
 
 

 ١٣١٦

 م ت اا   ياstreptokinase     

ا  ت  ز اا  
  

  إیمان محمد جار االله، إسراء غانم هادي 

   كلیة العلوم–جامعة بابل 

 :الخلاصة 

 الحلـه للفتـرة مدینـة فـسي فـي مستـشفیات مرضـى الجهـاز التن مـن مـسحات بلعـوم .Streptococcus sp عزلـة بكتریـا 61تـم عـزل       

نقیت العزلات البكتیریة بطریقة الزرع الثانوي علـى وسـط نقیـع القلـب والـدماغ الـصلب مـع الـدم   .2011 آذار – 2010من تشرین الثاني 

ة والفحوصــــات ــــــى الــــصفات الزرعیــــــلـ عاعتمــــاداشخــــصت العــــزلات البكتیریــــة ، وبعــــد الحــــصول علــــى المــــستعمرات النقیــــة . لعــــدة مــــرات 

 و S.mitis و S.pyogenesوقــــد بینــــت النتــــائج أن هــــذه العــــزلات كانــــت تابعــــة لخمــــسة أنــــواع مــــن المــــسبحیات وهــــي . البایوكیمیائیــــه 

S.equisimilis و S.salivarius و S.suis .  وقــد اختیــر النــوعS.pyogenes لإنــزیم إنتاجیتهــا المحلــل للــدم نــوع بیتــا لغــرض دراســة 

 ترســیبهوقــد درســت الفعالیــة الإنزیمیــة للإنــزیم الخــام وقورنــت مــع فعالیتــه بعــد . المــستخدم ســریریا فــي عــلاج الخثــرة الدمویــة الــستربتوكاینیز 

مقارنتـا مـع U/ ml 490.625 وقـد ازدادت الفعالیـة بعـد التنقیـة حیـث بلغـت . مـع الـدیلزه % 80بأملاح كبریتـات الامونیـوم بنـسبة إشـباع 

   .  U/ ml 176.625 بلغت الفعالیة قبل التنقیة حیث

Abstract                          
       Sixty one Streptococcus sp. Bacterial species were isolated from throat swabs of respiratory tract 
patients in Hilla hospitals during the period from November 2010 to March 2011 . These isolates were 
purified by subculture method on brain heart infusion agar medium for many times . The isolated 
colonies were identified according to cultural properties and biochemical tests . The results showed that 
the isolates were belonged to five species of Streptococcus which were S. pyogenes , S. suis , S. 
salivarius , S. equisimitis and S. mitis  . Beta hemolytic species S. pyogenes war tested for streptokinase 
production ( fibrinolytic clinically used enzyme ) . Enzymatic activity of crude enzyme was studied and 
compared with their activity after precipitation by ammonium sulfate precipitation at 80% saturation 
percentage with dialysis . The activity was increased after purification to reach 490.625 U/ml compared 
with 176.625 U/ml before it .  

  :Introduction   مةقدــــــالم

نظرا للتغیرات الكبیرة الحاصلة في أنماط الحیاة الاجتماعیة والاقتصادیة في العالم بشكل عام والعراق بشكل       

خــاص فقــد ازدادت معــدلات الاصــابة بــالكثیر مــن الامــراض القلبیــة التاجیــة الناجمــة عــن تخثــر الــدم فــي الــشرایین 

لذلك اصـبح مـن الـضروري إنتـاج عقـاقیر تعمـل علـى خفـض نـسب تخثـر الـدم  . القلبیة والتي قد تؤدي الى الموت

 أنـزیم الـستربتوكاینیز بإنتـاجهنالك العدید من الكائنـات التـي تقـوم    ) .Salarifar , 2008( في الاوعیة الدمویة 

Streptokinase والمتمثلــة بالأفــاعي Snake  ودیــدان الأرض Earthworm  والفطریــات Fungi  مثــل 

Fusarium oxysporum   و Mucor sp.  الاكتینومایــسیتات بإنتاجــه  وكــذلك تقــوم Acitnomycetes 

    و   B.natto و  Serratia E15 و     Aeromonas   hydrophilia البكتیریـة منهـا الأنـواعوالعدیـد مـن 

B.amyloliquefacens       وبكتریـا المـسبحیات المحللـة للـدم نـوع β B- hemolytic Streptococci     

sha etal .,2003) Jian(  وسنقتصر في هذا البحـث علـى أنتـاج إنـزیم الـستربتوكاینیز ،Streptokinase مـن 

 تـشخیص لبكتریـا المـسبحیات المنتجـة أول حیـث كـان Streptococcus pyogenes  قبل المـسبحیات المقیحـة 

 الدراســات بــأن دمــاء أظهــرتفیمــا بعــد ، بة  فــي الجــروح المــصا Billrothم مــن قبــل  1874لهــذا الإنــزیم عــام 

م تــم   1919وفــي عــام  تحتــوي علــى نفــس البكتریــا  Scarlet fever المــصابین بــالحمى القرمزیــة الأشــخاص

بالاعتمـاد علـى نــوع )  ، بیتـا ، كامـا ألفــا(  مجـامیع متباینـة هـي إلـى Streptococci تـصنیف بكتریـا المـسبحیات
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 ووجـد أن O إلـى A مـن ا المحللـة للـدم نـوع بیتـا البكتریLancefield یرولوجیا سم قسم 1933التحلل ، وفي عام 

 هي أفضل المجامیع في أنتاج الإنـزیم C وان المجموعة للإنزیم إنتاجاالمجامیع أكثر  هي  A , C , Gالمجامیع 

ت محددة من بكتریـا  كیلو دالتون ینتج من سلالا 46 ذو وزن جزیئي إفرازيأن إنزیم الستربتوكاینیز هو بروتین  .

 plasminogen  البلازمـین مولـد ویعمـل هـذا الإنـزیم علـى تنـشیطA , C , Gا  للـدم نـوع بیتـالمحللـةالمـسبحیات 

ویعـد  ) M ) Ben Nasr et al.,1994 بلازمـین فعـال مـن خـلال ربطـه ببـروتین مـشابه للبـروتین إلـىوتحویلـه 

ریا وتسهیل غزوها للانسجه من خلال قدرته على تحویل  یسهم في انتشار البكتspreading factorانتشارعامل 

  مــن الدمویــةحــل الخثـره ى   علـ الإنــزیمویعمـل) Kauuslla et al.,1992(ین فعـال  بلازمــإلـىمولـد البلازمــین 

تتكــون )Mohammad et al.,2009(الدمویــة ولــذلك  یــستخدم كعقــار حــال للخثــره خــلال موقــع ارتبــاط خــاص

 حـامض أمینـي وتكـون مـشابهه  147 تتـألف الأولـى مـن  Domins   ث مقاطعـاتمـن ثـلا الإنـزیما  هـذجزیئـه

 أن قدرته على الارتباط إلا   Staphylococci  المفرز من العنقودیات  Staphylokinaseلإنزیم ستافلوكاینیز 

   وتعمل هذه المقاطعة كمنظم )  Arai et al.,1998( بالبلازمین تكون عشرة أضعاف قدرة ستافلوكاینیز 

 )Regulator  (  لفعالیــة بقیـة الجزیئـة ، أمــا المقـاطعتین الثانیـة والثالثــة فتكـون ضـروریة لتنــشیط مولـد البلازمــین

، تحتـوي المقاطعـة  )  Parrado et al.,1996 , Rodrignez et al.,1995(  بلازمـین فعـا ل إلـىوتحویلـه 

 حـامض أمینـي فـي حـین تكـون  25ه مكونـة مـن  للمـسبحیات عـرو A ,C المنتج من قبل المجامیع للإنزیم الأولى

 مــن المــسبحیات وتكــون ضــروریة فــي عملیــة التعــرف  G المنــتج مــن العنقودیــات والمجموعــة الإنــزیممفقــودة فــي 

Recognition )  (كبیـر انخفـاض إلـى حامض أمیني منها تؤدي  12 إزالة أن إذ على مولد البلازمین الإنزیمي 

 فقـد ألـسریريأما في مجـال الطـب  )  Wake hann et al.,2002  ( الإنزیمفعل في كمیة البلازمین المنشطة ب

    Coronary thrombosis الإكلیليأستخدم إنزیم الستربتوكاینیز في علاج مرض الخثار 

 ) Ko et al.,1995   ) ( Banerjee et al.,2004 ( في عـلاج الفـشل القلبـي الحـاد  كما أستخدم Acute 

myocardial infraction)Sherry and Marder,1991(فهـو عـلاج الإنزیم شیوعا لهذا الأكثر الاستخدام أما 

   .)Chitte and Dey,2000(ألدمویهالخثره 

  :الهدف من البحث 

ـــــىیهـــــدف البحـــــث    ـــــة تعـــــود إل ـــــواع بكتیری ـــــشخیص أن ـــــى عـــــزل وت ـــــزیم Streptococcusجـــــنس ال إل  منتجـــــة لإن

 ودراسـة الفعالیـة ألحلـهاض الجهـاز التنفـسي مـن مستـشفیات مدینـة الستربتوكاینیز من عینات مرضى مصابین بـأمر

    .  الجزئیةالإنزیمیة لهذا الإنزیم قبل وبعد عملیة التنقیة

   : Materials and Methodالمواد وطرق العمل 

   : Bacterial isolationعزل البكتریا 

) التهـاب الحنجـرة واللـوزتین ( العلـوي مسحة بلعوم من المرضى المصابین بأمراض الجهـاز التنفـسي   61أخذت  

   .  2011 ولغایة شهر آذار  2010 كانون الأول  شهرمن كلا الجنسین وبأعمار مختلفة من

زرعـت المـسحات مباشــرة فـي وســط مـرق تربتــون الـصویا مـع الازایــد والبنفـسج البلــوري وحـضنت عنــد درجـة حــرارة  

لناقـل مـن النمـو وخطـط علـى وسـط نقیـع القلـب والـدماغ بعـد ذلـك أخـذ ملـئ ا.  سـاعة  24 – 48   م لمـدة 37

سـاعة ثـم  24 م لمـدة  37الصلب مع الـدم للحـصول علـى مـستعمرات مفـردة وحـضنت الأطبـاق عنـد درجـة حـرارة 

  . فحصت الأطباق للتحري عن المستعمرات النموذجیة للمسبحیات ولوحظ كل من نوع التحلل وصفات المستعمرة 
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   :  Bacterial isolates idemtificationریة تشخیص العزلات البكتی 

ـــى  ـــة بالاعتمـــاد عل ـــة و المجهریـــة والفحوصـــات الكیموحیوی ـــى صـــفاتها الزرعی  شخـــصت المـــسبحیات بالاعتمـــاد عل

  .   )  Macfaddin )  2000الطرائق التي ذكرها  

  :التحري عن قابلیة البكتریا على إنتاج إنزیم الستربتوكاینیز 

ساعة نـامي علـى وسـط نقیـع القلـب والـدماغ الـصلب مـع الـدم واسـتعمل 18ناقل من مزروع بعمر ئ عروة الـلـذ مـاخ

  0.1  سـاعة بعـدها أخـذ  24 م لمدة   37 مل  من وسط نقیع القلب والدماغ السائل عند درجة حرارة 10لتلقیح 

 مــل مــن  0.5 مــل مــن الوســط نفــسه وحــضن بــالظروف نفــسها ، ثــم نقــل  10مــل مــن الأخیــر واســتعمل لتلقــیح 

 مــل مــن  0.8 مــل مــن البلازمــا البــشري  0.2المــزروع المنــشط وأضــیف إلــى أنبوبــة اختبــار معقمــة حاویــة علــى 

  م لمـدة  37 مـل مـن محلـول كلوریـد الكالـسیوم وحـضن عنـد درجـة حـرارة  0.25 المحلول الملحي الفسیولوجي و

. وسـط المعقـم والمعاملـة تحـت نفـس الظـروف  مـل مـن ال0.5 ساعة وقـورن مـع أنبوبـة الـسیطرة الحاویـة علـى  24

ة ـوبــــبـع أنـة مــــارنــــقـمـالـة بـفــــیـفـره خـثــــون خـكــــتـار أو بـبــــتـة الاخـوبــــبـي أنـره فــــثــــون خـكــــدم تـعــــون بـالنتیجـــة الموجبـــة تكـــ

  .      )   Sanderson  et  al ., 2006 ( رةـطـیـسـال

    : Enzyme productionأنتاج الإنزیم الخام 

 بواسـطة تربتـون الـصویا أو الوسـط قیـد الدراسـة وحـضنت Streptococcus pyogenes  تـم تنمیـة بكتریـا الــ    

 مـل مـن المزرعـة البكتیریـة الـسائلة ونبـذ بجهـاز المنبـذ المبـرد (5)ثـم بعـد ذلـك أخـذ .  أیام 3بالحاضنة الهزازة لمدة 

لراشــح أهمــل الراســب وأخــذ الراشــح بعــدها تــم تعقــیم ام ومــن ثــم 4 دقــائق بدرجــة 5دقیقــة لمــدة / دورة5000بــسرعة 

   ) . Millipore filter 0.45  )Kunamneni et al ., 2007  بالمرشحات الدقیقة 

  :Enzyme activity assayقیاس الفعالیة الإنزیمیة 

 مـل  2.5(  والمتـضمنة مـزج محلـول الكـازائین  Fibrin plate methodتـم قیـاس الفعالیـة الإنزیمیـة بطریقـة     

 مل من 2مع  )  Sodium Phosphate buffer , pH 7.4 في محلول فوسفات الصودیوم  (w/v ) %2من 

بعد ذلـك صـب المـزیج فـي أطبـاق وتـرك . ٕ بعد التعقیم واضافتها إلى الأكاروز  Human serumالمصل البشري 

 لـه وأضـیف سـم  0.5ق بسمك ـل طبـي كـر فـ حفةـل ثلاثـمـم عـة ثـرفـرارة الغـة حـي درجـ دقیقة ف 30دة ـمـلیتصلب ل

بعد ذلك تم  قیاس إبعاد .  م  37 مایكرو لتر من المحلول الإنزیمي في كل حفرة وحضن في درجة 100 -  50

حیث أن الوحدة الواحـدة مـن الفعالیـة الإنزیمیـة تعـرف علـى إنهـا . منطقة التحلل ومنه حدد عدد الوحدات الإنزیمیة 

  عنـد درجـة 2ملـم  1 مـایكرو لتـر مـن المحلـول الإنزیمـي والتـي تنـتج منطقـة تحلـل مـساحتها  25 كمیـة الإنـزیم فـي

   .  ) Lizano and Johanston , 2005 (  ساعة 18م لمدة  35  في  pH 7.7حموضة  

   : Streptokinase purificationتنقیة إنزیم الستربتوكاینیز 

  :Ammonium sulfate precipitation الترسیب بكبریتات الامونیوم 

 غـرام مـن كبریتـات الامونیـوم تـدریجیا  52.3تـم إضـافة  :  %80الترسـیب بكبریتـات الامونیـوم بنـسبة إشـباع .  أ 

   مل من محلول الإنزیم الخام مع التحریك المستمر باستخدام المحرك المغناطیسي 100إلى 

 ) Magneticstirrer  (  دقیقـة فـي /  دورة  7000ة نبـذ المحلـول بـسرعة  دقیقـ 60 م لمـدة  4وفـي درجـة حـرارة

 ، بعـدها  7 مـل مـن دارئ الفوسـفات ذو الأس الهیـدروجیني  10م لمدة ساعة واحدة ، ثم أذیب الراسب بـ 4درجة 

  . قدرت الفعالیة الإنزیمیة في الراسب والراشح 

  16.6 و  6.8 و 6.6  و     6.3 و  6.1 و  5.9 و  5.7أضـیف : التجزئـة بملـح كبریتـات الامونیـوم . ب 

 مـل مـن المـستخلص الخـام مـع التحریـك  100غم من كبریتات الامونیوم ، حیث أضیف الوزن الأول تدریجیا إلى 
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 م للحــصول علــى  نــسبة  4  وفــي درجــة حــرارة  Magnetic stirrerالمــستمر باســتخدام المحــرك المغناطیــسي 

 م ، فـصل المحلـول الرائـق وأخـذ  4 دقیقـة فـي درجـة \رة  دو7000  نبـذ المحلـول بـسرعة  30 -  0إشباع  مـن  

 مــل أضــیف إلیــه الــوزن الأخــر مــن كبریتــات الامونیــوم للحــصول علــى نــسبة الإشــباع التالیــة ، وهكــذا  100منــه 

 ) %  30 , 40 , 50 , 60 , 70 , 80 , 90(   أعیدت العملیة للتشبعات الأخرى للحصول على نسب إشباع 

 مــل مــن محلــول دارئ الفوســفات ذو الــرقم  5الإنزیمیــة للرواســب   لكــل خطــوة بعــد إذابتهــا  بـــ  قــدرت  الفعالیــة ، 

   ) .  Harris,1989 (  7الهیدروجیني 

  6ع ـث وضــیــوم ، حـیــونـات الامـتــریـب بكبـیــرسـد التـعــي بـمــول الإنزیـلــحـمـن الـلاح مــة الأمــت إزالـمـت: زة ـلـدیـال . ج

ول دارئ الفوسـفات ذو ـى محلـلـوي عـتـحـوض یـي حـع فـم وضـا ثـهـلاقـم إغـكـزة واحـلـدیـة الـوبـبـي أنـب فـراسـن الـل مـم

 Sanderson  ( اس الفعالیه الإنزیمیةـم قیـم تـة ، ثـاعـ س 24دة ـة لمـي الثلاجـع فـم وضـث ) 7( ي ـأس هیدروجین

et al ., 2006( .   

  :Results and Discussionالنتائج والمناقشة 

  :العزل والتشخیص

ـــم عـــزل التهـــاب الحنجـــرة (مـــسحة بلعـــوم مـــن مرضـــى مـــصابین بـــأمراض الجهـــاز التنفـــسي العلـــوي  61     ت

   .2011/3/17 ولغایة  2010/12/15لكلا الجنسین وبمختلف الأعمار للمدة من)واللوزتین

  .توزیع العزلات البكتیریة ) 1(جدول رقم 

   %النسبة  لعددا  الفئة العمریة  الجنس 

  20 - 10  أنثى

20       - 30 

     30  - 40 

      40 - 50  

5 

9 

8 

3 

8.2   

14.7   

13.1   

5.0   

 25 - 15      ذكر

   25   - 35 

    35  - 45 

    45  - 55 

12 

11 

8 

5 

19.7   

18.0   

13.1   

8.2   

ــــــجموع ـــــــــــ    %100 61  المـــــــ

  

رة في مرق تربتون الصویا مع الازاید والبنفسج البلوري لتثبـیط نمـو كـل مـن البكتریـا زرعت المسحات مباش         

ألسالبه لصبغة غرام والفطریـات والمكـورات العنقودیـة  المتواجـدة فـي التجویـف التنفـسي للإنـسان ونمیـت علـى وسـط 

 Bloodحظة نوع التحلل نقیع القلب والدماغ الصلب مع الدم للتحري عن المستعمرات النموذجیة للمسبحیات وملا

hemolysis.     أظهـــرت نتـــائج التـــشخیص البكتیـــري أن العـــزلات تعـــود إلـــى خمـــسة أنـــواع بكتیریـــة ضـــمن جـــنس

Streptococcus  وقــد ) . 2( بالاعتمــاد علــى الــصفات المظهریــة والزرعیــة وهــذه الأنــواع مبینــة فــي جــدول رقــم

تـم الحـصول علـى     .أظهر نوعـان فقـط تحلـل الـدم نـوع بیتـا أمـا الأنـواع الأخـرى فقـد أظهـرت تحلـلا مـن نـوع ألفـا 

حیـث )2001(وهذا اقل مما حـصل علیـه العـاني % 3.3عزلتین من المسبحیات المحللة للدم نوع بیتا  أي  بنسبة 
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وقــد یعـــود   .ن مــسحات اللــوزتینـوع بیتــا مـــم نــعزلــه مــن المــسبحیات الحالـــة للــد %12تمكــن مــن الحــصول علــى 

اخــتلاف نــسبة عــزل المــسبحیات المحللــة للــدم إلــى اخــتلاف المواقــع الجغرافیــة للعــزل واخــتلاف الطرائــق والتقنیــات 

المستخدمة في العـزل وفـي هـذا البحـث تـم اختیـار وسـط مـرق تربتـون  الـصویا مـع إضـافة الازایـد والبنفـسج البلـوري 

مــن أن وســط ) 1977(بالاعتمــاد علــى ماتوصــلت إلیــه الــشبیب)(Selective mediaط انتقــائيلتحویلــه إلــى وســ

 و %93تربتون الصویا هو الأفـضل لعـزل المـسبحیات مـن مـصدري الحنجـرة واللعـاب إذ تبلـغ النـسبة الایجابیـة لـه 

تـاج الـستربتوكاینیز تم التحري عن قابلیـة المـسبحیات علـى إن.   على التوالي  وهي أعلى من بقیة الأوساط  96%

 القـدرة علـى إنتـاج هـذا الإنـزیم فـي حـین لـم   S.equiو S.pyogenes   وأظهرت جمیع العزلات التابعـة للنـوعین

و S.pyogenes    وبــذلك تكــون نــسبة بكتریــا .تــتمكن أي مــن العــزلات التابعــة للأنــواع الأخــرى مــن أنتاجــه 

S.equi     وهــي أعلــى مــن النــسبة التــي  ) 2006( إلیــه البغــدادي وهــذا ماتوصــلت  % 100 المنتجــة للإنــزیم

ــــشبیب  ــــأن  ) 1977( حــــصلت علیهــــا ال ــــوع  % 86والتــــي وجــــدت ب   S.pyogenesمــــن المــــسبحیات التابعــــة للن

التـي وجـدت  ) 2000( من المسبحیات المحللة للدم بیتا المعزولة من الأطفال منتجة للإنزیم وعیسى  % 26.92

  .معزولة من البلعوم منتجة للإنزیم من العزلات ال % 85.18بأن 

  

  . من اخماج الجهاز التنفسي العلوي المعزولة ونسب المسبحیات أعداد ) 2( جدول 

   %النسبة المئویة  العدد  النوع

S.pyogenes 16 26.2 

S.mitis  10 16.3 

S.equisimilis 15 24.5 

S.suis 9 14.6 

S.salivarius 11 18.4 

   %100 61  المجموع

  .التوصیف الكیموحیوي للمسبحیات المعزولة من اخماج الجهاز التنفسي العلوي  ) 3( ول جد

 S.pyogenes S.mitis S.equi S.salivarius S.suis  الاختبار

  β  α  β  α  α  نوع تحلل الدم

  _  _  _  _  _  فحص الكتلیز

  _  _  _  _  _  اختزال النترات

  +  +  +  +  + CO2النمو بوجود 

  +  +  +  +  +  النمو الاهوائي 

 S R R  R R  الحساسیة للبستراسین 

  SXT  R S S S  Sالحساسیة لـ 

 R R R R R  الحساسیة للاوبتوكین 

  _  _  _  _  _   م  10النمو بدرجة 

  _  _  _  +  _   م  45النمو بدرجة 

  _  _  _  _  _  تحمل الملوحة 
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ـــــــــــلاح  النمــــــــــــو فــــــــــــي أمـ

  %40الصفراء بتركیز 

_  _  _  +  +  

  +  +  +  +  +  تخمر اللاكتو ز 

  +  +  _  _  _  تخمر الانیولین 

  _  _  _  _  _  تخمر المانتول 

  _  +  +  /+_  _  تخمر الرافینوز

  +  +  +  /+_  _  تخمر الرایبوز 

  +  +  +  +  +  تخمر السالسین 

  _  _  _  _  _  تخمر السوربتول

  +  +  +  +  +  تخمر التریهالوز 

  _  _  _  _  _  فحص أنتاج الأسیتون 

βو α، لفحص موجبة  نتیجة ا + نوع التحلل الدموي  ،S  ، نتیجة الفحص سالبة ، _  حساسR مقاوم  .  

  : تنقیة إنزیم الستربتوكاینیز 

 الإنزیم  تركیزولم تكن هذه الطریقة مجدیة في %  80حیث تم ترسیب الإنزیم بكبریتات الامونیوم بنسبة إشباع   

فقـد أعطـى الإنـزیم أعلـى  % 90 -  0أمـا عنـد التجزئـة بكبریتـات الامونیـوم بنـسب إشـباع مختلفـة تراوحـت مـن ، 

بلغــت  % 40 -  30، تلتهــا النــسبة مــن  ) ( 254.344U/mlبلغــت  % 30 -  0فعالیــة عنــد النــسبة مــن 

یـة التـشبعات ، أمـا بق)  28.26U/ml( بلغـت فعالیتهـا % 50 – 40، أما النـسبة  ) 176.625U/ml  (فعالیتها

علیها نجد انه من الافضل ان تبدا عملیة الترسیب التجزیئي عند لم تعطي فعالیة تذكر،و من النتائج التي حصلنا 

  .لترسب معظم الإنزیم  % 40ثم عند  % 20

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  %سبة الإشباع ن

                                     

  S.pyogenesالفعالیة الإنزیمیة بعد التنقیة بكبریتات الأمونیوم لبكتریا  ) 1( شكل              
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  % نسبة الاشباع                                              

                                              

 S.eqisilimilisالفعالیة الإنزیمیة بعد التنقیة بكبریتات الامونیوم لبكتریا  ) 2( شكل 

        

 الأولى للتخلص من نسبة كبیرة مـن المـاء وللحـصول التركیزكیز الإنزیمات  في خطوات  یجرى عادة تر         

شـكل كبریتـات أو فـي ًعلى درجة من النقاوة، وتستخدم الأملاح عموما لهذا الغـرض كـأملاح الأمونیـوم والـصودیوم 

 بـالأملاح بـسبب معادلـة كلوریدات في الغالب، أو المذیبات العضویة كالكحول الاثیلي والأسیتون ویحدث الترسیب

الشحنات الموجودة على سطح البروتین بفعل الملح والإخلال بطبقة الماء المحیطة بجزیئات البروتین ویؤدي ذلـك 

كمــا و یعتمــد .   (Salting out)إلــى انخفــاض ذائبیــة البــروتین وترســبه وتــسمى هــذه العملیــة التملــیح الخــارجي 

وتین علــى عــدد وتوزیــع شــحنات البــروتین والمجــامیع الكارهــة للمــاء كمــا تركیــز الملــح الــذي یــودي إلــى ترســیب البــر

إن قلـة الفعالیـة   . (White et al.,1973)ویـوثر حجـم البـروتین وشـكله ووجـود مركبـات أخـرى معـه فـي ذائبیتـه 

قـد یكـون ناتجـا مـن ترسـب بروتینـات أو مـواد أخـرى قـد أدت بـشكل أو بـأخر % 80الإنزیمیة عنـد الترسـیب بتـشبع 

مــن البروتینــات % 77 تبــین إن حــوالي إذ نتــائج الترســیب ألتجزیئــي  تؤكــدههــذا مــا. إلــى فقــدان الفعالیــة الإنزیمیــة 

هـذا بـدوره قـد أدى إلـى زیــادة %. 50 -30الكلیـة الموجـودة فـي الراشـح الإنزیمـي الخـام قـد ترسـبت بنـسب التـشبع 

كمـا أن ترسـب الإنـزیم بالتـشبعات % . 80ترسـیب بالتـشبع كبیرة في الفعالیة النوعیة للإنزیم ونقاوته بالمقارن مـع ال

دون النــسب الواطئــة قــد یكــون بــسبب احتوائــه علــى مجــامیع كارهــة للمــاء قلیلــة نــسبیا علــى % 80 -60العالیــة 

  Dialysisأمـا إزالـة الأمـلاح مـن المحلـول الإنزیمـي فتمـت بعملیـة الـدیلزة    .(Harris,1989)سـطحه الخـارجي 

یعـد تخفیـف العینـة احـد  ، حیـث  Sephadex G25یـة أفـضل مـن إزالـة الأمـلاح  بواسـطة هـلام وتعـد هـذه العمل

  لزة ، فقد بلغ قیاس الفعالیة الإنزیمیة بعد عملیة الدی) Harris  1989(مساوئ إزالة الأملاح بالترشیح الهلامي 

 ) 490.625U/ml (  ، إلیـهوتتفـق هـذه النتـائج مـع ماتوصـل Dubey et al ( 2011 )   حیـث درس فعالیـة  

    . )U/ml 467.73( ه ـتـیـالـانت فعـ وك S.eqsimilisالإنزیم المعزول من 
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