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من ها وتشخيص Pseudomonas aeruginosaبكتريا ل عز

  ترب سورية ملوثة بالزيت وتقييم إنتاجها لأنزيم الليباز
  

  )1(صباح يازجيو  )1(أنور الحاج علي

  

 الملخص
في وتشخيصها  Pseudomonas aeruginosa عينة من ترب ملوثة بالزيت لعزل بكتريا15جمعت 
 لمعرفة مدى مقـدرتها  Brain Heart Broth  وCetermide Agar ،Tributrin Agarبيئات من 

نمو المستعمرات باللون الأخضر أو      أظهرت النتائج .  م 2008-2007على إنتاج إنزيم الليباز خلال عامي       
وقـد تأكـد تنميطهـا فـي     ، الأخضر المصفر والمحاطة بهالات شفافة متباينة القطر في ثلاث عينات فقط         

نت النتائج أن الـشروط  ، كما بيPseudomonas aeruginosaة لنوع مستشفى المواساة على أنها تابع
 ، والمدة الزمنية اللازمةpH 8 =  وبدرجة حموضةº م 35المثلى لإنتاج إنزيم الليباز كانت بدرجة حرارة 

 زمنية مـن الحـضن      مدةفي الأوساط السائلة المغمورة كانت في       %) 63.3(عالية   لإنتاج الأنزيم بفعالية  
الليبـاز وإمكانيـة     في إنتاج إنزيم   مما يوضح أهمية هذه العزلات    ،  ثة أيام ضمن الشروط المثلى    قدرت بثلا 

  . تنميتها وإنتاجها لأغراض صناعيةالتحكم بظروف
  

تـرب   ،Pseudomonas aeruginosa، بكترياعزل، تشخيص،  :الكلمات المفتاحية

  .أنزيم الليباز بالزيت،ملوثة 

  

  
 .ةسوري  جامعة دمشق،،30621 .ب. كلية الزراعة، ص، قسم علوم الأغذية )1(
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Isolation and Identification of Pseudomonas 
aeruginosa From Syrian Oily-soils 

 and Evaluation its Production for Lipase 
 
 

A. Alhaj Ali )1(  and  S. Yazaji(1) 

 
ABSTRACT  

Isolation and identification of Pseudomonas aeruginosa was screened from 
15 samples of Syrian oily-soils to determine the ability to produce Lipase 
enzyme by Cetermide Agar, Tributrin Agar and Brain Heart Broth during 
2007-2008 AD. The results showed that there were grown colonies with color of 
green or yellow-green surrounded with different diameter of clear zone in three 
samples and the identification by Mowasat Hospital revealed that it was 
Pseudomonas aeruginosa In addition, the results showed that the optimum 
conditions to produce lipase was 35 Cº with the pH degree of 8 and the time of 
production of lipase with highest activity of 63.3% was three days in 
submerged culture during the optimum conditions. These results illustrated the 
important of this isolates to produce and control lipase for industrial 
production. 
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  المقدمة
تعرف الأنزيمات بأنها مواد عضوية ذات طبيعة بروتينية تصنعها الخلايا الحية لتقوم            

ازداد الطلـب    وقـد    ،نموهابدورها الوسيط في التفاعلات الحيوية ضمن ظروف مثالية ل        
بتطـور تقانـات   ) Pavlova and Zholner, 1988( عليها بعد الحرب العالمية الثانيـة 

وقد عرف منهـا  . (He et al., 2004) التخمير التي تعتمد على استخدام الأحياء الدقيقة
  في مجالات مختلفة مع إمكانية زيادة عددها في المستقبل القريـب           تُنتج أنزيم   200حاليا  

)Schallmey et al., 2004.( 
 المبيعة و لزيوت والدهون والمنتجة تجارياً    أهم الأنزيمات المحللة ل    الليباز من  أنزيم   ديع

 ـ       كلّها   من الأنزيمات    %30  وتمثل ،في العالم   زويحتل المرتبة الثانية بعـد أنـزيم البروتي
)Uhlig, 1998.(  

يستخدم أنزيم الليباز في الصناعات الغذائية لتحسين الخصائص الحـسية والفيزيائيـة            
دة في  وسيريدات الثلاثية والشموع الموج   زالة الغلي لإصناعة الورق   في   و ،للدهون والزيوت 

الـصناعات الدوائيـة   في و) Jaeger et al., 1996( الخام المعدة لتصنيع عجينة الورق
لتقدير الغليسيريدات الثلاثية في الدم ومعالجة بعض أمراض هـضم الزيـوت والـدهون              

)Snellman and Colwell, 2004(،الـدهون لإزالـة  مستحضرات التجميـل   بعض و 
)Godefrey and West, 1996(،    وفي التنظيف والصرف الـصحي بإزالـة الـشحوم 

 أساسـية  بوصفها مـادةً وفي صناعة المنظفات ) Masse et al., 2001( والبقع النفطية
   ).Vulfson, 1994(بقع الدهون والشحوم من الملابس المتسخة لإزالة 

ياء الدقيقة إلا أن الدراسـات      يوجد الليباز بالطبيعة في بذور النباتات والحيوانات والأح       
 ـإ لى استخدام الأحياء الدقيقة كمصدر تجاري لإنتاجه نظـراً        ع ركزت   العلمية مؤخراً  ى ل

  والفطـور بإنتاجـه    بعـض الخمـائر   تقـوم    إذسرعة نموها ولكمية إنتاجهـا الكبيـرة        
)Cardenas et al., 2001( ، بغـزارة  إنتاجه   منالبكتيريابعض كما تستطيع)  الـسواح

2002,(.  
 علـى   من أكثر أنواع البكتيريا استخداماaeruginosa Pseudomonasً  بكتيريادتع

قـسم   و Bacteriaتتبع هذه البكتيريـا مملكـة       و النطاق التجاري في إنتاج أنزيم الليباز،     
Gracillicutes صــف وScotobacteria رتبــة Pseudomonadalasوعائلــة  

Pseudomonadaceae حسب تصنيف العالم )Bergy and Holt,1994 ( وهي بكتيريا
 ولها قدرة على إنتـاج      ،وتنتشر بشكل عام في التربة والماء      عصوية سالبة الغرام هوائية،   

 أو بلـون    ،)Fluoarescein(ومتألقة   بلون أخضر مزرق  ) Pyocyanin( أصبغة ملونة 
 ليس لها متطلبات نمو خاصة ودرجة الحرارة        ،)Pyorubin(أخضر مصفر وبني محمر     

  .)º) Cornelis, 2008م 42وتستطيع النمو حتى  ،º م37ثالية لنموها الم
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يعمل هذا الأنزيم على تحلل الرابطة الأستيرية للدهون في مواقع مختلفة وقد حـصل              
 وهـو ،  EC.3.1.1.3 باسم العالمي للكيمياء الحيوية     الاتحاد النظامية له من     التسميةعلى  

  .)Wang et al., 2009( ببنيته  لأسباب تتعلقحرارياً إنزيم خارجي وثابت
  :تضم نزيمات المحللة للدهون والتي مختلفة من الأاًأنواع P.aeruginosa اتنتج بكتيري

Triacylglycerollipase, Carboxylestrase, Lipoproteinlipase, Acylglycerollipase, 
Strolsterase, Chlorophyllase, Galactolipase, Glycosylphosphat idylinositol 
phospholipase D (Arpigni and Jaeger,1999). 

فعالية النشاط الأنزيمي لليباز بعوامل مختلفة كدرجة الحموضة ودرجة الحرارة          تتباين  
وقد اختلفت الدراسات في تحديد الشروط المثلـى والعظمـى لنمـو هـذه               .التخمرومدة  

معزولة من تربة ملوثة بالزيت     الا  بكتيريإحدى الدراسات الكورية أن ال    نت  فقد بي  ،البكتيريا
، )pH =7 )Hong et al., 2004 درجة حموضةب ºم30لها المثلى كانت درجة الحرارة 

 تعليب الأسـماك    يمعملالصحي ل بينما استطاعت هذه البكتيريا المعزولة من مياه صرف         
وفي  ،)º) Masse et al., 2001م50 درجة حرارة فيومعمل تكرير زيت النخيل النمو 

 درجة حرارة   فيجربة مماثلة نمت هذه البكتيريا على بيئة النفط المعدني الذائب في الماء             ت
في حين  ).Karadzic et al., 2006 (10 تساوي PH مئوية وبدرجة حموضة 70 مثالية
 كانـت  P. alcaligenes الليباز منأنزيم  مستخلص فعاليةأن ) Lin et al., 1996(بين 

  . 10-6ما بين  بدرجة حموضة
ج الأنزيم   وجود دراسات سابقة في القطر العربي السوري تتعلق بإنتا         ندرةى  لإ نظراًو

 بـالمخبر فـي     محليـاً  خطوة على طريق إنتاجه      د هذا البحث يع   نوتطبيقاته الصناعية فإ  
بهدف دعم الاقتصاد الوطني وتقليل ما أمكن من استيراده واستخدامه فـي            المرحلة الأولى 

 ـمن خـلال عـزل   في المرحلة الثانية صناعيةمجال المنظفات ال  aeruginosaا بكتيري
Pseudomonas    اختبـار  و،  تصنيفها وتحديد هويتهـا   ثم   ،محلية ملوثة بالزيت   من ترب

 . مخبرياًهالظروف المثلى لإنتاج وتحديدقدرتها على إنتاج أنزيم الليباز 

  مواد البحث وطرائقه
 : جمع العينات- 1

 مكررات  ةبواقع ثلاث ) معاصر زيت زيتون  (نة من ترب     عي 15جمعت بشكل عشوائي    
 ، غرام لكل عينة   200دمشق، ريف دمشق ودرعا وبوزن      ،  حمص،  من محافظة طرطوس  

 ـ     . م2008 و 2007 ما بين    المدةوذلك خلال    ي عبـوات   حفظت العينات في مكان مظلم ف
قسم علوم   ر في مخاب  ملية العزل والغربلة عليها لاحقاً    جراء ع غرام لإ 500بلاستيكية سعة   

  .الأغذية في كلية الزراعة
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  :الغذائية المستخدمة  الأوساط-2
كلـور    غ1.4، بيبتـون غـرام  20وتتكون من  Cetremide Agar  بيئة انتقائية- 

. مـل غليـسرول   10غ أجارو   10 سيترومايد،   0.3،   البوتاسيوم غ سلفات 10،  المغنيزيوم
،  دقيقة 15 مدة   ºم 121 حرارة  وعقمت على درجة   اً مقطر  مل ماء  500سخنت الكمية في    

 .ثم صبت في أطباق بتري بعدد عينات مكررات التربة الزيتية
وتتـألف   : أنزيم الليبازإنتاجمن قدرة البكتيريا على  كدلتأ Tributrin Agarبيئة  - 

غ أجار  12،  غ3 غ، مستخلص الخميرة     2.5غ، وببتون الكازئين    2.5البيئة من بيبتون لحم     
ثـم  . pH 7.5 = ماء مع ضبط درجة الحموضـة  ل 1، حلت في Tributrine  مل10و

ثم صبت في أطباق بتري بعـدد عينـات         ،  دقيقة 15 مدة   º م 121 درجة حرارة  فيعقمت  
 وحضنت مدة   ، ولقحت بالبكتريا النامية من البيئة الانتقائية      ،ذكورة سابقاً الممكررات التربة   

  .يترمنتية الشفافة بالس ثم قيس قطر الهال، مئوية35خمسة أيام بدرجة حرارة 
  ودراسة الظـروف المثلـى   لتنمية البكتريا المعزولةBrain Heart Brothـ بيئة  

 مستخلص قلـب  غ200 غ مستخلص دماغ العجل،    200وتتركب من    .لإنتاج إنزيم الليباز  
 ثنائية فوسـفات    غ2.5،   نقي طعامملح   غ   5 غ دكستروز، و   2، و  بروتيوز غ 10والعجل  

المعقـم   في ليتر من الماء المقطـر مع حلها ، 7 درجة الحموضة إلى الصوديوم مع ضبط  
  .لتلقيحها لاحقاًالمعقمة بالدوارق المخروطية وتوزيعها 

  )Pseudomonas aeruginosa (تحضير التربة وعزل البكتريا  - 3
رب ت من كل مكرر من عينات ال      اً غرام 0.5أخذ  ب وذلك   ،طريقة نثر التربة  استخدمت   

فوق طبق بتـري    ومن ثم نثرها، وطحنها وتجفيفها هوائياًبعد مزجها جيداً  ابقاُمذكورة س ال
 درجة حرارة في) لكل عينة مكررات ةثلاث( ُحضنت الأطباق، Cetremide Agarيحوي 

لـون  مستعمرات ذات   للحصول على     وبظلام مستمر ومراقبتها يومياً    ،مدة أسبوع  º م 37
أو بطريقة تخفيف محلـول     ،  .aeruginosa P أخضر أو أخضر مصفر الخاص ببكتيريا     

 250كل مكرر ضمن دورق مخروطي سعة       التربة ل  غرامات من    10التربة بوضع كمية    
 30بشكل متقطع مـدة       ثم عرضت للهز   ، مل من الماء المقطر المعقم     90مل يحوي على    

، Cetremide Agar مل ولقحت بطبق بتري فوق مستنبت1دقيقة، أخذ من السائل الرائق 
حرك الطبق حركة رحوية لضمان توزيع التخفيف على سطح المستنبت بحيـث يـتم              ثم  

 ـنمطـت فـي م  تأكد من هوية هذه البكتريـا  ولل . مكررتحضير ثلاثة أطباق لكل    شفى ست
   .APIالمواساة بطريقة 

  :لإنتاج أنزيم الليباز تحديد الظروف المثلى -4
ارة ودرجـة الحموضـة       إنتاج الأنزيم كالحر   في بعض العوامل المؤثرة     رستْد(pH) 
في الزرعية  حيث لقحت الأوساط ،Brain Heart Brothالتخمر في بيئة سائلة من ومدة 



  ...من ترب سوريةها وتشخيص Pseudomonas aeruginosaبكتريا ل عز ـ الحاج علي واليازجي

 234

 ـ.  أيـام  3 مل من مزرعة فتية عمرها       3مل وبواقع   250دوارق مخروطية سعة     نت ضح
 دورة بالدقيقة، ثم قدر إنتاج الأنزيم بعد فصل         140الأوساط في الحاضنة الهزازة بسرعة      

 لتقـدير   º م 4 درجة حـرارة     في دورة بالدقيقة    10000 بالطرد المركزي بسرعة     الخلايا
 40،  30،  25،  20 مـن   عينت درجة الحرارة المثلى    .في الرشاحة الخامة  فعالية الأنزيم   

 مدة خمسة أيام مـع تقـدير النـسبة          8 درجة مئوية مع ضبط درجة الحموضة إلى         45و
 الموقىبتحضير المحلول    فكانت   )pH(ضة المثلى   درجة الحمو ا  أم،  المئوية لفعالية الأنزيم  

، 5.0،  4.5 مـن ئية الهيدروجين   من سترات الصوديوم وفوسفات الصوديوم الأحادية وثنا      
 ثـم   ، مدة خمسة أيـام    35º فيمع درجة حضن     9.0،  8.5،  7.5،  7.0،  6.5،  6.0،  5.5

 ـبينما مدة التخمر    ،  استخلص الأنزيم وقدرت النسبة المئوية لفعاليته       زمنيـة   لمـدد ت  كان
 حيث استخلص الأنزيم وحسبت فعاليتـه     ،  مختلفة تراوحت من يوم واحد حتى خمسة أيام       

  .pH=  8 وº م35ضمن درجة حرارة 
  :أنزيم الليباز تقدير فعالية  -5
 تفاعل التي تعتمد على (Chartrain, et al.,1993)حسب  طريقة المعايرةاستخدمت 

 مجنسة بخلاط   ، حجماً 3 :1ول الكحول بنسبة    لي فين بو% 2مل مستحلب زيت زيتون و     5
) Tris-HC (مـوقى  مل مـن محلـول       3 دقيقة، و  15مدة   º م 4سريع في درجة حرارة     

 1 وإضـافة  pH  =8رجة بد، )0.1M( مل من ملح كلور الكالسيوم    1و) 0.1M(تركيزه  
 دقيقة، أوقـف    30 مدة   º م 35 درجة حرارة    في إنزيم خام من الرشاحة والحضن        من مل
، فالأحمـاض الدهنيـة    حجما1:1ً مل اسيتون وايتانول بنسبة    20 بوضعشاط الأنزيمي   الن

 مع مشعر فينـول     M 0.05  تركيزه ماءات الصوديوم  المعايرة ب  المتحررة قيست بواسطة  
. ودون إضافة الأنزيم الخـام    نفسها  تباع الخطوات السابقة    احضر محلول الشاهد ب   ،  فتالين

من الأحمـاض   مول   ميكرو واحد   ية الأنزيم اللازمة لتحرير   بأنها كم فعالية الأنزيم   حددت  
مـن   وقورنـت بكميـة إنـزيم الليبـاز المعيـاري            ،ي الدقيقة  ف ) FFA( الدهنية الحرة 

السابقة  ظروف التجربة    ضمن) ملغ/  وحدة 50 (3465الألمانية رقم    Koch-lightشركة
  :يأتي لما وفقاً

  في الدقيقة لأنزيم الليباز المدروسFFAرو مول من عدد الميك
 =الليباز المدروس لفعالية إنزيم% 

   في الدقيقة للأنزيم المعياريFFAعدد الميكرو مول من 

  :التحليل الإحصائي -6
 قُورنتكما  ، بإيجاد المتوسط الحسابي والانحراف المعياري     أجرى التحليل الإحصائي  

 ).Montgomery, 1991(للمحافظات لعينات الترب الزيتية الفروق بين المتوسطات 
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  النتائج والمناقشة
  Pseudomonas aeruginosa تشخيص عزلات بكتريا

  من المحافظات المختلفة    معاصر الزيتون  لتربة  عين15نتائج فحص   ) 1(يبين الجدول   
  على نمو بعض المستعمرات البكتريـة مـن  ) Cetremide Agar(على البيئة الانتقائية 
P. aeruginosaبعد خمسة أيـام  ظة حمص وريف دمشق ودرعا في عينات ترب محاف 

 في حين ،   المدروسة  الكلية العيناتمن  % 20 وبنسبة   ºم35 درجة حرارة    فيمن التحضين   
وقـد  . بقية العزلات الأخرى والتي لم يظهر بها نمو للمستعمرات بشكل ملحوظ          استبعدت  

مـصفر   -أخـضر أو أخـضر    بلون  يجابية والنامية في الأطباق     الإتميزت المستعمرات   
مـع  ن الفحص تحت المجهـر      وقد بي ،  ومتفاوتة في قطر هالتها   ها  محاطة بهالة شفافة حول   

 وطولهـا   اً ميكرون 0.5-0.8 عرضها من  ، سالبة الغرام  صبغة غرام بأنها بكتريا عصوية    
الناميـة مـن   ) ريف دمشق ودرعـا  حمص،(، وأكد تنميط عزلات اً ميكرون1.5- 3 من

 .P. aeruginosa في مستشفى المواساة بأنها APIسطة المزارع النقية وتشخيصهما بوا
  .P. aeruginosa يوضح نمو )1( شكلالو

  
  أجار الانتقائيةCetremideبيئة  على P. aeruginosaن نمو يبي )1( الشكل

  :قدرة البكتيريا على إنتاج أنزيم الليباز
  مـن نتاج إنزيم الليباز    إمن المحافظات في    العزلات المغربلة   كفاءة   )1(يبين الجدول   

P. aeruginosa ،أ يلاحظ إذحمـص  محافظـات  عزلـة   بين متفاوتاًكان  طر الهالةق ن
  أبـدت  وقـد ،  ºم35  درجة حرارة  في التحضين  بعد خمسة أيام من    وريف دمشق ودرعا  
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 ـ  في حين ،   سم 0.22±2.6 بلغبمتوسط  في قطر الهالة     تفوقاً B2 لة حمص عز ة  كانت قيم
 F3درعـا   محافظة  ة  أما عزل ،   سم 0.32±2.2بلغ   بقطر D1 مشقريف د محافظة  عزلة  
 0.4±2.1وبلـغ المتوسـط العـام        0.36±1.8بلغ    بمتوسط  أدنى من غيرها   ةبقيم فكانت

 بقية العزلات الأخرى بمقـدار      لىعB2 ، وقد تفوقت عزلة حمص     كلّها لعزلات المدروسة ل
  .الهالة الشفافة المتشكلة

  مـن نتـاج إنـزيم الليبـاز       إ المغربلة مـن المحافظـات فـي         يبين كفاءة العزلات  ) 1(الجدول  
P. aeruginosa.  

  البيئة الانتقائية رقم العزلة  المحافظة
Cetremide Agar 

  قطر الهالة الشفافة بالسم * 
Tributrin Agar 

A1 - - 
A2 -  - طرطوس 
A3 - - 
B1 - - 
B2 +++++ 2.6±0.22 حمص 
B3 - - 
C1 - - 
C2 - - دمشق 
C3 -  
D1 +++++ 2.2±0.32 
D2 - - ريف دمشق 
D3  - 
F1 - - 
F2 - - درعا 
F3 +++++ 1.8±0.36 

  0.4±2.1المتوسط  %)20(نسبة العينات الإيجابية  15مجوع العينات 
   القيمة تمثل متوسط ثلاثة مكررات*                  سلبي- إيجابي، +

فات واضحة في كفاءة العزلات المختلفة على إنتـاج         تشير هذه النتائج إلى وجود اختلا     
فمزارع الأحياء الدقيقة   ،  هان ويعزى هذا التباين إلى الاختلافات الوراثية فيما بي        الليبازإنزيم  

خـصائص نموهـا     ما بينها مـن حيـث      في وإن انتمت إلى المجموعة نفسها تتباين وراثياً      
لاسيما بين المزارع والعـزلات  و، )Elander and Chang,1979( ستقلابيةالاوفعاليتها 

 عن استجابة العزلات للظـروف      والنوع ذاتهما، بل قد يكون نابعاً     التي تنتمي إلى الجنس     
فالبناء الوراثي بقدر ما يتصف بالثبات فإنه يتميز بالمقابل بمرونـة مذهلـة فـي               . البيئية

عبيـر عـن الـصفات      ن البيئة تؤثر بشكل جذري في الت      أي إ ،  لاستجابة للتغيرات البيئية  ا
  .المظهرية للجينات
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   إنزيم الليبازإنتاجتأثير الحرارة في 
  أنـزيم الليبـاز مـن بكتريـا         إنتاجفي  تأثير درجة الحرارة المختلفة     ) 2( يبين الشكل 

P. aeruginosa  أن إنتاجية الليباز تـزداد بزيـادة    حظلو إذ، في الوسط السائلالمحلية
عنـد  % 82.7النسبة المئوية لفعالية إنزيم الليبـاز       غت  قد بل  و .ºم35 إلى   20الحرارة من   

، ولوحظ انخفاض النسبة المئوية لفعاليته بـشكل ملحـوظ بارتفـاع            ºم35درجة الحرارة   
 º م 45 و 40لكل مـن     %39.9و% 73.1 ، حيث انخفضت فعاليته إلى    ºم35الحرارة عن   
 ،تباطؤ النمـو إلى  يؤدي  الحرارة عن الدرجة المثلى لنمو البكتريا   ارتفاعإن  . على التوالي 

وقد بينت الدراسات التي تناولت تـأثير       ،  تباين في النشاط الأنزيمي لليباز وإنتاجه      ومن ثم 
 تفـاوت درجـات الحـرارة    .Pseudomonas sppالحرارة في إنتاج أنزيم الليباز من 

نت دراسة كورية على بكتيريا معزولة من تربة ملوثة بالزيـت أن درجـة              فقد بي ،  المثلى
ذاتهـا  بينما اسـتطاعت البكتيريـا   ) º )Hong et al., 2004م30الحرارة المثلى كانت 

 زيت ال لكل من معمل تعليب الأسماك ومعمل تكرير      الصحي  المعزولة من مياه الصرف     و
وفي تجربة مماثلة نمـت هـذه    ،)º) Masse et al.,  2001م50 درجة حرارة فيالنمو 

 ºم70  درجـة حـرارة مثاليـة      فـي لذائب في المـاء     البكتيريا على بيئة النفط المعدني ا     
)Karadzic et al., 2006.(  
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 وإنتـاج  (B2)المحلية  P. aeruginosa يبين تأثير درجات الحرارة في نمو بكتريا) 2( الشكل

 .إنزيم الليباز
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  نتاج إنزيم الليبازفي إ (pH)درجة الحموضة تأثير 
 P. aeruginosaالليباز مـن  ج أنزيم نتاتأثير درجة الحموضة في إ) 3(لشكل يبين ا
أن النـسبة المئويـة لفعاليـة       إذ يلاحظ   . 9.0 – 4.5ما بين    تراوحت   pHبأرقام  المحلية  

، وانخفضت بشكل واضـح عنـد       %85.2 وقد بلغت    ،pH  =8الأنزيم كانت عالية عند     
إن زيادة النسبة المئويـة لفعاليـة الأنـزيم بدرجـة           ،  %27.7إلى   9.0درجة الحموضة   

نتاج أنزيم الليبـاز  إ عزى إلى أن البكتريا تنمو بشكل جيد وقادرة علىت pH 8 =وضة حم
 فـي بحثـه عـن درجـة     (Cornellis, 2008)وهذه النتائج متقاربة مع . عند هذا الرقم

 .7.5المعزولة من ترب زيتية والتي كانت        P.aeruginosa  بكتريا الحموضة المثلى من  
لـه فعاليـة    P. fragyأن مستخلص الليباز مـن  ) Nishio et al., 1987(في حين بين 

 ـ. 9.5 - 9مـا بـين    pH عظمى بدرجة حموضـة  مـن   الأنزيمـي ا المـستخلص  أم
P.alcaligenesن  فقد بي)Lin et al., 1996 (الفعالية العظمى كانت بدرجة حموضةأن  

لاف في  وتعزى الاختلافات البسيطة في درجة الحموضة المثالية إلى الاخت        ،  10-6ما بين   
 أن يفكـك  P. aeruginosa تركيب البيئة فبوجود زيت الخروع يمكن لأنزيم الليباز من

 ,Ca, Mgكما أن وجود بعض الـشوارد ، 8.5  بدرجة حموضة%90هذه الركيزة بمقدار
Co, Cu يؤدي إلى تغيير فعالية الأنزيم إلى pH  =7.8 عند مقارنته بنشاطه الأساسي في

بيتـا  من  وبوجود ركيزة مادة تفاعل، )pH  =8.8 )Kok et al., 1995درجة حموضة 
لقياس فعالية الليباز العظمى فقد لوحظ تنـاقص الفعاليـة           (P-MPP) نيتروفينيل بالميتات 
  .)Chartrain et al., 1993( 9إلى  10.5 بدرجة حموضة من
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  (B2) المحليـة  P. aeruginosaيبين تأثير درجات الحموضة فـي نمـو بكتريـا    ) 3( الشكل

  .وإنتاج إنزيم الليباز
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  :نتاج إنزيم الليبازإتأثير مدة التخمر في 
بكتريا  نموفيتأثير مدة التخمر ) 4( ن الشكليبي P. aeruginosa  وإنتـاج   المحليـة

 بلغت النسبة المئوية لفعالية إنتاج الأنـزيم        وقد. أنزيم الليباز خلال خمسة أيام من الحضن      
ومن ثم تناقصت في اليوم     ،  %63.3مقدراها  نسبة   الثالث   في المزارع المغمورة في اليوم    

ويعزى هذا التنـاقص إلـى احتمـال        . على التوالي % 42.8و% 50الرابع والخامس إلى    
بسبب تراكم النواتج الوسطية للفعاليات      أو   ، بفعل الأنزيم نفسه   الأنزيمحدوث هدم لجزئيات    

أن إفرازات الخلايـا   ) 2002 السواح،(ن  يوقد ب  .نتاج أنزيم الليباز  إالأستقلابية الهادمة في    
تكون مزارعهـا قليلـة      فمن الملاحظ أن الأنواع البكتيرية    ،  هاتختلف حسب عمر   البكترية

حدث زيادة تدريجية في النشاط الأنزيمي حتـى        ت ثم   ،النشاط في المراحل الأولى من النمو     
أساسـي كنتيجـة    كل  شنخفض فعالية الأنزيم ب   ت ثم   ،اه عند توقف انقسام الخلايا    صيصل أق 

  .لموت الخلايا البكتيرية أو تحلل الأنزيم نتيجة عمليات الأكسدة
  

0

10

20

30

40

50

60

70

1 2 3 4 5

مدة التخمر(يوم )

%
ز   
يبا
 الل
زيم
ة ن
الي
 فع

  
نزيم  إوإنتاج (B2) المحلية P. aeruginosa  نمو بكتريافيتأثير مدة التخمر ن يبي) 4( الشكل

  8.0 ودرجة حموضة º م35درجة حرارة  الليباز في



  ...من ترب سوريةها وتشخيص Pseudomonas aeruginosaبكتريا ل عز ـ الحاج علي واليازجي

 240

  الاستنتاجات
1. ى إنتاج إنزيم الليباز مـن بكتريـا  نت النتائج كفاءات العزلات علبي P. aeruginosa 

من  B2، وقد تفوقت العزلة   %20 بنسبة   ملوثة بالزيت  محليةمن ترب    وبأقطار متفاوتة 
 .حمص على بقية العزلات الأخرى

أكد تنميط العزلات المنتجة لأنزيم الليباز والنامية من المزارع النقيـة وتشخيـصهما              .2
 . P. aeruginosa يابأنها تابعة لبكتر APIبواسطة 

 وبنسبة فعاليـة  B2لإنتاج إنزيم الليباز من العزلة ° م 35بلغت درجة الحرارة المثلى .3
 %.82.2بلغت 

 وبنـسبة فعاليـة     B2 لإنتاج إنزيم الليباز من العزلة       8 درجة الحموضة المثلى     عدت .4
 %.82.2بلغت 

 وبنـسبة فعاليـة     B2زلة  لإنتاج إنزيم الليباز من الع      أيام 3 قدرت مدة التخمر المثالية    .5
 %.63.3بلغت 

  

  التوصيات
باسـتخدام المـزارع    الملوثة بالزيت   الاهتمام بإنتاج أنزيم الليباز من الترب المحلية         

 بغية استخدامها في بعـض      ،السائلة أو المخمرات الصناعية وتنقيتها على مستوى تجاري       
 .التطبيقات الغذائية والصناعية وخاصة في مجال المنظفات
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