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         تحديد الظروف المثلى لانتاج انزيم الكايتينيز من خميرة

Saccharomyces cerevisiae 
 

 شذى سلمان حسن*   ميس عماد احمد*
 

 2009، حزيران، 15استلام البحث 

 2009،  كانون الاول،28 قبول النشر        

 

 ة:الخلاصـ
ودرست  قتةرة اللاتزلات علتى انتتا   Saccharomyces cerevisiaeعزلات من خميرة   5تم الحصول على 

هت  الازتزر انتا تا  Saccharomyces cerevisiae S4 الكايتينيز، واظهرت نتائج الغربلة الكمية ان اللازلتة 

 وحةة/ملغم بروتين. 1.9حيث بلغ  الفلاالية النوعية 

يهتا الكتايتين ، امتا ف  اوساط تخمر صلبة وسائلة استخةم  فيهتا متواد نباتيتة مختلفتة فم تافا ال الخميرةزرع  

 الاوساط السائلة فقة احتوت على بلاض الاملاح ف لا عن مواد نترو ينية مختلفة.           

تم  دراسة الظروف المثلى لانتا  انتزيم الكتايتينيز متن در تة الحترارة والترقم الهيتةرو ين ، ومتةة الح تانة، 

عنتة الوستا الستائل الحتاوى علتى النيلاتتين مصتةرا  وتركيز الكايتين. بين  النتائج ان اعلى فلاالية نوعية كانت 

 %  من الكايتين الغروى.1،  و6م وعنة الرقم الهيةرو ين   30ْنترو ين  عنة 

 

 Saccharomyces cerevisiaeمفتاحية: انزيم الكايتنيز، خميرة ، الكلمات ال

 

 ة:المقدم
يلاتتة انتتزيم الكتتايتينيز متتن انزيمتتات التحلتتل المتتائ  

(E.C.3.2.1.14)  وينتتتج متتن كثيتتر متتن الكائنتتات

الحيتتتتة مثتتتتل البكتريتتتتا، والخمتتتتائر، والف ريتتتتات، 

والقشريات. تقسم هذه الانزيمات على وفق طبيلاتة 

عملها وتكسرها للاواصر الى: الكتايتينيز التةاخل  

endochitinase  حيتتتتتث يلامتتتتتل علتتتتتى تكستتتتتير

الاواصتتتتتتر الكلايكوستتتتتتةية لسلاستتتتتتل الكتتتتتتايتين، 

الذى يكستر  exochitinaseوالكايتينيز الخار   

الاواصر ال رفية للسلاسل محررا وحةات السكر 

 .GLeNAe [2,1]الثنائ  

اشارت الةراسات ان الكايتينيز المنتتج متن خميترة 

يتنمتتف فتت   Saccharomyces cerevisiaeال 

 periplasmic spaceالفستتحة البلازميتتة البينيتتة 

ويلاتقة ان له دور ف  عملية انقسام خلايتا الخميترة 

[3]. 

ان اول متتن درت توصتتيك الكتتايتينيز فتت  خميتترة 

Saccharomyces cerevisiae  هتتتو الباحتتتث

Correa [4]   حيتتتتتث عتتتتتين تسلستتتتتل الاحمتتتتتا

الامينيتتة للانتتزيم واشتتار التتى ان البتتروتين يحتتوى 

علتتتى اواصتتتر وتحتتتوى علتتتى سيرستتتن/و ريونين 

وعلى منموعة كاربوكسيل. وملاظتم الانتزيم ينتتج 

ستتا التنميتتة. يتتت  ر ويفتترز متتن قبتتل الخلايتتا فتت  و

انتا  الانزيم بلاوامل عةيةة منهتا: مكونتات الوستا 

الزرعتت  ودر تتة الحتترارة والتترقم الهيتتةرو ين  

وزيرهتتتتا كمتتتتا تتتتتتا ر فلااليتتتتة الانتتتتزيم بتتتتالظروف 

المحي تتة متتن در تتة الحتترارة والايونتتات والتترقم 

الهيتتتتةرو ين . واستتتتتلامل  الانزيمتتتتات المحللتتتتة 

 N-acetyl glucoseللكتتايتين لانتتتا  الستتكر 

amine  ولهتتذه المركبتتات اهميتتة فتت  انتتتا  متتواد

كيمياويتتة وعقتتاقير طبيتتة ف تتلا عتتن استتتلاماله فتت  

 صناعة المنتنات الغذائية. 

لقة حظ  الكايتينيز المنتج من البكتريا والف ريتات 

باهمية كبيرة ف  تحليل هياكتل الحشترات وازالتهتا 

من البيئتة ف تلا عتن المنتالات ال بيتة واللالا يتة 

ل استتتتخةامها فتتت  عتتتلا  الامتتترا  الف ريتتتة مثتتت

(Antifungal drug) [5]. 

 

 المواد وطرائق العمـل:  
عتتزلات  تتاهزة متتن خميتترة  5تتتم الحصتتول علتتى 

Saccharomyces cerevisiae    متتتتن نمتتتتا

خميتتترة الخبتتتز متتتن الاستتتواا المحليتتتة، وا ريتتت  

بلاض الاختبتارات والفحوصتات التشخيصتية لهتذه 

 السلالات وت من :

درستتتت  صتتتتفات المزرعتتتتة المزرعففففة: صفففففات 

 YEPDللاتتتزلات الخميتتترة لتنميتهتتتا علتتتى وستتتا 

ستتتاعة  48م لمتتتةة  30ْالصتتتلح وح تتتنها بةر تتتة 

ولتتتتوحل شتتتتكل المستتتتتلامرات ولونهتتتتا وقوامهتتتتا 

وارتفاعهتا ورائحتهتتا وزيرهتتا متتن الصتتفات للت كتتة 

 .[6]من تشخيصها 

ا تتترى الفحتتته المنهتتترى الفحفففل المي:فففر : 

ملااتهتتتتا وطتتتترا لملاحظتتتتة اشتتتتكال الخلايتتتتا وتن

تكا رهتتا بمتتز   تتزل متتن المستتتلامرات متتف ق تترة 

من صبغة المثيل الازرا على شريحة ز ا ية  م 

وضتتف عليهتتا ز تتال الشتتريحة وفحصتت  بتتالمنهر 

  .X 40بقوة تكبير ف

 

 * كلية اللالوم / قسم علوم الحياة
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 الاوساط المستخدمة في انتاج الكايتينيز:
الاوستتتتتاط الستتتتتائلة المستتتتتتلاملة لتنميتتتتتة  -1

مل : استتتتلا[7]الخميتتترة وانتتتتا  الانتتتزيم 

الوستتا الستتائل الحتتاوى علتتى المكونتتات 

الاساستتتتية الاتيتتتتة متتتتف تغييتتتتر المصتتتتةر 

و  NaClزتتتم  0.5النيترو ينتتت  با ابتتتة 

 yeastزتتتتتم  0.5و MgSo4زتتتتتم 1

extract  0.5و %Colloidal 

chitin  زم 1وK2HSO4 زم    0.5و

Trypton    متتتتل متتتتن المتتتتال  100فتتتت

 6المق ر وعةل الرقم الهيةرو ين  الى 

 الموصةة.وعقم الوسا ب

ح تتتتتترت الاوستتتتتتاط متتتتتتن المكونتتتتتتات 

المذكورة مف استبةال التربتون بمصتادر 

نيترو ينية مختلفة ه : كازايين وببتتون 

 %.0.5و يلاتين وبالتركيز نفسه 

وستتتتتتا خلاصتتتتتتة الخميتتتتتترة والببتتتتتتتون  -2

يحتتتتتتوى  YEPD  [8]والةكستتتتتتروز ف

 20الوسا على المكونات الاتيتة: با ابتة 

 yeast extractزتتم 10زتتم كلوكتتوز و

فتت  المتتال المق تتر  Tryptonزتتم  20و

واكمتتتل الحنتتتم التتتى لتتتتر وعتتتةل التتترقم 

وعقتتتم بالموصتتتةة  5الهيتتتةرو ين  التتتى 

حيتتتث استتتتخةم هتتتذا الوستتتا فتتت  تنشتتتيا 

 وتشخيه وتنمية عزلات الخميرة.

 اوساط التخمر الصلبة: -3

زتم متن كتل 15ح رت الاوساط بوزن 

متتتن نخالتتتة الحن تتتتة والتتتذرة الصتتتتفرال 

ة واضتيك اليهتا الم حونة كتلا علتى حتة

مليلتتتر متتن المتتال المق تتر لترطيتتح  50

% متتتن الكتتتايتين 1الوستتتا متتتف اضتتتافة 

الغتتروى،  تتم عتتةل التترقم الهيتتةرو ين  

، عقمت  الاوستاط بالموصتةة لمتةة 6الى 

 ربف ساعة.

تتتتتم استتتتتتخلا  اسففففتخلان الانفففففزيم: 

الانتتتزيم متتتن المتتتزار  الستتتائلة بلاتتتة نبتتتذ 

دورة / دقيقتتتة  4500المزرعتتة بستتترعة 

دقيقتتة، اختتذ الرائتتق التتذى يمثتتل  15لمتتةة 

الانتتتزيم الختتتام وقتتتةرت فلااليتتتة الانتتتزيم 

وتركيتتتتز البتتتتروتين وحستتتتب  الفلااليتتتتة 

النوعيتتة فوحتتةة/ ملغتتم بتتروتين . اتبلاتت  

لتقتتتتةير الانتتتتزيم وطريقتتتتة  [9]طريقتتتتة 

 لتقةير البروتين.[10]

 دراسة العوامل المؤثرة في انتاج الكايتينيز:
 مةة الح انة: -1

تنتتتة  تتتم لقتتت  وستتتا نشتتت   الخميتتترة المن

% 0.5  الستتائل المحتتتوى علتتى YEPDف

مليلتر من عالق الخميرة.  2من الكايتين و 

م  30ْح تتتن  المتتتزار  الستتتائلة بةر تتتة 

  ايتتتام، 7-3لمتتتةة زمنيتتتة تراوحتتت  بتتتين ف

فصل  الخلايا بنبذها بناز النبتذ المركتزى 

دورة بالةقيقتتتة لمتتتةة ربتتتف  4500بستتترعة 

لااليتة ساعة لكتل متةة ح تانة  تم قيست  الف

الانزيمتتتة وتركيتتتز البتتتروتين فتتت  الرائتتتق 

 المتكون على التوال .

 ت  ير در ة الحرارة ف  انتا  الكايتينيز: -2

نش   الخميرة بزرعهتا فت  وستا المترا 

م  30ْوح تتتن  بةر تتتة  YEPDالستتتائل 

ستاعة. لقت  وستا الانتتا  الستائل  18لمةة 

مليليتر متن عتالق الخميترة وح تن   2ب 

 30و 25و 20ف بتتةر ات حراريتتة مختلفتتة

ايتتام  تتم استتتخله الانتتزيم  6  ْم لمتتةة 35و

متتن المزرعتتة بلاتتة نبتتذها وقيستت  الفلااليتتة 

 الانزيمية وتركيز البروتين.

تتتتتت  ير التتتتترقم الهيتتتتتةرو ين  فتتتتت  انتتتتتتا   -3

 الكايتينيز:

نشتتتتت   الخميتتتتترة فتتتتت  الوستتتتتا الستتتتتائل 

ستتتاعة.  18م لمتتتةة  30ْوح تتتن  بةر تتتة 

 لق  وسا الانتتا  الستائل المح تر بارقتام

 10-4هيةرو ينيتتة مختلفتتة تراوحتت  بتتين 

مليلتر من عالق الخميترة   تم ح تن   2ب

ايتتام. رستتب  الخلايتتا  6م لمتتةة  30ْبةر تتة 

وقيستتتتتت  الفلااليتتتتتتة الانزيميتتتتتتة وتركيتتتتتتز 

البتتتروتين وحستتتب  الفلااليتتتة النوعيتتتة فتتت  

 الرائق

 ت  ير تركيز الكايتين: -4

ح تتر وستتا الانتتتا  بتراكيتتز مختلفتتة متتن 

  %  تتم 1.5-0.5ف الكتتايتين تراوحتت  متتن

مليلتر من لقتاح الخميترة وح تن  2لق  ب

ايتام.  فصتل  الخلايتا  6م لمةة  ْ 30بةر ة 

بالنبذ المركزى وقيست  الفلااليتة الانزيميتة 

 وتركيز البروتين ف  الرائق المتكون.

 

 ـشة:النتائج والمناق
تباين  سلالات الخميترة الخمستة فت  قتةرتها علتى 

الصتتلبة واظهتترت  انتتتا  الكتتايتينيز فتت  الاوستتاط

اي ا تفاوتا فت  الانتتا  فت  وستا الكتايتين الستائل 

 . بينتت  النتتتائج ان انتا يتتة الانتتزيم متتن 1 تتةول ف

وحتتةة /ملغتتم  1.9 -1هتتذه الستتلالات تتتتراوح بتتين 

بتتتتتتتتتتتروتين وتميتتتتتتتتتتتتزت ستتتتتتتتتتتلالة الخميتتتتتتتتتتتترة 

Saccharomyces cerevisiae S4  بانتا يتتة

اعلتتى متتن زيرهتتا ربمتتا تلاتتود التتى نشتتاط النينتتات 

مستتت لة عتتتن تشتتتفير الانتتتزيم. و تتتة ان خميتتترة ال

Kluyveromyces lactis   وحتةة  0.9قة انتنت

/ملغتتتم بتتتروتين فتتت  وستتتا الكتتتايتين الستتتائل عنتتتة 

 .[11]ايام  7م لمةة  28ْح نها بةر ة 

اشارت نتائج دراسات اخرى الى اختتلاف الانتتا  

من الانوا  والسلالات المختلفة مثلا سلالة بكتريتا 

Enterobacter aerogenes   التتتتت  انتنتتتت

عنة  [12]وحةة/ ملغم بروتين  2.8الانزيم بفلاالية 
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زرعها ف  وسا الكايتين السائل وح تنها بةر تة 

 ايام. 3م لمةة  30ْ

 

( انتفففاج انفففزيم الكفففايتينيز مفففن خميفففرة 1جفففدو   

Saccharomyces cerevisiae 

 رمز العزلة

الفعالية النوعية 

وحدة / ملغم 

 بروتين

S1 1 

S2 1.2 

S3 1.4 

S4 1.9 

S5 1.6 

  

A-   انتتتتا  الانتتتزيم فتتت  اوستتتاط التخمتتتر الستتتائلة

  S4لسلالة 

استلامل  اوساط سائلة تحتوى مصتادر نترو ينيتة  

مختلفة ف  انتا  الكتايتنيز بينت  النتتائج الموضتحة 

  ان اعلتتى فلااليتتة نوعيتتة كانتت  فتت  1فتت  الشتتكل ف

 4.1الوستتتتا الحتتتتاوى علتتتتى النيلاتتتتتين وبلغتتتت  

بتتروتين. واظهتترت اوطتت  انتا يتتة فتت   وحتتةة/ملغم

 0.94الوستتتا الحتتتاوى علتتتى التريبتتتتون وكانتتت  

 وحةة/ملغم بروتين.

يت   من النتائج ان اضافة النيلاتيبن الى الوسا 

يةعم نمو الخميرة وانتا  الانزيم بشكل اف ل متن 

بقيتتة المصتتادر النترو ينيتتة المستتتلاملة وهتتو متتن 

لكائن. وتتلائم المواد المشنلاة للنمو الت  يحتا ها ا

هذة النتائج مف نتائج دراسة اخرى استهةف  انتتا  

  Enterobacter Sppالكتتتايتنيز متتتن بكتريتتتا 

استخةم فيها الوسا الحاوى على النيلاتين وبلغ  

. [13] وحتةة/ملغم بتروتين 3.9 الفلااليتة النوعيتة

التتذى ا بتت   [14] وتتفتتق هتتذه النتتتائج متتف متتا كرة

فت  وستا النيلاتتين  و ود فلاالية واضحة للانتزيم

 .Serratia marcescenaseلبكتريا 
B-  : انتا  الانزيم ف  اوساط التخمر الصلبة 

استلامل ا نان من اوساط التخمر الصتلبة ح ترت 

من مواد نباتية او مخلفاتها لملارفتة متةى ملائمتهتا 

 Saccharomycesلانتتا  الكتايتنيز متن اللازلتة 

cerevisiae S4   حيتتث احتتتوت هتتذه الاوستتاط

%. وقتة اع تى وستا التذرة 1لى الكايتين بنسبة ع

  وقتة 2ف انتا يتة اعلتى قياستا بوستا النخالتة شتكل

ير تتف الستتتبح التتتى احتوائتتته متتتواد كربوهيةراتيتتتة 

وبروتينية ملائمة لنمو الكائن وانتا  الانتزيم حيتث 

تحتوى بذور الذرة الةاخلة ف  تكوين الوستا علتى 

 تلا % الياف النش  وسكر ف2بروتين خام و  7-9

 .[15]عن عوامل النمو الاخرى 

ف  هذه الةراسة استخةم  تخمرات المواد الصلبة 

لانتتتتا  الانتتتزيم لنوانتتتح اهمهتتتا ملائمتهتتتا للنمتتتو 

وكونهتتا متتواد طبيلايتتة زنيتتة بمت لبتتات النمتتو مثتتل: 

الكربوهيةرات والبروتينتات ف تلا عتن انهتا متواد 

متتتوافرة بكلتتك مناستتبة ويمكتتن استتتلامالها لانتتتا  

 الانزيم بن اا واسف.

استتتخةم  التخمتترات الصتتلبة لانتتتا  اللاةيتتة متتن 

ات والمواد المفيةة فت  الصتناعات الغذائيتة الانزيم

 Aspergillusمثل انتتا  انتزيم الامليتز متن ف تر

niger     عنة تنميتها على اوساط التخمتر الصتلبة

 .[16]شمل  نخالة الحن ة والذرة الصفرال 

 

 الظروف المثلى لانتاج الكايتنيز :

بلاتدة ان ح تدن  الاوسدتداط  درجة الحفرارة: -1

 Saccharomyces الملقحتتتتدة باللادتتتتدزلة

cerevisiae S4    بةر ات مختلفة تراوحت

مْ. بينتتتتت  النتتتتتتائج ان در تتتتتة  35- 25بتتتتتين 

الحرارة الاف ل لانتتا  الكتايتنيز تكتون عنتة 

  وبلغتتتتت  الفلااليتتتتتة النوعيتتتتتة 3مْ شتتتتتكل ف30

وحتتةة/ملغم  1.5 للانتتزيم فتت  هتتذه الةر تتة

بتتتتروتين وبتتتتةلت الفلااليتتتتة بالانخفتتتتا  متتتتف 

تتفتق هتذة النتتائج متف ارتفا  در ة الحرارة. 

بانتتتا  الكتتايتنيز متتن بكتريتتا  [17]ما تتال بتته 

Enterobacter Spp     مْ 30حيتتث كانتت

وحةة/ ملغم  1.2وفلاالية نوعية للانزيم بلغ  

بروتين. حيث ان لةر ة الحرارة ت  يرا مهما 

ف  انتا  وتركيح الانزيمات وارتفتا  در تة 

الحرارة عن الحة الملاين قة ي دى التى متوت 

لكتتائن وتوقتتك انتتتا  الانتتزيم وتغيتتر تركيتتح ا

 .[18]الانزيم وتثبيا عمله 

 لوحل عنة تنمية عزلة الرقم ال:يدروجيني:  -2

Saccharomyces cerevisiae S4    فت

وسا السائل ب رقام هيةرو ينية مختلفة شكل 

كتتان الاف تتل  6  ان التترقم الهيتتةرو ين  4ف

 1.4 لانتا  الانزيم واع ى انتا ية مقتةارها

حتتةة/ملغم بتتروتين وكتتتان اف تتل متتن بقيتتتة و

الارقتتتتام الهيةرو ينيتتتتة بينمتتتتتا كتتتتان التتتتترقم 

الهيتتةرو ين  الاف تتل لانتتتا  الكتتايتنيز متتن 

Bacillus cereus   فت  حتين [19] 7هتو .

ان التتتتترقم الهيتتتتتةرو ين  الاف تتتتتل لانتتتتتتا  

 Pseudomonas الانتتتتتتزيم متتتتتتن 

aeruginosa  [20] 5.5كان. 

ا  الكتتايتينيز تمتت  متابلاتتة انتتتمففدة الحنففانة:  -3

-1من اللازلة ا نال مةة ح انة تراوح  بين 

ايتتتتام. اظهتتتترت نتتتتتائج ان اعلتتتتى انتا يتتتتة  4

للانزيم كانت  فت  اليتوم الثالتث متن الح تانة 

 ، 5وحتةة/ ملغتم بتروتين شتكل ف 1.8وبلغت  

وبةلت نقل عنة اليوم الرابف بينما كان  اعلتى 

فلااليتتتتتة للانتتتتتزيم متتتتتن البكتريتتتتتا الخي يتتتتتة 

Streptomyces spp.   فتتت  اليتتتوم الثتتتان
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وحتتةة /  1.1عشتتر وبلغتت  الفلااليتتة النوعيتتة 

. بينما ان انتزيم الكتايتينيز [21]ملغم بروتين 

تصتتل  .Enterobacter Sppمتتن بكتريتتا 

ايتام متن  3اعلى انتا ية ف  طور الثبات بلاتة 

وحتتةة /ملغتتم بتتروتين  4.5الح تتانة وكانتت  

[6]. 

ين درت تتت  ير تركيتتز الكتتايتتركيفز الكففايتين:  -4

لانتتتتتتتتتتتتتتا  الانتتتتتتتتتتتتتزيم متتتتتتتتتتتتتن بكتريتتتتتتتتتتتتتا 

Saccharomyces cerevisiae S4 
ولتتوحل ان اعلتتى فلااليتتة نوعيتتة للانتتزيم هتت  

  عنتتتة 6وحتتتةة /ملغتتتم بتتتروتين شتتتكل ف 1.9

% متن الكتايتين الغتروى فت  الوستا 2و ود 

 تتتتم تناقصتتتت  تتتتتةرينيا عنتتتتة زيتتتتادة تركيتتتتز 

وحتتتةة/ملغم بتتتروتين عنتتتة  0.6الكتتتايتين التتتى 

بتتتروتين وهتتتذا متتتا  وحتتتةة /ملغتتتم 1.5تركيتتتز 

اكةتتته دراستتة اختترى لانتتتا  الكتتايتينيز متتن 

  Saccharomyces cerevisiaeخميتترة 
بينما اشارت دراسة اخترى ان الانتتا   [22]

 Bacillus cereusالامثتتتل للانتتتزيم متتتن  
 [23]% من الكايتين 0.5تكون عنة تركيز 

 

 
(: تفثثير المصفادر النتروجينيفة المختلففة 1شكل  

كفففففايتينيز مفففففن سفففففلالة خميفففففرة علفففففى انتفففففاج ال

Saccharomyces cerevisiae S4. 
 

 
(: تثثير طبيعة الوسف  الصفلف ففي انتفاج 2شكل  

 Saccharomycesانتاج الكايتينيز من خميفرة 

cerevisiae S4. 
 

 
-20(: تففثثير درجففات حففرارة مختلفففة  3شففكل  

( مْ فففففففي انتففففففاج الكففففففايتينيز مففففففن خميففففففرة 35

Saccharomyces cerevisiae S4. 
 

 
( تفففاثير الفففرقم ال:يفففدروجيني ففففي انتفففاج 4شفففكل  

 الكايتينيز المنقى جزئيا من الخميرة

 

 
( تاثير مدة الحنانة ففي انتفاج الكفايتينيز 5شكل  

 من الخميرة
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ففففي انتفففاج  تركيفففز الكفففايتين( تفففاثير 6شفففكل  

 الكايتينيز من الخميرة
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Detection of the Typical Condition of chitinase Production 

from the Yeast Saccharomyces cerevisiae S4 
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Abstract: 
 Five Saccharomyces cerevisiae isolated from the ability of chitinase 

production from the isolates were studied. 

 Quantitative screening appeared that Saccharomyces cerevisiae S4 was the 

highest chitinase producer specific activity 1.9 unit/mg protein. The yeast was culture 

in liquid and solid state fermentation media (SSF). Different plant obstanases were 

used for (SSF) with the chitine, while liquid media contained chitine with the 

diffrented nitrogen source. The favorable condition for chitinase producers were 

incubated at 30 ºC at pH 6 and 1% colloidal chitine.   

 

 


