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 Penecillium restiractum íf×’Ö] íÖ^£] l]†Û¡ Ý^¿Þ Ý]‚~j‰de 
  عزيز ياسر حسن العذاري

   جامعة كربلاء-كلية العلوم 

  الخلاصة
عزلة فطرية محلية تابعة للجنس )١٥(من.١٥Ec.3.2.1كتورونيز  والبولي كالا Ec 4.2.2.10أنتجت الإنزيمات المحللة للبكتين البكتين لاييز

Penecillium  sp. بإستعمال المزارع المغمورة  ، 

عن باقي ة كفاء P. restiractum   للإنزيمات المذكورة أظهرت العزلة التابعة للنوع و بغربلة العزلات من خلال حساب قيم الفعالية النوعية

أعتمدت العزلـة الأخيـرة لدراسـة       . كالاكتورونيزملغم بروتين للبولي    / وحدة ١٥٠ملغم بروتين للبكتين لاييز و      / دة وح ٣١العزلات بفعالية نوعية    

الظروف المثلى لإنتاج الإنزيمات البكتينية بنظام تخمرات الحالة الصلبة من قبيل زمن التخمير و درجة الحرارة المثلى و سائل الترطيـب الأمثـل                       

 سـاعة مـن الحـضن       ٧٢،  فكانت الظروف المثلى للإنتاج باستخدام نخالة الحنطة كوسط صلب بالنسبة للبكتين لاييز هي                ونسبة الترطيب المثلى    

 سـاعة مـن   ١٢٠ ، في حين كانت للبولي كالاكتورونيز ١ : ٢ الماء المقطر كسائل أمثل للترطيب و بنسبة ترطيب مثلى   م و٣٠بدرجة حرارة 

   .١ : ٢ كسائل أمثل للترطيب و بنسبة ترطيب مثلى ٧,٥الفوسفات ذي الرقم الهيدروجينيام بفر  م باستخد٣٠الحضن بدرجة حرارة 

  

Abstract 
Pectinases enzymes (pectin lyase Ec. 4.2.2.10  and  poly galactorunase Ec. 3.2.1.15 ) 

were produced from (15) local fungal isolates of Penecillium spp. using submerged cultures, the isolates were 
screened by estimating the specific activity for the mentioned enzymes, the results showed that the isolate belonging 
to the species Penecillium resteractum were the best with a specific activity of 31 unit/mg protein for pectin lyase 
and 150 unit/mg protein for poly galactorunase . This isolate were used for studying the optimal conditions of 
pectinases production by solid state fermentation including fermentation time , optimal temperature , optimal 
moisture liquid and the best moisture rate . the optimal conditions by using wheat bran as a solid substrate for pectin 
lyase were 72 hrs for fermentation time with a temperature of 30ºc using distilled water as the best moisture liquid 
with a moisture rate of 2:1 , while poly galactorunase results were 120 hrs of fermentation at 30ºc using phosphate 
buffer pH7.5 as a moisture liquid with a moisture rate of 2:1                                   

 المقدمة 
 Dongowski(أحد أهم مصادر الألياف في غذاء الإنسان ، و يوجد في الفواكه و الخضر ) pectin(يعد البكتين 

et.al, 2000 ( و هو المكون الأساسي للصفيحة الوسطى في الجدار الخلوي الإبتدائي لكافة الأنسجة النباتية الراقية

)Voragen et.al, 1995 (عمود فقري هو الهوموكالاكتويورونان يعرف بالمنطقة الملساء يتخلله ، و يتركب كيميائيا من 

وحدات متكررة من ثمالة  مناطق لتفرعات كثيفة من الرامنوكالاكتويورونان تتكون السلاسل المذكورة و تفرعاتها من

 Scholes and Voragen (٤←١حامض الكالاكتويورونيك يرتبط بعضها بالآخر بواسطة الآصرة الكلايكوسيدية نوع الفا 

1996. (  

 يعرف بمرض تعفن الرخو الذي يصيب المنتجات النباتية قبل يا والفطريات امراض نباتية منها تسبب العديد من البكتر

الحصاد واثناء الخزن والعامل الرئيسي المسبب للاصابة في الانسجة هو الاانزيمات البكتينية التي تهاجم عشوائيا السلاسل 

اذ يقوم الاول بمهاجمة ) Ec. 3.2.1.15(والبولي كالاكتورونير ) Ec. 4.2.2.10(اهمها انزيم البكتين لاييزالبكتينية ومن 
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 ليؤدي الى تكون Trans-elimination:  في المنطقة الملساء من خلال ما يعرف ب ٤←١الاصرة الكلايكو سيدية الفا 

ة في النهايه الغير مختزلة المتكونه الجديدة في حين يقوم اصرة مزدوجة غير مشبعة بين ذرتي الكاربون الرابعة والخامس

الانزيم الثاني بفصل الاواصر الكلاكوسيدية المجاورة لمجاميع الكاربو كسيل الحرة بالتحلل المائي مما يؤدي الى تحرر قطع 

  ) .Pilnik and voragen , 1993(احادية من النهايه غير المختزلة للسلسلة المذكورة 

 كما أنتجت  Aspergillus و Botrytis و Neurospora  نزيمات المحللة للبكتين قديما من الفطريات كاجناسعزلت الا

 Erwinia )Albeek et al,   2003،, Soares et al وBacteroides  Bacillus و Pseudomonasمن البكتيريا مثل

2001  ,Dongwski et al, 2000 ،  Schlemmer et al,1987 ( راسات تركزت منذ اربعة عقود  على انتاج لكن الد

تكمن الاهميه البيئية للاحياء المجهرية المنتجة  ) Penecillium sp. ) Silva et al , 2002هذه الانزيمات من الجنس 

ي للانزيمات المحللة للبكتين في المشاركة في تفسخ الانسجة النباتية بعد موتها مساعدة بذلك في تدوير مركبات الكربون ف

 اما الاهمية الصناعية فلهذة الانزيمات اهمية كبيرة في مجالات عدة اهمها تحسين وترويق العصائر و زيادة ,البيئة الحيوية 

يم في معالجة هريس العصائر لتحسين جريان كما يستفاد من استعمال هذا الا نز ,) Alkorta et al, 1998 (انتاجيتها 

وفي نفس الوقت فان تكسر سلاسل )  Reid and Ricard , 2000 (ائل ضغط العصير وتقليل زمنة دون الحاجه لوس

، ومن التطبيقات الاخرى للانزيمات المحللة  ) Mutlu et al , 1999( البكتين يقلل الى حد ما من لزوجة هريس العصائر 

والتغذية الحيوانيه  ) Duran et al ,1994(ومعالجة النفايات  ) Riou et.al , 1992( للبكتين هي صناعة الورق وعجينته 

 )Baretto et al ,1989 (  وصناعة المنسوجات)Bacart et al , 1989 (  هدفت الدراسة الحالية الى الحصول على ،

 منتجة للإنزيمات المحللة للبكتين بواسطة تخمرات الحالة الصلبة من .Penecillium spعزلة فطرية محلية تعود للجنس 

  . هو نخالة الحنطة خلال وسط رخيص الثمن 

و

  لمواد وطرائق العملا
  العزل 

 مأخوذة من ترب زراعية في محافظة كربلاء و نماذج مصابة .Penecillium sp عزلة تابعة للجنس ١٥إعتمدت 

 جامعة كربلاء ، أجري العزل بعمل – كلية العلوم -لثمار البرتقال محافظة بابل و أخرى جاهزة من قسم علوم الحياة

 الصلب بدرجة حرارة PDAسبة للنماذج ثم زراعتها في ظروف معقمة على سطوح أطباق حاوية على وسط تخافيف منا

 م بزراعتها تحت نفس الظروف على ٤ أيام لحين الحصول على مستعمرات نقية ، لتحفظ بعدها بدرجة حرارة ٤ م مدة ٣٠

  .سطوح موائل لنفس الوسط 

  ارع المغمورةإنتاج الأنزيمات البكتينية بتقنية المز

لإجراء الغربلة الكمية لإختيار العزلة الأفضل في إنتاج البكتين لاييز و البولي كالاكتورونيز نميت العزلات في دوارق 

غم ، كلوريد ٢نترات الصوديوم :  مل من وسط زابك السائل الحاوي في اللتر الواحد على كل من ٥٠مخروطية بكمية 

 غم و كبريتات البوتاسيوم ٣٠ غم ، سكروز ٠,٠١ غم ، كبريتات الحديد ٠,٢غنيسيوم  غم ، كلوريد الم٠,٥البوتاسيوم 

 دقيقة ، ١٥جو مدة ١غط ضم و١٢١عقمت الدوارق بدرجة حرارة . من البكتين % ١ غم ، كما دعم الوسط بتركيز ٠,٣٥

 الصلب PDAام على وسط  أي٤  منماة مدة  sp. Penecilliumلتلقح بعد ذلك بعالق سبورات تابعة لفطريات الجنس 
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 م و ظروف هز ٣٠حضرت المستخلصات الإنزيمية بعد التنمية في الوسط السائل المذكور بدرجة . م ٣٠بدرجة حرارة

  ) .Alana et al 1990( ساعة ٤٨دقيقة مدة / دورة١٠٠

 قياس فعالية إنزيم البكتين لاييز

 من خلال مراقبة ارتفاع قيمة , Ceutra 5-UVهازالطيفية باستعمال ج ) Albershiem , 1966( اتبعت طريقة  

مل من المادة الاساس  ٠,٨يحتوي وسط التفاعل الانزيمي على :  نانومتر وكما يالي ٢٣٥الامتصاص على طول موجي 

 ٣في انابيب أختبار بواقع  ٨,٥مولاري من بفر الترس ذي الاس الهيدروجيني ٠,١مذاب في % ١وهو البكتين بتركيز 

مادة الأساس حرارة الحمام  لتكتسب ال◦م٤٥بدرجة حرارة   دقيقة١٥مدة  ل معاملة لتوضع في حمام مائي لكمكررات

مراقبة ل ◦ م45  بدرجة ليجرى بعدها الحضن المستخلص الانزيمي الخام مل من 0.2 لاساس ، يضاف الى المادة االمائي

                                                                              .                الآرتفاع في قيمة الامتصاصية مع مرور الوقت

 واحد من اليورونيد غير المشبع في الدقيقة الواحدة ، على ة الانزيم التي تحرر مايكرو مولعرفت وحدة الفعالية بانها كمي

  ١ - سم. ١ - مولار ٥٥٠٠ج غير المشبعة والذي مقداره  نواتاساس ثابت النفوذية المولارية لل

  تعيين فعالية انزيم البولي كالاكتورونيز 

الموصوفة  )  Somogi & Nilson(بقياس المجاميع المختزلة المتحررة من البكتين باتباع طريقة  حددت الفعالية

 مولار من ٠,١ في % ١ البكتين بتركيز   مللتر من0.8يحتوي وسط التفاعل الانزيمي على ، ) ١٩٩٦سعيد ، (من قبل 

  دقيقة١٥مائي مدة  في حمام لتوضع  لكل معاملة  مكررات٣ في أنابيب اختبار بواقع ٥بفر الخلات ذو الاس الهيدروجيني 

 مللتر من المستخلص الانزيمي الخام ، ٠,٢ ، يضاف اليها  لتكتسب المادة الأساس حرارة الحمام المائي◦م٤٥بدرجة حرارة 

 دقائق ، عرفت وحدة الفعاليه بانها كمية الانزيم اللازمه لتحرير ملي ١٠ مدة ◦م٤٥تتم الحضانه بعدها بدرجة حرارة 

  .  مكافيء واحد من حامض الكالاكتويورونيك في الدقيقة الواحدة تحت ظروف التفاعل 

  تقدير البروتين

من خلال  ) Whitaker and Granum ,1980(  طريقة قدر البروتين باتباع)  ملغم⁄وحدة (لقياس الفعالية النوعية  

  .  نانومتر ٢٨٠ و ٢٣٥اشح العزلات قيد الغربلة بين الطولين الموجيين عرفة الفرق في قيم الامتصاصية لرم

  تحديد الظروف المثلى لإنتاج الإنزيمات المحللة للبكتين بإستخدام تخمرات الحالة الصلبة 

من الغربلة على إنتاج إنزيمي البكتين لاييز و البولي كالاكتورونيز بإستخدام نظام لدراسة كفاءة العزلة المنخبة  

ر، درجة زمن التخم: مثلى للإنتاج و شملتتخمرات الحالة الصلبة أختيرت عدد من المتغايرات الأساسية لتحديد الظروف ال

  : اه الحرارة ، سائل الترطيب الأمثل ، نسسبة الترطيب المثلى وكما سيرد في أدن

  ظروف التنمية 

مل  ٢٥٠ن النخالة في دوارق مخروطية سعة  غم م١٠أستخدمت نخالة الحنطة كوسط صلب للإنتاج و ذلك بوزن  

الق من ع% ١٥ دقيقة لتلقح بعدها بنسبة ١٥ م مدة ١٢١ ، عقمت بعد ذلك بدرجة ٢:١ثم رطبت بالماء المقطر بنسبة 

ارق في ظروف  ساكنة م ، ثم نميت الدو٣٠منماة بدرجة  P.restiractumأيام للفطر ٤سبورات مأخوذ من مزرعة بعمر

  .م ٣٠بدرجة حرارة 
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  إستخلاص الإنزيمات

لذكر مل من الماء المقطر في الدوارق سابقة ا٤٠حضرت المستخلصات الإنزيمية بوضع بعد إنتهاء فترة الحضانة  

ت بإستخدام الشاش الطبي لتعتمد في قياس الفعالية  دقيقة في ظروف هز خفيفة بعدها رشحت المستخلصا٤٠لترج مدة 

  .غم من المادة الأساس الصلبة الإبتدائية /الإنزيمية كما بين سابقا ، عبر عن إنتاجية الإنزيمات بالوحدة

  ر الأمثل للإنتاج  تعيين زمن التخم

 ساعة  ١٤٤ ، ١٢٠ ، ٩٦ ، ٧٢ ، ٤٨ ، ٢٤ تشمل حضن وسط النخالة الملقح كما ذكر في أعلاه لفترات زمنية 

  . على الترتيب ثم أجريت عملية الإستخلاص لتقدير إنتاجية البكتين لاييز و البولي كالاكتورونيز 

  تحديد درجة الحرارة المثلى للإنتاج 

 م لتنمية العزلة الأكفأ في الإنتاج بإستخدام ذات ٤٥ ، ٤٠  ،٣٥ ، ٣٠ ،٢٥استخدمت درجات حرارية مختلفة هي  

  . لب و نفس طريقة الإستخلاص الوسط الص

  التحري عن سائل الترطيب الأمثل للإنتاج 

لمعرفة سائل الترطيب الأمثل استعملت عدة معاملات لترطيب نخالة الحنطة فضلا عن الماء المقطر المذكور في 

  ، pH 7.5  ، الفوسفاتpH 4.5 الخلات ات أرقام هيدروجينية مختلفة وهي ظروف التنمية بواسطة محاليل بفرية ذ

  . لتتبع الخطوات المذكورة في ظروف التنمية و الإستخلاص نفسها  PH 8.5الترس 

  إيجاد نسبة  الترطيب المثلى للإنتاج

 بعد تعيين سائل الترطيب الأمثل لإنتاج كل إنزيم أعتمدت في ظروف التنمية نسب مختلفة بين نخالة الحنطة و سائل                    

 ٣:١ ،   ٢:١ ،   ١:١ ي كما ذكر في أعلاه ، والنسب هي         لإستخلاص و حساب الإنتاجية فه    الترطيب المعتمد لكل إنزيم أما ا     

  . على الترتيب لمعرفة نسبة الترطيب المثلى للإنتاج  ٥:١ ،٤:١،  

  النتائج و المناقشة

  في غربلة كمية بأستخدام المزارع المغمورة و.Penecillium sppأدخلت العزلات الخمسة عشر التابعة لجنس ال 

بغية أختيار العزلة  )   spalding etal.1973(أعتماد البكتين كمصدر وحيد للكربون لحث أنتاج الأنزيمات المحللة للبكتين 

 1 النتائج المبينة فـي الجـدول رقـم          و تبين ، الأكفاء و دراسة الظرف المثلى لأنتاج البكتينلاييز و البوليكالاكتورونيزمنها          

الخاصة بأنزيم البكتين لاييز قابلية غالبية العزلات على انتاج الأنزيم بأسـتثناء عزلـة واحـدة ، وقـد تميـزت العزلـة                       

Penecillium sp8. بروتينملغم/ وحدة31 بتفوقها في الأنتاج عن باقي العزلات بفعالية نوعية .   
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    لأنتاج أنزيم البكتين لاييز.Penecillium sppالغربلة الكمية لعزلات الجنس ) : 1(الجدول 

  الفعالية   رمزالعزلة   ت

  )مللتر/وحدة(

  تركيز البروتين

  )مللتر/ملغم(

  الفعالية النوعية   

  ) بروتينملغم/وحدة(
1 Penecillium sp.T1 0 0.1 0 
2 Penecillium sp.T2 2.5 0.14 17.9 
3 Penecillium sp.T3 2.2 0.16 13.8 
4 Penecillium sp.T4 2.7 0.13 20.8 
5 Penecillium sp.T5 2.5 0.14 17.9 
6 Penecillium sp.M1 2.1 0.12 17.5 
7 Penecillium sp.M2 1.7 0.137 12.4 
8 Penecillium sp.8  4.8 0.155 31 
9 Penecillium sp.M3 0.5 0.137 3.6 

10 Penecillium sp.M4 0.5 0.125 4 
11 Penecillium sp.A1 1.2 0.136 9.8 
12 Penecillium sp.A2 1.6 0.139 11.5 
13 Penecillium sp.A3 1.3 0.131  9.9 
14 Penecillium sp.H1 1.2 0.122 9.8 
15 Penecillium sp.H2  1.7 0.139 12.2 

 عزلات على أنتاج 10 قدرة 2تورونيز المثبتة في الجدول رقم كما أظهرت النتائج الخاصة بانزيم البولي كالاك

بذلك ، ملغم/وحدة150 عن الأخريات بفعالية نوعية .Penecillium sp 8دون الخمسة الباقية و تميزت ذات العزلة الأنزيم 

تم أختيار هذه العزلة لدراسة الظروف المثلى لأنتاج البكتين لاييز والبولي كالاكتورونيز والتي تبين فيما بعد عائديتها الى 

       .)معلومات غير منشورة (Penecillium restiractumالنوع الفطري 

   لأنتاج أنزيم البولي كالاكتورونيز.Penecillium sppالغربلة الكمية لعزلات الجنس ) : 2(الجدول 
  الفعالية   رمزالعزلة   ت

  )مللتر/وحدة(

  تركيز البروتين

  )مللتر/ملغم(

  الفعالية النوعية   

  ) بروتينملغم/وحدة(
1 Penecillium sp.T1 10 0.1 100 
2 Penecillium sp.T2 8 0.14 57.14 
3 Penecillium sp.T3 11 0.16 68.75 
4 Penecillium sp.T4 15 0.13 70.97 
5 Penecillium sp.T5 0 0.14 0 
6 Penecillium sp.M1 11 0.155  115.38 
7 Penecillium sp.M2 0 0.137 0 
8 Penecillium sp.8  18 0.12 150 
9 Penecillium sp.M3 2 0.137 14.6 

10 Penecillium sp.M4 2 0.125 16 
11 Penecillium sp.A1 0 0.136 0 
12 Penecillium sp.A2 0.6 0.139 4.3 
13 Penecillium sp.A3 0 0.131 0 
14 Penecillium sp.H1 0 0.122 0 
15 Penecillium sp.H2  1.6 0.139 11.3 
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 منـذ سـبعينيات   .Penecillium sp مات البكتينية من فطريات الجنسأستخدمت تخمرات الحالة الصلبة لأنتاج الأنزي

، كما أعتمدت نخالة الحنطة لنفس الغرض المـذكور فـي بحـوث حديثـة     ) Bbush & Conder 1970(القرن الماضي 

)Silva et al. 2002 ( كوسط للأنتاج و دراسة الظروف المثلى ، و على هذا الأساس أختيرت النخالة.  

 أن البكتين لاييز    1لاحظ من النتائج المبينة في شكل        الظروف المثلى بزمن التخمير الأفضل للأنتاج و ن        أبتدأت دراسة 

غم مادة صلبة في حين كانـت       / وحدة 124 بلغت   تاجيةن ساعة من زمن التخمر با     72 أعلى مستويات الأنتاج بعد مرور       بلغ

  ،غم مادة صلبة / وحدة15.52 ساعة بأنتاجية120نتاجية للبولي كالاكتورونيز عند على أأ

من أن انتـاج الأنزيمـات المحللـة للبكتـين مـن النـوع       ) Silva et al. 2002(تتطابق هذه النتيجة مع ما ذكره 

Penecillium veridicatum  كما ، تخمرات الحالة الصلبة يبدأ من اليوم الثاني ولغاية اليوم العاشر من النمو  و بأستخدام

أن انتاج البكتين لاييز و البولي كالاكتورونيز في المزارع المغمورة من عدة فطريات تابعـة  ) Alana et al .1989(بين 

  .  ساعة من عمر المزرعة 63 تبدأ بعد مرور sp. Penecillium لجنس 

ج  لأنتـا  أن الماء المقطر هو الأمثـل     ) 2الشكل  ( بينت نتائج سوائل الترطيب المثلى لأنتاج الأنزيمات المحللة للبكتين          

 هو الأفضل أنتـاج     7.5ر الفوسفات ذو الأس الهيدروجيني      غم مادة صلبة بينما كان بف     / وحدة 186.2البكتين لاييز بأنتاجية    

تتفق هذه النتيجة مع ما ذكر في أحـد المـصادر مـن ان              ، غم مادة صلبة    / وحدة 19.7ولي كالاكتورونيز بقيمة أنتاجية     الب

تحتاج الى سوائل ذات رقم هيدروجيني متعادل أو        ) ي مفرزة داخل الوسط الزرعي      و ه ( الأنزيمات أعلاه في حالتها الخام      

  ) .Silva etal. 2002(قريب منه لكي تحافظ على ثباتيتها 
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أنزيم البكتين لاييز" أنزيم البولي آالاآتورونيز 

  
 Penecillium من الفطر المحليزمن التخمر الأمثل لأنتاج أنزيمي البكتين لاييز والبولي كالاكتورونيز ) : 1(الشكل 

restiractum .  
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أنتاجية البكتين لاييز ×١٠ أنتاجية البولي آالاآتورونيز

  
  من الفطر المحلي         البكتين لاييز و البولي كالاكتورونيزأنزيمي سائل الترطيب الأمثل لأنتاج ) : 2 (الشكل

Penecillium restiractum    
 من الأنزيمين قيد الدراسة بلغت      بواسطة السوائل المذكورة سابقا لكل    توصلت الدراسة الى أن نسبة الترطيب المثلى        

غم مادة صـلبة لكـل مـن البكتـين لاييـز والبـولي       / وحدة20.1 و  195.3 و بأنتاجية   ) 3 الشكل(  على حد سواء     2:1

عند نمو الفطريات بصورة عامة و في      ) الترطيب(كالاكتورونيز على الترتيب ، أن تفسير ذلك يعزى الى أهمية وجود الماء             

ة الضغط التنافذي الى حد معين مـا        تخمرات الحالة الصلبة على وجه الخصوص أذ أن ذلك يعمل على المحافظة على حال             

لكن زيادة المحتوى المائي يؤدي الى تحسس الفطريات لزيادة الضغط التنافذي الذي يلعـب              ، بين الوسط الزرعي و الخلايا      

  ) .1990، الخفاجي ( دورا كبيرا في عمليات نمو الفطريات الخضري خصوصا عند المناطق الطرفية للهايفات 
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انتاجية البكتين لاييز ×١٠ أنتاجية البولي آالاآتورونيز 

  
  

  

 Penecillium  أنزيمي البكتين لاييز والبولي كالاكتورونيز مز الفطر المحلي نسب الترطيب الخاصة لأنتاج) : 2(الشكل 
restiractum  

  

 اللازمة لأفـضل أنتاجيـة مـن البكتـين لاييـز و البـولي               )4الشكل(وأخيرا بينت نتائج درجة الحرارة المثلى للنمو      

تتفـق هـذه   ، غم مادة صلبة على الترتيـب  / وحدة23.4 و 202.6 غت م لكل منهما و بأنتاجية بل   º 30هي   كالاكتورونيز  

تكون بأحسن حالاتها عندما تكون درجات الحرارة قريبـة مـن           النتيجة مع المبدء الكيموحيوي القائل بأن فعالية الأنزيمات         

  ) .McKee & McKee , 1996(لكائنات التي تنتجها  لنمو ادرجات الحرارة الطبيعية
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 Penecillium درجة الحرارة المثلى لأنتاج أنزيمي البكتين لاييز والبولي كالاكتورونيز من الفطر المحلي : )4(الشكل 
restiractum  
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