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الحمد الله رب العالمين على ما أنعم وله الشكر على ما ألهم والصلاة والسلام على سيد الخلق أجمعين                  

  ...محمد المصطفى الحبيب الأمين وعلى اله الأطهار الميامين
  

  ....وبعد 
 الدكتور علي   يشرفني بعد إتمام رسالتي هذه أن أتقدم بخالص شكري وامتناني للأب والأستاذ الفاضل            

عبد الكاظم الغانمي لاقتراحه موضوع الرسالة ولما قدمه لي من عون وتشجيع وتوجيهات علمية كان               
  .لها الأثر البالغ في انجاز هذه الدراسة 

   
وأتوجه بالشكر الجزيل إلى عمادة كلية العلوم ورئاسة ومنتسبي قسم علـوم الحيـاة لتـوفيرهم كـل                 

  . الدراسة المساعدة الممكنة لإتمام هذه
  

كما أتقدم بشكري وتقديري إلى الأستاذ الدكتور زيدان خليف المعموري لما قدمه لي من يـد العـون                
  . والمساعدة 

ولا يفوتني أن أتقدم بالشكر الخالص إلى الأستاذ الدكتور زهير والأستاذة الدكتورة بان لتوجيهاتهمـا               
  .العلمية السديدة 

  
ر إلى زميلاتي في الدراسات العليا لمساندتهم لي خلال فترة البحـث            ويطيب لي أن أتقدم بالشكر الواف     

  . متمنية لهم الخير والموفقية 
  

واختتم كلامي بأرق وأسمى كلمات الحب والعرفان إلى جميع أفراد عائلتي على ما بذلوه من اجلـي                 
 ـ      ة ومـن االله  ومساندتهم لي طيلة دراستي ، وإلى كل من مد لي يد العون والمساعدة ولو بكلمـة طيب

  .   التوفيق 
                                                                                      

  
                                                                                       



 
  

  

 كلوكـانيز مـن    3-1ثلى لإنتاج إنزيمي الكايتينيز وبيتا          أجريت هذه الدراسة لتحديد الظروف الم     

 المعزول محلياً كونهما من الإنزيمات الأساسية المسؤولة عن تحليـل  Trichoderma fertileالفطر 

  ) . كلوكان3-1التي تتكون بصورة رئيسة من الكايتين وبيتا(الجدران الخلوية للفطريات الممرضة 

زئية للإنزيمين ودراسة بعض صفاتهما المهمة ، وأظهرت النتائج ما                كما شملت الدراسة تنقية ج    

  :يأتي 
  

 عزلة فطرية تعود لأجناس مختلفة تم اختيار العزلة الأعلى إنتاجاً           25 بعد إجراء غربلة لـ      -1

 وأعطيـت الرمـز   Trichoderma fertileللإنزيمين والتي شخصت فيما بعد على أنهـا  

AH1 لتصبح T. fertile AH1تخدمت في مراحل الدراسة اللاحقة  ، واس. 
  

 كانت الظروف المثلى لإنتاج الإنزيمين من العزلة المختارة في هذه الدراسة هي اسـتخدام                -2

مـن كـل مـن فوسـفات         % 0.1المدعم بـ    % 1.5وسط مكون من خميرة الخبز بنسبة       

 4.0 ابتـدائي    البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين وكبريتات المغنيسيوم المائية برقم هيـدروجيني        

والحضن في الحاضـنة الهـزازة      ) مليلتر/ سبور 106×2.5(وحجم لقاح مقداره قرص واحد      

 .  ساعة 96دقيقة ولمدة / دورة 125 م بسرعة رج 30بدرجة حرارة 
  
 

 جزئياً وشملت خطـوات التنقيـة الـديلزة    T. fertile AH1 تم تنقية الإنزيمين من الفطر  -3

ــانول   ــيب بالايث ــادل                       )%70-20(فالترس ــتخدام المب ــوني باس ــادل الأي ــم التب  ث

DEAE-Cellulose            حيث أسفرت الخطوة الأخيرة عن ظهور صورتين إنـزيميتين ،)A 

 كلوكانيز ، وبلغ عدد     3-1لإنزيم الكايتينيز فضلاً عن صورة إنزيمية واحدة لإنزيم بيتا        ) Bو  

ــة  ــرات التنقي ــصي) 2.55 و 0.27 و 2.22(م ــرة بح ــة م  و 3.18 و 31.49(لة إنزيمي

 .  كلوكانيز على التوالي 3-1وإنزيم بيتا) B و A(لصورتي إنزيم الكايتينيز )% 35.96
 

  أ



 كلوكانيز ، أظهرت النتائج     3-1وإنزيم بيتا ) B و   A( بعد توصيف صورتي إنزيم الكايتينيز       -4

 : ما يأتي 
 

ملـي  ) 0.37و   Vmax) (0.4(والسرعة القـصوى    ) Km(بلغت قيمة ثابت ميكالس       -أ 

) B و   A(دقيقة لصورتي إنزيم الكـايتينيز      /مليلتر/مايكرومول) 1.4 و   1.5(مولر و   

ــل                                                       ــادة التفاعــــ ــال مــــ ــوالي حيــــ ــى التــــ علــــ

p-Nitrophenyl N-acetyl β-D-glucosaminide (pNP-GlcNAc)  بينمـا ، 

مليلتـر و  /مـايكروغرام ) 111( كلوكانيز 3-1 بيتا لإنزيمVmax و  Kmبلغت قيمة 

 . دقيقة على التوالي حيال اللامينارين كمادة تفاعل /مليلتر/مايكرومول) 0.09(
  

هي المثلى لفعالية صورتي إنـزيم  ) 4.5 و 5.5 و 5.0(  كانت الأرقام الهيدروجينية     -ب  

ين تراوح الـرقم     كلوكانيز على التوالي ، في ح      3-1وإنزيم بيتا ) B و   A(الكايتينيز  

 A(للصورتين      ) 7.0-3.5(و  ) 7.5-4.5(و  ) 7.5-3.5(الهيدروجيني للثبات بين    

 .  كلوكانيز على التوالي 3-1لإنزيم الكايتينيز وإنزيم بيتا) Bو 
  

م ) 40-20(لإنزيم الكـايتينيز ثباتـاً حراريـاً بـين       ) B و   A( أظهرت الصورتان    -ج 

لي ، بينما كـان الثبـات الحـراري لإنـزيم             دقيقة على التوا   30م لمدة   ) 55-20(و

 . م وللمدة نفسها ) 45-20( كلوكانيز بين 3-1بيتا
  

ملـي  ) 5 و   1( أدى استخدام بعض الأيونات المعدنية والمواد الكيميائية بالتركيزين           -د 

 كلوكـانيز ولكـن     3-1مولر إلى تثبيط فعالية صورتي إنزيم الكايتينيز وإنزيم بيتـا         

 تـأثيراً حاثـاً لفعاليـة       (MnCl2)ينما كان لكلوريـد المنغنيـز       بدرجات متفاوتة ، ب   

 الذي كان له تأثيراً حاثاً أيـضاً ولكـن      (FeCl2)الإنزيمين فضلاً عن كلوريد الحديد      

 . لفعالية صورتي إنزيم الكايتينيز فقط 

  

  ب



 تضمنت هذه الدراسة أيضاً بيان دور الآلية الإنزيمية في تثبيط نمو الفطريـات الممرضـة                -5

ـــ   ل ــة بـ ــات المتمثلـ                    Fusarium oxysporum  و  Fusarium solaniلنبـ

 المنـتج للـسم افلاتوكـسين    Aspergillus flavus  و الفطـر  Rhizoctonia solaniو 

(Aflatoxin)         نـت النتـائج أنوذلك باستعمال الراشح الخام للإنزيمين بتراكيز مختلفة ، وبي 

عنـد التركيـز          % 100اضحة ضد الفطريات المـذكورة بنـسبة        للإنزيمين فعالية مثبطة و   

  ) .الوسط : الإنزيم ( من ) 1 : 1(

           

  

  ج



 
 

  الصفحة  الموضوع  التسلسل

  ج- أ  الخلاصة  

  1  المقدمة  
  4  اسـتعـراض المـراجع  1

  Trichoderma  4الجنس   1- 1
  Trichoderma fertile  5الفطر   1-1- 1
  6  الكايتين  2- 1
  8  الكلوكان  3- 1
  9  الإنزيمات المحللة للجدران الخلوية للفطريات  4- 1
  11  إنزيم الكايتينيز  4-1- 1
  12  مصادر إنتاج إنزيم الكايتينيز  4-2- 1
  12  دور إنزيم الكايتينيز في الطبيعة  4-3- 1
  14   كلوكانيز3-1إنزيم بيتا  4-4- 1
  14  نيز كلوكا3- 1مصادر إنتاج إنزيم بيتا  4-5- 1
  15   كلوكانيز في الطبيعة3- 1دور إنزيم بيتا  4-6- 1
  16  إنزيم البروتييز  4-7- 1
  17  اختيار سلالات الأحياء المجهرية لإنتاج الإنزيمات  5- 1
  18   كلوكانيز3-1 في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتاةتأثير الظروف المزرعي  6- 1

  18   تأثير المصدر الكاربوني-1  

  19  لمصدر النيتروجيني تأثير ا-2  

  20   تأثير مدة الحضن-3  

  20   تأثير سرعة الرج-4  

  21   تأثير الرقم الهيدروجيني الابتدائي-5  

  22   تأثير حجم اللقاح-6  

  23   تأثير درجة الحرارة-7  
  



  الصفحة  الموضوع  التسلسل

  24   تأثير الأملاح المعدنية-8  
  24   كلوكانيز3-1تنقية إنزيمي الكايتينيز و بيتا  7- 1
  26   كلوكانيز3-1توصيف إنزيمي الكايتينيز و بيتا  8- 1
  26  (Vmax) و السرعة القصوى (Km) تعيين قيم ثابت ميكالس -1  
  28   كلوكانيز3-1 تأثير الرقم الهيدروجيني في فعالية إنزيمي الكايتينيز و بيتا-2  
  29   كلوكانيز3- 1 و بيتا تأثير الرقم الهيدروجيني في ثبات إنزيمي الكايتينيز-3  
  29   كلوكانيز3- 1 تأثير درجة الحرارة في ثبات إنزيمي الكايتينيز و بيتا-4  
  30   كلوكانيز3-1 تأثير بعض الأيونات في فعالية إنزيمي الكايتينيز و بيتا-5  
  32  السيطرة الحيوية  9- 1
  35  المـواد وطـرائق العمـل  2
  35  المواد والأجهزة المستخدمة  1- 2
  35  المواد الكيميائية المستخدمة والشركات المصنعة لها  1-1- 2
  36  الأجهزة المستخدمة و الشركات المصنعة لها  1-2- 2
  37  طرائق العمل  2- 2
  37  اختيار العزلة الفطرية المناسبة  2-1- 2
  37  تنشيط العزلات الفطرية  2-2- 2
  38  تحضير وسط الإنتاج  2-3- 2
  38  تلقيح وسط الإنتاج  2-4- 2
  39  تشخيص العزلة الفطرية المنتخبة  2-5- 2

 كلوكانيز من الفطر 3- 1تحديد الظروف المثلى لإنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا  2-6- 2
Trichoderma fertile AH1  

39  

  39   تأثير مدة الحضن-1  

  40   تأثير سرعة الرج-2  

  40   تأثير تركيز المصدر الكاربوني-3  

  40  النيتروجيني و تركيزه تأثير نوع المصدر -4  

  40   تأثير درجة الحرارة-5  



  الصفحة  الموضوع  التسلسل

  41   تأثير نوع الأملاح المعدنية و تركيزها-6  
  41   تأثير حجم اللقاح-7  
  41   تأثير الرقم الهيدروجيني الابتدائي-8  
  42  تقدير فعالية إنزيم الكايتينيز  2-7- 2
  42   باستخدام الكايتين الغروي كمادة تفاعل تقدير الفعالية الإنزيمية- أ  
  42  اسيتل كلوكوز أمين-N عمل المنحنى القياسي لسكر -1  
  45   تقدير الفعالية-2  

                                التفاعل تقدير الفعالية الإنزيمية باستخدام مادة -ب  
(p-Nitrophenyl N-acetyl  β-D-glucosaminide ,pNP-GlcNAc)   

46  

  47  (pNP) عمل المنحنى القياسي لمادة البارانيتروفينول -1  
  48   تقدير الفعالية-2  
  49   كلوكانيز3-1تقدير فعالية إنزيم بيتا  2-8- 2
  49   عمل المنحنى القياسي لسكر الكلوكوز-1  
  52   تقدير الفعالية-2  
  53  تقدير فعالية إنزيم البروتييز  2-9- 2
  54  تقدير البروتين  2-10- 2
  55   كلوكانيز3-1تنقية إنزيمي الكايتينيز و بيتا  2-11- 2
  56   الديلزة- 1  
  57  ) %70- 20( الترسيب بالايثانول بنسبة - 2  
  DEAE-Cellulose  57 التبادل الأيوني باستخدام المبادل - 3  
  59   كلوكانيز3-1توصيف إنزيمي الكايتينيز وبيتا  2-12- 2

  59   تقدير الثوابت الحركية- 1  

  B(  60 و A( تقدير الثوابت الحركية لصورتي إنزيم الكايتينيز - أ  

  61   كلوكانيز3-1 تقدير الثوابت الحركية لإنزيم بيتا-ب  

  62   تقدير الرقم الهيدروجيني الأمثل للفعالية الإنزيمية - 2  



  الصفحة  الموضوع  التسلسل

  B(  62 و A( الأمثل لفعالية صورتي إنزيم الكايتينيز pH تقدير الـ - أ  

  63   كلوكانيز3- 1 الأمثل لفعالية إنزيم بيتاpH تقدير الـ -ب  

  63   كلوكانيز3- 1 تقدير الرقم الهيدروجيني لثبات إنزيمي الكايتينيز و بيتا- 3  

  67   كلوكانيز3-1 تقدير الثبات الحراري لإنزيمي الكايتينيز وبيتا- 4  

 3-1يائية في إنزيمي الكايتينيز وبيتا تأثير بعض الأيونات المعدنية والمواد الكيم- 5  
  كلوكانيز

67  

  69  السيطرة الحيوية  2-13- 2
  71  النتائـج و المناقشـة  3
  71  الفطرية المناسبةاختيار العزلة   1- 3
  75  تشخيص العزلة المنتخبة  2- 3

 كلوكانيز من الفطر 3-1تحديد الظروف المثلى لإنتاج أنزيمي الكايتينيز و بيتا  3- 3
Trichoderma  fertile AH1  

75  

  75   تأثير مدة الحضن-1  

  79   تأثير سرعة الرج-2  

  82   تأثير تركيز المصدر الكاربوني-3  

  84   تأثير نوع المصدر النيتروجيني و تركيزه-4  

  87   تأثير درجة الحرارة-5  

  89   تأثير نوع الأملاح المعدنية و تركيزها-6  

  92   تأثير حجم اللقاح-7  

  94  ثير الرقم الهيدروجيني الإبتدائي تأ-8  
  97   كلوكانيز3-1التنقية الجزئية لإنزيمي الكايتينيز و بيتا  4- 3
  97   الديلزة- 1  
  100   الترسيب بالكحول الأثيلي- 2  
  101   كروماتوغرافيا التبادل الأيوني- 3  
  106   كلوكانيز3-1توصيف إنزيمي الكايتينيز وبيتا  5- 3

  Vmax[ (  106(و السرعة القصوى ) Km(ثابت ميكالس  [  الثوابت الحركية- 1  



 
 
 
 
 
 
 
 
 

  الصفحة  الموضوع  التسلسل

  106   الثوابت الحركية لإنزيم الكايتينيز- أ  

  108   كلوكانيز3- 1 الثوابت الحركية لإنزيم بيتا-ب  

  110  الرقم الهيدروجيني الأمثل للفعالية الإنزيمية -2  

  110  إنزيم الكايتينيز الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية - أ  

  112   كلوكانيز3- 1 الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية إنزيم بيتا-ب  

  114  الرقم الهيدروجيني لثبات الإنزيم -3  

  114   الرقم الهيدروجيني لثبات إنزيم الكايتينيز- أ  

  116   كلوكانيز3-1 الرقم الهيدروجيني لثبات إنزيم بيتا-ب  

  117  نزيمالثبات الحراري للإ -4  

  117   الثبات الحراري لإنزيم الكايتينيز- أ  

  119   كلوكانيز3-1 الثبات الحراري لإنزيم بيتا-ب  

  121  تأثير بعض أيونات المعادن و المواد الكيمائية في فعالية الإنزيم -5  

  121   تأثير بعض أيونات المعادن و المواد الكيمائية في فعالية إنزيم الكايتينيز- أ  

  124   كلوكانيز3-1أثير بعض أيونات المعادن و المواد الكيمائية في فعالية إنزيم بيتا ت-ب  
  125  السيطرة الحيوية  6- 3

  129  الاستنتاجات والتوصيات  

  130  المصادر  

 A-C  الخلاصة باللغة الانكليزية  



 
 

 
  

  الصفحة  العـنوان  رقم الجدول

  13  زيم الكايتينيزالكائنات المنتجة لإن  1

  15   كلوكانيز3- 1الكائنات المنتجة لإنزيم بيتا  2

3  
 3-1غربلة الفطريات لإختبار قابليتها على إنتاج إنزيمي الكايتينيز وبيتا

  كلوكانيز
72  

             كلوكانيز من الفطر 3- 1خطوات تنقية إنزيمي الكايتينيز و بيتا  4
T.  fertile AH1  

99  

5  
لأيونات المعدنية و المواد الكيميائية في فعالية صورتي إنزيم تأثير بعض ا

  T. fertile AH1 كلوكانيز من الفطر3- 1وإنزيم بيتا) B و A(الكايتينيز 
123  

6  
 في تثبيط T. fertile AH1تأثير الراشح الإنزيمي الخام المنتج من الفطر 

  نمو الفطريات الممرضة
127  

  
  
  
  
  
  
  

 
  
  

  الصفحة  العنوان  مخططرقم ال

  8  طرق تحلل الكايتين  1
  T. fertile AH1  98  كلوكانيز من الفطر3-1تنقية إنزيمي الكايتينيز وبيتا  2

 
 
 
 
 



 
  

  الصفحة  العنوان  رقم الشكل

  7  الكايتوزان) ج(السليلوز ، ) ب(الكايتين ، ) أ(التركيب الكيميائي لكل من   1

2  
 كلوكان 4-1 ،3-1بيتا) ب( كلوكان 3-1بيتا) أ( لكل من التركيب الكيميائي

   كلوكان6-1 ،3-1بيتا) ج(
10  

  44  (GlcNAc)اسيتل كلوكوز أمين -Nالمنحنى القياسي لسكر   3
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(Introduction) 
 

من النباتات تتعـرض للتلـف بفعـل         % 30      تشير الإحصائيات العالمية إلى أن ما يقرب من         

 وتحتل الفطريات و الحشرات الصدارة من بـين  (Kucuk & Kivanc ,2003)الممرضات النباتية 

الممرضات المذكورة نظراً لشدة ضراوتها في إحداث الخسائر المشار إليها و خاصة في المحاصيل              

  . الاقتصادية المهمة 

      وعلى الرغم من استخدام المبيدات الكيميائية في الحد من تلك الممرضات إلا أن استخدام هذا                

وبة تكسير هذه المبيدات مما يؤدي      النوع من المكافحة بدأ يقترن بظهور العديد من المشاكل مثل صع          

أو تجمعها في السلاسل الغذائية إلى الحد الذي يتسبب بظهورها بمستويات عاليـة             / إلى تركيزها و    

السمية في الحيوانات ، و تقليل الفلورا الطبيعية في التربة ، وتلوث المياه الجوفية وتقليـل التنـوع                  

 المرضية مقاومة لتأثير بعض المبيدات الكيميائيـة                   الإحيائي فضلاً عن ظهور سلالات من المسببات      

(Kucuk & Kivanc ,2003 ; Sharma et al. ,2011)   لذا فقد انصبت الدراسات حـول إيجـاد 

ــة               ــسيطرة الحيوي ــور ال ــود بظه ــت الجه ــة وتكلل ــة الكيميائي ــب للمكافح ــديل المناس الب

(Biological control)لواعدة بالمحافظة على الإنتاج الزراعـي ، كمـا تتميـز     التي تعد التقنية ا

  . بكونها عوامل صديقة للبيئة أولاً وغير ضارة بصحة الإنسان ثانياً فضلاً عن كفاءة استخدامها ثالثاً

      تتضمن السيطرة الحيوية استخدام كائنات حية غير ضارة أو جيناتها أو منتجاتها الايضية التي              

ليل التأثير السلبي للممرضات النباتية فضلاً عن تحفيز الاستجابة الموجبة للنبـات            لها القابلية على تق   

(Vinale et al. ,2008) .   

)       6-1 و   3-1( و   (chitin)      تتكون جدران الفطريـات مـن تركيـب معقـد مـن الكـايتين               

 ، ويتباين هذا (protein) و البروتين (mannan) و المانان (β glucan 6-1 , 3-1) كلوكان -بيتا

   . (Adams ,2004)التركيب المعقد باختلاف الأنواع المختلفة للفطريات 
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      وتعد الإنزيمات المحللة لجدران الفطريات عوامل سيطرة حيوية مهمـة إذ تقـوم إنزيمـات                

 ـ(β 1-3 glucanases) كلوكانيز 3-1  وبيتا(Chitinases)الكايتينيز  ان  بتكسير الكايتين و الكلوك

  . الداخلة في تركيب معقد جدران الفطريات على التوالي 

      ويتم الحصول على هذين الإنزيمين من مـصادر مختلفـة ، إلا أن إنتاجهمـا مـن الأحيـاء           

  .المجهرية يكتسب أهمية خاصة لأسباب عديدة لعل أهمها ابتعاده عن التأثيرات الموسمية و الفصلية

رية بإنتاجها الوفير للإنزيمين المشار إليهما لذا فقـد اسـتخدمت                 وتميزت بعض الأجناس الفط   

 واحـداً مـن ابـرز    Trichodermaهذه الأجناس كعوامل سيطرة حيوية كفوءة ، ولعل جنس الـ       

عوامل السيطرة الحيوية المستخدمة على المستوى التجاري و ذلك من خلال الآليات المتنوعة التـي         

 و المضادات الفطريـة   (lytic enzymes)بإفرازه للإنزيمات المحللة يمتلكها هذا الجنس و المتمثلة 

 و تحفيزه لنمو النبـات  (fungal pathogens) للممرضات الفطرية (competitor)وكونه منافساً 

(Kucuk & Kivanc ,2003) .    وفضلاً عما سبق يتميز هذا الجنس بسهولة عزلـه و تكـاثره و

  . خاصة عدم احتياجه إلى متطلبات غذائية 

      وتختلف السلالات الميكروبية فيما بينها من حيث إنتاجها للإنزيمات لذا فأن عمليـة الغربلـة               

(Screening)              لازالت تحظى باهتمام كبير كونها التقنية الكفيلة بانتخاب الكائن المجهري الأغـزر 

 انسب كـائن مجهـري و       إنتاجاً بالإنزيم المطلوب ، كما أن التحكم بظروف التخمر سواء باستخدام          

الخ  يؤدي إلى زيـادة  ... بيئة و تهوية و تحريك و مضادات الرغاوي و رقم هيدروجيني و حرارة       

في ناتج التخمر ، ويجب أن لا يغفل ما تمتلكه الأحياء المجهرية من قابليات منقطعة النظيـر فـي                   

  . التكيف مع الظروف المشار إليها مقارنة بالخلايا الحية الأخرى 

 من الخلايا و ضـيق  (Intracellular enzymes)     ونظراً لصعوبة فصل الإنزيمات الداخلية  

أسواقها بسبب زيادة كلفة إنتاجها فضلاً عن محدودية كمياتها لذا فقد استقطبت الإنزيمات الخارجيـة           

(Extracellular enzymes) اهتمام الباحثين و اتسعت عمليات إنتاجها .  
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 لما تمتلكه الإنزيمات المحللة لجدران الفطريات من أهمية كبيرة في مجـال الـسيطرة           و نظراً 

  : الحيوية فقد هدفت هذه الدراسة إلى 

 3-1غربلة العزلات الفطرية المحلية و تحديد الأكفأ منها في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتـا        -1

 .كلوكانيز 

 . لة المنتخبة  تحديد الظروف المثلى لإنتاج الإنزيمين من العز -2

 . محاولة تنقية الإنزيمين بالطرق المتاحة  -3

 .  توصيف الإنزيمين  -4

  .  بيان دور هذين الإنزيمين في تثبيط نمو بعض الفطريات الممرضة للنبات  -5
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   : Trichodermaالجنس   1-1

 بالاعتماد على الطور    Person من قبل    1794 لأول مرة عام     Trichoderma     وصف الجنس   

   . (Monte & Llobell ,2003)اللاجنسي الذي عزله من التربة والمواد العضوية المتحللة 

. (Gams & Bissett ,1998)     يوجد الفطر في التربة وعلى الأخشاب المتحللة والمواد النباتية 

وبصورة عامة تكون  . (Jayalakshmi et al. ,2009)كما يوجد أيضاً على سطوح جذور النبات 

ــنس    ــدة للج ــواع العائ ــضية                         Trichodermaالأن ــة الحام ــي الترب ــشاراً ف ــر انت  أكث

(Klein & Eveleigh ,1998) حيث أشار ، Kredics et al. (2003) سـلالات الفطـر    إلى أن

Trichoderma spp.       تتمكن من النمو في مدى واسع من الرقم الهيدروجيني يتـراوح مـا بـين 

وذكـرت دراسـة أخـرى أن نمـو         .  هو الأمثل للنمو     4في حين كان الرقم الهيدروجيني      ) 2-6(

             Soil extract agar علـى الوسـطين   8 و 7سلالات الفطر يتوقـف عنـد رقـم هيـدروجيني     

   . (Kredics et al. ,2004)على التوالي Yeast extract agar  و

  متحملة نسبياً لمستويات الرطوبة المنخفـضة ،         Trichoderma      تعد الأنواع التابعة للجنس       

   . (Klein & Eveleigh ,1998)م ) 30-25(أما درجة الحرارة المثلى لنمو الفطر فتتراوح بين 

  ولهذه الأنواع القابليـة علـى   (Samuels ,2006) نوعاً تابع لهذا الجنس 89      وهناك حوالي 

استخدام مجموعة واسعة من المركبات كمصادر كاربونية و نيتروجينية فضلاً عن إفراز الإنزيمات             

المختلفة لتحطـيم البـوليمرات النباتيـة إلـى سـكريات بـسيطة تـستخدمها للطاقـة و النمـو                      

(Jayalakshmi et al. ,2009)     .   

 (Deuteromycotina) إلى تحت قـسم الفطريـات الناقـصة          Trichoderma      يعود الجنس   

ــنف  ــة Hyphomycetesوصـــ ــة Hyphales  ورتبـــ                   Dematiaceae  وعائلـــ

(Shalini & Kotasthane ,2007) .   أما طوره الجنسي فيعود إلى تحت قسم الفطريات الكيـسية

4 



(Ascomycotina)  ورتبةHypocreales وعائلة Hypocreaceae  وجـنس Hypocrea spp. 

(Alexopoules et al. ,1996) .   

ــام  ــنس Bissett (1991)      وق ــسيم الج ــات              Trichoderma  بتق ــس قطاع ــى خم   إل

(five sections) ــي  و Trichoderma  و Pachybasium   و longibrachiatum: ( ه

Saturnisporum  و   Hypocreanum . (  

 من أكثر الفطريات استخداماً في مجال السيطرة الحيوية ، حيث           Trichoderma      ويعد الجنس   

    (1920s)استخدم كعامل سيطرة حيوية ضد الفطريات الممرضة منذ عشرينيات القـرن الماضـي              

(Harman ,2006) فضلاً عن تحفيز النمو النباتي (Verma et al. ,2007).   

  

   Trichoderma fertile : (Gams & Bissett ,1998)الفطر   1-1-1

  ، تكون مستعمرات هذا الفطـر ذات  Pachybasium إلى القطاع  T. fertile      ينتمي الفطر 

سم ، وتكـون الثمـار الكونيديـة مـسطحة أو ذات شـكل  يـشبه الوسـادة                      ) 6-4(نمو معتدل   

(cushion-shaped)     صفراء مع حزمـة ضـيقة مـن الغـزل           –ضراء   سرعان ما تحاط بهالة خ 

  .الفطري الأبيض  وللمستعمرة رائحة ضعيفة تشبه رائحة العفن 

      أما الحوامل الكونيدية فتكون ذات تفرعات غزيرة لكنها قصيرة جـداً ممـا يعطـي المظهـر        

ي بدورها تتفرع   الخيطي للحامل الكونيدي ، وتتميز هذه التفرعات بكونها ثنائية أو ثلاثية التفرع والت            

بهذا النوع من التفرع أيضاً ، ويكون الجزء العلوي من الحامل الكونيدي صـلباً ومـستقيماً نـسبياً                  

مايكروميتر فوق الجـزء الخـصب    ) 120-60( وغير متفرع بمسافة (non fertile)وغير خصب 

(fertile part)فياليـدة قميـة    ، في حين تكون قمة الحامل الكونيدي خصبة عند النضوج وتنتهي ب

  .فياليدة ) 3-2(واحدة أو أكثر من 

مـايكروميتر  ) 3.8-2.4 × 7.0-3.2( بأبعـاد    ampulliform      تكون الفياليدات ذات شـكل      

  . وقليلاً ما تكون مفردة ) 5-2(وتنشأ عادة كمجموعة من 
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) 2.5-1.9  ×4.5-3.0(      أما بالنسبة للكونيدات فتكون ذات شكل بيضوي إلى مستطيل بأبعـاد      

  .مايكروميتر ، بجدران ملساء و لون اخضر 

  

   :(Chitin)الكايتين   1-2
ــسليلوز                                     ــد ال ــالم بع ــي الع ــيوعاً ف ــي ش ــوليمر طبيع ــم ب ــاني أه ــايتين ث ــد الك       يع

(Duo-Chuan ,2006 ; Rinaudo ,2006) .   

اسـيتل كلوكـوز أمـين                   -Nات سـكر          وهو عبارة عن بـوليمر خطـي متجـانس لوحـد          

(N-acetylglucosamine ,GlcNAc)           مرتبطة مع بعضها بأواصـر كلايكوسـيدية مـن نـوع 

β (1-4)  ( Donderski & Trzebiatowska ,1999)    وبذا فأن التركيـب الكيميـائي للكـايتين 

هيدروكسيل في ذرة الكاربون الثانيـة      يشابه التركيب الكيميائي للسليلوز مع استبدال إحدى مجاميع ال        

وقد يتواجد الكـايتين   . acetamide (-NHCOCH3) (Dutta et al. ,2004)للسليلوز بمجموعة 

)  أ،ب،ج1الـشكل  ((Aranaz et al. ,2009)بشكل كايتوزان عندما تسحب منه مجاميع الاسـيتل  

(Kumar ,2000) .   

   : (Palpandi et al. ,2009)وهي       يوجد الكايتين في الطبيعة بأشكال ثلاث 

1- -chitinα :  وهو الأكثر شيوعاً في الطبيعة ويتكون من سلاسل غير متوازية.  

2- -chitinβ :  يتكون من سلاسل متوازية مرتبطة بأواصر هيدروجينية. 

3- -chitinγ :   يتكون من اتحاد سلاسل غير متوازيـة-chitin)α (    مـع سلاسـل متوازيـة

chitin)-β( .   

ــضوية                               و ــذيبات الع ــب الم ــاء و اغل ــي الم ــذوبان ف ــديم ال ــه ع ــايتين بأن ــاز الك يمت

( Dutta et al. ,2004)     كما يمتـاز بكونـه عـديم الـسمية (non-toxicity)   و قابـل للتحلـل 

(biodegradability)    ًومتوافق حيويا (biocompatibility)         لذا يدخل في العديد مـن التطبيقـات 

)%              8-5(ويحتوي الكايتين على نيتروجين بنسبة  . (Aranaz et al. ,2009)ية و الصيدلانية الطب

(Dutta et al. ,2004 ; Kumar ,2000) .   
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  .الكايتوزان ) ج(السليلوز ، ) ب(الكايتين ، ) أ(التركيب الكيميائي لكل من ) : 1(الشكل 

  
  

يوجد الكايتين في الجدار الخلوي للعديد من الفطريات مثل الفطريات البازيدية حيـث يـشكل                     

 فضلاً عن تواجده فـي الهيكـل   (Mario et al. ,2008)من الوزن الجاف )% 19.6-8.5(نسبة 

ــان   ــل الروبيـ ــشريات مثـ ــارجي للقـ ــر (Shrimp)الخـ ــرطان البحـ                   (Crab) و سـ

(Wanjun et al. ,2005) و كيوتكل الحشرات (Merzendorfer & Zimoch ,2003) .   

 (glucosamine)      ويتحلل الكايتين بفعل إنزيمات الكايتينيز محـرراً سـكر كلوكـوز أمـين              

 الذي يعد مهماً في تجهيـز  (N-acetylglucosamine)اسيتل كلوكوز أمين   -Nبالإضافة إلى سكر    

ــاء  ــم الأحيــ ــروجين لمعظــ ــاربون و النيتــ ــة الكــ ــط ( المجهريــ )                                           1مخطــ

(Berahim ,2007 ; Kopency & Hodrova ,1998 ; Goodrich & Morita ,1977).   

NHCOCH3  NHCOCH3  
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 .طرق تحلل الكايتين ) : 1(مخطط 
 
 
  
  
 
   :(glucan) الكلوكان  1-3

 يتكون من وحدات سكر     (homopolysaccarides)      الكلوكان عبارة عن سكر متعدد متجانس       

 المرتبطة مع بعضها بأواصر كلايكوسيدية من نوع ألفـا أو بيتـا بـشكل               (D-glucose)الكلوكوز  

 كلوكان فهو عبارة عن بـوليمر  3-1أما بيتا . (Laroche & Michaud ,2007)خطي أو متفرع 

  .β( (Ramada et al. , 2010)(3-1  المرتبطة على شكل (D-glucose)لثمالات سكر الكلوكوز 
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 كلوكان من الأحياء بدائية وحقيقية النواة ، واعتماداً علـى الـصفات التركيبيـة            3-1      ينتج بيتا 

(structural features)بـشكل خطـي  ( كلوكـان  4-1 ، 3-1 كلوكان و بيتا3-1 يقسم إلى بيتا (

ون التفرع أمـا بانتظـام أو بـشكل    بشكل متفرع ويك( كلوكان 6-1 ،   3-1بيتا و)  أ ، ب   2الشكل  (

 كلوكان فـي الجـدار الخلـوي        6-1 ، 3-1 وبيتا 3-1، ويوجد كل من بيتا    )  ج 2الشكل  ) (عشوائي

 بوسـاطة البكتريـا     (exopolysaccarides)للفطريات أو يفرزان على شكل سكر متعدد خارجي         

(Laroche & Michaud ,2007) .   

من الجدار  )% 65-55(لخلوي للخمائر حيث يشكل نسبة       كلوكان في الجدار ا    3-1      ويوجد بيتا 

 4-1 ،3-1أمـا بيتـا  . Saccharomyces cerevisiae  (Klis et al. ,2002)الخلوي للخميرة 

 كلوكـان  3-1و يدخل بيتا. (Johansson ,2006)كلوكان فيوجد في النبات مثل الشعير والشوفان 

داً علـى خصائـصه الفيزياويـة و الحيويـة                             في العديد من التطبيقات الصناعية و الطبيـة اعتمـا         

(Laroche & Michaud ,2007) .   

      قد يرتبط الكلوكان بالكايتين بوساطة أواصر تساهمية في بعض الجدران الخلوية للفطريـات ،             

يكون عديم الـذوبان فـي المـاء و اغلـب المـذيبات العـضوية       )  كلوكان–كايتين (و هذا المعقد   

الحوامض و القواعد الضعيفة ، لكنه قابل للذوبان في كلوريد الهيدروجين المركز بعكس الكـايتين               و

   .(Gamayurova et al. ,1999)و السليلوز 

  
  : الخلوية للفطريات ان الإنزيمات المحللة للجدر 1-4

 كلوكـان      3-1 و بيتـا   (chitin)      تتكون الجدران الخلوية للفطريات بصورة رئيسة من الكايتين         

(β 1-3 glucan) كلوكـان  6-1 وبيتـا (β 1-6 glucan)   و المانـان(Mannan)  و البـروتين 

(Protein)كلوكان 6-1 ، 3-1 ، كما يوجد بيتا (β 1-3 , 1-6 glucan)فضلاً عن ذلـك    المتفرع

   .(Matsumoto ,2006)توجد روابط بين الكايتين والكلوكان 
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        كلوكان       4- 1 ،3- 1بيتا) ب( كلوكان 3-1بيتا) أ(التركيب الكيميائي لكل من ) : 2(الشكل 

  . كلوكان 6-1 ،3-1بيتا) ج(

10 



 التي تحتوي على    (Oomycetes)      يستثنى من التركيب الموصوف أعلاه ، الفطريات البيضية         

ويتغير تركيب الجـدار   . (Bhargava ,2008)ها الخلوية ان في تركيب جدر (cellulose)السليلوز

 و التغـاير الـشكلي   (growth) و النمـو  (cell division)الخلوي للفطريات خلال انقسام الخلية 

(morphogenesis) (Adams ,2004).   

 كلوكـانيز المنتجـة مـن بعـض أنـواع الفطـر            3-1      كما تعد إنزيمات الكـايتينيز و بيتـا       

Trichoderma spp.يمـات الأساسـية المـسؤولة عـن تحليـل الجـدران الخلويـة                 من الإنز

                                      (mycoparasitic action)للفطريـــات الممرضـــة خـــلال عمليـــة التطفـــل     

(De La Cruz et al. ,1993 ,1995b ; Sivan & Chet ,1989).   

  
   : (Chitinase)إنزيم الكايتينيز   1-4-1

 إنزيم الكايتينيز من إنزيمات التحلل المائي حيث يعمل على تحليل الآصرة الكلايكوسـيدية                     يعد

(β 1-4) للكايتين (Koga ,1995).   

      ويتم تصنيف الإنزيم إلى صنفين رئيسين هما الكـايتينيز الـداخلي و الكـايتينيز الخـارجي                 

(Graham & Sticklen , 1994) .  كما أوضحCannon et al. (1994)  إمكانية تصنيف هـذين 

  :النوعين إلى الآتي 
     

يعمل هذا الإنزيم على شطر الأواصر الكلايكوسيدية  : Endochitinase (EC 3.2.1.14)  -أ 

بصورة عشوائية و في مواقع داخلية في سلسلة الكايتين مؤدياً إلى ظهور وحـدات متعـددة        

 مـع   chitotetroase و   chitotriose واطئة الوزن الجزيئـي مثـل        GlcNAcمن سكر   

 . التي تعد الناتج النهائي الأساسي diacetylchitobioseوحدات من السكر الثنائي 
  

 :يقسم الكايتينيز الخارجي بدوره إلى قسمين هما  : Exochitinase  -ب  

1- chitin 1,4 β-chitobiosidases (EC 3.2.1.29) أو chitobiosidases :  

 من النهاية غير    diacetylchitobioseة لسكر   تحفز هذه الإنزيمات الإزالة المتكرر    
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 بـشكل منفـرد دون      diacetylchitobioseالمختزلة لسلاسل الكايتين منتجةً سكر      

 .ظهور أي من السكريات الأحادية أو قليلة الوحدات 
 

2- Chitobiases (EC 3.2.1.30) أو β-(1,4)-N-acetylglucosaminidases :( 

ــكر   ــشطر س ــوم ب ــة                diacetylchitobioseتق ــايتين العالي ــوليمرات الك  وب

(higher chitin polymer)  التي تتـضمن chitotriose و chitotetroase  إلـى 

 كما يقـوم  (exo-type fashion) وتكون عملية الشطر خارجية GlcNAcوحدات 

ــل     ــة مث ــل الملون ــواد التفاع ــشطر م ــزيم ب ــذا الإن  و                      pNP-GlcNAcه

p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-galactosaminide ــارانيتروفينول ــررةً ب  مح

(pNP)    4 ومادة التفاعل-MU-GlcNAc    ً4 محـررة-MU      ونظـراً لامـتلاك ، 

ـــ                                       ــدعى ب ــذا ي ــل ل ــواد التفاع ــال م ــعاً حي ــصاً واس ــزيم تخص الإن

β N-acetylhexosaminidase (EC 3.2.1.52)   . 

  

  : مصادر إنتاج إنزيم الكايتينيز   1-4-2

  ) . 1(      يمكن أن نستعرض أهم مصادر إنزيم الكايتينيز في الجدول 

  

  : دور إنزيم الكايتينيز في الطبيعة   1-4-3

      لإنزيم الكايتينيز دور مهم و متنوع في الطبيعة نظراً لتنوع مصادر إنتاجه ، ففـي الفطريـات     

 ، (Gooday ,1995) (morphogenesis) و التغاير الـشكلي  (nutrition)يلعب دوراً في التغذية 

 ، فـضلاً عـن دوره فـي الامراضـية     (Shin et al. ,2009) (autolysis)والتحلـل الـذاتي   

(pathogenesis) كما يلعب دوراً مهماً في تغذية البكتريا ، (Gooday ,1995) .   

 الفطريـات و الحـشرات الممرضـة                   أما في النبات فيعـد وجـوده وسـيلة دفاعيـة ضـد            

(Sharma et al. ,2011)  .   
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  .الكائنات المنتجة لإنزيم الكايتينيز) : 1(جدول 
  

  

  المراجع    الكائن المنتج

Trichoderma harzianum Nampoothiri et al. ,2004 

Trichoderma viride Omumasaba et al. ,2001 

Trichoderma virens Wasli et al. ,2006 

Penicillium sp. Lee et al. ,2009 

Rhizopus oligosporus 

  لأعفانا

Yanai et al. ,1992 

Candida albicans Mellor et al. ,1994 

Pichia membranefaciens   
& Candida guilliermondii   

  الخمائر
Qing et al. ,2002  

Streptomyces lydicus Mahadevan & Crawford ,1997 

Bacillus thuringiensis Liu et al. ,2010 

Stenotrophomonas maltophilia Zhang et al. ,2001 

Clostridium sp. 

  البكتريا

Konagaya et al. ,2006 

Arabidopsis thaliana Verburg & Huynh ,1991 

Saffran (Crocus sativus) crom Lopez & Gomez-Gomez ,2009 

Pineapple(Ananas comosus)leaf 

  النبات

Taira et al. ,2005 

Bombyx mori الحشرات  Kabir et al. ,2006 
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   : (β 1-3 glucanase) كلوكانيز 3-1إنزيم بيتا  1-4-4

 كلوكانيز من إنزيمات التحلل المائي حيث يعمـل علـى تحليـل الآصـرة               3-1بيتا      یع د إن زیم     

   .(Hong et al. ,2002) (β 1-3 glucan)   كلوكان3-1مركب بيتا لل3-1الكلايكوسيدية بيتا

  : الإنزيم إلى الأنواع الآتية  تصنیف يمكن      و 
  

كلوكان بالإزالة المتعاقبـة  -يقوم بتحليل بيتا :  Exo β 1-3 glucanase (EC 3.2.1.58)  -أ 

 ـ                  سياً                للكلوكوز من النهاية غيـر المختزلـة منتجـاً وحـدات مـن الكلوكـوز ناتجـاً رئي

( Ramada et al. ,2010) .  
 

يعمل هذا الإنزيم على شطر الأواصر الكلايكوسـيدية بـصورة    :  Endo β-glucanase -ب  

 (glucanobiose)كلوكان محرراً جزيئات كلوكان ثنائيـة       -عشوائية على طول سلسلة بيتا    

  . (glucanotriose)وثلاثية 

   :(Boeckmann et al. ,2003 ; Terra & Ferreira , 1994)      ويتضمن النوعين الآتيين 
 

1- endo β 1-3(4) glucanase (EC 3.2.1.6) :   الذي يتمكن من تحليل كلا نـوعي

 ) .4-1 و بيتا3-1بيتا(الآصرة الكلايكوسيدية 
  

2- endo β 1-3 glucanase (EC 3.2.1.39) :     الذي يتمكن مـن تحليـل الآصـرة

  .  فقط 3-1الكلايكوسيدية بيتا
  

  

  : كلوكانيز 3-1 مصادر إنتاج إنزيم بيتا 1-4-5

  ) . 2( كلوكانيز في الجدول 3-1 استعراض المصادر المهمة لإنزيم بيتايمكن      
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  . كلوكانيز 3- 1الكائنات المنتجة لإنزيم بيتا) : 2(جدول 
  

  المراجع    الكائن المنتج

Trichoderma harzianum El-Katatny et al. ,2001 
Trichoderma viride Yi et al. ,2008 
Trichoderma reesei Bamforth ,1980 
Trichoderma asperellum Marcello et al. ,2010 
Penicillium italicum Sanchez et al. ,1982 
Botrytis cinerea 

  عفانالأ

Stahmann et al. ,1993 

Candida albicans Molina et al. ,1989 
Pichia anomala 

  الخمائر
Jijakli & Lepoivre ,1998 

Arthrobacter sp. Pang et al. ,2004 
Bacillus subtilis Leelasuphakul et al. ,2006  
Bacillus circulans 

  البكتريا
Aono et al. ,1992 

Soybean (Glycine max) leaves Park et al. ,1992 
Sugar beet (Beta vulgaris) leaves Jwanny et al. ,2001 
Pea (Pisum sativum) pods 

  النبات
Mauch et al. ,1988 

  

  :  كلوكانيز في الطبيعة 3-1 دور إنزيم بيتا 1-4-6

 كلوكانيز على مصدر إنتاجه ، ففـي النبـات لـه    3-1      تعتمد الوظائف الفسيولوجية لإنزيم بيتا   

 ، ولـه  (Grenier et al. ,1993) (Fungal Pathogens)وظيفة دفاعية ضد الممرضات الفطرية 

كما يعـد عـاملاً    . (Neale et al. ,1990) (cell differentiation)دور أيضاً في تمايز الخلية 

   .(Watanabe et al. ,1992)مهماً في تغذية البكتريا 

 ـ        3-1       أما في الفطريات فلإنزيم بيتا     شكلي  كلوكانيز وظائف مختلفة حيث يشارك في التغاير ال

(Adams ,2004)   و التحلـل الـذاتي (Szilagyi et al. ,2010 ; Stahmann et al. ,1992) 

   .  (Sivan & Chet ,1989 ; Lorito et al. ,1994)إضافةً إلى دوره الأساسي في التغذية 
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   :(Protease) إنزيم البروتييز   1-4-7

ي جزيئـة البـروتين محـرراً ببتيـدات               يعمل إنزيم البروتييز على شطر الأواصر الببتيدية ف       

   .(Qadar et al. ,2009 ; Haggag et al. ,2006)صغيرة و أحماض أمينية 

مـن مجمـوع     % 60      ويعد إنزيم البروتييز من أهم الإنزيمات المنتجة صناعياً إذ يشكل نسبة            

ادر متعددة مثـل  وينتج الإنزيم من مص . (Romsomsa et al. ,2010)الإنزيمات المنتجة عالمياً 

النباتات و الحيوانات و الأحياء المجهرية ، غير أن البكتريا و الفطريات تعـد المـصادر الرئيـسة                  

   . (Haq et al. ,2006)لإنتاجه 

   :(Whitaker ,1972)      يتم تصنيف الإنزيمات المحللة للبروتين على أساس آلية العمل إلى 

1- Serine Proteases  : قع ضـمن هـذه المجموعـة هـي مـن نـوع       الإنزيمات التي ت

(endopeptidases) ــشمل   و Elastase  و Trypsin  و Chymotrypsin( وتــــ

Thrombin و  Subtilisin (   ــاطة ــات بوســ ــذه الإنزيمــ ــبط هــ ، و تثــ

diisopropylphosphorofluoridate         نتيجة ارتباطها بمجموعـة الهيدروكـسيل لثمالـة 

  .  زيم حامض السيرين في الموقع الفعال للإن

2- Sulfhydryl Proteases  :  تشمل هذه المجموعة إنزيمات النباتات الراقية مثل)Papain  

  . Sulfhydryl Reagentsو تثبط هذه الإنزيمات بوساطة ) Bromelain  و Ficinو 

3- Metal-Containing Proteases  :    الإنزيمات التي تقع ضمن هذه المجموعة هـي مـن

  Carnosinase  و    Prolidase  و    Carboxypeptidase (مثل) exopeptidases(نوع  

ــخ  ... Iminodipeptidaseو  ــاطة                 ) الـ ــات بوسـ ــذه الإنزيمـ ــبط هـ ، و تثـ

metal-chelating agents .   

      كما يتم تصنيف إنزيمات البروتييز على أساس مدى الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية الإنـزيم     

   . (Morihara ,1974)  (alkaline) و قاعدي (neutral) و متعادل (acid)إلى حامضي 
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  : اختيار سلالات الأحياء المجهرية لإنتاج الإنزيمات   1-5

      إن قيام عملية إنتاج الإنزيمات يرتكز أساساً على اختيار الأحياء الملائمة التي تنـتج كميـات                

  : (Vyas & Dixit ,2009)هرية المنتجة بالآتيكبيرة من الإنزيمات ويجب أن تتصف الأحياء المج

يفضل انتخاب الأحياء المجهرية التي تقوم بإفراز إنزيماتها إلى الخارج وذلك لسهولة فصل              -1

  .هذه الإنزيمات 

 .يفضل انتخاب الأحياء المجهرية التي تنتج كميات كبيرة من الإنزيمات  -2

 .نزيمات قصيراً  لإنتاج الإ(fermentation time)أن يكون وقت التخمر  -3

 .أن لا تقوم السلالات المستخدمة بإنتاج مواد ايضية تثبط نمو الأحياء المجهرية الأخرى  -4

  .(non-pathogenic)أن تكون الأحياء المنتخبة غير ممرضة  -5

 .يفضل أن تستخدم الأحياء التي تتمكن من النمو على مواد رخيصة  -6

فهنـاك  .  كلوكـانيز    3-1 لإنزيمي الكايتينيز وبيتا         توجد عدة سلالات فطرية معروفة بإنتاجها     

ــنس    ــن الج ــواع م ـــ  Trichodermaأن ــة ب  و                 T. auroviride و T. viride المتمثل

T. pseudokoningii و T. harzianum  3-1 والتي استخدمت لإنتاج إنزيمي الكـايتينيز و بيتـا 

 Ulhoa & Peberdyوأوضـح   . Bruce et al. (1995)كلوكانيز في الدراسة التـي أجراهـا   

 في إنتاج إنزيم الكايتينيز بعد غربلـة  الع زلات  هي أكفأ T. harzianum 39.1 أن السلالة (1991)

 في إنتاج إنزيم الكايتينيز مـن  T. harzianumكما تميزت أربع عزلات للفطر .  عزلة فطرية 14

 أن العزلـة   Sharaf (2005)وذكـر   . (Saad & Nawar ,2001) عزلـة فطريـة   12بـين  

Alternaria alternate  عـزلات فطريـة عائـدة    8 هي الأكثر إنتاجاً لإنزيم الكايتينيز من بـين 

  .   لأجناس مختلفة 

 و الـسلالة  Paenibacillus chitinolyticus JK2      أما فـي البكتريـا فتميـزت الـسلالة     

Aeromonas sp. JK1  ــين ــن ب ــزي  50 م ــاج إن ــة لإنت ــلالة بكتيري ــايتينيز                              س م الك

(Al Ahmadi et al. ,2008 a , b) .   وأوضـحShanmugaiah et al. (2008)  أن العزلـة 

Bacillus laterosporous MML2270  هي أفضل العزلات المحللة للكايتين بعد عملية غربلـة 
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 Serratiaلة لبكتريـا   سـلا 102 سلالة من بـين  57وتميزت .  عزلة محللة للكايتين 39شملت 

marscens واختيرت منها السلالة S. marscens WF   لإنتاج إنزيم الكايتينيز في الدراسـة التـي 

   .Mejia-Saules et al. (2006)أجراها 

  

  : كلوكانيز 3-1 في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتاةتأثير الظروف المزرعي  1-6

الخلية يتحدد بعوامل عدة تتضمن نوع السلالة المـستخدمة               إن إنتاج الإنزيمات المحللة لجدار      

   .(Harman et al. ,2004 ; Howell ,2003)والظروف المزرعية و نوع المادة الأساس  

  

  :  تأثير المصدر الكاربوني  -1
      يعد المصدر الكاربوني ضرورياً لتزويد الخلية بالطاقة بالإضافة لأهميته فـي بنـاء الخلايـا                    

و تأثيره على إنتاج المنتجات الايضية الأولية و الثانوية حيث تـصل نـسبته إلـى                ) الكتلة الحيوية (

   .  (Harvey & McNeil ,2008)من الوزن الجاف للخلايا % 50

 كلوكانيز من أحيـاء  3-1      استخدمت مصادر كاربونية مختلفة في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا       

راسة شملت ثمانية مصادر كاربونية لمعرفة تأثيرهـا فـي إنتـاج إنـزيم              مجهرية مختلفة ، ففي د    

 Ulhoa & Peberdy (1991) أشـار  Trichoderma harzianum 39.1الكايتينيز من الفطـر  

  . إلى تفوق الكايتين في إنتاج الإنزيم 

الغروي  أن الكايتين Nampoothiri et al. (2004)      و باستخدام تخمرات الحالة الصلبة وجد 

هو أفضل المصادر الكاربونية المستخدمة في إنتاج إنـزيم الكـايتينيز مـن الفطـر                      % 1بتركيز  

T. harzianum .     ــا ــاج لإنــزيم بيت  كلوكــانيز الخــارجي                       3-1و كــان أعلــى إنت

(exo β 1-3 glucanase) من الفطر Trichoderma asperellum  ي  باستخدام الجـدار الخلـو

 % 0.5 ، في حين استخدم الكايتين بتركيـز Rhizoctonia solani (Bara et al. ,2003)للفطر 

 Rhizopus microsporus var microsporusكلوكـانيز مـن الفطـر    -لإنتـاج إنـزيم بيتـا   

(Celestino et al. , 2006) .  
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 5و بتركيـز   مقارنة بين مصادر كاربونية مختلفـة  Al Ahmadi et al. (2008 b)      وأجرى 

  حيث اشتملت هـذه المـصادر   Aeromonas sp. JK1لتر لإنتاج إنزيم الكايتينيز من البكتريا /غم

إضافة إلى المعاملـة الخاليـة مـن المـصدر          ) الكايتين و سكريات أحادية و ثنائية و متعددة       (على  

اسـتخدم تراكيـز   الكاربوني ، فلوحظ أن الكايتين هو أفضل مصدر كاربوني لإنتاج الإنزيم ، بعدها    

  .  لتر هو التركيز الأمثل لإنتاج الإنزيم / غم 7.5متدرجة من الكايتين وأوضحت دراسته أن تركيز 

  

  : تأثير المصدر النيتروجيني  -2
     يعد النيتروجين من العناصر الأساسية لبناء و نمو الخلايا الحية و يدخل في تركيب البروتينات               

تكـون مـصادر    . من الـوزن الجـاف للخلايـا        )% 14-8(والي  و الحوامض النووية و يشكل ح     

أما لا عضوية مثل النيتروجين الجـوي وأمـلاح الامونيـوم       : النيتروجين في الطبيعة على نوعين      

والنتــرات أو تكــون مــصادر عــضوية مثــل الحــوامض الأمينيــة والبروتينــات ومــشتقاتها         

  ) .  1990الخفاجي ، (

الدراسات أن هنالك تبايناً في تأثير نوع المصدر النيتروجيني فـي إنتـاج                  أوضحت العديد من    

 كلوكـانيز مـن الأحيـاء المجهريـة ، ففـي دراسـة أجراهـا                               3-1إنزيمي الكـايتينيز و بيتـا     

El-Katatny et al. (2000)    لإنتاج الإنزيمين المـذكورين مـن الفطـر T. harzianum  كـان 

الأفـضلان فـي إنتـاج إنزيمـي        ) كازائين-نقيع الذرة الصلب و الببتون    (ان  المصدران النيتروجيني 

 .  كلوكانيز على التوالي من بين عدة مصادر نيتروجينية عضوية و لاعضوية 3-1الكايتينيز و بيتا

 باستخدام تخمرات الحالة الصلبة أن إنتاج إنزيم الكـايتينيز  Nampoothiri et al. (2004)ووجد 

  يزداد عند استخدام مستخلص الخميرة مصدراً نيتروجينيـاً و بتركيـز     T. harzianumمن الفطر 

2  . %   

 تميـز  Serratia marcescens      أوضحت دراسة أخرى لإنتاج إنزيم الكايتينيز من البكتريـا  

الببتون في إنتاج الإنزيم من بين عدة مصادر شملت الجيلاتين و الكازائين و مستخلص الخميـرة و                 

لتـر  /  غم 0.33 ، بينما كانت اليوريا  )2007محمود ، ( منزوع الدهن بالإضافة إلى الببتون حليب
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           .Paenibacillus spأفــضل مــصدر نيتروجينــي لإنتــاج إنــزيم الكــايتينيز مــن البكتريــا 

(Singh et al. ,2009b) .   

  

  :  تأثير مدة الحضن  -3
 3-1ل إلى أقصى إنتاج من إنزيمي الكـايتينيز و بيتـا                تباينت أوقات الحضن اللازمة للوصو    

 24أن مـدة حـضن مقـدارها    ) 2006(كلوكانيز من الأحياء المجهرية المختلفة ، فقد وجدت عبيد      

 النامي في وسط حاوي T. harzianum Rifaiساعة هي الأفضل لإنتاج إنزيم الكايتينيز من الفطر 

 .Tikhonov et al ، بينمـا أوضـح   Rhizoctonia solaniعلى الغزل الفطري الجاف للفطـر  

ــرين  (2002) ــن الفط ــايتينيز م ــزيم الك ــاج إن                   Verticillium chlamydosporium أن إنت

  . يوم ) 20-18( يصل إلى أقصاه بعد مدة حضن مقدارها V. suchlasporium و 

 ساعة هـي المـدة   72أن  Fleuri et al. (2009)  و de Marco & Felix (2007)      وذكر 

 و إنزيم الكايتينيز مـن  T. harzianum كلوكانيز من الفطر 3-1اللازمة للحصول على إنزيم بيتا

 Jijakli & Lepoivreوأشـار .  على التوالي Cellulosimicrobium cellulans 191البكتريا 

 Pichia anomala strain كلوكانيز الخارجي من الخميـرة  3-1 إلى أن إنتاج إنزيم بيتا(1998)

K النامية في وسط حاوي على الجدار الخلوي للفطر Botrytis cinerea أيام 5  يصل أقصاه بعد 

  . من بدء الحضن 

  

  :  تأثير سرعة الرج  -4
      يختلف التركيز الأمثل للأوكسجين اللازم لإنتاج المنتجات المختلفة ، و يعد انتقال الأوكـسجين         

وله إلى الخلايا النامية عاملاً حاسماً في عملية التخمر ، و تـؤثر فـي               خلال الوسط الزرعي و وص    

سرعة الانتقال عوامل عدة منها سرعة جريـان الهـواء و سـرعة المـزج عـن طريـق الـرج             

(Agitation)               حيث يزيد الرج من المساحة السطحية المتاحة لانتقال الأوكسجين و يبطـئ سـرعة 
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الوسط الزرعي السائل و يمنع انـدماج الفقاعـات الهوائيـة      صعود الفقاعات الغازية و تحررها من       

  ) .1991الحيدري ، (

      وللتحريك وظائف أخرى في عملية التخمر غير المساعدة على التهوية منها نشر و منع تكتـل                

خلايا الأحياء المجهرية و نشر المواد الغذائية بـصورة متـساوية فـي جميـع أرجـاء المخمـر                      

  ) . 1989لح ، الحيدري و المص(

 كلوكـانيز مـن الأحيـاء       3-1      استخدمت سرع رج مختلفة لإنتاج إنزيمي الكـايتينيز و بيتـا          

 3-1 و إنـزيم بيتـا  Talaromyces flavusالمجهرية ، فقد تم إنتاج إنزيم الكايتينيز مـن الفطـر   

ارها  باستخدام سـرعة رج مقـد  Trichoderma longibrachiatumكلوكانيز الداخلي من الفطر 

 على التوالي ، (Tangarone et al. ,1989) و (Duo-Chuan et al. ,2005)دقيقة / دورة 200

 سـرعة رج مقـدارها   Mustafa et al. (2005)  و Ulhoa & peberdy (1991)بينما استخدم 

ن  كلوكانيز على التوالي من سلالتين مختلفتي      3-1دقيقة في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا      / دورة   180

   . T. harzianumللفطر 

 إلى أن أفضل سرعة رج لإنتاج إنـزيم الكـايتينيز مـن الفطـر     Liu et al. (2003)      وأشار 

Verticillium lecanii دقيقة / دورة 150 بلغت .  

  

  : تأثير الرقم الهيدروجيني الابتدائي   -5
الية الإنزيمية التـي تـشترك فـي          إن للرقم الهيدروجيني تأثيراً في عملية التخمر حيث أن الفع     

  ) . 1991الحيدري ، (المساعدة على تكّون المنتوج مدى مفضل محدود من الأرقام الهيدروجينية 

 أن الرقم الهيدروجيني الابتـدائي للنمـو و إنتـاج إنـزيم     Saad & Nawar (2001)      وجد 

 Tweddell et al. (1994)ر و أشا . 6.5 كان T. harzianumالكايتينيز من أربع عزلات للفطر 

 وصل إلى أعلى مستوى له عنـد  Stachybotrys elegansإلى أن إنتاج إنزيم الكايتينيز من الفطر 

 كلوكانيز إلى المـستوى ذاتـه عنـد رقـم           3-1 ، بينما وصل إنتاج إنزيم بيتا      5.0رقم هيدروجيني   
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زيم الكايتينيز من البكتريا  أن أفضل إنتاج لإنVaidya et al. (2001)و أوضح  . 4.0هيدروجيني 

Alcaligenes xylosoxydans 8.0  كان عند رقم هيدروجيني .   

 كلوكانيز من الفطـر        3-1 وسط الإنتاج لإنزيم بيتاde Marco & Felix (2007)      و استخدم 

T. harzianum ـ . 5.5 برقم هيدروجيني  و و في دراسة أخرى عدل الرقم الهيدروجيني لوسط النم

 7.0 إلـى  Bacillus subtilis NSRS89-24 كلوكـانيز مـن البكتريـا    3-1و إنتاج إنزيم بيتـا 

(Leelasuphakul et al. ,2006) .   

  

  : تأثير حجم اللقاح   -6
      تعد نوعية اللقاح و تكاثره من العوامل المهمة في زيادة الإنتاج و في الحصول علـى نتـائج                  

رة المستخدمة في الدراسات البحثية و هنـاك بعـض الـشروط            تجريبية جيدة في الأحواض الصغي    

  : الواجب توفرها في اللقاحات لغرض استعمالها بشكل ناجح 

يجب أن تكون خلايا اللقاح صحية و في حالة فعالة لكي تقلل فتـرة طـور التطبـع فـي                      -أ 

  . التخمرات اللاحقة 

 . أن تحضر بحجوم ملائمة  -ب  

 .ناسب لعملية التخمر  يجب أن تكون خلايا اللقاح بشكل م -ج 

 . يجب أن تكون خالية من الملوثات   -د 

  .  يجب أن تكون حاملة للصفة الإنتاجية التي تستعمل من اجلها -ھـ

      إن أهم العوامل التي تجعل اللقاح مستوفياً للمتطلبات المذكورة آنفاً هي طبيعة الوسط الزرعي              

  ) .  1989الحيدري و المصلح ، (المستخدم في تحضير اللقاح 

 كلوكانيز من الأحيـاء     3-1      لقد استخدمت حجوم لقاح مختلفة في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا          

لإنتاج إنزيم الكايتينيز من  % 10 حجم لقاح مقداره Wasli et al. (2006)المجهرية ، فقد استخدم 

 Maj et al.(2002)  و Ulhoa & peberdy (1991)وأشـار   . Trichoderma virensالفطر 
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              مـل لإنتـاج إنـزيم الكـايتينيز مـن الفطـر      /  سـبور 107×1إلى استخدام حجم لقـاح مقـداره      

T. harzianumكلوكانيز من الفطر 3-1 و إنزيم بيتا Trichoderma hamatum على التوالي  .  

ــد        ــصلبة ، وج ــة ال ــرات الحال ــا تخم ــتخدمت فيهم ــصلتين اس ــتين منف ــي دراس                 وف

Nampoothiri et al. (2004) أن أفضل إنتاج لإنزيم الكايتينيز من الفطر  T. harzianum كان 

مـل ، بينمـا     /  سـبور  107×4 مل من العالق السبوري الحاوي على        2باستخدام حجم لقاح مقداره     

  كلوكـانيز مـن الفطـر      -إنـزيم بيتـا   أشارت الدراسة الثانية إلى أن أفضل حجم لقـاح لإنتـاج            

Aspergillus terreus وسـط  ال غم من 10 لكل) مل/  سبور107( مل من العالق السبوري 1 هو

   . (Prajanban et al. ,2008) ينتاجالإ

 كلوكـانيز مـن   3-1 في دراسة قام بها لإنتاج إنزيم بيتـا Noronha et al. (2000)      و ذكر 

  . مل / ر سبو106×4 أن حجم اللقاح المستخدم هو T. harzianumالفطر 

  

  :  تأثير درجة الحرارة  -7
      أشارت دراسات عدة إلى اختلاف درجة الحرارة المستخدمة في إنتاج إنزيمـي الكـايتينيز و               

 أن Nampoothiri et al. (2004) كلوكانيز من الأحياء المجهرية المختلفة ، فقـد ذكـر   3-1بيتا

 م باسـتخدام  30 هـي  T. harzianumأفضل درجة حرارة لإنتاج إنزيم الكايتينيز مـن الفطـر   

 م هي الدرجة الحرارية المثلى لإنتاج إنـزيم  35تخمرات الحالة الصلبة ، بينما كانت درجة الحرارة   

 من بين درجات حرارية مختلفـة  Bacillus laterosporous MML2270الكايتينيز من البكتريا 

   . (Shanmugaiah et al. ,2008)م ) 45-20(تراوحت بين 

 لإنتاج إنزيم الكـايتينيز الخـارج خلـوي مـن     Fleuri et al. (2009)      و في دراسة أجراها 

و أشـار  .  م 25 كانت درجة الحرارة المثلـى  Cellulosimicrobium cellulans 191البكتريا 

Vazquez-Garciduenas et al. (1998) و  Saravanan et al. (2007)   إلـى أن درجـة 

  والفطـر      T. harzianum كلوكـانيز مـن الفطـر    3-1ة لإنتاج إنـزيم بيتـا  الحرارة المستخدم

Trichoderma reesei (3929) 28 على التوالي هي م  .  
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  : تأثير الأملاح المعدنية   -8
      على الرغم من توفر مصادر الطاقة و الكاربون و النيتروجين للخليـة الميكروبيـة فإنهـا لا                 

لغياب الكلي للعناصر المعدنية ، و يرجع ذلك إلى ضرورة وجود العناصـر           تستطيع النمو في حالة ا    

المعدنية لتنشيط الكثير من التفاعلات الايضية و إلى وظيفة المركبات الفوسفاتية في توليد و تخزين                

الطاقة  و إلى دخول المعادن في التركيب البنـائي لعـدد مـن المكونـات البنائيـة فـي الخليـة                                    

  ) . 1987اجدي و علي ،س(

      ومن الضروري تحديد نسب و أنواع الأملاح المعدنية التي تضاف إلى الوسط الزرعي مـن                

  ) . 1989الحيدري و المصلح ، (خلال دراسة المسارات الايضية لإنتاج المنتجات المرغوبة 

 و كبريتـات   فوسفات البوتاسيوم ثنائيـة الهيـدروجين  Kucuk & Kivanc (2004)      استخدم 

 3-1لتر على التوالي لإنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتـا        /غم  ) 0.2  و    0.9(المغنيسيوم المائية بتركيز    

و في دراسة أخرى استخدمت فوسفات البوتاسـيوم ثنائيـة    . T. harzianumكلوكانيز من الفطر 

نتاج إنزيم الكايتينيز   لإ % 0.05و كبريتات المغنيسيوم المائية بتركيز       % 0.07الهيدروجين بتركيز   

   . Bacillus sp. WY22 (Woo et al. ,1996)من البكتريا 

 بدراسة تـأثير فوسـفات   Prajanban et al. (2008)      وباستخدام تخمرات الحالة الصلبة قام 

 كلوكـانيز مـن الفطـر         - فـي إنتـاج إنـزيم بيتـا        (KH2PO4)البوتاسيوم ثنائية الهيـدروجين     

Aspergillus terreus غم من وسط 10 غم لكل 0.825  ، لوحظ أن أفضل تركيز لهذا الملح هو 

و كان تركيز فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين و كبريتات المغنيسيوم المائية المضافة            . الإنتاج  

علـى  )% 0.03  و 0.2( هـو  T. harzianum كلوكانيز من الفطر 3-1إلى وسط إنتاج إنزيم بيتا

   . (Noronha et al. ,2000)التوالي 

  

  :  كلوكانيز 3-1 تنقية إنزيمي الكايتينيز و بيتا 1-7

      تعتمد عملية التنقية لبروتين معين من مجموعة من البروتينـات علـى الخـواص الفيزيائيـة                

والكيميائية للبروتين ومنها الاختلاف في الوزن الجزيئي و كثافـة الـشحنة و توزيعهـا و ذائبيـة                  
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خصصه للارتباط بمجموعة معينة والاختلاف في الثبات تجاه درجة الحـرارة ، و تـتم   البروتين و ت 

عملية التنقية باستخدام وسائل مختلفة منها الترسيب بالأملاح اللاعضوية مثل كبريتـات الامونيـوم              

والمذيبات العضوية مثل الأسيتون و كذلك استخدام الطرائق الكروماتوغرافية مثل التبادل الأيـوني              

   . (Burgess ,2008)لترشيح الهلامي وا

لإنـزيم الكـايتينيز مـن الفطـر      )IIو I ( من تنقية الصورتين Yanai et al. (1992)      تمكن 

Rhizopus oligosporus   و ذلك بالترسيب بكبريتات الامونيوم فكروماتوغرافيا الألفـة باسـتخدام 

 و أخيراً كروماتوغرافيـا التبـادل   Sephadex G-75الكايتين ثم الترشيح الهلامي باستخدام الهلام 

 و تم الحصول من خطوة التنقية الأخيرة على عـدد      DEAE-Toyopearlالأيوني باستخدام المبادل    

للصورتين المـذكورتين   )% 1.7 و   1.8(مرة بحصيلة إنزيمية مقدارها     ) 6.0 و   13.3(مرات تنقية   

 ـOmumasaba et al. (2001)ونجح . على التوالي  ة إنـزيم الكـايتينيز مـن الفطـر      من تنقي

Trichoderma viride  و ذلك بثلاث خطوات تنقية شملت كروماتوغرافيا التبادل الأيوني مـرتين 

 ثانياً ومن Q-Sepharose أولاً وباستخدام المبادل DEAE Sepharose CL-6Bباستخدام المبادل 

 % 11.7لة إنزيمية مقـدارها   بحصيSephacryl S-100 HR ثم الترشيح الهلامي باستخدام الهلام 

  . مرة 14.3وعدد مرات تنقية 

 Vibrio sp. 98CJ11027 بتنقية إنزيم الكايتينيز مـن البكتريـا   Park et al. (2000)      وقام 

فكروماتوغرافيا التبادل الأيـوني باسـتخدام المبـادل                 % 30باستخدام الترسيب بكبريتات الامونيوم     

Q-Sepharose ثم الترشيح الهلامي باستخدام الهلام  ومنSephadex G-200   وقد حـصلوا مـن 

كمـا   .  مـرة    33.1وعدد مرات تنقيـة      % 27خطوة التنقية الأخيرة على حصيلة إنزيمية مقدارها        

 مـن تنقيـة إنـزيم الكـايتينيز مـن البكتريـا       Narayana & Vijayalakshmi (2009)تمكـن  

Streptomyces sp. والثانيـة   % 80بالترسيب بكبريتات الامونيـوم بتركيـز   الأولى :  بخطوتين

 مرة وحصيلة إنزيميـة  5  بعدد مرات تنقية Sephadex G-100بالترشيح الهلامي باستخدام الهلام 

46.2 . %   
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 .Jian-Yi et al كلوكانيز ، فقـد تمكـن   3-1      و تناولت العديد من الدراسات تنقية إنزيم بيتا

 و الحصول على عدد مـرات  Trichoderma reesei GXCم من الفطر  من تنقية الإنزي(2002)

وذلك باستخدام الترسيب بكبريتات الامونيـوم       % 6.62 مرة بحصيلة إنزيمية     14.60تنقية مقدارها   

 ثـم كروماتوغرافيـا التبـادل الأيـوني     Sephadex G-100و الترشيح الهلامي باستخدام الهلام 

% 9.5وتم الحصول على حصيلة إنزيمية مقدارها  . DEAE-Sephadex A-50باستخدام المبادل 

                كلوكـانيز الخـارجي مـن الفطـر    3-1 مـرة مـن تنقيـة إنـزيم بيتـا     35.7وعدد مرات تنقية  

T. asperellum           ــلام ــتخدام اله ــي باس ــيح الهلام ــملت الترش ــة ش ــوتي تنقي ــك بخط  وذل

Sephacryl S-100يــوني باســتخدام المبــادل  و كروماتوغرافيــا التبــادل الأQ-Sepharose     

(Bara et al. ,2003) .   

 Bacillus subtilis كلوكـانيز مـن البكتريـا    3-1      وفي دراسة أخرى لتنقية إنـزيم بيتـا  

NSRS89-24      ثم كروماتوغرافيا التبـادل الأيـوني       % 80 باستخدام الترسيب بكبريتات الامونيوم

ــادل  ــتخدام المب ــلام        DEAE-Sephacelباس ــتخدام اله ــي باس ــيح الهلام ــراً الترش   و أخي

Sephadex G-100 27.6 مرة بحـصيلة إنزيميـة   38.9 ، تم الحصول على عدد مرات تنقية                   % 

(Leelasuphakul et al. ,2006) .   

  
  : كلوكانيز 3-1توصيف إنزيمي الكايتينيز و بيتا  1-8

   : (Vmax) و السرعة القصوى (Km) تعيين قيم ثابت ميكالس  -1

      إن لتعيين قيمة ثابت ميكالس أهمية كبيرة بالنسبة للتفاعلات الإنزيمية و ذلك للأسباب الآتيـة               

  ) :1991الداودي ، (

  .  على القيمة التقريبية لمستوى مادة الأساس داخل الخلية Kmيمكن التعرف من قيمة   -أ 

 فان القيمة الرقمية له تعـد وسـيلة للمقارنـة بـين              مقدار ثابت لإنزيم معين لذا     Km يكون    -ب  

الإنزيمات من مختلف الكائنات الحية ، أو بين الإنزيمات من أنسجة مختلفة للكـائن الحـي                

 . نفسه أو بين الإنزيمات في نسيج معين في مختلف مراحل النمو 
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 .  بسبب المواد العضيدة طريقة لتنظيم فعالية الإنزيم Km يعد التغير في قيم   -ج 

 فانه بالاستطاعة السيطرة على ظروف التجربة إذ يمكن تعيين قيمـة            Km عند معرفة قيمة      -د 

] S[السرعة القصوى للتفاعل الإنزيمي و التي تعد مقياس لتركيز الإنزيم و ذلك عندما تكون               

  . Kmاكبر بكثير من 

 . أساس للإنزيم   يعبر ثابت ميكالس عن الملائمة النسبية لمواد بديلة لتكون مواد -   ھـ 

ــا  Dahiya et al. (2005)      قــدر   الثوابــت الحركيــة لإنــزيم الكــايتينيز مــن البكتري

Enterobacter sp. NRG4 فكانت قيمة Km مـل  / ملغم) 2.0 و 1.8 و 1.41 و 1.43( تساوي

سـاعة  / مـايكروغرام / مايكرومول) 33.33 و   40.0 و   74.07 و   83.33( فتساوي   Vmaxأما الـ   

 و (Colloidal Chitin) و الكـايتين الغـروي   (Swollen Chitin)دام الكـايتين المنـتفخ   باستخ

 كمـواد  (Glycol Chitin) و الكايتين الكلايكولي (Regenerated Chitin)الكايتين المعاد تكوينه 

 لتقدير الثوابـت الحركيـة   Yong et al. (2005)وفي دراسة أخرى قام بها .  تفاعل على التوالي 

مـل و  / ملغـم ) Km) 6.95  كانت قيمة Sanguibacter strain C4م الكايتينيز من البكتريا لإنزي

وكانـت قيمـة    .  باستخدام الكايتين الغروي كمادة تفاعل       1-)ملغم.دقيقة(وحدة  ) Vmax) 10.53الـ  

Km    و  Vmax       دقيقة على  /  وحدة 0.246مل و   /  ملغم 0.087 باستخدام اللامينارين كمادة تفاعل هي

 3-1 لتقدير الثوابت الحركيـة لإنـزيم بيتـا   Bara et al. (2003)والي وذلك في دراسة أجراها الت

   . T. asperellum المنقى من الفطر (exo β 1-3 glucanase)كلوكانيز الخارجي 

 Vmax  و Km فيمتلـك قيمـة   T. harzianum كلوكانيز المنقى من الفطر 3-1      أما إنزيم بيتا

مل على التوالي باسـتخدام اللامينـارين كمـادة تفاعـل              .دقيقة/  ملغم 0.3ل و   م/  ملغم 0.099هي  

(de Marco & Felix ,2007) .  كما أوضحJijakli & Lepoivre (1998)3-1 أن لإنزيم بيتا 

 مقـدارها  Vmax و Km  قيمة Pichia anomala strain Kكلوكانيز الخارجي المنقى من الخميرة 

ساعة على التوالي وذلك باستخدام اللامينارين كمادة       / مل/  مايكروغرام 48.54مل و   /  ملغم 22.41

  .تفاعل أيضاً 
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  :  كلوكانيز 3-1 تأثير الرقم الهيدروجيني في فعالية إنزيمي الكايتينيز و بيتا -2
 سوف يؤثر تأثيراً كبيراً     pH      بما أن الإنزيمات عبارة عن مواد بروتينية فان أي تغيير في الـ             

 الصفات الأيونية للمجاميع الأمينية و الكاربوكسيلية الموجودة في جزيئـة البـروتين وبالتـالي           على

سوف تؤثر على الموقع أو المواقع الفعالة للإنزيم وكذلك على هيئة وشكل البروتين إضافة إلـى أن                 

للبـروتين   سوف تؤدي إلى تغييـر الحالـة الطبيعيـة          pHالقيم العالية أو الواطئة نوعاً ما من الـ         

(denaturation)           ومن ثم الإقلال من فعالية الإنزيم ، ومن المعلوم أن لكل إنزيم قيمة معينـة مـن 

 (Optimum pH) المثلـى  pH التي يعمل عليها بطاقته القصوى وتسمى بدرجـة الــ   pHالـ 

  ) .  1986دلالي ، (

المثـالي لفعاليـة إنـزيم     هو الرقم الهيدروجيني (pH 7.0) أن Souza et al. (2003)      ذكر 

 . Colletotrichum gloeosporioides المنقى من الفطـر  (endochitinase)الكايتينيز الداخلي 

 أوضح أن الـرقم الهيـدروجيني الأمثـل لفعاليـة     Kawachi et al. (2001)وفي دراسة قام بها 

 ينحـصر  Isaria japonicaالمنقيتين من الفطر ) P-2 و P-1(صورتي الكايتينيز الخارج خلوي 

 9.0وكان الرقم الهيدروجيني    . للصورتين المذكورتين على التوالي     ) 4.5-4.0(و  ) 4.0-3.5(بين  

 Streptomyces thermoviolaceusهو الأمثل لفعالية إنزيم الكايتينيز المنقـى مـن البكتريـا     

OPC-520 (Tsujibo et al. ,1993) .   

 كلوكانيز فقـد وجـد   3-1وجيني الأمثل لفعالية إنزيم بيتا         وتناولت دراسات أخرى الرقم الهيدر    

Rana et al. (2003) أن (pH 3.6)                هــو الأمثــل لفعاليــة الإنــزيم المنقــى مــن الفطــر 

T. harzianum . كلوكانيز الخارجي المنقـى مـن الخميـرة    3-1وكانت أعلى فعالية لإنزيم بيتا 

Candida albicansمن فعاليته عند الـرقمين   % 70ويفقد ) 6.0-5.5(وجيني  عند الرقم الهيدر

   .(Molina et al. ,1989)) 7.0  و 5.0(الهيدروجينيين 

 كلوكـانيز الـداخلي          3-1 فـي دراسـة عـن إنـزيم بيتـا     Pang et al. (2004)      وأوضح 

(endo β 1-3 glucanase)  المنقى من البكتريـا Arthrobacter sp.  روجيني  أن الـرقم الهيـد

   . 6.5الأمثل للفعالية الإنزيمية هو 
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  :  كلوكانيز 3-1 تأثير الرقم الهيدروجيني في ثبات إنزيمي الكايتينيز و بيتا -3
  ) :1991الداودي ، (      يعتمد تأثير الرقم الهيدروجيني في ثبات الإنزيم على العوامل الآتية 

 الكيميائية للمحلول المنظم  الطبيعة - القوة الأيونية   ج-درجة الحرارة    ب  - أ

   تركيز الإنزيم - ھـ تركيز مادة التفاعل  -د

  )الكليسيرين ومركبات السلفهايدريل( تراكيز المواد الحافظة مثل -و

  . تراكيز الايونات المعدنية التي تلوث مزيج التفاعل -ز

 .Penicillium sp أن إنـزيم الكـايتينيز المنقـى مـن الفطـر     Lee et al. (2009)      ذكـر  

LYG0704  و وجـد  ) . 6.0-4.0( يكون ثابتاً تجاه رقم هيدروجيني يتراوح بـينWang et al. 

 يكون ثابتاً عند رقـم  Bacillus subtilis W-118 أن إنزيم الكايتينيز المنقى من البكتريا (2006)

يز مـن  وفي دراسة أخـرى لإنـزيم الكـايتين   .  دقيقة 30لمدة ) 7.0-5.0(هيدروجيني يتراوح بين   

 الثبـات  pH لوحظ أن الإنزيم المنقى يمتلك مـدى واسـعاً مـن    Ralstonia sp. A-471البكتريا 

   . (Ueda et al. ,2005)) 10.0-5.0(يتراوح بين 

 كلوكـانيز  3-1 أن الرقم الهيدروجيني المثالي لثبات إنزيم بيتـا Maj et al. (2002)      وأوضح 

 أن ثباتية إنزيم Tangarone et al. (1989) فيما ذكر  ،5.0 هو T. hamatumالمنقى من الفطر 

 تكون عند رقـم هيـدروجيني   T. longibrachiatum كلوكانيز الداخلي المنقى من الفطر 3-1بيتا

 Euphausia superba كلوكانيز المنقى من البكتريا  3-1أما إنزيم بيتا) . 9.3-4.9(يتراوح بين 

 م  5 ساعة عند درجـة حـرارة        18لمدة  ) 7.0-4.5(اوح بين   فيكون ثابتاً تجاه رقم هيدروجيني يتر     

(Suzuki et al. ,1987) .   

  

  :  كلوكانيز 3-1 تأثير درجة الحرارة في ثبات إنزيمي الكايتينيز و بيتا -4
      تتأثر التفاعلات الكيمياوية بصورة عامة بدرجات الحـرارة ، وبـالنظر للطبيعـة البروتينيـة              

 تتأثر أيضاً بتغير درجات الحرارة ، إذ أن تغيرها يؤدي إلى تغييـر الحالـة                للإنزيمات فأنها سوف  

  ) . 1986دلالي ، ( وبالتالي تقليل سرعة التفاعل (denaturation)الطبيعية للإنزيم 
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ــر        ــن الفط ــى م ــداخلي المنق ــايتينيز ال ــزيم الك ــراري لإن ــات الح ــة الثب ــد دراس       عن

Colletotrechum gloeosporioides  من فعاليته لغايـة   % 95لوحظ أن هذا الإنزيم يحتفظ بـ

كمـا   . (Souza et al. ,2003) م 60 م بينما يفقدها تماماً عند درجة الحـرارة  50درجة الحرارة 

 .Enterobacter sp  أن إنزيم الكايتينيز المنقـى مـن البكتريـا   Dahiya et al. (2005)أوضح 

NRG4 لمدة ثلاث ساعات 40حرارة  يكون ثابتاً حرارياً عند درجة م  .  

 كلوكانيز الداخلي المنقـى  3-1 في دراسة عن إنزيم بيتاTangarone et al. (1989)      وذكر 

أمـا  .  م 50 أن الإنزيم يكون ثابتاً حرارياً لغاية درجة الحرارة T. longibrachiatumمن الفطر 

 فيكون ثابتاً حرارياً لغاية درجة Euphausia superba كلوكانيز المنقى من البكتريا 3-1إنزيم بيتا

   . (Suzuki et al. ,1987) 5.0 دقائق عند رقم هيدروجيني 10 م لمدة 45الحرارة 

  

  :  كلوكانيز 3-1 تأثير بعض الأيونات في فعالية إنزيمي الكايتينيز و بيتا -5
نشاطها التحفيزي ، بينمـا           تبدي بعض الإنزيمات احتياجاً مطلقاً لأيون لاعضوي معين وذلك ل         

تبدي إنزيمات أخرى نشاطاً متزايداً عند إضافة كاتيونات معينة إلى وسط التفاعل ، و تستطيع بعض                

الكاتيونات ثنائية التكافؤ أن تحل بعضها محل البعض الآخر ولكن أحيانـاً تتنـافس إحـداهما مـع                  

  ) . 1983ساجدي و علي ، (مات الأخرى ، بينما تقوم المثبطات بخفض النشاط التحفيزي للإنزي

 .Penicillium sp أن إنـزيم الكـايتينيز المنقـى مـن الفطـر      Lee et al. (2009)      وجد 

LYG0704    بوجود أيوني الحديـد      %) 81 و   79( يثبط بنسبة (Fe+2)     و الزئبـق (Hg+2)   علـى 

يراً حاثـاً فـي فعاليـة     تـأث (Mo+2) و الموليبيدنم  (Mg+2)التوالي ، بينما كان لأيونات المغنيسيوم       

.  م لمدة ساعة   37 ملي مولر عند درجة حرارة       1على التوالي بتركيز    )% 22 و   26(الإنزيم بمقدار   

  إلى أن إنزيم الكايتينيز الخارج خلوي المنقى مـن الفطـر   Govindsamy et al. (1998)و أشار 

Myrothecium verrucaria   يثبط بوجود أيونات الخارصـين  (Zn+2)لكوبلـت   و ا(Co+2) و 

 و  35 و   42 و   63 و   85( بنـسب    Na2EDTA و الــ     (Mg+2) و المغنيسيوم    (Mn+2)المنغنيز  

  .  مولر 0.05على التوالي بتركيز ) % 54
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      و أشارت دراسات أخرى إلى تأثير الأيونات في فعالية إنزيم الكايتينيز المنقى مـن البكتريـا ،    

 .Pseudomonas spنزيم الكايتينيز المنقى من البكتريـا    أن إWang et al. (2010)فقد أوضح 

TKU008       يثبط كلياً بوجود أيونات النحاس (Cu+2)    و المنغنيز (Mn+2)   ملي مولر لمدة    5 بتركيز 

 Stenotrophomonasأما إنزيم الكايتينيز المنقى مـن البكتريـا   .  م 37 دقائق بدرجة حرارة 10

maltophilia C3ملي مولر من أيونات الحديد 5ز   فيثبط كلياً بتركي (Fe+3)  و الزئبـق (Hg+) ، 

 ملي مولر ، في حين تتراوح نسبة التثبيط بين          1عند حضنه مع أيون الزئبق بتركيز        % 57وبنسبة  

ــز  ) % 15-25( ــات المنغني ــود أيون ــضة (Mn+2)بوج ــاس (+Ag) و الف  و (Cu+2) و النح

   .(Zhang et al. ,2001) ملي مولر 5المركابتوايثانول بتركيز 

 و المنغنيـز  (Mg+2) و المغنيـسيوم  (Fe+3) أن لأيونات الحديد Yi et al. (2008)       و ذكر 

(Mn+2)     و النحاس  (Cu+2)      كلوكانيز المنقى مـن الفطـر        3-1 تأثيراً تثبيطياً على فعالية إنزيم بيتا 

T. viride TP09 71.8 و 83.7 و 45.3(ة  حيث كانت الفعالية المتبقية بوجود الأيونات المـذكور 

ملي مـولر علـى     ) 10 و   5(عند التركيزين   ) % 81.9 و   63.7 و   70.0 و   25.3(و  ) % 90.9و  

 تأثيراً حاثـاً    (Fe+2) و الحديد    (Ca+2) و الكالسيوم    (Zn+2)التوالي ، بينما كان لأيونات الخارصين       

تـزداد فعاليتـه    T. reeseiالفطر  كلوكانيز المنقى من -كما لوحظ أن إنزيم بيتا. في فعالية الإنزيم 

 (Fe+2) و الحديـد     (Ca+2) و الكالـسيوم     (Co+2) و الكوبلـت     (Zn+2)بوجود أيونات الخارصين    

 و المنغنيـز    (Cu+2) و النحاس    (Fe+3)ملي مولر بينما تثبط بوجود أيونات الحديد        ) 5 و   1(بتركيز  

(Mn+2)    و المغنيسيوم (Mg+2)    و 31.40(لغت الفعالية المتبقيـة   ملي مولر حيث ب    10 عند التركيز 

   . (Jian-Yi et al. ,2002)للأيونات المذكورة على التوالي ) % 86.51 و 84.88 و 54.65

 كلوكانيز المنقـى مـن البكتريـا    3-1  أن إنزيم بيتاErfle & Teather (1991)      كما أوضح 

Ruminococcus flavefaciens الزئبـق    يثبط تثبيطاً كاملاً بوجود أيونات(Hg+2)  و النحـاس 

(Cu+2)   بوجود أيونات الفضة     % 75 وبنسبة(Ag+2)    و النيكل (Ni+2)     بوجـود   % 50 و بنـسبة

  .   ملي مولر 1 بتركيز (Fe+3) و الحديد (Mn+2)أيونات المنغنيز 

  
31 



   : (Biological Control)السيطرة الحيوية   1-9

 في الحفاظ على مستويات الإنتاج الزراعي و التقليل               تعد السيطرة الحيوية أداة واعدة للمساعدة     

 ، حيـث أدى الاسـتخدام   (Cortes et al.,1998)من استخدام المبيدات الكيميائية الملوثـة للبيئـة   

المفرط للمبيدات الكيميائية في الزراعة إلى العديد من المشاكل المتعلقة بفقـدان خـصوبة التربـة و     

 ، لذا تعد السيطرة الحيوية أفضل بديل لاستخدام المبيـدات  (Singh et al. ,2009a)التدهور البيئي 

   . (Berahim ,2007)الكيميائية الضارة للبيئة 

      استخدم مصطلح السيطرة الحيوية في حقول مختلفة من علوم الحياة غير انه يشير فـي كـل                 

إلى اسـتخدام التـضاد     حقل من هذه الحقول إلى مدلول معين لذا فهو يشير في علم أمراض النبات               

 لكـبح الأمـراض إضـافة إلـى اسـتخدام الممرضـات       (microbial antagonism)الميكروبي 

المتخصصة للسيطرة على الأدغال ، كما يتضمن بشكل أوسع الإشارة إلى استخدام النواتج الطبيعية               

         المستخلصة أو المتخمرة من مصادر مختلفـة للحـد مـن تـأثيرات الكائنـات غيـر المرغوبـة                   

(Pal & Gardener ,2006) .   

 ذات أهمية في مهاجمة مجموعة واسعة من        Trichoderma      و تعد الأنواع التابعة لجنس الـ       

 لمـا  (Howell ,2003)الفطريات المسببة للأمراض النباتية ، لذا استخدمت كعوامل سيطرة حيوية 

على الفطريات الممرضة ، ومن أهمها التطفل       تمتلكه هذه الأنواع من آليات متنوعة تؤثر من خلالها          

(Mycoparasitism)      و إنتاج المضادات الحياتية (Antibiotics)   ان و الإنزيمات المحللـة للجـدر 

 فـضلاً عـن     (Competition) كلوكانيز و البروتييز و التنـافس        3-1الخلوية مثل الكايتينيز و بيتا    

ــات   ــة للنبـ ــز المقاومـ            (Stimulation of Plant Defense Mechanisms)تحفيـ

(Jayalakshmi et al. ,2009 ; Pal & Gardener ,2006) .   

 في مكافحة العديد من الفطريات الممرضة للنبات ، إذ أشارت           Trichoderma      استخدم الفطر   

 على اختزال النمـو للعديـد مـن الفطريـات     T. harzianumالدراسات إلى قابلية عزلات الفطر 

  و Fusarium culmorum  و Sclerotium rolfsii  و Rhizoctonia solaniضة مثل الممر

Fusarium oxysporum و  Gaeumannomyces gramini var tritici تحت ظروف الحقل  
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ــاجي  ــت الزج ــد               . (Kucuk & Kivance ,2003 ; Elad et al. ,1980)و البي و وج

Sahi & Khalid (2007) أن الفطر T. viride   تفوق في تثبـيط نمـو الفطـر F. oxysporum  

  و   T. auroviride  و T. harzianumالمسبب لمرض الذبول لنبات الفلفل الحلو تبعـه الفطـر   

T. koningii و  T. pseudokoningii   علـى  ) % 6 و 18 و 24 و 36 و 62(  بنـسب تثبـيط

 بأن المثبطات المنتجة من Barakat et al. (2007)و أظهرت نتائج الدراسة التي قام بها . التوالي 

مع وسط أكـار ديكـستروز    % 10 عند مزجها بنسبة T. harzianum و T. hamatumالعزلتين 

المسبب لمـرض الـذبول لنبـات     R. solani قد قللت معدل نمو الفطر الممرض (PDA)البطاطا 

   . م25على التوالي عند درجة حرارة ) % 78 و 42(الفاصوليا بنسبة 

 T. harzianumأن معاملة بادرات الطماطة براشح الفطـر  ) 2008(      كما أوضح كمال الدين 

       F.  oxysporumفي التربة الرملية قد وفرت حماية للبادرات من الإصـابة بـالفطر الممـرض     

    عن معاملـة المقارنـة ، بينمـا أظهـرت العزلـة                 % 86.85و زادت من إنتاج المحصول بنسبة       

T. koningii Oudem في مكافحة مرض سقوط بـادرات الطماطـة    % 100  كفاءة عالية بلغت

  عند معاملة البذور قبل الزراعة فـي تجـارب البيـت الزجـاجي     R. solaniالمتسبب عن الفطر 

  ) . 2007الشعبي وجماعته ، (

 غير المتطايرة المنتجـة        و في دراسة أخرى أجريت لبيان تأثير المركبات الايضية المتطايرة و   

ــات   ــن الفطري   و            T. auroviride  و T. harzianum  و T. hamatum و T. virideم

T. longibrachiatum     فـي تثبـيط نمــو الفطـر الممـرض  Aspergillus flavus          ذكــر ، 

Desai et al. (2000)في التثبيط علـى   أن المركبات الايضية غير المتطايرة أظهرت كفاءة عالية 

 أن المعاملـة بـالفطر             Abeysinghe (2007)و وجـد  . العكس من المركبات الايضية المتطايرة 

T. harzianum RU01     أدت إلـى تثبـيط نمـو الفطـر Fusarium solani f. sp. Phaseoli 

  . المسبب لتعفن الجذور لنبات الفاصوليا 

 كعوامل سيطرة حيوية ، استخدمت كذلك منتجاتها الايـضية                بالإضافة إلى استخدام الفطريات   

 كلوكانيز و البروتييز ، وذلك لقابليتها على تثبيط نمو الفطريـات            3-1مثل إنزيمات الكايتينيز و بيتا    
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)  كلوكـان  3-1الكـايتين و بيتـا    (الممرضة بوساطة تحطيم المكونات الأساسية لجدرانها الخلويـة         

(Vieira et al. ,2006 ; Cortes et al. ,1998)  حيث يمكن أن تعد منتجات عوامل الـسيطرة ، 

لأنها تقدم مستويات مقبولـة  ) خاصة عند فشل هذه المبيدات  (الحيوية بديلاً لبعض المبيدات الكيميائية      

 إلـى أن  Grosch et al. (2007) ، فقـد أشـار   (Elad ,2000)من السيطرة علـى الأمـراض   

 كلوكانيز و البروتييز المنتجة من الفطـر   3-1ي مثل الكايتينيز و بيتا    الإنزيمات المحللة للجدار الخلو   

Trichoderma تلعب دوراً في تثبيط نمو الفطر R. solani .     كمـا أوضـحTweddell et al. 

 Stachybotrys elegans كلوكانيز المنتجين من الفطر 3-1 أن لإنزيمي الكايتينيز و بيتا(1994)

ولتقليل نسبة الإصابة بمرض تعفن الجذور  . R. solani الفطري للفطر  القابلية على تحطيم الغزل

 Sclerotinia  و Sclerotia rolfsiiو التعفن الأبيض لنبات الفاصوليا المتسبب عـن الفطـرين    

sclerotiorum    على التوالي قـام Mohamed et al. (2010)   باسـتخدام الفطـر T. viride 

 لزيادة قابليته على إنتـاج الإنزيمـات المحللـة مثـل الكـايتينيز                  المعرض للأشعة فوق البنفسجية   

  .  كلوكانيز 3-1وبيتا

 Trichothecium roseum أن إنزيم الكايتينيز المنقى من الفطر Li et al. (2004)      و وجد 

 Fusarium  و Alternaria alternateله القابلية على تثبيط نمـو الفطريـات المتمثلـة بــ     

moniliforme و  Magnaporthe grisea .      كما كان لإنزيم الكـايتينيز المنـتج مـن البكتريـا

Alcaligenes xylosoxydans ــو الفطــرين ــى نم ــأثير تثبيطــي عل   و .Fusarium sp  ت

Rhizoctonia batalicola على التوالي) % 81 و 74(  بنسبة  (Vaidya et al. ,2001) .  
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  :   المواد والأجهزة المستخدمة 2-1
  :  المواد الكيميائية المستخدمة والشركات المصنعة لها 2-1-1

  

  الشركة المصنعة  اسم المادة

 AFCO / India (C6H12O6)الكلوكوز 

 Aldanamaya ,China  (Baker's yeast)خميرة الخبز 

 (NaH2PO4)   فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين 
كاربونات و المركابتوايثانول و) dimethylaminobenzaldehyde )DMABوالـ

  (KOH)يدروكسيد البوتاسيوم  و ه(Na2Co3)الصوديوم 
BDH 

 (NH4Cl) و كلوريد الامونيوم (MgSO4.7H2O)كبريتات المغنيسيوم المائية 
 و كلوريد الفضة 2SO4(NH4) وكبريتات الامونيوم (H3BO3)وحامض البوريك 

(AgCl) و كلوريد الحديد (FeCl2) و كلوريد الزئبق (HgCl2) و كلوريد الكالسيوم 
(CaCl2)و كلوريد المنغنيز (MnCl2)والـ EDTA (C10H14N2Na2O8.2H2O)   

CARLO ERBA 

 اسيتل كلوكوز أمين-N وسكر n(C6H10O5) و اللامينارين n(C8H13NO5)الكايتين 
   (pNP) مادة بارانيتروفينول و

Fluka-UK 

 Fluka-Switzerland (Tris-base) والترس القاعدي (KH2PO4)فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين 

  GFS-chemicals-Germany   (HCl)حامض الهيدروكلوريك 
 و الايثانول (H3PO4)ك  و حامض الفسفوري(CH3COOH)حامض الخليك الثلجي 

 و ترترات الصوديوم البوتاسيوم (C3H6O) و الأسيتون (C2H5OH)المطلق 
(C4H4KNaO6.4H2O)   

HAZARD-UK 

 يالبقر وألبومين المصل (Agar-Agar)ارأك-  وأكار(PDA)أكار ديكستروز البطاطا
   p-Nitrophenyl N-acetyl β-D-glucosaminide (C14H18N2O8)ومادة 

HIMEDIA / India 

 DEAE-Cellulose   Pharmacia / Swedenالمبادل 

Trichloroacetic acid (C2HCl3O2) Sd fine-Chem limited / 
Mumbai  

   (Coomasie Brilliant Blue G-250)صبغة الكوماسي الزرقاء
   Dinitrosalycilic acid (C7H4N2O7) 3,5 والـ

SIGMA-ALDRICH 

 THOMAS BAKER   (NaCl)لوريد الصوديوم  و ك(NaOH)هيدروكسيد الصوديوم 

 WINLAB-LIMITED-UK  الكازائين
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    :   الأجهزة المستخدمة و الشركات المصنعة لها 2-1-2
  
  

  الشركة المصنعة  اسم الجهاز

 Sartorius-Germany (Sensitive Balance)ميزان حساس 

 Memmert-Germany (Oven)فرن كهربائي 

 YX-280B-China (Autoclave)موصدة 

 GFL-Germany  (Distillater)جهاز تقطير 

 Mauritius-Germany (pH-meter)جهاز قياس الرقم الهيدروجيني 

 Fisher Scientific-Germany (Incubator)حاضنة 

 Labtech-Korea (Shaker Incubator)حاضنة هزازة 

  Tudor-Korea (Spectrophotometer)جهاز المطياف الضوئي 

 المطياف الضوئي ذو الأشعة فوق البنفسجية      جهاز
(UV-Visible Spectrophotometer) 

Chromtech- Taiwan 

 Tafesa-Germany (Water Bath)حمام مائي 

  حمام مائي هزاز
(Reciprocal Shaker Water Bath) 

Julabo SW23-Germany 

  حمام مائي مبرد بالماء الدائر
(Cooling Circulating Water Bath) 

HAAKE -Germany 

 Hettich-Germany (Centrifuge)] دقيقة/ دورة6000[جهاز طرد مركزي 

 Hettich-Germany (Cooling Centrifuge)جهاز طرد مركزي مبرد 

  جهاز مزج ذو الصفيحة الساخنة
(Hot-Plate Magnetic Stirrer) 

Labtech-Korea 

 Human-Germany (Micropipettes)ماصات دقيقة 

 Motic-Germany  (Microscope)مجهر ضوئي 

 Marienfeld-Germany (Haemocytometer)شريحة العد المجهري 

 LG-Korea  (Refrigerator)ثلاجة 

  Jeio-Tech-Korea (Laminar flow cabinet)هود بايولوجي 
 Japan  (Vacuum pump)مضخة تفريغ 
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  :   طرائق العمل 2-2

  : الفطرية المناسبة   اختيار العزلة 2-2-1

      تم الحصول على خمس وعشرين عزلة فطرية تعود لأجناس مختلفة من قسم علـوم الحيـاة                

واستخدمت هذه العزلات لتحديد أكفأها في إنتاج إنزيمـي الكـايتينيز           . جامعة كربلاء   /كلية العلوم   /

(Chitinase)كلوكانيز 3-1 وبيتا (β 1-3 glucanase) و هذه العزلات هي  :  
  

  
Penicillium  sp.5  Rhizopus  sp.1  

Penicillium restrictum  Rhizopus  sp.2 

Aspergillus niger 1  Rhizopus  sp.3 

Aspergillus niger 2 Rhizopus  sp.4 

Aspergillus ustus  Rhizopus  sp.5 

Aspergillus  sp.1  Rhizopus  sp.6 

Aspergillus  sp.2  Rhizopus  sp.7 

Aspergillus  sp.3  Rhizopus  sp.8 

Aspergillus  sp.4  Rhizopus  sp.9 

Cuninnghamella  sp.  Penicillium  sp.1  
Rhizoctonia  sp.  Penicillium  sp.2 

Trichoderma  sp.  Penicillium  sp.3 
 Penicillium  sp.4  

  
  
  :   تنشيط العزلات الفطرية 2-2-2

 (PDA)على طبق بتري يحتوي على أكـار ديكـستروز البطاطـا                  نشطت العزلات الفطرية    

  . أيام ) 10-7( م و لمدة 28بدرجة حرارة 

  

37 



  :   تحضير وسط الإنتاج 2-2-3

 مع بعض التحوير De La Cruz et al. (1995a)      استخدم وسط الإنتاج الموصوف من قبل 

  . كلوكانيز 3-1 إنزيمي الكايتينيز و بيتالغربلة العزلات الفطرية المستخدمة في هذه الدراسة لإنتاج

 و فوسفات   (MgSO4.7H2O)     تمثلت عملية تحوير الوسط بإضافة كبريتات المغنيسيوم المائية         

  :  إذ تم تحضير الوسط الإنتاجي على النحو الآتي (KH2PO4)البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين 

مصدر كاربوني وحيد للوسط  و أضـيف  ك % 1 بنسبة (Baker's Yeast)استخدمت خميرة الخبز 

من كل من كبريتات المغنيسيوم المائية و فوسفات البوتاسـيوم ثنائيـة            ) حجم/ وزن   % (0.1إليها  

 أعقبه عملية غليان    5الهيدروجين و بعد إتمام عملية الإذابة لهذه المواد عدل الرقم الهيدروجيني إلى             

ساطة أوراق ترشيح ، وزع بعدها الوسط فـي دوارق          للوسط لمدة ثلاث دقائق و من ثم ترشيحه بو        

 م  121دورق وعقم بجهاز الموصدة على درجة حرارة        / مليلتر   50 مليلتر بواقع    250زجاجية سعة   

 دقيقة ، وبعد انتهاء عملية التعقيم أخرجت الدوارق و بردت إلى درجـة حـرارة الغرفـة                  15لمدة  

  . لتهيئتها لعملية التلقيح 

  
  : سط الإنتاج   تلقيح و2-2-4

 كلوكانيز تـم نقـل   3-1      لغرض اختيار العزلة الفطرية الأكفأ في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا   

 إلى دورق الوسط الإنتـاجي الموصـوف   PDAقرص واحد من كل عزلة فطرية نامية على وسط        

 150زة بسرعة رج    وتم الحضن بالحاضنة الهزا   ) بواقع دورقين لكل عزلة     ( سابقاً كلاً على انفراد     

 ساعة ، وبعد انتهاء مدة الحضن تـم ترشـيح الوسـط    96 م لمدة 30دقيقة و بدرجة حرارة /دورة  

لفصل الكتلة الحيوية عن راشح المزرعة الفطرية الذي استخدم في تقدير فعالية إنزيمي الكايتينيز و               

التي اعتمدت مقياسـاً لتحديـد       كلوكانيز فضلاً عن تقدير البروتين لحساب الفعالية النوعية          3-1بيتا

  . أفضل إنتاج من الإنزيمين في مراحل الدراسة كلها 
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  :   تشخيص العزلة الفطرية المنتخبة 2-2-5

 كلوكـانيز  3-1      لغرض تشخيص العزلة التي تميزت بأعلى إنتاج من إنزيمي الكايتينيز و بيتـا    

  . جامعة بابل /ف المعموري كلية العلوم للبنات أرسلت العزلة المعنية إلى الأستاذ الدكتور زيدان خلي

  
  
 كلوكـانيز مـن     3-1  تحديد الظروف المثلى لإنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا         2-2-6

   : Trichoderma fertile AH1الفطر
  

 كلوكـانيز مـن     3-1      تمت دراسة عدد من العوامل المؤثرة في إنتاج إنزيمي الكايتينيز وبيتـا           

 اشتملت هذه العوامل على مدة الحضن و سرعة الرج وتركيـز المـصدر   T. fertile AH1الفطر 

الكاربوني و نوع المصدر النيتروجيني و تركيزه ودرجة الحـرارة و نـوع الأمـلاح المعدنيـة و                  

  .تركيزها وحجم اللقاح و الرقم الهيدروجيني الابتدائي لوسط الإنتاج 

   

  :  تأثير مدة الحضن -1

يحتوي القرص الواحـد   [ T. fertile AH1اج بقرص واحد من أقراص الفطر       لقح وسط الإنت

مل من الوسط ، إذ تم حساب عدد السبورات باستخدام شريحة العد المجهري             / سبور 106×2.5على  

(Haemocytometer) [       كلوكانيز من الفطر قيـد      3-1وتمت متابعة إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا 

 ساعة لتقدير الفعالية الإنزيمية والبـروتين و  24وذلك بسحب مكررين كل  ساعة 168الدراسة لمدة   

قياس الرقم الهيدروجيني لوسط الإنتاج فضلاً عن تقدير الفعالية الإنزيمية لإنزيم البروتييـز حيـث               

حضن الوسط في الحاضنة الهزازة بنفس ظروف غربلة العزلات الفطرية المـستخدمة فـي هـذه                

  . الدراسة 
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  : ير سرعة الرج  تأث-2

 T. fertile AH1      حضن وسط إنتاج الإنزيمين الموصوف سابقاً و الملقح بـسبورات الفطـر   

 و 100 و 50( ساعة في حاضنة ساكنة و أخرى هزازة باستخدام سرع رج مختلفـة هـي     96لمدة  

  . دقيقة /دورة ) 200 و 150 و 125

  

  :  تأثير تركيز المصدر الكاربوني -3

 و  0.5(دمت خميرة الخبز كمصدر كاربوني لوسط الإنتاج إذ أضيفت بتراكيز متدرجـة                   استخ

 125 سـاعة و بـسرعة رج   96إلى وسط إنتاج الإنزيمين لمدة )% 4 و 3 و 2.5 و 2 و 1.5 و  1

  .دقيقة /دورة 

  

  :  تأثير نوع المصدر النيتروجيني و تركيزه -4

 و  0.1( و كلوريد الامونيوم و بتراكيز متدرجـة               استخدم مصدران نيتروجينيان هما كبريتات    

و تركت إحدى المعاملات بدون إضافة مصدر نيتروجيني لغرض المقارنة ، حيـث             )% 0.5 و   0.3

وحضن الوسط تحـت   % 1.5أذيبت هذه المواد في وسط الإنتاج الحاوي على خميرة الخبز بتركيز        

  .الظروف السابق وصفها 

  

  :  تأثير درجة الحرارة -5

 T. fertile AH1     درس تأثير درجة الحرارة بحضن وسط الإنتاج الملقح بـسبورات الفطـر    

  . م ) 35 و 30 و 25(على درجات حرارة 
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  :  تأثير نوع الأملاح المعدنية و تركيزها -6
  

  :  نوع الأملاح المعدنية -أ

الموجـودة  (  ثنائية الهيدروجين          درس تأثير كبريتات المغنيسيوم المائية و فوسفات البوتاسيوم       

، حيث حضر الوسط بوجود كبريتات المغنيسيوم المائية و بعدم وجودها و            )أصلاً في وسط الإنتاج     

بوجود فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين و بعدم وجودها إضافةً إلى المعاملة الحاوية على كـلا         

معدنية لغرض المقارنة ، وحـضن الوسـط        الملحين و تركت إحدى المعاملات بدون إضافة أملاح         

  . م 30 ساعة و بدرجة حرارة 96لمدة  % 1.5الإنتاجي الحاوي على خميرة الخبز 
  

  :  تركيز الأملاح المعدنية -ب

      استخدمت تراكيز متدرجة من كبريتات المغنيسيوم المائيـة و فوسـفات البوتاسـيوم ثنائيـة               

و ذلك بتثبيت تركيـز إحـدى الأمـلاح المعدنيـة و            )% 0.5 و   0.3 و   0.1 و   0.05(الهيدروجين  

  . استخدام تراكيز متدرجة للأخرى و تمت إذابتها في وسط الإنتاج الموصوف سابقاً 

  

  :  تأثير حجم اللقاح -7

 و 2 و 1 و 0.5( كلوكانيز بحجوم لقاح مقـدارها  3-1      لقح وسط إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا     

 والتـي تحـوي أعـداد سـبورات     T. fertile AH1ن مستعمرة الفطـر  قرص مأخوذة م) 4 و 3

مل من الوسط علـى التـوالي   /سبور) 107×1 و  106×7.5 و   106×5 و   106×2.5 و   106×1.25(

  . وذلك لتحديد حجم اللقاح الأمثل لإنتاج الإنزيم 
  

  :  تأثير الرقم الهيدروجيني الابتدائي -8

 و  5 و   4.8 و   4.5 و   4.2 و   4 و   3.5( إنتاج الإنزيمين إلـى            عدل الرقم الهيدروجيني لوسط   

 ولقـح   (HCl) و حامض الهيدروكلوريك     (NaOH) مولر هيدروكسيد الصوديوم     1باستخدام  ) 5.5
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 ساعة و بـسرعة رج      96 م لمدة    30الوسط بحجم لقاح مقداره قرص واحد وحضن بدرجة حرارة          

  . دقيقة / دورة 125

  

  : م الكايتينيز   تقدير فعالية إنزي2-2-7

  : فعالية إنزيم الكايتينيز بطريقتين هما قدرت
  

  : تقدير الفعالية الإنزيمية باستخدام الكايتين الغروي كمادة تفاعل -أ
 تبعاً للطريقة الموصوفة من قبـل  T. fertile AH1      تم تقدير فعالية إنزيم الكايتينيز من الفطر 

Yanai et al. (1992) بالاعتماد على كمية سكر  مع بعض التحويرN-     اسـيتل كلوكـوز أمـين 

(N-acetylglucosamine ,GlcNAc) المتحررة من تحلل الكايتين الغروي  .  

كميـة الإنـزيم اللازمـة لتحريـر        (      وتعرف وحدة الفعالية الإنزيمية لإنزيم الكايتينيز بأنهـا         

  ) .واحدة و تحت ظروف التقدير اسيتل كلوكوز أمين في الدقيقة ال-Nمايكرومول واحد من سكر 

  

  : اسيتل كلوكوز أمين -N عمل المنحنى القياسي لسكر -1

  :  المحاليل المستخدمة -

  )مل/ مايكروغرام 100( اسيتل كلوكوز أمين القياسي -N  محلول سكر - )1(محلول رقم 

 ـ        GlcNAc غم من سكر     0.02      حضر بإذابة    م إلـى    في كمية من الماء المقطر ثم أكمل الحج

  .   مل بالماء المقطر 200

  

  )pH  9.8(مولر منظم البورات ) 0.1  (- )2(محلول رقم 

 pH غم من حامض البوريك في كمية من الماء المقطر و بعد تعديل الــ          0.62      حضر بإذابة   

  .  مل بالماء المقطر 100 باستخدام هيدروكسيد البوتاسيوم أكمل الحجم إلى 9.8إلى 
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   DMAB  كاشف - )3(محلول رقم 

 فـي  dimethylaminobenzaldehyde (DMAB) غم من مـادة  8      حضر الكاشف بإذابة 

 مل من حـامض الهيـدروكلوريك       10 مل من حامض الخليك الثلجي و        70(المحلول المتكون من    

 و عند الاسـتعمال يخفـف   (stock solution) م باعتباره محلول خزين 2، يحفظ بدرجة ) المركز

، حيث يمزج حجم واحد من المحلول الخزين مع تسعة حجوم من حـامض الخليـك           ) 10:1(بة  بنس

  . الثلجي 

  
  

  :      وتتلخص طريقة عمل المنحنى القياسي على النحو الآتي 

أضيفت الحجوم المبينة في الجدول الآتي في أنابيب اختبار و بواقع أنبوبتين لكـل حجـم                 -1

(duplicate):  

  

  
   

 مل من التراكيز أعلاه و وضعت الأنابيـب     0.3إلى  ) 2(من محلول رقم     مل   0.7أضيف   -2

  .دقائق بالضبط ثم بردت في حمام مائي ثلجي في حمام مائي مغلي لمدة ثلاث 

التركيز النهائي   مل من الماء المقطر  )1( محلول رقم مل من  رقم الأنبوب
  )مل/مايكروغرام(

1  0.5  9.5 5  
2  1  9  10  
3  2  8  20  
4  3  7  30  
5  4  6  40  
6  5  5  50  
7  6  4  60  
8  7  3  70  
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مع الرج جيداً و وضعت الأنابيب فـي حمـام مـائي            ) 3( مل من محلول رقم      2أضيف   -3

  .  م لمدة عشرين دقيقة 37بدرجة حرارة 

 باستخدام الماء المقطر الذي أجريـت عليـه المعـاملات           (Blank)عمل محلول صفري     -4

 نـانوميتر بجهـاز المطيـاف       585 موجي   السابقة و تمت قراءة الامتصاص على طول      

  . الضوئي 

   ) . 3الشكل (  اسيتل كلوكوز أمين -Nرسمت العلاقة بين الامتصاص و تراكيز سكر  -5

  
  

  

  
  
  
  

    
  
  

  
  
  
  
  
  
  

   .(GlcNAc)اسيتل كلوكوز أمين - Nالمنحنى القياسي لسكر ) : 3(الشكل 
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  :  تقدير الفعالية -2

  :المحاليل المستخدمة  -

   (pH 7.0)مولر منظم فوسفات الصوديوم ثنائية الهيدروجين ) 0.1  (- )1( رقم محلول

 غم من فوسفات الصوديوم ثنائية الهيدروجين في كمية من المـاء المقطـر              1.2      حضر بإذابة   

  .  مل بالماء المقطر 100 أكمل الحجم إلى 7.0 إلى pHوبعد تعديل الـ 
  

   (pH 5.0)الخلات مولر منظم ) 0.1  (- )2(محلول رقم 

 مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر و بعد تعـديل               0.58      حضر بتخفيف   

  .  مل بالماء المقطر 100 أكمل الحجم إلى 5.0 إلى pH  الـ
  

  كايتين غروي  % 1  محلول مادة التفاعل - )3(محلول رقم 

  بحـسب   (Chitin from Crab Shell)قـي       حضر الكايتين الغروي باسـتخدام الكـايتين الن  

 غم من الكـايتين إلـى   2 مع بعض التحوير بإضافة Li et al. (2002)الطريقة الموصوفة من قبل 

 مل من حامض الهيدروكلوريك ببطيء شديد عند درجة حرارة الغرفة مع الرج الشديد بوساطة               36

 مل من الكحول الأثيلـي المبـرد        200المحرك المغناطيسي لمدة ساعتين ، وضع بعدها المعلق في          

  . دقيقة وحفظ بالتجميد لحين استعماله 30مع الرج الشديد لمدة  % 95

 مل من المعلق السابق و تجرى له عملية طرد مركـزي بـسرعة              10      وعند الاستعمال يؤخذ    

د و يطـر ) 1( مل من محلول رقم 10 دقائق ، بعدها يغسل الراسب بـ 10دقيقة لمدة / دورة   5000

 مـل مـن   18 دقيقة و لثلاث مرات إذ يذاب الراسب الناتج من عملية الغسل فـي          15مركزياً لمدة   

  . ليصبح الكايتين الغروي جاهزاً لعملية تقدير الفعالية لإنزيم الكايتينيز ) 2(محلول رقم 
  

   (pH 9.8)مولر منظم البورات ) 0.1  (- )4(محلول رقم 

   . GlcNAcة في عمل المنحنى القياسي لسكر       حضر بالطريقة نفسها الوارد

45 



   DMAB  كاشف - )5(محلول رقم 

   . GlcNAc      حضر بالطريقة نفسها الواردة في عمل المنحنى القياسي لسكر 

  

  :  م كما يأتي 37        وتم تقدير الفعالية الإنزيمية على درجة حرارة 

في أنابيب  ) 3( من محلول رقم      مل 0.75 مل من المستخلص الإنزيمي إلى       0.75 أضيف   -1

  . اختبار و حضِنت الأنابيب في حمام مائي هزاز لمدة ساعتين 

دقيقة لمدة  / دورة   5000 الإنزيم بالطرد المركزي بسرعة      – فُصل محلول المادة الأساس      -2

  .  دقائق لإيقاف التفاعل 5

ت أنابيب   مل من الراشح الإنزيمي و وضع      0.5إلى  ) 4( مل من محلول رقم      0.1 أضيف   -3

  .الاختبار في حمام مائي مغلي لمدة ثلاث دقائق بالضبط ثم بردت في حمام مائي ثلجي 

إلى كل أنبوبة مع الرج جيداً وحضِن المزيج في حمام          ) 5( مل من محلول رقم      3 أضيفت   -4

  .مائي هزاز لمدة عشرين دقيقة 

 ـ      (Blank) عمل محلول صفري     -5 ذي أجريـت لـه      باستخدام الإنزيم المعامل حرارياً و ال

  . المعاملات السابقة 

  . نانوميتر باستخدام جهاز المطياف الضوئي 585 تمت قراءة الامتصاص على  -6

  

 التفاعـــــل                                             تقـــــدير الفعاليـــــة الإنزيميـــــة باســـــتخدام مـــــادة-ب

(p-Nitrophenyl N-acetyl β-D-glucosaminide , pNP-GlcNAc) :  

  

 تبعاً للطريقة الموصوفة من قبـل       T. fertile AH1     تم تقدير فعالية إنزيم الكايتينيز من الفطر  

Park et al. (2000)                       ــارانيتروفينول ــة الب ــى كمي ــاد عل ــوير بالاعتم ــض التح ــع بع  م

(p-Nitrophenol, pNP) المتحررة من تحلل مادة  pNP-GlcNAc.  
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كميـة الإنـزيم اللازمـة لتحريـر        (حدة الفعالية الإنزيمية لإنزيم الكايتينيز بأنهـا              وتعرف و 

  ) .   في الدقيقة الواحدة تحت ظروف التقديرpNPمايكرومول واحد من مادة 
   
   :(pNP) عمل المنحنى القياسي لمادة البارانيتروفينول -1

  : المحاليل المستخدمة  -

   بارانيتروفينول مولر) 10-4×2.5  (- )1(محلول رقم 

 1 في كمية من الماء المقطر ثم أكمل الحجـم إلـى       pNP غم من مادة     0.0348      حضر بإذابة   

  . لتر بالماء المقطر 
  

  مولر كاربونات الصوديوم ) 0.5 (- )2(محلول رقم 

 في كمية من الماء المقطر ثـم        (Na2Co3) غم من كاربونات الصوديوم      5.299      حضر بإذابة   

  .  مل بالماء المقطر 100الحجم إلى أكمل 
  

أضيفت الحجوم المبينة في الجدول التالي فـي أنابيـب اختبـار و بواقـع مكـررين لكـل حجـم                
(duplicate)   

  
  

رقم 
  الأنبوب

  مل من محلول 
  )1(رقم 

مل من الماء 
  المقطر

مل من محلول 
  )2(رقم 

التركيز النهائي 
  )مولر(للبارانيتروفينول

1  0.00  4.00  1  0.00  (Blank)  

2  0.125  3.875  1  0.0625×4 -10  

3  0.25  3.75  1  0.125×4 -10  

4  0.50  3.50  1  0.25×4 -10  

5  0.75  3.25  1  0.375×4 -10  

6  1.00  3.00  1  0.50×4 -10  

7  1.25  2.75  1  0.625×4 -10  

8  1.50  2.50  1  0.75×4 -10  
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طياف الضوئي و استحـصل      نانوميتر باستخدام جهاز الم    420      وتمت قراءة الامتصاص على     

   ) .4الشكل  ( pNPالمنحنى القياسي للبارانيتروفينول برسم العلاقة بين الامتصاص و تركيز الـ 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

    
  
  

   .(pNP)المنحنى القياسي للبارانيتروفينول ) : 4(الشكل 
  

  

  

  :  تقدير الفعالية -2

  : المحاليل المستخدمة  -

   (pH 5.0)ظم الخلات مولر من) 0.1 (- )1(محلول رقم 

 مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر و بعد تعـديل               0.58      حضر بتخفيف   

  .  مل بالماء المقطر 100 أكمل الحجم إلى 5 إلى pHالـ 
  

   ملي مولر4 بتركيز pNP-GlcNAc محلول مادة التفاعل - )2(محلول رقم 

وبعد إتمـام  ) 1( في كمية من محلول رقم     pNP-GlcNAc غم من مادة     0.136      حضر بإذابة   

  . ذاته ) 1( مل بمحلول رقم 100الإذابة أكمل الحجم إلى 
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  مولر كاربونات الصوديوم ) 1 (- )3(محلول رقم 

 غم من كاربونات الصوديوم في كمية من الماء المقطر ثم أكمل الحجـم              10.59      حضر بإذابة   

  .  مل بالماء المقطر 100إلى 

  :  م كما يلي 37      وتم تقدير الفعالية الإنزيمية على درجة حرارة 

 مـل   0.6مع  ) 2( مل من محلول رقم      0.2 مل من المستخلص الإنزيمي إلى       0.2أضيف   -1

  .  دقيقة 30و اجري التفاعل لمدة ) 1(من محلول رقم 

  ) .3( مل من محلول رقم 1أوقف التفاعل بإضافة  -2

 مـل مـن   0.2إلـى  ) 3( مل من محلول رقـم  1ضافة  بإ(Blank)عمل محلول صفري    -3

 مـل مـن المـستخلص       0.2ثم أضيف   ) 1( مل من محلول رقم      0.6مع  ) 2(محلول رقم   

  .الإنزيمي إلى مزيج التفاعل 

  .  نانوميتر باستخدام جهاز المطياف الضوئي 420تمت قراءة الامتصاص على  -4

  

  : كلوكانيز 3-1  تقدير فعالية إنزيم بيتا2-2-8
 تبعاً للطريقة الموصـوفة  T. fertile AH1 كلوكانيز من الفطر 3-1 تم تقدير فعالية إنزيم بيتا     

 مع بعض التحوير وبالاعتماد على كميـة سـكر الكلوكـوز    Tangarone et al. (1989)من قبل 

   .(Laminarin)المتحررة من تحلل مادة اللامينارين 

كمية الإنزيم اللازمة لتحريـر     ( كلوكانيز بأنها    3-1 بيتا       وتعرف وحدة الفعالية الإنزيمية لإنزيم    

  ) . مايكرومول واحد من سكر الكلوكوز في الدقيقة الواحدة و تحت ظروف التقدير

  

  : عمل المنحنى القياسي لسكر الكلوكوز -1

  : المحاليل المستخدمة  -

  )مل/ ملغم 1( محلول سكر الكلوكوز القياسي - )1(محلول رقم 
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 ملغم من سكر الكلوكوز في كمية من الماء المقطر ثم أكمل الحجـم إلـى                100 بإذابة         حضر

  .  مل بالماء المقطر 100
  

   Dinitrosalycilic acid (DNSA) 3,5 كاشف - )2(محلول رقم 

 مل ماء مقطـر و  50 في Dinitrosalycilic acid 3,5 غم من مادة 1      حضر الكاشف بإذابة 

 غـم مـن مـادة       30كما أضيف أيضاً    )  مولر 2( مل هيدروكسيد الصوديوم     20بعد الإذابة أضيف    

  .  مل بالماء المقطر 100ترترات الصوديوم البوتاسيوم وبعد الإذابة أكمل الحجم إلى 
  

  :       و تتلخص طريقة عمل المنحنى القياسي على النحو الآتي 

 و بواقع مكررين لكل حجمأضيفت الحجوم المبينة في الجدول التالي في أنابيب اختبار  -1

   (duplicate)  
  

  )مل/ملغم(التركيز النهائي   مل من الماء المقطر  )1(مل من محلول رقم   رقم الأنبوب

1  -  1.0  0.0   (Blank) 

2  0.1  0.9  0.1  
3  0.2  0.8  0.2  
4  0.3  0.7  0.3  
5  0.4  0.6  0.4  
6  0.5  0.5  0.5  
7  0.6  0.4  0.6  
8  0.7  0.3  0.7  
9  0.8  0.2  0.8  
10  0.9  0.1  0.9  
11  1.0  -  1.0  
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و وضعت الأنابيب في حمام مائي مغلي لمدة خمـس          ) 2( مل من محلول رقم      1أضيف   -2

  . دقائق بالضبط ثم بردت في حمام مائي ثلجي 

  . مل ماء مقطر لكل أنبوبة 5أضيفت  -3

  .  نانوميتر بجهاز المطياف الضوئي 540تمت قراءة الامتصاص على طول موجي  -4

  ) . 5الشكل ( علاقة بين الامتصاص و تركيز سكر الكلوكوز رسمت ال -5

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  سكر الكلوكوزلالمنحنى القياسي ) : 5(الشكل 
  
  
  : تقدير الفعالية -2

  : المحاليل المستخدمة -

   (pH 4.5)مولر منظم الخلات ) 0.1 (- )1(محلول رقم 

ي كمية من الماء المقطر وبعـد تعـديل     مل من حامض الخليك الثلجي ف      0.58      حضر بتخفيف   

  .  مل بالماء المقطر 100 أكمل الحجم إلى 4.5 إلى pHالـ 
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  )مل/ مايكروغرام 250( محلول مادة التفاعل لامينارين - )2(محلول رقم 

وبعد إتمـام الإذابـة   ) 1( ملغم من مادة اللامينارين في كمية من محلول رقم      25      حضر بإذابة   

  .ذاته ) 1( مل بمحلول رقم 100ى أكمل الحجم إل
  

   DNSA 3,5 كاشف - )3(محلول رقم 

  .      حضر بالطريقة نفسها الواردة في عمل المنحنى القياسي لسكر الكلوكوز 

  

  :   م كما يأتي 37      وتم تقدير الفعالية الإنزيمية على درجة حرارة 

فـي أنابيـب    ) 2(ل رقـم     مل من محلو   0.9 مل من المستخلص الإنزيمي إلى       0.1أضيف   -1

  .  دقيقة 30اختبار و اجري التفاعل لمدة 

 ) . 3( مل من محلول رقم 1أوقف التفاعل بإضافة  -2

وضعت الأنابيب في حمام مائي مغلي لمدة خمس دقائق بالضبط ثم بردت في حمام مـائي                 -3

 .ثلجي

 . مل ماء مقطر لكل أنبوبة 5أضيفت  -4

 مل من محلول    0.9إلى  ) 3(محلول رقم    مل من    1 بإضافة   (Blank)عمل محلول صفري     -5

 . مل من المستخلص الإنزيمي إلى مزيج التفاعل 0.1ثم أضيف ) 2(رقم 

  .  نانوميتر باستخدام جهاز المطياف الضوئي 540تمت قراءة الامتصاص على  -6

  :  تقدير فعالية إنزيم البروتييز 2-2-9
  تبعاً للطريقة الموصوفة من قبل T. fertile AH1      تم تقدير فعالية إنزيم البروتييز من الفطر 

Joo et al. (2002) مع بعض التحوير .  

كمية الإنزيم التي تـسبب زيـادة فـي         (     وتعرف وحدة الفعالية الإنزيمية لإنزيم البروتييز بأنها        

  ) .  نانوميتر وتحت ظروف التقدير280على طول موجي ) 0.001(الامتصاص مقدارها 
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  : تخدمة  المحاليل المس-

  مولر هيدروكسيد الصوديوم ) 0.5 (- )1(محلول رقم 

 غم من هيدروكسيد الصوديوم في كمية من الماء المقطر وبعد الإذابة أكمل             0.2      حضر بإذابة   

  . مل بالماء المقطر 10الحجم إلى 

  

   محلول الكازائين الخزين - )2(محلول رقم 

   م90 مل من الماء المقطر مع التسخين إلى 90 غم من الكازائين في 3      حضر بإذابة 

  .  مل بالماء المقطر 100ثم أكمل الحجم إلى ) 1( مل من محلول رقم 5و إضافة 

  

   (pH 8.5)مولر منظم الترس ) 1 (- )3(محلول رقم 

 في كمية من الماء المقطر وبعد تعديل الـ         (Tris-base) غم من الترس     12.11      حضر بإذابة   

pH مل بالماء المقطر 100 أكمل الحجم إلى 8.5 إلى  .  

  

   محلول مادة التفاعل - )4(محلول رقم 

و أرب ع حج وم م ن الم اء المقط ر و حج م واح د م ن         ) 2(      حضر بمزج حجم واحد م ن محل ول رق م         
  ) . 3(محلول رقم 

  

  )10% ( Trichloroacetic acid (TCA) محلول - )5(محلول رقم 

  . مل من الماء المقطر 90 في TCAل من  م10      حضر بتخفيف 
  

  : م كما يأتي 37      وتم تقدير الفعالية الإنزيمية على درجة حرارة 

فـي أنابيـب    ) 4(مل من محلول رقـم      ) 2( مل من المستخلص الإنزيمي إلى       0.2أضيف   -1

  . دقيقة 20اختبار و اجري التفاعل لمدة 
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بعدها طردت الأنابيب مركزيـاً بـسرعة       ) 5( مل من محلول رقم      3أوقف التفاعل بإضافة     -2

 . دقيقة 20دقيقة لمدة / دورة 5000

 مل مـن محلـول   2إلى ) 5( مل من محلول رقم 3 بإضافة  (Blank)عمل محلول صفري     -3

 . مل من المستخلص الإنزيمي إلى مزيج التفاعل 0.2ثم أضيف ) 4(رقم 

ف الـضوئي           نـانوميتر باسـتخدام جهـاز المطيـا        280تمت قراءة الامتـصاص علـى        -4

(UV-visible spectrophotometer).  

  

  :  تقدير البروتين 2-2-10
 باسـتخدام ألبـومين المـصل البقـري     (Bradford ,1976)      تم تقدير البروتين حسب طريقة 

(BSA) كبروتين قياسي .  
  

  : عمل المنحنى القياسي -

  :المحاليل المستخدمة 

   (Coomasie Brilliant Blue G250)ي الزرقاء  محلول صبغة كوماس- )1(محلول رقم 

، ثـم    % 95 مل من الكحول الأثيلـي       50 ملغم من صبغة الكوماسي الزرقاء في        100      أذيب  

مع التبريد ، بعدها أكمـل الحجـم    % 85 مل من حامض الفسفوريك 100أضيف إلى هذا المحلول    

  . إلى لتر بإضافة الماء المقطر 

  

  )مل/ مايكروغرام 100(ول ألبومين المصل البقري القياسي  محل- )2(محلول رقم 

  :       حضرت تراكيز متدرجة من ألبومين المصل البقري حسب الجدول الآتي 
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المحلول الخزين 
  )مايكروليتر(

الماء المقطر 
  )مايكروليتر(

الحجم الكلي 
  )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  

  
  

 مايكروليتر من كل تركيز ، ثم مزج الخلـيط          500إلى  ) 1( مل من محلول رقم      2.5      أضيفت  

علـى  ) لكل تركيز مكـررين  (بصورة جيدة و ترك لمدة خمس دقائق بعدها تمت قراءة الامتصاص            

 الذي يتكـون    (Blank) نانوميتر ، بعد أن صفر جهاز المطياف بمحلول صفري           595طول موجي   

  ) .1( مل من محلول رقم 2.5 و (pH 5.0) مل منظم الخلات 0.5من 

 نـانوميتر   595      استحصل المنحنى القياسي برسم العلاقة بين الامتصاص عند الطول الموجي           

   ) . 6الشكل ( مقابل تركيز ألبومين المصل البقري 

  

  

  : كلوكانيز 3-1 تنقية إنزيمي الكايتينيز و بيتا 2-2-11

 T. fertile كلوكانيز من الفطر 3-1      بعد تثبيت الظروف المثلى لإنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا

AH1      ن من خميرة الخبز بتركيزلكل من كبريتـات   % 0.1و  % 1.5 ، حضر وسط الإنتاج المكو

و فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين و بعد إذابة هذه المكونات عـدل الـرقم              المغنيسيوم المائية   

 و عقم بالموصدة ثم لقح بحجم لقـاح مقـداره قـرص واحـد حـاوي علـى                    4الهيدروجيني إلى   

 125 م بـسرعة رج      30وحضن في الحاضنة الهزازة على درجة حـرارة         ) مل/ سبور 106×2.5(

ا فصلت الكتلة الحيوية عن راشـح المزرعـة الحـاوي علـى              ساعة ، بعده   96دقيقة لمدة   / دورة

  .لحصول على الإنزيمين بشكل رائق الإنزيمين و ذلك ل
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  :       وجرت جميع مراحل التنقية تحت ظروف مبردة  بحسب الخطوات الآتية 
  

  

  

  : الديلزة -1
   (pH 6.5)مولر منظم الفوسفات ) 0.005( محلول -

 فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين في كمية من الماء المقطـر            غم من  0.68      حضر بإذابة   

  .  لتر بالماء المقطر 1 أكمل الحجم إلى 6.5 إلى pHوبعد تعديل الـ 
  

 مولر منظم الفوسفات    0.005      و قد أجريت عملية الديلزة باستخدام أكياس الديلزة حيال محلول           

هاء العملية تم تقدير الفعالية الإنزيمية لكلا الإنـزيمين          ساعات و بعد انت    6بإبداله ثلاث مرات خلال     

  . فضلاً عن تقدير البروتين 
  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .المنحنى القياسي للبروتين بطريقة برادفورد ) : 6(الشكل 
  

   :) %70-20( الترسيب بالايثانول بنسبة -2
 السابقة بوسـاطة الايثـانول            أجريت عملية الترسيب للمستخلص الإنزيمي المديلز في الخطوة       

 دورة  8000ثم طرد مركزياً باستخدام جهاز الطرد المركزي المبرد بـسرعة            % 20المبرد بنسبة   
56 



 م بعدها اخذ الراشح و أجريت له عمليـة ترسـيب أخـرى              4 دقيقة بدرجة حرارة     15دقيقة لمدة   /

ة نفسها ، ثم أذيب الراسـب       و طرد مركزياً بالظروف السابق     % 70بوساطة الايثانول المبرد بنسبة     

  وقدرت الفعالية الإنزيمية لكلا الإنزيمين إضافة (pH 6.5) مل من محلول منظم الفوسفات 16في 

  . إلى تقدير البروتين 

  

   : DEAE-Cellulose التبادل الأيوني باستخدام المبادل -3

  :  المحاليل المستخدمة -

  مولر كلوريد الصوديوم ) 0.25 (–ديوم مولر هيدروكسيد الصو) 0.25 (- )1(محلول رقم 

 غم من كلوريد الصوديوم في كمية       3.625 غم من هيدروكسيد الصوديوم و       2.5      حضر بإذابة   

  .  مل بالماء المقطر 250من الماء المقطر وبعد إتمام الإذابة أكمل الحجم إلى 

  

  مولر محلول حامض الهيدروكلوريك) 0.25 (- )2(محلول رقم 

 مل من حامض الهيدروكلوريك المركز في كمية من الماء المقطـر ثـم          5.38ر بتخفيف         حض

  .  مل بالماء المقطر 250أكمل الحجم إلى 

  

   (pH 6.5)مولر منظم الفوسفات ) 0.005 (- )3(محلول رقم 

  .       حضر بذات الطريقة الواردة في خطوة الديلزة 

  

  

  ديوم مولر كلوريد الصو) 0.6 (- )4(محلول رقم 

ثم أكمل الحجـم    ) 3( غم من كلوريد الصوديوم في كمية من محلول رقم           17.55      حضر بإذابة   

  . ذاته ) 3( مل بالمحلول رقم 500إلى 

  
57 



  :  إعداد العمود -

 Whitaker بحسب الطريقة الموصوفة من قبل DEAE-Cellulose      حضر المبادل الأيوني 

  :الية  و ذلك بإتباع الخطوات الت(1972)

 لترمن الماء المقطر و ترك ليركد و أزيل الـسائل  1 غم من المبادل الأيوني مع      20خلط   -1

العلوي و كررت هذه الخطوة مرات عدة لحين أصبح السائل العلـوي رائقـاً ومـن ثـم            

  .ترشيحه على قمع بخنر 

  دقيقة و غسل في قمع بخنـر 30لمدة ) 1( مل من محلول رقم     250نشط المبادل بإضافة     -2

 دقيقـة وغـسل     30ولمـدة   ) 2( مل من محلول رقم      250بالماء المقطر ، بعدها أضيف      

 .بالماء المقطر أيضاً 

سم ) 21×1.8(و عبئ المبادل في عمود زجاجي بأبعاد        ) 3(علق المبادل في محلول رقم       -3

حتى اليوم التالي بسرعة جريان مقدارها      ) 3(وأجريت له الموازنة باستخدام المحلول رقم       

  . دقيقة /  مل 1

  

  :  إضافة النموذج -

إلى سـطح    % 70 مل من النموذج المتحصل عليه من خطوة الترسيب بالايثانول           16      أضيف  

 1 مل لكل جزء و بسرعة جريان ثابتـة    3المبادل الأيوني بهدوء و جمعت الأجزاء المنفصلة بواقع         

) والتي لم ترتبط بالمبادل الأيـوني    (لة  وتمت متابعة تركيز البروتين في الأجزاء المنفص      . دقيقة  /مل  

 نانوميتر لحـين التأكـد   280وذلك بمتابعة الامتصاص لكل جزء من هذه الأجزاء عند طول موجي  

وقدرت الفعالية الإنزيميـة لكـل مـن إنزيمـي          . من نزول جميع الأجزاء التي لم ترتبط بالمبادل         

منفصلة ثم قدرت الفعالية الإنزيمية في الأجـزاء         كلوكانيز في القمم البروتينية ال     3-1الكايتينيز وبيتا 

التابعة للقمة التي أظهرت فعالية إنزيمية ، ثم جمعت هذه الأجزاء وتم قياس حجمها وقـدرت فيهـا                  

  . الفعالية لكلا الإنزيمين فضلاً عن تقدير البروتين 
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       ورسـمت العلاقــة بـين الامتــصاص وعـدد الأجــزاء وكـذلك العلاقــة بـين الفعاليــة     

  . وعدد الأجزاء ) مل/وحدة(الإنزيمية

  

  :  استرداد الإنزيم -

 مل من محلـول     200مقابل  ) 4( مل من محلول رقم      200      أجريت عملية الاسترداد باستخدام     

عند نفـس الطـول   ) بعد إجراء الاسترداد   ( وتم متابعة تركيز البروتين للأجزاء المنفصلة       ) 3(رقم  

  . الموجي السابق 

 قدرت الفعالية الإنزيمية لكلا الإنزيمين في القمم البروتينية المنفصلة ثم قـدرت الفعاليـة                     وقد

الإنزيمية في الأجزاء التابعة للقمة التي أظهرت فعالية إنزيمية ، ثم جمعت الأجزاء التابعـة لهـذه                 

ورسـمت  . ن  القمة وتم قياس حجمها وقدرت فيها الفعالية لكلا الإنزيمين فضلاً عن تقدير البـروتي             

وعـدد  ) مـل /وحـدة (العلاقة بين الامتصاص وعدد الأجزاء وكذلك العلاقة بين الفعالية الإنزيمية           

  .الأجزاء 

  

  :  كلوكانيز 3-1توصيف إنزيمي الكايتينيز وبيتا  2-2-12

  : تقدير الثوابت الحركية -1

  المقلـوب   بوسـاطة المنحنـى    (Vmax) و السرعة القـصوى      (Km)      قدرت قيم ثابت ميكالس     
(Reciprocal plot)            ــة ــاً لطريق ــة تبع ــسرعة الأولي ــل ال ــل مقاب ــادة التفاع ــز م  لتركي

Lineweaver & Burk (1934)  .  
  

  ) : B و A( تقدير الثوابت الحركية لصورتي إنزيم الكايتينيز -أ 

  : المحاليل المستخدمة -

   (pH 5.0)مولر منظم الخلات ) 0.1 (- )1(محلول رقم  
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 مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر وبعـد تعـديل          0.58   حضر بتخفيف      

  .  مل بالماء المقطر 100 أكمل الحجم إلى 5 إلى pHالـ 

  

   pNP-GlcNAc)  ملي مولر10( محلول مادة التفاعل - )2(محلول رقم 

وبعد إتمـام   ) 1(م   في كمية من محلول رق     pNP-GlcNAc غم من مادة     0.068     حضر بإذابة   

محلول خزين وتم   ) 2(إذ عد المحلول رقم     . ذاته  ) 1( مل بالمحلول رقم     20الإذابة أكمل الحجم إلى     

  :عمل تخافيف منه وكما هو موضح بالجدول الآتي 
  

مل من محلول 
 ملي مولر 10

pNP-GlcNAc 

مل من محلول 
التركيز النهائي   )مل(الحجم النهائي   منظم الخلات

  )ملي مولر(

0.1  9.9  10  0.1  
0.5  9.5  10  0.5  
1.0  9.0  10  1.0  
2.5  7.5  10  2.5  
5.0  5.0  10  5.0  
10.0  -  10  10.0  

  
      وتم تقدير الفعالية الإنزيمية لكلتا صورتي الإنزيم باستخدام محاليل مـادة التفاعـل أعـلاه ،                

فاعـل مقابـل الـسرعة       باستخدام المنحنى المقلوب لتركيز مادة الت      Vmax  و    Kmواستحصلت قيم   

  . الأولية 

  :  كلوكانيز 3-1 تقدير الثوابت الحركية لإنزيم بيتا-ب

  : المحاليل المستخدمة  -

   (pH 4.5)مولر منظم الخلات ) 0.1 (- )1(محلول رقم 
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 مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر وبعـد تعـديل          0.58      حضر بتخفيف   

  .  مل بالماء المقطر 100 الحجم إلى  أكمل4.5 إلى pHالـ 

  

  لامينارين ) مل/  مايكروغرام500( محلول مادة التفاعل - )2(محلول رقم 

وبعد إتمام الإذابة أكمـل  ) 1( غم من اللامينارين في كمية من محلول رقم 0.015     حضر بإذابة  

حلـول خـزين وتـم عمـل     م) 2(إذ عد المحلول رقم . ذاته  ) 1( مل بالمحلول رقم     30الحجم إلى   

  : تخافيف منه وكما هو موضح بالجدول الآتي 

  
مل من محلول 

 500اللامينارين 
  مل/مايكروغرام

مل من محلول 
  )مل(الحجم النهائي   منظم الخلات

التركيز النهائي 
  )مل/ مايكروغرام (

0.5  9.5  10  25  
1  9  10  50  
2  8  10  100  
3  7  10  150  
5  5  10  250  
8  2  10  400  

10  -  10  500  
  

  

 و  Km      وتم تقدير الفعالية الإنزيمية باستخدام محاليل مادة التفاعل أعلاه ، و استحـصلت قـيم                

Vmax باستخدام المنحنى المقلوب لتركيز مادة التفاعل مقابل السرعة الأولية  .  
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  :كانيز  كلو3-1 تقدير الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية إنزيمي الكايتينيز و بيتا-2
  

  ) :B و A( الأمثل لفعالية صورتي إنزيم الكايتينيز pH تقدير الـ -أ

  :  المحاليل المستخدمة -

  ) 6.0-4.0( من pHمولر منظم الخلات بمدى ) 0.1 (- )1(محلول رقم 

 مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر وبعد تعـديل              0.145      حضر بتخفيف   

  .  مل بالماء المقطر 25قم الهيدروجيني المطلوب أكمل الحجم إلى  إلى الرpH  الـ

  

  ) 7.5-6.5( من pHمولر منظم الفوسفات بمدى ) 0.1 (- )2(محلول رقم 

 غم من فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين في كمية من الماء المقطـر             0.34      حضر بإذابة   

  .  مل بالماء المقطر 25طلوب أكمل الحجم إلى  إلى الرقم الهيدروجيني المpHوبعد تعديل الـ 

  

   pNP-GlcNAc)  ملي مولر4( محلول مادة التفاعل - )3(محلول رقم 

 مـل مـن المحاليـل المنظمـة         25 في   pNP-GlcNAc غم من مادة     0.034      حضر بإذابة   

  ) . 7.5-4(المحضرة سابقاً بمدى الأرقام الهيدروجينية 

  

  : طريقة التقدير -
في كل محلول من محاليل مـادة التفاعـل         ) B و   A(درت الفعالية لصورتي إنزيم الكايتينيز            ق

المحضرة في الخطوة السابقة بالأسلوب نفسه المتبع في تقدير الفعالية الإنزيمية و رسـمت العلاقـة              

  .  الأمثل للفعالية pH و الفعالية الإنزيمية لتحديد الـ pHبين الـ 
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  :  كلوكانيز 3-1لأمثل لفعالية إنزيم بيتا اpH تقدير الـ -ب

  : المحاليل المستخدمة  -

  )6.0-4.0( من pHمولر منظم الخلات بمدى ) 0.1 (- )1(محلول رقم 

  .  الأمثل لإنزيم الكايتينيز  pH      حضر بالطريقة نفسها الواردة في تقدير الـ

  

  ) 7.5-6.5( من pHمولر منظم الفوسفات بمدى ) 0.1 (- )2(محلول رقم 

  .  الأمثل لإنزيم الكايتينيز  pH      حضر بالطريقة نفسها الواردة في تقدير الـ

  

  لامينارين ) مل/ مايكروغرام 250( محلول مادة التفاعل - )3(محلول رقم 

 مل من المحاليل المنظمـة المحـضرة        25 غم من مادة اللامينارين في       0.006      حضر بإذابة   

  ) .7.5-4( الهيدروجينية سابقاً بمدى الأرقام

  

  :  طريقة التقدير -
 كلوكانيز في كل محلول من محاليل مادة التفاعل المحضرة فـي  3-1      قدرت الفعالية لإنزيم بيتا   

 و  pHالخطوة السابقة بالأسلوب نفسه المتبع في تقدير الفعالية الإنزيمية و رسمت العلاقة بين الــ                

  .  الأمثل للفعالية pHالفعالية الإنزيمية لتحديد الـ 

  

  :  كلوكانيز 3-1 تقدير الرقم الهيدروجيني لثبات إنزيمي الكايتينيز و بيتا-3

) 9.0-2.0( بـين  pH مولر على مدى قيم 0.2      حضرت محاليل منظمة ذات قوة أيونية واحدة   

  : وعلى النحو الآتي 
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   (pH 2.0) منظم الفوسفات - )1(محلول رقم 

 مل من حامض الفسفوريك في كمية من الماء المقطـر وعـدلت القـوة         0.35يف        حضر بتخف 

 25 أكمل الحجم إلى     2 إلى   pHوبعد تعديل الـ    .  غم من كلوريد الصوديوم      0.05الأيونية بإضافة   

    . مل بالماء المقطر 
  

   (pH 2.5) منظم الفوسفات - )2(محلول رقم 

 في كمية من الماء المقطـر وعـدلت القـوة      مل من حامض الفسفوريك    0.35      حضر بتخفيف   

 أكم ل الحج م إل ى       2.5 إلـى    pHوبعد تعديل الـ    .  غم من كلوريد الصوديوم      0.02الأيونية بإضافة   

  .  مل بالماء المقطر 25
  

   (pH 3.0) منظم الفوسفات - )3(محلول رقم 

 ـ      0.35حضر بتخفيف          دلت القـوة   مل من حامض الفسفوريك في كمية من الماء المقطـر وع

 أكمل الحجـم إلـى   3 إلى pHوبعد تعديل الـ .  غم من كلوريد الصوديوم    0.006الأيونية بإضافة   

  .  مل بالماء المقطر 25
  

   (pH 3.5)منظم الفوسفات  - )4(محلول رقم 

 مل من حامض الفسفوريك في كمية من الماء المقطـر وعـدلت القـوة         0.35      حضر بتخفيف   

 أكمل الحجم إلى    3.5 إلى   pHوبعد تعديل الـ    .  غم من كلوريد الصوديوم      0.002الأيونية بإضافة   

  .  مل بالماء المقطر 25
  

   (pH 4.0) منظم الخلات - )5(محلول رقم 

 مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر وعدلت القـوة              0.29      حضر بتخفيف   

 أكمل الحجـم إلـى   4 إلى pHوبعد تعديل الـ . وم  غم من كلوريد الصودي   0.249الأيونية بإضافة   

  .  مل بالماء المقطر 25
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   (pH 4.5) منظم الخلات - )6(محلول رقم 

 مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر وعدلت القـوة              0.29      حضر بتخفيف   

 أكمل الحجم إلى    4.5 إلى   pHوبعد تعديل الـ    .  غم من كلوريد الصوديوم      0.189الأيونية بإضافة   

  .  مل بالماء المقطر 25
  

   (pH 5.0) منظم الخلات - )7(محلول رقم 

 مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر وعدلت القـوة              0.29      حضر بتخفيف   

 أكمل الحجـم إلـى   5 إلى pHوبعد تعديل الـ .  غم من كلوريد الصوديوم    0.107الأيونية بإضافة   

  . الماء المقطر  مل ب25
  

   (pH 5.5) منظم الخلات - )8(محلول رقم 

 مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر وعدلت القـوة              0.29      حضر بتخفيف   

 أكمل الحجم إلى    5.5 إلى   pHوبعد تعديل الـ    .  غم من كلوريد الصوديوم      0.045الأيونية بإضافة   

  .  مل بالماء المقطر 25
  

   (pH 6.0) منظم الخلات - )9(قم محلول ر

 مل من حامض الخليك الثلجي في كمية من الماء المقطر وعدلت القـوة              0.29      حضر بتخفيف   

 أكمل الحجـم إلـى   6 إلى pHوبعد تعديل الـ .  غم من كلوريد الصوديوم    0.016الأيونية بإضافة   

  .  مل بالماء المقطر 25
  

   (pH 6.5) منظم الفوسفات - )10(محلول رقم 

 غم من فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين في كمية من الماء المقطـر             0.68      حضر بإذابة   

 6.5 إلـى    pHوبعد تعديل الــ     .  غم من كلوريد الصوديوم      0.109وعدلت القوة الأيونية بإضافة     

  .  مل بالماء المقطر 25أكمل الحجم إلى 
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   (pH 7.0) منظم الفوسفات - )11(محلول رقم 

 غم من فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين في كمية من المـاء المقطـر        0.68     حضر بإذابة   

 أكمل  7 إلى   pHوبعد تعديل الـ    .  غم من كلوريد الصوديوم      0.066وعدلت القوة الأيونية بإضافة     

  .  مل بالماء المقطر 25الحجم إلى 

  

   (pH 7.5) منظم الفوسفات - )12(محلول رقم 

 غم من فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين في كمية من المـاء المقطـر        0.68  حضر بإذابة      

  .  مل بالماء المقطر 25 أكمل الحجم إلى 7.5 إلى pHوبعد تعديل الـ 

  

   (pH 8.0) منظم الترس - )13(محلول رقم 

وعـدلت القـوة     في كمية من الماء المقطـر        (Tris-base) غم من الترس     0.61     حضر بإذابة   

 25 أكمل الحجم إلى     8 إلى   pHوبعد تعديل الـ    .  غم من كلوريد الصوديوم      0.13الأيونية بإضافة   

  . مل بالماء المقطر 

  

   (pH 8.5) منظم الترس - )14(محلول رقم 

 في كمية من الماء المقطـر وعـدلت القـوة           (Tris-base) غم من الترس     0.61     حضر بإذابة   

 أكمل الحجم إلى    8.5 إلى   pHوبعد تعديل الـ    .  غم من كلوريد الصوديوم      0.223الأيونية بإضافة   

  .  مل بالماء المقطر 25

  

   (pH 9.0) منظم الترس - )15(محلول رقم 

 في كمية من الماء المقطـر وعـدلت القـوة           (Tris-base) غم من الترس     0.61     حضر بإذابة   

 أكمل الحجـم إلـى   9 إلى pHوبعد تعديل الـ . م  غم من كلوريد الصوديو   0.259الأيونية بإضافة   

  .  مل بالماء المقطر 25
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  : طريقة التقدير  -
 كلوكـانيز   3-1 مل من كل صورة من صورتي إنزيم الكايتينيز إضافة إلى إنزيم بيتا            2      حضن  

ولغايـة محلـول رقـم    ) 1(محلول رقم [  مل من كل من المحاليل المنظمة       2مع  ) كلاً على انفراد  (

 دقيقـة ثـم بـردت       30 م ولمـدة     37في أنابيب اختبار في حمام مائي على درجة حرارة          ) ] 15(

الأنابيب في حمام مائي ثلجي وقدرت فعالية صورتي إنزيم الكايتينيز فضلاً عن فعالية إنـزيم بيتـا                  

يميـة   كلوكانيز المتبقية في كل نموذج بالأسلوب نفسه الذي سبق وصفه في تقدير الفعالية الإنز              1-3

 الأمثـل لثبـات     pH لتحديـد الــ      pHورسمت العلاقة بين النسبة المئوية للفعالية المتبقية و الـ          

  .الإنزيمين 

  

  :  كلوكانيز 3-1 تقدير الثبات الحراري لإنزيمي الكايتينيز وبيتا-4

 كلوكـانيز   3-1 مل من كل صورة من صورتي إنزيم الكايتينيز إضافة إلى إنزيم بيتا            2      حضن  

 50 و   45 و   40 و   35 و   30 و   25 و   20(في حمام مائي على درجات حـرارة        ) لاً على انفراد  ك(

وبردت الأنابيب في حمام مائي ثلجـي مباشـرة ثـم          .  دقيقة   30م لمدة   ) 70 و   65 و   60 و   55و  

  .قدرت الفعالية الإنزيمية المتبقية 

  

  :  كلوكانيز 3-1ي الكايتينيز وبيتا تأثير بعض الأيونات المعدنية والمواد الكيميائية في إنزيم-5

 ملي مولر كمحلول خـزين      10      حضرت محاليل كلوريدات الفلزات والمواد الكيميائية بتركيز        

  : كالآتي 

  

   محلول كلوريد المنغنيز- )1(محلول رقم 

 في كمية مـن المـاء الخـالي مـن         (MnCl2) غم من كلوريد المنغنيز      0.063      حضر بإذابة   

  .  مل بهذا الماء 50 وبعد إتمام الإذابة أكمل الحجم إلى الأيونات
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   محلول كلوريد الزئبق- )2(محلول رقم 

 في كمية من الماء الخالي من الأيونات        (HgCl2) غم من كلوريد الزئبق      0.135      حضر بإذابة   

  .  مل بهذا الماء 50وبعد إتمام الإذابة أكمل الحجم إلى 

  

   كلوريد النيكل محلول- )3(محلول رقم 

 في كمية من الماء الخالي من الأيونـات       (NiCl2) غم من كلوريد النيكل      0.065      حضر بإذابة   

  .  مل بهذا الماء 50وبعد إتمام الإذابة أكمل الحجم إلى 

  

   محلول كلوريد الفضة- )4(محلول رقم 

ء الخالي من الأيونـات     في كمية من الما    (AgCl) غم من كلوريد الفضة      0.071      حضر بإذابة   

  .  مل بهذا الماء 50وبعد إتمام الإذابة أكمل الحجم إلى 

  

   محلول كلوريد الكالسيوم- )5(محلول رقم 

 في كمية مـن المـاء الخـالي مـن     (CaCl2) غم من كلوريد الكالسيوم   0.055      حضر بإذابة   

  .  مل بهذا الماء 50الأيونات وبعد إتمام الإذابة أكمل الحجم إلى 

  

   محلول كلوريد الحديد- )6(محلول رقم 

 في كمية من الماء الخالي من الأيونـات  (FeCl2) غم من كلوريد الحديد      0.063      حضر بإذابة   

  .  مل بهذا الماء 50وبعد إتمام الإذابة أكمل الحجم إلى 

  

  (Ethylene Diamine Tetra acetic acid , EDTA) محلول - )7(محلول رقم 

 في كمية من الماء الخالي من الأيونات وبعد إتمام          EDTA غم من مادة     0.186ضر بإذابة         ح

  .  مل بهذا الماء 50الإذابة أكمل الحجم إلى 
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  محلول المركابتوايثانول- )8(محلول رقم 

 مل من المركابتوايثانول في كمية من الماء الخالي من الأيونات وبعـد             0.035      حضر بتخفيف   

  .  مل بهذا الماء 50ذابة أكمل الحجم إلى إتمام الإ
  

  محلول حامض البوريك-) 9(محلول رقم 

 غم من حامض البوريك في كمية من الماء الخالي من الأيونات وبعـد إتمـام                0.031حضر بإذابة   

  .  مل بهذا الماء 50الإذابة أكمل الحجم إلى 
  

  :طريقة التقدير  -
مـع حجـم    ) كلاً على انفراد  ( كلوكانيز   3-1ينيز وإنزيم بيتا        مزج محلول صورتي إنزيم الكايت    

 ملي مولر لكل محلول ثم حضنت بدرجة        5مماثل لكل من المحاليل آنفة الذكر للحصول على تركيز          

 دقائق ، أعقبها تقدير الفعالية الإنزيمية فضلاً عن تقدير الفعاليـة الإنزيميـة              10 م لمدة    37حرارة  

) مي دون معاملة بأي من محاليل كلوريدات الفلـزات والمـواد الكيميائيـة          المحلول الإنزي (للسيطرة  

 ملي مولر للمحاليـل آنفـة الـذكر ،          1وللحصول على تركيز    . وذلك لتحديد نسبة الفعالية المتبقية      

 مـل مـن المـاء    0.4 ملي مولر إلى 10 مل من كل محلول من المحاليل ذات التركيز  0.1أضيف  

 مل من المحلـول الإنزيمـي لكلتـا    0.5 مل الذي مزج مع     0.5الحجم  ح  الخالي من الأيونات فأصب   

وتم الحضن وقيـاس الفعاليـة      ) كلاً على انفراد  ( كلوكانيز   3-1صورتي إنزيم الكايتينيز وإنزيم بيتا    

  .  ملي مولر السابق وصفه 5الإنزيمية كما هو الحال عند استخدام التركيز 

  

   :(Biological Control)السيطرة الحيوية   2-2-13

  : في نمو الفطريات الممرضة T.  fertile AH1 تأثير الراشح الإنزيمي الخام للفطر -

/ كليـة العلـوم     /       تم الحصول على أربع عزلات فطرية ممرضة للنبات من قسم علوم الحياة             

  : جامعة كربلاء تعود لأجناس مختلفة وهي 
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Fusarium solani و  F. oxysporum و  Rhizoctonia solani و  Aspergillus flavus .  

  . أيام ) 10-7( م لمدة 28 بدرجة حرارة PDA      نشطت هذه العزلات على وسط 

 في نمو الفطريات الممرضـة اسـتخدم   T. fertile AH1      ولغرض بيان تأثير إنزيمات الفطر 

  و 1:1[  بتراكيز مختلفـة   مليمتر0.22الراشح الإنزيمي الخام بعد تعقيمه خلال مرشح دقيق بقطر      

  ) ] .PDAوسط : إنزيم  (9:1  و 3:1

مـل مـن    5 و )  %4بنسبة أكـار   (PDA مل من وسط 10 مل من الإنزيم إلى 10      أضيف  

 مـل مـن الوسـط    18 مل من الإنزيم إلى 2و  %)  3بنسبة أكار ( مل من الوسط     15الإنزيم إلى   

 على التوالي ،    9:1  و    3:1  و    1:1ل على تراكيز    قبل تصلب الوسط للحصو    %) 2.5بنسبة أكار   (

بعدها لقحت الأوساط المتصلبة بقرص الفطر الممرض وبواقع مكررين لكل معاملـة إضـافة إلـى         

 م   20وحضنت على درجة حـرارة      ) بدون إضافة الإنزيم للوسط   (معاملة السيطرة للفطر الممرض     

ستعمرة الفطـر بعـد فتـرة الحـضن     ثم سجل معدل قطر م . (Haggag ,2002) ساعة 72لمدة 

   :(Wang et al. ,2006)المذكورة واستخرجت نسبة التثبيط اعتماداً على المعادلة الآتية 
  

   قطر فطر المعاملة– قطر فطر السيطرة   

   100×   (%) =نسبة التثبيط 

                           قطر فطر السيطرة    
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     :الفطرية المناسبة  اختيار العزلة  3-1
ختبار قابليتهـا فـي إنتـاج إنزيمـي         زلة فطرية عائدة لأجناس مختلفة لإ      ع 25تمت غربلة         

 هذه العـزلات علـى      وتمت تنمية ) extracellular( كلوكانيز الخارج خلويين     3-1الكايتينيز و بيتا  

وقـد اقتـصرت عمليـة      . وسط خميرة الخبز المدعم بالأملاح المعدنية وتحت ظروف نمو محددة           

 لكون عملية فصل هذه الإنزيمات مـن أوسـاط النمـو      الغربلة على الإنزيمات الخارج خلوية نظراً     

  ) .  Vyas & Dixit , 2009( عن كونها غير مكلفة تمتاز بسهولتها فضلاً
أن لبعض العزلات الفطرية القابلية على إنتاج الإنزيمين        ) 3(هرت النتائج المبينة في جدول      أظ      

عجـزت  حـين    ولكن بدرجات متفاوتة ، بينما اقتصر بعضها على إنتاج إنزيم واحد فقط ، في                معاً

 من العزلات تنـتج   %  60ن  أ) 7(ويظهر من الشكل    . ن الإنزيمين   بعض العزلات عن إنتاج أي م     

         كلوكـانيز ،   3-1 بيتـا   إنـزيم  من العزلات تنتج فقط إنزيم الكايتينيز بـدون       %  4بينما  يمين  الإنز

 الكايتينيز ، أما العزلات غير المنتجة لكـلا          إنزيم  كلوكانيز بدون  3-1تنتج فقط إنزيم بيتا   %  28 و

  . لعزلات لهذه امن المجموع الكلي %  8ته نسبما الإنزيمين فتمثل 

 3-1ارنة قيم الفعالية النوعية يلاحظ أن الفعالية النوعية لإنزيمـي الكـايتينيز وبيتـا             مقعند  و      

) 6.26 و 93.70( الأعلى ، إذ بلغت  هي  كانت.Trichoderma spكلوكانيز المنتجين من العزلة 

لعزلة  على التوالي ، بينما كانت أوطأ فعالية نوعية لإنزيم الكايتينيز المنتج من ا             ملغم بروتين / وحدة  

Rhizopus sp.4  كلوكانيز المنتج مـن  3-1 ولإنزيم  بيتاملغم بروتين / وحدة 1.31 والتي بلغت 

  .  ملغم بروتين/ وحدة  0.077  والتي بلغت Penicillium sp.3العزلة 

كمصدر لإنتاج الإنزيمين كونها  .Trichoderma sp وفي ضوء هذه النتائج اختيرت العزلة       

   .لمستخدمة  العزلات اأأكف
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   .  كلوكانيز3- 1غربلة الفطريات لإختبار قابليتها على إنتاج إنزيمي الكايتينيز وبيتا) : 3(جدول 
  

  

  

  

  

  

  

  

الفعالية النوعية لإنزيم الكايتينيز               الفطر
  )ملغم بروتين/ وحدة (

 3-1الفعالية النوعية لإنزيم بيتا
  ) بروتينملغم/ وحدة (كلوكانيز 

Rhizopus  sp.1  0.00 0.55 

Rhizopus  sp.2 0.00  1.88  
Rhizopus  sp.3 2.8  1  
Rhizopus  sp.4 1.31  1.85  
Rhizopus  sp.5 4.57  0.51  
Rhizopus  sp.6  4.46  1.15  
Rhizopus  sp.7 5.45  1.55  
Rhizopus  sp.8 7  0.92  
Rhizopus  sp.9 7.5  0.29  

Penicillium  sp.1  3.05  0.34  
Penicillium  sp.2 4.04  0.11  
Penicillium  sp.3 9.17  0.077  
Penicillium  sp.4  2.5  0.00  
Penicillium  sp.5  0.00  0.00  

Penicillium restrictum  6.7  0.185  
Aspergillus niger 1  0.00  2.31  
Aspergillus niger 2 6  2.29  
Aspergillus ustus  9.35  2.39  
Aspergillus  sp.1  13.67  0.184  
Aspergillus  sp.2  0.00  2.08  
Aspergillus  sp.3  0.00  2  
Aspergillus  sp.4  0.00  1  

Cuninnghamella  sp.  0.00  0.13  
Rhizoctonia  sp.  0.00  0.00  
Trichoderma  sp.  93.70  6.26  
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العزلات المنتجة للإنزیمین معا

العزلات المنتجة للكایتینیز فقط

العزلات المنتجة لبیتا1-3 كلوكانیز
فقط
العزلات غیر المنتجة لكلا الإنزیمین

 ) %نسبة العزلات المنتجة من المجموع الكلي للعزلات  ( 

  

  

  

  

  

  

  

    

  

  

  

   .  كلوكانيز3-1غربلة العزلات الفطرية لإنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا) : 7(الشكل 

  

  
  

 .Matroudi et al )2009( نتائج هذه الدراسة ما ورد في دراسات سابقة ، إذ أوضـح  تفقت      

ــنس  أ ــدة لج ــواع العائ ــض الأن ــة  Trichodermaن بع ـــ المتمثل                  T. harzianum -8ب

نتـاج  لإ اختيـرت  0PTCC514 T. longibrachiatum و  T. atroviride  PTCC5220 و

 .El-Katatny et alكما وجـد   . عزلة فطرية 30 كلوكانيز من بين 3-1إنزيمي الكايتينيز و بيتا

  .عزلة فطرية  24 للإنزيمين من بين  هي الأكثر إنتاجاT. harzianumً زلةن العأ (2000)

 لتحديد قابلية العزلات الفطرية على إنتاج       مستخدم في عملية الغربلة هذه مناسباً     يعد الوسط ال          

إن اختيار وسط التخمير عامل مهم في خفض كلفة الإنتـاج        .  كلوكانيز   3-1إنزيمي الكايتينيز و بيتا   

 الوسط   هذا والإسراع في نمو الكائن المجهري و زيادة إنتاجه و تحسين نوعيته ، و يجب أن يحتوي               
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 ، نمو كالفيتامينات و أحماض أمينيـة     ى مصدر طاقة و كاربون و نيتروجين و بعض منشطات ال          عل

ــزيم   ــاج الإن ــد لإنت ــو جي ــو ه ــد للنم ــط الجي ــون الوس ــضرورة أن يك ــيس بال ــن ل                           ولك

      ).1989الحيدري والمصلح ، ( 

يما يتعلق بثباتيتها و فعاليتها يتطلـب       إن الحصول على الصفات المرغوبة للإنزيمات خاصة ف             

برامج غربلة خاصة إلا انه يجب أن لا يغفل دور بعض العوامل المؤثرة في عملية الغربلة و التـي              

) ينطبق ذلك علـى الفطريـات     (تتضمن طريقة زرع الكائن المجهري في مرحلة الإنتاج الصناعي          

ك عملية انتخاب مناسبة للسلالات في مرحلة       فعند استخدام تقنية المزارع العميقة يجب أن تكون هنا        

إذ أن  المهـواة    العميقة تختلف عـن المـزارع      ن المزارع أرة و يجب أن يؤخذ بنظر الاعتبار        مبك

تسمح بعملية انتخاب مبدئية لذا يجب أن تتبعها عملية انتخاب أخـرى بـالمزارع العميقـة                الأخيرة  

(Boing ,2004) .   

لعزلات الفطرية على استخدام المزارع السائلة فـي إنتـاج إنزيمـي         لم تقتصر عملية غربلة ا          

 استخدام تخمرات الحالة الصلبة ، فقـد اسـتخدمت           على ملتتشا كلوكانيز، بل    3-1الكايتينيز و بيتا  

يز وأظهرت تلك الدراسة     كلوكان 3-1نزيم بيتا ي غربلة عشر عزلات فطرية لإنتاج إ      التقنية الأخيرة ف  

واختيـرت الـسلالة   ) . Yi et al. , 2008(هي الأكفأ مـن بينهـا    T. viride Tpo9إن العزلة 

Penicillium aculeatum NRRL 2129 كونها الأفضل  سلالة عائدة للجنس نفسه ل14 من بين

باستخدام تخمـرات الحالـة   ) extracellular chitinase(في إنتاج إنزيم الكايتينيز الخارج خلوي 

  ) .Binod et al. , 2005 (الصلبة أيضاً

أما في البكتريا ، فقد تركزت الدراسات على غربلة العزلات لتحديد الأفضل منها فـي إنتـاج                

 عزلة بكتيريـة  38 بعد غربلة Vibrio sp. 98CJ 11027 السلالةار اختيإنزيم الكايتينيز ، فقد تم 

 ـ98 عزلة من بين 18 كما تميزت  .)Park et al. , 2000(منتجة للإنزيم  ة بكتيريـة فـي    عزل

لإنتاج الإنـزيم   Massilia timonae واختيرت منها العزلة قابليتها على إنتاج إنزيم الكايتينيز أيضاً

 Zarei et al. (2010)سـتخدم   ، بينمـا ا Faramarzi et al. (2009)في الدراسة التي أجراهـا  
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نتـاج الإنـزيم بعـد     لكونها أكفأ العزلات المستخدمة في إSerratia marcescens B4Aالبكتريا 

  .غربلة ثلاث وعشرين عزلة بكتيرية 

 عزلـة مـن البكتريـا الخيطيـة         300أكثـر مـن     وفي عمليـة غربلـة واسـعة شـملت                

)Actinomycetes (      أسفرت عملية الغربلـة المـذكورة عـن اختيـار العزلـةStreptomyces 

aureofaciens CMUAc 130 لإنتاج إنزيم الكايتينيز )Taechowisan et al. , 2003(  .  

 تتباين تبعاً لاخـتلاف سـلالات تلـك         إن قابلية الأحياء المجهرية لإنتاج الإنزيمات الخارجية            

  ) .2002الدليمي ، (الأحياء المجهرية في النوع الواحد وفي الأنواع المختلفة 

  

  :   تشخيص العزلة المنتخبة 3-2
جامعة بابل لغرض تشخيـصها مـن قبـل    /لوم للبنات لى كلية العبعد إرسال العزلة المنتخبة إ         

 Trichoderma  fertileن العزلة المنتخبة هي تاذ الدكتور زيدان خليف المعموري، فقد تبين أالأس

 ، وعلى الرغم من كون جـنس  Trichoderma fertile AH1 لتصبح AH1وقد أعطيت الرمز 

 إلا انه لم نجد أي دراسة سابقة تشير          معروف باستخدامه في السيطرة الحيوية     Trichodermaالـ  

  . يستخدم في هذا النوع من السيطرة T. fertileإلى أن النوع 
  

 كلوكانيز من الفطر    3-1نزيمي الكايتينيز و بيتا     تحديد الظروف المثلى لإنتاج إ      3-3
Trichoderma  fertile AH1        :   

  

  :  تأثير مدة الحضن -1

خلال سبعة أيام مـن التخمـر وذلـك     T. fertile AH1نزيمين من الفطر       تم متابعة إنتاج الإ

نزيمية والبروتين ، كما تمت متابعة تغيـرات         لتقدير الفعالية الإ    يومياً كمية من وسط التخمر   بسحب  

يز خلال المدة المذكورة مـن      نزيم البروتي التخمر فضلاً عن متابعة إنتاج إ      لوسط   يالرقم الهيدروجين 

  .التخمر
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إنزیم الكایتینیز إنزیم بیتا1-3 كلوكانیز

 21.79 ساعة من التخمر بفعالية نوعية       24نزيمين يبدأ بعد    أن إنتاج الإ  ) 8( يتضح من الشكل         

 كلوكانيز ليـصل    3-1 لإنزيم بيتا  ملغم بروتين / وحدة   0.86نزيم الكايتينيز و     لإ ملغم بروتين /وحدة  

نزيمـي   لإملغم بروتين/وحدة ) 1.55و  86.49( ساعة من التخمر بفعالية نوعية 96إلى أقصاه بعد   

  . على التوالي  كلوكانيز3-1الكايتينيز وبيتا

ي بعـض الدراسـات ، إذ أن إنتـاج    وتتفق النتيجة المستحصلة من هذه الدراسة مع ما ورد ف           

ساعة خلال طور النمـو     ) 40-20(نزيمات المحللة للكايتين في الفطريات الخيطية يبدأ بعد فترة          الإ

كما  .  ; Nuero , 1995) Fenice et al. , 1998 (Matsumoto et al. , 2004 ; مييتاللوغار

 .Penicillium sp والفطـر Verticillium lecaniiنزيمات الكـايتينيز مـن الفطـر    يبدأ إنتاج إ

LYG0704ــا ــانيز مــن الفطــر 3-1 وكــذلك بيت  ســاعة         24 بعــد T. harzianum  كلوك

Fenice et al. , 1998) ; Lee et al. ,2009 ; de Marco & Felix , 2007 (.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

   كلوكانيز من الفطر3-1تأثير مدة الحضن في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا) : 8(الشكل     
 T. fertile AH1  
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 إذ تصل الفعالية النوعية في      نزيمين بالانخفاض تدريجياً  دة الحضن المثالية يبدأ إنتاج الإ     وبعد م       

  كلوكـانيز  3-1نزيمي الكايتينيز وبيتـا    لإ ملغم بروتين / وحدة  ) 1.51 و    42.76(اليوم السابع إلى    

  .على التوالي 

نزيمين بعد مدة الحضن المثالية قد يعزى إلـى انخفـاض مـستوى          إن الانخفاض في إنتاج الإ  

 نـزيمين سط بما ينعكس على مستوى تخليق الإنزيم فضلاً عن احتمال مسخ الإ    المواد المغذية في الو   

  ) . Binod , 2007(ز المنتج من الفطر نفسه ينزيم البروتيطة إبوسا

ن  لأفضل إنتاج من الإنـزيمي      ساعة 96وفي ضوء هذه النتائج فقد تم تثبيت مدة حضن قدرها                 

  Ghanem et al. (2010)فق هذه النتائج مع ما ذكره كل من، وتتوتم استخدامها في التجارب كافة

 سـاعة هـي   96ن مدة حضن  من أShanmugaiah et al. (2008) وWang et al. (2010)و

        Aspergillus terreusالأفضل للحصول على أقصى إنتاج من إنـزيم الكـايتينيز مـن الفطـر     

 Bacillus laterosporous MML2270البكتريـا  و Pseudomonas sp. TKU008البكتريا و

 ساعة هي أفـضل مـدة حـضن    96ن  أ أيضاًSandhya et al. (2004)كما ذكر . على التوالي 

 T. harzianum من الفطـر  (extracellular Chitinase)لإنتاج إنزيم الكايتينيز الخارج خلوي 

TUBF966 .     لإنتاج إنزيم الكـايتينيز الـداخلي    أيام هي المثلى أيضا4ًوكانت مدة حضن مقدارها 

(endochitinase) من الفطر Colletotrichum gloeosporioides (Souza et al. ,2003)  .

 T. viride TP09 كلوكانيز من الفطـر  3-1كما استخدمت مدة الحضن المذكورة لإنتاج إنزيم بيتا

(Yi et al. ,2008)،  لإنتـاج إنزيمـي    ساعة هـي الأفـضل   72 بينما كانت مدة حضن مقدارها

 T. harzianum 1051 (De Marco et al. ,2003) كلوكانيز مـن الفطـر   3-1الكايتينيز و بيتا

             Paenibacillus chitinolyticus JK2 من البكتريا (endochitinase)إنزيم الكايتينيز الداخلي و

(Al-Ahmadi et al. ,2008a) ،ـ في حين أشار ال  ن  إلـى أ Sharaf (2005)و ) 1994(راخ چ

الفطـر  و  Serratia marcescens لإنتاج إنزيم الكـايتينيز مـن البكتريـا    ةمدة الحضن اللازم

Alternaria alternate وأوضـح  .  أيام 7 كانت التوالي علىLeelasuphakul et al. (2006) 
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إنزیم البروتییز  الرقم الھیدروجیني 

 3-1 أيام هي المثلـى لإنتـاج إنـزيم بيتـا    5ن مدة حضن مقدارها  أBudiarti et al. (2009)و 

  .  على التوالي T. reesei و الفطر Bacillus subtilis NSRS 89-24كلوكانيز من البكتريا 

 ساعة مـن    24أن الرقم الهيدروجيني لوسط التخمر يبدأ بالارتفاع بعد         ) 9 (يلاحظ من الشكل        

 إنتاج إنزيمـي   ساعة حيث يصل  96 بعد   7.72 ثم يستمر بالارتفاع ليصل إلى       6.75التخمر ليصبح   

يـوم الـسابع    في ال7.92 كلوكانيز إلى أقصاه ، و بلغ أقصى ارتفاع لهذا الرقم       3-1الكايتينيز و بيتا  

وتتفق هذه النتيجة مع ما أشارت إليه بعـض الدراسـات إذ لـوحظ ارتفـاع الـرقم                  . من التخمر   

ــن  ــدروجيني م ــى 7الهي ــا    8.5 إل ــن البكتري ــايتينيز م ــزيم الك ــاج إن ــط إنت ــي وس                   ف

Serratia marcescens GG5 (Singh et al. ,2008).  ى  إل7 كما لوحظ ارتفاع هذا الرقم من

ــا   9.2 ــن البكتري ــايتينيز م ــزيم الك ــاج إن ــط إنت ــي وس                 Sphingomonas sp. CJ-5 ف

(Zhu et al. ,2007)  .  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  T. fertile AH1ز من الفطر يتأثير مدة الحضن في إنتاج إنزيم البروتي) : 9(الشكل 
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في هذه الدراسة إلى وجود خميـرة       يمكن تفسير ارتفاع الرقم الهيدروجيني خلال مدة التخمر               

 T. fertile لنمـو الفطـر   عـضوياً  نيتروجينياًالخبز في وسط التخمر التي يمكن أن تكون مصدراً

AH1                حيث انه في حالة استخدام الكائنات المجهرية الحية للمركبات الأمينية العـضوية لغـرض ، 

ن هذه المركبـات سـتفقد مجموعـة    وجيني بسبب أتفاع في الرقم الهيدرالنمو فأن ذلك يؤدي إلى ار 

 عن ذلك تستعمل المصادر النيتروجينيـة العـضوية      وفضلاً) . 1989الحيدري و المصلح ،   (الأمين  

    للنيتروجين من قبل الكائنات المجهرية القادرة على تحليـل هـذه المركبـات إلـى أمونيـا         مصدراً

  .روجيني مما يؤدي إلى ارتفاع الرقم الهيد) 1991صالح ،(

 ـأن أعلى مستوى لإنتاج إنـزيم البروتي   مرة أخرى يلاحظ    ) 9(      وبالرجوع إلى الشكل     ز مـن  ي

 وحـدة  396.5 ساعة من التخمر إذ بلغت الفعاليـة النوعيـة   24 كان بعد T. fertile AH1الفطر 

بيـد  تتفق مـع مـا ذكرتـه ع     إن هذه النتائج    . زدياد مدة الحضن    فض مستواه بإ   وانخ ملغم بروتين /

 ساعة 24 كان بعد T. harzianum Rifaiز من الفطر ين أعلى إنتاج لإنزيم البروتيمن أ) 2006(

من الحضن بعد تنمية الفطر في وسط حاوي على الغـزل الفطـري الطـري و الجـاف للفطـر                    

Rhizoctonia solani   كمـا وجـد   .  كمصدر وحيـد للكـاربونFerracini-Santos & Sato 

 ساعة هي المثلـى  24ن مدة حضن مقدارها أ  أيضاًKalaiarasi & Sunitha (2009)  و(2009)

 Cellulosimicrobium مـن البكتريـا   (alkaline protease)ز القاعـدي  يلإنتاج إنزيم البروتي

cellulans  و البكترياPseudomonas fluorescens على التوالي  .   

  

  :  تأثير سرعة الرج -2

 ثـم  T. fertile AH1 كلوكانيز بسبورات الفطر 3-1كايتينيز و بيتا إنتاج إنزيمي اللقح وسط      

 رج  حضن تحت ظرفين مختلفين احدهما ساكن و الآخر متحرك باستخدام الحاضنة الهزازة بـسرع             

ن إنتاج الإنـزيمين  أ) 10(و يتضح من الشكل    . دقيقة  /رة  دو) 200 و   150 و   125 و   100 و   50(

نوعية دقيقة إذ بلغت الفعالية ال    / دورة   125هزازة و بسرعة رج     يكون أعلى عند استخدام الحاضنة ال     

 بينمـا   ، على التوالي     كلوكانيز 3-1ملغم بروتين لإنزيمي الكايتينيز و بيتا     /وحدة  ) 4.28 و   49.74(
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إنزیم الكایتینیز إنزیم بیتا1-3 كلوكانیز

 لإنـزيم   ملغـم بـروتين   / وحدة   7.12كانت أوطأ فعالية نوعية باستخدام الحاضنة الساكنة إذ بلغت          

  .  كلوكانيز 3-1 لإنزيم بيتاملغم بروتين/ ة  وحد0.79الكايتينيز و 

 نطة الأحياء المجهرية الهوائية كالأعفا    اسة الهزازة في إنتاج الإنزيمات بو     إن استخدام الحاضن        

 مـن البيئـة المهـواة     عن تكوين طبقة رقيقة نـسبياً      يسمح بالاستغلال الأمثل لمكونات البيئة فضلاً     

ل عن طريق الحركة الرحوية للرج ، وبـذلك يـسمح الـرج أو         طة الانتشار خلال سطح السائ    اسبو

التحريك بمزج و تجانس مكونات البيئة بشكل جيد و كفوء بحيث يستطيع الفطر من النمو في اتزان                 

ــد ــين الإم ــى وب ــواء فــي الأعل ــي الأســفل  اد مــن اله ــة ف ــداد مــن المــواد المغذي                                الإم

 )Rhodes & Fletcher ,1966 ; Casida ,1968 ; Stanbury & Whitaker , 1984. (   

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      كلوكانيز من الفطر        3- 1تأثير سرعة الرج في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا) : 10(الشكل 
T. fertile AH1  
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يادة سرعة الـرج     أن الفعالية النوعية للإنزيمين انخفضت بز      أيضاً) 10(     كما يلاحظ من الشكل     

 3-1لإنزيم بيتـا   ملغم بروتين / وحدة   1.68ملغم بروتين لإنزيم الكايتينيز و      / وحدة   39.39 غتإذ بل 

إن السرع العالية من الرج لا تؤدي إلى زيـادة فـي            . دقيقة  / دورة   200كلوكانيز عند سرعة رج     

ي تـؤدي إلـى تكـسر الغـزل         فعالية الإنزيمين و ربما يعزى ذلك إلى القوة الميكانيكية الكبيرة الت          

و في ضوء هذه النتيجة اختيرت الحاضنة الهزازة بسرعة رج ) . Wang et al. , 2005(الفطري 

مراحـل الدراسـة    و اعتمدت في T. fertile AH1دقيقة لإنتاج الإنزيمين من الفطر / دورة 125

 ـ           . جميعهـا   اللاحقة    ـ ـو تعـد النتيجـة المتحـصلة مـن هـذه ال              ذكـره ة لمـا    ـدراسة مماثل

Pedraza-Reyes & Lopez-Romero (1989)  و Abd-Aziz et al. (2008)  من اسـتخدام 

 و الفطـر  Mucor rouxiiدقيقة لإنتاج إنزيم الكايتينيز من الفطر / دورة 120سرعة رج مقدارها 

T. virens UKM1 كما ذكر .  على التواليCelestino et al. (2006) يم  في دراسة لإنتاج إنـز

ن سـرعة الـرج     أRhizopus microsporus var microsporusكلوكانيز مـن الفطـر   -بيتا

ــي   ــستخدمة ه ــة / دورة 120الم ــر    . دقيق ــن الفط ــزيمين م ــلا الإن ــاج ك ــم إنت                 وت

Stachybotrys elegans ــسرع ــزازة ب ــنة اله ــتخدام الحاض ــة         / دورة 110 رج ة باس  دقيق

)Tweddell et al. ,1994 ( دقيقة هي المثلى لإنتاج كلا / دورة 150، في حين كانت سرعة الرج

  ) .T. harzianum )El-Katatny et al. ,2000الإنزيمين من الفطر 

الكـايتينيز  كانت سرعة الرج المثلى لإنتاج إنزيم  Wasli et al. (2006) قام بها دراسة في      و

  .ستخدام المخمر دقيقة با/ دورة250 هي  T. virensمن الفطر 

 دورة 200  إلى اسـتخدام سـرعة رج   )Lilley & Bull , 1974(أما في البكتريا فقد أشار       

كما كانـت سـرعة    . Streptomyces sp. 17 كلوكانيز من البكتريا 3-1دقيقة لإنتاج إنزيم بيتا/

ــرج  ــن   / دورة 200ال ــايتينيز م ــزيم الك ــاج إن ــى لإنت ــي المثل ــضاً ه ــة أي ــدقيق ا البكتري

Cellulosimicrobium cellulans 191) Fleuri et al. , 2009(  .  
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  :  تأثير تركيز المصدر الكاربوني -3

 كلوكانيز مـن    3-1لإنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا    تم استخدام خميرة الخبز كمصدر كاربوني             

 و 3 و 2.5 و 2 و 1.5 و 1 و 0.5( ، إذ تم استخدامها بتراكيز متدرجـة  T. fertile AH1 الفطر

ن أفـضل تركيـز لخميـرة الخبـز لإنتـاج           أ) 11(رت النتائج الموضحة في الشكل      وأظه،  )% 4

 كلوكـانيز أعلـى فعاليـة       3-1ذ أعطى إنزيمي الكايتينيز و بيتا     إ%  1.5الإنزيمين المذكورين هو    

لي ، وقد بلغت     على التوا  ملغم بروتين /وحدة  ) 3.82 و   20.69(ي بلغت   نوعية عند هذا التركيز والت    

مرة ولإنـزيم  ) 2.12 و   1.47 و   1.16 و   1.11 و   1.98 و   3.74(الفعالية النوعية لإنزيم الكايتينيز     

مرة بقدر الفعاليـة النوعيـة   ) 3.32 و 2.73 و 1.39 و 1.14 و 1.43 و  1.92( كلوكانيز   3-1بيتا

 علـى  اعتمـاداً و. يعلى التوال)% 4 و 3 و 2.5 و  2 و   1 و   0.5(اكيز  المتحصلة من استخدام التر   

لإنتاج كلا الإنزيمين فـي مراحـل الدراسـة         %  1.5هذه النتائج تم استخدام خميرة الخبز بتركيز        

  . جميعهااللاحقة 

 يمثـل  Saccharomyces cerevisiaeن جدار خميرة الخبـز  أاتضح من إحدى الدراسات       

 % ~85 مـن  ون بـشكل رئـيس   يتك هذا الجدارعلماً أن من الوزن الجاف للخلية ،      %  30حوالي  

 ، كما أوضح التحليل الكيموحيـوي  (Nguyen et al. ,1998) بروتين % ~15سكريات متعددة و 

و ) 2-1(و  ) 90-80 ([و المـانوز تـشكل      اسيتل كلوكوز أمين    -Nن ثمالات الكلوكوز و     أ أيضاً

أن ثمـالات  لذا ف،  (Lesage & Bussey ,2006) على التوالي من مكونات الجدار) ]% 15-20(

و كـذلك الكـايتين     ) glucan( اسيتل كلوكوز أمـين المكونـة للكلوكـان          -Nكل من الكلوكوز و     

)chitin (          كلوكـانيز مـن الفطـر      3-1يمكن أن تعمل كمواد حاثة لإنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتـا         

 T. fertile AH1  المستخدم في هذه الدراسة.  

على المستوى الصناعي بوجود مواد محفزة و تكون          لها تطبيقات  تنتج معظم الإنزيمات التي         و

اد اثر كبيـر علـى      لتركيز هذه المو  ة التي تعمل عليها الإنزيمات ، و      هذه المواد عادة المادة الأساسي    

  . ) 1989الحيدري و المصلح ، (عملية الإنتاج 
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إنزیم الكایتینیز إنزیم بیتا1-3 كلوكانیز
  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

 كلوكانيز من الفطر 3-1إنزيمي الكايتينيز و بيتاتأثير تركيز المصدر الكاربوني في إنتاج ) : 11(الشكل 
T. fertile AH1   

  

  

  

  لقد أشارت الدراسات إلى استخدام مصادر كاربونية مختلفـة لإنتـاج إنزيمـي الكـايتينيز و                     

نتاج إنزيم الكـايتينيز مـن       لإ  هو التركيز الأمثل   % 1 الكايتين بتركيز    كان كلوكانيز ، فقد     3-1بيتا

   Serratia marcescens B4Aالبكتريـا  وT. harzianum  (Saad & Nawar ,2001)الفطر 

)Zarei et al. ,2010. ( وأوضح Sandhya et al. (2004)   في دراسة لتحديد تركيز الكـايتين 

مـن  ) Extracellular(الغروي الأمثل كمصدر كاربوني لإنتاج إنزيم الكايتينيز الخـارج خلـوي            

أمـا التركيـز   . هو أفضل تركيز لإنتاج الإنزيم %  1.5ن أ T. harzianum TUBF966الفطر 

 Bacillus laterosporousالأمثل للكايتين الغـروي لإنتـاج إنـزيم الكـايتينيز مـن البكتريـا       

MML2270ــا   و ــو  Massilia timonaeالبكتريـ ــوالي )% 1 و0.3(فهـ ــى التـ    علـ

)Shanmugaiah et al. ,2008 ( و)Faramarzi et al. ,2009 (و كـان  . لى التـوالي أيـضاً  ع
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بإضافة النشا بتركيـز   Streptomyces sp. ANU6277أعلى إنتاج لإنزيم الكايتينيز من البكتريا 

بينما كان الجدار  ،) Narayana & Vijayalakshmi , 2009% ( 1إضافة إلى الكايتين %  0.2

كلوكانيز مـن الفطـر      3-1 أفضل مصدر كاربوني لإنتاج إنزيم بيتا.Pythium spالخلوي للفطر 

T. harzianum مل /  وحدة 10.8 بفعالية إنزيمية مقدارها(Noronha et al. ,2000).   

 Bacillus subtilisالبكتريـا   لإنتاج الإنزيم نفـسه مـن  %  0.3استخدم الكايتين بتركيز       و

NSRS 89-24 )Leelasuphakul et al. ,2006(  .  

  

  : ني و تركيزه  تأثير نوع المصدر النيتروجي-4

 3-1 تأثير نوع و تركيز المصدر النيتروجيني في إنتاج إنزيمـي الكـايتينيز و بيتـا   ةسادر      تم  

 فقد استخدم مصدران نيتروجينيان هما كبريتات و كلوريـد  ، T. fertile AH1كلوكانيز من الفطر 

الخاليـة مـن المـصدر    ، إضافة إلى المعاملـة   )% 0.5 و 0.3 و   0.1(الامونيوم بتراكيز مختلفة    

  . ين كونهما مصادر رخيصة ومتوافرة وكان السبب في اختيار هذين المصدر،النيتروجيني للمقارنة 
 للمصادر النيتروجينيـة فـي إنتـاج         تثبيطياً ن هناك تأثيراً  أ) 13(و  ) 12(     يتضح من الشكلين    

مقارنة بالمعاملة الخاليـة مـن    T. fertile AH1 كلوكانيز من الفطر 3-1إنزيمي الكايتينيز و بيتا

 انخفاض الفعاليـة النوعيـة للإنـزيمين بزيـادة تركيـز            كما يلاحظ أيضاً  . المصدر النيتروجيني   

المصدرين النيتروجينيين المستخدمين في الدراسة ، إذ بلغت الفعالية النوعية لإنزيم الكايتينيز المنتج             

 و  3.49(مـرة و    ) 18.88 و   7.21 و   2.42 (من المصدر النيتروجينـي   باستخدام المعاملة الخالية    

 و  0.3 و   0.1(مرة بقدر الفعالية النوعية للإنـزيم المنـتج باسـتخدام التراكيـز             ) 13.97 و   9.44

 3-1كما بلغت الفعالية النوعية لإنزيم بيتـا      .  على التوالي    من كبريتات و كلوريد الامونيوم    % )0.5

مـرة  ) 1.87 و   1.18 و   1.15(المصدر النيتروجيني    منكلوكانيز المنتج باستخدام المعاملة الخالية      

 و  0.1(مرة بقدر الفعالية النوعية للإنزيم المنتج باسـتخدام التراكيـز           ) 1.74 و   1.65 و   1.35(و  

  .من كبريتات و كلوريد الامونيوم على التوالي % )0.5 و 0.3
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إنزیم الكایتینیز إنزیم بیتا1-3 كلوكانیز

ين يحوي على خميـرة الخبـز       و يمكن تفسير هذه النتيجة بأن الوسط المستخدم لإنتاج الإنزيم               

ن الأحيـاء المجهريـة     ود الفطر بالحوامض العضوية ، وأ      تز  عضوياً  نيتروجينياً التي تمثل مصدراً  

مثـل كبريتـات و كلوريـد       ( تفضل المصادر النيتروجينية العضوية على المصادر غير العضوية         

ي غنى عن العديد من مسارات      ن ذلك يجعل الخلايا ف    إذ أ )  المستخدمتين في هذه الدراسة      الامونيوم

 عمليـات    عن احتمال حصول تداخل في     التخليق التي تصرف فيها كميات كبيرة من الطاقة ، فضلاً         

  ).1990الخفاجي ،(وم لاشتراكهم بنفس أنظمة النقل يون الامونيدخول الأحماض الأمينية وأ

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   

  

 كلوكانيز من الفطر 3-1ج إنزيمي الكايتينيز و بيتا في إنتاتركيز كبريتات الامونيومتأثير ) : 12(الشكل 
T. fertile AH1  
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إنزیم الكایتینیز إنزیم بیتا1-3 كلوكانیز

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 كلوكانيز من الفطر 3- 1 في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتاتركيز كلوريد الامونيومتأثير ) : 13(الشكل 
T. fertile AH1  

  

  

 ـ  إن النتيجة المستحصلة من هذه         .Al-Ahmadi et alهالدراسة لا تتفق مع مـا توصـل إلي

(2008b)     نيتروجينيـاً  مـصدراً %  0.15ن استخدام كبريتات الامونيوم بتركيز       و الذي أشار إلى أ  

  % .  15 بنسبة Aeromonas sp. JK1أدت إلى زيادة فعالية إنزيم الكايتينيز من البكتريا 

 كلوكـانيز مـن     3-1 بيتا تنوعت المصادر النيتروجينية المستخدمة لإنتاج إنزيمي الكايتينيز و             

 3-1ن إنتاج إنزيمي الكـايتينيز و بيتـا  أ Tweddell et al. (1994) فقد وجد ،الأحياء المجهرية 

  نيتروجينياً يزداد باستخدام نترات الصوديوم مصدراStachybotrys elegansًكلوكانيز من الفطر 

مصدر نيتروجيني لإنتـاج  ن أفضل أ Sharaf (2005)كما أوضح .  أيام 5بعد مدة حضن مقدارها 

من بين %  0.3 هو نترات الصوديوم وبتركيز Alternaria alternateإنزيم الكايتينيز من الفطر 

 Narayana & Vijayalakshmi و في دراسة أجريت من قبـل . عدة مصادر نيتروجينية مختلفة 
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ن أ لـوحظ   ،Streptomyces sp. ANU6277 لإنتاج إنزيم الكـايتينيز مـن البكتريـا    (2009)

 فعاليـة الإنـزيم علـى عكـس المـصادر       المصادر النيتروجينية اللاعضوية لا تؤدي إلى زيـادة       

  . التي أدت إلى زيادة فعاليته %  0.4النيتروجينية العضوية مثل مستخلص الخميرة 

  
  :  تأثير درجة الحرارة -5

              كلوكـانيز مـن الفطـر    3-1درس تأثير درجة الحرارة في إنتاج إنزيمي الكـايتينيز و بيتـا                

T. fertile AH1 .  ن أعلى فعالية نوعية للإنـزيمين كانـت باسـتخدام    أ) 14(ويتضح من الشكل

/  وحـدة  3.35لإنزيم الكـايتينيز و   ملغم بروتين/  وحدة 40.27 م ، إذ بلغت 30الدرجة الحرارية  

لفعالية النوعيـة للإنـزيمين باسـتخدام       في حين انخفضت ا    ، كلوكانيز   3-1ملغم بروتين لإنزيم بيتا   

م  30و في ضوء هذه النتائج فقد تم اختيار الدرجة الحرارية           . م  ) 35 و   25 (الدرجتين الحراريتين 

  . كأفضل درجة حرارة لإنتاج الإنزيمين و اعتمدت في التجارب اللاحقة كافة

 فهي تؤثر في مختلـف النـشاطات         لمعظم الفعاليات الحيوية    مؤثراً تعد درجة الحرارة عاملاً         

ن المدى الحراري الأمثل يؤدي إلى حـدوث سـرعة          ، كما أ  ) 1991السعد ،   (نزيمية في الخلية    الإ

  ) . 1991المفرجي ،(مي أفضل ونشاط إنزي

            إن النتيجة المتحصلة من هذه الدراسة تؤيد ما ورد في العديـد مـن الدراسـات فقـد وجـد                         

El-Katatny et al. (2000)هي ال30ن درجة الحرارة  أ مثلـى لإنتـاج إنزيمـي الكـايتينيز       م

ــاو ــر  3-1بيت ــن الفط ــانيز م ــر  .  T. harzianum كلوك ــا ذك  و                 Sharaf (2005)كم

Al-Ahmadi et al. (2008b)  وWang et al. (2010)ن الدرجة الحرارية المثلـى لإنتـاج     أ

و   Aeromonas sp. JK1و البكتريـا    Alternaria alternateفطـر  إنزيم الكايتينيز مـن ال 

و استخدمت درجة الحـرارة    . م 30 هي  على التواليPseudomonas sp. TKU008 البكتريا 

و إنـزيم  ) T. viride TPo9) Yi et al. ,2008كلوكانيز من الفطر -المذكورة في إنتاج إنزيم بيتا

 .Harman et al ، بينمـا اسـتخدم  )T. virens )Abd-Aziz et al. ,2008الكايتينيز من الفطر 

                        م لإنتـــاج الإنزيمـــات المحللـــة للكـــايتين25 درجـــة حـــرارة مقـــدارها (1993)
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إنزیم الكایتینیز إنزیم بیتا1-3 كلوكانیز

)chitobiosidase and endochitinase ( من الفطرT. harzianum .    و في دراسة قـام بهـا

Celestino et al. (2006) لإنتاج إنزيم 40الحرارة  استخدمت درجة كلوكانيز من الفطـر   -بيتا م

Rhizopus microsporus var microsporus، نتـاج   في حين كانت الدرجة الحرارية المثلى لإ

 النامي في وسط حاوي علـى الغـزل الفطـري    T. harzianum Rifaiإنزيم الكايتينيز من الفطر 

  ) .2006عبيد ، ( م 20 هي R. solaniالجاف للفطر 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        كلوكانيز من الفطر    3-1تأثير درجة الحرارة في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا) : 14(الشكل 
T. fertile AH1  

  

             

  

              

88 



  :   تأثير نوع الأملاح المعدنية و تركيزها -6

 فقـد  ، T. fertile AH1زيمين مـن الفطـر   درس تأثير نوع الأملاح المعدنية في إنتاج الإن      

انفراد، فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين كلاًََ على       ان كبريتات المغنيسيوم المائية و    استخدم الملح 

 و تركت إحدى المعاملات بـدون إضـافة أمـلاح           ،إضافة إلى المعاملة الحاوية على كلا الملحين        

 كلوكـانيز كـان     3-1ضل إنتاج لإنزيمي الكايتينيز و بيتا     ن أف أأوضحت النتائج    و . معدنية للمقارنة 

ملغـم  /وحـدة   ) 2.52 و   107.12(عيـة    ، إذ بلغت الفعالية النو     )15الشكل  (استخدام الملحين معاً    ب

 بينما أظهرت المعاملة الخالية من الأملاح المعدنية أوطـأ فعاليـة نوعيـة إذ    ، على التوالي    بروتين

       لإنـزيم  ملغـم بـروتين   / وحـدة  0.82  لإنـزيم الكـايتينيز و    نملغم بـروتي  / وحدة   35.99بلغت  

  .  كلوكانيز 3-1بيتا

كبريتـات المغنيـسيوم المائيـة و فوسـفات         ( في ضوء ما تقدم من نتائج تم اختيار الملحين                

ما في مراحـل الدراسـة اللاحقـة        لإنتاج الإنزيمين و تم استخدامه    ) البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين    

  .يعها جم

الرغم من تباين الأحياء المجهرية في احتياجاتها الغذائية لكونها تختلف فـي مقـدرتها                    وعلى  

أساسية للنمـو و تكـوين      ن هنالك متطلبات عامة تعد      لمختلفة ، إلا أ   على استهلاك و تخليق المواد ا     

 ـ ية إحدى هذه المغذيات الأساسية و     تعد الأملاح المعدن  و. الناتج   ا الأحيـاء المجهريـة     التي تحتاجه

بغــي إضــافتها إلــى البيئــة لتــدعيمها             ، لــذلك ينوتكــوين النــاتج بمقــادير ضــئيلة للنمــو 

(Stanbury & Whitaker ,1984) . هذا ما يبدو جلياً من الحصول على أوطأ فعالية إنزيميـة  و

  . ة من الأملاح المعدنية في المعاملة الخالي

 كلوكـانيز   3-1ح المعدنية قيد الدراسة في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتـا          لقد استخدمت الأملا        

 Dahiya et al. (2005)كما أشار ) . T. harzianum) Kucuk & Kivanc , 2008من الفطر 

استخدام كبريتات المغنيسيوم المائية و فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين في إنتـاج إنـزيم               إلى

   . Enterobacter sp. NRG4كتريا الكايتينيز من الب
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  :تأثير نوع الأملاح المعدنية في إنتاج ) : 15(الشكل 

  )                      A ( إنزيم الكايتينيز           من الفطرT. fertile AH1  

)B ( ز  كلوكاني3-1بيتاإنزيم  

  

KH2PO4 + 
MgSO4.7H2O 

KH2PO4 MgSO4.7H2O 

KH2PO4 + 
MgSO4.7H2O 

KH2PO4 MgSO4.7H2O 
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إنزیم الكایتینیز إنزیم بیتا1-3 كلوكانیز

لإنتاج الإنزيمين تم تحديد التركيز الأمثل مـن   الضرورية   المعدنية   ن تم تحديد الأملاح         و بعد أ  

الملحين حيث استخدمت تراكيز متدرجة من كبريتات المغنيسيوم المائية و فوسفات البوتاسيوم ثنائية             

و ) 16(ر النتائج الموضحة في الـشكلين       ، و تشي   ) % 0.5 و   0.3 و   0.1 و   0.05(  الهيدروجين  

   كانـت باسـتخدام التركيـز       كلوكانيز 3-1ي الكايتينيز وبيتا  عالية نوعية لإنزيم  ن أعلى ف  أإلى  ) 17(

 اعتمـاداً و. ملغم بروتين على التـوالي      /وحدة  ) 2.26  و 53.11(لكلا الملحين حيث بلغت      % 0.1

تم  كأفضل تركيز لإنتاج الإنزيمين و     من كلا الملحين  %  0.1ر التركيز   اعلى هذه النتيجة فقد تم اختي     

  .مراحل الدراسة اللاحقة جميعها ه في استخدام

الأولـى هـي   :  مهمتـين أساسـيتين   تؤدي فوسفات البوتاسيوم الموجودة في الوسط الزرعي            

  مغـذياً كونها محلولاً منظماً و الثانيـة مـصدراً       المحافظة على الرقم الهيدروجيني للوسط الزرعي       

  ) .1990الخفاجي ، (ه بالفسفور للفطر بتزويد

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 3- 1وبيتا الكايتينيز ي في إنتاج إنزيمفوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجينتأثير تركيز ) : 16(الشكل 

  T. fertile AH1من الفطر كلوكانيز 
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إنزیم الكایتینیز إنزیم بیتا1-3 كلوكانیز   

  

  

  

  

  

  

  

  

 كلوكانيز من 3-1بيتاو ي الكايتينيز في إنتاج إنزيمكبريتات المغنيسيوم المائيةتأثير تركيز ) : 17(الشكل 

  T. fertile AH1الفطر 

  

 إن استخدام تراكيز واطئة من الملحين قد ورد في العديد من الدراسات إذ استخدمت كبريتـات         

على التوالي  ) % 0.1 و   0.05(المغنيسيوم المائية  و فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين بتركيز          

 بينمـا  ،) Streptomyces griseus ) Jung et al. ,1999لإنتاج إنزيم الكايتينيز مـن البكتريـا   

و فوسـفات  %  0.03أشارت دراسة أخرى إلى استخدام كبريتـات المغنيـسيوم المائيـة بتركيـز           

                       كلوكـانيز مـن الفطـر     3-1لإنتـاج إنـزيم بيتـا     %  0.2البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين بتركيـز      

T. harzianum) de Marco & Felix, 2007(  ــر                   .Trichoderma sppو الفطـ

( Ramada et al. ,2010 )  .  

  

  :  تأثير حجم اللقاح -7

         كلوكانيز مـن الفطـر     3-1لغرض معرفة تأثير حجم اللقاح في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا                

T. fertile AH1 3 و 2و  1 و 0.5(من اللقاح  فقد تم تلقيح وسط الإنتاج باستخدام حجوم متدرجة 
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 أقـصاه    إلى ن إنتاج الإنزيمين يصل   أإلى  ) 18(شير النتائج الموضحة في الشكل      قرص ، و ت   ) 4و  

ليـة   حيث بلغت الفعا   مل/  سبور 106 ×2.5باستخدام حجم لقاح مقداره قرص واحد و الحاوي على          

 وحـدة  2.52 كلوكـانيز    3-1ملغم بروتين و لإنزيم بيتـا     / وحدة   107.12النوعية لإنزيم الكايتينيز    

  .ها  لذا فقد اعتمدت هذه النتيجة و استخدمت في مراحل الدراسة اللاحقة جميعملغم بروتين ،/

             يعد تركيز اللقاح حرجاً لأي عمليـة حيويـة لـذا يجـب أن يـضاف بالمـستوى الأمثـل                         

(Sandhya et al. ,2004) عد مـن الطـرق   ن تلقيح بيئة النمو بعدد معلوم من السبورات ي، كما أ

الشائعة الاستخدام في إنتاج الإنزيمات من الفطريات ، إذ تضمن الحصول على نتائج قابلة للتكـرار               

  . و غير متذبذبة 

جوم كبيرة  يلاحظ انخفاض الفعالية النوعية للإنزيمين باستخدام ح      ) 18(      و بالرجوع إلى الشكل     

 ـ/ وحدة ) 1.16 و 11.67(من اللقاح ، إذ بلغت        ـ ملغ  3-1ي الكـايتينيز و بيتـا  م بـروتين لإنزيم

و يمكن تفسير الانخفاض الحـاد      .  باستخدام حجم لقاح مقداره أربعة أقراص        كلوكانيز على التوالي  

 عند استخدام حجوم كبيرة من اللقـاح و ذلـك   T. fertile AH1بإنتاج هذين الإنزيمين من الفطر 

ة استهلاكها لتكوين الكتلـة الحيويـة و النمـو           نتيج (nutrients)لانخفاض مستوى المواد المغذية     

ــر  ــسريع للفط ــتخدم .  (Sandhya et al. ,2004)ال               وDe Marco et al.(2004)اس

de Marco & Felix (2007) مل مـن وسـط إنتـاج    250 سبور لكل 106×2 حجم لقاح مقداره 

 ـ   3-1 و إنزيم بيتا   N-acetylglucosaminidaseإنزيم   ى التـوالي وذلـك لإنتـاج        كلوكـانيز عل

 كلوكانيز من الفطـر  3-1لإنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتاو . T. harzianumالانزيمين من الفطر 

T. harzianum مل مـن  10لكل )  ملم 5قطر القرص (  استخدم حجم لقاح مقداره ثلاثة أقراص 

ن أفضل  إلى أSandhya et al. (2004)كما أشار  . (El-Katatny et al. ,2000)وسط الإنتاج 

 T. harzianum مـن الفطـر  (extracellular)حجم لقاح لإنتاج إنزيم الكايتينيز الخارج خلـوي  

TUBF966        بينما كان حجم اللقـاح الأمثـل لإنتـاج    ، ساعة   96 هو ثلاثة أقراص بعد مدة حضن 

ــا   ــن البكتري ــايتينيز م ــزيم الك ــو Serratia marcescensإن ــة 104 ×2.2 ه ــل      /  خلي        م

  ) .2007محمود ، (
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إنزیم الكایتینیز إنزیم بیتا1-3 كلوكانیز   

  

  

  

  

  

  

  

  

   كلوكانيز من الفطر3-1تأثير حجم اللقاح في إنتاج إنزيمي الكايتينيز وبيتا) : 18(الشكل 
 T. fertile AH1 

  

حجـم   اسـتخدم  Penicillium italicumكلوكانيز من الفطر - وفي دراسة لإنتاج إنزيم بيتا     

ــداره  ــاح مق ــبور106 ×4لق ــل /  س ــتخدم ، ) Santos et al. , 1977(م ــين اس ــي ح           ف

Ramada et al. (2010) كلوكـانيز مـن   3-1مل لإنتاج إنزيم بيتا/  سبور107 حجم لقاح مقداره 

  .  .Trichoderma  sppر الفط
  

  :   تأثير الرقم الهيدروجيني الإبتدائي -8

نزيم الكايتينيز مـن الفطـر   نتاج إن أفضل رقم هيدروجيني ابتدائي لإ   أ) 19(      يتضح من الشكل    

T. fertile AH1 ملغم بروتين ، كما يتضح أيضاً /  وحدة 107.11 إذ بلغت الفعالية النوعية 4و ه

) 4.2 و 4.0( كلوكانيز من الفطر نفسه هـو        3-1ن أفضل رقم هيدروجيني ابتدائي لإنتاج إنزيم بيتا       أ

عنـد الـرقمين الهيـدروجينيين       نملغـم بـروتي   /وحدة  ) 2.80 و   2.78(إذ بلغت الفعالية النوعية     

 في  4تم تعديل الرقم الهيدروجيني لوسط الإنتاج إلى        و بناء على ما تقدم من نتائج فقد         . المذكورين  

ن الفعاليـة النوعيـة لإنزيمـي       أ) 19(من الشكل    و يلاحظ أيضاً  . ها  مراحل الدراسة اللاحقة جميع   
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 عند الرقم الهيدروجيني    ملغم بروتين /وحدة  ) 2.62 و 91.28( كلوكانيز بلغت      3-1ينيز و بيتا  الكايت

على التـوالي ،    ) 4.2 و   4(ن وصلت أقصاها عند الرقم الهيدروجيني       أزدياد إلى    ثم أخذت بالا   3.5

ملغـم  / وحـدة   ) 1.33 و   40.65( أن وصلت الفعالية النوعية إلـى        ثم بدأت بعدها بالانخفاض إلى    

و تتفق النتيجة المتحـصلة مـن    . 5.5رقم الهيدروجيني  عند ال على التوالي أيضاًبروتين للإنزيمين 

ن الرقم الهيـدروجيني الابتـدائي      أو التي أوضحت    ) 2006(هذه الدراسة مع ما توصلت إليه عبيد        

 .Liu et alكمـا ذكـر    . 4 كان T. harzianum Rifaiنتاج إنزيم الكايتينيز من الفطر الأمثل لإ

  Verticilliumمثل لإنتاج إنزيم الكـايتينيز مـن الفطـر    هو الأ4ن الرقم الهيدروجيني أ (2003)

lecanii  F091 خدام المخمر باست .  

 لنمو الأحياء المجهرية و لتوجيه أيضها ، كمـا تعـد            جداً اًيعد الرقم الهيدروجيني للوسط مهم          

النـواتج   لفعالية إنزيمـات الأحيـاء المجهريـة و           أيضاً التغيرات في الرقم الهيدروجيني مهمة جداً     

نهائية لأيـض   في حصيلة النواتج الاًن لهذه التغيرات تأثيرو درجة تحللها و ذائبيتها ، كما أ الوسطية  

  ) . Egorov ,1985(الأحياء المجهرية 

أشارت العديد من الدراسات إلى تأثير الرقم الهيدروجيني الابتدائي للوسط في إنتاج إنزيمـات                    

إلـى    El-Katatny et al. (2000)نيز من الأحياء المجهرية فقد أشار  كلوكا3-1الكايتينيز و بيتا

  كان عنـد رقـم    T. harzianum كلوكانيز من الفطر3-1نيز و بيتان أعلى إنتاج لإنزيمي الكايتيأ

ن الـرقم الهيـدروجيني   أ Sharaf (2005)على التوالي ، في حين وجـد  ) 5.5 و 6(هيدروجيني 

و في دراسة أخرى قـام   . 5 هو Alternaria alternateينيز من الفطر نتاج إنزيم الكايتالأمثل لإ

ــا  ــوي مــن الفطــر Sandhya et al. (2004)به ــايتينيز الخــارج خل ــزيم الك ــاج إن                    لإنت

T. harzianum TUBF966   5.5 كان الرقم الهيدروجيني الابتدائي الأمثل لإنتاج الإنـزيم هـو . 

             كلوكـانيز مـن الفطـر   3-1 لوسط إنتـاج إنـزيم بيتـا    أيضا5.5ًدروجيني كما استخدم الرقم الهي   

T. harzianum BIU 10671 (Mustafa et al. ,2005).   
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إنزیم الكایتینیز إنزیم بیتا1-3 كلوكانیز   

  

  

  

  

  

  

  

  

 كلوكانيز من 3-1تأثير الرقم الهيدروجيني الابتدائي في إنتاج إنزيمي الكايتينيز و بيتا) : 19(الشكل 

   T. fertile AH1الفطر 

  

في دراسة تناولت تأثير الرقم الهيدروجيني الابتدائي في إنتاج إنزيم الكايتينيز مـن البكتريـا               و    

Streptomyces sp. ANU6277 تراوحت قيم الـ pH  كـان الـرقم   ) 9 – 4( المدروسة مـن

   .(Narayana & Vijayalakshmi , 2009 ) هو الأمثل لإنتاج الإنزيم 6الهيدروجيني 

ج إنزيمات الكايتينيز على الرقم الهيدروجيني للوسط ، و عادة يكون هذا الرقم فـي               يعتمد إنتا       

و قد بينـت إحـدى    . (Matsumoto , 2006)الذي يبدي فيه الإنزيم فعاليته القصوى ه المدى نفس

ن دور الرقم الهيدروجيني يتضح من خلال تأثيره في تعبير الجينات المشفرة لإنزيمـات              أالدراسات  

 ـ ستنـساخ دي الجينات المذكورة أقـصى معـدل لإ       نيز حيث تب  الكايتي  عنـد الـرقم     mRNA  الـ

 Metarhizium و ذلك في دراسة عن الإنزيمات المحللة للكـايتين مـن الفطـر    5الهيدروجيني 

anisopliae ( Leger et al. ,1998) .   
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  :   كلوكانيز 3-1  التنقية الجزئية لإنزيمي الكايتينيز و بيتا3-4
 في T. fertile AH1 كلوكانيز بتنمية الفطر 3-1بيتا  مل من إنزيمي الكايتينيز و80تم إنتاج       

 فوسـفات م بكبريتات المغنيـسيوم المائيـة و      المدعو % 1.5 المكون من خميرة الخبز      وسط الإنتاج 

جـارب  تم تحديدها من خلال الت     ثنائية الهيدروجين و تحت الظروف المثالية للإنتاج التي        البوتاسيوم

  . السابقة ، لغرض استخدامه في تنقية الإنزيمين 
  

  :  خطوات التنقية 

 خطـوات   )2(جرت جميع خطوات تنقية الإنزيمين تحت ظروف مبردة ، و يلخص المخطط                   

   . T. fertile AH1 كلوكانيز المنتجين من الفطر 3-1التنقية الجزئية لإنزيمي الكايتينيز وبيتا

  

  :  الديلزة -1

  مـولر 0.005(محلول منظم الفوسفات أجريت عملية الديلزة للمستخلص الإنزيمي الخام حيال          

و تنعكس أهمية الـديلزة فـي   .  م 4 ساعات و عند درجة حرارة  6و لمدة    ) 6.5برقم هيدروجيني   

 عـن خفـض القـوة الأيونيـة         إزالة بعض المركبات ذات الأوزان الجزيئية المنخفضة ، فـضلاً         

و قد حققت هذه الخطـوة تنقيـة جزئيـة لإنزيمـي           . و تهيئته  للخطوات التالية للتنقية       للمستخلص  

مرة بحصيلة إنزيميـة  ) 1.097 و 1.123( كلوكانيز ، إذ بلغ عدد مرات التنقية     3-1الكايتينيز و بيتا  

  ) ] . 4(جدول [ نزيمين على التوالي للإ)% 93.46 و 95.97(مقدارها 

في العديد من دراسات تنقيـة الإنزيمـات المحللـة للكـايتين            طوة أولى   الديلزة كخ استخدمت        

نقيـة   إلى اسـتخدامها فـي ت  Harman et al. (1993) أشار إذ ،والكلوكان من الأحياء المجهرية 

. T. harzianum من الفطر )chitobiosidase and endochitinase(الإنزيمات المحللة للكايتين

ى عـدد مـرات    كلوكانيز إذ تم الحصول عل3-1إنزيمي الكايتينيز و بيتا كما تم استخدامها في تنقية      

    Paenibacillus sp.300 مـن البكتريـا   مرة على التوالي )6.9 و 11.9(و) 18.6 و 9.1(تنقية 

  ) .Singh et al. 1999(  على التوالي أيضاStreptomyces sp.385ًو البكتريا 
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  ننزيميالإتنمية الفطر في وسط غذائي تحت الظروف المثالية لإنتاج 

 مل) 80(راشح المزرعة 

 )%70-20( بنسبة الترسيب بالكحول الأثيلي

  T. fertile AH1 كلوكانيز من الفطر 3-1يتاتنقية إنزيمي الكايتينيز وب) : 2(مخطط 

  
  

  

   
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  
 
 
 
 

  

  

  

  

  

    

  

  
  

 الترشيح

 ) تهمل(الكتلة الحيوية 

 )6.5 مولر، برقم هيدروجيني 0.005(ات حيال محلول منظم الفوسفالديلزة 

 راسب )يهمل(راشح 

  )6.5 مولر ، برقم هيدروجيني 0.005(مل من محلول منظم الفوسفات ) 16(إذابة في 

 DEAE-Celluloseالتبادل الأيوني باستخدام المبادل 

  (Elution)الاسترداد 
  م الكايتينيزلإنزي) B( الصورة

  (Wash)الغسل 
   كلوكانيز3-1إنزيم بيتا+ لإنزيم الكايتينيز ) A(الصورة 

  إنزيم منقى جزئياً
   كلوكانيز3- 1لإنزيم الكايتينيز و إنزيم بيتا) A(الصورة 

  إنزيم منقى جزئياً
  لإنزيم الكايتينيز) B(الصورة 
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  T. fertile AH1 كلوكانيز من الفطر 3-1خطوات تنقية إنزيمي الكايتينيز و بيتا) : 4(جدول 

 

الحجم      خطوة التنقیة
  )ملیلتر(

الفعالیة 
  )ملیلتر/وحدة(

البروتین تركیز 
  )ملیلتر/ملغم(

الفعالیة 
النوعیة 

ملغم /وحدة(
  )بروتین

الفعالیة 
الكلیة 

  )وحدة(

عدد 
مرات 
  التنقیة

الحصیلة 
(%)  

 المستخلص الإنزیمي
  الخام

  إنزیم الكایتینیز

  
80  17.46  0.090  194  1396.8  1  100  

 3-1إنزیم بیتا
  كلوكانیز

80  0.13  0.090  1.44  10.4  1  100  

  الدیلزة
  إنزیم الكایتینیز

  
81  16.55  0.076  217.76  1340.55  1.123  95.97  

 3-1إنزیم بیتا
  كلوكانیز

81  0.12  0.076  1.58  9.72  1.097  93.46  

الترسیب بالكحول 
  )%70-20(الأثیلي 

  إنزیم الكایتینیز

  
  
16  39.9  0.16  249.38  638.4  1.285  45.7  

 3-1إنزیم بیتا
  كلوكانیز

16  0.33  0.16  2.063  5.28  1.432  50.77  

التبادل الأیوني 
باستخدام المبادل 

DEAE-Cellulose 
  الغسل

لإنزیم ) A(الصورة
  الكایتینیز

  
  
  
  
34  12.94  0.030  431.33  439.96  2.22  31.49  

 3-1إنزیم بیتا
  كلوكانیز

34  0.11  0.030  3.67  3.74  2.55  35.96  

  الاسترداد
لإنزیم ) B(الصورة

  03.18  0.27  44.48  51.48  0.027  1.39  32  الكایتینیز
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  :  الترسيب بالكحول الأثيلي -2

زة باستخدام نسبة ترسيب    تم استخدام الكحول الأثيلي المبرد لترسيب الإنزيمين بعد خطوة الديل               

  كلوكـانيز بعـدد    3-1يتاوقد حققت هذه الخطوة تنقية جزئية لإنزيمي الكايتينيز و ب         )% 70 - 20(

علـى  )% 50.77 و45.7(مرة و حصيلة إنزيمية مقـدارها  ) 1.432 و 1.285(مرات تنقية مقداره   

  ) . 4(والي و كما هو موضح في جدول الت

 ـ                      ربائيـيحدث الترسيب باستخدام المذيبات العـضوية بـسبب خفـض ثابـت العـزل الكه

(dielectric constant) زيادة التجاذب بين الجزيئات و بالتالي تكتلهـا ثـم    للوسط مما يؤدي إلى

  . (Whitaker, 1972) ترسبها 

 كلوكـانيز   3-1استخدمت طرق الترسيب بالمذيبات العضوية في تنقية إنزيمي الكايتينيز و بيتا                

 باستخدام الترسيب بالكحول الأثيلـي  Tangarone et al. (1989) فقد قام ،من الأحياء المجهرية 

 و كانـت الحـصيلة    T. longibrachiatum كلوكانيز الداخلي من الفطر 3-1قية إنزيم بيتافي تن

 كلوكـانيز مـن   3-1كما تمت تنقية إنزيم بيتـا % .  21.6و عدد مرات التنقية  %  76.2الإنزيمية  

كخطـوة أولـى فـي التنقيـة     %  80 باستخدام الأسـيتون  T. harzianum BIU10671الفطر 

)Mustafa et al. ,2005 . (       أمـا إنـزيم الكـايتينيز المنـتج مـن الفطـرPenicillium sp. 

LYG0704        فقد تمت تنقيته باستخدام الآيزوبروبانول)isopropanol (      و تم الحصول على عـدد

  ) . Lee et al. ,2009% ( 43.8 مرة بحصيلة إنزيمية 1.6مرات تنقية 

لإنزيمين قيد الدراسة ، فقـد أدى اسـتخدام   كما استخدمت طريقة الترسيب بالأملاح في تنقية ا             

الفطـر    و Myrothecium verrucariaفي تنقية إنزيم الكايتينيز من الفطـر  كبريتات الامونيوم 

Metarhizium anisopliae مرة بحـصيلة  ) 2.21و   0.9( إلى الحصول على عدد مرات تنقية

ــة  ــوالي  %  )60.7و   18.7(إنزيميـ ــى التـ و              ) Govindsamy et al. ,1998(علـ

)Kang et al. ,1999 (ًكلوكـانيز مـن الفطـر    -كما تمت تنقية إنزيم بيتـا  . على التوالي أيضا       

T. viride TP09 كخطوة أولى في التنقية بحـصيلة إنزيميـة   %  70 باستخدام كبريتات الامونيوم

   . (Yi et al. ,2008) مرة 2.0و عدد مرات تنقية %  73.4

100  



 من تنقية إنزيم الكـايتينيز مـن البكتريـا    Wang et al. (2010) فقد تمكن  ،أما في البكتريا      

Pseudomonas sp.   بعـدد  %  59باستخدام كبريتات الامونيوم ، و قد بلغت الحصيلة الإنزيميـة

  .  مرة 2.9مرات تنقية 

  

  : كروماتوغرافيا التبادل الأيوني -3

المتحـصل  ) الحاوي على كلا الإنزيمين (  الإنزيمي صوني للمستخلأجريت عملية التبادل الأي        

 بوجود محلـول مـنظم الفوسـفات    DEAE-Celluloseعليه من الخطوة السابقة باستخدام المبادل   

  ) . 6.5 مولر و برقم هيدروجيني 0.005(

وماتوغرافيـا   جعلته من أكثر أنظمة الكر     ذكور لما يتميز به من ميزات عدة      استخدم المبادل الم        

ــيوعاً ــيش ــزات  ف ــذه المي ــن ضــمن ه ــتخدام و م ــصل الاس ــى الف ــة عل ــدرة العالي                      الق

(high resolving power)و الـــسعة العاليـــة لاســـتيعاب البروتينـــات المرتبطـــة                    

(high protein-binding capacity)شكل أسـاس  و وضوح و بساطة مبدأ الفصل والذي يعتمد ب 

   . (Karlsson et al. ,1998)على الاختلاف في الشحنة 

غسل تركزت فـي    تمخض عن عملية التبادل الأيوني ظهور قمة بروتينية واحدة في مرحلة ال                 

، فضلاً عن ظهور قمم عدة في مرحلـة         ) 21(و  ) 20(كما في الشكلين    ) 18-9(الأجزاء المنفصلة   

مولر كلوريد  ) 0.3-0.0(المنظم ذاته و بوجود تدرج ملحي        المحلول   الذي تم باستخدام  ( الاسترداد  

و بتقدير الفعالية الإنزيمية في القمم المذكورة لوحظ وجود         ) . 22(كما مبين في الشكل     ) الصوديوم  

البروتينيـة الواقعـة فـي الأجـزاء        كلوكانيز في القمة 3-1فعالية إنزيمية لإنزيمي الكايتينيز و بيتا  

إنزيميـة  التوالي ، إضافة إلى وجود فعالية        على   ) 21 و   20الشكلين  (  مرحلة الغسل    في) 9-18(

 ،) 22الـشكل    (في مرحلة الاسترداد  ) 14-5(ة واقعة في الأجزاء     لإنزيم الكايتينيز في قمة بروتيني    

كـايتينيز و   لذا فقد تم تقدير الفعالية الإنزيمية في الأجزاء التابعة للقمم الحاوية على فعالية إنزيمي ال              

 كلوكانيز ، كما جمعت الأنابيب الخاصة بكل قمة بمزجها و حساب حجمها و تقدير الفعالية                3-1بيتا

  . )] 4(جدول [الفعالية النوعية لكلا الإنزيمين الإنزيمية و البروتين لاستخراج 
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 T. fertileيتضح من النتائج وجود صورتين إنزيميتين لإنزيم الكايتينيز المنتج مـن الفطـر        

AH1      التي أعطيت الرمز    و( أحداهما في مرحلة الغسلA ( رى فكانت في مرحلة الاسترداد     أما الأخ

 كلوكـانيز   3-1يتـا ، بينما لوحظ وجود صورة إنزيمية واحدة لإنـزيم ب         ) Bالتي أعطيت الرمز    و(

 و كـذلك    نيز لإنزيم الكايتي  A من الصورة    ن كلاً يمكن الاستنتاج من ذلك بأ    . المنتج من الفطر نفسه     

 لنزولهما في مرحلـة الغـسل ، بينمـا تحمـل            حملان شحنة موجبة نظراً    كلوكانيز ت  3-1إنزيم بيتا 

  .  لإنزيم الكايتينيز شحنة سالبة مما يجعلها ترتبط بالمبادل في ظروف الفصل المستخدمة Bالصورة 

حياء المجهرية ، فقد أشـار             إن تعدد الصور الإنزيمية لإنزيم الكايتينيز شائع عند تنقيته من الأ                

Pedraza-Reyes & Lopez-Romero (1989)  إلى ظهور صورتين لإنزيم الكايتينيز المنقـى  

) II و I(  كما لوحظ ظهور صورتين أيضاً.  في خطوة التبادل الأيوني Mucor rouxiiمن الفطر 

فـضلاً   . Rhizopus oligosporus  (Yanai et al. , 1992)لإنزيم الكايتينيز المنقى من الفطر 

           للإنــزيم المنقــى مــن الفطــر    ) CHIT32 و CHIT41(عــن ظهــور صــورتين   

Talaromyces  flavus  (Duo-Chuan et al. ,2005)  بينما تم فصل ثلاث صـور ،)L و M 

ــا  ) Sو  ــن البكتري ــى م ــداخلي المنق ــايتينيز ال ــزيم الك             Bacillus sp. Strain MH-1لإن

(Sakai et al. ,1998) .            

 لإنزيم الكايتينيز قيد الدراسة إلى الحصول على نقاوة جزئيـة للإنـزيم        Aأدى فصل الصورة          

يلاحـظ كـذلك   ) 4(، و مـن جـدول    % 31.49إنزيميـة   مرة و حصيلة 2.22بعدد مرات تنقية  

.  مرة   0.27عدد مرات تنقية    ب%  3.18التي بلغت    لإنزيم الكايتينيز و   Bالحصيلة الإنزيمية للصورة    

%  35.96 كلوكانيز فقد أدت إلى الحصول على حصيلة إنزيميـة مقـدارها        3-1تنقية إنزيم بيتا  أما  

  ) . 4( مرة ، جدول 2.55ت تنقية بعدد مرا
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 T. fertile AH1كروماتوغرافيا التبادل الأيوني لتنقية إنـزيم الكـايتينيز مـن الفطـر     ) : 20(الشكل 

مت موازنتـه بمحلـول مـنظم الفوسـفات        سم الذي ت  ) DEAE-Cellulose) 1.8×21باستخدام عمود   

  .)خطوة الغسل(جزء / مل 3دقيقة وبواقع / مل 1جريان بسرعة ) 6.5 مولر ، برقم هيدروجيني 0.005(
  
  
  

العديـد   فـي  DEAE-Celluloseاستخدمت كروماتوغرافيا التبادل الأيوني باستخدام المبادل             

 Woo & Park (2003) كلوكانيز ، فقـد اسـتخدم   3-1من دراسات تنقية إنزيمي الكايتينيز و بيتا

 و كـان عـدد   .Bacillus spالمبادل المذكور في تنقية إنزيم الكايتينيز الخارج خلوي من البكتريا 

نقية إنـزيم  كما تمت ت   % . 31 مرة بحصيلة إنزيمية     7.4مرات التنقية المستحصلة من هذه الخطوة       

 باستخدام المبادل نفسه ، و بلغ عـدد مـرات    Streptomyces sp. M-20الكايتينيز من البكتريا 

الفطـر    كلوكانيز الخارجي من3-1تمت تنقية إنزيم بيتاو  .(Kim et al. ,2003) مرة 4.1التنقية 

T. harzianum  باستخدام المبادل  DEAE-Cellulose ًأيضا   (Kitamoto et al. ,1987).  
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 T. fertile AH1 كلوكانيز من الفطر 3-1كروماتوغرافيا التبادل الأيوني لتنقية إنزيم بيتا) : 21(ال شكل  

سم الذي تمت موازنتـه بمحلـول مـنظم الفوسـفات          ) DEAE-Cellulose) 1.8×21باستخدام عمود   

  .)خطوة الغسل(جزء / مل 3وبواقع ة دقيق/ مل 1بسرعة جريان ) 6.5 مولر ، برقم هيدروجيني 0.005(
 
 
 

  

 لتنقيـة  DEAE-Sepharose CL-6B باسـتخدام المبـادل   Ogawa et al. (2000) قام       و

 و بلغ عدد مـرات التنقيـة   Burkholderia cepacia Strain KH2إنزيم الكايتينيز من البكتريا 

 3-1 من تنقية إنزيم بيتاSanchez et al. (1982)و تمكن % .  12.2 مرة بحصيلة إنزيمية 2.51

كانـت   وDEAE-Sephadex باسـتخدام المبـادل   Penicillium italicumكلوكانيز من الفطر 

  .  مرة 148و عدد مرات التنقية % 6الحصيلة الإنزيمية 
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البروتین  إنزیم الكایتینیز    
  
  

    
  
  

    
  
  
  
  
  

    
  
  
  
  
  
  

سـم الـذي تمـت    ) 1.8×21 (DEAE-Cellulose باستخدام عمود T. fertile AH1 كروماتوغرافيا التبادل الأيوني لتنقية إنزيم الكايتينيز من الفطر) : 22(الشكل 

 1 جريـان مولر بـسرعة  ) 0.3-0.0(تم الاسترداد بمحلول تدرج ملحي من كلوريد الصوديوم ) 6.5 مولر ، برقم هيدروجيني  0.005(موازنته بمحلول منظم الفوسفات     

   .جزء/  مل 3دقيقة وبواقع /مل 
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  : كلوكانيز 3-1ي الكايتينيز وبيتا توصيف إنزيم3-5

استخدم المستخلص الإنزيمي المتحصل عليه من خطوة كروماتوغرافيا التبادل الأيـوني فـي                   

 كلوكـانيز   3-1و إنزيم بيتا   ) B و   A( دراسة بعض الصفات المهمة لكلتا صورتي إنزيم الكايتينيز         

   .انفراد على كلاً

  ) ] : Vmax(و السرعة القصوى ) Km (ثابت ميكالس[  الثوابت الحركية -1
  

  : الثوابت الحركية لإنزيم الكايتينيز  -أ

بكلتـا  ( يكالس و السرعة القـصوى للإنـزيم      بورك لتقدير ثابت م   -استخدمت طريقة لاينويفر        

) 10-0.1( و بتراكيز تراوحـت بـين        pNP-GlcNAc تفاعلالباستخدام مادة   )  B و   Aصورتيه  

ثابـت ميكـالس لإنـزيم الكـايتينيز      ن قيمـة    أ) 23(لنتائج المبينة في الشكل     هرت ا أظ. ملي مولر   

أمـا قيمـة    . دقيقة  /رمليلت/ل مايكرومو 1.5 ملي مولر و السرعة القصوى       0.4كانت  ) Aالصورة  (

 1.4الـسرعة القـصوى      ملـي مـولر ، و      0.37لإنـزيم فكانـت      لهذا ا  Bللصورة   ثابت ميكالس 

  .  ) 24الشكل ( دقيقة /رمليلت/لمايكرومو

 الـصغيرة إلـى   Km تشير قيمـة   في تشخيص الإنزيمات ، فمثلاً    مهماً يعد ثابت ميكالس ثابتاً         

 الكبيرة إلى الحاجة إلى تركيز عالي مـن         Kmالميل العالي للإنزيم تجاه مادة تفاعله بينما تشير قيمة          

  ) .1983ساجدي و علي ، ( مادة التفاعل للوصول إلى نصف التشبع 

 ـ       ــي دراسـ ــا  ـف ــام به ــزيم  De Marco et al. (2004)ة ق ــيف إن                               لتوص

 N-acetylglucosaminidase من الفطر T. harzianum ن قيمة  وجد أKm و Vmax  تـساوي 

   تفاعـل ال باسـتخدام مـادة    دقيقة على التوالي  /رمليلت/ل مايكرومو 3.36مليلتر و   /  مايكرومول 8.06

p-nitrophenyl-N-acetylglucosaminide . وجــد وGiambattista et al. (2001) عنــد 

ن  أPenicillium janthinellum  من الفطـر  β-N-acetylhexosaminidase ته لإنزيمـدراس

ملغـم  / لتـر / ملي مـول ) 1.4 و 0.86(لتر و / ملي مول) 0.35 و 0.20(بلغت Vmax  وKmقيم 

 مـادة التفاعـل          باسـتخدام  على التوالي ) CHI2 و   CHI1(ن حصل عليهما    لصورتي الإنزيم اللتي  
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p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminideًــضا ــيم   . أي ــا ق ــزيم Vmax و Kmأم  لإن

 باستخدام الكايتين كمـادة  Myrothecium verrucariaالكايتينيز الخارج خلوي المنقى من الفطر 

ــم0.61هــي فتفاعــل  ــر و/  ملغ ــايكرومول0.15 مليلت ــر/ ســاعة/  م ــواليمليلت ــى الت      عل

(Govindsamy et al. ,1998)   .   

  لتقدير الثوابت الحركية لصورتي إنزيمAdrangi et al. (2010)في دراسة أخرى قام بها       و

 ) chi-64 و chi-56 ( (extracellular endochitinase)الكايتينيز الـداخلي الخـارج خلـوي    

 مليلتر على التـوالي  / ملغم) 1.3 و Km) 1.1 كانت قيمة Massilia timonaeالمنقى من البكتريا 

 باستخدام الكـايتين الغـروي    على التوالي أيضاًساعة/ ملغم/ مايكرومول) 1.36 و Vmax) 0.59و  

  . كمادة تفاعل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
منقى  الإنزيم الكايتينيزمن ) A(لصورة  لVmax و Kmبورك لتقدير - منحنى لاينويفر) : 23(الشكل 

   . pNP-GlcNAc تفاعلال باستخدام مادة T. fertile AH1جزئياً من الفطر 

  

  
107  



0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1/[S]

1/
v

  

  

  

  

  

  

  

  
 المنقى إنزيم الكايتينيز من )B(لصورة  لVmax و Kmبورك لتقدير - منحنى لاينويفر) : 24(الشكل 

   .pNP-GlcNAc تفاعلال باستخدام مادة T. fertile AH1جزئياً من الفطر 

  
  
  

  :     كلوكانيز 3-1حركية لإنزيم بيتاالثوابت ال -ب 
 . كلوكـانيز    3-1 لتقدير الثوابت الحركية لإنزيم بيتـا      بورك أيضاً -استخدمت طريقة لاينويفر        

 111ن قيمة ثابت ميكالس و السرعة القـصوى لهـذا الإنـزيم بلغـت               أ) 25(ويتضح من الشكل    

ي و ذلك باسـتخدام اللامينـارين    ى التوال  عل دقيقة/ مليلتر/  مايكرومول 0.09مليلتر و   / مايكروغرام

  . مليلتر / مايكروغرام) 500-25(و بتراكيز تراوحت بين  مادة تفاعل

 كلوكانيز المنقـى  3-1 لإنزيم بيتاVmax و Kmن قيمة أNoronha & Ulhoa (2000)  وجد      

لتـوالي  مليلتـر علـى ا  /  وحـدة 3.10مليلتر و /  ملغم1.72 تساوي  T. harzianum  من الفطر

 في دراسة قـام بهـا   Tangarone et al. (1989) بينما وجد ،اللامينارين كمادة تفاعل  باستخدام

 و Kmن قيمـة  أ T. longibrachiatium كلوكانيز الداخلي مـن الفطـر   3-1لتوصيف إنزيم بيتا

Vmax      دقيقـة  / ملغـم /  مايكرومول 3.170و  %  0.0016 بلغت باستخدام اللامينارين كمادة تفاعل

  .على التوالي 
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 المنقى جزئياً من  كلوكانيز3-1 لإنزيم بيتاVmax و Kmبورك لتقدير - منحنى لاينويفر) : 25(الشكل 

   . باستخدام اللامينارين كمادة تفاعلT. fertile AH1الفطر 

  

  
 مـن  كلوكانيز المنقـى - لإنزيم بيتاVmax و Kmن قيمة أ Celestino et al. (2006)و ذكر       

  16.46مليلتـر و  /  ملغـم 22.39هـي    Rhizopus microsporus var microsporusالفطر 

ملـي  ) Km) 0.12  بينما كانت قيمـة  ،مادة تفاعل   كلوكان   -التوالي باستخدام بيتا   على   دقيقة/ ملغم

 كلوكانيز الخارجي المنقى مـن      3-1ملغم لإنزيم بيتا  / دقيقة/ ملي مول ) Vmax) 17 × 103مولر و   

  . (Kulminskaya et al. ,2001) و ذلك باستخدام اللامينارين كمـادة تفاعـل   T. virideلفطر ا

مليلتر /  ملغم0.04 فكانت تساوي Penicillium italicum للإنزيم المنقى من الفطر Kmأما قيمة 

   . (Sanchez et al. ,1982) باستخدام اللامينارين كمادة تفاعل أيضاً
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  :جيني الأمثل للفعالية الإنزيمية  الرقم الهيدرو-2
  

  :  الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية إنزيم الكايتينيز -أ

     مـن الفطـر  ) B و A(إنـزيم الكـايتينيز   صورتي درس تأثير الرقم الهيدروجيني في فعالية             

T. fertile AH1 . أن الـرقمين  ) 27(و ) 26(ت النتـائج المبينـة فـي الـشكلين     قـد أظهـر  و

  .  على التوالي )B و A(الإنزيم صورتي  هما الأمثلان لفعالية 5.5 و 5لهيدروجينيين ا

بعض الإنزيمات تمتلـك أكثـر   ن  لفعاليته ، بيد أ واحداً مثالياً هيدروجينياً يمتلك كل إنزيم رقماً         

اسع لـه                           ن بعض الإنزيمات تبدي مدى و    أ إلا   عادة ما يكون هذا الرقم بمدى ضيق تماماً       من ذلك ، و   

(de Man , 2007).   

وجاءت هذه النتائج متفقة مع ما تم الإشارة إليه في العديد من الدراسـات فقـد كـان الـرقم                          

 Metarhizium anisopliae هو الأمثل لفعالية إنزيم الكايتينيز المنقى من الفطـر  5الهيدروجيني 

(Kang et al. ,1999)  و الفطـر Trichothecium roseum (Li et al. ,2004)   و الخميـرة 

Candida albicans (Mellor et al. ,1994) .  كذلك أشارAdrangi et al. (2010)  ن أ إلـى

 بكلتـا صـورتيه    Massilia timonaeإنزيم الكايتينيز الداخلي الخارج خلوي المنقى من البكتريـا  

)chi-56   و chi-64 (     مع ما أشار إليـه    كما تتفق أيضاً   . 5رقم هيدروجيني   يظهر أعلى فعالية عند 

ن الرقم الهيـدروجيني الأمثـل   أ من Dahiya et al. (2005) و Woo & Park (2003)كل من 

 Enterobacter sp. NRG4 و البكتريا .Bacillus spلفعالية إنزيم الكايتينيز المنقى من البكتريا 

ن إنـزيم الكـايتينيز المنقـى مـن      أTikhonov et al. (2002)و وجد  . 5.5 كان على التوالي

 يظهر أعلى فعالية عنـد  V. suchlasporium و Verticillium chlamydosporiumالفطرين 

    هـو الأمثـل    6.7في حين كان الـرقم الهيـدروجيني        ) . 5.7-5.2(رقم هيدروجيني يتراوح بين     

                                                      Neurospora crassa  لفعاليــــة الإنــــزيم المنقــــى مــــن الفطــــر    

 (Zarain-Herzberg & Arroyo-Begovich ,1983) .  
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 المثالي يعـود    pHقل أو أكثر من قيمة الـ        أ pHإن نقصان سرعة التفاعل الإنزيمي عند قيم              

  :إلى 

  . تكوين صورة أيونية للإنزيم غير ملائمة للتفاعل الإنزيمي  -1

 . أيونية للركيزة غير ملائمة للتفاعل الإنزيمي تكوين صورة  -2

 . تكوين صورة أيونية لكل من الإنزيم و الركيزة غير ملائمة للتفاعل الإنزيمي  -3

 . تغيير التركيب الطبيعي للإنزيم  -4

 ) . 1991الداودي ، ( جميع المسببات المذكورة أعلاه   -5

  

  

  

  

  

  

  

    

  

  

  

  

 المنقى جزئياً من الفطر ) Aالصورة (لفعالية إنزيم الكايتينيز الرقم الهيدروجيني الأمثل ) : 26(الشكل 
T. fertile AH1  

  

  

111  



0

0.5

1

1.5

2

2.5

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

الرقم الھیدروجیني

ل)
/ م

دة 
وح

ة (
یمی

لإنز
ة ا

الی
لفع

ا

  

  

  

  

  

  

  

  
المنقى جزئياً من الفطر    ) Bالصورة (الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية إنزيم الكايتينيز ) : 27(الشكل 

T. fertile AH1  
  

  

  : وكانيز  كل3-1 الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية إنزيم بيتا-ب
 3-1ن الرقم الهيدروجيني الأمثل لإنـزيم بيتـا       إلى أ ) 28(شير النتائج الموضحة في الشكل      ت      

و تعد هذه النتيجة مماثلة لمـا وجـده كـل مـن      . 4.5 بلغ T. fertile AH1كلوكانيز من الفطر 

Kitamoto et al. (1987) و Kulminskaya et al. (2001)  3-1 في دراسة عن إنـزيم بيتـا 

 على التوالي ، إذ كـان  T. viride و الفطر T. harzianum  وكانيز الخارجي المنقى من الفطركل

 كمـا كـان الـرقم       . على التـوالي أيـضاً    ) 4.5 و   4.6(الرقمان الهيدروجينيان الأمثلان للفعالية     

                 كلوكـانيز الـداخلي المنقـى مـن الفطـر          3-1 الأمثـل لفعاليـة إنـزيم بيتـا        4.5الهيدروجيني  

T. harzianum Rifai T24 ( El-Katatny et al. ,2001).  و أشـار Noronha & Ulhoa 

 يظهر أعلى فعالية عند رقم هيدروجيني T. harzianumن الإنزيم المنقى من الفطر أ إلى (2000)

 Tangarone et al. (1989)كما تعد النتيجة المتحصلة من هذه الدراسة مقاربة لما وجده ) . 4.4(

   كلوكانيز الداخلي المنقى من الفطـر 3-1 هو الأمثل لفعالية إنزيم بيتا4.8الهيدروجيني إذ كان الرقم  
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T. longibrachiatum ،  ن الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية الإنزيم المنقـى مـن   أبينما يلاحظ

 ـBacillus circulans IAM1165 و البكتريا Aureobasidium pullulansالفطر   و 5.5غ  بل

أمـا   .  على التوالي أيـضاً (Aono et al. ,1992) و (Dake et al. ,2004 ) على التوالي 6.5

  5 فكـان  T. reeseiالمنقاة من الفطر ) III و II و I(الرقم الهيدروجيني للصور الإنزيمية الثلاث 

(Budiarti et al. , 2009)  .  

 و مـن المـرجح أن   ،ون الهيدروجين في وسـطه  يشاط الإنزيم بدرجة كبيرة بتركيز أ  يتأثر ن       

 عن التغيرات في تأين الإنزيم أو مادة التفاعـل   ناجماpHًيكون هذا التغيير في النشاط مع تغير الـ       

 الواطئـة أو  pHبالإضافة إلى التأثيرات الأيونية ، يمكن لقيم الـ ، ومادة التفاعل  -الإنزيمأو معقد 

 ــ ــاف الن ــي إيق ــسبب ف ــة أن تت ــروتين العالي ــة الب ــة طبيع ــة لإزال ــي                          شاط نتيج  الإنزيم

  . ) 1983ساجدي وعلي ،( 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

   كلوكانيز المنقى جزئياً من الفطر 3-1الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية إنزيم بيتا) : 28(الشكل 
T. fertile AH1  
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  :  الرقم الهيدروجيني لثبات الإنزيم -3
  

  : م الهيدروجيني لثبات إنزيم الكايتينيز  الرق-أ

 ، T. fertile AH1درس الرقم الهيدروجيني الأمثل لثبات إنزيم الكايتينيز المنقى من الفطـر        

 خزن الإنزيم و يتضح من الـشكل         من الصفات المهمة في تحديد ظروف التنقية و         هذا الرقم   يعد إذ

كما يلاحـظ أن    ) 7.5-3.5(ن  يتراوح بي ) Aالصورة  (ينيز  الأمثل لثبات إنزيم الكايت   ن المدى   أ) 29(

   دقيقة بدرجـة حـرارة     30من فعاليتها عند الحضن لمدة      %  80.5المذكورة احتفظت بـ    الصورة  

    .8.5عند الرقم الهيدروجيني %  73.5 ، و انخفضت الفعالية إلى 8 م في الرقم الهيدروجيني 37

ضة في الأرقام الهيدروجينية الحامضية و القاعدية المتطرفـة ،          كانت الفعالية الإنزيمية منخف         و

 ينفقـط مـن فعاليتهـا عنـد الـرقم         )% 62.39 و   0.56(إذ احتفظت صورة الإنزيم أعلاه بــ        

  . على التوالي ) 9 و 2 (ينالهيدروجيني

  

  

  

  

  

  

  

  

  

       من الفطر     جزئياًنقىالم) Aالصورة (الرقم الهيدروجيني الأمثل لثبات إنزيم الكايتينيز ) : 29(الشكل 
T. fertile AH1 
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ن الـرقم الهيـدروجيني الأمثـل       أ) 30(م الكايتينيز فيلاحظ من الشكل       من إنزي  Bأما الصورة        

 B إذ احتفظت الصورة     A من الصورة    و هذا يدل على أنها اقل ثباتاً      ) 7.5- 4.5(لثباتها يقع بمدى    

علـى  ) 9 و   3 (ين الهيـدروجيني  ينمن فعاليتها عند الرقم   )% 60.52 و   48.7(لإنزيم الكايتينيز بـ    

  ) . 2.5 و 2 (ن عند الرقمين الهيدروجينييالتوالي ، بينما فقدت هذه الصورة فعاليتها تماماً

 من  Mahata et al. (2008)  ن النتيجة المتحصلة من هذه الدراسة مقاربة لما وجده      ويبدو أ

ــارج أ ــايتينيز الخـ ــزيم الكـ ــريتين ن إنـ ــزلتين البكتيـ                                خلـــوي المنقـــى مـــن العـ

)Isolate 99و Enterobacter sp. G-1(بمدى رقم هيدروجيني يتراوح بين اً ثابت كان )و ) 7-4

ن إنزيم الكايتينيز المنقى مـن البكتريـا   أ  Dahiya et al. (2005)كما ذكر . على التوالي ) 3-7(

Enterobacter sp. NRG4 ًبينما وجد ،) 8-4.5(م هيدروجيني يتراوح بين  تجاه رق يبدي ثباتا 

Omumasaba et al. (2001)الإنزيم المنقى من الفطرن  أ T. virideًـ يكون ثابتا  م  في مدى رق

  .) 6-3.5(هيدروجيني يتراوح بين 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

         من الفطر جزئياًالمنقى ) B الصورة (الرقم الهيدروجيني الأمثل لثبات إنزيم الكايتينيز ) : 30(الشكل 

T. fertile AH1  
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  في دراسة لتحديد الرقم الهيدروجيني الأمثل لثبـات Giambattista et al. (2001)أوضح      و 

 Penicillium janthinellum من الفطـر  β-N-acetylhexosaminidaseصورتين من إنزيم 

P9 ن الصورة   أCHI1    بينما كانـت الـصورة    ) 5.5-3(م هيدروجيني    كانت ثابتة بمدى رقCHI2 

                       في حـين كـان إنـزيم الكـايتينيز المنقـى مـن الفطـر         ،) 4.5-2(ثابتة بمدى رقم هيدروجيني     

 Penicillium sp. (VB2) و البكتريا Bacillus sp. (SB5)ًني  بمدى من الرقم الهيـدروجي  ثابتا

  .  (Bansode & Bajekal ,2006)على التوالي ) 11-7(و ) 4-9(

  

  :  كلوكانيز 3-1 الرقم الهيدروجيني لثبات إنزيم بيتا-ب

 عند مدى رقـم      كلوكانيز يكون ثابتاً   3-1ن إنزيم بيتا  أ) 31(هرت النتائج المبينة في الشكل      أظ      

ه عند  من فعاليت  % 94.6احتفظ بـ    الإنزيم    هذا نأ، كما يلاحظ    ) 7-3.5(هيدروجيني يتراوح بين    

عند الـرقم  %  75.6 الفعالية إلى  هذه انخفضتفيما دقيقة ،    30 لمدة   7.5رقم هيدروجيني   بالحضن  

   . 8الهيدروجيني 

 3-1ن إنـزيم بيتـا  أ مـن  Kulminskaya et al. (2001)تعد هذه النتيجة مماثلة لما ذكره       

 ـ يبدي ثباتاT. virideًكلوكانيز الخارجي المنقى من الفطر    م هيـدروجيني يتـراوح بـين    تجاه رق

       كلوكـانيز المنقـى مـن الفطـر    -ن إنزيم بيتاأ Jian-Yi et al. (2002)كما وجد ) . 3.5-7.5(

T. reesei GXC حـين كـان    فـي  ،) 7-3( بمدى من الرقم الهيدروجيني يتراوح بين ثابتاً كان

ــر   ــن الفط ــى م ــزيم المنق ــاT. harzianumًالإن ــدروجيني   ثابت ــم هي ــدى رق            )6-4( بم

(Mustafa et al. ,2005) .  و في دراسة قام بهاPang et al. (2004)   3-1 كـان إنـزيم بيتـا 

 تجاه رقم هيدروجيني يتراوح  يبدي ثباتاً .Arthrobacter spكلوكانيز الداخلي المنقى من البكتريا 

  ) . 8-5(بين 

 لتوفير البيئة الملائمة لخـزن      عد ضرورياً إن تحديد الرقم الهيدروجيني الأمثل لثبات الإنزيم ي             

   . (Whitaker ,1972)الإنزيم 
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   من الفطر  جزئياً كلوكانيز المنقى3-1الرقم الهيدروجيني الأمثل لثبات إنزيم بيتا) : 31(الشكل 
T. fertile AH1  

  
  

  : الثبات الحراري للإنزيم -4
  

  : الثبات الحراري لإنزيم الكايتينيز -أ

 بـدرجات  T. fertile AH1 مـن الفطـر    جزئياًأظهرت نتائج حضن إنزيم الكايتينيز المنقى      

للإنـزيم احتفظـت بكامـل      ) A(ن الـصورة    أ دقيقة ،    30م و لمدة    ) 80-20(حرارة تتراوح بين    

، انخفضت بعدها الفعالية الإنزيمية     ) 32الشكل  (م  ) 40-20(تراوحت بين   فعاليتها بدرجات حرارة    

 ـ   %  8.1 إذ فقدت الصورة المذكورة      جياًتدري      ، م   50بدرجـة    % 35 م و  45ة  من فعاليتهـا بدرج

للإنـزيم قـد   ) B(ن الـصورة  أفيبين ) 33(أما الشكل .  م 55جة حرارة  بدرو فقدت فعاليتها تماماً 

 % 55.3و   % 31.6م و فقـدت     ) 55-20(ليتها بدرجات حرارة تراوحت بين      احتفظت بكامل فعا  

  .  م 70 بدرجة حرارة  على التوالي ، و فقدت فعاليتها تماماًم) 65-60(عاليتها بدرجة من ف

 لتأثر التركيب الثانوي والثـالثي      تبدي اغلب الإنزيمات حساسية لدرجات الحرارة العالية نظراً             

   . (Whitaker ,1972)و الرابعي للإنزيم مما يؤدي إلى مسخه و بالتالي فقدان الفعالية الإنزيمية 

117  



0

20

40

60

80

100

120

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

درجة الحرارة ( مْ )

( %
 ) 
قیة

متب
 ال
لیة

فعا
ال

ن إنزيم الكايتينيز المنقى مـن  أ من Kim et al. (2003)و تتفق هذه النتائج مع ما أشار إليه       

 م عند حضنه لمدة 40 لغاية درجة حرارة  حرارياً يمتلك ثباتاStreptomyces sp. M-20ًالبكتريا 

ن أ Omumasaba et al. (2001)و وجـد  . م ) 80-20(دقيقة بدرجات حرارة تتراوح بين  30

 م عنـد  45 يحتفظ بكامل فعاليته لغاية درجة حـرارة  T. virideإنزيم الكايتينيز المنقى من الفطر 

.  م 50من الفعالية عند درجة حـرارة  %  75الحضن لمدة ثلاث ساعات ، في حين يتبقى أكثر من    

ــار   ــا أش ــى Konagaya et al. (2006)كم ــا  أ إل ــن البكتري ــى م ــزيم المنق            ن الإن

Clostridium sp. E-16 ) chitinase 1 (ًفي حين 50  لغاية درجة حرارة حرارياًيبدي ثباتا ، م 

م ، بينما كان الإنـزيم       55 دقيقة على درجة حرارة      90من فعاليته عند الحضن لمدة      %  10يتبقى  

(chitinase 2)ًو يتبقى  35 لغاية درجة حرارة  حرارياً ثابتا درجـة  اليتـه عنـد   مـن فع  % 20م

  .  م 45حرارة 

 Burkholderiaأما عند دراسة الثبات الحراري لإنزيم الكـايتينيز المنقـى مـن البكتريـا           

cepacia Strian KH2 عند الحضن لمدة ثلاث ساعات لغايـة   حرارياًن الإنزيم كان ثابتاًأ  فتبين 

   . (Ogawa et al. ,2002) م 50درجة حرارة 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  T. fertile AH1من الفطر جزئياً المنقى ) Aالصورة (الثبات الحراري لإنزيم الكايتينيز ) : 32(الشكل 
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  T. fertile AH1المنقى جزئياً من الفطر ) Bالصورة (الثبات الحراري لإنزيم الكايتينيز ) : 33(الشكل 

  

  

  :  كلوكانيز 3-1 الثبات الحراري لإنزيم بيتا-ب

         مـن الفطـر     جزئيـاً   كلوكـانيز المنقـى    3-1 تأثير درجة الحرارة في ثبات إنزيم بيتا       درس      

T. fertile AH1  80-20(بمدى درجات حرارة تتراوح بين ( ظ من النتائج المبينة فـي  و يلاح. م

دقيقة بـدرجات حـرارة تتـراوح بـين            30 عند حضنه لمدة      حرارياً للإنزيم ثباتاً  نأ) 34(الشكل  

 بدرجـة    م ، و فقـدها تمامـاً       55من فعاليته بدرجة حرارة     %  63ن الإنزيم فقد    أم بيد    )20-45(

  .  م 65حرارة 
 كلوكانيز المنقى في هذه الدراسـة      3-1الانخفاض في فعالية إنزيم بيتا    سبب  و يمكن أن يعزى           

ن التغيـر الـسريع    وأ(denaturation)إلى تغير الحالة الطبيعية للإنزيم العالية عند درجة الحرارة    

الإنزيم لفعاليتـه  في طبيعة الإنزيم يؤدي إلى تحطيم الأواصر الهيدروجينية بصورة تؤدي إلى فقدان     

  ) . 1989دلالي ، (كلياً 

 Leelasuphakul et al. (2006)تعد النتيجة المتحصلة من هذه الدراسة مقاربة لما وجـده        و

 يحـتفظ  Bacillus subtilis NSRS 89-24لمنقى من البكتريـا   كلوكانيز ا3-1ن إنزيم بيتاأمن 
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من فعاليته عند حضنه    %  50م بينما يتبقى    ) 40-20(يته عند درجة حرارة تتراوح بين       بكامل فعال 

ن الإنزيم المنقى مـن  أ Mustafa et al. (2005)كذلك ذكر .  م 60 دقيقة بدرجة حرارة 30لمدة 

 م عنـد حـضنه   50 لغاية درجة حرارة  حرارياًيمتلك ثباتاً  T. harzianum BIO 10671الفطر 

و عند دراسة الثبات الحـراري لإنـزيم      . م  ) 75-25(عة على درجات حرارة تتراوح بين       لمدة سا 

عنـد درجـات   ن الإنزيم يحتفظ بفعاليته لوحظ أ T. viride TP09كلوكانيز المنقى من الفطر -بيتا

تـه عنـد    مـن فعالي جـزءاً  دقيقة ، بينما يفقد 120حضن لمدة م عند ال  ) 50 و   40 و   30(الحرارة  

   . (Yi et al. , 2008)م ) 70-60(الحضن على درجتي حرارة 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  T. fertile AH1  كلوكانيز المنقى جزئياً من الفطر 3-1الثبات الحراري لإنزيم بيتا) : 34(الشكل 
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  : ائية في فعالية الإنزيم يكيم تأثير بعض أيونات المعادن و المواد ال-5
  

  : ائية في فعالية إنزيم الكايتينيز ي  تأثير بعض أيونات المعادن و المواد الكيم-أ

صورتيه ي فعالية إنزيم الكايتينيز بكلتا      يونات المعدنية والمواد الكيميائية ف          درس تأثير بعض الأ   

 (A)و(B)في فعالية الإنزيم قيد الدراسة ناً متباييونات تأثيراً ، إذ لوحظ أن لهذه الأ .  

  (FeCl2) و الحديـد  (MnCl2) لكلوريد المنغنيز حاثاًن هناك تأثيراًأ) 5( من جدول يتضح      و

 التوالي  على)% 36.6 و   16.4(و  )% 141 و   136( لإنزيم الكايتينيز بمقدار     Aفعالية الصورة   في  

حظ أن هناك تأثيراً مثبطاً قوياً       بينما يلا  ، ي أيضاً  على التوال  ملي مولر ) 5 و   1(باستخدام التركيزين   

المتبقيـة   ملي مولر ، فقد كانـت الفعاليـة          5 عند التركيز    (Hg+2) و الزئبق    (Ag)يونات الفضة   لأ

 ـاً ملي مولر بينما كان لهـا تـأثير    5للتركيز  %  35.6للإنزيم بوجود كلوريد الفضة            بمقـدار اً حاث

  .ر  ملي مول1عند التركيز %  70

بيطـي طفيفـاً فـي فعاليـة الإنـزيم      أما كلوريد الكالسيوم و كلوريد النيكل فكان تأثيرهما التث        

)% 89-75(نزيم بوجـود هـذين الأيـونين بـين          ، إذ انحصرت الفعالية المتبقية للإ     ) Aالصورة  (

  . ملي مولر ) 5 و 1 (نباستخدام التركيزي

و )% 73.26 و   79.10(لأخرى فكانت الفعالية المتبقية     يائية ا أما فيما يتعلق بتأثير المواد الكيم           

لر علـى   ملـي مـو   ) 5 و   1(باستخدام التركيزين   )% 37.62 و   49.25(و  )% 65.35 و   79.10(

  .   على التوالي أيضاًوريك و المركابتوايثانول و حامض البEDTA التوالي باستخدام كل من الـ

ات في فعاليـة إنـزيم الكـايتينيز    يون يلاحظ أن تأثير الأ    مرة أخرى ) 5(      وبالرجوع إلى جدول    

 ن لكلوريد المنغنيـز و الحديـد      للإنزيم حيث أ  ) Aالصورة  (مشابه لتأثيرها في فعالية     ) Bالصورة  (

) 5 و   1(على التوالي عنـد التركيـزين       )% 47.2 و   33.3(و  )% 254 و   252(تأثيراً حاثاً بمقدار    

 بوجود كلوريـد    فقدت الصورة الإنزيمية المذكورة فعاليتها تماماً      ما، في   على التوالي أيضاً   ملي مولر 

 ملـي   1 عنـد التركيـز       حاثاً  ملي مولر ، في حين أن لكلوريد الفضة تأثيراً         5الفضة عند التركيز    
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 ملي مولر بوجـود     5من فعاليتها في تركيز     )% 40 و   72 و   68( بـ   Bاحتفظت الصورة   و. مولر

  . ل و الزئبق على التوالي كلوريدات الكالسيوم و النيك

 المذكورة ، فقـد احـتفظ الإنـزيم بــ      أما تأثير المواد الكيميائية الأخرى في فعالية الصورة             

حـامض   و EDTA من فعاليته باستخدام الـ)% 50 و34 و62(و )% 64.28 و   61.90 و   66.6(

   . ي مولر  على التوالي أيضاًمل) 5 و1(على التوالي و عند التركيزين  البوريك و المركابتوايثانول

يونـات المنغنيـز    إذ كـان لأ Adrangi et al. (2010)جاءت هذه النتائج متفقة مع ما وجده       

(Mn+2) ًلكايتينيز الـداخلي الخـارج خلـوي         في صورتي إنزيم ا     حاثاً  تأثيرا)chi-56   و chi-64 (

 ـ Massilia timonaeالمنقى من البكتريا  للـصورتين  )% 31 و 17(دار  و ازدادت فعاليتـه بمق

)% 46  و 42( بمقدار   (Hg+2)يونات الزئبق   الي ، و قد ثبطت الفعالية بوجود أ        على التو  المذكورتين

 ـ     )% 65 و 64(بينما احتفظ الإنزيم بـ       لـصورتي الإنـزيم         EDTA من فعاليتـه باسـتخدام الـ

)chi-56 و chi-64 ( على التوالي.   

 فـي  لها تأثير تثبيطي (Hg+2)يونات الزئبق  إلى أن أOmumasaba et al. (2001)أشار       و

من فعاليتـه  )% 51.5 و 71.9( حيث احتفظ بـ T. virideفعالية إنزيم الكايتينيز المنقى من الفطر 

لمـدة   م و  40التوالي بدرجة حرارة     على   ملي مولر ) 5 و   1( الأيون المذكور عند التركيزين      بوجود

 ـ  دقيقة ، معلـلاً 15        فـي تعبيـر   (sulfhydryl group)عـة الثـايول   ى أهميـة مجمو  ذلـك إل

(expression)ووجد كل من . لفعالية الإنزيمية  اZarain- Herzberg & Arroyo-Begovich 

)% 100 و 70(  يثبط بنسبة Neurospora crassaن إنزيم الكايتينيز المنقى من الفطر  أ(1983)

% 15 ارتفعت فعالية الإنزيم بمقدار      و. يونات الزئبق    من أ  ملي مولر على التوالي   ) 5 و   1(بوجود  

يونـات المغنيـسيوم و الكالـسيوم و         ، أمـا أ    (FeCl3) ملي مولر من كلوريد الحديـد        10بوجود  

  .  الفعالية الإنزيمية  فيالبوتاسيوم فليس لها تأثير
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        لية صورتي إنزيم الكايتينيز تأثير بعض الأيونات المعدنية و المواد الكيميائية في فعا) : 5(جدول 

)A و B  (كلوكانيز من الفطر 3-1و إنزيم بيتا T. fertile AH1  

  

الأيون أو المادة   لإنزيم الكايتينيز(%) الفعالية المتبقية 
  الكيميائية

  التركيز       
 Bالصورة  Aالصورة   )ملي مولر(

(%) الفعالية المتبقية 
 3-1لإنزيم بيتا 
  كلوكانيز

  100  100  100  -  إنزيم غير معامل
كلوريد المنغنيز   120  352  236  1

(MnCl2) 5  241  354  244  
1  116.4  133.3  35.4  

 (FeCl2)كلوريد الحديد 
5  136.6  147.2  35.4  
كلوريد الكالسيوم   49.2  69.0  77.61  1

(CaCl2) 5  75.24  68.0  15.4  
1  89.55  78.5  66.2  

 (NiCl2)كلوريد النيكل 
5  87.12  72.0  13.8  
1  170  273  41.5  

 (AgCl)كلوريد الفضة 
5  35.6  0.0  0.0  
كلوريد الزئبق   32.3  92.0  97.0  1

(HgCl2) 5  47.5  40.0  24.6  
اثيلين ثنائي أمين رباعي   72.3  66.6  79.10  1

حامض الخليك 
(EDTA) 5  73.26  62.0  32.3  

حامض البوريك       73.8  61.90  79.10  1
(Boric acid) 5  65.35  34.0  33.8  

مركابتوايثانول   70.8  64.28  49.25  1
(mercaptoethanol)  5  37.62  50.0  23.1  
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 فـي   حاثاًن للمركابتوايثانول تأثيراًأ لاحظ Kim et al. (2003)و في دراسة أخرى قام بها       

 ، و كانت الفعالية المتبقيـة للإنـزيم   Streptomyces sp. M-20فعالية الإنزيم المنقى من البكتريا 

 ملـي  1 على التوالي عند التركيز  (Mn+2)المنغنيز و (Fe+2) يونات الحديدبوجود أ)% 87 و 80(

يونات الفضة  من الفعالية بوجود أ   % 35مولر ، بينما أدى استخدام أيونات الفضة و الزئبق إلى بقاء            

  .يون الزئبق  بوجود أو فقدانها تماماً

  

  :  كلوكانيز 3-1ائية في فعالية إنزيم بيتايأثير بعض أيونات المعادن و المواد الكيم  ت-ب

 يونات و المواد الكيميائية في فعالية الإنـزيم كـان تـأثيراً           أن تأثير الأ  ) 5(      يتضح من جدول    

ام باسـتخد )% 144 و 20( الذي أبدى تـأثيراً حاثـاً بمقـدار    (Mn+2) المنغنيز    ماعدا أيون  تثبيطياً

وجـود   ب  كلوكانيز فعاليته تمامـاً    3-1و فقد إنزيم بيتا   .  على التوالي    ملي مولر ) 5 و   1(التركيزين  

 ملـي   1من فعاليته في تركيـز       % 41.5 ملي مولر بينما احتفظ بـ       5كلوريد الفضة عند التركيز     

 ـ  (Ni+2) و النيكـل     (Ca+2) و الكالسيوم    (Fe+2)يونات الحديد   كما أن لأ  . مولر    (Hg+2)ق   و الزئب

 الكالسيوم  و النيكـل       ، إذ كانت الفعالية المتبقية للإنزيم بوجود كلوريدات الحديد و           قوياً  مثبطاً تأثيراً

  . ملي مولر 5على التوالي عند التركيز % )24.6 و 13.8 و 15.4 و 35.4(و الزئبق 

و )% 32.3 و 72.3(م انـت الفعاليـة المتبقيـة للإنـزي       أما تأثير المواد الكيميائية الأخرى فك           

لر علـى التـوالي     ملي مو ) 5 و   1(باستخدام التركيزين   )% 23.1 و   70.8(و  )% 33.8 و   73.8(

   .  على التوالي أيضاًحامض البوريك و المركابتوايثانول و EDTA باستخدام كل من الـ

يونـات  رتباط الأ  كلوكانيز نتيجة ا   3-1يتا فعالية إنزيم ب   فييونات المعادن         و يعود سبب تأثير أ    

 ممـا يـؤدي إلـى منـع     ) الذي من خلاله يرتبط بالمادة الأساس و يحللها         ( ال للإنزيم   بالموقع الفع

   . (Watanabe et al. ,1988)الفعالية الإنزيمية من الوصول إلى المستوى المثالي 
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ون مع مجموعة الثـايول                    يأيون الزئبق فيعود إلى ارتباط الأ     أما تثبيط الفعالية الإنزيمية بوجود            

(SH group)   ــستئين ــامض الس ــة ح ــزي   (cysteine) لثمال ــل الحف ــضرورية للفع           ال

(catalytic action)كلوكانيز - لإنزيم بيتا(Fukuda et al. ,2008) .   

 كلوكـانيز   3-1يون المنغنيز في فعالية إنزيم بيتا     عض الدراسات إلى التأثير الحاث لأ     أشارت ب       

ن فعاليـة الإنـزيم المنقـى مـن الفطـر      أ Sun et al. (2006)المنقى من الفطريات ، فقد وجد 

Chaetomium  sp. يـون المنغنيـز    ملي مولر من أ5بوجود  % 80 ارتفعت بمقدار(Mn+2) ، 

يونـات   عند نفس التركيـز ، أمـا أ        (Fe+3) بوجود أيون الحديد   % 50بينما ثبطت الفعالية بمقدار     

    كمـا ذكـر   .  الفعاليـة    فـي لكالسيوم و النحـاس و المغنيـسيوم و الزنـك فلهـا تـأثير قليـل                 ا

Kulminskaya et al. (2001)كلوكـانيز  3-1 فعالية إنزيم بيتافي  حاثاًيون المنغنيز تأثيراً أن لأ 

 Mg+2يونات لر ، في حين كان تأثير أ ملي مو1 عند تركيز T. virideالخارجي المنقى من الفطر 

 ـ Hg+2 و   Zn+2و   مـن  )% 81 و   86 و   83 و   89(بــ    ، إذ احتفظ الإنزيم       طفيفاً EDTA  و ال

  .  على التوالي EDTA الأيونات المذكورة و الـفعاليته بوجود 

              كلوكانيز المنقـى مـن الفطـر   3-1ن فعالية إنزيم بيتاأ Sanchez et al. (1982) و أوضح      

Penicillium italicumيونـات الزئبـق   بوجود أ)% 90 و 71(د ثبطت بنسبة   ق(Hg+2)  عنـد 

 لم تتأثر بوجود التركيز نفسه من       ن فعالية الإنزيم  أ على التوالي ، بيد      ملي مولر ) 5 و   1(ن  التركيزي

 كلوكانيز المنقى من    3-1يتا فعالية إنزيم ب   ثبطت تماماً و  . أيونات الكالسيوم و المنغنيز و المغنيسيوم       

 (Zn+2) نـك يونـات الز  ، بينما كان لأ(HgCl2)د الزئبق   بوجود كلوريT. harzianumالفطر  

  . (Noronha & Ulhoa ,2000)  للفعالية  حاثاًتأثيراً

  

  :  السيطرة الحيوية  3-6
الحاوي على فعاليـة   [ T. fertile AH1درس تأثير الراشح الإنزيمي الخام المنتج من الفطر       

مليلتـر علـى    /وحـدة   ) 0.14 و   14.32( كلوكانيز بمقـدار     3-1نيز و بيتا  ايتيإنزيمية لإنزيمي الك  

في تثبـيط  نمـو      ] مليلتر  / وحدة   2.5نزيمية لإنزيم البروتييز بمقدار     ، بالإضافة إلى فعالية إ    التوالي
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 Rhizoctonia  و  F. oxysporum   و Fusarium solaniالفطريـات الممرضـة للنبـات     

solani  و الفطر Aspergillus flavus المنتج للسم افلاتوكسين (Aflatoxin)  سـاعة  72 لمـدة 

أن نـسبة تثبـيط نمـو      ) 6(و يتضح من جدول     ) . الوسط  : يم  الإنز( خدام تراكيز مختلفة من     باست

 ، كما كانت نـسبة التثبـيط    لكل التراكيز المستخدمة في الدراسة%  100  بلغت F. solani الفطر

  R. solani  و F. oxysporum  للفطريـات  )وسـط : إنزيم () 1 : 1(باستخدام التركيز  % 100

)% 22.2 و 50 و 43.2(و )%  44.4 و 62.5 و 54.5(  بينمــا انخفــضت إلــى A. flavusو 

   .على التوالي أيضاً) 9 : 1  و 3 : 1( التوالي باستخدام التركيزين  علىللفطريات الثلاثة

 ، لـذا تعـد     نة من الكايتين والكلوكـا     تتكون بصورة رئيس   خلوية للفطريات  ال انن الجدر       بما أ 

طـيم   كلوكانيز من الإنزيمات الأساسية المسؤولة عـن تحليـل و تح           3-1إنزيمات الكايتينيز و بيتا   

يز الذي يعمل ي إضافة إلى إنزيم البروت، (Kucuk & Kivanc ,2004) الجدران الخلوية للفطريات

   . (Flores et al. , 1997)دار الخلوي للفطريات على تحطيم البروتين الموجود في الج

ة تثبيط كانت باستخدام التركيز     ن أعلى نسب  أ) 6( من النتائج المبينة في جدول       كما يتضح أيضاً        

إلى الحصول  ) 9 : 1(، بينما أدى استخدام التركيز      ) 3 : 1(وانخفضت باستخدام التركيز    )  1 : 1(

ن أطريات الممرضة قيد الدراسة ، يمكن الاستنتاج من هـذه النتـائج             على أوطأ نسبة تثبيط لنمو الف     

   . PDAة تركيز الإنزيم بالنسبة للوسط نسبة التثبيط تزداد بزياد

 في العالم                  من أهم عوامل السيطرة الحيوية و أكثرها شيوعاً.Trichoderma sppيعد الفطر       

(Rajendiran et al. ,2010)الخلوية الفطرية انر المهم الذي تلعبه الإنزيمات المحللة للجدر للدو    

ضـات النباتيـة   في عملية تضاد الفطر مع مدى واسـع مـن الممر        ) مثل الكايتينيز و الكلوكانيز     ( 

   .(Kucuk & Kivanc ,2008) الفطرية
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 في تثبیط نمو الفطریات T. fertile AH1تأثیر الراشح الإنزیمي الخام المنتج من الفطر ) : 6(جدول 
  الممرضة

  
  ( % )نسبة التثبيط 

  الفطر الممرض
  وسط: إنزيم  ) 9 : 1(  وسط: إنزيم  ) 3 : 1(   وسط: إنزيم  ) 1 : 1( 

Fusarium solani 100  100  100  

F. oxysporum 100  54.5  43.2  

Rhizoctonia solani 100  62.5  50  

Aspergillus flavus 100  44.4  22.2  

  

  

 كلوكـانيز و    3-1هنالك العديد من الدراسات التي أشارت إلى أهمية إنزيمـات الكـايتينيز و بيتـا              

في دراسـة عـن تـأثير إنـزيم      فز في السيطرة الحيوية ضد الممرضات النباتية الفطرية ،          يالبروتي

مـو  ن نسبة تثبيط نأإلى ) 2006( أشارت عبيد T. harzianum Rifaiالكايتينيز المنتج من الفطر 

باستعمال الراشح الإنزيمـي  %  64 بلغت 4 برقم هيدروجيني PDA على وسط R. solaniالفطر 

اشح الإنزيمي الخـام و وصـلت إلـى       باستعمال الر %  13 بالأسيتون ، بينما انخفضت إلى       المركز

 Wang et al. (2006)و في دراسة قـام بهـا    . باستعمال الراشح الإنزيمي المعامل حرارياً%  8

ن  ، أشار فيهـا إلـى أ  Bacillus subtilis W-118يان تأثير إنزيم الكايتينيز المنتج من البكتريا لب

مليلتر باسـتخدام  / وحدة 5.6بفعالية إنزيمية  % 100 كانت F. oxysporumنسبة تثبيط نمو الفطر 

ن لإنـزيم   أTaechowisan et al. (2003)و أوضـح  .  م 25عند درجة حرارة ) 1 : 1(تركيز 

 على  تثبيطياً تأثيراStreptomyces aureofaciens CMUAc130ً الكايتينيز المنقى من البكتريا 

ليلتـر  م/ملغم ) 1.25 و 2.5 و 5( بتراكيز مختلفة  وPDA في وسط F. oxysporumنمو الفطر 

  .   م 30 أيام بدرجة حرارة 5لمدة 
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 Botrytis cinerea الممـرض   إلى إمكانية تثبيط نمـو الفطـر  Haggag (2002)و أشار       

 T. koningii  و T. harzianumمن إنزيم الكايتينيز المنتج من العزلتين %  50باستخدام تركيز 

و ) TKS و   TH12(ام النوع الطـافر لكـلا العـزلتين         باستخد%  100 حيث كانت نسبة التثبيط      ،

كمـا وجـد   . تـوالي   علـى ال للنوع البري للفطرين المذكورين  % )57.31 و   60.7(انخفضت إلى   

Anitha & Rabeeth (2010) م الكايتينيز المنتج من البكتريـا  ن إنزيأStreptomyces griseus 

ــيط نمــو الفطريــات  ــى تثب   و F. oxysporum    وR. solani  و F. solani(يعمــل عل

Alternaria alternate و  A. flavus AFC5   وA. flavus AFC6 . ( وذكـــر       

Rajendiran et al. (2010) ن للفطـر  أT. viride      القابليـة علـى تثبـيط نمـو الفطريـات 

)Aspergillus niger   و  A. flavus  و   A. fumigatus و  Fusarium sp. و  

Penicillium sp. ( بنسبة)سبب ذلك بإنتاج على التوالي ، معللاً)% 54 و 64 و 52 و 51 و 55 

ــانيز أو إ  ــايتينيز و الكلوك ــات الك ــوي  إنزيم ــضاد الحي ــاج الم ــد  ،نت ــين وج ــي ح                             ف

 De Marco & Felix (2002) ز المنقى من الفطر ين لإنزيم البروتيأ T. harzianum   القابليـة 

 في ذلك إلى دور  ، مشيراCrinipellis  perniciosaًعلى تحليل الجدار الخلوي للفطر الممرض 

         .بين الفطر و الفطريات الممرضة الإنزيم في التضاد الإحيائي 
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Conclusions and 

Recommendations 
 
 
 
 



  
  

 (Conclusions) :  

  .لجدران الفطريات  تم الحصول على عزلة فطرية كفوءة في إنتاج الإنزيمات المحللة  -1

 . التوصل إلى وسط غذائي مناسب واقتصادي لإنتاج الإنزيمات المحللة لجدران الفطريات  -2

 تميزت الإنزيمات المنتجة من الفطر قيد الدراسة بكفاءتها في تثبيط نمو بعض الفطريـات               -3

انيـة   مما يتيح إمك   (Aflatoxin)الممرضة للنبات فضلاً عن الفطر المنتج للسم افلاتوكسين         

 .استخدامها في السيطرة الحيوية 

  

  

 (Recommendations):   

  . البحث عن مصادر ميكروبية جديدة لاستخدامها في السيطرة الحيوية  -1

 التوسع في دراسة دور الإنزيمات المنتجة قيد الدراسة في تثبـيط مجـاميع أخـرى مـن                  -2

  .  الفطريات سواء الممرضة منها للنبات أو الحيوان 
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Summary  

 
      This study was carried out to investigate the optimal conditions for 

Chitinase and β 1-3 glucanase production from the local isolate Trichoderma 

fertile , being the essential enzymes responsible for fungal cell wall lysis of 

pathogenic fungi (which consists mainly of chitin and β 1-3 glucan) . 
 

      The study also included a partial purification of both enzymes and 
characterization of some important properties , and the results showed the 

following :                                                                                                   
                                                                                                   

 

1- 25 fungal isolates belong to different genes were screened for both   

enzymes production . Out of these isolates , an isolate identified as 

Trichoderma fertile AH1 was the most efficient in both enzymes 

production , and to be used in this study .  
 

2- The optimal condition for both enzymes production from the 

selected isolate in this study were using medium composed of 

baker's yeast at concentration 1.5 % supplemented with 0.1 % from 

each of KH2PO4 and MgSO4.7H2O , at initial pH 4.0 with an 

inoculum size of one disc (2.5 × 106 spore / ml) , and incubated at 

30 ˚C on a rotary shaker at 125 rpm for 96 h. 
 

3- Chitinase and β 1-3 glucanase , from culture filtrates of T. fertile 

AH1 , were partially purified by dialysis , precipitation with (20-

70)% ethanol and DEAE-Cellulose ion exchange chromatography . 

Two Chitinase forms (A and B) were detected after ion exchange 

chromatography , while only one was detected for β 1-3 glucanase . 

 

ِA 



4- The two Chitinase forms (A and B) and β 1-3 glucanase were 

characterized . The results showed the following :  
 

A-  The Km and Vmax values for the two Chitinase form (A and 

B) , using pNP-GlcNAc as substrate , were (0.4 and 0.37) 

mM and (1.5 and 1.4) µmol/ml/min , respectively . While 

the Km and Vmax values for β 1-3 glucanase , using laminarin 

as substrate , were (111) µg/ml and (0.09) µmol/ml/min , 

respectively too .  
 

B-  The optimum pH for the two Chitinase forms (A and B) and     

β 1-3 glucanase activity were pH (5.0 , 5.5 and 4.5) , 

respectively , and were stable in the pH range of (3.5-7.5) , 

(4.5-7.5) and  (3.5-7.0) , respectively too .   
 

C- The two Chitinase forms (A and B) showed heat stability at 

(20-40) ˚C and (20-55) ˚C for 30 min , respectively . While 

the heat stability for β 1-3 glucanase was (20-45) ˚C for the 

same period of time . 
 

D- Some of the metal ions and chemicals at (1 and 5) mM 

concentration showed different inhibition percentages on the 

two Chitinase forms (A and B) and β 1-3 glucanase activity. 

While manganese chloride had stimulated effect for both 

enzymes activity as well as iron chloride , which had also 

stimulated effect , but only for the two Chitinase forms 

activity .  

 

                               

B 



 5- This study also indicated the role of enzymatic mechanism in 

inhibition growth of plant pathogenic fungi such as Fusarium solani 

, Fusarium oxysporum , Rhizoctonia solani and Aspergillus flavus 

(Aflatoxin producer) , by using crude filtrate for Chitinase and         

β 1-3 glucanase with different concentrations and the results showed 

that both enzymes had clear inhibition activity against mentioned 

fungi by 100 % at concentration (1 : 1) (enzyme : media) .                                 
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