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  شكر وتقدير

الحمد الله رب العالمين والصلاة والسلام على خاتم الأنبياء والمرسلين محمــد 
  الميامين.وعلى اله الطيبين الطاهرين وصحبه 

ــالتييســـرني و  ــات الأخيـــرة لرسـ ــع اللمسـ ــا أضـ ــكر  أنـ ــدم بالشـ ــان ان أتقـ والعرفـ
ــى أســتاذَتي  ــان إل ــان طــه محمــد لمتابعتهــا وأرائهــا القيمــة  ةالدكتور الفاضــلةوالامتن ب

  بالشكل الأفضل . رسالةموضوع البحث وإخراج هذه ال تراحهاواق
وعمــادة كليــة  كربلاءكما يسرني ان أتقدم بالشكر والتقدير الى رئاسة جامعة 

ــة ــوم  التربي ــوم الحيــاة لإ الصــرفةللعل ــاحتهم الفرصــة لــي لإكمــال ورئاســة قســم عل ت
  دراستي  

 علــى عبــد الكــاظمللــدكتور كمــا لا يفــوتني ان أتقــدم بــوافر الشــكر والامتنــان 
  وشكري الى كافة منتسبي قسم علوم الحياة أساتذة وموظفين ...  لي  لمساعدته

ــكر عـ ــ ــوتني ان اشـ ــة والـــدي كمـــا لا يفـ ــزة وخاصـ ــيائلتي العزيـ ــواتي واخـ  وأخـ
لأعبــاء أثنــاء مــدة الدراســة والعمــل وشكري الخاص الــى زوجــي العزيــز الــذي تحمــل ا

.. والــى كــل مــن مــد يــد العــون وســاعدني  مصــطفى ومــلاك )زهرات حيــاتي(وأطفالي 
  في أتمام هذا البحث مع التقدير .
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  الإهداء
الى من ترك فراغا" في نفوسنا ,قره أعيننا أخي ...وكل الدماء التي سقطت وتسقط 

 رحمهم الله غدرأ...

الى عزي وفخري في الدنيا .. ينبوع الحب والحنان الذي وفقني ربي ببركة دعائه  
  .... والدي 

الى ملاذ الأمان الذي يلفنا بطمأنينة كل حين .. الى ينبوع الحنان الصافي وĔر  
  العطاء الذي لاينضب .... والدتي الغالية اطال الله عمرها  

  
  الى ذخري في الحياة....

  خواتي أو  يخأ
  

  العزيز الى نبراس حياتي ورفيق دربي .. طريقي نحو المستقبل ... زوجي
  

  عمري  الصافية ....ولدي  الى بلسم  روحي وزهرات 
  ملاك          مصطفى 

  
  

  سراب العامري                                                          



  
  إقرار المشرف على الرسالة

  
  / للعلوم الصرفة  في قسم علوم الحياة / كلية التربية إشرافيهذه الرسالة قد جرى تحت  إعداد أشهد بان 

  .النبات جامعة كربلاء وهي جزءٌ من متطلبات نيل درجة الماجستير في علوم الحياة / 
  

  التوقيع: 

   بان طه محمد :   الاسم

  أستاذ المرتبة العلمية: 

   التربيه للعلوم الصرفه/جامعه كربلاءالعنوان: كلية 

  ٢٠١٤ التاريخ :     /   / 

 

  

  

  رئيس قسم علوم الحياةتوصية 

  

إشارة إلى التوصية أعلاه من قبل الأستاذ المشرف ، أحيل هذه الرسالة إلى لجنة المناقشة لدراستها      

  وبيان الرأي فيها .

  

  التوقيع: 

  نصير مرزة حمزة :   الاسم

  مدرس المرتبة العلمية : 

  جامعة كربلاء   -للعلوم الصرفة العنوان : كلية التربية 

  ٢٠١٤التاريخ :   /   /  

  

 
 



  وي ـالمقوم اللغ إقرار 

  

الفعاليه الانزيميه  على الغذائيه  مكوناتال تأثير بعض( بـ شهد أن هذه الرسالة الموسومةأ       

تمت مراجعتها من الناحية اللغوية وتصحيح ما ورد  ) لبعض عزلات فطريات الرشاشيات

ر تعلق الأمر فيها من أخطاء لغوية وتعبيرية وبذلك أصبحت الرسالة مؤهلة للمناقشة بقد

  .بسلامة الأسلوب وصحة التعبير

  

  

  

  

  

  

  

  

  التوقيع:

  م.د.مهند طارق : الاسم

  المدرس الدكتور المرتبة العلمية:

  كلية التربية للعلوم الإنسانية_ جامعة كربلاء قسم اللغة العربية ،    الكلية والجامعة:

  2014التأريخ:      /      /

 

 

  

 



  علميإقرار المقوم ال

 

تأثير بعـض المكونـات الغذائيـه علـى أقر بأني قومت رسالة الماجستير الموسومة بـ (      

) بوصفها جزءاً من متطلبات نيــل درجــة  الفعاليه الانزيميه لبعض عزلات فطريات الرشاشيات
  الماجستير في علوم الحياة تقويماً علمياً .   

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  التوقيع:

   أ.م.د. زهير حميد عبودالاسم :

  المرتبة العلمية:الأستاذ المساعد الدكتور

    جامعة كربلاء –كلية العلوم الكلية والجامعة:

  2014التأريخ:      /      /
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I 

    الخلاصة

وضـعها و من الاسـواق المحليـة التي تم الحصول عليها  المواد الغذائية علىتشجيع نمو الفطريات تم 

اختيـار أنـواع مـن تـم و .لحـين ظهـور اثـار الفطريـات عليهـا جو المختبرفي اكياس من النايلون وحفظها في 

العزلات  تلكنوعي للكشف عن كفاءة ال ختبارالا عليها  أجريو ت صوشخ ت عزل ssp. Aspergillusجنسال

الاوساط الصلبة الحاويـة  ةقيأفضل عزلة فطرية باستخدام طر ت بانتخ .ليزيوالأم البروتيزي فراز انزيمأ على

 ت عزلاثلاثة قدرتها على افراز انزيم البروتييز و  خمسة عزلات حققت ،  ةكل على حد   الببتونو ينئالكازعلى  

 ملـم ١٥حول المستعمرات الفطرية  اكبر مـن  الشفافةهالة القطر  وكان ,ليزيافراز انزيم الامفي  اكثرها كفاءة

  ١٨٫٩٧كانـت والبروتييز لأنـزيم هافـراز فعاليـة فـي حقـق أعلـى  فقـد  Aspergillus  niger   للفطـرامـا 

سلسـلة  لأجراءانتخبت كأفضل عزلة فطرية  أذ ،  ملغم/مل ٠٫٤٦٠ وكان مقداره وتركيز البروتين، وحدة/مل 

باستخدام  البروتييز ايجاد الظروف المثلى لنمو العزلة وانتاجها لانزيمو من التجارب لقياس وتحسين انتاجيتها  

 همـاالكـاربون والنيتـروجين وتراكيز مختلفة منالعناصر المعدنية ومصادر استخدمت  كما الاوساط السائلة، 

وجد ان استخدام العناصر المعدنية لها تأثير منشـط ، والبروتييزلبيان قدرتها على النمو وافراز انزيم المختلفة 

كـان  نتـروجينوأفضـل مصـدر  ٪١٫٥تركيـزبعلى فعاليـة الأنـزيم وافضـل مصـدر كـاربون كـان الكلوكـوز 

 كــذلك حقــق.للفطر لمنــتجا البروتيــز لأنــزيمحققــت أفضــل نمــو واعلــى فعاليــة  أذ   ٪١تركيــز بين ئالكــاز

Aspergillus  oryzea  ملغم/مـل ٠٫٤٨١وحـدة/مل وتركيـز البـروتين ١٦٫٣٥اعلى فعالية لأنزيم الأميليـز

تأثير بعض العوامل على فعالية الأنزيم ,حيث كان تأثير العناصر المعدنية منشط للأنزيم وافضـل  كما  درس,

  . ٪٣,وأفضل مصدر نيتروجين كان الببتون وتركيز ٪٣مصدر كاربون كان الكلوكوز وتركيز 

 

 

 

 



 
II 

 قائمة المحتويات

  الصفحة  الموضوع  الرقم 

 II الخلاصة                                                               

  ١٬٢٬٣  المقدمة                                                              الفصل الاول 

   أستعراض المراجع                                                   الفصل الثاني 

  ٤  ssp.   Aspergillus جنس  ١-٢

  ٤  الخصائص التصنيفية   ١-١-٢

  ٦  في البيئة وقابلية الاستفادة منها         المخلفات العضوية واثرها  ٢-٢

  ٧  انزيم البروتيز والعوامل المؤثرة في انتاجه                          ٣-٢

  ١١  ليز يانزيم الأم  ٤-٢

 ١٣  والعوامل المؤثرة في انتاجه                            ١-٤-٢

     المواد وطرائق العمل                                                  الفصل الثالث 

  ١٧  المواد والاجهزة المستخدمة                                           ١-٣

  ٢٠  المستخدمة                                         الاوساط الزرعية  ٢-٣

  ٢١  المحاليل والكواشف المستخدمة                                       ٣-٣

  ٢٣  لتقدير السكريات المختزلة    Somogyi  طريقة  ٤-٣

  ٢٤  لتقدير تركيز البروتين   Bradford طريقة  ٥-٣

  ٢٦  عزل وتشخيص الفطريات                                          ٦-٣

  ٢٧  الكشف عن الفطريات المحللة                                       ٧-٣

  ٢٧                            على تحلل الكازينتقدير كفاءة الانواع الفطرية المنتخبة   ٨-٣

 لانتاج انزيم البروتيز  Aspergillius niger تحديد الظروف المثلى للفطر   ٩-٣

      

٢٨  

  ٢٩                             على تحلل النشأتقدير كفاءة الانواع الفطرية المنتخبة    ١٠-٣

لانتاج انزيم    Aspergillius oryzae   رتحديد الظروف المثلى للفط    ١١-٣

  ليز يالأم

٣٠  



 
III 

    النتائج                                                                   الفصل الرابع 

  ٣١                                 عزل الفطريات المرافقة للمواد الغذائية المحلية    ١-٤

  ٣٢   Frequency %النسبة المئوية للتردد   ٢-٤

  ٣٢ الكشف عن الفطريات المحللة  ٣-٤

  ٣٢  البروتين   ١-٣-٤

  ٣٤  الاميليز   ٢-٣-٤

  ٣٥ تقدير كفاءة الانواع الفطرية المنتخبة على تحليل الكازئين        ٤-٤

 niger Aspergillus تحديد الظروف المثلى للفطر   ٥-٤

 لإنتاج أنزيم تحلل البروتين 

٣٦  

  ٤١             تقدير كفاءة الانواع الفطرية المنتخبة على تحليل النشأ  ٦-٤

  ٤١   لانتاج أنزيم تحلل النشأ A.oryzae    تحديد الظروف المثلى للفطر   ٧-٤

  ٤٦  الاستنتاجات   

  ٤٧  التوصيات   

  ٤٨  المصادر  
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  قائمة الجداول

رقم 

 الصفحة

رقم  الموضوع

 الجدول

  ١  الكيميائية المستخدمة المواد   17

  ٢  الاجهزه المستخدمة                                                             19

  ٣  ) Bل  من (محلو تحضير تراكيز  ٢٣

  ٤  ر تراكيز متدرجة من محلول البومين المصل البقري يحضت  ٢٤

  ٥  المعزولة من بعض المواد الغذائية  النسبة المئوية لظهور الفطريات   ٣٢

للفطريات المعزولة من بعض المواد الغذائية   (%)لتردد انسبة   ٣٢  ٦  

  حرارة درجةعند الفطريات على وسط النشأ  الاميليز المنتج من بفعل النشاتحلل   34

أيام   ٣لمدة حضن   مْ   ٢٨  

٧  

عند وتركيز البروتين الذائب على الوسط  البروتييز لأنزيمالفعالية الانزيمية   ،   36

  ايام حضانة  ٣ولمدة  ٦هيدروجيني   بأس°م و ٣٠درجة حرارة 

٨  

عند  وسط الانتاج   الفعالية الانزيمية لانزيم الأمليز وتركيز البروتين الذائب على 41

  ايام حضانة  ٣ولمدة   ٤٫٥هيدروجيني  أسوب مْ ٣٠درجة حرارة

٩  
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  قائمة الاشكال

رقم 

 الصفحة

 رقم الشكل العنوان

  ١    الكلوكوزالمنحنى القياسي لتقدير   ٢٥

  ٢                            المنحنى القياسي لتقدير البروتين     ٢٥

عند درجة  فعالية الفطريات في تحليل البروتين على وسط أكار الحليب المقشود   33

  م بعد ثلاثة ايام من الحضن. ٢٨حرارة 

٣  

عند    الشديدة الفعالية في انتاج انزيم الامليز على وسط اكار النشأ النقي ات الفطري  ٣٥

  .                                                أيام ٣م وحضن لمدة ٢٨درجة حرارة 

٤  

  ٥                   بروتين  وحدة/ملغمتأثير العناصر المعدنية على فعالية انزيم البروتيز    ٣٧

  6                    بروتين وحدة/ملغم ربون على فعالية انزيم البروتيزتأثير مصادر مختلفة من الكا   ٣٨

  7                    بروتين وحدة/ملغم وكوز على فعالية انزيم البروتيزتأثير تراكيز مختلفة من الكل  ٣٩

  وحدة/ملغم تأثير مصادر مختلفة من النتروجين على فعالية انزيم البروتيز  ٤٠

                              بروتين

8  

  9                    بروتين وحدة/ملغمتأثير تراكيز مختلفة من الكازين على فعالية انزيم البروتيز   ٤٠

  10                    بروتين وحدة/ملغم ليزيتأثير العناصر المعدنية على فعالية انزيم الأم  ٤٢

  ١١                   بروتين  وحدة/ملغم ليزي تأثير مصادر مختلفة من الكاربون على فعالية انزيم الأم   ٤٣

  ١٢                    بروتين وحدة/ملغم ليزي تأثير تراكيز مختلفة من الكلوكوز على فعالية انزيم الأم  ٤٣

  ١٣                   بروتين  وحدة/ملغمليز يتأثير مصادر مختلفة من النتروجين على فعالية انزيم الأم  ٤٤

  ١٤                    بروتين  وحدة/ملغمليز يعلى فعالية انزيم الأم  الببتونتأثير تراكيز مختلفة من   ٤٥
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 Introduction                                            المقدمة                              الأول الفصل

 

 ١ 

 Introductionالمقدمة        

والبروتينات المعقدة في  لكربوهيدرات ا اذ تحطمفي الطبيعة  مهمادوراً الفطريات تلعب         

الاستفادة من   كما تم ),et.al,1998 Nester(لصالح تغذيتها ونموها وتكاثرها  الميتة الأجسام

في إنتاج الإنزيمات والأحماض    الانواع الفطريةبعض خاصية افراز الانزيمات من قبل 

كذلك ، العضوية التي تدخل في الصناعات الغذائية مثل أنزيم الأميليز وحامض الستريك 

. وتعد الفطريات  )Stanley,1998(ريات في إنتاج بعض أنواع الاجبان استخدمت الفط

المجموعة الثانية من الأحياء المجهرية التي تنتشر في الأغذية بعد البكتريا . ولقد اكتشفت منها 

ً منتشراً في بيئات مختلفة كالماء والتربة والهواء وعلى   مليون ٥-١٫٥حتى الآن اكثر  نوعا

وللعديد من أنواعها   ) .Doyle et.al,1997(  سطوح الأجسام ومنها الإنسان والحيوان والنبات 

الرمية والطفيلية الاختيارية فائدة للإنسان بسبب ما تنتجه من مشتقات أيضية مثل الأحماض 

العضوية والمضادات الحيوية والكحولات والإنزيمات والهرمونات ويستفاد كذلك من بعض 

 الخبز وفي الأنواع للحصول على الدهون والبروتينات ومنها ما يدخل في الصناعات الغذائية ك

بمرور الزمن و) .  (Hamlyn,1997 ;Anke,1997 صناعة الأجبان والأغذية المتخمر

للبيئة نتيجة الطلب المتزايد على الغذاء والطاقة لجميع الكائنات  ت الحاجة الى منظفات د زداا

يمكن الاستفادة منه لكلا  لا ينضب المجهرية تعد مصدرا حيويا  الأحياءو، الحية

الأحياء المجهرية دوراً كبيراً في تحليل المخلفات العضوية   تلعب ).Olsson,2004المجالين( 

الخمائر) على والبكتريا والخيطية ,ومن خلال تنمية أنواع معينة  من تلك الإحياء ( الفطريات 

، وإنتاج  بسيطة قابلة للهضميمكن  تحويل المخلفات إلى مواد معينة. وتحت ظروف  المخلفات 

ذات قيمة عالية كبروتينات الخلية الواحدة تستخدم في أغذية الإنسان والحيوان ،  ةيمواد غذائ

للمواد المعقدة بفعل انزيمات خاصة تفرزها الأحياء المجهرية  الإنزيميوعن طريق التحطيم 

                                    ).            Chang &Thayer (1975,لغرض ديمومة حياتها ونموها

الإنزيمات الهاضمة وقد سجلت هذه الأحياء   عديدة من اتفرز الأحياء المجهرية أنواع         

تحصل بمستويات البروتين  خلال تغيرات  من للأغذية المخمرةعالية  قابلية هضم المجهرية

مما من خلال إفراز الإنزيمات الخارج خلوية  يأتيتحلل هذه المواد والدهون والكربوهيدرات ،و

عملية التحلل هذه  ناتجة من خلال و والامتصاص يجعل المواد الغذائية المخمرة سهلة الهضم 

حيث  ب ارجاع المواد الاولية للتربة  كوني ونتيجة هذا التحللكفاءة النشاط الإنزيمي لهذه الأحياء ،

 والفسفور. ولولا اهم هذه العناصر الكربون والنيتروجين ت امتصاصها من جديد وتستطيع النباتا

الاستفادة منها ولسببت   رة من الفضلات على سطح الارض دونهذه العملية لتراكمت كميات كبي

  .ةالحي  حتما انقطاعا في الدورة الحياتية لجميع الكائنات 
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خليط من الإنزيمات المحللـة للمواد الـبـروتـيـنـية تـوجـد في جميع  البروتييزات  مثلت      

تشــغل الكائنات الحية تقريباً وتشمل الحيوانات والنباتات والأحياء المجهرية ، و هــذه الإنزيمات 

ً بالغ  ً حيويا بالإضافة إلى التطبيقات التجارية والطبية  ، تلعب أدواراً فسيولوجية  و الأهمية موقعا

تعد البروتييزات من الإنزيمات التي  و)،(Mala et.al,1998 فهي تؤدي وظيفتي التحلل والبناء

المائي  وتييزالى أنزيمات التحلل وينتمي أنزيم البرة لنمو وتكاثر الأحياء المجهري اهمم ادور لها

                  )  ;Muhammad,2010)&Ayaz Qadar,2009والذي يعمل على تحلل الأصرة الببتيدية

الأحياء المجهرية على أوساط ذات كلفة واطئة لسد الحاجة من البروتين   استخداميمكن 

مخلفات ومخلفات وأغلفة الحبوب  والبشري والحيواني مثل المخلفات الصناعية  للاستهلاك

إضافة إلى الكفاءة العالية لبعض السلالات في إنتاج  استخلاصهالرخص ثمنها وسهولة المجازر،

  .العالية للبروتييزات الحيوانية   الاستخلاص كلفة عوضا عن الإنزيم ، 

ً من  ب الاعفان  بروتييزات من سنوي قدر الانتاج ال       عشرة أطنان وحوالي خمسين طنا

من  %  40تمثل مبيعات البروتييزات الميكروبية حوالي و  )Dunil,1980بروتييزات البكتريا ( 

و بالرغم من إمكانية الحصول   ).Godfrey,1996 &  Westالأنزيمات في العالم (  مبيعات 

مثل النبات والحيوان لكن الأحياء المجهرية تعد مصدراً  من مصادر متنوعة على البروتييزات 

ً  معالجتها امكانية فضلا عن لايضاهى لإنتاج البروتييزات    & (Chakrabarti,2005 وراثيا

Stotey .(  

قدرة عالية على إنتاج انزيمات تحلل أخرى,مثل الإنزيمات  المجهرية كما وان للاحياء        

من   هكونالمتصغرالأبوليمرات الدكسترين ومن الانتاج متنوع  لإعطاءليز) يللنشأ (الام المحللة

مع مجموعة خاصة مختلفة   تضم مجموعة الفا أمليز مجموعة من الانزيمات  وحدات الكلوكوز.

                             ية يد من خلال أواصر كلايكوس تتكونكوز نوع واحد من بقايا الكلو تعمل على

)α-1,6;α-1,4;α-1,1(  )Gupta et.al,2003الحيوانات و ).هذه الانزيمات توجد في الانسان  

ليز الفطري على نحو يستخدم الام، وا) Pandey et.al,2000( والاحياء المجهرية النباتات و

 ت محاولات كثيرة وقد بذل ا،اكثر استقرار اكثر من المنتج من البكتريا لكونها  واسع في الصناعة 

    تستوفي معايير الانتاج التجاريل للفطريات  ةلتحسين مزارع وسلالات مناسب

)Abu et.al,2005:Reddy et.al,2003.(  سكريات بسيطة  عملية تحويل النشاء الى كما ان

وكذلك يستخدم الفا   ليز .يم لأتعتمد كليا على ا )  (Starch industryاو ما يعرف بصناعة النشاء

 الاختمارو ,وفي صناعة العصائرالزراعية الممرضة للنبات وليز في المجالات الطبية يام

عجينة النشاء   لإزالةليزيستخدم الامي) Textile industryصناعة النسيج(في و.صناعة الورقو

المضافة في مراحل التصنيع الاولى لتقوية خيوط النسيج كما تضاف هذه الانزيمات في صناعة  
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  ;ALseoha,2002 Ashie,2003; Novo,2004المنظفات وتحضير الاعلاف الحيوانية( 

  &  karthick ,2011ليز(يالنفايات النباتية يمكن ان تستعمل كمصدر جيد لنشاط الامكما وان ).

Nirmala .(  

على انتاج كميات كبيرة   ةعاليال ةقدرال  ذات  من الفطريات   Aspergillus nigerيعتبر          

وأخرون  ,  (sidkey  ةديله اهمية اقتصا الذي ليزيلفا امنزيم اإ لإنتاجيستخدم و ليزيمن الام 

٢٠١٠ .(  

  هدفت الدراسه الى:

المعزولة من مواد   ssp  Aspergillus. انواع فطرلبعض  الاستفادة من الفعالية الانزيمية -١

 مختلفة في تحليل المركبات العضوية.غذائية 

  في الفعالية الانزيمية للفطريات المدروسة.  الغذائيةتأثير بعض العناصر  -٢

  : المحاور التالية وذلك من خلال 

  تشجيع نمو الفطريات على عدد من المواد الغذائية من الاسواق المحلية. -١

  Aspergillus للـعزل وتشخيص بعض الانواع التابعه  -٢

لمعرفة قدرتها على  كارالنشأووسط أ اجراء تجارب أولية على وسط أكارالحليب المقشود  -٣

 . ليزيانتاج انزيمي البروتييز والأم

في انتاج  منها كثر فعالية الأ وسط انتاج الأنزيم وتقدير الفعالية الأنزيمية لمعرفة  تلقيح  -٤

 عليها. المختلفة  الظروف البيئيةالأنزيم واجراء 

 دراسة تأثير العناصر المعدنية على الفعالية الأنزيمية.  -٥

 وأفضل تركيز على الفعالية الأنزيمية.  يدراسة أفضل مصدر كاربون  -٦

 وأفضل تركيز على الفعالية الأنزيمية.   يدراسة أفضل مصدر نتروجين  -٧
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  (الرشاشيات) ssp. Aspergillusالفطــــــر   ١-٢

الخصائص التصنيفية  ١-١-2 
ضمن العائلة   ssp. Aspergillus) جنسRaper,1965 & Fennell(صنف          

Moniliaceae  التابعة الى رتبةMoniliales  وتسمى أيضا  ًPlectoscales  وتتكاثر معظم هذه ,

انها تسلك سلوك الفطريات الكيسية ,  ذ إ , وهناك بعض الأنواع تتكاثر جنسيا ◌ً الفطريات لاجنسيا 

وتكون الأخيرة مطمورة ضمن   )Asci( منتظمة داخل أكياس  )(Ascospores كيسية ابواغا بتكوين 

؛  Cleistothecium)(  )Kown-Chung,1992& Bennettجسم ثمري كروي الشكل 

Pitt,1997 Hocking& ( .  إنَّ مستعمراتssp. Aspergillus  ذات ألوان مختلفة تختلف بحسب

  تبني ال والأزرق والوردي والأخضر والرصاصي والبني والأصفر والأبيض  :منها  الأبواغلون 

  ) .  Kown-Chung,1992& Bennettفرة أو الأسود (ّ◌◌ُ الأسمر المائل الى الص و

وي كل خلية  تح,وكثرة تفرعاته ومقسم داخليا الى خلايا  ,الغزير هيتميزالغزل الفطري بنمو       

ويوجد الغذاء المخزون داخل  الذي يحيط بفجوة عصارية يتوبلازماالسشر في تمن الأنوية تن عددا

الخلية على هيئة حبيبات زيتية , و لون الغزل الفطري يختلف باختلاف أنواعه فمنه الأبيض  

)   Conidiophore( البوغيالحامل ينشـأ ) .Abu Hila,1987الأسود والأصفر (والأخضر و

غير متفرع ,   يكون البوغيوالحامل ،في الخيط الخضري  )Foot cell(عموديا من الخلية القدمية 

وقد يحتوي في  . الممرضة  ssp. Aspergilliusغير مقسم , وعديم اللون في جميع انواع  ً وغالبا 

  البوغية معظم الأنواع يكون عرض الحوامل ب أنواع قليلة على حاجز أو حاجزين في حالات نادرة . و

الخيط الفطري .   جدار يكون اسمك من البوغياكبر من عرض الخيوط الفطرية , وجدار الحامل 

  A.flavus  ,A.oryzaeتكون ملساء في أغلب الأنواع الممرضة , ماعدا  البوغيةالحوامل و

ليكون الحوصلة   البوغيتتسع قمة الحامل وخشنة .  بوغية, تنتج حوامل  A.avenaceusو

Vesicle)( ,وينشـأ من   صولجانيهأو دورقيهأواهليجية  أو شبه كروية  أوكروية  :لها اشكأكون ت

في  وصفين . بالتي تكون أما بصف واحد من الفياليد أو  )Phialides( سطحها التراكيب القارورية 

ن الصفوف الاولية من الخلايا (التراكيب القارورية ◌ّ تكو  )(Biseriateالانواع ثنائية الصف 

  Kown-Chung,1992(  يةالثانو ن الى ثلاثة من التراكيب القاروريةي اثن من الاولية) عادة 

Bennett& . ( تراوح طول التراكيب القارورية يوPhialides) (  مايكروميتر وسمكها  ٣٠- ٢٠بين
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عند قمتها بتعاقب قاعدي   الأبواغتنشـأ وية , احادية أو متعددة الانو وهي مايكروميتر ,  ١٠-٥

)Basipetal  () بشكل سلسلةRaper,1965 &Fennell تكون الاقدم في القمة والاحدث في (

  ,  A.nigerاو مشوكة كما في الفطر  A.terreusملساء كما في الفطر الأبواغ قد تكون والقاعدة . 

  ة كروية الى اهليجية الشكل , نافر  الأبواغتكون  ssp. Aspergillus جنسللاغلب الأنواع التابعة و

-Kownللماء , تحمل بالهواء بسهولة بعد نضجها , وتتباين الوانها من الغامقة الى الفاتحة ( ً جدا

Chung,1992 &Bennett ؛Pitt,1997  &Hocking  .( يطلق على الحوصلة و)Vesicle (  

البوغي بالرأس  ) (Conidial chains لأبواغوسلاسل ا ) (Phialidesالتراكيب القارورية و,

)Conidial head(،  التراكيب القارورية   تب بشكل الحوصلة وتر البوغيةشكل الرؤوس  يكونإذ

ويعد كل من لون وشكل وحجم الرؤوس   التي تحملها , الأبواغعليها , اما لونها يتحدد من لون 

      ).Aspergillus )Raper,1965  &Fennellجنس  لخصائص تصنيفية للأنواع التابعة  البوغية

كروية  ةثمري  ً اتنتج في طورها الجنسي أجسام ssp  Aspergillus .قليلة من جنس ً ا أنواع توجد         

Cleistothecia)( ,يتكون الجسم  وفي الحجم واللون من نوع الى آخر ,  تختلف الأجسام الثمريةو

الثمري من طبقة رقيقة من الخلايا التي تكون مسطحة عادة , وتدعى هذه الطبقة بجدار الجسم الثمري 

  )  (Ascosporesكيسية  أبواغيحوي كل منها ثمانية  البوغيةداخله الكثير من الأكياس في , يضم 

)Shukri,1991 . (  

 ,  A.oryzaeو A.flavusو  A.nigerوجد في عزلات من  وقد       

A.ochraceusوA.candidus  غامقة اللون , منفصلة   ً قدرة على تكوين تراكيب قاسية كبيرة نسبيا

تتغاير الاجسام الحجرية في الشكل والحجم واللون  و.  )Sclerotia (ومفردة تدعى الأجسام الحجرية

  (Kown-Chung,1992ة الجـدرانـكون من خلايا شبه برنكيمية سميكتت ً , لكنها جميعا 

&Bennett هول). وتحتوي الخيوط الفطرية على خلاياHülle cells  تراكيب متخصصة   د تعالتي

  و شبه كروي الى كمثري أو لها شكل كروي و,  ً ا أو بيني ً اطرفي ً اغير معروفة الوظيفة تحتل موقع

  . )Kown-Chung,1992)  &Bennettمتطاولة أو لولبية الشكل 
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  :المخلفات العضوية وأثرها في البيئة وقابلية الاستفادة منها  ٢-٢

نسبة التلوث بشكل كبير  أزدادت ث البيئي من أبرز مشكلات العصر ، فقد مشكلة التلو صبحت أ      

في الآونة الأخيرة عما كانت عليه في السابق ، وذلك بسبب التطور الصناعي والتكنولوجي وما يسببه  

إلحاق  الىبالإضافة  مخلفات مؤثرة بصورة سلبية في بيئة الإنسان والحيوان والنبات  طرحمن 

ر البشرية الى أيجاد حلول تقلل من  . هذه المشكلة الخطرة وجهت أنظاوالتربة الضرر بالماء والهواء

أضرار المخلفات أو الاستفادة منها في مجالات تضمن إزالة التلوث بوسائل بسيطة وذات مردود 

المخلفات الزراعية دوراً كبيراً في التلوث البيئي نتيجة  تلعب و .)  (Southgate,1976اقتصادي عال

تعد من أكثر المواد المخلفات النباتية زيادة كمية المخلفات ، وة الإنتاج الزراعي الذي أدى الى لزياد 

 أساس الإنتاج النباتي علىقدر حاصل قد العضوية الموجودة بصورة طبيعية والقابلة للتجديد ، و

تعد . )(Donovan et.al,1973 ر/ سنة )أيك طن / ٢٦- ٤التركيب الضوئي (  الجاف بعملية الوزن

قسم منها يحرق وقسم يزال  بكميات كبيرة في معظم مزارع الارز, متوفرةقش الارز مادة عضوية 

طن من قش الارز يتم انتاجه سنويا في ماليزيا,ويمكن   ١٫٢من الحقول ومنها يترك في الحقل,نحو 

ثم يتخمر الى الايثانول عن   الأنزيميتحويل قش الارز الى سكريات خلال عملية التحلل المائي 

  ذلك مادة عضوية قابلة للتجديد وهي وكذلك مادة الخشب هي ك). Jalil et.al,2010( طريق الخميرة

التركيب الرئيسي لجميع النباتات,ويتم انتاج النفايات بكميات كبيرة من قبل العديد من الصناعات بما  

ة والنفايات الصلبة ونفايات الحيوانات  المواد الغذائيوالزراعة و الورقو اللب و في ذلك الغابات 

)Kim,2004   &Dale  Wen et.al,2004 ;,( هذه المخلفات يمكن ان تعامل بمواد لتصبح جاهزة

في بعض البلدان النامية الأمر الذي  اذ لاتزال متواجدة بكميات كبيرة,للاستعمال في مجالات أخرى

  ). ; Palacios-Orueta et.al,2005 Levine,1996يثير العديد من المخاوف البيئية (

  ة السائل التخمرات  في الزراعية مخلفات ال استخدام  يجري       

من الكربون   تتكون هذه النفايات  ان، التخمر اوساط تكلفة من للحد على حَدْ سواء  الصلبة و

وتشمل  ، الحية للكائنات  الغذائي والتمثيل لنمول مصادرالضروريةمن ال ان د عَ يُ حيث  والنيتروجين

الدقيق  و والأرز القمحوالذرة والبطاطا والنشا والدخن و نفايات البرتقالمصادر هذه المغذيات 

)et.al,2005 Haq. ( ثمار ونواتج أولية أخرى  الى نصفه يحصد كحبوب وه ثلثهذا الإنتاج  و

نواتج عرضية تترك في الحقول لتتحلل أو تتجمع كمرحلة نهائية .  تعد الفطريات من أكفأ   والمتبقي

الكائنات المجهرية في الإنتاج الأنزيمي وإنتاج الكتلة الحيوية  وذلك لقدرة هذه الكائنات على النمو  

درجات على مصادر رخيصة ( المخلفات الصناعية والزراعية) ،بالإضافة الى قدرتها على النمو ب

تها الحيوية عن  الهيدروجيني وسهولة فصل كتل الاسم وفي مدى واسع من  ٣٥ºحرارة تزيد على 

  ).(Sonia et.al,2004ح الأنزيميالراش
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 ٧ 

  :أنزيم البروتييز والعوامل المؤثرة في أنتاجه   ٣ – ٢

ً بالغ الأهميةالأنزيمات التي  من البروتييزات  تعد       ً حيويا تلعب ادواراً فيسيولوجية   تشغل موقعا

همية  أ ولها )( Mala et.al,1998هي تؤدي وظيفتي التحلل والبناء و ,لنمو وتكاثر الأحياء المجهرية

إلى إنزيمات  وينتمي إنزيم البروتييز.صناعية وخصوصا في الصناعات الغذائية والمجالات الطبية

وتكون اما داخلية ،  2،  ١والذي يعمل على تحلل الآصرة الببتيدية    EC 3.4. 23  يالتحلل المائ

Endocellular )او تكون  )  خليةاليا ولا تفرز الى الوسط الا بعد تحلل التي تكون داخل الخلا

الخارجية   وإنزيمات البروتييز )تفرز الى الوسط طبيعيا دون تحلل الخلية(  Extracellular خارجية

    Inducible واما محتثة  )التي تفرز حسب حاجة الخلية(  Constitutive تكون اما تركيبية 

  . )(Aunstrap,1980)  تحث الكائن على إفراز الإنزيم   محفزةتفرزمادة ها  بوجود ( 

تطبيقات واسعة في   لهافي العديد من العمليات الفسيولوجية والطبية و مهم دورلها  البروتييزات ان 

بعد الـنهـضة   البروتييزية بالانزيمات  أزداد الاهتمام الغذاء والصناعات الغذائية ، وقد  مجال

  . )(Venkata et.al,1993العلاجية تطوير المضادات  هدفبالأوربـيـة 

إذ يحفز ) Hydrolases(ضمن مجموعة أنزيمات التحلل المائي  تصنف أنزيمات البروتييزو         

تحليل الآصرة الببتيدية للبروتينات في مواقع مختلفة وتحت ظروف مختلفة وقد حاز أنزيم البروتييز  

 .للاتحاد العالمي للكيمياء الحياتية طبقا للجنة الأنزيمات التابعةEC.3.4 التسمية النظامية 

International union of Biochemistry,1992) .( من الأحياء المجهرية التي لها   كثيرال يوجد

هذه الأنزيمات والخمائر ، و و الاعفان للبروتينات مثل البكتريا  انتاج الأنزيمات المحللةالقابلية على 

وتفضل انزيمات البروتييز   احسب الكائن المنتج وظروف نموهفي تركيبها وصفاتها تختلف 

منها سهولة عملية الاستخلاص وإنتاج أنواع  :  ةعد سباب لأوالحيوانية  النباتيةيكروبية على الم

والكفاءة العالية  إلى رخص ثمنها  ضافةً امجهرية ، كثيرة  من الأنزيمات من قبل الأحياء المختلفة و 

 ها تم إنتاجهذه الأنزيمات و . Yoshimoto&Tsurn ,1987)(لبعض السلالات في أنتاج الأنزيم 

ومن البكتريا باستغلال   ssp. Aspergillusنطاق واسع من قبل بعض الفطريات التابعة للجنس على 

حاليا مايقارب العشرة أطنان من بروتييزات الفطريات  ينتج ، و  ssp. Bacillusبعض أنواع الجنس 

ً من بروتييزات البكتريا (  انزيمات البروتييز   يتم تقسيم. ) Dunil,1980وحوالي الخمسين طنا

 :  مثل للفعالية إلى ثلاث مجموعات تمادا على الأس الهيدروجيني الأاع
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 ٨ 

  

  Neutral   Protease البروتييزات المتعادلة  - ١

ــتج  ــة ينــ ــور للمحافظــ ــوديوم والكلــ ــيوم والصــ ــات الكالســ ــود أيونــ ــزيم بوجــ ــذا الإنــ ــىهــ  علــ

ــــزيائية والكيميائيــــة ،  ــــه الـفـيـ ــــه وصفـاتـ العديــــد مــــن   لأنــــزيم ينــــتج مــــن قبــــلوهــــذا اثبـاتـ

ــات  ــل الفطريـ ــازوA . sojae  وA . oryzae   مثـ ــة يمتـ ــد درجـ ــه عنـ الأنزيم بثباتـ

  .٨-٧هيدروجيني  أسم وب°٤٥-٣٥حرارة 

   Alkaline  Protease  البروتييزات القاعدية – ٢

  A.sojae و  A  niger. و A.  flavus  قبل العديد من الفطريات مثلهذا الإنزيم من  ينتج    

الا ان معظم الإنتاج التجاري لهذا الإنزيم يتم الحصول عليه من بعض أنواع بكتريا A .oryzae و

Bacillus ssp. يتميز الإنزيم البكتيري بثباته تحت ظروف حرارة مرتفعة ومدى واسع من وpH  

  ). (Aunstrap,1980   ١١-  6يتراوح بين 

  Acid proteaseالبروتييزات الحامضية  3-

تنتج بصورة رئيسة من   تخدمت تجاريا في صناعة الاجبان ،اسالتي والحيوانية الببسين والرنين       

من الصناعات الغذائية الأخرى  العديد وR. chinensis وA. niger  الفطريات 

)Aunstrap,1968الى عمليات تطرية اللحوم وتحصيل البروتينات من الخضروات   كذلك)، و

)Vale – Vage,1984  (في معالجة  الانزيم  استخدمووصناعة المنظفات الجلود عمليـات دباغة بو

  ). Bickerstaft 1987, (   الجروح وإزالة الخثرة الدموية

ويـة تشـمل ، تحـول مساهمتها بعدة وظـائف خلتاتي من لأحياء المجهرية ا أهمية بروتييزات ان        

لتجهيـز الأحمـاض الامينيـة والببتيـدات   ) (Turnover of cellular proteinالبـروتين الخلـوي

تسهم في تكسير البروتينـات الموجـودة فـي الوسـط الزرعـي ثـم واللازمة لبناء البروتينات ،غيرة الص

كما تقوم بتثبيط بعض البروتينات التي لاتكـون ضـرورية خـلال وقـت و ,تستخدم كمصدر غذائي لها 

ان هناك أجناساً وأنواعاً مختلفة من البكتريا  الى تشير الدراسات والأبحاث و  ).(North,1982النمو 

 حـي تختلف في التركيب والصفات مـن كـائنهذه الأنزيمات والفطريات منتجة لإنزيمات البروتييز و

ــى ــوع  خــر بحســب آ  إل ــزات و، نمــوه   وظــروف  الكــائن  ن ــل  مــن  المنتجــة  البروتيي ــا  قب                بكتري

 Streptomyces fradiae  وS. rectus من البروتييزات القاعديـة التـي تتميـز بالثبـات  هي والتي

ــراري ، ــنس و الح ــة لج ــزات التابع ــد البروتيي ــا تع ــة   ssp. Bacillusكم ــواع المنتج ــر الان ــن أكث م

المعدنيـة  التجاريـة والبروتييـزات   )Alkaline  serine  protease(لبروتييزات السيرين القاعدية 

 .sspبعـــض أنـــواع  بروتييـــزات ال اســـتخدمت  ، )(Neutral metallo proteaseالمتعادلـــة 

Streptomyces ــرارة و ــة الحــ ــا درجــ ــات لتحملهــ ــناعة المنظفــ ــي صــ ــدروجينيفــ  الاس الهيــ
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 ٩ 

 مـن شـطر السلاسـل الببتيديـةتـتمكن ssp.  Proteus بكتريـاان . )١٩٨٧,(Bickerstaftينتالعـالي

ـك بحيـث تـؤدي الـى الموجودة في تركيب البروتينات المناعيــــة  ـها وبذلـ ـدان فعــالــيتــ   تسـتطيعفـقــ

ـــاز المنـــاعي  ـــة الـجهــ  Shumi (شـــامي .وفـــي دراســـة أجراهـــا)(Giovanna,2005مـقــاومــ

et.al,2004 (بينت النتائج أن بكتريا  ،لاختبار الفعالية البروتينية  ميكروبيةمستعمرة  ٢٥ علىB. 

  fastidiosus ألبومين البيض  ( كانت لها أعلى فعالية انزيمية في تحليل البروتين egg albumin 

  pHم و°٣٥والظروف المثلى للإنتاج هـي  gelatin )والجيلاتين  Milk caseinوكازائين الحليب 

ـأجة ــدراس وفي،  ٦٫٥ =   لإنتـاجسـتخدم فيهـا نخالـة الحنطـة ، أ )(Hassan,1996 حسـن راهاــ

الأنـزيم تـزداد حتـى تبلـغ أقصـاها فـي اليـوم  ان فعاليةلاحظ  A . oryzaeإنزيم البروتييز من الفطر 

 أن بكتريــا )Rao et.al,2001( لاحــظو. بعــد ذلــك بالانخفــاض مــدة الحضــن ثــم تبــدأ  الرابــع مــن

Pseudomonas fluorescens  تسبب تغيرات في بروتينات المواد الغذائيـة مثـل كـازائين الحليـب

بإنتاج أنزيمـات البروتييـز  )et.al,1988  AL-Tai(قام وقد لحم مما يؤدي إلى فسادهما .وبروتين ال

  .لمعرفة قدراته على تحلل البروتين تنميته على عصير التمرمن خلال   A . nigerمن الفطر 

 وssp.   Alternaria وssp.   Aspergillusمن الفطريـات الخيطيـة مثـل  كبيرعدد يوجد          

Rhizopus ssp.   و ssp.  Penicillium  تحلـل عنـد تنميتهـا تفرز مديات واسعة مـن انزيمـات ال

ــــــاط زر ــــــق الــــــدجاج  عيــــــةعلــــــى أوســ ــــــبروتيني مثــــــل علائــ ــــــحتوى الــ غنيــــــة بالمــ

ـها باسـتخدام تقنيـة ، )(Settakana,1992قـام  كمـا).&Ogundero,1986)  Osunlajaومخلفاتـــ

  أنزيم البروتييز من الفطر لفعاليةالتخمرات الصلبة 

.oryzae A  وبين أن خلط مزرعـة هـذا الفطـر مـع مزرعـة بكتريـا  وسط فول الصويا باستعمال     

Bacillus  subtilis B -73وخميرة  fibuligeras –S.5     Endomycopsis   عالية   فعاليةيعطي

  .مزرعــة الفطر على حــدة استعمالللأنزيم بالمقارنة مع 

ــأثرت          ــز بعــدة عوامــل اهمهــا: ت ــزيم البروتيي ــة ان العناصــر المعدنيــة ومصــدر الكــاربون  فعالي

ان مكونـات الوسـط الزرعـي  اضافة الى، في وسط الانتاج هوتراكيزها ومصدر النيتروجين وتراكيز

العديد من هذه الأوساط منهـا مـاهو  ت استخدم لقد و ,البروتييزفعالية ستخدم للتنمية له تأثير مهم في الم

ـول  ونخالة الحنطة و ة مثل نخالة الرزصناعي أو طبيعي وهي تحتوي على مصادر بروتيني دقيـق فــ

 ).Mockellar,1984 & cholett(  شـــرش اللبن وغيـرها والحليب المقشود  والصويا 

لأملاح المعدنية لنموها ولإنتاج الإنزيمات إذ يمكن إضافة هذه  ل الأحياء المجهرية تحتاج          

  2Co+و 2Fe+و  2Ca+الأملاح للأوساط الزرعية على شكل أيونات موجبة لأملاح غير عضوية مثل 

مصدر الإنزيم ,   باختلاف تختلف...إلخ . والحاجة إلى هذه المعادن  2Ba+و  2Mn+و 2Mg+و  2Cu+و

في الفعاليات الايضية يرجع إلى دورها الرئيس في تحفيز إنتاج الإنزيمات , أهمية  لها إن هذه المعادن
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 ١٠ 

و دورها في زيادة ثباتية بعض الإنزيمات مثل البروتييز , فضلاً عن دورها كمحاليل منظمة تعمل 

الهيدروجيني   للوسط   الاس على المحافظة على 

)Tambekar,2011 &Tambekar ؛Kumar,1999 & Takagi,١٩٩٩ 

Sevinc,2011;&Demirkan  (.  يوستزرنذكر) Ustyazharina et.al,1985 ( دراسة   عند

الفطر على الوسط الملحي انماء انزيم البروتييز عند  فعاليةن هناك زيادة في ا  A. oryzaeلفطرا

الثنائية والأحادية   ارثوفوسفات البوتاسيومامض اللآكتيك ونترات الأمونيوم والمعدني الحاوي على ح

 Holmquistوبين النتروجين و كلوريد الكالسيوم وكبريتات المغنسيوم وكبريتات المنغنيز.

et.al,1997)  ( الفطر  انGeotrichum candidum انزيم البروتيز  يمتلك قابلية عالية على انتاج  

وما لها   ودرجة حرارة الاس الهيدروجينيظروفه من  ويعتمد ذلك على مكونات الوسط الزرعي و 

كانت كبريتات المغنيسيوم و كلوريد الكالسيوم وكلوريدالصوديوم و  وقد . من تأثير على فعالية الانزيم 

و   2و  0.1( زوبالتراكيفوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين و فوسفات البوتاسيوم الهيدروجينية 

  غم /لتر , على التوالي من مكونات الوسط الإنتاجي لإنزيم البروتييزمن الفطر  ) 4و  2و  0.5

Trichoderma reesei .  استخدمكما  )Zambara  ,2010 0.2) فوسفات البوتاسيوم الهيدروجينية 

الوسط الإنتاجي  % في  0.1% وكلوريدالصوديوم وكبريتات المغنيسيوم  0.5نترات الأمونيوم و% 

  .  R. microsporus رالفط منلإنزيم البروتييز

الأنزيمات   فعالية يحفز النمو ويتباين تأثيره على  الكربونيتؤكد معظم الدراسات أن المصدر         

ً Inducerفقد يكون محفزاً (   Repressor (   Muthulakshmi et.al,2011)( للإنتاج) أو كابحا

Wang et.al,2005;    (Haq et.al,2008; . إنزيمي  مختلفة لإنتاج  كربونية مصادر  استخدمت فقد  

حفز قد  % ١الكازائين بتركيز  الحاوي على الوسط  كان  مختلفة ،  مجهرية   أحياء  البروتييز من 

 Beauveria bassiana) من الفطر Pr2) و(Pr1إنتاج إنزيم البروتييز (

)Dhar,2010&Kaur(.المصدر الرئيسي لتحرير الطاقة التي تحتاجها الأحياء   الكربوهيدرات تعد  و

 لفعاليةالأفضل  الكربوني% المصدر 1الكلوكوز بتركيز ف، )Haq et.al,2008 ( المجهرية للنمو

%  0.9وبتركيز   )Mucor mucedo DSM 809  )Yegin et.al,2010البروتييز من الفطر

) .     alternaria   Alternata   )Ghanem et.al,2011 الكايتينيز من الفطرإنزيم  لفعالية

 Metarhizium anisopliae) من الفطر Pr2) و(Pr1أعلى فعالية لأنزيم البروتييز ( وجدت و

مصدر ) كDiamand moth cuticle% من كل من الكلوكوز وكيوتكل العث ( 1بوجود 

توفر المصدر النيتروجيني لمعظم الأحياء المجهرية   يضرورال ومن.)  (Ali et.al,2011كاربوني 

في أهمية النيتروجين في بناء الحوامض الأمينية وبالتالي بناء البروتين إضافة إلى ذلك يكمن و

إن إنتاج الإنزيمات وخصوصاً إنزيم البروتييز القاعدي   ،الحوامض النووية ومكونات جدران الخلايا



  Literatures reviewالفصل الثاني                        استعراض المراجع                      
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 ١١ 

حيث تبلغ نسبة النيتروجين في تركيب البروتييز بوالنيتروجينية  الكربونيةيعتمد على توفر المصادر 

لإنتاج البروتييز   عادةتستخدم الرغم من أن المصادر النيتروجينية المعقدة ب و% 15.6مايقارب 

القاعدي إلا أن الحاجة إلى مصادر نيتروجينية خاصة تختلف من كائن مجهري لآخر 

Kumar,1999 )  & Takagi (. في  هامدور  له المصادر النيتروجينية العضوية  ام استخد ان

أن  ، )Bidochka,1988)  & Khachatourians  كلا من أوضح اذ , الإنزيمفعالية تحفيز النمو و

الخارج خلوي عند تنميته في  ينتج البروتييزالسيريني  Beauveria bassiana GK2016الفطر 

تفوق الكازائين على الكلوكوز في ان و ،الوسط السائل الحاوي على الجيلاتين كمصدر نيتروجين 

وقد .  )(Metarhizium anisopliae   Braga et.al,1999  الفطرالبروتييزونموفعالية تحفيز

هي   ةلا عضويمن بين ثمانية مصادر نيتروجينية  )3HCO4NHكانت بيكاربونات الأمونيوم (

الة  نخ و باستخدام  .microsporum NRRL3671 Rالبروتييز المتعادل من الفطر لفعالية الأفضل 

  ) (Monod et.al,2002قام كما  ،)(Sumantha et.al,2006,) كمادة  ساندة Rice branالرز(

ً بروتين الكولاجين مصدر .fumigatus A بإنتاج أنزيم البروتييز من الفطر اً رئيساً  مستخدما

باستخدام الأوساط الزرعية   (Marchisio,1998 ), وفي دراسة اجرهاللكربون والنتروجين ،

 Sabouraudكمصدر وحيد للنتروجين في عزل الفطريات الجلدية مثل وسط  لببتونا على الحاوية

Glucose Agar  وMycobiotic Agar  ،ذكرو)Okafer,2000  &Ada (، أن الفطر 

Microsporium gypseum  تمكنه من   ) الكايتينيز( يمتلك فعالية عالية لأنتاج أنزيم البروتييز

الريش مصدراً وحيداً للكربون   (De Toni et.al,2002)  ,واستخدمتحطيم الشعر عند تنميته عليه 

  .    Xanthomononas   meltophiliaالكيراتينيز ) من بكتريا (    البروتييز  والنتروجين لأنتاج

  

   :انزيم الأمليز١-  ٤-٢

في  رئيسيآ النباتات والحيوانات والميكروبات، أنها تلعب دورا في كل من انزيمات الاميليز تنتج       

من المصادر النباتية والميكروبية  انزيمات الاميليزالتمثيل الغذائي للكربوهيدرات. وقد استخدمت 

وتستخدم   الفطرية والبكتيرية،من المصادر ينتج انزيم الاميليزلقرون باعتبارها المضافات الغذائية. 

وسهولة   هاوقت والمساحة المطلوبة لإنتاجوقلة الالتكاليف،  قلةمزايا مثل عدة للإنتاج الصناعي بسبب 

  على ليز يالام يعملو ، ) ;Burhan et.al,2003 Sivaramakrishnan et.al,2006. (التعديل

أصغر تتكون من وحدات  بوليمرات الو  دكسترينال من انتاج متنوع لإعطاء النشا جزئيات تحلل 

, وألفا  )Fogarty,1983(نزيم تحلل النشا مائيا"أب إنزيمات الأميليز  تسمى. لذلك والمالتوزالكلوكوز

من سوق الانزيم بالعالم,وهو في  ٪٣٣- ٢٥في هضم النشا ,ويوجد حوالي  امهم اليز يلعب دوريأم

 Ben Abdelmalek-Khedher et.al,2008) Rasooli الموقع الثاني بعد البروتييز
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 ١٢ 

et.al,2008 ;( جنس  وخصوصا  الفطريات  استخدمتAspergillus.ssp.   هذا الجنس  د عَ يُ حيث

 Solid-state) (SSF) ( الصلبة الحالة تخمير طريق الأميليزعن لإنتاج الأكثرشيوعا

fermentationان  , الميكروبية مصادرال مختلف في أرخص  التكلفة حيث  من   تقنية  هذه  باستخدام

تعمل على نوع واحد من بقايا الكلوكوز ترتبط من  مجموعه من الانزيمات تضم ليز يمجموعة ألفا أم 

،  ) van et.al,2002( يمكن تقسيمها إلى قسمينو .α ,1,1-α-α,,4١-6,١خلال أواصر كلايكوسايد 

endoamylases و.exoamylases  اذ تمثل مجموعة)Endoamylases(   تكسر الاواصر داخل

الكلوكوز الخارجي الاتصال  )  (Exoamylases اذ تمثل مجموعة.تركيب الفا اميليوز والاميلوبكتين

    للا اميلوزو الاميلوبكتين

)Itkor et.al,1989  Gupta et.al,2003;( . 

  :لآتيه إلى المجموعات الرئيسية ا الأميليزأنزيم  تقسيمويمكن 

  ) α-amylasesليز(يأنزيم ألفا ام -١

EC.3.2.1.1, α-1, 4-glucan-4-glucanhydrolase 

هذه الانزيمات  في النبات والحيوان وهي انزيم تحليل النشا والأكثر وفرة في الكائنات   توجد        

.  الفا الأميليز تحليل النشا  تنتمي إلى مجموعة). أن معظم انزيمات Fogarty   ,١٩٨٣المجهرية (

  ،في α-1 ,٤ كلايكوسايد صرة آبشكل عشوائي  تهاجم بحيث منفصل،  يهي انزيم داخلهذه الانزيمات 

المواد النشوية والمالتوز  نتاج من اجل ا أميلوز،أميلوبكتين،والكلايكوجين 

غير   ات الإنزيم هعلى الرغم من أن العديد من  هذ و ).Howling,1992; Priest,1989والكلوكوز( 

العديد من  الاان،)  α-1, 6    Fogarty,1980)  &Kelly كلايكوسايد  الأصرة قادرة على مهاجمة 

بيل  على سو. α-1,6 كلايكوسايد  ليز قادر على تحليل أصرةيأن بعض ألفا أماوضحت ،الدراسات 

  bovis   vulgaris& Streptococcus Thermoactinomyces طةا س المثال الفاأميليزالمنتجة بو

Tonozuka et.al,1993) (العديد من الأبحاث ذكرت أن طريقة عمل هذا الانزيم على  كذلك و

في  الخطوة الثانية يؤدي  حيث  أميلوز يتكون من خطوتين: في الخطوة الأولى، يتم إنتاج مالتوزبينما

  الى انتاج الكلوكوز والمالتوز كمنتجات.  

  ) β-amylasesأنزيم بيتا امليز( -٢

E C. 3.2.1.2, α-1, 4-glucan maltohydrolase 

فول والقمح  مثلا في نقيع الحبوب يوجد الانزيم بشكل واسع بين أغشية المملكة النباتية وخصوص 

  المختلفة  الإنزيمات من الكائنات المجهرية ). وقد تم عزل هذهHowling,1989الصويا والبطاطا ( 

 ;megateruim  Bacillus  Friedberg,1986) &  Rhode Takekawa et.al,1991 مثل

Priest,1993;( .ليزخارج منفصل التي تهاجم نهايات غير مختزلة في سلاسل من  يليز هو أميبيتا أم
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 ١٣ 

   Fogarty ,١٩٨٠( بيتا مالتوزكناتج نهائيالى تكوين والكلايكوجين مما يؤدي  أميلوز، أميلوبكتين

&Kelly  (kulp,1979;  والكلايكوجين، وينتج هذا الإنزيم، بالإضافة  أميلوبكتيناثناء التحلل من

 -١α, ٦كلايكوسايد  ترتبط معا من خلال اصرةالتي  كميات من المواد النشوية وإلى بيتا المالتوز , 

  كلايكوسايد   α-1,6ويمكن أن يعزى ذلك إلى عدم قدرة هذا الانزيم لمهاجمة اواصر

 ) ;Takasaki,1989; Fogarty,1983 ,١٩٩٣Howling,1989; priest .( 

  ) Glucoamylasesليز(يانزيم كلايكوأم - ٣

E.C. 3.2.1.3 α-1, 4-glucan glucohydrolase وكذلك يسمىamyloglucosidase 

 .Aspergillus sppالفطريات هي المصدر الرئيسي لهذا الانزيم ويتم أنتاجه بشكل رئيسي من قبل 

Rhizopus spp. وCorticium rolfsii Fogarty,1983 ) ; ; priest,1992  ; et.al,1986  

Sakaki  ( هذا ألانزيم يهاجم الأصرةα-1,4  لأنتاج   والكلاكوجين أمليوبكتينوفي أمليوز كلايكوسايد

  كلايكوسايد α-1,3من نهايات غير مختزلة. يمكن لهذا الأنزيم ايضا تحليل الاصرة  زالكلوكوبقايا 

 .كلايكوسايد   α-1,4لكن بمعدل أبطأ من أصرة 

)Fogarty et.al,1993,1983 Tonozuka; .(  

 isoamylaseأنزيم  -٤  

EC. 3.1.2.68 Glycogen 6-glucanohydrloase         

  أمليوبتين  فيα - ١, ٦الانزيمات من هذه المجموعة لديها القدرة على مهاجمة الاصرة الكلايكوسايد 

أول   )Mauro,1951  ) & Kobayshi  ويعد العالمان مايور وكوباش      .والبولين الكلايكوجينو

المجموعة من اثنين من الانزيمات الرئيسية  أزو   هذهمن عزل هذا الانزيم من الخميرة.تتكون 

  وأمليوبكتين بينما الاخريعمل على أمليوبكتين  يعمل على كلايكوجين هماامليزوبولينيز. واحد 

  .  وبيولينين

  العوامل المؤثرة على انتاج الانزيم:  -٢

ا  م العناصر المعدنية ومصدر الكاربون وتراكيزه ليز بعدة عوامل منها:يفعالية انزيم الأم تأثرت        

 له تأثير  للنموستخدم مكونات الوسط الزرعي المفي وسط الانتاج.ان  وتركيزهومصدر النيتروجين 

صناعي أو طبيعي  مثل  وما هم العديد من هذه الأوساط منها ااستخد  تم و  ،ليزيفعالية الأم في  هام

  et.al,2011 (وغيـرها  وسط زيت الفول السوداني و وسط جوز الهند و  نخالة الحنطةو نخالة الرز

Suganthi .( وهي أيونات ثنائية التكافؤ  ايونات المعادن  ليز يعتمدعلىيانزيم الأمومن المعروف أن,

.   ) et.al,2000 Pandey( ...إلخ 2Ba+و 2Mn+و 2Mg+و 2Cu+و 2Co+و2Fe+و  2Ca+مثل 

نزيم الأدور المعادن الثقيلة في إنتاج ومصدر الإنزيم ,  باختلاف الحاجة اليها هذه المعادن تختلفو

من جميع الأيونات المعدنية  ١٢٤ ml/gμ أعلى فعالية انزيم  2Fe+ايونأمر بالغ الأهمية. وقد أظهر
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 ١٤ 

ودراسة أجراها .) et.al,2010 Arunsasi( ثبط إنتاج الإنزيم  Hgml /gμ٣٢+2لكن  ,الأخرى

مثل   المعدنية المختلفة الأيونات من بعض  وا م استخد  ) (Varalakshmi et.al,2009فرالكشما 
+2,Co+2,Ca+2,Mg+Na, 2 مثل الكلوريد  أملاحوCoCl,2,CaCl2NaCl,MgClالأنزيم فعالية ,و  

المعدنية بتراكيز   الأيونات في وجود  م ٠ 2 ±٢٢وبدرجة حرارة  6.8=الاس الهيدروجينيعلى  تقدر

  et.al,2007 (ركأسذكر بينما  ،الكالسيوم بوجود   نزيمللأنشاط  أفضل ان  وجد ,ومايكرومول١٠

Asgher (، 2 أيونات وان  الانزيم. له تأثيرعلى نشاط بأن الكالسيوم+,and Hg2+,Cu2+Co ثبطت

   (Reyed,2007نزيم الأ الصوديوم ثبط نشاط  وجد ان ايونكما  . نشاط الانزيم 

:Mahmood,2008&Rahman( زيم ألفا  في انتاج أن هاما ادور ان الكالسيوم والنترات تلعب ،  وان

 وجود ب و .المختلفةليزيالأم  انزيمات  متنوعة على ات له تأثير 2Zn+ايون اما ,طة الفطريات اس يليز بوأم

  ) . ANT)et.al,2003 Burhan-6انخفض نشاط انزيم   2Zn+ايون

  Vishwanathan 2001,لى وسط التخمر يزيد من انتاج الأنزيم (ا 2CaCl  إضافةان و  

&Surlikar( , 3 بينماClCa 4وMgSO   ايجابيا اتأثيرلهما  ) على انتاج الأنزيم Francis

et.al,2003.( ستكمل  ي، يجب أن  المجهرية الكائنات  من قبل نتاج الإنزيم المطلوب أ  من أجلو

يل من لديها واحد فقط اوعدد قل المجهريةالكائنات كما ان ،مع مصدر الكاربون المناسب الوسط 

وقد وجد ان اضافة . ) Goodfellow et.al,1987إنتاج هذا الانزيم (  فيمصادر  الكربون الداعمة 

  ا عندممما علية ثلاثة اضعاف  ب أعلى  ليزيألفا أم انتاجأدى الى  كلايكوسايد  -دي -مثيل –المالتوزوالفا 

  اعلى كمية  Bacillus sp. ت أعط .)Goto et.al,1998( تضاف الى الوسط كمصدر كاربوني فقط

  وخلاصة الخميرة  )٪١ليز هضم النشأ في وسط يحتوي لاكتوز( يأم

)Hamilton et.al,1999 (  ,الفطران و Thermomyces lanuginosus  أعطى اعلى انتاج من

تم دراسة تأثير مصادر  و, )Nguyen et.al,2000أمليز عند أضافة ملتوديكسترين الى الوسط (  ألفا

   7الاس الهيدروجيني حلول مكمل من الاملاح القاعدية ،طة م اسبومختلفةعلى إنتاج إنزيم الالكاربون 

تم   ,ووالمالتوز واللاكتوز والسكروز والنشالوكوز ككاربون مختلفة مثل ال٪ من مصادر ٢، مع 

مصادر كاربون مختلفة مثل  بإضافةو أيام في درجة حرارة الغرفة. ٦لمدة  الحضن

كوز,مالتوز,لاكتوز,ونشأ  لم يحدث تغير في الانتاج. واظهر السكروز انتاج افضل (كان النشاط  وكل

يمكن كما  لاسيما في وسط   زيت الفول السوداني و وسط  زيت جوز الهند  )م/ ملغ U ٥٠المحدد 

وجد وفي دراسة أخرى . )(Suganthi et.al,2011نيثبط الانتاج بواسطة اضافة مصدر كاربوان 

قد  ,)varalakshmi et.al,2009 انتاج الانزيم ( كبحالى تؤدي  سكروزمكملات الوز وكوالكلان 

من الفا امليزمكتسب من المالتوز وخلاصة الشعير تستخدم كمصدر كاربون   إنتاجيةثبت ان أعلى 

)Martines,2000& Teodoro (، نتاج من انزيم لاى اعلبح ا كأظهر أن الكلوكوز له تأثير  بينما
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 ١٥ 

  نتاج للا  امناسب ان النشا كمصدر للكاربونالى . ويشير باحثون اخرون .Bacillus spة الامليزبواسط

  ن مصدر الكربومن ألفا الأمليز في العديد من أنواع البكتريا المختلفة. النشا هو 

ودراسات  ). LIN ,١٩٩٨ ; Thermoactinomyces viridis   )Upton,1977&Fogartyفي

لها تأثير مغاير على انتاج انزيمات خارج خلوية خاصة   ونعديده تظهر مصادر مختلفة من الكارب

  chrysogenumطة اس يليزعالي بوم لأانتاج ا )Ertan et.al,2006(   فقد ذكر ارتان,ليزينتاج الأملا

Penicillium   .هسلتينوذكرفي وسط التخمرات الصلبة (نخالة الحنطة) تستكمل مع اللاكتوز 

Heseltine et.al,1996) (الكلوكوز يكبح انتاج الامليز في solfataricus Sulfolobus , ولذلك

 المصادرالنيتروجين واحد من  ومصادرليز وليس قسم من الانزيم.يالام الكلوكوز يمنع اداء جين

  ) عضوية أو عضويةغير (  مصدر للنيتروجينب الأساسية لإنتاج الفا امليز.وتستكمل الاوساط

)Kuo,1966 &  Hartman(  .  

الكائنات الحية المجهرية من واحد إلى آخر   بينتأثير مصدر النيتروجين يختلف ان 

)Upton,1977&Fogary ( اختبارها  تم  نيتروجين مختلفة بين ثمانية مصادر  من ، حيث وجد انه

لأمونيوم هو وجدت  كبريتات اا بينم،يعطي انتاجية عالية من الفا امليز  ببتونان ال T.viridis   على

خلاصة وتعد  sp.   Thermoactinomyces. Obi,1984)&( Odibo  لإنتاج منلأفضل مصدر 

 د الفيتامينات, مساعحقق محتوى في المعادن ,و الامليز  لإنتاج نتروجين مصدرالخميرة افضل 

  .A  من الفطرالامليز انتاج ان  ),& Guerra,2002)  Pastranaالانزيم ومركبات النتروجين

oryzae   وسط التخمر من بقايا السكر يمكن ان يؤثر بشكل كبير بمصادر النتروجين عضوي في

  ) . Renato,2009) & Perez-Guerraخاصة خلاصة الخميرة 

الاس  دراسة تأثير مصدر النيتروجين في إنتاج إنزيم في محلول الملح القاعدي،   كما تم       

، 3KNOو  4SO  ،Cl4NH ،3NO 4NH(NH)٤، 3ONaN٪ من  ٢،  مع  7الهيدروجيني

  أيام. واستخدمت كمصدر للنتروجين مع مواد اساسية صلبة  ٦وحضنت في درجةالحرارة الغرفة لمدة 

/  U ٣٢٠(كان نشاط محدد الاميليزؤدي إلى زيادة كبيرة في إنتاج إنزيم ت النيتروجين  ومصادر ,

نترات  الوسط الحاوي على هناك زيادة في إنتاج الأميليز في,وملغ)  في وسط زيت الفول السوداني 

 Suganthi) ونيوم وسط زيت جوز الهند كلوريد الأم بأضافة مواد تحتوي علىالأمونيوم 

et.al,2011 ).نتاج  ا زيادة لغرض مكملات (العضوية أو غير العضوية)  وتعتبر مصادر النتروجين

       (Pandy et.al,2005) .في وسط التخمرات الصلبة الفطريات  بواسطةالأميليز  

  في الكتلة العضوية   يادةين يحسن انتاج  الكائن الحي وز النتروج  مصادرجد وو 

)   Anupam,2001& Ravindra( .نتروجين  مصدرالببتون,نترات الصوديوم و الكازين هو  وأن

  لامليز عالي لوانتاج .) A. fumigates ,A.niger   )Got et.al,1998جيد من انتاج الامليز في 
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 ١٦ 

,وفي  )&A. oryzae )Pederson,2000  Neilsonخلاصة الخميرة والكازين بواسطة   باستخدام

 يؤدي الى زيادة في انتاج الأنزيم في الوسط جوز الهند الببتونوجد أن دراسة أخرى 

)Ramachandran et.al,2004(, لنمو وصناعة الانزيم  وخلاصة الخميرة والببتون هو ضرورة

  ). B. cereus )Martins,2000  &Teodoroبواسطة  

تفضل مصدر النيتروجين في شكل أملاح الأمونيوم وبعض  معظم الكائنات المجهريةأن       

على الاستفادة من مصادر النيتروجين في شكل أيونات النترات  هغير قادرالكائنات 

).(1993,Priest من   ين عضوي جيد في انتاج الانزيم لكل مصدر نتروجك خلاصة الخميرةوتعتبر

  ;Irfan et.al,2012 Roohi et.al,2011; Oshoma et.al,2010( الفطريات والبكتريا

Valaparla,2010; .(  
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  الفصل الثالث

  Materials and Methodsالمواد وطرائق العمل          

  المواد و الاجهزة المستخدمة 1–3

  

 المواد الكيميائية المستخدمة  )١جدول (

  الشركة المصنعة   اسم المادة  تسلسل

  Fluka(Switzerland)   اليود  ١

 3C02Na Fluka(Switzerland)                           كاربونات الصوديوم اللامائية  2

 O2.5H4OCuS  Fluka(Switzerland)         المائية         كبريتات النحاس   3

4  3,5- Di NitroSalicylicAcid  

                 داي نتروسلسيلاك اسد   

Fluka(Switzerland) 

 4SO2)4NH (           Fluka(Switzerland)                                 يتات الامونيوم كبر  5

 4NH4OM Fluka(Switzerland)  مولبيدات الامونيوم    6

 G-250 Coomossie Brilliantصبغة الكوماسي الزرقاء   7

Blue G -250 

BDH(England) 

 TCA (  BDH(England)حامض الخليك ثلاثي الكلور(  8

 4PO2KH (  BDH(England)(  فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين            9

 4HPO2K (  BDH(England)(فوسفات البوتاسيوم احادية الهيدروجين           10

 2CaCl BDH(England)  كلوريد الكالسيوم   11

 NaOH BDH(England)الصوديوم                                    هيدروكسيد  12

 HCl BDH(England)حامض الهيدروكلوريك                                      13

 NaCl BDH(England)  كلوريد الصوديوم    14

 Casein                      BDH(England)  الكازائين  15

 A2Na BDH(England)  الصوديوم  ارسينات  16

 4So2H BDH(England)  حامض الكبريتيك   17

 6O12H6C BDH(England)  كلوكوز  18

 O                  2.7H4MgSO BDH(England)كبريتات المغنسيوم المائية   19
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 ١٨ 

 KCl BDH(England)  كلوريد البوتاسيوم   20

 Skim milk BDH(England)                                         حليب فرز  22

 3NaHCO BDH(England)  كاربونات الصوديوم الحامضية  23

 SO2Na  BDH(England)                                  4كبريتات الصوديوم اللامائية  24

 4PO2NaH BDH(England)             فوسفات الصوديوم ثنائية الهيدروجين 25

 HPO42Na    BDH(England)                فوسفات الصوديوم احادية       26

 Ethanol                                           BDH(England) كحول أثيلي 27

 تجاري                                                     Starchالنشأ  28

 تجاري                                                Sucroseروزسك  29

 PDA HIMEDIA-Indiaالجاهز  وسط اكار البطاطا والدكستروز  30

 Agar-Agar HIMEDIA-India  اكار-اكار  31

 Yeast Extract HIMEDIA-Indiaخلاصة الخميرة   32

 BSA HIMEDIA-Indiaألبومين المصل البقري  33

 Pepton HIMEDIA-India  الببتون  34

 تجاري  الكلوراكس ٣٥
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  الاجهزة المستخدمة  )٢جدول (

  الشركة المصنعة   اسم الجهاز

  Incubator                                            DAIHAN Lab Tech-Korea. حاضنة1

  Distilled Water                                  DAIHAN  Lab Tech-Koreaتقطيرالماء2.

 Analytical Balance Sartorius-Germany    ميزان حساس                  3.

 Light Microscope Humascope-Germany   مجهر ضوئي                    4.

 Autoclave Allamerican-USA     . مؤصدة                                    5

 pH- Meter                     Hanna-Portugalالهيدروجيني الاس.مقياس 6

 Vacuum Pump  Yangyi. مفرغ هوائي                           7

 Electrical Oven  Heraeus. فرن كهربائي٨

 Hood Tianjin Taisite-China. حجرة تلقيح ٩

 spectrophotometer جهاز الطيف الضوئي.١٠

 

Aurora Instruments Ltd 

(England 

 Hettich-Germany (Cooling Centrifuge).جهاز طرد مركزي مبرد ١١
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 ٢٠ 

  الاوساط الزرعية المستخدمة  ٢–3

    Potato Dextrose Agar (PDA)  أكار دكستروز وسط بطاطا -١

غم من مسحوق الوسط في لتر    39بإذابة    HIMEDIA – Indiaحضر الوسط الجاهز من انتاج شركة       

  .  لنمو الفطريات استخدم واحد من الماء المقطر

    CzapekDox Agarوسط الزابك -2

مل من  500أكار في  –غم من الأكار   20و ذلك بإذابة   Tuite  (1969) حضر الوسط بحسب طريقة     

غم    2غم سكروز و  30و أذيبت باقي مكونات الوسط و التي تشمل  الماء المقطر في دورق زجاجي ،

3NaNO   4غم  1وHPO2K  4غم من   0.5وMgSO  غم من  0.5وKCL   4غم من  0.01وFeSO  في 

مل من الماء المقطر في دورق زجاجي ثاني ، بعد ذلك مزجت محتويات الدورقين في دورق زجاجي 400

   . لتشخيص الفطريات استخدم لتر 1واحد و اكمل الحجم الى 

  Skimmed – milk Agarوسط أكار الحليب المقشود- ٣

مل ماء  ٩٠غم من الاكار في ٢مل ماء مقطر كما ذوب ١٠الحليب في مسحوق غم من ١ذبة أحضر ب      

 تبريدهما الى درجة حرارة   ومزجا بعد  ةعقم المحلولان كلأ على حد  ٦الى   مقطر وعدل الرقم الهيدروجيني

  .)١٩٨٧( Bilinskوصب الوسط في أطباق بتري معقمه  مْ   ٤٥

  Protease Product وسط إنتاج انزيم البروتييز -٤

 )%  ٠٫٠١(, %0. 4HPO2K)٤(,٢CaCl   ,( % 0.7)4PO2KH)%    (0.1تم إضافة       

O2.7H4MgSO ,)Glucose ( % 1  ),١ ٪( inecas    باستخدام فوسفات   6وعدل الرقم الهيدروجيني إلى

   )١٩٩٦(  Hassanالبوتاسيوم المنظم حضر الوسط حسب طريقة  

دقيقة ماعدا وسط الحليب المقشودالذي عقم   ١٥بار لمدة   ١°م وضغط ١٢١تم تعقيم جميع الأوساط بدرجة        

إلى الأوساط الزرعية بتركيز    Chloromphenicol دقائق كما أضيف المضاد الحيوي كلورومفنيكول  ٥لمدة 

  . التعقيم بعد ملغم / لتر لتثبيط نمو البكتريا  ٢٥٠

     Starch  Agarالنشأأكار- وسط5-

غم من الأكار في  ١٥و  4MgSOO2.7Hغم من  0.5و  4HPO2Kغم ١غم من النشأ و١٥حضر بأذبة        

 .(حذف خلاصة الخميرة)  المحورة )   ٢٠١٢ Sarhan( طريقة  حسب لتر من الماء المقطر

  Amylase Product زلي يوسط انتاج انزيم الأم  -6

   )٪٣(  و Pepton)%٢٫٢(  و   O 2.7H4MgSO)%٠٫٣( و Glucose)٪ ٣( الوسط يتكون من        
4PO2KH  ٤٫٥وعدل الىHP  دقيقة حسب طريقة  ١٥ولمدة مْ   ١٢١ درجة حرارة عند وعقمHussuna  -AL
 .   pHمع تحوير  )٢٠٠٥(
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 ٢١ 

  ر الراشح الانزيمي: يحضت

أيام وبعدها يرشح الوسط ويأخذ الراشح الانزيمي  ٣ملم ويحضن لمدة  ١٠تلقيح وسط الانتاج بفطر بقرص 

  وتجري عليه تقدير الفعالية الانزيمية للفطر.   

 : المستخدمة والكواشف المحاليل ٣-٣

  مل من الماءالمقطر ١٠٠من اليود في  غم١بة احضربأذ : Iodine solution محلول اليود-١       

)Pandey et.al,2006 ( .  

  ٠٫٢ Mبتركيز   Phosphate bufferمحلول ا لفوسفات الدارىء -٢      

غم منه في كمية قليلة من الماء   ٣١٫٢  بإذابةحضر ٠٫٢  Mبتركيز O 2.2H4PO2NaHمحلول   -أ        

 المقطر ثم اكمل الحجم الى لتر.

غم منه في لتر ماء مقطر ,مزج  ٢٨٫٣٩حضر من إذابة   ٠٫٢ Mبتركيز   4HPO2Naمحلول   -ب        

  ). (Craickshank et.al,1982الهيدروجيني المطلوب   الاسالمحلولان معاً بحسب 

 )٪٥( )Trichloroacetic acid)TCA حامض الخليك محلول ثلاثي كلورو -٣

) في كمية من ماء مقطر مع  التحريك ، اكمل الحجم  TCA(  غم من ثلاثي كلورو حامض الخليك٥ب اذي       

  مل . ١٠٠الى 

  (0.5M )بتركيز  NaOHمحلول هيدروكسيد الصوديوم   -4

  في لتر ماء مقطر .  NaOHغم من   ٢٠ذوب        

  )% ٠٫٥( محلول ا لكازائين  - ٥

و سخن   0.2Mمل من محلول الفوسفات الدارىء بتركيز   ٩٠غم من الكازائين في   ٠٫٥من اذابة  حضر      

  NaOHبإضافة بضع قطرات من محلول  ٦الهيدروجيني الى  الاس°م لحين ذوبان الكازائين عدل ٨٠بدرجة 

  Proteaseأستخدم المحلول لتقدير فعالية انزيم البروتييزو مل ١٠٠وأكمل الحجم إلى  0.5Mبتركيز

(Hassan,1996 ).  

  Cupper reagentكاشف ا لنحاس  – 6

  - حضر من المحلولين الآتيين :  -أ     

  مل ماء مقطر  ١٢٥في  غم كربونات الصوديوم اللامائية  ١٢  وبوتاسيوم   –غم ترترات صوديوم  ٦ذوبت      

ذوبت المكونات جيداً والصوديوم الحامضية  غم كربونات   ٨وغم كبريتات النحاس المائية    ٢م أضيف لها ث     

  رشحت .  ثم

مل ماء مقطر وسخنت لحين اختفاء الفقاعات   ٢٥٠غم كبريتات الصوديوم اللامائية في  ٩٠ذوبت  -ب      

مل بالماء  ٥٠٠ع ب) وأكمل الحجم إلى ورشحت وهي ساخنة ثم خلط المحلولان( أ م

  ).  Somogyi,1952(المقطر



  Materials and Methodsالمواد وطرائق العمل                            الفصل الثالث                 
  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 

 ٢٢ 

  Nelson’s  reagentكاشف نيلسون  – 7

غم ٣مل ماء مقطر سخن المزيج تسخينا هينا ثم اذيب  ٤٥٠غم من مولبيدات الامونيوم في  ٢٥أذيب       

مل من حامض الكبريتيك المركز  ٢١مل ماء مقطر مع الرج المستمر ثم أضيف له   ٢٥الصوديوم في   ارسنات 

مدة ل مْ ٥٥مل بالماء المقطر ثم وضع المزيج في حمام مائي بدرجة  ٥٠٠خلطت المكونات ثم اكمل الحجم الى 

   (Somogyi et.al,1952) هي قنينة داكنة بدرجة حرارة الغرفوحفظت ف دقيقة ثم بردت المحتويات  ٢٥

  .Somogyi لتقدير السكريات المختزلة بطريقةأستخدم كاشف النحاس وكاشف نيلسون 

   : ٠٫٠٥محلول سترات منظم بتركيز -٨

مل  ١٠٠٠غم من حامض الستريك في كمية معينة من الماء المقطر واكمل الحجم الى ٩٫٦أذيب       

  . pH=4.5و

  : Di NitroSalicylic Acid (DNSA) -3,5محلول-٩

ثم    M٢ من هيدروكسيد الصوديوم تركيزمل  ٢٠ماء مقطر .واضيف مل ٥٠في DNSAغم من  ١ ب يذ ا      

بالماء مل ١٠٠ويكمل الحجم الى  .تدريجيا حتى الذوبان تماما البوتاسيوم  -غم من تترات الصوديوم   ٣٠  بإضافة

  ) ١٩٧٢ Whitaker  &)  Bernhard طريقة لحين الاستخدام داكنةويحفظ في قنينة  المقطر

  : ) ٪١( محلول النشأ- ١٠

  .٠٫٠٥مل من محلول سترات المنظم تركيز  ١٠٠غم من النشأ في ١اذيب        

  : صبغة كوماسي الزرقاء)(محلول صبغة الكاشف   -١١

 Coomossie( ٢٥٠-لزرقاء جي ا ملغم من صبغة الكوماسي ١٠٠حضر محلول صبغة الكاشف بإذابة         

Brilliant Blue G -250  مع التحريك المستمر ثم أضيف   ٪٩٥مل من الكحول الأثيلي بتركيز   ٥٠) في

لتر بالماء المقطر البارد، رشح  ١وأكمل الحجم إلى  ٪٨٥مل من حامض الفسفوريك تدريجيا بتركيز   ١٠٠

   مْ ٤ عند درجة حرارةمعتمة  بقنينة وحفظWhatman No.1 محلول صبغة الكاشف باستخدام ورق الترشيح 

  ال. لحين الاستعم

  Bovine Serum Albuminمحلول ألبومين المصل البقري   -١٢

غم من ألبومين المصل البقري بكمية من الماء المقطر ثم أكمل   ٠٫٢حضر بإذابة    -ملغم/مل: ٢بتركيز          

  مل بالماء المقطر.١٠٠الحجم إلى 

 (pH 5.0) ري) مولا0.1منظم الخلات (  -١٣

الاس مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر و بعد تعديل الـ  0.58حضر بتخفيف         

  مل بالماء المقطر . 100أكمل الحجم إلى  5إلى  الهيدروجيني
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 ٢٣ 

 لتقدير السكريات المختزلة   Somogyiطريقة    ٤– ٣

المتحررة من  ) Reducing Sugar(لقياس السكريات المختزلة  ) ١٩٥٢(  Somogyiاتبعت طريقة          

  )(Standardكمادة قياسية  )(Glucoseفي المحلول الزرعي الفطري  ، استخدمت مادة الـ  ليزيتحلل الأم

    ) للسكريات المختزلة  حيث تم تحضير محلول من سكر الكلوكوز وبتركيز ١-٣لعمل المنحنى القياسي (الشكل 

 مايكرو غرام / مل ) كالاتي :  ١٠٠ ( 

  .)  Aملغم /مل ( محلول    ١مل ماء مقطر للحصول على تركيز   ٥٠٠غم من الكلوكوز في   ٠٫٥ذوب  –  ١

ملغم / مل (   ٠٫١مل من الماء المقطر للحصول على تركيز  ٥٠٠ومزج مع  Aمل من محلول  ٥٠اخذ – ٢

  ) .  Bمايكرو غرام / مل ) ( محلول  ١٠٠

 ) :  Bل من (محلو  تحضير تراكيز )٣(جدول 

  تركيز السكر الناتج   ماء مقطر/مل   ) مل  Bمحلول(  رقم العينة 

  مايكروغرام/مل ١٠  0.9  0.1  1

  مايكرو غرام/مل  ٢٠  0.8  0.2  2

  مايكروغرام/مل ٣٠ 0.7 0.3 3

  مايكروغرام/مل ٤٠ 0.6 0.4 4

  مايكروغرام/مل ٥٠ 0.5 0.5 5

  مايكروغرام/مل ٦٠ 0.4 0.6 6

  مايكروغرام/مل ٧٠ 0.3 0.7 7

  مايكروغرام/مل ٨٠ 0.2 0.8 8

  مايكروغرام/مل ٩٠ 0.1 0.9 9

  

  مل ماء مقطر ) . ١(  )  (Blankمل من التراكيز أعلاه , ثم حضر ١أخذ  –  ٤

دقائق ثم   ١٠حمام مائي مدة  ى العينات أعلاه ثم وضعت فيال)  ٦- 3  - ٣( مل من كاشف النحاس ١أضيف   -٥

  بردت بماء الحنفية .

  دقيقة .  ٣٠) ووضعت العينات في مكان مظلم لمدة  ٧  -3- ٣مل من كاشف نيلسون ( ٢أضيف  -٦

دقائق وقرأت مباشرة بجهاز   ٥دورة / د. مدة  ٤٠٠٠وضعت العينات في جهاز الطرد المركزي بسرعة   – ٧

Spectrophotometer    على الطول الموجي nm  ٥٠٠  .  
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 ٢٤ 

  ): ١٩٧٦, Bradfordتقدير تركيز البروتين حسب طريقة برادفورد ( ٥- ٣

  رسم المنحنى القياسي لتركيز البروتين: -١

 ر تراكيز متدرجة من محلول البومين المصل البقري يحضت  )٤(جدول

المحلول الخزين 

  (مايكروليتر) 

الماء المقطر 

  (مايكروليتر) 

الكلي الحجم 

  (مايكروليتر) 

تركيز البروتين 

 (مايكروغرام) 

  

100  900  1000  10  

300 700 1000 30 

500 500 1000 50 

700 300 1000 70 

900 100 1000 90 

1000 0.0 1000 100 

 

ثم مزج المحلول بصورة جيدة و   مايكروليتر من كل تركيز ،500) إلى 11مل من محلول رقم ( 2.5أضيفت 

نانوميتر ،   595ترك لمدة خمس دقائق بعدها تمت قراءة الإمتصاص (لكل تركيز مكررين) على طول موجي 

و    (pH 5.0)مل منظم الخلات  0.5الذي يتكون من    (Blank)بعد أن صفر جهاز المطياف بمحلول صفري 

  .  11مل من محلول رقم  2.5

نانومتر   ٥٩٥كيز البروتين (مايكروغرام/مليلتر) والامتصاصية على الطول الموجي تم تمثيل العلاقة بين تر

 ). ٢بيانيا (الشكل: 
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 ٢٥ 

  

 

 

 ) المنحنى القياسي لتركيز الكلوكوز ١شكل (

 

  

  

 

  ): المنحنى القياسي لتقدير تركيز البروتين. ٢شكل (

  

 

  

y = ٠٫٠٠٩٥x + ٠٫٠٠٨٩
R² = ٠٫٩٩٧٥
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 ٢٦ 

       عزل وتشخيص الفطريات-٦ -٣

    و A. parasiticus    و  A.terrusشملت  ssp. Aspergillusبعض الانواع التابعة لجنس عزل تم        

A.oryzaeو  A.flavusو  A. niger تمثلت   بعد ان شجعت  لنمو الفطريات عليها  غذائيةالمواد ال بعض  من

جو المختبر .وبعد وحفظت ب وذلك بوضعها بأكياس نايلون محكمة الغلق  الة الرزنخ و الرزوالذرة وبالباقلاء 

 ٣لمدة  ٪٠٫٠٦بمحلول الكلوراكس التجاري بتركيز بالتغطيس سطحها  ,عقمعليها  ظهور علامات الاصابة

موضوعة في طبق  ةالمعقم ثلاث مرات وتركت تجف على ورقة ترشيح معقمدقائق ثم غسلت بالماء المقطر 

ملم من الانسجة ٢,زرعت قطع حوالي بتري معقم وتحت ظروف معقمة لغرض سحب الماء الزائد منها

وبواقع أربع قطع عند محيط الطبق وقطعة خامسة في مركز الطبق ،حضنت  P.D.A  المصابة على وسط

ً  ٥فحصت الأطباق بعد ، مْ  ٢± ٢٥درجة حرارة عند الأطباق  ً لغرض عد أيام من الحضن فحصا  أوليا

المستعمرات النامية على الأوساط الزرعية ، استمرت المراقبة لمدة أسبوعين بعدها عزلت الفطريات في 

يقة للفطريات تحت المجهر مزارع نقية ، حضرت شرائح زجاجية من المزارع النقية لدراسة الصفات الدق

المــستعمــرات على وســط ، شخصت الفطريات بحسب أشكالها المورفولوجية وألوان الضوئي

وإعتمدت المصادر الآتية في  .إضــافة الى الصفــات التشخيصية لكل فطر    Czapex Dox agarالزابك

     -التشخيص: 

)Moubasher,1993  ; ,1997  Pitt&  Hocking    ; ,1972    Barnett&Bary  ;  Ellis,1971 .(  

  : أتيوتم حساب ماي 

 تي : وحسبت من القانون الآ النسبة المئوية للتردد  .١

 عدد عزلات الجنس الواحد                              

Frequency    ×  ١٠٠% = ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ     

 العدد الكلي لجميع العزلات                                

 

 تي : النسبة المئوية للظهور وحسبت  من القانون الآ.2

 عدد العينات التي ظهر فيها الجنس أو النوع                                  

Occurrence  ×  ١٠٠% = ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  

  العدد الكلي للعينات خلال الدراسة                                   
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 ٢٧ 

  الكشف عن الفطريات المحللة -٧ -٣

  للبروتين  ١- ٧- ٣

في أطباق  Skimmed – milk Agar (3-2-3( المحضر في الفقرة الحليب المقشود  –صب وسط أكار        

   ) PDAمستعمرات نقية نامية على وسط ( بتري معقمة ثم لقح بالأنواع الفطرية التي تم الحصول عليها من

ساعة ثم كشف عن تحلل  ٧٢°م لمدة ٢٨ملم ) حضنت الأطباق بدرجة   ٥حيث لقُحت الأطباق بقرص قطره ( 

 ).Bilinsk,1987البروتين  (الكازائين في الحليب ) عند ظهور هالة شفافة حول المستعمرات الفطرية  (

 

  ليز يلأم ا ٢- ٧- ٣

ملم ) من الانواع الفطرية النقية   5بقرص قطره (   )٥-٢-٣( المحضر بحسب الفقرة النشأ لقح وسط  آ كار        

ساعة كشف عن تحلل   ٧٢°م مدة ٢٨) وبعمر ثلاثة ايام حضنت الأطباق بدرجة  PDAوالنامية على وسط ( 

دقائق ثم سكب المحلول وترك  ٥الى الطبق وترك لمدة  أضيف الكاشف )١-٣- ٣(اليود باستخدام الكاشف  النشأ

ليز و كلما  يالام أنزيم  أنتاج ول المستعمرات الفطرية دلالة علىدقائق لوحظ ظهور هالة شفافة ح 5الطبق مدة 

  . )Pandey et.al,2006(الفطر في إنتاج  الأنزيم   على نشاط  يكون دليلاقطر الهالة  كبر

 

استخدم الجدول الآتي لقياس قطر الهالة الشفافة حول المستعمرات الفطرية لكلا الوسطين أعلاه للكشف عن  

  - فعالية التحلل :

  الرمز                                             التحللعمق منطقة                           فعالية التحلل  

  -                                                                      Zeroغير محلل                         

  +                                  ملم                      ١٠ <ضعيف الفعالية                             

  ++                             ملم                       ١٥ – ١٠متوسط فعالية                             

 ++ +                                                 ملم    ١٥ >شديد الفعالية                                 

  

  على تحلل الكازينتقدير كفاءة الانواع الفطرية المنتخبة   -٨ - ٣

 ,A.nigerA.terrus,A.parasiticus,هي أنواع فطريةعزلات خمسة  انتخبت         

A.flavus,A.oryzae  كان لها أعلى فعالية على وسط أكار الحليب المقشودSkim – milk    ونميت

درجة عند ) ، أجريت  للفطريات ظروف حضانة ثابتة ٤- ٢- ٣المعدني  ( لانتاجوسط أ فيالفطريات المنتخبة 

أيام قدرت خلالها الفعالية الأنزيمية لأنزيم البروتييز وتركيز   ٣ومدة  ٦هيدروجيني  باس°م  و٣٠حرارة 

  .  )( Hassan,1996البروتين الذائب 
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 ٢٨ 

  Proteaseقياس فعالية أنزيم البروتييز -1

 ٠٫١أضيف  اذ في تقدير فعالية أنزيم البروتييز  Murachi,(1970)أتبعت الطريقة الموصوفة من قبل        

، وضعت العينات  ٦هيدروجيني  بأس%  كازائين  ٠٫٥مل من محلول التفاعل  ٢مل من الراشح الأنزيمي الى 

لإيقاف    ٪TCA٥    مل من محلول ٣دقيقة ثم  أضيف  ٢٠°م لمدة ٣٥حرارة درجة عند في حمام مائي 

  التفاعل . 

قبل إضافة الأنزيم نبذت المحاليل  TCA بالطريقة السابقة عدا إضافة محلول  Blank حُضر المحلول       

°م ثم قيست الامتصاصية للمحلول الرائق  ٤درجة حرارة عند دقيقة و ٢٠دورة / دقيقة لمدة  ٢٥٠٠بسرعة 

كمية الأنزيم :تعرف وحدة الفعالية بأنها  اذ ثم قدرت وحدات الفعالية الأنزيمية ، نانوميتر  ٢٨٠بطول موجي 

في الدقيقة تحت  ٠٫٠١نانوميتر مقدارها ٢٨٠التي تسبب زيادة في الامتصاص الضوئي على الطول الموجي 

 ظروف القياس. 

  

  تقدير تركيز البروتين  -٢

أضيف إلى أنبوبة اختبار  (Bradford,1976 ).طريقةقدرت البروتينات الذائبة في الراشح الأنزيمي ب       

مليلتر من صبغة   ٢٫٥مليلتر من دارئ الفوسفات و ٠٫٤٥مليلتر من الراشح الانزيمي، و ٠٫٠٥نظيفة 

وترك لمدة   )، مزج الخليط جيدا باستخدام جهاز الرج،١١المحضرة كما في الفقرة (  G-250الكوماسي الزرقاء 

نانومتر ومن قيمة الامتصاصية   ٥٩٥دقيقتين بدرجة حرارة الغرفة ثم قيست الامتصاصية على الطول الموجي 

  تم  معرفة  تركيز البروتين الذائب في الراشح الإنزيمي من المنحنى القياسي للبروتين .

 البروتييز لانتاج أنزيم A. nigerتحديد الظروف المثلى للفطر  -٩- ٣

  تأثير العناصر المعدنية على انتاج الانزيم  - ١

الموجودتين أصلاً في وسط (وفوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين  درس تأثير كبريتات المغنيسيوم       

ثنائية   بوجود فوسفات البوتاسيومو ,بعدم وجودها و ,الوسط بوجود كبريتات المغنيسيوم حضر اذ الإنتاج )، 

دون من الملحين و تركت إحدى المعاملات  إضافةً إلى المعاملة الحاوية على كلا,بعدم وجودها و,الهيدروجين 

عند ساعة و  72وحضن الوسط الإنتاجي لمدة  ملم١٠ولقح بفطر بقرص إضافة أملاح معدنية لغرض المقارنة ، 

  مْ .  30درجة حرارة 

  تأثير مصادر مختلفة من الكاربون-٢

 كوز,النشأ, و(الكل مصادر كاربون مختلفة مثل وباستخدام )٣- ٢- ٤حضر الوسط الانتاج كما في الفقرة(      

  مْ.  ٣٠درجة حرارةعند ساعة و ٧٢ملم وحضن لمدة ١٠ولقح بفطر بقرص   ٪١بتركيز  )روزسكال ,لاكتوزال

  الكاربونتأثير تراكيز مختلفة من -٣
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 ٢٩ 

ولقح الوسط بالفطر  %) (2,1.5,1,0.5كوز وتراكيز مختلفة من الكل وأضافةحضر الوسط الانتاجي       

  مْ.  ٣٠درجة حرارة عند ساعة و ٧٢ملم وحضن لمدة  ١٠بقرص 

  تأثير مصادر مختلفة من النتروجين -٤

من أجل تحديد مصدر النيتروجين الأمثل لإنتاج إنزيم البروتيز، تم اختبار مصادر النيتروجين المختلفة في        

  خلاصة الخميرة .و كبريتات الأمونيومو  الكازينو هذه المصادر هي: ببتونو ٪. ١تركيز 

  تأثيرتراكيز مختلفة من النتروجين -٥

للوسط ولقح بالفطر  %) 2,1.5,1,0.5(مختلفة من النتروجين  تراكيز وأضافة حضر الوسط الانتاجي        

  مْ. ٣٠ساعة وبدرجة حرارة  ٧٢وحضن لمدة 

  على تحلل النشأ تقدير كفاءة الانواع الفطرية المنتخبة -١٠-٣

 ٣زعت المكونات على وو  )  ٦ - ٢- ٣(  ليزيالأم حضر الوسط الزرعي المعدني الخاص بإنتاج أنزيم        

  ١وضغط  °م١٢١بدرجة  بالمؤصدة مل لكل دورق وعقمت   ١٠٠مل بواقع  ٢٥٠رق سعة الدورق الواحد ادو

ملم من المستعمرات الفطرية النقية والنامية  ١٠دقيقة وبعد التبريد أضيف للوسط قرص قطره   ١٥بار لمدة 

من الفطريات التي أعطت أعلى فعالية  اعنوا ثلاثة  وبعمر ثلاثة أيام اجري الاختبار علىPDA  على وسط  

اختبرت الانواع الفطرية المنتخبة لتشخيص الفطر الأكفأ في الإنتاج الإنزيمي .) ٣ -١- ٥( النشأعلى وسط أكار 

وبعد انقضاء مدة  °م٣٠ حرارة درجةعند  أيام ٣حضنت الدوارق مدة   .من خلال ظروف حضانة ثابتة

مي عن الكتلة الحيوية واجري تقدير لتركيز السكريات المختزلة ثم قدرت الحضانة تم استخلاص الراشح الإنزي

  - وتركيز البروتين الذائب كالآتي :ليزيلأملل افعالية الإنزيمية لإنزيمي التحال

مولاري   ٠٫٠٥نشأ مذاب في محلول سترات منظم تركيز ٪ ١من  مل١مل من خلاصة الانزيم و ١أخذ       

  DNSAمل من ٢طة أضافة ادقيقة والتفاعل ينتهي بوس ٢٠لمدة  °م ٦٠.خليط التفاعل يحضن على pH٤٫٥و

دقائق.تقاس الامتصاصية على  ٥°م لمدة ١٠٠أختبار وتغمر الأنابيب في حمام مائي مغلي بدرجة  في أنابيب 

وحدات الفعالية الأنزيمية حيث تعرف وحدة الفعالية بأنها كمية الأنزيم التي   نانوميتر.ثم قدرت  ٥٤٠

  - وحسب العلاقة الآتية :تحت ظروف القياس.  الواحدة في الدقيقة مايكرومول من السكريات المختزلة١تحرر

  الامتصاصية /الميل  ×  عامل التخفيف الفعالية الأنزيمية (وحدة /مل)   = 

  الحضانة(بالدقيقة)  منالأنزيم×ز الوزن الجزيئي للكلوكوز×حجم                         

(Miller,1959) .  

  

  ليز يلانتاج أنزيم الأم    .oryzea A تحديد الظروف المثلى للفطر -١١-٣

 تأثير العناصر المعدنية على انتاج الانزيم  - ١
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 ٣٠ 

نائية الهيدروجين  ثالمغنيسيوم وفوسفات البوتاسيوم  كبريتات تم دراسة تأثير العناصر المعدنية مثل          

فوسفات  الموجودتين أصلاً في وسط الإنتاج )، حيث حضر الوسط بوجود كبريتات المغنيسيوم وعدم أضافة (

المغنيسيوم,  كبريتات أضافة بوجود فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين و بعدم  الهيدروجينالبوتاسيوم ثنائية 

إلى المعاملة الحاوية على كلا الملحين و تركت إحدى المعاملات بدون إضافة أملاح معدنية لغرض   وبالإضافة 

  مْ .  30درجة حرارة عند ساعة و  72المقارنة ، وحضن الوسط الإنتاجي لمدة 

  تأثير مصادر مختلفة من الكاربون -٢

في وسط   ٪٣بتركيز  سكروز)الو لاكتوزالو النشأوكوزومختلفة مثل(الكل مصادر كاربون استخدام تم       

  مْ  ٣٠درجة حرارةعند ساعة و٧٢ملم وحضن لمدة ١٠فطر بقرص ال) ولقح ب ٣- ١- ٣الانتاج كما في الفقرة( 

  .  الاس الهيدروجيني٤٫٥و

  تأثير تراكيز مختلفة من الكاربون -٣

في الوسط الانتاجي  ولقح الوسط بالفطر بقرص  ) % 4,3.5,3,2.5,2عملت تراكيز مختلفة من الكلكوز(      

 مْ.  ٣٠درجة حرارة عند ساعة و  ٧٢ملم وحضن لمدة  ١٠

  تأثير مصادر مختلفة من النتروجين -٤

  ٪ ٢تركيز  بمصادر نيتروجين مختلفة  يارليز، تم اختيلمعرفة مصدر النيتروجين الأفضل لإنتاج إنزيم الأم       

  خلاصة الخميرة . م وكبريتات الأمونيو ن و الكازيو   هذه المصادر هي: ببتونو

  تأثيرتراكيز مختلفة من النتروجين -٥

  بوسط الأنتاج %)  4,3.5,3,2.5,2( تراكيز مختلفة من النتروجين  ومن اجل معرفة التركيز الأفضل أستخدمت 

 مْ. ٣٠درجة حرارة عند ساعة و  ٧٢ولقح بالفطر وحضن لمدة 
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 ٣١ 

                                                                    -:عزل الفطريات المرافقة للمواد الغذائية المحلية ١-٤

تم اختيار خمسة انواع فطرية تعود  وقد   تم عزل العديد من الفطريات المرافقة للحبوب المحلية             

    A.terrus و A.parasiticus و A.flavus و A.oryzae  و A.niger .  هي ssp. Aspergillusللفطر

للاغذية المدروسه ظهورا,تتفق هذه النتائج مع ما توصل   الأكثر مرافقةً  A.flavusو  A.niger وكان الفطرين

 بالفطر معظم المواد الغذائية كانت مصابة إن )٣الجدول (كما يبين و  . )Varalakshmi et.al,2009إليه(

A.niger إما الفطر  ٪١٠٠ ظهور بنسبة,A.flavus بنسبة  الثانية من حيث ظهوره بالأغذية  لمرتبةفقد احتل ا

واحتل المرتبة الاخيرة ,٪٥٠ ظهوربنسبة  A.oryzae  و A.parasiticus ينويلية الفطر ,٪٧٥ظهور 

لانتشاره   في الحبوب ألمخزنة  .Aspergillus spويعود سبب سيادة الفطر ٪٢٥بنسبة  A.terrus الفطر

المقاومة  اللاجنسية الواسع في البيئة والذي يأتي من قدرته على تكوين إعداد كثيرة من الوحدات التكاثرية 

واسعة من الحرارة والرطوبة,إذ  وكذلك النمو في مديات ) Al camo,1996( لظروف البيئية الغير ملائمة 

بأنها تنمو في مديات من درجات الحرارة تتراوح   ssp Aspergillus. تتصف الأنواع التابعة لجنس

ابلية على النمو  ) كذلك فان لهذه الفطريات القoubasher et.al,1982 M( أو اعلى من ذلك ˚م  )5-45مابين( 

عند محتوى رطوبي  .Aspergillus sppمنخفضة حيث تسود الفطريات التابعة لجنس  في مستويات رطوبة

معها احتمال  المده زاد مثل مدة الخزن إذ كلما زادت  ,)% فضلا عن عوامل أخرى 15-18( مابين  يتراوح

  صابات الفطرية في زيادة الإ اً حدوث الإصابات وتلعب بعض العوامل الحيوية كالحشرات والعناكب دورمهم

   (Rustum,1997 ;في البذور تساعد الفطريات ألمخزنيه على إحداث الاصابه اضرارمن خلال إحداثها أَ 

;١٩٩٧,  Agarwal&( Sinclair ن المتطلبات الغذائية البسيطة للجنسكما أ spp. Aspergillus   وتحمله

امتلاكه لنظام إنزيمي متعدد مكنه من  كانا سببا في سيادة هذا الجنس,فضلاً عن أن لحرجةللظروف البيئية ا

كما تمتلك البعض من أنواعه القدرة على التنافس  .) Abu Hila ,1987استغلال المصادر الغذائية المختلفة( 

 & Mishra,1973)  Aflatoxin  وتثبيط نمو الأنواع الأخرى عن طريق أنتاج سموم حيوية فعالة مثل 

Kanaujia  .(  
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 ٣٢ 

  لفطريات المعزولة من بعض المواد الغذائية الظهور ) لنسبة المئوية ٣جدول (

  النسبة المئوية للظهور  الفطر

A.niger  100%  

A.flavus  ٧٥%  

A.parasiticus    50%  

A.oryzae  ٥٠٪  

A.terrus     ٢٥٪  

    Frequency %النسبة المئوية للتردد   2-4

 :  )٤ الجدول ( لتردد الانواع الفطرية تبايناً واضحاً فيما بينهاأظهرت نتائج  النسبة المئوية        

  %) يليه الفطر niger  Aspergillus  )46.15 كانت أعلى قيمة تردد للفطر  حبوب الباقلاءففي     

A.parasiticus  يليها الفطر 30.76(  بنسبة ( %A. flavus  بنسبة     )حبوب الذرة % )  اما في 23.07  

بنسبة   A. flavus و A. terreus   نيفقد أظهرت نتائج التردد الكلي للأنواع الفطرية أعلى قيمة للفطر

بمقدار (   A.parasiticus بينما كان أدنى تردد للفطر) ٪٢٦٫٦٦(  A. nigerيليه الفطر  ) ,٪٣٣٫٣٣(

 %) يليه الفطر 50أعلى نسبة تردد وهي (  A.nigerسجل الفطر  حبوب الرز%  ) . وفي 6.66

A.oryzae ) فقد كانت قيم التردد  لسحالة الرزإما نتائج التردد الكلي للأنواع الفطرية .%) 41.66بتردد

ثم   A.nigerيليه الفطر ، % )   ٥٨٫٣٣وهي (   A . oryzaeالأعلى مسجلة من قبل الفطر 

  التوالي. %) على A.flavus  )25 ، %16.66فطرال

 للفطريات المعزولة من بعض المواد الغذائية  (%)لتردد انسبة  :  )٤(جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

  عدم وجود الفطر  -

  نسبة التردد (%) 

A.terrus A.parasiticus A.flavus A.oryzae A.niger         الفطر  

  المادة 

  باقلاء ٤٦٫١٥  - ٢٣٫٠٧ ٣٠٫٧٦  -

  ذرة ٢٦٫٦٦  - ٣٣٫٣٣ ٦٫٦٦ ٣٣٫٣٣

  رز ٥٠ ٤١٫٦٦ -  -  -

  اله الرزنخ ٢٥ ٥٨٫٣٣ ١٦٫٦٦  -  -
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 :عن الفطريات المحللةالكشف 3-٤

 لبروتين  ا ١- 3-٤

جميعها   ,انالحليب المقشود  – أكارتحلل البروتين على وسط في  لفطريات انتائج اختبار فعالية  أظهرت      

  ) ٣ملم مما يدل على انها شديدة الفعالية الشكل ( ١٥كانت فعالة حيث كان قطر الهالة الشفافة اكبر من  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

م بعد ٢٨درجة حرارة عند  :فعالية الفطريات في تحليل البروتين على وسط أكار الحليب المقشود  )٣(شكل

    .ثلاثة ايام من الحضن

1- Aspergillus niger   2- A. parasiticus    3-A. terreus       4-A. oryzae  5- A. flavus   

1 2 

3 
4 

5 
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  ليز يالأم  ٢- 3-٤

 A . oryzae ,A. flavus,Aspergillus niger أن الأنواع ،) ٥(ختبار في الجدولالا اظهرت نتائج       

 A ,إما الانواع ، )٤(شكل الب والموضحةملم   ١٥كان قطر الهالة الشفافة اكبر من  اذ كانت شديدة الفعالية 

.terreus, A. parasiticus ملم١٠لهالة حول المستعمرات اقل منفعالية اذ كان قطر ا أقلفقد كانت  .  

لمدة  مْ  ٢٨ حرارة درجةعند الفطريات على وسط النشأ  الاميليز المنتج من بفعل النشاتحلل ، ٥ :جدول 

 أيام  ٣حضن  

   النشافعالية التحلل   قطر منطقةالتحلل(بالملم)   الانواع الفطرية 

A.niger >15  +++  

A.oryzae >15  +++  

A.flavus >15  +++  

A.parasiticus 6-7  ++  

A.terreus 6-7  ++  

  
  +++ شديدة الفعالية  

 متوسط الفعالية    ++ 
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م  ٢٨درجة حرارة عند  الشديدة الفعالية في انتاج انزيم الامليز على وسط اكار النشأ النقي ات الفطري  )٤(شكل 

                                                                               أيام ٣وحضن لمدة 

  1- Aspergillus oryzae     2- Aspergillus niger   3- Aspergillus flavus                                          

  

  تقدير كفاءة الانواع الفطرية المنتخبة على تحليل الكازئين  4-٤

وسط اكار الحليب   ية عالية  في تحليل البروتين علىفعال )٥( الجدول في   فطرية النواع  الأ أظهرت        

وبفعالية قدرها   هو الفطر الاكفأ في إنتاج انزيم البروتييز  A. nigerإذ  كان الفطر   skim milkالمقشود 

وبفعالية انزيمية قدرها  A. flavusملغم / مل يليه الفطر  ٠٫٤٦٠وحدة / مل وبتركيز بروتين  ١٨٫٩٧

فكان   A. parasiticusملغم / مل  ، اما الفطر  ٠٫٤٣٤وحدة / مل وكان تركيز البروتين الذائب  ١٦٫٤٢

ملغم /  ٠٫٢٢٣حين كان تركيزالبروتين الذائب وحدة / مل في  ٧٫٩٥الأدنى في إنتاج الانزيم وبفعالية قدرها 

 مل .

 

 

  

 

  

  

  

1 2 

3 
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درجة حرارة  عند البروتييز وتركيز البروتين الذائب على الوسط  لأنزيم الفعالية الانزيمية  ،  )٦(  :جدول

 ايام حضانة  ٣ولمدة   ٦هيدروجيني  بأس°م و٣٠

  الفعالية الأنزيمية   الانواع الفطرية 

  (وحدة /مل) 

البروتين الذائب تركيز 

  (ملغم / مل ) 

A.niger 18.97  0.460  

A.flavus   ٤٢16.  0.434  

A.terreus 14.6  0.380  

A.oryzae 13.65  0.374  

A.parasiticus 7.95  0.223  

 

 البروتين  تحلللإنتاج أنزيم A  niger تحديد الظروف المثلى للفطر 5-٤

 العناصر المعدنية في الوسط الزرعي              - ١

ً   4PO2 KHو  4MgSO      الملحين استخدامإن  ، )٥(الشكل  أظهر         واضحاً في   منشطاتأثيراً  معا

وحدة /ملغم   ) ٢٨. 82( الانزيميةغت الفعالية لعاملة الخالية من الأملاح ، إذ بمقارنة بالم البروتييز إنتاج إنزيم

/ ملغم   وحدة ٢٢٫٣٩بلغت  انزيميةفعالية  الخالية من الملحين المذكورين لةبينما أظهرت المعام .بروتين 

         بروتين لإنزيم البروتييز.

أحد المتطلبات الضرورية لإنتاج الإنزيمات وثبوت  من الأيونات المعدنية في وسط التخمر يعد توفر ان        

رغم من وجود بالو  )   Ire et.al,2011على مصدر الإنزيم (  بالاعتماد لكنها تختلف وبعضها  واستقرار

ً إلا إن وجود بعض هذه الأيونات يزيد من الثبات  بعض الأحياء المجهرية المنتجة للإنزيمات الثابتة حراريا

 ةعد وهناك ) . Haq et.al,2006الحراري للإنزيمات ويجعلها فعالة حتى عند درجات الحرارة العالية  (

 Gupta(جوبتا قد قام فللأملاح المعدنية في إنتاج الإنزيم من الفطريات ,  الفعالأوضحت الدوردراسات 

et.al,1992   بإنتاج الإنزيمات المحللة للكيوتكل من الفطر (Beauveria bassiana ستخدام وسط ا في

%   ١٫٥ثنائية الهيدروجين  فوسفات البوتاسيوم% و ٠٫٠٦تات المغنيسيوم المائية كبريعلى وي ت زرعي يح

كبريتات المغنيسيوم المائية و فوسفات البوتاسيوم ثنائية   استخدمت كذلك % .  ٠٫٠٥وكلوريد الصوديوم 

 ,B. brongniartii) غم / لتر في إنتاج إنزيم البروتييز من الفطر٥و ٤الهيدروجين وبتركيز (

et.al,2006)  Erlacher   . (كل من اأشار وقد ) ١٩٩٩ , Elad & Kapat كبريتات   استخدام) إلى

المغنيسيوم المائية و فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين و فوسفات الصوديوم ثنائية الهيدروجين  

  . T. harzianumلإنتاج إنزيم البروتييز من الفطر ، على التوالي رغم / لت  ٦٫٩و  ٢و  ٠٫٣وبالتراكيز 
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 وحدة /ملغم بروتين   البروتيز تأثير العناصر المعدنية على فعالية انزيم) ٥(كل ش

  

 على فعالية انزيم البروتييز  ي وتركيزهالكاربون نوع المصدر تحديد -٢ 

مقارنة  انزيم البروتييز لإنتاجأفضل مصدر زالكلوكوأن  ، )٦(أظهرت النتائج الموضحة في الشكل        

  ٧٢. ٣٥النيتروجينية المستخدمة , إذ بلغت الفعالية الانزيمية حدها الأقصى لإنزيم البروتييز بباقي المصادر

حيث بلغت قيمتها  روزسكالو النشأبوجود  بروتينلل انزيمية. في حين ظهرت أوطأ فعالية  وحدة / ملغم بروتين

  و  ١و ٠٫٥بتراكيز متدرجة  زالكلوكو استخدامإذ تم ,واوطأ بوجود اللاكتوز.وحدة / ملغم بروتين   ١٦٫٨٥

إذ  ٪١٫٥لإنتاج إنزيم البروتييز هو كوز وتبين أن أفضل تركيزللكل الأنزيمية%. إن قيم الفعالية  ٢ و ١٫٥

وفي ضوء هذه النتائج تم استخدام  .)٧(كما في الشكل وحدة /ملغم بروتين  ٤٠٫٤٢الأنزيميةبلغت الفعالية 

ر مصدر كاربون في يتوف اني مراحل الدراسة اللاحقة جميعها.الإنزيم ف % لإنتاج ١٫٥بتركيز  زالكلوكو

للنمو و قلة تجهيزها بالوسط يقلل من نموها ,  الوسط ضروري لتحرير الطاقة التي تحتاجها الأحياء المجهرية

تتباين المصادر  , )Haq et.al,2008لذا فهي تؤثر بشكل كبير في إنتاج الإنزيم من تلك الأحياء المجهرية ( 

  وتراكيزها المطلوبة لتنمية الأنواع المختلفة من الأحياء المجهرية وإنتاج الإنزيم  الكربونية

 )Jaswal et.al,2008 . (الفطر من وA.niger كلا من  حصل)  Kalpana et.al,2008 (   على نتيجة

عدة هناك و  .٪١٫٥-١ الى  تصل بنسبة زالكلوكوتركيز ستخدام بأ  ييزنشاط انزيم البروتي تعزيز  ند مماثلة ع 

من   البروتييزالكايتينيز وإنتاج إنزيم على  مختلفة مختلفة وبتراكيز كربونيةدراسات قارنت كفاءة مصادر 

)  Pr1على أعلى فعالية لإنزيمي البروتييز ( )et.al,2008 Donatti (حصل قد وأحياء مجهرية مختلفة ، 
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 أستخدم  فقد .  يحوي كيوتكل الجراد كمصدر كاربونوسط  فيB. bassiana) عند تنمية الفطر Pr2و(

)et.al,2011 Silva( على التوالي كمصدرين كاربونيين  ٠٫٥و  ٠٫٠٢بتركيز  الكلوكوز والكايتين , %

أعلى إنتاج لإنزيم البروتييز  على  وحصل .  T.asperellumلإنتاج إنزيمي البروتييز و الكايتينيز من الفطر 

 Haq( كاربوني في الوسط ر% كمصد  ٠٫٥بإضافة الكلوكوز   P.chrysogenumمن الفطر 

et.al,2008  . (  

 

  

  

  وحدة /ملغم بروتين   على فعالية انزيم البروتيز  تأثير مصادر مختلفة من الكاربون )٦(شكل

 

  

  وحدة /ملغم بروتين   على فعالية انزيم البروتيز تأثير تراكيز مختلفة من الكلوكوز)  ٧( شكل
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  :   على فعالية انزيم البروتييز نوع المصدر النيتروجيني و تركيزه تحديد -٣

  المصدر النيتروجيني الأكفأ في إنتاج الإنزيم  وه الكازينأن  ،)٨(أظهرت النتائج الموضحة في الشكل    

) وحدة /  ٤٣٫٨٩البروتييز  (  ية المستخدمة , إذ بلغت الفعالية الانزيمية مقارنة بباقي المصادر النيتروجين

) ٧٫٥٥حيث بلغت قيمتها ( كبريتات الامونيومملغم بروتين . في حين ظهرت أوطأ فعالية للإنزيم بوجود 

  . وحدة / ملغم بروتين 

لتحديد  الكازينوبعد أن تم تحديد المصدر النيتروجيني الأمثل لإنتاج الإنزيم درست تراكيز مختلفة من      

  الكازين  استخدامعند  أنزيمية, وقد سجلت أعلى فعالية )٩(كما في الشكلالتركيز الأمثل منها لإنتاج الإنزيم 

  ) وحدة / ملغم بروتين لإنزيم ٤٧٫٥١إذ بلغت الفعالية النوعية ( ، ) ٩(وكما موضح في الشكل  ٪١بتركيز 

ً بزيادة تركيز المصدر النيتروجيني انخفضت . في حين البروتييز المستخدم في هذه  الفعالية النوعية تدريجيا

من   ٪٢عند التركيز  / ملغم بروتين وحدة ١٠٫٥٣وتييز ربانزيمية للالدراسة , فظهرت أوطأ فعالية 

مصدر النيتروجين المستخدم في وسط الإنتاج هو أحد العوامل الرئيسة المؤثرة في إنتاج  وان الكازين.

هذا المصدر  ض يتأي) والذي له دور تنظيمي في تصنيع الإنزيم , إذ   Abd-Aziz et.al,2008الإنزيمات (

مما تجدر الإشارة إليه و) . Saurabh et.al,2007ليعطي أحماض أمينية تعد ضرورية لإنتاج الإنزيمات (

  أن الأعفان تستطيع إنتاج هذه الأحماض الأمينية من مصادر نيتروجينية غير عضوية 

)Chutmanop et.al,2008. (فق هذه النتيجة مع ما توصل إليه تت)Krishna et.al,2009   و الذي أشار (

  .  .Penicillium spكمصدر نيتروجيني لإنتاج إنزيم البروتييز من الفطر  الكازين استخدامإلى 

 ) أفضل مصدر نيتروجيني لإنتاج إنزيم البروتييز Peptonالببتون ( ان  )  ( Haq et.al,2008بينما أوضح 

 .وحدة / مل  ١٢٫٧١مية والتي بلغت على فعالية إنزيا لإعطائه   .m chrysogenu  Pمن الفطر
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  وحدة /ملغم بروتين   على فعالية انزيم البروتيز تأثير مصادر مختلفة من النتروجين   )٨(شكل     

  

 

 

 

  وحدة /ملغم بروتين   على فعالية انزيم البروتيز تأثير تراكيز مختلفة من الكازين )٩ (شكل 

 تقدير كفاءة الانواع الفطرية المنتخبة على تحليل النشأ            ٦-٤

)  إذ  ٧تم انتقاء ثلاثة أنواع فطرية كان لها فعالية عالية في تحليل النشأعلى وسط اكار النشأ  الجدول (       

وحدة / مل وبتركيز  ١٦٫٣٥وبفعالية قدرها  ليز يالأمهو الفطر الاكفأ في إنتاج انزيم  A.oryzaeكان الفطر 

وحدة / مل وكان تركيز   ١٤.  94وبفعالية انزيمية قدرها  A.nigerملغم / مل يليه الفطر  ٠٫٤٨١بروتين 
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فكان الأدنى في إنتاج الانزيم وبفعالية قدرها   .A.flavusملغم / مل  ، اما الفطر  ٠٫٤٢١البروتين الذائب 

  ملغم / مل .  ٠٫٣٨٩تركيز البروتين الذائب  وحدة / مل في حين كان١٢٫٦٥

درجة  عند وسط الانتاج   الفعالية الانزيمية لانزيم الأمليز وتركيز البروتين الذائب على )٧( : جدول

 ايام حضانة  ٣ولمدة   ٤٫٥هيدروجيني  أسوب مْ ٣٠حرارة

الفعالية الأنزيمية (وحدة    الانواع الفطرية 

  مل) /

تركيز البروتين الذائب 

  (ملغم / مل ) 

A.oryzae  ١٦٫٣٥  0.481  

 A.niger  ١٤٫٩٤  0.421  

A.flavus .65١٢  0.389  

  

 

 النشأتحلل أنزيم  لانتاج.oryzae   A تحديد الظروف المثلى للفطر ٧-٤

  العناصر المعدنية في الوسط الزرعي       -١

ً  لاستخدامإن ، )١٠(الشكل  يظهر        تأثيراً منشطا واضحاً في إنتاج   )4Po2,KH4MgSo( الملحين معا

وحدة /ملغم بروتين   75.٢٠مقارنة بالمعاملة الخالية من الأملاح ، إذ بلغت الفعالية الانزيمية  ليزيالأمي إنزيم

وحدة / ملغم بروتين   ١٠٫٣٩بينما أظهرت المعاملة الخالية من الملحين المذكورين فعالية انزيمية بلغت  .

  ليز. يلإنزيم الأم 

  spBacillus  )Sodhi.طة اسانتاج الأنزيم بو زيادة الى يؤدي   مايكرومول ١ 4MgSOوان     

على انتاج الأنزيم   ايجابيتأثير  4MgSOو 3ClCa), ولكن ٢٠٠٥وأخرون ,  lGoya;٢٠٠٥وأخرون,

)Francis , 2+ايونوقد أظهر).٢٠٠٣وأخرونFe  أعلى فعالية انزيمml/gμمن جميع الأيونات  ١٢٤

  . )2010,وأخرون   Arunsasi(  ثبط إنتاج الإنزيم  ٣٢  ml/gμ  2+Hgلكن  ,المعدنية الأخرى
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 وحدة /ملغم بروتين     ليزيتأثير العناصر المعدنية على فعالية انزيم الأم )١٠ (شكل   

  

 - :على فعالية انزيم الاميليز وتركيزه يالكاربون  المصدر تحديد -٢

كوز كمصدر وحيد للكاربون في الوسط أعطى  وان استخدام الكل  ،)١١( الشكل  في جالنتائ ت ظهرأ

ليز  يألفا أم فعالية الانزيم، بينما   وحدة/ملغم٢٤٫٤٥تقدرليز يلفا امالأاعلى فعالية انزيمية من انتاج 

كمصدر وحيد للكاربون على الرغم من النشأ من المفترض  وحدة/ملغم  )١٠٫٠٤(عندما يستخدم النشأ 

الكائنات   حيث ينفعالى تعقيد تركيب النشأ يعود هذا قد غير أن ون الأفضل كمصدر للكاربون , أن يك

كوز كمصدر وحيد والبروتينات المختلفة وعوامل النمو بالمقارنة مع بساطة الكل لإنتاج المجهريةالحية 

وسط ادى الى نشاط انزيمي  الروز في سكوال لاكتوزال أضافة ان للكاربون . 

م  ا ستخد حصول على نشاط انزيمي عالي عند اال وعند على التوالي.  وحدة/ملغم ٧٫٤١٬٨٫٠٦يقدر

  طريق  بشكل جوهري عن إنتاجهكوز كمصدر للكاربون من الممكن ان نستنتج ان هذا الانزيم يتم والكل

أشارت دراسات أخرى ان الفا خرى.لا ليز ايلفا أمالاوانها على نقيض من العديد من A.oryzeaالفطر

ودكستروز والنشأ قابلة  كوز يمكن ان يحث الانزيم بينما مالتوز ووجود الكل .كوزوامليز يحث الكل

 Pandy(كوز وعند استخدام الكلعليه الحصول  يتم  الذيبان تكون مناسبة لانتاج الانزيم للذو

  ). ٢٠٠٠ ,واخرون

م   تحط لبح اأي تأثير كوسط الزرعي ليس له الكوز الى وان أضافة الكل)   (Chung et.al,1995وجد 

 &  Nahas,2002(  وجد   Thermococcus peofund.المنتجة بواسطة لفا امليز الا

Waldemarinكوز قادر على حث صناعة  الفا امليز بواسطة و) ان الكلochraceus A.  بعد تحديد .
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ف الى وسط الانتاج  اضلمكوز اومصدر الكاربون الأفضل بأنتاج الفا امليز وعمل تراكيز من الكل

) اظهرت ان قدرة الفطر في ١٢لمعرفة التركيز الافضل .النتائج في الشكل ( )%  4,3.5,3,2.5,2(

فعالية انزيم   عنه نتج هذا التركيز ٪٣كوز بنسبة وانتاج الفا امليز عندما استكمل الوسط مع تركيز الكل

وأستخدم في مراحل الدراسة ليز يالفا ام  لإنتاجلذلك يعتبر افضل تركيز للكلوكوز وحدة/ملغم ٢٨٫١٧

  للاحقة كافة .ا

 

  

  

         وحدة /ملغم بروتين  ى فعالية انزيم الأمليز  تأثير مصادر مختلفة من الكاربون عل  )١١(شكل  

  

  

   وحدة /ملغم بروتين  ) تأثير تراكيز مختلفة من الكلوكوز على فعالية انزيم الأمليز ١٢(لشكل  
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  في فعالية انزيم الاميليز  وتركيزه  يتروجين يمصدر النال تحديد -٣

) ان الوسط  مع الببتون كمصدر وحيد للنتروجين ,أعطت اعلى فعالية  ١٣اظهرت النتائج في الشكل (

تم الحصول على  و .وحدة/ملغم١٩٫١٢,وخلاصة الخميرة  والكازين فعالية انزيمية  وحدة/ملغم٣٣٫٤٩

  ن وهو أدنى مستوى . عند استخدام كبريتات الامونيوم كمصدر للنتروجي  ةاقل فعالي

,وكان هناك انخفاض ملحوظ في فعالية  ٪٣) ان تركيز الببتون الامثل كان في ١٤اظهر الشكل (

ليز تم الحصول  يان اعلى انتاجية للام  وا) وجد (Hizukuri et.al,1994. ٪٤الانزيم عند تركيز 

  من ليز يالفا ام لإنتاجكمصادر للنتروجين  الخميرة والببتون عليها عند استخدام خلاصة

 Xanthomonas campestris . وقد أظهرت دراسات أخرى أن الببتون كان مصدر النتروجين  

ليز تم الحصول  يام للألفا اعلى انتاجيةان  )(Hsu et.al,1998وجد  حيث المناسب لانتاج الفا امليز . 

 قابل للذوبان مثل النتروجين ومصادر الكاربون. وقد وجد  حتوي ببتون والنشأالذي يفي الوسط عليه 

Martinez,2000)& Teodoro( ر  أو الببتون الى وسط سائل تقص ةيرأن أضافة مستخلص الخم

  ة لذلك يفضل خلاص  نتيجة.المنتج  وتركيب الانزيم ةكل من الوزن الجاف للخليل ةزياد التأخر والفترة 

  طه الكائنات الحية. وفي دراسة ا ليز بوسيلنمو وتخليق الام والببتون ةالخمير

) Martinez,2003&Santos( ليز  يالنتروجين الامثل لتخليق الام ان الببتون كان مصدر  أظهر

ن لانها خليط من الاحماض  ,ويعتبر الببتون واحد من أفضل مصادر النتروجي .Bacillus spمن

  امل النمو والفيتامينات.وهو مصدر لعة  بينما الخمير ةالمعدني والاملاح   ةالبروتينوة  الاميني
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  وحدة /ملغم بروتين   ليزيتأثير مصادر مختلفة من النتروجين على فعالية انزيم الأم  )١٣الشكل (

  

  

  

  

     وحدة /ملغم بروتين  ليز  يعلى فعالية انزيم الأم الببتون) تأثير تراكيز مختلفة من ١٤الشكل(
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  Conclusions                                                                                         الاستنتاجات 
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      Conclusionsالاستنتاجات

 
 اكثر نسبة ظهور مقارنة بالفطريات من اجناس  الاخرى   .Aspergillus sspشكلت انواع  .١

البروتييز عند تنميته في وسط الانتاج واعلى فعالية بوجود  اعلى إنتاج لانزيم A. nigerاعطى الفطر   .٢

تـروجين يوأفضـل مصـدر ن ٪١٫٥العناصر المعدنية وافضل مصدر كاربون الكلوكوز وأفضل تركيـز 

 .٪١الكازين وأفضل تركيز 

واعلـى فعاليـة عنـد تنميتـه  فـي وسـط الانتـاج  ليـزيالأم اعلى إنتاج لانـزيم A. oryzaeاعطى الفطر   . ٣

وأفضــل مصــدر  ٪٣لعناصــر المعدنيــة وافضــل مصــدر كــاربون الكلوكــوز وأفضــل تركيــز بوجــود ا

 .٪٣نتروجين الببتون وأفضل تركيز 
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 Recommcndations                                                                            التوصيات 
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ   ــــــــ

  
 Recommendationsالتوصيات    

 
اهميـة عـن الإنزيمـات  علـى انتـاج انزيمـات أخـرى لاتقـل .oryzae AوA. niger دراسـة قـدرة الفطـر  -1

 .واليوليزوالبكتينيززيسليلالمدروسة مثل اللايبيزوال

 

اركة في الحد توصيف وتنقية الإنزيمات المنتجة في الدراسة الحالية لاستخدامها في مجال الصناعة وللمش  -٢

  .من التلوث البيئي

 

 مخلفات المجاري  و دراسة قدرة الفطريات على تحليل مخلفات خطرة مثل  ( مخلفات المجازر  -٣
 .)ومخلفات زراعية وصناعية اخرى 
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 Summery  

Isolated fungi had been estimulated to growth on some food samples, which 

were obtained  from the local markets and put them in nylon bags and conservation 

in the laboratory atmosphere . Aspergillus ssp.were diagnosted from food samples 

and determine the  efficiency of those isolates to produce  protease  and amylases 

enzymes. The best isolated was selected by using solid media conteining pepton 

and casein separately . Five isolates showed its ability to produce   protease and 

three isolates the most efficient enzyme secretion amylases, the diameter of 

transparent Halo around fungal colonies larger than 15 mm. Aspergillus 

niger showed the highest effectiveness in  producing protease ( 18.97 

Unit/ML)  ,with protein concentration ( 0.460 mg/ml)  , This fungal isolate was 

selected to make other tests including  improve their productivity  and 

create optimal conditions for growth  and protease production in liquid media and  

mineral elements of  various carbon and nitrogen concentration .it was found that 

the use of metal components have an impact on the effectiveness of the enzyme. 

Glucose was the best carbon source at concentration(1.5 %) and the best source 

of  casein was 1%. Aspergillus oryzea achieved the  highest effectiveness to 

produce the amylases (16.35Unit/ML) and protein concentration( 0.481mg/ml), 

and also studied the effect of some factors on the effectiveness of the enzyme. The 

mineral elements activated enzyme and the best source of carbon was glucose 

at concentration ( 3 %), and the best source of nitrogen was pepton at concentration 

( 3%) . 
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