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 دراسة تاثیر المثبطات الفلزیة ولافلزیة على البیتالاكتمیز المنقى من العزلة المحلیة 

K8 K. pneuminae بطریقة ثنائیة الطور  
 

  *عصام فاضل الجمیلي ، زهیر علي شفیق الطائي و منتهى عبد الكریم الصفار
  .اسات العلیا ، جامعة بغدادفرع التقنیة الاحیائیة ، معهد الهندسة الوراثیة والتقنیة الاحیائیة للدر 

  .معهد التقني الطبي ، باب المعظمالقسم صحة المجتمع ، * 
  

  الخلاصة
الانظمة ثنائیة الطور إذ ظهرت اعلى باستخدام  K. pneuminaeتمت تنقیة البیتالاكتمیز المستخلص من العزلة المحلیة 

 4.5وفعالیة نوعیة مقدارها  لار فوسفات البوتاسیوم ثنائیة الهیدروجینمو  0.2للطور العلوي للنظام المحتوي على  لبیتالاكتمیزفعالیة ل
  .ملغرام بروتین  /وحدة

ومعدل  1- دقیقة . ملي مولار 0.203ملي مولار ومعدل السرعة القصوى  0.35بلغت قیمة معدل ثابت میكالس منتن للانزیم 
على الانزیم فوجد ان اعلى تثبیط للفعالیة  كانت بوجود ایونات كما درس تاثر الایونات المعدنیة . 1-دقیقة 0.114ثابت الحفز بلغ 

یثانول - 2الحدیدوز اذ تم تثبیطها لاتنافسیا ودرس تاثیر العوامل الكلابیة والمختزلة اذ تم تثبیط الانزیم تنافسیا بوجود  ٕ ولم  مركبتوا
ضعیفا تجاه  الكلافینولینكا ظهر تاثیر حامض كما ثبط الانزیم تنافسیا باستعمال مادة السلفونأماید فیم EDTAیثبط بوجود 

  .الانزیم
  

  .الانظمة ثنائیة الطور، العوامل الكلابیة والمختزلة، ثابت میكالس منتن ،البیتا لاكتمیز:  مفتاح الكلمات
  

  المقدمة
الى  )EC.3.5.2.6(تمتاز معظم انزیمات البیتالاكتمیز 

زید من قابلیتها للتحلل المائي للمضادات الحیویة ممای
  ضراوتها وقابلیتها على احداث الاوبئة داخل المستشفیات

(2; 1).  
صنفت انزیمات البیتالاكتمیز اعتمادا على الیات عملها 

بانه یستطیع تحلل  Aیمتاز الصنف  Cو  Bو  Aالى 
 مجموعة المضادات الحاویة على حلقة البیتالاكتام الثایتة

stable B -lactam  تجاهولكن مقاومته الهدمیةBenzyl 

pencillin  وAmpicillin  تكون اقل ولایثبیط بواسطة
 حامض الكلافینولنیك ویكون في الغالب بلازمیدي المشأ

(3;4).  
فهي من نوع  Bاما مجموعة البیتالاكتمیز صنف 

 (Zn +2)الانزیمات المعدنیة والتي تحتاج الى ایونات الزنك 
واع اخرى في الموقع الفعال ویكون احیانا كرموسومي وان

تكون بلازمیدیة المنشأ مما یمنحه القابلیة على الانتقال الى 
انواع بكتیریة آخرى ویسبب انتشار المقاومة التي یمنحها هذا 

 Carbapenem الانزیم ضد المضادات الحیویة مثل
(5;6;7).  

ـــــى تحطـــــیم الســـــیفالوثین  Cامـــــا صـــــنف  ـــــة عل ـــــة القابلی فل
Cephalothin وللســیفالوردینCephaloridine   اســرع مــن

تحطمة لمجموعـة البنسـلینات وقلمـا یثبـیط هـذا الانـزیم مـن قبـل 
  .(9;8)حامض الكلافینولینك 

تهدف الدراسة الحالیة الى تنقیة  البیتالاكتمیز باستخدام 
ر الفعالیة الثنبیطیة للایونات ـور وتاثیـالانظمة ثنائیة الط

  .المعدنیة والمركبات الكلابیة والمختزلة علیه
  

  واد وطرائق العملالم
تم استخلاص البیتالاكتمیز مـن العزلـة المحلیـة مـن بكتریـا 

pneumoniae K ــة مــن اشــخاص مصــابین بالتهــاب  المعزول
 .(10)، حسب الطریقة الموصوفة من قبل المجاري التنفسیة

  

  قیاس فعالیة البیتالاكتمیز
) 11(وجماعته  Bhatالموصوفة من  طریقةال اتبعت

وتعرف وحدة الفعالیة ) Novick )12المحورة عن طریقة 
مایكرومول من  1الانزیمیة بانها كمیة الانزیم اللازمة لتحلیل 

  .مادة الاساس في الدقیقة تحت ظروف القیاس
  

  تركیز البروتین
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في ) Bradford )13استخدمت الطریقة الموصوفة من 
  .تقدیر تركیز البروتین في المحلول الانزیمي

  

  تنقیة الانزیم 
 Dextran) دكستران ورـالط يـائـثن يـائـالم امـلنظا رـحض

T-150) 150-T %20، 15%.المتعدد بایرولیدون فنیل 
Polyvinyl pyrrolidone (PVP) للطریقة" تبعا 

" فصلا یعطي الذي النظام لانتخاب )14( الموصوفة في
  :للطورین" جیدا

 زـبتركی رـوالمحض )Dextran T-150( رانـالدكست امـنظ
-MW:25.000) ددةـالمتع دونـبایرولی لـالفین عـم %20

30.000) Polyvinyl pyrro;idone وزن( 1:1 بنسبة :
 فوسفات ملح من متدرجة تراكیز للنظام أضیف، )وزن

 بین مختلفة تراوحت بتراكیز الهیدرجین ثنائیة البوتاسیوم
" جیدا" فصلا أعطي الذي التركیز انتخب، )مولار 0.2-0.0(

 مایكرولیتر 100 تركیز بنسبة الانزیم محلول له وأضیف
 الطورین" كلا في البروتین وتركیز الانزیمیة الفعالیة وقدرت
 النسبة من (K) الفصل معامل حساب وتم .والسفلي العلوي

 الانزیمیة الفعالیة على العلیا الطبقة في الانزیمیة الفعالیة بین
  .السفلى الطبقة في

  

  تقدیر الثوابت الحركیة للانزیم
ضرت تراكیزمختلفة من مادة الاساس بنسلین جي ح

ملي مولار، حسبت السرعة الاولیة لتفاعل الانزیم ) 50- 0.5(
  . تجاه مادة الاساس لكل تركیز من تراكیز مادة الاساس

 Vmaxوالسرعة القصوى  Kmقدرت قیم ثابت میكالس 
 vللتفاعلات الانزیمیة من رسم العلاقة بین السرعة الاولیة 

  -:وتضمنت) 14(واد الاساس تبعا لأربع طرائق وتركیز م
  .(Lineweaver-Burk Plot)بیرك–طریقة لاینوفیر1-
   .)Hans-Woolf Plot(وولف –طریقة هانس -2
   اوغستنسون –طریقة وولف-3

(Woolf–Augustinsson plot) 
 )Eadie –Scatchard Plot(سكاتجارد–طریقة ایدي-4

لتفاعل الانزیم  Kcatكما وحسبت قیمة الثابت الحفزي 
   :الاساس بتطبیق المعادلة الآتیة تجاه مادة 

(Et) Vmax=Kcat  
(Et)  التركیز الكلي للانزیم  

  

  دراسة تأثیر بعض المثبطات في فعالیة الانزیم

 الانزیم تثبیط  في الفلزیة الایونات تأثیر -أ
 كلورید الآتیة الفلزات لكلوریدات حضرالمحلول الخزین

الحدیدوز، كلورید الكالسیوم ویودید  النحاسیك، كلورید
ملي مولار وقد اجریت التخافیف  10البوتاسیوم بتراكیز 

اللازمة للمحلول الخزین وتم مزجها مع المحلول الانزیمي 
 2.5و 2و1.5و 1و 0.5 ( على التراكیز للحصول 1:1بنسبة 

 مع الانزیم محلول حضن، مولار ملي )10و 5و 4 و 3و
 حرارة بدرجة مائي حمام في" مسبقا رةالمذكو  المواد محالیل

 المتبقیة الانزیمیة الفعالیة قدرت بعدها دقائق 5 لمدة م 37
 بمحالیل معاملته بدون الانزیمي المحلول حضن كما. للانزیم
 وقدرت دقائق 5 لمدة م 37 بدرجة اعلاه في المذكورة المواد

نزیمیة وحسبت الفعالیة الا .السیطرة لتفاعل  الانزیمیة الفعالیة
  .المتبقیة

  

  الانزیم تثبیط  في المواد المختزلة والكلابیة تأثیر - ب
مركبتو أیثانول واثلین  - 2حضر المحلول الخزین للمواد 

ملي مولار وقد  20 بتركیز EDTAداي أمین تترا أستك أسد 
اجریت التخافیف اللازمة للمحلول الخزین وتم مزجها مع 

صول على التراكیز للح 1:1المحلول الانزیمي بنسبة 
حضن  ،ملي مولار )10و5و4و3و2.5و2و1.5و1و0.5(

في حمام " محلول الانزیم مع محالیل المواد المذكورة مسبقا
دقائق بعدها قدرت الفعالیة  5م لمدة  37مائي بدرجة حرارة 

كما حضن المحلول الانزیمي بدون معاملته . الانزیمیة
دقائق  5 م لمدة 37 بمحالیل المواد المذكورة في اعلاه بدرجة
  .وقدرت الفعالیة الانزیمیة لتفاعل السیطرة

  

 تثبیط الانزیم تأثیر السلفوناماید في  -ج
ملي مولار  20حضر المحلول الخزین للسلفوناماید بتركیز

وقد اجریت التخافیف اللازمة للمحلول الخزین وتم مزجها مع 
 0.5( للحصول على التراكیز 1:1المحلول الانزیمي بنسبة 

حضن  ملي مولار، )10و 5و 4 و 3و 2.5و 2 و1.5و1و
في حمام " محلول الانزیم مع محالیل المواد المذكورة مسبقا

دقائق بعدها قدرت الفعالیة  5م لمدة  37مائي بدرجة حرارة 
كما حضن المحلول الانزیمي بدون . الانزیمیة المتبقیة للانزیم

م  37بدرجة حرارة معاملته بمحالیل المواد المذكورة في اعلاه
  .لتفاعل السیطرة دقائق وقدرت الفعالیة الانزیمیة  5 لمدة

  

 تثبیط الانزیم  تأثیر حامض الكلافینولینك في -د
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 20 حضر المحلول الخزین لحامض الكلافینولینك بتركیز
ملي مولار وقد اجریت التخافیف اللازمة للمحلول الخزین وتم 

للحصول على  1:1مزجها مع المحلول الانزیمي بنسبة 
ملي ) 10و 5و 4و 3و 2.5و 2و 1.5و 1و 0.5(التراكیز 

حضن محلول الانزیم مع محالیل المواد المذكورة  ،مولار
دقائق بعدها  5م لمدة  37في حمام مائي بدرجة حرارة " مسبقا

كما حضن المحلول . قدرت الفعالیة الانزیمیة المتبقیة للانزیم
ل المواد المذكورة في اعلاه الانزیمي بدون معاملته بمحالی

 دقائق وقدرت الفعالیة الانزیمیة 5 م لمدة 37 بدرجة حرارة
  .لتفاعل السیطرة 

  

  النتائج والمناقشة
استخدمت تقنیة الفصل بالانظمة المائیة ثنائیة الطور في 
هذه الدراسة نظرا لما لها من مزایا ایجابیة كسهولة تحضیرها 

لى ظاهرة انفصال الاطوار تعتمد الطریقة ع واقتصادیتها،
(Phase partition)  والتي تحدث عند وجود بولي فنیل

والدكستران بتراكیز مناسبة تكفي لتكوین ) pvp(بایرولیدین 
طبقتین الطبقة العلیا بولي فنیل بایرولیدین والطبقة السفلى 

  .(16) دكستران
اختلاف الفعالیة النوعیة ومعامل  2)و (1تبین الاشكال 

في طوري النظام  (K) (Partition coefficient)الفصل 
المائي الثنائي الطور المستخدم في هذه الدراسة مع اختلاف 

اذ إن توزیع البروتینات یتاثر . تركیز الملح المضاف للنظام
عوامل منها قیمة الرقم الهیدروجیني للنظام بسبب تاثیرها  بعدة

غیرات الشكل في تاین السلاسل الجانبیة للحوامض الامینیة وت
لجزیئة البروتین والتركیب الایوني للنظام ونظراً لاهمیة 
تاثیرات الایونات في ذوبان البروتینات ووجود المبادلات 
الایونیة الذائبة وعدم تأثیر درجة الحرارة في كفاءة التوزیع لذا 

   .(14)أسهم هذا النظام في حمایة البروتینات من المسخ 
الذي  (K)معامل الفصل  تغیر (1) یلاحظ من الشكل

یعبر عنه لتحدید كفاءة فصل المواد بهذه الانظمة وهو یمثل 
النسبة بین الفعالیة او التركیز للمواد المفصولة في الطبقتین 

بتغیر تركیز الملح المضاف ظهر اعلى ، )17(العلیا والسفلى 
عند احتواء النظام على فوسفات ) (3.16 معامل للفصل

مولار وظهرت  (0.05)الهیدروجین بتركیز  البوتاسیوم ثنائیة
اعلى فعالیة للبیتالاكتمیزفي الطور العلوي للنظام المحتوي 

  .مولار فوسفات البوتاسیوم ثنائیة الهیدروجین (0.2)على 

ظهور أعلى فعالیة نوعیة للبیتالاكتمیز  )(2 یبین الشكل
مولار  0.2في النظام المائي في الطور العلوي عندما احتوى 

 4.5فوسفات البوتاسیوم ثنائیة الهیدروجین إذ بلغت  من
ملغم بروتین وكمیة قلیلة للفعالیة النوعیة في الطور  /وحدة

ملغم بروتین وكفاءة فصل عالیة  /وحدة 1.9السفلي إذ بلغت 
مقارنة بباقي التراكیز مما یفسر ان ملح فوسفات  (2.25)

انزیم  مولار اكثر ملائمة لفصل 0.2البوتاسیوم وبتركیز 
  .البیتالاكتمیز

ویمكن تفسیر الاختلاف في فعالیة الانزیم مع تباین 
تركیز الملح الى اختلاف توزیع الانزیم بین الطورین بسبب 
 اختلاف توزیع الشحنات للبروتین وصفات الكراهیة للماء

Hydrophobility (18,19).  
والسرعة القصوى  Km تم تقدیر ثابت میكالس منتن

Vmax زي ـالحف تـوالثابKcat)Catalytic rate(  للبیتالاكتمیز
باستخدام البنسلین جي مادة أساس باستخدام اربعة طرائق 
لرسم العلاقة بین سرعة التفاعل وتركیز مادة الاساس لتعیین 

اظهرت النتائج تقارب بین قیم الثوابت الحركیة  .هذه القیم
اذ  ،)1جدول (المستحصلة من الطرائق الاربعة المذكورة في 

ملي  Vmax0.35 و Km بلغ معدل القیم لتلك الثوابت الحركیة
على التوالي وكذلك تم  1- دقیقة. ملي مولار 0.203مولار و

  : للانزیم من المعادلة Kcatتعیین قیمة 
. [Et] Vmax=Kcat  

جي  –عند استخدام البنسلین  1-دقیقة 0.114إذ بلغت 
الانزیمات بین  كمادة اساس والذي یعتمد علیه للمقارنة

 ، الماخوذة من مصادر مختلفة والتي تحفز تفاعلاً معیناً
ولمقارنة تفاعلات الانزیم تجاه مواد اساس مختلفة، ویمثل 
مقلوب هذا الثابت الزمن الذي تستغرقه دورة حفزیة واحدة 

وقد توصل  ،1- دقیقة )70-50(ویتراوح عموماً بین ). 14(
Yuan  تالاكتمیز المنتج عند دراسة البی 2000وجماعته عام

ة ـالمعزولة من مرضى العنای K. pneumonia من البكتریا
ل بنسلین والامبسلین ـردام ان البنزایـي امستـة فـالمركزی

قلیلة مقارنة  Kmوالببراسلین لها فعالیة انزیمیة عالیة و 
من % 27للسیفالوردین تمثل  Vmaxبالسیفالوردین وان قیمة 

  .للبنزایل بنسلین Vmaxقیمة 
  

 تاثیر الایونات الفلزیة في تثبیط الانزیم
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دُرس تأثیر الایونات المعدنیة في تثبیط فعالیة 
البیتالاكتمیز المنتج من البكتریا قید الدراسة بحضن الانزیم 

الكالیسیوم  النحاس، الحدید،( مع محالیل كلوریدات المعادن
، )3الشكل (م لمدة نصف ساعة  37بدرجة ) والبوتاسیوم

انخفاض في فعالیة الانزیم بدرجة كبیرةعند معاملته ولوحظ 
% 7مع أیونات الحدیدوز اذ بلغت الفعالیة المتبقیة للانزیم 

ملي مولار على التوالي  10و 5عند معاملته بتراكیز % 4و
وهو اعلى تثبیط ظهر في هذه الدراسة اما ایونات النحاس فقد 

كانت الفعالیة أدت ایضاً الى تثبیط واضح في فعالیة الانزیم و 
ملي مولار  10و  5بتركیز % 10و% 11الانزیمیة المتبقیة 

) 2(وجماعته  Arakawaعلى التوالي، وهذا یتفق مع ما ذكره
 عند استعماله كلورید النحاس وكلورید الحدیدوز التي ثبطت

خارج  K. pneumonia اـن بكتریـم ىـالمنق البیتالاكتمیز
زئبق بشكل كبیر تجاه الانزیم الخلیة بینما ظهر تاثیر املاح ال

اما  .یوصى به بسبب تأثیره السام على الانسان ولكن لا
ایونات الكالسیوم فقد ادت ایضاً الى تثبیط فعالیة الانزیم 

 10و 5عند التراكیز % 17و% 26وكانت الفعالیة المتبقیة 
اما یودید البوتاسیوم فقد بلغت  .ملي مولار على التوالي

عن حضن الانزیم بهذه %  1.4و % 1.2ة الفعالیة المتبقی
  . ملي مولار على التوالي 10و 5المادة عند التركیز 

من هذا یستدل على ان الایونات المعدنیة لها تأثیر 
واضح في تثبیط فعالیة الانزیم ویختلف باختلاف نوعها 

أن . وتركیزها وغالباً ما یزداد تأثیر الایونات مع زیادة تركیزها
اصل في الفعالیة الانزیمیة یمكن أن یعزى الى الانخفاض الح

تكوین معقدات مع المجامیع الفعالة للانزیم مما یؤدي الى 
اعاقة ارتباط الانزیم بمادة الاساس وتأثیره في حفز الانزیم 

  ).14( مما یعیق تحویل مواد التفاعل الى ناتج
  

  تاثیر المواد المختزلة والكلابیة في تثبیط البیتالاكتمیز
تتأثر فعالیة البیتالاكتمیز عند حضنه مع المركبات 

 )mercaptoethanol-2(مركبتوأیثانول  -2المختزلة مثل 
بدرجة كبیرة وبتراكیز قلیلة جداً مما یدل ان البیتالاكتمیز قید 
الدراسة یحتوي على مجموعة الثایول في الموقع الفعال ولا 

المتبقیة  یحتوي على السستائین حیث بلغت فعالیة الانزیم
ویتفق ) 4(ملي مولار الشكل  0.5عند حضنه بتركیز % 36

عند  )2( وجماعته Arakawa، هذا مع ما توصل الیه
یثانول  -2استعماله مركبات الثایول ومن ضمنها  ٕ مركبتوا

خارج الخلیة  K. pneumonia مثبطاً للبیتالاكتمیز لبكتریا 
تأثیر  یوضح) 5( والشكل. وتوصل الى نتائج واضحة وممیزة

 EDTA مع الانزیم بینما یعد الـ" هذا المركب تنافسیا
(Ethylenediaminetetra acetic Acid)  من المركبات

قابلة للذوبان في الماء لها ) Chelating agents( المخلبیة
القابلیة على تكوین مركبات معقدة مع الایونات المعدنیة 

ط من فق 8%سوى  EDTAالموجبة فقط في الخلیة لم یثبط 
 10وبتركیز K. pneumoniaeالفعالیة الانزیمیة للبكتریا 

وهي نتیجة ضعیفة جدا مما یدل على ) 6(ملي مولار الشكل 
والذي ) A(إن الانزیم  الذي تنتجه هذه العزلة من صنف 

 Tnیشفر لانتاجه جین محمول على الجینات القافزة 
 chromosomes اتـــوالكروموسوم plasmidsوالبلازمیدات 

 Metallo ة البروتیزات المعدنیةـى مجموعـي الـینتم ولا
proteases. 

اظهرت النتائج تأثر فعالیة الانزیم عند حضنه مع تراكیز 
ملي  0.5مختلفة من مادة السلفوناماید فعند المعاملة بتركیز 

مولر لوحظ انخفاض شدید بالفعالیة المتبقیة للانزیم عند زیادة 
 تقریباً ثم% 69لغت الفعالیة المتبقیة تركیز السلفونأماید اذ ب

ملي مولار اذ  1انخفاض تدریجي عند حضن الانزیم مع 
 السیرینیة اتز هو من البروتی ان البیتالاكتمیز .%54كانت 

هیدروكسیل السیرین في موقعها  ةالتي تتصف بوجود مجموع
یرتبط  إذالفعال وتثبیط هذه الانزیمات تنافسیاً مع السلفوناماید 

اعاقة الموقع الفعال عن  ومن ثم یدروكسیل السیرینمع ه
  . )8و 7(الاشكال  )20(تباط بمادة الاساس الار 

اظهرت النتائج لهذه التجربة تأثر فعالیة الانزیم عند 
فعند  حامض الكلافینولینكحضنه مع تراكیز مختلفة من 

 "ضعیفاً جدا اً ملي مولر لوحظ انخفاض 0.5 المعاملة بتركیز
 5 ه لحدعند زیادة تركیز و  4%بلغ  المتبقیة للانزیمبالفعالیة 

 حتى بلغت" ملي مولار انخفضت الفعالیة الانزیمیة تدریجیا
عند  "ضعیف جداتقریباً ثم انخفاض % 69الفعالیة المتبقیة 

 .%66ملي مولار اذ كانت  10حضن الانزیم مع 
 .K  ذي تنتجه العزلة المحلیةـم الـد الانزیـویع). 9(لـالشك

pneumoniae  من الصنف)B,C ( حسب تصنیف
)Ambler ( حسب ماذكره)(حیث ان التثبیط كان   21

من فعالیة لانزیم 34%ضعیفا بوجود هذا المركب أذ ثبطت 
وهي نتیجة  )in vitro( ملي مولار خارج الخلیة 10بتركیز 
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 in)( ضعیفة اذا ما قورنت مع اضافة المركب داخل الخلیة

vivo لى تجاوز الجدار الخلوي والوصول حیث تكمن قدرته ع
الى الغشاء البلازمي وارتباطه مع البیتالاكتامیز الذي تنتجه 
الخلیة وبالتالي تمكین مضادات الحیویة من التاثیر في 

لذا یستخدم حامض كلافینولیتك تازریا مع ) 22(البكتریا 
لكي یكون  Ampicillin, Amoxcillin مضادات الحیویة

البكتریا اذا ما قورن مع أضافته لوحده  ذا تاثیر واسع على
كلافولینك التثبیطیة هي بتداخله مع  لیة عملآإن .، )23(

الحامض الامیني السیرین ثم ترتبط الجزیئة باللایسین وهو 
الحامض الامیني الذي یقع على بعد حامضین امینیین من 

 .جزیئة ثانیة-انزیم-السیرین مما یسبب إلى انتاج معقد
   ).22(ة ومعدل التثبیط حسب مصدر الانزیم وتختلف درج

  )1(جدول 
 .K          من بكتریا الثوابت الحركیة للبیتالاكتمیز المنقى

pneumonia.  

 Km  طریقة التقدیر  ت
(mM) 

Vmax 
(mM.
min-1) 

Kcat 
(min-1) 

  0.119  0.2  0.333  بیرك –طریقة لاینوفیر   1
  0.121  0.19  0.3  وولف–طریقة هانس   2

–وولف  طریقة  3
  0.115 0.2 0.38  هافستي-اوغستون

–طریقة ایدي   4
  سكاتجارد

0.39  0.225  0.102  

  0.114  0.203  0.35  ــدلـالمـعـ
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 (%20)في النظام ثنائي الطور المتكون من K. pneumoniaللبیتالاكتمیز المعزول من بكتریا النوعیة فعالیة ال) 1(شكلال
Dextran (%15) pvp  اضافة تراكیز مختلفة من فوسفات البوتاسیوم ثنائیة الهیدروجینعند.  

  
  
  
  
  
  
  
  

  )مولار(تركیز فوسفات البوتاسیوم ثنائیة الهیدروحین 
في طوري النظام المائي ثنائي الطور المكونات  K. pneumoniaلبیتالاكتمیز المعزول من بكتریا لالفعالیة النوعیة  )2(الشكل

15%) pvp, (20%) Dextran (البوتاسیوم ثنائي الهیدروجین عند اضافة تراكیز مختلفة من فوسفات.  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  والمنقى من بكتریا تأثیر اضافة تراكیز مختلفة من الایونات المعدنیة في تثبیط فعالیة البیتالاكتمیز المعزول) 3(الشكل

K. pneumonia .  
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یثانول على فعالیة البیتالاكتمیز والمنقى من-2تأثیر إضافة تراكیز مختلفة من  )4(الشكل  ٕ   . K. pneumoniaبكتریا  مركبتوا
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

یثانول على فعالیة الانزیم البیتالاكتمیزوالمنقى من-2تاثیر التثبیط التنافسي للمركب  )5(الشكل  ٕ   بكتریا مركبتوا
 K. pneumonia.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .K. pneumoniaبكتریا  على فعالیة البیتالاكتمیز المنقى من EDTAتأثیر اضافة تراكیز مختلفة من  )6(الشكل 
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  .K. pneumoniaالمنقى من بكتریا  تأثیر اضافة تراكیز مختلفة من السلفونأماید على فعالیة البیتالاكتمیز )7(الشكل 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  .K. pneumoniaالمنقى من بكتریا  البیتالاكتمیز على فعالیة تأثیر التثبیط التنافسي لمركب السلفوناماید )8(الشكل 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 .K على فعالیة البیتالاكتمیز المنقى من بكتریا Clavulanic acidتأثیر اضافة تراكیز مختلفة من  )9(شكل ال
pneumonia.  
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Abstract 

Two- phase systems were used purification 
step in which a higher ß-Lactamase (activity) 
was show in the upper phase for the system 
that contain (0.2)M potassium dihydrogen 
phosphate and specific activity of (4.5)U/mg 
of protein . 

Mechalis Menton constant value for the 
enzyme was found to (0.35)mM with a 
maximum velocity of (0.203)mM.min-1 and the 
average of catalytic constant was (0.114)min-1 
.also the effect of metallic ions influence on 
the enzyme was studied and found that 
maximum inhibition for it was estimated with 
the presence of Fe+2 ions and its inhibition was 
noncompetitive inhibition and the study the 
effect of chelating and reducing agents in 
which the enzyme was competitively inhibited 
in the presence of 2-mercaptoethanol and no 
inhibition was determined in the presence of 
EDTA, also the enzyme was competitively 
inhibited using sulfonamide, and also the 
effect of Cluvlanic acid was very weak against 
the enzyme . 

 
  
  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 


