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 الرحيم الرحمن الله بسم

﴿ يَرْفَعِ اللَّهُ الَّذِينَ آمَنُوا مِنْكُمْ وَالَّذِينَ 
نَ أُوتُوا الْعِلْمَ دَرَجَاتٍ وَاللَّهُ بِمَا تَعْمَلُو 

 خَبِيرٌ ﴾
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 بسم الله الرحمن الرحيم  

 قرار المشرفإ

عفن من  سبارتكلأنقية وتوصيف بروتيز اوت إنتاج) الموسومةالاطروحة عداد هذه إ ن  أ نشهد

Aspergillus terreus  ًالمقدمة من قبل  تطرية اللحومواستعماله في المعزول محليا )

كلية  –في جامعة البصرة  ناشرافإ ( قد جرى تحتصادق فنجان حسناوي حسوني الطالب ) 

 غذية .لأفي علوم اغذية وهي جزء من متطلبات نيل شهادة الدكتوراه لأالزراعة /قسم علوم ا

 التوقيع :

 الاسم:أ.د.علاء جبار عبد المنهل

 المرتبة العلمية :استاذ

 جامعة البصرة  –العنوان: كلية الزراعة 

 2024التاريخ:   /   /

 توصية رئيس القسم

حيل هذه الرسالة الى لجنة المناقشة أ ينالمشرف اتذةسلأشارة الى التوصية المقدمة من قبل اإ

 بيان الرأي فيها .لدراستها و 

 التوقيع :                                                        

 الاسم: أ.م.د. وائل علي سوادي الوائلي                                                        

 مساعدالمرتبة العلمية :استاذ                                                         

 جامعة البصرة  –العنوان: كلية الزراعة                                                         

 2024التاريخ:   /    /                                                        

 

 

 

 التوقيع :

  اليونسالاسم:أ.م.د.زينة كاظم 

 المرتبة العلمية :استاذ مساعد

 جامعة البصرة  –العنوان: كلية الزراعة 

 2024التاريخ:   /   /

 



 

 

 بسم الله الرحمن الرحيم

 إقرار لجنة مناقشة

قعين ادناه نشهد بأننا اطلعنا على أطروحة الطالب)صادق نحن أعضاء لجنة المناقشة المو      
إنتاج وتنقية وتوصيف بروتيز الأسبارتك من عفن فنجان حسناوي حسوني( الموسومة )

Aspergillus terreus  )وقد ناقشنا الطالب المعزول محلياً واستعماله في تطرية اللحوم
بالقبول لنيل درجة الدكتوراه فلسفة في  في محتوياتها وفيما له علاقة بها،ووجدنا بأنها جديرة

 علوم الاغذية / تقانات احيائية  .

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

                  

 عضو اللجنة 

 التوقيع : 

 الاسم : أ.د  ضياء فالح عبد الله  

 المرتبة العلمية : أستاذ 

 العنوان : جامعة البصرة / كلية الزراعة 

  2024التاريخ :      /      / 

 

 للجنة عضو ا

 التوقيع : 

 الاسم : أ.د  سرمد غازي محمد   

 المرتبة العلمية : أستاذ 

 العنوان : جامعة البصرة / كلية الزراعة 

  2024التاريخ :      /        / 

 

 عضو اللجنة 

 التوقيع : 

 الاسم : أ.د  وسن كاطم عبد الرزاق   

 المرتبة العلمية : أستاذ 

 كلية الزراعة العنوان : جامعة البصرة / 

  2024التاريخ :       /     / 

 

 عضو اللجنة 

 التوقيع : 

 الاسم : أ.م.د  محمود محمد احمد   

 مساعدالمرتبة العلمية : أستاذ 

 العنوان : جامعة بغداد / كلية علوم الهندسة الزراعية  

  2024/      /      التاريخ : 

 

 عضو اللجنة 

 التوقيع : 

 ء جبار عبد   الاسم : أ.د  علا

 المرتبة العلمية : أستاذ 

 العنوان : جامعة البصرة / كلية الزراعة 

  2024التاريخ :      /      / 

 

 عضو اللجنة 

 التوقيع : 

 الاسم : أ.م.د  زينة كاظم عيسى   

 المرتبة العلمية : أستاذ مساعد

 العنوان : جامعة البصرة / كلية الزراعة 

  2024/     التاريخ :       /   

 

 رئيس اللجنة 

 التوقيع : 

 برام البشر حميد جاالاسم : أ.د  

 المرتبة العلمية : أستاذ 

 العنوان : جامعة البصرة / كلية الزراعة 

  2024التاريخ :     /      / 

 

 مصادقة عميد الكلية 

 أصادق على ماجاء في اقرار اللجنة اعلاه

 التوقيع :                                                      

 رغدان هاشم محسن الاسم : أ.م.د                                                                                    

 المرتبة العلمية: أستاذ مساعد                                                                                   

  2024التاريخ :        /      /                                                                                   

 



 

 

 داءــــــألأه

 

 ول .. المبعوث رحمة للعالمين ... السراج المنيرلألى معلم البشرية اإ

 )) محمد صلى الله عليه واله وسلم ((

 

نحو  منها الكثير والشمعة  التي أنارت لي الطريق مت  لى المدرسة التي تعلإ

 والدتي الغاليةو...  والدي العزيز ) رحمه الله (.... النجاح

 

 ............   زوجتي الحبيبة...اء .......لى سكني  في الدنيا ومنبع المودة والوفإ    

 عزاء لأأولادي ا  .......................لى فلذات كبدي وروحي التي بين جنبي    إ    

دي ويفرحون لفرحي إ      خوتي وأخواتيإ..........  ......... لى الذين أشد  بهم عض 

 زملائي وأصدقائي  ..........................  لى الذين وقفوا معي يتأملون نجاحيإ    

 

                                                          لى الذين منحوني ثمرة جهدهم وذللوا لي الصعاب وأهدوني جل وقتهم  إ         

 (المحترمين  أساتذتي  )                                     

 

 ))  أهدي ثمرة جهدي المتواضع ((                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 الشكر والتقدير

 

 

ياء العليم الذي لاينسى من ذكره شلإا خر بعد فناءلأنشاء والاحياء والإول قبل الأالحمد لله ا

جاه والصلاة والسلام على خير ولاينقص من شكره ولايخيب من دعاه ولايقطع رجاء من ر

نبياء والمرسلين المبعوث رحمة للعالمين محمد بن عبد الله وعلى ال بيته لأالله وخاتم اخلق 

 الطيبين الطاهرين وصحبه المنتجبين . 

بجزيل الشكر والاحترام  تقدمأ ن  أ لا  إهذه الدراسة خيرة للأسات امللايسعني وأنا أضع ال

بار عبد المنهل ستاذ الدكتور علاء جلاأستاذيَ الفاضلين ومشرفيَ أ لىإ والامتنانوالتقدير 

ء سديدة ذللت لي من توجيهات وأراقدموه لما  اليونسالدكتورة زينة كاظم ستاذ المساعد لأوا

البحث جزاهم الله خير جزاء المحسنين ووفقهم لخير الدنيا مرحلة لي كل العقبات طيلة 

 وعمادة كلية الزراعة ةلى رئاسة جامعة البصرإالشكر والتقدير ص لخرة ، كما وأتقدم بخالأوا

تاحة لأ في جامعة البصرة ورئاسة جامعة ميسان وعمادة كلية الزراعة في جامعة ميسان

 . كمال دراسة الدكتوراه لإالفرصة لي 

لأساتذه من ا وجميع في جامعة البصرة لى رئاسة قسم علوم الأغذيةإم بالشكرالجزيل دوأتق

 جزاهم اللهأعضاء الهيئة التدريسية الذين غمروني بعطائهم وعلمهم الوفير طيلة فترة الدراسة 

   وعلما  .  ة  عني خير الجزاء وزادهم رفع

وأصدقائي الذين مدوا لي يد العون  لى كل زملائي من طلبة الدراسات العلياإألشكر والتقدير 

    ولو بكلمة طيبة شجعتني وأثارت في نفسي الهمة والعزيمة لمواصلة الطريق .  
 

 

 

 

قدصا                                                                            



 

 أ

 الخلاصة

لرز والحنطة والشعير والذرة ( االحبوب )و  التربة عزلة نقية عزلت من 40تم الحصول على     
ثم أجريت الغربلة نزيم عزلة منتجة للإ 32ت وأنتخب منها ولية لهذه العزلالأأجريت الغربلة ا، 

بروتيز  نزيمإنتاج إ لاكفأ فياستعمال تخمرات الحالة الصلبة لأنتخاب العزلة الثانوية با
العزلة  هذه  صتشخو  لات ،فضل من بين هذه العز لأهي ا( G94 ) الأسبارتك وكانت العزلة 

العزلة   ن  أ فحص السمومكما أظهر ،  Aspergillus terreusلى عفن وتبين بأنها تعود إ
وشخصت الافلاتوكسين  لسموم غير منتجة Aspergillus terreus ( G94 ) المحلية لعفن
  عفنمع  %99.55 بنسبة والتي أظهرت تطابقا   ITS rRNA  اختبار ستعمالالعزلة وراثيا  با

terreus Aspergillus والتي سجلت في بنك الجينات بأسمterreus   Aspergillus 
LC719967) SFH4 . ) 

ستتتتتتبارتك متتتتتتن العزلتتتتتتة المحليتتتتتتة لعفتتتتتتن لأنتتتتتتزيم بروتيتتتتتتز اإنتتتتتتتاج لإدرستتتتتتت الظتتتتتترو  المثلتتتتتتى     
Aspergillus terreus SFH4  نتتاج الانتزيم هتو نخالتة الحنطتة  لإولتوحظ أن أفضتل وستط ،

 هتتتو التتتريم 5 كتتتان التتتريم الهيتتتدروجيني( ، و  3:1نستتتبة )  ستتتبة لمحلتتتول الترطيتتتب هتتتيأفضتتتل نو 
فضتل محلتول متن بتين المحاليتل المستتخدمة ل ستتخلاص أ، كمتا تبتين ان  نتاج الانزيملإالامثل 
بتو   X 10 61 (متل  2حجتم لقتام مقتداره   ، وأفضتل 5هيتدروجيني بتريم  دارىء الختلاتهتو 

 على انتاجيتة انزيميتة ،أعطى المصدر النتروجيني العضوي الكازين /غرام مادة صلبة ( ، كما أ
، وكانتتتت درجتتتة يتتتام أ  6ستتتبارتك هتتتي  لأنتتتتاج انتتتزيم بروتيتتتز الإأفضتتتل متتتدة حضتتتن  ن  ألتتتوحظ و 

نتتزيم لإرُكتتز المستتتخلص الختتام  و   ، مْ  هتتي الدرجتتة الحراريتتة المثلتتى لإنتتتاج الإنتتزيم 30الحتترارة 
     تشتتتتبع هتتتتيفضتتتتل نستتتتتبة أمونيتتتتوم ، وكانتتتتت لأم كبريتتتتتات استتتتبارتك باستتتتتعمال  أمتتتتلالأبروتيتتتتز ا

ومتتن ثتتم اجريتتت عمليتتة التنافتتذ الغشتتا ي ) التتديلزة ( للتتتخلص متتن امتتلام كبريتتتات ،  50-70%
ذ إ،  Sephadex G-100أجريتتت خطتتوة الترشتتيم الهلامتتي علتتى عمتتود بعتتدها ، مونيتتوم لأا

 نتتتتانومتر ان اجتتتتزاء 280 أظهتتتترت النتتتتتا   متتتتن ختتتتلال ييتتتتام الامتصاصتتتتية علتتتتى طتتتتول متتتتوجي
بروتينيتتتة للمستتتتخلص الانزيمتتتي ، وبعتتتد ييتتتام الفعاليتتتة الانزيميتتتة  الاستتتترداد تضتتتمنت ثتتتلا  يمتتتم
ستتبارتك فتتي القمتتة الثانيتتة  فتتي حتتين لتتم تظهتتر أي لأنتتزيم بروتيتتز اإللقمتتم التتثلا  ظهتترت فعاليتتة 



 

 ب

ستتتعمال تقنيتتة الانتتزيم بثتتم حتتددت نقتتاوة ا ،ولتتى والثالثتتة( لأختترى ) الأفعاليتتة أنزيميتتة فتتي القمتتم ا
 نزيم من خلال ظهور حزمة بروتينية واحدة في الهلام . لإنقاوة ا تالترحيل الكهربا ي ولوحظ

ذ وجد أن الوزن إ،   نزيم المنقى جز يا  لإالمنقى كليا  وا سبارتكلأا زنزيم بروتيإ توصي تم      
نزيم بروتيز لإمثل لأالهيدروجيني ا ن الريمأ( كيلو دالتون ، و  35نزيم المنقى بلغ ) لإالجزي ي ل

نزيم المنقى كليا  والمنقى جز يا  أظهر لإ(  ، وأن ا 5هو )  المنقى كليا  والمنقى جز يا   سبارتكلأا
مْ ولمدة  35( عند حضنها بدرجة حرارة  5-4ريام الهيدروجينية تراوحت ) لأثباتا  في مدى من ا

وأن مْ ،  55يم المنقى كليا  والمنقى جز يا  كانت دييقة . أما درجة الحرارة المثلى ل نز  30
            حرارة تراوحت بينالدرجات من الإنزيم المنقى كليا  والمنقى جز يا  أظهر ثباتا  في مدى 

        سام الى نوات لأوصلت طاية التنشيط اللازمة لتحويل المادة ا( مْ ، كما  55 – 15) 
           سبارتك كانتلأنزيم بروتيز اإييمة مسخ ينما بلغت ، ب ( كيلو سعرة / مول 13.89) 
سبارتك المنقى من لأنزيم بروتيز الإدرست الثوابت الحركية ، و  ( كيلو سعرة / مول 95.97) 

 تأثيردرم ، و   Substrateخاضعةستعمال تراكيز مختلفة من الكازين كمادة اخلال 
كان و  ( ملي مولاري5، 1عند تركيز ) سبارتكلأا نزيم بروتيزإالمنشطات والمثبطات على فعالية 

نخفضت الفعالية ابينما  سبارتكلأنزيم بروتيز اإدور في تنشيط فعالية  لبعض المنشطات
نخفضت الفعالية افي حين  ملي مولاري 5تركيز ا  في الحديديك عند ظنخفاضا  ملحو آنزيمية لأا
ستعمال انزيم معظم فعاليته عند لإحين فقد ا في ستعمال الصوديوم ،انخفاضا  طفيفا  بآنزيمية لأا

 .   Pepstatinمركب

للحم جريت الفحوصات النوعية والحسية وأٌ  نزيم المنقى جز يا  في تطرية اللحوملإا استعمل    
 60 , 30)  ولفترات غمر والماء المقطر (  % 0.5) بتركيز سبارتكلأا نزيم بروتيزإالمعامل ب

في اللحم المعامل  ويابلية حمل الماء  رتفاع نسبة الرطوبةالوحظ ذ إ،  ( دييقة 120 , 90 ,
حجم المستخلص و  انخفض الريم الهيدروجينيو اللحم المعامل بالماء المقطر ، و نزيم لأإب

في اللحم المعامل بإلأنزيم واللحم المعامل  للفقد بالوزن إثناء الطبخ النسبة الم ويةو  المتحرر
ييمة معامل التايروسين / التربتوفان الكلي البروتيني وغير رتفاع اكما لوحظ ،  بالماء المقطر
،  بعينة اللحم غير المعاملة  ة  نزيم والماء المقطر مقارنالإب ةالعينتين المعامل البروتيني لكلا



 

 ت

والنسبة الم وية للنتروجين غير  (TSN) رتفاع النسبة الم وية للنتروجين الكلي الذا بالوحظ و 
ينة غير بالماء المقطر مقارنة بالع  واللحم المعامل نزيم لاإلعينة اللحم المعامل بب البروتيني الذا 
لكلا العينتين عن  ) ( SPN للنتروجين البروتيني الذا بسبة الم وية نخفاض الناالمعاملة، و 

  .اللحم غير المعاملة  عينة 

 % 0.5ز الاسبارتك بتركيز نزيم بروتيإنتا   التقييم الحسي لشرا م اللحم المعاملة ب بينت    
( العينة الضابطة( دييقة وشرا م اللحم غير المعاملة )120 , 90 , 60 , 30وبفترات غمر ) 

في صفة العصيرية والطراوة والقبول  ا  دييقة أعلى تأثير  120ذ أعطت العينة المغمورة لفترة إ
 العام . 
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 المقدمة -1

 

 العالم مستوى  منتج صناعي على 500كثر من ا  نتاجإنزيمات دور مهم في لإل      

4)2,20and Nabti   Mokrani( اجها في تزايد مستمر ليصل الى اكثر من وأن إنت

من الانزيمات المنتجة على مستوى  % 75طن سنويا  تتصدره الدنمارك بواقع  50000

مليار  5.5قد وصل الى  2018العالم ، كما ان مبيعات الانزيمات الصناعية في العالم لسنة 

لذي يتوقع ان يصل مليون دولار في منتصف السبعينات وا 150دولار بعد ان كانت اقل من 

 . (Li et al,2012; Kuddus,2019 ) 2023مليار دولار في عام  7الى 

 أذ، البروتينات ببتيدية في ان البروتيزات هي انزيمات لها القدرة على كسر الروابط ال      

،   ، تخثر الدم   ، بما في ذلك الهضم في العديد من العمليات البيولوجية  ا  مهم ا  تلعب دور

زات وبالأخص المايكروبية منها الاكثر اتساعا  واستعمالا  البروتيتعد و ،  ستجابة المناعيةالا

 من مبيعاتها في الاسواق العالمية % 60من بين هذه الانزيمات التي شكلت 

 ,, 2023.et al Kalaiselvan , Couture, 2023 , , 2023.et al Koistinen(

) , 2018.et al Dudani، , 2023.let aDasari   . 

تعُد البروتيزات من أهم الإنزيمات التي تلعب دورا  مهما  في مجال التطبيقات الغذائية       

 إذ استخدمت البروتيزات صناعة الجلود والصناعات الغذائيةوالصناعية والعلاجية ،

صناعة الاجبان  وتحسين النكهة في ووالمستحضرات الصيدلانية ومستحضرات التجميل، 

ا في تطرية اللحوم، وخاصة الأطعم ا بارز  ة وتصفية عكارة  العصائر والنبيذ ، وتلعب دور 

)al et Panda.  2016, العضلية  لحم البقر فهي تمتلك القدرة على تحلل بروتينات الألياف

),2021 .al et Gimenes;   .  

ا لم       وقد للحوم المتبلة  عند اضافته بتراكيز الملح والفوسفات والحامضيتأثر الإنزيم سلب 

إلى  25ادى أستعمال بروتيز الاسبارتك في تطرية لحوم الابقار الى زيادة الطراوة بنسبة 

30٪ 2002), .al et Ashie ( . 

بروتيزات الاسبارتك من البروتيزات التي تعتمد على النشاط التحفيزي لوحدتين تعتبر       

من  يطلق على هذا النوعو ،( Gurumallesh et al. , 2019سبارتك )لأمن حامض ا

الكاربوكسيلية   او البروتيزات Acid Proteasesألأنزيمات بالبروتيزات الحامضية 
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Carboxylic Proteases (Alsefar,2017) على تحليل الاصرة الببتيدية  والتي تعمل

 حامضي ، واستعملت البروتيزات  الحامضيةالوسط الفي  التي تربط بين الاحماض الامينية

في ازالة العكارة من البيرة وعصير الفاكهة وايضا  في تطرية اللحوم وكذلك في معالجة 

، وتتواجد في الحيوانات والنباتات والفطريات والفايروسات ونادرا  ما حالات عسر الهضم 

 .  )et al Wei.(2023, البكتريا والابتدائيات  في توجد

اعتمادا  على نوعية الكائن الحي المجهري  تنتج البروتيزات الحامضية بطرق مختلفة     

المستعمل ولعل افضل الطرق هي استعمال تخمرات المواد الصلبة وذلك لأنها عادة ما تكون 

أنزيماتها خارجية اي تفرز خارج خلايا الاحياء المجهرية فضلا  عن بساطة ووفرة المخلفات 

 Hailemichael,2021 (ت الزراعية والصناعية المستعملة في هذا النوع من التخمرا

Mamo etal. ,2020;    . ) 

نزيمات لإنزيمات البروتيز المنتجة من الاحياء المجهرية كبدائل عن اإهتمام بلأتوجه ا     

مكانية السيطرة على إلسهولة تنمية هذه الاحياء والتعامل معها و نظرا  ، الحيوانية والنباتية 

تسخير الامكانات المحلية لأنتاجه بأقل التكاليف ظروف الانتاج وقصر مدته كذلك امكانية 

فضلا  عن التطبيقات الواسعة لهذا النوع من الانزيمات وأهميتها في الصناعات الغذائية لذا 

من عزلة فطرية محلية ارتأينا القيام بهذه الدراسة بهدف انتاج انزيم  بروتيز الاسبارتك 

 .  الجبن الابيض صناعة او في  لغرض استعماله في تطرية اللحوم
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 مراجعة المصادر - 2

 

 البروتيزات  1.2

ْْت        ْْة داخْْل ع  ْْاعلات البيولوجي ْْع التف ْْي جمي ْْا  ف ْْة تشْْارك تقريب ْْزات حيوي د الإنزيمْْات محف

الأنظمة الحية ، وأنتجت الانزيمات من  سلالات مختارة من الكائنات الحية الدقيقة على نطْاق 

بشْكل كبيْر هْذا أسْهم و ،( Sharma, 2019هْا )فْي تنقيت ةواسع  واستعملت طرق متطْور

ا لكفاءتهْا أفي تصحيح العمليات الصْناعية و حْدث ثْورة فْي تطْوير التكنولوجيْا الحيويْة نظْر 

 .    )et al Gimenes. (2021 ,  وفعاليتها كمحفزات عند اقل تركيز 

لبروتيْْز ، سْْتخدمت العديْْد مْْن الإنزيمْْات فْْي الصْْناعات المختلفْْة مثْْل اللايبيْْز ، واا     

نزيمات البروتيْز النْوع السْائد إوالأميليز ، والسليوليز ، والزيلانيز  وغيرها ، ومع ذلك تبقى 

ذات قيمة كبيرة من خلال تطبيقاتها الواسعة في مختلف المجالات منها منتجات الألبان ،  كونها

ْْزات حْْوالي  ْْات ، إذ تشْْكل البروتي ْْورق و المنظف ْْة ، ال ْْالي ا ٪ 60الأغذي ْْن إجم ْْات م لمبيع

 (Pawar et al. , 2023)(     1-2نزيمات التجارية في كل عام وكما مبين في الشكل )لإل

مليْْار دولار أمريكْْي ،  2.76، بلْْا السْْوق العْْالمي للبروتيْْزات مايقْْارب  2019فْْي عْْام  ،

 ٪6.1بمعْْْدل نمْْْو سْْْنوي قْْْدره  2024-2019ومْْْن المتوقْْْع أن يْْْزداد خْْْلال الفتْْْرة مْْْن 

(Choudhary et al., 2022. ) 

 

 
 

 (Pawar et al. , 2023)نزيمات  لإ( المبيعات السنوية ل1-2الشكل )
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و مْْا يسْْمى ببتيْْدات التحلْْل المْْائي  ، هْْي انزيمْْات لهْْا القْْدرة علْْى كسْْر  أالبروتيْْزات      

فْي  مْا  مه ا  تلعْب دور إذ( . Koistinen et al. , 2023الْروابط الببتيديْة فْي البروتينْات )

ْْْْْات البيولوجيْْْْْة  )العديْْْْْد مْْْْْن العم ( ، بمْْْْْا فْْْْْي ذلْْْْْك الهضْْْْْم  Couture, 2023لي

(Kalaiselvan et al. , 2023(  تخثْر الْدم ، )Dasari et al. , 2023 الاسْتجابة ، )

( ، وتشْارك أيضْا فْي تنظْيم نمْو الخلايْا فضْلا  عْن Dudani et al. , 2018المناعيْة  )

 , .Erekat , 2022 ; Zhang et alالعديْد مْن الوظْائف المهمْة للكائنْات الحيْة  )

نزيمات في جميع الكائنات الحية ، مثل الحيوانْات ، النباتْات ، البكتريْا لإ(. توجد هذه ا2023

 ( .Naveed et al. , 2021و الفطريات )

ْْى ا      ْْزات عل ْْا لآتعمْْل البروتي ْْات وتحللهْْا مائي ْْي البروتين ْْة الموجْْودة ف ْْى إصْْرة الببتيدي ل

وقاعديْْة أتكْْون بروتيْْزات حامضْْية  ن  أنهْْا امْْا أف ةرة عامْْبصْْو .مينيْْة أحمْْاض أببتيْْدات و

هْْم البروتييْْزات المسْْتعملة فْْي التصْْنيع أكمْْا تعتبْْر البروتيْْزات الحامضْْية مْْن  ، ومتعادلْْةأ

 ( .  et al,2017 ; Patil lanhelmA Abd.2012,)  الغذائي

 

 Classification of proteaseتصنيف البروتيزات       2.2

ْْْا        ْْْة                   للج وفق  ْْْا الجزيئي ْْْة والبيولوجي ْْْاء الحيوي ْْْدولي للكيمي ْْْاد ال ْْْة للاتح ْْْمية التابع ْْْة التس ن

International Union of Biochemistry and Molecular Biology 

(IUBMB) نزيمات التحلل المائي  إ، تم تصنيف البروتيزات ضمن المجموعة الثالثة المتمثلة ب

hydrolases   ،لبروتيْْزات تبعْْا لفعلهْْا التخصصْْي بحيْْث تكْْون امْْا داخليْْه كمْْا قسْْمت ا

Endopeptidases  او خارجيةExopeptidases  (Pawar et al. , 2023)  . 

    Exopeptidases     الخارجيةالببتايديزات  1.2.2

علْى  رفية فْي السلسْلة الببتيديْة بنْاء  زات الخارجية بالقرب من النهايات الطيتعمل الببتايد     

بتحليل جزيئة البروتين من خلال تكسير  الأواصْر الببتيديْة الطرفيْة  والتي تقوم وقع عملها م

تقسم الببتايديزات الخارجية الْى محررة بالتعاقب الأحماض الأمينية الحرة إلى وسط التفاعل ، 

ْْة  نْْوعين ْْدزات الأميني ْْى تسْْمى الببتاي ْْة الأول ْْى موقْْع عملهْْا فْْي السلسْْلة الببتيدي اعتمْْادا  عل

Amino Peptidase   والتي تعمْل علْى النهايْة الطرفيْةN    فْي السلسْلة الببتيديْة  ، امْا
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والتْي تعمْل علْى النهايْة  Carboxy Peptidaseزات الكاربوكسْيلية يالثانية تدعى الببتايد

 .   )al et Mienda. (2014,في السلسلة البببتيدية   Cالطرفية  

    Endopeptidasesالداخلية     الببتايديزات   2.2.2

واصْْر الببتيديْْة  فْْي المواقْْع الداخليْْة مْْن السلسْْلة لآزات الداخليْْة علْْى ايتعمْْل الببتايْْد     

 والتْي عنْدها )C ,2014) .et al Miendaو    N الببتيديْة بعيْدا  عْن النهايْات الطرفيْة 

م ( يقسEC 3.4.11-24ْهْذا النْوع مْن البروتيْزات )،     (proteinase)نْزيم  لإيسْمى ا

والسسْتين  serine والسْيرين  aspartic سْبارتك  لأربع مجْاميع وهْي  بروتيْزات  اأالى 

cystein  ْْونين ْْى ا threonineوالثري ْْع لأحمْْاض الأاعتمْْادا عل ْْة الموجْْودة فْْي الموق ميني

 ), Rawlings  Mamo and Assefa , 2018الفعال او على اساس متطلباتها المعدنية

,2013)Salvesenand    .      

 

  Aspartic protease   (EC 3.4.23)بروتييزات الاسبارتيك  1.2.2.2

ْْذه       ْْوي ه ْْى حْْامض ا تحت ْْات عل ْْال لأالأنزيم ْْا الفع ْْي موقعه ْْرقم ، سْْبارتيك ف ْْون ال ويك

( كيلودالتون  45 – 30)  والوزن الجزيئي يتراوح بين(  5–3الهيدروجيني الأمثل لفعاليتها )

)Mamo and  ,2021 ;.al et Gimenes) ( م   55-40ودرجْة الحْرارة المثلْى  )

Assefa , 2018  زالة العكارة من البيرة وعصْير إ، واستعملت البروتيزات  الحامضية في

في الحيوانات  توجد، الفاكهة وايضا  في تطرية اللحوم وكذلك في معالجة حالات عسر الهضم  

نْواع الفطريْة لأالخليْة عْن طريْق اوالنباتات والفطريات والفايروسات ، غالبا  ما تنتج خْارج 

،  Aspergillus niger  ،Aspergillus oryzae  ،Aspergillus awamoriمثْل 

Aspergillus fumigates  ، Aspergillus saitoi  ،البكتريْْا  فْْي ونْْادرا  مْْا توجْْد

 نزيمْات الأخْرى ، الا  لإوهْي غيْر حساسْة لمثبطْات ا،  )et al Wei.(2023, والابتدائيات

 .( (pepstatin Mamo et al., 2020تثبط تماما  عند وجود مادة  الببستاتين نها أ
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 Metallo protease   ( EC 3.4.24)البروتييزات المعدنية   2.2.2.2

ل الزنْْك أو تتطلْْب هْْذه المجموعْْة مْْن الإنزيمْْات أيْْون فلْْز ثنْْائي التكْْافؤ لعملهْْا ، مثْْ     

أو  يزات الفلزيْة، وهْي بهْذا تكْون حساسْة للعوامْللذلك تسْمى بْالبروت، الكوبالت أو المنغنيز

والتْي تعمْل  Ethylene diamin tetra acetic acid(  EDTAالمخلبيْة مثْل )لمْواد ا

( ،  et al Singh.(2016,لْى تثبيطْه إنْزيم ممْا يْؤدي لإيْون المعْدني مْن الأزالْة اإعلْى 

     ويكون ،في موقعها الفعال  نالأنزيمات على الحامض الاميني  فينل النين أو ليوسي تحتوي هذه

(  37-19والْْوزن الجزيئْْي يتْْراوح بْْين  ) ( 7-5)   الْْرقم الهيْْدروجيني الأمثْْل لفعاليتهْْا

،   Mamo and Assefa , 2018)) ( م   85-65كيلودالتْون ودرجْة الحْرارة المثلْى )

 Bacillusالمنْتج مْْن بكتريْا   Thermolysin نْْزيم إنزيمْْات هْذه المجموعْْة هْو إومْن 

thermoprotoolyticus ،  ْْْك ْْْون الزن ْْْى اي ْْْوي عل ْْْذي يحت ْْْي موقعْْْه الفعْْْال      2Zn+ال ف

(Razzaq et al.,2019)   .  

    Serein  protease) )( EC 3.4.21)بروتييزات السيرين  3.2.2.2

) السيرين أو الهستدين أو الأسبارتك (  في  الاحماض الامينيةنزيمات على لإوي هذه اتتح     

 phenylmethylsulfonyl  وتثبط عند وجْود مركْب  (Alsefar,2017)الفعال الموقع 

fluoride  ، ( 11-7الهيْدروجيني الأمثْل لفعاليتهْا بْين )وهي بروتيزات قاعدية يكون رقمها

( كيلودالتون ودرجْة الحْرارة المثلْى لعملهْا  35 – 18فيتراوح من )  ااما الوزن الجزيئي له

هْم أ، تعد بروتيزات السيرين مْن    Mamo and Assefa , 2018)) ( م   70-50بين )

فْي  ،  (Alsefar,2017)جْزاء النباتيْة المختلفْة  لأالبروتيزات التي تم فصلها وتنقيتها من ا

حيْاء لأنتْاج هْذا النْوع مْن البروتيْزات مقارنْة مْع اإلاكثْر شْيوعا  فْي أالبكتريا هي  ن  أحين 

 يرية السائدة هي خرى ومن أهم الاجناس البكتلأالمجهرية ا

  Pseudoalteromonas Psychrobacter,Photobacterium , Vibrio , 

Halobacillus , Bacillus , Microbulbifer , Shewanella لْى إ. وتعْود بعضْها

ْْْْْْواع  لأا  Vibrio Metschnikovii  ،Bacillus sp. CEMB10370ن

،Pseudomonas sp.  ،Bacillus alcalophilus LW8 جت هذه الإنزيمات بينما انت

 ,(Aspergillus tamarii Banerjee and Rayعفان مثل عفن لأنواع محددة من اأمن 

2017 (  . 
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  (EC 3.4.22 ) (Cysteine protease)بروتييزات السستين  4:2:2:2

ْْى الحْْامض االإتحتْْوي هْْذه                 فْْي الموقْْع الفعْْال                  سسْْتين والهسْْتدين مينْْي اللأنزيمْْات عل

 (( Mamo and Assefa, 2018  وتسمى أيضا بروتيزات الثْايول Thiolو بروتيْزات أ

 (sulfhydryl reagent) لمركبات السلفهيدريل وهي حساسة Sulfhydryl السلفهايدرل   

TLCK -lysyl-L-Tosyl)و ) acetic acidoiod و iodoacetamide مثْْْْْل 

chloromethane hydrochloride  ،بالعوامْْْل المختزلْْْة ت الثقيلْْْة، وتنشْْْطوالفلْْْزا 

ْْة ْْل  (chelating agent) كْْالمواد المخلبي  والسسْْتائين وسْْيانيد البوتاسْْيوم   EDTAمث

(Alsefar,2017)  ، وتقْْع نزيمْْات نشْْطة عنْْد درجْْة الحموضْْة المتعادلْْة لإتكْْون هْْذه اإذ

لتْي تتْراوح  بْين نزيمات ضمن مدى مْن الأرقْام الهيدروجينيْة الإالفعالية المثلى لمعظم هذه ا

ْْْْا الجزيئْْْْي8 -5)            م   (55-40كيلودالتْْْْون ودرجْْْْة الحْْْْرارة المثلْْْْى ) (35-34) ( ووزنه

 ((Mamo and Assefa, 2018 ، لاجناس البكتيرية مثل  أانتجت من بعضBacillus 

spp.  (Razzaq et al.,2019)  ، كما وجدت هْذه الانزيمْات فْي مجموعْة مْن النباتْات

والكيموبابْْْْاين  bromelinوالبْْْْروملين  Papinاكْْْْه تحْْْْت اسْْْْم  البابْْْْاين وبْْْْالأخص الفو

Chymopapin   والفيسينficin   والكاريكينCaricain ا  في الفيروسات والطفيليْات ضيأ

( خْْْواص وصْْْفات 1-2. وبصْْْورة عامْْْة يبْْْين جْْْدول )(Alsefar,2017)والحشْْْرات 

 سبارتك والسستين والمعدنية والسيرين .لأبروتيزات ا
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 ربعةلأنواع البروتيزات اأ( خواص 1-2جدول )                              

الوزن  EC البروتيز

 الجزيئي

KDa 

pH 

 الامثل

درجة 

 الحرارة

 المثلى

الحامض 

الاميني 

 الفعال

 المصدر مصدر البروتيز المثبط

بروتيز 

 السيرين 

3.4.21 

 

 

 

و السيرين ا 50-70 6-11 18-35

 الهستدين

او 

  سبارتكالا

 

phenylme

thylsulfon

yl fluoride 

Bacillus, 

Aspergillus,  

Animal tissue (gut), 

Tritirachium album 

(thermostable) 

(Gurumallesh et 

al. , 2019)  

(Mamo and 

Assefa , 2018)  

(Alsefar ,2017) 

بروتيز 

و السستين ا

 الثايول 

 

السستين  40-55 5-8 34-35 3.4.22

 دين    والهست

Iodoacet

amide, 

p-CMB 

Aspergillus,  

stem of pineapple  

(Ananas comosus), 

latex of fig tree 

(Ficus  sp), 

(Mamo and 

Assefa , 2018)  

(Alsefar ,2017) 

بروتيز 

 الاسبارتك 

او 

ل الكاربوكسي  

الاسبارتك  40-55 2-5 30-45 3.4.23

   ، 

 الاسبارتك 

Pepstatin Aspergillus, Mucor, 

Endothia, Rhizopus, 

Pencillium, 

Neurospora, animal 

tissue (stomach) 

(Gimenes et 

al.,2021) 

(Gurumallesh et 

al. , 2019)  

(Mamo and 

Assefa , 2018)  

(Alsefar ,2017) 

البروتيز 

 المعدني 

 

 

ل يفين 65-85 5-7 19-37 3.4.24

ألأنين او 

 ليوسين 

EDTA 

and 

EGTA 

Bacillus, 

Aspergillus, 

Pencillium, 

Pseudomonas, 

Streptomyces 

(Mamo and 

Assefa , 2018) 

(Singh et 

al.,2016) 

 

 

 



 tures ReviewLitera                                                          المصادر  ةمراجع
 

9   

 التصنيف حسب الرقم الهيدروجيني   3.2.2

) حسْناوي وأخْرون قسمت البروتيْزات حسْب الْرقم الهيْدروجيني الْى ثلاثْة اقسْام هْي      

،2024 ; , 2021 .et al Solanki , 2021 , .et al Gimenes : ) 

 :   Acid proteases  البروتيزات الحامضية 1.3.2.2

معظم أنْواع البروتيْزات المهمْة التْي لهْا تطبيقْات مختلفْة فْي مجْال الصْناعات  وتشمل     

والبْْروملين   papainوالبْْابين   pepsinو الببسْْين   reneinنْْزيم الْْرنين  إمثْْل  الغذائيْْة

bromelain   والفيسينficin  ( 5.6  – 3، التي تعمل عنْد أرقْام هيدروجينيْة منخفضْة   )

(Machado et al., 2016; Razzaq et al., 2019 ) . 

كثر شيوعا  لأجناس الأن  اأتعُد الفطريات المصدر الرئيسي لأنتاج البروتيز الحامضي ، و     

 Mucor (Mamo andو Endothiaو Penicilliumو Aspergillusنتاجه هي  إفي 

Assefa , 2018 هميْْة انتْْاج البروتيْْزات ألابحْْاث التْْي أكْْدت علْْى أ(. هنْْاك العديْْد مْْن

 daنتج أذ إ ،( Mandujano-González et al. , 2016عفان )لأالحامضية  بواسطة ا

Silva et al  (2016) سْبارتك  مْن عفْن  لأبروتيْز اRhizomucor miehei والْذي ،

 Souzaثناء إنتاج الجبن، كما لاحظ  )إنزيم تخثر الحليب لإيمكن أن يكون بمثابة إنزيم بديل 

et al. (2017    عنْْد توصْْيف البروتيْْز الحامضْْي  المنْْتج مْْن عفْْنAspergillus 

foetidus  ْْدروجيني  ن  أ ْْرقم الهي ْْز )أال ْْل لنشْْاط البروتي ْْى 5لامث ْْد درجْْة حْْرارة مثل       ( عن

 ( م  .  55)

 :  Neutral proteasesالبروتيزات المتعادلة  2.3.2.2

(   7تعمل عند رقْم هيْدروجيني )والتي وهي البروتيزات المنتجة من البكتريا والفطريات      

، وتشْْمل البروتيْْزات المعدنيْْة التْْي تتطلْْب اثنْْاء نشْْاطها وجْْود ايْْون موجْْب الشْْحنة ثنْْائي 

استعملت البروتيْزات   .(Contesini et al., 2017; Razzaq et al., 2019) ؤالتكاف

تعادلْْْة لأغْْْراض مختلفْْْة منهْْْا صْْْناعة الخبْْْز والاجبْْْان والادويْْْة والمنظفْْْات وغيرهْْْا الم

(Razzaq et al., 2019 وقْْد عمْل . )Ao et al. (2018)  نتْاج وتوصْْيفإعلْى 

المعزول من الفاصوليا العريضة   Aspergillus oryzae Y1البروتيز المتعادل من عفن  

( ودرجة 7( كيلودالتون  ورقم هيدروجيني ) 45 ذ  لاحظ امتلاكه وزن جزيئي )إالمخمرة  ، 
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عنْد إنتْاج البروتيْز  De Oliveira et al. (2020شْار )أ( م  . كمْا 55حْرارة مثلْى ) 

  نْزيم هْو لإمثل لعمل الأا ن الرقم الهيدروجيني، أ Moorella speciosaالمتعادل من عفن 

 (7 . ) 

 : Alkaline proteasesالبروتيزات القاعدية  3.3.2.2

تعمْل عنْد رقْم تنتج هذه البروتيزات من الحيوانات والنباتْات والبكتريْا والفطريْات التْي      

ْْْْدروجيني  )  ْْْْي    12 – 8هي ْْْْة  ه ْْْْزات القاعدي ْْْْواع البروتي ْْْْم ان ْْْْن أه   subtilisin( وم

،Carlsberg   و subtilisin novo   ألتي أنتجت مْن بكتريْاBacillus  (Pawar et 

al. , 2023 لبروتيْزات القاعديْة  المنتجْة مْن جْنس  ن اأ( . إذB. subtilis   والمسْتخدمة

هنْاك العديْد مْن الأبحْاث التْي ( . Zhang et al. , 2017للأغراض التجارية تعْد أمنْة  )

 Mothe and، إذ قْْْام     Bacillusجْْْنس  تناولْْت إنتْْْاج البروتيْْْزات القاعديْْْة مْْْن 

Sultanpuram (2016)  قاعْْْْدي المنْْْْتج مْْْْن بكتريْْْْا بتنقيْْْْة وتوصْْْْيف البروتيْْْْز ال          

B. caseinilyticus  .الرغم من أن البروتيز القاعدي المنْتج مْن جْنس  بBacillus   هْو

ْْْي  ْْْر مْْْن الابحْْْاث الت ْْْاك الكثي ا، إلا أن هن ا واسْْْتخدام  ْْْر انتشْْْار  ْْْةأالأكث ْْْى امكاني          شْْْارت ال

ْْْْْاء المجإ ْْْْْرى مْْْْْن الاحي ْْْْْواع اخ ْْْْْن ان ْْْْْدي  مْْْْْن م ْْْْْز القاع ْْْْْاج البروتي ْْْْْة  مثْْْْْل نت                   هري

ْْْْا   ْْْْاتو( .  sp Streptomyces , 2021).et al Solanki.بكتري     الفطري

(2021 , Wajeeha ، )201)6 (نْتج أذ إ .et alda Silva   البروتيْزات القاعديْة مْن

ْْن   ْْان   Aspergillus tamarii URM4634عف ْْم لل فضْْل نشْْاطأوك ْْد رق ْْز عن بروتي

 ( . 8هيدروجيني )

 يب وألية عمل انزيم بروتيز الاسبارتيك  ترك 3.2

         يتكْون مْن  Candida tropicalis  نزيم البروتيز المنتج من فطر لإولي لأالتركيب ا      

نْزيم البروتيْز يحتْوي علْى وحْدتين مْن إمينْي ، والموقْع الفعْال فْي أحامض   340- 320

، اما التركيب  32قع في الموقع ت ىخرلأوا  215سبارتك احداهما تقع في الموقع  لأحامض ا

( محاطْة بسْتة مْن -sheet βشق عميق يحتْوي علْى خمسْة خيْوط ) يتكون منالثانوي له ف

)and  Theron (  2-2( كمْْا مبْْين فْْي الشْْكل ) helices  - αالتراكيْْب الحلزونيْْة )

) ,2014 Divol   . 
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  . 

 
                    Candida tropicalis  فطر ن نزيم البروتيز المنتج مإ( تركيب  2-2الشكل )            

) ,2014 DivolTheron and (   

يُعد بروتيز الأسبارتيك من البروتيزات  التي لها القدرة علْى كسْر  الْروابط الببتيديْة فْي      

 (. Couture , 2023مينية )أحماض أالبروتينات وتحللها مائيا الى ببتيدات و

التحفيْْز ألحامضْْي ق القاعْْدي نزيمْْات وهْْي لإيْْات المختلفْْة لعمْْل اقُتْْرح عْْدد مْْن الآلأ     

Acid – base catalysis   التحفيْز التسْاهمي  ،Covalent catalysis   ، التحفيْز

 Electrostaticالتحفيْز الالكتروسْتاتيكي ،    Metal ion catalysisالايْوني المعْدني 

catalysis ْْاق واسْْع لأليْْة عمْْل بروتيْْز الاسْْبارتك  ، الأ إن الطريقْْة الأكثْْر قبْْولا  علْْى نط

إذ يتضْمن التحفيْز الحامضْي   Acid-base catalysisهي آلية تحفيز القاعْدة والحْامض 

مْا  فْي أسبارتك الموجود في الموقع الفعال بمنح  البروتون للمادة الخاضعة  ، لأقيام حامض ا

عْال باسْتقبال البروتْون مْن سبارتيك الموجود فْي الموقْع الفلأالتحفيز القاعدي يعمل حامض ا

الموقْع الفعْال فْي الإنْزيم يحتْوي  ن  أ( ، إذ 3 - 2وكمْا موضْح فْي الشْكل )المادة الخاضعة 
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( مْن السلسْلة الببتيديْة  32على وحدتين من حامض الاسبارتيك احدهما يقْع فْي الموقْع    ) 

( مْن  215وقع   ) قع في المت ىالذي يعمل على منح البروتون للمادة الخاضعة ، بينما الاخر

النيوكلوفيْْل السْْالب المْْاء وتكْْوين مْْن يعمْْل علْْى سْْحب البروتْْون  ،  والْْذيالسلسْْلة الببتيديْْة 

وبالتالي كسر الرابطة بين النتْروجين  مما يؤدي الى مهاجمة المادة الخاضعة  )-oH (الشحنة 

(  32الموقْع   ) ما حامض الاسبارتك الثاني الذي يقْع فْي أول ، لأوالكاربون وتكون الببتيد ا

من السلسلة الببتيدية يعمْل علْى سْحب البروتْون مْن مجموعْة الكاربونيْل للجْزء الاخْر مْن 

 )Wong and  Brik,  2003; المادة الخاضعة ، وبذلك ينتج الببتيد الثاني للمادة الخاضعة

),2006 Wångsell,2008 ;  et al Coates  . 

  

 
 ( 2008et al Coates,.بروتيز الأسبارتيك )  أنزيم لعمل الآلية المقترحة( 3-2الشكل )        

 

     Sources of protease production مصادر انتاج البروتيز 4.2  

تلعب البروتيزات دوراً مهماً في كل الكائناات اليياة لا له فهاي تفياد فاي مادم وا ا  ما         

 ,.Naveed et al ;  2024رون ,حسناوي وأخ) المصادر مثل الييفانية والنباتية والميكروبية

2021 . ) 

 المصادر الحيوانية 1.4.2

 renein, الااارني   chemotrypsin, الكيمفتربساااي   Trypsinتعُااد انزاماااات  النربسااي        

كثر البروتيزات الييفانية شيفعاً وا نعمالاً في مجالات مخنلفة , إذ اعاد أم   pepsinوالببسي  
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al et Singh. المسؤول ع  النيلل المائي لبروتينات الغ اء  النربسي   الانزام الهضمي المعفي

المسنخلص م  المعدة الرابعة للعجافل الريايعة فقاد ا انعمل فاي  ما انزام الرني  أ , ( (2016,

نازام الكيمفتربساي  إ ا انعملفاي حاي   , )et al Gimenes.(2021 ,يبان المخنلفة لأصناعة ا

نازام الببساي  الا ي إماا أطبيقات النشخيصية والنيليلية , المسنخلص م  منطقة البنكرااس في الن

al et Jisha.   دخال فاي صاناعة المنتفااتأنا  إنافا  الفقرااات تقرابااً فأافيد فاي معادة يميا  

البروتياازات ماا   وتنقيااة عنااد ا اانخ   Dadshahi et al. (2016) لاحاا   , ( (2013,

     ( .   9-7عند الرقم الهيدروييني )  نها ثابنة تجاه اليرارة العالية وتعملأالروبيان ب

 المصادر النباتية 2.4.2

ا نعملت البروتيزات النباتية على نطاا  وا ا  فاي النطبيقاات المخنلفاة مثال تطرااة اللياف       

)et al Singh.  , وتخثار اليلياب والهضام ولعا ض بعار ا مارار الفيرو اية والسار انية

والبابااا  ما  أبارلإ ا نزاماات النباتياة الميللاة للبروتيناات , تعُد انزامات الباروميلي  .  (2016

,  وماا  اهاام  علااى الناافالي Carica papayaو Bromeliaceaeوهمااا ماا  عائلااة الأناناااس 

مصادر انناض انزام البروميلي  هاي  ايقان الأنانااس وليااءه وأوراقا  ,اماا مصاادر اننااض انازام 

 .  )alet  Gimenes.(2021 ,الباباا  فهي نبات البابااا 

, الناي ا انعملت فاي Keratinaseوم  البروتيزات المهمة ااضاً هاي انزاماات الكيراتينياز      

تيلاال بروتينااات الشااعر والصااف  وأنناااض الأحمااار الأمينيااة الأ ا ااية , اكنساابت البروتياازات 

نغر  وقناا النباتية اهنماما منزااادا , علاى الارمم ما  أن عملياة إننااض البروتياز ما  النباتاات تسا

    (2016)لاح   , (  al et Singh.(2016, فا  أو قد تكفن مكلفة م  الناحية الأقنصاداة 

 Sun et al.    أعلاى ا نزاماات الميللاة   نً أ أتضا  نباتياًا مصادراً عند  تقيايم ماا اقاارس تساعي

 للبروتي  مفيفدة في الأناناس والني  والبابااا . 

 المصادر الميكروبية  3.4.2 

تعُد الكائنات اليية الدقيقة م  المصاادر المهماة لأننااض البروتيازات لماا تنمياز با  ما  مزاااا      

وأن أملاب أنزاماتهاا تكافن خاريياة مماا  , لميادودةأتنمثل في   رعة ا نناض  ومسااحة نمفهاا 

ركيبها اسهل عملية فصلها وتنقينها وبالنالي قلة النكاليف فض ً ع   هفلة الن عب الجيني في ت

الاافراثي وعااد  تأثرهااا بااالترو  المناخيااة أي تكاافن بعياادة عاا  النااأثيرات المف اامية والفصاالية 

(Bhatia et al., 2021 ; Putatunda et al., 2019) . 
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ياات بااالكثير ماا  تروتياازات البكنيراااة والفطراااة قااد ح  البفااأن أمااا ماا  الناحيااة النجاراااة ,       

ذ تشاكل البروتيازات الميكروبياة ثلثاي  إيماالي إ,  (Gurumallesh et al., 2019)الاهنماا  

هم ه ه البروتيزات هي  البروتيز القاعادي أالبروتيزات المسنعملة في الصناعات المخنلفة , م  

تم عزل الكائنات اليية الدقيقة المننجاة للبروتياز ما   قدالبكنيري والبروتيز اليامضي الفطري ,

النربااة مثاال تربااة المسااال  والصاار  الصاايي و ور مجمفعااة مننفعااة ماا  البيلااات مثاال الجاا

 , .Jadhav et al. , 2020; Hakim et al) وميرهااوالمخلفاات الصاناعية والزراعياة 

2018; Ash et al. , 2018; Prajapati et al. , 2017) . 

تساانخد  البروتياازات الميكروبياا  فااي ماادم وا اا  ماا  النطبيقااات المخنلفااة , وتناان  بطاار        

لعال أفضال الطار  هاي ا انعمال , اعنماداً على نف  الكاائ  الياي المجهاري المسانعمل  مخنلفة

عاادة ماا تكافن أنزاماتهاا وذلاه لأن  (Usman et al., 2021تقنياة تخمارات اليالاة الصالبة )

لساهفلة تنمياة , و(  etal., 2020) Mamoخاريية اي تفرلإ خارض خ ااا الأحيااء المجهرااة  

معها وامكانية السايطرة علاى وارو  الاننااض وقصار مدتا  كا له امكانياة ه ه الاحياء والنعامل 

تساخير الامكانااات الميليااة لانناياا  باقاال النكاااليف ماا  خاا ل الا اانفادة ماا  المخلفااات الزراعيااة 

 ( . Novelli et al., 2016)والصناعية كالنخالة والكسبة وقشفر الرلإ وميرها  

اة الني تميزت في اننايها للبروتيزات اليامضية                     تعُد الفطراات م  الكائنات المجهر     

( مقارنة م  الاحياء المجهراة الاخرم  Patil et al., 2012 ; 2024حسناوي وأخرون ,)

ولها خفا  مشابهة ل نزامات الييفانية  ,  والني بدورها تقسم الى نفعي  ,الاول هي 

والني تميز عف    Pepsin like acid proteaseالبروتييزات الشبيهة بالببسي  

Aspergillus   (aspergillopepsin, EC 3.4.23.18)  وPenicillium  وRhizopus         

 (rhizopuspepsin, EC 3.4.23.21 ( في اننايها )Souza et al., 2017  اما النف )

والني اننجت  Rennin like acid proteaseالثاني هي البروتييزات الشبيه  بانزام الرني  

 Rhizopus mucorpepsin, (EC 3.4.23.23)و Rhizomucorو  Mucorعف     م  قبل

 Endothia parasitica   (endothia  pepsin, EC 3.4.23.22) (Aljammas et  و  

al. ,2018; Daudi et al. ,2015;)  , تعد البروتيزات اليامضي  او ما اسمى ببروتيزات

 Mamo والني تميزت الاعفان في اننايهاproteases aspartic (EC3.4.23 )الا بارته   

et al. ,2020)  )   الاكثر ا نعمالا في الصناعات الغ ائية كصناعة الايبان وتطرا  الليف

وتيضير المنيل ت البروتينية وترواق العصائر وتكفن فعالينها القصفم وثباتينها عندما اكفن 
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 , Mamo and Assefa ) (6الا انها تعمل عند رقم هيدروييني  )  (2-5)الرقم الهيدروييني 

2018; Sun etal.,2018; Purushothaman etal ,2019;Yujie et al. ,2019 )  . 

 Moldsالفطريات   5.2

 Heterotrophic  مير ذاتية النغ اةEucaryotic هي كائنات حية مجهراة حقيقية النفاة       

,لاتينفي على  الكلفروفيل ل له تعُد رمية النغ اة  Myceteaeتق  يم  مملكة الفطراات 

Saprophytes  أو منطفلةParasites  وتننشر في بيلات مخنلفة كالنربة والهفاء

 ( .(McKelvey and Murphy, 2017والماء

الني  sporesالفطراات لها القدرة على تكفا  وحدات منخصصة للنكاثر تدعى الابفاغ      

اً او ينسياً , والجدار الخلفي لها انكفن م  الكااني  , وتنمف الفطراات بشكل خيف  تنن  لاينسي

والني تشكل يسم الفطر, وتكفن بعر الخيف  الفطراة   hyphaeمنفرعة تسمى الهاافات 

وبعضها الاخر لااينفي على تله    Septaمقسمة إلى عدة خ اا بفا طة اليفايز الداخلية 

, وتنجم  الهاافات بعضها م  ينفي على الساانفب لإ  والعداد م  الانفاة اليفايز , كما انها ت

م  Mycelium   (Pitt and Hocking ,2009  , )البعر الاخر مكفنة الغزل الفطري

( مليفن نف   مخنلف م  الفطراات ,  3.8 – 2.2فأن هناك مااقارس )ناحية  الننف  البيفلفيي 

 م  ايمالي اعدادها حنى الان %6.7فقط اي مااعادل نف   148000الا ان ماتم تشخيص   

2023) , .et al Zhou( ,  م  الأصنا  ذات النتم البيلية  أنفاعاً هائلةتشمل الفطراات

المننفعة , وهي اما ان تكفن وحيدة الخلية كالخمائر او خيف  دقيقة مجهراة مثل الاعفان او 

والفطراات مجمفعة فرادة م   طر المشرو  ,على شكل ايسا  ثمراة قابلة للأكل مثل الكمأ وف

الكائنات اليية , الني تخنلف ع  ميرها في  لفكها وتنتيمها الخلفي أذ تمنله أاضًا مجمفعة 

 , Pitt and Hocking)هائلة م  المننجات الييفاة الني لها تطبيقات في مجالات مخنلفة 

2009 ;  McKelvey and Murphy, 2017)  ,ت في العداد م  ذ تدخل الفطرااإ

الصناعات الغ ائية , مثل صناعة الخبز , وأنفا  م  الايبان والبيرة , والنبي  والمشروبات 

كما ا نعملت الفطراات في انناض الاحمار العضفاة مثل حامر السنراه , الكيفلية الأخرم 

دة الندوار تلعب دوراً مهماً في إعاوال كنيه فض ً ع  بعر الهرمفنات مثل الجبرليه , كما 

للمفاد العضفاة , بما في ذله تيلل السليلفلإ والخشب م  خ ل انضمنها الانزامية المنخصصة 

, ااضاً لها تطبيقات وا عة في مجال إنناض المضادات الييفاة )مثل البنسلي ( , فض ً ع  

للمبيدات  ا نعمال مننجاتها الييفاة  كعفامل للمكافية البيفلفيية النجاراة , مما اففر بدائل
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. وقد أكدت العداد م  الابياث ( 2016 ,et al. Yoshimi(Bennett , 2010 ; ) الكيميائية 

al et Ahmed. ا نعمال الفطراات في الصناعات الغ ائية والدوائية وميرها , إذ تمك   

كما  ,   NE -SS_RSAspergillus terreusم  إنناض إنزام الاميليز م  عف    (2020)

وقد لاح  ,  Aspergillus nigerانزام ال ابيز م  عف   al et tamaKhoo. 20)18(انن  

(2017) . Singh and Koul   امكانية انناض العداد م  المركبات المعزولة م  أنفا  مخنلفة

لها أهمية وا عة داخل أو خارض الجسم اليي منها تثبيط بعر والني  Penicilliumم  ينس 

 Itaconic acidانناض حامر الااناكفنه  al et ahaS. (2019)درس , أنفا  السر انات 

انزام البروتيز م  عف   al et Rocha. 20)21(, وانن    Aspergillus terreusم  عف  

Aspergillus sydowii URM5774  . 

 

 ssp. Aspergillus جنس    1.5.2 

قابلين  على لالعضفاة كغ اء  امنالإ ه ا الجنس بقدرت  العالية على ا نه ك مخنلف المفاد      

( اد هائلة م  السبفرات )الكفنيداتنزامات فض ً ع  قدرت  على تكفا  أعد م  ا اً انناض انفاع

نف  تاب  له ا الجنس ,  200, وهف م  الفطراات الرمية الخيطية الني تينفي على اكثر م  

تطبيقات صناعية وا عة ,  والني لها   A. niger    ,A. oryzae   ,A. terreusوم  اهمها 

           في او ا  بيلية مخنلفة مثل النربة واليبفس والب ور وعلى الففاك  والخضرواتوهي تنمف 

( Pitt and Hocking , 2009 ; Ulloa-Avellán et al. ,2023)   . تمنالإ الانفا  النابعة

لات الزراعية بخصائصها العالية وتطبيقاتها في مخنلف المجا  Aspergillusلجنس 

والطبية , كما تلعب دورًا مهمًا في تيلل المفاد العضفاة , وخاصة المفاد النباتية والصناعية 

(2021,.et al Mohamed.)  صنف ينس.ssp Aspergillus    يم  عائلة

Aspergillaceae  ,2020 ) .et al Houbraken(   ,  والني تنكاثر أما ينسياً أو لاينسياً م

بالطفر ال ينسي وه ا قد اعفد الى  منفايد في الطبيعة Aspergillusا  ينس أن معتم أنف

فقدان قدرتها على النكاثر الجنسي خ ل تطفرها أو أن الطفر الجنسي اكفن نادر اليدوث أولم 

, واكفن الغزل   .Mcginnis ,2012)   ( de Hoog et al ; 2005,شف ليد ألأننكا  

ومقسم م  الداخل الى خ اا وكل خلية تينفي على عدد م  الفطري منفر  وذو نمف كثيف , 

مثخنة الجدران تمند الى الاعلى بشكل أنبفس أو  Foot cellالانفاة , واينفي على خلية قدمية 

, تننهي  Conidiophoresخيف  هفائية مير مقسمة ومير منفرعة تدعى باليفامل الكفنيداة 
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اسمى باليفاصلة  Hemi Sphericalأو   Globoseننفاخ مسندار شب  كروي إه ه اليفامل ب

Vesicle   وهي تينفي على العداد م  الانفاة والعصيات والساانفب لإ  وانمف منها عدد ,

) واطلق Phialides أو فياليدات   Sterigmata كبير م  الزوائد القصيرة تسمى بال نيبات

وايمل Biseriate صفي   أو Uniseriat والني تكفن بشكل صنف واحد   Metulae )عليها

هناك الكثير م  .  (; et al Ayugi Klich , 2002. ,2015)كل ذنيب  لسلة م   الكفنيداة  

في مدم وا   م  النطبيقات  كما مبي  في     Aspergillusلابياث الني تؤكد ا نخدا  ينس أ

 ( . 22-الجدول )

 

 

 لمختلفة  في التطبيقات ا  Aspergillus( استعمال جنس 2-2)  جدول

 المصدر التطبيقات Aspergillusجنس   

Aspergillus spp.  صناعة الجبن، صناعة صلصة

   الصويا

 .et al Yu ;2011 , Ward(

,2017 ) 

Aspergillus oryzae    إنتاج الاستيلديهايد والايثانول (Han , 2023) 

Aspergillus oryzae 

DRDFS13 

 ( al eto Mam. (2020, إنتاج إنزيم بروتيز الاسبارتك 

Aspergillus terreus  إنتاج أدوية اللوفاستاتين  .al et González-(Barrios

,2020)  

Aspergillus niger 2020, انتاج انزيم بروتيز الاسبارتك) .al et Song ) 

Aspergillus niger  18,20( انتاج انزيم أللايبيز .al et Khootama ) 

Aspergillus fumigatus   انتاج انزيم الزايلانيزxylanase ,2020) Ameen ) 

Aspergillus fumigatus  1,202(  يليزانتاج انزيم السيل .al et Fadel ) 

Aspergillus terreus  2023, انتاج انزيم أللايبيز) .al et Mauti ) 

Aspergillus  niger  حامض الستريكcitric acid ,2021) .al et Chergui ) 

Aspergillus  terreus  حامض الايتاكونكItaconic acid , 2023) .et al Niehoff( 

Aspergillus  oryzae   حامض الماليكMalic acid , 2022) .et al Schmitt( 

Aspergillus  niger  حامض الكلوكونكGluconic 

acid 

, 2023) .et al Fernandes( 
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 terreus   Aspergillus عفن   2.5.2

 Fungi Kingdomيقع ضمن مملكة الفطريات حقيقية النواة انواع الفطريات الخيطية  أحد 

ْْْْْْْْْْة   Ascomycotaشْْْْْْْْْْعبة  ْْْْْْْْْْة  Eurotiomycetesفئ ْْْْْْْْْْة  Eurotialesرتب عائل

Aspergillaceae  وهْْو مْْن الكائنْْات الحيْْة الدقيقْْة الصْْناعية التْْي تلعْْب دورا  مهمْْا  فْْي

 A. terreus ت الكيميائيْة ، يمتلْك عفْن   العديد من المجالات مثل الطب والغذاء والصناعا

ْْْك   ْْْاج حْْْامض الأيتاكوني ْْْا انت ْْْة ومنه ْْْا الحيوي ْْْي مجْْْال التكنولوجي قيمْْْة اقتصْْْادية مهمْْْة ف

itaconic  وعقْْار اللوفسْْتاتينlovastatin  الخْْافض للْْدهون  ، والانزيمْْات وفْْي صْْناعة

ْْن المنتجْْات الطبي ْْد م ْْر العدي ْْى تخمي ْْة عل ْْه القابلي ْْات ول ْْود والمنظف ْْات الجل ْْة ذات التطبيق عي

. كشْفت المعلومْات (et al Huang;1202, .et al Lima de. ,2021)الصْناعية 

ا من المنتجات الثانويْة  )  A.terreusالجينية أن عفن   ا كبير  (  SMله القدرة على انتاج عدد 

secondary metabolites  منتجا  ايضيا   93اذ يمتلك ما يقارب(1920,.et al Blin). 

   doxظهر مستعمرات هذا العفن بلون بني مصفر الى بني غامق عند تنميتها على وسط ت     

Czapek  أوSabouraud dextrose Agar الشْكل(4-2 A أو )Malt Extract 

Agar  أوCzapek yeast extract Agar   م   25ويمتاز بنمو سريع عند درجة حرارة

ْا مْا يْتم عزلْ ،  م   5م  في حين يتوقف نموه عند درجْة حْرارة  37و  مْن عينْات بيئيْة  هغالب 

مختلفْْة مثْْْل التربْْْة والميْْاه والنباتْْْات والاغذيْْْة ومنتجْْْات الاغذيْْة الشْْْرقية  ، فضْْْلا  عْْْن 

المحاصيل الزراعية  مثل الذرة والأرز والفول السوداني والشعير، ولكن لم تصْنف علْى أنهْا 

مخروطيْة مدمجْة، وثنائيْة، اعفان مرضية كذلك لايسبب تلف الاغذيْة ، وهْي تمتلْك رؤوس 

ميكرومتْْْر(  50إلْْْى  30ميكرومتْْْر وقطرهْْْا  500وعموديْْْة كثيفْْْة   )يصْْْل طولهْْْا إلْْْى 

ناعمة وتختلف في اللْون مْن  Conidiophores(، وتكون حوامل الكونيديا B  4-2)الشكل

( أمْْا C 4-2ميكرومتْْر )الشْْكل  2.5إلْْى  1.5الابْْيض إلْْى الأصْْفر الفْْاتح  يصْْل قطرهْْا  

  وصْغيرة جْدا  أذ يتْراوح قطرهْا بْين Sphericalفتكون كروية الشكل  Conidia الكونيديا

 Aspergillus( مايكرو ذات جدران ناعمة ، على عكس الأنواع الأخرى مْن  2.5 -1.8) 

تتلْْون بْْاللون البنْْي ،   aleurioconidiaكونيْْديا ثانويْْة  تسْْمى ينْْتج  A. terreus فْْأن،

         م   48-30الحْْْْرارة العاليْْْْة  التْْْْي تتْْْْراوح بْْْْين يتحمْْْْل هْْْْذا النْْْْوع مْْْْن العفْْْْن درجْْْْات 

 .(  ; 2021, .et al Flörl-Lass Pitt and Hocking , 2009)(  D 4-2 )الشكل
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النموذجيْة تظهْر مورفولوجيْا بْاللون البنْي علْى    Aspergillus terreus(  مسْتعمرة A( )4-2الشْكل )

ْْْد الحضْْْن لمْْْدة Sabouraud dextrose agarوسْْْط  (  Bم  . ) 37سْْْاعة وبدرجْْْة حْْْرارة  72 عن

 xبيضاء بحجم تكبيْر   A. terreus( تُظهر الكونيديا في Cالرؤوس المخروطية ثنائية وعمودية وكثيفة .  )

1,000 (D  ْْن ْْى وسْْط   A. terreus( نمْْو عف ْْد الحضْْن Sabouraud dextrose agarعل       عن

ا( م   إذ تظهْر مسْتعمر 37سْاعة وبدرجْة حْرارة  72لمْدة  et al Flörl-Lass. )ات بيضْاء )أقْل تصْبغ 

,2021) . 

 Solid-State Fermentation (SSF)تخمرات الحالة الصلبة    6.2

منذ العقد الماضي Liquid state fermentation استعملت تخمرات الحالة السائلة      

ْْة كْْالكحولات مثْْل  ْْا الحيوي ْْد مْْن منتجْْات التكنولوجي ْْاج العدي الاسْْيتون بشْْكل واسْْع فْْي انت

والبيوتانول والمضادات الحيوية مثل البنسلين ، وبالرغم من ذلك فأن الاستهلاك العالي للطاقْة 

)Chen., فضلا  عن تلوث المنتوج تُعد من المؤشرات السلبية على هذا النوع من التخمْرات 

لْة ( التْي تميْزت بقSSF)، مما دعى بالباحثين الى استعمال تخمرات الحالة الصلبة  (2013

ْْة اسْْتهلاك الطاقْْة وامكانيْْة الاسْْتفادة مْْن المخلفْْات الصْْناعية والزراعيْْة كمْْادة  التكلفْْة وقل

 .  (Ruslan et al. , 2023)خاضعة  وتركيز أعلى للمواد المنتجة 
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يمكْْن تعريْْف تخمْْرات الحالْْة الصْْلبة  بأنهْْا التخمْْرات التْْي يْْتم فيهْْا انتْْاج العديْْد مْْن       

ادات الحيوية والانزيمات وغيرها عن طريْق نمْو بعْض الاحيْاء المنتجات الحيوية مثل المض

فْْي محتْْوى مْْائي مْْنخفض ، وبأسْْتعمال  سْْواء كانْْت أعفْْان أو بكتريْْا أو خمْْائرالمجهريْْة 

المخلفات الصناعية والزراعيْة كمْادة خاضْعة مثْل نخالْة الحنطْة ومخلفْات التمْر والمْولاس 

خمْْرات مْْن التقنيْْات المفضْْلة للفطريْْات وكسْْبة فْْول الصْْويا وقشْْور الْْرز ، اذ تُعْْد هْْذه الت

)and  Kuilaوبعكْْس ألكائنْْات الحيْْة الأخْْرى التْْي تحتْْاج الْْى نشْْاط مْْائي مرتفْْع  

, 2018) .Sharma    . 

استخدمت تخمرات الحالة الصلبة في مجال إنتاج الأغذية التقليدية بشكل واسع، مثل إنتاج      

ْْْا   ْْْاج  Streptococcusو   Lactococcus lactisالجْْْبن باسْْْتخدام بكتري أيضْْْا  انت

فضلا   Aspergillus oryzaeصلصة الصويا من فول الصويا ودقيق القمح بأستخدام عفن  

، كمْا أسْتعملت  )et al Zhao. 20 ,18(عْن منتجْات أخْرى مثْل الخبْز والنبيْذ والخْل  

اللاكتيْْك تخمْرات الحالْة الصْلبة فْْي المجْالات الصْيدلانية والكيميائيْة ، أذ تْْم إنتْاج حْامض 

ا أستعمال هذه التخمرات في أنتاج حامض الفورميك والأكساليك  وحامض الستريك ، و تم أيض 

واللينولينيك من الفطريات أو البكتيريا الخيطية بعد تنميتها على المخلفات الزراعية مثْل بنجْر 

 .  )et al Vandenberghe. (2018 ,او قصب السكر 

 Rhizopusامكانية انتاج حامض اللاكتيك مْن عفْن  الى et al Ma. (2020 )أشار      

oryzae  بأستعمال تقنية تخمْرات الحالْة الصْلبة . كْذلك أظهْرت الدراسْات الحديثْة أمكانيْة

استعمال تخمرات الحالة الصلبة في انتاج مختلف المنتجات الثانوية الميكروبية ، مثْل حْامض 

تينات ، وصما الزانثان ، وكما تعْد تخمْرات الكلوتاميك ، والأصباغ ، والفيتامينات ، والكارو

et al Yin.  , , 2023الحالة الصلبة أقل استهلاكا  للطاقة كما تحافظ على البيئة من التلوث )

 1202,  .et al Ooi2023 , ,  .et al Colla , 2023,  .et al Pavlović)،  ْا غالب 

ا لنمو الميكروبْات ، لْذلك ما تكون المخلفات الزراعية غنية بالمغذيات ، مما يوفر مو ا مثالي  طن 

اسْتخدمت المخلفْْات الزراعيْْة لإنتْاج منتجْْات ذات قيمْْة عاليْْة ، كمْا طبقْْت تخمْْرات الحالْْة 

الصلبة ايضا  بنجاح في انتاج الوقود الحيوي ، والمبيدات الحيوية، وإزالة السموم البيولوجيْة ، 

 .  )et al Mattedi.(2023 ,والمعالجة الحيوية. 

وفْْي الآونْْة الأخيْْرة اسْْتعمل الكثيْْر مْْن البْْاحثين تخمْْرات الحالْْة الصْْلبة فْْي إنتْْاج      

ْْْام  ) ْْْة ، مْْْنهم قي ْْْاء المجهري ْْْز مْْْن بعْْْض  الاحي ْْْزيم البروتي   (2020الإنزيمْْْات ومنهْْْا إن

.et al Chimbekujwo  بأنتاج الانزيم من عفنstrain  Aspergillus brasiliensis
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BCW2  ( 2020) ، وكذلك انتج .et al Mamo انزيم البروتيز من عفن Aspergillus

DRDFS13oryzae      ( 2021)  تمكْن  وأيضْا    الصْلبة  الحالْة  تخمرات   بأستعمال

.et al Osmolovskiy   من استعمال تخمرات الحالْة الصْلبة فْي انتْاج انْزيم البروتيْز مْن

.spAspergillus  ،  ( 2023) كمْْْا انْْْتج .al et Liu مْْْن بكتريْْْا  انْْْزيم البروتيْْْز

licheniformis Bacillus ة .   باستخدام  تخمرات الحالة الصلب 

 العوامل المؤثرة في انتاج البروتيزات من الفطريات    7.2

من  %30تلعب الظروف المثلى دورا  مهما  في إنتاج الإنزيمات أذ يشكل الوسط ألزرعي      

ملاُ مهمْا فْي نمْو الاحيْاء المجهريْة المنتجْة عْا عْديُ الكلفة الكلية لعملية التخمْر وبالتْالي فهْو 

( . ان  التغيْْرات فْْي درجْْة الحموضْْة، ودرجْْة 201Satoand  dos ,8للأنزيمْْات  )

الحرارة، والمادة الخاضعة ، ومحتوى الماء، وحجم اللقاح، وما إلى ذلْك لهْا تْأثير كبيْر علْى 

بشكل كبير مْن نْوع إلْى آخْر،  الأنشطة الأيضية للكائنات الحية الدقيقة. وتختلف هذه المعايير

ولذلك فإن معرفة الظروف المثلى لنمو الفطريات لإنتاج معظم الإنزيمات يعد  أمْرا  ضْروريا  

(, 2023Sebo and Othman)،  أذ ان حاجْْْة الكائنْْْات الحيْْْة لمصْْْادر الكربْْْون

 والنيتروجين تختلف من كائن حي إلى آخر، أو حتى بْين نفْس الأنْواع المعزولْة مْن مصْادر

 ( . et al Hamza. 20 ,17مختلفة )

الوسط الزرعي يجب ان يحتوي علْى مصْدر كْاربوني ومصْدر نتروجينْي ، فالمصْدر       

الكاربوني يعتبر محفزا  لإنتاج الإنزيمات اومثبطا لها وهذا يعتمد على نوع المصدر الكاربوني 

ْْاج  ،  كمْْا ان المصْْدر وتركيْْزه فْْي الوسْْط ، وكْْذلك نْْوع الكْْائن المجهْْري المسْْتخدم للأنت

التي قد تكون مثبطا  لأنتْاج الانْزيم النتروجيني يزود الوسط الزرعي اما بالاملاح اللاعضوية 

،اوتْزود الوسْط الزرعْي بالمصْادر   NH4Cl  الامونيْوم كلوريْدمثْل عنْد اضْافتها للوسْط 

، وبالتالي العضوية التي تحفز نمو الكائن المجهري مثل البروتين والاحماض الامينية وغيرها 

فأنها تلعب دورا  كبيرا  في تخليق الإنزيمات ، هناك بعض الاملاح تضاف الى الوسط الزرعي 

بتراكيز معينة والتي تكون مصدرا  للمعادن النادرة  فضلا  عن الكبريت والفوسفات والكالسيوم 

( للمحافظْْْة علْْْى درجْْْة الحموضْْْة وبالتْْْالي تحْْْافظ علْْْى ثباتيْْْة الانْْْزيم  CaCl2مثْْْل )

(, 1979 .et al Aunstrup)، 2023)( اشْار . Sebo and Othman   فْي دراسْته

بأسْْتعمال تخمْْرات   Aspergillus niger   هج انْْزيم البروتيْْز الحامضْْي مْْن عزلْْلأنتْْا

الحالْْة الصْْلبة ، الْْى ان إضْْافة مصْْادر الكربْْون والنيتْْروجين إلْْى الوسْْط الصْْلب أدت إلْْى 
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خدام الكْازين كمصْدر للنيتْروجين والفركتْوز كمصْدر الإنزيمْات وتوليفهْا، كأسْت زيادة إنتاج

ارتفْاع معْدل إنتْاج انْزيم البروتيْز عنْد تنميْة  et al Bano. (2016)كما لاحْظ  ،للكربون

كْازين .  %1سْكروز و %0.5في وسط معدني يحتْوي علْى   Pleurotus eryngiiفطر 

نايتروجيني لأنتاج  الى ان الكازين هو افضل مصدرAsha et al. (2018 )  كما اشار (. ،

من بين  المصْادر النتروجينيْة  Bacillus cereus FTانزيم البروتيز من العزلة البكتيرية 

ْْى   ْْة  تصْْل ال ْْة انزيمي ْْر العضْْوية وبفعالي ْْل   151العضْْوية وغي ْْا لاحْْظ  ،وحْْدة / م  كم

2009)(Vishwanatha   من خلال تنمية عفن  Aspergillus oryzae  على مجموعة

( بطريقْة تخمْرات الحالْة   Raji) نخالة الحنطة ، نخالة الْرز ، نخالْة الراجْي  من المخلفات

الصلبة لأنتاج أنزيم البروتيز الحامضْي ، وجْد أن أعلْى أنتاجيْة للأنْزيم كانْت عنْد أسْتعمال 

الْذي أسْتعمل عْدة أوسْاط زرعيْة  Novelli et al. ,( 2016)  وأشْارنخالْة الحنطْة ،    

تخمرات الحالة الصلبة ، أذ كانْت نخالْة الحنطْة هْي أفضْل  بأستعمالز لإنتاج  إنزيم  البروتي

أن أفضْل da Silva et al.,      (2016  ) واكْد ،الاوسْاط المسْتعملة فْي أنتْاج ألآنْزيم 

هْو وسْط   Aspergillus tamarii URM4634 وسْط لإنتْاج إنْزيم البروتيْز مْن عزلْة 

الْذي أنْتج  Anwar (2023) لاحْظكمْا  ،مل  وحدة / 340بفعالية انزيمية  و نخالة الحنطة 

تك منهْا أنْزيم بروتيْز الاسْبار  Rhizopus Oryzaeمجموعْة مْن الانزيمْات مْن عفْن 

ان أعلى أنتاجية للأنزيم كانت بأستعمال نخالْة الحنطْة مقارنْة بطريقة تخمرات الحالة الصلبة 

 . مع بقية المخلفات

لمستخدمة في تخمرات الحالة الصلبة يؤثر بشكل الاختلاف في نسبة محلول الترطيب ا ن  إ     

حياء المجهرية مما يْؤثر سْلبا  وايجابْا  علْى انتاجيتهْا لأنْزيم بروتيْز لأيض اأكبير على نمو و

ذ ان انخفاض وارتفاع نسبة محلول الترطيب إ( ،  et al Bensmail. 2015 ,) الاسبارتك 

لنمو ونشاط الاحياء المجهرية أذ ان رطوبة  يسبب قلة المغذيات وبالتالي يوفر بيئة غير ملائمة

ْْات  % 15 – 12المْْادة الصْْلبة يجْْب ان لاتقْْل عْْن  والتْْي تعْْد الحْْد الأدنْْى لتوقْْف الفعالي

الحيويْْة للأحيْْاء المجهريْْة وبصْْورة عامْْة يسْْتعمل المْْاء أو المحاليْْل الملحيْْة فْْي عمليْْة 

 ( . Luti et al. , 2014)وزن : حجم(  )   8:1الى 1:1الترطيب بنسب تتراوح بين

في دراسته لأنتاج انزيم البروتيز الحامضْي   Sebo and Othman . 2023)(اشار      

بأستعمال تخمرات الحالْة الصْلبة ، الْى ان افضْل نسْبة   Aspergillus niger   همن عزل

  Palsaniya et al. (2012) كمْا اكْد ، 1:0.75لمحلول الترطيب في انتاج الانْزيم هْي  

 .بروتيز من العزلات المايكروبية مل لأنتاج ال 1جم لقاح م حااستخد
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كْْْذلك تُعْْْد الأنشْْْطة الأيضْْْية للكائنْْْات الحيْْْة الدقيقْْْة حساسْْْة للغايْْْة لتغيْْْرات الْْْرقم       

الهيدروجيني، كونه يؤثر على العديد من العمليْات الأنزيميْة ونقْل العناصْر الغذائيْة المختلفْة 

ْا إلْى لأاج المنتجْات اعبر غشاء الخلية مما يضمن نمْو وإنتْ يضْية ، تْؤدي هْذه الأنشْطة حتم 

تحْْول أيضْْي فْْي تْْوازن أيونْْات الهيْْدروجين وبالتْْالي الْْرقم الهيْْدروجيني للوسْْط الزرعْْي  

(, 2023 Sebo and Othman ، )2009 أشْار)( Vishwanatha أنتْاج   بْأن أعلْى

ْْن   ْْن عف ْْزيم الحامضْْي م ْْ Aspergillus oryzaeللأن ْْدروجكان ْْم هي ْْد رق     ،  5يني ت عن

 .Aبأن اقصى إنتاج لأنزيم البروتيز بواسطة عفن    Bensmail et al. (2015) اوضحو

niger FFB1   فْي حْين انخفضْت الانتاجيْة عنْد جميْع قْيم  4كان عند رقْم هيْدروجيني ،

الْْرقم ان   Mamo et al. (2020). كمْْا بْْين  ، 4الْْرقم الهيْْدروجيني الأعلْْى مْْن 

 Aspergillus oryzaeانزيم البروتيْز الحامضْي مْن عزلْة  نتاج لإالهيدروجيني  الامثل 

DRDFS13     (2021)فْي المقابْل ذكْر  ، (5)هْو .et al Chahrazad  ان درجْة

ْْة لإالحموضْْة المثلْْى  كْْان عنْْد رقْْم  Aspergillus nigerنتْْاج انْْزيم البروتيْْز مْْن عزل

ا نشاط تحلل بروتيني  ، وأشارت النتائج إلى أن السلالة المختارة كان) 3(هيدروجيني  لها أيض 

عند درجة حموضْة محايْدة، لكنْه كْان أقْل أهميْة، وقْد يقتْرح أن السْلالة أنتجْت علْى الأقْل 

والآخْر متعْادل عنْد درجْة   3من البروتيز، أحدهما حامضْي بدرجْة حموضْة مثاليْة   يناثن

 . 7حموضة  

كبيْر علْى معْدلات نمْو وانتْاج تُعد درجة الحرارة من العوامل الاساسية المؤثرة  بشكل       

كما تؤثر  ذ تختلف درجات الحرارة حسب نوع الكائن المجهري المستخدم ،إحياء المجهرية لأا

نزيميْة فْي الخليْة مْن لإلأخص النشاطات ااعلى معظم التفاعلات الايضية للأحياء المجهرية ب

،   (Rayand  Banerjee 2017 ,خلال تأثيرها على الصفات الفيزيائية للغشاء الخلوي )

ْْي   ْْز  ن  أ  Sebo and Othman. 2023)ن  )إذ ب ْْزيم البروتي ْْاج ان الحْْد الأقصْْى لإنت

الارتفْاع  ن  أم   الا  35عند درجة حرارة   كان   Aspergillus nigerالحامضي من عفن  

م   بسْبب  45عن هذه الدرجة يؤدي الى الانخفاض في انتاجية الانزيم حتْى يفقْد فعاليتْه عنْد 

الحرارة الأيضية التي تسبب تجفيف الوسط الزرعي  وبالتالي انخفْاض النشْاط المْائي  إطلاق

لْْى انخفْْاض تْْوافر العناصْْر الغذائيْْة ، ممْْا يقيْْد التهويْْة ويقلْْل مْْن نمْْو وانتْْاج إالْْذي يْْؤدي 

عْْن دنتْْرة البروتينْْات وتثبْْيط الإنْْزيم وانخفْْاض نمْْو  ا  الاحيْْاء المجهريْْة أو قْْد يكْْون ناتجْْ

 الفطريات .
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الْى ان درجْة الحْرارة المثلْى لأنتْاج انْزيم البروتيْْز  Shivakumar (2012)اشْار       

et  Khademiكما لاحظ كْلا  مْن   )م   30بلغت  p.s Aspergillusالحامضي من عفن 

(2013 .al    (2012)و .et al Foda    أن انتْاج البروتيْز مْنA. niger  باسْتخدام

  (2020)( م  .  اشْار30ل عنْد درجْة الحْرارة )تخمْرات الحالْة الصْلبة يحْدث بشْكل أفضْ

.et al Chimbekujwo    ْْة ْْز مْْن عزل ْْزيم البروتي ْْاج إن ْْى لأنت إن درجْْة الحْْرارة المثل

BCW2Aspergillus brasiliensis  عن طريق استعمال تخمْرات الحالْة الصْلبة هْي .

  م  . 30

ئن المجهْْري فضْْلا  عْْن ايضْا  يختلْْف حجْْم اللقْْاح المسْتعمل بْْأختلاف نْْوع وسْْلالة الكْا     

ْا لتحقيْق  ا حيوي  طبيعة عملية التخمر ، اذ يعد وسْيلة لقيْاس نمْو الكائنْات الحيْة الدقيقْة. وأمْر 

ْا لبْدء نمْو  أقصى كمية من الناتج المرغوب أن انخفاض حجم اللقاح المضاف قد لا يكْون كافي 

ا طويلا   لنمو وتكاثر الاحيا ء المجهرية من ناحية أخرى الاحياء المجهرية  أو أنه يستغرق وقت 

حيْْاء المجهريْْة  مْْع تثبْْيط نموهْْا وتقليْْل لأ، سْْيؤدي ارتفْْاع حجْْم اللقْْاح إلْْى تقييْْد  حركْْة ا

 et Chimbekujwo) (. اذ اسْتعمل Sebo and Othman 2023 ,إنتاجية التخميْر )

al. ( 2020    1  مْل مْن حجْم اللقْاح لأنتْاج انْزيم البروتيْز مْن عزلْةAspergillus 

liensisbrasi   ، (2015 ) كمْا ذكْر .et al Bensmail  أن حجْم اللقْاح الأمثْل لإنتْاج

كمْا ان هنْاك بْوغ / مْل .  610×  1كْان   Aspergillus nigerانزيم البروتيْز مْن عفْن 

ارتباطا  وثيقا  مابين إنتاج الإنزيمات الميكروبية ومدة التحضين وهذا يعود لوجود علاقة مابين 

عْد مْدة الحضْن مْن العوامْل المهمْة التْي تْؤثر علْى نمْو ذ تُ إمو الخلايا ، انتاج الانزيمات ون

فتْرة التحضْين المثلْى لنمْو الكْائن المجهْري لأنتْاج الانزيمْات أن   .وانتاج الأحياء المجهريْة

 , Park et alمكونْات الوسْط الزرعْي ونْوع الكْائن المجهْري ) بعوامْل عْدة أهمهْاتتأثر 

ْْرة الت  ،( 1979 ْْف فت ْْواع أذ تختل ْْين الأن ْْزيم ب ْْة للإن ْْى أقصْْى إنتاجي حضْْين  للحصْْول عل

and Kebede Yimer  ,المختلفة أو حتى في نفس الأنواع المعزولة من مصْادر مختلفْة)

2014) . 

فتْرة التحضْين المثلْى لإنتْاج انْزيم  ن  أ Chimbekujwo et al. ( 2020)شْار أفقد       

سْْاعة ، كمْْا  72هْْي عنْْد  Aspergillus brasiliensis BCW2البروتيْْز مْْن عزلْْة  

إن أفضْل مْدة حضْن لإنتْاج إنْزيم البروتيْز ألحامضْي مْن  Usman et al. (2021)ذكْر

 ساعة .  120الفطريات الخيطية كانت 
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 تنقية الإنزيم   8.2

وهْْْي سلسْْْلة متتابعْْْة مْْْن الخطْْْوات التْْْي يمكْْْن بهْْْا فصْْْل الانْْْزيم عْْْن بقيْْْة المْْْواد      

المستخلص الخام والتي يمكن من خلالها ان تْزداد الفعاليْة  والبروتينات الاخرى الموجودة في

 (and Ray Banerjee 20 ,17)ة لتنقية الانزيم عد   طرقنزيم ، لقد استخدمت لإالنوعية ل

ْْة ، منهْْا  ْْات الامونيْْوم التْْي تعتمْْد علْْى اسْْاس معادل الترسْْيب بواسْْطة الامْْلاح مثْْل كبريت

بسبب الذوبانية العالية لها في الماء حيث يْزداد الشحنات على سطح البروتين ، أذ تم اختيارها 

تركيز الملح في كل مرحلة لكي يتم ترسيب البروتينات الاخرى والتْي يْتم الْتخلص منهْا فيمْا 

بعْْد ، وبعْْد ذلْْك يْْذاب الانْْزيم بأسْْتخدام دارىء معْْين او بالمْْاء المقطْْر عْْن طريْْق النضْْح 

سيب الانزيمات ايضا  عن طريق استخدام الغشائي  بواسطة استخدام اكياس الديلزة ، ويمكن تر

المذيبات العضوية مثل الاسيتون والكحول الاثيلْي مْن خْلال خفْض نقطْة التعْادل الكهربْائي 

et al Fairooz.  ,)مما يؤدي الى زيادة قوة الجذب بين جزيئات البروتين وبالتالي ترسْيبه 

الْوزن الجزيئْي مثْل طريقْة ، والقسم الاخر من طرق التنقية والتي تعتمد على اساس (2021

وطريقْة الترشْيح  Ultra Filtration وطريقْة الترشْيح الفْائق  Dialysisالنضْح الغشْائي 

يعتمْد علْى مبْدأ الشْحنات مثْل طريقْة الترحيْل  الأخْر بعضْها. و Gel filtrationالهلامْي 

ْْْْْْائي   ْْْْْْوني   Electrophoresisالكهرب ْْْْْْادل الاي ْْْْْْا التب -Ionوطريقْْْْْْة  كروموتوغرافي

nge chromatographyexcha  (, 2017 .et al Kamal) .  

كبريتْات الامونيْوم لترسْيب انْزيم البروتيْز اسْتعمال عنْد   et al AO. 2018)) اشْار     

على فعالية نوعية  نحصل %70وبنسبة اشباع   Aspergillus oryzae المنتج  من عفن  

 3.6وبتنقيْة جزئيْة بلغْت  % 72وحدة / ملغْم وبحصْيلة أنزيميْة مقْدارها  823.4مقدارها 

عنْد أسْتعمال كبريتْات الامونيْوم  et al Purushothaman. 2019))لاحْظ مْرة . كمْا 

  % 60وبنسْْبة اشْْباع    Aspergillus nigerلترسْْيب انْْزيم البروتيْْز المنْْتج  مْْن عفْْن 

ان  et al Ja’afaru. 2020)) أوضْحكمْا  ،وحْدة / ملغْم  803.2نوعيْة الفعاليْة تكْون ال

 Fusariumكبريتْْْات الامونيْْْوم لترسْْْيب انْْْزيم البروتيْْْز المنْْْتج  مْْْن عفْْْن  اسْْْتعمال

oxysporum     وحْدة /  486فعالية أنزيميْة  مقْدارها  يعطي  % 80 -30وبنسبة اشباع

 . مرة 1.9وبتنقية جزئية بلغت  % 27مل وبحصيلة أنزيمية مقدارها 
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ْْام       ْْز الا .Mamo et al(  2020)  ق ْْزيم بروتي ْْة ان ْْن بتنقي ْْن عف ْْتج م  سْْبارتك المن

Aspergillus oryzae DRDFS13 بواسْْْطة تقنيْْْة  تحْْْت تخمْْْرات الحالْْْة الصْْْلبة

 DEAE Sepharose fastباسْتعمال عمْود  (IEC)كروماتوغرافيْا التبْادل الايْوني  

flow  ( وحْدة / ملغْم   183.50( وحْدة / مْل وفعاليْة نوعيْة )  477.11بفعاليْة انزيميْة )

et al Rocha. ) تمكْنوكْْذلك  ،  % 9.2وبحصْيلة انزيميْة   20.6بعْدد مْرات تنقيْْة 

لتنقيْة  Sephadex   G-75علْى عمْود خطْوة الترشْيح الهلامْي   أسْتعمالمْن  2021)

بفعاليْْة نوعيْْة    Aspergillus sydowii URM5774أنْْزيم البروتيْْز المنْْتج مْْن عفْْن 

 5.94يْْة جزئيْْة بلغْْت وبتنق % 51وحْْدة / ملغْْم وبحصْْيلة أنزيميْْة مقْْدارها  352مقْْدارها 

     بتنقيْْة انْْزيم بروتيْْز الاسْْبارتك المنْْتج مْْن et al Hsiao.(  2014)  قْْام كمْْا   ،مْْرة  

ْْن ْْة    Rhizopus oryzae  عف ْْود AKTA Purifier 10 بواسْْطة تقني ْْى  عم           عل

Q Sepharose  ومن ثم استخدم عمْود  % 90.6وبحصيلة انزيمية   22بعدد مرات تنقية

SepharosePhenyl   بيْْينكمْْا  ، %58.8وبحصْْيلة انزيميْْة   3.4بعْْدد مْْرات تنقيْْة   

((2014 .et al Li   علْى عمْود خطْوة الترشْيح الهلامْي   أستعمالعند-G Sephadex

  Aspergillusو   Aspergillus oryzae لتنقية أنزيم البروتيز المنْتج مْن عفْن    75

niger    33.56ملغم وبحصْيلة أنزيميْة مقْدارها  وحدة / 4015مقدارها بفعالية نوعية % 

  مرة   .  17.09وبعدد مرات تنقية بلغت 

   

 توصيف إنزيم البروتيز  9.2

     الوزن الجزيئي  1.9.2 

ختلاف المصْادر المستخلصْة منهْا ، اذ لإوزانها الجزيئية نتيجة أتختلف البروتيزات في       

ْْْة م ْْْد الاوزان الجزيئي ْْْدة طْْْرق لتحدي ْْْي تسْْْتعمل ع ْْْيح الهلام ْْْل الترش   Gel-Filtrationث

والنبذ فْائق السْرعة  SDSبوجود المادة الماسخة  Electrophoresisوالترحيل الكهربائي 

Ultracentrifuge  كثْْْر الطْْْرق أوالترشْْْيح الهلامْْْي مْْْن  ، ويعْْْد الترحيْْْل الكهربْْْائي

 Devi and Hemalatha 2024) حسناوي وأخرون ،المستخدمة لقياس الوزن الجزيئي 

,2014 ;  ) . 
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أن الْوزن الجزيئْي لأنْزيم بروتيْز الاسْبارتك المنْتج  et al Xue. )2024) لاحْظكما      

ْْْْن    ْْْْن عف ْْْْاوي    Trichoderma asperellumم ْْْْون  36يس                أشْْْْارو ،كيلْْْْو دالت

 (2023  ).et al Wei  ن الوزن الجزيئي لأنزيم بروتيْز الاسْبارتك المنْتج مْن عفْن ألى إ

rgillus nigerAspe   سْْْْْتعمال تقنيْْْْْة الترحيْْْْْل الكهربْْْْْائي اكيلودالتْْْْْون  ب 50هْْْْْو

Electrophoresis  ستعمال اوبPAGE  –SDS   . (  2023)     لاحظ كذلك Tarek

et al. ان الْْوزن الجزيئْْي للبروتيْْز المسْْتخلص مْْن بكتريْْاBacillus  siamensis 

CSB55  هربْْائي بأسْْتعمال تقنيْْة الترحيْْل الككيلودالتْْون  25هْْوElectrophoresis  ،  

الْوزن الجزيئْْي للبروتيْْز المنْْتج مْْن بكتريْْا  ن  أالْْى   et al Karray.(  2021) شْار  أو

Bacillus stearothermophilus    ْْْون   28هْْْو ْْْل ابكيلودالت ْْْة الترحي سْْْتعمال تقني

ان   et al Chimbekujwo. ( 2020) لاحْْظ كمْْا  ، Electrophoresisالكهربْْائي 

  Aspergillus brasiliensisيئي لأنْزيم بروتيْز الاسْبارتك المنْتج مْن عفْنالوزن الجز

BCW2  ْْْائي  68هْْْو ْْْل الكهرب ْْْة الترحي ْْْون  بأسْْْتعمال تقني   Electrophoresisكيلودالت

ان  al et da Silva. 2020)) واكْد ،   PAGE  –SDSبوحْود المْادة  الماسْخة و

  Rhizopus microsporesن عفْن الوزن الجزيئي لأنْزيم بروتيْز الاسْبارتك  المنْتج مْ

ان الوزن الجزيئْي لأنْزيم الى  Mamo et al. (2020) وأشار ، ( كيلودالتون 36يساوي )

بأسْتعمال تقنيْة   DRDFS13Aspergillus oryzaeبروتيز الاسبارتك المنتج مْن عفْن 

 et alAo.  أكْدو  ( كيلودالتْون ،  40يسْاوي ) Electrophoresisالترحيْل الكهربْائي 

          سْْْْْْْْبارتك المنْْْْْْْْتج مْْْْْْْْن عفْْْْْْْْنلأنْْْْْْْْزيم بروتيْْْْْْْْز الإالْْْْْْْْوزن الجزيئْْْْْْْْي  ن  أ (2018)

Y1Aspergillus oryzae     سْْتعمال تقنيْْة الترحيْْل الكهربْْائي اكيلودالتْْون  ب 45هْْو

Electrophoresis   ،  2014))اشار كما .et al Hsiao  الى ان الوزن الجزيئي لأنزيم

( كيلودالتْْْون  39يسْْْاوي )  izopus oryzaeRhبروتيْْز الاسْْْبارتك المنْْْتج مْْْن عفْْْن 

 Devi and واشْْْار  ،  Electrophoresisبأسْْْتعمال تقنيْْْة الترحيْْْل الكهربْْْائي 

Hemalatha  (2014)   الوزن الجزيئي للبروتيز المسْتخلص مْن بْذور نبْات البطْيخ  ن  أ

م عمْود وباسْتخدا  Gel- Filtrationبأستعمال طريقة الترشيح الهلامي  كيلودالتون  54هو 

200-Sephadex G  (2013). وأوضْح  Soufi-Al الْوزن الجزيئْي للبروتيْز  إلىى إن

دالتْون  31000هْو  .Lactuca serriola Lالمسْتخلص مْن اوراق نبْات الخْس الشْوكي 

-Sephacryl  Sوباسْتخدام عمْود    Gel-Filtrationستعمال طريقْة الترشْيح الهلامْياب

ْْْوز ن  أ Yadav  (2011)لاحْْْظ ،  200 ْْْات ال ْْْز المسْْْتخلص مْْْن نب ْْْي للبروتي ن الجزيئ
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LinnEuphorbia neriifolia  35.24 سْْتعمال تقنيْْة الترحيْْل الكهربْْائي اب كيلودالتْْون

Electrophoresis  بوحْْْْود المْْْْادة الماسْْْْخة وPAGE –SDS  ،  قْْْْد اشْْْْار         

,(2005) .et alKumar   عفن  ان الوزن الجزيئي لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنتج منالى

Rhizopus oryzae    ْْْْة الترحيْْْْل الكهربْْْْائي  34هْْْْو ْْْْون  بأسْْْْتعمال تقني كيلودالت

Electrophoresis   . 

 تأثير الرقم الهيدروجيني على فعالية الإنزيم وثباته   2.9.2

عنْد  نْزيمإنزيم بالرقم الهيدروجيني ، وتكون الفعالية القصوى لكْل لإتتأثر فعالية وثباتية ا     

مثل وتقْل فعاليْة الانْزيم عنْد الانحْراف لأمعين  يسمى بالرقم الهيدروجيني ا رقم هيدروجيني

إذ تعتمْد الأرقْام الهيدروجينيْة المثلْى للأنزيمْات   ( ، Kuddus , 9201)عْن هْذا الْرقم  

ْْى  ْْادة  ةعْْد   عوامْْلعل ْْة ودرجْْة الحْْرارة والم ْْوة الايوني ْْدارىء والق ْْول ال ْْة المحل ْْل طبيع مث

وقد يسبب التغير   ، زيم  وتركيز المثبطات والمنشطات للأنزيمالخاضعة وتركيز ومصدر الان

في تركيب البْروتين ممْا يْؤدي   Denaturationفي الرقم الهيدروجيني  الى حدوث مسخ  

تْْأثير علْْى ايونيْْة الاحمْْاض وللْْرقم الهيْْدروجيني  الْى التْْأثير فْْي طبيعْْة الانْْزيم وفعاليتْْة ، 

لأنْزيم  ممْا يْؤثر علْى الفعاليْة الإنزيميْة الكليْة  نتيجْة الامينية الموجودة في الموقْع الفعْال ل

لتأين مكونات وسط التفاعل مثْل تْأين معقْد الانْزيم والمْادة الخاضْعة وتْأين المْادة الخاضْعة 

 ،( Segel ,1976)فضلا  عن تأثيره الكبير في ثباتية الانزيم 

ْْزيم ان   et al Hsiao. )2014( لاحْْظ     ْْة ان ْْة فعالي ْْزثباتي ْْن  البروتي ْْتج مْْن عف المن

Rhizopus oryzae  ( فْْي حْْين إن  3.6 -3تْْراوح بْْين ) كانْْت فْْي رقْْم هيْْدروجيني ي

 et alPurushothaman.  ذكْْرو.  (3.4كْْان )الْْرقم الهيْْدروجيني الامثْْل للأنْْزيم 

 Aspergillusعفنالمنتج من الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية أنزيم البروتيز ان  (2019)

niger  2020 كما لاحظ.  ، 4كان)( .al et Ja’afaru   الرقم الهيدروجيني الامثل من أن

 da واكْد،   5كْان  Fusarium oxysporum عفْنالمنْتج مْن لفعاليْة أنْزيم البروتيْز 

2020)( .al et Silva  المنْتج مْْن الْْرقم الهيْدروجيني الامثْل لفعاليْْة أنْزيم البروتيْْز ان

 ن  أ   al etMamo. )(2020شْار أو،   5.5كْان   Rhizopus microsporusعفْن

كانْت فْي رقْم   DRDFS13Aspergillus oryzaeعفْنالمنْتج مْن ثبات فعالية الانْزيم 

الْْرقم الهيْْدروجيني الامثْْل لأنْْزيم  ن  أحْْين  ( فْْي 6.5 -4.5بْْين ) مْْا تْْراوح هيْْدروجيني ي
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مْن عزلْة البروتيز المنتج  ثباتية إنزيمإن  et al Guo.( 2021) أكد .  و  5كان   البروتيز

Penicillium sp. XT7   (، بينما أظهر أعلى 6-3تراوح بين ) في رقم هيدروجيني يكانت

إن   et al Chimbekujwo.(  2020) اشْار و ،   3نشْاط لْه عنْد الْرقم الهيْدروجيني  

   strain BCW2Aspergillus brasiliensisعفْن البروتيْز المنْتج مْن ثباتيْة إنْزيم 

  ( بينما كان الرقم الهيْدروجيني الأمثْل للأنْزيم 6 -4تراوح بين ) ي في رقم هيدروجيني كانت

ان ثبْْات فعاليْْة أنْْزيم البروتيْْز المنْْتج مْْن   et al Karray.(  2021) ذكْْر ،  و 9كْْان 

           كانْْْت فْْْي رقْْْم هيْْْدروجيني يتْْْراوح بْْْين Bacillus stearothermophilusبكتريْْْا 

al et Correia.  اشْْار ، 10ني الامثْْل كْْان ( فْْي حْْين ان الْْرقم الهيْْدروجي 11 -7) 

ْْْْة أنْْْْزيم البروتيْْْْز ن  أبْْْْ  )(2023 ْْْْرقم الهيْْْْدروجيني الامثْْْْل لفعالي ْْْْن المنْْْْتج مْْْْن ال  عف

sp. Aspergillus  ( 2023)  ولاحْظ ،  5كْْان et al.Wei    ان ثباتيْْة فعاليْة انْْزيم

 ( 5 -2ين ) تْراوح بْفي رقْم هيْدروجيني ي Aspergillus nigerعفن المنتج من  البروتيز

   .  3نزيم كان لإمثل للأوالرقم الهيدروجيني ا

 تأثير درجة الحرارة على فعالية الإنزيم وثباته   3.9.2

تؤثر درجة الحرارة في سرعة التفاعْل الإنزيمْي نتيجْة لتْأين المجْاميع الفعالْة لكْل مْن       

درجة حْرارة معينْة تسْمى  الانزيم والمادة الخاضعة ، وتكون الفعالية القصوى لكل إنزيم عند

بدرجة الحرارة المثلْى  ، ويعتمْد تْأثير درجْة الحْرارة فْي فعاليْة الإنْزيم علْى تركيْز المْادة 

الخاضعة وثباتها وطبيعة بروتين الانزيم وثباتْه والالفْة بْين الانْزيم والمْادة الخاضْعة والقْوة 

عن ان وجود بعض المواد  ، فضلا   الايونية ووجود المنشطات والمثبطات والرقم الهيدروجيني

الأخرى مع الانزيم مثل الكاربوهيدرات والبروتينات التي تعطْي حمايْة للأنْزيم وتجعلْه اكثْر 

مقاومْْة للحْْرارة ، فألانزيمْْات النقيْْة لاتسْْتطيع مقاومْْة الارتفْْاع فْْي درجْْات الحْْرارة بينمْْا 

     .   )Punekar (2018 ,نزيمات غير النقية تكون اكثر مقاومة للحرارة لإا

عفن المنتج من درجة الحرارة المثلى لأنزيم البروتيز  ن  أ et al Wei.(  2023شار ) أ      

Aspergillus niger   عند درجة حْرارة  %81م  واحتفظ الإنزيم بنشاطه بنسبة  50كانت

م وعنْدما تْم تحضْين الانْزيم  65نْزيم عنْد درجْة حْرارة لإم ، لكن لم يظهر اي نشاط ل 60

ْا، بينمْا انخفْض نشْاط  3م لمدة  50 -30رارة عند درجة ح ْا عالي  ساعات، أظهر الإنْزيم ثبات 

ْا بعْد  50الإنزيم بشكل ملحوظ إلى ما بعد  دقْائق مْن التحضْين عنْد  10م  ، وتم تعطيله تمام 

المنْتج ان درجة الحرارة المثلْى لأنْزيم البروتيْز  et al Tarek.(  2023اشار ) و ،م   60
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وان ثباتية الانزيم تكون عند مدى م   55كانت  Bacillus siamensis CSB55عفن من 

عنْد  %80واحْتفظ الإنْزيم بنشْاطه بنسْبة  ( م 80-30من درجْات الحْرارة تراوحْت بْين )

ساعات على التْوالي  4و 6و 10و 14و 16م  لمدة  80و 70و 60و 50و 40درجة حرارة 

 4م  لمْدة   90و  80ة حْرارة  عند حضْنه عنْد درجْ %50، واحتفظ الإنزيم بنشاطه بنسبة 

ان درجْة الحْرارة المثلْى لأنْزيم  et al Guo.( 2021)  لاحظو ، ساعة على التوالي   2و

درجة مئوية واحْتفظ الانْزيم  30كانت  Penicillium sp. XT7 هالبروتيز المنتج من عزل

ي بشكل درجة مئوية وانخفض نشاطه المتبق 20من الحد الأقصى للنشاط عند  %86.8بنسبة 

مْن أن درجْة الحْرارة المثلْى  et al Ao.  (2019) واكد  ، م   50ملحوظ بعد الحضن عند 

كمْا أشْار  ، م   55كانْت  Aspergillus oryzaeلأنزيم بروتيز الاسبارتك المنتج من عفْن 

(Souza et al. (2017     ْْْن ْْْن عف ْْْتج م ْْْز الحامضْْْي  المن ْْْد توصْْْيف البروتي عن

Aspergillus foetidus  ( م  وان  55) هْْيجْْة الحْْرارة المثلْْى لأنْْزيم  البروتيْْز ان در

قْْد و ،( م  60-30ثباتيْْة الانْْزيم تكْْون عنْْد مْْدى واسْْع مْْن درجْْات الحْْرارة تتْْراوح بْْين )

نزيم البروتيني لإعند دراسته تأثير درجة الحرارة على ا et al Sampaio. 2011)لاحظ )

عند مدى واسع مْن درجْات   Aspergillus clavatusالحامضي المنقى والمنتج من عفن 

(  55نزيم  البروتيْز هْو  )لإدرجة الحرارة المثلى  ن  أ( م   65-20الحرارة تراوحت بين    )

  (  م  .  60-30م  وان ثباتية الانزيم تكون عند مدى من درجات الحرارة تراوحت بين )

 الثوابت الحركية  4.9.2

( مْن Kmوثابْت ميكْالس)  (Vmax)القصْوى التي تشمل السرعة تعد الثوابت الحركية      

( بأنْْْه تركيْْْز المْْْادة Kmالقْْْيم المهمْْْة للتفْْْاعلات الإنزيميْْْة ، ، اذ يعْْْرف ثايْْْت ميكْْْالس )

الخاضعة التي تكون عندها سرعة التفاعل الانزيمي تساوي نصف السْرعة القصْوى ، وتعبْر 

الإنزيميْة  ذ ان الفعاليْةإ( عن الألفة بْين الانْزيم والمْادة الخاضْعة ، Kmقيمة ثابت ميكالس )

تكون عالية للأنزيمات التي تكون فيها قيمة ثابت ميكالس واطئة وعلى العكْس مْن ذلْك تكْون 

 (2000,الفعاليْْْة الانزيميْْْة واطئْْْة للأنزيمْْْات التْْْي تكْْْون فيهْْْا قيمْْْة ثابْْْت ميكْْْالس عاليْْْة

Copeland ) . 

المْْادة الخاضْْعة  عنْْد اسْْتعمال تراكيْْز مختلفْْة مْْن et al Wei.(  2023شْْار ) أ     

ودرجْة حْْرارة    3عنْْد رقْم هيْدروجيني لتر( غْرام /   3 - 0.2)الكْازين(  تراوحْت بْين ) 
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ْْْْة  وباسْْْْتخدام م   40 ْْْْة ) .Lineweaver-Burkطريق ْْْْت الحركي ْْْْيم الثواب         و (Km، ان ق

) (Vmax  لأنزيم البروتيز المنتج من عفن Aspergillus niger   ملغم /مْل  2.44كانت

أن قيم الثوابْت  et al Ahmadi. 2021)(ذكره  كما ، وحدة / ملغم على التوالي 54.83و 

عنْد اسْتعمال تراكيْز مختلفْة مْن المْادة  Vmaxو  Km  لأنزيم بروتيْز الاسْبارتك الحركية

، كمْْا وحْْده / مْْل علْْى التْْوالي  128ملغْْم / مْْل  و   1.017الخاضْْعة ) الكْْازين ( كانْْت  

ْْة   نا Mamo et al. (2020) أشْْار ْْت الحركي ْْز  Vmaxو  Kmالثواب ْْزيم بروتي لأن

 17.5كانْت    Aspergillus oryzae DRDFS13الاسبارتك المنقْى  المنْتج مْن عفْن 

بأن قيم  et al Song. 2020)) ولاحظوحدة / مل على التوالي .   1369ملي مولاري   و 

 Aspergillus لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنتج من عفْن Vmaxو  Kmالثوابت الحركية  

niger F0215   غْرام / مْل فْي الدقيقْة علْى التْوالي  504.8ملغم / مْل  و  3.6كانت ، 

         و (Kmان قْْيم الثوابْْت الحركيْْة  )  Purushothaman et al.  (2019)وأوضْْح 

) Vmax (سبارتك  المنتج من عفْن   لأنزيم بروتيز الإAspergillus niger   6.3كانْت 

 Ao etولاحظ   ،مايكرومول / دقيقة على التوالي  50مايكرومتر( ، و  98.52ملغم / مل )

al. (2018) عنْد اسْتعمال تراكيْز مختلفْة مْن المْادة الخاضْعة ) الكْازين (  تراوحْت بْين      

وباسْْتخدام طريقْْة  م   55ودرجْْة حْْرارة  7عنْْد رقْْم هيْْدروجيني   لتْْر( غْرام /  3 - 0.5) 

Lineweaver- Burk.   ،الثوابت الحركية   قيم ن  أKm  وVmax نزيم البروتيز المنْتج لإ

غرام  256.4103ملغم /مل  و  20.0769 كانت   Y1Aspergillus oryzae من عفن 

ان قيم الثوابْت الحركيْة   et al Souza. 2017))  كما أكد،  / مل في الدقيقة على التوالي 

Km  وVmax ْْْن ْْْتج م ْْْى  المن ْْْز الاسْْْبارتك المنق ْْْزيم بروتي ْْْن  لأن  Aspergillusعف

foetidus   ْْْي مْْْولاري و 0.81كانْْْت ْْْوالي 90مل ْْْى الت             كمْْْا اسْْْتطاع  ، وحْْْدة/مل عل

 (2015 ).et al Niyonzima ( ْْة ْْد قيمْْة الثوابْْت الحركي  )Vmax (و (Kmمْْن تحدي

ملغْْم /مْْل و  5.4وكانْْت  Aspergillus terreus grنْْزيم البروتيْْز المنْْتج مْْن عفْْن لإ

 م   50ودرجْْْة حْْْرارة    11عنْْْد رقْْْم هيْْْدروجيني   علْْْى التْْْوالي وحْْْدة لكْْْل مْْْل 12.8

 .  .Lineweaver- Burkوباستخدام طريقة 
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تأثير العناصر المعدنية والمنشطات والمثبطات علىى فعاليىة انىزيم بروتيىز  5.9.2

 الاسبارتك  

نزيم ويزيد تؤثر المركبات والايونات المعدنية على فعالية الإنزيمات ، فبعضها يرتبط بالإ     

ْْه وتسْْمى بالمنشْْطات   ْْزيم   Activatorsمْْن فعاليت ْْة الان ْْل  مْْن فعالي ْْبعض الاخْْر  يقل وال

   .Inhibitor  ( ،, 2010 .et al Usharani)وتسمى بالمثبطات 

ن تْْأثير المثبطْْات علْْى المْْادة الخاضْْعة يكْْون مْْن خْْلال ارتباطهْْا بْْالموقع الفعْْال ممْْا ا     

عمليْة تثبْيط الانْزيم تعتمْد علْى  ن  أذ إالمْادة الخاضْعة والانْزيم ، يؤدي الى تقليل الالفة بْين 

تركيْْز المثْْبط  وتركيْْز المْْادة الخاضْْعة وطبيعتهْْا وتركيْْز الإنْْزيم ومصْْدره ووقْْت التفاعْْل 

  .         ) (Panesar et al. ,2006  ودرجة الحرارة والرقم الهيدروجيني والقوة الأيونية

أن الفعالية الانزيمية لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنْتج مْن  et al Xue. )2024)  لاحظ     

ْْْن     Pepstatin Aأنخفضْْْت بوجْْْود مركْْْب    Trichoderma asperellumعف

( ملي مْولاري ، كمْا أنخفضْت الفعاليْة الانزيميْة بوجْود  0.02 , 0.01ستعمال التراكيز )ب

     سْْتعمال تركيْْزعنْْد أ  ( ملْْي مْْولاري 1عنْْد أسْْتعمال تركيْْز )  PMSFو EDTAمركْْب 

كان  Mn+2و  Cu +2ايونات  ن  ألى إ et al Song.(  2020أشار ) و   ، ( ملي مولاري 5)

 Aspergillus niger F0215لها تأثير في زيادة فعاليْة انْزيم البروتيْز المنْتج مْن عفْن  

et  Souza)ذكْر ، واستعمال الببستاتين ادى الْى تثبْيط الانْزيم بصْورة كاملْة  ان في حين

(2017 .al  من أن فعالية أنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى  المنْتج مْن عفْنAspergillus 

foetidus  أزدادت بوجود بعض ألايونات مثل النحاس والمغنسيوم والكالسيوم والزنك بفعالية

  SDS( ملْي مْولاري كمْا ارتفعْت الفعاليْة الانزيمْة بأسْتعمال مركْب 1سْتعمال تركيْز )با

( ملْْي مْولاري ، فْي حْْين أنخفضْت الفعاليْة الانزيميْْة بوجْود مركْْب   1) سْتعمال تركيْز با

Pepstatin A  وEDTA  (  2014)  كمْْا لاحْْظ، ( ملْْي مْْولاري  5سْْتعمال تركيْْز )با

Devi and HemaLatha انزيم البروتيز المنتج من بذور  ن  أبVar Cucumis melo 

agrestis  ري من مادة ملي مولا 5قد ثُبط بصورة كاملة عند حضنه معPMSF  بينما تأثر

عدم وجود  et al Hsiao. )2014)كما لاحظ  ، EDTAالانزيم قليلا  عند حضنه مع مادة  

لأنْزيم البروتيْز المنْتج مْن عفْن   EDTAملي مولاري من  10إي تأثير تثبيطي عند إضافة 

Rhizopus oryzae   حصْْل ، بينمْْا   م   35ودرجْْة حْْرارة   3.4عنْْد الْْرقم الهيْْدروجيني

، فْي حْين لْم  Pepstatin Aتثبيط عمل الانزيم بشكل كامل عنْد اسْتعمال مْادة الببسْتتاتين 
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 1أي تأثير علْى نشْاط التحلْل البروتينْي، امْا عنْد إضْافة  Ca+2ملي مولار  1يكن لإضافة 

أدت إلى تقليل نشاط الإنْزيم بشْكل  Co+2و Mn+2 و Cu+2  و  Ni+2و  Zn+2ملي مولاري 

بْأن فعاليْة أنْزيم البروتيْز المنقْى  المنْتج مْن عفْن  et al Yin. 2013)) وأشْار ،طفيْف 

Aspergillus oryzae BCRC  أزدادت بوجود بعض ألايونات مثل البوتاسيوم والكوبلت

أنخفضت الفعاليْة الانزيميْة بينما ( ملي مولاري  1والمغنسيوم والزنك عند أستعمال تركيز ) 

( ملْي  1الحديْدوز والحديْديك عنْد أسْتعمال تركيْز )بوجود أيونْات أخْرى مثْل الصْوديوم و

سْبارتك لأنْزيم بروتيْز اإنتْاج لإ al et Marcial. )(2011بهْا  وفي دراسة قام  ، مولاري

ملْي مْولاري مْن  3ظهْرت النتْائج ان اسْتعمال أذ إ ، Amylomyces rouxiiمْن فطْر  

ملْْي مْْولاري مْْن   1مال اسْْتع ن  أالا  ، %73نْْزيم بنسْْبة لإالببسْْتاتين يعمْْل علْْى تثبْْيط ا

PMSF  ملْي مْولاري  1، في حْين ان اسْتعمال  %12يعمل على تثبيط عمل الانزيم بنسبة

 .  %20يعمل على تثبيط عمل الانزيم بنسبة  EDTAمن  

 سبارتيك لأنزيم بروتيز ااتطبيقات   10.2

بيقْات الغذائيْة تعُد البروتيْزات مْن أهْم الإنزيمْات التْي تلعْب دورا  مهمْا  فْي مجْال التط     

في  تصنيع الكثير من المْواد   %75إذ استخدمت البروتيزات بنسبة  والصناعية والعلاجية ، 

مثل صناعة الجلود  والصناعات الغذائية  والمستحضرات الصيدلانية ومستحضرات التجميل، 

طعمْة ويتميز البروتيز بالقدرة على تخثر الكازين في صناعة الاجبان  وتحسْين النكهْة فْي الأ

ا في تطرية اللحوم، وخاصْة  ا بارز  وتصفية عكارة  العصائر والنبيذ ، وتلعب البروتيزات دور 

لحم البقر فهي تمتلك القدرة على تحلل بروتينات النسيج الضام بالإضافة إلى بروتينات الألياف 

 . (  al et Gimenes,2016 ;  .al et Panda. 2021, (العضلية

لعْلاج بعْض الأمْراض مثْل  فعْال يز المنتج من مصادر ميكروبية دوركذلك كان  للبروت     

تقرحْْْات الجلْْْْد والسْْْرطان ومشْْْْاكل القلْْْب واضْْْْطرابات الجهْْْاز الهضْْْْمي والالتهابْْْْات  

Chanalia et al. ,2011) ) سبارتك  في صناعة بعْض الأدويْة لأ. كما استعمل بروتيز ا

 ،( al et Craik. (2011,واء الأمريكية   التي تمت الموافقة عليها من قبل إدارة الغذاء والد

فضلا  عن ذلك استعملت البروتيْزات فْي المجْال الطبْي لمعالجْة المرضْى الْذين يعْانون مْن 

 .Souza et alاضْْطرابات الجهْْاز الهضْْمي ومعالجْْة الحساسْْية تجْْاه بعْْض الأغذيْْة 

فْال الْذين كما تستعمل البروتيزات في صناعة حليْب الأطفْال وخصوصْاُ للأط  ، ( (2015,
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al et Fleischer.  ,يعانون من حساسية الحليب لعدم قدرتهم على هضم بعض البروتينات  

ْْا   ،(  (2016 ْْواع بكتري ْْزات المنتجْْة مْْن ان ْْد البروتي ْْزات  Bacillusتعُ ْْر البروتي مْْن اكث

المسْْتخدمة فْْي المْْدابا كبْْديل عْْن المضْْافات الكيميائيْْة الخطْْرة ، إذ إن اسْْتعمال الإنزيمْْات 

كمْا كْان  ، ( Da Silva (2017 ,لة للبروتين يقلل من التلوث ويحسن من جودة الجلد المحل

أظهْرت إحْدى الدراسْات ان البروتيْز المنْتج مْن للبروتيز دورا  مهما  فْي صْناعة البيْرة فقْد 

Sphaerobacter thermophiles  كان فعالا  للغاية في إنتاج بيرة خالية من الكلوتين. اذ

يز إلى الشعير أثناء عملية التخمير مما أدى إلْى الحصْول علْى بيْرة عاليْة تمت إضافة البروت

تعتمْد صْناعة الخبْز بصْورة   ،(  al et Shetty. (2017 ,الجْودة خاليْة مْن الكلْوتين 

رئيسية  على تحلل الكلوتين من اجل تحسين جودة القمح المستخدم في تحضير العجين ، وتعُْد 

ْْْْْة مْْْْْن الان ْْْْْزات الميكروبي ْْْْْة البروتي ْْْْْوتين وتحسْْْْْين نوعي ْْْْْل الكل             زيمْْْْْات المناسْْْْْبة لتحل

ْْْْْْا ْْْْْْن بكتري ْْْْْْتج م ْْْْْْز المن ْْْْْْا ان البروتي ْْْْْْز كم ْْْْْْي صْْْْْْناعة الخب ْْْْْْة المسْْْْْْتخدمة ف                        العجين

Bacillus amyloliquefaciens  يلعْْب دورا  حيويْْا  فعْْالا  فْْي تحسْْين جْْودة العجْْين

وكمْا يعُْد التضْبب  ،(  al te Gurumallesh. (2019 ,المستخدم في صناعة البسْكويت 

احدى المشاكل الشائعة في تصنيع البيرة لأنه يؤثر على صفات المنتج النهائي ، والْذي يتكْون 

مْْْن تفاعْْْل البروتينْْْات والبوليفينْْْول المسْْْتخرج مْْْن الانسْْْجة النباتيْْْة  ، وهْْْو مكْْْون مْْْن 

( ، وتسْمى البروتينْات  % 15 -2( والبوليفينول وبنسْبة ) % 75  - 40البروتينات بنسبة )

التْْي تسْْاهم فْْي تكْْوين التضْْبب بْْالبروتيوزات الغنيْْة بالسسْْتين ، فعنْْد اضْْافة انْْزيم بروتيْْز 

الاسبارتك الى البيرة  فأنه يعمل بشكل فعال على تحلل هْذه البروتينْات ومنْع تكْوين الضْباب 

  )Lopez مرغوبْةفي البيرة المعبأة فْي القنْاني الزجاجيْة دون التْأثير علْى رغْوة البيْرة ال

Mamo and Assefa ,2018)and Edens , 2005 ;  . 

استعملت البروتيزات في انتاج المتحللات البروتينية من مخلفات الحيوانات والاسماك فْي      

ْْة  ْْى الاعْْلاف الحيواني ْْن أضْْافتها ال ْْة أذ يمك ْْة العالي ْْا الغذائي ْْز بقيمته ْْي تتمي المجْْازر ، والت

ْْات الاخْْرى لغْْرض تح ْْة والبروتين ْْة والسْْعة الرغوي ْْادة الذائبي ْْة ) زي سْْين خواصْْها الوظيفي

والثبات ( ، وبالتالي أمكانية استعمال هذه المتحللات في الكثير من التطبيقْات منهْا اسْتخدامها 

ْْة محْْددة ْْة علاجي ْْال الرضْْع، ومنتجْْات غذائي ْْة الأطف ْْي تصْْنيع أغذي ْْة  ف ، وعصْْائر الفاكه

أذ قْام  ، )uilar and Satodos Santos Ag(2018 , والمشْروبات الغازيْة وغيرهْا
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(2023( .et al Wei  بأستعمال بروتيز الاسبارتك المنتج من عفْنAspergillus niger 

  في تحلل بروتين فول الصويا . 

البروتيزات لها القدرة على تخثر بروتينات الكازين الموجودة فْي الحليْب و تصْنيع كذلك      

وبهْذا فْأن انْزيم البروتيْز المْايكروبي يحْل محْل انْزيم الجبن بعد إزالة مصل الحليب منها ، 

الرابعة للعجول الرضيعة ، إذ استعملت البروتيزات المنتجة مْن   الرنين الذي ينتج من المعدة 

 Endothia parasiticaو   Mucor micheiو   Bacillus subtilisالميكروبات مثل 

 , Aspergillus oryzae  ،, Aspergillus fumigates  Aspergillus saitoiو 

Aspergillus awamori Aspergillus niger   في انتْاج الجْبن (,  .al et Ghani

, 2021.al et Hailemichael2013 ;  (   . 

-  105Phe يتمثل دور الانزيمات لأنتاج الجبن في تحلل الاصرة الببتيدية في الموقع )      

106 Met   لتكْْوين   )para-K-casein  ا  ،بتيْْدات والب اذ يسْْتخدم انْْزيم الْْرنين  نظْْر 

لتخصصه العْالي  فْي تخثْر  الكْازين، وهْو مْا يفسْر أدائْه الاسْتثنائي فْي إنتْاج الجْبن ، ان 

عملية التخثر الانزيمي للحليب تمر بمرحلتين ، المرحلة الاولى تتمثل بْدور المنفحْة الحيوانيْة 

                بتخثْْْْْر الحليْْْْْب مْْْْْع انقسْْْْْام ) الْْْْرنين ( او  بعْْْْْض البروتيْْْْْزات الاخْْْْْرى  التْْْْْي تقْْْْْوم

K-casein   (  وتحْرر الكلايكوببتيْد  106-105في الاصْرة الببتيديْة )glycopeptide  

      ( الْْى  106(   للسلاسْْل الجانبيْْة للبْْروتين مْْن الاواصْْر ) hydrophilicالمحْْب للمْْاء )

تحلْْْل البروتينْْْات ( مْْْع  hydrophobicالكْْْاره للمْْْاء )  para-K-casein( و   169) 

(  ولكْن بنسْبة αs1-, αs2-,and β-caseins and α-lactalbuminالاخْرى مثْل )

.  امْا دور البروتيْزات  ) al et Yegin, 2004 ;  Crabbe. 2011 , (منخفضْة 

-Kالفطريْْة فْْي هْْذه المرحلْْة فأنهْْا تسْْبب تحلْْلاُ مائيْْا غيْْر محْْدد وواسْْع النطْْاق لكْْل مْْن 

casein  وpara-K-casein  قارنة بالمنفحْة الحيوانيْة ) الْرنين ( التْي يقتصْر نشْاطها م

، اما المرحلة  para-K-caseinمع تحرر الببتيدات و  K-caseinعلى التحلل المائي لـلـــ 

والكازينْات الأخْرى تحْت تْأثير  para-K-caseinالثانية تكون غيْر إنزيميْة حيْث يتجمْع 

 Mamo and Assefaإلى تكْوين الهْلام )مما يؤدي في النهاية   Ca+2 ايونات الكالسيوم

et al Amer. و  et al Abbas. )3201)وفْي دراسْة قْام بهْا كْل مْن  .(  2018,

ْْائج ان  إنتْْاج الجْْبن الأبْْيض الطْْري  باسْْتخدام البروتيْْز الفطْْري (2015)       اذ أظهْْرت النت

 Rhizomucor miehei NRRLمْل حليْب( المنْتج مْن  100مْل بروتيْز فطْري/  1)
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كان قريب جدا   من الجبن المنتج بواسطة المنفحْة الحيوانيْة  ، وأظهْر الجْبن المنْتج   2034

ْا أفضْل للنيتْروجين الْذائب ) (، والأحمْاض الدهنيْة الكليْة SNباستخدام المنفحْة الفطريْة قيم 

ْْتج بواسْْطة المنفحْْة TVFAsالمتطْْايرة ) ْْالجبن المن ْْة ب ْْان مقارن (، والتايروسْْين، والتريبتوف

علاوة على ذلك، أظهر الفحص الحسي الْذي أجْري علْى الجْبن المنْتج بالمنفحْة  الحيوانية  .

الفطرية أن الجبن المنتج كان له مظهر وملمس ناعم وطعم مرغوب أثناء التخزين البْارد لمْدة 

شْْهرين . وفْْي دراسْْة اخْْرى للمقارنْْة  بْْين منفحْْة العجْْل والمنفحْْة الميكروبيْْة المنتجْْة مْْن 

Bacillus amyloliquefaciens  ك اختلافا   كبيرا   في للإنتاج جبن الشيدر ،  لم يكن هنا

التركيب الإجمالي باستثناء الرقم الهيدروجيني مع زيادة تركيز الببتيدات في العينتين من الجبن 

أثناء فترة النضج . ومع ذلك، كانت نسبة الببتيْدات الكارهْة للمْاء اعلْى مْن الببتيْدات المحبْة 

تعمال المنفحة الحيوانية . وكان الجبن المنتج بواسطة  المنفحة الميكروبيْة  للماء في التخثر بأس

أكثر ليونة من الجبن المنتج من  المنفحْة الحيوانيْة نتيجْة للتحلْل المْائي العْالي للبْروتين ممْا 

  al etMamo. )(2020كمْا اشْار  . )al et An. 2015 ,)أدى إلْى تقليْل وقْت النضْج 

 DRDFS13    Aspergillusسبارتك مْن عفْن  لأزيم بروتيز انإفي دراسته حول انتاج 

oryzae   بأستعمال تخمرات الحالة الصْلبة ، الْى انْه يمكْن اسْتعمال انْزيم البروتيْز المنْتج

   كمصدر بديل عن المنفحة الحيوانية في انتاج الجبن . 

 سبارتك في تطرية اللحوم لأتطبيقات انزيم بروتيز ا 1.10.2

ن أهم الصفات النوعية في اللحم والتي تحدد مْدى قابليْة اللحْم للطهْي وسْهولة الطراوة م     

إن انخفْاض طْراوة اللحْوم  المضا وهي من الأهْداف المهمْة للمختصْين بصْناعة اللحْوم ، و

مْْع تقْْدم العمْْر يعْْزى الْْى  التغيْْرات الطبيعيْْة التْْي تحْْدث فْْي بروتينْْات الأنسْْجة الرابطْْة  

ْْدم العمْْرالموجْْود فْْي اللحْْم  )الكْْولاج ْْولين، والايلاسْْتين( والتْْي تتصْْلب مْْع تق         ين والرتكي

( , 2022 .al et Warner( ،   إن قوام اللحْم يعتمْد علْى الكْولاجين ونوعيتْه فْي الأنسْجة

الرابطْة وكْْذلك يعتمْد علْْى  بروتينْات اللييفْْات المسْؤولة عْْن ميكانيكيْة العضْْلة ، اذ تتكْْون 

لاجينيْة  بْين جزيئْات الكْولاجين وهمْا الْروابط العضْلية الأنسجة العضْلية مْن الْروابط الكو

والْْروابط الطوليْْة ، فعنْْدما تحتْْوي العضْْلة علْْى الْْروابط الطوليْْة بكميْْة اكبْْر مْْن الْْروابط 

حتْوت االعضلية سيكون اللحم اكثر طراوة وهذا مْا موجْود فْي الحيوانْات الصْغيرة . أمْا إذا 

كون اللحم صلبا  وهذا ما موجود في الحيوانات كبر من الروابط العضلية فيأالعضلة على نسبة 

  . (1986الطائي ،  ;Singh, 2019)الكبيرة  
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عمليْْات التطريْْة تعمْْل علْْى تحطْْيم الأنسْْجة الضْْامة والبْْروتين الليفْْي العضْْلي فْْي  ن  إ     

ْْة  ْْات الميكانيكي ْْي العملي ْْة اللحْْوم ه ا لتطري ْْر شْْيوع  ْْن الطْْرق الأكث ْْات المسْْنة ، وم الحيوان

ة والبيولوجيْْة، اذ يْْتم اسْْتخدام العمليْْات الميكانيكيْْة مثْْل طريقْْة التعليْْق، والتحفيْْز والكيميائيْْ

 .  )al et Verma., 2019)الكهربائي، والتدحرج، والطحن

تعُْْد الطْْرق الكيميائيْْة لتطريْْة اللحْْوم مْْن الطْْرق السْْريعة وقليلْْة التكلفْْة  مثْْل اسْْتعمال      

 ،بر التي يتم حقنها في الْذبائح أو أجزائهْا العميقْة المخللات ، اذ يتم استعمال المخللات مع الإ

   ومن الطرق التي اعتاد المكسْيكيون الأوائْل علْى اسْتخدامها هْي  تغليْف اللحْوم عْن طريْق

لفهْْْا بْْْأوراق البابايْْْا لتطريتهْْْا . كمْْْا تسْْْتعمل الطْْْرق البيولوجيْْْة فْْْي تطريْْْة اللحْْْوم مثْْْل  

       لأنزيمْْات اونقعهْْا لتسْْريع عمليْْة التطريْْةالإنزيمْْات ، والتْْي تْْتم عْْن طريْْق حقْْن اللحْْوم با

(, 2023 .al et Mohd, 2017 ;  .al et Zhang( . 

من أن ارتفاع نسبة الأحماض الأمينية الناتجة عن التحلل  Jahanbin( 2021) لاحظ     

البروتيني لبروتينات اللحوم انعكس بشكل كبير على زيادة عامل التايروسين / التربتوفان الذي 

ا على زيادك ( بأن حجم  1998البدر )  أشار ،ة المواد النيتروجينية الذائبة ان مؤشر 

مما يؤدي بالأنزيمات المختلفه معاملة اللحم البقري عند  سوف ينخفض المستخلص المتحرر

ان استعمال بروتيز الاسبارتك في  al et Ashie. )(2002 الى زيادة طراوة اللحوم ، وأكد

ولم يتأثر  الإنزيم سلب ا  ٪30إلى  25ر ادى الى زيادة الطراوة بنسبة تطرية لحوم الابقا

 ( ان 2005)   حسين ولاحظ ،بتراكيز الملح والفوسفات والحامض عند اضافته للحوم المتبلة 

عفن   معاملة اللحم البقري بأنزيم البروتيز المنتج من قيمة الرقم الهيدروجيني لاتنخفض عند 

tiPenicillium camember  ، 2013 وفي دراسة مقارنة قام بها)( .al et Ha  بين

البروتيز التجاري البكتيري والفطري من جهه وانزيم البابايين من جهة اخرى  واستعمالها في 

تطرية لحوم الابقار ،  اذ لاحظ ان البروتيز البكتيري كان فعالا  في التحلل المائي لمعظم 

جين، ويبدو أنه أكثر كفاءة من انزيم البابايين  في التحلل البروتينات اللييفة العضلية والكولا

المائي لبروتينات الكولاجين ، من ناحية أخرى، أظهر البروتيز الفطري خصوصية انتقائية 

تجاه البروتينات الليفية العضلية في اللحوم، كما كانت له  ألفة عالية تجاه بروتينات الكولاجين 

 سبب آثارها الخفيفة على بروتيناتة جيدة لتطرية اللحوم بوان هذه البروتيزات لديها قدر

 .اللحوم المختلفة 
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عند استعمال تراكيز مختلفة من انزيم  Omojola and Akpan )1520 (أشار      

العصيرية ودرجات القبول  و تحسن في الطراوة هناكالبروتيزفي تطرية اللحوم ، أذ كان 

  Lee et al. (2017) كما لاحظ ، بأنزيم البروتيز ةملالعام  في عينات اللحم البقري المعا

بأن نسبة الفقد بالوزن للحوم أثناء الطبخ تنخفض عند أضافة الانزيم نتيجة لزيادة الارتباط 

استعمال إمكانية  الى al et Chanalia. )(2018كما اكد  ،وبالتالي أنخفاض الفقد بالوزن 

لأداء الوظيفة   Lactobacillus plantarumسبارتك المنتج من بكتريا لأبروتيز ا

فعالية الإنزيم في شكله المنقى او  المزدوجة كاستعمالها لصحة الامعاء وتطرية اللحوم ،  وأن  

 Sun etلاحظ   ، بالاشتراك مع إنزيمات أخرى يؤدي إلى تحلل الكولاجين وتطرية اللحوم

al. (2018)  لمنتج من غفن  عند دراسته تأثير  انزيم بروتيز الاسبارتك اRhizomucor 

miehei CAU432   على لحم الخنزير من حيث نسبة الفقد بالوزن اثناء الطبخcooking 

loss    وقوة القطعshear force    وبالمقارنة مع انزيم الباباينpapain   والعينة

الطبخ ( ، وبينت النتائج عدم وجود فرق كبير في نسبة الفقد بالوزن اثناء  blankالضابطة )

بين العينة المعالجة بأنزيم بروتيز الاسبارتك وبين العينات الاخرى ، بينما كانت قوة القطع في 

قل من العينات الاخرى أنيوتن ( وهي  26.7العينة المعالجة بأنزم بروتيز الاسبارتك هي ) 

عند  et al Habtu.  )(2020 لاحظكما ، نيوتن (  27.9التي كانت قوة القطع فيها ) 

وبالتالي  يكون قليل الانخفاض في الرقم الهيدروجينيفأن عاملة اللحم البقري بأنزيم ألبروتيز م

مما يؤدي الى الحفاظ على  عن نقطة التعادل الكهربائيمبتعده قيمة الرقم الهيدروجيني  تبقى

من أن ارتفاع نسبة الأحماض الأمينية الناتجة  Jahanbin( 2021) وأكد ، طراوة اللحوم 

التحلل البروتيني لبروتينات اللحوم انعكس بشكل كبير على زيادة عامل التايروسين / عن 

ا على زيادة المواد النيتروجينية الذائبة    et Akbariذكر  وقد ،التربتوفان الذي كان مؤشر 

al., (2021 )  الى يعود أنخفاض الفقد بالوزن للحوم المعاملة بالانزيم أثناء الطبخ أن

et al.  اشاركما و ، اصل للشبكة البروتينية بين سلاسل الأكتين والمايوسينالتماسك الح

(2023) Alyounis  عند دراستهم نسبة الفقد بالوزن للحم المعامل بأنزيم البروتيز ، أذ

 انخفضت نسبة الفقد بالوزن للحم المعامل بألانزيم مقارنة بعينة اللحم غير المعامل .
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 Materials and Methods      المواد وطرائق العمل   -3

 ( 1.3الأجهزة والأدوات المستخدمة في الدراسة وكما في الجدول )  1.3

 في الدراسة المستخدمة( الاجهزة والأدوات  1.3جدول )
 الشركة المصنعة  المنشأ أسم الجهاز ت

 British Serva دالتون 14000 -12000أكيام ديلزة  1

 polymerase chain reaction USA labnet international inc  ( PCR )جهاز             2

 Electrophoresis Device    USA CBS, Scientific        هاز الترحيل الكهربا ي     ج 3

 Device  Autoclave Japan Hirayama                 جهاز التعقيم ) المؤصدة ( 4

 جهاز المطيا  الضو ي 5

    Spectrophotometer uv/visible Device        

Germany Pye Germany 

 -Device    Refrigerated centrifuge Germany Tafesa Hannover-Wجهاز النبذ المركزي المبرد  6

 Incubator Germany Binder                                                الحاضنة 7

 Shaker incubator Germany Kottermann                                حاضنة هزازة   8

 Water bath Germany GFL                                         حمام ما ي    9

 Air oven Germany Kottermann                                         فرن حراري هوا ي 10

 Vortex Brazil Fanem                                                        مازج 11

                                 مازج مغناطيسي ذو الصفيحة الساخنة 12

hot plate Magnatic stirrer                                      

Germany Heldolph MR3001 

 Freeze dryer Denmark Hetosicc                                             المجفد 13

 Light Compound Microscope Germany Ernstieitz Wetzlirgm                   مجهر ضو ي 14

15   Vacuum pump USA Platinum 
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16 pH-meter Germany EMCO 

17 Sensitive balance Germany Denver 

18 millipore filter 0.45 μm Germany Biohazard 

19 Slab gel electrophoresis USA CBS, Scientific 

20 AURA TM PCR Cabinet Italy EuroClone 

21 UV.transmission Farance Vilber lourmat 

 

 (  2 – 3ائية المستخدمة في الدراسة كما في الجدول ) يالمواد الكيم  2.3
 كيميائية المستخدمة في الدراسة ( المواد ال2 - 3جدول )                           

 الشركة المنتجة المادة ت

1 2-Mercaptoethanol BDH 

2 6X Loading dye Intron / Korea 

3 Acetic acid Gainland Chemical Company / U. K. 

4 Acrylamide Santa Cruz Biotechnology / USA 

5 Agar- Agar Himedia 

6 Agarose Conda / USA 

7 Ammonium persulfate Santa Cruz Biotechnology / USA 

8 Ammonium sulphate Thomas Baker 

9 Bis-Acrylamide Biopure / Korea 

10 Boric acid Fluka 

11 Bovine Serum Albomin (BSA) Pharmacia Fine and chemicals 

12 Calcium chloride BDH 

13 Casein BDH 

14 Chloroform BDH 

15 Cobalt chloride BDH 

16 cotton blue Pharmacia/Sweden 

17 copper dichloride BDH 

18 Copper sulfate pentahydrate BDH 
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19 Chloramphenicol BDH 

20 250 -Coomassie Brilliant Blue R Pharmacia/Sweden 

21 Dipotassium phosphate BDH 

22 DMSO  Dimethylsulfoxide  BDH 

23 Ethanol BDH 

24 Ethylene diamine tetra acetic acid ( EDTA ) BDH 

25 Folin Reagent BDH 

26 Glacial Acetic Acid BDH 

27 Glycerol Merck 

28 Glycine Santa Cruz Biotechnology / USA 

29 Hydrochloric acid Thomas baker/ India 

30 iron dichloride Merck 

31 Iron(II) sulfate heptahydrate BDH 

32 Iron(III) chloride Merck 

33 Ladder 100 bp Intron / Korea 

34 Lactic acid BDH 

35 magnesium sulfate heptahydrate Fluka 

36 Manganese dichloride BDH 

37 Manganese sulfate heptahydrate BDH 

38 Methanol Alpha Chemika / India 

39 Pepstatin MCE 

40 Peptone Himedia 

41 Potassium chloride BDH 

42 Potassium nitrate BDH 

43 Pre mix pcr Intron / Korea 

44 Primer Integrated DNA technologies /USA 

45 Protein Size Marker (Broad) Bioneer/ Korea 

46 Red safe staining souluion Intron / Korea 

47 Sephadex G – 100 Spain / Scharlau 

48 skimmed milk  powder Regilait 
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49 Sodium acetate Thomas baker/ India 

50 Sodium azide BDH 

51 Sodium carbonate BDH 

52 odium citrateS BDH 

53 Sodium Dodecyl sulphate    ( SDS) Santa Cruz Biotechnology / USA 

54 Sodium hydroxide Proanalysi/ Sweden 

55 Sodium hypochlorite BDH 

56 Sodium nitrate BDH 

57 sodium phosphate BDH 

58 Sodium sulfate Pharmacia 

59 Sodium tartrate BDH 

60 Soybean hull السوق المحلي 

61 Sulfuric acid Sigma 

62 TBE buffer 10 X Conda / USA 

63 TEMED N,N,N,N, Tetra methyl ethylene diamine Scharlauchemie S.A./SPAIN 

64 Trichloro acetic acid (TCA) BDH 

65 Tris Base Santa Cruz Biotechnology / USA 

66 Wheat bran  مطحنة ميسان / محافظة ميسان 

67 Yeast extract Himedia 

68 Zinc sulfate heptahydrate BDH 

69 chloride Zinc BDH 

70 ZR Fungal/Yeast/Bacterial DNA MiniPrep Zymo / USA 

 Raw materialsولية     لأالمواد ا 3.3

كغم من اللحم تم شرائها من المجزرة  التابعة الى كليْة الزراعْة  2ولية ألأتضمنت المواد      

 .   / جامعة البصرة 

 مصادر العزلات  4.3

  التربة 1.4.3

لبان في لأنماذج التربة من مناطق مختلفة في محافظة البصرة  )وشملت شارع ا عت  م  جُ      

كلية الزراعة ، القرنة ، الدير جامعة البصرة / العشار ، أبي الخصيب ، الزبير ، تربة حدائق 
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بحاث الهارثة ( وأخذت أ،حدائق كلية العلوم ، كرمة علي ، حدائق كلية التربية ، محطة 

سم باستخدام ملعقة معقمة ووضعت في اكياس من البولي اثيلين   5 -2نات من عمق العي

 .  )et al Baxter. ,1999(حكام ونقلت الى المختبرلأجراء عملية العزل إالمعقمة وتم غلقها ب

 

 الحبوب   2.4.3

 100عينات الحبوب من الرز والحنطة والشعير والذرة ) كل عينة تحتوي على  عت  م  جُ     

كغم من الحبوب وبشكل عشوائي ( للحصول على عينة ممثلة من  1مأخوذه من كل حبة وال

ثيلين المعقمة أكياس من البولي أسوق المحلية ، ووضعت في الأالحبوب التجارية المتوفرة في 

 . )et al Inyawilert. (2020,حكام ونقلت الى المختبر لأجراء عملية العزل  إوتم غلقها ب

 

 المحاليل  5.3

  ) % 0.1محلول الببتون المخفف  )  1.5.3

لتر ،  1غم من مادة الببتون  في كمية من الماء المقطر وأكمل الحجم الى  1بإذابة  ر  ضَ حُ      

دقيقة واسْتعمل هْذا المحلْول  15م ولمدة 121ثم عقم في جهاز المؤصدة  على درجة حرارة 

 .  (Maitig et al. ,2018)  لعمل التخافيف العشرية أثناء عملية العزل 

 

 محلول اللاكتوفينول  2.5.3

ذابْة لإمْل مْن المْاء المقطْر  20سْتعمال اب Mcginnis (2012)حضر حسْب طريقْة      

مل من حامض اللاكتيْك  20وأضيف إليها مع المزج    cotton blueغم من صبغة  0.05

ي عمليْْة مْْل مْْن الكليسْْرول ، أسْْتعمل هْْذا المحلْْول فْْ 40غْْم مْْن الفينْْول البلْْوري و 20و

 تصبيا المستعمرات .  

 مونيا لأمحلول ا  3.5.3

مْل مْن  25وذلْك بأخْذ   Saito and Machida )  ( 1999حسْب مابينْه  ر  ضَْحُ     

ْْز   ْْوم ) تركي ْْول هيدروكسْْيد الاموني ْْه  %96محل ْْاء المقطْْر  75( وأضْْيف الي مْْل مْْن الم

 على انتاج الافلاتوكسين . . اذ استعمل لأختبار قابلية الاعفان  % 25ليصبح تركيز المحلول 
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 ( pH  5 ) مولاري   0.2محلول دارىء فوسفات البوتاسيوم    4.5.3

فْي   4HPO2Kغْم مْن   6.292و     4PO2KH   غْم مْن 12.864مْن أذابْة  ر  ضَ حُ     

الهيْدروجيني بأسْتعمال رقمه  عدلمن ثم ومل  600لى إكمية من الماء المقطر وأكمل الحجم 

 مولاري .  0.1بتركيز وهيدروكسيد الصوديوم  وكلوريكيدرمحلول حامض اله

 %0.5تركيز المحلول الملحي   5.5.3

غْم مْن MgSO4 . 7H2O    ،1غْم مْن  0.5و   KNO3غْم مْن  2بإذابْة  ر  ضَْحُ      

HPO4 2K    ،0.439  غم منZnSO4.7H2O  ،1.116  غْم مْنFeSO4.7H2O 

لمقطْْْر مْْْع ضْْْبط الْْْْرقم فْْْي لتْْْر مْْْن المْْْاء ا  MnSO4.7H20غْْْم   مْْْن  0.203، 

، استعمل هذا المحلول في عملية الترطيب  (Usman et al.,2021)   5الهيدروجيني عند 

  اثناء التخمرات الصلبة . 

 (  pH 3مولاري   )  0.2محلول دارىء السترات  6.5.3

غْم مْن خْلات الصْوديوم فْي المْاء المقطْر  9.12ذابْة إمحلول دارىء السترات ب ر  ضَ حُ         

مْل بالمْاء  250غم من حامض السْتريك ثْم اكمْل الحجْم الْى  0.64ك اضيف  اليه  وبعد ذل

ْْْدروكلوريالمقطْْْر   ْْْامض الهي ْْْول ح ْْْتعمال محل ْْْدروجيني بأس ْْْه الهي ْْْدل رقم ْْْم ع ْْْن ث  كوم

 . مولاري 0.1وهيدروكسيد الصوديوم بتركيز 

 

 (  pH 4مولاري   )  0.2محلول دارىء السترات  7.5.3    

يف ضُْأغم من خلات الصوديوم في كمية من الماء المقطر وبعد ذلْك  6.72ذابة إب ر  ضَ حُ         

ومْن ثْم   مْل بالمْاء المقطْر 250غم من حْامض السْتريك ثْم اكمْل الحجْم الْى  3.87ليه  إ

وهيدروكسْْيد الصْْوديوم  كعْْدل رقمْْه الهيْْدروجيني بأسْْتعمال محلْْول حْْامض الهيْْدروكلوري

 . مولاري 0.1بتركيز 

  ( pH 5)مولاري    0.2لات محلول دارئ الخ 8.5.3

غْْم مْْن خْْلات الصْْوديوم المائيْْة فْْي المْْاء  2.38محلْْول دارىء الخْْلات بإذابْْة  ر  ضَْْحُ      

مْل  250الحجْم الْى غْم مْن حْامض الخليْك ثْم اكمْل  1.95المقطر وبعد ذلك أضيف إليْه  
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 كومْْن ثْْم عْْدل رقمْْه الهيْْدروجيني بأسْْتعمال محلْْول حْْامض الهيْْدروكلوري بالمْْاء المقطْْر

 . مولاري 0.1وهيدروكسيد الصوديوم بتركيز 

 ( pH  6 ) مولاري   0.2محلول دارىء فوسفات الصوديوم  9.5.3

 5.225ووزن  4PO2(KH (غْم مْن   23.13المحلول الدارىء حيث تم وزن   ر  ضَ حُ          

ومْن ثْم عْدل رقمْه الهيْدروجيني  واذابتها في لتر من المْاء المقطْر  4H PO2(Kغم من  ) 

 . مولاري 0.1أستعمال محلول حامض الهيدروكلوريك وهيدروكسيد الصوديوم بتركيز ب

 ( pH  7 ) مولاري   0.2محلول دارئ فوسفات الصوديوم  10.5.3

غم 13.58ووزن  4PO2(KH (غم من   16.6المحلول الدارىء حيث تم وزن   ر  ضَ حُ          

ومْْن ثْْم عْْدل رقمْْه الهيْْدروجيني واذابتهْْا فْْي لتْْر مْْن المْْاء المقطْْر   4H PO2(Kمْْن ) 

 . مولاري 0.1بأستعمال محلول حامض الهيدروكلوريك وهيدروكسيد الصوديوم بتركيز 

  pH 3 )) مولاري(0.05)حامض الهيدروكلوريك -دارىءالكلايسين محلول11.5.3

( غْْم مْْن الكلايسْْين فْْي المْْاء المقطْْر  3.023ذابْْة )إالمحلْْول الْْدارىء  وذلْْك ب ر  ضَْْحُ         

ومن ثم عدل  لتر 1( مل من حامض الهيدروكلوريك ثم اكمل الحجم  الى 0.826أضيف له )و

وهيدروكسْيد الصْوديوم بتركيْز  كرقمه الهيدروجيني بأستعمال محلول حامض الهيْدروكلوري

 . مولاري 0.1

 ( pH 4مولاري   )  0.1محلول دارىء السترات  12.5.3

غم من سترات الصوديوم فْي المْاء المقطْر  3.43ابة محلول دارىء السترات بأذ ر  ضَ حُ          

مْل بالمْاء  250غم مْن حْامض السْتريك ثْم اكمْل الحجْم الْى  1.83وبعد ذلك اضيف اليه  

 كومْْْن ثْْْم عْْْْدل رقمْْْه الهيْْْدروجيني بأسْْْْتعمال محلْْْول حْْْامض الهيْْْْدروكلوريالمقطْْْر 

 . مولاري 0.1وهيدروكسيد الصوديوم بتركيز 

 ( pH 5مولاري   )  0.1ت محلول دارىء السترا 13.5.3

غم من سْترات الصْوديوم فْي المْاء المقطْر 1.44ذابة إمحلول دارىء السترات ب ر  ضَ حُ          

مْل بالمْاء  250غْم مْن حْامض السْتريك ثْم اكمْل الحجْم الْى  4.5وبعد ذلْك اضْيف اليْه  

 كومْْْن ثْْْم عْْْْدل رقمْْْه الهيْْْدروجيني بأسْْْْتعمال محلْْْول حْْْامض الهيْْْْدروكلوري المقطْْْر

   . مولاري 0.1روكسيد الصوديوم بتركيز وهيد
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   ( pH 6 )مولاري    0.1محلول دارئ فوسفات البوتاسيوم   14.5.3

غم من                     0.87ووزن  4PO2(KH (غم من  2.7المحلول الدارىء حيث تم وزن   ر  ضَ حُ          

 (4H PO2(K   رقمْه الهيْدروجيني  ومْن ثْم عْدل مْل  مْن المْاء المقطْر 250واذابتهْا فْي

 . مولاري 0.1وهيدروكسيد الصوديوم بتركيز  كبأستعمال محلول حامض الهيدروكلوري

  

   ( pH 7 )مولاري    0.1محلول دارئ فوسفات البوتاسيوم  15.5.3

غْم  3.04ووزن  4PO2(KH (غم من   1.02المحلول الدارىء حيث تم وزن   ر  ضَ حُ          

ومن ثم عدل رقمْه الهيْدروجيني  مل  من الماء المقطر 250في  ذابتهاإو  4H PO2(Kمن ) 

 . مولاري 0.1وهيدروكسيد الصوديوم بتركيز  يدروكلوريكبأستعمال محلول حامض اله

  

   ( pH 8 )مولاري    0.1محلول دارئ فوسفات البوتاسيوم  16.5.3

غم   3.61زن وو 4PO2(KH (غم من   0.34المحلول الدارىء حيث تم وزن   ر  ضَ حُ      

ومن ثم عدل رقمْه الهيْدروجيني  مل  من الماء المقطر 250بتها في واذا  4H PO2(Kمن ) 

 . مولاري 0.1بأستعمال محلول حامض الهيدروكلوريك وهيدروكسيد الصوديوم بتركيز 

 (  ملي مولاري5تحضير محلول الببستاتين تركيز )   17.5.3

الامريكيْْة وذلْْك  MCEب تعليمْْات الشْْركة المنتجْْة أنيْْا  حسْْ محلْْول الببسْْتاتين ر  ضَْْحُ      

  . DMSOمل من  0.5832ملغم من الببستاتين في  2ذابة إب

 (  ملي مولاري1تحضير محلول الببستاتين تركيز )   18.5.3

الامريكيْْة وذلْْك  MCEأنيْْا  حسْْب تعليمْْات الشْْركة المنتجْْة  محلْْول الببسْْتاتين ر  ضَْْحُ      

  . DMSOمل من   2.916ين في ملغم من الببستات 2ذابة إب

  Tris – Borate EDTA 1x   ( TBE ) محلول منظم  19.5.3

 ethylene diamineغم من  20و  Tris- baseغم من  54المحلول بأذابة   ر  ضَ حُ      

tetra acetic acid  27.5  مل من الماء المقطر وأكمل  100غم من حامض البوريك في
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مل ووضع في دورق حجمي ثم  100المقطر ، ثم سحب منه  مل من الماء 1000الحجم الى 

  1xتركيْزه    ( TBE )مْل للحصْول علْى محلْول   500أكمْل الحجْم بالمْاء المقطْر الْى 

م   121دقيقْْْة وعلْْْى درجْْْة حْْْرارة  15وبعْْْد ذلْْْك عقْْْم المحلْْْول بجهْْْاز المؤصْْْدة لمْْْدة 

Sambrook and Russell,2006)  م الاكْاروز  ( أستعمل هذا المحلول في تحضير هلا

 . DNAوكمحلول في الترحيل الكهربائي للكشف عن 

  الزراعية الأوساط  6.3

   Potato Dextrose Agar  البطاطا الصلب–وسط  دكستروز 1.6.3

غم في لتر من المْاء  39حسب تعليمات الشركة المجهزة بأذابة    (PDA)حضر الوسط      

، اسْْتعمل هْْذا الوسْْط فْْي عْْزل وتنقيْْة  5.2المقطْْر ، مْْع ضْْبط الْْرقم الهيْْدروجيني عنْْد  

 عفان  . لأا

 وسط الإنتاج الإنزيمي  2.6.3

مْل مْن  10غم من حليْب الفْرز و 2غم من نخالة الحنطة و10هذا الوسط بخلط   ر  ضَ حُ      

م  ولمدة  121( ومن ثم التعقيم على درجة حرارة  5.5.3المحلول الملحي المبين في الفقرة ) 

 .  Autoclave (Usman et al. ,2021)م جهاز المؤصدة  ستخداادقيقة ب 15

 ( Skim Milk Agar  , SMAوسط حليب الفرز الصلب ) 3.6.3

 200غم من حليب الفرز في كمية من الماء المقطر وأكمل الحجم إلْى   20بإذابة  ر  ضَ حُ      

الماء المقطر مل من  200غم من الاكار واذابته في  20مل من الماء المقطر ، ومن ثم وزن  

(  . 4.5.3مْْل مْْن محلْْول دارىء فوسْْفات البوتاسْْيوم المبْْين فْْي الفقْْرة )  600، وحضْْر 

م 121وعقمت جميع مكونات الوسط الثلاثة بشْكل منفصْل فْي المؤصْدة علْى درجْة حْرارة 

دقيقة ومن ثم خلطها بعد ذلك فْي كابينْة الْزرع وتحْت ظْروف معقمْة ، واسْتعمل  15ولمدة 

 .    (Usman et al. ,2021)لية الغربلة الأولية للأعفان المعزولة   هذا الوسط في عم

  Coconut Extract Agarوسط خلاصة جوز الهند الصلب   4.6.3

بأضْافة  Saito and Machida (1999)أسْتنادا  الْى طريقْة  (CEA) وسْط ر  ضَْحُ      

هْا بْالخلاط غْم مْن مبْروو جْوز الهنْد وخلط100مل مْن المْاء المقطْر السْاخن الْى  300

الكهربائي ثم رشح المحلول خلال قطعة مْن قمْاو الملمْل واكمْل الراشْح بالمْاء المقطْر الْى 
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مْْن الاكْْار بعْْد ذلْْك اضْْيف المضْْاد الحيْْوي الكلورامفينيكْْول  % 1.5مْْل ، واضْْيف  300

Chloramphenicol  ملغم / لتر ، وأستعمل الوسْط فْي الكشْف عْن السْموم  250بتركيز

 .الفطرية 

                                     مستخلص الخميرة الصلب –سط زابك و 5.6.3

                        Czapek Yeast extract Agar(CYA) 

مل  10والذي يتكون من  Klich (2002)هذا الوسط حسب الطريقة التي ذكرها  ر  ضَ حُ      

غم  0.1و    NaNO3غم  30و    KClغم  5 ذابة إمحلول زابك المركز ) حضر ب

FeSO4.7H2O   غم   0.1وZnSO4.7H2O    غم   0.05وCuSO4.5H2O   و

غم    30و    K2HPO4غم  1مل من الماء المقطر ( و 100في   MgSO4.7H2Oغم   5

عدل  لتر من الماء المقطر ،  1غم  مستخلص الخميرة  في  5غم  أكار و  15سكروز و 

 مل هذا الوسط في تشخيص نوع العزلة .استع( ،  6.7الرقم الهيدروجيني عند ) 

 

  Malt Extract Agar  (MEA)وسط خلاصة المالت الصلب    6.6.3

غم  ببتون  1ذابة  إوذلك ب Klich (2002)هذا الوسط حسب الطريقة التي ذكرها  ر  ضَ حُ      

لتر  1غم أكار وأكمل الحجم الى  20غم  مستخلص المالت و  20غم كلوكوز و  20و 

  ،  استعمل هذا الوسط في تشخيص نوع العزلة  .  5.6رقم الهيدروجيني للوسط عند وعدل ال
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 العزل من مصادر مختلفة

 الحبوب 
التربة من مناطق اذج نم

صرةمختلفة في محافظة الب رةالرز  ، الحنطة  ،  الشعير   ، الذ   
 تنقية العزلات

س التشخيص على مستوى الجن  

 الغربلة الثانوية 

 تشخيص نوع العزلة 

 الغربلة الأولية 

ي التشخيص الجزيئ  

 تحديد الظروف المثلى لأنتاج الانزيم 

 الترسيب  

 الديلزة  ) التنافذ الغشائي (

 

 أفضل و ط  -1

 أفضل نسبة تر يب  -2

 م هيدرويينيأفضل رق -3

 أفضل ميلفل ا نخ    -4

 أفضل حجم لقاح  -5

 أفضل مصدر ناانروييني  -6

 أفضل مدة حض   -7

 أفضل درية حرارة   -8

وم الترسيب بكبريتات الاموني الترسيب بالكحول   

 تنقية الانزيم  

   الكشف عن الافلاتوكسين
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  للدراسة الحالية  العمل ا قر ( مخطط  ط 1 – 3شكل )                        

لامي   يح الهتنقية الانزيم بأستعمال تقنية الترش  

ائي تحديد نقاوة الانزيم بأستعمال جهاز الترحيل الكهرب  

 توصيف الانزيم 

تعمال جهاز التجفيدالتركيز بأس  
 تقدارالفلإن الجزالي  -1

 الرقم الهيدروييني الامثل  -2

الرقم الهيدروييني لثبات  -3

  الانزام 

 درية اليرارة المثلى  -4

  درية اليرارة لثبات الانزام -5

تأثير بعر الام ح  -6

 والمثبطات 

 تقدار  اقة الننشيط  -7

 تعيي  الثفابت اليركية  -8

 استعمال الإنزيم المنقى جزئياً في تطرية اللحوم 

 الفحوصات الحسية  الاختبارات النوعية 

 محتوى

  الرطوبة
حجم السائل 

المستخلص 

 المتحرر 

الدالة 

 الحامضية 

 رتقدي

 النتروجين
نسبة الفقد 

بالوزن اثناء 

 الطبخ 

قدير معامل ت

التيروسين / 

 التربتوفان 

قابلية 

حمل 

 الماء 

معامل 

التيروسين  / 

ي تربتوفان الكل  

النتروجين 

ني البروتيغير

 الذائب

 النتروجين

  البروتيني

 الذائب

النتروجين 

  الكلي الذائب

ن معامل التيروسي

ر / تربتوفان  غي 

بروتينيأل  

/   معامل التيروسين

يني تربتوفان ألبروت  
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 Isolationالعزل    7.3

 عزل الفطريات من التربة  1.7.3

مل من مْاء الببتْون المعقْم  90غم من كل نموذج من نماذج التربة وأضيف الى  10خذ ا     

مل من  1واخذ  دقيقة 20لمدة  مل رجت بشكل جيد لغرض التجانس 200في اسطوانة سعة  

مْل ومنْه  10نبْوب اختبْار سْعة أمل من ماء الببتون المعقْم فْي  9الى عالق التربة وأضيف 

مْل مْن كْل  0.1، بعْدها نقْل   10-5 جريْت تخْافيف عشْرية متسلسْلة لنمْاذج التربْة لغايْةأ

    وسْط دكسْتروز البطاطْا الصْلب  علْىL- shap ونشْر بأسْتخدام الناشْر الزجْاجي تخفيْف 

( Potato Dextrose Agar ) والمضْاف لْه المضْاد الحيْوي  ( 1.6.3) المبين في فقْرة

Chloramphenicol   وحضْنت  مْل لكْل طبْق ( 20وبمعدل )  غرام / لتر 0.05بتركيز

 . (Usman et al., 2021)يام أ 7-5م ( لمدة  30 – 28)  عند درجة حرارة 

 

 عزل الفطريات من الحبوب   2.7.3

 (  ) طريقة الزرع المباشرعزل الفطريات من سطح الحبوب  -1

مْرات( وجففْت  3-2بالمْاء المقطْر المعقْم)  حبة من كْل عينْة ( 100)  غسلت الحبوب     

( حبة بواسطة ملقط معقم لكْل طبْق بتْري 12-8بأوراق ترشيح معقمة بعدها نقلت  الحبوب )

بتركيز   Chloramphenicolوالحاوي على المضاد الحيوي ( PDAالمحتوي على وسط )

ضْنت الاطبْاق فْي ملم ( ، وحُ  10-8)   مسافة بين حبة وأخرى وتركت، غرام / لتر  0.05

 ايام .  7-5لمدة   م   28 - 25الحاضنة عند درجة حرارة 

 ) طريقة الغسل السطحي (عزل الفطريات من داخل الحبوب  -2

ْْت الصْْوديوم       ْْول هيبوكلوراي ْْوب فْْي محل ْْز   NaClOنقعْْت الحب ( ولمْْدة  %1) تركي

مرات وجففت بأوراق ترشيح معقمة  3-2حبوب بالماء المقطر المعقم دقيقتين ومن ثم غسلت ال

حبة لكل طبق( بواسطة ملقط معقم الى أطبْاق بتْري حاويْة علْى  12-8بعدها نقلت الحبوب )

وتركْْت مسْْافة بْْين  Chloramphenicolالمضْْاف لْْه المضْْاد الحيْْوي (  PDAوسْْط ) 

 م   28 - 25ة عند درجة حْرارة ملم ( ، وحضنت الاطباق في الحاضن 10-8حبة وأخرى  ) 

 . ) 2021et al.Umbrey, )   ايام 7-5لمدة 
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 Purification of Isolatesتنقية العزلات     8.3

ْْة بواسْْطة        ْْان النامي ْْن مسْْتعمرات الأعف ْْل جْْزء م ْْم نق ْْا ت ْْات ونموه ْْد عْْزل الفطري بع

Needle  الْى نفْس الوسْط وتحْت ظْروف معقمْة)  ( PDA  وكْررت  ، تنقيتهْا لغْرض

 . (Usman et al., 2021)العملية عدة مرات لحين الحصول على عزلات نقية 

 

 حفظ العزلات  9.3

المحضْر بشْكل  PDA ) (أجريت عمليْة حفْظ العْزلات النقيْة بعْد تنميتهْا علْى وسْط       

ايْْام ثْْم حفظْْت فْْي  7-5م ( لمْْدة  30 – 28وحضْْنت عنْْد درجْْة حْْرارة  )  Slantمائْْل 

 .  (Usman et al., 2021)م   4جة على درجة حرارة الثلا

 تشخيص العزلات على مستوى الجنس   10.3

عنْْد  PDAوذلْْك بتنميتهْْا علْْى وسْْط أجريْْت عمليْْة تشْْخيص جْْنس العْْزلات المحليْْة      

 Pitt and Hockingوحسب المفاتيح التصنيفية المبينة في أيام  6م  لمدة  30درجة حرارة 

(2009)   (2005) .let a Hoog de , (2012) Mcginnis  وذلْك مْن خْلال دراسْة

ْْي تضْْمنت  ْْة الت ْْزل الفطْْري وشْْكل المسْْتعمرات فضْْلا  عْْن الفحوصْْات المظهري ْْون الغ ل

اجية وبأستعمال المجهر الضوئي المركب عن طريق تحضير شرائح زجالفحوصات المجهرية 

لفحْص (  2.5.3)   المبْين فْي فقْرة ( Lactophenol )وبأسْتخدام محلْول أللاكتوفينْول 

  أشكال الكونيديات ولونها . 

 

 Primary screeningالغربلة الأولية      11.3

  Usman et al. ( 2021 )  أجريت عمليْة غربلْة أوليْة حسْب الطريقْة التْي ذكرهْا     

 Skim( SMAلمعرفة الاعفان  التي لها القدرة علْى انتْاج الانْزيم بأسْتعمال وسْط )  وذلك

Milk Agar  ( 3.6.3المبين في الفقرة ) أذ لقْح الوسْط بمسْتعرات الاعفْان  بعد تنشيطها  ،

وذلك بنقل قرص واحد مْن كْل عزلْة الْى وسْط حليْب الفْرز ايام  5المنشطة بعمر المعزولة 

ملْم وحضْنت عنْد درجْة  5بقطْر    (Cork borer)الصْلب بواسْطة الثاقْب الفلينْي المعقْم

لْك تْم فحْص الاطبْاق  وملاحظْة مْدى امكانيْة الاعفْان ساعة . بعْد ذ 48م  لمدة  30حرارة 

 ٪10على أنتْاج الانْزيم مْن خْلال الهْالات المتكونْة حْول المسْتعمرات عنْدغمرها بمحلْول 



 Materials and Methods                                             العمل  المواد وطرائق

53   

 relative enzyme) ( . ثم قدر نشاط الإنزيم النسْبيTCAثلاثي كلورو حامض الخليك )

activity , REA )  :بأستعمال المعادلة التالية 

 

REA =  
CZD

CD
 

 :  ن  أحيث 

CZD: clear zone diameter.            ) قطر منطقة الهالة ) ملم 

CD   : colony diameter .  ملم (                  المستعمرةقطر(  

 

 Inoculumn Preparationتحضير اللقاح          12.3

ْْحُ        ْْاح بإضْْافة  ر  ضَ ْْزلات الم 10اللق ْْاء المقطْْر الْْى الع ْْن الم ْْى وسْْطمْْل م     نشْْطة عل

PDA   ( Potato Dextrose Agar )  المائْلSlant  أيْام عنْد  5بعْد الحضْن لمْدة

وأجري لها تحريك بواسطة لوب معقم للحصول على المعلق البوغي ومن  م   30درجة حرارة 

تْْم حسْاب عْْدد الابْْواغ (  . Usman et al., 2021)ثْم نقلْْه الْى انبوبْْة معقمْة فارغْْة 

Haemocytometer  (Gopalakrishnan, 2022   )يحة  بواسْْْْطة اسْْْْتخدام شْْْْر

 بوغ / مل ( . 610× 1)   والتخفيف بالماء المقطر إذ احتوى العالق على

 Secondary screeningالغربلة الثانوية           13.3

مْْل  250دوارق حجميْة سْعة  سْتعمالاوذلْك مْن خْلال جريْت عمليْة الغربلْة الثانويْة أ     

مل من  1( المعقم ولقحت بمقدار  2.6.3نزيمي المبين في الفقرة )لإنتاج الإوضع فيها وسط ا

  ;أيْام  7( م  لمْدة 30بْوغ / مْل(  والحضْن عنْد درجْة حْرارة ) 610× 1المعلق البوغي )

Usman et al. , 2021) ( Chimbekujwo et al. ,2020  . 

 Enzyme extraction      الانزيم أستخلاص 14.3

مْل مْن   1مْل مْن المْاء المقطْر ) مضْاف لْه  100اء عملية التخمْر ، اضْيف بعد انته      

Tween 80  م  لمْدة  30ثم وضعت في الحاضنة الهْزازة علْى درجْة حْرارة  دورق(  لكل
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دورة / دقيقة   بعدها رشح خلال قطعْة قمْاو مْن الملمْل  150ساعة واحدة وبسرعة دوران 

 10لمْدة دورة / دقيقة  (5000)للراشح بسرعة   ومن ثم اجريت عملية النبذ المركزي المبرد

، وأستعمل الراشح كمحلول أنزيمي خام  مايكرون  0.45ثم رشح بواسطة ملي بورفلتر دقائق 

( Chimbekujwo et al. ,2020 )  .  

          

  )التحللية والتخثرية( تقدير فعالية الانزيم 15.3

Enzyme Activity Determination 

 ر الفعالية التحللية تقدي 1.15.3

 وكمايأتي : Hsiao et al. ( 2014 )  قدرت فعالية الإنزيم حسب الطريقة التي ذكرها 

 تحضير المحاليل  1.1.15.3

  . (pH=3.4)مولاري HCl  0.05 محلول دارئ الكلايسين _   -1

مل  من المْاء المقطْر  700  في من الكلايسينغم  3.002ذابة إالمحلول الدارئ ب ر  ضَ حُ                   

لتر  1جم الى الهيدروكلوريك المركز وبعدها اكمل الح مل من حامض 0.883ثم اضُيفت اليه 

 بالماء المقطر.

  (  % 2محلول الكازين   )  -2

       غْم مْن الكْازين فْي كميْة مْن المْاء المقطْر وأكمْل الحجْم الْى 2المحلول بأذابْة  ر  ضَ حُ      

 مل  . 100

 trichloroacetic acid    (10% )        (TCA)محلول   -3

فْي كميْة مْن   trichloroacetic acid   (TCA)غْم مْن 10المحلْول بأذابْة  ر  ضَْحُ           

 مل .  100الماء المقطر وأكمل الحجم الى 

 طريقة العمل   2.1.15.3

( 1ول رقم )ميكرولتر من محل 190( وأضُيف اليه 2ميكرولتر من محلول رقم ) 50أخُذ      

دقيقْْة وبعْْد ذلْْك أوقْْف  30م  لمْْدة  35ميكرولتْْر مْْن الانْْزيم وحضْْن بدرجْْة حْْرارة  10و 

أما عينة البلانك فحضْرت (  ،  3محلول رقم )  (TCA)ميكرولتر من  250التفاعل بإضافة 

الإنْزيم والحضْن عنْد  ثْم أضْيف  (TCA)بمزج جميع المكونات أعلاه مع محلول التوقف الـ

ْْدة  35درجْْة حْْرارة  ْْرد 30م  لم ْْذ المركْْزي المب ْْة النب ْْت عملي ْْدها أجري ْْة ، بع  م  ( 4) دقيق



 Materials and Methods                                             العمل  المواد وطرائق

55   

ْْْة  ( 12000بسْْْرعة دوران ) ْْْائق وقيسْْْت الامتصاصْْْية للراشْْْح  10لمْْْدة  دورة / دقيق دق

  280عنْْْد طْْْول مْْْوجي   Spectrophotometerبأسْْْتعمال جهْْْاز المطيْْْاف الضْْْوئي  

فْي الامتصاصْية  انخفْاضزيم التْي تسْبب نانومتر .وعرفْت الفعاليْة التحلليْة بأنهْا كميْة الإنْ

 نانومتر تحت ظروف التفاعل .    280عند طول موجي  0.001مقدارها 

 

 تقدير الفعالية التخثرية  2.15.3

          الموصْوفة مْن قبْل   Arima et al. (1970)قْدرت الفعاليْة التخثريْة  حسْب طريقْة      

(2020et al . ,(  Mamo   : وكما يأتي 

 المحاليل المستعملة  1.2.15.3

 عياري 2CaCl (0.01  )محلول كلوريد الكالسيوم   -1

 (  %10محلول حليب الفرز المسترجع )  -2

 ( .  1مل من محلول رقم ) 100في غم حليب فرز مجفف  10حضر بأذابة 

 طريقة العمل   2.2.15.3

مل ، وحضن في حمام  10ختبار سعة امل من محلول الحليب الى أنبوبة  5تضمنت نقل       

مل من مستخلص الانزيم الخْام ومْزج  0.5دقائق ثم أضيف اليه  10م  لمدة  35مائي بدرجة 

       . اعيْْْدت الانبوبْْْة الْْْى الحمْْْام المْْْائي مْْْع أسْْْتمرار تحريكْْْه بصْْْورة  يثْْْوان 5جيْْْدا  لمْْْدة 

    الخثْرة  حسب زمْن التخثْر بْالثواني مْن لحظْة إضْافة الإنْزيم لحْين ظهْورثم دائرية وهادئة 

على شكل طبقة تغطي السطح الْداخلي للأنبوبْة وقْدرت الفعاليْة التخثريْة علْى وفْق المعادلْة 

 -الاتية  :

 

الفعالية التخثرية ) وحدة / مل (  = 
   S × 2400  

 E  × T  
   

 حيث ان : 

S   حجم الحليب = 

 E حجم الانزيم =   

T   زمن تخثر الحليب بالثواني = 
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مْل مْن محلْول يحتْوي  1نْزيم اللازمْة لتخثْر لإة الفعالية التخثريْة بانهْا كميْة أوعرفت وحد

م   35مولاري كلوريد الكالسيوم عند درجة حرارة  0.01غم من مسحوق الحليب و 0.1على 

 دقيقة .   40خلال 

 

 تقدير تركيز البروتين16.3

    Determination of protein concentration 

   Lowry et al. (1951)لبروتين استعملت طريقة لتقدير تركيز ا    

 المحاليل المستعملة  1.16.3

 (% 2محلول كاربونات الصوديوم تركيز) 1.1.16.3

        في كمية من محلول هيدروكسيد الصوديوم غم من كاربونات الصوديوم 2ذابة إب ر  ضَ حُ      

 .   المحلول مل من نفس 100وأكمل الحجم الى   3CO2Na( مولاري   0.1) 

 % 2محلول  ترترات الصوديوم تركيز  2.1.16.3

غم من ترترات الصوديوم  2هذا المحلول بأستعمال كمية من الماء المقطر لإذابة  ر  ضَ حُ      

6O4H4C2Na   مل .   100في دورق زجاجي بعد ذلك أكمل الحجم الى 

 % 1محلول كبريتات النحاس تركيز  3.1.16.3

كبريتات النحاس غم من  1لمحلول بأستعمال كمية من الماء المقطر لأذابة هذا ا ر  ض  حُ      

O2.5H4CuSO   مل .   100في دورق زجاجي بعد ذلك أكمل الحجم الى 

( بحيث  3.1.16.3و)  (  2.1.16.3خلط  المحلولين المبينين في الفقرة )   4.1.16.3

   يكون تحضيره انياً وبنسب متساوية

( بحيث 4.1.16.3( و)1.1.16.3محلولين المبينين في الفقرة )خلط  ال   5.1.16.3

  ( 50: 1يكون تحضيره انياً وبنسبة ) 
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 البريطانية. (BDH)المجهز من شركة  Folin reagentكاشف فولن   6.1.16.3

 مايكروغرام / مل . 125محلول البروتين القياسي  بتركيز  7.1.16.3

 Bovineغم من  0.0125ذابة  لإة من الماء المقطر هذا المحلول بأستعمال كمي ر  ضَ حُ      

Serum Albumin (BSA)   مل . 100في دورق حجمي وبعدها أكمل الحجم إلى   

 Bovine Serum Albuminالمنحنى القياسي لبروتين المصل البقري  2.16.3

 ( الموضْح  BSAوضع في انابيب اختبار حجوم مختلفة من محلْول البْروتين القياسْي )     

( . بعْدها 3 -3مْل كمْا فْي الجْدول  )  1( ومن ثم اكمل الحجْم الْى  7.1.16.3في الفقرة )

دقْائق  10( لكل انبوبة بعد الرج وتركت الانابيب لمْدة 5.1.14.2مل من محلول ) 4أضيف 

(  لكْل 6.1.16.3مل من محلول ) كاشف فولن ( الموضْح فْي الفقْرة ) 0.4ومن ثم نضيف 

دقيقْة بعْدها تْم قْراءة الامتصاصْية بواسْطة جهْاز الطيْف  30لمْدة  انبوبة وتركْت الانابيْب

 نانومتر   .  600الضوئي على طول موجي 

 

 Bovine Serum Albumin( حجم وتركيز محلول   3-3جدول ) 

 BSAحجم   رقم الأنبوب

 )مل(

حجم الماء المقطر 

 المضاف )مل(

تركيز  

BSA)مايكروغرام( 

1    Blank 0 1 0 

2 0.2 0.8 25 

3 0.4 0.6 50 

4 0.6 0.4 75 

5 0.7 0.3 87.5 

6 0.9 0.1 112.5 

7 1 0 125 

 

وبرسم العلاقة البيانية بين تركيز البروتين وقراءة الامتصاصية نحصل على المنحنى القياسي 

 (   2-3كما في الشكل ) 
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  BSA( المنحني القياسي لبروتين 2-3شكل ) 

 ي المستخلص الانزيمي  تقدير تركيز البروتين ف 3.16.3

( 5.1.16.3)مل من محلول  4نزيمي ولإمل من المستخلص ا 1ضع في أنبوبة أختبار و     

             مل من كاشف فولن 0.4دقائق ومن ثم أضيف أليه  10مع الرج وبعدها ترك لمدة 

جميع ، أما عينة البلانك فأنها حضرت بمزج دقيقة  30ترك لمدة  ( وبعدها  6.1.16.3) 

بالماء المقطر وقرأت مواد التفاعل بدون أستخدام المستخلص الانزيمي الذي تم تعويض حجمه 

نانومتر ومن ثم حساب  600على طول موجي الامتصاصية بواسط جهاز الطيف الضوئي 

لة التي تم الحصول عليها في تركيز البروتين في المستخلص الانزيمي من خلال المعاد

 لمصل البقري . وتين انى القياسي لبرحالمن

 ( Pepstatin A )الـ بمثبط المنتج من العزلة المحلية معاملة الأنزيم  17.3

سبارتك وذلك لأنزيم اإنتاج إللعزلات المحلية من حيث قدرتها على  هأجريت عملية غربل     

 ( Pepstatin A )الانزيم المنتج مع حجم مساوي له من محلول الببستاتين من خلال معاملة 

دقيقة  60والحضن لمدة  (17.5.3)  والمحضر كما في الفقرة ملي مولاري (  5) تركيز

2020 ),  .et al Song(   ( 351.1.)  الفقرة بعدها قيست الفعالية الانزيمية كما في  . 

y = 0.0145x
R² = 0.994
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 تشخيص نوع العزلة الأكفأ      18.3

تي سبق تشخيص الجنس لها نزيم واللإنتاج اإأجريت عملية تشخيص لنوع العزلة الأكفأ في      

 Klich (2002) ; Pitt and Hockingعتمادا  على المفاتيح التشخيصية الواردة في ا

من خلال تنمية العزلة على وسط     Usman et al. (2021)وأيضا  المبينة في  (2009)

Czapek Yeast extract Agar  م  وأيضا  على وسط   37و 25عند درجة حرارة

Malt Extract Agar (  6.6.3( و )5.6.3ين ) م  المبينان في الفقرت 25حرارة  عند درجة

أيام وتسجيل صفاتها المظهرية التي تضمنت لون وشكل وقطر  7على التوالي   ولمدة 

بعد أجراء عملية التصبيا بأستعمال محلول اللاكتوفينول المستعمرة كذلك صفاتها المجهرية 

شكل الحويصلة  حجم وشكل ولون الكونيديا أيضا  ( لدراسة  2.5.3المحضر في فقرة ) 

Vesicle    وما تحتويه من صف واحدUnicerate   او ثنائية الصفوفBicerate  . 

     Detection of aflatoxinالكشف عن الافلاتوكسين      19.3

d Saito an)نتاج الافلاتوكسين تبعا  لطريقة إعفان في لأتم الكشف عن قابلية عزلات ا      

1999 )  ( Machida مونيْالأسْتعمال  طريقْة بخْار ااوب (Ammonia vapor   اذ ، )

ايام ثم  5م  ( لمدة  30 – 28)     درجة حرارةعند  (PDA)نشطت هذه الاعفان على وسط 

مسْتعمرة العفْن جْزء مْن وبأسْتعمال الثاقْب الفلينْي نقل من حافة المستعمرة المراد اختبارهْا 

المبْين  (CEA)طبق بتري يحتوي على وسط مسْتخلص جْوز الهنْد   الى مركز ملم 5بقطر 

م  وبعْدها  25أيْام وعنْد درجْة حْرارة  5( ومن ثم حضنت الاطباق لمْدة 4.6.3في الفقرة ) 

(  3.5.3المبين في الفقرة )  %25وضع في غطاء الطبق ورقة ترشيح مبللة بمحلول الامونيا 

رة مقلوبة ، وبعد مرور ساعة واحدة وأيضا  م  وبصو 25وحضنت الاطباق عند درجة حرارة 

   ساعة من الحضن تم فحص الاطباق حسب تغير اللون من عدمه .      24

 التشخيص الجزيئي للعزلة المحلية الاكفأ في أنتاج الأنزيم   20.3

    DNA استخلاص الحامض النووي  1.20.3

 , Fungal / Bacterial /  Yeast DNA MiniPrep استعملت عْدة الاسْتخلاص)     

Catalog No. D6005  ZR ) في عملية استخلاص الحامض النوويDNA  من العْزلات

مكررات ( الأكثْر انتاجْا  لأنْزيم بروتيْز الاسْبارتك والتْي أجريْت فْي مختبْرات  5الفطرية ) 

  -وهج الدنا في محافظة بغداد وكما يأتي :
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 طريقة العمل  1.20.3

م  ولمْدة  30وحضْن علْى درجْة حْرارة   PDAالزرعي تم تنمية العفن على الوسط   -1

ْْْم اخْْْذ  72 ْْْة  100 – 50سْْْاعة . ث ْْْى انبوب ْْْة المنشْْْطة ال ْْْة الفطري ملغْْْم مْْْن العزل

eppendrof    مل .  2سعة 

   vortexمزجت محتويات الأنبوبة ) حبيبْات السْليكا(  مْع العزلْة الفطريْة بواسْطة   -2

 دقائق .  5لمدة 

 لمدة دقيقة واحدة .   x g 10,000اجري النبذ المركزي بسرعة   -3

 eppendrofمايكرولتر من الراشْح ومْرر مْن خْلال مرشْح  فْي انبوبْة  400أخذ   -4

لمْدة دقيقْة واحْدة وأهمْل الراسْب    (  x g 8,000واجْري النبْذ المركْزي بسْرعة) 

 وأخذ الراشح . 

 Fungal/Bacterial DNA Binding Bufferمْايكرولتر مْن   1200أضْيف   -5

 مع مزج الخليط .  الى الراشح

مْايكرولتر ومْرر الجْزء الاول  800جُزء الخليط الى جزئين كل جزء يحتْوي علْى    -6

  x g 10,000واجري النبذ المركْزي بسْرعة  eppendrofخلال مرشح في انبوبة 

مْايكرولتر الْى مرشْح   800لمدة دقيقة واحدة ثم أهمل الراشْح وأضُْيف الجْزء الثْاني 

لمدة دقيقة  ( x g 10,000اجري النبذ المركزي بسرعة  )و  eppendrofفي انبوبة 

 واحدة     . 

 جديدة وأهمل الراشح .  eppendrofنُقل المرشح الى انبوبة    -7

الى مرشْح وأجْري النبْذ  DNA Pre-Wash Bufferمايكرولتر من  200أضُيف   -8

 ثم نتخلص من الراشح .  لمدة دقيقة واحدة  x g 10,000المركزي بسرعة 

الْى  Fungal/Bacterial DNA Wash Bufferمْايكرولتر مْن  500يف اضُُْ  -9

لمْدة دقيقْة واحْدة ثْم أهمْل   x g 10,000المرشْح واجْري النبْذ المركْزي بسْرعة 

 الراشح .

ْْيف   -10 ْْايكرولتر مْْن  50اضُُ ْْة  DNA Elution Bufferم ْْي انبوب ْْى مرشْْح  ف ال

eppendrof  10,000واجْري النبْذ المركْزي بسْرعة x g   قيقْة ثْم تْم د 30لمْدة

 التخلص من الراسب وأخذ الراشح   .
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 DNAالكشف عن   2.20.3

عن طريق الترحيل الكهربائي   DNA  اجري الكشف عن الحامض النووي    

electrophoresis   1.5بأستخدام هلام الاكاروز%  . 

 

 Preparation of Agarose gelتحضير هلام الاكاروز    1.2.20.3

مْن خْلال   Sambrook et al. (1989)حسب طريقْة   Agaroseحضر هلام  الـ      

ْْة  ْْي  1.5اذاب ْْرة )  TBEمْْل مْْن دارىء   100غْْم مْْن الاكْْاروز ف ْْي الفق المحضْْر كمْْا ف

(  ، سخن الاكاروز الى درجة حرارة الغليان بعد ذلك ترك ليبرد الى درجْة حْرارة  19.5.3

لغرض تكوين الثقوب ثم سكب هْلام  م  ( ، تم تثبيت المشط في نهاية قالب الهلام  50 – 40)

دقيقْة حتْى يبْرد ومْن ثْم رفُْع  30الاكاروز برفق فْي القالْب المخصْص للهْلام وتْرك لمْدة 

 (  . TBEالمشط ومُلىء خزان الجهاز بالمحلول الدارىء  )

 

 طريقة العمل   2.2.20.3

 5مْْع وموفينْْول الزرقْْاء ( برمْْايكرولتر مْْن محلْْول صْْبغة ) 3حضْْرت العينْْة بمْْزج      

ر من الحامض النووي المستخلص من العزلة الفطرية ومن ثم حقنت في ثقوب الهلام تمايكرول

  ( لمْدة   2فولْت / سْم 7في جهاز الترحيل الكهربائي وعرضت الْى تيْار كهربْائي بقْوة ) 

بأستعمال مصدر للأشعة فوق البنفسجية على    DNA( ساعة . تم الكشف عن حزم الـ  1-2)

 500نانومتر وذلك بعد ان وضع هلام الاكاروز في حْوض يحتْوي علْى  636طول موجي 

 ( .  Red safeمايكرولتر من محلول صبغة  )   30مل من الماء المقطر و

 

  DNAتضخيم الحامض النووي   3.20.3

ْْوليمراز المتسلسْْل      ْْة تفاعْْل الب  polymerase chain reactionاسْْتخدمت تقني

(PCR)   لتضخيم جينITS  ( والمجهْز  مْن    4-3عمال البوادئ المبينة في الجْدول ) باست

 . Integrated DNA Technologies company, Canada (IDT)  شركة  
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 ( البوادىء المستخدمة في تشخيص العزلة الفطرية  4-3الجدول ) 

 (2016 ،et al. Zarrin ) 

درجة  تتابع القواعد النتروجينية البادىء

حرارة 

 الالتحام

وى محت

قواعد 

GC% 

 الحجم الناتج

 TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3′ 60.3 50% 500-650 -′5 الامامي 

 TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′ 57.8 40% ′5 العكسي  زوج قاعدي

مْل  5و DNAمايكرولتر من  1.5مايكرولتر يحتوي على  25أجراء التضخيم بحجم تم      

(  Intronالمجهز من شركة )  kit (i-Taq) Taq PCR PreMixمجموعةمايكرولتر من 

مْْن كْْل بْْادىء ، ألامْْامي  (pmol 10)مْْايكرو لتْْر 1  ( و  5-3الكوريْْة  جْْدول ) 

(forward primer ( والعكسْي )reverse primerوأكمْل الحجْم الْى )مْايكرو لتْر   25

 ( . 6-3بالماء المقطر  جدول )

 Maxime PCR PreMix (i-Taq( مكونات مجموعة )  5-3جدول ) 

 المواد الحجم

5U/µl i-Taq DNA Polymerase 

2.5mM DNTPs 

1X Reaction buffer (10X) 

1X Gel loading buffer 

 ITS( المواد المضافة الى انبوبة التفاعل لتضخيم جين  6-3جدول ) 

  المكونات التركيز 

5µl Taq PCR PreMix 

10 picomols/µl (1 µl ) Forward primer 

10 picomols/µl (1 µl ) Reverse primer 

1.5µl DNA 

16.5 µl Distill water 

25µl Final volume 
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مْن المسْخ   PCRفْي جهْاز    ITSوتْم اعتمْاد الظْروف المثلْى فْي تفاعْل تضْخيم جْين 

والألتحْْْام    Denaturation -2والمسْْْخ النهْْْائي  Initial Denaturationالابتْْْدائي 

Annealing  والاسْْتطالةExtension-1     ْْة مْْع   Extension -2والاسْْتطالة النهائي

 DNAتغير درجات الحرارة التي تعتبر من اهم العوامل المؤثرة على التحام الباديء مع قالب 

 ;Gene Amp, PCR system 9700ومن خلال اختيار الدورات الحرارية حسْب  )  

Applied Biosystem   في جهاز )PCR ( 7-3وكما مبين في جدول  ) 

 

 ITS( الظروف المثلى المعتمدة في تضخيم جين 7-3جدول )

 الدورات  الوقت  درجة الحرارة  المرحلة  ت

1 
 المسخ الابتدائي

Initial Denaturation 94   م  دورة واحدة  دقيقة 3 

2 
 المسخ النهائي

Denaturation -2 
م   94  دورة  35 ثانية 45 

3 
 الالتحام

Annealing 
م   52  دقيقة 1 

4 
 الاستطالة الابتدائية

Extension-1 
م   72  دقيقة 1 

5 
 الاستطالة الهائية

Extension -2 
م   72  دورة واحدة دقيقة 7 

6 
حفظال م   4    

 

تْم فصْل النْاتج بواسْطة جهْاز الترحيْل الكهربْائي   PCRبعد انتهاء وقْت التفاعْل فْي جهْاز      

electrophoresis  ما يأتي  . وك % 2بأستخدام الاكاروز بتركيز 

   PCRالترحيل الكهربائي لنواتج تقنية     4.20.3

 وكمايأتي :   Sambrook et al. (1989)اجري الترحيل الكهربائي حسب طريقة  

 Prepare of the Agarose gelتحضير هلام الاكاروز       1.4.20.3

ْْـ       ْْة  Agaroseحضْْر هْْلام  ال ْْي  2بأذاب ْْاروز ف ْْن الاك ْْن ال 100غْْم م ْْل م ْْول م محل

مْل  ، سْخن الاكْاروز بأسْتعمال فْرن المْايكرويف    250فْي بيكْر حجْم       TBEالدارىء
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Microwave oven ( 50 –45لمدة دقيقة واحدة  بعد ذلك ترك ليبرد الى درجْة حْرارة)  م 

بعْد ذلْك تْم   ( . Red safe)  مايكرولتر من محلول الصبغة الحمْراء  3، ومن ثم اضُيف 

اية قالب الهلام ثم سكب هلام الاكاروز برفق في القالب المخصْص للهْلام تثبيت المشط في نه

( ليغطْي TBEوترك ليتصلب ومن ثم رفُع المشط ومُلىء خزان الجهاز بْالمحلول الْدارىء  )

 سطح الهلام  . 

 

 طريقة العمل   2.4.20.3

 5 مْع  Loading dye مايكرولتر من محلول صبغة التحميْل  3حضرت العينة بمزج      

ومْن ثْم حقنْت فْي ثقْوب الهْلام فْي   PCRمايكرولتر من الحامض النووي الناتج من تقنيْة 

(   1500- 100مايكرولتر من الدليل الحجمي القياسي )  5ووضع   جهاز الترحيل الكهربائي

DNA ladder   ( 2فولْت / سْم  5في الثقب المخصص لْه وعرضْت الْى تيْار كهربْائي)              

ْْواتج  1.5لمْْدة ) ْْم التصْْوير مْْن خْْلال تعْْريض الن ْْى  مصْْدر للأشْْعة( سْْاعة . ت ْْوق  ال   ف

( نانومتر وذلك بعد ان  302)  ( على طول موجي ultra violate light)   UV البنفسجية

مْايكرولتر مْن  30مل من الماء المقطْر و500وضع هلام الاكاروز في حوض يحتوي على 

لحجْم مقارنْة مْع الْدليل القياسْي للتعْرف علْى (  وتم تقْدير ا Red safe)    محلول صبغة

 .   DNAحجم حزم الـ 

الكوريْْة لغْْرض  تحديْْد     macrogenالْْى شْْركة    PCRارسْْلت نْْواتج تقنيْْة الْْـ      

التسلسل الجيني  ) تسلسل القواعد النتروجينيْة (  ومْن ثْم اعتمْدت هْذة التسلسْلات فْي بحْث 

ْْامج     Homology searchالتسلسْْلات المتشْْابهه     Basic Localبأسْْتخدام برن

Alignment Search Tool   (BLAST للتعْرف علْى نْوع العزلْة المنتجْة . كمْا تْم )

رسم الشْجرة الوراثيْة للعزلْة المحليْة ومطابقتهْا مْع السْلالات المتْوفرة فْي المركْز الْوطني 

( مْْْْْْْْْن خْْْْْْْْْلال الموقْْْْْْْْْع  الالكترونْْْْْْْْْي NCBIلحيويْْْْْْْْْة )المعلومْْْْْْْْْات التكنولوجيْْْْْْْْْا 

(www.ncbi.nlm.nih.gov  وبالأعتماد على برنْامج )MEGA 7 (Tamura et al. 

, 2011 . ) 
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  المحلية  دراسة الظروف المثلى لإنتاج إنزيم بروتيز الاسبارتك من العزلة 21.3

 وكمايأتي:  لأنتاج انزيم بروتيز الاسبارتك من العزلة المحليةتم دراسة الظروف المثلى 

 اج الإنزيم أفضل وسط لإنت تحديد 1.21.3

الْرز ،  قشْوردرس تأثير اوساط مختلفة لأنتاج الانزيم  ) نخالة الحنطة ، نخالة الشعير ،      

غم من كل وسط ووضع في دورق حجمي  10جريو الذرة ، كسبة فول الصويا ( وذلك بأخذ 

والمحلْْول الملحْْي )محلْْول  ) المْْادة الاسْْاس ( الحليْْب الفْْرزمْْل ومْْن ثْْم اضْْافة  250سْعة 

ْْيم بدرجْْة حْْرارة رطيْْبالت ْْيح  15م  لمْْدة  121( والتعق ْْم  التلق ْْد ومْْن ث دقيقْْة وبعْْدها التبري

ايام ومن ثم قيْاس فعاليْة الانْزيم وتركيْز البْروتين  7م  لمدة  30والحضن على درجة حرارة 

 لتحديد الوسط الأمثل للأنتاج .   

   أفضل نسبة لمحلول الترطيب المستخدم لإنتاج الإنزيم تحديد 2.21.3

 , 3:1 , 2:1  , 1:1وسْط الانتْاج )  علىدرس تأثير نسب مختلفة من محلول الترطيب      

 وزن / حجم ( .  5:1 , 4:1

 لإنتاج الإنزيم   أفضل رقم هيدروجيني تحديد 3.21.3

 5.5 , 5 , 4.5, 4 , 3.5 , 3حضر محلول الترطيب عند ارقام هيدروجينية مختلفة )       

ْْْول حْْْامض ( وذ 7 , 6.5 , 6 , ْْْدروجيني بأسْْْتخدام محل ْْْك مْْْن خْْْلال تعْْْديل رقمْْْه الهي ل

مْولاري  1مولاري او استخدام محلول هيدروكسيد الصوديوم تركيْز  1الهيدوكلوريك تركيز 

 ومن ثم استخدامه في وسط الانتاج .  

 الإنزيم تحديد أفضل محلول لاستخلاص  4.21.3

مْولاري  0.2)  دارئ السْترات بتركيْز استعملت محاليْل مختلفْة لاسْتخلاص الإنْزيم        

،  4مْولاري ورقْم هيْدروجيني  0.2مولاري  ، دارئ السترات بتركيز  3ورقم هيدروجيني 

،  ودارئ فوسْْفات الصْْوديوم  5مْْولاري  ورقْْم هيْْدروجيني  0.2و دارئ الخْْلات بتركيْْز 

ولاري مْ 0.2،  ودارئ فوسفات الصوديوم تركيْز  6مولاري ورقم هيدروجيني  0.2تركيز 

(  10.5.3 ) الْْى(  6.5.3 ) والمحضْْرة كمْْا فْْي الفقْْرة ، مْْاء مقطْْر  7ورقْْم هيْْدروجيني 

 لاختيار أفضل محلول للاستخلاص .   
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                                الإنزيمتحديد أفضل حجم لقاح لإنتاج  5.21.3

لغْْرض تلقْْيح   مْْل ( 7 , 6 , 5 , 4 , 3 , 2 , 1اسْْتعملت إحجْْام مختلفْْة مْْن اللقْْاح )      

   وسط التخمر . 

 الإنزيمتحديد أفضل مصدر نايتروجيني لإنتاج  6.21.3

الكْازين ، حليْب الفْرز ، استعملت مصْادر مختلفْة لتْدعيم وسْط التخمْر بْالنتروجين  )       

الببتْْون ، ونتْْرات الامونيْْوم ، كبريتْْات الامونيْْوم  ، مسْْتخلص الخميْْرة  ( ومْْن ثْْم تحديْْد 

 مصدر للنتروجين . الأفضل منها ك

 الإنزيم تحديد أفضل مدة حضن لإنتاج 7.21.3

يوم لتحديد افضل مدة حضن لإنتاج  7 – 2حضن الوسط الملقح بمدد زمنية تراوحت من      

 الإنزيم  

 الإنزيم تحديد أفضل درجة حرارة لإنتاج 8.21.3

م  بفارق  45 – 20استعملت درجات حرارية مختلفة لحضن الوسط الملقح تراوحت بين       

 درجات مئوية من درجة حرارة لأخرى .  5

 تنقية انزيم بروتيز الاسبارتك  22.3

 (  14.3حسْْب الفقْْْرة )  المنْْتج  لمسْْتخلص الانزيمْْْيا علْْى أجريْْت عمليْْات التنقيْْْة      

 0.2بتركبْز  ومحلول الاستخلاص دارىء الخْلاتنخالة الحنطة )الظروف المثلى وباستعمال 

ومصْدر مْل  2وحجْم لقْاح  5( ورقْم هيْدروجيني  3:1ترطيْب ) البة محلْول ونسْ مولاري

( وكان حجم المستخلص المنْتج م   30ايام ودرجة حرارة  6 نايتروجيني الكازين ومدة حضن

 . مل  150

 التركيز بكبريتات الامونيوم  1.22.3

زان مختلفْْة أضْيفت كبريتْْات الامونيْوم الْْى المسْتخلص الانزيمْْي بشْكل تْْدريجي وبْأو      

م  مع التحريك المسْتمر عْن  4حسب مامبين في جدول التشبع في حمام ثلجي وبدرجة حرارة 
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( للوصْْول الْْى نسْْبة اشْْْباع magnetic stirrerالمغناطيسْْي) المْْازجطريْْق اسْْتعمال 

 xg 12000( % ثْم أجريْت عمليْة النبْذ المركْزي المبْرد بسْرعة  80 -20تراوحت بين )

م  وفصل الراسب ثم قدرت الفعاليْة الانزيميْة كمْا موضْح  4حرارة  لمدة عشر دقائق وبدرجة

لكل مْن الراسْب    ( 3. 16 )وتركيز البروتين كما موضح في الفقرة ( ( 1.15.3 في الفقرة

والراشح بعد كل مرحلة أضافة لكبريتات الامونيوم لحين الوصْول الْى نسْبة اشْباع لا تسْجل 

         اي قيمْْْة ، بعْْْدها يهمْْْل الراشْْْح ويْْْذوب الراسْْْب فْْْي فيهْْْا الفعاليْْْة الانزيميْْْة فْْْي الراشْْْح 

ية الانزيمية وتركيز وتقدر له الفعال،  ( et al Zhang. ,( 2017أقل كمية من الماء المقطر 

 .  البروتين

 التركيز بالمذيبات العضوية    2.22.3

ات لتركيْز الانْزيم بالمْذيب Szczodrak and Wiater (1998)اسْتعملت طريقْة       

الى المستخلص الخْام  المذيبات العضويةبإضافة ا العضوية بأستعمال الايثانول الاسيتون وذلك

                 ( 4: 1 ,، 3: 1 , 2: 1 , 1:1كْْْلا  علْْْى حْْْده وبصْْْورة تدريجيْْْة وبنسْْْب خلْْْط مختلفْْْة ) 

لمدة  المغناطيسي ، ثم يترك المازج) حجم المستخلص : حجم المذيب ( مع التحريك باستعمال 

( دورة فْي 14000بسْرعة )عمليْة النبْذ المركْزي المبْرد  اجريتساعتين في الثلاجة بعدها 

وذوب الراسْب فْي كميْة قليلْة مْن المْاء المقطْر ثْم قْدرت الفعاليْة دقيقْة ،  15الدقيقة ولمْدة 

 الانزيمية وتركيز البروتين . 

          Dialysisالديلزة    3.22.3

( كيلو دالتون بعد  14 – 12لزة ذات اوزان جزيئية تراوحت بين ) أستخدمت أكياس الدي     

سْاعة مقابْل المْاء المقطْر مْع تبْديل  24تنشيطها  لأجراء عملية التنافذ الغشائي للأنزيم لمدة 

 ساعات ثم سجل حجم المحلول مع تقدير تركيز البروتين والفعالية الانزيمية .   6الماء كل 

 شيح الهلامي  كروماتوغرافيا التر 4.22.3

 Gel filtration chromatography   

 المحاليل المستعملة 1.4.22.3

 7مولاري وبرقم هيدروحيني    0.2محلول فوسفات الصوديوم الدارئ بتركيز   
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 Sephadex G-100تحضير هلام   2.4.22.3

 30السْويدية وذلْك بإذابْة  Pharmaciaحضر الهلام حسْب تعليمْات الشْركة المنتجْة      

( مْْل  مْْع الخلْْط  750فْْي المْاء المقطْْر حجْْم )   Sephadex G-100غْم مْْن حبيبْْات 

م  لغْْرض  90سْْاعات عنْد درجْْة حْرارة  4بهْدوء ، ثْم سْْخن الخلْيط فْْي حمْام مْْائي لمْدة 

تركيْز    Sodium azideانتفاخ وتشرب الحبيبات بعدها ترك الخلْيط  ليبْرد، أضْيف اليْه 

ومْْْْن ثْْْْم عبْْْْىء خلْْْْيط  (Degassing)لْْْْيط  ، بعْْْْدها فْْْْرغ  الهْْْْواء مْْْْن الخ % 0.02

  السيفاديكس مباشرة في العمود وترك الى اليوم الثاني لكي يرص الهْلام داخْل العمْود وبإبعْاد

( سم ، بعدها استعمل محلول دارىء فوسفات الصوديوم لغْرض اجْراء موازنْة 80×  2.5) 

سرعة الجريان داخْل العمْود يعادل ثلاثة أمثال حجم الهلام في العمود كما نظمت للعمود وبما 

 مل/ساعة . 20بمعدل 

 طريقة العمل  3.4.22.3

( بعْْد تركيْْزه بأسْْتخدام  3.22.3مْْرر المسْْتخلص الانزيمْْي النْْاتج مْْن خطْْوة الْْديلزة )     

ْْد   ْْدريجي  Freeze drierجهْْاز التجفي ْْى جوانْْب عمْْود السْْيفاديكس بهْْدوء وبشْْكل ت عل

محلْول دارىء فوسْفات جانس ومن ثم  استعمل لتوزيع المستخلص على سطح الهلام بشكل مت

مْل لكْل  2مل /ساعة وبواقْع  20لغرض اجراء عملية الاسترداد وبسرعة جريان الصوديوم 

نانومتر  لكْل الاجْزاء الناتجْة  280انبوبة ومن ثم تمت قراءة الامتصاصية عند طول موجي 

ْْة الترشْْيح الهلامْْي وبعْْد ذلْْك جمعْْت الاجْْزاء المفصْْولة الف ْْة مْْن عملي ْْة وقْْدرت الفعالي عال

 الانزيمية لها و تركيز البروتين .  

           Enzyme Purity testاختبار نقاوة الإنزيم       5.22.3

اختبْْرت نقْْاوة الانْْزيم بطريقْْة الترحيْْل الكهربْْائي بأسْْتعمال هْْلام متعْْدد الأكريْْل أمايْْد     

 Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gelبوجْود العوامْل الماسْخة  

electrophoresis (SDS-PAGE)   تبعا  لطريقة Laemmli (1970) والمذكورة مْن

   -وكمايأتي  : Garfin (1990)قبل 
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 المحاليل والمواد المستعملة  1.5.22.3

 Acryl amide stock solutionمحلول أكرل أمايد الخزين      -1  

ْْة Acrylamide – Bisacrylamide  (30 :8حضْْرت مْْادة        30( عْْن طريْْق إذاب

مْْْل مْْْن المْْْاء  100فْْْي   Bisacrylamideغْْْم مْْْن  8و  Acrylamideغْْم مْْْن مْْْادة 

وتخزينه عنْد درجْة  Whatman No.1المقطر. ثم رشح المحلول من خلال ورق الترشيح 

 م  في عبوة معتمة . 4حرارة 

  Resolving gel buffer   مولاري 1.5 تركيز المحلول الدارئ لهلام الفصل  -2

فْي   Tris (hydroxymethyl) methylamineغْم  مْن 36.3حضر المحلْول بإذابْة      

باسْتعمال    Tris – HCl 8.8مْل مْن المْاء المقطْر وعْدل الْرقم الهيْدروجيني الْى   40

 مل بالماء المقطر .  100مولاري ومن ثم اكمل الحجم الى  1تركيزه      HClحامض 

 Stacking gel buffer مولاري  0.5ز تركي المحلول الدارىء لهلام الرص  -3

 40فْي   Tris (hydroxymethyl) methylamineغْم مْن  6حضْر المحلْول بأذابْة     

 1تركيْْز      HClباسْْتعمال   6.8مْْل مْْن المْْاء المقطْْر وعْْدل الْْرقم الهيْْدروجيني الْْى 

 مل بالماء المقطر . 100مولاري ومن ثم اكمل الحجم الى 

 Ammonium persulfate (Aps)محلول  -4

مْْل مْْن  10فْْي  Ammonium persulfateمْْن  0.15حضْْر المحلْْول انيْْا  بأذابْْة      

 وزن / حجم .  % 1.5الماء المقطر وبتركيز 

 TEMED (N,N,N,N-tetra methylethylenediamine) محلول -5

 هذا المحلول جاهز للأستعمال  .  

 Reservoir buffer المحلول الدارئ        -6

غْْم مْْن  14.4و Tris-Glycine (pH 8.3)غْْم مْْن  3محلْْول بأذابْْة حضْْر هْْذا ال      

Glycine  لتر بالماء المقطر . 1ومن ثم اكمل الحجم الى في كمية من الماء المقطر 
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 Sodium dodecyl sulphate  (وزن / حجم% 10تركيز ) محلول  -7

 . مل من الماء المقطر 100في  SDSغم من   10حضر بأذابة    

    Reservoir buffer SDSقطاب    محلول دارئ الا -8

تركيْز  Glycineمْولاري  و  0.25تركيْز  Tris مْن  يتكْون محلْول دارىء الاقطْاب     

غْْم مْْن   144و  Trisغْْم مْْن  30.3، اذ تْْم اذابْْة  %1تركيْْز  SDSمْْولاري و  1.92

Glycine غم من  10وSDS  لتر .  1في كمية من الماء المقطر ثم أكمل الحجم إلى 

    Staining Solutionالتصبيغ      محلول  -9

ملغْم  100عْن طريْق إذابْة  Coomassie Brilliant Blue G-250حضر محلول      

الخليْك الثلجْي  امضمن خليط من الماء: الميثانول: ح مل 50في  Coomassie blueمن 

 لتْر بواسْطة المْاء المقطْر ثْم 1من حيث الحجم( مْع التحريْك ثْم أكمْل الحجْم إلْى  2:5:5)

 4وخزن في عبوة معتمة عنْد درجْة حْرارة    whatman No.1رشح خلال ورق ترشيح 

 م  لحين الاستخدام.

   Fixing Solutionمحلول التثبيت         -10

 % 40مْع  (TCA)  من ثلاثي كلورو حْامض الخليْك %10حضر هذا المحلول بخلط      

 ميثانول . 

 Destaining solutionمحلول ازالة الصبغة        – 11

(  1:  4:  5حضر هذا المحلول بمزج الماء : الميثانول : حامض الخليك وبنسْبة خلْط )      

 على التوالي . 

 Bromo phenol blueمحلول صبغة البروموفينول الزرقاء     – 12

 كليسرول .  % 50غم من صبغة البروموفينول في  0.002حضر بأذابة      

 Preserving solutionمحلول الحفظ     – 13

 حامض الخليك . %5حضر من      
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 تحضير هلام متعدد الاكريل أمايد   2.5.22.3

Polyacrylamide Gel Preparation  

 ( . 8 – 3تم تحضير هلام متعدد الاكريل أمايد كما مبين في الجدول ) 

 

 ( مكونات متعدد الاكريل أمايد 8 -3جدول ) 

لول دارئ مح هلام الفصل هلام الرص المحاليل ت

 الأقطاب

  مل 10 مل 2.5 ( 30:  8بز أكريل أمايد  )  –أكريل أمايد  1

   مل 5 محلول هلام الرص الدارئ 2

  مل 3.7  محلول هلام الفصل الدارئ 3

 ملSDS    100   محلول دارئ الأقطاب 4

  مل 1.5 مل 1 بيرسلفات الامونيوم 5

 مل 900 مل 14.45 مل 11.3 ماء مقطر 6

  مل 0.015 مل 0.015 لتمدا 7

8 SDS 10 % 0.2 مل 0.3 مل  

   

 تحضير النموذج 3.5.22.3

ْْْط  حضْْْر النمْْْوذج       ْْْزيم المنقْْْى مْْْع  حجْْْم  6بخل مْْْن صْْْبغة  واحْْْداحجْْْام  مْْْن الان

مْايكرولتر مْن محلْول هْلام  225مْع  % 0.002تركيز   ( BPD )البروموفينول الزرقاء 

 0.3الكليسرول لرفع كثافة محلول النموذج مع أضافة قطرات من  5الفصل الدارىء وأضافة 

، ثم وضع المحلول في مركبتوايثانول   -2من   0.5و  )وزن/حجم ( SDS  10% مل من 
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م  واجْري النبْذ  25دقْائق. وبعْدها بْرد  إلْى درجْة حْرارة الغرفْة  3حمام مائي مغلْي لمْدة 

 دقائق . 5لمدة   x g  10000المركزي  عند

 ة العمل  طريق 4.5.22.3

وضع هلام الفصل في الانابيب المخصصة لها وازيلت فقاعات الهْواء مْن هْلام  الفصْل      

دقيقة لكي يتصلب ومن ثم  45 – 30مع تغطية هلام الفصل بالماء المقطر  وترك الهلام لمدة 

أزيْْل المْْاء المقطْْر وأضْْيف هْْلام الْْرص فْْوق هْْلام الفصْْل مْْع تغطيْْة هْْلام الْْرص بالمْْاء 

وبعْد  ،دقيقة لكي يتصْلب ومْن ثْم أزيْل المْاء المقطْر   45 – 30ترك الهلام لمدة المقطر و

، ومْن ثْم أضْيف محلْول  electrophoresisفْي جهْاز الترحيْل الكهربْائي  ذلك  وضعت

، فْي حْوض جهْاز الترحيْل الكهربْائي بحْث يغطْي الانابيْب    SDS دارىء الاقطاب  الْـ 

سْطح الهْلام  باسْتخدام حقنْة صْغيرة أو ماصْة دقيقْة  وبعد ذلك تم تحميل العينْة بعنايْة علْى

ساعة ، ثم أخْرج الهْلام مْن الانابيْب وأغمْر  2فولت لمدة  100ومرر تيار كهربائي مقداره 

دقيقْة  ، وبعْدها نقْل الهْلام الْى محلْول  60لمْدة  10في محلول التثبيت الموضح فْي الفقْرة 

الي ، وبعْدها ازيلْت الصْبغة مْن الهْلام وتْرك الْى اليْوم التْ  9التصبيا الموضْح فْي الفقْرة 

، ومْن ثْم حفْظ الهْلام فْي محلْول  11بغمره فْي محلْول ازالْة الصْبغة الموضْح فْي الفقْرة 

   .(  (Chang et al. ,1991  13الحفظ الموضح في الفقرة 

 توصيف أنزيم بروتيز الاسبارتك  23.3

et al Fairooz 020),( 2 .et al Song. تم دراسة توصيف الانزيم حسب ماذكره       

 .  التحويرات مع اجراء بعض  ) (2021 

تقدير الوزن الجزيئي    331.2.  

اسْْتعملت طريقْْة الترحيْْل الكهربْْائي لتقْْدير الْْوزن الجزيئْْي للأنْْزيم المنقْْى بأسْْتعمال       

 Sodium  المْْْواد الماسْْْخة  وبوجْْْود  Polyacrylamideمتعْْْدد الاكريْْْل أمايْْْد   

dodecyl sulphate polyacrylamide gel  electrophoresis (SDS-

PAGE)    حسْْب طريقْْة Laemmli (1970)  والمْْذكورة مْْن قبْْلGarfin (1990) 

   -وكما يأتي :
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 المواد والمحاليل المستعملة  1.1.23.3

 ( مع أضافة المحلول الأتي : 1.5.22.3استعملت المواد والمحاليل المذكورة في الفقرة  ) 

 البروتينات القياسية  محلول 2.1.23.3

اوزان  و، ذ  BIONEERجاهز منشأه كوريا الجنوبية من شركة    Markerاستعمل       

 ( .            3 – 3( كيلودالتون وكما مبين بالشكل )  240 – 11جزيئية معلومة تتراوح من ) 

 

 ( البروتينات القياسية المعلومة الاوزان الجزيئية 3 – 3الشكل )

 طريقة العمل  3.1.23.3

ذكورة في متبعا  للطريقة ال Electrophoresisأجريت عملية الترحيل الكهربائي       

( ، بعد ظهور الحزم تم تحديد الوزن الجزيئي وذلك من خلال استخراج 5.22.3الفقرة )

ة يبقياس المسافة التي قطعتها الحزم البروتين  Relative Mobilit  (Rm)الحركة النسبية 

 .   التالية المعادلة وحسب  التصبيا وقياس المسافة التي قطعتها الصبغة بعد التصبيا بعد

الحركة النسبية  =
  المسافة  التي  قطعتها الحزم البروتينية ( سم) 

 المسافة التي قطعتها الصبغة  ( سم)
 

ين الحركة وعن طريق رسم العلاقة بين لوغاريتم الاوزان الجزيئية للبروتينات القياسية وب

 النسبية لها في الهلام استخرج الوزن الجزيئي .   
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 الرقم الهيدروجيني الامثل للأنزيم  2.23.3

تم تحديد الرقم الهيدروجيني الأمثل للأنزيم المنقى كليا  والإنزيم المنقى جزئيا  مْن خْلال        

( حسْب 3, 4 , 5 , 6 , 7 , 8تحضْير المحاليْل القياسْية بأرقْام هيدروجينيْة مختلفْة )

( علْى التْوالي  ، إذ خلْط  كْل محلْول مْن هْذه  16.5.3 – 11.5.3ماتضمنته الفقْرات   ) 

)حجم : حجم ( وبعدها تم قياس الفعالية الإنزيمية كما مبين  (1: 1المحاليل مع الانزيم بنسبة ) 

ن ثْم ( ومْ 16.3( وقيْاس تركيْز البْروتين كمْا هْو مبْين فْي الفقْرة  ) 1.15.3في الفقرة ) 

ْْْرقم  ْْْين ال ْْْة لتعي ْْْام الهيدروجيني ْْْيم الأرق ْْْة وبْْْين ق ْْْزيم النوعي ْْْة الإن ْْْين فعالي ْْْة ب رسْْْم العلاق

 الهيدروجيني الأمثل .  

 الرقم الهيدروجيني لثبات الانزيم  3.23.3

تم تحديد الرقم الهيدروجيني الأمثل لثبات ألأنزيم المنقى كليا  والإنزيم المنقى جزئيا   من        

( حسْب 3, 4 , 5 , 6 , 7 , 8المحاليْل القياسْية بأرقْام هيدروجينيْة مختلفْة )خلال تحضير 

( علْْى التْْوالي ، إذ خلْْط  كْْل محلْْول مْْن هْْذه  16.5.3 – 11.5.3ماتضْْمنته الفقْْرة  ) 

)حجم : حجم ( وحضن في حمام مائي على درجة حْرارة  (1: 1المحاليل مع الانزيم بنسبة ) 

حمام ثلجي وبعدها تم قيْاس الفعاليْة الإنزيميْة كمْا مبْين  م  ولمدة نصف ساعة ثم نقل الى 35

( ومْن ثْم  16.3( وقيْاس تركيْز البْروتين كمْا هْو مبْين فْي الفقْرة  ) 1.15.3في الفقرة ) 

 قدرت الفعالية المتبقية  .

 درجة الحرارة المثلى للأنزيم  4.23.3

         المنقْى جزئيْا  كمْا مبْين فْي الفقْرة قيست الفعالية الانزيمية  للأنزيم المنقى كليا  والإنزيم      

( م  وبفْارق  85 - 15حضنت على مدى من درجات الحْرارة تْراوح ) بعد ان (  1.15.3) 

درجات لمدة نصف ساعة وبألرقم الهيدروجيني الامثل ومن ثم رسمت العلاقة بين الفعالية  10

 ودرجات الحرارة لتعيين درجة الحرارة المثلى للأنزيم . 

 درجة الحرارة لثبات الإنزيم  5.23.3

حضن حجم معيين من الانزيم المنقى كليا  والانزيم المنقى جزئيا  علْى مْدى مْن درجْات       

درجْْات لمْْدة نصْْف سْْاعة ثْْم نقْْل الْْى حمْْام  10( م  وبفْْارق  85 - 15الحْْرارة تْْراوح  ) 
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( وقيْْاس تركيْْز  1.15.3ثلجْْي وبعْْدها تْْم قيْْاس الفعاليْْة الإنزيميْْة كمْْا مبْْين فْْي الفقْْرة ) 

  ( ومن ثم قدرت الفعالية المتبقية . 16.3البروتين كما هو مبين في الفقرة  )

 تقدير طاقة تنشيط ألأنزيم   6.23.3

 Transformationتم تقدير طاقة التنشيط للأنزيم لتحويل المادة الخاضعة الى الناتج         

energy (Ea) ْاس ثابْت سْرعة التفاعْل باسْتعمال وطاقة مسخ الإنزيم وذلك عْن طريْق قي

درجْات ورسْمت العلاقْة  10( م  وبفْارق  85 – 15تراوحْت   )  مدى من درجات الحرارة

تْم درجْات الحْرارة المطلقْة ومْن ثْم  ومقلْوب  Log Koبين لوغاريتم ثابت سرعة التفاعل 

التنشْْيط  ( وبعْْدها تْْم حسْْاب طاقْْة 1.13.3قيْْاس الفعاليْْة الإنزيميْْة كمْْا مبْْين فْْي الفقْْرة ) 

 :  وكما يأتي( Segel , 1976) وفقا  لمعادلة ارينيوس  Slopeبأستخراج الميل 

Log Ko = 
− 𝐸𝑎

2.3𝑅
 

Ko   :ثابت سرعة التفاعل    Reaction rate constant 

- Ea             طاقة التنشيط :Activation energy 

R    : ثابت الغازGas constant   1.98   ول / درجة حرارة مطلقة كيلو سعرة / م 

 

 تعيين الثوابت الحركية للأنزيم  7.23.3

ْْْة مْْْن المْْْادة الخاضْْْعة )       ْْْز مختلف  , 3 , 2.5 , 2 ,1.75,1.25 ,0.5حضْْْرت تراكي

 مْن رسْم العلاقْة بْين Kmوقْيم ثابْت ميكْالس  Vmaxوقدرت السْرعة القصْوى   %(3.5

ْْوب ْْادة الخاضْْعة  مقل ْْز الم ْْوب و  [ s ]تراكي ْْة السْْرعة مقل ْْة   Vالاولي وحسْْب طريق

Lineweaver – Burk reciprocal plot التي ذكرهاSegel  (1976 ) .   
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 والمثبطات على فعالية الانزيم  المنشطاتتأثير  8.23.3

 طريقة العمل  1.8.23.3

ْْي مْْولاري منهْْا الببسْْتاتين  5،  1حضْْرت الامْْلاح والمْْواد المثبطْْة بتراكيْْز )         ( مل

Pepstatin  ي يعد من المثبطات المتخصصة فْي تثبْيط فعاليْة أنْزيم بروتيْز الاسْبارتك الذ

Hsiao et al. , 2014 ) ( الشكل )اذ تْم مْزج محلْول الانْزيم مْع حجْم مسْاوي 4 -3 ، )

( م  ولمْدة  55من الاملاح والمواد المثبطة وحضْنت فْي حمْام مْائي بدرجْة الحْرارة المثلْى)

 ة . نصف ساعة ثم قدرت الفعالية المتبقي

 

 مثبط أنزيم بروتيز الاسبارتك   Pepstatin( الببستاتين  4-3الشكل ) 

 

 أستعمال الانزيم المنقى جزئياً في تطرية اللحوم  24.3

تحضير لحم البقر  341.2.  

واجري لها عملية الغسل السطحي   سنوات 5كغم من عضلة لحم البقر وبعمر 2أخذت       

 .  ثم أزيلت منها الاجزاء الدهنية

  % 0.5تحضير المحلول الانزيمي  تركيز  342.2.

غْْم مْْن الانْْزيم المنقْْى جزئيْْا  ) بعْْد التركيْْز بكبريتْْات  0.5حضْْر المحلْْول بأذابْْة       

وحْدة / ملغْم ( فْي كميْة مْن المْاء  1107.4الامونيوم وأجراء عملية الديلزة وبفعالية نوعية 

 . ) et al Alyounis. ,(2023مل  100المقطر وأكمل الحجم الى 
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طريقة العمل  343.2.  

سْْم بعْْد ذلْْك غمْْرت  1.5غْْم  وبسْْمك  100قطعْْت عينْْات اللحْْم الْْى شْْرائح بْْوزن       

 , 60 , 30لفتْرات غمْر ) ( و 2.24.3الشرائح في المحلول الانزيمي الموضح في الفقرة  )

مرت في المْاء م  ، اما عينات المقارنة غير المعاملة غ 55( دقيقة وبدرجة حرارة 120 , 90

)  et al.,(2023المقطر فقط ، بعدها رفعت العينات لغرض اجراء الاختبارت النوعية عليها 

Alyounis . 

 الاختبارات النوعية  4.24.3

 نسبة الرطوبة  1.4.24.3

 A.O.A.C. (1975 )ذكرت في قدرت نسبة الرطوبة في عينات اللحم وفق الطريقة التي    

ساعات وبعْدها وزنْت  6م  لمدة  105لتجفيف ثم جففت بدرجة حرارة ، أذ وزنت العينة قبل ا

 حسبت نسبة الرطوبة كما يلي :  اعيدت لحين ثبات الوزن بعدها العينة بعد التجفيف ثم

 

نسبة الرطوبة % = 
  الوزن  قبل التجفيف  − الوزن  بعد التجفيف

الوزن  قبل التجفيف
  ×100 

 

    الرقم الهيدروجيني  2.4.24.3

 Aitaken et al. ( 1962 )حسب الطريقة التْي اشْار اليهْا   الرقم الهيدروجيني قيس      

مْل مْن  100غم من اللحم المفروم مع  5، اذ مزج   (2014)والمذكورة من قبل  التميمي ، 

الْرقم  دقْائق بعْد ذلْك قْيس 5كْت لمْدة المغناطيسْي وتر المْازج الماء المقطر بواسْطة جهْاز

 . pH - Meter   أستعمال جهاز الـب الهيدروجيني
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 حجم المستخلص المتحرر   3.4.24.3

  Extract  Volume of Released 

 المحاليل المستعملة  1.3.4.24.3

 ( مولاري  0.2)    KH2PO4محلول فوسفات البوتاسيوم   -1

مقطر ثم غم من فوسفات البوتاسيوم في كمية من الماء ال 27.218حضر المحلول بأذابة       

 أكمل الحجم الى لتر .  

 ( مولاري 0.2محلول هيدروكسيد الصوديوم ) -2

غْم مْن هيدروكسْيد الصْوديوم فْي كميْة مْن المْاء المقطْر ثْم  8حضر المحلول بأذابْة       

 أكمل الحجم الى لتر .  

 كاشف الاستخلاص  -3

(  2لمحلول رقم )مل من ا 3.72( مع 1مل من المحلول رقم ) 50حضر الكاشف بمزج       

 مل بالماء المقطر .  60ومن ثم أكمل الحجم الى 

 طريقة العمل  2.3.4.24.3

 .Egan et al) قْيس حجْم المسْتخلص المتحْرر حسْب الطريقْة المْذكورة مْن قبْل      

مل من كاشف الاستخلاص المبين في  60غم من اللحم المفروم مع  15وذلك بمزج   1988)

ْْْْم )  ْْْْرة رق ْْْْى  )( وعْْْْدل  3الفق ْْْْدروجيني ال ْْْْرقم الهي ْْْْول حْْْْامض  5.8ال ( بواسْْْْطة محل

المحلْول بصْورة جيْدة لمْدة     الهيدروكلوريك اومحلول هيدروكسْيد الصْوديوم ومْن ثْم رج

وقْيس حجْم  Whatman No. 1ذلك رشح المحلول باستعمال ورق الترشْيح   دقيقتان وبعد

 .   للمستخلص المتحرر   الراشح

 Water Holding Capacity     قابلية حمل الماء  4.4.24.3

 Dolatowski and Stasiakقيست قابليْة حمْل المْاء حسْب الطريقْة التْي ذكرهْا       

مْل  50( مْع  3.24.3غم من اللحْم المعامْل المبْين فْي الفقْرة )  50وذلك بمزج  (1999)
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عْد دقْائق وب 10لمْدة  g × 5000 من الماء المقطر ثم اجري النبذ المركزي المبْرد بسْرعة 

 كما يأتي :  ( .W. H. C )ذلك حسبت قابلية حمل الماء 

100 قابلية حمل الماء )%( =  ×
  وزن  الماء المضاف  للحم −   وزن الماء  بعد  النبذ  المركزي

  وزن النموذج
 

 

 Cooking Loss         نسبة فقد الوزن أثناء الطبخ 5.4.24.3

( ووضعها في أكياس  3.21.3المبين في الفقرة ) غم من شرائح  اللحم المعامل  5وزن       

دقيقْة وبدرجْة  90من البولي أثلين وغلقت هذه الاكياس بأحكام ووضعت في حمام مائي لمْدة 

ساعة في الثلاجة وبعدها  24م  بعد ذلك فرغت الاكياس من السائل ووضعت لمدة  70حرارة 

ت ومْن ثْم حسْبت نسْبة الفقْد فرغت الاكياس من السْائل الموجْود علْى سْطح العينْات ووزنْ

 :  (Ortuño et al., 2021) بالوزن أثناء الطبخ من المعادلة الأتية

 

100 =الفقد بالوزن )% (  ×
  وزن  النموذج قبل  الطبخ −   وزن النموذج  بعد  الطبخ  

  وزن النموذج  قبل  الطبخ 
 

 

 معامل التايروسين / التربتوفان الكلي  6.4.24.3

فْي تقْدير معامْل التايروسْين /  Jioe et al. (2023) ذكرهْا التْي الطريقْة متاستخد      

غم من اللحم المعامْل المبْين  10مل من الماء المقطر الى  50التربتوفان الكلي وذلك بأضافة 

( مْْْْع المْْْْزج الجيْْْْد ومْْْْن ثْْْْم ترشْْْْيح المْْْْزيج بْْْْورق الترشْْْْيح  3.24.3)   فْْْْي الفقْْْْرة 

Whatman No. 1  مرات بقدر حجمه وبعد ذلك سجلت  4ماء المقطر  ويخفف الراشح بال

على طْول مْوجي  Spectrophotometerالامتصاصية بواسطة جهاز المطياف الضوئي 

 نانومتر .  280
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معامىىىل التايروسىىىين / التربتوفىىىان البروتينىىىي ومعامىىىل التايروسىىىين /  7.4.24.3

 التربتوفان غير البروتيني 

  ( TCA ) % 15تركيز  الخليك محلول ثلاثي كلورو حامض 1.7.4.24.3

 مل  100المقطر ثم أكمل الحجم  في كمية من الماء   TCAغم من  15حضر المحلول بأذابة 

 طريقة العمل     2.7.4.24.3

( حجْم مْن  5.4.24.3أضيف الى الراشح الناتج الذي تْم الحصْول عليْه  فْي الفقْرة )       

(TCA)   ( بن 1.7.4.24.3المبين في الفقرة ) مْع المْزج الجيْد ومْن ثْم الترشْيح  1:1سْبة

ْْك قْْدر   Whatman No. 1بأسْْتعمال ورق الترشْْيح      معامْْل التايروسْْين / وبعْْد ذل

ْْي ْْر البروتين ْْان غي ْْاف الضْْوئي  التربتوف ْْاز المطي ْْاس الامتصاصْْية للراشْْح بواسْْطة جه بقي

Spectrophotometer  نانومتر 280على طول موجي  . 

 فيتم عن طريق الاتي :   ن / التربتوفان البروتينيمعامل التايروسياما قياس 

 

ومعامل   -معامل التايروسين / التربتوفان الكلي  معامل التايروسين / التربتوفان البروتيني = 

 التايروسين /     التربتوفان غير البروتيني

 

 تقدير النتروجين الكلي  8.4.24.3

  Joslyn ( 1970 ) تم تقدير النتروجين الكلي وفقا  لما ذكره    

 المواد المستعملة    1.8.4.24.3

 حامض البوريك  -1

 مولاري  0.02حامض الكبريتيك تركيز  -2

 حامض الكبريتيك المركز  -3
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 أقراص العامل المساعد تحتوي على كبريتات الصوديوم والزئبق .  –4

         % 40هيدروكسيد الصوديوم  تركيز  –5

 مل طريقة الع    2.8.4.24.3

مل من من حامض الكبريتيك مع أضافة نصف قرص  5غم من اللحم وهضم مع  2أخذ       

 باسْتعمال هيدروكسْيد الصْوديوممن أقراص العامل المساعد وبعد ذلك اجريت عملية التقطير 

مل من حْامض البوريْك  5وأستقبال الامونيا  بــ لتحويل الامونيوم الى امونيا   %40بتركيز 

مْولاري ومْن ثْم حسْبت النتْائج علْى أسْاس  0.02حامض الكبريتيْك بتركيْز والتسحيح مع 

 الوزن الجاف . 

 تقدير النتروجين الكلي الذائب  9.4.24.3

  Kline and  Stewart ( 1948)قدُر النتروجين الكلي الذائب  للحم المعامل وفقا  لطريقة

 ي مولار 0.5تحضير محلول كلوريد البوتاسيوم تركيز   1.9.4.24.3

 في كمية من الماء المقطر ثم أكمل الحجم الى لتر .   KClغم من  37.3حضر بأذابة 

 طريقة العمل   2.9.4.24.3

( مع كميْة  كافيْة مْن محلْول  3.24.3غم من عينات اللحم المبينه في الفقرة ) 1جنس       

KCl  مْْْل بمحلْْْول كلوريْْْد  100مْْْل ثْْْم أكمْْْل الحجْْْم الْْْى  100فْْْي دورق حجمْْْي سْْْعة

دقيقْة مْع الْرج وبعْدها نبْذ بواسْطة  جهْاز النبْذ المركْزي  30وتاسيوم وترك الخليط مْدة الب

دقيقة ، وبعْد ذلْك أخْذ الراشْح وقْدر النتْروجين الكلْي  15ولمدة   xg 3500المبرد بسرعة 

 الذائب فيه  بأستعمال طريقة مايكروكلدال  وحسبت النتائج على أساس الوزن الجاف . 

تىىىروجين البروتينىىىي الىىىذائب و النتىىىروجين غيرالبروتينىىىي تقىىىدير الن 10.4.24.3

 الذائب

ْْا  لمْْا ذكْْره                          ْْذائب وفق ْْذائب والنتْْروجين  غيْْر البروتينْْي ال قْْدر النتْْروجين البروتينْْي ال

Steward ( 1948 ) Kline and . 
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  TCA  % 30تحضير محلول ثلاثي كلوروحامض الخليك   1.10.4.24.3

في كمية من الماء المقطر ومن ثم أكمل الحجم  TCAغم من  30المحلول بأذابة حضر      

 مل بالماء المقطر .  100الى 

 طريقة العمل  2.10.4.24.3

( فْي تقْدير النتْروجين غيْر البروتينْي 2 .9.4.24.3أستعمل الراشح الناتج فْي الفقْرة )     

( الْى  1.10.4.24.3قْرة ) الموضْح فْي الف TCAمْل مْن محلْول  10الذائب ، أذ أضُْيف 

دقيقْة ونبْذ بواسْطة جهْاز النبْذ  15مل من الراشح مْع المْزج الجيْد ومْن ثْم تْرك لمْدة  50

دقيقة ، اما النتروجين البروتينْي الْذائب تْم  15ولمدة     xg 3500بسرعة المركزي المبرد 

 حسابه كما يأتي  :

  

 النتروجين غير البروتيني الذائب –ب النتروجين البروتيني الذائب = النتروجين الكلي الذائ

 

 التقييم الحسي  5.24.3

        المعاملْْة بْْالأنزيم كمْْا مبْْين فْْي الفقْْرة و المطبوخْْة أجْْري التقيْْيم الحسْْي لشْْرائح اللحْْم     

( مْْن قبْْل الأسْْاتذة المختصْْين فْْي جامعْْة البصْْرة / كليْْة الزراعْْة / قسْْم علْْوم  3.24.3) 

     وكمْْا موضْْح فْْي الجْْدول   Tahir. )1979(يْْيم المْْذكورة فْْي وفقْْا  لأسْْتمارة التق  الاغذيْْة

 (3 – 9  . ) 
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  ( أستمارة التقييم الحسي لشرائح اللحم المعاملة بأنزيم بروتيز الاسبارتك  9 – 3) جدول    

 اللون الدرجة

Color 

 النكهة

Flavor 

 العصيرية

Juiciness 

 الطراوة

Tenderness 

 القبول العام

Acceptabili

ty 

 مقبول جدا   طري جدا   عصيري جدا   نكهة قوية مقبول جدا   7

 مقبول طري عصيري نكهه متوسطة مقبول 6

 مقبول قليلا   طري قليلا   قليل العصيرية نكهة مقبولة مقبول قليلا   5

 وسط وسط وسط عديمة النكهة وسط 4

غير مقبول  3

 قليلا  

نكهة غير 

 مقبولة قليلا  

ر مقبولة طراوة غي قليل الجفاف

 قليلا  

 غير مقبول قليلا  

نكهة غير  غير مقبول 2

 مقبولة متوسطا  

طراوة غير مقبولة  جاف

 متوسطا  

 غير مقبول

غير مقبول  1

 جدا  

نكهة غير 

 مقبولة جدا  

طراوة غير مقبولة  جاف جدا  

 جدا  

 غير مقبولة جدا  

 

 التحليل الإحصائي  25.3

فْي   2012اصْدار    Genstat برنْامج و 2021أصْدار  SPSS اسْتخدم برنْامج     

ْْْوي ْْْرق معن ْْْل ف ْْْتخدام اق ْْْات بأس ْْْل البيان ْْْة   L.S.D تحلي ْْْتوى احتمالي ْْْد مس . 0.05عن
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 النتائج والمناقشة  -4

 العزل  1.4

عتبر من العمليات المهمة في هذا النوع من تان عملية انتخاب وعزل الكائن المجهري      

 40فاصل الاخرى من الدراسة حيث تم عزل وتنقية الدراسات لما له من اهمية في تحديد الم

أعلى   Aspergillus، أذ شكل جنس    PDAعزلة محلية من الاعفان وبأستخدام وسط 

( كما مبين في % 20بنسبة) Penicillium( يليه جنس  %37.5نسبة تردد والتي بلغت )

مصادر العزل  ( حسب 2-4( ، وتوزعت العزلات كما مبين في الجدول  ) 1 – 4الجدول ) 

، وذلك بالأعتماد على مصادر متعدده مثل الحبوب منها )  الرز والحنطة والشعير والذرة  ( 

وكذلك  التربة التي اخُذت من مناطق مختلفة من محافظة البصرة  ، اذ تمثل التربة المخزن 

)et al, 2017 ; Chantavorakit  .et al Saccá.  ,الطبيعي للأحياء المجهرية 

،  كما ان الحبوب تكون عرضة لنمو الفطريات، والتي يمكن أن تؤدي إلى تخليق (2021

المنتجات الثانوية المتنوعة طوال مراحل نموها وحصادها وتخزينها كما أن الفطريات التي 

تنقلها ألبذور تلعب دورا  مهما  في نمو النباتات فهي تؤثرعلى إنبات البذور وقوة الشتلات ونمو 

 ,.Abdel-Nasser et al., 2022 Shade et al., 2017 ; Tebele et al)  امالنبات بشكل ع

2020 )  . 

تطابقت هذه الدراسة مع الكثير من الدراسات التي أكدت على استخدام التربة كمصدر      

 .Chimbekujwo et al) وهذا ما جاء في دراسة Aspergillusرئيسي لعزل انواع  

 Maitigوكذلك من التربة   Aspergillus brasiliensis BCW2   الذي عزل (2020,

et al. , (2018 )  . الذي استخدم التربة كمصدر لعزلAspergillus sp  كما توافقت .

الذي عزل مجموعة من  الفطريات من حبوب الرز من  et al Roy. ( 2023)الدراسة مع 

الذي  et al Lumi Abe. (2015)وتطابقت مع. Penicilliumو   Aspergillusبينها  

( وأستعملها في أنتاج Zea mays Lالذرة ) عزل مجموعة من الفطريات من حبوب

 الانزيمات . 
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 ( النسبة المئوية لتردد العزلات 1-4جدول )

 نسبتها من المجموع الكلي للعزلات عدد العزلات جنس العزلة ت

1 Aspergillus 15 37.5 % 

2 Penicillium 8 20 % 

3 Mucor 7 17.5 % 

4 Fusarium 5 12.5 % 

5 Rhizopus 3 7.5% 

6 Alternaria 2 5% 

 % 100 40 المجموع 

 

 المعزولة محليا  عفان للأ العزل( مصادر 2-4الجدول  )

 

 ت

رمز 

 العزلة

 

 المصدر

 

 الجنس

 

 ت

 

 رمز العزلة

 

 المصدر

 

 الجنس

1 A3 1P  Aspergillus 21 D23 10P Mucor 

2 A4 2P Rhizopus 22 D22 8P Aspergillus 

3 A42 3P Rhizopus 23 D23 12P Aspergillus 

4 B23 4P Mucor 24 D53 4P Fusarium 

5 B22 5P  Penicillium 25 E52 7P Alternaria 

6 B33 6P Aspergillus 26 E53 3P  Penicillium 

7 B42 7P Rhizopus 27 F13 10P Aspergillus 

8 B63 4P Aspergillus 28 F14 6P Aspergillus 

9 B83 8P Aspergillus 29 F23 6P Aspergillus 

10 C14 9P Mucor 30 F24 14P Penicillium 

11 C43 10P Penicillium 31 F83 9P Mucor 

12 C94 4P Aspergillus 32 F84 14P Mucor 

13 C93 11P Alternaria 33 F93 4P Penicillium 

14 C113 12P Mucor 34 G12 1P Fusarium 

15 C114 5P Fusarium 35 G13 9P Mucor 

16 C123 8P Aspergillus 36 G34 7P Fusarium 
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،   5Pالْذرة : ، 4Pتربة محطة أبحاث الهارثْة : ،   3Pالشعير:  ،  2Pالحنطة : ،   1Pالرز: 

  8Pتربة حدائق كليْة العلْوم :  ،  7Pتربة حدائق كلية الزراعة :   ،  6Pتربة ابو الخصيب : 

تربْة ،  11Pتربْة شْارع الالبْان فْي العشْار :  ، 10Pتربْة الزبيْر:،   9P تربة كرمة علي:، 

 .   14Pتربة القرنة: ،   13Pتربة الدير: ،   12Pحدائق كلية التربية: 

 

 تشخيص جنس العزلات  2.4

أجريْْْت عمليْْْة تشْْْخيص لمسْْْتعمرات الاعفْْْان المعزولْْْة محليْْْا  علْْْى مسْْْتوى الجْْْنس      

اذ اظهْْْرت النتْْْائج ان اكثْْْر  ، الأعتمْْاد علْْْى الصْْْفات المظهريْْْة والمجهريْْْة لكْْل عزلْْْةوب

والْذي تْم التعْرف عليْه مْن خْلال المسْتعمرات  Aspergillusاس السائدة هْو جْنس  الاجن

نموات خيطية كثيفة ومستعمرات ذات ألوان مختلفة  مثْل الاسْود والبنْي المصْفر التي تتميز ب

ْْادي  ْْى الرم ْْداكن والاخضْْر ال ْْي ال ْْى البن ْْرت مسْْتعمرات ال  نمْْوات Penicillium، وأظه

ْْاللون الازرق او  ْْة ب ْْة ملون ْْا عْْزلات جْْنس خيطي ْْي  Rhizopusالاخضْْر المْْزرق ، ام الت

اظهْرت  Mucorأظهرت مستعمراتها نموات خيطية ناعمة وذات لون اسْود امْا مسْتعمرات 

نمْْْوات مْْْن اللْْْون الاحمْْْر والبنْْْي  الْْْى اللْْْون البنْْْي الْْْداكن ، كمْْْا ان مسْْْتعمرات جْْْنس  

Fusarium بْْاللون الابْْيض ومسْْتعمرات  نمْْتAlternaria ون أصْْفر نمْْوات بلْْ أظهْْرت

 .(  1 – 4الشكل   )وكما مبين في  بني باهت

اتفقْْت هْْذه الدراسْْة مْْع العديْْد مْْن الدراسْْات حْْول الصْْفات المظهريْْة للفطريْْات الخيطيْْة   

(;,2023 .et al Darvishnia Wagner  ; Alternaria ,2020,2020 ; .et al

;,2021.et al Dania 2009 ; Balajee,  . ) 

 

17 C124 13P Aspergillus 37 G54 8P Fusarium 

18 D12 4P Penicillium 38 G93 12P Aspergillus 

19 D14 6P Aspergillus 39 G94 11P Aspergillus 

20 D13 12P Penicillium 40 M14 13P Penicillium 
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 زلات بأشكال وألوان مختلفة( ع 1-4الشكل )

 الغربلة الاولية  3.4

أجريْت عمليْة ( العزلات واجناسها ومصادرها التي تم غربلتهْا، أذ  3-4يبين الجدول )       

 48وبمْدة حضْن    Skim Milk Agar( عزلْة فطريْة علْى وسْط  40الغربلة الاولية لْـ )

( تحلْْلا  واضْْحا  %80بنسْْبة ( عزلْْة )اي 32، أظهْْرت منهْْا ) م   30سْْاعة وبدرجْْة حْْرارة 

 , B33 , C123 , C124كمْا ان مْن بْين هْذه العْزلات أظهْرت العْزلات )على الوسط ، 

F13 , F23 , G94   اعلى نشاط للبروتيْز مقارنْة بْالعزلات الاخْرى اذ كانْت لهْا قابليْة )

 ، بينمْا لْم تظهْر العْزلات Skim Milkهضم اكبر للبروتينْات الموجْودة فْي الحليْب الفْرز 

(A4 , A42 , B22 , E52 , M14 , F83  أي نشْْاط ) وكمْْا مقارنْْة بْْالعزلات الاخْْرى

لْم تظهْر أي نشْاط وبنْاءا  علْى ذلْك تْم أسْتبعاد العْزلات التْي  (2- 4ألشْكل ) هو مبين فْي 

، أن الهْالات المتكونْة حْول المسْتعمرات يْأتي نتيجْة لقْدرة  أنزيمي مْن الفحوصْات اللاحقْة

يم البروتيز والذي بدوره يقوم بتحلل البروتينْات الموجْودة فْي الوسْط  العزلات على أفراز أنز

(2020 , .et al Kazhkenovna (  . 

اذ اشار الى ان  من بين   et al Maitig. ( 2018)ت هذه النتائج مطابقة لما وجده ءجا     

ز المعزول من سطح التربة أعلى نشْاط للبروتيْ Aspergillus spكل العزلات اظهر عفن .

، كمْا تطابقْت هْذه الدراسْة مْع الكثيْر مْن ذلك من خلال حجم الهالة المحيطة بالمسْتعمراتو

 Dubey et al. ( 2010و ) Tharwat et al. (2014اذ وجْد كْلا  مْن  )، الدراسْات 

ْْْْن  ْْْْي عف ْْْْان ف ْْْْز ك ْْْْزيم البروتي ْْْْى نشْْْْاط لأن ْْْْأن أعل و   Aspergillus fumigatesب
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Aspergillus flavus كْذلك مْع نتْائج   ت واضْحة حْول مسْتعمراتهااللْذان أظهْرا هْالا ،

((2020 .et al Kazhkenovna  ْْن ْْا ان  عف ْْي لاحْْظ فيه  awamori  16والت

Aspergillus  وAspergillus awamori 22   وسْْط  المنمْْاة علْْىSkim Milk 

Agar   أعلْى نشْاط للبروتيْز ناتجْة عْن قدرتْه فْي تحلْل م  ، أظهرت  30عند درجة حرارة

التْْي كْْان اقطارهْْا  المحيطْْة بالمسْْتعمرات  تْْي كانْْت واضْْحة مْْن خْْلال الهْْالاتالكْْازين وال

 .ملم على التوالي   20.1ملم  و 22.8

 Skim Milk Agar( العزلات واجناسها ومصادرها وقدرتهاعلى انتاج بروتيز الاسبارتك  في وسط   3-4جدول )   

رمز  ت
 العزلة

حجم  الجنس المصدر
 الهالة 

 )ملم (     

حجم  الجنس المصدر ز العزلةرم ت
 الهالة 

 )ملم (     

1 A3 1P  Aspergillus 12 21 D21 10P Mucor 11 

2 A4 2P Rhizopus - 22 D22 8P Aspergillus 24 

3 A42 3P Rhizopus - 23 D23 12P Aspergillus 23 

4 B23 4P Mucor 12 24 D53 4P Fusarium 17 

5 B22 5P  Penicillium - 25 E52 7P Aiternaria - 

6 B33 6P Aspergillus 26 26 E53 3P  Penicillium 14 

7 B42 7P Rhizopus 15 27 F13 10P Aspergillus 25 

8 B63 4P Aspergillus 24 28 F14 6P Aspergillus 13 

9 B83 8P Aspergillus 23 29 F23 6P Aspergillus 25 

10 C14 9P Mucor 11 30 F24 14P Penicillium - 

11 C43 10P Penicillium 18 31 F83 9P Mucor 12 

12 C94 4P Aspergillus 22 32 F84 14P Mucor 12 

13 C93 11P Alternaria 13 33 F93 4P Penicillium 19 

14 C113 12P Mucor 12 34 G12 1P Fusarium 12 

15 C114 5P Fusarium 16 35 G13 9P Mucor 12 

16 C123 8P Aspergillus 28 36 G34 7P Fusarium 11 

17 C124 13P Aspergillus 29 37 G54 8P Fusarium 12 

18 D12 4P Penicillium - 38 G93 12P Aspergillus 11 

19 D14 6P Aspergillus 20 39 G94 11P Aspergillus 30 

20 D13 12P Penicillium 20 40 M14 13P Penicillium - 
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 ( العزلات المكونة للهالات حول المستعمرات اثناء اجراء عملية الغربلة الاولية  2-4) الشكل        

A        جيد :B      متوسط :C   ضعيف :     D  لايوجد : 

 

 Secondary Screeningالغربلة الثانوية   4.4

وسْط  أظهرت نتائج تنمية العزلات الفطرية المحلية في محتوى مائي منخفض وبأستعمال     

( من أجْل أختيْار العزلْة ألأكفْأ فْي أنتْاج ألأنْزيم   2.6.3الانتاج الانزيمي المبين في الفقرة )

 ،  G94  ،C124تحمْل الرمْز  ) والتْي Aspergillusتفوق معظم العزلات التابعة لجْنس 

B33  ،F13    ،C123  ،F23  ،B63  ،D22  ،B83   ،D23  الفعاليْْْْة ( مْْْْن حيْْْْث

الانزيمية )وحدة / مل (  والفعالية النوعية ) وحدة / ملغْم ( وكمْا مبْين فْي  الفعاليةالتخثرية و

استعملت تقنية تخمرات الحالة الصلبة في انتاج انزيم بروتيز الاسبارتك  ( ، 4 -4)    الجدول

بقلْة التكلفْة وقلْة اسْتهلاك الطاقْة وامكانيْة من العزلات الفطرية المعزولة محليا  كونها تتميْز 

وتُعْد هْذه التخمْرات مْن التقنيْات ة من المخلفات الصناعية والزراعية كمادة خاضْعة الاستفاد
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وبعكس ألكائنْات الحيْة في انتاج الانزيمات ومنها انزيم بروتيز الاسبارتك المفضلة للفطريات 

)Ruslan, 2018 ; Sharma and  Kuila الأخرى التي تحتاج الى نشاط مائي مرتفع  

et al. , 2023)  انْْت هْْذه الدراسْْة متطابقْْة مْْع الكثيْْر مْْن الدراسْْات التْْي اكْْدت وقْد ك

أذ جْاءت هْذه النتْائج  ،استعمال تخمرات الحالة الصلبة في انتاج انزيم البروتيْز مْن الاعفْان 

عزلْْة مْْن  24عنْْد أجرائْه لعمليْْة غربلْْة لْـ  Vishwanatha (2009)مشْابهة لمْْا وجْده 

الحامضْْي بطريقْْة تخمْْْرات الحالْْة الصْْْلبة الاعفْْان لدراسْْة قْْْدرتها علْْى أنتْْاج البروتيْْْز 

 Aspergillusوبأستعمال نخالة الحنطة ، أذ لاحظ أن أعلى أنتاجية للأنزيم كانت من العفْن 

MTCC 5341oryzae   ،( 2020)    كمْا تطابقْت هْذه النتْائج مْع  .et al Mamo 

 البأسْتعم Aspergillus oryzae  DRDFS13  الْذي أنْتج انْزيم البروتيْز مْن عفْن 

الْذي اسْتعمل  et al Osmolovskiy .(2021)  ، و توافقْت مْع  تخمرات الحالْة الصْلبة

 .   sppAspergillus.عفن تابعة لفي انتاج انزيم البروتيز من انواع  تخمرات الحالة الصلبة

ال ( الغربلة الثانوية لعزلات الاعفان المحلية المنتجة لأنزيم بروتيز الاسبارتك بأستعم 4 – 4جدول ) 

 تخمرات الحالة الصلبة على وسط نخالة الحنطة

 الفعالية التخثرية الجنس رمز العزلة ت

 وحدة / مل

 الفعالية الإنزيمية

 وحدة / مل

 الفعالية النوعية 

 وحدة / ملغم

1 A3 Aspergillus 68.5 178 139.06 

2 B23 Mucor 66.6 176 137.9 

3 B33 Aspergillus 72 230 .9421  

4 B42 Rhizopus 70.7 193,3 159.7 

5 B63 Aspergillus 76.1 242,6 212.8 

6 B83 Aspergillus 75 240,6 211.05 

7 C14 Mucor 62.1 94,6 66.6 

8 C43 Fusarium 72.07 206,6 170.7 

9 C94 Aspergillus 73.3 213.3 176.2 

10 C93 Rhizopus 69.1 181,3 149.8 

11 C113 Mucor 68.9 180 148.7 

12 C114 Fusarium 71.4 206,6 170.7 

13 C123 Aspergillus 78.6 248 231.7 
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14 C124 Aspergillus 79.4 250 233,6 

15 D14 Aspergillus 68.7 179,3 140.04 

16 D13 Fusarium 72.9 200 165.2 

17 D21 Mucor 62.01 94 66.1 

18 D22 Aspergillus 75.7 243,3 213.4 

19 D23 Aspergillus 73.8 239,3 197.7 

20 D53 Fusarium 71.6 213,3 176.2 

21 E53 Penicillium 70.5 186,6 154.2 

22 F13 Aspergillus 77.4 246,6 216.3 

23 F14 Aspergillus 69.5 183,3 151.4 

24 F23 Aspergillus 76.9 246 215.7 

25 F84 Mucor 68.1 176 137.5 

26 F93 Fusarium 72.2 193.3 159.7 

27 G12 Fusarium 65.04 131,3 97.2 

28 G13 Mucor 63.6 128,6 95.2 

29 G34 Fusarium 60.1 86.6 60.98 

30 G54 Fusarium 62.9 112,6 83.4 

31 G93 Aspergillus 58.3 88,6 62.3 

32 G94 Aspergillus 80 258.6 272.2 

 

اعادة تنميتها على نفس أختيارها وادى الى  ( 5-4ان تفوق العزلات المبينة في الجدول )     

من حيث قدرتها على انتاج  ثبات العزلة المحلية وراثيا  الوسط وفي نفس الظروف للتأكد من 

ثباتا   التي أظهرت ( G94)  ذات الرمزلعزلة اهي وكان من بين هذه العزلات  الانزيم

وحدة /  272.2مل وفعالية نوعية وحدة /  258.6بفعالية انزيمية   واضحا  في انتاج الانزيم

في حين لوحظ ان بقية العزلات تفاوتت وتباينت في وحدة / مل ،  80، وفعالية تخثرية  ملغم

 . كمية الانزيم المنتج عند تقدير الفعالية الانزيمية 
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خمرات عزلات محلية منتجة لأنزيم بروتيز الاسبارتك بأستعمال ت 10( الغربلة الثانوية لأفضل 5-4جدول )

 الحالة الصلبة على وسط نخالة الحنطة 

 الجنس              رمز العزلة   ت 

 الفعالية التخثرية

 وحدة /مل 

 الفعالية الإنزيمية

 وحدة /مل

 الفعالية النوعية

1 B33 Aspergillus 72 230 214.9 

2 B63 Aspergillus 69 221.3 194.1 

3 B83 Aspergillus 71 218.6 191.7 

4 C123 Aspergillus 73 223.3 184.5 

5 C124 Aspergillus 79.4 248 231.7 

6 D22 Aspergillus 81.52 226.6 198.7 

7 D23 Aspergillus 75.61 225.3 186.1 

8 F13 Aspergillus 60.15 186.6 163.6 

9 F23 Aspergillus 76 236.6 207.5 

10 G94 Aspergillus 80 258.6 272.2 

 

                     ( من ناحية التثبيط بالمثبط6-4م تم أختبار العزلات كما في الجدول )ومن ث     

( Pepstatin A )  كون هذا المثبط متخصص بتثبيط أنزيم بروتيز الاسبارتك ، وقد تبين أن

قد ثبط تقريبا بشكل تام وبفعالية   Aspergillus(  G94)الانزيم المنتج من العزلة المحلية 

(  B63  ،C123  ،D22  ،D23  ،F13( في حين لم تتأثر العزلات )% 0.12ة )متبقي

( على  % 100،  % 87.7،  % 100،  %100،  % 98.5بألمثبط وبفعالية متبقية )

يعود الى مجاميع  (Pepstatin )التوالي،أن تثبيط بروتيز الاسبارتك بفعل المثبط 

 , Asp32 )ى الارتباط بالمواقع الفعالة الهيدروكسيل الموجودة في المثبط والتي تعمل عل

Asp214)    الموجودة في أنزيم بروتيز الاسبارتكVishwanatha ,2009) . ) 

عند أستعماله مركب   et al Song. 2020)(جاءت هذه النتائج متوافقة مع        

Pepstatin A   في تثبيط أنزيم بروتيز الاسبارتك المنتج من عفنAspergillus niger 

F0215  كما تطابقت النتائج مع  %0،أذ ثبط الانزيم بشكل كامل وبفعالية متبقية .(et  Xue

2024( .al   عند أستعماله مركبPepstatin A  في تثبيط أنزيم بروتيز الاسبارتك المنتج



 Results and Discussion                             شة              النتائج والمناق     

93   

 %0،أذ ثبط الانزيم بشكل كامل وبفعالية متبقية   Trichoderma asperellumمن عفن  

مقارنة مع الفعالية التخثرية فضلاُ ونتيجة لأرتفاع قيم الفعالية التحللية اس وعلى هذا الاس  ،

(  G94)تم أختيار العزلة  A Pepstatin عن حصول أعلى تثبيط عند المعاملة مع

Aspergillus      الدراسة الحالية كماللأ   . 

                      املتها بمثبط روتيز الاسبارتك على اساس معبغربلة العزلات المنتجة لأنزيم (6-4جدول )

 (Pepstatin A ) الـ

 الفعالية الانزيمية  الجنس  رمز العزلة ت

  مثبط الـ باستخدام

 A Pepstatin 

 الفعالية المتبقية

% 

1 B33 Aspergillus 37.61 16.35 

2 B63 Aspergillus 218 98.5 

3 B83 Aspergillus 22.31 10.06 

4 C123 Aspergillus 223.3 100 

5 C124 Aspergillus 12.48 5.03 

6 D22 Aspergillus 226.6 100 

7 D23 Aspergillus 197.7 87.7 

8 F13 Aspergillus 186.6 100 

9 F23 Aspergillus 22.9 9.6 

10 G94 Aspergillus 0.32 0.12 

 

 في أنتاج الانزيم G94     Aspergillus تشخيص نوع العزلة الأكفأ 5.4

تم شخصت مظهريا   و( فحصا مجهريا  لتحديد نوع العزلة  والتي  G94فحصت العزلة )      

( ،  اذ وجْد  4-4اختيارها كونها الاكثر انتاجا  لأنزيم البروتيز والتي مر ذكرها سابقا  الشكل )

ملْم و  44هي  Czapek Yeast Agarان معدل أقطار مستعمرات هذه العزلة على وسط 

ملْم عنْد  53م  علْى التْوالي ، كْذلك بلْا معْدل قطرهْا  37و  25ة حرارة ملم عند درج 66

م  ، أمْا لْون المسْتعمرات  25عند درجْة حْرارة   Malt Extract Agarنموها على وسط 

فكانت بنية مائلة الى اللون الذهبي ،، وهذه النتْائج متوافقْة مْع المفْاتيح التصْنيفية المبينْة فْي 

Klich (2002) ْْى أن معْْدل قطْْر المسْْتعمرات لعفْْن والْْذي أشْْار الAspergillus 
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terreus    ملْْم علْْى وسْْط  70 – 65ملْْم و 60 – 40يتْْراوح بْْينCYA   عنْْد درجْْة

عنْْد   MEAملْْم عنْْد نموهْْا علْْى وسْْط  70 – 40م  علْْى التْْوالي ، و  37و  25حْْرارة 

 ذو لْون أبْيض أمْا ( Mycellium )غزلهْا الفطْري ان م  . كْذلك لْوحظ  25درجْة حْرارة 

فقد ظهرت بشكل كروي ، ملساء وذات لون بني مائل الى البرتقالي أما   (Conidia)الكونيديا

ْْْْْْْذنيبات  (Spherical)فكانْْْْْْْت كرويْْْْْْْة الشْْْْْْْكل  (Vesicle)الحويصْْْْْْْلة  محاطْْْْْْْة بال

(Sterigmata)  أوphialidesْْْا ْْْق عليه ْْْي (  metula)ويطل ظهْْْرت بشْْْكل صْْْفين والت

Biseriate   تكون من حوامل كونيدية طويلْة ذات لْون بنْي مستعمرات هذه العزلة ت كما ان

ْْي الشْْكل    )  ْْا ف ْْى بيضْْوية كم ْْة ال ْْاتح وتكْْون كروي ْْة هْْي   3 – 4ف ( ،  اذ وجْْد ان العزل

Aspergillus terreus  ، ولقْْد جْْاءت هْْذه النتْْائج  متوافقْْة مْْع مْْا ذكْْره( Balajee

ة طويلْة تتكْون مْن حوامْل كونيديْ  Aspergillus terreusالْى ان مسْتعمرات   2009)

ْْين  ْْة الْْى بيضْْوية .  2.5 – 1.5)  تتْْراوح ب وهْْذا يتطْْابق مْْع ( مْْايكرومتر وتكْْون كروي

 ( .  Klich ,2002) ; Pitt and Hocking ,2009المراجع التشخيصية 

 

 

 ج الانزيمالأكفأ في انتا G94 Aspergillusعزلة تشخيص نوع ال(  3 – 4شكل ) 
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  Aspergillus terreus   المنتقاةلةعزالعن الافلاتوكسين في  الكشف 6.4

( ان العزلة المحلية لاتنتج الافلاتوكسين عنْد تنميتهْا علْى وسْط  4 -4لوحظ من شكل )      

م   وكْذلك لْوحظ هْذا بعْد  30جوز الهند بعد مرور ساعة واحدة من الحضن وبدرجة حْرارة 

 Aspergillus terreusساعة من الحضن وبنفس درجة الحرارة ، أذ يعْد عفْن  24مرور 

التْي و ،GRAS (Generally Regarded As Safe) مْن الاحيْاء المجهريْة الامنْة

  تلعْب دورا  مهمْا  فْي العديْد مْن المجْالات مثْل الطْب والغْذاء والصْناعات الكيميائيْة وإنتْْاج 

. تطابقت هذه الدراسة مع (et al Huang;1202, .et al deLima. ,2021)الإنزيمات 

ida(1999)and Mach Saito إن لْون  المسْتعمرات الفطريْة المنتجْه  الْذي أشْار إلْى

للأفلاتوكسين يتغير الى اللون الوردي عنْد التعْرض لبخْار الامونيْا  بينمْا المسْتعمرات التْي 

 لاتنتج الافلاتوكسين لايتغير لونها عند التعرض لبخار الامونيا  . 

 

 

مستعمرات   لكشف عن الافلاتوكسين في الطبق الحاوي على( أختبار بخار الامونيا ل 4 -4الشكل )       

 المنماة على وسط جوز الهند وعدم تغير اللون . Aspergillus terreusالعزلة 

 

 التشخيص الجيني للعزلة المحلية ألأكفأ في أنتاج الإنزيم   7.4

  DNAاستخلاص الحامض النووي  1.7.4

(  G94الفطريْْة المعزولْْة محليْْا  )  مْْن العزلْْة  DNAاسْْتخلص الحْْامض النْْووي      

وبخمْْس مكْْررات ، وقْْد اكُْْدت نقْْاوة الاسْْتخلاص عْْن طريْْق نتْْائج الترحيْْل الكهربْْائي 

Electrophoresis  ( ْْر شْْكل ْْاروز ، إذ  اظه ( خمْْس حْْزم  5 – 4بأسْْتعمال هْْلام الاك

  . مكررة  DNAواضحة  للحامض النووي 
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مد علْى مبْدأ الارتبْاط للحْامض النْووي تعت DNAأن عملية أستخلاص الحامض النووي      

ذي الشْْْحنة السْْْالبة مْْْع سْْْطح السْْْيليكا المغطْْْى بالأيونْْْات الموجبْْْة الشْْْحنة، وتعْْْد عمليْْْة 

أستخلاص الحامض النووي بواسطة السلكا طريقة بسيطة وسريعة الأداء وقليلة التكلفْة وتنْتج 

DNA  عالي الجودة Dairawan & Shetty ,2020)(   . 

 

     

                   المستخلص من العزلة   DNA( الترحيل الكهربائي للحامض النووي  5 – 4شكل ) 

 G94     Aspergillusالمحلية 

 

   DNAتضخيم الحامض النووي  2.7.4

 Polymerase Chain ( PCR )اسْْتعملت تقنيْْة تفاعْْل سلسْْلة البْْوليمريز      

Reaction   18بأستعمال اختبارS rRNA خيم  بأستعمال البْوادىء الامْامي وأجري التض

(forward  )ITS1  و ( العكسْيreverse )   ITS4  (  3.20.3المبينْة فْي الفقْرة  )،  أذ

زوج قاعدي   605حزم خضراء واضحة بحجم   10ظهر من خلال نتائج الترحيل الكهربائي 

مْن   ITS( ، وهْذا يعنْي ان البْوادىء ارتبطْت بْالجين المسْتهدف  6 – 4كما فْي الشْكل ) 

 تشْابهتو ،  G94    Aspergillus عزلْة العفْنمْن المسْتخلص  DNAالحامض النووي 

الذي شخص العزلة الفطريْة علْى أنهْا  let a Basha.،  )2023)    هذه الدراسة مع نتائج
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Aspergillus terreus (OQ085169) ْا إلْى الح الفطْري  DNAمض النْووي ااسْتناد 

 . (ITS1 , ITS4بأستعمال البوادىء ) PCRة المستخلص الذي تم تضخيمه بواسط

 

 زوج قاعدي    605ظهور حزم بحجم     PCR( الترحيل الكهربائي لنواتج تفاعل 6-4الشكل )    

 تحليل تتابع نواتج التضخيم  3.7.4

الكورية لتحديد تسلسل  Macrogen ارسلت البوادىء ونواتج الجين المضخم الى شركة     

( ، واعُتمدت تلك التسلسلات مع ما 1ية للعزلة الفطرية قيد الدراسة  ملحق )القواعد النتروجين

 BLAST Nucleotideفي برنامج  NCBIمتوفر من معلومات حول هذا الجين في موقع 

وجنس العزلة الفطرية المنتخبة ، أذ بينت النتائج ان نسبة التطابق كانت   للتعرف على نوع

               المسجلة MT530236.1(  Aspergillus terreus (بين سلالة  % 99.55

                 لهذا  بأنها تابعة هذه العزلة ذلك عدتة لفي بنك الجينات وبين العزلة المحلي

            SFH4 terreus Aspergillus   سجلت في بنك الجينات بأسمالعفن و

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC719967 وبالأعتماد على تتابعات 

 MEAGرسمت الشجرة الوراثية لمعرفة العلاقة بين العزلات بأستعمال برنامج   ITSجين 

هي الطريقة الأكثر فعالية لتحديد الأنواع  ITS( . تعد منطقة 7 - 4وكما في الشكل ) 7

 .) Bondkly-El (2012 ,الفطرية، لأنها تكشف عن اختلافات التسلسل بين الأنواع 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530236.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=5VAY1YPJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC719967
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    et alWardah. )(2024و  et al.Basha(2023) , مع ةتطابقت هذه الدراس      

على أنها  ITS rRNA تتابعات جينالعزلة باستخدام  شخصوا جنس ونوع نذيلال

Aspergillus terreus  لرسم الشجرة الوراثية .  هذه التتابعات  كما أستعملا 

 

 

 وعلاقتها  SFH4  Aspergillus  terreusلعفن  العزلة ( الشجرة الوراثية  7- 4شكل )

 NCBIمع الفطريات نفسها في بنك الجينات 
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             عفىىىىىىن مىىىىىىن  بروتيىىىىىىز الاسىىىىىىبارتكدراسىىىىىىة الظىىىىىىروف المثلىىىىىىى لإنتىىىىىىاج   8.4

SFH4  Aspergillus  terreus  

 :أفضل وسط لإنتاج الإنزيم  تحديد  1.8.4

بطريقْة  Aspergillus terreus SFH4 عفنأستعملت عدة أوساط زرعية في تنمية       

        تخمْْرات الحالْْة الصْْلبة لأختيْْار أفضْْلها فْْي أنتْْاج أنْْزيم بروتيْْز الاسْْبارتك والتْْي تضْْمنت

الرز ، جريو الْذرة ، كسْبة فْول الصْويا ( أذ لْوحظ  قشور) نخالة الحنطة ، نخالة الشعير ، 

ي تميْزت والتْ  p ≤ 0.05 وجود فروق معنوية بين الأوساط  المختلفة عند مستوى أحتمالية 

وحْدة  272.2وحْدة / مْل وبفعاليْة نوعيْة  258.6نخالة الحنطة بأعلى فعالية أنزيمية بلغْت 

/ملغم  في حين كان وسط جريو الذرة اقل الاوساط الزرعية فعالية فْي انتْاج الانْزيم بفعاليْة 

          كمْْا موضْْح فْْي الشْْكلوحْْدة /ملغْْم  104.1وحْْدة / مْْل وبفعاليْْة نوعيْْة  100 أنزيميْْة 

نخالْة الشْعير ، سْبوس ويعزى سبب أنخفاض الفعاليْة الانزيميْة فْي الاوسْاط )  ،( 8 - 4)  

الرز ، جريو الذرة ، كسبة فول الصويا( وبشكل تدريجي الى أختلاف مكونات هْذه الاوسْاط 

ْْادة الخاضْْعة ) ْْى الم ْْة الوصْْول ال ْْي أمكاني ْْالي الاخْْتلاف ف  Chimbekujwo etوبالت

al.,2020 )  ْْى  أدىدقْْائق الوسْْط ممْْا بعْْض ال محلْْول الترطيْْب عْْن انفصْْ لْْوحظكمْْا ال

 عكسالانخفاض قابليته على  امتصاص الماء وهذا يؤثر على نمو الاعفان وانتاج الانزيم على 

تمتْاز باحتفاظهْا بالمْاء وتركيبهْا فضْلا  عْن حجْم الْدقائق الْذي يكْون  نخالة الحنطة التي من

-Viniegra) )لاوسْاط شْيوعا  لأنتْاج الانزيمْاتملائم لدخول الهواء والتي تعتبر مْن اكثْر ا

González et al.,2003  . 

ومْْن الدراسْْات المطابقْْة لهْْذة الدراسْْة والتْْي اسْْتخدمت نخالْْة الحنطْْة فْْي انتْْاج انْْزيم       

الدراسْْْْْْة التْْْْْْْي أجراهْْْْْْْا ،   Aspergillusالبروتيْْْْْْز  مْْْْْْْن  انْْْْْْواع تابعْْْْْْْة   لعفْْْْْْْن 

2009)(Vishwanatha   من خلال تنمية عفن  spergillus oryzaeA  على مجموعة

( بطريقْة تخمْرات الحالْة   Rajiمن المخلفات ) نخالة الحنطة ، نخالة الْرز ، نخالْة الراجْي 

الصلبة لأنتاج أنزيم البروتيز الحامضْي ، وجْد أن أعلْى أنتاجيْة للأنْزيم كانْت عنْد أسْتعمال 

 – 14خالة الحنطة والذي بلا نخالة الحنطة ، وأعزى هذا التفوق الى المحتوى البروتيني في ن

ْْة الْْرز و  % 8 – 7فْْي حْْين كْْان  % 16 ْْة الراجْْي  % 6 – 5فْْي نخال كمْْا    ،فْْي نخال

الْذي أسْتعمل عْدة أوسْاط زرعيْة لإنتْاج   Novelli et al. ,( 2016تطابقت النتائج  مْع  )

الاوسْاط تخمرات الحالة الصلبة ، أذ كانت نخالة الحنطة هي أفضْل  بأستعمالإنزيم  البروتيز 
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الذي  da Silva et al. , ( 2016وايضا  توافقت النتائج مع  ) ،المستعملة في أنتاج ألآنزيم 

ْْْة  ْْْز مْْْن عزل ْْْزيم البروتي ْْْاج إن  Aspergillus tamarii وجْْْد أن أفضْْْل وسْْْط لإنت

URM4634   كمْْا توافقْْت  ،وحْْدة / مْْل  340بفعاليْْة انزيميْْة  و هْْو وسْْط نخالْْة الحنطْْة

 Rhizopusالْذي أنْتج مجموعْة مْن الانزيمْات مْن عفْن  Anwar (20(23النتْائج مْع 

Oryzae   منها أنزيم بروتيز الاسبارتك بطريقة تخمرات الحالْة الصْلبة  ، أذ وجْد ان أعلْى

 أختلفت النتائج مع أنتاجية للأنزيم كانت بأستعمال نخالة الحنطة مقارنة مع بقية المخلفات . كما 

Chimbekujwo et al. (2020)   اسْتخدم مجموعْة مْن المخلفْات ) نخالْة الارز ، الْذي

قشر الارز ، الذرة الرفيعة ، كوز الذرة ، ، قشْر البرتقْال ، نخالْة الحنطْة  ( فْي إنتْاج إنْزيم 

أذ كان قشر البرتقال هْو أفضْل  Aspergillus brasiliensis BCW2البروتيز من عفن 

   الاوساط المستعملة في أنتاج ألآنزيم

 

 

                    عفنمن  بروتيز الاسبارتكنتاج لأوسط  تحديد أفضل(   8 - 4 شكل )       

Aspergillus  terreus SFH4          
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  أفضل نسبة لمحلول الترطيب المستخدم لإنتاج الإنزيم تحديد  2.8.4

 ≥ p وجود فروقات معنوية بين نسب محلول الترطيب عنْد  ( 9 - 4)لوحظ من الشكل      

حيث ارتفعت الفعالية الانزيمية بشكل تْدريجي الْى ان وصْلت الْى اعلْى مسْتوى لهْا  0.05

غْم  10مل من المحلول الملحي مع  30وزن / حجم ( أي استخدام  3:1عند نسبة الترطيب )

وحدة / مْل  وبفعاليْة  273.3من وسط الانتاج ) نخالة الحنطة ( ، أذ بلغت الفعالية الانزيمية 

ة / ملغم ، ثم بدأت الفعالية الانزيمية بالأنخفْاض تْدريجيا الْى ان وصْلت وحد 303.6نوعية 

وزن/ حجْْم( أذ وصْْلت الفعاليْْة الانزيميْْة   5:1الْْى أدنْْى مسْْتوى لهْْا عنْْد نسْْبة الترطيْْب )

وحدة / ملغم . أن التأثير الناتج من عملية الترطيْب  122.1وحدة / مل وبفعالية نوعية  110

عْزى الْى عمليْات نمْو وأيْض الاحيْاء المجهريْة ، أذ قْد يْؤدي في تخمرات الحالْة الصْلبة ي

ْْو وأيْْض الاحيْْاء  ْْى أعاقْْة نم ْْاع أو أنخفْْاض نسْْبة الترطيْْب عْْن المسْْتوى الامثْْل ال أرتف

ويمكن ان يكون لأختيار  (Wang et al. ,2013 )المجهرية وبالتالي الى قلة أنتاج الانزيم 

مجهْري فضْلا  عْن دورهمْا المهْم فْي عمليْات الاملاح المعدنيْة تْأثير ملحْوظ وفقْا  للكْائن ال

ْْْة  ْْْات الخلوي ْْْة ، فهْْْي تْْْدخل فْْْي تركيْْْب أغلْْْب المكون التمثيْْْل الغْْْذائي والفعاليْْْات الحيوي

والْدهون الفوسْفاتية ، أيضْا  لهْا دور  GTPو   ATP كالحوامض النوويْة ومركبْات الطاقْة

نمْْو العفْْن وأنتْْاج فْْي المحافظْْة علْْى الْْرقم الهيْْدروجيني للوسْْط وهْْذا يْْنعكس أيجابْْا  علْْى 

ْْْْزيم  ْْْْز نتيجْْْْة  ) etal.,2015)  Bensmailالان ْْْْي نشْْْْاط البروتي ْْْْون الاخْْْْتلاف ف ويك

 .Usman etalللأختلافات في التركيب الكيمياوي وحجم الجسيمات التي ترتبط بالمسامية  

حيث يزداد الشد السْطحي عنْد انخفْاض نسْبة الترطيْب وهْذا بْدوره يسْبب قلْة   ) (2021,

ت  وتوفر بيئة غير ملائمة لنمو الاعفْان بينمْا ارتفْاع نسْبة الترطيْب يْؤدي الْى إذابة المغذيا

أنخفْْاض نسْْبة الاوكسْْجين وتحديْْد أنتقالْْه فْْي الوسْْط لقلْْة الفراغْْات البينيْْة وزيْْادة التصْْاق 

وتكتل جزيئات نخالة الحنطة فضلا  عن محدودية الحيز المتاح لتغلغل خيوط العفن أثنْاء نمْوه 

 Luti and Younis  2014  ; Wang et)فْي انتاجيْة الانْزيم وبالتْالي انخفْاض 

),2013.al ،  أختلفت نتائج هذه الدراسة عن نتائج الباحثين الاخرين ، أذ اختلفت النتائج عما

بأن أفضل نسبة لمحلول الترطيب في أنتاج  Sebo and Othman . (2021)توصل اليه 

 وزن / حجم ( . 0.75: 1ي نسبة ) ه Aspergillus nigerالبروتيز الحامضي من عفن 
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                    عفنمن  بروتيز الاسبارتكنتاج لإ ترطيب نسبة محلول تحديد أفضل(  9 - 4شكل  )     

SFH4  Aspergillus  terreus    

   لإنتاج الإنزيمأفضل رقم هيدروجيني  تحديد  3.8.4

ني في انتاج انْزيم  بروتيْز الاسْبارتك مْن تأثير الرقم الهيدروجي (  01 - 4) يبين شكل      

ْْة ْْة لعفْْن  العزل ْْائج التحليْْل    Aspergillus terreus SFH4 المحلي ومْْن خْْلال نت

 p  0.05 ≥ هناك فروقات معنوية بين الارقام الهيدروجينية المختلفة عند وجد أن الاحصائي 

دروجينيْة الحامضْية التْي إن إنتاجية  الإنزيم تْزداد  بشْكل تْدريجي بْين الأرقْام الهي، لوحظ 

هْو الْرقم  5الْرقم الهيْدروجيني ألْى ان وصْلت الْى أعلْى أنتاجيْة عنْد  5 – 3تتراوح  مْن 

        ( وحْْدة / مْْل وبفعاليْْة نوعيْْة 273.3اذ بلغْْت الفعاليْْة الانزيميْْة )  الامثْْل لأنتْْاج الانْْزيم

مسْتوى عنْد الْرقم  لاقثم تعود لتنخفض بعد ذلك  الى إن تصل إلى  ( وحدة / ملغم 303.6) 

( وحدة /ملغم  82.7) و( وحدة/ مل  78.6)  بفعالية انزيمية وفعالية نوعية   7 الهيدروجيني

على التوالي ، وقد يعود تأثير الدالة الحامضية على انتاج الانزيم من خلال التأثير على صفات 

يْْة اذ تتغيْْر الحالْْة الوسْْط مثْْل ذائبيْْة مكونْْات وسْْط التخمْْر وانتقالهْْا وتْْأين المركبْْات الحيو

الأيونية للمْادة الخاضْعة وتشْكل جسْيمات مشْحونة قْد لاتتطْابق مْع المواقْع الايونيْة الفعالْة 

Sebo and Othman ,)للأنزيم وبالتالي لن يتمكن العفن من الوصول الى المادة الخاضعة 

  بْْأن أعلْْى Vishwanatha )(2009وهْْذه النتْْائج تتطْْابق مْْع ماتوصْْل اليْْه  ، ( 2023

    5ت عنْد رقْم هيْدروجيني كانْ Aspergillus oryzaeنتاج للأنْزيم الحامضْي مْن عفْن  أ

الْذي انْتج انْزيم البروتيْز الحامضْي مْن عفْن   .Mamo et al  ( 2020 ) ، كْذلك مْع
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DRDFS13 Aspergillus oryzae     وأيضْا مقاربْة  لمْا 5عنْد الْرقم الهيْدروجيني .

 Aspergillus انْتج انْزيم البروتيْز مْن عفْن الْذي   Bensmail et al. (2015) وجده

niger FFB1  4عند رقم هيدروجيني . 

 

 

                          عفنمن  بروتيز الاسبارتكنتاج لإ رقم هيدروجيني تحديد أفضل(   01 - 4شكل ) 

SFH4  Aspergillus  terreus  

 

 الإنزيمتحديد أفضل محلول لاستخلاص   4.8.4

 Aspergillusمحلول لأستخلاص انزيم البروتيز من العزلة المحلية لعفن   درس افضل     

terreus SFH4   ومن خْلال نتْائج التحليْل الإحصْائي لْوحظ وجْود فروقْات معنويْة بْين

وتبين ان افضل محلول من بين   p ≤ 0.05 محاليل استخلاص الانزيم عند مستوى أحتمالية 

وحْدة  280.6اذ بلغت فعاليتة الانزيميْة  ىء الخلاتدارالمحاليل المستخدمة للأستخلاص هو 

عنْد المْاء وحدة /ملغم في حين كانت ادنى فعالية عنْد اسْتخدام  311.7/ مل وبفعالية نوعية  

وحدة / ملغم وكمْا هْو  137.6وحدة / مل وبفعالية نوعية  126.6اذ بلغت الفعالية الإنزيمية 

 .  (11 – 4) موضح في الشكل 

محلول الاستخلاص المناسب له أهمية في المحافظة علْى فعاليْة الإنْزيم وعْدم  ان اختيار     

ان اخْْتلاف والتْداخل فْي طريقْْة تقْديره وذلْْك مْن خْلال المحافظْْة علْى الْْرقم الهيْدروجيني 

المحاليل الدارئه في قابليتها على استخلاص الإنزيم يعود إلى القوة الأيونية التي تتميز بها تلك 

اختلاف خواص الإنزيمْات كنقطْة التعْادل الكهربْائي او الثبْات تجْاه الارقْام المحاليل وكذلك 

هْذه النتْائج  مْع العديْد مْن البْاحثين  اختلفْت. لقْد  (Wong et al. , 1974)الهيدروجينية 
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اذ اسْتعملوا  (.Chimbekujwo et al. ,2020 ;  2020 ,  Mamo et al)ومْنهم  

 DRDFS13إنْْْزيم البروتيْْْز مْْْن العْْْزلات  ( لاسْْْتخلاص 10:1المْْْاء المقطْْْر بنسْْْبة ) 

Aspergillus oryzae   وAspergillus brasiliensis BCW2      . على التوالي 

 

 

 

                          عفنمن  بروتيز الاسبارتكنتاج محلول استخلاص لإ تحديد أفضل(   11 – 4شكل )  

SFH4  Aspergillus  terreus 

 

 الإنزيملإنتاج تحديد أفضل حجم لقاح  5.8.4

هناك فروقات معنوية بين احجام اللقاح المختلفْة بأن لوحظ من نتائج التحليل الاحصائي        

نتائج تلقْيح وسْط نخالْة الحنطْة بمسْتويات   ( 12 - 4) حيث بين  الشكل  p  0.05 ≥ عند 

 Aspergillusمختلفْْة مْْن حجْْم اللقْْاح إذ وصْْل أقصْْى إنتْْاج لإنْْزيم البروتيْْز مْْن عفْْن

SFH4  erreust    1 (مل 2عند استخدام حجم لقاح مقدارهX  610  / غرام مادة  10بوغ

( وحْدة / ملغْم 320.54( وحْدة / مْل وفعاليْة نوعيْة  )  287.21صلبة ( بفعالية إنزيميْة )

مْل أذ  7بينما انخفضت إنتاجية الإنزيم الْى اقْل مسْتوياته عنْد اسْتعمال حجْم اللقْاح مقْداره  

وحدة /ملغْم ، إذ إن قلْة حجْم  86.9وحدة / مل وبفعالية نوعية   80لإنزيمية  بلغت الفعالية ا
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اللقاح في الوسط يؤدي إلى قلة إنتاجية الإنزيم بسْبب عْدم الاسْتغلال الأمثْل لمكونْات الوسْط 

ممْا يْْنعكس سْْلبا  علْى فعاليْْة المْْواد الايضْية ومْْن ضْْمنها الإنزيمْات ، وعنْْدما تْْزداد كميْْة 

لخلايا التي تفرز أنزيمات محللة للمادة الاساس لغْرض الاسْتفادة مْن نْواتج اللقاح يزداد عدد ا

التحلل لتزويدها بمتطلباتها الحياتية وبذلك تزداد أنتاجية الانزيم في حين أن زيْادة حجْم اللقْاح 

عن الحجم الأمثل فأنه يؤدي إلى زيادة المواد ألأيضية السْامة  وانخفْاض الأوكسْجين المْذاب 

 Palsaniya)فسة على العناصر الغذائية وتكتل الخلايا وبالتالي قلة انتاج الانزيم وزيادة المنا

et al. , 2012 ت هذ النتائج مقاربة لما ذكره ء( . جاChimbekujwo et al.,( 2020)   

 Aspergillus brasiliensisمل لأنتاج انزيم البروتيز من عزلة   1اذ استعمل حجم  لقاح 

مْل لأنتْاج  1أذ استخدم حجْم لقْاح   Palsaniya et al. (2012ذكره )لما  وايضا  قريبة .

 .بروتيز من العزلات المايكروبية ال

 

                            عفنمن  بروتيز الاسبارتكنتاج حجم لقاح  لإ تحديد أفضل(   12 - 4شكل ) 

SFH4  Aspergillus  terreus 

 نزيمالإتحديد أفضل مصدر نايتروجيني لإنتاج  6.8.4

درس تأثير تدعيم نخالة الحنطة بالمصادر النتروجينية العضوية وغير العضوية في انتاج      

     وكمْا مبْين فْي شْكل Aspergillus terreus SFH4انْزيم بروتيْز الاسْبارتك مْن عفْن 

هنْْْاك فروقْْْات معنويْْْة بْْْين وجْْْد أن ومْْْن خْْْلال نتْْْائج التحليْْْل الاحصْْْائي  (  13 – 4) 

إن المصْدر النتروجينْي العضْوي المتمثْل إذ لْوحظ  p  0.05 ≥ نيْة عنْد المصادر النتروجي

ْْة انزيميْْة والتْْي بلغْْت  ْْة  293.59بالكْْازين اعطْْى اعلْْى انتاجي وحْْدة / مْْل وبفعاليْْة نوعي

وحدة /ملغم فْي المقابْل أنخفضْت الانتاجيْة وبشْكل متفْاوت عنْد أسْتعمال الببتْون  328.90

ْْوم و ْْات الاموني ْْرات الصْْوديوم وكبريت ْْة )ونت ْْة انزيمي ْْرة وبفعالي  , 253.3مسْْتخلص الخمي
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( 168.8 ,173.3 , 192.5 , 287.8( وحدة / مل وفعالية نوعية ) 152 ,156, 173.3

وحدة / ملغم وعلى التْوالي ، أن وجْود المركبْات النتروجينيْة المعقْدة فْي الوسْط تعمْل علْى 

فهي تعْد عْاملا  حيويْا  لنمْو  تحفيز أنتاج البروتيزات مقارنة مع المصادر النتروجينية البسيطة

( فضْلا  عْن ذلْك فْأن Sebo and Othman 2023 ,)الكائنات الحية وتكوين الانزيمات 

ارتفاع انتاج انزيم البروتيز بأستعمال المصدر النتروجيني العضوي    ) الكْازين ( يعْود الْى 

 , .Medina et alطبيعة الاحماض الامينية والببتيدات الناتجة عن عملية  تحلل البْروتين )

الْذي اشْار الْى ان  Asha et al. (2018 )  مْا توصْل اليْه  توافقت النتائج مْع (. 2020

 Bacillusالكازين هو افضل مصدر نايتروجيني لأنتاج انزيم البروتيز من العزلْة البكتيريْة 

cereus FT   مْْن بْْين  المصْْادر النتروجينيْْة العضْْوية وغيْْر العضْْوية وبفعاليْْة انزيميْْة

بْأن   Othman and Sebo ( 2023وحْدة / مْل  ،   كمْا  وجْد   ) 151الْى   تصْل

هو الكازين .  Aspergillus nigerافضل مصدر نايتروجيني لأنتاج انزيم البروتيزمن عفن 

عنْد تدعيمْه لنخالْة الحنطْة  Vishwanatha )(2009في حين أختلفت النتائج مْع ماوجْده 

والكازين والببتون  لدهنلصويا والسمسم الخالي من اطحين ابمصادر نتروجينية مختلفة شملت 

ْْْين  ْْْه تراوحْْْت ب ْْْة  % 10 – 2وبنسْْْب مختلف ْْْى أنتاجي ) وزن / وزن ( ، أذ لاحْْْظ أن أعل

ْْن  ْْز الحامضْْي مْْن عف ْْول  oryzae spergillusAللبروتي ْْد أسْْتعمال طحْْين ف كانْْت عن

 . % 2الصويا وبنسبة 

 

                          عفنمن  بروتيز الاسبارتكنتاج لإ وجينيمصدر نايتر تحديد أفضل  13 – 4شكل )          

SFH4  Aspergillus  terreus 
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 الإنزيمحضن لإنتاج  فترةتحديد أفضل  7.8.4

هناك فروق معنويْة ان ومن خلال نتائج التحليل الاحصائي  (  14 - 4) لوحظ من شكل      

دة حضْن لأنتْاج انْزيم بروتيْز افضْل مْ كمْا أن p 0.05 ≥بْين مْدد الحضْن  المختلفْة عنْد 

ايْْام اذ بلغْْت الفعاليْْة   6هْْي    Aspergillus terreus SFH4الاسْْبارتك مْْن عزلْْة 

وحْْدة / ملغْْم كمْْا ان إنتْْاج الإنْْزيم بْْدأ  333.3وحْْدة / مْْل وبفعاليْْة نوعيْْة  300الانزيميْْة 

اليْْوم  بالارتفْْاع منْْذ اليْْوم الثْْاني وبشْْكل تْْدريجي وبفعاليْْة انزيميْْة حتْْى وصْْل أقصْْاه عنْْد

السادس ثم انخفض في اليوم السابع من الحضن ، ان سبب هذا الانخفْاض قْد يعْود إلْى زيْادة 

نواتج الايض وكذلك نفاذ العناصر الغذائية فْي الوسْط ممْا يْؤدي إلْى قلْة نمْو الاعفْان أو قْد 

يحصل الانخفاض نتيجة لحدوث تحلل ذاتي لخيوط العفن والمصحوب بأطلاق أنزيمات داخلية 

انخفْاض وبالتْالي مختلفة أخرى ربما يكون لها تأثير سلبي على أنتاج ألانْزيم أو تحللْه  ومواد

جْاءت هْذه  .(Muazu 2009; Vishwanatha 2015 ,)افْراز الانْزيم خْارج الخليْة  

أذ أشار إلى إن أفضل مدة حضن لإنتاج   Usman etal. (2021)النتائج مقاربة لما ذكره  

سْاعة ( وأيضْا كانْت  120أيْام )  5الفطريْات الخيطيْة كانْت  إنزيم البروتيز ألحامضي مْن

أيْام  5 كانْت حضْن فتْرةمْن إن أفضْل  Shivakumar ( 2012)   مقاربة لمْا اشْار اليْة

 وحدة / مل .  181ساعة( وبفعالية إنزيمية  120)

 

                          عفنمن  بروتيز الاسبارتكنتاج حضن لإ فترة تحديد أفضل(    14 - 4شكل ) 

SFH4  Aspergillus  terreus 

 الإنزيمتحديد أفضل درجة حرارة لإنتاج  8.8.4

تْْْأثير درجْْْات الحْْْرارة المختلفْْْة علْْْى إنتْْْاج إنْْْزيم بروتيْْْز  (  15 - 4) يبْْْين الشْْْكل     

ومن خلال نتائج التحليل الإحصْائي  Aspergillus terreus SFH4الاسبارتك من عفن  
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أذ أرتفعْْت   p 0.05 ≥ن درجْْات الحْْرارة المختلفْْة عنْْد  وجْْد ان هنْْاك فْْروق معنويْْة بْْي

 30الفعالية الانزيمية بشكل تدريجي الى ان وصلت الى درجة الحرارة المثلى لإنتاج الإنْزيم )

وحْْدة  333.3وحْْدة / مْْل وبفعاليْْة نوعيْْة  300م  ( والتْْي بلغْْت عنْْدها الفعاليْْة الإنزيميْْة  

(  146.6ألأنخفْْاض تْْدريجيا  الْْى ان وصْْلت الْْى )/ملغْْم ومْْن ثْْم بْْدأت الفعاليْْة ألأنزيميْْة ب

( وحْْدة / ملغْْم علْْى 183.25م  ( وبفعاليْْة نوعيْْة ) 45وحْْدة / مْْل عنْْد درجْْات الحْْرارة ) 

 ىالتْوالي . ان لْْدرجات الحْْرارة تْْأثير كبيْْر فْْي تحديْْد نشْْاط ونمْْو الفطريْْات فهْْي تعْْد احْْد

الصْناعات التخمريْة ، الا ان  العوامل  الضرورية لعمليات الهدم والبناء الحيْوي وخاصْة فْي

زيادة درجة الحرارة عن الدرجة الحرارية المثلى يْؤدي الْى انخفْاض إنتاجيْة الإنزيمْات مْن 

الإحياء المجهريْة وهْذا يعْود الْى ارتفْاع حْرارة الكتلْة المخمْرة وجفافهْا وانخفْاض نشْاطها 

بالتالي قلة نمو الفطريات مما يقيد التهوية ويقلل العناصر الغذائية و   Water activityالمائي

لعدم ملائمْة هْذه الدرجْة فضْلا  عْن إن الحْرارة العاليْة قْد تسْبب تمسْخا  للبروتينْات وتثبْيط 

ت هذه النتْائج مطابقْة لمْا اشْار ءجا ،(  Othman and Sebo , 2023)الانزيم الناتج   

Shivakumar (2012) حامضي مْن الى ان درجة الحرارة المثلى لأنتاج انزيم البروتيز ال

الْذي   Usman et al. (2021)مْع  كمْا توافقْتم  .  30بلغْت  .Aspergillus spعفن 

ْْْْن  ْْْْتج مْْْْن عف ْْْْز الحامضْْْْي المن ْْْْزيم البروتي ْْْْاج ان ْْْْى لأنت وجْْْْد ان درجْْْْة الحْْْْرارة المثل

.Aspergillus spp  مْا ذكْره   م  . وكْذلك تطابقْت مْع 30هْيBensmail et al.  

 Aspergillus nigerنتاج انزيم البروتيز من عزلة بأن درجة الحرارة المثلى لأ  (2015)

FFB1  م   30    كانت   . 

 

                          عفنمن  بروتيز الاسبارتكنتاج درجة حرارة  لإ تحديد أفضل(   15 - 4شكل )

SFH4  Aspergillus  terreus 
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 تنقية أنزيم بروتيز الاسبارتك   9.4

 ونيوم التركيز بكبريتات الام 1.9.4

ومن خلال نتائج التحليل الإحصْائي وجْود فروقْات معنويْة ( 16 – 4لوحظ في الشكل )     

أن افضْل نسْـبة اشْـباع لتركيْز ، أذ  p ≤ 0.05 بْين نسْب الاشْباع  عنْد مسْتوى أحتماليْة

، كما لوحظ أنخفاض الفعالية ألانزيمية للمستخلص  %70-50المستخلص الخام  للأنزيم من  

الراشح وارتفاعها في ألراسب الناتج إلى إن وصلت أقصى فعالية أنزيمية للأنزيم  الإنزيمي في

، أذ كانْت الفعاليْة الإنزيميْة للأنْزيم بعْد عمليْة الْديلزة  %70في الراسْب عنْد نسْبة إشْباع 

( وحْدة / ملغْم وأعطْت هْذه الخطْوة حصْيلة 1107.7( وحدة / مْل وبفعاليْة نوعيْة )598)

   مْرة وكمْا موضْح فْي الجْدول 3.32وبتنقية جزئية للأنزيم بلغْت  % 49.1أنزيمية مقدارها

( ، أن أضافة أملاح كبريتات الامونيوم الى المستخلص الأنزيمي يْؤدي الْى التْأثير  7 – 4) 

على طبقة الماء المحيطة بجزيئات البروتينات وكذلك معادلة الشحنات الموجودة علْى سْطحها 

ن ثم تكتلهْا وبالتْالي ترسْبها وأن سْبب أسْتعمالها يعْود الْى مما يقلل من ذائبية البروتينات وم

 White etالمميزات التي تمتلكها منها ذائبيتها العالية وتوفرهمْا وعْدم أضْرارهما بْألأنزيم 

), 1973.al ( ( 2018)، اتفقْت هْذه الدراسْة مْع .et al AO   الْذي أسْتعمل كبريتْات

وبنسبة اشباع   Aspergillus oryzae  عفن  الامونيوم لترسيب انزيم البروتيز المنتج  من

وحْدة / ملغْم وبحصْيلة أنزيميْة مقْدارها  823.4و حصل على فعالية نوعية مقدارها  70%

et al Purushothaman. مْرة . كمْا أقتربْت مْن ) 3.6وبتنقيْة جزئيْة بلغْت  % 72

عفْْْن عنْْْد أسْْْتعمال كبريتْْْات الامونيْْْوم لترسْْْيب انْْْزيم البروتيْْْز المنْْْتج  مْْْن  2019)

Aspergillus niger    وحدة / ملغم  803.2وفعالية نوعية مقدارها   % 60وبنسبة اشباع

الْْذي أسْْتعمل كبريتْْات الامونيْْوم  et al Ja’afaru. 2020)مْْع ) كمْا تقاربْْت النتْْائج ،

 -30وبنسبة اشْباع     Fusarium oxysporumلترسيب انزيم البروتيز المنتج  من عفن 

وحْدة / مْل وبحصْيلة أنزيميْة مقْدارها  486ية أنزيمية  مقدارها و حصل على فعال  % 80

et al Tarek. مْرة.  .  كمْا كانْت النتْائج متقاربْة مْع  1.9وبتنقيْة جزئيْة بلغْت  % 27

بأستعمال كبريتْات  Bacillus siamensisبترسيب انزيم البروتيز المنتج من     (2023)

 وحدة / ملغم . 185.42مقدارها ( وبفعالية نوعية  % 80 – 40)     الامونيوم
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 عفن( تأثير نسب التشبع بكبريتات الامونيوم في تركيز انزيم البروتيز الحامضي  المنتج من 16 – 4شكل ) 

SFH4  Aspergillus  terreus 

 التركيز بالمذيبات العضوية  2.9.4

د فْروق معنويْة ( ومن خلال نتائج التحليل الإحصْائي عْدم وجْو 17- 4يبين الشكل  )       

أستعمال الايثانول الاسيتون كلا  على حدة وبنسب خلط ب   p ≤ 0.05 عند مستوى أحتمالية   

( ) حجْْْم المسْْْتخلص : حجْْْم المْْْذيب ( لترسْْْيب أنْْْزيم  4:1،  3:1،  2:1،  1:1مختلفْْْة)

المعْزول محليْا  ، أذ  Aspergillus terreus SFH4بروتيْز الاسْبارتك المنْتج مْن عفْن 

 ) حجم المسْتخلص : حجْم المْذيب ( أعطْى(  3:1استعمال الاسيتون بنسبة خلط ) لوحظ أن 

( وحْدة / ملغْم بينمْا 153.3وبفعاليْة نوعيْة ) ( وحدة / مل  94أعلى فعالية أنزيمية بلغت ) 

 وحْدة / مْل  ( 84( هي ) 3:1كانت اعلى فعالية أنزيمية عند استعمال الايثانول بنسبة خلط ) 

أن التركيْز بالمْذيبات العضْوية يْؤدي الْى خفْض ( وحْدة / ملغْم .  135.4وبفعالية نوعية )

ثابت العزل الكهربائي للماء مما يْؤدي الْى زيْادة قْوة الجْذب بْين جزيئْات البْروتين وتكتلهْا 

(  2005)وجاءت هذه النتائج متقاربة مع  المعيني،  ، ) (Whitake,1972وبالتالي ترسبها 

خلص الانزيمي بأستعمال كحول الاسيتون وكانت أفضْل نسْبة الذي ركز البروتينات في المست

ْْة  %66أشْْباع  ْْة أنزيمي ْْة  90بفعالي ْْة نوعي كمْْا وحْْدة / ملغْْم .  128.5وحْْدة / مْْل وفعالي

الاسْيتون لتركيْز انْزيم البروتيْز الذي أستعمل  et al Rocha. 2021))أختلفت النتائج مع 

و حصْْل  %70بة  اشْْباع بنسْ  Aspergillus sydowii URM5774النْاتج مْْن عفْن 

وبتنقيْْة  % 93وحْْدة / ملغْْم وبحصْْيلة أنزيميْْة مقْْدارها  125علْْى فعاليْْة نوعيْْة مقْْدارها 

عنْْد أسْْتخدام  et al Thakur. 2018))وكْْذلك أختلفْْت مْْع  مْْرة  . 211جزئيْْة بلغْْت 
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و  %70بنسْبة  اشْباع   .Bacillus sp جْنسالايثْانول  لتركيْز انْزيم البروتيْز النْاتج مْن 

وبتنقية جزئية  % 17وحدة / ملغم وحصيلة أنزيمية مقدارها  3651.5نوعية مقدارها  بفعالية

 مرة .  4.3بلغت 

منخفضْة جْدا  تبين مما تقدم ان الفعالية الانزيميْة عنْد التركيْز بأسْتعمال الكحْول تكْون       

( 1107.7)ت  مقارنةُ بالفعالية الانزيمية عند التركيز  باستعمال كبريتات الامونيوم والتي بلغ

.    مرة 3.32وبتنقية جزئية للأنزيم بلغت  % 49.1 وحدة / ملغم وبحصيلة أنزيمية مقدارها 

لْْذلك اعتمْْْد التركيْْز بكبريتْْْات الامونيْْوم كْْْأول خطْْْوة مْْن خطْْْوات تنقيْْة انْْْزيم بروتيْْْز 

 لمْا يتميْز بْه هْذا الملْح مْن Aspergillus terreus SFH4 الاسبارتك المنتج من عفن  

المنقْْْى وكْْْذلك الذائبيْْة العاليْْْة لْْْه فْْْي المْْْاء  ألأنزيممهمْْْة منهْْْا عْْْدم الاضْْرار بْْْمميْْزات 

),1984 .al et Volesky( . 

 

 

الاسبارتك المنتج   ( تأثير انواع ونسب المذيبات العضوية في تركيز انزيم بروتيز 17 – 4شكل )           

 Aspergillus terreus SFH4عفن   من

 

 

 أستعمال كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي                                  تنقية ألانزيم ب 3.9.4

ْْديلزة ( ولغْْرض       ْْائي ) ال ْْذ الغش ْْة التناف ْْات الامونيْْوم وعملي ْْز بكبريت ْْة التركي ْْد عملي بع

ْْْى عمْْْود  ْْْى مسْْْتخلص أنزيمْْْي نقْْْي ، أجريْْْت خطْْْوة الترشْْْيح الهلامْْْي عل الحصْْْول عل
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Sephadex G-100  ( ومْن خْلال قيْاس  18 – 4المبينة في شكل ) ، أذ أظهرت النتائج

قمم بروتينية  ر ان اجزاء الاسترداد تضمنت ثلاثنانومت 280الامتصاصية على طول موجي 

ظهرت فعاليْة أنْزيم بروتيْز  نزيمية للقمم الثلاثلإنزيمي ، وبعد قياس الفعالية الإللمستخلص ا

 ) %  (21.56وبحاصْل أنزيمْي بلْا وحدة / مْل  186.6الاسبارتك في القمة الثانية بمقدار 

     (  مْرة  فْي حْين لْم تظهْر أي فعاليْة أنزيميْة فْي القمْم الاخْرى13.99وبعدد مرات تنقيْة )

 كمال خطوات الدراسة اللاحقة .  لإ) الاولى والثالثة( لذلك أختيرت القمة الثانية 

 

 

وتيز الاسبارتك المنتج من العزلة ( كروموتوكرافيا الترشيح الهلامي لمستخلص أنزيم بر 18 – 4شكل ) 

        بأبعاد Sephadex   G-100بأستعمال عمود    Aspergillus terreus SFH4   لعفن  المحلية

 7مولاري وبرقم هيدروجيني  0.2بمحلول دارئ فوسفات الصوديوم بتركيز   ( الموازن 86×  2.5) 

 مل / ساعة 20وبمعدل جريان 

 

ْْائج هْْذه ال أتفقْْت             خطْْوة الترشْْيح  بأسْْتعمال  et al Li. 2014)مْْع   )دراسْْة نت

لتنقيْْْة أنْْْْزيم البروتيْْْْز المنْْْْتج مْْْْن عفْْْْن   Sephadex G-75علْْْْى عمْْْْود الهلامْْْي 

Aspergillus oryzae   وAspergillus niger     وحدة  4015مقدارها بفعالية نوعية

ْْدارها  ْْة مق ْْة % 33.56/ ملغْْم وبحصْْيلة أنزيمي   ،مْْرة    17.09بلغْْت  وبعْْدد مْْرات تنقي
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كبريتات الامونيوم لترسْيب ل هعند أستخدام et al Ja’afaru.  2020))لما قام به  مشابهةو

ومن ثم اجرى عمليْة الْديلزة     Fusarium oxysporumانزيم البروتيز المنتج  من عفن 

ليحصْل علْى   Sephadex   G-200على عمْود وبعدها أستعمل خطوة الترشيح الهلامي 

 % 24وحْدة / مْْل وبحصْيلة أنزيميْْة مقْْدارها  432مقْْدارها تيْز منقْْى بفعاليْة أنزيميْْة برو

خطْوة   بأسْتعمال et al Rocha. 2021)أيضْا  مْع  ) ،مْرة  5.1وبتنقيْة جزئيْة بلغْت 

لتنقيْة أنْزيم البروتيْز المنْتج مْن عفْن  Sephadex   G-75علْى عمْود الترشيح الهلامي 

Aspergillus sydowii URM5774    وحْْدة / ملغْْم  352مقْْدارها بفعاليْْة نوعيْْة

 مرة  .   5.94وبتنقية جزئية بلغت  % 51وبحصيلة أنزيمية مقدارها 

                          

 SFH4  Aspergillus  terreus( خطوات تنقية ألانزيم المنتج من عفن  7 – 4الجدول ) 

  

 تعيين نقاوة الإنزيم  10.4

بعد أكمال خطوات التنقية وقبل الدخول في خطوات توصيف الإنزيم يجب التأكد من نقاوة      

(  19 – 4كما في الشكل ) electrophoresisالإنزيم باستعمال طريقة الترحيل الكهربائي 

 Aspergillusلعفْن  بين الحزم البروتينية الخاصة بالأنزيم المنتج من العزلْة المحليْةالذي ي

terreus SFH4 ( في هلام متعْدد الاكريْل أمايْد ، أذ يمثْل الهْلام A )  حركْة المسْتخلص

( فأنْه يمثْل حركْة الانْزيم   Bحزم بروتينية ، أما الهلام ) 8الانزيمي الخام الذي ظهرت فيه 

 خطوة التنقية
 الحجم

 ) مل (

الفعالية 

الانزيمية 

مل()وحدة/  

ين تركيزالبروت

 )ملغم/مل(

الفعالية 

النوعية 

 )وحدة/ملغم(

ليةالفعالية الك  

عدد 

مرات 

 التنقية

  الحصيلة

 %  

 100 1 45000 333.3 0.90 300 150 المستخلص الخام

التركيز بكبريتات الامونيوم 

 % 70 -50بنسبة اشباع 

 والتنافذ الغشائي

37 

 
598 0.54 1107.4 22126 3.32 49.1 

-G شيح الهلامي التر

100 
52 186.6 0.04 4665 9703.2 13.99 21.56 
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ظهْر بشْكل  ( C )والذي ظهرت فيه ثلاثة حزم بروتينية ، في حْين أن الهْلام   المنقى جزئيا  

حزمة بروتينية واحدة والذي يمثل الانزيم المنقى بعد عملية الترشيح الهلامي بأسْتعمال عمْود 

Sephadex G-100  وهذا ما يؤكد على التخلص من كْل البروتينْات المرافقْة للأنْزيم فْي

ل علْى الانْزيم بشْكل مفْرد ونقْي ،  ان وجْود البروتينْات فْي المستخلص الانزيمي والحصو

المستخلص الانزيمي يعطي نتائج غيْر دقيقْة عنْد توصْيف الانْزيم لْذلك فْأن ظهْور الحزمْة 

 .  )( Segal , 1976البروتينية الواحدة يكون مؤشرا  على نقاوة الانزيم  

 

 Aspergillus terreusلعفن  زلة المحلية( الترحيل الكهربائي للأنزيم المنتج من الع19 –4الشكل )

SFH4    تمثلA   ،  المستخلص الانزيمي الخام :B  الأنزيم المنقى جزئيا  بعد عملية الترسيب والديلزة :

   ،C  الانزيم المنقى بعد عملية الترشيح الهلامي : 

 Aspergillusعفن توصيف أنزيم بروتيز الاسبارتك المنتج من  11.4

terreus SFH4 

 تقدير الوزن الجزيئي  1.11.4

ْْائي        ْْل الكهرب ْْة الترحي ْْي  Electrophoresis اسْْتعملت طريق ْْوزن الجزيئ ْْدير ال لتق

  المواد الماسخة  وبوجود  Polyacrylamideللأنزيم المنقى بأستعمال متعدد الاكريل أمايد   

Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel  (SDS-PAGE)  وذلْك
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يوضْح جاهز يتكون مْن بروتينْات قياسْية ذات اوزان جزيئيْة معلومْة .  Markerمال باستع

العلاقْْة بْْين الحركْْة النسْْبية للبروتينْْات القياسْْية وبْْين لوغْْاريتم الْْوزن )  20 -4الشْْكل )

الجزيئْْْي لغْْْرض حسْْْاب الْْْوزن الجزيئْْْي ، أذ لْْْوحظ ان الْْْوزن الجزيئْْْي لأنْْْزيم بروتيْْْز 

(   35هْْو) Aspergillus terreus SFH4لعفْن محليْة  الاسْبارتك المنْتج مْن العزلْة ال

الْوزن الجزيئْي لأنْزيم  ضْمن مْدى وهْو يقْع ( ، 21 -4كيلودالتون كما موضح في الشْكل )

 , Mamo and Assefa))   كيلْو دالتْون 45 – 30بروتيز الاسبارتك الذي يتراوح من 

ان الوزن   et alKumar. (2005),  وقد جاءت هذه الدراسة متقاربة مع ما ذكره.  2018

 34هْْْو    Rhizopus oryzaeالجزيئْْْي لأنْْْزيم بروتيْْْز الاسْْْبارتك المنْْْتج مْْْن عفْْْن 

كمْا تطابقْت النتْائج  ،  Electrophoresisكيلودالتون  بأستعمال تقنية الترحيْل الكهربْائي 

 Euphorbiaان الْوزن الجزيئْي للبروتيْز المسْتخلص مْن نبْات  Yadav  (2011)مْع 

nLin neriifolia   35.24  ْْْْْون ْْْْْة  بأسْْْْْتعمال  كيلودالت ْْْْْل  تقني ْْْْْائي   الترحي الكهرب

Electrophoresis  بوجود المْادة الماسْخة وSDS – PAGE  . وكانْت النتْائج متقاربْة

الى ان الوزن الجزيئي لأنزيم بروتيز الاسبارتك  et al Hsiao. 2014))أيضا  مع ما اشار 

بأسْتعمال تقنيْة الترحيْل ( كيلودالتْون  39يسْاوي )  Rhizopus oryzaeالمنتج من عفْن 

. وأختلفْت مْع  PAGE  –SDSبوحْود المْادة الماسْخةو  Electrophoresisالكهربائي 

 (2018)  .et alAo  ان الْوزن الجزيئْي لأنْزيم بروتيْز الاسْبارتك المنْتج مْن عفْن  مْن

Y1Aspergillus oryzae     ائي كيلودالتْْون  بأسْْتعمال تقنيْْة الترحيْْل الكهربْْ 45هْْو

Electrophoresis  .متقاربْْة مْْع مْْا ذكْْره   كمْا كانْْت  النتْْائج( .al et da Silva

ْْتج مْْن عفْْن  2020)   Rhizopusان الْْوزن الجزيئْْي لأنْْزيم بروتيْْز الاسْْبارتك  المن

microspores ( كيلودالتْْْْْْْون  36يسْْْْْْْاوي ) بأسْْْْْْْتعمال تقنيْْْْْْْة الترحيْْْْْْْل الكهربْْْْْْْائي

Electrophoresis  بوجود المادة الماسخة وSDS –  . ووجدMamo et al. (2020) 

 Aspergillus oryzaeان الْْوزن الجزيئْْي لأنْْزيم بروتيْْز الاسْْبارتك المنْْتج مْْن عفْْن 

DRDFS13 ( كيلودالتْْْْْْْْون  40يسْْْْْْْْاوي ) بأسْْْْْْْْتعمال تقنيْْْْْْْْة الترحيْْْْْْْْل الكهربْْْْْْْْائي

Electrophoresis  بوجود المادة الماسخة وSDS    (  2021)، وبْين.et al Karray  

هو  Bacillus stearothermophilusن الجزيئي للبروتيز المنتج من بكتريا الى ان الوز

    . كمْْْا أشْْْار Electrophoresisبأسْْْتعمال تقنيْْْة الترحيْْْل الكهربْْْائي كيلودالتْْْون   28

(2024( .et al Xue    ْْوزن الجزيئْْي لأنْْزيم بروتيْْز الاسْْبارتك المنْْتج مْْن عفْْن أن ال

Trichoderma asperellum    لو دالتون .كي 36يساوي 
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  ( المنحنى القياسي لتقدير الوزن الجزيئي لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنتج من العزلة المحلية20-4شكل ) 

 Aspergillus terreus SFH4لعفن 

 

 

لعفن    ( تقدير الوزن الجزيئي لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنتج من العزلة المحلية 21-4شكل )

Aspergillus terreus SFH4 
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الرقم الهيدروجيني الامثل لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى كلياً والمنقى  2.11.4

 جزئياً  

درس تأثير الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية أنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى كليا  والمنقى      

رقام وبمدى من الا Aspergillus terreus SFH4لعفن  العزلة المحليةمن جزئيا  المنتج 

( ، ومن خلال نتائج التحليل الإحصائي لوحظ وجود  8 – 3الهيدروجينية تراوحت بين )

، أذ  p ≤ 0.05 فروق معنوية بين الارقام الهيدروجينية للأنزيم عند مستوى أحتمالية 

( ان الفعالية الانزيمية أرتفعت  23 – 4( و )  22 – 4أظهرت النتائج من خلال الاشكال ) 

( وبلغت أعلى فعالية  5 – 3قيمة الرقم الهيدروجيني في وسط التفاعل من )  كلما أزدادت

( والذي يمثل الرقم الهيدروجيني الامثل لأنزيم بروتيز  5أنزيمية عند الرقم الهيدروجيني )

  ( وحدة / مل للأنزيم المنقى كليا  وبلغت298الاسبارتك ، أذ وصلت الفعالية الانزيمية )

للأنزيم المنقى جزئيا  . ويعود سبب أرتفاع الفعالية الانزيمية عند الرقم ( وحدة / مل   608)

الهيدروجيني الامثل هو أن الحالة الايونية لمكونات وسط التفاعل بما فيها الاحماض الامينية 

الموجودة في الموقع الفعال تكون أفضل مايمكن لتكوين معقد الانزيم والمادة الاساس  

(1 0, 20.et al Nielsen ( ،  كما لوحظ أن الفعالية الانزيمية أخذت بألانخفاض كلما

أبتعدت قيمة الرقم الهيدروجيني عن الرقم الهيدروجيني الامثل سواءا  بألاتجاه القاعدي أو 

الحامضي ويعود سبب هذا الانخفاض الى حدوث تغير في الحالة الايونية لمعقد الانزيم والمادة 

تج التفاعل او حدوث تغير للمجاميع القابلة للتأين في الموقع الاساس أو معقد الانزيم ونوا

 . ) (Whitake,1972الفعال او حدوث تغير في المادة الخاضعة  

الرقم الهيدروجيني ان    al et Correia. )(2023جاءت النتائج مطابقة لما ذكره       

هذه النتائج ،   5كان  sp. Aspergillus عفن المنتج من الامثل لفعالية أنزيم البروتيز 

الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية ان  الذي أشار الى  Mamo et al. (2020)تطابقت مع 

. وكذلك   5كان    DRDFS13Aspergillus oryzaeعفنالمنتج من أنزيم البروتيز 

الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية أنزيم البروتيز من أن   al et Ja’afaru. )(2020مع 

، وكانت النتائج متقاربة مع ما ذكره   5كان  Fusarium oxysporum عفننتج من الم

2020)( .al et da Silva  المنتج من الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية أنزيم البروتيز ان

et  Hsiao)،  كما أختلفت النتائج مع ذكره  5.5كان   Rhizopus microsporusعفن
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2014(  .al المنتج من عفن ي الامثل لفعالية أنزيم البروتيز الرقم الهيدروجينRhizopus 

oryzae ( 3.4كان) ،   (2019)وكذلك مع  .et alPurushothaman   الذي أشار الى

 Aspergillus niger عفن المنتج من الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية أنزيم البروتيز ان 

الرقم ان  من  .Wei et al(  2023)  وكذلك أختلفت النتائج الى ما اشار اليه ، 4كان 

  .   3كان  Aspergillus nigerعفن المنتج من الهيدروجيني الامثل لفعالية أنزيم البروتيز 

 

  ( الرقم الهيدروجيني الامثل لأنزيم بروتيز الاسبارتيك المنقى كليا المنتج من العزلة المحلية 22-4شكل ) 

 Aspergillus terreus SFH4لعفن 

 

  ( الرقم الهيدروجيني الامثل لأنزيم بروتيز الاسبارتيك المنقى جزئيا  المنتج من العزلة المحلية 23-4كل ) ش 

 Aspergillus terreus SFH4لعفن 
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الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات أنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى كلياً  3.11.4

 والمنقى جزئياً  

( ومن خلال نتائج التحليل الإحصائي  25 -4( وشكل )  24 -4بينت النتائج في شكل )      

، أذ أن   p ≤ 0.05 وجود فروق معنوية بين الارقام الهيدروجينية عند مستوى أحتمالية 

 Aspergillusلعفن العزلة المحلية من أنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى كليا  والمنقى جزئيا  

terreus SFH4 ( للأنزيم المنقى جزئيا  وعند  5-4وجيني )هيدرلأظهر ثباتا  عند الرقم ا

عند   % 100( للأنزيم المنقى كليا  لأحتفاضها بفعاليتها بنسبة  5الرقم الاهيدروجيني )

دقيقة بينما أحتفظ الانزيم المنقى كليا  من فعاليته بنسبة  30م  ولمدة  35حضنها بدرجة حرارة 

 7 , 6 , 4 ,3رقام الهيدروجينية ) عند الا %( 10.3 ,  44.8 ,66.9 ,  86.1 , 83.8) 

 , 87.9 ,  93.3)   على التوالي بينما أحتفظ الانزيم المنقى جزئيا  من فعاليته بنسبة ( 8 ,

( على التوالي . أن سبب  8 , 7 , 6 , 3عند الارقام الهيدروجينية )  %(  33.18 , 71.1

     تيجة لتغير الشحنات فيأنخفاض ثباتية الانزيم قد يكون بسبب مسخ جزيئة الانزيم ن

السلاسل الجانبية للأنزيم وبالتالي تغير في تركيب الانزيم الثلاثي مما يؤدي الى تغير في 

  . )( Segal, 1976الفعال وأنخفاض الفعالية الانزيمية     الموقع

 روتيزالبان ثباتية فعالية انزيم  .Wei et al(  2023)  كانت النتائج متقاربة مع ما ذكره     

كذلك مع ( ،  5 -2تراوح بين ) في رقم هيدروجيني ي Aspergillus nigerعفن المنتج من 

البروتيز المنتج من عزلة  ثباتية إنزيمإن  et al Guo.( 2021)  ما أشار اليه

Penicillium sp. XT7  كما كانت  ،( 6-3تراوح بين ) في رقم هيدروجيني يكانت

ثباتية إنزيم إن   من et al Chimbekujwo.(  2020) متقاربة أيضا  مع ما ذكره  

في رقم  كانت  strain BCW2Aspergillus brasiliensisعفن البروتيز المنتج من 

 Mamo et al. (2020)وكذلك أيضا  مع ما أشار اليه  ،(  6 -4تراوح بين ) هيدروجيني ي

كانت في   DRDFS13Aspergillus oryzae عفنج من المنتثبات فعالية الانزيم ان من 

 ( .  6.5 -4.5تراوح بين ) رقم هيدروجيني ي
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( الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات أنزيم بروتيز الاسبارتيك المنقى كليا  المنتج من العزلة  24-4شكل ) 

 Aspergillus terreus SFHلعفن   المحلية

 

سبارتيك المنقى جزئيا  المنتج من العزلة ( الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات أنزيم بروتيز الا 25-4شكل ) 

 Aspergillus terreus SFH4لعفن   المحلية

تعيين درجة الحرارة المثلى لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى كلياً  4.11.4

 والمنقى جزئياً  

درس تأثير درجات الحرارة في فعالية أنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى كليا  والمنقى جزئيا       

وبمدى من درجات  Aspergillus terreus SFH4لعفن العزلة المحلية المنتج من 
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( ، ومن خلال نتائج التحليل  5( م  وعند رقم هيدروجيني )  85-15الحرارة تراوحت بين ) 

الإحصائي لوحظ وجود فروقات معنوية بين درجات الحرارة المختلفة للأنزيم عند مستوى 

حظ أزدياد الفعالية الانزيمية مع أرتفاع درجات الحرارة حتى ، أذ لو p ≤ 0.05 أحتمالية 

(  316)   ( م  والتي بلغت عندها الفعالية الانزيمية 55وصلت أقصاها  عند درجة حرارة ) 

( وحدة / مل  624( وبلغت )  26 -4)  وحدة / مل للأنزيم المنقى كليا  كما في الشكل 

( وهذه تمثل درجة الحرارة المثلى للأنزيم  27 -4للأنزيم المنقى جزئيا  كما في الشكل ) 

المنقى كليا  والمنقى جزئيا  ، ثم أخذت الفعالية الانزيمية بألأنخفاض كلما أرتفعت درجة 

(  22.6، 10الحرارة  وأبتعدت عن درجة الحرارة المثلى أذ وصلت الفعالية الانزيمية الى ) 

 المنقى كليا  والمنقى جزئيا  على التوالي . ( م  للأنزيم 85وحدة / مل عند درجة حرارة ) 

أن أرتفاع درجات الحرارة يؤدي الى حصول تغير في مكونات التفاعل التي تتكون من       

المادة الاساس والانزيم بسبب زيادة التصادم بين جزيئات المواد المتفاعلة نتيجة لزيادة الطاقة 

أرتفاع الفعالية الانزيمية ، ولكن مع أرتفاع الحركية بفعل تأثير درجات الحرارة وبالتالي 

درجات الحرارة عن درجة الحرارة المثلى سوف يفقد الانزيم قدرته بألأحتفاظ بفعاليته 

الانزيمية نتيجة لكسر الاواصر الهيدروجينية مما يؤدي الى تحطيم التركيب الثلاثي للأنزيم 

 .  )( Segal, 1976وفقدانه لخواصه الطبيعية 

عند دراسته  et al Sampaio. 2011))هذه الدراسة متطابقة مع ما ذكره  اءتج      

تأثير درجة الحرارة على الأنزيم البروتيني الحامضي المنقى والمنتج من عفن 

Aspergillus clavatus  ( م   65-20عند مدى واسع من درجات الحرارة تراوحت بين )

 Souza( م  .كما توافقت مع ما وجده ) 55)  ان درجة الحرارة المثلى لأنزيم  البروتيز هو

et al. (2017     عند توصيف البروتيز الحامضي  المنتج من عفنAspergillus 

foetidus  (  م   55ان درجة الحرارة المثلى لأنزيم  البروتيز هو )،  وتطابقت النتائج مع 

(2019)  .et al Ao سبارتك المنتج من عفن من أن درجة الحرارة المثلى لأنزيم بروتيز الا

Aspergillus oryzae  (  2023)  مع نتائجلا وتشابهت ،م   55كانت.et al Tarek 

 Bacillusالمنتج من بكتريا بأن درجة الحرارة المثلى لأنزيم البروتيز  اوضح الذي

siamensis CSB55  م  . 55كانت 
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لعفن   تيك المنقى كليا  المنتج من العزلة المحلية( درجة الحرارة المثلى لأنزيم بروتيز الاسبار 26-4شكل ) 

Aspergillus terreus SFH4 

 

 

لعفن   ( درجة الحرارة المثلى لأنزيم بروتيز الاسبارتيك المنقى جزئيا  المنتج من العزلة المحلية 27-4شكل ) 

Aspergillus terreus SFH4 
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ك المنقى كلياً والمنقى تعيين الثبات الحراري لأنزيم بروتيز الاسبارت 5.11.4

 جزئياً  

المنتج من أظهرت نتائج حضن أنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى كليا  والانزيم المنقى جزئيا       

   عند درجات حرارية تراوحت بين Aspergillus terreus SFH4لعفن   العزلة المحلية

ائي وجود فروقات معنوية دقيقة ومن خلال نتائج التحليل الإحص 30( م  ولمدة  85 – 15) 

، أذ أحتفظ الانزيم بكامل  p ≤ 0.05 بين درجات حرارة حضن الانزيم عند مستوى أحتمالية 

( م  ومن ثم أنخفضت الفعالية الانزيمية  55 – 15فعاليته عند درجات حرارة تراوحت بين ) 

   ند درجات الحرارة( % ع  70 ,  55 ,  18تدرجيا  وفقد الانزيم المنقى كليا  من فعاليته ) 

( 67, 29 , 5( م  على التوالي بينما فقد الانزيم المنقى جزئيا  من فعاليته ) 85 , 75 , 65) 

 ( 28 -4( م  على التوالي كما في الشكل )  85 , 75 , 65عند درجات الحرارة )   %

 نزيم أذ تعمل( . أن لدرجات الحرارة العالية تأثيرعلى التركيب الثلاثي  للأ 29 -4والشكل ) 

الهيدروجينية مما يؤدي الى أنفتاح السلاسل متعددة الببتيد وفقدان فعالية  على تكسير الاواصر

كما ان الانزيم المنقى جزئيا  يكون اكثر ثباتا  ومقاومة لأرتفاع  ((Whitaker,1972الانزيم 

معه   ةجوده بالمواد الاخرى الموتدرجات الحرارة من الانزيم المنقى كليا بسبب حماي

(Segal, 1976( . 

عند دراسته لتأثير درجة  et al Sampaio. 2011)( جاءت النتائج مقاربة لما ذكره     

عند   Aspergillus clavatusالحرارة على الأنزيم الحامضي المنقى والمنتج من عفن 

د مدى ( م  بان ثباتية الانزيم كانت عن 65-20مدى واسع من درجات الحرارة تراوحت بين )

 .Souza et al) لاحظكذلك  (  م   ، 60-30واسع من درجات الحرارة تتراوح بين )

ان   Aspergillus foetidusالمنتج من عفن    عند توصيفه البروتيز الحامضي 2017)

كما   ،( م  60-30ين )الانزيم أظهر ثباتا  واضحا  عند مدى من درجات الحرارة تراوح ب

عفن المنتج من ان أنزيم البروتيز  من et al Wei.(  2023) لما ذكره ةكانت مشابه

Aspergillus niger   م ، بالمقابل لم  60من فعاليته عند درجة حرارة  %81احتفظ بنسبة

كان ثابتا  عند درجة حرارة    م في حين أن الانزيم  65يظهر اي نشاطا  عند درجة حرارة 

 50بشكل ملحوظ عند تجاوز درجة الحرارة ساعات، بينما انخفض نشاطه  3م لمدة  50 -30

 م  .  60دقائق من الحضن بدرجة  10م  ، حتى توقف تماما  بعد مرور 
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لعفن   المنتج من العزلة المحلية ( الثبات الحراري لأنزيم بروتيز الاسبارتيك المنقى كليا   28 -4شكل ) 

Aspergillus terreus SFH4 

 

 

لعفن   لأنزيم بروتيز الاسبارتيك المنقى جزئيا  المنتج من العزلة المحلية ( الثبات الحراري 29 -4شكل ) 

Aspergillus terreus SFH4 
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 طاقة التنشيط  6.11.4

( العلاقة بين مقلوب درجات الحرارة المطلقة وسرعة تفاعل أنزيم  30 -4بين شكل)      

وفقا   Aspergillus terreus SFH4لعفن  المنتج من العزلة المحليةبروتيز الاسبارتك 

( ، أذ وصلت طاقة التنشيط اللازمة لتحويل  Arhinose Equationلمعادلة أرينوس )

( كيلو سعرة / مول ، وهذه القيمة تقع ضمن المدى  13.89)    المادة الاساس الى نواتج

ا ( كيلو سعرة / مول ، أم 15 – 6والتي تتراوح بين )   ( Ea )المعروف لقيم طاقة التنشيط

( كيلو سعرة / مول وهذه القيمة تدل على  95.97قيمة مسخ أنزيم بروتيز الاسبارتك كانت ) 

ثبات الانزيم تجاه الحرارة ، فكلما أرتفعت قيمة طاقة مسخ الانزيم كلما كان الانزيم ثابتا  تجاه 

سعرة ( كيلو  150 – 40درجات الحرارة العالية أذ أن قيمة طاقة مسخ الانزيم تتراوح بين ) 

من  et al Yin(  2013نتائج مخالفه لما ذكره ) ل،  كانت ا ) Whitaker,1972(/ مول 

 BCRC Aspergillus oryzaeأن طاقة التنشيط للبروتيز الحامضي المنتج من عفن 

.  كيلو سعرة / مول 37.5أن قيمة طاقة مسخ الانزيم بلغت كيلو سعرة / مول و 8.12بلغت 

من أن طاقة التنشيط للبروتيز  et al Li.(  2014وجده )  ام النتائج مع اختلفتكما 

بلغت  Aspergillus nigerو  Aspergillus oryzae الحامضي المنتج من الاعفان  

 ( كيلو سعرة / مول على التوالي .  64.11 ,  64.61)

 

        تيك المنتج من لأنزيم بروتيز الاسبار( منحنى أرينوس لتقدير طاقة التنشيط  30 – 4شكل )           

 Aspergillus terreus SFH4لعفن   العزلة المحلية

y = -7.02ln(x) + 13.68y = 48.47ln(x) - 48.14
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 الثوابت الحركية لأنزيم بروتيز الاسبارتك  7.11.4

درست الثوابت الحركية لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى من خلال أستعمال تراكيز      

بين السرعة القصوى  ومن ثم رسمت العلاقة  Substrateمختلفة من الكازين كمادة أساس  

  Kmوثابت ميكالس   Vmaxوتراكيز المادة الاساس لغرض تعيين قيم السرعة القصوى 

 Lineweaver– Burkمن خلال أستعمال طريقة ،و(31 -4وكما موضح في الشكل)

Reciprocal Plot   أذ بلا معدل ،Km  (0.5  ) و ملغم / ملVmax  (250 وحدة / مل )

لثوابت الحركية يعود ألى أختلاف الظروف المستعملة في تقدير هذه القيم . أن التباين في قيم ا

مثل  درجة الحرارة والرقم الهيدروجيني والمحلول الدارىء  أو يعزى الى تباين مصادر أنتاج 

et al Ahmadi. النتائج مع ما ذكره  أختلفت ، ) et al Zhang. 2012 , )الانزيم 

أن قيم الثوابت الحركية  ية لأنزيم بروتيز الاسبارتك من في دراسته للثوابت الحرك (2021)

Km  وVmax   للأنزيم عند استعمال تراكيز مختلفة من المادة الخاضعة ) الكازين ( كانت

أختلفت النتائج عما ذكره ، كما وحده / مل على التوالي  128ملغم / مل  و   1.017

(Mamo et al. (2020   بأن قيم الثوابت الحركيةKm  وVmax  لأنزيم بروتيز

عند استعمال   Aspergillus oryzae DRDFS13الاسبارتك المنقى  المنتج من عفن 

( ملغم / مل كانت   20 – 0)    تراكيز مختلفة من المادة الخاضعة ) الكازين ( تراواحت بين

et  Song) وحدة / مل على التوالي . وكذلك مع ما وجده  1369ملي مولاري   و  17.5

al. (2020   بأن قيم الثوابت الحركيةKm  وVmax  لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى

عند استعمال تراكيز مختلفة من المادة  Aspergillus niger F0215والمنتج من عفن 

غرام / مل في الدقيقة على التوالي   504.8ملغم / مل  و  3.6الخاضعة ) الكازين ( كانت  

عند استعماله تراكيز مختلفة من المادة  Ao et al. (2018) عكما تطابقت النتائج  م، 

 -Lineweaver( غرام  وباستخدام طريقة  3 - 0.5الخاضعة ) الكازين (  تراوحت بين ) 

.Burk    ان قيم الثوابت الحركية ،Km  وVmax  لأنزيم البروتيز المنتج من عفن 

Y1Aspergillus oryzae   غرام / مل في  256.4103ملغم /مل  و  20.0769 كانت

ان قيم  et al Souza. 2017))جاءت النتائج مختلفه عما ذكره  الدقيقة على التوالي ، و

لأنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى  المنتج من عفن  Vmaxو  Kmالثوابت الحركية  

Aspergillus foetidus  )عند استعمال تراكيز مختلفة من المادة الخاضعة )الكازين 

(  2015)   كذلك مع ما وجدهوحدة/مل على التوالي،  90ملي مولاري و 0.81كانت 



 Results and Discussion                             شة              النتائج والمناق     

127   

.et al Niyonzima ( من أن قيمة الثوابت الحركيةKm) و  ) Vmax ( لأنزيم البروتيز

 وحدة / مل . 12.8ملغم /مل و  5.4كانت  Aspergillus terreus grالمنتج من عفن 

 

 

  لأنزيم بروتيز Vmax و Kmلتقدير  .Lineweaver- Burkمنحنى (  31 – 4الشكل )       

 Aspergillus terreus SFH4عفن  الاسبارتيك المنتج 

 

 تأثيرالمنشطات والمثبطات على فعالية أنزيم بروتيز الاسبارتك   8.11.4

( ومن خلال نتائج التحليل الإحصائي وجود فروقات معنوية بين  6 -4يوضح جدول )      

، أذ أثر عدد من  p ≤ 0.05 لفعالية الانزيم عند مستوى أحتمالية  المنشطات والمثبطات

 المنتج من العزلة المحليةأيونات المعادن وبعض المثبطات في فعالية أنزيم بروتيز الأسبارتك 

 2MgCl , 2CaClوالتي شملت كلا   من ) SFH4 terreus Aspergillusلعفن 

, 2CoCl , NaCl  , 2ZnCl , 2FeCl , 2CuCl , KCl , 3FeCl , 2CuCl , SDS 

, 2MnCl , EDTA  , Pepstatin A  ( عند تركيز )ملي مولاري ، أذ لوحظ  5،  1 )

( كان لها دور في تنشيط فعالية أنزيم بروتيز   2MgCl   ,  KCl ,  2CaCl)   أيونات

يز على التوالي عند ترك %( 100.2 , 101.9 ,107الاسبارتك أذ بلغت الفعالية المتبقية ) 

( 1على التوالي عند تركيز ) %( 101.9 , 103.6 ,108.7( ملي مولاري وبلغت ) 5)

 2ZnCl  , 2CuCl , MnClملي مولاري ، بينما أرتفعت نسبة الفعالية المتبقية في كل من  )

y = 0.002x + 0.004
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,  2CoCl  ( عند أستعمال تركيز )ملي مولاري  ، بينما أنخفضت الفعالية الانزيمية   1 )

( على التوالي  % 24.78في الحديديك أذ بلغت الفعالية المتبقية  بنسبة  ) أنخفاضا  ملحوضا  

( ملي مولاري في حين أنخفضت الفعالية الانزيمية أنخفاضا  طفيفا  بأستعمال  5عند التركيز ) 

(  1،  5)   ( عند التركيز % 99.7 , % 97.4الصوديوم أذ بلغت الفعالية المتبقية نسبة  )

 لتوالي . ملي مولاري على ا

أن بعض الايونات لها دورا  منشطا  في فعالية الانزيم نتيجة لزيادة الالفة بين الانزيم      

والمادة الاساس من خلال تبادل الايونات أو مسك المجاميع المتفاعلة في الشكل الثلاثي كما أن 

ما ان بعض بعض الانزيمات قد تحتاج في عملها بعض الايونات لتتمكن من أتمام عملها ، ك

الايونات لها دورا  مثبطا  في فعالية الانزيم كونها تشكل جزءا  مهما  في الموقع الفعال 

( , 2005 .et al Matthews (  ،  ( تأثير بعض المواد الكيميائية في  8- 4يبين الجدول )

 ( ملي مولاري ، أذ أظهرت النتائج عند 1،  5فعالية أنزيم بروتيز الاسبارتك بتركيز ) 

حصول زيادة ملحوظة في الفعالية الانزيمية  بنسبة فعالية متبقية    SDSأستعمال مركب 

 118.3( ملي مولاري وبنسبة فعالية متبقية بلغت )  5( عند التركيز )  % 111.2بلغت ) 

( ملي مولاري ، بينما كان هناك أنخفاضا  ملحوظا  عند أستعمال مركب  1( عند التركيز )  %

Pepstatin A  ( ملي مولاري  5( عند التركيز )  %0.03أذ بلغت نسبة الفعالية المتبقية )

( ملي مولاري ، أن بروتيزات الاسبارتك 1( بتركيز ) %0.07وبلغت نسبة الفعالية المتبقية )

 تتثبط بفعل الببستاتين، أذ يحصل أرتباط لمجاميع الهيدروكسيل الموجوده في مركب الستاتين 

Statine 2009قعين المحفزيين لحامض الاسبارتك مع الموا)( Vishwanatha ،  كما

          أذ بلغت نسبة الفعالية المتبقية  EDTAكان هناك أنخفاضا  طفيفا  عند أستعمال مركب 

( ملي مولاري لم يؤثر أستعمال هذا المركب عند أستعماله  5( عند التركيز )  % 99.15) 

(. أن الزيادة الطفيفة  % 101.4سبة الفعالية المتبقية ) ( ملي مولاري أذ كانت ن1بتركيز )

في فعالية الانزيم قد تعود الى تأثير مجاميع السلفهايدرل وأشتراكها في الموقع الفعال لتحفيز 

   .   ) et al Pisani. 1990 , )  الانزيم ومحافظتها على التركيب الفراغي للبروتين

بْأن  et al Yin. 2013))ن الدراسات منها ما أشار اليْه أتفقت هذه الدراسة مع العديد م     

أزدادت  Aspergillus oryzae BCRCفعاليْة أنْزيم البروتيْز المنقْى  المنْتج مْن عفْن 

        بوجْْود بعْْض ألايونْْات مثْْل البوتاسْْيوم والكوبلْْت والمغنسْْيوم والزنْْك بفعاليْْة متبقيْْة بلغْْت

( ملْي  1توالي عند أستعمال تركيْز ) على ال %(  102.1 , 100.6 , 100.7 , 103.1) 
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ْْة ) ْْة المتبقي ْْت الفعالي ْْا بلغ ْْى  %(   101.6 ,  104.1 ,  103 ,  102.6مْْولاري بينم عل

( ملْي مْولاري فْي حْين أنخفضْت الفعاليْة الانزيميْة بوجْود 5التوالي عند أسْتعمال تركيْز )

 , 91.8, 99.5) أيونات أخْرى مثْل الصْوديوم والحديْدوز والحديْديك بفعاليْة متبقيْة بلغْت 

( ملْْي مْْولاري وبلغْْت الفعاليْْة المتبقيْْة  1علْْى التْْوالي عنْْد أسْْتعمال تركيْْز ) %(   99.8

( ملي مْولاري ، كمْا كانْت 5على التوالي عند أستعمال تركيز ) %(  0 ,  37.8 ,  98.9)

 من أن فعالية أنزيم بروتيز الاسْبارتك et al Souza. 2017))النتائج متقاربة مع ما ذكره 

أزدادت بوجْْود بعْْض ألايونْْات مثْْل  Aspergillus foetidusالمنقْْى  المنْْتج مْْن عفْْن 

 110 , 148.2 , 122.1النحْْاس والمغنسْْيوم والكالسْْيوم والزنْْك بفعاليْْة متبقيْْة بلغْْت )

ْْز ) %(  158.2, ْْد أسْْتعمال تركي ْْوالي عن ْْى الت ْْة 1عل ْْا ارتفعْْت الفعالي ْْي مْْولاري كم ( مل

    عنْد أسْتعمال تركيْز(  %109.5فعاليْة متبقيْة بلغْت ) ب  SDSالانزيمْة بأسْتعمال مركْب 

و  Pepstatin A( ملي مولاري ، في حين أنخفضت الفعالية الانزيمية بوجود مركْب   1) 

EDTA   ( 98.3 ,  9بفعالية متبقية بلغت   )% ( ملي  5على التوالي عند أستعمال تركيز )

أن فعالية أنزيم بروتيْز  et al Song. 2020))مولاري . كما تشابهت النتائج مع ما وجده  

أرتفعت بوجْود أيونْات    F0215Aspergillus nigerالاسبارتك المنقى  المنتج من عفن 

 , 123.2 , 101.3البوتاسيوم  والنحاس والكالسيوم والمنغنيز والزنك بفعاليْة متبقيْة بلغْت )

ْْد أسْْتعمال تركيْْز )  %( 135.2 , 103.2 ْْوالي عن ْْي  5علْْى الت مْْولاري ، فْْي حْْين ( مل

بفعالية متبقية بلغْت    EDTAو  Pepstatin Aأنخفضت الفعالية الانزيمية بوجود مركب  

كْذلك مْع مْا أكْده ( ملْي مْولاري .  5على التْوالي عنْد أسْتعمال تركيْز ) %( 89.6 , 0) 

(2024( .et al Xue   أن الفعاليْْة الانزيميْْة لأنْْزيم بروتيْْز الاسْْبارتك المنْْتج مْْن عفْْن

hoderma asperellumTric    أنخفضت بوجود مركبPepstatin A   بفعالية متبقيْة

( ملْْْي مْْْولاري علْْْى  0.02 , 0.01عنْْْد أسْْْتعمال التراكيْْْز ) %(   0 ,  0.07بلغْْْت ) 

بفعاليْة متبقيْة   PMSFو EDTAالتوالي ، كما أنخفضْت الفعاليْة الانزيميْة بوجْود مركْب 

بفعاليْة و  ( ملْي مْولاري 1ند أستعمال تركيز )على التوالي ع %(   89.8 ,  97.4بلغت ) 

   . ( ملي مولاري 5على التوالي عند أستعمال تركيز ) %( 90.1 , 96.9متبقية بلغت ) 
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المنتج من العزلة الاسبارتك ( تأثير الايونات المعدنية والمثبطات على فعالية أنزيم بروتيز  8- 4جدول )  

 Aspergillus terreus SFH4لعفن  المحلية

 التركيز  المادة 

 )ملي مولاري (

الفعالية المتبقية 

% 

 100 0 الانزيم غير المعامل 

2CaCl 5 100.2 

1 101.9 

2ZnCl 5 98.5 

1 102.2 

2FeCl 5 90.14 

1 95.7 

2CuCl 5 99.7 

1 103 

KCl 5 101.9 

1 103.6 

3FeCl 5 24.78 

1 99.15 

2MnCl 5 98.59 

1 101.4 

2ClCo 5 98.59 

1 100.2 

NaCl  5 97.4 

1 99.7 

2MgCl 5 107 

1 108.7 

 0.03 5 الببستاتين 

1 0.07 

EDTA 5 99.15 

1 101.4 

SDS 5 111.2 

1 118.3 
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LSD 5 0.0898 

LSD 1 0.0747 

 

 ستعمال الانزيم المنقى جزئياً في تطرية اللحوما 12.4

كبريتات الامونيوم وبعد اجراء عملية الديلزة  بواسطةا  استعمل الانزيم المنقى جزئي     

 وحدة / ملغم .  1107.4وحدة / مل وفعالية نوعية  598ة أنزيمية وبفعالي

 الفحوصات النوعية  1.12.4

     Moisture Contentلمحتوى الرطوبي      ا 1.1.12.4

لحم البقري بعد معاملته ( النسبة المئوية للمحتوى الرطوبي في ال 32 -4يبين شكل )      

( بفترات غمر  % 0.5بالماء المقطر وأنزيم بروتيز الاسبارتك المنقى جزئيا وبتركيز )

ومن خلال نتائج التحليل الإحصائي وجود فروق معنوية بين مختلف مختلفة . أذ لوحظ 

للحم نسبة الرطوبة في ا أذ أرتفعت  p ≤ 0.05 معاملات اللحم البقري عند مستوى أحتمالية 

المعامل بأنزيم بروتيز الاسبارتيك عن اللحم المعامل بالماء المقطر واللحم غير المعامل فكانت 

( بينما كانت النسبة المئوية للمحتوى الرطوبي %71نسبة الرطوبة في اللحم قبل المعاملة ) 

حين ( % في  77.88 , 77.25 , 76.77 , 76.23)  للعينة المعاملة بالأنزيم المنقى جزئيا  

 72,  .11 ,72كانت النسبة المئوية للمحتوى الرطوبي للعينة المعاملة بالماء المقطر )

قد ، ( دقيقة على التوالي  120 , 90 , 60 , 30( % ولفترات غمر  )  72.52 , 72.44

يعود سبب زيادة النسبة المئوية للمحتوى الرطوبي الى تأثير الانزيمات على بروتينات اللحم 

لى انخفاض التداخلات بين البروتينات وبالتالي زيادة ارتباطها بالماء ) البدر ، مما يؤدي أ

( الذي أكد زيادة المحتوى الرطوبي  1980( وقد أتفقت هذه النتائج مع الدوري )  1998

 للحم المعامل بالإنزيمات النباتية والحيوانية والميكروبية عن العينة المعاملة بالماء المقطر . 

( عند دراسته المحتوى الرطوبي  2005جاءت هذه النتائج مقاربة لما وجده حسين ) كما      

، والذي  Penicillium camemberti للحم البقر المعامل بأنزيم البروتيز المنتج من عفن

 أشار الى زيادة المحتوى الرطوبي للحم المعامل بالانزيم .  
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                  طوبي للحم البقر المعامل بأنزيم بروتيز  ( النسبة المئوية للمحتوى الر 32 – 4الشكل ) 

 .  والماء المقطر ولفترات غمر مختلفة % 0.5الاسبارتيك بتركيز 

 الرقم الهيدروجيني   2.1.12.4

والماء  % 0.5نزيم بروتيز الاسبارتك بتركيز إدرس الرقم الهيدروجيني للحم المعامل ب     

 .(  5.7. وقد كانت قيمة الرقم الهيدروجيني قبل المعاملة )  المقطر ولفترات غمر  مختلفة

مض اللاكتيك مع انخفاض مصاحب في افي اللحوم إلى إنتاج ح الكربوهيدراتيؤدي تحلل 

 Singh)في اللحوم  5.5في العضلات الحية إلى حوالي  7.2الرقم الهيدروجيني من حوالي 

et al., 2019) .ائي لوحظ عدم وجود فروق معنوية بين ومن خلال نتائج التحليل الإحص

 (33 –4، أذ يبين الشكل )  p ≤ 0.05 حتمالية امختلف معاملات اللحم البقري عند مستوى 

بالماء  ةالمعاملوالعينة  بأنزيم بروتيز الاسبارتك ةالمعامل للعينةأنخفاض الرقم الهيدروجيني 

عامل بأنزيم بروتيز الاسبارتك أقل المقطر ، وكان الانخفاض في الرقم الهيدروجيني للحم الم

 (% 0.5 )من الانخفاض في الرقم الهيدروجيني للعينة المعاملة بالماء المقطر وبنفس التركيز

ولجميع فترات الغمر المستعملة في الدراسة أي ان الانزيم قلل من الانخفاض في الرقم 

املة بأنزيم بروتيز الاسبارتك الهيدروجيني ، أذ لوحظ ان قيمة الرقم الهيدروجيني للعينة المع

(  بينما الرقم الهيدروجيني للعينة المعاملة بالماء  5.66 , 5.57 , 5.48  ,5.45سجلت ) 

( دقيقة  120 , 90 , 60 , 30)  ( ولفترات غمر 5.32 , 5.23 , 5.11 , 5.1المقطر ) 

الكهربائي أثناء على التوالي ، ان أرتفاع الرقم الهيدروجيني وأبتعاده عن نقطة التعادل 

المعاملة الانزيمية يؤدي الى زيادة قابلية اللحم بالأحتفاظ بالماء وبالتالي زيادة طراوة اللحم 
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LSD = 2.750(دقيقة)الوقت 

للحم المعامل بالماء% الرطوبة 

للحم المعامل بالبروتيز المنقى جزئيا  % الرطوبة 

للحم غير المعامل% الرطوبة  
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  جاءت هذه النتائج متطابقة مع ما ذكره حسين ، )et al Kemp.( 2010 ,وتحسين جودته 

 Penicilliumعفن   ( من ان معاملة اللحم البقري بأنزيم البروتيز المنتج من  2005) 

camemberti   قلل من الانخفاض في الرقم الهيدروجيني . كما تطابقت الدراسة مع ما

يقلل من من ان معاملة اللحم البقري بأنزيم ألبروتيز  et al Habtu.  )(2020وجده  

 الانخفاض في الرقم الهيدروجيني .  

  

                               بروتيز الاسبارتك ( الرقم الهيدروجيني للحم البقر المعامل بأنزيم  33 -4شكل ) 

والماء المقطر ولفترات غمر مختلفة  % 0.5بتركيز   

 Released Extract   Volume of  حجم المستخلص المتحرر  3.1.12.4

خلال نتائج التحليل الإحصائي وجود فروق معنوية عند (  ومن  34 -4يوضح شكل  )      

حجم المستخلص المتحرر لعينة اللحم البقري المسن المعامل ل  p ≤ 0.05 مستوى  أحتمالية  

 Aspergillus terreus SFH4لعفن  المنتج من العزلة المحليةبأنزيم بروتيز الاسبارتك 

(  15.2وعينة اللحم المعامل بالماء المقطر وعينة اللحم غير المعامل ) % 0.5بتركيز 

قيقة ، أذ بلا حجم المستخلص المتحرر للعينة ( د 120 , 90 , 60 , 30ولفترات غمر ) 

( مل بينما بلا حجم المستخلص المتحرر للعينة  7.2 , 7.3 , 8.6, 9.5المعاملة بالأنزيم ) 

 , 90 , 60 , 30( مل ولفترات غمر )  19 , 20.5 , 22 , 24المعاملة بالماء المقطر ) 

 ( دقيقة على التوالي . 120
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الرقم الهيدروجيني للحم المعامل بالماء

قى جزئيا   الرقم الهيدروجيني للحم المعامل بالبروتيز المن

الرقم الهيدروجيني للحم غير المعامل 
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خلص المتحرر في عينة اللحم المعامل بالأنزيمات قد يكون بسبب أن انخفاض حجم المست      

أبتعاد بروتينات اللحم عن نقطة التعادل الكهربائي مما يؤدي الى زيادة قابلية اللحم المعامل 

بألأنزيم للأحتفاظ بالماء وبالتالي أنخفاض حجم المستخلص المتحرر وهذا ما يزيد من طراوة 

 . (  1980) الدوري ،   اللحم 

( بأن حجم المستخلص المتحرر للحم  1998أتفقت نتائج هذه الدراسة مع ماذكره البدر )      

البقر المعامل بالأنزيمات المختلفه حدث فيه أنخفاضا  ملحوظا   . كما أتفقت النتائج مع ما وجده 

ن (  من أن حجم المستخلص المتحرر للحم المعامل بأنزيم البروتيز المنتج م 2005حسين )

   أنخفض بشكل ملحوظ .   Penicillium camembertiعفن   

 

( حجم المستخلص المتحرر للحم البقر المسن المعامل بأنزيم بروتيز الاسبارتك وبتركيز  34 – 4الشكل ) 

 ولفترات غمر مختلفة % 0.5بتركيز والماء المقطر و % 0.5

 Water Holding Capacity ( W. H. C.)   قابلية حمل الماء 4.1.12.4

( النسبة المئوية لقابلية حمل الماء للحم البقر المعامل بالماء المقطر  35 – 4يبين شكل )      

خلال لفترات غمر مختلفة ، بينت النتائج ومن  % 0.5وأنزيم بروتيز الاسبارتك وبتركيز 

النسبة  انو p ≤ 0.05 نتائج التحليل الإحصائي وجود فروق معنوية عند مستوى  أحتمالية  

المئوية لكلا المعاملتين بالأنزيم والماء المقطر قد أرتفعت عن النسبة المئوية للحم غير المعامل 

 ,  40.2ذ بلغت النسبة المئوية لقابلية حمل الماء  للحم المعامل بألانزيم ) إ( ،  % 27.6) 

 ,27.8)  ( % في حين بلغت النسبة للحم المعامل بالماء المقطر46.7 ,  46.2 ,  44.6

( دقيقة على التوالي  120  , 90 , 60 , 30( % ولفترات غمر  )   28.9 ,28.6 ,28.2

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20
22
24
26

طة العينة الضاب 30 60 90 120

  
رر

ح
مت

 ال
ص

خل
ست

لم
 ا
جم

ح

LSD = 7.211(دقيقة)الوقت 

( مل ) حجم المستخلص المتحرر للحم المعامل بالماء 

(  مل ) ا  حجم المستخلص المتحرر للحم المعامل بالبروتيز المنقى جزئي
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 الماء هو جزيء ثنائي القطب وبالتالي ينجذب إلى الأنواع المشحونة مثل البروتينات ،  

Huff and Lonergan, 2005)( قابلية حمل الماء تعني الارتباط بين الماء  ن  إلذلك ف

 ا  تأثير للرقم الهيدروجيني ن  أوهذا ما يؤثر على عصيرية وطراوة اللحوم ، كما والبروتينات 

من نقطة  الرقم الهيدروجينيبتعد اعلى النسبة المئوية لقابلية حمل الماء للحم أذ كلما  ا  كبير

رتفعت النسبة المئوية لقابلية حمل الماء وبالتالي التأثير على نوعية االتعادل الكهربائي كلما 

 ( .  Nuñez et al., 2020حوم وطراوتها  )الل

زيادة قدرة اللحم  من  et al Alyounis. (2023)جاءت هذه النتائج مطابقة لما ذكره      

على الاحتفاظ بالماء في عينات اللحوم المعاملة بأنزيم البروتيز مقارنة بعينة اللحم غير 

 المعاملة . 

 

            حمل الماء للحم البقري المسن المعامل بأنزيم بروتيز     ( النسبة المئوية لقابلية35 -4شكل )   

 والماء المقطر ولفترات غمر مختلفة  % 0.5الاسبارتك بتركيز 

                                النسبة المئوية للفقد بالوزن أثناء الطبخ  5.1.12.4

م البقْري المسْن بعْْد معاملتْه بْْأنزيم درسْت النسْبة المئويْْة للفقْد بْالوزن أثنْْاء الطْبخ للحْْ    

ْْة  كمْْا فْْي شْْكل  % 0.5بروتيْْز الاسْْبارتك بتركيْْز          والمْْاء المقطْْر وبفتْْرات غمْْر مختلف

خْْلال نتْْائج التحليْْل الإحصْْائي وجْْود فْْروق معنويْْة عنْْد مسْْتوى  ظ مْْن ح( ، لْْو 36 -4) 

الطْبخ للحْم المعامْل وأنخفْاض النسْبة المئويْة للفقْد بْالوزن أثنْاء   p ≤ 0.05 أحتماليْة  

ْْت ْْي كان ْْر المعامْْل والت ْْالوزن للحْْم غي ْْد ب ْْة للفق ْْاء المقطْْر عْْن النسْْبة المئوي ْْألانزيم والم            ب

    ( ، أذ بلغت النسبة المئوية للفقْد بْالوزن للحْم المعامْل بْأنزيم بروتيْز الاسْبارتك % 26.2) 
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بلغْت النسْبة المئويْة  بينمْا % 0.5( %  بتركيز 19.38 ,  20.21 ,  21.52 ,  22.3) 

( % 24.93 , 25.28 , 25.63 , 25.95للفقْْْد بْْْالوزن للحْْْم المعامْْْل بالمْْْاء المقطْْْر ) 

( دقيقة على التوالي ، وقد يعزى سْبب أنخفْاض الفقْد 120 , 90 , 60 ,30وبفترات غمر ) 

ين سلاسل بالوزن للحوم المعاملة بالانزيم أثناء الطبخ الى التماسك الحاصل للشبكة البروتينية ب

  وجاءت هذه النتائج متطابقة مع مْا وجْده  ( Akbari et al., 2021)الأكتين والمايوسين 

Lee et al. ( 2017 )  والذي بين بأن نسْبة الفقْد بْالوزن للحْوم أثنْاء الطْبخ تْنخفض عنْد

ئج مع  أضافة الانزيم نتيجة لزيادة الارتباط وبالتالي أنخفاض الفقد بالوزن . كما أتفقت هذه النتا

(2023) .et al Alyounis  ، عند دراستهم نسبة الفقد بالوزن للحم المعامل بأنزيم البروتيز

 أذ انخفضت نسبة الفقد بالوزن للحم المعامل بألانزيم مقارنة بعينة اللحم غير المعامل . 

 

           روتيز الاسبارتك( النسبة المئوية للفقد بالوزن أثناء الطبخ للحم المعامل بأنزيم ب 36 – 4شكل )    

 والماء المقطر بفترات غمر مختلفة % 0.5بتركيز 

 معامل التايروسين / التربتوفان الكلي البروتيني وغير البروتيني  6.1.12.4

( تأثير معامل التايروسين / التربتوفان الكلي للحم البقر المسن  37-4يوضح شكل )       

من ,والماء المقطر بفترات غمر مختلفة ،  % 0.5بتركيز  المعامل بأنزيم بروتيز الاسبارتك

 ≥ p لوحظ وجود فروق معنوية عند مستوى  أحتمالية    خلال نتائج التحليل الإحصائي

بين قيمة معامل التايروسين / التربتوفان الكلي لكلا العينتين المعامله بألأنزيم والماء   0.05
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( ، أذ بلغت قيم معامل التايروسين /  0.59ة ) المقطر مقارنة بعينة اللحم غير المعامل

( بينما  2.23 , 2.17 ,  2.11  ,1.86التربتوفان الكلي لعينة اللحم المعاملة بألأنزيم ) 

 30( وبفترات غمر )  0.82 , 0.78 , 0.72 , 0.65العينة المعاملة بالماء المقطر بلغت ) 

د سبب الارتفاع الحاصل في قيمة معامل ( دقيقة وعلى التوالي ، وقد يعو 120 , 90 , 60 ,

التايروسين/التربتوفان الكلي ألى أرتفاع نسبة الاحماض الامينية الاروماتية المتحررة نتيجة 

تحلل البروتين بواسطة أنزيم بروتيز الاسبارتك، أذ يعد أرتفاع معامل التايروسين / التربتوفان 

تعمل هذا العامل لقياس تركيز الاحماض ذ يسإعلى حدوث التحلل البروتيني للحوم  دليلا  

  .  ) et alJioe. 2023 , ( الامينية الاروماتية

 

            ( معامل التايروسين / التربتوفان الكلي للحم البقر المعامل بأنزيم بروتيز  37 – 4شكل )      

 والماء المقطر لفترات غمر مختلفة  % 0.5الاسبارتك بتركيز 

 

خلال نتائج التحليل الإحصائي لوحظ وجود فروق معنوية عند ( ومن  38 -4في شكل )      

بين معامل التايروسين / التربتوفان البروتيني  للحم البقر   p ≤ 0.05 مستوى  أحتمالية  

والماء المقطر بفترات غمر مختلفة  % 0.5المسن المعامل بأنزيم بروتيز الاسبارتك بتركيز 

ة ، أذ لوحظ أرتفاع قيمة معامل التايروسين / التربتوفان البروتيني وعينة اللحم غير المعامل

ذ إ( ،  0.24نزيم والماء المقطر مقارنة بعينة اللحم غير المعاملة ) الإب ةلكلا العينتين المعامل
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  , 0.94بلغت قيم معامل التايروسين / التربتوفان البروتيني لعينة اللحم المعاملة بألأنزيم ) 

 , 0.52 , 0.49 , 0.44( بينما العينة المعاملة بالماء المقطر بلغت ) 1.11 ,1.06,1.09

 ( دقيقة وعلى التوالي .  120 , 90 , 60 , 30( وبفترات غمر )  0.53

 

             ( معامل التايروسين / التربتوفان البروتيني للحم البقر المعامل بأنزيم بروتيز 38 – 4شكل ) 

 والماء المقطر لفترات غمر مختلفة  % 0.5الاسبارتك بتركيز 

 

كما درس تأثير معامل التايروسين / التربتوفان غير البروتيني  للحم البقر المسن المعامل      

والماء المقطر بفترات غمر مختلفة كما في الشكل  % 0.5بأنزيم بروتيز الاسبارتك بتركيز 

 جود فروق معنوية عند مستوىخلال نتائج التحليل الإحصائي لوحظ و( ، ومن 39 -4)

بين قيمة معامل التايروسين / التربتوفان غير البروتيني  لكلا العينتين   p ≤ 0.05 أحتمالية 

( ، أذ بلغت قيم  0.35المعامله بألأنزيم والماء المقطر مقارنة بعينة اللحم غير المعاملة ) 

  ,0.92م المعاملة بألأنزيم ) معامل التايروسين / التربتوفان غير البروتيني  لعينة اللح

 , 0.26 , 0.23 , 0.21( بينما العينة المعاملة بالماء المقطر بلغت )1.12 ,1.08 ,1.05

ويعزى سبب ، ( دقيقة وعلى التوالي  120 , 90 , 60 , 30( وبفترات غمر )  0.29

لتحلل بروتينات  أرتفاع قيم معامل التايروسين / التربتوفان الى تكون الاحماض الامينية  نتيجة

 ( .  1985اللحم والتي يرافقها أرتفاع نسبة المواد النتروجينية غير البروتينية ) النجماوي ، 
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                  ( معامل التايروسين / التربتوفان غير البروتيني للحم البقر المعامل بأنزيم  39 – 4شكل )  

 فترات غمر مختلفةوالماء المقطر ل % 0.5بروتيز الاسبارتك بتركيز 

قيم معامل زيادة  من  et al Alyounis. (2023)جاءت هذه النتائج مطابقة لما ذكره      

في عينات اللحوم المعاملة بأنزيم  التايروسين / ترتبوفان الكلي والبروتيني وغير البروتيني

من أن  binJahan( 2021البروتيز مقارنة بعينة اللحم غير المعاملة . وكذلك مع ما ذكره )

ارتفاع نسبة الأحماض الأمينية الناتجة عن التحلل البروتيني لبروتينات اللحوم انعكس بشكل 

ا على زيادة المواد  كبير على زيادة عامل التايروسين / التربتوفان الذي كان مؤشر 

 النيتروجينية الذائبة . 

 بروتيني الذائب النتروجين الكلي الذائب والنتروجين البروتيني وغير ال 7.1.12.4

( النسبة المئوية للنتروجين الكلي الذائب في اللحم البقري المسن  40 – 4يبين الشكل )      

والماء المقطر بفترات غمر مختلفة ، ومن  % 0.5المعامل بأنزيم بروتيز الأسبارتك بتركيز 

 p ≤ 0.05  خلال نتائج التحليل الإحصائي لوحظ وجود فروق معنوية عند مستوى  أحتمالية 

لعينة   Total Soluble Nitrogen  (TSN )بين النسبة المئوية للنتروجين الكلي الذائب 

اللحم المعامل بأنزيم بروتيز الاسبارتك وكذلك العينة المعاملة بالماء المقطر مقارنة مع العينة 

 ,  2.15 و 2.12( ، أذ أعطت العينة المعاملة بالماء المقطر  )  % 2.11)   غير المعاملة

         ( % في حين أرتفعت هذه النسبة للعينة المعاملة بألأنزيم والتي بلغت  2.22 ,  2.19
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 , 60 , 30ولفترات غمر )  % 0.5( % بتركيز   6.12 ,  5.63 ,  4.97 ,  4.34) 

 ( دقيقة وعلى التوالي . قد يعود سبب أرتفاع النسبة المئوية للبروتين الكلي الذائب 120 , 90

تغير تركيب البروتينات بفعل العوامل التي تؤثر على ثباتية البروتين مثل القوة الايونية 

 ( .  1980ودرجة الحرارة وغيرها ) الدوري ، 

 

                         ( النسبة المئوية للنتروجين الكلي الذائب للحم البقر المسن المعامل      40 – 4شكل ) 

 والماء المقطر بفترات غمر مختلفة % 0.5رتك بتركيز بأنزيم بروتيز الاسبا

 Soluble( النسبة المئوية للنتروجين البروتيني الذائب  41 – 4ويوضح الشكل )       

Protein Nitrogen SPN ) (  للحم البقري المعامل بالماء المقطر وأنزيم بروتيز

تائج التحليل الإحصائي خلال نمن وبفترات غمر مختلفة  ، و % 0.5الاسبارتك بتركيز 

 ) ( SPNسبة المئوية بين الن p ≤ 0.05 لوحظ وجود فروق معنوية عند مستوى  أحتمالية  

( ، آذ انخفضت العينة  1.85للحم المعامل بالماء المقطر والانزيم عن العينة غير المعاملة ) 

( % 1.6 , 1.63 ,  1.67 ,  1.72المعاملة بالماء المقطر بشكل تدريجي حتى وصلت ) 

بينما أنخفضت النسبة المئوية للنتروجين البروتيني الذائب للعينة المعاملة بأنزيم بروتيز 

  1.29 ,  1.38 , 1.43الاسبارتك بنسبة أقل من العينة المعاملة بالماء المقطر والتي بلغت ) 

 ( دقيقة على التوالي .  120 , 90 , 60 , 30) ( % وبفترات غمر 1.25 ,
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       ( النسبة المئوية للنتروجين البروتيني الذائب للحم البقر المسن المعامل 41 – 4الشكل )             

 والماء المفطر بفترات غمر مختلفة  % 0.5بأنزيم بروتيز الاسبارتك بتركيز         

خلال نتائج التحليل الإحصائي وجود فروق من ( و 42 – 4) لوحظ  في الشكل كما      

أرتفعت النسبة المئوية للنتروجين غير ، أذ  p ≤ 0.05 عند مستوى  أحتمالية   معنوية

البروتيني الذائب للحم البقري المعامل بأنزيم بروتيز الاسبارتك والماء المقطر مقارنة بالعينة 

، أذ بلغت النسبة المئوية للنتروجين غير البروتيني الذائب للحم  % 0.18غير المعاملة 

( % في حين أرتفعت النسبة   0.43 ,  0.38 ,  0.33 ,  0.26اء المقطر ) المعامل بالم

وقد ( % ، 4.95 , 4.48 , 3.85 , 3.22المئوية للعينة المعاملة بألانزيم والتي بلغت ) 

النسبة المئوية يعزى سبب أنخفاض النسبة المئوية للنتروجين البروتيني الذائب وأرتفاع 

الى تحلل بروتين الياف العضلات والذي يؤدي الى تحول ائب للنتروجين غير البروتيني الذ

،  وريجزء من النتروجين البروتيني الذائب الى النتروجين غير البروتيني الذائب ) الد

1980  . ) 

( بأرتفاع النسبة المئوية  2005حسين ) وجاءت هذه النتائج متوافقة مع ما ذكره       

النسبة المئوية للنتروجين غير البروتيني الذائب مع أنخفاض النسبة للنتروجين الكلي الذائب و 

للحم البقر المعامل بأنزيم البروتيز المنتج من عفن    المئوية للنتروجين البروتيني الذائب

Penicillium camemberti  . 
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     مسن المعامل( النسبة المئوية للنتروجين غير البروتيني الذائب للحم البقر ال 42 – 4الشكل )           

 والماء المفطر بفترات غمر مختلفة % 0.5بأنزيم بروتيز الاسبارتك بتركيز            

 التقييم الحسي  لشرائح اللحم  2.12.4

( التقييم الحسي لشرائح اللحم المعاملة بأنزيم بروتيز الاسبارتك 9 - 4يبين الجدول )      

( دقيقة وشرائح اللحم غير المعاملة  120  , 90 , 60 , 30 )وبفترات غمر % 0.5بتركيز 

معنوية   فروق  وجود لوحظ   الإحصائي  التحليل  نتائج  خلال  منو  ،   )العينة الضابطة (

لتأثير معاملة عينة اللحم بأنزيم بروتيز الاسبارتك على  p ≤ 0.05  مستوى  أحتمالية  عند

لعينة الضابطة كما كان التأثير بشكل تدريجي صفة العصيرية والطراوة والقبول العام مقارنة با

 ا  دقيقة أعلى تأثير 120خلال فترات الغمر المذكورة أعلاه ، أذ أعطت العينة المغمورة لفترة 

قابلية  الانزيم على في صفة العصيرية والطراوة والقبول العام ، وقد يعزى سبب ذلك الى 

 ا  متجانس ا  بالتالي أعطاء اللحم مظهرط التقاطعية بين جزيئات البروتين وبتكوين الروا

فضلا  عن زيادة قابلية حمل الماء مع زيادة فترات الغمر في المحلول الانزيمي وهذا  ا  ومتماسك

    .  (Liang et al. ,2020) ما حسن من درجة العصيرية والطراوة وبالتالي التقبل العام للحم

من تحسن في النكهة   et al Habtu.  )( 2020لما ذكره  ةجاءت هذه الدراسة مشابه     

والعصيرية والطراوة ودرجات القبول العام  في عينات اللحم البقري المعامل بأنزيم البروتيز 

Omojola and Akpan لما وجده  ما جاءت النتائج قريبةك مقارنة بالعينة الضابطة .

0

1

2

3

4

5

6

ة العينة الضابط 30 60 90 120

ب 
لذا 
ن ا
روتي

 الب
غير

ين 
روج

النت
%

(دييقة)الويت 
LSD = 0.053

يا  للحم المعامل بالبروتيز المنقى جزئ% النتروجين غير البروتيني  الذائب 

للحم المعامل بالماء% النتروجين  غير البروتيني الذائب

للحم غير المعامل % النتروجين غير البروتيني  الذائب 



 Results and Discussion                             شة              النتائج والمناق     

143   

 هناك، أذ كان  للحومفي تطرية ايزتراكيز مختلفة من انزيم البروت عند استعمال ( 2015)

بأنزيم  ةودرجات القبول العام  في عينات اللحم البقري المعامل العصيرية و تحسن في الطراوة

   مقارنة بالعينة الضابطة  .  % 0.5تركيز  البروتيز

 ( التقييم الحسي لشرائح اللحم البقري المعاملة وغير المعاملة بأنزيم بروتيز الاسبارتك9–4الجدول )

 الزمن

 دقيقة

 اللون

Color 

7 

 النكهة

Flavor 

7 

 العصيرية

Juiciness 

7 

 الطراوة

Tenderness 

7 

 القبول العام

Acceptability 

7 

 4.3 3 3 5 6 العينة الضابطة

30 5.9 5.4 5 5 5.5 

60 5.7 5.5 5.4 5.5 5.7 

90 5.5 5.7 5.6 5.8 5.8 

120 5.4 5.8 6.2 6.4 6.2 

LSD 0.1524 0.1862 0.7296 0.7770 0.4292 

 

  : غير مقبول قليلاً  3: وسط   ،  4: مقبول قليلاً    ،  5: مقبول  ،   6: مقبول جداً   ،   7

 : غير مقبول جداً  1: غير مقبول   ،  2، 
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 Conclusions and Recommendations  الاستنتاجات والتوصيات  – 5

 الاستنتاجات  1.5

خرى الأسبارتك مقارنة بالعزلات لأنزيم بروتيز اإنتاج إفي   G94الفطرية  هتفوق العزل -1

 ( وحدة / مل  .  258.6نزيمية بلغت   ) إبفعالية 

ستعمال المخلفات الزراعية مثل انزيم بطريقة تخمرات الحالة الصلبة وبالإنتاج إمكانية إ -2

 نخالة الحنطة كوسط طبيعي ورخيص ومتوفر . 

كون هذا المثبط  ( Pepstatin A )مثبط  نزيم عند معاملته مع الإتثبيط معظم فعالية  -3

 نزيم بروتيز الاسبارتك . إمتخصص بتثبيط 

 نزيم المنتج من حيث الفعالية التحللية مقارنة مع الفعالية التخثرية  . لإتفوق ا -4

عند لافلاتوكسين أبأنها لاتنتج  Aspergillus terreus(   G94أثبتت العزلة المنتقاة )  -5

 هند .تنميتها على وسط جوز ال

مونيوم والديلزة والترشيح لأستعمال التركيز بكبريتات اانزيم بنقاوة عالية بلإمكانية تنقية اإ -6

 .  Sephadex G-100الهلامي 

سبارتك عند مديات من درجات الحرارة وأرقام هيدروجينية واسعة لأنزيم بروتيز اإثباتية  -7

 (  .  4 – 3( م  و )  55 – 15تراوحت بين ) 

الفحوصات النوعية والحسية للحم حصول تحسن واضح عند المعاملة مع أظهرت نتائج  -8

 .    % 0.5سبارتك وبتركيز لأنزيم اإ

 

 

 

 

 

 

 

 



                                         Conclusions and Recommendations        الاستنتاجات والتوصيات     

145   

 التوصيات 2.5

ستعمال التقنيات امينية في السلسلة الببتيدية بلأحماض الأدراسة محتوى وتسلسل ا -1

 الحديثة .

 دراسة استعمال الإنزيم في تطبيقات غذائية أخرى .  -2

عن   SFH5 Aspergillus terreusنتاج الإنزيم من عفن  إمكانية تحسن إدراسة  -3

 .  حداث طفرات وراثيةاطريق 

نزيم بروتيز الاسبارتك في التطبيقات الصيدلانية وذلك من إستعمال امكانية إدراسة  -4

 جراء دراسات مشتركة مع الاختصاصات الطبية . إخلال 
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 Referensesالمصادر    -6

 العربيةالمصادر  1.6

 ية التحللية العالية لبعض(. استخدام الأجزاء الأنزيمية ذات الفعال1998، عبد الله أحمد )البدر
 . الحليب في تطرية اللحوم. رسالة ماجستير. كلية الزراعة، جامعة البصرة مخثرات

( . تنقية وتوصي  أنزيم الكولاجينيز المستخلص 2014، وسن كاظم عبد الرزاق )  التميمي
أمعاء الاسماك وأستعماله في تطرية اللحوم . أطروحة دكتوراه ، كلية الزراعة ، جامعة من 

 البصرة ، العراق . 
( . لمحة  2024علاء جبار عبد . )،المنهل زينة كاظم ، ، اليونم، صادق فنجان ،  حسناوي

بيعية . عامة عن بروتيز الاسبارتك من التصني  الى التوصي  . مجلة العلوم الإنسانية والط
5(4 ، )49 – 69 .  

 Penicillium( . إستخدام بروتييزات من عفن    2005،  آيات عدنان عبام . )حسين 
camemberti   في بعض التطبيقات الغذا ية والأوساط الزرعية . جامعة بغداد ، كلية الزراعة

 .  8-6، يسم علوم الاغذية والتقانات الاحيا ية  ،  

(. استخدام بعض الأنزيمات من المصادر المختلفة في تطرية 1980) ، لؤي دوري خليلالدوري
 اللحوم. رسالة ماجستير، كلية الزراعة، جامعة الموصل، العراق.

(. تكنولوجيا اللحوم والأسماك. دار الكتب للطباعة والنشر، 1986، منير عبود جاسم )الطائي
 .جامعة البصرة، العراق

 من المنت  البروتييز لأنزيم كيموحيوية دراسة . (2005 )سعود ، اسماء محمد  المعيني
Staphylococcus aureus  معهد الهندسة الوراثية والتقنيات  محلي ا المعزولة بكتريا .

 .  153الأحيا ية للدراسات العليا / جامعة بغداد : 
 (. تأثير التعتيق والمعاملة بالبابين على بروتينات1985، معتصم حسين محمد )النجماوي

راعة، المايوفايبريل وبعض الصفات الأخرى للحوم الأغنام المسنة. رسالة ماجستير، كلية الز 
 جامعة صلام الدين، العراق.
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I 

Abstract 

Forty pure isolates were obtained from soil and grains (rice, 

wheat, barley and corn). Primary screening was performed for 

these isolates and thirty-two enzyme-producing isolates were 

selected. Secondary screening was performed using solid-state 

fermentation to select the most efficient isolate in producing 

aspartic protease enzyme. The isolate (G94) was the best among 

these isolates. This isolate was identified and it was found to be 

Aspergillus terreus mold. Toxin testing also showed that the local 

isolate of Aspergillus terreus mold (G94) does not produce 

aflatoxins. The isolate was genetically identified using the ITS 

rRNA test, which showed 99.55% similarity with Aspergillus 

terreus mold, which was registered in the gene bank under the 

name Aspergillus terreus SFH4 (LC719967) . 

The optimum conditions for the production of aspartic protease 

enzyme from the local isolate of Aspergillus terreus SFH4 mold 

were studied. It was abserved that wheat bran is the best medium 

for enzyme production, the optimal wetting solution ratio is (3:1), 

and the pH was 5. It was also found that the best solution among 

the solutions used for extraction was acetate buffer with a pH of 

5. The best inoculum size was 2 ml (1 X 106 spores/g solid), and 

the organic nitrogen source casein gave the highest enzyme 

productivity. It was abserved that the best incubation period for 

the production of aspartic protease enzyme was 6 days, and the 

temperature was 30°C. The crude extract of aspartic protease 

enzyme was concentrated using ammonium sulfate salts, and the 

best saturation ratio was 50-70%, and then the process  

membrane osmosis (dialysis) was used for get rid of ammonium 

sulfate salts, after which the gel filtration step was used for a 

Sephadex G-100 column, as the results showed through 

measuring the absorbance at a wavelength of 280 nanometers 

that the recovery parts included three protein peaks of the 

enzyme extract, and after measuring the enzymatic activity of the 

three peaks, the activity of the aspartic protease enzyme 

appeared in the second peak, while no enzymatic activity 



 

II 

appeared in the other peaks (the first and third), then the purity of 

the enzyme was determined using the electrophoresis technique 

and the purity of the enzyme was observed through the 

appearance of a single protein band in the gel. 

The pure aspartic protease enzyme and the partially purified 

enzyme were characterized. It was found that the molecular 

weight of the purified enzyme was (35) kilodaltons, and that the 

optimum pH for the pure and partially purified aspartic protease 

enzyme was (5), and that the pure and partially purified enzyme 

showed stability in a pH range of numbers ranging from (4-5) 

when incubated at a temperature of 35°C for 30 minutes. The 

optimum temperature for the pure and partially purified enzyme 

was 55°C, and the completely purified and partially purified 

enzyme showed stability in a range of temperatures ranging from 

(15-55)°C. The activation energy required for substrate 

conversion to products was  (13.89) kilocalories/mol, while the 

value of the denaturation of the aspartic protease enzyme was 

(95.97) kilocalories/mol. The kinetic constants of the purified 

aspartic protease enzyme were studied by using different 

concentrations of casein as a substrate. The effect of activators 

and inhibitors on the activity of the aspartic protease enzyme was 

studied at a concentration of (1, 5) millimolar. Some activators 

played a role in activating the activity of the aspartic protease 

enzyme, while the enzyme activity decreased significantly in ferric 

at a concentration of 5 millimolar, while the enzyme activity 

decreased A slight decrease was observed with the use of 

sodium, while the enzyme lost most of its activity when using the 

Pepstatin compound . 

The partially purified enzyme was used in tenderizing meat. 

Qualitative and sensory tests were conducted on meat treated 

with aspartic protease enzyme at a concentration of (0.5%) and 

distilled water for immersion periods of (30, 60, 90, 120) minutes. 

It was observed that the moisture content and water holding 

capacity increased in the meat treated with the enzyme and the 

meat treated with distilled water. The pH, volume of the released 



 

III 

extract, and percentage of weight loss during cooking decreased 

in the meat treated with the enzyme and the meat treated with 

distilled water. It was also observed that the total protein and non-

protein tyrosine/tryptophan coefficient value increased for both 

samples treated with the enzyme and distilled water compared to 

the untreated meat sample. It was observed that the percentage 

of total dissolved nitrogen (TSN) and the percentage of dissolved 

non-protein nitrogen increased for the meat sample treated with 

the enzyme and the meat treated with distilled water compared to 

the untreated sample, and the percentage decreased For soluble 

protein nitrogen (SPN) for both samples, it was higher than for the 

untreated meat sample. 

The results of the sensory evaluation of the meat slices treated 

with aspartic protease enzyme at a concentration of 0.5% and 

with immersion periods of (30, 60, 90, 120) minutes and the 

untreated meat slices (control sample) showed that the sample 

immersed for a period of 120 minutes had the highest effect on 

the quality of juiciness, tenderness, and general acceptability. 
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A 

 SFH4  Aspergillus  terreus المحلية  لعزلة( تسلسل القواعد النتروجينية ل 1ملحق  )   

Aspergillus terreus SFH4 genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA 
Sequence ID: LC719967.1Length: 605Number of Matches: 1 

 See 1 more title(s) See all Identical Proteins(IPG) 

Range 1: 1 to 605GenBankGraphics 

 

 

Query  1    GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTTATG  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTTATG  60 

 

Query  61   GCCCAACCTCCCACCCGTGACTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGC  120 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61   GCCCAACCTCCCACCCGTGACTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGC  120 

 

Query  121  TGGCCGCCGGGGGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACATGAACC  180 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121  TGGCCGCCGGGGGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACATGAACC  180 

 

Query  181  CTGTTCTGAAAGCTTGCAGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAA  240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181  CTGTTCTGAAAGCTTGCAGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAA  240 

 

Query  241  TGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAAT  300 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  241  TGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAAT  300 

 

Query  301  TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGG  360 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  301  TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGG  360 

 

Query  361  GGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCTCG  420 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361  GGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCTCG  420 

 

Query  421  TCCCCCGGCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGA  480 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  421  TCCCCCGGCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGA  480 

 

Query  481  GCGTATGGGGCTTCGTCTTCCGCTCCGTAGGCCCGGCCGGCGCCCGCCGACGCATTTATT  540 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  481  GCGTATGGGGCTTCGTCTTCCGCTCCGTAGGCCCGGCCGGCGCCCGCCGACGCATTTATT  540 

 

Query  541  TGCAACTTGtttttttCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG  600 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  541  TGCAACTTGTTTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG  600 

 

Query  601  CCCCC  605 

            ||||| 

Sbjct  601  CCCCC  605 

 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1118 bits(605) 0.0 605/605(100%) 0/605(0%) Plus/Plus 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC719967.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=5VNCNR1A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ipg/LC719967.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC719967.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=5VNCNR1A016&from=1&to=605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC719967.1?report=graph&rid=5VNCNR1A016%5bLC719967.1%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments|Refseq%20Alignments|Gnomon%20Alignments|Unnamed,shown:false%5d&v=0:635&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
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B 

 التحليل الاحصا يجداول  ( 2ملحق  )
لرطوبي للحم البقر المعامل بأنزيم بروتيز الاسبارتيك للمحتوى ا التحليل الاحصا ي -1

 والماء المقطر ولفترات غمر مختلفة % 0.5بتركيز 
  

S.O .V     D . F S.S M . S Cal. F Tab. F 0.05 
Bet. Treat  2 150.828 75.41410093 314.8640771 3.403 
Exp. Error 24 5.748 0.239513194     

Total 26 156.577       
 

 لنقييم اليسيلالنيليل الاحصائي  -2

 اللفن -أ

S.O .V D . F S.S M . S Cal. F Tab. F 0.05 
Bet. Treat  4 1.300 0.325 7.926829268 2.866 
Exp. Error 20 .820 0.041     

Total 24 2.120       
 

 النكهة –س 

S.O .V D . F S.S M . S Cal. F Tab. F 0.05 
Bet. Treat  4 1.940 0.485 6.466666667 2.866 
Exp. Error 20 1.500 0.075     

Total 24 3.440       
 

 



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ   الم حق ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

C 

 العصيراة - يـ

S.O .V D . F S.S M . S Cal. F Tab. F 0.05 
Bet. Treat  4 29.760 7.44 10.50847458 2.866 
Exp. Error 20 14.160 0.708     

Total 24 43.920       
 

 الطراوة -حـ 

S.O .V D . F S.S M . S Cal. F Tab. F 0.05 
Bet. Treat  4 33.760 8.44 13.02469136 2.866 
Exp. Error 20 12.960 0.648     

Total 24 46.720       
 

 القبفل العا   -د

S.O .V D . F S.S M . S Cal. F Tab. F 0.05 
Bet. Treat  4 10.300 2.575 3.91337386 2.866 
Exp. Error 20 13.160 0.658     

Total 24 23.460       
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D 

 NCBIفي موقع  Aspergillus terreus SFH4 عف  صفية تسجيل( 3المليق )       
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E 

 ( كناس شكر وتقدار 4المليق )

 

 


