليدة الاندليم  دو
 6.0 يفقيلة مدر حإدنذ عندف رقدم  يدفروجين 60 عالية منليمية بعف ملار  النتائض ىلن مر امنليم معان معلن

 سم 50وفرجة حرارة 
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 الملفمة:

يعدددف السدددليلول مدددر المركبدددا  الكربو يفراتيدددة المتعدددففة السدددكريا  ىذ 

مر سمسن اويلة مسدتليمة مدر وحدفا  سدكر الكلوكدول المرتبادة يتكور 

 س(B,1-4 يما بينها بأوالر كميكوسيفية مر نو   

يلددكن السددليلول نسددبة عاليددة مددر مكونددا  النباتددا  ىذ تلددن حددوالي 

مددر الكتلددة النباتيددة ن وتتددراكم كميددا  كبيددرة مددر المللاددا  النباتيددة  50%

ملوثددا  اللددلبة التددي تسددبم الكثيددر  ددي الابيعددة بمددا يجعلهددا تعتبددر مددر ال

 مددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددر
 

 

* Corresponding author at: Anbar University - College of 

Education   Iraq; 

  
E-mail address: alrawi_daffer@yahoo.com 

الملدداكن  ددي البيئددة نكمددا مر  نددا  العفيددف مددر الملددافر السددليلولية  ددي 

الابيعة والتي تإم المللاا  اللراعية ومللاا  تلدني  الغدذاو وتلدني  

كمدددا تلدددتمن علدددن المللادددا   ةالأللدددام ومللادددا  اللدددناعا  الدددو رقيددد

تيدددة  دددي الأ دددم مدددر بدددير تلددد  الحيوانيدددة الملتلادددة نولكدددر المللادددا  النبا

يمكددددر بعددددف تحللهددددا مر تسددددتلفم  ددددي ىنتدددداز العفيددددف مددددر  يالملددددافر والتدددد

 س ( 1س المركبا  المهمة التي يمكر الاستاافة منها

مددر الأمددور المهمدددة التددي لاتددد  نظددر البدداحثير  دددي لددعوبة تحلدددن 

السدليلول والتدي تندتض مدر كدور جليئاتدذ مرتبادة بأوالدر  يفروجينيدة ممددا 

mailto:alrawi_daffer@yahoo.com
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تجعدددن السدددليلول غيدددر ذائدددم  دددي ور السدددليلول البلدددور  والتدددي يسدددبم تكددد

 (س2 الماو

يعتبددددددر تحلددددددن السددددددليلول بوسددددددااة الاريلددددددة الحيويددددددة وباسددددددتعمان 

الأنليما  المنتجة ميكروبيا مر قبن الأحياو المجهرية مر الارق المهمة 

ىذ تتحون سمسن السليلول الاويلة ىلن سمسن قليرة تليها لاوة ملرى 

يرة ( ومدر ثدم تحويدن  دذ  السمسدن الللد B,1-4لأوالدر  تلمن كسدر ا

 (س3 ىلن سكريا  ذائبة 

ويوجددف  ددي الابيعددة عددفف كبيددر مددر الأحيدداو المجهريددة اللددافرة علددن 

ىنتدداز الأنليمددا  المحللددة للسددليلول مددر بينهددا منددوا  ملتلاددة مددر البكتريددا 

 س(4 التي تلتل   ي متالبا  النمو

سددددد  سدددددواية وتحتدددددو  ملدددددكان لي Cytophagaوتعدددددف بكتريدددددا الدددددد 

ملددابهة للسدديانوباكتريا محللددة للسددليلول ويإددم جنسددها عددفة منددوا  بمددا  ددي 

 س(5 ذل  منوا  بحرية

ممددا نظددام منليمددا  السددليليل  ددي  ددذا الجددنف مددر البكتريددا  وجددف كددن 

تنددددتض نددددوعير مددددر  2421Cytophaga WTHCمر  بكتريددددا  (6 مددددر 

 6250ئة احف ما ولنذ ملجليئي منليما  السليليل ولهما مولار جليئية واا

 فالتورس 8650فالتور والثاني 

  9497Cytophaga sp.NCIB لدف اسدتعمم بكتريدا ندو   ( 8 ممدا 

 لدف  ( 9  ي ىنتاز منليم السليليل باستلفام الملار  المستمرة س  ي حير ىر 

 Cytophagaحلددددلوا علددددن م إددددن ىنتدددداز لكنددددليم باسددددتلفام بكتريددددا

sp.LX-7  ولية ملتلاددة كددار م إددلها مسددحوق السددليلول وملددافر سددليل

MN300 ثم الكاربوكسي مثين سليلولCMC س 

كما استعمل  ملافر سليلولية ملتلاة  ي  ي معظمهدا عبدارة عدر 

مللادددا  نباتيدددة متنوعدددة  دددي ىنتددداز مندددليم السدددليليل مدددر قبدددن العفيدددف مدددر 

ي مللاا  الذرة والحلائش ومللاا  الأللام  د ( 1 الباحثير ىذ استلفم 

  (10 تددبر الحناددة  ددي ىنتدداز امنددليمن ممددا  (9 ىنتدداز الأنددليم نكمددا اسددتلفم 

 نلالة الحناة  ي ىنتاز الأنليمس ا لف استلفمو 

ار مندددليم السدددليليل  دددو الدددذ  يحادددل تحليدددن السدددليلول الدددذائم وغيدددر 

( التي تربا بير  B,1-4الذائم عر اريق كسر الآلرة الكميكوسيفية  

نددليم عبددارة عددر نظددام ىنليمددي مددر ثمثددة مكونددا  وحددفا  الكلوكددول نوام

-Bو Endo-glucanase,  Exo-glucanase ,مساسدددددية  دددددي 

glucosidase  وعمليدا  تحلددن و إددم المددواف السددليلولية تددتم عددر اريددق

 (س 11  ذ  المكونا  الأساسية للنظام امنليمي 

مر ىنتددددددداز الأندددددددليم يتدددددددأثر بظدددددددرو  بيئيدددددددة ملتلادددددددة منهدددددددا الدددددددرقم 

حيث وجف مر  نال  مدفى جيدف مدر الدرقم الهيدفروجيني  pHي الهيفروجين

تسددددددتاي  البكتريددددددا  يددددددذ ىنتدددددداز الأنددددددليم وبددددددالتم  الأحيدددددداو المجهريددددددة 

 DLGمر سدددددملة  (12 المسدددددتلفمة  دددددي عمليدددددة امنتددددداز  دددددذ   لدددددف وجدددددف

تندتض الأندليم لدارز اللليدة ومر م إدن ىنتداز   Bacillus subtilsلبكتريدا

 س 8-4يني قف تم عنف الرقم الهيفروج
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 مما بالنسبة لدفرجا  الحدرارة  دأر الأندليم يمكدر مر يندتض مدر البكتريدا

المحبدددة للحدددرارة العاليدددة ويكدددور مكثدددر ثباتدددا مدددر الأندددليم المندددتض مدددر قبدددن 

البكتريدددا المحبدددة للحدددرارة المعتفلدددة مذا تدددم اسدددتعمالذ تحددد  فرجدددا  حدددرارة 

لد  بدالتم  ندو  مرتاعة  ن وار فرجة الحدرارة المثلدن منتداز الأندليم تلت

 س (13 الأحياو المجهرية المستلفمة

وعلددن ناددف الأسدداف تعتبددر عمليددا  التهويددة وحجددم الللدداح ونوعيددة 

إددا ة الايونددا  الثنائيدددة مددر العوامددن المهمددة التدددي  الملددفر الكربددوني واة

تحفف قابليدة الكدائر ملمجهدر   دي ىنتداز الأندليم وتحسدير الظدرو  المثلدن 

علدددن م إددن ىنتدداز لكنددليم باسدددتعمان  ( 10 لددن للعمليددة امنتاجيددة نىذ ح

 لدف حلدل  علدن   (14 فورة /فقيلدة نممدا  200الحاإدنة الهدلالة وبسدرعة 

% مددر حجددم وسددا  1م إددن ىنتدداز لكنددليم باسددتعمان كميددة للدداح قددفر ا 

امنتدداز مددر وسددا امنتددازس  ددي حددير كددار مإددا ة الايونددا  الثنائيددة ىلددن 

يددافة قددفرة الكائنددا  المجهريددة علددن ىنتدداز وسددا امنتدداز فورا ايجابيددا  ددي ل 

مر  (15 الأندددليم بلدددرا مر تكدددور امإدددا ة بنسدددم معلولدددة ن لدددف لاحظددد  

ىنتاجها  لاف  مر Bacillus pumilusمر بكتريا  BPCR-16السملة 

 ملي مولر مر ايونا  الكالسيوم ىلن وسا امنتازس 1لكنليم عنف ىإا ة 

اللادوة المحلدة المهمدة التدي  وتعف عملية استلمص وتنليدة الأندليم

تلي الحلدون علدن م إدن الظدرو  منتداز امندليم نىذ مر عمليدة التنليدة 

مهمة مدر اجدن الحلدون علدن مندليم نلدي مو لدبذ نلدي لكدي يسدتعمن  دي 

التابيلددددا  المهمددددة التددددي يسددددتعمن  يهددددا الأنددددليم ن حيددددث تلددددتمن عمليددددة 

 ةقبددة والمتسلسددلالاسددتلمص والتنليددة علددن مجموعددة مددر اللاددوا  المتعا

الهددف  منهددا الحلددون علدددن منددليم نلددي مو لدددبذ نلددي س ومددر التابيلدددا  

المهمدة لأندليم السدليليل  ددو اسدتعمالذ  دي العفيددف مدر العمليدا  اللددناعية 

وكذل   ي مجان التلانة الحيوية ن  لف وز العفيف مدر البداحثير مر الأندليم 

ئيددددة ن و ددددي والغذا ةيددددفلن  ددددي لددددناعة الأنسددددجة واللددددناعا  الددددو رقيدددد

السنوا  الأليرة ملب  لذ فورا مهما  دي ىنتداز الايثدانون والوقدوف الحيدو  

والفراسدددا  الحفيثددددة تتإددددمر كيايددددة الحلددددون علددددن الأنددددليم بكلدددد   ( 15 

اقتلددافية منلاإددة ن ىذ مر  نالدد  محدداولا  متعددففة لاسددتلفام الهنفسددة 

تحسدددير  الوراثيدددة و نفسدددة البروتيندددا   دددي تادددوير التلنيدددا  اللدددافرة علدددن

اسدددددتعمان مندددددليم السدددددليليل  دددددي عمليدددددا  ىنتددددداز الااقدددددة البفيلدددددة وبكلددددد  

 (س 16 اقتلافية منلاإة جفاً 

 المواد وطرائق العمل
الأولددن    Cytophagaاسددتلفم  عددللتير مددر بكتريددا انوسددا امنتاز:

معلولة مر تربة منالة الجليرة  ي الرماف  والملروعة بمحلدون الباميدا 

والثانيدددة معلولدددة مدددر مللادددا  حيوانيدددة  CR1ي ومعايددد  الرمدددل المحلددد

ننمي  كن مدر العدللتير علدن وسدا ىنتداز  CR2ومعاي  الرمل المحلي 

غدددددم مدددددر  وسددددداا   0.5و %2يتكدددددور مدددددر كبريتدددددا  الامونيدددددوم بتركيدددددل

المائيددة  lغددم مددر كبريتددا  المغيسدديوم 0.2البوتاسديوم ثنائيددة الهيددفروجير و

ملغدم مدر كبريتدا  المنغنيدل  20وملغم مر كلوريف الكالسيوم المائي  20و

غددددددم مددددددر  0.2ملغددددددم مددددددر كبريتددددددا  الحفيددددددفول المائيددددددة و 20المائيددددددة و
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غدددددم ببتدددددور واسدددددتعمن ندددددوعير مدددددر الملدددددفر 0.2مسدددددتللص اللميدددددرة و

و مددددا كددددن مدددددر نلالددددة الحناددددة ومللاددددا  الدددددذرة  %1الكربددددوني بنسددددبة 

م ورقددددم  30 الكددددوال ( نعلمدددد  الملرعددددة وحإددددن  علددددن فرجددددة حددددرارة 

  %1ولمدددددفة سدددددتة ميدددددام وباسدددددتعمان للددددداح بنسدددددبة  7.4-7.2ي يدددددفروجين

وحددددفة تكددددوير مسددددتعمرة / مللتددددر واسددددتلفم  تلنيددددة  610×  6وبكثا ددددة 

مللتددر ووإد   دي كددن  250الدفوارق الهدلالة باسددتعمالفوارق لجاجيدة سدعة 

 125مللتر مر الملرعة وكان  عفف فورا  الحاإنة الهلالة  100فورق 

 فورة/فقيلةس

ثددم  ( 17 قيسدد   عاليددة الأنددليم حسددم اريلددة منددليم السددليليل:تلددفير  عاليددة 

وباستلفام جهدال  ( 18 قفر  السكريا  الملتللة  الكلوكول( حسم اريلة

 نانوميترس 540المايا  الإوئي علن اون موجي 

اسدددتعمن وسدددا السدددليلول تحفيدددف الظدددرو  المثلدددن منتددداز مندددليم السليليل:

ىنتدددداز الأنددددليم نبالنسددددبة للددددرقم  السددددائن  ددددي تحفيددددف العوامددددن المدددد ثرة  ددددي

الهيددددفروجيني نإددددبا الددددرقم الهيددددفروجيني لوسددددا امنتدددداز علددددن الأرقددددام 

لتحفيددف الددرقم الهيددفروجيني الامثددن منتدداز   4.5,5.5,6.5,7.5,8.5,9.5

الأنددددليم ولكددددم العددددللتير ولكددددم الملددددفرير الكربددددونيير المسددددتعملير نممددددا 

التبددر  فرجددا  حددرارة ملتلاددة  تحفيددف فرجددة الحددرارة المثلددن لدنتدداز  لددف

 م لتحفيف فرجة الحرارة المثلن منتاز الأنليمس 30,35,40,45,50 ي

نتددداز  مولغددرت تحفيددف نددو  الملدددفر الكربددوني الممئدد للنمددو واة

الأنليم  لف اسدتلفم ملدفرير كربدونيير تحدو  السدليلول  دي تركيبهدا و دي 

بعدف تجاياهدا نلالة الحناة ومللاا  الذرة نتدم احدر كدن مدر الملدفرير 

سداعة  دي الادرر ثدم نللد  بمنلدن سدعة  48م لمدفة 70علن فرجة حدرارة 

مش ومدلز كدن منهمدا مد  مكوندا  الوسدا مللرعدي حيدث تدم التيدار   40

نلالة الحناة كوسا لمنتداز علدن إدوو النتيجدة التدي حلدن عليهدا مدر 

 ددذا الالتبددارنومر ثدددم تددم التبدددار تددأثير تركيددل الملدددفر الكربددوني علدددن 

الأندددددددددليم ىذ مإددددددددديا  نلالدددددددددة الحنادددددددددة ىلدددددددددن وسدددددددددا امنتددددددددداز  ىنتددددددددداز

لانتددداز امندددليم   نلتحفيدددف التركيدددل الامثددد %0.5,1.0,1.5,2,2.5وبتركيدددل

نكمددددا التبددددر تددددأثير التهويددددة علدددددن نمددددو كددددن مددددر العددددللتير البكتيدددددريتير 

المستلفمتير  ي ىنتداز الأندليم ن لدف اسدتلفم  الحاإدنة الهدلالة وبسدرعة 

فورة/فقيلدددددة نكمدددددا اسدددددتلفم  حجدددددوم للددددداح  100,125,150,200,250

ملتلاة لأغرات تللي  الوسا السائن مر كن مر العدللتير تحد  الفراسدة 

لالتبددار تدددأثير حجدددم الللددداح المإدددا  علددن ىنتددداز الأندددليم وكانددد  نسدددم 

%  مر وسا امنتاز ن ثم التبر   0.5,1.0,1.5,2.0الحجوم المإا ة 

عليهدا مدر اللادوا  السدابلة كم العللتير وعلن إدوو النتدائض المتحلدن 

 9لمدفف حإدر ملتلادة ىذ للد  الوسددا وقدفر   عاليدة الأندليم يوميدا ولمددفة 

ميددددام لتحفيددددف م إددددن مددددفة حإرنمإدددديا  كددددن مددددر ميونددددا  الكالسدددديوم 

ىلددن  %1.0,1.5, 25,0.5. 0.1,0والمغنيسديوم بهيئددة كبريتدا  وبنسددم 

 الأنليمس وسا امنتاز لتحفيف تأثير ىإا ة  ذ  الايونا  علن ىنتاز

 تنلية الأنليم:
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اسددتلفم  كبريتددا  الامونيددوم وبكإددا ة كميددا  معلومددة منهددا  

ىلددن المسددتللص امنليمدددي اللددام بلدددورة تفريجيددة للحلدددون علددن نسدددبة 

لغددرت تركيددل الأنددليم وحسددم الاريلددة المولددو ة  %90تلددب  ملددفار ا 

بعدف ( وكاند  اللادوة الثانيدة مجدراو عمليدة التبدافن الأيدوني  10مر قبدن  

-DEAEمجدددددددراو عمليدددددددة الدددددددفيللة واسدددددددتلفم عمدددددددوف المبدددددددافن الأيدددددددوني 

Sepharose  سددددم وبعددددف موالنددددة العمددددوف بوسددددااة  35×2.1ذ  الأبعددداف

 9وبددرقم  يددفروجيني  رمددولا  0.02وبتركيددل Tris HClالمحلدون المددنظم

سدددداعةنمجري  عمليددددة الاسددددترفاف للبروتينددددا  المرتباددددة علددددن  24ولمددددفة 

مدر  رمدولا  0.7-ة تدفرز ملحدي لادي مدر لدارالمبافن الأيوني بوسداا

كلوريف اللوفيوم وباستعمان المحلدون المدنظم سدابق الدذكر حيدث جمعد  

الأجددددلاو المنالددددلة بعددددف كددددن لمسددددة فقددددائق وتمدددد  قددددراوة الامتلدددداص 

الإددوئي لكددن جددلو مددر الأجددلاو المنالددلة مددر العمددوف عنددف اددون مددوجي 

عر دددددة تركيدددددل ندددددانوميتر وباسدددددتعمان جهدددددال المايدددددا  الإدددددوئي لم 280

البددروتير نكمددا قيسدد  الاعاليددة الأنليميددة لكددن جددلو  مددر الأجددلاو وبعددف ا 

جمعدد  الأجددلاو ذا  الاعاليددة الأنليميددة العاليددة وتمدد  قيدداف الاعاليددة لهددا 

وتركيل البروتير ومر ثم مجري  فيللة لهذ  الأجلاو تبعتها عملية الترلدي  

ة  دددي اللادددوة السدددابلة الهممدددي لكجدددلاو ذا  الاعاليدددة العاليدددة المجموعددد

ذ  الأبعدداف  Superdex-200وذلدد  باسددتعمان عمددوف الترلددي  الهممددي 

سددم وباسددتلفام ناددف المحلددون المددنظم  ددي اللاددوة السددابلة نىذ  40*2.1

جمعدد  الأجددلاو المنالددلة وتمدد  متابعددة  ددذ  الأجددلاو عنددف اددون مددوجي 

 نددددانوميتر وباسددددتعمان جهددددال المايددددا  الإددددوئي وقيسدددد  الاعاليددددة 280

الأنليميددددة لهددددذ  الجددددلاو وجمعدددد  الأجددددلاو ذا  الاعاليددددة العاليددددة وقيسدددد  

  عاليتها الأنليمية وتركيل البروتير  يها ومجري  الفيللة لهذ  الأجلاوس

اسددددددتعمن عمددددددوف الترلددددددي  الهممددددددي تلددددددفير الددددددولر ملجليئددددددي لدنددددددليم: 

Superdex-200  لغدرت تلددفير الدولر ملجليئددي لأندليم السددليليل وحسددم

(نحإددددر محلددددون الفكسددددترار الألرق 19المولددددو ة مددددر قبددددن   الاريلددددة

2000 Blue dextran  غم/لتددر وباسددتلفام المحلددون المددنظم  4بتركيددل

المذكور  ي الالدرة السدابلة وتمد  متابعدة الامتلداص لكجدلاو المالدولة 

نانوميتر وذل  لحسدام حجدم الاسدترفاف  600المسترفة علن اون موجي 

نبعدددف ا تدددم مجدددراو الترلدددي   V0)Void Volumeللفكسدددترار الألرق  

 الهممي وبناف العموف للبروتينا  اللياسية معلومة الولر ملجليئي و ي 

MWt 13700 Ribonouclease  25000, MWt 

Chymotrypsinogen  , 43000 MWt Ovalbumin , 67000 

MWt Bovine serum albumin  ملغددم مددر  15والمحإددرة بكذابددة

المحلدددون المدددنظم وتمددد  متابعدددة الامتلددداص  مللتدددر مدددر 3كدددن منهدددا  دددي

نددانو ميتددر حيددث تددم حسددام  280لكجددلاو المسددترفة علددن اددون مددوجي 

(  لكددن بددروتير قياسددي ورسددم  العمقددة بددير نسددبة Veحجددم الاسددترفاف  

حجددددم الاسددددترفاف لكددددن بددددروتير قياسددددي ىلددددن اسددددترفاف الفكسددددترار الألرق 

 Ve/V0روتينا  اللياسية س( ملابن لوغارتيم الأولار الجليئية للب 
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فرسدد  بعددت لدداا  منددليم السددليليل التددي لددمل  الددرقم تولددي  الأنليم:

(  20   الهيفروجيني وفرجة الحرارة ومفة التااعن بالاعتماف علدن مدا ذكدر 

ن تدددم تحفيدددف الدددرقم الهيدددفروجيني الامثدددن لاعاليدددة الأندددليم حيدددث حإدددر  

لفام محلدون باسدت CMCمحالين لمافة التااعن كربوكسدي مثيدن سديليلول 

 4,5,6,7,8,9,10و ددددذ  الأرقددددام  ددددي   مددددولا ر  0.5سددددترا  اللددددوفيوم 

حيدددث قدددفر   عاليدددة الأندددليم عندددف جميددد  قددديم الدددرقم الهيدددفروجيني معدددم  

وحسدددم الاريلدددة المدددذكورة سدددابلا  دددي تلدددفير  عاليدددة الأندددليم نكمدددا قدددفر  

 عاليددددددددة الأنددددددددليم بعددددددددف التنليددددددددة عنددددددددف فرجددددددددا  حددددددددرارة ملتلاددددددددة  ددددددددي 

م وبمدددفة حإدددر قدددفر ا نلددد  سددداعة وعندددف  20,30,40,50,60,70,80

 اللدديم الهيددفروجيني الامثددن المحددفف بدداللاوة السددابلة نومليددرا قددفر   عاليددة

الأندددليم المنلدددن وعندددف الدددرقم الهيدددفروجيني وفرجدددة الحدددرارة الامثلدددير ولمدددفف 

فقيلة لتحفيف الوقد   5,10,20,30,60,90,120,150لمنية ملتلاة  ي 

 م م  مافة التااعنسالممئم لحإر الأنلي

 النتائج والمناقشة: 
مظهددر  النتددائض الموإددحة  ددي اللددكن  الظددرو  المثلددن منتدداز الأنددليم:

( اللالدددة بتدددأثير الدددرقم الهيدددفروجيني علدددن ىنتددداز الأندددليم مر م إدددن 1 

 CR2وباسدتعمان العللدة  7.5ىنتاز لكندليم كدار عندف الدرقم الهيدفروجيني 

 5.36ىذ كاندددددد   عاليددددددة الأنددددددليم  والملددددددفر الكربددددددوني نلالددددددة الحناددددددة

ولددناف الملددفر الكربددوني معادد   CR1وحددفة/مللتر  ددي حددير ىر العللددة

ىذ كاند   عاليدة الأندليم  8.5م إن  عالية لكنليم عنف الرقم الهيفروجيني 

 وحفة/مللترس 4.79

ويدددأتي تدددأثير الدددرقم الهيدددفروجيني مدددر لدددمن تدددأثير  علدددن لددداا  الوسدددا 

المغذيددة وجا ليتهددا للكددائر الحددي كمددا ويدد ثر  ددي الغددذائي وذائبيددة المددواف 

نتداز الأنليمدا  ن ممدا  يمدا ( 21     اتجا  سدير عمليدا  الايدت والتلليدق واة

يلددص تددأثير فرجددا  الحددرارة علددن ىنتاجيددة البكتريددا لكنددليم  كاندد  معلددن 

وعندف الدرقم  CR2م وباستعمان العللدة 30 عالية لكنليم عنف فرجة حرارة 

وباسددتعمان نلالددة الحناددة كملددفر كربددوني ىذ كاندد   7.5الهيددفروجيني 

م إددن  CR1وحددفة/مللتر  ددي حددير معادد  العللددة  5.36 عاليددة الأنددليم 

 5.13م ىذ كاندددد   عاليدددة الأنددددليم 40ىنتاجيدددة لكنددددليم عندددف فرجددددة حدددرارة 

وحدددفة/مللتر ن دددي حدددير مظهدددر  فرجدددا  الحدددرارة الألدددرى انلااإدددا  دددي 

( ويعدلى تدأثير فرجدة الحدرارة 2كن  ىنتاجية الأندليم وكمدا موإد   دي اللد

علددن ىنتاجيددة الأنددليم مددر حيدددث تأثير ددا  ددي سددرعة التادداعم  الأنليميدددة 

فالددن اللليددة مو علددن بعددت العوامددن المسدداعفة لنمددو العللددة كانلاددات 

نسددددبة الأوكسددددجير الددددذائم وتثبدددديا البروتينددددا  كمددددا مر فرجددددا  الحددددرارة 

لتدددددددالي تلليدددددددق المنلاإدددددددة تسدددددددبم بادددددددو نمدددددددو الكدددددددائر ملمجهدددددددر  وبا

مما تأثير نو  الملفر الكربوني وتركيل  علن ىنتاجية الأنليم (س22الأنليم 

( مر م إدن انتاجيددة 4و  3 لدف مظهدر  النتدائض الموإددحة  دي الألدكان  

ىذ  %1.5ونلالدددة الحنادددة بتركيدددل CR2لمندددليم كانددد  باسدددتعمان العللدددة

 وحفة/مللترس 5.52كان   عالية الأنليم 
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م إن انتاجيدة لمندليم عندف  CR1العللة  الوق  الذ  معا  

استلفام نادف الملدفر الكربدوني وبدناف التركيدل ىذ كاند   عاليدة الأندليم 

كربدوني وتركيدل  وحفة/مللتر علما مر عمليدة تحفيدف ندو  الملدفر ال 5.24

تعتبدددر مدددر العوامدددن المهمدددة  دددي امنتددداز بالتلنيدددا  الحيويدددة والتدددي تحدددفف 

م نجاح العملية امنتاجيةس وبين  نتائض عمليدا  التهويدة علدن ىنتداز الأندلي

( مر 5مدر قبددن كددن مدر العددللتير مظهددر  النتدائض الموإددحة  ددي اللددكن  

وكاندد   CR2حليددةم إددن انتاجيددة لمنددليم كاندد  عنددف اسددتعمان العللددة الم

وحدددددددددددفة/مللتر عندددددددددددف عدددددددددددفف فورا  حاإدددددددددددنة  5.52 عاليدددددددددددة الأندددددددددددليم 

م إدددن  CR1فورة/فقيلدددة ن دددي الوقددد  الدددذ  معاددد  العللدددة المحليدددة125

فورة/فقيلددة وكاندد   عاليددة 150انتاجيددة لمنددليم عنددف عددفف فورا  حاإددنة 

 وحفة/مللترس5.24الأنليم 

 يوإ  نليم يتعلق بتأثير حجم الللاح علن انتاجية الأ امما  يم

مر م إدددددن انتاجيدددددة لمندددددليم كانددددد  عندددددف اسدددددتعمان العللدددددة  (6اللدددددكن  

مر الوسا ىذ كان   عالية الأنليم  %1 وبحجم للاح ملفار  CR2المحلية

م إددن  CR1وحددفة/مللتر  ددي الوقدد  الددذ  معادد  العللددة الألددرى 5.52

مدددر الوسدددا وكانددد   % 1.5انتاجيدددة لمندددليم عندددف اسدددتعمان للددداح بحجدددم 

وحدددفة/ مللتدددر ن ويمحدددظ مر حجدددم الللددداح المعتدددفن  5.41الأندددليم   عاليدددة

معان م إن انتاجية وار استعمان كثا ة للاح قليلة تسدبم انلادات  دي 

امنتدداز لأنددذ يسددبم انلاددات  ددي الكتلددة الحيويددة للعللددة وبالتددالي يددنعكف 

علددن انتاجيددة الأنددليم نممددا انلاددات انتاجيددة الأنددليم عنددف اسددتعمان حجددم 

ر  لف يعدوف السدبم ىلدن التندا ف لاسدتغمن المغدذيا   دي الوسدا للاح كبي

(سوباستعمان ظرو  امنتاز المثلن التي اظهرتهدا اللادوا  23مللرعي  

السابلة  فرف تأثير مدفة الحإدر علدن انتاجيدة الأندليم وكمدا موإد   دي 

( ىذ حلددن علددن م إددن انتاجيددة لمنددليم عنددف اسددتلفام العللددة 7اللددكن 

CR2 وحدفة/مللتر  5.976يام حإر وكان   عالية الأندليم وبعف لمسة م

م إدن  عاليدة لمندليم بعدف سدتة ميدام  CR1 ي الوق  الذ  معاد  العللدة

وحددددفة/مللتر نوقددددف يعددددلى السددددبم  ددددي انلاددددات  5.631حإددددر وكاندددد  

 عاليددة الأنددليم بعددف مددفة الحإددر المثلددن ىلددن حلددون تغيددرا  بيئيددة  ددي 

والذ  يرا لدذ  احلن ذاتي لللميوسا امنتاز  إم عر ممكانية حلون ت

ىاددمق مددواف ايإددية تدد ثر سددلبا علددن انتاجيددة الأنددليم و ددذا يتاددق مدد  مددا 

  (س14 ذكرتذ

و ددي محاولددة لغددرت تحسددير ظددرو  امنتدداز والحلددون علددن 

ىنتاجية م إدن لمندليم اإدي  ندوعير مدر الايوندا  الثنائيدة الموجبدة ىلدن 

( 8الموإدحة  دي اللدكن   وسا امنتاز وكم علن حفة ومظهر  النتدائض

 Mg+2معا  ىنتاجيدة م إدن بكإدا ة كدن مدر ايوندا  CR2مر العللة 

  6.121حيددددددث كاندددددد   عاليددددددة الأنددددددليم  %0.5وعنددددددف التركيددددددل  Ca+2ن

وحددفة/مللتر علددن التددوالي ن ددي الوقدد  الددذ  معادد   يددذ العللددة  ,6.212

CR1 عندددف  رم إدددن  عاليدددة لمندددليم وباإدددا ة كدددن مدددر الايدددونير السدددابلي

وحددفة/مللتر  5.924 , 5.831وكاندد  الاعاليددة الأنليميددة  %0.25تركيددلال

علن التوالين وقف يعلى السبم  ي ليافة الاعاليدة ىلدن عمدا  دذ  الايوندا  
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كمرا لا  منليمية م  الأنليما  المهمة  ي عمليا  التلليق الحيو  التي 

السددليليل تدد ف  ىلددن تحلددن المددواف السددليلولية وبالتددالي ليددافة ىنتاجيددة منددليم 

ن ي الوق  الذ  سبم ىإدا ة التراكيدل العاليدة مدر الايوندا  الثنائيدة ىلدن 

 انلاات  ي ىنتاجية الأنليمس  يتأثير عكسي وتثبيا لنمو البكتريا وبالتال

( اللادددوا  الأساسدددية 1تنليدددة الأندددليم: يوإددد  الجدددفون رقدددم  

تددددم  التددددي CR2لتنليدددة منددددليم السددددليليل المندددتض مددددر قبددددن العللدددة المحليددددة 

انتلابها علن إوو النتائض التي تم الحلدون عليهدا بداللاوا  السدابلة ن 

واسدددتعمل  نلالددددة الحناددددة كملددددفر كربدددوني وحيددددف  ددددي عمليددددة امنتدددداز 

نكان   عالية الأندليم بعدف عمليدة الترسديم بكبريتدا  الامونيدوم والتدي  دي 

وحددفة/مللتر ولعبددد   4.995اللاددوة الأولددن مددر لادددوا  عمليددة التنليددة 

يتددا  الامونيددوم فورا مهمددا  ددي عمليددة تركيددل الأنددليم ويددأتي ذلدد  مددر كبر 

لمن معافلتها لللحنا  الموجوفة علن سا  البروتير وباريلة جليئدا  

الماو المحياة بجليئا  البروتير ممدا مفى ىلدن انلادات ذائبيدة البدروتير 

( نواللادددددوة التاليدددددة  دددددي عمليدددددة التنليدددددة كانددددد  24ومدددددر ثدددددم ترسددددديبذ  

-DEAEرا يددددا التبددددافن الأيددددوني باسددددتعمان المبددددافن الايددددوني كروموتوغ

Sepharose  وذلددد  بعدددف فيلدددلة المحلدددون امنليمدددي المتحلدددن علدددذ بعدددف

عملية الترسيم السابلة وكان   عاليدة الأندليم بعدف عمليدة التبدافن الايدوني 

وبعف ذل  مجريد  اللادوة  1.852وحفة/مللتر وبعفف مرا  تنلية  3.368

موتوغرا يدددددددا الترلدددددددي  الهممدددددددي باسدددددددتعمان العمدددددددوف  التاليدددددددة و دددددددي كرو 

Superdex-200  وحدددفة/مللتر وعدددفف  4.757وكانددد  الاعاليدددة الأنليميدددة

 %س 64.11وبحليلة منليمية نهائية ملفار ا 4.109مرا  التنلية 

 تقدير الوزن ألجزيئي :
قفر الولر ملجليئدي لأندليم السدليليل باريلدة الترلدي  الهممدي  

مقددة بددير نسددبة حجددم مددر لددمن الع Superdex-200ف باسددتعمان العمددو 

لوغدارتيم الدولر ملجليئدي للبروتيندا   Ve/V0الاسدترفاف الدن حجدم الادرا  

اللياسية المسدتعملة وكمدا موإد   دي اريلدة العمدن ن مظهدر  النتدائض مر 

و دذ  النتيجدة ملاربدة  رفالتدو  32000الولر ملجليئدي لمندليم كدار بحدفوف 

الذ  وجف مر الدولر ملجليئدي لمندليم كدار بحدفوف (  10لما حلن عليذ  

 س رفالتو  31000

تولددددددي  منددددددليم السددددددليليل بعددددددف التنليددددددة: فرف تددددددأثير كددددددن مددددددر الددددددرقم 

الهيددفروجيني وفرجددا  الحددرارة ووقدد  التااعددن  ددي  عاليددة الأنددليم المنلددنن 

بأرقام  يفروجينية ملتلادة للحلدون  (Buffers  استعمل  محالين فارئة

الهيفروجينية التي فرس  عنف ا  عالية الأنليم وبين  النتائض علن الأرقام 

( مر معلدددن  عاليدددة لمندددليم كانددد  عندددف الدددرقم 11الموإدددحة  دددي اللدددكن  

وحدفة/مللتر واندذ كلمدا  5.444حيث كان   عاليدة الأندليم  6الهيفروجيني 

لاف  قيم الرقم الهيفروجيني عر  ذا الرقم تبفم  عالية الأنليم بالانلادات 

يعدددلى السدددبم  دددي انلادددات الاعاليدددة عندددف قددديم الدددرقم الهيدددفروجيني  وقدددف

اللاعف  ىلن تدأثير مجدامي  الأحمدات الامينيدة الموجدوفة بدالموق  الاعدان 

 (س 24 مو جليئة الأنليم علن الحالة الأيونية للمافة الأساف 
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ن ممددا  يمددا يتعلددق بتعيددير فرجددة الحددرارة المثلددن لاعاليددة الأنددليم المنلدد

وجيني م وعندددف الدددرقم الهيدددفر  20-80أثير فرجدددا  الحدددرارة مدددر لدددف فرف تددد

فقيلة وملار  النتائض الموإدحة  30ولمفة حإر  6الامثن للاعالية و و 

( حلون ليافة  ي  عالية الأنليم م  ليدافة فرجدة الحدرارة 12   ي اللكن

وحدفة/مللتر ثدم انلاإد   5.537م ىذ بلغ  الاعالية الأنليميدة  50ولحف 

مسيمكدددر مر يعدددلى 80وحدددفة/مللتر عندددف فرجدددة حدددرارة 4.019لتلدددن ىلدددن 

 إلى السبم  ي  ذا الانلاات ىلن مر الليافة  ي فرجة الحرارة قدف يد ف  

ليدددافة الحركدددا  الا تلاليدددة التدددي تددد ثر  دددي التركيدددم الثدددالثي لمندددليم ممدددا 

وبالتددددالي  لددددفار الجددددلو الأكبددددر مددددر  عاليتددددذ  الأنىىىى يممسدددد   إلىىىى يدددد ف  

 ددذا العامددن  تىىيريروقدد  التااعددن  لددف فرف  تىىيريرعددر  ممددا (س26  الأن يميىى 

( مر معلن  عاليدة لمندليم 13السليليل ويوإ  اللكن   أن يمعلن  عالية 

 الأن يمفقيلة مر الحإر م  المافة الأساف وبلغ   عاليدة  60كان  بعف

 3.825فقيلدددة ىلدددن 150وحدددفة/مللتر ثدددم انلاإددد  لتلدددن بعدددف  5.723

لمدددافة  الأنىىى يماسدددتهم   إلىىى م  دددي ذلددد  وحدددفة/مللتر وقدددف يعدددلى السدددب

  سالأن يمالأساف المتااعلة م  
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 لهيدروجيني في إنتاج إنزيم السليليز. تأثير الرقم ا1شكل 

 
 . تأثير درجات الحرارة في إنتاج إنزيم السليليز.2شكل 

 
السليليز من  أنزيم إنتاج. تأثير المصدر الكاربوني في 3شكل

 العزلة الأولى        والثانية        
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ن مالسليليز  أنزيم إنتاج. تأثير تركيز المصدر الكاربوني في 4شكل

خالة الحنطة ( باستخدام ن- - -( والثانية )-الأولى ) العزلة
 كمصدر كاربوني

 
لعزلة السليليز من ا أنزيم إنتاج. تأثير عدد دورات الحاضنة في 5شكل

  (-  -ثانية )( وال-الأولى )

 
لعزلة االسليليز من  أنزيم إنتاج. تأثير حجم اللقاح )مللتر( في 6شكل

 ( - - -الثانية )( و -الأولى )

 
زلة السليليز من الع أنزيم إنتاج. تأثير مدة الحضن )يوم( في 7شكل

 ( - - -الثانية )( و -الاولى )

 
 نزيمأ. تأثير نوع وتركيز الايونات الثنائية الموجبة في إنتاج 8شكل

 السليليز بواسطة العزلتين المحليتين. 
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 من يز. كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي لتنقية أنزيم السليل10شكل 

 Cytophaga CR2العزلة المحلية 

 
منتج السليليز ال أنزيم. تأثير الرقم الهيدروجيني في فعالية 11شكل

 من العزلة الثانية.

 
السليليز المنتج من  أنزيم. تأثير درجة الحرارة في فعالية 12شكل

 العزلة الثانية.

 
نتج المالسليليز  أنزيم. تأثير مدة الحضن )دقيقة( في فعالية 13شكل

 من العزلة الثانية.
 

 .خطوات تنقية أنزيم السليليز المنتج من العزلة المحلية1جدول 
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF CELLULOSE 

ENZYME ISOLATED FROM LOCAL ISOLATE OF CYTOPHAGA 

BACTERIA  
DHAFER. F.ABDUL KADER AL-RAWI. 

: E.mailffer@yahoo.comalrawi_da 

Abstract:  
The aim of the research was to produce Cellulase via the use of two isolates of Cytophaga bacteria. The first 

isolate, given the local code CR1, was taken from AL-gazeera region soil in Ramadi grown with okra. The second, 

given the local code CR2, was taken from animal waste. 

Wheat barn and corn wastes (grimes) were used as only carbon source in the culture media where the two 

isolates have been cultivated.   However these wastes were available in big amounts in this environment. 

CR2 showed a great ability to produce Cellulase in the liquid medium culture .The best production was at pH 

7.5 and 35c temperature using wheat barn of 1.5% cellulose concentration. When incubated in an incubator shaker of 

125 R.p.m and a bacterial density of 1ml/100ml medium. After 5 days of incubation, the enzymatic activity was 5.976 

unit/ml.  

The results have shown that adding calcium and magnesium ions as sulfates of 0.5g/100ml,concentration 

gave higher production of the enzyme. The enzyme activity was 6.121unit/ml and 6.212unit/ml,respectively. 

The enzyme produced from the local isolate CR2 was purified following purification procedure that included 

precipitation using ammonium sulfates of 90% saturation and ion exchange chromatography via replacing the column 

DEAE-Sepharose.This was followed by gel filtration column of Superdex-200.It was possible 64.11% of the enzyme 

with 4.109 times of purification. The results of enzyme description showed that its molecular weight was about 32000 

Dalton using gel filtration chromatography of a Superdex-200 column, and that the optimum pH of the enzyme 

activity was 6.0 .The optimum temperature of the enzyme activity was 50c .The results indicated, also, that the 

enzyme gave the highest enzymatic activity after 60 minutes of incubation at a pH6.0 and 50c temperature.   
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