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     ABSTRACT    

The xylinase enzyme is one of the enzymes that is characterized by various industrial 

applications, the most important of which are biofuels, feed, food industries, and paper. In 

this study, the optimal conditions for the production of xylanase by (Trichoderma 

harzianum) isolated from therhizosphere of olive plant (Olea europaea.L) using response 

surface methodology, using an agricultural weed, (Prosopis juliflora), A Central 

Composite Design was used to investigate the effects of four independent variables: 

temperature (°C), pH, concentration pods (w/v %), incubation time (hour), on the response 

factor, xylanase activity (UI/mL), The independent variables were at three levels and their 

actual values selected on the basis of preliminary experimental results. A second-order 

polynomial model was used for predicting the response. 

Regression analysis showed that the variation was explained by the model. The optimal 

conditions for xylanase activity were found to be incubation temperature of 31.09 °C, 

pH=7.2, incubation time 128.4(hour), concentration pods  5.7(w/v %), Under the optimum 
conditions the corresponding predicted response value for xylanase activity was 228.3 UI/mL.  

The good agreement between predicted and experimental values indicated suitability of the 

model employed and the success of response surface methodology in optimizing the 

xylanase activity. 
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 Trichoderma harzianumتحديد الشروط المثمى لإنتاج إنزيم الكزيميناز من 
 باستخدام منيجية سطوح الاستجابة 

 *د.رامز محمد
**د.شيم سميمان  

***د.نسرين نقشو  
****سماىر صقور  

 (2022/  8/  14قبل لمنشر في  . 2022/  3/  24تاريخ الإيداع )
 

 ممخّص  
يعتبر إنزيـ الكزيميناز مف الإنزيمات التي تتميز بتطبيقات صناعية مختمفة وأىميا الوقود الحيوي، الأعلاؼ، الصناعات 

 Trichodermaالغذائية، الورؽ، حيث تّـ في ىذه الدراسة تحديد الشروط المثمى لإنتاج إنزيـ الكزيميناز مف فطر )
harzianum المعزوؿ مف المحيط الجذري لنبات الزيتوف )Olea europaea  وذلؾ باستخداـ منيجية سطوح

حيث تّـَ استخداـ  (،Prosopis julifloraالاستجابة، حيث استخدمت قروف نبات الغاؼ كركيزة لإنتاج إنزيـ الكزيميناز)
، تركيز قروف pH ، رقـ اؿ°(Cىي درجة حرارة )تصميـ المركب المركزي لمتحقؽ مف تأثير أربعة متغيرات مستقمة 

نبات الغاؼ)%(، زمف التحضيف)ساعة(، عمى عامؿ الاستجابة المتمثؿ بفعالية إنزيـ الكزيميناز)وحدة إنزيـ/ميميميتر(، 
ع نتائج اختيرت القيـ الفعمية بناءً عمى نتائج التجارب الأولية واختبرت المتغيرات المستقمة عمى ثلاث مستويات. تّـَ توق

 الاستجابة مف خلاؿ استخداـ النموذج متعدد حدود مف الدرجة الثانية.
أظيػػر تحميػػؿ الانحػػدار أفّ الانحرافػػات فسػػرت مػػف خػػلاؿ النمػػوذج، حيػػث أظيػػرت نتػػائج الدراسػػة شػػروط الإنتػػاج المثاليػػة  

(، وزمػػػف 7.2يسػػػاوي ) pHدرجػػػة مئويػػػة(، ورقػػػـ اؿ  31.09لإنػػػزيـ الكزيمينػػػاز، مػػػف حيػػػث درجػػػة الحػػػرارة التػػػي بمغػػػت )
 %(.5.7ساعة(، وتركيز قروف نبات الغاؼ ) 128.4التحضيف الذي بمغ )

وحػدة  228.3وقد تّـَ إنتاج إنزيـ الكزيميناز تحت الشروط المثالية المتوقعة لمتحقؽ مف صػلاحية النمػوذج وكانػت النتػائج 
إننزيـ/ميميميتػػر. لقػػد دؿَّ تطػػابؽ النتػػائج التجريبيػػة مػػع القػػيـ النظريػػة المتوقعػػة مػػف خػػلاؿ النمػػوذج المسػػتخدـ عمػػى ملاءمػػة 

 النموذج ونجاح منيجية سطوح الاستجابة في تحديد الشروط المثمى لإنتاج الإنزيـ.
 
تركيز قروف نبات الغاؼ، ، pHرجة الحرارة، د ، إنزيـ الكزيميناز،Trichoderma harzianum :الكممات المفتاحية 

 .  مدة التخمير
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 مقدمة:
أثارت الكميات الكبيرة المتشكمة مف النفايات الزراعية في جميع أنحاء العالـ الاىتماـ، لإيجاد طريقة تمكف مف 

والزراعية وتكوف رخيصة الثمف كمصادر الاستخداـ المستمر لبقايا المحاصيؿ الزراعية والمنتجات الثانوية الصناعية 
( Shah &Madamwar,2005لمكربوف، كما ىو الحاؿ بالنسبة لنخالة القمح، قشر الرز، عرانيس الذرة وغيرىا)

َـ إجراء الكثير مف الأبحاث بيدؼ الحد مف التموث البيئي، حيث تركزت ىذه الدراسات عمى استخداـ  ونتيجة ليذا فقد ت
( وغيرىا مف التخمرات لمحصوؿ عمى Solid –state fermentation)SSFيقة في التخمرات مثؿ الكائنات الحية الدق

مخمفات الزراعة مف أىـ المواد التي  حيث تعتبر (،Zhang et al.,2017مواد ذات قيمة اقتصادية مرتفعة كالإنزيمات)
 ( عمى سبيؿ المثاؿ تّـ استخداـ Yadav et al.,2009تستخدـ كركيزة لمعديد مف التخمرات)

)قشور البطيخ، تفؿ التفاح، قشور البندؽ( كمصدر لمكربوف، وكؿ مف )أوراؽ القطف، بقايا فوؿ الصويا( كمصدر 
 لمنتروجيف بدلًا مف مصادر النتروجيف النقية مرتفعة الثمف)كالببتوف( لإنتاج إنزيـ الكزليناز بواسطة 

(Trichoderma harzianum( )Seyis&Aksoz,2005.)  
%( والميغنيف 55-05%( والييميسيمموز وبشكؿ أساسي الكزيلاف )35-53تتكوف جدراف الخلايا النباتية مف السيمموز)

(05-55( )%Sa-Pereira et al.,2003 يعتبر الكزيلاف مف السكريات المتعددة الرئيسية والييكمية التي تتواجد في )
%  مف الوزف الجاؼ لجدراف الخلايا في النباتات أحادية الفمقة، إضافة إلى كونيا تشكؿ 55النباتات، حيث تمثؿ حوالي 

القمح أرابينوكزيلاف، حيث ويسمى الكزيلاف في  ،(Seyis &Akzos,2005)مكوف أساسي في النباتات ثنائية الفمقة 
يختمؼ التركيب الكيميائي لمكزيلاف وفؽ المصدر النباتي، عمى سبيؿ المثاؿ يتكوف الأرابينوكزيلاف في القمح 

غالاكتوز % 0.1، (mannoseمانوز )% 0.1، (arabinose)أرابينوز  33.5، (xylose)% كزيموز 65.8مف
(galactose )0.9( غموكوز %glucose )(Mandal,2015.) 

( Silva et al.,2015ضمف السمسمة الرئيسية لمكزيلاف) β 1-4بتفكيؾ الرابطة  Xylanaseيقوـ إنزيـ الكزيميناز 

حيث يعتبر إنزيـ الكزيميناز ىاماً في عممية التحويؿ الحيوي لمكزيلاف إلى السكريات البسيطة، وليذا الإنزيـ تطبيقات 
 ( Li et al.,2000في صناعة الورؽ والأعلاؼ إضافة إلى الصناعات الغذائية)صناعية مختمفة، أىميا استخدامو 

التخمرات الصناعية أكثر الأحياء الدقيقة المستخدمة، وىذا يرجع إلى كونيا مرتفعة مف حيث  تعتبر فطريات العفف في
نظـ الحيوية تحاكي العوائؿ متطمباتيا للأوكسجيف، ومنخفضة مف حيث النشاط المائي بالمقارنة مع البكتيريا، وىذه ال

إلا أنو لابدّ مف الإشارة إلى بعض السمبيات في إنزيـ الكزيميناز  (Pirota et al., 2014الطبيعية التي تعزز نموىا)
في  6-4يتراوح pH، ورقـ اؿ °ـ 05 المنتج مف قبؿ فطرات العفف وأىميا بأف ىذا الإنزيـ متحمؿ لدرجات حرارة أقؿ مف
 قموي ودرجات حرارة أعمى مف pHحيف العديد مف التطبيقات الصناعية وخاصة صناعة الورؽ فيي تتطمب رقـ اؿ 

ويعتبر اختيار الكائنات الحية الدقيقة المناسبة أمراً ميماً لمغاية عند إنتاج (، Subramanian&Prema,2002)°ـ 65 
ـ الكائنات الحية الدقيقة المعزولة مف التربة في إنتاج الإنزيمات المختمفة، ويعتبر الإنزيمات الميكروبية، وكثيراً ما تستخد

(، حيث Subramanian&Prema,2002) الكزيلاف مف أىـ المركبات الرئيسية لممواد العضوية الموجودة في التربة
حسيف البيئة الفيزيائية والكيميائية يمكف الحصوؿ عمى إنزيـ الكزيميناز مف الميكروبات المعزولة مف التربة، ومف الميـ ت

لمكائف الحي الدقيؽ مف أجؿ إنتاج الإنزيـ عمى نطاؽ واسع، ويتوجو الاىتماـ اليوـ إلى استخداـ الإنزيمات المنتجة 
مكانية الحصوؿ عمى الإنزيـ بنقاوة  خارج الخمية وىذا أفضؿ مف حيث التكمفة المنخفضة نسبياً وا 

 (.Mandal,2015أعمى)
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مف أىـ الأجناس الفطرية التي تتميز بإنتاج مرتفع لممنتجات ذات القيمة وعمى وجو  Trichodermaجنس  ويعتبر 
وىو الإنزيـ  (،Walia et al.,2017( مثؿ إنزيـ الكزيميناز)hydrolase enzymeالخصوص إنزيمات الحممية )
فيناؾ العديد مف الدراسات التي أشارت إلى إنتاج إنزيـ الكزيميناز  (،Zhu et al.,2015المسؤوؿ عف تحمؿ الكزيلاف)

حيث تجري الدراسات لتحديد Trichoderma sp.(Juturu &Wu,2012 )مف قبؿ أنواع مختمفة تابعة لمجنس 
الظروؼ المثمى لإنتاج إنزيـ الكزيميناز وذلؾ بصرؼ النظر عف الكائف الحي الدقيؽ، ومف أىـ ىذه العوامؿ درجة 

 المكونات الغذائية لوسط التخمر ، نسبة الرطوبة، تركيز المعمؽ البوغي، فترة التخمير،pHلحرارة،ا
(Uday et al.,2016.) 

وبالتػػالي اتخػػاذ القػػرارات المناسػػبة والتنبػػؤ  ،تعتبػػر التحمػػيلات الإحصػػائية مػػف الأدوات الميمػػة فػػي حػػؿ كثيػػر مػػف المشػػاكؿ
فػػػػي التصػػػػاميـ التجريبيػػػػة فػػػػي مجػػػػاؿ التكنولوجيػػػػا الحيويػػػػة أمػػػػراً أساسػػػػياً ويعتبػػػػر اسػػػػتخداـ الإحصػػػػاء بأفضػػػػؿ الشػػػػروط. 

عادة ما يتـ معالجة عامؿ واحد في كؿ مرة لإيجػاد أفضػؿ الشػروط حيػث يػتـ تجاىػؿ ( و Walia et al.,2015لتحسينيا)
متبػادؿ بػيف  تفاعؿ عدة عوامؿ مختمفة، لذلؾ فإفَّ فرصة إيجاد الظروؼ المثمى منخفضة حيث تفترض عػدـ وجػود تػأثير

 العوامؿ عند دراسة عامؿ واحد في كؿ مرة. 
عمػى خػلاؼ الطػرؽ التقميديػة فػإفَّ الإجػراءات الإحصػائية و  ،تنتج الاستجابة الفعمية لمعممية مف تأثير تفاعؿ عدة متغيػرات

 تػي تلاقػيوالتسمح بأخذ تفاعػؿ عػدة عوامػؿ بالحسػباف وتعتبػر منيجيػة سػطوح الاسػتجابة مػف الطػرؽ الإحصػائية الميمػة 
 .(Montgomery, 2001) تطبيقاتيا نجاحاً كبيراً في اليندسة الكيميائية والزراعة والطب والبيولوجيا

( Y فعالية إنزيـ الكزيميناز) إفَّ منيجية سطوح الاستجابة تبحث في كيفية الوصوؿ إلى الاستجابة المثمى لممتغير
 Myers) تي تحقؽ ىذه الاستجابةال A, B, C, Dومستويات العوامؿ لممتغيرات المستقمة 

 and Montgomery, 2002) لمنظاـ ككؿ. الأفضؿ، وتسعى لإيجاد المفيوـ 
 

 أىمية البحث وأىدافو:

( في إنتاج إنزيـ Trichoderma harzianumتنبع أىمية ىذا البحث مف كونو يسمط الضوء عمى قدرة فطر عفف )
، تركيز قروف نبات الغاؼ، زمف pH مف حيث: درجة الحرارة، رقـ اؿ الكزيميناز، أما اليدؼ فيو تحديد الشروط المثمى

 ( وذلؾ بتحديد ىذه الشروط متآزرة مع بعضيا البعض. Trichoderma harzianumالتحضيف لإنتاج إنزيـ الكزيميناز مف قبؿ )
 

 :موادهالبحث و  طرائق
 الحصول عمى العزلات الفطرية:-

(. تّـ الحصوؿ عمييا مف المحيط الجذري Trichoderma harzianumوىي: )استخدمت عزلة فطرية محمية مختمفة 
 عمماً أف الأشجار مف الصنؼ الخضيري ذات عمر تقريبي ثلاثوف سنة،  Olea europaeaلشجرة الزيتوف 

(، وىذه الأشجار مزروعة في محيط سد السادس عشر مف تشريف، وذلؾ بالسير في الحقؿ سـ 05-0عمى عمؽ )
وأخذ العينات مف ثلاث مواقع وذلؾ بكؿ اتجاه، حيث تَـ خمط العينات معاً لتماـ تجانسيا ثـ أخذت عينة ممثمة قطرياً 

 غ(. 455-055تراوح وزنيا )
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( مف عينة التربة و تّـ تجفيفيا )باتباع طريقة التجفيؼ الطبيعي في الظؿ( وطحنيا ثـ نثرىا عمى g 0.5)ثـ أخذ  
 PDA (Potato –Dextrose Agar)مؿ( مف بيئة  25سـ( يحتوي عمى ) 9)سطح طبؽ بتري بلاستيكي قطر 

 ـ( لمدة أسبوع. °25±2والمضاؼ لو مضاد حيوي أمبيسيميف وذلؾ لتفادي نمو البكتيريا، تّـ تحضيف الأطباؽ عند درجة حرارة )
 .Trichodermaمـ( مف حافة مستعمرة فطر اؿ  5ثـ أخذ قرص بقطر )

المستنبت بواقع ثلاثة مكررات لكؿ عزلة، وطبؽ واحد لكؿ مكرر، بحيث يكوف القرص في زرع القرص فوؽ سطح 
 منتصؼ الطبؽ في المكرر الثاني، وعمى جانب الطبؽ في المكرر الأوؿ والثالث.

 ـ(. °25±2حضنت الأطباؽ عند درجة حرارة )
الشكمية لممستعمرات النامية  سجمت بعض الخصائص المزرعية بعد مرور سبعة أياـ مف التحضيف، شممت الخصائص

 عمى الأطباؽ )لوف السطحيف العموي والسفمي لممستعمرة، لوف الأبواغ، إنتاج الصبغة، سرعة التبوغ، شكؿ التبوغ(.
 ( وأخذت بعيف الاعتبارالخصائص التالية:Walter et al.,2006تَـ تصنيؼ العزلة بالاعتماد عمى )

 المنتجة مف قبؿ المستعمرات. لوف وشكؿ المستعمرات الفطرية والصبغات 

  شكؿ وحجـ وأبعاد الزوائد القاروريةphialides. 

 .نظاـ تفرع الزوائد القارورية 

 .شكؿ وحجـ وأبعاد الأبواغ الكونيدية 

 .نمط جدار الأبواغ الكونيدية 

4حفظت عينة نقية مف النوع المدروس ضمف أنابيب اختبار عمى نحو مائؿ في البراد عند درجة حرارة  
َـ تنشيط ° ـ، وت

 العزلة كؿ أسبوعيف لممحافظة عمى حيوية الفطريات وفعاليتيا.
 تحضير المعمق البوغي:-

مؿ ماء مقطر  20تـ تحضير المعمؽ البوغي مف مستعمرات متبوغة عمى أطباؽ بتري، حيث غمرت المستعمرات ب
لأبواغ ثـ تّـ ضبط تركيز وترؾ الطبؽ مغطى لمدة لا تقؿ عف ساعة حتى تتحرر ا Tween-80%( مف 0.1مع )

 (.Venkatesh & Girija, 2009المعمؽ بواسطة شريحة العد )
 تحضير المادة الأولية:-

جامعة تشريف، غسمت ىذه القروف -( المزروع في حديقة كمية الزراعةProsopis julifloraتّـ جمع قروف نبات الغاؼ)
تحت ماء الصنبور الجاري بغية التخمص مف الأوساخ والشوائب العالقة ثـ جففت بشكؿ طبيعي في الظؿ، وطحنت ىذه 

 (.Ramasamy et al .,2014)ميكروف 425القروف بواسطة مطحنة مخبرية بحيث يصبح قطرىا 
 إنتاج الإنزيم:-

مؿ مف وسط  100مؿ الذي يحوي عمى   250بوغ/مؿ( في دورؽ مخروطي 105 أضيؼ المعمؽ البوغي ذو التركيز)
ودرجة الحرارة  6.5عند   pHغ( مف كربونات الكالسيوـ وضبط رقـ اؿ  4غ/ؿ( مف قروف نبات الغاؼ و ) 30معقـ)

ساعة(.  120دورة/دقيقة( ولمدة ) 150مئوية( ثـ وضع الدورؽ المخروطي في حاضنة ىزازة بسرعة دوراف ) °ـ 30)
وبعد انقضاء فترة التخمر تّـ قياس الأس الييدروجيني النيائي لكؿ دورؽ، ثـ أجريت عممية الترشيح لمحتوى كؿ دورؽ 

 سبقاً ومثبتة عمى قمع بوخنر ( مجففة وموزونة مWhatman No.1باستخداـ أوراؽ ترشيح مف نوع)
Bauchner funnel َـ إجراء عممية طرد مركزي بسرعة ، وبعد انتياء عممية الترشيح. أخذ الراشح وت

 (.Jampala et al.,2017دقائؽ() 10( لمدة )rpmدروة()10000)
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 قياس فعالية الإنزيم:-

مؿ( مف المستخمص الإنزيمي  0.5الإنزيـ بإضافة )تّـ تحضير سمسمة معيارية مف سكر الكزيموز، ثـ تّـ قياس فعالية 
َـ M 0.05مؿ( مف محموؿ السترات الموقي )  1إلى  )  مؿ(  0.5، وتّـ خمطيا مع )4.8عند  pHضبط رقـ اؿ ( ث

( °ـ 50كركيزة، ثـ وضعت في حماـ مائي ) birchwood% وزف مف الركيزة/حجـ ماء مقطر( حيث تّـ استخداـ 1)
( dinitrosalicylic acid()DNSمؿ( مف حمض ثنائي نترو سالسيميؾ ) 2ضيؼ بعدىا )دقيقة(، أ 30لمدة )

دقائؽ(، ثـ تّـ قياس  10لمدة ) (°ـ 90ثـ وضع المزيج في حماـ مائي )Miller (Miller,1959 )المحضر بطريقة 
 نانومتر(. وبذلؾ نحصؿ عمى فعالية الإنزيـ مقدرة 540الامتصاص الضوئي عند طوؿ موجي )

، وىي كمية الإنزيـ التي تتوسط تحويؿ موؿ واحد مف مادة التفاعؿ U/ ميميميتر( ويرمز ليا بالحرؼ Unitة الإنزيـ)وحد
 إلى المنتجات النيائية خلاؿ دقيقة واحدة تحت ظروؼ طريقة العمؿ.

 تحديد الشروط  الملائمة للاستخلاص : -
 pH(B،)ورقـ اؿ  (،Aدرجة الحرارة)عوامؿ ىي أربعة   باستخداـ إنتاج إنزيـ الكزيمينازتحديد وسط تّـَ في البداية 

تحديد ىذه المستويات مف  مستويات ليذه العوامؿ حيث تّـَ  عدةو (،Dوزمف التحضيف) (،C)وتركيز قروف نبات الغاؼ
درجة الحرارة الأفضؿ للاستخلاص فقد استخدمت درجات الحرارة التالية  أجريتخلاؿ تجارب 

(20،00،05،00،45،40
، (8.5، 8، 7.5، 7، 6.5، 6، 5.5، 0تـ استخداـ )الأفضؿ  pHرقـ اؿ ختيار لاـ(، و °

تحديد زمف  تّـَ ، و %(0،0،0،4،0،6منيا ) تطبيؽ تراكيز مختمفة تّـَ ولتحديد التركيز المناسب مف قروف نبات الغاؼ 
 ساعة( 068،090، 044، 005، 96، 70، 48، 04ىي )زمنة مختمفة بيف ثمانية أالأفضؿ مف  التخمير

(Jampala et al.,2017).  
 :Experimental design تصميـ التجربة -

 تصػميـالأفضؿ القيـ الناتجة مف أجؿ تحديد أفضؿ شػروط الاسػتخلاص باسػتخداـ  تبعد إجراء التجارب الأولية استخدم
العوامؿ بشكؿ عشوائي فييا تجربة تتوزع  05الذي يتضمف إجراء   Central Composite Design  المركب المركزي

()درجػػػة Aدرجػػػة الحػػػرارة)العامػػػؿ الأوؿ الأربعػػػة المدروسػػػة ىػػػي: المتغيػػػرات  . إفَّ ط التجريبيػػػةامكػػػررات لمنقػػػ ةثلاثػػػبمعػػػدؿ 
العامؿ الرابع  )% نسبة مئوية(،(C)  تركيز قروف نبات الغاؼالعامؿ الثالث ، pH (B )رقـ اؿ العامؿ الثاني  مئوية( ،

ّـَ فعاليػػػػة إنػػػػزيـ الكزيمينػػػػاز  فيػػػػوبينمػػػػا عامػػػػؿ الاسػػػػتجابة ()دقيقػػػػة(، Dزمػػػف التخميػػػػر ) وحػػػػدة ب التعبيػػػػر عػػػػف القػػػػيـ حيػػػػث تػػػػ
 (. UI/mL() Kanaga et al.,2016الإنزيـ)

 :Data analysisتحميؿ البيانات  -

 لتحميػؿ  design expert ver. 9. (Stat Ease, USA)سػطوح الاسػتجابة برمجيػاتلالانحػدار  تحميػؿتػـ اسػتخداـ 
 :كالتاليىي المعادلة العامة  و حدود مف الدرجة الثانية متعددبيانات التجربة نموذج  حيث وافقتبيانات التجربة 

 
 Xi Xj، ثوابت يراد تقػديرىا)معامؿ الانحػدار( عبارة عف β0, βi, βii, βijالاستجابة بينما متحوؿ التابع ىي Yحيث أف

مػة معادلػػة ءمػدى ملا إفَ  .، تركيػز قػروف نبػات الغػاؼ، زمػف التخميػر( pH)درجة الحػرارة، رقػـ اؿ مسػتقمة ىػي متحػولات
R التحديد النموذج مف الدرجة الثانية تظير مف خلاؿ تحديد معامؿ

 . Fمف خلاؿ الفحص باختباراختبار نقص المطابقة و  2
R) التحديد معامؿ-8-0

بػيف النتػائج الفعميػة والقػيـ  تطابؽ البيانػاتالارتباط ويشير إلى مدى ال معامؿ مربع يمثؿ وىو(: 2
  المحسوبة مف خلاؿ النموذج.
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 ويتّـَ حسابو عمى الشكؿ التالي:Lack of fit(F :) المطابقةاختبار نقص -8-0
 SS(p.e)مجموع مربعات أخطاء النموذج  -0 

  (sum of squaresمجموع المربعات)SSe حيث أف SS(L.O.F)=SSe-SS(p.e)مجموع مربعات نقص المطابقة -0 

 ( يكوف وفؽ الصيغة التالية:Fأما احتساب اختبار نقص المطابقة )
MS(L.O.F)/MS(p.e)  F= حيث أفMS تبايف المعالجات عمى تبايف الخطأ 

 اختبار موثوقية النموذج:-

، تركيػػػز قػػػروف نبػػػات الغػػػاؼ، زمػػػف pHتعتمػػػد الظػػػروؼ المثاليػػػة لإنتػػػاج إنػػػزيـ الكزيمينػػػاز عمػػػى درجػػػة الحػػػرارة، رقػػػـ اؿ 
ّـَ تحديػػد فعاليػة إنػزيـ الكزيمينػػاز  التحضػيف المستحصػؿ عمييػػا باسػتخداـ معػادلات التنبػػؤ مػف منيجيػة سػػطوح الاسػتجابة. تػ

 تحت الشروط المثمى للإنتاج ثـ مقارنة القيـ الفعمية والنظرية لتحديد صلاحية النموذج.
 

 النتائج والمناقشة:
َـ تحديد ىويتو اعتماداً عمى Trichoderma harzianum) ف:عزؿ النوع الفطري مف المحيط الجذري لنبات الزيتو  ( وت

تمت دراسة الخصائص المزرعية والمجيرية لممستعمرات (، حيث Walter et al.,2006المراجع التصنيفية )
المدروسة،: لوف السطح العموي والسفمي لممستعمرة، شكؿ التبوغ، لوف الأبواغ، سرعة التبوغ، إنتاج الصبغة في الوسط، 

 ميا وطبيعة جدرانيا.أما مجيرياً فقد أخذ بعيف الاعتبار شكؿ الأبواغ الكونيدية، نظاـ تجمع الفاليدات، لوف الأبواغ وشكميا وحج
الحوامؿ الكونيدية طويمة ونحيفة، الزوائد متطاولة وأىـ الصفات المزرعية والمجيرية لمنوع المدروس تمثمت بما يمي: 

وغير متراكمة، المستعمرات ذات لوف أخضر، الحوامؿ الكونيدية ذات تفرع غصني، الأبواغ كروية قصيرة ناعمة 
مرة أبيض مخضر أما السطح العموي ذي لوف أخضر، شكؿ التبوغ حمقة كثيفة حوؿ ممساء، لوف السطح السفمي لممستع

القرص ثـ منتشر، لوف الأبواغ أخضر، وبدأ التبوغ في اليوـ السادس مف التحضيف، لـ يتـ إنتاج أي صبغة مف قبؿ 
 (.1فطر العفف الشكؿ)

 
 Trichoderma harzianum( فطر عفن 1الشكل)

 عمى إنتاج إنزيم الكزيميناز:تأثير درجة الحرارة 
 تعتبر درجة الحرارة مف أىـ العوامؿ التي تؤثر عمى إنتاج الإنزيمات فيي تؤثر عمى نمو فطريات العفف

 (Azzouz et al.,2020 وقد تمت دراسة تأثير درجة الحرارة عمى إنتاج إنزيـ الكزيميناز ضمف مجاؿ ،)
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20،00،05،00،45،40حراري)
( تبايف في إنتاج إنزيـ الكزيميناز مف قبؿ العزلة 0الشكؿ )ـ( حيث نلاحظ مف °

ىي المثمى بالنسبة لمنوع  °ـ05المدروسة باختلاؼ درجة الحرارة أثناء التحضيف. فقد أظيرت الدراسة بأف درجة الحرارة 
Trichoderma harzianum  ع وحدة إنزيمية/مؿ، وىذا يتفؽ م 0.081 ±05804حيث بمغت الفعالية الإنزيمية

(Seyis&Aksoz,2005 حيث كاف الوسط المستخدـ محضر دوف الاعتماد عمى مصدر طبيعي لمكزيلاف مكوف مف )
، تويف  ، كبريتات 85)الببتوف، اليوريا، فوسفات البوتاسيوـ ثنائية الييدروجيف، كموريد الكالسيوـ ، كبريتات الأمونيوـ

 ، ( حيث استخدمت الذرة كركيزة لإنتاج Gomes-Garcia et al.,2018كمصدر لمكربوف (،) birchwoodالمغنزيوـ
( حيث استخدـ تفؿ قصب السكر Rezende et al.,2002  ، ) Trichoderma harzianumالكزيمينازباستخداـ 

( حيث كانت درجة الحراة الموافقة لأعمى Pathak et al.,2014كركيزة في عممية إنتاج الكزيميناز، إلا أنو يختمؼ مع )
وىذا عائد إلى اختلاؼ خصائص وصفات السلالات ضمف النوع الواحد، ونلاحظ أنو مع  °ـ 65-00إنزيمية فعالية 

ارتفاع درجة الحرارة ينخفض إنتاج إنزيـ الكزيميناز حيث أف ارتفاع درجة الحرارة يحد مف اصطناع البروتينات الضرورية 
 (Azzouz et al.,2020)لنمو فطريات العفف ولإتماـ العمميات الاستقلابية المختمفة

 
 ( تأثير درجة الحراة عمى إنتاج إنزيم الكزيميناز2الشكل)

 
 :pHتأثير درجة ال 
مف أىـ العوامؿ التي تؤثر في نظاـ التخمير، حيث يمعب دوراً رئيسياً في إحداث تغيرات مورفولوجية  pHيعتبر رقـ اؿ 

 في فطريات العفف وكذلؾ في إفراز الإنزيمات إضافة إلى استقرا وثبات ىذه المنتجات في الوسط
(Gupta et al.,2003(حيث يظيرالشكؿ ،)بأف 0 )pH المثالي لإنتاج الكزيميناز مف قبؿ كؿ مف 
  Trichoderma harzianum ( وىذا يتوافؽ مع0.081±211.6( بفعالية إنزيمية قدرىا )7ىو ) 
(CheoL et al.,2003( وىذا يختمؼ مع كؿ مف .)Rahnama et al.,2013()Seyis&Aksoz,2005 الذي حدد )

الدراسات إلى انخفاض إنتاج إنزيـ الكزيميناز في الأوساط (، حيث أشارت العديد مف 0المثالي ىو)pH رقـ اؿ
 ( Ninawe et al.,2008القموية)
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 عمى إنتاج إنزيم الكزيميناز pH( تأثير رقم ال 3الشكل)

 تأثير تركيز قرون نبات الغاف عمى إنتاج إنزيم الكزيميناز:
إف تركيز قروف نبات الغاؼ كاف لو تأثير عمى الفعالية الإنزيمية لإنزيـ الكزيميناز المنتج مف قبؿ النوع الفطري 

وحدة إنزيمية/مؿ بالنسبة ؿ  0.04±218.4% أعمى فعالية إنزيمية قدرىا 0المدروس، فقد حقؽ التركيز 
Trichoderma harzianumعالية الإنزيمية إلى تأثير نسبة الميغنوسيمموز ، ويعود تأثير تركيز قروف الغاؼ عمى الف

(، كما أف ارتفاع تركيز Hoda et al.,2012الموجودة في الركيزة في تحفيز الميكروبات عمى إنتاج إنزيـ الكزيميناز )
قروف نبات الغاؼ في الوسط يسبب انخفاض الرطوبة بشكؿ نسبي، حيث أف ارتفاع نسبة الرطوبة يؤثر عمى انتقاؿ 

سجيف وكذلؾ عمى مسامية الوسط ويؤثر عمى بنية جزيئات الركيزة، وىذا بدوره يؤثر عمى التيوية ونمو فطريات الأوك
أظيرت ىذه الدراسة إمكانية استخداـ المواد الأولية السيمموزية والمخمفات (، حيث Azzouz et al.,2020العفف)

يث تبيف بأف قروف الغاؼ وسط جيد لنمو واستقلاب الزراعية كركائز في عمميات التخمر لمحصوؿ عمى الأنزيمات، ح
الأنواع الفطرية المدروسة، فإف احتواء قروف نبات الغاؼ عمى كؿ مف الييميسيمموز والكزيلاف يحفز فطريات العفف عمى 

نتاج إنزيـ الكزيميناز) ؼ (، وىنا لا بد مف الإشارة إلى أف احتواء قروف نبات الغاRamasamy et al.,2014إفراز وا 
 (.Taibi et al.,2012عمى الكزيلاف يساعد عمى تحفيز إنتاج إنزيـ الكزيميناز)

 
 ( تأثير تركيز قرون نبات الغاف عمى إنتاج إنزيم الكزيميناز4الشكل)

 :تأثير زمن التخمير
ساعة  04بعد مرور ( Trichoderma harzianumيلاحظ أف إنتاج الإنزيـ قد بدأ بالنسبة لمنوع الفطري المدروس )

بفعالية  ساعة 068عمى التحضيف، وقد ازداد النشاط الإنزيمي بزيادة مدة التخمير حيث بمغ حده الأقصى بعد مرور 
( Gomes-Garcia et al.,2018))وحدة إنزيمية/مؿ( وىذا يتقاطع مع ما توصؿ إليو  218.3±0.081قدرىا 
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(Azzouz et al.,2020 ،)نزيمي بزيادة فتر التخمير إلى أف تبمغ الفعالية حيث يلاحظ بشكؿ عاـ ازدياد النشاط الإ
الإنزيمية حدىا الأقصى بعدىا تثبت عند ىذه القيمة أو تنخفض وىذا يعود إلى حدوث تعطيؿ في أنظمة إفراز الإنزيـ 
 في الفطريات المجيدة مف حيث التمثيؿ الغذائي وذلؾ بسبب نفاذ العناصر الغذائية في وسط التخمر

 (Goncalves et al.,2015 وفي كثير مف الأحياف يتـ إفراز إنزيـ البروتياز في وسط التخمر مما يسبب تعطيؿ ،)
 (. Yasinok et al.,2010وتدىور لإنزيـ الكزيميناز المنتج في الوسط)

 
 ( تأثير زمن التخمير عمى إنتاج إنزيم الكزيميناز5الشكل)

 تصميم النموذج:
( والحصوؿ عمى البيانات التجريبية تّـَ معالجة البيانات 1بعد إجراء التجارب المختمفة كما ىو موضح في الجدوؿ )

والحصوؿ عمى القيـ المتوقعة وفؽ النموذج حيث   Design Expert ver. 11. (Stat Ease, USA)بواسطة برنامج 
 ظيرت النتائج كما يمي:

 ونتائج البيانات التجريبية والقيم المتوقعة لفعالية إنزيم الكزيميناز تحت ظروف إنتاج مختمفة( : تصميم التجربة 1الجدول )

Run 

Factor 1 

A: temperature 

C  ْ  

Factor 2 

B: pH 

Factor 3 

C: time 

h 

Factor 4 

D:substrate 

% 

Response 

Xylanase enzyme 

actual predicte 

1 25 7.5 120 6 209.3 202.02 

2 32.5 6.5 160 4.5 218.8 215.92 

3 40 7.5 200 3 182.4 180.79 

4 40 7.5 120 6 205.6 194.98 

5 25 7.5 120 3 194.1 178.99 

6 25 5.5 120 3 172.5 166.55 

7 32.5 6.5 160 4.5 218.8 215.92 

8 32.5 6.5 160 1.5 195.7 223.15 

9 25 7.5 200 3 191.2 180.64 

10 40 5.5 120 3 190.9 173.91 

11 40 7.5 120 3 205.6 194.98 

12 32.5 6.5 160 7.5 210.6 215.96 

13 32.5 6.5 160 4.5 218.8 215.92 

14 25 5.5 200 6 172.3 166.16 

15 32.5 6.5 160 4.5 201.5 215.92 

16 25 5.5 200 3 194.1 178.99 

17 32.5 6.5 160 4.5 218.8 215.92 

18 40 5.5 200 6 172.6 166.16 

19 40 5.5 120 6 169.3 158.89 

20 32.5 6.5 80 4.5 150.4 183.55 

21 32.5 6.5 240 4.5 183.1 192.47 

22 32.5 6.5 160 4.5 218.8 215.92 

23 32.5 4.5 160 4.5 140.4 160.54 

24 25 5.5 120 6 182.6 162.66 

25 17.5 6.5 160 4.5 116.4 131.52 

0

50

100

150

200

250

24 48 72 96 120 144 168 192 

فعالية إنزيم 
 (UI/mL)الكزليناز

 (ساعة)زمن التحضين
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26 40 5.5 200 3 200.3 186.60 

27 40 7.5 200 6 202.3 187.27 

28 32.5 8.5 160 4.5 171.7 194.09 

29 25 7.5 200 6 202.8 198.24 

30 47.5 6.5 160 4.5 100.5 127.09 

َـ الحصػوؿ عمييػا  بشػكؿ  (ANOVA)أظير تحميؿ التبايف  أف النموذج المختار مف الدرجػة الثانيػة يمثػؿ البيانػات التػي تػ
   p< 0.0001قيمػة  لفعاليػة إنػزيـ الكزيمينػاز نلاحػظ أفَّ  ANOVA( نتػائج تحميػؿ التبػايف 3كاؼ، يظير في الجدوؿ )

معنويػة اختبػار نقػص المطابقػة ممػا اختلاؼ الاستجابة المتوقعة عند اختلاؼ شروط الإنتاج، كمػا يظيػر عػدـ تشير إلى 
 يؤكد عمى أف النموذج المستخدـ ملائـ.

ّـَ تحديػد أىميػػة كػؿ معامػؿ مػػف خػلاؿ قيمػة  كػاف لػو الأثػػر الأكبػر فػي إنتػػاج  pH(، نلاحػظ أف رقػػـ اؿ 2فػػي الجػدوؿ) Fتػ
ي نمػػوذج كثيػر حػػدود لثوابػت انحػػدار سػطوح الاسػػتجابة المتوقعػة فػ ANOVAوقػػد أظيػر تحميػػؿ التبػايف  .إنػزيـ الكزيمينػاز

مف الدرجة الثانية لممركبات الفينولية لنبات الآس  أف كلا مف المؤشرات الخطية و التربيعية كانت معنويػة بشػكؿ عػالي. 
 R2لقد تـ تقييـ كفاءة النمػوذج بواسػطة معامػؿ تحديػد  .كما أف التأثير المشترؾ لتمؾ العوامؿ  كاف لو تأثير معنوي أيضاً 

مرتفعة مما يشير إلى وجود ارتباط قوي. ويشػير معامػؿ الاخػتلاؼ  R2( حيث  يلاحظ أفَّ قيـ 3كما يظير في الجدوؿ )
(CV)  إلى مقدار تشتت  البيانات. وقد ظير بأف معامؿ الاختلاؼCV .لمفعالية الإنزيمية كاف ضمف الحد المقبوؿ 

 لمنموذج المستخدم ANOVA( تحميل التباين 2جدول )

p-
value 
 

F-value 
 

متوسط مجموع 
مربعات 

(Mean 
Square) 

درجات 
الحرية 

(df) 

مجموع 
المربعات 

(Sum of 
Squares) 

 (Sourceمصدر التبايف )

 Modelالنموذج  18350.66 14 1310.76 2.91 0.0242
 Residualالبواقي  6746.32 15 449.75  
 Lack of Fitنقص المطابقة  6496.91 10 649.69 13.02 0.0055

 Pure Errorخطأ النموذج  249.41 5 49.88  
 Cor Totalالخطأ الكمي  25096.98 29   

 Aدرجة الحرارة  19.62 1 19.62 0.0436 0.8374

 الخطي
 pH  Bرقـ اؿ  1688.40 1 1688.40 3.75 0.0717
 Cزمف التحضيف  119.26 1 119.26 0.2652 0.6141
 Dتركيز قروف نبات الغاؼ  10.01 1 10.01 0.0223 0.8834
 pH ABدرجة الحرارة، رقـ اؿ  10.73 1 10.73 0.0238 0.8793

المشترؾ 
 التفاعمي

 درجة الحرارة وزمف التحضيف 15.41 1 15.41 0.0343 0.8556
AC  

درجة الحرارة وتركيز قروف نبات  123.77 1 123.77 0.2752 0.6075
 ADالغاؼ 

زمف التحضيف و  pHرقـ اؿ  224.25 1 224.25 0.4986 0.4909
BC 
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تركيز قروف نبات و  pHرقـ اؿ  724.96 1 724.96 1.61 0.2236
 BDالغاؼ 

زمف التحضيف وتركيز قروف  29.43 1 29.43 0.0654 0.8016
 CDنبات الغاؼ 

< 
 A2 درجة الحرارة 12739.13 1 12739.13 28.32 0.0001

 pH B2رقـ اؿ  2554.77 1 2554.77 5.68 0.0308 التربيعي
 C2 زمف التخمير 1334.82 1 1334.82 2.97 0.1055
 D2تركيز قروف نبات الغاؼ  123.74 1 123.74 0.2751 0.6076

% فقد  2.42تشٌر إلى معنوٌة النموذج المستخدم، وهناك احتمال قددر  2.91التً تساوي  Fوهنا لا بد من الإشارة إلى أن قٌمة 

 لحدوث خ أ.

 لثوابت انحدار سطوح الاستجابة في نموذج كثير حدود من الدرجة الثانية ANOVA( تحميل التباين 3جدول )
 فعالية إنزيـ الكزيميناز ثوابت معاملات الانحدار

الانحراؼ المعياري ±المتوسط   21.21±187.07 

R20.7312 معامؿ التحديد 

Adjusted R20.4803 معامؿ التحديد المعدؿ 

Predicted R2 0.5054 معامؿ التحديد المتوقع 

C.V. %11.34 التبايف 

Adeq precision 6.5218 التذبذب 

 وبناء على الجدول السابق ٌمكن تحدٌد المعادلة الً تع ً فعالٌة إنزٌم الكزٌلٌناز من قبل البرنامج الإحصائً :

 

Xylanase activity=-809.05558+27.12829 temperature+132.18021 pH+2.26732 time-

25.58264 substrate-0.109167 temperature * pH-0.003271 temperature * time-0.247222 

temperature * substrate-0.093594 pH * time +4.48750 pH * substrate-0.022604 time * 

substrate-0.383130 temperature²-9.65104 pH² -0.004360 time²+0.943981 substrate² 

 
 فعالية إنزيم الكزيميناز عمى pH( تأثير درجة الحرارة ورقم ال 6الشكل)
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 فعالية إنزيم الكزيميناز ( تأثير درجة الحرارة وزمن التحضين عمى7الشكل)

 
 فعالية إنزيم الكزيميناز وزمن التحضين عمى pH( تأثير رقم ال 8الشكل)

 
 فعالية إنزيم الكزيميناز وتركيز قرون نبات الغاف عمى pH( تأثير رقم ال 9الشكل)
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 فعالية إنزيم الكزيميناز ( تأثير زمن التحضين وتركيز قرون نبات الغاف عمى01الشكل)

 :  Analysis of response surface تحميل سطوح الاستجابة
، 7، 6فػي الأشػكاؿ) موضحة في تمثيؿ ثلاثي الأبعاد  لسطوح الاستجابةالعلاقة بيف المتغيرات المستقمة و المرتبطة إف 
، تركيز قروف نبات الغاؼ، زمف  pHحيث يتبيف بأف تأثير جميع العوامؿ المدروسة)درجة الحرارة، رقـ اؿ  (10، 9، 8

 .مف الدرجة الثانيةإنتاج الكزيميناز عمى التحضيف( 
  تجارب الموثوقية:

يظيػػر أف القػػيـ التجريبيػػة كانػػت إلػػى حػػد  RSMى تنبػػؤ الشػػروط المسػػتنتجة مػػف تحميػػؿ قمػػـ لػػؿ يػػؤدي إثبػػات التجػػارب إلػػ
 (. 1مقبوؿ قريبة مف القيـ المتوقعة مما يعزز صلاحية و كفاية النموذج وىذا موضح في الجدوؿ )

مػػف حيػػث درجػػة  (،10أظيػػرت نتػػائج الدراسػػة شػػروط الإنتػػاج المثاليػػة  لإنػػزيـ الكزيمينػػاز، كمػػا ىػػي موضػػحة فػػي الشػػكؿ)
سػاعة، وتركيػز  128.4، وزمػف التحضػيف الػذي بمػغ 7.2يسػاوي  pHدرجة مئوية، ورقػـ اؿ  31.09الحرارة التي بمغت 
 %، حيث تـ تحديد ىذه القيـ مف قبؿ البرنامج.5.7قروف نبات الغاؼ 

 
 ( الشروط المثلى المحددة لإنتاج إنزيم الكزيليناز00الشكل)
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 والتوصيات:الاستنتاجات 
 (.Trichoderma harzianum)تّـ عزؿ وتحديد ىوية النوع الفطري وتعريفو وىو:  -0

 تّـ الكشؼ عف قابمية ىذه النوع لإنتاج إنزيـ الكزيميناز. -0

20،00،05،00،45،40)تّـ تطبيؽ مجاؿ حراري  -0
درجة الحرارة ، وسجمت  Trichoderma harzianumعمى  ـ(°

  بالنسبة ليذا النوع. °ـ05المثمى 

 (. 7وىو) الأمثؿ لإنتاج الكزيميناز  pHتّـ تحديد رقـ اؿ  -4

% أعمى 0تمت دراسة تأثير تركيز قروف نبات الغاؼ عمى الفعالية الإنزيمية لإنزيـ الكزيميناز، وسجؿ التركيز  -0
 فعالية إنزيمية. 

 ساعة. 090الأقصى بعد مرور لوحظ ازداد النشاط الإنزيمي بزيادة مدة التخمير حيث بمغ حده  -6

الحدود مف  كثيرأف نموذج  response surface methodology (RSM))المرتفع لمنموذج)يظير الارتباط  -7
 (،Trichoderma harzianumلإنتاج إنزيـ الكزيميناز مف قبؿ ) تحديد أفضؿ شروطفي قد نجح الدرجة الثانية 

زمف التحضيف، تركيز قروف نبات الغاؼ(، حيث يمكف استخداـ سطوح ، pHلناحية العوامؿ )درجة الحرارة، رقـ اؿ 
 الاستجابة في العديد مف التطبيقات الكيميائية و بفعالية كبيرة.

 pHدرجة مئوية، ورقـ اؿ  31.09لإنزيـ الكزيميناز، لناحية درجة الحرارة التي بمغت  إنتاج مثالية شروط سجمت  -8
 ساعة. 128.4، وزمف التحضيف الذي بمغ 7.2يساوي 

وأخيراً واعتماداً عمى نتائج البحث يوصى أف تكوف الدراسات المقبمة متممة لو، ومتعمقة بدراسة الشروط المثمى لإنتاج 
، عمى سبيؿ .Trichoderma sppإنزيـ الكزيميناز مف قبؿ فطريات العفف وعمى وجو الخصوص الأنواع التابعة لجنس 

المثاؿ تركيز المعمؽ البوغي، نوع الركيزة، المصدر الكربوني الأمثؿ وتركيزه، المصدر النتروجيني الأمثؿ وتركيزه، 
 إضافة إلى دراسة قدرة الأنواع المدروسة عمى إنتاج إنزيمات أخرى كالسيممولاز والأميلاز. 
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