
  2009( 1)6مجمد      مجمة ام سممة لمعموم                           

 50 

 .pneumoniae Kانزيم البيتالاكتميز المنتج من العزلة المحمية  تنقية وتوصيف
 

          *زهير شفيق الطائي            *عصام فاضل الجميمي
 **منتهى عبد الكريم الصفار

 
  81/8/8001تاريخ قبكؿ النشر 

 

 الخلاصة
بػػػػخطث ت ػػػػكات شػػػػت ت التر ػػػػيب بمبريتػػػػات  .pneumoniae Kنقػػػػب البيتػػػػالمتتي  التنػػػػتا تػػػػف ال  لػػػػ  الت  يػػػػ  

-Sكعتػكد ال ػيكامريؿ  DEAE% كالتبادؿ اليكنب با تتداـ التبادؿ اليكنب 00-80التكنيكـ عند ن ب  اشباع 

 % ع ى التكالب . 00.00ك  68.33  ب غت ي ب دد ترات تنقي  ك ص 200
عند ت ينه ب ريق  الترشيح الهطتب كاف الرقـ الهيدركجينب  00000نتائا تكصيؼ الن يـ اف الك ف الج يئب بينت 

، فػػب  ػػيف  0.6-3.6( بينتػػا مػػاف الػػرقـ الهيػػدركجينب التخػػؿ لخبػػات النػػ يـ عنػػد التػػدل 0التخػػؿ لك اليػػ  النػػ يـ  
% تف ف اليته عند ت نػه بدرجػ  08لك ظ ا تكاظ الن يـ ك ـ ،  ق 66لي  لطن يـ عند درج   رارة ب غت اقصى ف ا

0% عند ت نه بدرج   رارة 80تقارنه ب  ان يكت 81ـ( كلتدة  80- 
 تدة نك ها .   ـ كل ق 

 
 ان يـ البيتالمتاتي ، الترشيح الهطتب، تكصيؼ الن يـ، الك الي  الت ني .كممات مفتاحية: 

 
 المقدمة

ت ػػػكد ت ظػػػـ البيتػػػالمتتي  فػػػب  ػػػ   التجتكعػػػ  تػػػف 
 ات ال ػػػػػػيريف الكا ػػػػػػ      يػػػػػػالبمتريػػػػػػا الػػػػػػى عائ ػػػػػػ  بركتي

(superfamily of serine proteases)  الػػرقـ
كت ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػرؼ   ، (EC.3.5.2.6التصػػػػػػػػػػػػػػػػػػنيكب لػػػػػػػػػػػػػػػػػػه  

البيتػػػػالمتتي  ب نهػػػػا ان يتػػػػات بمتيريػػػػ  تتغػػػػايرة تقػػػػكـ 
بت  يػػػػػػػػػػػػؿ   قػػػػػػػػػػػػ  البيتالمتػػػػػػػػػػػػاـ فػػػػػػػػػػػػب البن ػػػػػػػػػػػػ ينات 

البيتالمتػاـ  كال يكالك بكرينات تؤدي  الى م ػر   قػ 
، كتكجػػػد فػػػب انػػػكاع مخيػػػرة تػػػف فػػػب ت ػػػاد ال يكيػػػ  

 .[ 8] ـالبمتريا التكجب  كال الب  لصبغ  مرا
آليػ  عتػػؿ البيتػػالمتتي  تقػكـ ع ػػى ا ػػا  تنشػػي   اف

عت يػػ  تمػػكيف جػػدار البمتريػػا تػػف تجتكعػػ  ت ػػادات 
البيتالمتاـ اكل . ا  تقػكـ ت ػادات البيتالمتػاـ بتنػ  

( بػيف ال ط ػؿ Cross linkages ػدكث الرتبػا  
 ال تاض التيني ( التتقػا   ك لػؾ بتمكينهػا آصػرة 

– Acyle لينتا ت قدان ي رؼ   PBPsت ا تي  ت  

enzyme complex  [86ك] كيػػػؤدم ت  يػػػؿ .
الػػػػى تت يػػػػؽ جػػػػدار ت ػػػػكم نػػػػاق    PBPsعتػػػػؿ 

  التمػػػكيف  يػػػر تتتا ػػػؾ تتػػػا يج ػػػؿ البمتريػػػا   ا ػػػ
 .   [0]تكتها  تتا يؤدم الى ل  غ  الك تك م 

 Clostridiumالبيتػػالمتتي  تػػف ال  لػػ  تػػـ انتػػاج 

butyricum  الترشػػػػػػػػػيح  تقنيػػػػػػػػ كتنقيتػػػػػػػػه با ػػػػػػػػتتداـ
 Sephacryl S-200الهطتػػػػب با ػػػػتتداـ عتػػػػكد 

كتنقيػػػػػػ  مركتكتك رافيػػػػػػا التبػػػػػػػادؿ اليػػػػػػكنب كالتبػػػػػػػادؿ 
Mono Q     كمانػػت عػػدد تػػرات التنقيػػ  كال صػػي

 82.0ك  31.6ة ك تػػػػر  186ك  888  ػػػػب الن يتيػػػ 
 [ .6ع ى التكالب  ] 

فػػػػػب ت   ػػػػػػؿ  مبيػػػػػران  تشػػػػػابهان لقػػػػػد كجػػػػػد بػػػػػاف  نالػػػػػؾ 
ال تػػاض التينيػػ  فػػب التكقػػ  الك ػػاؿ ل بيتػػالمتتي  

كع ػػػػػػى  (PBPs)كالبركتينػػػػػػات الترتب ػػػػػػ  بالنب ػػػػػػ يف 
فػػػػاف تػػػػف التتمػػػػف اف تمػػػػكف البمتريػػػػا قػػػػد  كفػػػػؽ  ػػػػ ا

 جامعة بغداد–لعليا * معهد الهندسة الوراثية والتقنية الاحيائية للدراسات ا
 معهد التقني الطبي / بغداد** 
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كانشػػػػػػػػات لتصػػػػػػػػ  تها  (PBPs) ػػػػػػػػكرت ان يتػػػػػػػػات 
 .[7,6]البيتالمتتي  ل تاي  تطيا ا 

تهػػػػػػػدؼ الدرا ػػػػػػػ  ال اليػػػػػػػ  الػػػػػػػى تنقيػػػػػػػ  ك تكصػػػػػػػيؼ 
البيتػػػػػػػػػػػػػالمتتي  التنػػػػػػػػػػػػػتا تػػػػػػػػػػػػػف ال  لػػػػػػػػػػػػػ  الت  يػػػػػػػػػػػػػ  

pneumoniae K   كالت  كلػػػػػػػػػػػػػ  تػػػػػػػػػػػػػف اشػػػػػػػػػػػػػتا
 تصابيف بالتهاب التجارم التنك ي  .

 
 المواد وطرائق العمل

ال  لػػػ  الت  يػػػ   تػػػـ انتػػػاج البيتػػػالمتتي  تػػػف        
تػػػػػػػػػف  الت  كلػػػػػػػػػ   pneumoniae Kتػػػػػػػػػف بمتريػػػػػػػػػا 

، اشػػػػػػتا  تصػػػػػػابيف بالتهػػػػػػاب التجػػػػػػارم التنك ػػػػػػي  
نتيت ال  ل  ع ى ك   الترؽ التغ م ال ػاكم ع ػى 

/ ت ي يتػر تػايمرك راـ  800ت اد التب  يف بترمي  
ك ػػ  تػرؽ لكريػػا ،خػـ لق ػت فػػب دكارؽ  اكيػ  ع ػى  

بدرجػػ   ػػرارة ت    ػػنك   L.B. broth  بركتػكنب 
 ترمػػػػ م  نبػػػ جػػػػرت عت يػػػ   ػػػاع  .  81ـ لتػػػدة  60
دكرة / دقيقػػػ  لتػػػدة 5000ب ػػػرع    ل ك ػػػ   دكارؽ الػػػ
( التطيػػا  را ػػب  ال اتػػ دقػػائؽ . ا تػػؿ الراشػػح ك  5

 ػػػػتتدـ التػػػػا ج  كأ، بت  ػػػػكؿ دارئ الكك ػػػػكات كع ػػػػؽ 
جهػػا   ب كاعػػداد ا ل ت يػػ  التم ػػير  التطيػػا  لت  يػػؽ 

تتػػ  تػػدة لؽ الصػػكتي  لت  ػػيـ التطيػػا التػػكاج فػػك 
، خػػػـ نبػػػ  عػػػالؽ تتق  ػػػ  أكقػػػات دقػػػائؽ ع ػػػى شػػػمؿ 

بدرجػػ   ػػرارة  التطيػػا التتم ػػر  بجهػػا  التنبػػ   التبػػرد
 .1000xg[1]ب رع    ـ ق 0
 

 قياس فعالية البيتالاكتميز :
الت كرة عػف [ 2] التكصكف  تف  ريق ال اتب ت     
ر تػػف ت  ػػكؿ  ػػت ي ي 8ك لػػؾ با ػػاف     [10] ريقػػ 
ت ي يتػػػػػر تػػػػػف ت  ػػػػػػكؿ  0.086  الػػػػػػى النشػػػػػ –اليػػػػػكد 

ت ي يتػػر تػػػف دارئ الكك ػػػكات ك  8جػػػب ك –النب ػػ يف 
ت ي يتػػر تػػف  0.8ت ي يتػػر تػػف ت  ػػكؿ النشػػ  تػػ   0.8

النػػ يـ التػػاـ خػػـ قي ػػت التتصاصػػي  الكليػػ  ع ػػى 
نػػػػانكتيتر خػػػػـ   ػػػػنت النابيػػػػب  380 ػػػػكؿ تػػػػكجب 

60بدرجػػػػػػػػػػػػ  
ي ػػػػػػػػػػػػت دقػػػػػػػػػػػػائؽ خػػػػػػػػػػػػـ ق 6ـ لتػػػػػػػػػػػػدة  ق 

ت ػػػػػػػرؼ  ك ػػػػػػػدة الك اليػػػػػػػ  التتصاصػػػػػػػي  النهائيػػػػػػػ . ك 
 8الن يتيػػػػػػ  بانهػػػػػػا متيػػػػػػ  النػػػػػػ يـ الط تػػػػػػ  لت  يػػػػػػؿ 

ت ػػػػت تػػػػايمركتكؿ تػػػػف تػػػػادة ال ػػػػا  فػػػػب الدقيقػػػػ  
 .  ظركؼ القيا 

 
 تركيز البروتين :

Bardford [88 ]ا تتدتت ال ريق  التكصكف  تف 
 فب تقدير ترمي  البركتيف فب الت  كؿ الن يتب .

 
 تنقية الانزيم :

 الخطوة الاولى : الترسيب بكبريتات  الامونيوم 
ا ػػػيؼ ك ف ت ػػػيف تػػػف ب ػػػكرات مبريتػػػات التكنيػػػكـ 
الى الت تت   الن يتب التاـ ل  صكؿ ع ى ن ب  

% با ػػتتداـ دارئ الكك ػػكات بترميػػ  00-80اشػػباع 
فب ا اب  الرا ػب ،  0ينب تكلر كرقـ  يدركج 0.06

 ؿ الت  كؿ نك ه كقدرت الك الي الدي  ة  يا خـ عت ي 
  نتك ج . الن يتي  كترمي  البركتيف فب ال

الخطووووة اليانيوووة : كروموتو رافيوووا التبوووادل الايووووني 
 –)ينوووووائي  ييووووول  امينواييووووول  المبوووووادل باسوووووتخدام 
 (DEAE-Celluloseسميموز 
كفػؽ ع ػى   DEAE -Celluloseالتبػادؿ    ػر 
أ يؼ الت  ػكؿ ،  [88]  التكصكف  تف قبؿ ال ريق

البركتينػب الترم النػاتا تػف ت ػكة التر ػيب بمبريتػات 
دي  تػػػػػه الػػػػػى عتػػػػػكد  ( ت ي تػػػػػر ب ػػػػػد 10التكنيػػػػػكـ   

الػ م  ػبقت  ػـ    X  15)   8.6باب ػاد  التبػادؿ 
 0.06تكا نتػػػػػه بػػػػػدارئ فك ػػػػػكات الصػػػػػكديكـ بترميػػػػػ  

أ ػػػػتردت البركتينػػػػات   . 0تػػػػكلر كرقػػػػـ  يػػػػدركجينب 
تداـ  دارئ الكك ػػػػػكات تػػػػػ  الترتب ػػػػػ  بػػػػػال تكد با ػػػػػت

 تػػػػكلر  8.6-0تتػػػػدرج ت ػػػػح م كريػػػػد الصػػػػكديكـ تػػػػف 
كتتػػػػت ت ي يتػػػػر / جػػػػ     6كجت ػػػػت الجػػػػ ا  بكاقػػػػ  

تتاب ػػ  ترميػػ  البػػركتيف كف اليػػ  النػػ يـ فػػب الجػػ ا  
 التنكص  .

 
الترشوويا الهلامووي الخطوووة الياليووة : كروموتو رافيووا 

Sephacryl S-200 
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الجػ   الك ػػاؿ الترمػ  تػف الت ػكة ال ػػابق    تػـ ا ػاف 
-ال ػػػػيكامريؿ ا  الػػػػى عتػػػػكد الترشػػػػيح  الهطتػػػػب  

 لت  يتػػػات الشػػػرم  التجهػػػ ة الت  ػػػر ب  ػػػب   800
(Pharmacia Fine Chemicals)    8.6باب ػاد 

x 16 ت ي يتػػػػر / دقيقػػػػ  ك  8، ب ػػػػرع  جريػػػاف (  ػػػـ
دارئ فك ػػػػػكات الصػػػػػكديكـ ا ػػػػػترد النػػػػػ يـ بك ػػػػػا   

قي ػػت  ،   0يػػدركجينب تػػكلر كرقػػـ   0.06بترميػػ  
كترميػػػػػ  البػػػػػركتيف فػػػػػب الجػػػػػ ا  الك اليػػػػػ  الن يتيػػػػػ   

 التنكص   .
 

 وية للانزيم :الكيموحي الصفات
 * تعيين الوزن الجزيئي 

اتب ت  ريق  الترشيح الهطتب ع ى عتكد    
Sephacryl S-200  فػػػب تقػػػدير الػػػك ف الج يئػػػب

با ػت تاؿ بركتينػات قيا ػي  كتػف البيتالمتتي  لن يـ 
تػػػػطؿ ر ػػػػـ ال طقػػػػ  بػػػػيف لك ػػػػارتيـ الػػػػك ف الج يئػػػػب 

لمػػػػؿ بػػػػركتيف ل بركتينػػػات القيا ػػػػي  ك جػػػػـ ال ػػػترداد 
 / قيا ػػػب الػػػى  جػػػـ ا ػػػترداد الدم ػػػتراف ال رؽ  

Vo) (Ve  لطن يـ . الج يئبتـ ا تتراج الك ف  
 

 م الهيدروجيني الاميل لمفعالية :تعيين الرق
 دارئػ  الت جت  جكـ تت اكي  تػف الت اليػؿ         

 0ك  3ك 6ك  0   تػػراكح بػػيفت   ـ  يدركجينيػػارقػػاكب
النابيػػػب كك ػػػ ت تػػػ  تػػػادة التكاعػػػؿ   ( 2ك   1ك 
خػـ  دقػائؽ  10 ـ لتػدة 30درجػ   ػرارة  تػاـ تػائب بب

دقائؽ كقدرت  6ا يؼ ت  كؿ الن يـ ك  ف لتدة 
 .الك الي  الن يتي  

 تعيين الرقم الهيدروجيني الاميل ليبات الانزيم :
تػػػػـ ت يػػػػيف الػػػػرقـ الهيػػػػدركجينب التخػػػػؿ ب ػػػػد تخبيػػػػت  

الظػػػػركؼ مافػػػػ  تػػػػف ترميػػػػ  النػػػػ يـ كدرجػػػػ  ال ػػػػرارة 
تػػايمركليتر  86ادة التكاعػػؿ ك لػػؾ با ػػاف  كترميػػ  تػػ

ت اليػػػػػػػؿ دارئػػػػػػػ  كبػػػػػػػرقـ ى الػػػػػػػى نقػػػػػػػتالنػػػػػػػ يـ التػػػػػػػف 
ك  3.6ك3ك  6.6ك 6ك 0.6 ك 0بػػػػيف  يػػػػدركجينب  
 ق 60ك  نت بدرجػ   (2 ك 1.6 ك 1ك  0.6 ك 0

 دقائؽ كقي ت الك الي  الن يتي   . 6ـ لتدة 

 
 رجة الحرارة في فعالية الانزيم :تايير د

تػػػايمركليتر  86  ػػػف ت  ػػػكؿ تػػػادة التكاعػػػؿ تػػػ    
درجػػات لتػػدة نصػػؼ  ػػاع  عنػػد  ىنقػػتتػػف النػػ يـ ال

 06ك 00ك 60 ك 60ك 86ك 80   راريػػػػػػػ  تتت كػػػػػػػ 
كقي ػػػػػػت الك اليػػػػػػ  الن يتيػػػػػػ   ـ  ق (30ك 66ك 60ك

ك ػػػػددت ال طقػػػػ  بػػػػيف درجػػػػ  ال ػػػػرارة التخ ػػػػى لخبػػػػات 
  الن يـ ت  الك الي  الن يتي  التتبقي   %( .

 
 لخزني في فعالية البيتالاكتميز :تايير اليبات ا

ـ  ق (0تػ ف النػ يـ التنقػى بدرجػ   ػرارة الخطجػػ    
ـ .كقػػػدرت الك اليػػػ   ق (20-درجػػػ   ػػػرارة التجتػػػدة  

  .الن يتي  التتبقي  مؿ  ا بكع  لتدة شهر كنصؼ
 النتائج والمناقشة

البيتػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػالمتتي  تػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػف تػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػـ تنقيػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ       
 K .    pneumoniae                بمتريػػا

مبريتػػػػات    ػػػػتتداـ ( ب8خطث ت ػػػػكات    جػػػػدكؿ بػػػػ
التكنيػػػػكـ لتر ػػػػيب النػػػػ يـ تػػػػف الت ػػػػتت   التػػػػاـ 

اع ػػت اع ػػى ف اليػػ  أ   % 00-80 كبن ػػب  اشػػباع
كب ػػدد  ك ػػدة / ت يغػػراـ بػػركتيف 0.804ب غػػت نكعيػػ  

 75.24تػػػرة ك صػػػي   ان يتيػػػ   1.105تػػػرات تنقيػػػ  
 ، كمانػت  ػػ   النتػػائا تتكقػػ  تػػ  تػػا تكصػػؿ اليػػه %  

Dale and Smith  [1 ]  اف ف اليػػػػ  تػػػػف 
        البيتالمتتي الت ػػػػػػػػػػػتت   تػػػػػػػػػػػف البمتريػػػػػػػػػػػا 

pneumoniae K   25% تتػػػػاخر كصػػػػكل الػػػػى لػػػػـ 
 .72.5%ب غت ال صي   الن يتي  يث باع  أش

تػػػػرر البػػػػركتيف الترمػػػػ  تػػػػف ت ػػػػكة التر ػػػػيب       
بمبريتػػػػػات التكنيػػػػػكـ إلػػػػػى عتػػػػػكد التبػػػػػادؿ اليػػػػػكنب 

DEAE cellulose  ،  نتػػػػػػائا  تبينػػػػػػكقػػػػػػد
( ظهكر قتػ  8كتك رافب التبادؿ اليكنب شمؿ  مركت
كانكصػػ ت  ة ل بػػركتيف كا ػػ   فػػب ت ػػكة الغ ػػؿ كا ػػد

قتػػػػػػػػ  بركتينيػػػػػػػػ  كا ػػػػػػػػ   كتتدات ػػػػػػػػ  عنػػػػػػػػد ا ػػػػػػػػترداد 
البركتينػػػػػػػات الترتب ػػػػػػػ  با ػػػػػػػتتداـ ت  ػػػػػػػكؿ م كريػػػػػػػد 

( تػػػكلر تػػػ  ظهػػػكر الك اليػػػ  الن يتيػػػ  8الصػػػكديكـ  
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( تتػػا يػػدؿ ع ػػى اف 01-08عنػػد الجػػ ا  الت ػػتردة  
 ن  ي تػػؿ شػػمتتي التنتا تػػف ال  لػػ  الت  يػػ  البيتػػال
جت ػػػػػت  .  ت ام ػػػػػ  لشػػػػػ ن  التبػػػػػادؿ اليػػػػػكنب ػػػػػالب

 الجػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ ا  التػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػب تتت ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػؾ
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

باسوتعمال عموود  pneumoniae K كروموتو رافيا التبادل الايوني لتنقية البيتالاكتميز المستخمص مون العزلوة المحميوة : (1الشكل ) 
،  7موولار ورقوم هيودروجيني  0.05( سم الذي تمت موازنته بمحمول دارئ الفوسوفات 2.5×15) DEAE-celluloseالمبادل الأيوني 

مميمتر/سواعة )حجوم الجوز  30موولار وبسورعة جريوان 1.5-0يم الاسترداد بمحمول الدارئ نفسه مع متدرج مموا كموريود الصووديوم مون 
 مميمتر( 5المسترد :

 
كب غػػػػػػت الك اليػػػػػػ  النكعيػػػػػػ   ف اليػػػػػػ  ان يتيػػػػػػ  كرمػػػػػػ ت

بػػػركتيف كب ػػػدد تػػػرات تنقيػػػ   يغػػػراـك ػػػدة / ت  11.07
 49.50%تػػػػػرة ب صػػػػػي   ان يتيػػػػػ  تقػػػػػدار ا  15.23

 التبػػػػػػػػػػػادؿ اليػػػػػػػػػػػكنب [ 6] ا ػػػػػػػػػػػتتدـ.  ( 1 جػػػػػػػػػػػدكؿ 
860QAE Zetaprep   فػػػب عت يػػػ  تنقيػػػ  انػػػ يـ

 Clostridium   البيتػػالمتتي الت  كؿ تػػف بمتريػػا

butyricum تػرة  82.0  ب غ عدد تػرات التنقيػ  ( ا
لت  ػػػػػػب عنػػػػػػد التػػػػػػدرج ا %11.3كبا ػػػػػػترداد ان يتػػػػػػب 

   م كريػػػػػد الصػػػػػكديكـ عنػػػػػد الترميػػػػػ   ا ػػػػػالت ػػػػػب بك 
ترميػػػ  الت ػػػح  [ 6] كا ػػػتتدـ البا ػػػث ،تػػػكلر 0.3

نك ػػػػػػػػػػه كا ػػػػػػػػػػترد النػػػػػػػػػػ يـ الت ػػػػػػػػػػ كؿ تػػػػػػػػػػف بمتريػػػػػػػػػػا   
Acinobacter calcoaeticas  كب ػػغ عػػدد تػػرات

 .  ترة 78التنقي  
ا ػػػػتمت ت عت يػػػػ  تنقيػػػػ   البيتػػػػالمتتي  با ػػػػاف      

  تتداـ عتكد ال ػيكامريؿ ت كة الترشيح الهطتب كبا

) (S-200 ت كة ال ػابق  ترر الت  كؿ الناتا تف ال 
كلػك ظ كجػكد  ترمي   فب عتكد الترشيح الهطتػب ب د

  280ع ػى  ػػكؿ تػكجب  قتػ  ل بػركتيف عنػػد قيا ػها
يػػػ  ترمػػػ ت فػػػب الجػػػ ا  نػػػانكتيتر تتت ػػػؾ ف اليػػػ  ان يت

التػػب تػػـ جت هػػا كترمي  ػػا  2) ( الشػػمؿ   49-42 
غػػػراـ يك ػػػدة /ت  23.75كمانػػت الك اليػػػ  النكعيػػػ  لهػػا 
تػػػػرة ك صػػػػي     32.66بػػػركتيف ب ػػػػدد تػػػرات تنقيػػػػ 

[ مركتكتك رافيػػػػػػػػا 6أ ػػػػػػػػتتدـ ]% ، 47.04ان يتيػػػػػػػػ  
الترشػػػػيح الهطتػػػػب فػػػػب تنقيػػػػ  البن ػػػػ يني  تػػػػف بمتريػػػػا 

E.coli   كبا ػترداد ان يتػب  8.00تنقيػ  ب ػدد تػرات
 ػػػطـ ال ػػػيكامريؿ  ا ػػػتتدـ [3] مػػػ لؾ فػػػاف% ،  82
 S-200فػػب تنقيػػ  البيتػػالمتتي  الت ػػتت   تػػف  )          

Cl. butyricum   تػػػػرة  121ب ػػػػدد تػػػػرات تنقيػػػػ
 .   68.5%با ترداد ان يتب تقدار  

 الغسل
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باسوووتعمال عموووود  pneumoniae K الترشووويا الهلاموووي لتنقيوووة البيتوووالاكتميز المسوووتخمص مووون العزلوووة المحميوووة: (  2شوووكل )  ال

 ،  7موولار ورقوم هيودروجيني  0.05( سوم الوذي تموت موازنتوه بمحموول دارئ الفوسوفات 1.5×85)     (Sephacryl S-200)هولام
 مميمتر( 5مميمتر/ساعة )حجم الجز  المسترد :30وبسرعة جريان

 
 pneumoniae Kالبيتالاكتميز من العزلة المحمية تنقية ( مراحل 1جدول )

الحجووووووووووووووم  ترا ؿ التنقي 
 مميمتر

الفعاليووووووووووووووووووة 
 الانزيمية

 وحدة /مميمتر

تركيوووووووووووووووووووووووووووز 
 البروتين

 مميغرام/مميمتر

الفعاليوووووووووووووووووووووووة 
 النوعية

 وحدة / مميغرام

الفعاليووووووووووة 
 الكمية
 وحدة

 تعدد مرا
 التنقية

 الاسترداد
% 

 100.00 1.000 6.06 0.73 0.42 0.30 20 المستخمص الخام 

 الترسيب بكبريتات 
 اشباع  %25الامونيوم 

20 0.23 0.28 0.81 4.56 1.11 75.24 

 التبادل الايوني بأستخدام
 المبادل الايوني السالب 
 DEAE cellulose 

10 0.30 0.03 11.07 3.0 15.23 49.50 

الترشووووووويا الهلاموووووووي باسوووووووتخدام 
 Sephacryl  S-200عمود

10 0.28 0.01 23.75 2.85 32.67 47.04 
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بطريقوة الترشويا   K. pnemoniaeنقى مون العزلوة  المحميوة مبيتوالاكتميزالملالوزن الجزيئوي  المنحنى القياسي لتقدير:  3) ) الشكل 
 .Sephacryl S-200 مريؿ يكاباستخدام عمود هوولام ال الهلامي 

 
 تعيين الوزن الجزيئي :

اتب ػػػػت  ريقػػػػػ  الترشػػػػػيح الهطتػػػػب با ػػػػػتتداـ عتػػػػػكد 
فػػػػػػػب تقػػػػػػػدير الػػػػػػػك ف الج يئػػػػػػػب  S-200ال ػػػػػػػيكامريؿ 

( التن نػػػػػػػى القيا ػػػػػػػب ل ك ػػػػػػػاريتـ الػػػػػػػك ف 6 الشػػػػػػػمؿ 
الج يئػػػػػػب تقابػػػػػػؿ  جػػػػػػـ ال ػػػػػػترداد /  جػػػػػػـ الكػػػػػػراغ 

ال طقػػػػ   . تػػػػف  ػػػػ  (Ve/Vo)ل بركتينػػػػات القيا ػػػػي  
دالتػػػػكف ،  00000قػػػػدر الػػػػك ف الج يئػػػػب لطنػػػػ يـ بػػػػػ 

 تجتكعػػػ  تػػػف البػػػا خييفك  Ogawara بينتػػػا كجػػػد
اف الػػػػك ف الج يئػػػػب ل بيتػػػػالمتتي الت  كؿ تػػػػف   [80]

ب ريقػ  التر يػؿ  Streptomyces cacaolبمتريػا  
دالتػػكف(   34000المهربػػائب بكجػػكد التػػكاد التا ػػت   

 Al-Taaiدرا ػػػػ  التػػػػب اجرا ػػػػا ال، كاظهػػػػرت نتػػػػائا 
اف الػػػػػػك ف الج يئػػػػػػب ل بن ػػػػػػ يني  التنقػػػػػػى تػػػػػػف [ 86]

  20TF,4TF Proteus mirabilisال ػػػػػ لتيف  
ب ريقػػػػػػػػػػػ  الترشػػػػػػػػػػػيح الهطتػػػػػػػػػػػب با ػػػػػػػػػػػتتداـ عتػػػػػػػػػػػكد 

Sepharose 4B  دالتػكف  66600  لػػ  مػاف ت ػاكيان
). 

 
 م الهيدروجيني الاميل لمفعالية :تعيين الرق

الػػػػػرقـ الهيػػػػػدركجينب ع ػػػػػى  تتػػػػػت درا ػػػػػ  تػػػػػاخير     
  ـ  يدركجينيػػارقػػاف اليػػ  البيتػػالمتتي التنقى عنػػد قػػيـ 

فكجػػػػػد اف الػػػػػرقـ الهيػػػػػدركجينب  (4-9)تراك ػػػػػت بػػػػػيف
( ا  اع ػػػػػى ف اليػػػػػ  7التخػػػػػؿ لك اليػػػػػ  النػػػػػ يـ  ػػػػػك 

  .( 4ك دة/ ت  تر الشمؿ 0.178أن يتي  ب غت 
 اليػػػػ  كلػػػك ظ اي ػػػػا  ػػػػدكث انتكػػػاض فػػػػب الك      

ك ػػ   النتيجػػ  تتكافػػؽ   عنػػد القػػيـ القاعديػػ  كال ات ػػي
  الػػػػػػػػرقـتػػػػػػػػ  تػػػػػػػػا اشػػػػػػػػارت أليػػػػػػػػه الب ػػػػػػػػكث تػػػػػػػػف اف 

الهيدركجينب التخؿ لك اليػ  البيتػالمتتي  التنػتا تػف 
   (6.5-7.5)يتػػراكح بػػيف   K. pneumonia ػػطل 

يؤخر الرقـ الهيدركجينب فب ال ال  اليكني   .   [83]
ا ابػػ  التػػكاد الغ ائيػػ  فػػب الك ػػ  لطنػػ يـ تػػف تػػطؿ 

كتػػػف تػػػطؿ تػػػاخير  فػػػب  ط ػػػؿ ال تػػػاض التينيػػػ  
الجانبيػػػػػػ  التػػػػػػب تمػػػػػػكف  ػػػػػػركري  ل ت افظػػػػػػ  ع ػػػػػػػى 

   . [17]الترميب الخطخب لطن يـ 
 
 
 

3.5

3.7

3.9

4.1

4.3

4.5

4.7

4.9

1.21.41.61.822.22.4

د 
دا

تر
س

لا
 ا
جم

ح
V

e
/v

o
 

 لوغاريتم الوزن الجزيئي

Alkaline phosphatase 

Ovatransferase Ovalbumin 

 b-lactamase 

Trypsin 

Ova albumin 43000 

Alkaline 

phosphat

ase 94000  



  2009( 1)6مجمد      مجمة ام سممة لمعموم                           

 56 

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10

الرقم الهيدروجيني

ل(
/م

دة
وح

( 
ية

يم
نز

الا
ة 

الي
فع

ال

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .Kالمنقووووى موووون العزلووووة المحميووووة  البيتووووالاكتميزالوووورقم الهيوووودروجيني الاميوووول لفعاليووووة  تعيووووين : (4الشووووكل)

pneumonia                                                                                                                                                                                                                
 

 -لاميل ليبات الانزيم :تعيين الرقم الهيدروجيني ا
يػػػػػػكخر الػػػػػػرقـ الهيػػػػػػدركجينب ع ػػػػػػى خبػػػػػػات الن يتػػػػػػات 

بينػػػػػػػػػػت نتػػػػػػػػػػائا  ػػػػػػػػػػ   الدرا ػػػػػػػػػػ  أف فقػػػػػػػػػػد التنتجػػػػػػػػػػ  
  البيتػػػػػالمتتي التنقى تػػػػػف ال  لػػػػػ  الت  يػػػػػ   

pneumonia K.  يتت ػػػػػػػػػػػػؾ خباتػػػػػػػػػػػػػا تجػػػػػػػػػػػػػا  الػػػػػػػػػػػػػرقـ
ا  ا ػػػػتكظ   (6.5-7.5)الهيػػػػدركجينب عنػػػػد القػػػػيـ 

( 6.5الن يتيػػ  عندالقيتػػ   تػػهاليتػػف ف  82%النػ يـ 
ال  7.5)تف الك الي  الن يتي  عند القيت    75.%ك

 (4عنػػػد الػػػرقـ الهيػػػدركجينب   83%انػػػه فقػػػد ب ػػػدكد 
(   9% تػػػف الك اليػػػ  عنػػػد الػػػرقـ  26بينتػػػا ا ػػػتكظ بػػػػ 

( كيتمػف إف ي ػ ل  ػبب انتكػاض  ف اليػ   5  شػمؿ
ال ات ػػػػػػػي  البيتػػػػػػػالمتتي فب الرقػػػػػػػاـ الهيدركجينيػػػػػػػ  

الق ي   إلى تاخير  تك   الك   فػب ترميػب بػركتيف 
ؿ جػػاتي  التكجػػكدة فػػب التكقػػ  الك ػػاالنػػ يـ كتػػايف الت

[17]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 K. pneumoniaالمنقى من العزلة المحمية  تعيين الرقم الهيدروجيني الاميل ليبات البيتالاكتميز: ( 5) شكل 
 يير درجة الحرارة عمى فعالية الانزيم أت
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خير درجػػػػ  ال ػػػػرارة فػػػػب ف اليػػػػ   تتػػػػت درا ػػػػ  تػػػػ     
 k.penuomina البيتػػالمتتي  التنقػػى تػػف ال  لػػ  

ك  80جات  رارة تتت ك  تراك ػت بػيف  با ت تاؿ در 
كقػػػػػػػد اظهػػػػػػػرت النتػػػػػػػائا  ـ   (30ك  60ك  00ك 60

ا ديػػاد  ف اليػػ  النػػ يـ تػػ  6)    الشػػمؿالتبينػػ  فػػب 
66 يادة درج  ال رارة  تى ب غت اقصػا ا عنػد 

ـ   ق 

انتك ػػػػػت  ، خػػػػػـ ك ػػػػػدة /ت ي تػػػػػر  0.861إ  مانػػػػػت 
 0.006الى  تى كص ت  الك الي  الن يتي   تدريجيان 

  ـ  . ق 30درج   رارة ب تر ك دة /ت ي 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

   K. pneumoniaتأيير درجات الحرارة عمى فعالية البيتالاكتميزالمنقى من العزلة المحمية   : ( 6شكل )  
 
 لخزني في فعالية البيتالاكتميز :يير اليبات اتأ

عنػػػػػػد ت نهػػػػػػػا  لتػػػػػػػ خر ت ظػػػػػػـ الن يتػػػػػػػات نظػػػػػػران      
بدرجات  رارة تتت ك  كتصكصػا التنقػاة تنهػا ، فقػد 
تتت درا ػ  الخبػات الت نػب ل بيتػالمتتي  التنقػى تػف 

عنػػد درجتػػب    K pneumoniaeال  لػػ  الت  يػػ  
ت النتػػػػائا ـ(كقػػػػد اظهػػػػر  ق 80-ـ(ك  ق  0 ػػػػرارة   

بػػػػػػ اف النػػػػػ يـ قػػػػػد ا ػػػػػتكظ ( 0التبينػػػػػ  فػػػػػب الشػػػػػمؿ  
  80-تػػف ف اليتػػه عنػػد ت نػػه بدرجػػ   ػػرارة ( % 08 

% عنػػػػػد ت نػػػػػه 80بػػػػػػ تقارنػػػػػ ن  يكتػػػػػان  81ـ( كلتػػػػػدة  ق
ـ( كل تدة نك ها فب  يف فقد  ق  0بدرج   رارة     

 ق  0يكتػػا عنػػد درجػػ   ػػرارة  08ف اليتػػه ب ػػد تػػركر 
 ق 80-% عند ت نػه بدرجػ   ػرارة  60ـ( كا تكظ بػ

اف  ػػػتنتا ن ل ػػابق كل تػػدة نك ػػها . كتػػػف النتػػائا اـ( 
ـ( ت د اف ؿ  ق 80 -   ت ف الن يـ بدرج   رارة 

بػػػ ف عت يػػػ  التجتيػػػد كال ابػػػ    رائػػػؽ التػػػ ف ، ع تػػػان 
 .[ 80]قد ت بب تغيرا فب ترميب الن يـ التتمررة 
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م   ق (20-عنود درجتوي حورارة ) K. pneumoniaالمعزول والمنقى من بكتريا الخزن عمى فعالية البيتالاكتميز مدةتأيير  : ( 7)شكل 
 م ق  (4و)
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from local isolate Klebsiella pneumonia 
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Abstract 

Beta-lactamase was purified from local isolate Klebsiella pneumonia by 

several steps included precipitation with ammonium sulphate at 20-40% saturation, 

DEAE- ion exchange chromatography and gel filtration on Sephacryl S-200 column. 

The obtained purification fold and recovery were 32.66; 47.04% respectively. 

 The characterization of the purified beta-lactamase showed that the molecular weight 

was about 4000 daltons as determined by gel filtration. 

Purified enzyme had an optimal pH of 7 for activity and an optimal stability between 

pH 6.5-7.5, results shows that the optimal temperature appear to be 35
ه 
 C . 

During storage the enzyme retained 72% at -20
ه 
 C and retained 25% of the activity at 

the same period at 4 
ق
 C.  

 

Key Words: β-Lactamaiz, characterization Enzyme, get filtration, 

storage activity. 
 


