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من العزلة  ˝الثابت حرارياα-amylase)  اميليز)–انتاجية انزيم الفا تحسين 

 Bacillus licheniformis H14. المحلية   

 
 *جواد حمزة صبحي            *غازي منعم عزيز             *هالة مشعل علي

 

 0212/ 7/ 1تاريخ قبول النشر 

 الخلاصة
المعزولنة منن التر,نةخوارتبرا قا,لات نا Bacillusلعائدة الى جنن  الن ( عزلة من البكتريا ا02تم الحصول على)   

( عزلننب ,با,لات ننا 11امالازالثا,ننح اراريننا ,اانتاداس الواننج ااتتنناج  الصننل)   وتماننزا )–علنى اتتننان اتننزيم ال ننا 

محلنول الانو  الماتل ة على اتتان ااتزيم وذلك ,تكوين ا هالة ش افة اول المسنتعمرة البكتارينة ,عند تة انة ال بن  ,

كوت ننا اارننزر اتتاجننا لبتننزيم , عالاننب توعاننب  Bacillus sp.H14)كاشننل لوكننال (خ نننم اتتابننح العزلننة المحلاننة

وانننندة /ملةننننم ,ننننروتان( ,ااننننتاداس المننننزارو المةمننننورة واز ننننرا فحننننو  التشنننناا  ا  العزلننننة 42.32)

Bacillussp.H14    تعو  الى البكترياB.licheniformis ورمزا ل اB.licheniformis H14 . 

,اانتاداس ال ريبنة ال ازيائانة ,اانتاداس   B.licheniformis H14تم تحسان اتتاجاة ااتنزيم منن  العزلنة المحلانة 

وال ريبنة الكاماائانة ,اانتاداس الم  نر الكامانائ   Ultraviolet light)الم  ر ال ازيائ  )ااشعة فوق البن سنياة 

.از نرا تتنائا الت  انر ال ازينائ  ,ااشنعة فنوق البن سنياة واعتمنا   Nitrosoguanidine))النايتروزوكواتادين  

امالانز , عالانة  -,اتتاج ا العنال  لبل نا B.licheniformis HM14 تماز العزلة المحلاة ال افرة %02تسبب البتل 

واعتمنا  تسنبة   وادة /ملةم ,روتان (كذلك از را تتائا الت  ار الكامانائ   ,النايتروزوكواتاندين120.12توعاة )

امالاز, عالانة توعانة –,اتتاج نا العنال  لبل نا  B.licheniformis HM4تماز العزلة المحلاة ال افرة  %02البتل 

وادة /ملةم ,روتان ( . اد ا الظروف المثلى اتتان ااتزيم , ريبة المزارو المةمنورة لكنب العنزلتان 122.04)

   %1.5 كار,وتانا   ,إاتاداس النشأ مصدرا  B.licheniformis HM 4وB.licheniformis HM14   ال افرتان

  و  %0.05  و كلوريند الصنو يوس  %0.02  و كلوريند الكالسناوس  % 1.5,تركاز ا تايتروجاناا  و الببتو  مصدر  

علننى التننوال    و لبننط الواننج  %0.16و فوانن اا الصننو يوس ننائاننة ال انندروجان  %0.05فوانن اا المةناسننوس 

اناعة منن الح نن  72,عند  5تنر عنند رقنم هاندروجان  ا,تندائ  مبندار  ارلانة / ملال 810×1  ربينا ااتتاج  ,عد

  ورة/ قابة. 150,الحاضنة ال زازة ,سرعة  س50,درجة ارارة 

 

 Bacillus licheniformis , α-amylase , Thermostabilityالكلمات المفتاحية:

 

 المقدمة 
تن  ل نا البندرة الأمالازاا هن  الأتزيمناا ال      

علنننننى تكسنننننار وتح نننننام المعبنننننداا النشنننننوية 

الكبارة)كالنشننننأ( الننننى عدينننند السننننكريد البسنننناج 

امالاز منن مصنا ر -. ينتا اال ا [1])الكلوكوز( 

ماتل نننة كالنباتننناا وتعننند البكترينننا و ال  ريننناا 

امالاز اواصر  -المنتا الرئاس  ل ا وي اجم اال ا

-1,4glucosidiclinkage  الموجنننننو ة فننننن 

. للأمالانننننزاا [2] النشنننننأ و,صنننننورة عشنننننوائاة

ت بابنناا م مننة فنن  العدينند مننن الميننااا مثننل  

الصنننناعاا الةذائانننة والتامنننراا والمنسنننوجاا 

 [3]وصناعة الورق

تتاجاننة الأتزيمنناا مننن الأااننا  إتننم تحسننان       

المي رية , رائ  ماتل نة من نا ال ازيائانة والتن  

ازيائانننة تسنننتادس فا نننا العديننند منننن الم  نننراا ال 

Physical mutagens  مثننننل الأشننننعة فننننوق

-xوأشنننعة  (Ultraviolet light)البن سنننياة 

rays والأشنننعة المةيننننة(- rays)  والأشنننعة

الك رومةناطاسننننننناة والم  نننننننراا الكاماائانننننننة 

(Chemical mutagens)   مثننننننننننننل

و  Nitrosoguanidineالنايتروزوكواتاننننندين( 

Nitrousacid  واايثانننننننننننننننديوس ,رومايننننننننننننننند

um bromideEthidi [4] ورارها  . 
تتنان ااتنزيم منن إ رس تأنار عوامل ماتل ة ف  

و  B.licheniformis HM14البكترينننننننا 

B.licheniformis HM4  وشننملح مكوتنناا

الواننننننننج الةننننننننذائ  كالمصنننننننندر الكر,ننننننننوت  

والننننايتروجان  والننننرقم ال اننندروجان  و رجننننة 

الحنننننرارة وتركانننننز كلوريننننند الكالسننننناوس ومننننندة 

وي ننندف البحننن  النننى تامنننر(. الح ننناتة )مننندة ال

  الحصول على عزلة محلانة ك نةة منن ,كتارينا 

Bacillus sp. امالاز الثا,ح -المنتية اتزيم ال ا

وتشااص ا وتحسان اتتاجات ا ,اانتاداس ˝اراريا

طرائ  الت  انر ال ازياوينة والكامااوينة و راانة 

 الظروف المثلى ل ا.

 
 *جامعة ,ةدا  /كلاة العلوس /قسم التبنااا ااااائاة

 البح  مستل من راالة ماجستار.
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 المواد وطرائق العمل: 
 –حلية المنتجة لأنزيم الفا تشخيص العزلات الم

    أميليز

 اتشاا  العزاا المحلاة المنتية لأتنزيم ال ن تم

أمالانننننننز وتبعنننننننا  لل حوصننننننناا المي رينننننننة  –

 . [5]والأرتباراا الكاموااوية والموصوفة ف 

إختبار قدرة العزلات البكتيرية على انتاج أنززيم 

    أميليز -الفا

انننة تنننم التحنننرا عنننن قا,لانننة العنننزاا المحل     

امالانز  -على اتتان ال نا .Bacilus spلبكتريا ال  

 [6],تح ار الواج ااتتاج  على وفن  مناذكر 

و,ااتعمال محلول الاو  وذلك عن طري  تة اة 

ال بننن  ,محلنننول الانننو  ننننم ,عننندها قاننناس ق نننر 

او النمننننننو  (growth)المسننننننتعمرة البكتاريننننننة 

او  (Zone)البكتاننننرا وق ننننر من بننننة التحلننننل 

تة لكل عزلة   ومن ا ااتسبح قندر  ال الة المتكو

او ال الننة المتكوتننة لكننل عزلننة  ومن ننا ااتسننبح 

قنندرة العننزاا علننى تحلاننل النشننأ وعلننى النحننو 

 الأت   

 

 

 

 

 -اأما إرتاار العزلة ااك أ على إتتان أتزيم ال     

أمالاننننز ,ااننننتعمال الواننننج ااتتنننناج  المننننذكور 

والننننذا تننننم تحننننوير  ,اضننننافة مركنننن)  [6]فنننن 

صنننننننو يوس ننائانننننننة ال اننننننندروجان ال فواننننننن اا

O2. 2H4OP2NaH  2.10و,تركاز%  . 
 

 أميليز:-تقدير فعالية أنزيم ألفا

أمالاننز و,ااعتمننا   –قنندرا فعالاننة أتننزيم أل ننا    

علننى المنحنننى البااانن  للمننالتوز وفنن  ال ريبننة 

واعتمننننا ا علننننى  [8,7] الموصننننوفة مننننن قبننننل

السنننكرياا الماتزلنننة المتحنننررة تتاينننة التحلنننل 

ائ  للنشننأ , عننل ااتننزيم. أمننا طريبننة تبنندير المنن

ن فبد قدرا وف  ال ريبة الموصوفة منن االبروت

 . [9]قبل

 
 : (Mutagensis)التطفير الوراثي 

الت  اننننر ال ازيننننائ  ,اانننننتعمال ااشننننعة فنننننوق 

 Physical Mutagensis by)البن سننياة

using ultraviolet light (uv.))    وأتبعنح

 [12,11,10]لال ريبنننننة الموصنننننوفة منننننن قبننننن

  Killing Percentageو,ااتساب تسبة البتنل 

 ,عد  الابيا المتبباة وت با  الباتو  اات   

 

تسنبة  %02وأرتار تركاز الم  نر النذا يع ن  

 قتل للابيا المعرضة او المعاملة. 

الت  اننر الكاماننائ  ,ااننتعمال الم  ننر الكاماننائ  

 Chemical)اننننننننننندين تالنايتروزوكوا

Mutagensis by using 

Nitrosoguanidine (NIG))  أتبعنننننننح

وارتار تركانز  [10]قبل ال ريبة الموصوفة من

تسننبة قتننل للابينننا  %02الم  ننر الننذا يع ننن  

 المعرضة أو المعاملة.
 

 اميليز: -تحديد الظروف البيئية المثلى لانتاج الفا

 تعيين المصدر الكربوني الامثل لانتاج الانزيم:

كنننوز وماتل نننة )كلارتانننرا مصنننا ر كر,وتانننة 

glucoseخ انننننننننور,اتولsorbitol خ مننننننننناتاتول

mannitolخ تشننننننأstarchخ مننننننالتوزmaltose خ

خ lactoseخ اكتنننننننننننننننوزsucroseانننننننننننننننكروز

( galactoseخ كننننننااكتوزglycerolكلاسنننننرول

لتعاان المصندر الكر,نوت  اامثنل  %1و,تركاز 

 HM4اتتنننننننننان ااتنننننننننزيم منننننننننن البكتارينننننننننا 

B.licheniformis HM14, ك ف ننب عننن ذلنن

تنننم تعانننان التركانننز اامثنننل للمصننندر المنتاننن) 

,اضنننافتب النننى الوانننج و,تراكانننز ماتل نننة هننن   

2.5,2.0,1.5,1.0,0.5,0). %) 

 

تعيزززين المصزززدر النزززايتروجيني الامثزززل لانتزززاج 

 الانزيم:

أرتانننننننرا مصنننننننا ر تايتروجانانننننننة ع نننننننوية 

واع وية عدة وقد اشتملح المصا ر الع وية 

خ التر,تنننو  caseinعلننى كننل منننن  ) الكننازائان 

tryptone  خ الببتننننننننننوpeptone خ ربصننننننننننة

 و gelatinاليابتنانو yeast extractالامانرة

( خ امنا المصنا ر  meat extractربصنة اللحنم

البع وية فاشتملح على  ) كبريتاا ااموتاوس 

تتنننننراا البوتااننننناوس (.   خ تتنننننراا الصنننننو يوس

. نننم تننم  %0.7وأضننا ح هننذ  المصننا ر ,تركاننز 

انننز اامثنننل للمصننندر الننننايتروجان  تعانننان الترك

المنتا) ,اضافتب الى الواج المنتا) و,تراكانز 

 (%.  2.0,1.5,1.0.7,0.5,0.3)  ماتل ة ه  
 

تأثيرتراكيز مختلفة من كلوريد الكالسيوم في انتزاج 

 الانزيم: 

 رس تأنار تراكاز ماتل ة من كلوريد الكالسناوس 

(  (0.05,0.03,0.02,0.015,0.01,0وهنننن    

امالاننننز مننننن البكتاريننننا  –ى اتتننننان ال ننننا علنننن %

B.lichinformis HM4, HM14  ف  الوانج

 ااتتاج  السائل لتحديد التركاز اامثل لب. 

 ك ا ة العزاا لإتتان 

 ق ر من بة التحلل)ال الة المتكوتة(  = االأتزيماا المحللة للنش

 ق ر المستعمرة البكتارية)النموالبكتارا(

 عد  الابيا المتبباة-عد  الابيا ااصلاة

 النسبة المئوية للبتل =    122×  اصلاةعد  الابيا ا            
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تعيززين الززرقم الويززدروجيني الابتززدائي الامثززل لانتززاج 

 اميليز:  -انزيم الفا

ا ر الواج اامثل لبتتان ,ارقاس هادروجانانة 

الننننرقم  (  لتحدينننند(9,8,7,6,5,4ماتل ننننة هنننن   

امالاز من  -ال ادروجان  اامثل اتتان اتزيم ال ا

العننننننننننننننننزلتان المحلاتننننننننننننننننان ال ننننننننننننننننافرتان 

B.licheniformis HM4, HM14   . 

 
-تعيززين درجزززة الحزززرارة المثلزززى لانتزززاج انززززيم الفزززا

 اميليز: 

ا ن الواج اامثل اتتان ااتزيم فن   رجناا 

( (65,60,55,50,45,40ارارية ماتل نة هن   

 رجننة الحننرارة المثلننى اتتننان ااتننزيم  سْ لتحدينند

منننننننننن العننننننننننزلتان المحلاتننننننننننان ال ننننننننننافرتان 

B.licheniformis HM4, HM14  . 

 

 -تحديززد مززدة الح ززانة المثلززى لانتززاج انزززيم الفززا

 اميليز:

 تننننم متا,عننننة اتتننننان ااتننننزيم مننننن العننننزلتان      

 B.licheniformisالمحلاتننننان ال ننننافرتان 

HM4, HM14  منننند  زمناننننة ماتل ننننة,    (

( اننناعة لتحديننند المننندة الزمنانننة 96,72,48,24

 المثلى اتتان ااتزيم. 

 

 النتائج والمناقشة: 
   :Bacillus تشخيص الجنس

( 28أمكن ف  هنذ  الدراانة الحصنول علنى )    

عزلننة مننن التر,ننة تعننو  ليننن  العائلننة العصننوية 

علننى   ا  ااارننرا اعتمنن سشاصننح عننن ااجنننا

وكمنننا هنننو  الصننن اا المظ رينننة والكاموااوينننة

 (. 1وكما موضط ف  الشكل ) [5]مذكور ف 

 

 

 

 

 

 

 
(: الخلايا العصوية الموجبة لصبغة غرام 1الشكل )

منمزاة   B. licheniformis H 14المحليزة للعزلة

و  °م 50على وسط اكزار النشزا علزى درجزة حزرارة 

 (.  X 100ساعة وبقوة تكبير )   24لمدة

 

 

 

 

يززة لبكتيريززا التحززري عززن قابليززة العزززلات المحل

Bacillus sp. أميليزززز فزززي -علزززى انتزززاج الفزززا

 الوسط الصلب: 

 .Bacillus spأر ننننعح عننننزاا ,كتاريننننا 

المحلاننة جماع ننا الننى فحنن  قنندرت ا علننى اتتننان 

أمالاننزخ ,تنمات ننا علننى الواننج الصننل) -اتنزيم ال ننا

امالاننننننز وتماننننننزا العننننننزاا  –اتتننننننان ال ننننننا 

(H27,H24,H18,H17,H14 اتتاج ننننننننننننننا, )

  اتزيم من  امتبك نا تسنبة تحلنل مبندارهاالعال  ا

,ناعلى تسنبة  H14( خ وتمازا العزلة4.5-1.0)

وكمننا موضننط فنن    (4.5تحلننل للنشننأ مبنندارها )

 (.2( والشكل)1اليدول )
 

(: الغربلة شبه الكمية لعزلات العـائلة 1الجدول )

 اميليز. -العصـويـة المنتجة لأنـزيم   الفا

 Z / Gالنسبة  رمز العزلة

H1 

H2 

H3 

H4 

H5 

H6 

H7 

H8 

H9 

H10 

H11 

H12 

H13 

H14 

H15 

H16 

H17 

H18 

H19 

H20 

H21 

H22 

H23 

H24 

H25 

H26 

H27 

H28 

0 

0 

0 

1.3 

1.2 

1.5 

0 

0 

0 

0 

0 

1.0 

1.1 

4.5 

0 

0 

2.6 

2.6 

1.2 

0 

0 

1.1 

1.3 

2.0 

1.6 

0 

2.0 

1.8 

  ك ا  العزاا الم  رة  اتتان (Z / G)النسبب 

 امالاز.-ال ا

:Z  الة المتكوتة )ملم(.ق ر ال  

G)ق ر المستعمرة البكتارية )ملم   
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 .Bacillus sp (: قدرة العزلة البكتيرية 2الشكل )

H14 علززى تحليززل النشززأ و تكوينوززا الوالززة الشززفافة

 .حول المستعمرة البكتيرية

    

أميليزز فزي  -اختبار العزلة الاكفأ فزي انتزاج ألفزا 

 المزارع المغمورة:
درة العننننننننننننننننننننزاا أرتاننننننننننننننننننننرا قنننننننننننننننننننن 

(H27,H24,H18,H17,H14 التننن  اع نننح )

اعلى تسبة تحلل على الواج الصل) على اتتنان 

ااتننزيم فنن  المننزارو المةمننورة لتحدينند العزلننة 

ااك نننأ فننن  ااتتنننان وتشنننار النتنننائا المبنانننة فننن  

 H14( ا  العزلننننننة 3( والشننننننكل)0الينننننندول )

تماننننزا ,اتتاج ننننا العننننال  لبتننننزيم خ اذ ,لةننننح 

نوعاننة لبتننزيم المنننتا مننن هننذ  العزلننة ال عالاننة ال

وانندة/ملةم ,ننروتان ,انمننا ,لةننح ال عالاننة  48.7

( 41.8-10.4النوعانننننة لببانننننة العنننننزاا ,نننننان)

 وادة/ملةم ,روتان.
 

ة الكميزززززة لعززززززلات العائلزززززة ( الغربلززززز0الجزززززدول ) 

 اميليز. –المنتجة للألفا  العصوية

 الفعالية النوعية )وحدة/ملغم بروتين( رمز العزلة

H14 

H24 

H17 

H18 

H27 

48.70 

41.8 

34.80 

33.0 

10.4 
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(: الغربلة الكمية للعززلات الكفز ة للعائلزة 3الشكل )

 أميليز –العصوية المنتجة  للألفا 

 

-تشزززخيص العززززلات الكفززز ة المنتجزززة لانززززيم الفزززا

 اميليز:

( 7توضننننننط النتننننننائا المبناننننننة فنننننن  الينننننندول )

وية ال حوصاا المي رية واارتباراا الكامواا

امالاز و لح النتنائا -ية اتزيم ال اتللعزاا المن

تعنو  النى البكتارينا  H14المستحصلة ا  العزلة 

H14 B.licheniformis   
 

( الإختبارات المجورية و الكيموحيوية 3الجدول )

 .Bacillus spللعزلات المحلية العائدة لبكتيريا 

المنتخبة من عمليتي الغربلة النوعية و الكمية 

أميليز و تبعاً للمفتاح المبسط  –نتجة لأنزيم ألفا الم

 .[13](1983( و جماعته )parryلـ )

 
 )+(نتيجة موجبة 
 (نتيجة سالبة-)  

 

 H14 B.licheniformisتحسين انتاجيزة العزلزة 

 باستخدام التطفير الفيزيائي والكيميائي:

 

تحديززد المززدة الزمنيززة المثلززى للتطفيززر بالاشززعة 

 فوق البنفسجية:

 رس تنننننننننأنار مننننننننند  زمنانننننننننة ماتل نننننننننة      

( ناتانننننننة لتعنننننننري  البكتارينننننننا 20,15,10,5)

B.licheniformis H14  النننى ااشنننعة فنننوق

تننننناتوماتر  253.7البن سنننننياة , نننننول منننننوج  

ناتاننة كوت ننا المنندة المنااننبة  10وارتاننرا المنندة 

وعننننندا الابينننننا  %90اع نننننا  تسنننننبة قتنننننل 

 H14الماتننننننننارة ربيننننننننا طننننننننافرة للعزلننننننننة 

B.licheniformis   اع نننننا  تسنننننبة قتنننننل

. أ رلنح المسنتعمراا ال نافرة لعملاتنن  92.5%

الةر,لة النوعاة )شبب الكماة( والثاتوينة )الكمانة( 

امالاننز -ارتاننار العزلننة ااك ننأ علننى اتتننان ال ننا

  B.licheniformisواز نرا العزلنة ال نافرة 

امالاننز قاااننا  -ك ننا ة عالاننة فنن  اتتننان اتننزيم ال ننا

( Z/Gفكاتنننح تسنننبة تحلنننل ) ,العزلنننة ااصنننلاة

( و,لةح ال عالاة النوعاة لبتنزيم المننتا 7.6ل ا)

وادة/ملةم ,روتان  وكمنا موضنط 102.10من ا 

 (. 1( و) 4ف  اليدولان )
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 .B(: الغربلة شبه الكمية لعزلات  4الجدول ) 

licheniformis H14  الطافرة المنتجة لأنزيم

 البنفسجية.اميليزبعد تعري وا للاشعة فوق  –الفا 
 Z / Gالنسبة رمز العزلة

HM1 

HM2 

HM3 

HM4 

HM5 

HM6 

HM7 

HM8 

HM9 

HM10 

HM11 

HM12 

HM13 

HM14 

HM15 

3.37 

5.0 

4.14 

3.12 

3.71 

3.0 

6.0 

5.0 

5.0 

5.0 

4.66 

5.5 

6.0 

7.6 

5.4 

  ك ا  العزاا الم  رة  اتتان (Z / G)النسبب  

 امالاز.-ال ا

:Z   )ق ر ال الة المتكوتة )ملم. 

G: .)ق ر المستعمرة البكتارية )ملم 
 

 .B(: الغربلززززة الكميززززة لعزززززلات  5الجززززدول ) 

licheniformis H14  الطزافرة المنتجزة للألفزا– 

 .فوق البنفسجية ةشعلأبعد تعري وا ل اميليز

 رمز العزلة
ال عالاة النوعاة 
 )وادة/ملةم ,روتان(

HM1 

HM2 

HM3 

HM4 

HM5 

HM6 

HM7 

HM8 

HM9 

HM10 

HM11 

HM12 

HM13 

HM14 

HM15 

45.73 

77.58 

71.35 

44.55 

45.97 

37.12 

43.51 

75.50 

79.20 

87.00 

86.20 

87.00 

71.25 

102.10 

69.61 

 

ا  تننأنار ااشننعة فننوق البن سننياة يكننو  ,شننكل 

( DNAمباشننننر فنننن  المننننا ة الوراناننننة للالاننننة )

Deoxyribnucleicacid  مسنننببا  قتنننل الابينننا

عنند البريمانندين تتايننة انندود از وان ننننائ  لبوا

)الثايمان( والنذا يمكنن اصنباب ,واناطة تظناس 

المع ننوب  DNAال ننو  والظننبس اصننب  ال

وعنننند عننندس اصنننب  هنننذا الع ننن) فننن  اشنننرطة 

ف ذا ية ا الى منوا الالانة واصنول  DNA ال

 . [12]البتل للابيا المعاملة

تحديززززززززد المززززززززدة الزمنيززززززززة المثلززززززززى للتطفيززززززززر 

 400دين وبتركيزززززززززززززززززززز )يزززززززززززززززززززبالنايتروزوكوان

 تر(: يمايكروغرام/مليل

 رس تننننننننننننننننأنار الم  ننننننننننننننننر الكاماننننننننننننننننائ  

النايتروزوكواتانننننننننننننننننننننننندين و,تركاننننننننننننننننننننننننز 

و,منننند  زمناننننة  [14]مننننايكرورراس/ملالاتر400

( اننناعة. 1.5,1.0,0.5ماتل نننة ترواانننح ,نننان )

واز را الدرااة ا  اف ل مند  زمنانة اجنرا  

 B.licheniformisعملاننة الت  اننر لبكتاريننا 

H14 واادة من المعاملة  كاتح ,عد مرور ااعة

والحصننول  %90اذ كاتننح تسننبة البتننل للابيننا 

على ربينا طنافرة تحنح هنذ  الظنروف. أ رلنح 

اتنننن  الةر,لننننة لهننننذ  المسننننتعمراا ال ننننافرة لعم

النوعاة )شبب الكماة( والثاتوية )الكماة( ارتبنار 

امالانننز وتمانننزا -العزلنننة ااك نننأ فننن  اتتنننان ال نننا

 B.licheniformis H14العزلننننة ال ننننافرة 

كوت نننا اارنننزر اتتاجنننا  قااانننا  ,العزلنننة ااصنننلاة 

( و,لةنننح 7.5( ل نننا)Z/Gفكاتنننح تسنننبة تحلنننل )

 100.94ال عالاننة النوعاننة لبتننزيم المنننتا من ننا 

وانندة/ملةم ,ننروتان وكمننا موضننط فنن  الينندولان 

ا  تنننننننننأنار الم  نننننننننر الكامانننننننننائ  (. 3( و)0)

النايتروزوكواتانندين يكننو  عننن طرينن  انندود 

 Transition Mutationب( ط رة تحول)اتبب

خ  ATالنى GCللبواعد النايتروجاناة من الننوو  

ومنن  DNAفن  شنريج ال  GCالى ATوكذلك

 .[10]نم ادود ال  رة
 

 .B  ( الغـربـلززـة شززبه الكميززة للعزززلات6الجززدول)

licheniformis H14  الطززافرة المنتجززة لأنزززيم

اميليززززز بعززززد تعري ززززوا للمطفززززر الكيميززززائي  -الفززززا

 غززرام/ مززايكرو  400النايتروزوكوانيززدين بتركيززز 

 مليليتر وبمدد زمنية مختلفة.

 Z / Gالنسبة رمز العزلة

HM1 

HM2 

HM3 

HM4 

HM5 

HM6 

HM7 

HM8 

HM9 

HM10 

3.12 

3.37 

5.5 

7.5 

3.33 

1.56 

6.0 

5.0 

5.0 

3.33 

  ك ا   العزاا الم  رة اتتان  ( Z / G)النسبب 

 امالاز .–ال ا 

:Z  .)ق ر ال الة المتكوتة )ملم 

G : .)ق ر المستعمرة البكتارية )ملم 
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 .B(: الغربلززززة الكميززززة لعزززززلات  7الجززززدول ) 

licheniformis H14  الطززافرة المنتجززة لأنزززيم

اميليزززز بعزززد تعري زززوا للمطفزززر الكيميزززائي  –ألفزززا 

 ميكروغززززرام 400كوانيززززدين بتركيززززز النايتروزو

 /مليليتر وبمدد زمنية مختلفة.

 رمز العزلة
ال عالاة النوعاة 

 )وادة/ملةم ,روتان(
HM1 

HM2 

HM3 

HM4 

HM5 

HM6 

HM7 

HM8 

HM9 

HM10 

39.16 

46.64 

80.06 

100.94 

45.47 

21.46 

88.41 

71.01 

73.09 

43.85 

 
 البيئية المثلى لانتاج الانزيم: تعيين الظروف

 حديد المصدر الكربوني الامثل لانتاج الانزيم:ت

أاننننتادمح عشننننرة مصننننا ر كر,وتاننننة لدرااننننة 

 %1امالانز و,تركانز -تأنارها ف  اتتان اتزيم ال ا

لكننل مصنندر واز ننرا النتننائا ا  ااتننوا  واننج 

ااتتننننان علننننى المصنننندر الكر,ننننوت  النشننننأ هننننو 

ااف ننننل فنننن  اتتننننان ااتننننزيم لكلتننننا العننننزلتان 

 B.licheniformisن المحلاتننننان ال ننننافرتا

HM14 وB.licheniformis HM4  اذ ,لةنننح

واندة/ملةم  99.5و100.94ال عالاة النوعاة ل ما

,ننروتان ,وجننو  النشننا  مصنندرا  واانندا  للكر,ننو  

 (. 4وعلى التوال  وكما موضط ف  الشكل )
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(: تززأثير مصززادر كاربونيززة مختلفززة فززي 4الشززكل )

ليتززززين أميليززززز مززززن العزززززلتين المح –انتززززاج الفززززا 

 .B و  B.licheniformis HM14 الطزافرتين

licheniformis HM4 ( 1وبتركيز%. ) 
A: Strach  F: Fructose 

B: Glucose  G: Lactose 

C: Maltose  H: Mannitol 

D: Glycerol  I: Sorbitol 

E: Galactose           J: Sucrose 

اذ ا   [15]هذ  النتاية جا ا مشنا,ب لمنا ذكنر و

ر كر,ننوت  اتتننان اامالاننزاا مننن اف ننل مصنند

وأضنال النشنأ هو النشنأ.  .Bacillussp,كتاريا 

الننى الواننج ااتتنناج  ,تراكاننز ماتل ننة ,وصنن ب 

انز منن العنزلتان لاما-مصدرا  كر,وتاا  اتتان ال نا

 B.licheniformisالمحلاتننننان ال ننننافرتان 

HM14 وB.licheniformis HM4   .

اذ  %1.5ولنننوان ا  اف نننل تركانننز للنشنننأكا  

,لةننننح ال عالاننننة النوعاننننة للعننننزلتان المحلاتننننان 

وانننننننندة/ملةم  104.42و  91.89ال ننننننننافرتان 

,روتان وعلى التنوال  وكمنا موضنط فن  الشنكل 

(1. ) 

 

 
 –(: تحديد تركيز النشأ الأمثل لأنتاج الفزا 5الشكل )

أميليززززززز مززززززن العزززززززلتين المحليتززززززين الطززززززافرتين 

licheniformisHM14  B.   و 
    B. licheniformisHM4. 
 

تحديزززد المصزززدر النزززايتروجيني الامثزززل لانتزززاج  

 الانزيم:

أرتارا مصا ر تتروجاناة ع وية واع وية 

امالانز  -عدة لتحديد تأنارهنا فن  اتتنان اتنزيم ال نا

منننننننننن العننننننننننزلتان المحلاتننننننننننان ال ننننننننننافرتان 

B.licheniformis HM14 و

B.licheniformis HM4 هننننذ   وأضننننا ح

الننى الواننج ااتتنناج .  %0.7المصننا ر ,تركاننز 

أز نرا النتنائا ا  الببتننو  هنو ااك ننأ فن  اتتننان 

د منننن  مصننننا ر النننننايتروجان -ال ننننا امالاننننز قاااننننا

و  96.07الع ننوية خ اذ ,لةننح ال عالاننة النوعاننة 

وانننندة/ملةم ,ننننروتان للعننننزلتان علننننى  111.38

 .(6)التوال  وكما موضط ف  الشكل 
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تأثير مصزادر نايتروجينيزة مختلفزة فزي  (:6الشكل )

أميليزززز مزززن العـزلتزززـين المحـلزززـيتين  –انتزززاج ألفزززا 

 .B و     B.licheniformisHM14الطـافـرتين 

licheniformisHM4 (0.7وبتركيز%.) 
 

A: مستخلص اللحم        G: كبريتات الأمونيوم 
B: الببتون  H: خلاصة الخميرة 
C:  الجلاتين  I: الكازائين                                  
D: نترات الصوديوم J: منترات البوتاسيو  

E:  اليوريا K: خلاصة الخميرة + الببتون  

F: التربتون 
 

,ننأ   [16]وهننذا مااكدتننب الدرااننة التنن  قنناس , ننا

الببتننننو  مننننن اف ننننل المصننننا ر النايتروجاناننننة 

الع ننننوية اتننننب يحننننافن علننننى نبنننناا تراكاننننز 

فنن  واننج ااتتننان. واجننل المكوتنناا الموجننو ة 

تحديد التركاز اامثل للببتو  اضال الى الوانج 

ااتتاج  ,تراكاز ماتل ة ,وص ب مصندرا  وااندا  

امالاننز مننن العننزلتان  -للنننايتروجان اتتننان ال ننا

المحلاتننننننننننننننننننننننننننننننننننان ال ننننننننننننننننننننننننننننننننننافرتان 

B.licheniformisHM14  و

B.licheniformis HM4  ولننوان ا  اف ننل

,لةنننح ال عالانننة اذ  %1.5تركانننز للببتنننو  كنننا  

 104.42النوعاة للعزلتان المحلاتنان ال نافرتان 

وانندة/ملةم ,ننروتان وعلننى التننوال    118.35و 

(. ا  الزينننننا ة 7وكمنننننا موضنننننط فننننن  الشنننننكل )

المتدرجة ف  تركاز الببتو  ف  الواج ااتتناج  

قا,لت نننا زينننا ة فننن  ال عالانننة ااتزيمانننة خ وهنننذ  

 [17]النتاينننننة جنننننا ا م ا,بنننننة مننننن  مننننناذكر  

جماعتننب. لبنند اشننارا اا ,انناا العلماننة ا  اهننم و

لازاا من الأاانا  المي رينة اعاملان لإتتان الأم

همننننننننا  المصنننننننندر الكر,ننننننننوت    والمصنننننننندر 

الننننايتروجان  واعلنننى اتتاجانننة للأمبلانننزاا منننن 

أمكنننننن الحصنننننول  B.licheniformis,كترينننننا 

فن  الوانج  C/Nعلا ا عندما تكنو  النسنبة ,نان 

 .[16](1.2ااتتاج  ه  )
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 – 0.3(: تززأثير تراكيززز مختلفززة للببتززون )7الشززكل )

اميليزززز مزززن العززززلتين  –(% فزززي انتزززاج الفزززا 2.0

 .Bالمحــلزززززززززززـيتين الطــــــافـــزززززززززززـرتين  

licheniformis HM14     و. B. 

licheniformis HM4 
 

تعيززززين درجززززة الحززززرارة المثلززززى فززززي إنتاجيززززة 

 الأنزيم: 

اتتنان  رس تأنارمدا منن  رجناا الحنرارة فن  

ز و,انننننح النتننننائا ا   رجننننة اننننأمال -اأتننننزيم ال نننن

هننن  الأف نننل لإتتنننان ااتنننزيم إذ  oس12الحنننرارة 

,لةنننننح ال عالانننننة النوعانننننة للأتنننننزيم للعنننننزلتان 

 B.licheniformis المحلاتننننان ال ننننافرتان 

HM4,  B.licheniformis HM14  

وادة/ ملةم ,نروتان وعلنى  101.27و 110.22

(  هذ  النتاية 2)التوال  وكما موضط ف  الشكل

اان  ااظنوا  [17,15]ا م ا,بة لما ذكر  جا

أ  اف ننل  رجننة اراريننة لأتتننان اامالاننز مننن 

 . 50Cهو  .Bacillus sp,كتريا 
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 - 40(: تززأثير درجززات حراريززة مختلفززة )8الشززكل )

اميليزززز مـزززـن العزلتـيـزززـن  –فزززي انتزززاج الفزززا  o(م65

 .Bالمحـزززززززززززززـليتين  الطافـزززززززززززززـرتين   

licheniformisHM14   و B. 

licheniformisHM4. 

 

تحديزززززد الزززززرقم الويزززززدروجيني الأمثزززززل لإنتزززززاج 

 الانزيم: 

ال نننافرتان  أرتبنننرا قا,لانننة العنننزلتان المحلاتنننان
B.licheniformis HM4    , 

B.licheniformisHM14 لاز اأم -على اتتان ال ا
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,ااننتاداس الواننج الإتتنناج  ,أرقنناس هادروجاناننة 

أف نننننل رقنننننم  ا ا ماتل نننننة واز نننننرا النتنننننائ

( إذ ,لةنننح ال عالانننة 1هاننندروجان  لاتتنننان هنننو)

 111.72التوعاة للعزلتان المحلاتنان ال نافرتان 

وادة/ ملةم ,نروتان  وعلنى التنوال   100.10و 

(   لبند عرفنح ,كترينا 0وكما موضط ف  الشكل)

العائلننة العصننرية ,با,لات ننا علننى النمننو فنن  ارقنناس 

ريبننا   وا  ( تب11-7هادروجاناننة متنوعننة ,ننان )

لاننزاا يكننو  ضننمن انندو  الننرقم اإتتاج ننا للأم

 ال ادروجان  الأمثل لنموها. 
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(: تزززززأثير قزززززيم مختلفزززززة مزززززن الزززززرقم 9الشزززززكل )

اميليززز مززن  –( فززي انتززاج الفززا 9-4الويززدروجيني )

 .Bالعزززززززززلتين المحليتززززززززين الطززززززززافرتين   
licheniformisHM14    و B. 

licheniformisHM4. 
 

أمالانننز منننن اجنننناس  –ن ال نننا ا  إتتنننا وانإذ لننن

ية الماتل ننننة يكننننو  عننننند قننننام والعائلننننة العصنننن

ممنننا يننندل ؛ ( 11-7هادروجانانننة تتنننراو  منننن )

 نعلى إمنتب  أتنواو هنذا الينن  مندا واان  من

م ال انننننننننندروجان  للنمننننننننننو واتتننننننننننان رقالنننننننننن

 .  [18,15]الأتزيم

 
تحديزززد التركيزززز الأمثزززل لكلوريزززد الكالسزززيوم لإنتزززاج 

 الأنزيم: 

كاننز ماتل ننة مننن كلورينند الكالسنناوس أاننتعملح ترا

لاننز مننن اأم -لتحدينند التركاننز الأمثننل لإتتننان ال ننا

العننننننننننننننننزلتان المحلاتننننننننننننننننان ال ننننننننننننننننافرتان 

B.licheniformis HM4, B.licheniformis 

HM14  واز ننننرا النتننننائا ا  ااتننننوا  واننننج

هو الأف نل لإتتنان  %2.20الإتتان على تركاز 

م منننن الأتنننزيم إذ ,لةنننح ال عالانننة النوعانننة للأتنننزي

و  120.34العننننننزلتان المحلاتننننننان ال ننننننافرتان 

واننند/ ملةنننم ,نننروتان وعلنننى التنننوال   110.34

 ( . 12وكما موضط ف  الشكل)
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(: تحديد تركيز كلوريد الكالسيوم الأمثل 10الشكل )

اميليزززز مزززن العززززلتين المحــلزززـيتين  –لانتزززاج الفزززا 

 الطــافـرتين  
 licheniformisHM14               B. و    B. 

licheniformisHM4. 

 

ان اي نننا  منننن النتنننائا اعنننب  ا  ال عالانننة وولننن

الأتزيماننة تننز ا  تنندريياا  ,زيننا ة تركاننز كلورينند 

الكالسنناوس فنن  الواننج ااتتنناج   وتنننا   عننند 

التراكاز العالاة وهذ  النتاية جا ا متوافبنة من  

. ا  اضافة ايوتاا الكالسناوس ننائانة [17]ماذكر 

الننى الواننج تعنند مح ننزاا او  (Ca+2)التكننافة 

منشنن اا للعدينند مننن الأااننا  المي ريننة المنتيننة 

   .لازاللأتزيماا ورصوصا  أتزيماا الأم
 

 تحديد مدة الح انة المثلى لإنتاج الأنزيم: 

امالانز منن العنزلتان  -تم متا,عنة إتتنان أتنزيم ال نا

 B.licheniformisالمحلاتننننان ال ننننافرتان 

HM4, B.licheniformis HM14    فن  مند

زمناة ماتل ة . واز را النتائا ا  اف ل إتتنان 

ذ ,لةنح اااعة منن الح نن  30للأتزيم كا  ,عد 

ال عالاننة النوعاننة للعننزلتان المحلاتننان ال ننافرتان 

/ ملةم ,نروتان وعلنى ةواد101.27و  111.72

(. وارتل نح 11الشكل) ط ف ضالتوال   وكما مو

لإتتننان  الأ ,انناا العلماننة فنن  تحدينند المنندة المثلننى

أمالاننز مننن الأااننا  المي ريننة  فبنند  -أتننزيم ال ننا

انننناعة لبكتريننننا  12,نننن  [17]انننند ها كننننل مننننن

Bacillus sp. انمنننا اننند ا المننندة الزمنانننة,  

امالاننننننننننز مننننننننننن ,كتريننننننننننا  -لإتتننننننننننان ال ننننننننننا

B.licheniformis (أيننننننناس وكمنننننننا 1-7منننننننن )

 . [19]ذكر 
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اميليززززز مززززن  –(: تطززززور انتززززاج الفززززا 11الشززززكل )

 تينالطزززززززززززززززززافر تزززززززززززززززززين ليالعززززززززززززززززززلتين المح

B.licheniformis HM14  و B. 

licheniformis HM4. 
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Improvement of thermostable productivity α-amylase from 

local isolate Bacillus licheniformis H14. 
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*University of Baghdad /College of Science / Department of Biotechnology  

  
Abstract: 
    (28)Bacterial local isolates of Bacillus sp. were obtained from soil samples. 

Isolates were tested for thermostable alpha- amylase production on solid media; 

fifteen isolates were able to develop clear zone around the bacterial growth after 

floating the plates with iodine reagent (Lugol's solution). There were further tested in 

submerged culture which led to selection of Bacillus sp. H14since it was the most 

efficient .Microbial and biochemical tests showed that the local isolate Bacillus 

sp.H14was refered to the species B.licheniformis that signed as H14 was refered to the 

species B.licheniformis H14 .,To get ahigher yield of alpha – amylase(48.70unit/mg 

protein) production from the local isolate B.licheniformis H14 . This study used 

different mutation ways such as physical way by using the physical mutagen 

(ultraviolet light) and chemical way by using the chemical mutagen 

(nitrosoguanidine). Physical mutation results showed that the local isolate 

B.licheniformis HM14 get higher yield of alpha – amylase production(102.10 unit/mg 

protein) according to killing percentage (90%) while the chemical mutation results 

showed that the local isolate B.licheniformis HM4 get higher yield of alpha –amylase 

production(100.94 unit/mg protein) from the two mutant local isolates (HM14 and 

HM4)were the best carbon source starch (1.5%), peptone (1.5%) as nitrogen source, 

calcium chloride (0.02%), sodium chloride (0.05%), magnicium phosphate (0.05%), 

sodium di –hydrogen phosphate (0.16%), at initial pH (5) and inoculum size 1*108 

cfu/ml at (50C) For (72) hours, using shaking incubator at (150) rpm. 

 

 

 

 

 

 

 

 


