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 ودراسة بعض صفاته Aspergillus aculeatusاللاكتيز من العفن  إنتاج
 Intracellularاللاكتيز الداخل خلوي  لإنتاجتعيين الظروف المثلى  -3

 وتطبيقاته دراسة بعض خصائصه و وتنقيته جزئيا  
 **سعود رشيد العاني          *الطائي سمر صالح            *اكرم ثابت الراوي

 الملخص
المثل  ى  التركيب  ةين ي  ( فض  لا  ع  ن تعIntracellularاللاكتي  ز ال  داخل خل  وي   لإنت  اجت الظ  روف المثل  ى درس  

 168م د  مر ر عن د  Aspergillus aculeatus م ن العف نوكان ت افض ل الظ روف انت اج اان زيم  الإنزيم إنتاجلوسط 
دور / دقيق  ة  150وران الحاض  نة اا  زا  ب  و/ / م  ل وس  رعة د 610×  1 لق  ا  وحج    5.0ابت  دائي  هي  دروجين رق   س  اعة و 

الم دع  و البروت ين  من ه اللاكتيز الداخل خل وي فان ه مترث ل رل  رز الم زا  لإنتاجوسط  أفضل أما. م   30ودرجة حرار  مرر 
مس   تخلص اةر   ي  بتركي   ز و  (   و ن/حج    0.1بتركي   ز  4HPO2K ( و  %  و ن/حج   0.1بتركي   ز  NH)4SO2)4 م    

: خل خل  وي تنقي  ة جزئي  ة همط  وتين    االلاكتي  ز ال  دا نق  ي%  و ن/حج   ( . 10لاكت  و  بتركي  ز وال %  و ن/حج   (0.01
وع دد م راا التنقي ة  الإنزيمي ةوكان ت الحص يلة  (DEAE-cellulose  الأم ونيرس تعرا  المب اد   الأم ونيالدملز  والتباد  

 7-5م تراو  ب ين  للثب اا الأمث ل ينااي دروج رق  ودرست بعض خصائص ه ا  ك ان  مر  على التوالي. 2.63% و 67.69
م    60دقيق ة وفق د فعاليت ه اام ا  عن د  30م / 50% م ن فعاليت ه عن د درج ة ح رار  94 المنقى جزئيا  بمق دار الإنزيمواحتفظ 
لتق   . وأش ارا نت ائا التطبي   االك ااكتو بوج ود  قد ثبطتكرا وجد إن الفعالية الإنزيمية للإنزيم المنقى جزئيا  .   اتهاللرد  

في تحلي ل اكت و  الحلي ل الف ر  إد  فيد  في مع داا تط ور للإنزيم رستعرا  اللاكتيز اةام الداخل خلوي قبل وبعد دملزت ه 
كرا اظه ر ال  رز المعام ل  مت ل ل   .الحروضة رستعرا  ردئ اللبن الرائل مقارنة  م  استعرا  الحليل غي المعامل رلإنزيم

و ل  ب ب  زفيد  الكتل  ة  Saccharomyces cerevisiaeق  در  في دع    ير  و    ي   تي  ز اة  ام(اللاكت  و  رس  تعرا  اللاك
ك ان لكا من اا   الحيومة بما مقارب دور  لوغارمترية واحد  . وكان لبروتيناا ال رز تأثي تحفيزي في الفعالي ة الإنزيمي ة في ح ين

 الحليل دور تثبيطي. 

 المقدمة
 Lactoseو    ل اللاكت    دم تحر    ة ع    بحال   ى  ا مسر    م    أواه اللاكت   و  مع   اني معظ     الب   الاين م   ن الحساس   ية     

intolerance للاكتيز( بسبل النقص الوراثي  Lactase definciency ) م نوال يي مق ح ح ائلا  ب ين ه يه الف  اا 
ت وفيه م   خف ض تناو  الحليل ومنتجاا الألبان عروما  ومعد الحليل احد الركائز الأساسية في التايم ة الس ليرة.ليا وج ل 

مس   هل  مم   ا اكتو (امكونات   ه م   ن الس   كرفيا الأحادم   ة  الكلوك   و  والك    إد إنزيمي   ا  محت   واه م   ن اللاكت   و  ع   ن  رم     تحليل   ه 
وتحدم دا   الألب انبعض العيوب في بعض منتج اا  إخفاء إداستهلاكه فضلا  عن  فيد  الحلاو  واليائبية واليي مفضي بدوره 

 (. Sandiness  )25, 26ما مدعى بعيل الترمل  
 النق يالمجهرم ة س واء ك ان  الأحي اءالمن تا م ن ( E.C.23.3.2.1 - galactosidase  وقد استعرل اللاكتيز

واجب ان منض جة امت ا ا بنكه ة ( Yoghrtل بن رائ ل   إنت اجاةام في العدمد من التطبيقاا منها عل ى س بيل المث ا   أومنه 
 ( 18،20  الإنتاجية عن اختزا  المد  اللا مة لتطور الحروضة ووقت العرلية مستساغة وقوام جيد وثباتية عالية فضلا  

 .جزء من رسالة ماجستي للباحث الثاني
 .جامعة باداد , العراق-كلية الزراعة  * 

 باداد , العراق. -جيا لو ** و ار  العلوم والتكنو 
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ب دوره عل ى اس تعرا  ه يه الم اد  الحيوم ة ه في تحليل اكتو  ال رز واليي شج  يكيلب استعرل اللاكتيز بصيات
في العدمد من المجااا منها صناعة ال رابت والمعجناا والحلوفيا والمثلجاا الق دمة كرا استعرل كبدمل ع ن الم وافي في 

 العدم د م ن الإنزيم اا إنت اجوبهيا اةصوص تعد الأعف ان اح د أه   المص ادر المامكروبي ة المعتر د  في ( 13  الأعلافتحضي 
 ( .- galactosidase  )5  ،17ومن بينها اللاكتيز  
ا  وان ه  يه اةر  ي ،  S. cerevisiaeاامث  انو  و   ي  اةب  ز  إنت  اجت ل  ل اللاكت  و  في المال   رز  ومس  تعرل

مكونات  ه م  ن  إدال  يي معر  ل عل  ى تحلي  ل اللاكت  و   للإن  زيمتس  تطي  النر  و في ال   رز غ  ي مت ل  ل اللاكت  و  لكو   ا تفتق  ر 
 ،4  الأمرمكي  ة Nutrisearchوق  د اعتر  دا ه  يه الطرمق  ة م  ن قب  ل ال   ركاا المعني  ة ومنه  ا ش  ركة  الأحادم  ةس  كرفيا ال

10،11،19). 
 A. aculeatus  اللاكتي  ز ال  داخل خل  وي م  ن العف  ن لإنت  اجتحدم  د الظ  روف المثل  ى  إدوته  دف ه  يه الدراس  ة 

 يقاته.وتطبوتنقيته جزئيا  م  دراسة بعض صفاته  المعزو  محليا  

 الب ثالمواد و رائ  
 الوسط اامثل للانتاج 
( Yeast extract  مس  تخلص اةر  ي  بإض  افةالمح  ور اس  تعرل الوس  ط  Czapek –Doxوس  ط التخر  ر الع  ام 

 غ  اساسا  للرعاملاا المدرجة ادناه: (30 غ  بدملا عن السكرو   20 بو نواحلا  اللاكتو  %  0.01وبتركيز 
 غ /لتر من اللاكتو  .  25و 20،  15،  10،  5الوسط رستعرا  في  الأمثلالتركيز  -1
 و الببت  ون 3NaNOو  4(NH(4HPO2و  NH)4SO2)4رس  تعرا  المص  ادر  الأمث  لدراس  ة المص  در الننتروجي     -2

 %  و ن/حج ( لكل منها. 0.2وبنسبة 
  للإنتاجال رز كوسط 
 . جامعة باداد –زراعة كلية ال  ألبانشرز جبن  ري من معرل أستعرل  مصدر ال رز:
 5م/   121%( ثم ع ر  لمعامل ة حرارم ة  20بوس ا ة ح امض اللاكتي ب  5.0 إد ااي دروجين رق عد   تحضي ال رز:

 (Whatman No.4ترش ي    أوراقالمترسبة رلترش ي  تح ت التفرم با ورس تعرا  دقائ ( بعدها فصلت بروتيناا ال رز 
  ليصب  جاهزا  لتدعيره وفقا  لما فيتي:

  %. 0.1بتركيز  4SO2)4(NH م ( والمدع  Deproteinized wheyشرز مزا  منه البروتين   -1
 %. 0.1بتركيز  4SO2)4(NH م ( مدع  Whole wheyشرز كامل  -2

% ومس   تخلص 0.1بتركي   ز  4HPO2Kو  %0.1وبتركي   ز  4SO2)4(NH م    ش   رز م   زا  من   ه البروت   ين والم   دع  -3
 %. 10و 5بتركيز  اكتو ، % 0.01اةري  بتركيز 

 %. 10و 5اكتو  وبتركيز  م شرز مزا  منه البروتين والمدع  -4

% و 0.01% ومس     تخلص اةر     ي  بتركي     ز 0.1بتركي     ز   4HPO2K م      ش     رز م     زا  من     ه البروت     ين والم     دع  -5
4SO2 4NH )4 وHPO2)4(NH 3 وNaNO وبتركيز  و )كل على حد . 0.1الببتون % 

 /م    121ثم عق   رلمصص د  بدرج  ة م ل/ دورق  100م  ل وبواق    300في دوارق س عة و ع ال  رز المعام ل والم دع  
س   اعة  168م   د  مر   ر : تح   ت الظ   روف ا تي   ةبت دم   د تركيب   ة الوس   ط المثل   ى وأجرم   ت التج   ارب المتعلق   ة دقيق   ة .  15

 رق   دقيق  ة و  دور /150م وكان  ت س  رعة الحاض  نة اا  زا      30ب  و/ /م  ل ودرج  ة  610×  1واس  تعرل حج    لق  ا  مس  اوي 
  .(7.0ابتدائي   هيدروجين
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 اختيار الظروف المثلى للإنتاج 
 درست المعامي ا تية لتعيين الظروف المثلى للإنتاج 

للوس  ط  ابت  دائي هي  دروجين رق    و( س  اعة 216و 168 ، 144 ، 120 ، 96 ، 72 ، 48 ، 24م  د  مر  ر  
 ،210 ، 10 ، 1( ، حج      لق    ا   8.0 و 7.0 ، 6.0 ، 5.5 ، 5.0 ، 4.5 ،4.0 ، 3.5 ، 3.0  الا    يائي اانت    اجي

( دور /دقيق   ة، 200 و 501 ، 100( بو//م   ل ، س   رعة دوران الحاض   نة اا   زا    2× 610و 610 ، 510 ، 410 ، 310
م. 45و 40 ، 35 ، 30 ، 25درجة حرار  التخرر     ) 
 استخلاص اانزيم

ال  راوي  س  تخلص اانزيم  ي وفق  ا  للطرمق  ة الم  يكور  فياس  تخلص اان  زيم وقيس  ت فعاليت  ه م    تق  دمر البروت  ين في الم
( وتع  رف وح  د  الفعالي  ة اانزيمي  ة ر   ا كري  ة اان  زيم ال    تح  رر م  امكروغرام  واح  د( م  ن الكلوك  و  في الس  اعة 3  والط  ائي

 . الواحد  وتحت ظروف التجربة
 الداخل خلوي  للإنزيمالتنقية الجزئية 
م   واري وافي ( 0.01التركي   ز   ف   ي الا    ائي( مقاب   ل دارئ اة   لاا  يناهمط   وتين  ل   ت ال   دملز   الت أجرم   ت

والبروت ين  الإنزيمي ةمن المراا قيست بعدها الفعالي ة  ا  ساعة تم خلااا تايي دارئ اةلاا عدد 24( ولمد  5.0هيدروجي   
 تبع ا للطرمق ة الموص وفة هبعدان تم تن يط (DEAE-celluloseعرود   إدالمدملز  الإنزيميالمستخلص  أضيحوالحج  ثم 

 رق   م  واري و  0.01التركي  ز ت موا نت  ه مس  بقا  ب  دارئ اة  لاا  يوال  يي ا   س   ( 2.2× 8العر  ود   أبع  اد( وكان  ت 29 
. ج  را عرلي  ة ااس  ترداد للبروتين  اا المرتبط  ة عل  ى المب  اد  رس  تخدام محالي  ل  تلف  ة م  ن دارئ اة  لاا (5.0 هي  دروجين 

 و 0.15 و 0.1 و 0.05 و NaCl  0.01( والمحتوم  ة عل  ى تراكي  ز متدرج  ة م  ن 5.0  ي  دروجينهرق    م  واري و  0.01
 ( مواري. 1.0 و 0.5 و 0.3 و 0.2

 دراسة بعض خواص الإنزيم المنقى جزئيا  
 روجينهي د واا ارق ام الأمثل لثباا الإنزيم بحضن الإن زيم المنق ى جزئي ا  م   المحالي ل الدارئ ة  اايدروجين رق حدد 

م ثم ب   ردا    30درج   ة ح   رار   فيلم   د  أرب     س   اعاا و  رفي أنابي   ل اختب   ا 8.0و 7.0 ،6.0 ، 5.0 ، 4.0 ، 3.0 ، 2.0
 30، 20ست الفعالية الإنزيمية المتبقية . كرا قدر الثباا الحراري للإنزيم ب درجاا ح رار   تلف ة  وقيمباشر   في حمام ثلجي 

نقل ت بع دها الأنابي ل إد  .دقيق ة 30 ب اا لم د ثالأمث ل لل ينااي دروج رق عند  ( م90و 80 ، 70 ، 60 ، 50 ، 40 ،
كتو  في الفعالية الإنزيمي ة و ل ب بتق دمر الفعالي ة الإنزيمي ة للإن زيم حمام ثلجي ثم قيست الفعالية المتبقية.كرا درفي تأثي الكاا 

 .رمامكرومول 10 ، 5 ، 2محلو  التفاعل الإنزيمي ورلتراكيز  إدالمنقى جزئيا  بإضافة الكالكتو  
 التطبي  التق  للإنزيم اةام 

أجرمت لل ليل معاملة إنزيمية رللاكتيز ال داخل خل وي اة ام م ر  قب ل دمل ز   :قيافي ن اط بكترفي ردئ اللبن الرائل
( م    ن ن    وع Microbiological Filterأض    يح الإن    زيم بع    د تعقير    ه رس    تعرا    حي    ثالإن    زيم وأخ    ر. بع    دها .

 Gelmanووض    وح داا انزيمي ة 10وبتركي ز  م امكرومتر إد الحلي ل المحض ر والمعق   مس بقا   0.22ا بقط ر فت ا (  ي
دقيق ة وق در  15أوقح بعدها التفاعل رلالي ان لم د   ثم ساعة م  الت رمب المسترر رلمحرك المانا يسي 18في الثلاجة لمد  

وتم متابع  ة م 42ب  ادئ الل  بن الرائ ل عن  د درج ة ح  رار  (. بع  د  ل ب لق    الحلي ل ب3التقدمرم  ة   الع د الكلوك و  رس  تعرا  
( واس  تعرل ير  و ج الحلي  ل غ  ي المعام  ل 12 وجماعت  ه  Egan حس  ل الطرمق  ة الم  يكور  في تط  ور الحروض  ة الكلي  ة المتكون  ة

 إنزيميا  للرقارنة. 



 ... تعيين الظروف المثلى لإنتاج اللاكتيز -Aspergillus aculeatus ... 3عفن إنتاج اللاكتيز من ال

 

 157 

ام في معالج  ة اس  تعرل اللاكتي  ز ال  داخل خل  وي اة   م  ن ال   رز: S. cerevisiae ةر  ي  الكتل  ة الحيوم  ة إنت  اج
 .S. cerevisiae( م  ن   ي  اة بر Biomassالكتل ة الحيوم ة   إنت  اجفي ثم اس تعرل ال   رز المعام ل إنزيمي ا   .ال  رز

ن    طت اةر   ي   إ التركي   ة ،  Pakmayaواس   تعرلت ا   يا الا   ر      ي  اةب   ز الجاف   ة التجارم   ة المجه   ز  م   ن ش   ركة 
دور / دقيق  ة  150( ورس  تعرا  الحاض  نة اا  زا   بس  رعة Davis’s Yeast salt  16رس  تعرا  الوس  ط الس  ائل 

رةر   ي   نفس   ه( مع   د  مس   بقا  م   ن الوس   ط Slantsثم لق    ت أوس   اط ص   لبة مائل   ة   .س   اعة 24م ولم   د     30وح   رار  
%  0.85رس تعرا  محل و  فس يولوجي معق    س اعة ثم عر ل ع ال  اة لافي 48م لم د     30ح رار   فيالمن طة وحض نت 

NaCl ب ريحة العد المجه ري ل عدد اةلافيوحس  Hemocytometerحس ل الطرمق ة الموص وفة (. حض ر ال  رز 
بدرج  ة وعوم  ل ح  رارفي  % 0.1بتركي  ز 4HPO2K% و0.1بتركي  ز  4SO2)4(NH م   ( ودع    4  في الط  ائي وال  راوي

وبع  د تق  دمر الكلوك  و   لاهأع    وكر  ا في معامل  ة الحلي  ل الم  يكور  الإن  زيمل  ه  أض  يح( وبع  د تبرم  ده 15دقيق  ة   30م /    85
ل م ن ال  رز ك  إد( راا / ملرعتسروحد  مكونة لل 105×5  والمحتوي أعلاهمل من اللقا  المحضر  1 أضيحالمت رر 

 72م ولم د     30دور  /دقيق ة وبح رار   150وبع د حض ن ال دوارق في الحاض نة اا زا   بس رعة إنزيمي ا  المعامل وغي المعام ل 
 إنزيمي   ا  واس   تعرل ير   و ج ال    رز غ   ي المعام   ل  Hemocytometerلافي رس   تعرا  . حس   اب ع   دد اة   ر س   اعة ج   
 للرقارنة.

تم التع رف عل ى تأث ي كا من اا الحلي ل وبروتين اا  تأثي كا من اا الحلي ل وبروتين اا ال  رز في الفعالي ة الإنزيمي ة:
نزيمي  ة م ن اللاكتي  ز ال داخل خل  وي اة  ام وح  داا إ 10ال  رز في الفعالي  ة الإنزيمي ة للاكتي  ز ال  داخل خل وي اة  ام، بإض افة 

. وا بد من الإشار  إد إن ال  رز المس تعرل ال رز المزا  منه البروتين( وال رز الكامل و  لكل من يرا ج  الحليل الفر 
ا لتوحي د الوجب اير و ج الحلي ل الف ر  رلمنف  ة التجارم ة المع د  لتج بن الحلي ل  ةفي هيه التجربة است صل علي ه بع د معامل 

ولوحظ تأثي كا مناا الحلي ل وبروتين اا ال  رز م ن خ لا  المقارن ة ب ين كري ة الكلوك و  المت  رر في ك ل ير و ج . المستعرلة 
 . والم ار إليه اعلاهمن النرا ج الثلاثة وراسلوب  اته 

 النتائا والمناق ة
إن أفض  ل  اد( 1 ش  كل  خل  ويالنت  ائا اةاص  ة بدراس  ة التركيب  ة المثل  ى لوس  ط إنت  اج اللاكتي  ز ال  داخل  اش  ارا

في ح   ين اتفض   ت الفعالي   ة النوعي   ة إد وح   د /ملا   260.33كان   ت الفعالي   ة النوعي   ة   إ غ /ل   تر  20تركي   ز للاكت   و  ه   و 
  .اكتو غ /لتر  25عند تركيز وحد /ملا   178.43

مقارن ة  م   المص ادر  ( إن الببتون كان الأفض ل2 شكل المصدر النتروجي  الأمثل للإنتاج تظهر النتائا وهمصوص
 حي            ث كان            ت الفعالي            ة النوعي            ة 4(NH(4HPO2واخ            يا   NaNO3ثم  NH)4SO2)4 معقب            هالأخ            ر. 

مع  ز. س  بل ارتف  اع الفعالي  ة رس  تعرا  الببت  ون ق  د وح  د /ملا  عل  ى الت  والي. و  24.11و 92.50 ، 179.61،118.07
الك  ائن المجه  ري وإنت  اج الإن  زيم ير  و تحف  ز  يني  ة ح  ر (إد م  ا يحوم  ه ه  يا المص  در النتروجي    العض  وي م  ن مركب  اا  أحم  ا  ام

   بصور  أفضل مقارنة  رلمصادر الأخر.. 
 م    ( ه   ي: ال    رز الم   زا  من   ه البروت   ين الم   دع  3 ش   كل  للإنت   اجالمع   د وس   ط لل وكان   ت أفض   ل ص   ياة تركيبي   ة

4SO2)4(NH 0.1 %، 4HPO2K 0.1 %  فعالي  ة % حي  ث ارتفع  ت ال10% واكت  و  0.01ومس  تخلص اةر  ي
 وحد /ملا  مقارنة  رلمعاملاا الأخر..  305.66النوعية إد 
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 .A. aculeatusتركيز اللاكتو  الأمثل لإنتاج اللاكتيز الداخل خلوي من العفن  :1شكل                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .A. aculeatusمصدر النتروجين اامثل انتاج اللاكتيز الداخل خلوي من العفن  :2شكل 
 Peptone -1. (NH4) 2SO4 -2. NaNO3 -3. (NH4)2HPO4 -4. 

 
 

( فق د 4أما همصوص المعامي الأخ ر. الم صثر  في إنت اج اللاكتي ز ال داخل خل وي ومنه ا م د  التخر ر المثل ى  ش كل 
وح د /ملا   216.06 ساعة هي المثلى لإنتاج اللاكتيز ال داخل خل وي إ  ارتفع ت الفعالي ة النوعي ة إد 168إن مد   دوج

ساعة وه يا مع ود إد التا ياا الحاص لة  216وحد /ملا  عند  150.45وملاحظ حدوث اتفا  في الفعالية الإنزيمية إد 
مد  التخرر فض لا  ع ن إمكاني ة ح دوث تحل ل  اتي ةي وط العف ن وال يي مك ون مص  ور  ع اد   بإ  لاق البروتي زاا  قدمم  ت

إ  بلا ت  5.0(. وك ان رق   ااي دروجين اابت دائي اامث ل لوس ط الإنت اج ه و 6لفعالي ة الإنزيمي ة  ومواد أخر. تأثر س لبا  في ا
( إد إن معظ    الفط  رفيا تنر  و عن  د رق    1احم  د والن  وواي   ( وق  د أش  ار5وح  د /ملا   ش  كل  411.71الفعالي  ة النوعي  ة 

ملائر  ة لإنب  اا اب  وا/ الأعف  ان ومظه  ر ال   كل إ  إن البي   ة المائل  ة لل روض  ة تك  ون  7.0 – 4.0 هي  دروجي  م  تراو  ب  ين
وقد معز. سبل  لب إد وجود أكث ر م ن  8.0 – 3.0تيبير  في إنتاج الإنزيم ضرن مد. من الرق  اايدروجي  تراو  بين 

 (.7صور  إنزيمية للإنزيم قيد الدراسة  
 352.50لي   ة النوعي   ة ( إ  بلا   ت الفعا6بو//م   ل  ش   كل  610×  1وك   ان أفض   ل حج     لق   ا  لإنت   اج الإن   زيم 

وحد /ملا  عند مضاعفة هيا الحج  من اللق ا  وال يي ربم ا ك ان س ببه التن اف  في  288.88ثم اتفضت إد  .وحد /ملا 
( إن حج   العرلي ة الإنتاجي ة ونوعه ا يح ددان حج   اللق ا  المس تعرل وان 2 لل المواد الايائية, وقد أوض  ت اةف اجي  

 م  كرية الوسط الايائي المستخدم بهدف التقليل من وقت التأخي في بدء الإنتاج.حج  اللقا  ا بد إن متناسل 
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دور /دقيق    ة إ  بلا    ت الفعالي    ة النوعي    ة  150وكان    ت الس    رعة المثل    ى ل    دوران الحاض    نة اا    زا   لإنت    اج الإن    زيم 
في تثب يط الإنزيم اا  (, وت ي معظ  الفرض ياا به يا اةص وص إن لسوكس جين دورا  مباش را  7وحد /ملا   شكل 267.44

( وم  ن ثم Ferrodoxinالأساس  ية ع  ن  رم    ااتح  اد به  ا أو أكس  دتها وت   ي أخ  ر. إد أكس  د  المرافق  اا الإنزيمي  ة مث  ل  
 (.  23تثبيط الإنزيماا  

 
 
 
 
 
 
 
 

 .A. aculeatusار الوسط اامثل انتاج اللاكتيز الداخل خلوي من العفن ي: اخت3شكل 
      وسط التخرر العام. -1

 .4SO2)4(NH0.1% شرز كامل +  -2

 %.4SO2)4(NH0.1شرز مزا  منه البروتين +  -3

 .%5+ اكتو  % 0.10اةري   مستخلص% + 4SO2)4(NH 0.1%+4HPO2K 0.1شرز مزا  منه البروتين +  -4

 .%10+ اكتو  % 0.10اةري   مستخلص%+4SO2)4(NH 0.1%+4HPO2K 0.1شرز مزا  منه البروتين +  -5

 .%5شرز مزا  منه البروتين + اكتو   -6

 .%10شرز مزا  منه البروتين + اكتو  -7

 .%0.10اةري  مستخلص% + 4SO2)4(NH 0.1 % +4HPO2K 0.1شرز مزا  منه البروتين +  -8

 %.0.10اةري  مستخلص% + 4HPO2)4(NH 0.1 % +4HPO2K 0.1شرز مزا  منه البروتين + -9

 %.0.10اةري  مستخلص% + 3NaNO 0.1 % +4HPO2K 0.1تين +شرز مزا  منه البرو -10

 .%0.10اةري  مستخلص% + Peptone 0.1 % +4HPO2K 0.1شرز مزا  منه البروتين + -11
 

ه ي الأمث ل في إنت اج الإن  زيم م  30( فق  د كان ت درج ة ح رار  8وفير ا متعل   بدرج ة الح رار  المثل ى للتخر ر  ش كل
 195.00حي  ث بلا  ت الفعالي  ة النوعي  ة  م 25 درج  ة ح  رار  تعقبه  اوح  د /ملا   233.95حي  ث كان  ت الفعالي  ة النوعي  ة 

  ،عل  ى الت  والي م 40وم  35عن  د درج    ح  رار  وح  د /ملا   41.79 و 107.50 إدوح  د /ملا  م    ملاحظ  ة اتفاض  ها 
راس ة غ ي مت رل ة لل  رار  العزل ة المس تعرلة في ه يه الد إنوه يا م د  عل ى  م 45 فعالية نوعية عن د درج ة ةوعدم ظهور أم

ن وع إد خخ ر فعل ى س بيل المث ا  تنر و الأن واع التابع ة لج ن  ن المرتفعة.إن لكل نوع فطري درجة حرار  مثلى لنروه متلح م
Aspergillus  1 المعتدلة الحرار  تنت ر في المنا   م ليا فإ ا    30بصور  أفضل عند .) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .A. aculeatusى انتاج اللاكتيز الداخل خلوي من العفن مد  التخرر المثل :4شكل      
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 .A . aculeatus نتاج اللاكتيز الداخل خلوي من العفن راايدروجين اابتدائي  رق علاقة  :5شكل 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .A. aculeatus نتاج اللاكتيز الداخل خلوي من العفن رحج  اللقا  علاقة  :6شكل 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 .A. aculeatus نتاج اللاكتيز الداخل خلوي من العفن رسرعة الدوران علاقة  :7شكل 
 

 

 

 

 رق  اايدروجين

م(
لغ

 م
ة/

حد
و
( 

ية
ع

و
لن

 ا
ية

ال
فع

ال
 



 ... تعيين الظروف المثلى لإنتاج اللاكتيز -Aspergillus aculeatus ... 3عفن إنتاج اللاكتيز من ال

 

 161 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .A. aculeatus درجة الحرار  المثلى انتاج اللاكتيز الداخل خلوي من العفن  :8شكل 
 

اوا  ا ال دملز  خط واا التنقي ة الجزئي ة للاكتي ز ال داخل خل وي اة ام وال   تحقق ت همط وتين  (1وموض  جدو   
( بحص يلة إنزيمي ة وع دد م راا تنقي ة DEAE-celluloseوثانيهرا كروماتوكرافي التباد  الأموني رستعرا  المباد  الأم وني  

 مر  على التوالي.  2.63% و  67.69
 

 للاكتيز الداخل خلوي من العفن  Cellulose – DEAEالمباد  ااموني  رستعرا التنقية الجزئية :1جدو  
A. aculeatus 

 الحج  اةطو 
  مل(

 بروتين
 ملا  / 
 مل(

الفعالية 
الحجرية  وحد  

 مل( /
الفعالية النوعية 
  وحد  / ملا (

الفعالية 
 الكلية
   وحد  (

عدد 
مراا 
 التنقية

الحصيلة 
 %) 

 100.00 1.00 198.90 290.78 11.05 0.038 18.00 نزيمي اةامالمستخلص الإ
 120.43 2.11 239.55 614.23 15.97 0.026 15.00 الدملز 

 رافي التباد  اامونيككروماتو 
DEAE – cellulose 22.00 0.008 6.12 765.00 134.64 2.63 67.69 

 
اث  ل  إ ( DEAE-cellulose( القر    البروتيني  ة المحص  ل عليه  ا رس  تعرا  المب  اد  الأم  وني  9وموض    ش  كل  

إنزيمي  ة  البروتين اا المرتبط ة وال   اظه  ر بعض ها وج ود فعالي ة الأخ  ر.ا اث ل القر   البروتين اا غ ي المرتبط  ة بينر  الأودالقر ة 
المتري ز للفعالي ة الإنزيمي ة م ن الإش ار  إد اارتف اع  وا ب د ,( عن د تق دمر الفعالي ة ا ا45-35الأجزاء المحصور  ب ين  وخاصة   

( 9 وجماعت ه  Brandorالمركب اا المثبط ة. أوض   بعد خطو  الدملز  واليي ربما كان سببه التخلص من بع ض اام وناا و 
وه ي كروم اتوكرافي التب اد  الأم وني  Fusarium oxysporum var. lini ي ة اللاكتي ز المن تا م ن العف نخط وتين لتنق

 (. Sephadex G-100أعقبها الترشي  االامي على هلام   (DEAE-celluloseوعلى المباد   
 
 
 
 

 

 درجة الحرار   م(
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 الاسل                        ااسترداد                                                                  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ا ت   DEAE - Cellulose عر ود بوس ا ة : كروماتوكرافي ا التب اد  اام وني للرس تخلص اانزيم ي ال داخل خل وي9كل ش 
 م  ن خ  لا و ااس  ترداد  5.0ااي  دروجي   الأفيم  ولر و  و  0.01محل  و  دارئ اة  لاا بتركي  ز  بوس  ا ةالموا ن  ة 

و المحتوم ة عل ى تراكي ز متدرج  ة   5.0ااي  دروجي  الأفيم ولر و  و  0.01 اة لاا بتركي زمحالي ل  تلف ة م ن دارئ 
 x 2.2 8مواري في عر ود ربع اد   (1 و 0.5 ، 0.3،  0.2،  0.15،  0.1،  0.05،  0.01 من كلورمد الصودموم 

 . مل / ساعة 60جزء و بسرعة جرفين  مل / 5و بواق   س (
 

 – 5.0 الأمث  ل لثب  اا الإن  زيم م  تراو  ب  ين ااي  دروجين رق  أظه را دراس  ة بع  ض اة  واص للإن  زيم المنق  ى جزئي  ا  إن 
 Penicillium citrinumم ن العف ن  اايدروجي  الأمثل لثب اا اللاكتي ز المن تا لرق اولقد وجد إن ( 10 شكل  7.0

م  ش  كل    50 – 20(. أم ا ب  ان الثب اا الح راري للإن  زيم فق د ك ان ض رن م د. م تراو  ب ين 27  7.0 – 4.5م تراو  ب ين 
دقيق ة في  30ى التوالي لم د  علم    50م و   30فعاليته عند درج  حرار  % من 94% و97 لإنزيم بواق إ  احتفظ ا( 11

للاكتي ز المنق ى والمن تا م ن إد إن الثب اا الح راري ( 5  جاس   م وللر د  نفس ها وق د توص ل   60حين فقد فعاليته ااما  عند 
م ن فعاليت ه عن د  %82.8دقيقة إ  فقد الإن زيم  30م ولمد     60 – 30 كان ضرن مد. متراو  ما بين  A. nigerالعفن 
 م.    70رد  نفسها وفقد فعاليته ااما  عند م لل   65حرار  

تثب يط للفعالي ة الإنزيمي ة ولجري    ف يلاحظ ح دوث (12كتو  في الفعالي ة الإنزيمي ة  ش كل وفيرا متعل  بتأثي الكاا 
ن د ن التثب يط عكتو  إ  بلا ت أعل ى نس بة م هيا السكر وكان التثبيط متناسل  ردفي  م  تركيز الك اا  منالتراكيز المستعرلة 

                               إن اللاكتي     ز المن     تا م     ن       ي   ( ادCastillo  15و Goncalves . وق     د أش     ارا دراس     ةمل     ي م     ولر 10تركي     ز 
Kluyveromyces marxianus  كتو . مثبط تنافسيا  رلكاا 

ض التطبيق اا منه ا معامل ة وبهدف تسليط الضوء على كفاء  الإنزيم اةام قيد الدراسة استعرل هيا الإنزيم في بع 
وكان ت كري ة الكلوك و  المت  رر  في الحلي ل المعام ل  (2  ج دو الحليل رلإنزيم اة ام ال داخل خل وي  م دملز وغ ي م دملز( 

مامكروغرام/م  ل عل  ى الت  والي. وج  اءا ه  يه النت  ائا  20.57،  22.92 م  دملز وغ  ي م  دملز(  رللاكتي  ز ال  داخل خل  وي
ص ارتف  اع الفعالي  ة الإنزيمي  ة بع  د ال  دملز . وعن  د متابع  ة تط  ور الحروض  ة لل لي  ل المعام  ل وغ  ي مصك  د  لم  ا س  ب   ك  ره همص  و 

المعام  ل إنزيمي  ا  ل  وحظ ارتف  اع النس  بة الم وم  ة لح  امض اللاكتي  ب المتك  ون ورلت  الي س  رعة مث  ر الحلي  ل المعام  ل إنزيمي  ا  مقارن  ة    
س   هلة ااس  تهلاك والترثي  ل م  ن قب  ل بك   ترفي الرفيا الأحادم  ة رلحلي  ل غ  ي المعام  ل ومع  ود ه  يا إد ت   وفر كري  ة م  ن الس  ك

ح   و  اس   تعرا  اللاكتي   ز الميك   روو في تحلي   ل اكت   و  الحلي   ل  (24،  22وق   د أجرم   ت العدم   د م   ن الدراس   اا   ,الب   ادئ
 واستعرا  الحليل المعالج إنزيميا  في تصني  العدمد من المنتجاا. 
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 اايدروجي  اامثل للثباا  ي رق  اايدروجين في ثباا اللاكتيز المنقى جزئيا قدر الرق : تاث10شكل             

 م و لمد  ارب  ساعاا.30درجة  في                         
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  عندقدرا درجة حرار  الثباا  الحرار  في ثباا اللاكتيز المنقى جزئيا ااتاثي درج :11شكل             
 .اامثل للثباا و لمد  نصح ساعة pH رق  هيدروجين                         
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 .A.  aculeatus   لاكتيز المنقى جزئيا من العفن تاثي تراكيز  تلفة من الكااكتو  في فعالية ال :12كل ش      
 

 مدملز وغي مدملز( في معاملة الحليل  قيد الدراسة استعرا  اللاكتيز الداخل خلوي اةام :2جدو 
* LH milk:lactose hydrolysed milk 

 اللاكتيز الداخل خلوي بعد الدملز  ز اللاكتيز الداخل خلوي من دون دمل
 الزمن
  ساعة(

 حامض اللاكتيب % حامض اللاكتيب%
 حالة الحليل

control LH milk* control LH milk 
0.0 0.1 0.1 0.14 0.14  
0.5 0.16 0.20 0.18 0.23  
1.0 0.18 0.25 0.20 0.26  
1.5 0.19 0.29 0.22 0.31  
2.0 0.21 0.32 0.25 0.38  
 مثر الحليل المعامل رللاكتيز 0.44 0.29 0.38 0.23 2.5

 مامكروغرام/مل 22.92الكلوكو  المت رر  مامكروغرام/مل 20.57الكلوكو  المت رر
 

 Saccharomyces cerevisiaeت ل ل اللاكت و  في ير و   ي  اةب ز المأم ا رلنس بة لت أثي اس تعرا  ال  رز 
هنال ب  فيد  في  إنكل من يرو جي ال رز المعام ل وغ ي المعام ل إنزيمي ا  للكتلة الحيومة ( ملاحظ من متابعة تطور ا3جدو  

وح د  مكون ة للرس تعرراا /  106×  1.04عدد خلافي اةري  مقداره دور  لوغارمترية واحد  تقرمبا  إ  بلبا ع دد اة لافي 
مظه ر تط ورا  في أع داد اة لافي المض افة إلي ه ومصك د ه  يا في ال  رز المعام ل إنزيمي ا  مقارن ة  رل  رز غ ي المعام ل وال يي   م ل 

اس تعرا  اللاكتي ز قي د الدراس ة في  ان .واس تهلاكه ا اتلب الق در  عل ى تحلي ل اللاكت و  S.cerevisiaeحقيقة إن  ي  
 وظ ة في الكتل ة مامكروغرام/م ل م   عن ه  فيد  مل 29.89رلكلوك و  تحليل اللاكت و  وتحرم ر الس كرفيا الأحادم ة المترثل ة 

، 1الحيوم  ة للخر  ي  ومع  د ه  يا مصش  را  إض  افيا  عل  ى كف  اء  اللاكتي  ز قي  د الدراس  ة في تحلي  ل اللاكت  و  وأش  ارا دراس  ة مماثل  ة  
 إنتاج الكتلة الحيومة ةري  اةبز.  ت لل اللاكتو  فيالم( ما  استعرا  ال رز 14،30

ان لبروتين اا ال  رز  ( ملاح ظ4الفعالية الإنزيمية  ج دو  وهمصوص تأثي كا مناا الحليل وبروتيناا ال رز في
في رف    الفعالي  ة الإنزيمي  ة إ  تعر  ل عل  ى تن   يطها وه  يا متض    م  ن كري  ة الكلوك  و  المت   رر  في ير  و ج ال   رز  ا  ايجابي   ا  تأث  ي 

دراس  ة م  ا ج  اءا ب  ه  وت  ين وه  يا متف    م   مامكروغرام/م  ل مقارن  ة  بنر  ا ج ال   رز الم  زا  من  ه البر  57.10الكام  ل والبالا  ة 
Mahoney وAdamchuk  21 لبروتين           اا ال            رز دورا  في تن            يط اللاكتي           ز المن           تا م           ن             ي  ( إن
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Kluyveromyces fragilis إن لكا من   اا الحلي   ل دورا  مثبط  ا  للاكتي   ز إ  اختزل   ت كري   ة ( 4 ج   دو  م  ن وملاح   ظ
( إن  Bigelis  8 دراس   ةرز الكام   ل وق   د بين   ت ل    % مقارن   ة  ر39.71ر  في الحلي   ل الف   ر  بمق   دار الكلوك   و  المت    ر 

( 28 وجماعت ه  Wendorffوع زا دراس ة  ,كا مناا الحلي ل تعر ل عل ى تثب يط فع ل اللاكتي ز المن تا م ن مص ادر  تلف ة
إن فعالية الإن زيم تعتر د عل ى ن وع الم اد  المحتوم ة عل ى اد سبل  لب إد ارتفاع تركيز المواد الصلبة إ  أشارا هيه الدراسة 
 اللاكتو  فكلرا  اد تركيز المواد الصلبة اتفضت الفعالية الإنزيمية.

 

 من ال رز المعامل رللاكتيز قيد الدراسة S. cerevisiaeانتاج الكتلة الحيومة من  ي   :3جدو  

 شرز غي معامل الزمن  ساعة(
CFU/ml 

 شرز معامل رانزيم
CFU/ml 

Zero time 5×510 5×510 

72 4×410 1.04×610 

 مامكروغرام/مل 29.89الكلوكو  المت رر في ال رز 
 

 تأثي بروتيناا الحليل وال رز في فعالية الإنزيم عند تحليل اللاكتو  فيهرا :4جدو  
 عدد الوحداا الإنزيمية المضافة الكلوكو   مامكروغرام/مل( المركل
 10 22.68 حليل فر 
 10 57.10 شرز كامل

 10 52.18 شرز مزا  منه البروتين
 

 المصادر
 . الفطرفيا الصناعية . الدار العربية للن ر والتو م .(1999 النوواي محرد عبد الر اق  ؛، محرد علياحمد 1-
  ،العراق.جامعة باداد –مطاب  دار الحكرة للطباعة والن ر  .تقنية الحيومة(. ال1990اةفاجي،  هر  محرود   2-

  Aspergillus aculeatus(. إنت  اج اللاكتي  ز م  ن العف  ن 2007  الط  ائي ، أك  رم ثاب  ت وسم  ر ص  الحال  راوي -3
 .167-161(:4  12لعلوم الزراعية العراقية: عز  العفن المنتا للإنزيم .مجلة ا -1ودراسة بعض صفاته . 

 Aspergillus aculeatus. إنت   اج اللاكتي   ز م   ن العف   ن (2007 ال   راوي الط  ائي، سم   ر ص   الح وأك   رم ثاب   ت  -4
ل  ة العل  وم . مجExtracellular. تعي  ين الظ  روف المثل  ى لإنت  اج الإن  زيم اة  ارج خل  وي بع  ض ص  فاته ودراس  ة

 .175-168(:4 12الزراعية العراقية. 
 Aspergillus nigerجااكتوس  امدمز م  ن الفط  ر  –(. إنت  اج إن  زيم البيت  ا 1986، عل  ي عب  د الك  اظ   جاس    -5

 ،العراق.جامعة البصر  –راعة كلية الز   -ودراسة بعض صفاته. رسالة ماجستي

 (Aspergillus orratus group)(. إنت    اج ااملي    زاا م   ن ال     فطر 1996، أك    رم ثاب   ت  محر    د س   عيد -6
جامع     ة  –كلي     ة الزراع     ة   –. أ روح     ة دكت     وراه اا الحال     ة الص     لبةالمت ر     ل لل      رار  العالي     ة بوس     ا ة مر     ر 
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ENZYME PRODUCTION AND PARTIAL PURIFICATION WITH 

STUDYING SOME OF IT’S PROPERTIES AND APPLICATIONS 
 

A. T. Al-Rawi*                S. S. Al-Taáy*                S. R. Alani** 
 

ABSTRACT 
The optimum condition and best medium for the production of 

intracellular lactase were studied.The best conditions for the enzyme production 

from the mold Aspergillus aculeatus were found as : period of fermentation 

168h., initial follows pH 5.0, size of inoculums 1106 spore/ml., speed of shaking 

incubator 150 r.p.m., temp. of fermentation 30C. The best medium for the 

intracellular lactase production was: deproteinized whey fortified with 

(NH4)2SO4 0.1% (W/V), K2HPO4 0.1% (W/V), yeast extract 0.01% (W/V) and 

lactose 10% (W/V). 

The intracellular lactase was partially purified by two steps that included: 

dialysis and ion exchange column chromatography (DEAE-cellulose) the yield 

and fold of purification was 67.69 and 2.63% respectively. The Properties of the 

partially. purified lactase were investigated. It was found that the pH stability 

ranged between 5-7. The enzyme retained 94% of it’s original activity after 

incubation at 50C for 30 min. And the complete loss of the activity was at 60C 

for the same peiod. The enzyme activity was inhibited by D- galactose.   

Some technical applications of the crude lactase were investigated. It was 

found that there was a development in the rate of lactic acid production in 

lactase hydrolyzed milk by dialyzed and non dialyzed lactase during 

fermentation by starter of yoghurt in comparison with control milk. Lactase 

hydrolyzed whey by crude intracellular lactase was used in the production of 

biomass from baker’s yeast Saccharomyces cerevisiae. There was a raise in 

biomass by one log. cycle after incubation for72 h. Whey proteins were around 

activators for crude lactase activity, while milk caseins were strong inhibitors.  
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