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 قدرة بعض العزلات الفطرية المحمية عمى إنتاج أنزيم الميباز
 Penicilliumdevirsumتحديد الظروف المثمى لإنتاجه من و
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 ممخّص  

 
، Aspergillus niger،Alternariaalternata:ة المحميػػػػة الآتيةػػػػػػتّـ الكشؼ عف قابمية العزلات الفطري

Fusariumoxysporum ،Fusarium solaniو  Penicilliumdevirsum عمى إنتاج أنزيـ الميباز باستخداـ،
  بنشاطو الأنزيمي عمى بقية الفطور، بينما P.devirsumتميّز الفطر . Triputyrinالوسط الصمب المحتوي عمى مادة 

ثّـ أجريّ اختبار كمي باستخداـ الوسط السائؿ لتحديد الظروؼ المثمى .  في إنتاج الميبازA.alternataفشؿ الفطر 
 .Pلأفضؿ نمو لمفطر ( الوسط، المصدر النيتروجينيpHالمصدر الكربوني وتركيزه، فترة الحضف، درجة الحرارة، )

devirsumأياـ مف 5فتبيف أفّ زيت الذرة ىو الأفضؿ كمصدر كربوني لنمو الفطر بعد . الميباز  ولأفضؿ إنتاج لأنزيـ 
 %2وقد حقؽ زيت الذرة بتركيز .  (%67.43)وبمغت فعالية الميباز(g/L 15.99)الحضف، إذ بمغت الكتمة الحيوية

  أعمى كتمة34Cوحققت درجة الحرارة . (%72.78)وأفضؿ فعالية لأنزيـ الميباز (17.83g/L)أفضؿ كتمة حيوية
 ىي المثمى لنمو الفطر بكتمة حيويةpH=7.0، وكانت (%76.16)للأنزيـ  وأفضؿ فعالية(g/L 18.94) حيوية

(21.87 g/L)في حيف أعطى المصدر النتروجيني ببتوف أكبر قيمة لمكتمة الحيوية . (%82.93)أنزيمية  وبفعالية
(27.08 g/L)وذلؾ في الشروط المثمى التي تّـ التوصّؿ إلييا في ىذه الدراسة(%88.12) وأقصى فعالية للأنزيـ ،. 

 
 P.devirsumفطور، ،ليباز: الكممات المفتاحية
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  ABSTRACT    

 
It wasdetected for the ability of a local fungus A.niger, A.alternata, F.oxysporum, 

F.solaniandP.devirsum to produce the enzyme lipase in solidmedium including Triputyrin. 

The enzymic activity of P.devirsum fungus is distinction from other fungus, while the 

fungus A.alternata failed to produce the lipase. Then they tested quantitatively using a 

liquid center to determine the best conditions for best growth to fungus P.devirsum and for 

best produce to enzyme lipase. It indicates that corn oil is the best carbonic source for 

growth of fungus after 5 days of incubation, as biomass reached(15.99g/L) and effective of 

lipase (67.43%).And it found that the concentration of 2% of the corn oil has achieved best 

biomass 

 (17.83g/L) and best production of enzyme lipase effectively(72.78%). Temperature 34 c 

achieved the highest biomass (18.94g/L) and best production of enzyme lipase (76.16%), 

and pH =7 was the best for the growth of fungus in biomass reached (21.87g/L) and 

production of lipase effectively (82.93%). While the nitrogenic source gave peptone 

biggest value to biomass (27.08 g/L) and highest production for enzyme (88.12%) in 

optimal conditions reached. 
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: مقدمة
بأنيا عبارة عف بروتينات تصنعيا الخلايا الحية لتقوـ بتسريع التفاعلات الكيميائية Enzymesالأنزيمات تعرّؼ 

ولقد ازدادت الأىمية الصناعية للأنزيمات بشكؿ واضح خلاؿ الفترة الأخيرة، . في ظروؼ الخمية دوف أف تستيمؾ
يستخدـ الميباز، في .  بأىمية كبيرة كونو أظير خصائص ميمة في التطبيقات الصناعيةLipaseالميباز فحظيّ أنزيـ

في الدـ، وفي علاج بعض Triglyceridesالوقت الحاضر، في الصناعات الدوائية لتقدير الغميسيريدات الثلاثية 
الأمراض  
كما يستخدـ في الصناعات الغذائية، كصناعة الأجباف وتحضير بدائؿ زبدة الكاكاو، وصناعة المعجنات .  [1]اليضمية

إضافة إلى استخدامو في صناعة المنظفات لإزالة البقع الدىنية وفي صناعة مستحضرات التجميؿ، . [2]وتحسيف النكية
يعمؿ الميباز، ذو التسمية المنيجية . [3]وصناعة الورؽ لإزالة الشحوـ الثلاثية والشموع الموجودة في عجينة الورؽ الخاـ

Triacyl glycerol hydrolases(EC.3.1.1.3)لمغميسيريدات الثلاثية بوجود الماء  ، عمى تحميؿ الروابط الاستيرية
أنزيـ خارجي، ثابت حرارياً، ويوجد في  يعد الميباز. Glycerol Fat acid [4]إلى أحماض دىنية وغميسيروؿ (حممية)

جميع أنسجة الحيوانات وخاصةً في القناة اليضمية، وفي بذور وثمار النباتات، أما الأحياء الدقيقة فتفرزه إلى وسط 
إفّ الحصوؿ عمى الأنزيمات مف المصادر الحيوانية والنباتية يواجو عدد مف المشاكؿ منيا قمة المردود، . [5]النمو 

، وصعوبة استخلاصيا وتنقيتيا لأنيا أنزيمات داخؿ خموية، لذا ركّزت الدراسات [6]بحيث لا تسد حاجة السوؽ المحمية 
العممية مؤخراً عمى استخداـ الأحياء الدقيقة، كمصدر تجاري لإنتاج الأنزيمات، وكذلؾ البروتيف الخاـ، نظراً لسرعة 

، إذ تستطيع الجراثيـ وبعض الخمائر والفطور إنتاج [7]نموىا ولإنتاجيا الوفير ولسيولة عزؿ المنتج مف أوساط النمو
، والميباز أحد ىذه الأنزيمات التي تنتجيا Substrate[8]العديد مف الأنزيمات بغزارة،خلاؿ ملامستيا لمادة التفاعؿ  

،غير أفّ اختلاؼ ظروؼ الوسط الزرعي، وعوامؿ النمو، مف عزلة فطرية إلى أخرى، ينعكس عمى كفاءة [9]الفطور
كما أفّ التباينات الوراثية بيف الفطور تؤدي إلى اختلاؼ في قدرتيا عمى إنتاج . [10]الميباز الفطور في إنتاجيا لأنزيـ

الأنزيـ، بالإضافة إلى أفّ التركيب الوراثي،لمنوع الفطري الواحد، يتأثر بالتغيرات البيئية، التي تنعكس عمى صفاتو 
لذا توجيت الأنظار لتنمية الفطور، ودراسة قدرتيا عمى إنتاج أنزيـ الميباز، بشروط نمو . Phonetype[11]المظيرية 

 pHعمماً أفّ لكؿ أنزيـ درجة حرارة معينة،ودرجة ........ .pHمختمفة،كفترة الحضف، ودرجة الحرارة، ودرجة الػػ 
نّدرجة الػػ   تؤثر عمى نمو الكائنات الحية الدقيقة، وعمى إنتاج المواد pHمعينة،يعمؿ عندىا بالشكؿ الأمثؿ، وا 

إفّ النتروجيف مف العناصر الأساسية لبناء الخلايا حيث يدخؿ في بناء الأحماض النووية كما.[12]الاستقلابية المختمفة
وتشير الدراسات إلى أفّ المصادر النتروجينية تستغؿ، بشكؿ أفضؿ مف غيرىا، مف قبؿ نوع معيّف مف . والبروتينات

 . الأحياء الدقيقة
 

: أهمية البحث وأهدافه
للأىمية الاقتصادية ليذا تنبع أىمية البحث في أنو يسمط الضوء عمى دور الفطور في إنتاج أنزيـ الميباز، نظراً 

أما اليدؼ فيو تحديد أفضؿ فطر محمي لإنتاج .، ولندرة الدراسات، التي تتعمؽ بإنتاجو مف الفطور، في سورياالأنزيـ
مصدر كربوني وتركيزه، فترة الحضف، درجة الحرارة، درجة الحموضة، )،فضلًا عف تحديد الظروؼ المثمىأنزيـ الميباز

، وأفضؿ فعالية لأنزيـ الميبازالمنتج مف P.devirsum،لمحصوؿ عمى أفضؿ كتمة حيوية لفطر (والمصدر النيتروجيني
 .ىذا الفطر،  مميف أف يكوف ىذا البحث خطوة عمى طريؽ إنتاج الميبازمف الفطور محمياً 
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 :Materials and methodes of searchالمواد وطرائق البحث
 Aspergillus: تّـ الحصوؿ عمى العزلات الفطريةالآتية:الحصول عمى العزلات الفطرية (1

niger،Alternariaalternata،Fusariumoxysporum ،Fusarium solaniو  Penisilliumdevirsum مف
عزلت جميع العينات الفطرية مف المحيط الجذري . جامعة تشريف/قسـ النبات– في كمية العموـ  مخبر البحث العممي

تمت مقارنة صفات الفطريات مع المراجع التصنيفية . cm 10- 5عمى عمؽ  .Triticumaestivum Lلنبات القمح
، وتّـ تجديد   4Cحفظتعينة نقية لكؿ منيا ضمف أنبوب اختبار بشكؿ مائمفي البراد عند درجة حرارة. (15,14,13)

 . العينات كؿ أسبوعيف لممحافظة عمى حيوية الفطور وفعاليتيا
 :Tributyrinالكشف عن إفراز أنزيم الميباز باستخدام طريقة تحمل ثلاثي البيوترين (2

أجري اختبار نوعي باستخداـ الوسط الصمب الخاص بالكشؼ عف قابمية الفطور لإنتاج أنزيـ الميباز، حيث اعتمدت 
 باستخداـ وسط تحمؿ ثلاثي البيوتريف، والذي يتكوف مف المواد الآتية Cruick shank[16]الطريقة الموصوفة مف قبؿ

 Agar غ  غارpepton ،20غ ببتوف Yeast extract ،5غ مستخمص الخميرة  3:(لترمف الماءالمقطر/ غ)
حضرّ الوسػػػػػػط بإذابة جميع المواد، باستثناء ثلاثي البيوتريف، في كمية مف الماء المقطر .Tri butyrin مؿ 10 و 

،وعقّـ الوسط pH=5.8 الوسط عند الدرجة pH لتر، وضبط 1باستخداـ خلاط مغناطيسي ثّـ أكمؿ الحجـ إلى 
 دقيقة، أما ثلاثي البيوتريف فقد عقّـ عمى انفراد في قنينة 20لمدة  بار1وضغط121C عند الدرجةAutoclaveبجياز
برّد وسط الكشؼ وصُبّ في أطباؽ بتري معقمة، ثّـ وزعت مادة ثلاثي البيوتريف المعقمة بالتساوي عمى . زجاجية

ثـ أضيؼ لكؿ طبؽ قرص مف المستعمرة الفطرية .الأطباؽ وتركت حتى التصمب، وذلؾ بواقع ثلاث مكررات لكؿ عينة
 أياـ، بعدىا سحبت الأطباؽ مف 5 لمدة 1C±28وبعمر أسبوع، وحضنت الأطباؽ عند الدرجة 5mmالمدروسة بقطر

اليالة الرائقة المتكونة حوؿ المستعمرة الفطرية  وتّـ الكشؼ عف قابمية الفطر لإنتاج أنزيـ الميباز بدلالة قطر. الحاضنة
بوساطة أنزيـ الميباز المفرز إلى الوسط الصمب، وتكوّف حمض  النامية،الأمر الذي يشير إلى تحمؿ ثلاثي البيوتريف

قيس قطر اليالةالمتكوّنة حوؿ المستعمرة الفطريةلكؿ منيا، وقطر نمو المستعمرة الفطرية، . البيوتريؾ الذائب في الماء
 :مف العلاقة الآتية (حيز النشاط)وتّـ حساب قابمية الفطر عمى إنتاج الأنزيـ 

 
 
 

استخدـ الوسط الغذائي الخاص بإنتاج الميباز والموصوؼ مف :تحضير وسط الاستنبات الخاص بالإنتاج (3
 ،2SO4(NH4)غ Pepton ،1غ 5:(منالماء المقطر لتر/غ) والمتكوف مف المواد الآتيةChen[17]قبؿ 

تـ إذابة جميع مكونات الوسط في الماء المقطر المعقـ، ثّـ أضيؼ المصدر الكربوني إلى .MgSO4 .7H2O غK2HPO4 ،1غ 1
 الوسط   pH وضبط ،%1،بتركيز (زيت زيتوف، زيت دوار الشمس، زيت الذرة)مكونات الوسط الغذائي وىو أحد الزيوت النباتية 

وبمعدؿ ثلاث مكررات لكؿ  في كؿ دورؽmL 50 بواقع mL 250، وزّع الوسط المحضّر في دوارؽ حجـ 5.8الدرجة  عند
لقحت .  دقيقة وتركت تبرد20معاممة، سدت الدوارؽ بإحكاـ بسدادات قطنية ثـ غمفت بأوراؽ الألمنيوـ وعقمت بالأتوغلاؼ لمدة 

حضنت الدوارؽ بعد التمقيح عمى ىزازة ضمف حاضنة .  وبعمر أسبوع5mm محتويات كؿ دورقبقرص مف مستعمرة الفطر بقطر
. دقيقة، ثـ سحبت الدوارؽ مف الحاضنة بعد سبعة أياـ/ىزّة150بمعدؿ 1C±28عند الدرجة 

(ملم)قطر هالة التحلل   

(ملم)قطر المستعمرة الفطرية   

=قابلية الفطر على إنتاج الليباز   
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وعمى فعالية أنزيـ الميباز، ولتحديد أفضؿ مصدر P. devirsumفمدراسة تأثير فترة الحضف عمى نمو الفطر  -
زيت )كربوني، استخدـ الوسط الزرعي الخاص بالإنتاج، ثّـ أضيؼ إلى مكونات الوسط الغذائي أحد الزيوت النباتية 

حجـ، بصفتو مصدر كربوني لإنتاج الأنزيـ مف : ، وبنسبة حجـ %1، بتركيز (زيتوف، زيت دوار الشمس، زيت الذرة
، وحدّدت كؿ مف الكتمة الحيوية الجافة لمفطر وفعالية الميباز المنتج، خلاؿ فترات مختمفة مف الحضف  المدروسالفطر

 .pH=5.8 و 1C ± 28 أياـ، بدرجة حرارة (2-9)تراوحت مف
ولدراسة تأثير تراكيز مختمفة مف زيت الذرة عمى نمو الفطر وعمى فعالية الأنزيـ المنتجأضيؼ زيت الذرة إلى  -

 C 1± 28، وحضنت خمسة أياـ بدرجة حرارة (%1,%1.5,%2,%2.5,%3): وسط إنتاج الأنزيمبالتراكيز الآتية
 .pH = 5.8و

المثمى في ) أياـ 5حددت درجة الحرارة المثمى لإنتاج أنزيـ الميباز، بحضف وسط الإنتاج مدة  -
ضمف ، pH=5.8، ودرجة حموضة (المثمى في دراستنا) %2،باستخداـ زيت الذرة كمصدر كربوني بتركيز(دراستنا

 .  درجات3 بفارؽ 49C إلى 22Cمجاؿ مف درجات الحرارة يتراوح مف 
 بفارؽ نصؼ (5.0-9.0) يتراوح ما بيف pHحددت درجة حموضة الوسط عمى إنتاج الميباز، ضمف مجاؿ  -

، وبوجود زيت الذرة كمصدر (المثمى في دراستنا)1C± 34 أياـ مف الحضف بدرجة حرارة 5درجة، وذلؾ بعد 
 .%2كربونيبتركيز 

لتحديد المصدر النتروجيني الأفضؿ، تّـ استخداـ مصادر نيتروجينية مختمفة أضيفت إلى وسط النمو اعتماداً  -
، : عمى نسبة محتوى النتروجيف فييا، وىي ، نترات الصوديوـ ، كمور الأمونيوـ ، نترات الأمونيوـ كبريتات الأمونيوـ

، وذلؾ في الشروط المثمى التي توصمنا إلييا في ىذه الدراسة  .اليوريا، الببتوف، وفوسفات أحادية الأمونيوـ
بعد انتياء مدة الحضف سحبت الدوارؽ مف الحاضنة :تقدير وزن الكتمة الحيوية الجافة (4

 Whatmanوفصمت الكتمة الحيوية عف المستخمص الأنزيمي بترشيح محتوى كؿ دورؽ باستخداـ أوراؽ ترشيح مف نوع 
No. 1)) مجففة وموزونة مسبقاً ومثبتة عمى قمع بوخنرBauchnerFunel مجيز بمفرغ ىوائي كيربائي، وبعد انتياء

.  ساعة24لمدة  70Cعممية الترشيح جففت أوراؽ الترشيح الحاممة لمكتمة الحيوية في فرف كيربائي عند الدرجة
استخدـ الراشح المحتوي عمى الميباز فيما بعد لقياس فعالية أنزيـ الميباز المنتج مف الفطر، أما ورؽ الترشيح وما عميو 
مف مزرعة فطرية فقد تّـ نقعو بالأسيتوف، ثّـ رشحّ مرّة أخرى عمى نفس أوراؽ الترشيح، أىمؿ ىذا الراشح وجففت أوراؽ 

. ومف ثّـ قيست الكتمة الحيوية بحساب فارؽ الوزنيف باستخداـ ميزاف حساس. الترشيح ىذه بنفس الطريقة السابقة
 1000أخذ الراشح وأجريت عميو عممية طرد مركزي بسرعة :Lipaseقياس فعالية الميباز (5

ثّـ قسّـ الراشح إلى جزئيف، غميّ جزء . ، لمتخمص مف بقايا الفطر والمواد غير الذائبة[18] دقائؽ 5الدقيقة لمدة /دورة
وفي . منو لفترة قصيرة، بيدؼ تحطيـ الأنزيـ واستخدامو في التجربة كشاىد، واستعمؿ الجزء الآخر لتقدير فعالية الميباز

لإيقاؼ نمو الفطور، وحفظ (1g/L)حاؿ عدـ استخداـ الراشح المحتوي عمى الأنزيممباشرةً، أضيؼ لو بنزوات الصوديوـ 
 التي تعتمد عمى Chartrain[19]ولقياس الفعالية استخدمتطريقة . لحيف الاستخداـ 4 Cفي الثلاجة عند درجة حرارة

 15 مدة 4Cبولي فينوؿ الكحوؿ مجنسة بخلاط سريع في الدرجة %2 مؿ مف مستحمب زيت الزيتوف مع 5تفاعؿ 
 وضبطت درجة حموضة CaCl2(0.1M)مؿ 1و Tric-HCl(0.1 M) مؿ محموؿ موقي 3وأضيؼ إلييا . دقيقة

 مؿ مف الرشاحة المحتوية عمى الأنزيـ الخاـ، وحضنت الأنابيب في درجة حرارة 1، ثـ أضيؼ pH= 8.0الوسط عمى 
35 ±1C حجماً (1:1) مؿ مف الأسيتوف والإيتانوؿ بنسبة 20 لمدة نصؼ ساعة، بعدىا أوقؼ التفاعؿ بإضافة  .
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. حضّر الشاىد بنفس الخطوات السابقة بدوف إضافة الأنزيـ، وحضّر شاىد  خر مع إضافة الأنزيـ المفكؾ بالحرارة
 Kamini[20] الموصوفة مف قبؿTitrationقيست الأحماض الدىنية الناتجة عف التفاعؿ باستخداـ طريقة المعايرة 

 0.05M ذو التركيز Na OHوالتي تعتمد عمى معايرة الأحماض الدىنية المتحررة بفعؿ أنزيـ الميباز ضمف محموؿ 
ضافة مشعر الفينوؿ فتالئيف، والتي عُبّر عنيا بالواحدة الأنزيمية   عمى أنيا كمية Chen[17] والتي عرّفيا Uniteوا 
.  خلاؿ دقيقة واحدة تحت ظروؼ طريقة العمؿ(FFA)الأنزيـ التي تحرر ميكروموؿ واحد مف الأحماض الدىنية الحرّة 

 الألمانية  Koch – lightوقورنت بكمية الميباز المعياري مف شركة 
: ، وذلؾ ضمف شروط التجربة السابقة وفقاً لما يأتي(ممغ/ وحدة50 )3465رقـ 

 
 

 
مف أجؿ التحميؿ وتحقيؽ الأىداؼ  (الحزـ الإحصائية لمعموـ الاجتماعية) spssتّـ استخداـ البرنامج الإحصائي 

 لتفسير نتائج (%95) يقابميا مستوى ثقة (%5)الموضوعة في إطار ىذا البحث، كما تّـ استخداـ مستوى الدلالة 
واستخدمت طريقة المربعات الصغرى لاستنتاج المعادلة التي تربط بيف العوامؿ المدروسة وكؿ مف الكتمة . الدراسة

 .  الحيوية والفعالية الأنزيمية، واستخدـ معامؿ التحديد لتحديد نسب التأثير والمقارنة فيما بيف العوامؿ
  2015/2/15جامعة تشريف، في الفترة الواقعة بيف/ نفذ البحث في مخابر كمية العموـ ومعيد البيئة 

.   2015/8/15و
 

: النتائج والمناقشة
لوحظ تمكّف الفطور . Tributyrinلإنتاج الميباز باسػػػتخداـ وسط تحمؿ مادة  المدروسة العزلات تحديد كفاءة

مف إزالة عتمة الوسط وتشكيؿ ىالة شػػػػػػفافة حوؿ P. devirsum و A.niger، F.oxysporum ، F.solani ةالأربع
 بوساطة أنزيـ الميباز المفرز مف ىذه الفطور إلى الوسط Tributyrin نتيجة تحمؿ مادة ،المستعمرة الفطرية لكؿ منيا

لـ يتمكّف مف إزالة عتمة الوسط دلالة عمى عدـ A.alternataوتحرير حمض البيوتريؾ الذائب في الماء، بينما الفطر 
بقدرتو عمى إنتاج الأنزيـ، حيث بمغ قطر ىالة التحمؿ P.devirsumونلاحظ تميّز الفطر. (1جدوؿ )إفرازه لأنزيـ الميباز

، إذ بمغ قطر ىالة التحمؿ حوؿ مستعمرتو F.solani، تلاه الفطر (mm ±0.08 39.7)حوؿ مستعمرتو الفطرية 
 و A.niger، في حيف بمغ قطر ىالة التحمؿ حوؿ مستعمرة كؿ مف   (mm ±0.04 30.9)الػػفطرية

F.oxysporum(23.4 mm ±0.23)و (19.2 mm ± 0.12)تشير ىذه النتائج إلى وجود اختلافات . عمى التوالي
 أياـ مف الحضف وبدرجة حرارة 5واضحة في كفاءة العزلات الفطرية المختمفة عمى إنتاج الميباز في الوسط الصمب بعد 

28 ±1C .أو عدـ كفاية فترة الحضف لتحفيز  [21]التبايناتالوراثية فيما بينيا: ويعزى ىذا الاختلاؼ لعدة أسباب ىي ،
 الوسط الزرعي لنمو pHزيـ، أو عدـ قدرة الفطر عمى استغلاؿ وسط الاستنبات، أو عدـ ملائمة فالفطرعمى إنتاج الإ

وبالرغـ مف أفّ التركيب الوراثي لأي كائف حي يتصؼ بالثبات، غير أنّو يتأثر بتغيرات البيئة، والتي . [10]الفطر
بأفّ الفطور المعزولة مف  [22]تتشابينتائج ىذه الدراسة مع ما توصّؿ إليو المولى. [11]تنعكس عمى صفاتو المظيرية

 كأفضؿ عزلة فطرية P. diversumوعمى ضوء النتائج اختيرت.مصادر مختمفة تختمؼ في قابميتيا عمى إفراز الميباز
 .منتجة لأنزيـ الميباز في التجارب اللاحقة

 

  لأنزيم الليباز المدروسFFAكرومولاتيعدد م

  لأنزيم الليباز المعياريFFAعدد ميكرومولات

 × 100 %  =         فعالية الليباز المدروس 
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 Tribuytrinكفاءة الفطور المدروسة لإنتاج الميباز عمى وسط تحمل : (1)الجدول 
. 1C± 28 أيام حضن بدرجة حرارة 5بعد 

قدرة الفطر عمى إنتاج الميباز  (ممـ)قطر ىالة التحمؿ الفطور 
A. niger 23.4 ± 0.23 5.8 ± 0.02 

alternata A.  - سالب
F. oxysporum 19.2 ± 0.12 4.0 ± 0.11 

F. solani 30.9 ±0.04 6.1 ±0.21 
P. devirsum 39.7 ± 0.08 7.3 ± 0.43 

 (S.D)كل قيمة هي متوسط لثلاث مكررات، مضاف إليها الانحراف المعياري 
 

عمى مستوى إنتاج الميباز باستخدام مصادر كربونية وP. devirsumتأثير فترة الحضن عمى نمو الفطر 
 :مختمفة

 زيادة في الكتمة الحيوية الجافة وزيادة في إنتاج الميباز بازدياد فترة الحضف بدءاً مف (2)أظيرت نتائج الجدوؿ
اليوـ الثاني وحتى اليوـ الخامس، بعدىا بدأت بالتناقص مع استمرار فترة الحضف حتى اليوـ التاسع وذلؾ لجميع 

كما تبيف أفّ زيت الذرة ىو أفضؿ مصدر كربوني لنمو الفطر ولإنتاج الميباز، إذ بمغت . المصادر الكربونية المستخدمة
، وبمغت (g/L 0.01±15.99)أعمى قيمة لمكتمة الحيوية الجافة باستخداـ زيت الذرة في اليوـ الخامس مف الحضف 

في حيف أعطت الزيوت الأخرى كتمة حيوية جافة أقؿ وفعالية أقؿ مما . (%0.02±67.43)الفعالية الأنزيمية أقصاىا 
أعطى زيت الذرة في اليوـ الخامس مف الحضف، إذ بمغت الكتمة الحيوية لمفطر باستخداـ زيت الزيتوف وزيت دوّار 

 (%0.04±63.61)أما الفعالية فقد بمغت .  عمى التوالي(g/L 0.02±12.57)و(g/L 0.04±13.93)الشمس 
.   لكؿ منيما عمى التوالي(%0.08±59.11)و

 
 P. devirsum،عمى الكتمة الحيويةلمفطر pH=5.8 و 1C± 28تأثير فترة الحضن، بدرجة حرارة : (2)جدول 

. المنتج باستخدام مصادر كربونية مختمفة الميباز وفعالية
مدّة 

الحضف 
بالأياـ 

زيت الذرة زيت الزيتوف زيت دوّار الشمس 
الكتمة الحيوية 

 (g/L)الجافة 
الفعالية الأنزيمية 

(%) 
الكتمة الحيوية 

 (g/L)الجافة 
الفعالية الأنزيمية 

(%) 
الكتمة الحيوية 

 (g/L)الجافة 
الفعالية الأنزيمية 

(%) 
2 3.48 ± 0.04 28.43 ± 0.03 4.82 ± 0.12 31.65 ± 0.19 5.02 ± 0.11 33.97 ± 0.07 
3 5.96 ± 0.08 35.81 ± 0.11 6.86 ± 0.05 37.46 ± 0.13 8.75 ± 0.09 45.68 ± 0.08 
4 8.43 ± 0.09 42.29 ± 0.15 9.97 ± 0.09 47.12 ± 0.09 13.23 ± 0.04 60.59 ± 0.04 
5 12.57 ± 0.02 59.11 ± 0.08 13.93 ± 0.04 63.61 ± 0.04 15.99 ± 0.01 67.43 ± 0.02 
6 10.17 ± 0.03 50.47 ± 0.04 12.18 ± 0.02 60.93 ± 0.06 13.39 ± 0.09 62.11 ±0.03 
7 9.35 ± 0.07 46.03 ± 0.02 11.02 ± 0.08 57.38 ± 0.11 12.24 ± 0.04 60.43 ± 0.11 
8 8.94 ± 0.15 44.52 ± 0.07 10.34 ± 0.03 51.43 ± 0.08 11.03 ± 0.11 56.32 ± 0.03 
9 7.86 ± 0.01 40.12 ± 0.04 9.46 ± 0.06 45.21 ± 0.03 10.67 ± 0.08 51.62 ± 0.05 
P 0.009* 0.018* 0.006* 0.004* 0.011* 0.002* 

. تدل عمى وجود فروق معنوية*- ، معنويةال- P: حيث أنّ (S.D)كل قيمة هي متوسط لثلاث مكررات، مضاف إليها الانحراف المعياري 
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 بيف متوسطات كؿ مف الكتمة الحيوية والفعالية (P< 0.05)كما لوحظ وجود فروؽ معنوية ذات دلالة إحصائية 
وبالمقارنة بيف نسب تأثير فترة الحضف عمى . (2الجدوؿ )الأنزيمية لممصادر الكربونية الثلاثة تحت تأثير عامؿ الزمف

لوحظ أفّ أعمى نسبة تأثير لفترة الحضف  (3الجدوؿ )باستخداـ الزيوت الثلاث   (R2معامؿ التحديد )الكتمة الحيوية 
 ومف ثّـ (%84.5) تمييا زيت دوّار الشمس (%86.7)عمى إنتاج الكتمة الحيوية لمفطر كانت باستخداـ زيت الزيتوف 

أما بالمقارنة بيف نسب تأثير فترة الحضف عمى الفعالية الأنزيمية باستخداـ الزيوت الثلاث، لوحظ . (%83.4)زيت الذرة 
 (%89.6) تمييا زيت الزيتوف (%92.2)أفّ أعمى نسبة تأثير لفترة الحضف عمى فعالية الميباز كانت باستخداـ زيت الذرة 

. (%79.8)ومف ثّـ زيت دوّار الشمس 
 

. يوضّح معادلة الارتباط المناسبة لكل عامل وقيمة معامل التحديد الموافقة: (3)الجدول 
  معادلة الارتباط العامؿ المصدر

 زيت دوار الشمس
 %84.5  الكتمة الحيوية

 %79.8  الفعالية الأنزيمية

 زيت الزيتوف
 %86.7  الكتمة الحيوية

 %89.6  الفعالية الأنزيمية

 زيت الذرة
 %83.4  الكتمة الحيوية

 %92.2  الفعالية الأنزيمية
 

إفّ ازدياد الكتمة الحيوية، التي تعكس نمو الفطر في وسط الاستنبات، مع استمرار الحضف حتى اليوـ الخامس 
ولمحصوؿ عمى أعمى إنتاجية لأنزيـ الميباز، حيث P.devircum  أياـ حضف ىي فترة كافية لنمو الفطر5 يدؿ عمى أفّ 

فراز الميبازالمحممو لمزيوت وأفّ تدرج انخفاض . أفّ الفطر يحتاج لمدة زمنية ليتأقمـ مع الوسط الغذائي وليبدأ بالنمو وا 
الكتمة الحيوية مع استمرار الحضف دليؿ عمى استيلاؾ المغذيات ونفاذىا مف الوسط، بالإضافة إلى تراكـ مواد الأيض 

 عندما استخدـ عدّة عزلات فطرية [7] وزملائو Abbasتوصّؿ .[23]السامة التي تؤدي إلى موت الخلايا وتحمميا
كما . معزولة مف التربة إلى اختلاؼ ىذه العزلات في قابميتيا عمى إنتاج الميباز باستخداـ أنواع مختمفة مف الزيوت

 F.solani أفّ كؿ مف زيت السمسـ وزيت الذرة ىما الأفضؿ كمصادر كربونية لتنمية الفطر [24] وزملائيا Maiaبيّنت
فّ إنتاج الميباز يتغيّر تبعاً لنقاوة الزيت نتاج أنزيـ الميباز، وا  فقد توصّؿ إلى أفّ أقصى فعالية Ogundero[25]أما. وا 

وبناءً عمى النتائج التي توصّمنا إلييا .Humicolagriseaلأنزيـ الميباز سجمت في اليوـ السابع مف الحضف لفطر 
. استخدـ زيت الذرة كمصدر كربوني وحضنت العينات لمدة خمس أياـ في التجارب اللاحقة

نتاج أنزيم الميباز  (4)يتضح مف خلاؿ نتائج الجدوؿ :تأثير تراكيز مختمفة من زيت الذرة عمى نمو الفطر وا 
، إذ بمغت قيمة الكتمة %2استمرار نمو الفطر وازديادفعالية الميباز بازدياد تركيز زيت الذرة حتى التركيز 

، ثّـ اتجيت كؿ منيما إلى النقصاف مع (%0.04±72.78)  وبمغت فعالية الميباز(g/L 0.11±17.83) الحيوية 
 عند تركيز (%0.03±40.65) والفعالية (0.08g/L±10.32)استمرار ازدياد تركيز الزيت فبمغت الكتمة الحيوية 

. g/L 2فتركيز الزيت المناسب لأعمى كتمة حيوية ولأعمى فعالية أنزيمية ىو . 3%
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 P. devirsumتأثير تراكيز مختمفة من زيت الذرة عمى الكتمة الحيوية لمفطر : (4)جدول 
 .pH=5.8و 1C± 28 أيام من الحضن بدرجة حرارة 5بعد عمى فعالية الأنزيم المنتج،و

 %الفعالية الأنزيمية  (g/L)الكتمة الحيوية  %تركيز زيت الذرة 
1 15.99 ± 0.01 67.43 ± 0.02 % 

1.5 16.28 ± 0.02 70.18 ± 0.09 % 
2 17.83 ± 0.11 72.78 ± 0.04 % 

2.5 14.04 ± 0.06 65.17 ± 0.08 % 
3 10.32 ± 0.08 40.65 ± 0.03 % 
P 0.04* 0.04* 

 (S.D)كل قيمة هي متوسط لثلاث مكررات، مضاف إليها الانحراف المعياري 
. تدل عمى وجود فروق معنوية*- المعنوية،  - P: حيث أنّ 

متوسطات كؿ مف الكتمة الحيوية والفعالية  بيف (P< 0.05)ولوحظ وجود فروؽ معنوية ذات دلالة إحصائية 
، ولدى دراسة نسبة تأثير تركيز زيت الذرة عمى الكتمة الحيوية  (4الجدوؿ )الأنزيمية تحت تأثير تركيز زيت الذرة

،  (%95.8)، في حيف نسبة تأثيره عمى الفعالية الأنزيمية ىي (%93.4)لوحظ أنّيا تساوي  (R2معامؿ التحديد )
إفّ انخفاض قيمة الكتمة الحيوية في حاؿ التراكيز المنخفضة تعود إلى أفّ ىذه الكمية مف الزيت غير كافية .(5الجدوؿ )

أما سبب انخفاض فعالية الميباز مع ازدياد تركيز الزيت ىو نتيجة تثبيط الميباز بالأحماض الدىنية . لنمو جيد لمفطر
 %2 إذ بيّف أفّ تركيز Long [27]وىذه النتائج تتوافؽ مع ما توصّؿ إليو . [26] (التثبيط الرجعي بنواتج التفاعؿ)الحرّة 

وبناء عمى ىذه النتائج . A.flavusمف زيت الذرة ىو الأفضؿ لمحصوؿ عمى أعمى إنتاجية لأنزيـ الميباز مف الفطر 
.  في التجارب اللاحقة%2أضيؼ زيت الذرة بتركيز 

 
. معادلة الارتباط المناسبة لكل عامل وقيمة معامل التحديد الموافقة: (5)الجدول 
  المعادلة العامؿ

 %93.4  الكتمة الحيوية
 %95.8  الفعالية الأنزيمية

 
 ازدياد الكتمة الحيوية الجافة لمفطر (6)الجدوؿ  أظيرت نتائج:لإنتاج أنزيم الميباز تحديد درجة الحرارة المثمى

، والتي بمغت عندىا الكتمة الحيوية أعلاىا 34Cوازدياد فعالية الميباز تدريجياً بازدياد درجة حرارة الحضف حتى الدرجة 
(18.94±0.06 g/L)ثّـ انخفضت الكتمة الحيوية والفعالية .  (% 011±76.16)أقصاىا  وبمغت فعالية الميباز

، إذ بمغت الكتمة الحيوية 49Cالأنزيمية تدريجياً مع استمرار ارتفاع درجة حرارة الحضف حتى الدرجة 
(3.28±0.09g/L) فدرجة الحرارة المثمى الموافقة لأعمى كتمة حيوية ولأعمى فعالية (%0.02±11.63) والفعالية ،

فّ انخفاض درجة الحرارة أو ارتفاعيا عف المثمى يؤدي إلى تباطؤ في نمو الفطور ومف ثّـ 34Cأنزيمية ىي  ، وا 
.  انخفاض في إنتاجية أنزيـ الميباز ونشاطو
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،وفعالية الميباز المنتج، P.devirsumتأثير درجة الحرارة عمى الكتمة الحيوية لمفطر : (6)جدول
 . من زيت الذرة%2 وبتركيز pH=5.8 أيام حضن و5بعد 

 (%)الفعالية الأنزيمية  (g/L)الكتمة الحيوية الجافة  Cدرجة الحرارة
22 9.73±0.05 40.36±0.06 
25 11.18 ± 0.06 53.41 ±0.09 
28 15.83 ± 0.11 72.78 ± 0.14 
31 17.12 ± 0.16 74.84 ± 0.04 
34 18.94 ± 0.06 76.16 ± 0.11 
37 16.84 ± 0.09 73.03 ± 0.18 
40 14.67 ± 0.11 66.31± 0.02 
43 9.32 ± 0.18 48.35 ± 0.06 
46 7.75 ± 0.02 30.78 ± 0.12 
49 3.28 ± 0.09 11.63 ± 0.02 
P 0* 0* 

 (S.D)كل قيمة هي متوسط لثلاث مكررات، مضاف إليها الانحراف المعياري 
. تدل عمى وجود فروق معنوية*- المعنوية،  - P: حيث أنّ 

متوسطات كؿ مف الكتمة الحيوية والفعالية  بيف (P< 0.05)ولوحظ وجود فروؽ معنوية ذات دلالة إحصائية 
، وأفّ نسبة تأثير عامؿ درجة الحرارة عمى الكتمة الحيوية تساوي (6الجدوؿ )الأنزيمية تحت تأثير درجة حرارة الحضف

فقد بيّنت إحدى الدراسات بأفّ درجة .  (7الجدوؿ ) (%98.8)، بينما نسبة تأثيره عمى الفعالية الأنزيمية ىي (94.4%)
  المعزولة مف تربة مموثة بالزيت ولإنتاج الميباز تعادؿ .Pseudomonas sppالحرارة المثمى لنمو عزلات الجنس 

30C[28] بينما الجراثيـ ذاتيا المعزولة مف مياه الصرؼ الصحي لمعمؿ تعميب الأسماؾ استطاعت النمو في درجة ،
 .34Cوبناء عمى نتائجنا حضنت العينات في التجارب اللاحقة عند الدرجة . 50C[29]حرارة 

 
. معادلة الارتباط المناسبة لكل عامل وقيمة معامل التحديد الموافقة: (7)الجدول 

  المعادلة العامؿ
 %94.4  الكتمة الحيوية

 %98.8  الفعالية الأنزيمية
 

 pH ازدياد معدلنمو الفطر بازدياد (8)يتضح مف خلاؿ نتائج الجدوؿ :لإنتاج الميباز المثمىpHتحديد درجة الــ
فبمغت الكتمة الحيوية الجافة . 9.0 حتى الدرجة pHالوسط إلى حد معيف بعدىا تراجع نمو الفطر مع ازدياد قيمة 

، كما تحققت أعمى فعالية لأنزيـ pH=7.0 عند درجة الػػػػ(g/L 0.08±21.87)لمفطر أقصاىا 
 pH ثّـ اتجيت كؿ مف الكتمة الحيوية والفعالية الأنزيمية نحو النقصاف مع ازدياد قيمة (%0.03±82.93)الميباز

، (%0.11±40.23) والفعالية الأنزيمية pH=9.0 عند الدرجة (g/L 0.20±8.25)الوسط لتصؿ الكتمة الحيوية 
، وىذا يؤكد عمى أفّ درجة حموضة الوسط ليا 7.0 المثمى لأعمى كتمة حيوية ولأعمى فعالية أنزيمية ىي pHفدرجة 

. دور فعّاؿ في نمو الفطر وفي إنتاج الأنزيـ
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، وعمى فعالية الميباز المنتج، P.devirsum الوسط عمى الكتمة الحيوية لمفطر pHتأثير درجة : (8)الجدول
.  من زيت الذرة%2 وبتركيز 1C± 34 أيام من الحضن بدرجة حرارة 5بعد 
pH  الكتمة الحيوية الجافة(g/L)  الفعالية الأنزيمية(%) 
5.0 7.20±0.06 30.89±0.12 
5.5 16.48 ±0.15 54.91 ±0.09 
6.0 18.98 ±0.04 70.06 ±0.12 
6.5 20.32 ±0.07 75.24 ±0.13 
7.0 21.87±0.08 82.93±0.03 
7.5 20.05 ±0.16 76.13 ±0.03 
8.0 18.44 ±0.12 67.28 ±0.09 
8.5 10.29 ±0.08 52.31 ±0.01 
9.0 8.25 ±0.20 40.23 ±0.11 
P 0* 0* 

 (S.D)كل قيمة هي متوسط لثلاث مكررات، مضاف إليها الانحراف المعياري 
. تدل عمى وجود فروق معنوية*- المعنوية، - P: حيث أنّ 

 بيف متوسطات كؿ مف الكتمة الحيوية والفعالية (P<0.05)كما ولوحظ وجود فروؽ معنوية ذات دلالة إحصائية 
، في (%93.1) عمى الكتمة الحيوية تساوي pH نسبة تأثير درجة الحموضة الأنزيمية تحت تأثير درجة الحموضة، وأفّ 

(. 9الجدوؿ )، (%97.7)حيف نسبة تأثيرىا عمى الفعالية الأنزيمية ىي 
يمكف تفسير ىذه النتائج بأفّ درجة حموضة الوسط تؤثر عمى سموؾ وفعالية الأنزيمات، حيث أفّ الأنزيمات 

مواد بروتينية يعتمد نشاطيا عمى وجود بعض المجموعات الأمينية والكربوكسيمية في بروتيف الأنزيـ بدرجة معينة مف 
كما أفّ القيـ المرتفعة .  ستتأثر بو المراكز الفعّالة للأنزيـ وبالتالي ينخفض نشاطوpHالتأيف، فإفّ أي تغيير في درجة 

. [30] تؤثر عمى الطبيعية البروتينية للأنزيـ، وبالتالي تؤدي إلى خفض فعالية الأنزيـ المنتج pHوالمنخفضة مف درجة 
المعزولة مف P. aeruginosa في بحثو حوؿ أنزيـ الميباز المنتج مف جراثيـ Cornellis[31]ىذه النتائج متقاربة مع 

 أفّ فعالية الميباز Lin [32]في حيف بيّنت.  ىي المثمى لعمؿ الأنزيـpH=7.5تربة مموّثة بالزيت، حيث بيّف أفّ 
.  (6-10)العظمى كانت عند درجة حموضة تراوحت ما بيف 

 
. معادلة الارتباط المناسبة لكل عامل وقيمة معامل التحديد الموافقة: (9)الجدول 
  المعادلة العامؿ

 %93.1  الكتمة الحيوية
 %97.7  الفعالية الأنزيمية

 
بينت النتائج إفّ :وفعالية الميباز المنتجP.devirsumتأثير مصادر نيتروجينية مختمفة عمى نمو الفطر 

نتاجية أنزيـ الميباز، ولكف  إضافة مصدر نتروجيني إلى وسط النمو يؤدى إلى رفع قيمة كؿ مف الكتمة الحيوية لمفطر وا 
فالببتوف كاف الأفضؿ مف بيف المصادر النتروجينية المستخدمة، إذ بمغت الكتمة الحيوية لمفطر أقصاىا . بنسب مختمفة
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(27.08±0.21 g/L) 0.09±26.75)، يميو اليوريا بكتمة حيوية (%0.08±88.12) وبمغت فعاليةالميباز أفضميا 
g/L) مقارنةً .(%0.19±87.83) وبفعاليةأنزيمية ، أما أقؿ قيمة تحققت عند استخداـ فوسفات أحادية الأمونيوـ

  وبمغت فعالية(g/L 0.15±21.23)بالمصادر النتروجينية الأخرى، إذ بمغت الكتمة الحيوية 
كما لوحظ وجود فروؽ معنوية ذات دلالة . ( 2 و1)المخططيف في ، كما ىو موضّح (%0.03±83.14)الميباز

 بيف متوسطات كؿ مف الكتمة الحيوية والفعالية الأنزيمية تحت تأثير المصدر النتروجيني (P<0.05)إحصائية 
. المستخدـ

أشارت الدراسات إلى أفّ المصادر النتروجينية تستغؿ، بشكؿ أفضؿ مف غيرىا، مف قبؿ نوع معيّف مف الأحياء 
 إلى أفّ كبريتات الأمونيوـ ىي الأفضؿ مف بيف المصادر النتروجينية لتنمية Miadenoska[33]فقد توصّؿ . الدقيقة

فّ انتخاب المصدر Geotrichumcandidumعزلة الفطر   باستخداـ زيت دوار الشمس كمصدر كربوني، وا 
 إلى أفّ كبريتات الأمونيوـ ىي أفضؿ Ogundero[25]وتوصّؿ . النتروجيني يعتمد عمى الكائف المجيري المستخدـ

.  ولإنتاج الميبازP.aurqntiogriseumمصدر نتروجيني لتنمية الفطر 

 
 P.devirsumتأثير مصادر نتروجينية مختمفة عمى فعالية الميباز المنتج من الفطر : (1)المخطط 
. pH=7.0 من زيت الذرة و %2، تركيز 1C± 34 أيام من الحضن بدرجة حرارة 5بعد 

 
 

 
، P.devirsumتأثير مصادر نتروجينية مختمفة عمى الكتمة الحيوية لفطر : (2)المخطط 

 .pH=7.0 من زيت الذرة و %2، تركيز 1C± 34 أيام من الحضن بدرجة حرارة 5بعد
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: الاستنتاجات والتوصيات
، A.niger،F.oxysporum ،F.solani:تّـ الكشؼ عف كفاءة الأنواع الفطرية الأتية .1

P.devirsum، A.alternata عمى إنتاج الميباز، فتميّز الفطر P.devirsum ،بنشاطو الأنزيمي عمى بقية الفطور
 . في إنتاج الأنزيـA.alternataبينما فشؿ الفطر 

 وأفضؿ فعالية لأنزيـ الميباز P. devirsumحددت الشروط المثمى لإنتاج أفضؿ كتمة حيوية لمفطر  .2
 = pH، و 34C،ودرجة حرارة %2المنتج، فتبيف أفّ خمسة أياـ ىي فترة الحضف المثالية بوجود زيت الذرة،بتركيز 

 .(%82.93) وبمغت فعالية أنزيـ الميباز(g/L 21.87)، حيث بمغت الكتمة الحيوية لمفطر 7.0
مستخدميف الشروط المثمى التي تّـ التوصؿ )تبيف أف إضافة مصدر نتروجيني إلى وسط الإنتاج  .3

فّ الببتوف ىو الأفضؿ كمصدر نتروجيني، حيث بمغت(إلييا في دراستنا  ، يزيد مف نمو الفطر ومف إنتاج الأنزيـ، وا 
 .(%88.12)وبمغت الفعالية الأنزيمية(g/L 27.08) الكتمة الحيوية لمفطر

عمى الفعالية  (pHفترة الحضف،وتركيز الزيت، ودرجة الحرارة، و )نسبة تأثير الشروط المدروسة  .4
 .الأنزيمية أكبر مف نسبة تأثيرىا عمى الكتمة الحيوية لمفطر

اعتماداَ عمى نتائج البحث نوصي أف تكوف الدراسات القادمة مكممة لو وتتعمؽ بػالإنتاج الحيوي لأنزيـ الميباز مف 
خلاؿ تنمية الفطور عمى المخمفات الزراعية والصناعية الرخيصة الثمف باستخداـ المخمرات الصناعية، ومف ثّـ تنقيتيا 

 .  عمى المستوى التجاري بيدؼ استخداميا في بعض الصناعات
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