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 في إنتاج إنزيم اللايبيز  Aspergillus nigerدراسة كفاءة عزله محمية لمفطر 
 7ذكرى احمد حمادة،  1خميل ابراهيم بندر،  1سيف طالب جاسم

 فسـ عموـ الحياة ، كمية العموـ ، جامعة تكريت ، تكريت ، العراؽ     1
 كمية الطب ، جامعة تكريت ، تكريت ، العراؽ 2

( 2012/  10/  1   تاريخ القبول: ---- 2012/  5/  22   تاريخ الاستلام:)   
 الممخص

 ,Aspergillus niger, Aspergillus flavusىي :  تعود إلى الانواع  Aspergillusالجنس مفعزلة محمية  17تـ عزؿ وتشخيص 

Aspergillus fumigatus اللايبيز باستخداـ طريقة الاوساط الصمبة الحاوية  . والكشؼ عف قابميتيا عمى افراز انزيـ والتربة . مف البذور الزيتية
المعزولة مف بذور الفستؽ بوصفيا أفضؿ عزلة محمية منتجة لأنزيـ اللايبيز  Aspergillus niger( 1وانتخبت عزلة الفطر)Tween 80عمػى مادة 

نتاجيا للإنزيـ خضػعػػت لمجموعة مف التجارب وذلؾ الملايبيز، و  لانزيـ  حققت أعمى نمو وأفضؿ إفرازإذ  لتحديد الظروؼ المثمى لنمو العزلة وا 
أظيرت  إذوتمت تنقيتو  دورة/دقيقة 5000ْـ وبسرعة 4بدرجة حرارة  استخمص انزيـ اللايبيز بالنبذ المركزي المبرد باستخػػػػداـ الأوساط السائمة. 

%( واف النسبة 20-80بممح كبريتات الامونيوـ بنسبة إشباع تراوحت بيف)بالترسيب  .A. nigerةتنقية إنزيـ اللايبيز المنتج مف العزلة المحميػ خطوات
%، 93.15مرة وحصيمة إنزيمية2.16 بعدد مرات تنقية  بروتيف وحدة/ممغـ 22.76% ىي الأفضؿ في الترسيب إذ أعطت فعالية نوعية قدرىا 60

 58.29لى زيادة نقاوة الإنزيـ إذ ارتفعت الفعالية النوعية إلىإ DEAE-Celluloseوأدى إمرار المحموؿ الإنزيمي عمى عمود المبادؿ الأيوني 
%. جمعت الأجزاء التي أظيرت فعالية إنزيمية عالية وأخضعت 66.02مرة وبحصيمة إنزيمية  5.54وعدد مرات تنقية إلى بروتيف  وحدة/ممغـ 

وعدد مرات بروتيف وحدة/ممغـ  66.92طوة فعالية نوعية أعطت ىذه الخ Sephacryl-S300لعممية الفصؿ بطريقة الترشيح اليلامي بعمود ىلاـ 
 كيمودالتوف. 28.840بمغ الوزف الجزيئي للاتزيـ المنقى  %.40.36مرة وحصيمة إنزيمية مقدارىا  6.36تنقية 

 المقدمة :
مف الإنزيمات التي تعمؿ عمى التحمؿ   lipasesتعد اللايبيزات  

لغير ذائبة في الماء خلاؿ المائي للاصرة الاسترية لممادة الاساس ا
التداخؿ السطحي بيف المادة الاساس وسطح الماء وىذا يساعد في 
تحمؿ الكميسريدات الثلاثية طويمة السمسمة الى كميسريدات احادية 

 [2-1]وثانوية والتي تحرر الدىوف والكميسروؿ 
يعد عمـ تكمنولوجيا الآنزيمات مف العموـ الحيوية التي ارتبطت ارتباطاً  

والحيواف والنبات  للإنسافحي الاحيائية والفسيولوجية اوثيقاً بالنو 
 .[3]والاحياء المجيرية 

إف ىذه الانزيمات المحممة لمدىوف واسعة الانتشار في الطبيعة إذ انيا  
تنتج مف الاحياء المجيرية المتمثمة بالبكتريا والفطريات ومف اىـ 

 .Aspergillus spو .Mucor sp و .Rhizopus spالفطريات 
والتي تَعدّ مف مصادر اللايبيز الفضمى وذلؾ   .Fusarium spو

لإمكانية السيطرة عمى انتاجيا مف خلاؿ سيولة السيطرة عمى البيئة 
التي تنمو فييا وسيولة تكاثرىا  وايضاً امكانية احداث الطفرات عمييا 

 [.5-4]لتنتج تمؾ الانزيمات 
تقانة الحيوية والتطبيقات الصناعية إذ ولإنزيـ اللايبيز دورٌ كبيرٌ في ال

اشتممت عمييا تطبيقات ميمة في مجالات صناعية حتى اصبحت 
اىميتيا تفوؽ اىمية استخداـ البروتيز وانزيـ الاميميز وخاصة في 
مجاؿ الكيمياء العضوية الصناعية وعمميات تحسيف النكية لممواد 

اء المستعمؿ في الغذائية ،إذ يدخؿ في صناعة الاجباف وتحضير الغذ
ويدخؿ في صناعة الدىوف وصناعة الورؽ [. 6]الحمية الغذائية 

كذلؾ يتميز [. 7]والجمود والمنسوجات وصناعة مساحيؽ التنظيؼ
بتطبيقاتو الطبية واستعمالو في انتاج المواد الصيدلانية والكيميائية 

ويستخدـ في معالجة مياه الصرؼ الصحي والنفايات والتحميؿ الحيوي 
 [.8]بلاستيؾلم
لعزؿ  وعينات مف التربة  تـ في ىذا البحث استغلاؿ البذور الزيتية 

ىذه الفطريات المعزولة عمى افراز انزيـ ابمية قالفطريات واختبار 
اللايبيز ومعرفة العزلة الكفؤة في انتاجيا ليذا الانزيـ مف خلاؿ تغير 

لوسط بعض الظروؼ الزرعية . وبعد ذلؾ تـ انتاج اللايبيز في ا
 و بعدة طرائؽ وتحديد الوزف الجزيئي لو .يتالسائؿ ثـ استخلاصو وتنق

 المواد وطرائق العمل :
 :من البذورالفطريات  وتشخيص عزل -1
الفستؽ ، الفسؽ الحمبي ، الكازو،  البذور الزيتية  بعض جمعت 

 الحنفية بماء غسمت الجمع وبعد .مف الاسواؽالجوز، السمسـ، والموز 
وعقمت سطحياً بغمرىا  البذور أخذت ثـ والاتربة الشوائب مف لمتخمص

 Sodium( NaOCl% ىايبوكمورات الصوديوـ )1بمحموؿ 

hypochlorite solution  لمدة دقيقة واحدة وفي ظروؼ معقمة ثـ
عمى الاطباؽ الحاوية البذور غسمت القطع بالماء المقطر المعقـ ووزعت 

 Potato Dextrose agar الدكستروزعمى وسط اكار البطاطا و 
(PDA المعقـ والمضاؼ الييا المضاد الحيوي )Streptomycin 
 جزء بالمميوف( وحضنت الاطباؽ في الحاضنة بدرجة حرارة 100)
وبالاعتماد عمى المفاتيح التصنيفية  .[9] اياـ 7( ْـ لمدة ±1  28)
 [ تـ تشخيص الفطريات المعزولة مف البذور. 10-12]

 ات من التربة : الفطري وتشخيص عزل -2
في  الجامعة سـ مف تربة حديقة 5 - 2تـ إزاحة الطبقة العموية بحدود 

و [ 13واتبعت طريقة التخافيؼ المتسمسمة وفقاً لما جاء بو ]تكريت ، 
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نُشر باستخداـ الناشر الزجاجي في طبؽ بتري يػحتوي عمى وسط 
(PDAالمعقـ مضاؼ اليو المضاد الحيوي كمورامفينيكوؿ بتركي ) ز
( مكررات/عينة. وضعت الاطباؽ في 3( مايكروغراـ/مؿ وبواقع )10)

 28حاضنة عند درجة حرارة ) ( اياـ بعدىا  (2-8ـ( لمدة  ْ 1
إلى فحصت المستعمرات النامية ثـ اجريت عممية نقؿ الفطريات النامية 

شخيص واعتمدت عمى المفاتيج التصنيفية في ت . (PDAوسط )
 [.12-10فطريات المعزولة مف التربة ]ال
 :الأوساط الزرعية  -7

بوساطة تحمل مادة : وسط الكشف عن افراز انزيم اللايبيز  1-3
Tween 80  

لتحضير الوسط الزرعي  [14-15]اعتمدت الطريقة الموصوفة مف قبؿ 
، كموريد 8:الببتوف (الخاص والذي يتكوف مف المكونات التالية )غـ/لتر

 Tween 80و 20ارػػػػػ، اكCaCl2.2H2O 0.1ي ػػػػػػػػػائػػػمػػوـ الػػػػػسيػالػػػػالك

 Poly Oxyethylene Monooleite)  )10   إذابة تـ ، ومؿ 
الببتوف و كموريد الكالسيوـ المائي والاكار في كمية مف الماء المقطر 

مع رفع درجة حرارة  Magnetic stirrerمغناطيسي  محرؾباستخداـ 
لتر، وضبط الأس الييدروجيني الابتدائي  إلىالحجـ  أكمؿالمزيج ثـ 

 Tween 80 ، وتـ تعقيـ مادة(Autoclave)وعقـ الوسط  5.6عند 
 80مادة التفاعؿ إضافةبصورة منفردة في قنينة زجاجية، ثـ تـ 

Tween يوي ػػػػضاد الحػػػالمعقمة والمStreptomycin وسط  إلى
رؾ الوسط وبيدوء ؼ معقمة ثـ حُ التفاعؿ المعقـ بعد اف يبرد وفي ظرو 

بصورة متجانسة  Tween 80 ليتـ توزيع مادة التفاعؿ 8عمى شكؿ رقـ
وتركت لحيف تصمب  وبصورة متساوية الإطباؽفي الوسط ، صبت 

  Aspergillus nigerالفطر لقحت الاطباؽ بعزلات مف  الوسط .
ح لسطح المقاح منيا بواسطة الطعف اي بملامسة ابرة التمقي وذلؾ بأخذ

المستعمرة الفطرية ونقمت ابرة التمقيح بيدوء الى الاطباؽ الحاوية عمى 
وسط الكشؼ واستخدمت ىذه الطريقة لمتمقيح وذلؾ لصعوبة الحصوؿ 
عمى مستعمرة واحدة فقط داخؿ الطبؽ حيث اف ىذا الفطر لو القابمية 

 عمى تكويف عدة مستعمرات داخؿ الطبؽ.
حسب ما اياـ،  5( ْـ لمدة 1±  28بعدىا حضنت الاطباؽ بدرجة )

اف الكشؼ عف افراز انزيـ اللايبيز يتـ  [14] جاءت بو دراسة سابقة 
 بتكويف راسب ابيض تحت المستعمرة الفطرية النامية وحوليا.

 : عمى الوسط الغذائي السائل : انتاج الانزيم2-3
أنزيـ اللايبيز  لإنتاجاستخدـ الوسط الغذائي السائؿ الخاص 

فوسفات / لتر( :غـ) والذي يتركب مف [17] وؼ مف قبؿوالموص
، كبريتات  10، كبريتات الأمونيوـ   12 الصوديوـ ثنائية الييدروجيف

، 2الييدروجيف  أحادية، فوسفات البوتاسيوـ 0.3المغنيسيوـ المائية
الوسط المصدر الكاربوني في  إضافة. وتـ  0.25وكموريد الكالسيوـ 

 6.0ثـ ضبط الاس الييدروجبني عند ( رلت /مؿ 20زيت الزيتوف)
ع وحامض الييدروكموريؾ 1باستخداـ محموؿ ىيدروكسيد الصوديوـ 

 100، حيث تـ توزيع الوسط الغذائي في دوارؽ مخروطية سعة ع 1
مؿ لكؿ دورؽ وبمعدؿ ثلاثة مكررات لكؿ معاممة  50مؿ بمقدار 

ثـ  لمنيوـالأوسدت الدوارؽ باستخداـ سدادات قطنية وغمفت برقائؽ 
ْـ  121رارة ػودرجة ح  بار1.5عند الضغط  المعقاـعقمت بجياز 

بعد التعقيـ تركت الدوارؽ لتبرد ثـ لقحت في ظروؼ ،دقيقة  15ولػمدة 
10×5معقمة بعالؽ سبورات الفطر المحضر بتركيز 

سبور/ مؿ مف   5 
مستعمرة بعمر اسبوع، وبعد التمقيح وضعت الدوارؽ في الحاضنة 

دورة/ دقيقة حسب فترة  120ند درجة الحرارة المطموبة وبمعدؿ اليزازة ع
 .التحضيف المطموبة

 تحضير العالق السبوري:  -4
 .[18-19]حسب ما جاءت بو دراسة حضر عالؽ سبورات الفطر  
 قياس فعالية انزيم اللايبيز : -5

 .[19تـ قياس فعالية انزبـ اللايبيز حسب ما جاءت بو دراسة سابقة ]
 :اب فعالية انزيم اللايبيزاحتس6 :

 -وكما يمي :[ 20]حسبت فعالية انزيـ اللايبيز وفقاً لما جاء بوِ  
VT – VB = Lipase activity in (Tietz and Fiereck) 

Unit/ml 
 -حيث اف :

 = VT  حجـ محموؿ ىيدروكسيد الصوديوـ المستعمؿ في تسحيح
 نموذج الاختبار.

VB وـ المستعمؿ في تسحيح = حجـ محموؿ ىيدروكسيد الصودي
 نموذج السيطرة. 

 ويمكف تحويؿ ىذه الوحدات إلى وحدات عالمية :
    -حيث اف :

1.0(Tietz-Fiereck)Unit/ml = 0.278 U/ml 
or= 280u/ml 

 تقديرتركيزالبروتين : -7
 [.21وصفت في دراسة سابقة ]

 : Enzyme Isolationعزل الإنزيم 9 :
لبروتيف بأسموب وتقدير فعاليتة وتركيز اأًجريت عممية العزؿ للإنزيـ  

عمى التوالي. جمع الراشح الذي 7و 6و 5الفقرتيف  مطابؽ لما ورد في
يمثؿ الإنزيـ الخاـ لانزيـ اللايبيز، واستخدـ في خطوات التنقية 

 اللاحقة.
   Lipase Purification تنقية إنزيم اللايبيز 10 :

نيوم في تركيز إنزيم تأثير نسب التشبع بكبريتات الامو 1-10 : 
 :اللايبيز

أُستعممت نسب مختمفة مف كبريتات الامونيوـ لتحديد نسبة الإشباع 
 20المثمى لتركيز المحموؿ الإنزيمي الخاـ، وأُستعممت نسب إشباع )

( % وأضيفت التراكيز المحضرة  80و 70و  60و  50و  40و  30و
التحريؾ المستمر مع   ْـ 4بصورة تدريجية في حماـ ثمجي بدرجة حرارة 

عمى جياز المحرؾ المغناطيسي، أُجريت بعد ذلؾ عممية النبذ المركزي 
دورة/دقيقة لمدة نصؼ ساعة وعند درجة الحرارة أعلاه،  5000بسرعة 

مولاري  0.2بتركيز Tris-HClأُذيب الراسب بوساطة المحموؿ المنظـ 
تسحيح ، وقُدرت الفعالية الإنزيمية بطريقة ال7.0ورقـ ىيدروجيني 

 وتركيز البروتيف عند كؿ خطوة مف مراحؿ الترسيب.
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 :تنقية الأنزيم باستعمال المبادل الأيوني2-10 :
 DEAE–Cellulose (Diethylaminoethyl-Cellulose)    
 : حضر المبادؿ الأيوني تبعاً لمطريقة  تحضير المبادل الأيوني

 . [22]التي قاـ بوصفيا

 -ي:وأجريت التنقية كما يم        
أُضيؼ المستخمص الإنزيمي المركز مف خطوة الترسيب بكبريتات  .1

 بعناية.  DEAE-Celluloseالامونيوـ عمى عمود المبادؿ الأيوني 

 مممتر/ دقيقة. 1نُظمت سرعة الجرياف لتكوف  .2

 .غُسمت مادة المبادؿ بضعؼ حجميا بوساطة محموؿ الموازنة  .3

الاسترداد طة محموؿ أًستردت الأجزاء المرتبطة بسطح المبادؿ بوسا .4
مممتر/ساعة بوساطة  60مممتر/جزء وبمعدؿ جرياف  5وجمعت بواقع 

 التدرج الممحي الخطي.

تَمت متابعة تركيز البروتيف في الأجزاء المنفصمة بقياس  .5
 نانوميتر. 280امتصاص الضوء عند طوؿ موجي 

قُدرت الفعالية الإنزيمية للأجزاء المستردة وجمعت بعدىا الأجزاء  .6
ي أظيرت فعالية إنزيمية وقيس حجميا ووضعت في الثلاجة الت

 لاستعماليا في المراحؿ اللاحقة.

  Sephacryl –S300: الترشيح الهلامي باستعمال عمود3-10
تييئة العمود وموازنة العمود وحسب ما جاءت بو دراسة سابقة  بعد
 -[ اتبعت الخطوات التالية في أجراء تنقية الانزيـ:22]

موؿ الإنزيمي المستحصؿ مف خطوة التبادؿ الأيوني أُضيؼ المح .1
 بعناية. Sephacryl – S300السابقة إلى عمود 

 مممتر/ دقيقة. 0.6نُظمت سرعة الجرياف لتكوف  .2

 36بمعدؿ جرياف مقداره  الاستردادأُسترد الإنزيـ بإضافة محموؿ  .3
 مممتر/جزء. 3مممتر/ساعة، وجمعت الأجزاء المفصولة بواقع 

تركيز البروتيف في الأجزاء المنفصمة بقياس  تَمت متابعة .4
 نانوميتر. 280امتصاص الضوء عف طوؿ موجي 

قُدرت الفعالية الإنزيمية للأجزاء المستردة وجمعت بعدىا الأجزاء  .5
التي أظيرت فعالية إنزيمية وقيس حجميا وحفظت في الثلاجة 

 لاستعماليا في المراحؿ اللاحقة.

 يم اللايبيز الجزيئي لإنز تقدير الوزن 11 :
قُدر الوزف الجزيئي للإنزيـ باستعماؿ طريقة كروماتوغرافيا الترشيح 

وتحت الظروؼ نفسيا  Sephacryl-S300عمود  ؿاليلامي وباستعما
مف خمسٌ  تواستخدم( 10-3السابقة)في الفقرة  إلييا أشيرالتي 

البروتينات القياسية لرسـ العلاقة بيف لوغاريتـ الوزف الجزيئي وحجـ 
التي اعتمدت لتقدير الوزف الجزيئي  ( Ve\Voلاسترداد/حجـ الفراغ)ا
 ىي: القياسية البروتيناتو 

 الوزن الجزيئي ) دالتون( البروتين
Ribonuclease A 13700 

Chymotrypsinogen 25000 

Ovalbumin 43000 

Bovine serum albumin 67000 

Phosphorelase b 94000 

  مف محموؿ مترمم 1كؿ بروتيف في ممغـ مف  5وحضر بإذابة 
(pH=8.5)  Tris-Hcl.  مرر محموؿ كؿ بروتيف مف البروتينات و

عمى العمود واسترد في  الأنزيمي صالمستخم القياسية فضلا عف
( نفسيا 10-3لفقرة )االمذكورة  الأزرؽظروؼ استرداد الدكستراف 

 لكؿ جزء رنانوميت 280وقيست الامتصاصية عمى طوؿ موجي قدره 
 Elution) المنفصمة بغية تحديد حجـ الاسترداد الأجزاءمف 

volume) Ve   لكؿ بروتيف قياسي ثـ استخرج حجـ استرداد كؿ
( ورسـ Ve\Vo) الأزرؽحجـ استرداد الدكستراف  إلىبروتيف قياسي 

( ولوغاريتـ الأوزاف الجزيئية لمبروتينات Ve\Voمنحنى قياسي بيف )
للإنزيـ ذه العلاقة لتعييف الوزف الجزيئي واعتمدت ى (5شكؿ ) القياسية

 المنقى جزئياً.
 النتائج والمناقشة :

 : الفطريات وتشخيص عزل -1
مف بذور الزيتية و التربة ظيرت انواع فطرية تعود الى جنس 

Aspergillus   تـ تشخيص الانواع التالية :  وA.niger, 

A.flavus, A.fumigatus  الحمبي  . والمعزولة مف الفستؽ والفستؽ
والجوز والسمسـ والكازو ومف التربة . بالاعتماد عمى شكؿ  والموز

ولوف المستعمرة وقطرىا وكذلؾ بالفحص المجيري لممستعمرات 
باستخداـ المجير الضوئي وذلؾ طبقا لممفاتيح التصنيفية المعتمدة 

[12-10.] 
 كفاءة الفطريات المعزولة في إفراز إنزيم اللايبيز  -7

عمى كفاءة الفطريات المعزولة مف البذور الزيتية عمى مف اجؿ التعرؼ 
إفراز إنزيـ اللايبيز فقد تـ استخداـ طريقة الأوساط الصمبة ليذا 

ويتـ الاستدلاؿ مف خلاؿ    Tween  80الغرض باستخداـ تحمؿ مادة
ملاحظة المستعمرات النامية في ىذه المادة حيث يتكوف راسب أبيض 

ذا دليؿ عمى إفراز إنزيـ اللايبيز مف قبؿ حوؿ المستعمرات النامية وى
( كفاءة الفطريات 1العزلة الفطرية . وتظير النتائج في الجدوؿ )

اف  tween 80المعزولة عمى إفراز إنزيـ اللايبيز باستخداـ طريقة 
اغمب الفطريات أعطت نتيجة موجبة بقدرتيا عمى افراز اللايبيز مع 

تـ الحصوؿ عمييما مف  زلتاف المتافالعوجود اختلافات فيما بينيا ، اما 
 فأعطت عمى التوالي  A. flavus(2)و A,flavusالفستؽ والجوز 
ظيور ىالة شفافة حوؿ المستعمرات في اليوـ ولاحظو كشفاً سالباً . 

الثاني مف التحضيف حيث زادت مساحة التحمؿ في اليوـ الخامس 
وىي عزلة  tween 80وكانت ىنالؾ عزلة متميزة في تحميميا لمادة 

 الجدوؿالمعزولة مف بذور الفستؽ وىذا موضح في   A.nigerالفطر 
(. اما بقية العزلات فتبايف نشاطيا بيف جيد ومتوسط وضعيؼ في 1)

( فعزلات التي أعطت نشاطاً 1أنتاج اللايبيز وىذا موضح في الجدوؿ )
المعزولة مف الفستؽ الحمبي و  A.niger(2)جيد +++ىي  : 

A.niger  عزولة مف الكازو و المA.niger(1)   المعزولة مف الموز
المعزولة مف الجوز ، في حيف  اعطت العزلات التالية  A.nigerو

  ((1المعزولة مف التربة و  A.nigerنشاطاً متوسطاً ++وىي 

A.flavus المعزولة مف الفستؽ و A.niger(1)   المعزولة مف الفستؽ
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 A.fumigatusسمسـ ىي الحمبي واما العزلات المعزولة مف ال
اما بقية العزلات فقد  مف الجوز   A.flavus(1)و   A.nigerو

(، أما العزلات 1اعطت نشاطاً ضعيفاً + كما موضح في الجدوؿ )
   A. flavus(2)و A.flavus (2)التي اعطت نشاطاً سالباُ وىي

المعزولة مف الفستؽ والجوز والسبب يعود إلى اف الانزيـ الذي يفرزه 
لاصرة  Hydrolyzeطر يكوف غير قادر عمى التحميؿ المائي الف

 ىذه العزلات غير. او  Tween 80الأستر الموجودة في مادة التفاعؿ 
اذ اف أنزيـ اللايبيز موجود في  [23]قادرة عمى تحمؿ الدىوف فقد ذكر

معظـ الفطريات وأف عدـ ظيوره في الكشؼ قد يعود لقصر مدة 
بعض الاحياء المجيرية تتطمب مدة تصؿ اف  [14]الاختبار إذ ذكر 

أياـ لتعطي تحميلًا مرئياً لمدىوف غير اف معظميا لايتطمب  10إلى 
كمادة   Tweenاياـ ليذا الغرض . واف استخداـ مادة  5اكثر مف 

تفاعؿ لمكشؼ عف افراز اللايبيز مف قبؿ الفطريات وذلؾ لما تمتاز بو 
واف سيولتيا وسيولة مف إعطاء كشؼ مرئي سيؿ الملاحظة اولًا 

امتزاجيا مع مكونات الوسط الزرعي يعطي تماسكاً أكبر بينيا وبيف 
 [.24]الانزيـ المحمؿ لمدىوف 

 

 .حول المستعمرة Tween 80قدرةالعزلات عمى تكوين هالة لتحمل (: 1جدول )
 العينات

 

الكشؼ عف أفراز انزيـ  الفطرياتتصنيؼ العزلات  عدد العزلات
 اللايبيز**

 

 التربة
 

2 
Aspergillus niger 

A.flavus 

+++ 

++ 
 
 الفستؽ
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Aspergillus niger 

(1)      A.flavus 

(2)      A.flavus 
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++ 
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 * الأرقاـ بيف الأقواس تشير إلى رقـ العزلة  
 **ػػػ غير منتج لأنزيـ اللايبيز عدـ تكوف ىالة التحمؿ حوؿ المستعمرة الفطرية .  
 ( ممـ . 3 -1تحمؿ حوؿ المستعمرة الفطرية بقطر ) + منتج لأنزيـ اللايبيز تكوف ىالة ال 
 ( ممـ.  7-4++ منتج لأنزيـ اللايبيز تكوف ىالة التحمؿ حوؿ المستعمرة الفطرية بقطر )  
 ( ممـ . 11 -8+++ منتج لأنزيـ اللايبيز تكوف ىالة التحمؿ حوؿ المستعمرة الفطرية بقطر )  
 .ممـ 12مرة الفطرية بقطر أكثر مف حمؿ حوؿ المستع++++ منتج لأنزيـ اللايبيز تكوف ىالة الت 
 

 تنقية إنزيم اللايبيز جزئياً : -7
 : الترسيب بكبريتات الامونيوم

(% وتـ 20-80استعممت كبريتات الامونيوـ بنسبة إشباع مختمفة )
% لترسيب المستخمص الانزيمي الخاـ اذ بمغت 60تعيف نسبة إشباع 
 (2.16ة/ممغـ بروتيف وبعدد مرات تنقية)( وحد19.12الفعالية النوعية )

( . ويعود السبب في 2( %  الجدوؿ)93.15مرة وحصيمة انزيمية )
شيوع استعماؿ كبريتات الامونيوـ في تركيز الانزيمات عادة في 
خطوات التنقية الاولى لمتخمص مف نسبة كبيرة مف الماء ولمحصوؿ 

الشائعة ىي املاح عمى درجة عالية مف النقاوة ، ومف اكثر الاملاح 
الامونيوـ والصوديوـ بشكؿ كبريتات او كموريدات ، و تعتمد آلية 
الترسيب عمى معادلة الشحنات الموجودة عمى سطح البروتيف بفعؿ 
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الممح والإخلاؿ بطبقة الماء المحيطة بجزيئات البروتيف ويؤدي ذلؾ 
 الى انخفاض ذوباف البروتيف وترسيبو وتسمى ىذه العممية بالتممح

اف شيوع استعماؿ كبريتات الامونيوـ في .( salting outالخارجي )
تركيز الإنزيمات وتنقيتيا لمزاياىا الايجابية مثؿ ذوبانيا في الماء 
وكثافتيا غير العالية بحيث لا تتداخؿ مع ترسيب معظـ البروتينات 

 [.25]عند نبذىا ورخص ثمنيا وانيا لا تسبب مسخ للإنزيمات 
ت الامونيوـ بنسب إشباع مختمفة لتركيز انزيـ اللايبيز استخدمت كبريتا

المنتج مف أنواع اخرى مف الفطريات والبكتريا . حيث تتفؽ ىذه النتائج 
عند استعماؿ كبريتات الامونيوـ بنسبة اشباع  [26]مع ما توصؿ اليو 

% التي عدت النسبة المثمى لترسيب الانزيـ الخاـ المنتج مف فطر 70
A.niger   26وحصيمة انزيمية  2.6مغت عدد مرات التنقية بإذ   %

% التي  60وايضاً  عند استعماؿ كبريتات الامونيوـ بنسبة إشباع 
عدت النسبة المثمى لترسيب الإنزيـ الخاـ المنتج مف بكتريا 

Pseudomonas.  sp. [27]اف نسبة الاشباع  [ 28]. كذلؾ وجد
(% الافضؿ في تركيز 35-65بكبريتات الامونيوـ التي تراوحت بيف )

. كذلؾ نقى انزيـ   Trichoderma virideالانزيـ المنتج مف خميرة 
بتركيزه بكبريتات الامونيوـ بنسبة اشباع   A.nigerاللايبيزالمنتج مف 

 سلالة . كما أمكف تركيز الإنزيـ الخاـ المنتج مف[29]% 80%و 60
 20-40بنسبة إشباع  CRDA037 Pseudomonas fragi بكتريػاال

% في حالة انزيـ  20-60% في حالة انزيـ اللايبيز الخارجي و
لحصوؿ % 80 ، بينما استعممت نسبة إشباع  [30]اللايبيز الداخمي 

 .Rihzopus.  spعمى درجة مف النقاوة للإنزيـ الخاـ المنتج مف فطر 
 

. 
 %.20-80من المستخمص الخام بنسب إشباع تراوحت ما بين  الامونيوم في تركيز إنزيم اللايبيز( تأثير الترسيب التدريجي بكبريتات 2شكل )

 

 كروماتوغرافيا التبادل الأيوني لإنزيم اللايبيز2-4-3 :
أجريت كروماتوغرافيا التبادؿ الايوني كخطوة ثانية في عممية التنقية 

سالبة وىو مف المبادلات ال DEAE-Celluloseبأستخداـ المبادؿ 
. مف المعروؼ أف البروتينات التي (Anion-exchange الشحنة )

تحمؿ شحنات عمى سطحيا تزيد مف قدرتيا عمى الارتباط مع الاسطح 
 .[31]ذات الشحنة المعاكسة وقد تكوف مف الشدة بحيث يصعب فصميا

اضيؼ محموؿ الانزيـ المأخوذ مف الخطوة السابقة )التركيز بكبريتات 
عمود المبادؿ الايوني واستردت  % ( الى60بة اشباع الامونيوـ بنس

البروتينات بأستخداـ التدرج الممحي الخطي لممح كموريد الصوديوـ 
 [.22]مولاري 1.0-0.1بتركيز
في الاجزاء المستردة وىذا  ةبروتيني قمـ( ظيور عدة 3الشكؿ ) يبيف

صوؿ يدؿ عمى ارتباط البروتينات الاخرى ذات الشحنة السالبة نتيجة ح
تجاذب وأرتباط مع شحنة المبادؿ الذي يعتمد شدتو عمى محصمة كثافة 

( ازدياد الفعالية 2يوضح الجدوؿ ) و ،الشحنة التي يمتمكيا البروتيف 
وحدة/  58.29النوعية عف سابقتيا في الخطوة السابقة اذا اصبحت 

% 66.02مرة وبحصيمة أنزيمية  5.54ممغـ بروتيف وعدد مرات تنقية 
. ويعد الفصؿ باستعماؿ مف ىذه الخطوةالنقاوة  يدؿ عمى زيادةىذا و 

المبادلات الأيونية كخطوة مبكرة وقاسماً مشتركاً في تنقية الأنزيمات 
،ولعؿ الأسباب الرئيسية في ذلؾ يعود إلى أف المبادلات الأيونية تتميز 
بقوة فصؿ عالية وبالسعة العالية عمى استيعاب البروتينات المرتبطة 

ولة وبساطة فكرة الفصؿ القائمة عمى اختلاؼ في الشحنات عمى وسي
معينة اعتمادا عمى نقطة تعادؿ  ةالبروتينات في أرقاـ ىيدروجيني

لتمؾ البروتينات فضلا عف إمكانية   Isoelectric pointالشحنات 
خطوة التبادؿ  [33]واستخدـ . [32]تطبيقو عمى نطاؽ تجاري واسع

واسترد الانزيـ   DEAE-Celluloseدة الايوني فقط باستخداـ ما
لتنقية اللايبيز  مولاري (0.3-1بتدرج ممحي مف كموريد الصوديوـ )

وتـ الحصوؿ عمى  Pseudomonas aeruginoseالمنتج مف بكتريا 
% عمى التوالي .  17و 38عدد مرات تنقية وحصيمة انزيمية بمغت 

-DEAEالمبادؿ الايوني [ 34]ت دراسة اخرى وقد استخدم

Cellulose   بعد عممية الترشيح الفائؽ واسترده الانزيـ بتدرج ممحي
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مف كموريد الصوديوـ لتنقية انزيـ اللايبيز المنتج مف  مولاري( 1-0.1)
A .niger  فقد  77.1وحصيمة انزيمية   25,7بعدد مرات تنقية .%

 DEAE- Celluloseمبادلات أيونية نوع  [35-37]استعمؿ كؿ مف 
و بكتريا  .Geotricum spز المستخمص مف فطر لفصؿ اللايبي

Bacillus spharicus  السلالةMTCC 7526  وبكتريا
Pseudomonas fluorescens  بعد عممية الترسيب بكبريتات

، قد وصمت الحصيمة الإنزيمية لبكتريا  إلى B.spharicus الامونيوـ
 مره. 17.74% بعدد مرات تنقية 4.7

 
-DEAE( باستخدام المبادل الايوني A.nigerالتبادل الايوني لتنقية انزيم اللايبيز المنتج من العزلة المحمية) ( كروموتوغرافيا3الشكل)

Cellulose ( مولاري0.05( سم الموازن يمحمول الفوسفات البوتاسيوم الدارئ )3.0×25بابعاد،pH=7.0  ثم الاسترداد بمحمول  الفوسفات .)
 .مممتر/جزء 5مممتر/ دقيقة وبواقع  1و سرعة جريان    مولاري( 0.1-1ن )البوتاسيوم الدارئ بتدرج ممحي م

 

 كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي لإنزيم اللايبيز3-4-3 :
 DEAE-Celluloseأعقبت خطوة التبادؿ الأيوني باستعماؿ المبادؿ 

إضافة المحموؿ الأنزيمي المستحصؿ عميو إلى عمود الترشيح اليلامي 
Sephacryl-S300  نظرا لما يمتاز بوِ ىذا النوع مف الأعمدة مف

خواص ميمة ومفيدة في الفصؿ كالصلابة الجيدة و المقاومة العالية 
للانضغاط بسبب احتوائيا عمى الدكستراف والاكريؿ امايد فضلا عف 
تميزىا بالفصؿ الجيد والسريع وسيولة تحضيرىا وبقاءىا ثابتة لمدة 

كيمو  5–600الذي يتراوح ما بيف  طويمة وكذلؾ مدى الفصؿ الواسع
دالتوف ،فأجريت ىذه الخطوة لتحقيؽ درجة أعمى مف النقاوة لإنزيـ 

( ظيور قمة بروتينية واحدة ومفردة تطابقت 4اللايبيز إذ يوضح شكؿ )
مع قمة الفعالية الأنزيمية تقريبا والذي يعد أحد أدلة النقاوة العالية 

وقد حققت ىذه الخطوة  فعالية [ 22]والكفاءة في التنقية والاستخلاص 
 6.36وحدة/ممغـ بروتيف وبمغ عدد مرات التنقية  66.92النوعية بمغت 

 [38]تاستخدم إذ%. 40.36مرة وبحصيمة إنزيمية مقدارىا 
لتنقية  Sephadex G-150كروماتوغرافيا الترشيح اليلامي بعمود 

تـ اجراء . وكذلؾ   Pseudomonas fragiاللايبيز المنتج مف بكتريا 

بعد خطوة التبادؿ   Superose 128الترشيح اليلامي باستخداـ 
وتـ   .pseudomonas spالايوني لتنقية انزيـ اللايبيز المنتج مف 
. وايضا تـ استعماؿ [39] 37الحصوؿ عمى عدد مرات تنقية بمغت 

لتنقية اللايبيز الذي تـ  Sephadex G-75الترشيح اليلامي بعمود 
مرة   180بعدد مرات تنقية  Mucor javanicusف الحصوؿ عمية م

فاستعمموا كروماتوغرافيا [ 35]. اما[40]%2.4وحصيمة انزيمية 
لتنقية إنزيـ اللايبيز  Sephadex G-100الترشيح اليلامي بعمود 
 SYBC WU-3السلالة  .Geotrichum spالمستخمص مف فطر 

مره  9.2قية % وعدد مرات تن11.2والذي أعطى حصيمة إنزيمية بمغت 
. فيما استعمؿ نفس العمود لتنقية إنزيـ اللايبيز المستخمص مف خميرة 

Candida rugosa  22.5والذي بمغت عندهُ الحصيمة الإنزيمية %
استعمموا كروماتوغرافيا الترشيح  [41]مرة.  43وعدد مرات تنقية 

لتنقية انزيـ اللايبيز المستخمص   Sephacryl S-200اليلامي بعمود 
فأعطى حصيمة إنزيمية  Staphlococcus aureus ف بكتريام

 مرة.  4.2% وعدد مرات تنقية 32مقدارىا 
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 Sephacryl-S300باستخدام عمود هلامي   A.niger(: الترشيح الهلامي لتنفية انزيم اللايبيز المنتج من العزلة المحمية 4الشكل)

 5مممتر/ ساعة )حجم الجزء : 36بسرعة جريان  8.5مولاري ترس الدارئ ذي رقم هيدروحيني  0.01ته بمحمول ( سم. تمت موازن1.5××70)
 مميميتر(

 A.niger ( تنقية إنزيم اللايبيز المنتج من العزلة الفطرية المحمية2جدول )

 خطوة التنقية
الحجم 
 مممتر

الفعالية الإنزيمية 
 وحدة/مممتر

البروتين 
 ممغم/مممتر

ية النوعية الفعال
 وحدة/ممغم بروتين

الفعالية 
 الكمية

 وحدة/مممتر

عدد مرات 
 التنقية مرة

الحصيمة 
 الإنزيمية %

المستخمص الإنزيمي 
 الخام

100 8.12 0.78 10.52 821 1 100 

الترسيب بكبريتات 
 الامونيوم

80-20% 
40 19.12 0.84 22.76 764.8 2.16 93.15 

التبادل الأيوني بعمود 
DEAE-Cellulose 

30 18.07 0.31 58.29 542.1 5.54 66.02 

الترشيح الهلامي بعمود 
Sephacryl-S300 20 16.73 0.25 66.92 334.6 6.36 40.36 

 (5قدرت الفعالية الانزيمية للانزيـ المنقى بطريقة التسحيح الفقرة) **
 

  .للإنزيم الجزيئي الوزن تعيين4-4-3 

المنقى جزئياً باستعماؿ طريقة  قدر الوزف الجزيئي لإنزيـ اللايبيز
وكما موضح في الفقرة   Sephacryl – S300الترشيح اليلامي بعمود

( مف خلاؿ العلاقة بيف نسبة حجـ الاسترداد إلى حجـ الفراغ 11)
(Vo/Ve ولوغاريتـ الوزف الجزيئي لمبروتينات القياسية المستعممة )

اـ الدكستراف ( ، عمماً بأف حجـ الفراغ تـ قياسو باستخد5شكؿ )

مف المنحنى Void Volume(Vo) وقدر حجـ الفراغ   2000الأزرؽ
مساوية  Voمممتر لكؿ جزء وكانت قيمة  3القياسي لمدكستراف و بواقع 

 (Ve)مممتر وقدر حجـ الاسترداد  لمبروتينات القياسية  33إلى 

Elution Volume  إلى حجـ استرداد الدكستراف الأزرؽVo 
 (:3وكما موضح في جدوؿ )Ve/Vo قة والمتمثمة بالعلا

 ( : الأوزان الجزيئية لمبروتينات القياسية وحجم استرداد كل منها. 3جدول )

 الوزن الجزيئي البروتين القياسي ت
 دالتون

 لوغاريتم
 الوزن الجزيئي

 عدد الأجزاء
 )مممتر(

 حجم الاسترداد
 )مممتر(

Ve 

Ve/Vo 

1 Phosphorelase b 94000 4.97 10 30 0.9 
2 Bovine serum albumin 67000 4.82 15 45 1.36 

3 
Ovalbumin 

 43000 4.63 24 72 2.18 

4 Chymotrypsinogen 25000 4.39 27 81 2.45 

5 Ribonuclease A 13700 4.13 31 93 2.81 
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بطريقة الترشيح الهلامي باستخدام عمود   Asp.niger AS3نتج من العزلة (: تعيين الوزن الجزيئي لانزيم اللايبيز )المنقى( الم5الشكل )

Sephacryl S-300 ( سم وسرعة  جريان 1.5×70بأبعاد )مممتر/ساعة . 36 
 

( بأف الوزف الجزيئي للأنزيـ 5اظيرت النتائج الموضحة في الشكؿ )
 دالتوف. ىذه النتائج  المُستحصؿ عمييا قريبة لما 28.840كاف بحدود 
الذيف بينو باف الوزف الجزيئي لإنزيـ اللايبيز  [42]اليوتوصؿ 

 28.4كاف بحدود  Rhizoups chinensisالمستخمص مف فطر 
 دالتوف، عمما باف الوزف الجزيئي للانزيـ المنتج مف البكتريا

Pseudomonas aeruginosa  لكف السلالةMBSOO1  كاف
الجزيئي للايبيز  في حيف كاف الوزف [.43]كيمودالتوف  29بحدود 

. ، فيما  [44]دالتػوف  30.3بحدود   R.delemarالمنتج مف الفطر 
لتحديد  DEAE-Toypealاستعممت طريقة الترشيح اليلامي بعمود 

إذ  Rhizopus niveusالوزف الجزيئي لنظيريف مف لايبيز الفطر 

كيمودالتوف اما  34وزف جزيئي بحدود  Lipase Iسجؿ لمنظير الأوؿ 
دالتوف   30فسجؿ لو وزف جزيئي بحدود  Lipase II الثاني  النظير

الجزيئي لانزيـ اللايبيز المنتج مف   بأف الوزف[ 43]وايضاً اشاره .[45]
فدرسوا  [35]دالتوف. اما 37يقارب  Penicillum cyclopiumفطر 

وعند إجراء  .Geotrichum sp إنزيـ اللايبيز المستخمص مف فطر
يح اليلامي حصموا عمى نوعيف مف انزيـ اللايبيز عممية التنقية بالترش

 Aوقد اختمؼ احدىما عف الآخر أطمؽ عمى الأوؿ انزيـ لايبيز 
عند قياس فعاليتيما الإنزيمية كما وجدوا اف  Bوالثاني انزيـ لايبيز

 35.8و Aكيمودالتوف لإنزيـ لايبيز41.1 الوزف الجزيئي ليما كاف 
  .Bكيمودالتوف للانزيـ لايبيز
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Abstract 
Sevententh local fungal isolates ,from oil seeds and soil belong to soil  Aspergillus including: Aspergillus 

niger,Aspergillus flavus and Aspergillus fumigatus were sparated and diagnosed .The study investigates the 

ability of isolated fungi to excrete Lipase using the method of solid media contained Tween80 substance. 

Aspergillua niger, Which isolated from Pistachio seeds gave the highest growth rate and highest lipase and 

selected to detect the best condition for growth and production of lipase using liquid media. Lipase enzyme was 
extracted by cooling centrifugation and partially purified and steps insequence showed the purification of the 

enzyme produced from the local isolate A.niger .The include precipitation with ammonium sulfate showed a 

saturation percent between (20-80%). The 60% percent was the gave a  high qualitative activity (22.76) unit/mg 

by (2.16) times of purification and enzyme yield (93.15)% , Thereafter the enzyme solution was passed through 

an ionic exchange column ,DEAE-Cellulose to (5.54) times to get (58.29) unit/mg with enzyme yield (66.02)% 

.All parts with enzyme activities were gathered and put under acrylamide  column filtration Sephacyl –S300, 

This step gave (66.92)unit/mg under purification times (6.36) with an enzyme yield (40.36)% .The results 

indicated that the molecular weight of enzyme was 28,840 Dalton.   

 
 
 
 
 
 
 


