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لانتاج انزیم سایتوسین دي امینیز من البكتریا تحدید الظروف المثلى 

Esherichia coli  
  

  

  انوار حسني ،اسماعیل یاسین ، عائشة مهنا محمد ، صفاء عبد لطیف المعیني * 

  معهد الهندسة الوراثیة والتقنیات الاحیائیة * 

  جامعة بغدادكلیة التربیة ابن الهیثم قسم الكیمیاء ،

  

   ةالخلاص

من المرضى المصابین بالاسهال لغـرض تحدیـد قابلیـة  Esherichia coli وتوصیف بكتریاتضمنت الدراسة عزل 

  .هذه العزلات على انتاج انزیم السایتوسین دي امینیز 

تبایناً في قابلیتها على انتاج انزیم السایتوسین دي امینیز وكانت العزلـة  E. coli بكتریااظهرت ثماني عزلات من 

E. coli E33  عنــد ) ملغـرام بــروتین / وحــدة 4.920(،الاكفـأ فــي انتاجهـا للانــزیم اذ بلغـت قیمــة الفعالیـة النوعیــة للانـزیم

ـا علـــى الوســـط الحـــاوي علـــى  ــد رقـــم % 3كلیســـرول و % 1تنمیتهــ ـــى التـــوالي وعنـ ـاربوني ونـــایتروجیني عل ــدر كــ ببتـــون مصـ

  . 8الامثل هیدروجیني 

اظهـرت النتـائج .  E. coli E33درست الظروف المزرعیـة المثلـى لانتاج انزیم السایتوســین دي امینیـز مـن العزلــة 

عنـد تنمیتهـا فـي الوسـط ) ملغرام بـروتین /وحدة 5.28( اذ بلغت قیمة الفعالیة النوعیة ،نزیم بأن العزلة اعطت أعلى انتاج للا

وعنـد حضـنها بدرجـة   8وبـرقم هیـدروجیني  ،%  0.2وخلاصـة الخمیـرة بتركیـز ،% 3وببتـون ،% 1الحـاوي علـى الكلوكـوز 

  .ساعة  24م مدة  37حرارة 

  

  ةالمقدم

المصـنعة للقواعـد النتروجینیـة او النیوكلیوسـیدات أو النیوكلیوتیـدات بصـورة واسـعة ت المشتقات او المشابهات لمعاست

ـة دور النیوكلیوتیــدات لاماعففــي الماضــي اعتمــدت معظــم هــذهِ الاســت.فــي العلــوم الطبیــة  ــات لأت علــى حقیقـ ـا أحــد مكونـ نهـ

فرهـا بصـورة مسـتمرة ابریمـدین التـي یجـب تو وبذلك تحتاج الى المصادر الأولیة مـن نیوكلیوتیـد البیـورین وال، الاحماض النوویة 

ـدیل فــي الحلقـة غیــر المتجانســة للقاعــدة النتروجینیــة او لمعثـم اســت) . 1( ت مشــتقات او مشــابهات حـدث فیهــا تحــویر او تبـ

بحیـث تعمـل علـى حـث تـأثیرات سـمیة عنـد أنـدماج هـذهِ المشـابهات فــي ، للسـكر لغـرض الحصـول علـى تثبـیط لنمـو الخلایـا 

ـد مـن هـذهِ او . لخلویـة المختلفـة المكونـات ا تثبـیط مـن هــذهِ المشـابهات أو الأدویـة علـى فعالیــات للتـاثیرات هــي نتیجـة ان العدیـ

ندماج المركبات الوسـطیة للـدواء فـي الاحمـاض النوویـة بحیـث تـؤدي الـى لأأنزیمیة ضروریة لبناء الحامض النووي أو نتیجة 

  .وریة لنقل المعلومات الوراثیة بصورة صحیحةاختلاف في تسلسل وأزدواج النیوكلیوتیدات الضر 

ا بعملیـة مركزیــة هـي التكـوین والبنــاء الحیـوي       للنیوكلیوتیـدات الرایبوزیــة ) Biosynthesis(اشـتركت جمیـع انــواع الخلایـ

أیضـاً وتعـد مـن الأمـور المهمـة ، وذلك لأن هذه الجزیئات هـي المصـدر المباشـر للأحمـاض النوویـة ، والنیوكلوكسي رایبوزیة 

الذي یحفز أزالـة مجموعـة ، ومن هذه الانزیمات انزیم السایتوسین دي أمینیز.في عملیة تكوین قواعدها البیورینیة والبریمدینیة 

  ویوجد هذا الانزیم في البكتریا ، لأمین من السایتوسین محولاً إیاه الى الیوراسیل والأمونیا ا
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اهمیة انزیم وتكمن ، )2(والفطریات الذي له دور رئیس في مسار تعویض البریمیدین ولكنها غیر موجودة في خلایا الثدیات 

 -5 وذلـك مـن خـلال ازالـة مجموعـة الأمـین مــن، السایتوسـین دي أمینیـز فـي العـلاج الجینـي لـبعض انـواع الأورام السـرطانیة 

ـا الــى ) Fluorocytosine-5(       فلــورو سایتوســین التـــي هــي المـــادة ) Fluorouracil-5(فلـــورو یوراســیل  -5وتحویلهــ

نهـا مـن الاحیـاء المجهریـة المنتشـرة بشـكل في انتاج هذا الانزیم لأ E.coli البكتریات یر اخت، )4;3(الفعالة المضادة للسرطان 

ة تنمیتهـا ، واسع مما یسهل عملیة الحصول علیها  كمـا ان لهـا القابلیـة ، ولانحتاج الى اوساط غذائیة معقدة مما یسـهل عملیـ

هـذا الانـزیم فـي مختلـف الكائنـات الحیـة نظـراً لاهمیـة هنـاك العدیـد مـن الدراسـات حـول علماً ان  ، على ان تنمو بشكل كثیف

  .الانزیم في معالجة الاورام السرطانیة 

  

  طرائق العمل

   وتشخیصها E.coli عزل بكتریا :اولاً 

ـا  توشخصــ تعزلــ وفــق المراجـــع  علــى  ســنة وشخصـــت 4 – 2مـــن المرضــى المصــابین بالاســـهال بعمــر   E.coliبكتریـ

  )  6،  5( من قبل لت معستتي االمعتمدة بالطرائق ال

  أنزیم سایتوسین دي أمینیز على انتاج E.coli عزلاتاختبار قابلیة : ثانیاً 

  )  9،  8،  7( من  توصفتي اعتمدت الطرائق ال

  التنشیط وانتاج اللقاح .1

ـةاللقـاح التنشــیط وانتــاج وســط  لمعاسـت   فوســفات البوتاســیوم ثنائیــة % 1، كلیسـرول % 1، ببتــون % 3مــن  ( اذابـ

ملیلتـر مـن المـاء  25في  ، )كلورید المغنسیوم% 0.01، كلورید الصودیوم % 0.3، مستخلص الخمیرة %0.6، الهیدروجین 

عقـم فـي ثـم ، ) عیـاري NaOH )0.1بوساطة محلـول  8عدل الرقم الهیدروجیني الى ، ملیلتر  250المقطر في دورق سعة 

راد اختبـار تـي یـال) Loop(بوسـاطة ناقـل العـروة  E.coliلقح الوسـط بعـزلات بكتریـا . دقیقة 15مْ مدة  121المؤصدة بدرجة 

  . ساعة 24مدة لمْ و  37 حرارة دقیقة ودرجة/دورة 200وحضن بحاضنة هزازة  بسرعة  هكل عزلة على حد

  

  انتاج الكتلة الحیویة . 2

ـاج ملیلتـر مــن وسـط 100لقـح    ) اعــلاه  (مـن اللقـاح المحضــر فـي الفقـرة% 10بنســبة المحضـر اللقـاح  التنشـیط وانتـ

بوسـاطة  8وعـدل الـرقم الهیـدروجیني الـى راد اختبارها لانتاج انـزیم سایتوسـین دي امینیـز تي یال E.coliلكل عزلة من بكتریا 

ت الخلایا نبذُ  .ساعة  24مْ مدة 37جة دقیقة ودر /دورة 200وحضن بحاضنة هزازة بسرعة ، ) عیاري NaOH )0.1محلول 

ة بالمنبـذة بسـرعة  ة مـدة /دورة 9000البكتیریـة النامیـ ة بدرجـة  15دقیقـ مْ اهمـل الراشـح وغسـلت الخلایـا المترسـبة مــرتین 4دقیقـ

  .)  M NaCl , pH=8 0.15(  الفسیولوجيبالمحلول 

  تكسیر الخلایا بالامواج فوق الصوتیة . 3

ـا    ـة بعــد عأخــذ راســب الخلایــ ــق الراســب بمحلــول البكتیریـ ــفتدارىء ملیـــة الغســل وعلـ رقـــم  يمــولاري ذ 0.05 الفوسـ

ـازج ، ) خلایــا رطبـة غـرام 1ملیلتــر مـن المحلـول لكــل  0.3 ( بنسـبة 8هیـدروجیني  ـا ) Vortex( اسـتعمل المـ لتعلیــق الخلایــ

    .وتهیئتهـا لعملیـة التكسیر

للكسـر وشـغل الجهـاز بطاقتـه القصـوى ) Sonic disintegrater Ultra (اسـتخدم جهـاز الموجـات فـوق الصـوتیة اذ       

ة مـدة /ذبذبـة  19.5بتسـلیط  ـة فـي حمــام ثلجـي بدرجـة  30ثانیــ ـا الـى قنینــة  ،لتكســیر الخلایـا، مْ  4ثانیـ إذ نقــل عـالق الخلایـ

  صغیرة وضعت في وعاء حاو على قطع ثلج وغمر بمجس الامواج فوق الصوتیة بعد غسله وتعقیمه بالكحول و ترك 
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یجف و غمر هذا المجس الى عمق مناسب داخل الوعاء الحاوي علـى عـالق الخلایـا المهیئـة كـررت هـذه العملیـة ثمـاني ل مدة

مْ وكـذلك ارتفـاع درجـة حـرارة المجـس 4مرات مع اوقات توقف مدة دقیقة الى دقیقتین لتلافي ارتفـاع درجـة حـرارة المـزیج علـى 

ـیر  ــا وفحصــت مجهریــاً للت ثــم اخــذت قطــرة مــن، )  7،  9( المســتخدم للتكسـ ـا  ثبــتعــالق الخلایـ ـیر الكلــي للخلایــ مــن التكسـ

ـة/دورة 9000(بــذ بالمنبــذة بســـرعة نُ . البكتیریــة  ة بدرجــة  15مــدة ) دقیقـ ـام 4دقیقـــ مْ لغــرض الحصـــول علــى المســتخلص الخــ

  .اجریت علیه اختبارات قیاس فعالیة انزیم السایتوسین دي أمینیز ،

  ن دي أمینیزقیاس فعالیة انزیم السایتوسی. 4

علـى و ،  ) 27،  8( قدرت فعالیة انـزیم سایتوسـین دي أمینیـز بالنظـام نفسـه الـذي تـم فیـه قیـاس الفعالیـة مـن قبـل   

  -: یةتوفق المعادلة الا

  

  الحجم الكلي لوسط التفاعل                                        

ـــــ   ) =  ملیلتر/وحدة(الفعالیة الانزیمیة ــــ ـــ ــــ ـــ ــــ   میل× ـــ

                                              8.223  ×1  ×0.4   

  :اذ ان 

  ) .سم(مسار الضوء :  1     

  .mM-1.CM-1معامل الحیود المولاري للسایتوسین :  8.223

  ) .لیلترم(حجم محلول الانزیم المضاف :  0.4   

  . ) 8 (هي كمیة السایتوسین المزال منه الامین بالمایكرومول خلال دقیقة ولكل ملغرام بروتین :  وحدة الفعالیة 

  لأنتاج انزیم السایتوسین دي أمینیز  E.coliتحدید الظروف المثلى للبكتریا : ثانیاً 

تـم تحدیـد الظـروف التغذویـة والفیزیائیـة المثلـى فــي  السایتوسـین دي أمینیـزبعـد تحدیـد العزلـة الاكفـأ فـي انتـاج انـزیم   

  .انتاج هذا الانزیم 

  السایتوسین دي أمینیزتحدید مصدر الكاربون الامثل لانتاج انزیم  .1

واستبدل المصدر الكـاربوني الكلیسـرول بمصـادر كاربونیـه وكـلاً ،  ملیلتر من وسط انتاج الكتلة الحیویة 100رحض  

ـنات الصــودیوم ، % 34ســترات الصــودیوم ، % 0.88نشــأ، % 0.93ســكروز ، % 0.98كلوكــوز (علـى حــدة  % 1.6سكسـ

ـات الصــودیوم ، معاملــة الســیطرة بـــدون أي و (،  )%2.18اوكـــزالات الصــودیوم ،% 1.88ترتــرات الصــودیوم ،% 1.12فورمـ

قیقـة امـا السـكریات فـتم د 15مْ مـدة 121تم التعقیم في المؤصـدة بدرجـة  )8(وعدل الرقم الهیدروجیني الى ) مصدر كاربوني 

 200مْ فـي حاضـنة هـزازة 37وحضـن بدرجـة % 10بنسـبة اللقاح المحضـر لقحت الاوساط ب. المرشحات  المعتعقیمها باست

ة مـدة /دورة 9000بـذت الاوسـاط كلاًعلـى حـدة بسـرعة نُ ، سـاعة بعـد انتهـاء مـدة الحضـن  24دقیقة مدة /دورة دقیقـة  15دقیقـ

  .في طرائق العمل الخطوات المذكورة یة بق یتمْ بعد ذلك اجر 4بدرجة 

  السایتوسین دي أمینیزتحدید مصدر النایتروجین الامثل لانتاج انزیم .2

ـة 100حضـر    أفضــل مصـددر كـاربوني واســتبدل % 1مـع اعتمـاد الكلوكـوز ، ملیلتـر مـن وســط انتـاج الكتلـة الحیویـ

،  % 1و% 3مسـتخلص اللحـم ،  %1و % 3الببتـون  المصدر النایتروجیني بمصادر نایتروجینیة اخرى كلاً على حـدة هـي

ـا ، % 1مســتخلص الخمیــرة  ـبارتك ، % 1یوریـ ســترات الامونیـــوم ، % 1ومصـــادر اخــرى غیــر عضــویة هـــي حــامض الاسـ

(NH4)3-Citrate 1 %، كبریتـات الامونیــوم(NH4)3SO4 1 % وكلوریـد الامونیــومNH4Cl 1 % ، مــن معاملـة ســیطرة

فـي الوســط % 0.6بـدل مـن % 0.2نـت نسـبة مسـتخلص الخمیـرة المضـافة فـي الوسـط هـي دون أي مصـدر نـایتروجیني  وكا

لقحـت الاوسـاط  .دقیقـة  15مْ مـدة 121وعقـم بالمؤصـدة بدرجـة  8وعدل الرقم الهیدروجیني الى ). 2ثانیا (المحضر في الفقرة

  ساعة بعد  24دقیقة مدة /دورة 200مْ في حاضنة هزازة 37وحضن بدرجة % 10بنسبة باللقاح المحضر 
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ـاء مــدة الحضــن  ـاط علــى حــدة بســرعة ، انتهـ ـة مــدة /دورة 9000نبــذت الاوسـ ة بدرجــة  15دقیقـ مْ بعــد ذلــك تــم اجــراء 4دقیقــ

ـدیر البـــروتین (، )ةالانزیمــ ةالفعالیــ قیــاس(و ، )تكســیر الخلایــا بــالامواج فــوق الصــوتیة (الخطــوات المــذكورة فــي الفقــرات  تقـ

 .)الكلي

  السایتوسین دي أمینیزتحدید الرقم الهیدروجیني الامثل لانتاج انزیم .3

% 3أفضـل مصـدر كـاربوني والببتـون % 1اعتمد الكلوكـوز اذ ،  ملیلتر من وسط انتاج الكتلة الحیویة 100ضر حُ   

ة تراوحـت بـین% 0.2ومسـتخلص الخمیـرة  بفـارق نصـف درجـة ) 9.5 – 5.5(أفضـل مصـدر نـایتروجیني وبأرقـام هایدروجینیـ

ـاط بالمؤصـدة بدرجـة ،خـر لتحدیـد الــرقم الهیـدروجیني الافضـل لأنتــاج الانـزیم الــى أمـن وسـط   15مْ مــدة  121عقمـت الاوسـ

ساعة  24دقیقة مدة /دورة 200مْ في حاضنة هزازة 37وحضن بدرجة % 10لقحت الاوساط باللقاح المحضر بنسبة ، ة دقیق

 یـتمْ بعـد ذلـك اجر 4دقیقة بدرجـة  15دقیقة مدة /دورة 9000نبذت الاوساط كلاً على حدة بسرعة ، بعد انتهاء مدة الحضن 

  .طرائق العمل الخطوات المذكورة في بقیة 

  السایتوسین دي أمینیزلحرارة المثلى لانتاج انزیم تحدید ا.4

ـة 100حضـر    ـاربوني% 3وببتــون % 1مــع اعتمـاد الكلوكــوز  ، ملیلتــر مــن وســط انتـاج الكتلــة الحیویـ  ،مصــدر كـ

ــفات البوتاســـیوم ثنائیــة الهیـــدروجین ،مصـــدر نــایتروجیني % 0.2ومســتخلص الخمیـــرة  % 0.3كلوریـــد الصـــودیوم % 1وفوسـ

النتـائج التـي ظهـرت خـلال التجـارب اعتمـاداً علـى ( )8(واعتمدا الرقم الهیـدروجیني الافضـل وهـو % 0.01وكلورید المغنسیوم 

دقیقـة لقحـت الاوسـاط باللقـاح  15باونـد لكـل انـج مربـع مـدة  15مْ وضـغط  121الاوساط بالمؤصدة بدرجة قمت وعُ  )السابقة

-30(ساعة بدرجات حراریة مختلفة تراوحـت بـین 24دقیقة مدة /دورة 200وحضن في حاضنة هزازة % 10المحضر بنسبة 

 9000بـذت الاوسـاط كـلاً علـى حـدة بسـرعة درجات حراریة مئویة من وسط لاخر بعد انتهـاء مـدة الحضـن نُ  5مْ بفارق )50

  .طرائق العمل  بقیة الخطوات المذكورة في یتاجر  و، دقیقة  15مْ مدة 4دقیقة بدرجة /دورة

   Estimation of Total Proteinتقدیر كمیة البروتین الكلي : ثالثاُ◌ً 

لتقـدیر كمیـة البــروتین فـي محلــول ) Lowry et al.,1951(ت الطریقـة الموصــوفة مـن لاوري وجماعتـه لمعاسـت  

  . E.coli بكتریاالانزیم المستخلص من 

  

  ةالنتائج والمناقش

  وتشخیصها E. coli عزل: اولاً◌ً 

عینة مجموعة من الاطفال المصـابین بمـرض الاسـهال  25من مجموع  E.coliشخصت عشر عزلات من بكتریا   

ـاد ال.  ـــرام وعصـــویة الشــــكل  صـــفاتباعتمــ ـــالبة لملـــون كـ ــت جمیــــع العـــزلات سـ ـة اذ كانـ المزرعیــــة والمظهریـــة والبایوكیمیائیـــ

)  Metallic Sheen(بریـق معـدني لمـاع  يوذ ومستعمراتها وردیة علـى وسـط مـاكونكي وقـدرتها علـى تخمیـر سـكراللاكتوز

  . (EMB)على وسط اكار أیوسین مثیل الازرق 

  تعیین الظروف المثلى لانتاج السایتوسین دي أمینیز  : ثانیاً◌ً 

   تحدید المصدر الكاربوني الامثل لانتاج السایتوسین دي أمینیز .1

وانتـاج انـزیم سایتوسـین دي امینیـز  E 33 E.coliلتنمیة عزلـة  لمعان افضل مصدر كاربوني است) 1(یبین شكل   

ه فـــي ذلــك الســـكروز، ملغــرام بـــروتین/ وحـــدة) 8.247(    اذ بلغـــت الفعالیــة النوعیـــة للكلوكــوز، هــو الكلوكــوز  7.335 (یلیــ

  ملغرام / وحدة)  6.417(ثم الكلیسرول، ملغرام بروتین/ وحدة) 7.179(ثم النشأ، ملغرام بروتین / وحدة)
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ـنات الصــودیوم اعطــت اقــل فعالیــة نوعیــة س، ، تبــین بــان ، ینبــروت ملغــرام بــروتین ومقارنــة بالســیطرة / وحــدة) 1.561(كسـ

  . ملغرام بروتین / وحدة) 0.311(

 E 33االعزلـة البكتیریـة  تسـاعدالمصـدر الكـاربوني لـم  الوسـط الانتـاجي الخـالي مـن المعلوحظ ان معاملة السـیطرة باسـت     

E.coli ـاج ، ملغــرام بــروتین / وحـدة 0.3الانـزیم بالكمیــة الكافیــة اذ لـم تتجــاوز الفعالیـة النوعیــة لهــذه المعاملـة عــن  علـى انتـ

المصـدر النـایتروجیني مصـدر كـاربوني  المعالجاهزیـة العالیـة ولجـوء الخلیـة الـى اسـت يوذلك بسبب غیاب مصـادر الطاقـة ذ

الـذي عـزى التبـاین الملاحـظ فـي تركیـز البـروتین لعینـات التجربـة المختلفـة الـى مـدى جاهزیــة . )  8(  وهـذا یتفـق مـع مـاذكره

ـاربوني المســـت ة مثــل الكلوكـــوز  يالمصــادر الكاربونیـــة ذ المعإذ تمیــل الخلیـــة الــى اســـت. لمعالمصــدر الكـ ، الجاهزیــة العالیـــ

  . ها الافضل والاسرع في تجهیز الخلیة بالطاقة الضروریة لسیر مختلف العملیات الأیضیة بوصف

فقــد اظهـرت الدراسـات ان لهــذا المصـدر تــأثیراً  Naامـا بـاقي المصــادر الكاربونیـة الحاویـة علــى عنصـر الصـودیوم   

فعالیـة انـزیم السایتوســین  فـيثیر تحفیـزي قلیـل الـى ان الصـودیوم لـه تـا)  10( فقـد اشـار ، علـى فعالیـة الانـزیم  تحفیزیـاً قلـیلاً 

فقـد اشـارالى ان للصـودیوم تـاثیراً تثبیطیـاً فـي فعالیـة )  9( امـا ،  Pseudomonas aureofaciensالمستخلص مـن بكتریـا 

  % .10وبنسبة  E.coli منالانزیم المستخلص 

  تحدید المصدرالنایتروجیني الامثل لانتاج السایتوسین دي أمینیز  . 2

اج انــزیم سایتوســین دي  E 33 E.coliلتنمیــة عزلـة  لمعان افضــل مصـدر نــایتروجیني اســت) 2(بـین شــكل    وانتــ

ببتـون فكانـت % 1 المععنـد اسـتملغـرام بـروتین و / وحـدة) 9.995اذ بلغـت الفعالیـة النوعیـة للانـزیم  ،%3 امینیز هو الببتـون

)  7.91% (1مسـتخلص الخمیـرة ، ي ذلـك المصـادر الاخـرى مثـل ملغرام بروتین تلتهـا فـ/ وحدة)  8.111( الفعالیة النوعیة 

/ وحــدة) 6.588% ( 1 ومسـتخلص اللحــم ،ملغـرام بــروتین/ وحــدة)  7.734% (3ومســتخلص اللحـم  ،ملغــرام بـروتین/ وحـدة

ـبارتیك، ملغــرام بــروتین ـا / وحــدة)  4.938( وحــامض الاسـ ــترات،ملغــرام بــروتین / وحــدة) 1.145(ملغـــرام بــروتین ویوریـ  وسـ

) 1.061(وكلورید الامونیوم ،ملغرام بروتین / وحدة) 1.358(وكبریتات الامونیوم ،ملغرام بروتین/ وحدة)  6.298(الامونیوم 

  .ملغرام بروتین/ وحدة)  0.515(ملغرام بروتین والسیطرة / وحدة

ـات ا E33 E.coliتبــین النتــائج ان الانــزیم المنــتج مــن العزلــة المحلیــة    الــوزن  يلبروتینیــة ذیســتحث بوجــود الجزیئـ

اذ یزیــد مـن انتاجیـة هــذا الانـزیم مقارنـة مــع ، ة لمعاسـاس فــي الاوسـاط الزرعیـة المسـت ةالببتــون كمـادمثـل الجزیئـي الصـغیر 

ــط ، )  8(  الـــوزن الجزیئــي الكبیــر يالجزیئــات البروتینیــة ذ ــات ان اضــافة مســتخلص الخمیـــرة الــى الوسـ وكمـــا اكــدت الدراسـ

  .انتاج هذا الانزیم  الانتاجي ضروریة لتحفیز

ومسـتخلص الخمیـرة % 3الببتـون  لمعلوحظ ان التنوع بالمصدر النایتروجیني ضروري لانتـاج السایتوسـین لـذلك اسـت   

ة لاتحتـــاج ســــوى % 0.2 ـارت الـــى ان الخلیـــ ــات اشــ ـة لأن الدراسـ ــة الحیویــ ــدر نـــایتروجیني فـــي وســـط انتـــاج الكتلـ  131مصـ

  .)  11(  غرام من البروتین الخلوي 0.5مایكرومول من أي حامض امیني لتصنیع 

ـات الامونیـوم    أثیر ایونـ ـأن تـ ة فــي ، )الجاهزیــة العالیـة  والمصــادر النایروجینیـة ذ(امـا بشـ ا بتراكیــز قلیلـ فــأن وجودهـ

وهذا ما یفسر انخفاض الفعالیة الانزیمیة في وسط الانتاج المحتوي على المصادر ، وسط الانتاج تختزل مدى انتاج الانزیم 

  . ) 12 (ایتروجینیة غیر العضویة ولاسیما كلورید الامونیوم وكبریتات الامونیوم الن

 E 33تـأثیر قـیم مختلفـة مـن الـرقم الهیـدروجیني فـي انتـاج إنـزیم السایتوسـین دي أمینیـز مـن خلایـا العزلـة المحلیـة  . 3

E.coli  

ـا ،اعطـى اعلــى فعالیـة نوعیــة  8الــى ان الـرقم الهیــدروجیني ، ) 3(تشـیرالنتائج الموضـحة فــي شـكل    اذ بلغـت قیمتهـ

/ وحدة) 9.765(كانت قیمة الفعالیة النوعیة  8.5الرقم الهیدروجیني ، ملغرام بروتین یلیها في ذلك كل من / وحدة) 9.837(

وكانـت قیمـة  9.5و  9و 7والارقـام الهیدروجینیـة ، ملغـرام بـروتین / وحـدة) 8.699( 7.5الـرقم الهیـدروجیني ،ملغرام بروتین 

  اما الارقام الهیدروجینیة ، ملغرام بروتین على التوالي / وحدة 6.006،  7.665،  8.325الفعالیة النوعیة 
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كمـا فـي % 25اذ انخفضـت الـى اقـل مـن ، 5.5و  5الیة نوعیة منخفضة جداً ولاسـیما فـي الـرقم فقد اعطت فع)  6.5 – 5(

  ).3(شكل 

ة تـنخفض كلمـا قـل او زاد الـرقم الهیـدروجیني عـن     ان هـذه ، ) 8.8 – 7(نلاحظ من هذه النتـائج ان الفعالیـة النوعیـ

ة تـاثیر ذلـك فـي  النتـائج تؤكـد مـا أشـارت الیـه بعـض الدراسـات المبنیـة علـى تغییـر الـرقم الهیـدروجیني الابتـدائي للوسـط ودراسـ

تتحفـز عنـد الــرقم ) Deaminases(ان بعــض إنزیمـات إزالـة مجموعـة الأمـین  E.coliانتـاج عـدد مـن الانزیمـات فـي خلایـا 

بصــورة أفضــل فــي الظــروف ) Decarboxylases(تج إنزیمــات إزالــة مجموعــة الكاربوكســیل بینمــا تنــ) 9-8(الهیــدروجیني 

  ) . 13 (الحامضیة 

اشـارت بعــض الدراســات البحثیــة الــى ان الــرقم الهیــدروجیني الامثـل الــذي یعمــل بــه انــزیم السایتوســین دي أمینیــز   

) Yeast s‘Baker(خلص مــن خمیــرة الخبــز الــى ان هــذا الانــزیم المســت)  14( اذ اشــار ، تلـف حســب مصــدر الانــزیم مخ

الـى ان انـزیم السایتوسـین دي أمینیـز مـن المصـدر نفسـه كـان )  8( في حـین اشـار  7روجیني المقارب یعمل عند الرقم الهید

ـا .  7.5الــرقم الهیـــدروجیني الامثـــل لــه  ــل عنـــده انـــزیم )  15( امــ ـــرقم الهیـــدروجیني الامثـــل الــذي یعمـ فقـــد اشـــار الــى ان ال

الــى ان الـرقم الهیــدروجیني )  16( كمـا اشـار ،  8كــان  S. marcescensالسایتوسـین دي أمینیـز المســتخلص مـن بكتریـا 

ملغـم /وحـدة 2.100اذ بلغـت الفعالیـة النوعیـة  S. typhimuriumللأنزیم المستخلص من بكتریـا ) 7.5 – 7.3(الامثل كان 

 1.830اذ بلغـت الفعالیـة النوعیــة  ،8.8كـان  B. subtilisبـروتین وان الـرقم الهیـدروجیني الامثـل للانـزیم المنـتج مـن بكتریـا 

ا  )  18( واشـار ،  ) 17( ملغرام بروتین /وحدة   .Pالـى ان الـرقم الهیـدروجیني الامثـل للأنـزیم نفسـه المسـتخلص مـن بكتریـ

aureofaciens  اذ بلغـــت  ،7.6وان الــرقم الهیـــدروجیني الامثــل للانـــزیم المعــزول مـــن طفیلــي اللشـــمانیا هــو ، ) 9.1(كــان

ومـن هـذه النتـائج تبـین ان الـرقم الهیـدروجیني یختلـف بـاختلاف نـوع ،  ) 19( ملغرام بـروتین / وحدة  11.59الفعالیة النوعیة 

إذ یتغیـر الـرقم ، كما ان لمكونـات وسـط النمـو ومـدة الحضـن تـأثیراً فـي الأنتـاج ، العزلة البكتیریة وطبیعة الانزیم قید الدراسة 

ضـیة التـي تحـدث داخـل الخلیـة ومـا الهیدروجیني للوسط بمرور زمن الحضن نتیجة لتغیـر تركیـب الوسـط بسـب العملیـات الأی

  ) . 20( ینجم عنها من تبادل للمتأیضات مع الوسط الخارجي 

  E 33 E.coliتأثیر درجة حرارة الحضن في انتاج إنزیم السایتوسین دي أمینیز من خلایا العزلة المحلیة . 4

) 9.860(م 37عنـد درجــة  E 33 E.coliان اعلـى فعالیــة نوعیـة للعزلـة ) 4(تبـین النتـائج الموضــحة فـي الشــكل   

ثــم انخفضــت ، ملغــرام بـروتین / وحــدة) 9.344(م30ملغــرام بــروتین وكانـت قیمــة الفعالیــة النوعیـة عنــد درجــة حـرارة / وحـدة

م و كانـت الفعالیـة النوعیـة  45ملغـرام بـروتین وعنـد درجـة / وحـدة) 7.410(م اذ كانـت 40الفعالیة النوعیة عند درجـة حـرارة 

ممـا یشـیر الـى ان ،ملغـرام بـروتین / وحـدة) 1.950(م كانـت الفعالیـة النوعیـة 50ملغرام بروتین وعند درجة / وحدة) 5.066(

  ..م هي الدرجة المثلى لانتاج السایتوسین دي أمینیز 37درجة الحرارة 

تجـاه  یـرمتغاحدهما ثابـت تجـاه الحـرارة والاخـر ، أشارت البحوث الى وجود نوعین من انزیم السایتوسین دي أمینیز   

ا  ، )  15،  21( اذ ذكر  ، الحرارة  مـن % 75ثابـت تجـاه الحـرارة وان  S. marcescensان الانزیم المسـتخلص مـن بكتریـ

فقـد اشـارت الدراسـات  P. aureofaciens        اما الانزیم الممستخلص مـن بكتریـا، م 75الفعالیة بقیت عند درجة حرارة 

إذ بـدأت فعالیـة الأنـزیم بالانخفـاض التـدریجي عنـد رفـع درجـة الحـرارة اكثـر مــن ، الحرارة البحثیـة الـى ان الانـزیم غیـر ثابـت بـ

 .Sان درجة الحرارة المثلى التي تـم اعتمادهـا لانتـاج انـزیم السایتوسـین دي أمینیـز فـي بكتریـا )  10( ووجد ، )  18 (م 40

marcescens  ـا ، م 45هـي ا فــي بكتریـ ة حــرار  B. subtilisامــ ـتمر حتــى درجــ اذ بلغــت ،م 60ة فقــد وجــد ان التفاعــل یسـ

اما الدرجة الحراریة المثلـى لفعالیـة الأنـزیم فقـد ، وبعدها ینخفض بشكل ملحوظ ، ملغرام بروتین /وحدة  1.60الفعالیة النوعیة 

  .)  21(  م37كانت 

م  وهـي درجـة الحـرارة المثلـى ثـم تبـدأ  37الى ان الفعالیة الانزیمیة في الخمائر كانـت عنـد درجـة )  22( ثم اشار   

  یتضح من تلك البحوث ان ، م )  60 - 50 (الفعالیة الأنزیمیة بالانخفاض التدریجي عند رفع درجة الحرارة مابین 
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ثابتـاً  E.coliویعـد الانـزیم المسـتخلص مـن بكتریـا، )  18 (البكتریـا مـن الانـزیم الانزیم الثابت تجاه الحـرارة اكثـر انتشـاراً فـي 

ان لدرجة الحرارة تاثیراً مهماً ، )  23 (یة ئه في المعالجة الكیمیاالمعالتنقیة واست اثناء في یعطیه میزة ثباتیهتجاه الحراره مما 

الذائبیـة والطاقـة الحركیـة للجزیئـات وسـرعة التفـاعلات الانزیمیـة في انتاج الانزیم من الاحیاء المجهریة عن طریق تـاثیره فـي 

وتعد درجة الحرارة عاملاً مهماً في التفاعل الانزیمي من حیث ،  ) 24 (في الخلیة وینعكس سلباً او ایجاباً في انتاج الانزیم 

نزیمات التي تعمل في درجات حـرارة نشاطه ویتناسب طردیاً مع درجة الحرارة وان هذه الظاهرة تنطبق على عدد كبیر من الا

ـة علـى الشــكل الثلاثــي  )50 - 0 ( م اذ تـؤدي درجــة الحـرارة القصــوى الـى تفكیــك الاواصــر الضـعیفة المســؤولة عـن المحافظـ

  . ) 26و  25 (للبروتین ومن ثم یترتب على ذلك تشویه طبیعة الانزیم وفقدان فعالیته 
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Abstract 

    The study involved isolation and characterization of E.coli from patient’s infected with 
diarrhea , in order to study the ability  of the bacteria to produce cytosine deaminase (CD). 

Result showed eight isolates of E.coli which showed adifference in the production of (CD) 
and the isolate of E. coli E33 was the beast of its production of CD than the other’s and the 
value of the specific activity was 4.920  u/mg protein , when grown in the medium which 
contains 1% glycerol ,3% peptone as a source of Carbon and Nitrogen respectively with pH 8.  

 The optimum cultural condition‘s for the production of CD from E. coli E33 was 

studied the result‘s  showed that the isolate gave the highest production of the enzyme(5.28 

u/mg protein) which was grown in amedium containing 1% glucose as a carbon source while 
the best source of nitrogen was peptone in conc. 3% and Yeast extract in conc. 0.2%. The 

initial optimal pH in the production of this enzyme was 8 at 37 C ْ◌  . 

  

  


