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B91تحدیـد الظروف المثلى لانتـاج انزیـم الجیلاتینیـز مـن العزلـة المحلیـة لبكتریـا
Enterococcus faecalis

Determination of the optimum conditions for Gelatinase production
from local isolate Enterococcus faecalis B91
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الخلاصة
Enterococcus faecalisعزلة محلیة تعود لبكتریا المكورات المعویة البرازیة 70تم الحصول على 

22عزلة من عینات الادرار ، 29: المعزولة من مصادر سریریة مختلفة شملتھا الدراسة وعلى النحو الاتي
عزلات من عینات الدم ، عزلة واحدة من المھبل ، عزلتان من مسحات القشع ، 9عزلة من عینات البراز ، 

عزلات 7تمیزت . عزلات من مسحات الجروح 5ب ، عزلة واحدة من سائل الجنب ، عزلة من سائل الخل
وذلك بقدرتھا على اسالة وسط الجیلاتین شبھ الصلب وتحویلھ الى الحالة ،الانزیمبقابلیتھا على انتاج 

، ثم انتخبت العزلة السائلة ، وتكوینھا ھالة شفافة حول المستعمرة البكتیریة بعد تغطیة الطبق بكاشف فرازیر
B91Enterococcusالمحلیة  faecalis ملغم بروتین / وحدة 18كونھا الاغزر انتاجا للانزیم بفعالیة نوعیة

Yeastباستعمال الوسط الغذائي السائل  extract gelatin . حددت الظروف المثلى لانتاج الانزیم من العزلة
B91والجیلاتین عاملا محفزا لانتاج ، % 2.5بتركیز، وكان الفركتوز ھو الافضل بوصفھ مصدرا كاربونیا

، ثم الحضن 7عند رقم ھیدروجیني ابتدائي مقداره 910cfu/ml×1، وبعدد خلایـا لقاح % 1الانزیم بتركیـز 
. دقیقة / دورة 150بسرعة م بالحاضنة الھزازة40ساعة بدرجة حرارة 24لمدة 

Abstract
total of 70 isolates belonged to Enterococcus faecalis collected from different

clinical sources : (29 urine sample, 22 stool sample, 9 blood sample, 1 vagina
sample, 2 sputum sample, 1 pleural fluid sample, 1 peritoneal fluid sample and 5
wounds sample). Seven isolates were able to produce gelatinase since they were
able to liquefied the gelatin medium and clear zone were observed around the
bacterial growth after floating the plate with freizer's reagent. Enterococcus
faecalis B91 was higher producer of gelatinase in submerged culture by using
Yeast extract gelatin Medium. Optimization study revealed that fructose was the
best carbon source at 2.5% and 1% gelatin as inducible source to production the
enzyme and inoculum size 1x109 cfu/ml at initial pH7, incubated for 24 hours at
40°C by using shaking incubator at 150 rpm.

المقدمـة 
یعد انزیم الجیلاتینیز من الانزیمات الخارج خلویة المحللة للبروتین والحاویة على الزنك في تركیبھا ، ویكون من 

وینتج ھذا الانزیم بكمیات ،Pseudomonasالمنتج من بكتریا Elastaseوالمشابھ للـ Endopeptidaseنوع 
المعزولة من المرضى والذین یعانون بالدرجة الاولى من التھـاب Enterococcus faecalisكبیرة من بكتریا

او Septicemiaوتعفن الدم Bacterimiaاو الذین یعانون من تجرثم الـدم Endocarditisشغاف القلب 
] . 1[منھـم 10%من اصابـات الاطفـال حدیثي الولادة حیث یمكن ان یسبب موت واحیاناMeningitisالسحایا 

یختلف الوزن الجزیئي لھذا الانزیـم باختلاف نوع الكائن الحـي او باختلاف مكـان العـزل ضمـن المصـدر نفسـھ 
حیث Enterococcus faecalisعامل ضراوة لبكتریا ) (External GelatinaseGel E، ویعد انزیم

التي تلعب دورا رئیسا في المراحل المبكرة مـن الاصابات Antimicrobial peptideیعمـل على تحلیل
Inhibition)البلعمةویثبط عملیة استساغةC3aفي تحلیل المتمم Gel Eویترسـخ دور . المیكروبیة 

Opsonization)]2 . [ت تمتاز عائلة الجیلاتینیز بقدرتھاعلى ھضم احد مكوناECM علـى الأقـل ، وتحتاج
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Zymogensةالفسلجي اذ انھـا تفـرز بشكل انزیمـات خاملـpHإلى وجود ایون الزنك لتكون فعالھ فـي الـ
ا الطبیعیـة في ـوبمثبطاتھ(Metal Chelators)وتنشـط خـارج الخلایا الا انھا تثبط بالعوامل المخلبیھ المعدنیھ 

وتنتج عائلة ھذه الانزیمات بالدرجة .  (TIMPs)(Tissue Inhibitors of Metalloproteinases)النسیـج
Psendomonas: واجناس بكتیریة اخرى مثلEnterococcus faecalisالاولى من بكتریا  sp. ،E.coli

، B.gelatine ،B.cereus ،B.coagulanus  ،B.fumarioli: مثلBacillusوالانواع الشائعة لجنس 
B.amyloliquifaciens ،B.licheniformis ،B.subtilus ،B.sonorenis ،

B.thermoamylovarans وجنسAnoxybacillus مثل :Ano.flavithermus ،Brevibacillus
agari  ،Brevibacillus borstelensis،Proteus providans فضلا عن خمیرةCryptococcus

neformansكذلـك یمكن عـزل الانزیم من السوائل الجسمیة . خصائـص مرضیةوان اغلب ھذه الانواع لھا
یستعمل انزیم الجیلاتینز في  التقانـات الصناعیـة التي تشمل ازالـة بقایـا . ]Galleria mellonella]3لحشـرة 

لعدسـات الحشرات المیتة والطبقات اللزجة من الیـاف الحریر الطبیعي واكسابھ اللمعـان والنعومـة وتنظیـف ا
ومركبات الغسیـل والمنظفات الحیویة (Photographic films)اللاصقة وصناعة الافلام الفوتوغرافیـة 

(Biodetergents) 4[ومعاملة الفضلات الثقیلة ودباغة الجلود[ .
نظرا لندرة الدراسات المحلیة المتعلقة بانتاج ھذا الانزیم من البكتریا ولاھمیتھ الكبیرة في المجالات الطبیة 

من مصادر سریریة faecalis.Eعزل المكورات المعویة البرازیة :والبحثیة فقد ھدفت الدراسة الى ما یاتي
الاختبارات الكیموحیویة الخاصة بھذا مختلفة ثم تشخیصھا عن طریق دراسة الخصائص والصفات الزرعیة و

النوع البكتیري ، غربلة تلك العزلات للتحري عن قابلیتھا على انتاج انزیم الجیلاتینیز وانتقاء العزلة الاكفأ في 
.انتاجھ وتحدید الظروف المثلى لانتاج انزیم الجیلاتینیز باستخدام الاوساط السائلة 

المواد وطرائق العمل 
Enterococcus faecalisتریا عزل وتشخیص بك

تشرین 28(للفترةعینة سریریة مختلفة من المرضى المراجعین لمستشفى الكاظمیة التعلیمي ) 185(جمعت 
وتم اعتماد الفحوصات المجھریة والكیموحیویة لثبیت الصفات الزرعیة 2007للعام )كانون الاول15-الاول 

].5[قا للاختبارات الواردة في للمستعمرات لتشخیصھا حتى الجنس والنوع وف
اختبار قدرة العزلات البكتیریة على انتاج الجیلاتینیز

من حیث قابلیتھا على انتاج الجیلاتینیز بتنمیتھا على وسط faecalis.Eاختبرت العزلات العائدة لجنس 
، حیث تم  زرعھا بطریقة الطعنة ] 6% [30الجیلاتین شبھ الصلب والذي یحتوي على الجیلاتین بتركیز 

دةـــــــھا لمـنــــوحض
اختبرت م لملاحظة تسیـل الجیلاتین ، كذلك4ساعة ، بعدھا وضعت الانابیب في بدرجة حرارة 48)-(24

قابلیة ھذه العزلات المحلیة على انتاج الانزیم بتنمیة العزلات المحلیة قید الدراسة على وسط انتاج الجیلاتینیز 
الغني % (0.3ومستخلص الخمیرة % 0.5والببتون% 3الحاوي على الجیلاتین (Gelatin agar)الصلب 

تم التحري عن قابلیة العزلات الاكثر كفاءة في كما .م 37ساعة بدرجة حرارة 24ثم حضنھا لمدة ) بالنتروجین
Yeast Extract Gelatin  Mediumانتاج الانزیم باستخدام الوسط السائل ، وذلك بتنمیتھا على وسط 

[7]الموصوف من قبل
تقدیر فعالیة انزیم الجیلاتینیز وتركیز البروتین

فصل الخلایا البكتیریة وفق الطریقة الموصوفة من قبل قدرت فعالیة انزیم الجیلاتینیز في المحالیل الناتجة بعد 
الى الببتیدات ) في دارئ الفوسفات% 1مادة التفاعل المحضرة بتركیز (التي تعتمد على تحلل الجیلاتین ] 8[

على انھا كمیة الانزیم ) وحدة(والاحماض الامینیة المكونة لھ بفعل الانزیم ، تعرف وحدة الفعالیة الانزیمیة 
اماطریقة تقدیر البروتین فقد . بالدقیقة الواحدة تحت الظروف القیاسیة0.01ة لزیادة الامتصاصیة بمقداراللازم

بالاعتماد على المنحنى القیاسي لالبومین المصل البقري واستعمال ]9[قدرت وفق الطریقة الموصوفة من قبل 
.نانومیتر595عند طول موجي G-250صبغة الكوماسي الزرقاء 

د الظروف المثلى لانتاج الجیلاتینیزتحدی
تعیین المصدر الكاربوني الامثل لانتاج الجیلاتینیز

حُسب التركیز على اساس المواد (درست مصادر كاربونیة مختلفة مثل المالتوز ، والكلوكوز ، وعصیر التمر 
، والسكـروز ، واللاكتوز ، والفركتوز لتعیین المصدر الكاربوني الامثل لانتاج %) الصلبة للسكریات الذائبة 
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لك تم تعیین التركیز الامثل للمصدر الكاربوني ، فضلا عن ذB91faecalis.Eالجیلاتینیز من العزلـة المحلیـة 
، وتم استخلاص %)0،1،1.5،2،2.5،3،3.5،4(المنتخب باضافتھ الى الوسط وبتراكیز مختلفة ھي

.الانزیم وقیاس فعالیتھ وتركیز البروتین
تاثیر تراكیز مختلفة من الجیلاتین في انتاج الانزیم

لتعیین التركیز الامثل من الجیلاتین % )2.53، 0،0.5،1،1.5،2(اختبرت تـراكیز مختلفة من الجیلاتین
. E. faecalisالمحفز لانتاج الجیلاتینیز في الوسط الغذائي الانتاجي من العزلة المحلیة لبكتریـا 

تعیین مدة الحضانة المثلى لانتاج الجیلاتینیز
24،36(:بمدد زمنیة مختلفة ھي B91E. faecalisتم متابعة انتاج الجیلاتینیز من العزلة المحلیة لبكتریا 

ساعة لتحدید مدة الحضانة المثلى لانتاج الجیلاتینیز من العزلة المحلیة لبكتریا ) 96، 48،60،72،84،
B91E. faecalis.

تحدید تركیز اللقاح الامثل للانتاج
109(لقح الوسط الغذائي الانتاجي بتراكیز مختلفة من اللقاح البكتیري للعزلة المحلیة المنتخبة تراوحت بیـن –

ساعة 24م لمدة37من كل تركیز وحضنت بدرجة حرارة 2%ملیلتر ، باضافة اللقاح بنسبة /خلیة) 102
.B91E. faecalisیـز من العزلة المحلیة لبكتریا لتحدیـد التركیـز الامثل من اللقـاح البكتیـري لانتـاج الجیلاتین

تحدید الرقم الھیدروجیني الامثل 
9)حضن الوسط الانتاجي للجیلاتینیز بارقام ھیدروجینیة تراوحت بین - بین درجة واخرى0.5وبفارق (4.5
.كلا على انفراد لتحدید الرقم الھیدروجیني الامثل لانتاج الجیلاتینیز

تحدید درجة الحرارة المثلى      
)25،30،35،37،40،45،50(حضن الوسط الغذائي لانتاج الجیلاتینیز بدرجات حرارة مختلفـة شملت

B91ساعة كلا على انفراد لتحدید درجة الحرارة المثلى لانتاج الجیلاتینیز من لعزلة المحلیة لبكتریـا 24لمدةم
E. faecalis.

النتائج والمناقشة
عینة سریریة من مناطق مختلفة من جسم المرضى المراجعین لمستشفى الكاظمیة التعلیمي) 185(جمعت 

عینات من 7عینة من مسحات المھبل ، 2عینة من الدم ، 23عینة من البراز، 52عینة من الادرار ، 71شملت 
، عینة واحدة من سائل الخلب Pleural fluidالجنب عینات من سائل 6الاذن ، عینات من مسحات5القشع ، 

Peritoneal fluid ،4 عینات من السائل الشوكيC.S.F ،8 عینات من مسحات الجروحWound swab ،
عزلة محلیة 70، وتم تشخیص Throat swabعینات من مسحات البلعوم 5عینة واحدة من قیح خلایا ملتھبة ، 

29: المعزولة من البراز ومصادر سریریة مختلفة شملتھا الدراسة وعلى النحو الاتيE.faecalisتعود لبكتریا
عزلة من عینات البراز 22عزلة من عینات الادرار جمعت من اشخاص مصابین بالتھابات السبیل البولي ، و

من عزلات من عینات الدم ماخذوة من اشخاص یعانون 9جمعت من أشخاص یعانون من التھاب الامعاء ، 
عزلات من مسحات القشع لاشخاص 2تجرثم الدم ، عزلة واحدة مأخوذة من اناث یشكین من التھابات المھبل ، 

لاشخاص یعانون من التھاب سائل Pleural fluidیعانون من التھاب رئوي ، عزلة واحدة من سائل الجنب 
. عزلات من مسحات الجروح 5عزلة من سائل الخلب لاشخاص یعانون من التھاب غشاء الخلب ، الجنب ،

شخصت العزلات النامیة على الاوساط الانتقائیة استنادا الى الفحوصات المجھریة والكیموحیویة ویمثل جدول
:والتي یمكن تلخیصھا E.faecalisنتائج الاختبارات الكیموحیویة لعزلات ) 1(

الى جنس المكورات المعویة البرازیة ، ان اغلب خلایا المستعمرات العائدة ) 1(اظھر فحص الشریحة شكل 
والنامیة على وسط نقیع القلب والدماغ مع ازایـد الصودیوم قد ظھرت بشكل مكورات مفـردة بیضیة متطاولة 
احیانا او على شكل ازواج في احیان اخرى او تظھـر بشكـل سلاسـل قصیرة وموجبة لملون غرام وغیـر مكونة 

ان العزلات جمیعھا قد اعطت فحصا سالبا لانزیمي الكتالیز ) 1(ي جدول ، واظھرت النتائج ف] 5[للابواغ 
م حیث تعد صفة ممیزة لھذا الجنس عن الاجناس ) 10،45(والاوكسیدیز والقدرة على النمو بدرجات حرارة 

% 6.5، وتحمل الملوحة العالیة التي تصل الى 9.6الاخرى الموجبة لملون غرام ورقم ھیدروجیني قاعدي 
كلورید الصودیوم وھذه التفاعلات الكیموحیویة تمثل المفتاح التشخیصي لجنس المكورات المعویة التي تمیزھا 

التي لیس لھا القدرة على النمو في مثل ھذه الظروف ، بینما Dالتابعة للمجموعة المستضدیة من بقیة المسبحیات 
، حیث تمتلك المكورات Esculin agarكانت مستعمراتھا سوداء معتمة عند تنمیتھا على وسط اكار الاسكیولین
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مما یـؤدي Esculinaseانزیم بفعلEsculetinالمعویة القابلیة في تحلیل الاسكیولین الى كلوكوز واسكیولتین 
مع الحدید في مركب Esculetinالى تغییر لون الوسط من الاصفر الى الاسـود نتیجة لتكوین معقـد بین مادة 

Ferric ammonium citrate40، كان للعزلات النامیة جمیعاًعلى الوسط اعلاه القابلیة على النمو بتركیز %
عزلة لجنس 133على مقاومة ھذه الاملاح ، وأظھرت النتائج اعلاه عائدیة من أملاح الصفراء نتیجة لقابلیتھا

، كذلك تم تشخیص عزلات المكورات المعویة إلى مستوى النوع بدلالة الاختبارات المكورات المعویة
ن عEnterococcus faecalisالكیموحیویة الثلاثة أدناه التي تستعمل لتمیز نـوع المكورات المعویة البرازیة

القدرة العالیة لبكتریا ) 1(بقیة الأنواع الأخرى التابعة لھـذا الجنـس فقد أظھرت نتائج الدراسة الحالیة في جدول
E.faecalis عزلة ذات قابلیة عالیة على اختزال صبغة 70على اختزال الكثیر من المركبات ، حیث تمیزت

Skimفـي وسط  الحلیب الفرز% 0.1ازرق المثیلین بتركیز Milk وتحویـل الوسط إلى الحالة المختـزلة
من أملاح تلوریت البوتاسیوم فقد دل نمو % 0.04، والنمو بتركیـز Reductaseنتیجـة افرازھا إنزیم 

Telluriumإلى Telluriteالمستعمرات على ھذا الوسط على مقاومتھا لھذه الأملاح وقدرتھا على اختزال 
بتركیز Triphenyl tetrazolium chlorideسـود ، واختـزال مــادة حیـث ظھـرت المستعمرات بلـون ا

بدلالـة اللـون الاحمر القرمزي للمستعمرات بسبـب قدرتھـا على اختزال مركبات التترازولیـوم إلى % 0.01
ظھرت جمیع عزلات المكورات المعویة البرازیة فحصا موجبا لاختبار .(Red formazon)مركب احمر 

الامونیا وثاني على تحلیل الارجنین وانتاج، والقابلیةAcetyl methyl carbinolسكاور وانتاج الفوكس برو
الصودیوم وتخمیر بایروفیتArginine hydrolaseبسبب افـراز انزیـم Ornithineاوكسید الكاربون و 

.Eبكتریـا وانتاج حامض ، حیث تعد faecalisمخمرة للبایروفیتالذي تنتمي الیھ الوحیدة من الصنف ،
وتمیزت العزلات بعدم قدرتھا على انتاج كبریتید الھیدروجین والصبغات ومتحركة مما یمیزھـا من الأنواع 

اما فیما یخص المصادر الكاربونیة فقد . )متحركة ومنتجة للصبغة(E.gallinariumالأكثر تواجداً معھا مثل 
والسوربیتول واللاكتوز والكلوكوز والسكروز والمالتوز وقد كانت جمیع العزلات مخمرة للرایبوز والمانتول

أظھرت تباینا في قدرتھا على تخمر سكري الارابینوز والزایلوز ، وھذا الاختلاف قد یعزى إلى أن بعض 
العزلات ربما تمتلك بعض الخواص والصفات الفسیولوجیة التي تجعلھا مختلفة بعض الشيء عن صفاتھا 

.الأصلیة 

الدماغ مع ازاید الصودیوم مصبوغة -نقیع القلبصورة مجھریة لبكتریا المكورات المعویة في مسحة من الوسط الزرعي:) 1(شكل 
بصبغة غرام

E. faecalisنتائج الاختبارات الكیموحیویة لعزلات المكورات المعویة البرازیة : ) 1(جدول
النتیجةالاختبارتالنتیجةالاختبارت
-H2Sانتاج غاز 14-اختبار انزیم الكاتالیز1
-اختبار إنتاج الصبغات15-اختبار انزیم الاوكسیدیز2
+الحركة على الوسط شبھ الصلب16+9.6النمو في اس ھیدروجیني 3
تخمر السكریات17+كلورید الصودیوم% 6.5النمو بتركیز 4
+كلوكوزo+Aم)45، 10(النمو بدرجات حرارة 5
+رایبوزB+تحلل الاسكیولین6
+سوربتولC+املاح الصفراء% 40النمو في 7
+مالتوزD+ازرق المثیلین% 0.1النمو في 8
–+/ ارابینوزE+كلورید التترازولیم% 0.01النمو في 9
+سكروزF+تلوریت البوتاسیوم%0.04النمو في 10
–+/ زایلوزG+بروسكور- الفوكساختبار 11
+مانتولH+تحلل الآرجنین12
+تخمر البایروفیت13

الاختبار جزئي):-(+/الاختبار سالب ، ): -(الاختبار موجب ، (+): 
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على انتاج انزیم الجیلاتینیز E. faecalisالتحري عن قابلیة العزلات المحلیة لبكتریا 
المعزولة من البراز ، S2،S16،S27،S32عزلات فقط ذات الرمـوز 4شملت (عزلات فقـط قد 7اظھرت 

من دم مریض یعانـي B91من ادرار مریض یعاني من التھاب السبیل البولي ، وعزلة واحدة U66عزلة واحدة 
من التھـاب غشـاء الخلـب من سائل الخلب المعزولة من مریض یعاني P.Fمن تجرثم الدم وعزلة واحدة 

Peritonitis  ( ان لھـا القابلیة على اسالـة الجیلاتین الموجـود في وسط الجیلاتین شبھ الصلب بفعـل انزیـم
كذلك اظھرت نفس العزلات السبعة قابلیتھا على تحلیل الجیلاتین في وسط انتاج الجیلاتینیز الصلب . الجیلاتینیـز 

(Gelatin agar)ى ظھور الھالـة الشفافة حول المستعمرة النامیة بعـد اضافـة كاشف فرازیـر وتم اعتماداً عل
) .2(وجدول) 2(قیاس قطـر التحلل لكل عزلة شكل 

على انتاج الجیلاتینیز بعد تنمیتھا S27E.faecalisقابلیة العزلة المحلیـة:) 2(شكل
ساعة24م ولمدة 37بدرجة Gelatin agarعلى الوسط الصلب 

Gelatin agarالمحلیة المنتجة لانزیم الجیلاتینیزعلى الوسط الغذائي الصلـب E .faecalisالغربلة شبھ الكمیة لعزلات :) 2(جدول
ساعـة موزعـة حسـب مصادر عزلھا المختلفة24م لمدة 37بدرجة 

اختیار العزلة الاكفا في انتاج الجیلاتینیز في الوسط السائل
عزلات من مرحلة الغربلة شبھ الكمیة التي انتجت ھالة شفافة على وسط انتاج الجیلاتینیز الصلب 7انتخبت 

ساعة ولھا القدرة على اسالة الجیلاتین في وسط اسالة الجیلاتین شبھ الصلب خلال24ملم خلال 19)-(7بقطر
جدولنتائج المبینة فيساعة ، لتحدید العزلة الاكفأ في انتاج الانزیم باستخدام الوسط السائل ، وتشیر ال) 48- 24(
تمیزت بانتاجھا العالي للانزیم قیاساً بباقي العزلات اذ بلغت الفعالیة B91E.faecalisان العزلة المحلیـة ) 3(

ملغم /وحدة) 8-1(ملغم بروتین بینما تراوحت الفعالیة النوعیة لبقیة العزلات بین /وحدة18النوعیة للانزیم 
كذلك . تائج اللاحقة ، وبالاعتماد على ھذه النتائج اختیرت ھذه العزلة لتكون مصدرا لانتاج الانزیم في النبروتین

قد اتصفت بضعف قابلیتھا على انتاج الانزیم U66E.faecalisلوحظ من خلال النتائج المستحصلة ان العزلة
ملغم بروتین وقد یعزى ھذا التباین في انتاج الانزیم بین افراد النوع الواحد / وحدة 1اذ بلغت الفعالیة النوعیة لھا 
ع العزلات ومصادر العزل ومدى قابلیتھا على احداث المرض فضلا عن طبیعة الى التباین الوراثي لھا ونو

الاصابة وظروف التنمیة كمكونات الوسط الغذائي ودرجة الحرارة والرقم الھیدروجیني والتھویة والتحریك التي 
. لانتاج الانزیم في الوسط السائلB91E.faecalisساعدت على قابلیة العزلة 

عدد العینات مصدر العزل
الموجبةالحاویة 

على البكتریا

عدد العینات 
الموجبة المنتجة 

للانزیم

النسبة المئویة  )ملم(قطر منطقة التحلل رمز العزلات المنتجة للانزیم
(%)للعزلات 

291U661514.29الادرار
224S2,S16,S27 ,S327،10،19 ،1257.14البراز
91B91914.29الدم

11P.F1614.29سائل الخلب
20000القشع

10000سائل الجنب
10000المھبل
50000الجروح
70700100.01المجموع
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Yeast Extract Gelatinالمنتجة لانزیم الجیلاتینیز في الوسط الغذائي السائلE.faecalisبلة الكمیة لعزلات الغر:)3(جدول
Medium ساعة24لمدة 37بدرجة حرارة

)ملغم بروتین/وحدة(الفعالیة النوعیةرمز العزلة
S28

S162
S275
S328
U661
B9118
P.F6

لانتاج الجیلاتینیزتحدید الظروف المثلى 
المصدر الكاربوني الامثل لانتاج الجیلاتینیز

اختبرت ستة مصادر للكاربون في تنمیة العزلة المحلیة ودراسة تأثیرھا في انتاج انزیم الجیلاتینیز تمثلت 
سكر ، وبینت النتائج ان % 2عصیر التمر بتركیز ، اللاكتوز ، المالتوز ، السكروز ، الفركتوز ،بالكلوكوز

ملغم بروتین یلیھ / وحدة 15الفركتوز افضل مصدر كاربوني في انتاج الجیلاتینیز ، اذ بلغت الفعالیة النوعیة 
ملغم / وحدة 7.5ملغم بروتین ویلیھ الكلوكوز بفعالیة نوعیة / وحدة 13السكروز والمالتوز بفعالیة نوعیة 

ویعد ) . 2(ملغم بروتین كما ھوموضح في شكل/ دة وح7بروتین ، ثم اللاكتوز وعصیر التمر بفعالیة نوعیة 
سـكر الفركتوز من السكریات البسیطة ذات الجاھزیة العالیة ومن السھولة نفاذھا الى داخل الخلیة اذ یعمل كمحفز 

لقد اختلفت المصادر الكربونیة المستعملة في انتاج الجیلاتینیز باختلاف . لنمو الكائن المجھري ومصدراً للطاقة 
سكر الكلوكوز في وسط تنمیة ] 10[وع الوسط الانتاجي المستخدم وباختلاف نوع الكائن المجھري فقد استعمل ن

لتحفیز تلك البكتریا على انتاج انزیم الجیلاتینیز ، كذلك فان اضافة الكلیسرول بـدلا من E.faecalisبكتریا 
اضیف ] . 7[في انتاج انزیـم الجیلاتینیزMicrococcus luteusریاـة بكتالسكروز للوسط یعزز من قابلی

سكرالفركتـوزالى الوسـط الانتاجي بتراكیز مختلفة بوصفھ مصـدراً كاربونیاً لانتاج الجیلاتینیز من العزلة المحلیة 
B91E.faecalis الفعالیـة النوعیة عند لوحظ انخفاض في. )3(لبیان تأثیره في انتاج الانزیم شكل

ملغم بروتین ، مع زیادة تدریجیة بلغت / وحدة 12، اذ لم تتجاوز الفعالیة النوعیة للانزیم )%2،1(التركیزي
ملغم بروتین / وحدة 4ثم بدأت بالانخفـاض لتصـل الى % 2.5ملغـم بروتیـن عند التركیـز / وحدة 17حوالي 

%.4عند التركیز 
یحتاجھا الكائن الحي في النمو والتكاثر والانتاج ، یلعب المصدر الكربوني دورا مھما في تجھیز الطاقة التي 

ویمكـن ان یعزى انخفاض انتاجیة الانزیم عنـد التراكیز المنخفضة من الفركتوز الى عدم كفایة ھذه التراكیـز من 
لسكر وقد یعود انخفاض الانتاجیة عند التراكیز العالیة من ا. السكر في نمو البكتریا وتحفیزھا على انتـاج الانزیم 

.]11[الى تغیر حامضیة الوسط الغذائي وانخفاضھا بسبب نواتج الایض الخلوي اثناء مدة التخمیر 
تاثیر تراكیز مختلفة من الجیلاتین في انتاج الانزیم

من الجیلاتین والمعاملة الخالیة من % 0.5لوحظ انخفاض في الفعالیة النوعیة عند المعاملة المحتویة على 
ملغم بروتین ، ووصلت / وحدة 11، حیث لم تتجاوز الفعالیة النوعیة للانزیم عن ) 4(شكل %) 0(الجیلاتین 

6ثم بدأت بالانخفاض مع زیادة تركیز الجیلاتین لتصـل الى % 1ملغم بروتین عند التركیز / وحدة 17حوالي 
زیادة تركیـز المادة الاساس ، وقـد یُعزى ھـذا الانخفاض في الفعالیة مع % 3ملغم بروتین عند التركیز / وحدة 

] .12[الى التأثیر التثبیطي للاحمـاض الامینیة الناتجـة من ھضـم الجیلایتـن على انتـاج الانزیـم 
توضح ھـذه النتائج ان انتاجیة الجیلاتینیز تتحدد بمكونات الوسط الزرعي اذ اظھرت انتاجیة عالیة عند تزوید 

بثبات تركیز المصدرین النتروجینیین الببتون % 1الجیلاتین بتركیز الوسط الزرعي بالمصـدر النتروجیني
، ویؤدي التباین % 0.5وذلك لكونھ المادة الاساس التي یعمل علیھا الانزیم ، ومستخلص الخمیرة % 2بتركیز 

. ة في تراكیز المواد المجھزة للوسط الزرعي دوراً مھماً في انتاجیة الجیلاتینیز من قبل الاحیاء المجھری
تحدید مدة الحضن المثلى لانتاج الجیلاتینیز 

.Eانتاج انزیم الجیلاتینیز من العزلة تم متابعة faecalis B91 24،36،48(في مدد زمنیة مختلفة شملت
ساعة من الحضن اذ كانت 24ساعة ، اظھرت النتائج ان افضل انتاج للانزیم كان بعـد ) 60،72،84،96،

بعدھا اخذت الانتاجیة بالانخفاض بزیادة مدة ) 5(ملغـم بروتین شكـل / وحدة 19.8عیة للانزیم الفعالیـة النو
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ساعة ، كانت ھـذه النتیجة 24مما یشیر الى ان مدة الحضن المثلى لانتاج الانزیم ھي . ساعة 24الحضن عن 
من ھیمولمف الحشرات والمنتجة المعزولةE.faecalisالذي بین ان مدة الحضانة اللازمة لبكتریا ] 2[مقاربة 

تشیر بعض الدراسات الى أن انزیم الجیلاتینیز ینتج في الطور اللوغارتمي . ساعة 20لانزیم الجیلاتینیزھي 
للكائن الحي وتزداد سرعة الانتاجیة بزیادة سرعة النمو اللوغارتمي لیصل اقصاه في طور الثبات ، ثم یبدأ 

ساعة 24الانخفاض في الفعالیة الانزیمیـة عند اطالة مدة الحضن اكثر من ان . بالانخفاض عند طور الھلاك
یمكن ان یعزى الى قلة المحتوى الغذائي في الوسط الزرعي مع تراكـم مواد الایض المختلفة والناتجة مـن نمو 

دوث ھضم ذاتي البكتریا اضافـة الى انتـاج بعض المواد المثبطة لنمو الخلایا في الوسـط الغذائي ، او بسبب ح
] .13[للانزیم او تثبیط بوساطة النواتج النھائیة الذي ینعكس سلبا على فعالیة الانزیم 

تعیین اللقاح الأمثل لانتاج الجیلاتینیز
لوحظ زیادة تدریجیة في انتاج الجیلاتینیز مع زیادة اعداد الخلایا في كمیة اللقاح المضاف الى الوسط الزرعي 

ملیغرام / وحدة 24ملیلتر اذ بلغت الفعالیة النوعیة للانزیم / خلیة X 1910یة عند اضافةحیث بلغت اعلى انتاج
.)6(بروتین  شكل

ملیلتر قد تكون غیر كافیة / خلیة ) 510–101(كما بینت النتائج ان تلقیح الوسط الغذائي باعداد قلیلة من الخلایا 
للانزیم اذ تستھلك الوسط للنمو والانقسام ، في حین ان زیادة تركیز اللقاح لزیادة الكتلة الحیویة والانتاج العالي 

ضمن الحدود المثلى یؤدي الى استغلال امثل لمكونات الوسط الغذائي وتحفیز الخلایا على الانتاج العالي للانزیم 
یؤثر سلباً في انتاج واشارت دراسات اخرى الى ان الزیادة العالیة لتركیز اللقاح عند الحدود المثلى قد] 14[

الانزیم بسبب حالة التنافس لھذه الاعداد الكبیرة من الخلایا على تمثیل العناصر الغذائیة الاساسیة في الوسط 
وانعكاس ذلك على انتاجیة الانزیم ، فضلاً عن تغییر الظروف المزرعیة التي تشـمل قلة المواد الغذائیة في 

لا عن امكانیة انتاجھا وافرازھا مواد سامة او مثبطة للنمو مما یؤثر سلبا الوسـط وتغیر الرقم الھیدروجیني فض
.]15[في قدرة انتاج الانزیم من قبل الاحیاء المجھریة

تحدید الرقم الھیدروجیني الامثل لانتاج الجیلاتینیز 
حامضیة والقاعدیة شكل اظھرت النتائج انخفاض في انتاجیة الانزیم عند القیم المتطرفة من الرقم الھیدروجیني ال

، وازدادت تدریجیاً ) 4.5،8،8.5،9(حیث فقدت الفعالیة النوعیة للانزیم عند قیم الرقم الھیدروجیني ) 7(
ملغم بروتین على التوالي حتى بلغت / وحدة ) 7،8( حیث بلغت الفعالیة 5،5.5عند الرقم الھیدروجیني 

مما یشیر الى . 7ملغم بروتین / وحدة 20اقصاھا عند الرقم الھیدروجیني المتعادل اذ بلغت الفعالیة النوعیة 
ویأتي تاثیر الرقم ) . 7(شكل 7الرقم الھیدروجیني الامثل لانتاج الجیلاتینیز من العزلة المحلیة قید الدراسة ھو 

لھیدروجیني للوسط الغذائي الى دوره في ذائبیة المركبات في الوسط فضلا عن تأثیره في الفعالیـات الایضیة ا
للكائن الحي وتأین و ثباتیة المركبات الحیویة خلال عملیـات التخمیر ومن ثم تاثیره في نمو البكتریا وانتاج 

ومتابعة الرقم الھیدروجیني للوسط الغذائـي لاجـل الانزیـم ، وتذكر العدیـد من الدراسات الى ضرورة السیطـرة
الحصول على انتاجیة مثلـى للمواد المفرزة من الاحیـاء المجھریة فضـلا عن المحافظـة على فعالیتھـا وثباتھا ، 

خلویھ یكون في الارقام الھیدروجینیة المثلى للنمو مع بعض –ان اعلى انتاج لمعظم الانزیمات الخارج 
.]16[ت التي یكون فیھا الرقم الھیدروجیني الامثل للنمو یختلف قلیلا عن قیمھ في انتاج الانزیم  الاستثناءا

تحدید درجة الحرارة المثلى لانتاج الجیلاتینیز 
م في انتاج الجیلاتینیز من العزلة )50، 45، 40، 37، 30،35، 25(درس تأثیر درجات حراریة مختلفة شملت 

E. faecalisالمحلیة  B91 زیادة انتاج الانزیم بازدیاد درجة الحرارة ) 8(، وبینت النتائج الموضحة في شكل
ملغم بروتین ، بعدھا انخفضت الانتاجیة عند / وحدة 30م ، اذ بلغت الفعالیة النوعیة 40حیث بلغت اقصاھا عند 

نزیم الجیلاتینیز مـن بكتریا ان درجة الحرارة المثلى لانتـاج ا] 17[وقد وضح . م 40ارتفاع درجة الحرارة عن 
E.faecalis ان درجة الحرارة المثلى لانتاج انزیم الجیلاتینیز من بكتریا ] 18[م ، كذلـك 40ھيE. faecium

یتأثر انتاج الجیلاتینیز بتغیر درجة حرارة الوسـط الزرعي في اثناء الحضن ، اذ ینخفض انتاج .م 40ھي 
Streptococcusالانزیم من بكتریا  pyogenes م او انخفاضـھا و تمثـل 37عند ارتفاع درجة الحرارة عـن

بان انتـاج انزیم الجیلاتینیز یثبط في درجات ] 20[، كذلك اشار] 19[ھـذه الدرجة درجـة الحرارة المثلى للانتاج 
ة عن طریق تأثیرھا في ان لدرجة الحرارة تأثیراً مھـماً في انتاج الانزیم من الاحیاء المجھری. الحرارة المنخفضة

ذائبیة الاوكسجین بالوسط الغذائـي والطاقة الحركیة للجزیئات وسرعة التفاعلات الانزیمیة في الخلیة وینعكس 
. ذلك سلباً او ایجاباً في انتاج الانزیم
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