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 زلمممة بكتيريمممة مممما البكتريممما الملمممممة لم مممميموز المعزولمممة مممما اورا  الا مممجار  59تمممم الل مممو   مممم   
المت مماة ة وتباينممت اممزلا العممزلات اممل ةممدرت ا  ممم  تلميمم  ال ممميموز وةممد البتممت نتمما   ت مم ي  اا مم   زلممة 

اظ مرت نتما   و  Sphingomonas pucimobiliبكتيرية منت بة ما بميا تمما العمزلات ان ما تعمود الم  بكتريما 
تنقية الانزيم المنت  ما ةب  ازلا البكتريا با ت دام الو   الزر ل الملمور والم مت م  ب ريقمة التر ميئ اما   

ولممممدةمممرم بممممروتيا وتراولممممت ن ممممبة الا ممممبا  بكبريتممممات  :515ال ممممر ة اا اليعاليممممة النو يممممة ل نممممزيم كانممممت 
و نمد ا مت دام  :618% وبعدد ممرات تنقيمة ;48=(% إز بمرت الل يمة الانزيمية  نداا 80 – 0الامونيوم )

% و مدد 6=551اظ مرت النتما   اا الل ميمة الانزيميمة بمرمت  DEAE – cellulose مود التبماد  الايمونل 
%  نمممممد ا مممممت دام التر ممممميئ ال  ممممممل 1:7>بينمممممما كانمممممت الل ممممميمة الانزيميمممممة  0>91ممممممرات التنقيمممممة كانمممممت 

Sephadex G – 75  ةمد بمما الموزا الجزي مل منمزيم ال مميوليز المنقم  والمقمدر و  =561وبعمدد ممرات تنقيمة
 4كيمو دالتوا 85ب ريقة الترلي  الك ربا ل 
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 المقدمة
   يات بعض بأغ ية وليقا ارتبا ا الانزيمات بعض ترتب 

 ال  راء والب  تيدات والميتوكندريا الر اء الب زمل مل  ال مية
 .ا م ا ال عب ما ما يكوا كليرا اأنه و ميه,  الاندوب زمية وال بكة

 لدما ال  يمكا الماء ال غروية ملالي  تكوا الانزيمات معظم أا بيد
ما  الا رى وكليرا لمبروتينات الم ت دمة ني  ا وبال ر  ب  ولة ا م ا
 تمايز  م  و اةة تعتمد  ويمة  ممية البروتينات ا    ممية تكوا

 الدرا ة( ولمبروتينات )ةيد ل نزيم م تمية ملالي  ال )ا ت ف( الزوباا
 ال روري ما لزلا ا بئ (1). كممولات والموجودة ال اممة الا رى
 لاجة لوجود وت ويراا الانزيمات لتنقية ال ا ة بال ر  الااتمام
 تنقية لق  الما ية ال نوات ال ل ا انبل  اقد لزا لتنقيت ا متوا مة
 كعمم لديث ليكوا ما العموم الم مة ال تنقية الانزيمات الانزيمات
  (2).ال نا ات ما العديد ال  مي ا المتزايد ال مب ب بب
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( اا ال ميوليز او انزيم تنتجه الي ريات والبكتريا 3زكر )
 glucose –β م  تلمي  ال ميموز ال  بنيته الا ا ية  تهلقدر  لانتاجه
ل زا ال بب ي ت دم ال  ددٍ ما الت بيقات  Oligosaccharidesاو 

المتنو ة , أز يتكوا ازا الانزيم ب ورة  امة ما مجمو تيا الاول  
Ctalytic domain  المجمو ة المليزة ويرمز ل اCD   التل تعم   م

لم ميموز , واللانية  β 1,4 glucosidaseتلييز تلم  اوا ر 
Cellulose-Binding Domain (CBD)  مجمو ة الارتبا  بال ميموز

واا  Carbohydrate Binding Model (CBM1)التل ت م  لاليا 
الد اام  يات ازلا المجمو ة ان ا تيتقر إل  اعالية التلييز از ان ا 
ترتب  ب  ئ ال ميموز بوا  ة ل لة الماض امينية   رية واا ازالة 
ازلا المجمو ة ي بب ان يا اً كبيراً ال اعالية الارتبا  والتلم   د 

الزي ال ميموز البموري ولا يؤلر ال تلم  ال ميموز غير البموري الامر 
( تتعم  ال تلمي  CBM1ادى ال  اةتراح اا وظيية ازلا المجمو ة )

4 الانزيمات التل تلم  ال ميموز تعم   م  تلييز (4ال ميموز البموري )
تلم  ال ميموز الزا ب وغير الزا ب  ا  ري  ك ر الاوا ر 
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وت ك   ( التل ترب  بيا ولدات الكموكوزβ-1,44الك يكو يدية )
للياة ل لياء جميعا از ت ك  جانبا م ما ما الانزيمات   ب ا
 4(5 مميات الت نيع)

 
 المواد وطرق العمل
 -:العزل والتشخيص
 ينة ما أورا  أ جار م تمية  وتم و ع ا دا    59جمعت 

م, العم  0490م, العرض 9;04ال امرض زات أبعاد )ال و   ليرة
يوماً لم  60( ور بت امورا  و مرت دا   الليرة وتركت لمدة م0470
غرام ما كومبو ت أورا  ال جر وو عت دا   اكياس  50ا ز 

و ج   م  الكيس الزي أ زت ايه النمازج المعمومات كااة مل  رةم 
العينة , نو  الور  ومكاا جمع النمازج و ند الو و  ال  الم تبر 

قم( واجريت  م مة ت اايف ل ا وتم م  ماء مق ر )مع 0=مزجت مع 
لقئ و   اكار ال ميموز زرا ت ا مبا رة )الت ييف الرابع وال امس(  م  

 gm K2HPo4 , 0.2 gm MgSo4.7H2O 0.8ال مب المتكوا ما 
, 0.2 gm KH2Po4 , 0.2 gmNaCl , 1 gm NaNo3 , 0.01 
gm CaCo3 , 0.5 gm Yeast extract , 17 gm Agar and 5 

gm CMC  ال لتر ماء مق ر مع  ب  المpH   ول نت  ,(6) ;ال
ولررض ا تيار العزلات الاكياء   ا ة4 >8لمدة  οم 70بدرجة لرارة 

 Loopن  ت العزلات المنتجة منزيم ال ميوليز بنق  مملء  روة الناة  )
Full ما المزار  المليوظة ال  و   الاكار المرزي لم ا يد زرا ة )

 7) م  و   اكار ال ميموز الزي تم و يه ما ةب  ) المنقاة العزلات
 م ول نت ال درجة 5ال مركز ال ب  دا   دا رة لا يتجاوز ة راا 

(  ا ة و ج  ة ر التلم  ما     6;, >8, 68لمدة ) οم70لرارة 
تكوا ال الة ال يااة )لزام تلم  ال ميموز لو  تما الم تعمرات( وبناء 

انت اب  زلة بكتيرية والدة با تبار ان ا  م  نتا   ازا الا تبار تم 
 امكيأ ال انتاج انزيم ال ميوليز لررض ا ت دام ا ال الدرا ات ال لقة

البكتيرية المنتجة منزيم ال ميوليز با ت دام  تما العزلة و   ت
اليلو ات المج رية والكيموليوية ا تمادا  م  الم ادر العممية 

ولتأكيد الت  ي  تم ا ت دام نظام   المتبعة  الميا لت  ي  البكتريا
(Api - Strep. , Api - Staph. , Api – 20E)  و كزلا

 Vitek 2 system 4ج از
 

 -:قياس فعالية انزيم السميوليز

 تم ةياس اعالية الانزيم ال الو   ال ا    م  النلو الآتل:
 تهيئة المنحنى القياسي لمكموكوز - أ

4وبل ب  (8)التل و ي ا  ال ريقةل ر المنلن  القيا ل وا  
 ما( إز ا ت دمت النتا   التل ظ رت  5ما مو ئ ال جدو  ) 

الجدو  ال ر م المنل  القيا ل لتقدير الكموكوز بيا الامت ا ية 
 وتركيز الكموكوز  وا تعم  ال تقدير الكموكوز ال النمازج

 

 ( تحضير انًنحنى انقياسي نهكهىكىز1جذول )
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في الوسط السائل بحسب  تم القياس-:فعالية معقد الانزيم قياس - ب

 كمادة  CMC. وباستخدام (9)طريقة 
ال انبوبة ونعم   وو عتم  ما المزر ة ال ا مة  50 با ز

دةيقة  59دورةمدةيقة ولمدة  58000ل ا  رداً مركزياً مبرداً ب ر ة 
 crudeم  ما الرا ئ بو يه ) 049 لم ا زο 4م 8بدرجة لرارة 

enzyme )م  ما ملمو   549 وا يف ل اCMC 5 المل ر ال %
 70لمدة  تل نو ( pH 7مولاري ) 0409ملمو  او يات ال وديوم 

م   7 لم ا يف  ال )لمام ما ل ازاز(ο 4م 80دةيقة بدرجة لرارة 
الانابيب ال و عت  لك  انبوبة لإيقاف التيا  DNS 4ما كا ف 
 تركلم ت دةا  4 50لمدة  οم 500بدرجة لرارة  مرمللمام ما ل 
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 980 م   و  موجل   تةر و الانابيب لتبرد بدرجة لرارة الرراة 
 نانوميتر4

 
   -:وتنقية انزيم السميوليز استخلاص

 Nottinghamكمية العموم لجامعة  الاجريت ازلا التجربة 
Trent : وةد ت منت العممية ال  وات الاتية 

 -:تركيز وتنقية انزيم السميوليز 
اا  ممية تنقية الانزيم تعنل الت م  ما ال وا ب الموجودة 
مع الانزيم لتيادي الا تنتاجات ال ا  ة, اجريت  ممية ا ت    

 -كالتالل: ةيد الدرا ة  البكتيريةوتنقية انزيم ال ميوليز ما العزلات 
با ت دام الو   الزر ل ال ا    البكتيرية الملمية لةنميت العز  

 لم( تلت الظروف الملم  لإنتاج الانزيم E4له  ابقا ) الملور الزي رمز
ا مت الكتمة الليوية بو ع المزر ة بعد انت اء مدة الل ا الملم  ال 

دةيقة  59دورةمدةيقة لمدة  56000ج از ال رد المركزي المبرد ب ر ة 
( م  تقريبا واجريت له  ممية 4700 ا ز الرا ئ ) °م8بدرجة لرارة 

 Amicon ultra – 15التركيز با ت دام التر يئ اا   ال ر ة )
centrifugal filter devices 59( اي اا لجم اليمتر الم ت دم او 

( والزي يو ع دا   انبوبة  رد NMWL 10000م   زات غ اء )
 000:ب ر ة م  اجريت  ممية التر يئ  90مركزي مبرد لجم 
ا ز الرا ئ المركز 4 °م8دةيقة وبدرجة لرارة  60دورةمدةيقة لمدة 

المتل    ميه ما ال  و ال ابقة واجريت له  ممية التر يب با ت دام 
( بدرجة لرارة 12كبريتات الامونيوم وا  ال ريقة المو لة ما ةب  )

(% لم 80 – 0مع التلريا الم تمر وبن ب ا با  تراولت ) °م8
الروا ب المتكونة بعد ك  ا ااة بال رد المركزي المبرد ب ر ة  ا مت
, اام  الرا    °م8دةيقة بدرجة لرارة  69دورةمدةيقة لمدة  56000

( A( م  تقريبا ما ملمو  )50وازيب الرا ب ال اة  كمية ممكنة )
( لمرا ب Dialysisاجريت  ممية الن ئ الر ا ل ) 4 لمالمنظم

( لمدة Aال ابقة وبنيس الملمو  المنظم ) ال  وةالمتل    ميه ما 
يوم والد وتم ا تبدا  الملمو  المنظم ك  اربع  ا ات 4 بعد الانت اء 
ما  ممية الديمزة اجريت لمملمو   ممية )كروموتوغراايا التباد  الايونل( 
ليث تم تلديد المباد  الايونل الان ب ل  ت دام وا  المعادلة 

 تل تن  الاتلال 12) المزكورة ما ةب  )
ΔP = PI – pH 

 = مل مة ال لنة الملمولة  م  الانزيم  ΔPليث اا  

pH   الاس ال يدروجينل الامل  ل نزيم = 
PI    نق ة التعاد  الك ربا ل التقريبية التل تعرف )  م =

ان ا الرةم ال يدروجينل الزي تكوا ايه مل مة ال لنة التل 
 يلمم ا الانزيم  يراً( 

لنات  المعادلة ا  لا التل تم ت بيق ا تم ا تيار المباد  و واقا 
( زو ال لنة الموجبة لكل DEAE – celluloseالايونل ال الب واو )

ل ر و بئ ال  مود الي    والزييرتب  ب لنة الانزيم ال البة 
 م ليث تمت موازنة العمود بالملمو   59×  549لت بئ ابعادلا 

ف الملمو  الانزيمل المركز بالتر يئ ( لمدة يوم كام  ا يAالمنظم )
اليا   وكبريتات الامونيوم ال   مود المباد  الايونل لم جمعت الاجزاء 
التل لم ترتب  بالمباد  الايونل والمتداقة ما العمود ال انابيب ا تبار 

م مدةيقة لم اجريت  ممية الا ترداد )ازالة او  049ب ر ة جرياا 
 Linearا ت دام التدرج المملل ال  ل )  ف البروتينات المرتب ة( ب

Salt Gradient( ليث غ   العمود بتراكيز متدرجة ما )045 – 
تم ةراءة الامت ا ية لك  جزء ما الاجزاء و  NaCl( مولاري ما 049

نانوميتر  980و  0>6المني مة ما العمود  ند ال ولييا الموجييا 
والل , جمعت بعداا لمعراة تركيز البروتيا واعالية الانزيم  م  الت

الاجزاء زات اليعالية الانزيمية العالية وتم ةياس اليعالية الانزيمية وتركيز 
 البروتيا ل ا 4
 ما النات  امنزيمل الملمو  إمرار اميونل التباد    وة تمت

 Sephadex G – 75 م   مود التر يئ ال  مل  ال ابقة ال  وة
 م  90×  :04ة زات ابعاد الزي ل ر بل ب تعميمات ال ركة المج ز 
( لمدة يوم كام  وا تردت Aليث تمت موازنة العمود بالملمو  المنظم )
م مدةيقة , تم ةراءة  0469الاجزاء بملمو  الموازنة ني ه وب ر ة تدا  

الامت ا ية لك  جزء ما الاجزاء المني مة ما العمود  ند ال ولييا 
البروتيا واعالية الانزيم  نانوميتر لمعراة تركيز 980و  0>6الموجييا 

 م  التوالل , جمعت بعداا الاجزاء زات اليعالية الانزيمية العالية وتم 
تم ليظ العينات  وةياس اليعالية الانزيمية وتركيز البروتيا ل ا 4
با تباراا ال  °م 60-المتل    مي ا ما ال  وة ال ابقة بدرجة لرارة 

 الانزيم المنق 4
 

 -للانزيم: تقدير الوزن الجزيئي
 لةتم تقدير الوزا الجزي ل منزيم ال ميوليز المنق  ما العز 

ةيد الدرا ة  ا  ري  Sphingomonas paucimobilis البكتيرية
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إز ا ت دم ال ازلا ال ريقة ا م  (13)اجراء  ممية الترلي  الك ربا ل
والزي يتم و ع ا مبا رة ال الج از  Sigmaجااز مل ر ما  ركة 

( ال الج ة Stacking gel% ما ا م الل ر )9ليث تلتوي  م  
( ال الج ة ال يم  Separating gel% ما ا م الي   )56العميا و 

انزيم ال ميوليز المراد معراة  ة(4 ج زت  ين14والمل ر وا   ريقة )
 69نة ومزج ا مع عيالمايكروليتر ما  69ل ا بأ ز  الوزا الجزي ل

 Sample Buffer Laemmli 2xمايكروليتر ما ملمو  )
concentrate المج ز ما  ركة )Sigma (S3401 – 1vL لم )

دةا   وتركت بعداا العينات لتبرد  9رمل لمدة مو عت ال لمام ما ل 
اللاوي  م  ال  م ال ج از  الجاازبدرجة لرارة الرراة )و ع التانا 

( وتم تلمي  العينات  SDS %5الترلي  مبا رة وأُغمر بملمو  المنظم 
 560 م  ال  م واجريت  ممية الترلي  لمدة  ا تاا ون ف بقوة 

اولت وبعد الانت اء ا ز ال  م وتم غ مه بالماء المق ر مكلر ما مرة 
 Coomassie Brilliantدةيقة لم تم ت بيا ال  م ب برة ) 70لمدة 
Blue المج زة ما  ركة )Sigma  لمدة ليمة كاممة وبدرجة لرارة الرراة

وزلا لتو يئ اللزم البروتينية التل تمل  البروتينات المكونة للإنزيم , 
الانزيم المنق  وزلا بمقارنت ا مع الدلي   ةتم تلديد الوزا الجزي ل لعين

 4( KDa , sigma , USA 250 – 10اللجمل لمبروتيا )
 

 النتائج والمناقشة 
  ينة ما اورا  الا جار 59لم  يجر أأو ئ اليل  الزي 

تمل  انوا اً م تمية ما الاورا  المت اة ة التل كانت مليوظة ال  والتل
(% 500ليرة  ا ة اا ن بة العينات التل ا  ت ال ا موجبا ال )

 زلة تباينت ال ةدرت ا  م  تلمي  ال ميموز  59إز تم الل و   م  
وزلا ما     ةياس معد  ة ر المن قة ال يااة لو  العزلة وازا 

 بيعة العزلات البكتيرية التل تقوم ال تلمي  ال ميموز4 التبايا  ا د ال  
اا ازا التبايا  ا د ال   بيعة العزلات ال انتاج  (15)اقد زكر 

الانزيمات الملممة لم ميموز ا    ا الوةت الم ت ما ال  ممية 
له دور اعا  جدا ال زيادة  ر ة  pHاا الم  (16)التلم 4 واو ئ 

التلم  ما     زيادة اعالية الانزيمات الملممة لم ميموز إز وجد اا الم 
pH  اقد ا ت ا  الل و   (6)4 اما  49; – 49:الامل  لمتلم  كاا
 زلة تم جمع ا  6; زلة بكتيرية ملممة لم ميموز ما مجمو   >6 م  

 ما اورا  الا جار المت اة ة 4

تا   اليلو ات الزر ية والمج رية والكيموليوية اظ رت ن
 (Api – Strep. , Api – Staph. , Api – 20E)وبا ت دام نظام 

لمعزلة البكتيرية المنت بة كعزلة بكتيرية كيوءة  Vitek 2 systemوج از
ال تلمي  ال ميموز ان ا  البة لمموا كرام , متلركة , منتجة لك  ما 

 لميوريز إز البتت مجم  الا تبارات الزر ية الكتميزوالاوك ديز و البة
والكيموليوية والمج رية تما اا ازلا العزلة تلم   يات بكتريا 

Sphingomonas paucimobilis  وتم تأكيد تما النتا   با ت دام
لمعا مة المعوية الزي البت ان ا تعود لمجنس البكتيري  Api – 20Eنظام 
( ولت  ي  ا ب ك  دةي  6جدو  ) Sphing. paucimobilisني ه 

الزي اكدت نتا جه ان ا تعود  Vitek 2 systemتم ا ت دام ج از 
وبن بة ت  ي   الية بمرت  Sphing. paucimobilisلبكتريا 

=;%4 
 

( نتائج تشخيص العزلة 2جدول رقم )
  APi-20Eباستخدام نظام Sphingo.paucimobilisالبكتيرية
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وجاءت نتا   الت  ي  ازلا متوااقة مع نتا    دد ما 
البالليا الزيا ا ت ا وا  ز  البكتريا الملممة لم ميموز وت  ي  ا اقد 

كأكياء  زلة بكتيرية  .Sphingomonas spبكتيريا  (19)    
( بكتريا 6ملممة ل ميموز ومعزولة ما التربة 4 ال ليا     )

Bacillus subtilis  التل  زل ا ما اورا  الا جار المت اة ة والبت
 زلة تم الل و   >6ان ا اا    زلة بكتيرية ملممة لم ميموز ما بيا 

 ت جميع ا ملممة لم ميموز 4 مي ا ما ازلا الاورا  التل كان
 Sphingomonasالملمية لةانت  انزيم ال ميوليز ما العز 

paucimobilis  ما ةب  با ت دام الو   الململ ال ا   الملور
وا ت م  الانزيم ما المزرو  البكتيري ال ا   تلت الظروف  البالليا
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الملم  المتل    مي ا ما التجارب ال ابقة 4 و ب دف الل و   م  
م ت م  انزيمل نقل لمت م  ما اكبر ةدر ممكا ما البروتينات 
وال وا ب وال برات ومواد ا رى غير مرغوب ب ا أجريت له مجمو ة 
ما ال  وات الكيميا ية والييزيا ية المتعاةبة إز تم ةياس كياءة ك    وة 

او  Yieldنقية تما بما يعرف بالل يمة الانزيمية ما   وات الت
الا ترداد )وال تعبر  ا الن بة المؤية لميعالية الانزيمية الموجودة 

 Foldا   التل تم الالتياظ ب ا( و م   دد مرات التنقية 
purification  وال تعبر  ا العام  الزي تزداد به اليعالية النو ية (

 Amicon وات التر يئ اا   ال ر ة )لمم ت م ( وةد  ممت تما ال 
Ultrafiltration التل تعد ما ال را   الم ت دمة  م  ن ا  وا ع )

 م  الم تويات الم تبرية وال نا ية ولا يما ال تنقية الانزيم وزلا 
لكوا ازلا ال ريقة لا تلتاج ال  مواد كيميا ية كليرة ويتم العم  ب ا  م  

ترير ال  ور البروتيا اي لا يلدث درجات لرارية من ي ة ولا يلدث 
تبيا   وات التنقية المو لة ال الجدو   تلو  ما زا ب ال  را ب ,

( اا الم ت م  الانزيمل المنق  والمتل    ميه ما العزلة الملمية 7)
Sphingo. paucimobilis 15  ولدةمممرم  467;كاا بيعالية نو ية

 4:74>نزيمية ول يمة ا =564ية بما بروتيا وبعدد مرات تنق
 

( مراحل تنقية انزيم السميوليز من العزلة المحمية 3جدول )
Sphingomonaspaucimobilis 15 
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ت ير البلوث العممية ال  اا ا ت دام  ريقة التر يئ اا   
ال ر ة مجدية ال مجا  تركيز الانزيم وكزلا ا ت دام التر يب 

ال ميوليز المنت  ما ةب   الامونيوم كألد   وات التنقية لانزيم بكبريتات
(  ريقة التر يئ اليا   ول   ما   ل ا 11البكتريا اقد ا ت دم )
الناء تنقية انزيم ال ميوليز  :=ول يمة انزيمية  ; م   دد مرات تنقية 

( انزيم ال ميوليز ما بكتريا 418 كما نق  )Bacillus brevisما بكتريا 
Salinivibrio sp.  با ت دام  دة   وات  ممت التركيز بالتر يئ

اا   ال ر ة كزلا التر يب بكبريتات الامونيوم وما لم كروماتوكراايا 
التباد  الايونل والتر يئ ال  مل ليث بمرت  دد مرات تنقية المتل   

4 ونجد انه  ند ا ت دام  =4>5والل يمة الانزيمية  49=6 مي ا 
% كانت 0=( بن بة ا با  19بريتات الامونيوم ما ةب  )التر يب بك

4  9;54:ول يمة انزيمية  99>4; دد مرات التنقية المتل    مي ا 
% 0>( اقد ا ت دما التر يب بكبريتات الامونيوم بن بة ا با  20اما )

ك  وة اولية ما   وات تنقية انزيم ال ميوليز إز ل    م   دد 
4 وازلا النتا   تكوا  89نزيمية بمرت ول يمة ا 647مرات تنقية 

( اا معاممة 21متقاربة نو ا ما ال  ما ل منا  ميه وةد زكر )
م ت م  الانزيم ال ام بالممئ تعد   وة م مة ال  ممية الا ت    
والتنقية إز اا الممئ يلتوي  م  ايوا لنا ل  الب ال لنة مل  كبريتات 

وريد المرني يوم وازا الامر الامونيوم او لنا ل موجب ال لنة مل  كم
( تتلد electrolyteيؤدي ال  تر يب الانزيم لاا ايونات الالكتروليت )

مع جزي ات الماء مما يقم  ما كمية الملمو  المتواارة لزوباا الررويات 
( اقد ةام بتنقية انزيم 22الموجودة وبالتالل يتر ب الانزيم 4 اما )

باتبا   دة  Sinorhizobiumfrediiال ميوليز الم ت م  ما بكتريا 
  وات  ممت الاول  من ا التر يب بكبريتات الامونيوم بن بة ا با  

 – DEAE% لم التباد  الايونل يا ت دام المباد  الايونل 0: – 80
sepharose  4=54إز تمكا ما الل و   م   دد مرات تنقية بمرت 

ريقة تم تلديد الوزا الجزي ل منزيم ال ميوليز با ت دام  
واظ رت النتا   اا الوزا الجزي ل  SDS – PAGEالترلي  الك ربا ل 

 .Sphingoمنزيم ال ميوليز المنت  ما ةب  العزلة الملمية  
paucimobilis 15 كيمو دالتوا  ند مقارنته بالبروتيا  85كاا لوالل
 4(5القيا ل , ورة )
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 ( انترحيم انكهربائي نهبروتيناث انقياسيت وانسيى انسهيىنيس1صىرة )

 Coomassie % وانًصبغ بصبغت15عهى هلاو الاكرنيًايذ بتركيس 

Brilliant Blue 
Lane 1: standard proteins  

Lane 2: Cellulase from Sphingomonas M.W. 41 KDa 

 
 م  نقاوة الانزيم ووزنه  وي تد  ما نتيجة الترلي  الك ربا ل

الجزي ل ليث ا    انزيم ال ميوليز الزي ةدر الوزا الجزي ل له لزمة 
بروتينية والدة  م  ال  م الزي ةد يعكس نقاوة الانزيم المنت  ما العزلة 
البكتيرية وا ت دم العديد ما البالليا ازلا التقنية لتقدير الوزا الجزي ل 

لمج رية وتلديد نقاوته 4 وتتقارب نتا جنا مع ل نزيم المنت  ما الالياء ا
كيمو  8847( المزاا ل    م  انزيم ال ميوليز بوزا جزي ل مقدارلا 2)

( لزمة 23دالتوا والمقدر ب ريقة الترلي  الك ربا ل 4 ال ليا وجد )
كيمو دالتوا تمل  انزيم ال ميوليز المنق  ما بكتريا  65بروتينية بلجم 

Lysobacter sp. عما  تنقية الترلي  الك ربا ل 4 كما او ئ با ت
لزمة بروتينية بوزا  Sinorhizobium fredii( ال  امت ا بكتريا 22)

كيمو دالتوا تمل  انزيم ال ميوليز وزلا با ت دام الترلي   584800
( اقد ا ت دما  ريقة الترلي  الك ربا ل لتقدير 20الك ربا ل 4 اما )

 .Bacillus spليز الم ت م  ما بكتريا الم الوزا الجزي ل منزيم ال ميو 
 كيمو دالتوا 4 9>5والزي بما 
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Extraction and Purification of Cellulase form Sphingomonas paucimobilis 

Isolated from deciduous trees leaves 
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Abstract:- 

Total of 15 bacterial isolates from cellulose degrading bacteria were obtained from deciduous trees leaves, 

these isolates varied in their ability to degrade cellulose, results of diagnosis of most efficient isolate was prove that it  

belong to  Sphingomonas pucimobili. The results of enzyme purification produced from this bacteria using modified 

medium which extracted by  Amicon Ultrafiltration showed that enzyme activity was  1.16 U/mg of protein and the 

saturation value with ammonium sulphate was 0-40%  with enzyme accumulation 9.47% in total purification number 

of 2.46, in ion exchange chromatography the results of enzyme accumulation reached 11.92% and total purification 

number was 5.80 while the accumulation value was 8.63% and total purification number was 12.9 when gel filtration 

was used. The molecular weight of extracted and purified cellulase enzyme was 41 kDa calculated by poly acrylamide 

gel electrophoresis. 
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