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 تحديد الظروف المثلى لنتاج انزيم اللايسوزايم من البكتريا المحبة للحرارة 
Bacillus stearothermophiluse 

 انسام رحيم محمود       عيسى صالح مهدي       صفاء عبد الرحيم محمود  

 مركز التقانات الاحيائية والغذائية  –وزارة العلوم والتكنولوجيا / دائرة البحوث الزراعية 
 العراق   –بغداد 

 الخلاصـــــــــة 
الجهاز المناعي حيث يعمل كمضاد حيوي    انزيم اللايسوزايم ذي اهمية كبيرة لجسم الانسان لانه يلعب دورا مهما في   

هدف البحث الى تحديد الظروف المثلى لانتاج انزيم   طبيعي لحماية جسم الانسان من الاصابة بالبكتيرية الممرضة.
من خلال اصابتها بالعاثي والذي   Bacillus stearothermophilusاللايسوزايم بواسطة البكتريا المحبة للحرارة  

ذا الغرض. حيث ان الاصابة بالعاثي تحفز الخلية البكتيرية على انتاج الانزيم ومن ثم تحلل الخلية عزل من التربة له
 لاطلاق العاثي بعد تكاثره داخل الخلية.

اظهرت النتائج الاحصائية ان الفعالية القصوى للعاثي في مهاجمة الخلايا البكتيرية وانتاج الانزيم كانت في النصف     
وكانت اعلى فعالية    ºم   60-55   ترة الحضن. بينما كانت أفضل درجة حرارة له بمدى تراوح بينساعة الاولى من ف

للعاثي المعزول من التربة في محافظة بغداد بالمقارنة مع المناطق الاخرى من العراق وجد اقصى انتاج للانزيم عند 
 مقارنة مع اوساط اخرى. 7.2استعمال المرق المغذي كوسط زرعي. وبقيمة دالة حمضية  

 ثي.: لايسوزايم، باسلس ستيروثيرموفلس والعاالكلمات المفتاحية
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Abstract 

   Lysozyme enzyme is of great importance to the human body because it plays an 

important role in the immune system as it acts as a natural antibiotic to protect the human 

body from pathogenic bacterial infection. The aim of this research is to determine the 

optimal conditions for producing lysozyme by the thermophilic bacteria Bacillus 

stearothermophilus. Infected bacterial phage was isolated from local soil. Infection with 

the phage stimulate bacterial cell to produce lysozyme then lyses cell wall and release a 

new phage generation. The statistics results showed that the maximum phage activity in 

attacking bacterial cell and producing lysozyme at the first 30 minutes of incubation 

period at a temperature of (55– 60) °C. The best phage isolate was from Baghdad soil in 

comparison with another region of Iraq. Maximum lysozyme production was found when 

using the nutrient broth medium in comparison with another media at a pH of (7.2). 
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 المقدمــــة 
اكتشـــــــــف انـــــــــزيم اللايســـــــــوزايم مـــــــــن قبـــــــــل العـــــــــالم     

وهـــــــــو    1921فيلمنـــــــــك عـــــــــام    ألكســـــــــندر  الأســـــــــكتلندي
عبــــــارة عــــــن انــــــزيم ينتمــــــي الــــــى مجموعــــــة الانزيمــــــات  

ويوصــــــف  (  Hydrolases Enzymes)الحالــــــة  
( ويصـــــنف  N-acetylhexosainodase) علميــــا

(Muramidase  ــل التصــــــــــــــــــــــــــــــــــــــنيف ( ويحمــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
(Ec.3.2.1.17  ينتشـــــــــــر   اللايســـــــــــوزايم   بشـــــــــــكل )

واســـــــع فـــــــي الطبيعـــــــة وخاصـــــــة فـــــــي بيـــــــاض البـــــــيض  
والافــــــــرازات الجســــــــمية كالــــــــدموع واللعــــــــاب والاغشــــــــية  
المخاطيـــــــــــة وحليـــــــــــب الام وخلايـــــــــــا الـــــــــــدم البيضـــــــــــاء  

(Leucocytes  ــة ــاء المجهريـــــــ ــن الاحيـــــــ ( فضـــــــــلا عـــــــ
ــات. ــرات والنباتــــــــــ ــات والحشــــــــــ ــات والعاثيــــــــــ   والفايروســــــــــ

(. يتميـــــــز انـــــــزيم اللايســـــــوزايم  2006,  )عبـــــــد الـــــــرحمن
ــاء   بخـــــــــواص تثبيطيـــــــــة لانـــــــــواع مختلفـــــــــة مـــــــــن الاحيـــــــ
المجهريــــة حيــــث يســــتخدم كمــــادة حافظــــة طبيعيــــة فــــي  
صــــــناعة الاغذيــــــة وكمضــــــاد حيــــــوي طبيعــــــي ويعتبــــــر  
انـــــــــــــزيم اللايســـــــــــــوزايم اول انـــــــــــــزيم عـــــــــــــرف تسلســـــــــــــل  

(. اذ  Amino Acidsالحــــــــوامض الامينيــــــــة )
يديــــــــة واحــــــــدة حاويــــــــة علــــــــى  يتــــــــالف مــــــــن سلســــــــلة ببت

حـــــــــامض امينـــــــــي واعتمـــــــــادا علـــــــــى ذلـــــــــك فقـــــــــد    129
صــــنفت انــــواع متميــــزة علــــى اســــاس تتــــابع الحــــوامض  
الامينيــــــــــــة والاوزان الجزيئيــــــــــــة والفعاليــــــــــــة التحفيزيــــــــــــة  

  الصـــــــناعية )عبـــــــد والخـــــــواص الانزيميـــــــة والتفـــــــاعلات  
   (.Ito  ,1981( و)2009, الرحمن

ة الرابطة  يعمل انزيم اللايســــوزايم على شــــق الاصــــر     
ــن   ــيـــــــ   (NAM) (N-acetylmuramic Acid)بـــــــ

ــد   (N-acetylglocosamine) (NAG)و ــد وجــ وقــ
هذا الشـــــــــكل التركيبي لوحدة الببتيدوكلايكان في بعض  
ــبب هذا الانزيم في تحلل  جدران الخلايا البكتيرية ويتســــ
ــورة  ــم بصـ ــاعد في حماية الجسـ خلايا البكتريا وبذلك يسـ

ــ البكتريــــ من  ــة  )عــــــامــــ يمكن  (Noreddin  ,2008ا   .
ــا   النمو   Bacillus stearothermophilusالبـكتريـــــ

او أكثر احيانا    ºم 65ى بدرجات حرارة عالية تصــــل ال
ــاعـة وتتواجـد هـذه البكتريـا المحبـة للحرارة    18لمـدة   ســــــــــــ

والمكونــة للســــــــــــــبورات في مختلف الظروف المحيطيــة 
والبيئية وغير الاعتيادية حيث توجد الســــبورات بشــــكلها 

وتعيش هـــذه البكتريـــا امـــا منفردة او بشــــــــــــــكـــل الكـــامن  
سلاسل وتنمو هذه البــــــــــكتريا بدرجات حرارة تتراوح بين  

 (.1986وأخرون    Class)  م° 30-75
على       تعمل  التي  بالعاثيات  البكتريا  هذه  تصاب 

العاثي   يوجه  حيث  اللايسوزايم،  انزيم  انتاج  تحفيزها 
جدار الخلية   الخلية لانتاج انزيم اللايسوزايم والذي يحطم

وتنفجر   الماء  لدخول  نتيجة  الخلية  فتنتفخ  البكتيرية 
مطلقة دقائق الفاجات الجديدة وتنقل هذه الفاج جزء من 

(DNA البكتيريا الى بكتيريا اخرى عندما تصيبها فيما )
الفيروسي   الانتقال    ( Vincent  ,2003) يسمى 

(Yong    2008واخرون  .)  تمارس الانزيمات  ان 
وذلك بهضمها لطبقة الببتيدوكلايكان في    تأثيرها المميت

مناطق محددة وتشكيل ثقوب في جدار الخلية وبما ان 
يساوي   البكتيرية  الخلية  داخل  الاوزموزي  ما  الضغط 

الى   بيقار  يؤدي  فانه  الجوي  الضغط  اضعاف  ثلاثة 
قذف الغشاء السايتوبلازمي للخارج وفي النهاية يحدث 

التوتر   منخفض    (Hypotonic  Lyses)تحلل 
(Gabriel  ,2013)  (وCallewaer  ,2008)   وبشكل

الى  )نانوغرام  الحال  الانزيم  من  مقدار  بامكان  عام 
مل   107مايكرو غرام( في الملمتر الواحد قتل او تعقيم

من المعلق البكتيري في ثوان وتعتبر هذه الطريقة في  
قتل البكتريا بواسطة الانزيمات الحالة بفعل العاثي اسرع 

يقة ولم تكتشف حتى الان اي طريقة اخرى  وأفضل طر 
اسرع منها. وتعتبر هذه الطريقة تتويجا لملايين السنين  

   (.Wang ,2000) من التطور للبكتريا والعاثي
المثلى      الظروف  ايجاد  الى  الحالي  البحث  يهدف 

الترب   من  والمعزولة  للحرارة  المحبة  البكتريا  لتنمية 
انزيم اللايسوزايم وبكلفة    لإنتاجالمحلية وتحفيزها بالعاثي  

 .اقل من انتاجه عالميا
 المواد وطرائق العمل

 العزلة البكتيرية المستخدمة 
للحرارة        المحبة  البكتريا   Bacillusاستخدمت 

stearothermophilus     المشخصة مسبقا في عزل
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تحت  النقية  العزلات  تنمية  وتمت  التربة  من  العاثيات 
 ساعة كما تم تحديد شكل   18دة  لم  ºم  60ة  درجة حرار 

الام الخلية  من  وموقعها  السبورات  ووجود    البكتريا 
 (.2009)الخفاجي,  

 عزل المعلق البكتيري  
مختلفة  1اخذ        مناطق  ومن  التربة  سطح  من  غم 

)بغداد، الانبار وكربلاء( ومن مناطق معرضة للحرارة 
مل ماء مقطر في انبوبة   9من غيرها وعلقت في    أكثر

المعلق  على  الحاوي  الاختبار  انبوب  وضع  اختبار. 
 10ولمدة    ºم  80اعلاه في حمام مائي بدرجة حرارة  

الخلا من  للتخلص  وذلك  للاحياء  دقائق  الخضرية  يا 
المجهرية من الانواع الاخرى. ثم نبذ المعلق اعلاه في  

وبسرعة   المركزي  الطرد  دقيقة  3000جهاز   / دورة 
دقائق لغرض فصل الراشح عن الراسب في    10ولمدة  

الدقيق  انبوبة الاختبار. رشح المعلق بواسطة المرشح 
(Millipore Filter  بحجم مايكروليتر   0.45( 

ى العاثي فقط. وتم وضع الراشح )العاثي(  للحصول عل
على طبق الوسط الزرعي الحاوي على البكتريا وذلك 
في مناطق محددة من الطبق وتركه لفترة وجيزة وذلك 
ليتم امتصاصه من قبل الوسط الزرعي ثم وضع في  

ساعات ومراقبة   6لمدة    ºم  60ة  حاضنة بدرجـــــــــــــة حرار 
 ( للبكتريا.  التحلل   ( 2009الخفاجي,  مناطق 

 (.Grady  ,1966و)
 تحديد الظروف المثلى لنتاج انزيم اللايسوزايم 

 منطقة عزل للعاثي   أفضل -1
اخذت عدة نماذج مختلفة من الترب لغرض عزل      

العاثي من عدة محافظات مختلفة وهي بغداد والانبار  
وكربلاء.  وعزل العاثي منها وعوملت البكتريا مع كل 

 نموذج على حدة ولنفس ظروف التنمية من درجة  
 حرارة ووسط زرعي.

   الوقت المثل لنمو البكتريا-2
نمو وذلك بتنمية البكتريا على حدد الوقت الامثل لل      

ولمدة   الزرعي  للعاثي    6الوسط  وعرضت  ساعات، 
لمدة  متساوية،  فترات  وعلى  متعددة  قراءات  واخذت 
نصف ساعة بين قراءة واخرى بواسطة جهاز المطياف  

الجهاز تصفير  بعد  وذلك  لوسط   Blankالضوئي، 
نانوميتر    450الزرعي بدون البكتريا وعلى طول موجي  

 (.2006,  حمن)عبد الر 
 أفضل درجة حرارة للنمو -3

وبدرجات         للعاثي  المعرضة  البكتريا  تنمية  تمت 
التوالي وعلى  مختلفة  وبعد   ºم (  60,45,37)   حرارة 

ساعات اخذت عدة قراءات    6  -5مرور فترة تتراوح بين  
نانوميتر وبفاصل زمني نصف    450وعلى طول موجي  

 (. 2009ساعة بين قراءة واخرى )عبد الرحمن,  
   وسط لمغذي  أفضل -4

ــلب        ــين وســـــــــــطي لورياالصـــــــــ ــة بـــــــــ ــت المقارنـــــــــ تمـــــــــ
(Luria Agar  ووســـــط المـــــرق المغـــــذي الصـــــلب )
(Nutrient Agar  فــــــي قابليتهمــــــا علــــــى النمــــــو )

ــوزايم.   ــزيم اللايســـــــــ ــاج انـــــــــ البكتيـــــــــــري الأفضـــــــــــل لانتـــــــــ
وزرعــــت الاطبــــاق بــــنفس الظــــروف مــــن درجــــة حــــرارة  

وفتـــــــرة حضـــــــانة للبكتريـــــــا    7.2دالـــــــة حمضـــــــية    ºم 60
 ساعات. 4

 النتائج والمناقشة
اظهرت نتائج عزل العاثي البكتيري ان أفضل تربة      

)ا(  تليها كربلاء )ب(    لاختيار العاثي كانت في بغداد 
)ج( ومن خلال ملاحظة   الأنبارثم النماذج من محافظة  

مناطق التحلل البكتيري في اطباق الزرع وقياس مساحة  
التحلل  منطقة  ظهرت  التحلل   دائرة  قطر  نصف 

ملم من   30ضحة وبقطر وصل الى  البكتيري بصورة وا
نموذج التربة لمدينة بغداد مقارنة مع منطقة تحلل غير  

ملم نتجت عن معاملة    20كاملة وغير واضحة وبقطر  
نموذج  اما  كربلاء   لمحافظة  التربة  بعالق  البكتريا 
ولم  للعاثي  تأثير  اي  يظهر  فلم  الانبار)ج(  محافظة 

 (.1)تلحظ اي منطقة تحلل واضحة وكما في شكل  
اللازم      الوقت  لقياس  تجارب  عدة   لأفضل اجريت 

بينت وجود فعالية     لأنزيمفعالية    اللايسوزايم  والتي 
للعاثي في تحفيز الانزيم خلال النصف ساعة الاولى 

( وقد يعزى ذلك الى تداخل 2ثم تنتهي فعاليته شكل )
عاملين  يؤثران في معدل عمل الانزيم )اي ارتفاع عمله 
ثم انخفاضه بعد فترة من الزمن وبدرجة حرارة معينة(  
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الح الطاقة  زيادة  الانزيماولهما  من  لكل  مادة   ,ركية 
والاخر زيادة فرصة التصادم بين   substrateالتفاعل  
حركتهما    ومادةالانزيم   معدل  لزيادة  كنتيجة  التفاعل 

بفعل الحرارة وهذا يتفق مع البحوث المنشورة سابقا في  
العالمين من  كل  ذلك  الى  اشار  كما  المجال   هذا 

(Yong ,2008(و )Ing-Nang ,2006.)  

 
 ( مناطق التحلل البكتيري بفعل العاثي المعزول من نماذج ترب محلية مختلفة 1)شكل 

 

 
 ( تأثير الوقت في فعالية البكتريا المحبة للحرارة المصابة بالعاثي البكتيري على انتاج انزيم اللايسوزايم 2شكل )
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 الحرارة في فعالية البكتريا المحبة للحرارة بعد اصابتها بالعاثي البكتيري على انتاج انزيم اللايسوزايم  تتأثير درجا( 3شكل )

ونمو     فعالية  في  الحرارة  درجة  تأثير  نتائج  بينت 
فعالية   زيادة  الى  اللايسوزايم  انزيم  انتاج  في  البكتريا 

عند درجة أقصاها  رارة لتصل  العاثي عند زيادة درجة الح
 دقيقة  60وبعد    لها،حيث سجل اعلى قيمة    ºم  60  حرارة

  تأثير انخفضت وبشكل تدريجي مع الوقت حتى ينتهي  
الحرارية  الدرجة  الزمن وتعد هذه  فترة من  بعد  العاثي 
التي احتفظ بها الانزيم بكامل فعاليته هي درجة الحرارة 

. وجد ان فعالية  (Wang  ,2008)المثلى لعمل الانزيم  
 العاثي في تحفيز انتاج الانزيم تنخفض عند درجة حرارة 

اما في درجة   اقل،بشكل ملحوظ وبفترة زمنية    ºم   45
فلم يلحظ اي تأثير للعاثي على المزروع    ºم   37  حرارة

 (. 3البكتيري وكما موضح في شكل )
يعود سبب ذلك الى التثبيط الذي يحصل للعاثي      

في انتاج الانزيم عند انخفاض درجة الحرارة نتيجة كسر 
الاواصر   من  وبالتالي   ةالهيدروجينيللعديد  الضعيفة 

الثلاثي   التركيب  وقد   فيفقد   للأنزيمتغير  الحفزية  قوته 
الرحمنيحدث   بالكامل. )عبد  فعاليته  له ويفقد  ,  مسخ 
تشير البحوث الى ان   .(Parkink  ,1993)( و2009

اللايسوزايم سواء المستخلص من   السمة المشتركة لانزيم
القرنابيط   كزهرة  والنباتات  الدجاج  كبيض  الحيوانات 

المجهرية تتمثل ونبات الديباج او المنتجة من الاحياء  
في كونها غالبا ما تكون فعالة في درجات الحرارة العالية  
نسبيا وغالبا ما تتميز الانزيمات التي لها درجات حرارية 

العالي الحراري  بثباتها  عالية  وأخرون   Audy)  مثلى 
1988)  . 

 الوسط المغذي الأفضل 
المرق       وسطي  بين  المفاضلة  تجربة  نتائج  بينت 

المغذي الصلب ووسط لوريا المغذي الصلب ان منطقة  
أكبر وأكثر وضوحا عند استخدام وسط  التحلل تكون 
المرق المغذي لنمو البكتريا فكانت مساحة نصف قطر  

ملم بالمقارنة مع الوسط لوريا المغذي    30دائرة التحلل  
ملم وكذلك اقل من حيث    20والتي كانت بقطر اقل من  

النمو  وكما   كثافة  التحلل  منطقة  ووضوح  البكتيري 
 .(4موضح في شكل )

 الوسط المغذي الأفضل 
المرق     وسطي  بين  المفاضلة  تجربة  نتائج  بينت 

المغذي الصلب ووسط لوريا المغذي الصلب ان منطقة  
أكبر وأكثر وضوحا عند استخدام وسط  التحلل تكون 

البكتريا فكانت مساحة نصف قطر    المرق المغذي لنمو
ملم بالمقارنة مع الوسط لوريا المغذي    30دائرة التحلل  

  ملم وكذلك اقل من حيث   20والتي كانت بقطر اقل من  
وكما  التحلل  منطقة  ووضوح  البكتيري  النمو  كثافة 

 (.4موضح في شكل )
 الستنتاج والتوصيات

وبعد       اعلاه  البحث  في  المبينة  النتائج  خلال  من 
استكمال التجارب الاخرى المطلوبة يمكن انتاج انزيم 
المجهرية   الاحياء  بوساطة  صناعيا  اللايسوزايم 

بالعاثي والموجود في الترب المحلية    للإصابةالمعرضة  
وبكلفة اقل من انتاجه صناعيا من بياض البيض والذي 

 .يعتبر مادة غذائية مهمة
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 لصلب.المغذي المرق اوسط  -ب                                            وسط لوريا المغذي الصلب -ا 

 .لصلبا ايوسط لوريرنة الصلب مقالمغذي المرق اثي على وسط العا بفعل  البكترياتحلل  طقا( من4) شكل

 المصادر 

),  الخفاجي مصطفى  وتنقية  2006سوسن  فصل   .)
وتوصيف جزئي للايسوزايم من عصارة نبات الديباج.  

 .104-97(,  2)37 –   مجلة العلوم الزراعية العراقية
(. فصل وتنقية  2009سوسن مصطفى ),  عبد الرحمن

القرنابيط. مجلة   للايسوزايم من زهرة وتوصيف جزئي  
 . 119-11(,  2)40  – قية  العلوم الزراعية العرا
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